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РЕФЕРАТ

Кератопластика у пациентов с рецидивирующими деструктивны-
ми процессами на сегодняшний день остается одной из наиболее се-
рьезных проблем в офтальмохирургии. 

Цель. Анализ результатов проведения сквозной кератопластики 
(СКП) у пациентов с деструктивными процессами роговицы или ро-
говичного трансплантата в зависимости от исходного уровня содер-
жания GDNF и активности MAP-киназного каскада сигнальных путей.

Материал и методы. Выполнен анализ результатов СКП у 23 паци-
ентов (34 глаза) с острым деструктивным процессом роговицы или рого-
вичного трансплантата различной этиологии. Срок наблюдения за паци-
ентами составил от 6 мес. до 2 лет. Анализ результатов лечения прово-
дился по состоянию роговичного трансплантата в различные сроки по-
сле СКП. Иммуногистохимическое исследование биологического мате-
риала (роговичные диски реципиента) проводилось с использованием 
антител к GDNF, фосфо-ERK1/2, фосфо-JNK1/2, Ki67, GAP43, Bcl2 и Bax. 

Результаты. При деструктивных процессах роговицы сроки за-
вершения эпителизации трансплантата после СКП в 79% случаев уве-
личены; при сроках завершения эпителизации трансплантата более 
6 и 10 дней после СКП в послеоперационном периоде формируются 
персистирующая эрозия трансплантата (ПЭТР) с рецидивами (РПЭТР) 
с последующим изъязвлением в 22 и 89% случаев соответственно. 

 Интенсивность иммуногистохимических реакции с антителами к 
GDNF, фосфо-ERK1/2, фосфо-JNK1/2 в роговичных дисках при сро-
ках завершения эпителизации до 5, 10 дней и более 10 дней после 
СКП снижена от умеренно позитивной до слабоположительной и от-
рицательной соответственно.

При сроках завершения эпителизации 6-10 дней и отсутствии в 
последующем ПЭТР интенсивность реакций с антителами к GDNF 
остается умеренно позитивной, к фосфо-ERK1/2, фосфо-JNK1/2 – сла-
бо позитивной, при наличии в последующем ПЭТР интенсивность 
всех реакций слабо положительная. 

Заключение. Выраженность деструктивного патологического 
процесса и формирование осложнений в послеоперационном пери-
оде после СКП у пациентов с деструктивными процессами рогови-
цы зависят от степени недостаточности GDNF, снижения активности 
MAP-киназного каскада сигнальных путей, плотности нервных спле-
тений в собственной ткани роговицы или трансплантате и активно-
сти процессов апоптоза.
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рующая эрозия трансплантата (ПЭТР). 

Авторы не имеют финансовых или имущественных инте-
ресов в упомянутых материале и методах.

Офтальмохирургия.– 2018.– № 2.– С. 36–41.

ABSTRACT

Pathogenetic mechanisms of epithelialization and formation of persistent ulcers of the graft in patients 
with destructive corneal processes after penetrating keratoplasty
N.A. Gavrilova1, A.V. Revishchin3, S.A. Borzenok1, 2, Y.Y. Kalinnikov1, E.V. Kovshun2, A.A. Verzin2, N.S. Gadzhieva1, 
O.E. Tishchenko1, R.A. Verzin1, M.A. Kuritsyna1, G.V. Pavlova3

1 The A. I .  Evdokimov Моscow State  Univers i ty  of  Medicine and Dent istr y,  Moscow;
2 The S .  Fyodorov Eye Microsurger y  Federal  State  Inst i tut ion ,  Moscow;
3 The Inst i tute  of  Gen Biology of  the Russian Academy of  Sciences ,  Moscow

Keratoplasty in patients with recurrent destructive processes in the 
cornea nowadays remains one of the most serious problems in ophthalmic 
surgery.

Purpose. The analysis of results of penetrating keratoplasty (PK) 
in patients with destructive processes of the cornea or the corneal 

graft depending on the initial level of GDNF and the activity of the 
MAP kinase cascade of the signaling pathways.

