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Observations on the Technique of a Sparing Method of Freeze-drying
of Corneal Tissue

Mozliwosé szybkiego otrzymania materialu do przeszezepienia rogéwki posiada
niekiedy istotne znaczenie dla wykonania warstwowej keratoplastyki ze wskazan
leczniczych. Zagadnienie to nabiera coraz to bardziej zasadniczego znaczenia tam,
gdzie keratoplastyka powinna byé wykonana szybko i gdy brak czasu na zbyi
dlugie poszukiwania materialu, jak np. tam, gdzie zaistnieje koniecznos¢ wyko-
nania keratoplastyki tektoniczno-rekonstrukcyjnej.

W tym celu zostaly ostatnio przeprowadzone przez nas badania do$wiadczalne
nad mozliwoécig uzyskania materialu do keratoplastyki drogg liofilizacji (Kr wa-
wicz, Szwarc, Zagdérski 1960). W wyniku tych badan mozna bylo stwierdzié,
Ze przeszCzep zamrozony w izopentanie ochlodzonym do —79°C nie doznawat uszko-
dzen, ktore bylyby widoczne w preparatach mikroskopowych i ktére po prze-
szczepieniu mialyby ujemny wplyw na zachowanie przejrzystosci przeszczepu. W ba-
daniach tych wykazano réwniez, ze wysuszanie zamrozonego przeszczepu rogowki,
ktére przebiegalo przez okres kilku dni w niskiej cieptocie przy bardzo matej roéz-
nicy temperatur miedzy tkankg a wymrazalnikiem nie wptywalo uszkadzajgco na
nablonek i zrgb przeszczepu.

W ten sposob uzyskany przeszczep zastosowany w przebiegu do$wiadczalnej
keratoplastyki warstwowej srédrogowkowej wedlug sposobu podanego przez
Krwawicza (1960) dawat pomyslne wyniki w tym znaczeniu, Ze przeszczep wga-
jal sie bez powiklan i utrzymywal peing przejrzystos¢. Wazny wydaje sie rowniez
moment, ze przeszczep liofilizowany nie byl, jak to do tej pory czyniono, nawad-
niany przed operacja w odpowiednich plynach, lecz wszczepiany byl Srodrogéw-
kowo na sucho, a rehydracja liofilizowanego przeszczepu odbywala sie wewnatrz
tkanki rogéwki gospodarza. Rdéwniez pierwsze proby kliniczne z zastosowaniem
przeszczepu licfilizowanego z rogéwek pobranych ze zwlok daty wyniki pomyslne
(Krwawicz 1961).
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Dotychczasowe, najwazniejsze dane pismiennictwa mieliSmy mozno$¢ omowic
poprzednio (Krwawicz, Szwarec, Zagodrski). Ostatnio obok liofilizacji za-
czyna byé omawiana mozliwosé odwadniania rogéwek przy zastosowaniu adsor-
hentéw np. zelu krzemionkowego i przygotowywania w ten sposéb przeszczepow
(Payrau 1960).

Wszystkie znane dotychczas metody zarowno liofilizacji, jak i odwadniania
rogowek procwadzg jednak do uzyskania materialu, ktéry wykazuje cechy dewi-
talizacji. Wydaje sie, ze korzystniejsze byloby otrzymywanie przeszczepéw, ktiodre
po rehydracji wykazywatyby wszystkie cechy zywej tkanki. W wyniku przepro-
wadzonych badan histochemicznych (Szware 1960; istnieja pewne podstawy do
przyjecia, ze przeszczep liofilizowany przez nas i wszczepiony kroélikom, po auto-
rehydracji nie rézni sie od przeszczepu zywego i nie wykazuje cech dewitalizacji.
Badania te wymagaja jednak dalszego potwierdzenia. W niniejszej pracy chcie-
liby$my przedstawi¢ niektére techniczne szczegély procesu liofilizacji przeszcze-
pow rogowkowych uwzgledniajgec ponadto wilasng modyfikacje aparatury i poste-
powaniai,

METODA I MATERIAL

Sposob liofilizacji przeszezepéw rogowkowych

Aparat do suszenia platow rogéwkowych (ryc. 1) wykonano ze szkla
obojetnego a nastepnie wyprdébowano na szczelnosé. Cze$¢ B oraz lacz-
nik C owinieto drutem oporowym o oporze 100 omoéw spelniajagcym role
grzejnika. Kapilara wlosowata D stuzyla do zapowietrzania aparatu po
skonczonej liofilizacji.

