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Seznam zkratek

AM amniova membrana

BSS balanced salt solution

CDVA korigovana zrakova ostrost na dalku

CXL corneal crosslinking

DALK hluboka ptedni lamelarni keratoplastika

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO dimethyl sulfoxid

FNKV Fakutni nemocnice Kralovské Vinohrady

FS laser femtosekundovy laser

LASIK Laser-Assisted In Situ Keratomileusis

PBS roztok pufrovany fosfatem

PKP perforujici keratoplastika

PS-OCT opticka koheren¢ni tomografie pfedniho segmentu
oka

ReLEx SMILE Refractive Lenticule Extraction, Small Incision
Lenticule Extraction

RSL rohovkova stromélni lentikula
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Souhrn

Rohovkova stromalni lentikula (RSL) je ¢ast rohovkového stromatu,
ktera vznika jako odpadni produkt pfi laserové refrakéni operaci typu
ReLEx SMILE, a neni nadale vyuzivana. Jako kvalitni biomaterial ma
RSL zna¢ny potencial k alternativnimu pouziti v lécbé nékterych
ocnich onemocnéni. Konkrétné 1é¢ba rohovkovych viedd je
v soucasné dobé obtiznd vzhledem k relativni nedostupnosti
darcovskych rohovek. Moznost vyuziti hluboko zmrazenych RSL by
mohlo vyznamné napomoci v téchto ptipadech. Cilem nasi prace bylo
zhodnotit a ovéfit metodu kryoprezervace RSL, zjistit jeji vliv na
vlastnosti tkané v experimentalnich podminkach podle protokolu a
podminek O¢ni tkanové banky FNKV. Dal§im cilem bylo zavést do
klinické praxe transplantaci RSL, vyhodnotit bezpecnost a G¢innost
pouziti RSL v 1é¢bé rohovkovych viedul, pfipadné malych perforaci.
K experimentu jsme pouzili RSL od Zijicich darct a zvolili 3 typy
kryoprezervacnich protokoli k vyhodnoceni nejlepsi metody
k zachovani struktury kolagennich vlaken. V klinickém souboru jsme
hodnotili Gspésnost operace a sledovali pfipadné komplikace. Nase
predbézné vysledky naznacuji, ze spravné indikovana a provedena
transplantace RSL s pouzitim kryoprezervovanych RSL je metoda
bezpecna a G¢inna. Navic tento typ aditivni keratoplastiky by mohl
celosvétove rozsitit dostupnost rohovkové tkang.

Summary
Corneal stromal lenticule (CSL) is a part of the corneal stroma that is

generated as a waste product during the refractive surgery ReLEx
SMILE and is no longer used. As a high-quality biomaterial, CSL has
significant potential for alternative use in the treatment of some eye
diseases. Especially the treatment of corneal ulcers is currently
difficult due to the relative unavailability of donor corneas. The
possibility of using deep-frozen CSLs could significantly help in these
cases. The aim of our work was to evaluate and verify the method of
cryopreservation of CSL, to determine its effect on tissue properties in
experimental conditions according to the protocol and conditions of
the Eye Tissue Bank of the FNKV. Another aim was to introduce CSL
transplantation into clinical practise, to evaluate the safety and
effectiveness of the use of CSL in the treatment of corneal ulcers or
small perforations. CSLs from living donors were used in the
experiment and we chose 3 types of cryopreservation protocols to



evaluate the best method to preserve collagen fiber structure. In the
clinical group, we evaluated the success of the operation and
monitored any complications. Our preliminary findings suggest that
properly indicated and performed CSL transplantation using
cryopreserved CSL is a safe and effective method. Moreover, this type
of additive keratoplasty could expand the availability of corneal tissue
worldwide.

Uvod

Rohovkovy vied predstavuje stav ohrozujici zrak, kdy i pfi rychlé a
adekvatné nasazené 1é¢bé muze vést k jizveni rohovky, v pfipadé
Sifeni do hlubsich vrstev k descemetokéle, ptipadné az k perforaci
rohovky. Perforace rohovky predstavuje urgentni stav, ktery vyzaduje
chirurgicky zasah.

Lécba rohovkovych viedl zavisi na jeho ptivodu, zdvaznosti a hloubce
postizeni rohovky. Jedna se o akutni stav vyzadujici rychlou
intervenci. V nékterych pfipadech zlstava presnd pii¢ina rozpadu
rohovkové tkdné¢ nejasnd a 1écba byvad casto narocna.
Z konzervativnich metod se vyuziva kauzalni 1écba (antibiotika,
antivirotika, antimykotika, antiseptika) spolu s obecn¢ protizanétlivou
lé¢bou (kortikosteroidy, nesteroidni antiflogistika, imunosupresiva).
Dale se vyuziva podptirna a symptomaticka 1écba jako jsou umélé
slzy, mydriatika k prevenci synechii a snizeni bolesti nebo kryci
kontaktni ¢ocky.

Nicméné poskozena a chybéjici rohovkova tkan se jen minimalné a
velmi pomalu obnovuje. V pfipadé postupujici keratolyzy dochazi az
k perforaci rohovky, kterou je nutné akutné fesit prekrytim defektu
tak, aby byla obnovena integrita bulbu a doslo ke sniZeni rizika infekce
nitrooCnich tkani. Volba chirurgické 1éCby zavisi na velikosti,
lokalizaci a stupni rohovkového viedu.