Material and methods. The analysis of the results of PK was 
performed in 23 patients (34 eyes) with acute destructive processes of 
cornea or the corneal graft in different etiologies. The follow-up period 
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was from 6 months to 2 years. The analysis of the results of treatment 
was carried out depending on the condition of the corneal graft at various 
times after PK. 

The immunohistochemical examination of the biological material 
(corneal disks of the recipient) was performed using antibodies to GDNF, 
phospho-ERK1 / 2, phospho-JNK1 / 2, Ki67, GAP43, Bcl2 and Bax. 

Results. The time of epithelialization of the graft after PK in 
destructive processes of the cornea was increased in 79% of cases. When 
the epithelialization of the corneal graft was completed more than 6 and 10 
days after PK in the postoperative period persistent erosions of the graft 
(PEG) with ulceration were formed in 22% and 89% of cases, respectively. 

The intensity of immunohistochemical reactions with antibodies to 
GDNF, phospho-ERK1 / 2, phospho-JNK1 / 2 in corneal disks at the 
epithelialization time of up to 5, 10 days and more eythan 10 days after 
PK was reduced from moderately positive to weakly positive and negative, 
respectively.

When the time of epithelialization was completed in 6-10 days and 
there was not PECG, the intensity of reactions with antibodies to GDNF 
remains moderately positive, phospho-ERK1 / 2, phospho-JNK1 / 2 was 
lightly positive; when there was PEG the intensity of all reactions was 
weakly positive.

Conclusion. The severity of the destructive pathological process in 
the cornea and postoperative complications after PK in patients with 
destructive corneal processes depend on the degree of GDNF deficiency, 
the decrease in the activity of the MAP kinase cascade of signaling 
pathways; the density of nerve plexuses in the own corneal tissue or 
corneal graft, and the activity of apoptosis processes.

Key words: penetrating keratoplasty (PK), destructive processes in 
the cornea, the epithelialization of the graft, persistent erosion of the graft 
(PEG). 
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АКТУАЛЬНОСТЬ

По данным ВОЗ патология ро-
говицы по распространен-
ности занимает пятое место 

в мире среди причин слепоты и сла-
бовидения [3]. К наиболее тяжелому 
контингенту относятся пациенты с 
рецидивирующими деструктивны-
ми процессами, обусловленными 
минимальным регенераторным по-
тенциалом роговицы. Кератопласти-
ка у пациентов этой категории в свя-
зи с нарушением процесса эпители-
зации, формированием персистиру-
ющих эрозий, изъязвлений и гибе-
лью трансплантата роговицы оста-
ется на сегодняшний день одной из 
наиболее серьезных проблем в оф-
тальмохирургии [1, 2, 7, 10, 16, 18, 20]. 

С целью формирования комплек-
са профилактических мероприятий 
несостоятельности трансплантата и 
повышения эффективности сквоз-
ной кератопластики (СКП) у паци-
ентов с деструктивными процес-
сами роговицы необходимо иметь 
представление о патогенетических 
механизмах нарушения эпителиза-
ции и формирования персистирую-
щих язв трансплантата. 

На сегодняшний день известно 
достаточно большое количество 
факторов, участвующих в процессах 
реиннервации и регенерации рого-
вицы – фактор роста нервов (Nerve 
growth factor, NGF), нейротрофи-
ны-3,-4 (Neurotrophins-3,-4, NT-3, 
-4), эпидермальный фактор роста 
(Epidermal Growth Factor, EGF), фак-

тор роста гепатоцитов (Hepatocyte 
growth factor, HGF), инсулинопо-
добный фактор роста 1 (Insulin-like 
growth factor 1, IGF-1) и т.д. [4-6, 11-
14, 17].

Глиальный нейротрофический 
фактор (Glial cell-derived neurotrophic 
factor  – GDNF), также как и многие 
другие, участвует в процессе реин-
нервации роговицы [13, 15] и через 
многокомпонентную систему ре-
цепторов стимулирует пролифера-
тивную активность эпителиальных 
клеток и кератоцитов, которая вклю-
чает рецептор семейства GDNF аль-
фа-1 (GDNF family receptor alpha 1, 
GFRα-1), рецептор с тирозинкиназ-
ной активностью (receptor tyrosine 
kinase, RET) и MAP-киназный каскад 
сигнальных путей (mitogen-activated 
protein kinase, MAPK) – регулируемую 
внеклеточным сигналом ERK1/2 ки-
назу (extracellular signal-regulated 
kinase 1/2, ERK1/2) и Jun-N-конце-
вую киназу (Jun N-terminal kinase 
1/2, JNK1/2) [8, 19]. Для реализации 
основных эффектов GDNF, также как 
и других факторов, необходимо на-
личие достаточного уровня его со-
держания и определенной активно-
сти сигнальных путей. 

