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Santrauka. Suns ragena inervuoja 12-15 story aceticholinesterazei (AChE) pozityviy nerviniy pluodty, kurie yra
iSsideste vienodais tarpais aplink ragenos kraSta. Stori nerviniai pluostai iS ragenos krasto eina viduriniu ragenos
savosios medzZiagos sluoksniu | ragenos centra. Vieni stori nerviniai pluoStai, ka tik iéje i ragenos perifering dali,
Sakojasi | du vienodo storio nervinius pluostus, kurie, eidami i centring dalj, duoda jvairaus storio nervinius pluostus.
Kiti stori nerviniai pluostai einabeveik tiesiatrajektorijai centra ir duoda vidutinio storio bei plonus nervinius pluostus.

AtsiSakoje nuo AChE pozityviy story nerviniy pluosty, vidutinio storio bei ploni nerviniai pluoStai kryziuodamiesi
perdengia storus nervinius pluodtus. Jie iSsiskiria ir pakartotinai jungiasi, todel galima atsekti tik trumpas atskiry
nerviniy pluosty atkarpas nerviniame rezginyje. Vidutinio storio bei ploni nerviniai pluostai dominuoja pavirdiniame
ragenos savosios medziagos sluoksnyje tiek centringje, tiek periferinéje ragenos dalyse. Ragenos periferinéje dalyje
dalis vidutinio storio nerviniy pluosty, atskilusiy nuo story pluosty, Sakodamies griztalink ragenos krasto.

Ploni nerviniai pluostai, pateke i epiteli, formuoja gausia anastomozuotg tinkla. Kai kurie ploni nerviniai pluostai
baigias kiigio formos sustoréjimais, panaSiais i laisvasias nervines galinéles.

Skirtingo amziaus Suny ragenos AChE pozityvaus nervinio rezginio morfologiniai tyrimai neparodé aiskiy jo
sandaros ir histotopografijos skirtumy.

RaktazodZiai: Suo, ragena, inervacija, acetilcholinesterazé (AChE).

STRUCTURE OF ACHE POSITIVE NERVE PLEXUSIN THE DOG CORNEA

Summary. From 12 to 15 thick AChE-positive nerve bundles, which were distributed evenly around limbus,
innervated dog’s cornea. Thick nerve bundles run along intermediate stromal layer from limbus to the centre. Some
thick nerve bundles, having come to peripheral part of cornea branch into 2 nerve bundles of equal thickness and
running to central part split into various nerve bundles. Other thick nerve bundles run amost straight to the centre and
split into medium and thin nerve bundles.

Having branched from AChE-positive thick nerve bundles, medium and thin nerve bundles crossed and cover thick
nerve bundles. They split and repeatedly join with each other and it makes possible to follow short distances of nerve
bundles in AChE-positive nerve plexus. Medium and thin nerve bundles dominate in a superficial stromal layer of
cornea both in pericentral and central parts of cornea. Part of medium nerve bundles split from thick nerve bundles
branch well coming back to limbal part of cornea. Thin nerve bundles run to epithelium and abundantly are
anastomosed one with another. Some thin nerve bundles end in conic enlargements.

Morphological studies did not show clear age- related differences of structure and histotopography of AChE-positive
nerve plexus.

Keywords: dog, cornea, innervation, acetylcholinesterase (AChE).

Ivadas. Acetilcholinas (ACh) - mediatorius, platiai  lokalizacija nerviniuose elementuose  sprendziama
paplites nervy sistemoje. Sio mediatoriaus déeka  histochemikai nustacius acetilcholinesteraze arba ACh
perduodami nerviniai impulsai autonominémis  sintezuojantj fermentg cholinacetiltransferaze
prieSmazginémis ir pomazginémis parasimpatinéemis bei  (Baiiuekayckac 1980). Reakcija geriau atlikti visame
motorinemis somatinemis skaidulomis. Acetilcholinas preparate, 0 ne nuopjovose, nes tai leidzia atlikti triju
sintezuojamas priesinapsinése paslelése, iSkuriy iSsiskiria  dimensijy nervinio rezginio analize (Pauzair kt. 1996).