U malych nehojicich se defektl rohovek je v soucasné dobé klicovym
nastrojem transplantace amniové membrany (AM). Dal§i moznosti
feSeni zejména u malych perforaci nebo hrozici perforace rohovky je
pouziti tkanového lepidla, naSiti spojivky — tzv. konjuktivalni flap
(spojivkovy lalok), ktery volime k mechanickému kryti defektu,
piipadné pouziti rohovkové zaplaty vytvorené z darcovské rohovky.
Velmi Casto ale dochazi ¢asem k zjizveni rohovky. Jako trvalé feseni
obvykle nasleduje transplantace rohovky - perforujici keratoplastika
(PKP). U velkych viedi a perforaci nereagujici na standardni 1écbu je



nutné piistoupit k akutni keratoplastice & chaud k zachrané integrity
bulbu. Pfestoze tento zékrok mize obnovit anatomickou integritu a
nékdy i vizualni funkci oka, je spojena s fadou potencialné zavaznych
komplikaci, které mohou ohrozit jak vysledek operace, tak samotné
oko.

Rohovkova stromalni lentikula (RSL) je ¢ast stromatu rohovky,
ziskana jako vedlej$i produkt b&hem laserové refrakéni operace
ReLEx SMILE (Small Incision Lenticule Extraction), ktera se vyuziva
predev§im ke korekci myopie a astigmatismu. Takto laserem
vytvotena lentikula je nasledné mechanicky uvolnéna a malou incizi
pomoci pinzety z oka vyjmuta (Obr. 1). Timto dojde ke korekci
refrakéni vady. Primér RSL se obvykle pohybuje od 6,0 do 6,5 mm a
tloustka je uréena poctem korigovanych dioptrii (D), ktera odpovida
ptiblizn€¢ 14 um na jednu odstranénou D.

Vyuziti RSL pfti 1é¢bé rohovkovych viedi by bylo velkou vyhodou,
protoze svoji ,,tloustkou* mohou defekt rohovky vyplnit a tim oddalit,
ptipadné se uplné zbavit nutnosti provedeni PKP. Transplantaci RSL
bychom mohli vyuzivat jako alternativni metodu volby, kdy

standardni lécba nebirla uspésna.
e S\

Hypotézy a cile prace

Hlavnim smyslem nasi prace je vyuziti RSL z ReLEx SMILE, jakozto
odpadniho produktu, ktery neni nadale vyuzivan, a jeho pouziti
k implantaci do stromatu rohovky u pacientl s rohovkovym viedem.
Cilem bylo na nasem souboru pacientli overit efektivitu a bezpecnost
transplantace RSL a navrhnout tim novou alternativni moznost
chirurgické 1é¢by rohovkového viedu, piipadné malych perforaci.

V experimentalni Casti prace jsme zkoumali optimdlni zplsob
dlouhodobého skladovani RSL, kterd umoziiuje bezpecné uchovani
RSL s dlouhodobou vyuzitelnosti a zaroven zachovava vhodné
vlastnosti rohovkové stromalni tkané pouzitelné k transplantaci. Mezi
nejucinnéjsi techniky dlouhodobého uchovavani biologickych vzorkt
je metoda kryoprezervace.



K dosazeni cile byly stanoveny tyto dil¢i ukoly:

Cil 1: Ovefit metodu kryoprezervace RSL, zptisob zmrazovani a
nasledné rozmrazovani, zjistit jeji vliv na vlastnosti tkané
v experimentalnich podminkach.

Cil 2: Navrhnout a vypracovat optimalni chirurgicky zpusob
transplantace RSL.

Cil 3: Zhodnotit bezpecnost a uspésnost operac¢niho zakroku.

Hypotéza 1: Kryoprezervace RSL nemé vliv na jeji transparenci a
zachovava si tim kvalitni optické vlastnosti.

Hypotéza 2: Rychlé zmrazeni a rychlé rozmrazeni RSL je pro
zachovani histologické a biomechanické integrity tkané nejvhodnéjsi
metodou.

Hypotéza 3: Rychlé rozmrazeni RSL je Setrnéjsi metodou nez pomalé
rozmrazeni k zachovani histologické a biomechanické integrity tkang.
Hypozéza 4: Uginnost a bezpe¢nost kryoprezervace je ovlivnéna
rychlosti zmrazeni a rozmrazeni, které ovliviiuji vlastnosti tkan¢ a jeji
klinické pouziti.

Hypotéza 5: Transplantace RSL je bezpe¢na a ti€inna metoda k 1é¢bé
rohovkovych viedd, pfipadn¢ malych perforaci.

Experimentalni cast

Material a metodika

Piiprava RSL

Pro experimenty bylo pouzito 24 lentikul od zijicich darct, ktefi
podstoupili refrakéni operaci ReLEx SMILE pomoci FS laseru
VisuMax 800 (Carl Zeiss Meditec, Jena, Némecko) na O¢ni klinice
Neovize Praha. VSechny operace provadél 1 zkuseny refrakéni chirurg
(LV). Operace probihala standardnim zpisobem a na konci operace
po vyjmuti lentikuly byla RSL pinzetou za aseptickych podminek
vloZena do sterilni vialky kryotube s kryoprezerva¢nim roztokem 10%
DMSO; n=24.