ЦЕЛЬ

Анализ результатов проведения 
СКП у пациентов с деструктивны-

ми процессами роговицы или рого-
вичного трансплантата в зависимо-
сти от исходного уровня содержа-
ния GDNF и активности MAP-киназ-
ного каскада сигнальных путей реа-
лизации его действия.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Объем исследований и общая ха-
рактеристика клинического мате-
риала. Проведен анализ результа-
тов СКП, выполненной у 23 пациен-
тов (34 глаза) с острым деструктив-
ным процессом (язва, перфорация) 
роговицы или роговичного транс-
плантата различной этиологии. С 
деструктивным процессом после пе-
ренесенного кератита было 6 чел. (8 
глаз), при первичных наследствен-
ных и вторичных эндотелиально-э-
пителиальных дистрофиях рогови-
цы и на фоне аутоиммунных забо-
леваний (ревматоидный артрит, бо-
лезнь Бехчета, синдром Сьегрена) – 
8 (12 глаз) и 9 чел. (14 глаз) соответ-
ственно. 

Рекератопластика была выпол-
нена в 12 (36%) случаях, из них по-
вторно и в третий раз – в 8 (67%) и 
4 (33%) случаях соответственно. В 
4 (33%) случаях рекератопластика 
была выполнена в сроки до года по-
сле предыдущей пересадки в связи 
с угрозой или перфорацией транс-
плантата. 
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В качестве донорского матери-
ала использовали роговицы, полу-
ченные от доноров-трупов (воз-
раст 22-55 лет), консервированные 
в среде Борзенка-Мороз (Раствор 
для хранения роговицы, ТУ № 9398-
013-29039336-2008, производитель 
ООО «НЭП «Микрохирургия глаза») 
со средней плотностью эндотели-
альных клеток 2787,8±95,3 кл/мм2. 

До хирургического лечения всем 
пациентам в полном объеме прово-
дилось этиотропное и патогенети-
чески направленное лечение. По-
сле СКП проводилось стандартное 
медикаментозное лечение (анти-
бактериальные, неспецифические 
противовоспалительные средства, 
кератопротекторы), при наличии 
признаков активации герпетиче-
ской инфекции или риске таковой 
(офтальмогерпес или экстраокуляр-
ный герпес в анамнезе) – противо-
вирусная терапия. 

Проводилось стандартное оф-
тальмологическое обследование па-
циентов. Анализ результатов лече-
ния проводился по состоянию ро-
говичного трансплантата в различ-
ные сроки после СКП. 

Срок наблюдения за пациентами 
составлял от 6 мес. до 2 лет.

Иммуногистохимическое иссле-
дование биологического материа-
ла. Образцы трепанированных ро-
говичных дисков реципиента соби-
рались в 1,5 мл пробирки типа эп-
пендорф с 500 мкл ТЕ-буфера, по-
сле чего материал погружали в рас-
твор формальдегида в фосфатном 
буфере. После 60-минутной фикса-
ции материал помещали в антифриз 
и хранили при -20° С. Для иммуноги-
стохимического исследования мате-
риал пропитывали в 30% сахарозе и 
с помощью криостата изготавлива-
ли срезы толщиной 20 микрометров. 
Свободно плавающие срезы обраба-
тывали в растворах первичных ан-
тител к GDNF фосфо-ERK1/2, фос-
фо-JNK1/2(Santa Cruz Biotechnology, 
США), антиапоптозному фактору 
Bcl2 и его антагонисту Bax (Abcam, 
Великобритания), белковому марке-
ру пролиферации Ki67 (Novocastra 
Laboratories, Великобритания), мар-
керу периферических нервных во-
локон GAP43 (Acris Antibodies, США) 
на 24 часа при 4° С. Затем после про-
мывки в фосфатно-солевом буфе-
ре срезы на 1 час погружали в рас-