i sinapsini plyS§. Acetilcholino apykaitoje svarby T. Tervo (1976; 1977), N. Ishida su bendraautoriais
vaidmen; atlieka ji  sintezugjantis  fermentas (1984) AChE pozityvaus nervinio rezginio Ziurkés visos
cholinacetiltransferaze ir ji hidrolizuojantis fermentas ragenos preparatuose studijoms panaudojo nespecifings
acetilcholinesterazé  (AChE). Didziausias acetilcholin-  acetilcholinesterazes identifikavimo metods. Jie nustate,
esterazés aktyvumas yra cholinerginése skaidulose ir  kad nerviniai kamienai buvo tolygiai issidéste visuose
neuronuose. Acetilcholinesterazés histocheminé reakcija  ragenos kvadrantuose po 2-4 kiekviename. Nervai, eidami
néra specifing, nes audiniuose yra ir nespecifinés S ragenos krasto link centrinés dalies, Sakojosi ir vél
acetilcholinesterazés (NSAChE) (pseudocholinesteraze, jungési. Kai kuriose vietose jie buvo mazguoti. T. Tervo
butirilcholinesterazé). Kadangi AChE greitai suardo (1976), sugretines Sviesiniu ir elektroniniu mikroskopu
ACh, néra tiesioginiy histocheminiy metody Sio gautus rezultatus, nustaté, kad AChE reakcijos produktai
mediatoriaus  lokalizacijai  nustatyti. Apie ACh lokalizuoti Ziurkés ragenos savosios medziagos nervy
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aksolemoje, epitelio lasteliy membranose ir tarp
epiteliocity iSsidéstiusiose nervy galinélése. Jis nustate,
kad AChE pozityvis nervai i rageng ateina akiniu nervu
(n. ophthalmicus), nes ji perpjovus, AChE pozityvis
nervai isSnyksta.

T. Tervo ir A. Pakama (1978) aptiko AChE
pozityvius nervus triuSio ragenos savojoje medziagoje ir
epitelyje, kuriame skaidulos jsiterpia tarp epitelio lasteliy
ir daZznai baigiasi galiniais sustor¢jimais. Jie nurode, kad
ragenos savosios medziagos nervinia  pluoSta,
atskylantys iS pagrindiniy kamieny, yra sudaryti i$
daugelio aksony. Anot ju, ragenos kraSte yra storiausi
nerviniai pluostai, kuriy sudétyje buvo mielininiy ir
nemielininiy aksony, apsupty perineuriumu.

F. A. Moustafa ir kt. (1990), atlike jauny ir suaugusiuy
juros kiaulyciy ragenos bei raineles AChE pozityviy
nervy tyrimus M. J. Karnovsky ir L. A. Roots (1964)
nespecifines  acetilcholinesterazés  tyrimo  metodu,
pastebé¢jo, kad So fermento aktyvumas buvo
intensyvesnis suaugusiy gyviiny ragenoje negu jauny, 0O
reakcija jauny ir suaugusiy jary kiaulyciy raineléje buvo
beveik vienoda.

Ka kurie mokdininkai bandé AChE histochemine
reakcija vykdyti su kitais metodais. Acetilcholinesterazés
metoda kartu su aukso chlorido metodu J. L. Jacot ir kt.
(1995) naudojo ziurkés, A. M. de Leeuw ir K. Y. Chan
(1989) — triusio ragenos AChE pozityvaus nervinio
rezginio iSryskinimui. Dazymas aukso chloridu padidino
nerviniy struktary kontrasta, NSAChE metodas i8ryskino
plonas nervines skaidulas ir gaines Sakutes. S
kombinacija iSryskino daugiau nervy, tai leido tikdliau
jvertinti  visos ragenos nervini rezginj, naudojant
kompiutering analize (Jacot ir kt., 1995).

Darbo tikslas — istirti suns ragenos AChE pozityvaus
nervinio rezginio neuroanatomija.

MedZiagos ir metodai. Tyrimams panaudoti 47
misranai, abigjy lyc¢iy, 1,8 - 20 kg masés sunys. Jie
suskirstyti i tris amZiaus grupes: 15 jauny (iki 1 m.), 24
suauge (1 -7 m.) ir 8 seni (8 m. ir vyresni). Suny amZius
nustatytas is ju Seimininky pateiktos anamnezés bei pagal
danty nusitrynima. Visiems Sunims premedikacijai atlikta
intramuskuling chlorpromazino (50 mg/kg), letalinei
narkozei - intraveniné natrio pentobarbitalio (100 mg/kg)
injekcijos.