Prezervace RSL

Vialky s RSL byly v tentyz den pievezeny v piepravnich kontejnerech
udrzujici stabilni teplotu do O¢ni tkdnové banky FNKV a 3. LF UK,
kde probihaly vSechny nasledujici kroky za standardizovanych
podminek. Celkem 24 lentikul jsme rozdélili do tfi skupin po osmi
lentikulach podle zplisobu zmrazovani a rozmrazovani. Zvolili jsme 3



typy kryoprezervacnich protokold, abychom vyhodnotili nejlepsi
metodu k zachovani struktury kolagennich vlaken, ktera je pro vyuziti

Tab. 1 Kryoprezervaéni protokoly

Skupina Zmrazeni | Rozmrazeni Kryoprotektivum
I (RR)n=28 Rychlé Rychlé 10 % DMSO
II(RP)n=28 Rychlé Pomalé 10 % DMSO
I (PP)n=28 Pomalé Pomalé 10 % DMSO

- Rychlé zmrazeni: vlozeni RSL do -80 °C

- Pomalé zmrazeni: postupné po dobu 2 hodin v pfislusnych chladicich

zafizeni (+4 °C, -20 °C, - 40 °C, -80 °C)

- Rychlé rozmrazeni: pokojova teplota po dobu 20 minut

- Pomalé rozmrazeni: postupné po dobu 2 hodin v pfislusnych chladicich

zafizeni (-40 °C, -20 °C, +4 °C, pokojova teplota)
Celkova skladovaci doba kryoprezervovanych lentikul byla
minimalné 1 mésic. VSechny vzorky zkazdé skupiny byly
vyhodnoceny atestovanym patologem (VK) a podrobeny histologické
analyze.

Histologicka analyza

Vsechny lentikuly (n=24) byly rozmrazeny podle piislusného
kryoprezervacniho protolu podle skupin. Po rozmrazeni byly vzorky
fixovany ve 4 % formaldehydu a pomoci standardni histologické
techniky zality do parafinu. Mikrokeratomem se natezaly parafinové
bloky a poté byl kazdy vzorek obarven tfemi riznymi zpisoby:
barveni hematoxylin-eosinem (HE), PAS reakce (Periodic Acid-
Schiff) a modrym Massonovym trichromem.

Hodnocené parametry

1. transparence tkané (makroskopicky)

2. architektura kolagennich vldken a strukturdlni integrita tkané
(modry Massontiv trichrom)

3. ptitomnost edému (HE, PAS reakce)

4. barvitelnost bunéénych jader (HE)

Vysledky
Vsechny RSL uchované pomoci kryoprezervace v roztoku 10%

DMSO bez rozdilu skupin byly c¢iré, bez znamek opacifikace a



zarovenn si zachovaly svou elasticitu a snadnou chirurgickou
manipulaci.

Pro tcely hodnoceni vlivu kryoprezervace na morfologickou integritu
RSL byla provedena srovnavaci histologicka analyza lentikul.
Vsechny 3 skupiny podle kryoprezervaéniho protokolu byly nasledné
zpracovany identickym histologickym protokolem. Histologické
vySetfeni ukdzalo, ze lentikuly kryoprezervované metodou rychlého
zmrazeni a rychlého rozmrazeni (Skupina I - RR) vykazuji nejlepsi
zachovani lamelarni struktury, kde struktura kolagennich vlaken byla
rovnomérnd, s minimalnim edémem a dobfte barvitelnymi jadry (Obr.
2a). Oproti tomu metoda rychlého zmrazeni a pomalého rozmrazeni
(Skupina II - RP) vykazovala mirny edém rozsifenim interlamelarnich
prostor, coz muze svédCit o Castené alteraci kolagennich vlaken
vlivem vzniku rekrystalizace pfi pomalém rozmrazovani, ale stale si
zachovala celkové dobrou stromalni architekturu s relativné dobie
barvitelnymi jadry (Obr. 2b). Metoda pomalého zmrazeni a pomalého
rozmrazeni (Skupina III - PP) dosahovala stfednich hodnot — mirné
edematdzni zmény s dobfe zachovalou strukturou kolagennich vlaken,
dobra barvitelnost jader (Obr. 2¢). Pomalé zmrazeni by mélo byt lepsi
metodou pro viabilitu bunék, ale vzhledem k tomu, Ze hlavnim cilem
pro bezpecnou transplantaci RSL je, aby tkan méla zachovalou
architekturu kolagennich vlaken a strukturalni integritu, byly tyto
nepatrné rozdily v jaderné integrité riznych skupin nevyznamné.
Vysledky strukturalni analyzy vzorkt jsou znazornény v tabulce (Tab.
2).
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Tab. 2 Strukturalni analyza vzorku