твор вторичных антител против им-
муноглобулина животного – хозяи-
на первичных антител, конъюгиро-
ванных с флуоресцентным красите-
лем Техасским красным или Cy2. По-
сле промывки в фосфатном буфере 
срезы подкрашивали ядерным флу-
оресцентным красителем бисбензи-
мидом (H 33342, Sigma, США), мон-
тировали на предметных стеклах, 
заключали под покровное стекло с 
глицерином. Срезы анализирова-
ли и фотографировали с помощью 
инвертированного флуоресцентно-
го микроскопа Olympus IX81 (Япон-
гия), снабженного цифровой каме-
рой D-70 (ФРГ).

«Неинформированный наблюда-
тель» проводил анализ одинаково 
экспонированных цифровых ми-
крофотографий и оценивал уровень 
экспрессии исследованных антиге-
нов в роговице по 5-балльной шка-
ле (равномерная интенсивная поло-
жительная – 5 баллов, положитель-
ная – 4 балла, умеренно положитель-
ная – 3 балла, слабоположительная – 
2 балла, фрагментарная слабопо-
ложительная  – 1 балл, отрицатель-
ная – негативная – 0 баллов). Плот-
ность распределения пролифери-
рующих клеток эпителия определя-
ли посредством подсчета Ki67-им-
мунопозитивных клеток с последу-
ющим измерением площади эпи-
телия на исследованном срезе. Ин-
нервацию стромы роговицы оце-
нивали с помощью подсчета пере-
сечений Gap43 иммунопозитивных 
волокон с радиусами Мерца в рам-
ке 50х25 микрометров и вычисления 
длины волокон на единицу площа-
ди стромы (мм/мм2) на данном сре-
зе [9]. Достоверность различий оце-
нивали с помощью одностороннего 
критерия ANOVA с использованием 
программы GraphPad – Prism. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

В зависимости от сроков и ста-
бильности эпителизации транс-
плантата пациенты были разделены 
на несколько групп: в 1-й группе (7 
случаев) эпителизация роговичного 
трансплантата завершилась в тече-
ние 1-5 суток после операции, во 2 – 
группе (9 случаев  – 26%) в течение 
6-10 суток, в 3  – группе (18 случа-
ев – 53%) эпителизация не была за-

вершена в течение более чем 10 дней 
(первично персистирующая эрозия 
трансплантата роговицы – ППЭТР), 
в 5 случаях – более 1 мес. (длитель-
но первично персистирующая эро-
зия трансплантата роговицы  – ДП-
ПЭТР), размер дефекта роговично-
го трансплантата составлял от 3,0 
до 6 мм.

В результате проведения динами-
ческого наблюдения за пациентами 
было установлено, что у пациентов 
с ППЭТР после СКП в дальнейшем 
часто развивается персистирующая 
эрозия трансплантата (ПЭТР) с ре-
цидивами (РПЭТР). 

В 1 группе осложнений в послео-
перационном периоде не наблюда-
лось, во 2 группе в 2 случаях (22%) 
была выявлена ПЭТР с последующим 
изъязвлением. В 3 группе в 17 случа-
ях (89%) наблюдалась ПЭТР: в пер-
вые 6 мес. после СКП в 65% случаев 
(11 глаз) с рецидивами в 5 случаях; 
после 6 мес. – в 35% (6 глаз) с реци-
дивом в 1 случае. 

У пациентов с завершением эпи-
телизации трансплантата до 10 дней 
и отсутствием развития ПЭТР в даль-
нейшем (14 глаз) частота прозрач-
ного и полупрозрачного приживле-
ния наблюдалась в 67% случаев (10 
глаз), у пациентов с развитием ПЭТР 
и РПЭТР (19 глаз) – в 31% случаев (6 
глаз), причем преимущественно в 
случаях (4 глаза) с формированием 
ПЭТР в сроки до 6 мес. после опера-
ции.