Moksliniai tyrimai  atlikti laikantis 1997.11.06
“Lietuvos respublikos gyviny globos, laikymo ir
naudojimo jstatymu” Nr. 8-500 (“Valstybés Zinios’,
1997.11.28, Nr. 108) bei poistatyminiais aktais - LR
Valstybines veterinarinés tarnybos isakymais: “Dél
laboratoriniy gyviny veisimo, dauginimo, priezitros ir
transportavimo veterinariniy reikalavimy” (1998.12.31,
Nr. 4-361) ir “Dél laboratoriniy gyviny naudojimo
moksliniams bandymams® (1999.01.18, Nr. 4-16).

Akies padétis Zyméta uzdedant ligatira ant odenos
&lia ragenos kradto virdutiniame kvadrante. Kiekviena
akis déta | atskirg indelj ir plauta fosfatiniu buferiniu
tirpalu (PB, pH 7,4). V¢liau akys 30 min. fiksuotos 4%
paraformaldehide 0,1M fosfatiniame buferyje su 8%
sacharozés (pH 7,4) 4°C temperatiiroje. Ragenos nuo
odenos atskirtos ziediniu pjaviu greta ragenos krasto,
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aplink rageng paliekant siaura odenos Zieds. Keturiomis
radialinémis jpjovomis iS periferijos centro link ragena
suskirstyta | kvadrantus: virSutini, nosies, apatini,
smilkinio.

Atskirtos ragenos 18 vaandy plautos 0,1M
fosfatiniame buferyje (pH 7,4) 4°C temperatiroje. AChE
pozityvus nervinis rezginys isrySkintas naudojant
M. J. Karnovsky ir L. Roots acetilcholinesterazés metoda
(1964), modifikuota D. Pauzos ir kt. (1996). Epiteliu i
virSy jos 12-14 vaandy laikytos 4°C temperataros
inkubacingje terpéje.

Naudota inkubacing terpeé (mM): natrio acetatinis
buferis - 60; acetiltiocholinjodidas - 2; natrio citratas - 15;
CusSO; - 3; K3Fe(CN)e - 0,5; Triton-X 100 iki 1%.
Inkubacinés terpés pH 5,6.

Nerviniy pluosty daZzymosi kokybé vertinta Sviesiniu
mikroskopu. Véliau ragenos dehidratuotos didéjancios
koncentracijos (50°, 70°, 95° ir 100°) etilo spirite bei
perkeltos | kambario temperatiiros ksilola 10 min. Po to
ragenos détos epiteliu i virsy ant objektiniy stikleliy,
dengiamigji stikleliai priklijuoti balzamu. Preparatai tirti
ir nervinés struktaros fotografuotos, naudojant kamera
(SPOT RT Slider Digital by Diagnostic Instruments Inc.,
St., Sterling Heights, Michigan, USA), programa Image
Pro Plus (version 4.1 by Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, USA), mikroskopa (LeicaDMRXA, by
Leica Microsystems AG, Erngt-Leitz-Strasse 17-37,
35578 Wetzlar, Germany), programa Vvaizdy montazui
(motorized scanning stage (Martzhauser, Germany)).

Atlikta jauno Suns visos ragenos, 0 suaugusio ir seno
Suny apatinio  kvadranto  nervinio  rezginio
rekonstrukcija. Nervinio rezginio elementai apvedZzioti
naudojant Corel Draw 9 programa.

Tyrimy rezultatai. Jauny Suny ragenos periferingje ir
centrinéje dalyse nustatytas tankus AChE pozityviy
nerviniy pluodty rezginys (1 pav.). Ragena inervuoja 12-
15 story AChE pozityviy nerviniy pluodty, kurie yra
iSsideste vienodais tarpais aplink ragenos krasta. Stori
nerviniai pluostai is ragenos krasto eina viduriniu ragenos
savosios medziagos sluoksniu | ragenos centra. Stori
nerviniai pluodtai panasis i medZio kamienus, nuo kuriy
atskyla vidutinio storio ir ploni nerviniai pluostai (2 pav.).
Atskiri stori nerviniai pluodta tame paciame ragenos
kvadrante, kaip ir skirtinguose kvadrantuose, Sakojasi
nevienodai. Vieni stori nerviniai pluostai, ka tik iéje i
ragenos perifering dalj, Sakojasi | du vienodo storio
nervinius pluodtus, kurie, eidami i centring dalj, duoda
jvairaus storio nervinius pluostus. Kiti stori nerviniai
pluostai eina beveik tiesia trajektorija i centra ir duoda
vidutinio storio bei plonus nervinius pluostus.