Swiezo pobrane przeszczepy rogéwkowe zamrazano przez zanurze-
nie w pentanie ochlodzonym z zewnatrz mieszaning suchego lodu i me-
tanolu do temp. —79°C, a nastepnie umieszczano w trzech ochlodzonych,

Ryec. 1. Aparat do suszenia przeszczepéw rogowkowych; A — wymrazalnik, B —
pojemnik na probowki z przeszczepami, D — kapilara do zapowietrzania aparatu.
Apparatus for drying corneal grafts; A — refrigerating chamber, B — container

for keeping test-tubes with corneal grafts, D — capillary tube letting air into
the apparatus.
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cienko$ciennych probéwkach. Probéwki te, umieszczone w specjalnym
uchwycie (Krwawicz Szwarce, Zagoérski) wstawiano dc cze-
§ci B aparatu ochlodzonej uprzednio suchym lodem, po czym otwér
aparatu zatapiano szybko palnikiem tlenowym. Metalowa oslonka wspocm-
nianego uchwytu nalezycie chronila zamrozone tkanki przed promienio-
waniem cieplnym rozgrzanego szkla. Tak przygotowany aparat lgczono
wezcm gumowym poprzez wymrazalnik chlcdzony mieszaning stalego
CO; i metanolu z zespolem: pomp proézniowych. Oproéznianie aparatu
z powietrza prowadzono az do uzyskania ciSnienia 1x 10 mm Hg,
po czym przy tym ci$nienin nie wylgczano jeszeze pomp proézniowych
przez 15 minut celem usunigcia resztek pentanu z tkanki. Oprézniony
z powietrza aparat odcinanc nastepnie od pomp przez odtopienie pal-
nikiem tlenowym specjalnego grubosciennego przewezenia cze$ci A.

Zatopiony szczelnie aparat umieszczano w zamrazarce w kapieli me-
tanolowej chlodzonej wezownicg do ok. —40°C (termostat alkoholowy),
a konce drutu oporowego lgczonc poprzez miliamperomierz i opornik
ze zrédiem niskiegc napiecia. W mnaszych doswiadczeniach suszono
w kazdym aparacie rownoczesnie 3 platy rogowkowe. Stosujgc prad
grzejny o natezeniu w granicach 5—10 mA uzyskiwalismy calkowite wy-
suszerie tkanek w przeciggu 4—8 dni w zaleznosci od natezenia pradu.
Sprawdzianem prawidlowego przebiegu procesu suszenia jest narastanie
na dnie czgsci A krysztalkéw lodu. Po skonczonym suszeniu aparat za-
powietrzano przez zlamanie konca kapilary. Zapowietrzony aparat
otwierano przez odciecie gérnej czesci naczynia B, a suche rogowki za-
tapiano natychmiast w ampultkach pod normalnym ci$nieniem.

Podczas wszystkich czynnosci do momentu wstawienia aparatu do
zamrazarki chlodzono suchvm lodem cze$§¢ B zawierajgcg zamrozone
rogéwki. Po skonczonym suszeniu do chwili wyjecia suchych rogéwek
z aparatu chlodzono podobnie czes¢é A. W ten sposob przeprowadzilismy
liofilizacje 30 przeszczepow warstwowych o Srednicy 5 mm rogéwek
pebranych z oczu krdlikéw.

WYNIKI BADAN

W wyniku przeprowadzonych badan moglismy stwierdzi¢, ze liofili-
zacja platow rogowkowych wykonana w opisany przez nas sposob
oszczedzajacy tkanke, to znaczy przez bardzo szybkie zamrozenie w pen-
tanie, powolne wysuszenie przy malej roznicy temperatur i ostroine
zapowietrzenie, nie uszkadzala w widoczny sposdb przeszczepéw.

Suche rogéwki mialy strukture gabezasta, barwe bialawg, ksztalt
regularny, na obwodzie byly lekko wygiete. Pc przeszcezepieniu rehy-
drowaly w krétkim czasie i szybko wgajaly sie zachowujac pelng przej-
rzystos¢,
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Kazda nieszczelnos¢ aparatu w przebiegu procesu licfilizacyjnego
prowadzitla do uszkodzenia tkanki, ktére manifestowalo sie tym, ze po
przeszczepieniu rehydracja rogowki przebiegala w spos6b opézniony
i niecatkowity,lub tez plat zupelnie sie nie nawadnial, a ponadto wy-
stepowaly trudnosci we wgajaniu sie plata, ktéry z reguly pozostawal
nieprzejrzysty.