Makroskopicky Histologicka analyza
nélez
Skupina Transparence Modry trichrom HE, PAS reakce
I (RR) Ano Dobie zachovana struktura, Minimalni edém, mezi
pravidelné paralelni uspofadani | lamelami pouze jemna
kolagennich vlaken, intenzivni separace, vyrazna
modré zbarveni vlaken barvitelnost jader -
tmavé modrofialova
I (RP) Ano Dobte zachovana struktura, Mirny edém s lehkym
pravidelné paralelni uspotadani | rozsifenim
kolagennich vlaken, stfedni interlamelarnich
intenzita zbarveni vlaken prostor, slabsi
barvitelnost jader
111 (PP) Ano Dobie zachovana struktura, Mirny edém s lehkym
pravidelné paralelni uspotadani | rozsifenim
kolagennich vlaken, stfedni interlamelarnich
intenzita zbarveni vlaken prostor, stfedni
barvitelnost jader

Potvrdili jsme si, ze kryoprezervace je vhodnou metodou k uchovani
tkané s dlouhodobou vyuzitelnosti. Kryoprezervace lentikul umoznuje
zachovavat zakladni architekturu stromalniho kolagenu, nicméné
mize vést kcCastecné ztrat¢ vitality keratocytd v dusledku
zmrazovaciho procesu. I pfes tyto zmény zustava tkan histologicky
vhodna k potencidlnimu terapeutickému vyuziti.

Nase vysledky odpovidaji diive publikovanym pracim, kde bylo
prokazano, ze kryoprezervace zachovava architekturu kolagennich
vlaken a strukturdlni integritu a pouziti kryoprezervované RSL na
zvifecim i lidském modelu jsou bezpecné a efektivni.
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Klinicka ¢ast

Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci etickych
zasad v l1ékarském vyzkumu. Pred zadatkem studie byl vypracovan
informovany souhlas darce, informovany souhlas pro pacienta a
informace pro pacienta, které byly projednany a schvaleny Etickou
komisi FNKV v roce 2017. VSichni darci byli zdravi jedinci a poskytli
pisemny informovany souhlas s darovanim RSL. VSichni pacienti,
kteti podstoupili transplantaci RSL, poskytli pisemny informovany
souhlas, ktery zahrnoval potencidlni komplikace a pfipadné potieby
dalsi intervence.

Material a metodika

Studie byla provadéna na Oftalmologické klinice Fakultni nemocnice
Kralovské Vinohrady a 3. lékatfské fakulty Univerzity Karlovy
v obdobi od dubna 2017 do srpna 2020. Soubor tvofilo 12 o¢i celkem
12 pacientd s viedem rohovky, u kterych byla provedena transplantace
RSL. Jednalo se o 7 muzli a 5 zen. Primérny vék byl 64 + 20 let, v
rozmezi 34 - 95 let. Podle stupné postizeni viedu rohovky jsme
rozdélili pacienty na ty, ktefi méli parcidlni defekt rohovky,
descemetokelu a mikroperforaci definovanou do velikosti 1 mm
pouzitim mikrometrické skaly §térbinové lampy. Primérna sledovaci
doba byla minimaln¢ 6 mésicti od implantace RSL. Pacienti dochézeli
na pooperacni kontroly na rohovkovou ambulanci O¢ni kliniky FNKV
a mohli jsme tak sledovat pooperacni vysledky. Piedoperacni
charakteristika pacientti vetné zrakové ostrosti, etiologie a stupné
viedu rohovky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3).

Vied rohovky byl klinicky potvrzen biomikroskopicky na Stérbinové
lampé. Pro potvrzeni ptipadné perforace rohovky byl proveden
Seideltv test vyuzivajici barveni pomoci fluoresceinového prouzku na
povrch rohovky a potvrzenim pomoci modrého kobaltového svétla.
Test byl pozitivni, pokud dochazelo k detekci uniku komorové
tekutiny.

Predoperacné byla hodnocena korigovana zrakova ostrost na dalku
(CDVA). Pro dokumentaci rozsahu ztenceni rohovky byla provedena
optickd koherencni tomografie piredniho segmentu oka (PS-OCT;
Spectralis OCT, Heidelberg EngineeringGmbH, Heidelberg,
Neémecko).

Darci RSL byli vybrani z pacientt, ktefi podstoupili operaci ReLEx
SMILE a zaroven méli myopickou sférickou refrakéni vadu vétsi nez
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-3 D, aby byla zajisténa centralni tloustka RSL > 42 pum. Byly
provedeny sérologické testy darcti k vylouceni pfitomnosti infekénich
onemocnéni (hepatitida B, hepatitida C, HIV, syfilis). Zadny z darci
nemél piedtim zadnou operaci o¢i.

Tab. 3 Charakteristika souboru pacientt pfed operaci, zkratky: CDVA,
korigovana zrakova ostrost na dalku; 7, 7ena; M, muz; P, pravé oko; L, levé
oko; RA, revmatoidni artritida; HSK, herpes simplex keratitida; AMT,
transplantace amniové membrany, PPV, pars plana vitrektomie; PKP,
perforujici keratoplastika, DSAEK, Descemet’s stripping automated
endothelial keratoplasty; LSCT, transplantace limbalnich kmenovych bunék.
# oko lécené acyklovirem

$ oko 1é¢ené vorikonazolem (lokalng i celkove)