AtsiSakoje nuo AChE pozityviy story nerviniy
pluosty, vidutinio storio bei ploni nerviniai pluostai
ragenos savojoje medZiagoje issidésto dviem menkai
atskiriamais, persipynusiais sluoksniais. Sie nerviniai
pluostai kryZiuodamiesi perdengia storus nervinius
pluostus. Jie iSsiskiria ir pakartotinal jungiasi, todél
galima atsekti tik trumpas atskiry nerviniy pluosty
atkarpas nerviniame rezginyje. Vidutinio storio bei ploni
nerviniai pluostai dominuoja pavirSiniame ragenos
savosios medzZiagos sluoksnyje tiek centringje, tiek
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2 pav. 10 dieny amziaus Suns ragenos AChE pozityvus nervinis rezginys (ragenos periferiné dalis)
1 - storas nervinis pluostas; 2 — vidutinio storio nervinis pluostas; 3 — plonas nervinis pluostas

periferinéje ragenos dalyse. Ragenos periferingje dalyje
dalis vidutinio storio nerviniy pluosty, atskilusiy nuo story
pluosty, Sakodamiesi griztalink ragenos krasto.

IS ragenos krasto vidutinio storio bei ploni nervinia
pluostai eina | perifering ragenos dalj, tatiau nesiekia
centrinés ragenos dalies. Sie nerviniai pluodtai iSsidéste
tarp story nerviniy pluodty. Jie eina pavirSiniu ragenos

savosios medziagos sluoksniu ir inervuoja perifering
ragenos dalj.

Ploni nerviniai pluostai, pateke i epitelj, formuoja
gausiai anastomozuotg tinkla. Kai kurie ploni nerviniai
pluostai baigiasi kiigio formos sustoréjimais, panaSiais i
laisvasias nervines galtinéles (3 pav.).

3 pav. 6 mén. amziaus Sunsragenos AChE pozityvus nervinisrezginys (ragenos centriné dalis)
Plonas nervinis pluostas (1) baigiasi sustor¢jimais (2). 3 — vidutinio storio nervinis pluostas.
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Suaugusiy Suny ragenos AChE pozityvaus nervinio
rezginio struktiira panasi i jauny Suny (4 pav.). Suaugusiy
Suny stori nerviniai pluodtai yra didesnio diametro negu
jauny Suny. Vidutinio storio ir plony nerviniy pluodty
rezginys yra sudétingesnis, nerviniai pluostai ilgesni. Kai
kurie vidutinio storio ir ploni nerviniai pluostai biina labai
vingiuoti, Sakojasi ir jungiasi vieni su kitais, sudarydami
apvalius ar daugiakampius erdvineés struktiiros rezginius.
IS rezginio i&je ploni nerviniai pluodtai nevienodais
tarpais duoda trumpas galines 3akas, kurios kyla
vertikaliai ar jstrizai i pavirSinius epitelio sluoksnius.

Suaugusiu Suny ragenos nerviniuose pluostuose AChE
reakcija buvo intensyvesné nei jauny ir seny Suny.
Seny Suny AChE pozityvaus nervinio rezginio
histotopografija yra panasi i jauny Suny. Nervinis rezginys
retesnis (5 pav.). Seny Suny ragenos AChE pozityviis stori
nerviniai pluodtai didesnio diametro nei jauny. Vidutinio
storio ir ploni nerviniai pluostai Sakojasi maziau, nerviniai
rezginial retesni nei suaugusiy ir jauny Suny. Plony
nerviniy  pluodty, Kkurie baigiass kagio formos
sustoréjimais, panaSiais | laisvasias nervines galanéles,
pastebéta Zymiai maZiau.

