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Nowa technika implantacji czerniaka Bomirs.kiego
do przedniej komory oka chomika syryjskiego

New implanting technique of Bomirski melanoma
into anterior chamber of Syrian hamsters eyes

Summary: Purpose: To describe a newly elaborated ocular tumor model,
obtained by implanting Bomirski melanoma into the anterior chamber of the eye in
Syrian hamsters (Mesocricetus auratus). Material and methods: The ex-
periments were carried out using pigmented and non-pigmented lines of the tumor.
Attempted injections of suspension of malignant melanoma cells in physiological
salt sdution to the anterior chamber with an infusion pump did not give the expected
results. The growth of the tumor occurred only in 8% of eyes. The research material
contained 132 adult pigmented hamsters. Tumor fragments of the size of 0,4-1,0 mm
were implanted to the anterior chamber of the eyes. Melanotic cells were implanted
in 71 hamsters, amelanotic ones in 61 hamsters. Hamsters were anesthetized with
intravisceral vetbutal. The examination was carried out in 24 hour intervals.
Results: During the first 2 to 3 days the disappearance of the cells were obserwed,
and then iris tumors appeared, in the cases of amelanotic cells after 4-6 days, and in
the cases of melanotic cells after 8-10 days. Enucleated eye-balls were examined
histopathologically. In all cases confirmation of the growth of melanoma in the iris
was obtained.

Hasta: model nowotworowy, czerniak, przednia komorz oka chomika
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Dotychczas opisano tylko jeden doswiadczalny
model zwierzecego czerniaka oka *. Uzyskuje si¢ go na
drodze mikrochirurgicznej ksenotransplantacji skraw-
ka nieubarwionego (amelanotycznego) czerniaka Gre-
ena do przestrzeni podnaczyniowkowej oka krolika,
przy czym dawca wszczepu jest chomik. Takie umiejs-
cowienie powoduje trudno$ci w obserwacji wzrostu
i ocenie wynikow leczenia guza w porownaniu z guza-
mi rosnacymi w przedniej komorze oka.

Wspomniany wyzej model doswiadczalnego no-
wotworu ma co najmniej dwie glowne wady: biorca
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i dawca naleza w tym przypadku do odmiennych
gatunkow zwierzgcych a w szczepiana linia czerniaka
nie zawiera melaniny (amelanotyczna).

Celem niniejszej pracy jest opracowanic nowcgo,
lepszego modelu, przy zastosowaniu transplantacji allo
lub syngenicznej, ktére odznaczajy si¢ wicksza czgstosciy
przyjecia w porownaniu z ksenotransplantacjy. Niestely
kroliki, o stosunkowo duzych galkach ocznych dogodo
nych z punktu widzenia techniki przeszczepu, nie nadajy
sie do roli dawcy i biorcy, poniewaz nic znany jest U 1ic h
7aden przeszczepialny czerniak. Duza trudnoi
technicznej podjetych w tych badaniach dosw
wynika z okolicznoéci, iz wszystkie zwierzgee ¢z
doswiadczalne wystepuja tylko u kilku gatunkov

natury

zwierzat laboratoryjnych. Srednica galki 0
u nich niewielka i z reguly nie przekracza kilku milimt
réw. W ninigjszym doniesieniu opisano udana prt be
opracowania nowego modelu czerniaka oka u chomixa
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Material i metodyka

Jako materiat dogwiadczalny postuzyly dwic
czerniaka Bomirskiego pochodzgce z¢ SKOTY

I

Implantacja czerniaka do komory przedniej oka chomika

wiona (melanotyczna) BHM Ma oraz nieubarwiona
(amelanotyczna) BHM Ab, ktore wszczepiano do
przedniej komory oka chomika syryjskiego odmiany
zlocistej (Mesocricetus auratus). Ze wzgledu na nie-
wielkie rozmiary przedniej komory oka tego zwierzg-
cia zabiegu transplantacji oraz pomiaréw wielkoci
guzéw trzeba bylo dokonywa¢ przy uzyciu mikro-
skopu chirurgicznego. Wykorzystano Model produk-
cji Moller Optische Werke GmbH.

W poczatkowych badaniach przeprowadzonych
na 16 chomikach, podjgto probg podawania zawiesi-
ny komorek nowotworowych w zbuforowanym roz-
tworze soli fizjologicznej (PBS), otrzymanej na dro-
dze trypsynizacji guzow, testujac 2 stgzenia: 5 min
komorek/ml i 10 min komorek/ml. Doswiadczenia
prowadzono na obu liniach czerniaka. Probki zawie-
siny wtlaczano powoli przez strzykawke z igla umie-
szczona w oku chomika z uzyciem pompy perystal-
tycznej. Liczba przyjetych wszczepow nie przekracza-
la jednak przy tej metodzie 15%. W zwiazku z tym
podjeto probe wszczepienia skrawkow guza zamiast
zawiesiny izolowanych komorek.