Pac. | Vék/ Oko | Predop. | Diagnéza Operac¢ni indikace Predchozi

¢. pohlavi CDVA operace

1 73/M P 1/10 Expozi¢ni Parcidlni defekt rohovky Tarzorafie
keratitida

2 45/7 L Prsty Expoziéni Descemetokela Tarzorafie,
keratitida 2xAMT

3 47/M P Pohyb Poleptani Mikroperforace 2x AMT
vapnem

4 63/M L 1/10 Expozi¢ni Parcialni defekt rohovky -
keratitida

5% 73/2 L Pohyb Mykoticka Mikroperforace PPV, PKP,
keratitida DSAEK,1xAMT

6 36/M P Pohyb Poleptani Descemetokela PKP, DSAEK,
vapnem LSCT,IxXAMT

7 77TM L 1/10 RA Mikroperforace 1x AMT

8# 95/M P Certa HSK Mikroperforace -

9 95/7. P 1/10 Expozi¢ni Mikroperforace -
keratitida

10 65/7 P Pohyb Poleptani Descemetokela 2x PKP, 4xAMT,
vapnem LSCT

11 65/7 P 1/20 Infekéni Parcialni defekt rohovky Ix AMT
keratitida

12 # | 34/M P 0.3 HSK Mikroperforace 1x AMT

Ziskani lentikuly, pfedoperacni ptiprava

RSL byly ziskdny jako vedlejsi produkt ReLEx SMILE procedur
provedenych jednim zkuSenym chirurgem (JK) v refrakénim centru
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Oc¢ni kliniky Horni Pocernice pomoci FS laseru VisuMax (Carl Zeiss
Meditec, Jena, Némecko).

ReLEx SMILE je bezflapova technologie, ktera vyuziva pouze FS
laser. Po aplikaci anestetickych kapek a zaloZeni rozvérace na oko se
provedla sukce treatment packu (pfisati kontaktni ¢ocky, pres kterou
pracuje FS laser). Cocka se centrovala do pohledové osy pacienta.
Laserem se vytvofila intrastromalni lentikula v hloubce stromatu 120
— 135 pm. Pramér RSL byvéa 7,6 mm, s pfechodovou zoénou horni
lentikuly 1 mm, optickd zéna 6,4 — 6,8 mm. Zadni ¢ast lentikuly je
vytvotena cirkuldrné z periferie k centru, pfedni ¢ast opacné, z centra
do periferie. Na zavér se vytvofi vstupni incize u ¢isla XII o velikosti
3 —4 mm. Po skonceni laserové ¢asti se pod opera¢nim mikroskopem
vstupni incizi, tupou preparaci a preruSenim tkanovych mustkt
separovala RSL od stromatu rohovky. Pinzetou se RSL vyjmula z
rohovky a okamzité byla pfenesena do sterilni vialky kryotube s
kryoprezerva¢nim roztokem 10% DMSO a to za piisnych aseptickych
podminek. ReLEx SMILE procedura byla standardné ukoncena
vyplachem fyziologického roztoku a aplikaci antibiotické a
kortikosteroidni kapky na zavér operace.

Jednotliveé ulozené letnikuly ve sterilnich vialkach byly oznaceny ID
(identifika¢nim c¢islem) pacienta a datem odbéru tkané, poté byly
transportovany do Oc¢ni tkanové banky FNKV a 3. LF UK
v pfepravnich kontejnerech, které udrzuji danou dobu optimalni
chladové podminky pomoci suchého ledu. V O¢ni tkanové bance byly
nasledné RSL zmrazeny v mrazaku pti -80 °C v 10% roztoku DMSO.
Po Sesti mésicich byly provedeny kontrolni serologické testy u darci
a pokud byly negativni, byly tkan¢ uvolnény k transplantaci.

Operacni technika

Samotnou operaci transplantace RSL miizeme rozd¢lit na Ctyti faze:
1. Chirurgicka pfiprava oka piijemce na transplantaci RSL

2. Priprava darcovské RSL

3. Nasiti/implantace RSL do oka pfijemce

4. Nasiti amniové membrany a aplikace kryci kontaktni ¢ocky

Chirurgické ptiprava oka piijemce na transplantaci RSL

Vsechny transplantace RSL provadél jeden vysoce zkuSeny ocni
chirurg (PS) a to v topické anestezii pomoci né€kolika kapek lokalniho
anestetika oxybuprokain hydrochlorid (Benoxi 0,4%, Unimed
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Pharma, Bratislava, Slovenska rep.). Na opera¢nim sale bylo
operované oko standardnim zplGsobem dezinfikovano. Byl proveden
vyplach spojivkového vaku a rohovky, dezinfekce kize vicek 5%
roztokem povidone jodidu (Betadine sol., Egis Pharmaceuticals Ltd.,
Budapest, Hungary) po dobu 3 minut.