1,6 mm

4 pav. 2 m. amziaus suns desinés ragenos AChE pozityvaus nervinio rezginio rekonstr ukcija (ragenos

apatinis kvadrantas)
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5 pav. 8 m. amZiaus Suns AChE pozityvaus nervinio rezginio rekonstrukcija (ragenos apatinis

kvadrantas)
Aptarimas. vairis autoriai, apraSydami ragenos
nervini rezgini, pateikia skirtinga jo struktdry

klasifikacija. Galbut tokia skirtinga klasifikacija yra dél
gyviiny radiniy ypatumy. Zmogaus ragenos nerviniame
rezginyje iSskiriami pagrindiniai stori pluoStai, einantys 9-
3 valandos kryptimi, maZesni vidutiniai pluostai, kurie
Sakojasi 12-6 valandos kryptimi, nerviniuose pluoStuose
esancios tiesios ir mazguotos nervines skaidulos, pavienés
nervinés skaidulos (Muller ir kt., 1996).

Lieka neaisku, kodél skiriasi nervinio rezginio
skaiduly Klasifikacija, apradant tos pacios gyviny rasies
ragenos inervacija. Pavyzdziui, M. A. Jones ir C. F.
Marfurt (1998) Ziurkés ragenos nervinio rezginio
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juntamasias skaidulas (SP, CGRP, GAL) vadina iskiliais
nerviniais kamienais, téviniais kamienais, pagrindiniais
nerviniais kamienais, pagrindiniais nerviniais pluostais,
kurie epitelyje formuoja ragenos savosios medZiagos
rezgini, mazais nervinias pluoStais, aksonais, kurie
Sakojasi | plono diametro aksonus. Tuo tarpu kitame Siy
autoriy straipsnyje  (1991) Ziurkés ragenos
imunoreaktyvis CGRP nervai skirstomi | ragenos
savosios medziagos iskilius nervinius pluostus, storus
nervinius pluodtus, didesnius nervinius pluodtus,
maZesnius nervinius pluostus, aksonus.

Nesant vieningos nuomonés dél ragenos nerviniy
pluosty skirstymo, atsizvelgdami | ju struktira bei
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diametrag, mes juos salyginai suskirsttme | storus,
vidutinius ir plonus. Sie pluodai gerai identifikuojami
naudojant AChE histochemine reakcija.

PanaSias AChE pozityvias nervinio rezginio strukttras
Ziurkés ragenoje apra N. Ishida ir kt. (1984) bel T.
Tervo (1976; 1977), triuSio ragenoje - T. Tervo ir A.
Palkama (1978), jury kiaulytes — F.A. Moustafa ir kt.
(1990). Tokiy duomeny apie Suns ragenos nervinio
rezginio tyrimus literattiroje neradome.

Mes nustateme, kad Suns ragenag inervuoja 12-15
iSsidestiusiy vienodais tarpais aplink ragenos krasta story
AChE pozityviy nerviniy pluodty. Jie iS ragenos krasto
eina viduriniu ragenos savosios medZiagos sluoksniu i
ragenos centrg. Vieni stori nerviniai pluodtai, ka tik iéje i
ragenos perifering dali, Sakojasi i du vienodo storio
nervinius pluostus, kurie, eidami i centring dalj, duoda
jvairaus diametro nervinius pluodtus. Kiti stori pluostai
eina bevelk tiesia trajektorija i centra ir Sakojasi |
vidutinio storio bel plonus nervinius pluostus.

Misy gauti duomenys sutampa su N. Ishida ir kt.
(1984), T. Tervo (1976; 1977), T. Tervo ir A. Palkama
(1978) tyrimy duomenimis. N. Ishida ir kt. (1984), T.
Tervo (1976; 1977) teige, kad Ziurkés ragenoje AChE
pozityviis nerviniai kamienai buvo tolygiai iSsidéste
visuose ragenos kvadrantuose po 2 - 4 kiekviename.
Nervai ¢jo iS ragenos krasto link centrinés dalies, jie
Sakojosi bei susijungé. T. Tervo ir A. Palkama (1978)
nustate, kad triuSio ragenoje storiausi AChE pozityvis
nerviniai pluostai buvo ragenos kraste.