Skrawki ubarwionego nowolworu Wwszczepiono
49 chomikom, za$ nieubarwionego 62 chomikom,
zawsze tylko do jednego oka. aby nie pozbawiac
zwierzat zdolnosci widzenia (ryc. 1).
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przednie) |

Przed zab

y usypiano chomiki przez dootrze-
wnowe podanie Vetbutalu rozcienczonego 20-krotnie
zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej, stosu-
e dawke 0,015 ml na 1 g wagi ciala. Wprowadzane
mikrochirurgicznie skrawki guza zawieszone w roz-

tworze mialy wielkos¢ od 0,4 mm do 1,0 mm.
Umieszczano je tuz przy ostrzu igly i wypychano
po wkhuciu do przedniej komory oka z mozliwie jak

najmnie)sza 1ic

1 plynu. Istotne bylo aby w trakcie

I si¢ w przed-

Koniec

igly ze skrawkiem znala

ni¢) Komorze oka tuz pon

owka. Przy wszcze-

PI€ Zwracano uwage na dq skrawkow o podobne;j
wielkosci, aby uzyska¢ mozliwie jak najwigksza v,mm-r
wnywalnosc wynikow

Dla okreélenia wielkoéci guzOw nowotworowych
zastosowano metode Schrecka Za wskaznik roz-

miaréw guza przyjmuje si¢ w tej metodzie
geometryczna 6 trzech $rednic, mierzonych
wzajemnie prostopadlych osi guza: 6=
gdzie a, b, ¢ — érednicami guza z
prostopadlych osi. .

Pomiar wielko$ci guzéw wykonano bezposrednio
przy uzyciu okularu z podziatka: umozliwiato to
oceng tempa wzrostu guza w plaszczyznie pola widze-
nia (a wicc w dwu wymiarach). Wielkos¢ trzeciej
érednicy guza ustalano z preparatow histopatologicz-
nych. Biorac pod uwage zjawisko kurczenia si¢
materiatu wynikajace z preparatyki utrwalajacej usta-
lono wzbr, przedstawiajacy obkurczanie si¢ fragmen-
tow tkanek, w funkcji ich objetosci. Jest to zaleznosc
logarytmiczna. Aby obliczy¢ rzeczywista wielkosé
trzeciej $rednicy guza y, nalezy wartos¢, zmierzona na
preparacie histologicznym x wstawi¢ do nastgpujace-
go réownania: y=(19.9)7'(10771n x —535).

Parametry powyzszego rownania oznaczono do-
$wiadczalnie przez pomiary skrawkéw przed i po
preparatyce utrwalajacej; przy wyznaczaniu tej zalez-
nosci postuzono sie programem ,,Sigma Plot”. Uzys-
kane na tej drodze wartosci sa porownywalne z otrzy-
mywanymi przy pomocy innych technik — ustalania
wielkosci guzow?’7. Wszystkie pomiary przeprowa-
dzono w odstepach 24 godzinnych.

Wyluszczone galki oczne poddano badaniu histo-
patologicznemu. Przy ocenie preparatow korzy-
stano z mikroskoru $wietlnego LABORLUX S
LEITZ. Preparaty wybarwiano standardowa meto-
da; eozyna — hematoksylina, stosujac grubosé
preparatu 4 pm.

Wyniki badan

W ciagu pierwszych 2 do 3 dni po wszczepie-
niu tkanki nowotworowej obserwowano zanikanie
skrawka a nastepnie pojawienie si¢ guzka tgczowki,
co w przypadku linii ubarwionej trwalo okolo
4-7 dni, a w przypadku linii nieubarwionej 1-3
dni. W przypadku linii ubarwionej byl to wyraznie
odgraniczony, ciemnobrunatny, okragly lub owal-
ny guzek, natomiast w przypadku linii nieubarwione]
na powierzchni tgczowki pojawil sig kozuchowaty
bialo-szary rozrost. Wszczepy przyjmowaly sie

»\"68% oczu po wprowadzeniu skrawkow nieubar-
wionych i w 70% po wprowadzeniu skrawkow ubar-

stawia tabela I i ryc. 2. Na ryc. 3 przedstawio
guz linii ubarwionej rosnacy w przc[inis" k
oka chomika. ;

Badania histologiczne potwierdzi
niaka w tgczOwce we wszystkich p
4. przedstawia naciek nowotworu
w obrgb prawidlowych tkanek oka
czerniak w wigkszosci swego utkania z
z komorek nablonkowo-podobn
liczne ziarna barwnika. Niewielka
nowia komorki wrz ;
stwierdza si¢ skapa
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i nieubarwionej BHM Ab, rosnacych w przedniej komorze oka