OMOWIENIE WYNIKOW

W omoéwieniu wynikéw chcielibySmy podkresli¢, ze proces liofilizacji
stwarza naszym zdaniem najwieksze mozliwosci uszkodzenia delikatnej
tkanki rogéwki podczas zamrazania, suszenia jej oraz zapowietrzenia
aparatury prozniowej. Na ogél mozna stwierdzi¢, ze najlepsze wy-
niki przy zamrazaniu uzyskuje sie przez bardzo szybkie obnizenie
temperatury tkanki w kazdym razie ponizej punktu zamarzania eutek-
tycznych roztworow wystepujacych w komérkach. Jak wiadomo, uzy-
skiwano to przez zanurzenie tkanki w cieklym azccie, mieszaninie me-
tanolu 1 statego CO,; w cieklym propanie ochtodzonym do —196°C
(Henaff, Rey 1957), oraz innych oziebionych weglowodorach.

W naszym postepowaniu w liofilizacji tkanki rogéwkowej przyjeli-
Smy, jako najbardziej oszczedzajgcy, sposéb zamrazania jej przez szyb-
kie, bezposrednie zanurzenie w pentanie och)odzonym do —79°C. Za-
nurzenie tkanki w cieklym azocie bowiem nie zapewnia dostatecznie
szybkiego jej ochlodzenia z powodu wystepowania zjawiska Leiden-
frosta (Leopold 1955). Zjawisko to polega na tworzeniu sie izolu-
jacej warstewki pary wokoét zanurzonego ciala w wypadkach, gdy tem-
peratura tego ciala jest znacznie wyzsza od temperatury wrzenia cieczy.
Przy zamrazaniu tkanek w cieklym azocie zjawisko to wystepuje szcze-
gbélnie wyraznie, a skutkiem tego proces zamrazania nie przebiega
z dostateczng szybkoscig.

Roéwniez nizsze alkohole nie wydajg sie byé odpowiednim srodowi-
skiem do zamrazania tkanek rogowkowych, gdyz mieszajg sie z ply-
nami tkankowymi, dajgc roztwory o silnie obnizonych punktach zamar-
zania, a ponadto denaturujg bialko.

Z uwagi na to, ze pentan nie wykazuje zjawiska Leidenirosta,
gdyz posiada temperature wrzenia wyzszg od temperatury tkanki w mo-
mencie jej zanurzenia, a rowniez nie rozpuszcza sie zupelnie w wodzie
i nie denaturuje bialka, wydaje sie, ze weglowodér ten dostatecznie
ochlodzony stanowi w przyjetych przez nas warunkach doswiadczen
$§rodowisko zupelnie biochemicznie obojetne. W celu unikniecia mecha-
nicznego uszkodzenia plata podczas zamrazania, zanurzano go w pen-
tanie przy uzyciu specjalnego, opisanego poprzednio uchwytu.
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Proces suszenia zamrozonej tkanki rézni sie zasadniczo od przebiegu
suszenia zamrozonego roztworu, Przy suszeniu zamrozonych roztworéw
istnieje, przynajmniej poczatkowo, warstewka lodu stykajgca sie z ewa-
kuowang przestrzenig aparatury prézniowej i szybko$é parowania tego
lodu zalezy w danym aparacie tylko od roéznicy temperatur istniejgcej
pomiedzy suszonym roztworem a wymrazalnikiem. Roéwniez czasteczki
lodu polozone glebiej sublimuja szybko, gdyz wysuszona porowata war-
stwa zewnetrzna nie stanowi wiekszej przeszkody dia przeplywajacej
pary. Jest to tzw. pierwsza faza suszenia. W okresie tym usuwa sie ok.
90%0 zawartosci wody z zamrozonego roztworu. Pozostalg zawartosé wil-
goci stanowig czasteczki wody silniej zwiazane z biatkami i innymi
koloidami i usuniecie ich wymaga bardziej intensywnych warunkéw
suszenia.