При проведении сравнительного 
анализа результатов хирургическо-
го лечения пациентов и предвари-
тельно полученных данных имму-
ногистохимического исследования 
периферических отделов трепани-
рованных роговичных дисков было 
установлено, что у всех пациентов 
1 группы в эпителии удаленной ро-
говицы наблюдалась умеренная по-
зитивная реакция с антителами к 
GDNF (кластеры GDNF-позитивных 
клеток чередовались с GDNF-не-
гативными базальными клетками) 
(рис. 3а) и к фосфо-ERK1/2, в стро-
ме  – к фосфо-JNK1/2 (по 3 балла) 
(рис. 1), что свидетельствовало о на-
личии умеренно выраженной про-
лиферативной активности эпители-
оцитов и кератоцитов за счет GDNF 
и MAP-киназного каскада сигналь-
ных путей. Подтверждением этого 
являлось значительно более высо-
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кое, чем у пациентов 2 и 3 групп, ко-
личество Ki67-иммунопозитивных 
клеток в периферических отделах 
трепанированных роговичных дис-
ков  – в эпителии  – 620±25, в стро-
ме 291±11. Плотность нервных во-
локон в периферических отделах 
трепанированных роговичных дис-
ков составляла  – 32±4 мм волокон 
на 1 мм2 поверхности среза (рис. 2). 
Иммуногистохимическая реакция с 
антителами к Bcl2 была умеренно- 
или слабоположительная, к Bax  – 
положительная, что свидетельство-
вало об активации процессов апоп-
тоза (рис. 4а, б). 

Во 2 группе пациентов в 5 случаях 
(группа 2а) была умеренно позитив-
ная реакция с антителами к GDNF 
(рис. 3б) и слабоположительная ре-
акция с антителами к фосфо-ERK1/2 
и фосфо-JNK1/2 (рис. 1), что свиде-
тельствовало о более низкой актив-
ности MAP-киназного каскада сиг-
нальных путей. В 4 случаях (группа 
2б) (1 глаз ПЭТР в последующем, 2 
глаза  – рекератопластика, 1 глаз  – 
рекератопластика и ПЭТР в после-
дующем) реакция была слабополо-
жительная уже со всеми антителами 
(рис. 1, рис. 3в). Количество Ki67-им-
мунопозитивных клеток у пациен-
тов 2 группы в эпителии было досто-
верно меньше (рис. 5б), чем у паци-
ентов 1 группы (315,8±15, p<0,05), 
что подтверждает более длитель-
ные сроки эпителизации; в строме в 
подгруппе 2а достоверно не отлича-
лось (301,7±10, p>0,05), в группе 2б 
было достоверно меньше (245,7±14, 
p<0,05). Плотность нервных воло-
кон в периферических отделах тре-
панированных роговичных дисков в 
группах 2а (рис. 5а) и 2б составляла 
16,4±2,1 и 8,1±1,3 волокон на 1 мм2 
(p<0,05) соответственно. Иммуно-
гистохимическая реакция с антите-
лами к Bcl2 наблюдалась в отдель-
ных фрагментах и была слабополо-
жительная, к Bax  – положительная, 
как и в 1 группе пациентов (рис. 1).

В 3 группе пациентов в 10 случаях 
(рекератопластика во второй раз – 3 
глаза, в третий раз – 1 глаз) иммуно-
гистохимическая реакция со всеми 
антителами была слабоположитель-
ная в отдельных фрагментах, в 8 слу-
чаях реакция практически отсутство-
вала, это были 4 глаза со сроком за-
вершения эпителизации трансплан-
тата более месяца, 4 и 2 глаза с реке-

ратопластикой во второй и третий 
раз соответственно (рис. 1, рис. 3г). 

Количество Ki67-иммунопози-
тивных клеток в эпителии перифе-
рических отделов трепанированных 
роговичных дисков было 65,5±5,1, в 
строме – 98±6,5. Плотность нервных 
волокон в периферических отделах 
трепанированных роговичных дис-
ков составляла 1,3±0,2 волокон на 
1 мм2 (p<0,05), наиболее низкие зна-
чения наблюдались у пациентов при 
рекератопластике (рис. 2).

Иммуногистохимическая реак-
ция с антителами к Bcl2 была прак-
тически отрицательная, к Bax – по-
ложительная интенсивная и равно-
мерная (рис. 1).