Misy tyrimy duomenimis, atsiSakoje nuo AChE
pozityviy story nerviniy pluosty, vidutinio storio bei ploni
nerviniai pluodtai ragenos savojoje medzZiagoje iSsidesto
dviem menkai atskiriamais, persipynusiais sluoksniais. Jie
iSsiskiria ir pakartotinai jungiasi. Vidutinio storio bei
ploni nerviniai pluodtai dominuoja pavirSiniame ragenos
savosios medziagos sluoksnyje tiek centringje, tiek
periferinéje ragenos dalyse. Ragenos periferingje dalyje
dalis vidutinio storio nerviniy pluosty, atskilusiy nuo story
pluosty, Sakodamiesi grizta link ragenos krasto.

IS ragenos krasto vidutinio storio bei ploni nerviniai
pluostai eina | perifering ragenos dalj, tafiau nesiekia
centrinés ragenos dalies. Sie nerviniai pluodtai iSsideste
tarp story nerviniy pluodty. Jie eina pavirSiniu ragenos
savosios medziagos sluoksniu ir inervuoja perifering
ragenos dalj.

Ploni nervinia pluodtai, pateke i epiteli, formuoja
gausiai anastomozuota tinkla.

Sie misy rezultatai sutampa su N. Ishida ir kt. (1984)
kurie taip pat pastebéjo, kad Ziurkés ragenos savosios
medZiagos nervy Sakos jsiskverbé | epitelini sluoksnj
prieS pasiekdamos ragenos centra. Nervai i ragena i€jo iS
ragenos krasto, jie Sakojosi ir vél jungeési.

T. Tervo su bendradarbiais (1985), naudodami AChE
nustatymo metoda, istyreé, kad AChE pozityvis nervai
formuoja Zmogaus ragenos savosios medZiagos nervinius
pluostus, kurie skyla | maZesnes Sakas, sudarancias
pamatinj epitelio nervinj rezgini. Sio rezginio Sakos tarp
epitelio Iasteliy formuoja galines Sakutes (terminal es).

Taciau, tirdami triuSio ragena, T. Tervo ir A. Palkama
(1978) nustaté, kad AChE pozityvis nervai iSsideéste tik
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ragenos savojoje medZiagoje, taciau ju nebuvo ragenos
epitelyje. Tai prieStaraujamisy, N. Ishidair kt. (1984) bei
T. Tervo ir kt. (1985) gautiems tyrimy duomenims, kad
ploni NSAChE pozityviis nerviniai pluoStai inervuoja
Suns, ziurkés ir Zmogaus ragenos epitelj.

Miusy tyrimai rodo, kad suaugusiy Suny ragenos
nerviniuose pluostuose AChE reakcija buvo intensyvesné
nei jauny ir seny Suny. Sie duomenys sutampa su F.A.
Moustafa ir kt. (1990) tyrimais, kurie M.J. Karnovsky ir
L.A Roots (1964) metodu nustatée, kad suaugusiy jary
kiauly¢iy ragenoje AChE reakcija yra intensyvesné negu
naujagimiy. Masy ir Siy autoriy rezultatai priestarauja T.
Tervo ir kt. (1978) duomenims, kurie nustate, kad 19 pary
amziaus ziurkés vaisiaus ragenoje reakcijos intensyvumas
AChE pozityviose nervinése skaidulose buvo didesnis nei
suaugusiy Ziurkiy ragenos nervuose.

I Svados. Ragenos AChE pozityvaus nervinio rezginio
sandaros tyrimai parode, kad:

1. AChE pozityvis stori, vidutinio storio ir ploni
nerviniai pluostai i rageng ateina is ragenos krasto. Stori
nerviniai pluostai, iSsidéste vienodais tarpais aplink
ragenos krasta, eina viduriniu ragenos savosios medzZiagos
sluoksniu i ragenos centra.

2. PavirSiniame ragenos savosios medZiagos
sluoksnyje dominuoja vidutinio storio ir ploni AChE
pozityvis nerviniai pluodtai, atskile nuo story nerviniy
pluosty, o ragenos epitelyje ir poepiteliniame sluoksnyje
ploni AChE pozityvis nerviniai pluostai formuoja gausiai
persipinantj tinkla.

3.  Skirtingp amziaus Suny ragenos AChE
pozityvaus nervinio rezginio morfologiniai tyrimai
neparodé aiskiy jo sandarosir histotopografijos skirtumy.
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