Przy suszeniu zamrozonych tkanek pierwsza faza suszenia w ogodle
nie wystepuje i catkowita zawartos¢ wody musi by¢ usuwana droga
dyfuzji poprzez strukture tkanki. Fakt ten utrudnia, a nawet uniemoz-
liwia teoretyczne opracowanie tego procesu, gdyz nie znane sg wspol-
czynniki dyfuzji czastek H,O dla réznych zespolow komérkowych. Szyb-
ko§¢ dyfuzji mozna wprawdzie zwigkszyé przez zwiekszenie roznicy
temperatur pomiedzy suszong tkankg a wymrazalnikiem, prowadzi to
jednak do zwiekszenia réznicy cisnien pomiedzy wnetrzem komorki
a przestrzenig pozakomoérkows, co z kolei moze spowodowa¢ mechanicz-
ne uszkodzenie tkanki. Gdy uzmyslowimy sobie fakt, ze dla odparowa-
nia jednego grama lodu przy cisnieniu 1x 10?2 mm Hg nalezy odpro-
wadzi¢ 95000 litrow pary i to przez nieuszkodzong strukture tkanki sta-
nie sie jasnem, ze proces suszenia winien by¢ przeprowadzony mozli-
wie powoli, w spos6b oszczedzajgcy tkanke. Decydujacy wplyw na szyb-
ko$¢ suszenia posiada réznica temperatur pomiedzy suszonym przesz-
czepem a powierzchnig wymrazalnika oraz stopien rozrzedzenia gazu na
drodze przepiywu pary wodnej. Utrzymanie stalosci tych parametrow
na odpowiednim poziomie podczas calego przebiegu liofilizacji napotyka
w praktyce laboratoryjnej na duze trudnosci. W dotychczas opubliko-
wanych rozwigzaniach tego zagadnienia stosuje sie dwie oddzielne ka-
piele dla wymrazalnika i pojemnika z tkankg, przy czym stalos¢ tem-
peratur uzyskuje sie badz to sposobem termostatycznym, badz tez przez
zastosowanie cieczy o odpowiednio dobranych punktach wrzenia. Obydwa
te sposoby nie zapewniajg jednak w warunkach laboratoryjnych na
dluzszy przeciag czasu wystarczajaco stalej roéznicy temperatur.

Zastosowany przez nas sposob suszenia pozwalal na dowolne regulo-
wanie szybkosci przebiegu tego procesu przy czym proces ten przebie-
gal w ustalonych warunkach samorzutnie, bez potrzeby stosowania cig-
glej pracy pomp prézniowych. W naszym rozwigzaniu zrezygnowalismy
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z klopotliwego utrzymywania na stalym poziomie oddzielnie tempera-
tur tkanki i wymrazalnika, a zwro6ciliSmy uwage na niezmiennos¢ réz-
nicy temperatur. OsiagneliSmy to przez umieszczenie zaré6wno wymra-
zalnika, jak i pojemnika z tkanka we wspdlnej kapieli chlodzgcej, przy
czym tkanke ogrzewano dodatkowo za pomocg regularnego grzejnika
elektrycznego. Poniewaz ilo$¢ ciepla dostarczanego do suszenia tkanki
jest proporcjonalna do natezenia pradu plynacego przez grzejnik, zapew-
niliSmy w ten sposob stalosé réznicy femperatur, niezalezng w pewnych
granicach od ewentualnych wahan temperatury wsp6lnej kapieli. Przez
zmniejszenie natezenia pradu grzejnego proces suseenia mégt byé zatem
dowolnie przedluzany. Stalos¢ cisnienia uzyskano przez prace w szczel-
nej aparaturze szklanej, zatopionej po jej ewakuowaniu.

Trzecim z kolei momentem, w ktérym moze nastgpié uszkodzenie
wysuszonej juz tkanki jest proces zapowietrzamia aparatury po skon-
czonej liofilizacji. Wysuszony plat przedstawia soba kruchy twoér, zlo-
zony z komoérek, w ktérych po usunieciu lodu panuje ci$nienie rzedu
setnych cze$ci mm Hg. Nagte wtargniecie do zbiornika czastek gazowych,
poruszajacych sie z wielkg predkoscia moze spowodowaé mechaniczne
uszkodzenie tkanki, gdyz wyréwnanie cisnienia w nie uszkodzonych ko-
morkach moze odbywa¢ sie tylko droga dyfuzji, a wiec stosunkowo
powoli. W naszym rozwigzaniu zapowietrzenie aparatu odbywalo sie
w ciaggu kilkunastu sekund przez specjalng kapilare,

W oparciu o uzyskane do tej pory pomyslne wyniki prowadzone sa
dalsze badania nad udoskonaleniem technologii procesu liofilizacji prze-
azczepow rogoéwkowych.

WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan mogliSmy zauwazye, ze:*

1. Dla oszczedzajacego przeprowadzania liofilizacji przeszczepow
rogéwkowych istotne znaczenie posiadaja szybkie zamrozenie tkanki,
powolne jej wysuszenie, oraz ostrozne zapowietrzenie.