Samotnd operace zacinala peclivym debridementem pomoci
specidlniho nastroje crescent blade. Cilem debridementu je
mechanicky odstranit nekrotickou, infikovanou nebo denaturovanou
tkan epitelu ¢i stromatu, kterd brani Gu€innému pruniku antibiotik a
je hojeni (Obr. 3).

zhors

Obr. 3 Debridement stromatu pied transplantaci RSL

Priprava darcovské RSL

Tkan urcena k transplantaci byla ziskana z O¢ni tkanové banky FNKV
Praha a 3. LF UK. Rohovkové stromalni lentikuly dodavané touto
tkanovou bankou byly uchovavany v kryoprezervaé¢nim roztoku 10%
DMSO. Maximalni doporuéena doba mezi odbérem tkané a
transplantaci je 2 roky. Pied kazdym chirurgickym zakrokem byla
vybrana RSL uloZena pfi pokojové teploté po dobu 20 min a nasledné
ponoiena do solné lazné BSS (balanced salt solution) o teploté cca 24
°C k vymyti kryoprezervac¢niho roztoku, ktery mtize byt potencialné
cytotoxicky. VSechny lentikuly jsme pfipravovali za sterilnich
podminek tésné pied vlastni operaci na operacnim sale.

RSL byla po dostateném vymyti kryoprezervaéniho roztoku
bezprostfedné pred pouzitim obarvena 0,05% trypanovou modii (RS-
blue, Alchimia, Padova, Italie) (Obr. 4).

l:é'___ P
Obr. 4 RSL po obarveni trypanovou modfi a vyplachu BSS
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Nasiti/implantace RSL do oka piijemce

Nasim cilem bylo nalézt techniku implantace RSL do stromatu
rohovky, ktera bude optimalni k integraci tkan¢€ a zaroven co nejméné
bude mutilovat jiz poskozenou tkan. K tomuto ucelu jsme podle
makroskopického nalezu modifikovali techniku transplantace RSL na
dva zptisoby. V pocatecnim obdobi jme pouzivali stehovou metodu (4
pacienti ze souboru). Po peclivém debridementu se pinzetou do centra
spodiny viedu rohovky umistila obarvend RSL. RSL se fixovala
jednotlivymi stehy pouzitim 11-0 nylon ke zdravému okraji rohovky
kolem rany (Obr. 5).

»

k

Obr. 5 Nasita RSL s AM

Bezstehovou metodu jsme zvolili u deviti pacientd tak, Ze jsme
vytvofili manualné intrastromalni kapsu v misté rohovkového
defektu. Ta byla vytvofena pomoci crescent blade ze spodiny
rohovkového viedu jemnymi tahy od centra defektu k periferii a to do
velikosti cca 7 mm odpovidajici priméru RSL. Obarvena RSL
trypanovou modii byla poté zasunuta pomoci pinzety a jemnym
tlakem cyklospatle do vytvorené intrastromalni kapsy (Obr. 6a, 6b).

Veskeré pouzité materialy jsou standardné dostupné na operacnich
salech o¢ni kliniky a jejich cena je relativné nizkd. Ob&é metody
transplantace RSL pouzivame na naSem pracovisti az do soucasné

Obr. 6a Vytvofeni intrastromalni kapky pomoci crescent blade
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Obr. 6b Iplatace RSL do intrastromalni kapsy pomoci pinzety a cyklospatle

Nasiti amniové membrany a aplikace kryci kontaktni cocky
Amniovd membrana je biologickd tkan ziskana z placenty a je
vyuzivana jako podpora hojeni zavaznych rohovkovych 1ézi. U 11ti
pacientt (92 %) jsme se proto rozhodli na povrch nasit jednu vrstvu
AM pro jeji multifaktorialni vlastnosti. Pouzivali jsme sterilni
kryoprezervovanou AM zna$i Oc¢ni tkanové banky. Stép AM se
dodava ve velikosti 2x2 cm na nitrocelulézovém nosici a je umisténa
epitelovym povrchem nahoru. AM se neché rozmrznout pii pokojové
teploté na 20 min., poté se asepticky vlozi do sterilniho fyziologického
roztoku pokojové teploty a necha dalsich cca 20 minut.

Pomoci ntizek se upravi velikost $t€pu do velikosti mirné piesahujici
defekt (cca 1-2 mm). AM orientujeme epitelem nahoru k podpote
epitelizace. Upravend AM do pfislusného tvaru a velikosti se polozi
pres §tép lentikuly a zafixuje se pomoci 11-0 nylonovymi jednotlivymi
stehy (Obr. 7). Tim dojde zaroven k mechanickému piekryti a fixace
Stépu lentikuly. Na zavér operace byla vS§em aplikovana kombinovana
kapka antibiotikum tobramycin a kortikosteroid dexamethasone
(Tobradex, Alcon) a kryci kontaktni cocka. U jedné pacientky (pacient
¢. 10) jsme se rozhodli ponechat implantovanou lentikulu vlozenou do
intrastromalni kapsy bez naSiti AM a na zavér operace jsme pouze
aplikovali kryci kontaktni Cocku, abychom zjistili, zda bude tento

zplsob fixace dostatecny.
pr :

Obr. 7 RSL v intrastromélni kapse a na povrchu nasita AM fixovana
jednotlivymi stehy
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Pooperacni péce a vySetteni

Vsichni pacienti méli standardni pooperacni 1écbu ocnimi kapkami
(Tobradex, Alcon), tj. tobramycin s dexamethasonem (3mg/ml +
Img/ml) pétkrat denné po dobu dvou tydnit po operaci. Nasledné
kapali fluorometholon (1mg/ml) (Flarex, Novartis) tfikrat denné po
dobu nésledujiciho mésice. U nékterych pacientli byla lécba
fluorometholonem prodlouzena az na tii mésice. Zadny z pacientii
neuzival systémova antibiotika nebo imunosupresivni terapii.