1 Ryc. 2. Kinetyka wzrostu guzow linii ubarwionej BHM Ma
|
‘: chomika syryjskiego

Ryc. 3. Guz ubarwionej linii czerniaka Bomurskiego rosnacy
w przedniej komorze oka chomika syryjskiego

Ryc. 4. Naciek ubarwionej linii czerniaka
tkanek oka chomika il

¢b praw idtowych

B. Romanowska, B. Kukielczak inni

326
T toncj (BHM Ma) i nieubarwionej (BHM AD) lini czerniaka Bomirskiego w przednicj komorze oka chomiky
Kinetyka wzrostu ubarwionej ——?—T 7 3 9 10 E 5

o 278 3.14 2500 [22.50
Ma + 045 £ 0.29 *0.54(+ 404

7.60 15.6 25.7 31.66 3045
Ab +1.04 + 386 +2.86 +3.64
Omowienie

Podawanie zawiesiny komorek czarniaka Bomirs-
kiego w roztworze soli fizjologicznej do przedniej
komory oka okazalo si¢ nieskuteczng metoda wszcze-
piania guza u chomikow. Niski odsetek przyjecia sig
wszczepow (15%) spowodowany byl porawdopodob-
nie uszkodzeniem komorek podczas przygotowywania
zawiesiny i mniejsza ich Zywotnoscia. Aby nie powigk-
szy¢ zbyt raptownie ciSnienia w galce ocznej, po-
sluzono si¢ pompa perystaltyczna, podajaca plyn
w tempie zblizonym do jego fizjologicznego wchiania-
nia. Zaleta tego sposobu byla dokladna znajomos¢
liczby komorek w jednostce objgtoSci wstrzykiwanej
zawiesiny. Niestety jednak nie zawsze udawalo sie
unikna¢ wypadniecia teczOwki wraz z wyplywem nad-
miaru ptynu. Ponadto ilos¢ materialu nowotworowego
wprowadzonego na tej drodze okazala si¢ zbyt skapa
dla rozwoju guza w galce ocznej. Natomiast w przypa-
dkach wszczepiania do przedniej komory oka skraw-
kow tkanki nowotworowej proporcje miedzy laczna
objetoscia wprowadzanego do oka materiatu a iloscia
oérodka, w ktorym byly zawieszone skrawki przesung-
ly si¢ wyraznie na korzy$¢ wprowadzanych skrawkow.

Poréwnujac kinetyke wzrostu obu linii czerniaka
Bomirskiego, wszczepianych do przedniej komory
oka chomika z kinetyka wzrostu tego samego nowo-
tworu, obliczona dla guzéw implantowanych w sko-
rze 156 zagbserwowano, iz w obydwu przypadkach
tempo wzrostu ubarwionej linii jest nizsze od tempa
wzrostu linii nieubarwionej, odpowiednio 2-krotnic
w przypadku skéry i 1,18-krotnie w przypadku oka

Nastepstwem wigkszej predkosci wzrostu guzow
nieubarwionych, wyraznie widocznej na ryc. | byl
krotszy czas wypelniania wngtrza calej przednic)
komory oka tkanka nowotworowa. W opisany

doswiadczeniach wynosit on 10 dm dia guzow n
barwionych i 14 dni dla ubarwionych

Na uwage zastuguje rownicz fakt, 1z pI
komora oka nale obszar6éw 1mm
cznie uprzywilejowanych” t
komorkowej obrony
Zjawisko to bylo zapewne korzystne z punkl

2zy do tzw

nowotw

nia rozwoju wszczepOw czerniaka un
w tym rejonie i by¢ moze przyczynilo si¢ dO P

nia naszych doéwiac

Podsumowanie

Opisana technika mikrochirurgiczna kazal
efektywna, zapewniajac przyjmowani
u 70% zwierzat. Dzicki mozliwos

Implantacja czerniaka do komory przedniej oka chomika

skrawka tkanki nowotworu w dowolny obszar przed-
niej komory uzyskalismy wzrost guzka teczowki
w wybranym migjscu. Ulatwia to ocen¢ jego za-
chowania si¢ w trakcie leczenia oraz decyzj¢ o mo-
mencie wyluszczenia oka. Glowna zaleta opisanej
metody bylo zastapienie modelu opartego na kseno-
transplantacji (chomik/krolik) modelem transplanta-
cji allogenicznej. Ponadto zaistniala mozliwo$¢ pro-
wadzenia do§wiadczen na ubarwionych czerniakach,
ktore wyraznie roznia si¢ promienioopornoscia od
nieubarwionych.
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