2. Chociaz opracowane do tej pory techniczne szczegdly postepowa-
nia wskazuja na to, iz przy pomocy tak przeprowadzonej liofilizacji uzy-
skujemy przeszczepy, ktore latwo rehydrujag w tkance rogéwkowej i nie
wykazujg cech dewitalizacji, to jednak konieczne sg dalsze badania nad
udoskonaleniem technologicznym tego procesu.
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PE3IOME

ABTopamu B HacTroAllell paboTe MN3JMOKEHBI TEXHUYECKME MEDHI,
a Taxxke 00OCHOBaHMe SKOHOMHOro crocoba amoduaIM3alyM PpPOroBUU-
HbIX TPaHCILJIAHTATOB.

MznoxeHHbIt criocob JmoduaM3alMM COOTBETCTBYET TPEM OCHOB-
HBIM YCJIOBUAM, HEOOXOAMMBIM [JA IIOJY4YEeHMS HEM3MEHEHHBIX, II0 BO3-
MOXKHOCTY, TPaHCIIJIAHTOB: 1) ObIcTpoe 3amMopaxkKuUBaHMe TKaHM, 2) Men-
JIEHHOe ee¢ BBICYLIEHME ¥ HAKOHeI], 3) OCTOPOXKHOe HAIlOJIHeHME BO3LYXOM.

B kavectBe Hambosiee HAAXOAAIIETO BeElIeCTBa AJIA 33aMOPaXKMUBaHUSA
OBLT MCIIONB30BAH OXJIAXKJEHHBIM WM30IEeHTaH. JTOT YIJIEBOJOPOX He
BbI3bIBaeT ABJeHua JlelimeHdpocra, He AeHartypupyer Oejika M He CHM-
JKAeT TOYKM 3aMEP3aHMA TKaHEBBIX IKMUIKOCTEN.

MenneHHoe BBICYHIMBaHME OBLIO MOJIYHEHO IyTeM NpuOaBjeHMs He-
60JB1IMX, pETyJMPOBAHHBIX KOJMYECTB TEIIa B TKAHb, IOMELLEHHYIO
BMECTe C 3aMOPa*KMBAIOUIMM CPEJCTBOM B OOIIeil OXJaKAaolleil BaHHE.
JtoT crocob obecrneumBaeT yAep:kKaHue J000i1 pasHUIBI TEMIIEPATyp
MEXIy TKAaHBI M 3aMOPa*KMBAIOIMM CPEACTBOM B TEYEeHMe IJIUTEeJNb-
HOro NPOMEXKYTKa BPEMEHU.

Ilocne oxoHuwaHMA JMOMMAMBALMM HATIOJIHAAM BO3JAYXOM Aanmnapa-
Typy depe3 ocoObliI Kanniadgp.

Poroenynble TPaHCIJIAHTATHL, JMOPUIN3MPOBAHHBIE BhIIIEyKAa3aH-
HBIM METOAOM pPeruMApMpoBaJM TOCJe TPaHCIJIAHTAlMM B OYE€HL KOPOT-
KO€ BPEMA M YAEPXKMBAJIU IOJHYIO MMPO3PAYHOCTE.

SUMMARY

The author describes the technical details of a sparing method of
freeze-drying of corneal grafts.

The method fulfills the 3 basic conditions which make it possible to
obtain grafts with a minimum of denaturation:

1. quick freezing of the tissue,

2. its slow drying,

3. cautious exposition to air.

Chilled isopentane was selected as the most suitable medium for
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refrigerating the corneal tissue. This hydrocarbon is free from Leiden-
frost’s phenomenon, does not denature proteins and does not lower the
freezing point of tissue liquids,

Slow drying was obtained by supplying small, controlled quantities
of heat to the tissue placed with the refrigerating chamber in the refri-
gerating bath. This procedure makes it possible to maintain any differ-
ence of temperature between the tissue and the chamber for a long
time. When the process of lyophilization was finished, air was let into
the apparatus through a special capillary tube.

Corneal grafts freeze-dried by this method rehydrated in a very
short time after transplantation and maintained full clarity.

Papter druk. sat. 1l kl 8o gr 70 x loo Druku 8 stron
Annales UM.C.S. Lublin 1962. Lub. Druk. Pras.—Lublin Unicka 4 Zam. 821 23.2.62.
800 + 60 odbitek. D-7 Data otrzymania manuskryptu 23.2.62. Data ukoficzenta druku 14.8.62.