U téch, co byla nutna 1écba primarni pficiny, byla podavana dalsi
lokélni nebo celkova terapie. Ctyfi pacienti s infekéni keratitidou méli
perioperaéni 1é¢bu dle kultivace. Dva pacienti s Herpes simplex
keratitidou uzivali peroralné aciklovir 400 mg pétkrat denné po dobu
dvou tydnt, s naslednym sniZzenim davky na dvakrat denné po dobu
dvou mésici. Jeden pacient s mykotickou keratitidou uzival lokalni
terapii o¢ni kapky vorikonazol 1 % pétkrat denné po dobu dvou tydnt
a celkové vorikonazol 200 mg tbl. dvakrat denné po dobu dvou
mesict. Primarni pfi¢ina viedd vSech pacientl je uvedena v Tab. 3.
Podle potieby k zmirnéni bolesti a jako prevence synechii byly
podavany mydriatika a cykloplegika. Extrakce stehil byla provedena
nejdiive 3 mésice po operaci. Kryci kontaktni ¢o¢ku jsme ménili podle
klinického nélezu a komfortu pacienta.

Minimalni sledovaci doba byla 6 mésicli. Mezi sledované parametry
byly CDVA, biomikroskopické vysetfeni Stérbinovou lampou véetné
provedeni Seidel testu, stabilita implantované RSL a to jeden den, 1
tyden, 2 tydny a po 1, 2, 3, 6 a ptipadné 12 mésicich. Stav pfedniho
segmentu oka se hodnotil pomoci prednésegmentové optické
tomografie (PS-OCT; Spectralis OCT, Heidelberg
EngineeringGmbH, Heidelberg, Némecko) a byly provedeny fotky
predniho segmentu na Stérpinové lampé. Pooperaéni komplikace byly
peclivé sledovany a zaznamenany po celou dobu sledovani.
Komplikace

Nezaznamenali jsme zadné peroperacni komplikace v pribéhu
stehové ¢i bezstehové metody ve smyslu nové perforace ani poruseni
zadniho stromalniho pouzdra. Pouze pfed samotnym pouzitim RSL
bylo nékdy komplikované samotnou RSL najit v roztoku BSS a to pro
jeji malou velikost a transparenci. Pomoci suseni a obarveni kapkou
trypanové modii bylo mozné nasledné¢ RSL identifikovat a pouzit
k operaci.

17



V literatufe se v souvislosti transplantace RSL uvadi predevsim tyto
pooperacni komplikace. Mezi c¢asné pooperacni komplikace patii
pfechodny edém rohovky a foldy Descemetské membrany, edém
tkané RSL, ktery by mohl byt pfisuzovan kryoprezervaci, a opacity
v interface (rozhrani mezi hostitelskou a darcovskou tkani). V nasem
souboru pacientll jsme nezaznamenali zadnou z téchto uvedenych
komplikaci.

U jedné pacientky (pacient ¢.10), kterou jsme jako jedinou po
implantaci RSL do intrastromalni kapsy nechali bez kryti amniové
membrany, doslo po vyjmuti terapeutické kontaktni cocky k uvolnéni
a ztraté RSL. Tuto pacientku jsme museli proto reoperovat a RSL
klasicky fixovat amniovou membranou jednotlivymi stehy.

Mezi dal$i mozné ¢asné komplikace patéi primarni selhdni S$tépu,
ztrata §t€pu, netésnost z rany, zvyseny nitroo¢ni tlak a infekce. Pozdni
komplikace jsou rejekce §t€pu a infekce. Dulezité je, ze v zadné
publikované literatui'e a ani v naSem souboru pacientd nedoslo k témto
zavaznym komplikacim v pribéhu sledovaciho obdobi.

Kritéria hodnoceni Gspésnosti

V pooperacnim obdobi jsme u pacienti hodnotili pifedevsim
bezpecnost a Ucinnost transplantace RSL. Vzhledem k tomu, ze se
jedna o inovativni metodu s pouzitim stromalni ¢asti rohovky, hlavnim
kritériem uspéSnosti byla nepfitomnost imunitni reakce a infekce.
Dale jsme jako za chirurgicky tspéSnou transplantaci povazovali,
pokud po transplantaci RSL jiz nebyla nutna zadna dalsi chirurgicka
intervence.

Sledovali jsme nejlépe korigovanou zrakovou ostrost na dalku
(CDVA). CDVA svédci o klinické uspéSnosti operace, avsak tento
udaj pro nas nebyl pfili§ dtlezity. Vzhledem k tomu, Ze nas vybeér
pacientt byl z pocatku tohoto nového postupu velmi opatrny, zaradili
jsme do souboru ty pacienty, ktefi byli primarné jiz indikovani
k perforujici keratoplastice. Zaroven vétSina pacientt (75 %) méla
pfed samotnou transplantaci RSL rozséhlou o¢ni anamnézu a méli za
sebou jednu nebo n&kolik neusp&$nych operaci.