Между суммарным показателем 
реакций с антителами к GDNF, фос-

фо-ERK1/2 и фосфо-JNK1/2 и показа-
телем количества GAP43 иммунопо-
зитивных нервных волокон выявлено 
наличие положительной корреляци-
онной зависимости (r=0,88; р<0,05), 
т.е. чем больше снижен уровень GDNF 
и больше выражена недостаточность 
MAP-киназного каскада сигнальных 
путей, тем меньше плотность нерв-
ных сплетений в собственной ткани 
роговицы или трансплантате. 

 Наличие корреляционной зави-
симости выявлено также между по-
казателем реакции с антителами к 
GDNF и показателями реакций с ан-
тителами к Bcl2 (r=0,79; р<0,05) и 
Bax (r=-0,85; р<0,05), т.е. при сниже-
нии уровня GDNF снижается уро-
вень антиапоптозных факторов и 
запускаются процессы апоптоза.

Рис. 1. Средняя балльная (по 5-балльной шкале) оценка результатов иммуногистохимического 
окрашивания эпителия и стромы роговицы с применением антител к GDNF, pERK1/2, Bcl2 и Bax

Fig. 1. Average score (a 5-point scale) evaluation of the results of immunohistochemical staining of 
the epithelium and stroma of the cornea using antibodies to GDNF, pERK1 / 2, GAP43, Bcl2 and Bax

Рис. 2. Средние значения плотности волокон (GAP43) в строме роговицы (миллиметры на ква-
дратный миллиметр среза)

Fig. 2. Average values of fiber density (GAP43) in the corneal stroma (millimeters per square millimeter 
of section)
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ВЫВОДЫ

1. При деструктивных процессах ро-
говицы сроки завершения эпителиза-
ции трансплантата после СКП в 79% 

случаев увеличены; при сроках завер-
шения эпителизации трансплантата бо-
лее 6 и 10 дней после СКП в послеопера-
ционном периоде формируются ПЭТР, 
РПЭТР с последующим изъязвлением в 
22 и 89% случаев соответственно. 

2. Интенсивность иммуногисто-
химических реакций с антитела-
ми к GDNF, фосфо-ERK1/2, фос-
фо-JNK1/2 в периферических отде-
лах трепанированных роговичных 
дисков в группах пациентов с де-
структивными процессами рогови-
цы со сроками завершения эпители-
зации до 5, 10 дней и более 10 дней 
после СКП снижена от умеренно по-
зитивной до слабоположительной и 
отрицательной соответственно.

3. При сроках завершения эпи-
телизации 6-10 дней и отсутствии в 
последующем ПЭТР интенсивность 
реакций с антителами к GDNF оста-
ется умеренно позитивной, к фос-
фо-ERK1/2, фосфо-JNK1/2  – слабо 
позитивной, при наличии в последу-
ющем ПЭР – интенсивность всех ре-
акций слабо положительная; т.е. ПЭР 
формируются при низкой активно-
сти MAP-киназного каскада сигналь-
ных путей и низком уровне GDNF.

4. Суммарный показатель имму-
ногистохимических реакций с ан-
тителами к GDNF, фосфо-ERK1/2 и 
фосфо-JNK1/2 и показатель коли-
чества GAP43 иммунопозитивных 
нервных волокон (плотность) нахо-
дятся в положительной корреляци-
онной зависимости (r=0,88; р<0,05); 
показатель иммуногистохимиче-
ской реакции с антителами к GDNF 
и показатели реакций с антителами 
к Bcl2 и Bax находятся в положитель-
ной (r=0,79; р<0,05) и отрицатель-
ной (r=–0,85; р<0,05) корреляцион-
ной зависимости соответственно.

Таким образом, выраженность де-
структивного патологического про-
цесса, нарушений процесса эпители-
зации (увеличение сроков) и форми-
рование осложнений (ПЭТР, РПЭТР с 
изъязвлениями) в послеоперацион-
ном периоде после СКП у пациентов 
с деструктивными процессами ро-
говицы зависят от степени недоста-
точности GDNF, снижения активно-
сти MAP-киназного каскада сигналь-
ных путей, плотности нервных спле-
тений в собственной ткани рогови-
цы или трансплантате и повышения 
активности процессов апоптоза.
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