Vysledky

Nas soubor pacientti tvotilo 12 o¢i 12 pacientl — 7 muzi, 5 zen. Tti
pacienti (30 %) méli parcialni defekt rohovky pro prolongované hojeni
rohovkového viedu, 3 pacienti (30 %) méli diagnostikovanou
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descemetokélu a u 6 pacientl (50 %) doslo k perforaci rohovky. U 8
pacientt (67 %) byl rohovkovy vied jiz bez tuspéchu lécen
transplantaci amniové membrany jednou ¢i vicekrat (Tab. 3).
Transplantace RSL probéhla ve vSech pfipadech uspé$né a bez
peroperacnich komplikaci. U prvnich 3 pacientl (33 %) jsme RSL
fixovali jednotlivymi stehy a na povrch nasili AM. Poté jsme
modifikovali chirurgickou metodu a zvolili bezstehovou metodu.
Nasledujicich 8 o¢i jsme RSL (67 %) implantovali do manuélné
vytvofené intrastromalni kapsy. U jednoho pacienta ¢. 6 (po tézkém
poleptani vapnem s nékolika predchozimi operacemi viz. Tab. 3) jsme
konvertovali z bezstehové metody na stehovou z divodu nemoznosti
bezpecné vytvofit intrastromalni kapsu pro rozsahly nalez s rozpadem
stromatu a probihajici keratolyzu. Na povrch se u vSech pacientl
nasila na povrch AM kromé pacienta ¢. 10, jak bylo uvedeno vyse.
Primérna tloustka transplantované RSL byla 87 + 43 um (v rozmezi
48 — 152 um). Nenasli jsme zadnou souvislost v opera¢nim vysledku
v zéavislosti na tloustce pouzité RSL (Tab. 4).

U 7 oéi (58 %) byl rohovkovy vied, ptipadné perforace zhojen
transplantaci RSL bez nutnosti dal$i chirurgické intervence. Tyden po
operaci se transplantovany $t€p RSL zdal ¢iry, na povrchu byla kryta
amniovou membranou. Pfiblizn€ 1 mésic po operaci jsme pozorovali
inkorporaci RSL s amniovou membranou do stromatu rohovky a
reepitelizaci. Tfi mésice po operaci se rohovkové viedy zhojily a oci
s rohovkovou perforaci vykazovaly stabilni uzavér s negativnim
Seidel testem. U vSech téchto 7 pacient jsme pozorovali pooperané
dobfe formovany bulbus, dostate¢né vytvofenou a ¢irou piedni
komoru, nitroo¢ni tlak manualné¢ bez znamek hypotonie nebo
hypertenze.

CDVA se béhem sledovaciho obdobi nezhorsila, nicméné tento udaj
jsme nebrali jako soucast kritéria uspésnosti operace. U 2 pacientt se
CDVA mimné¢ zlepSila na kontrolnim vySetfeni. Bylo to dano jinou
operaci, ktera nasledovala po transplantaci RSL. Jeden pacient
(pacient ¢. 4) podstoupil operaci katarakty pro jeji progresi a druhy
pacient (pacient ¢. 1) mél zlepseni CDVA po trvalé tarzorafii, ktera
nasledovala po transplantaci RSL.

U 5 pacientd (42 %) i pfes transplantaci RSL byla nutna dalsi
chirurgickd intervence. U 3 o¢i jsme provedli perforujici
keratoplastiku cca 1 mésic po transplantaci RSL a u 2 o¢i byl pouzit
skleralni $tép cca 7 mésicl po transplantaci RSL. Tito pacienti meli
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obecné pred transplantaci RSL velmi $patnou zrakovou ostrost a
nepfiznivy o¢ni nalez po nékolika pfedchozich operacich s velmi
nejasnou prognodzou.

Jak jiz bylo zminéno v ramci komplikace, tak u pacienta ¢. 10, ktery
primarné nemél transplantaci RSL spolu s amniovou membranu, jsme
museli z divodu ztraty RSL reoperovat a implantovat novou RSL do
intrastromalni kapsy a na povrch nasit amniovou membranu fixovanou
jednotlivymi stehy.

Tab. 4 Vysledky operace. Zkratky: RSL, rohovkova stromalni lentikula; A,
ano; N, ne; CDVA, korigovana zrakova ostrost na dalku; M, mésic; PKP,
perforujici keratoplastika.

*oko po ptedchozi neuspésné 1é¢bé AM

Pac. | Tloustka | Stehy CDVA CDVA CDVA | Zhojeno | Dalsiintervence
¢ RSL (um) | A/N M 6M 12M A/N po transplantaci
postop. postop. postop. RSL
1 48 A 1/5 1/10 0.2 A Tarzorafie po 12M
2% 48 A - - - N PKP po IM
3* 64 A pohyb pohyb - N Skleralni zaplata
po "M
4 48 N 1/50 1/10 0.3 A Operace katarakty
po 6M
5% 48 N - - - N Skleralni zaplata
po 7M
6* 128 A - - - N PKP po IM
7* 128 N 1/10 1/10 - A -
8 144 N - - - N PKP po IM
9 152 N 1/10 1/10 1/10 A -
10* 120 N pohyb pohyb pohyb A -
11* 48 N 1/20 1/20 1/20 A -
12* 64 N 0.3 0.3 - A -
Diskuze

Je dokézano, ze v dnesni dobé je nejrozsifenéjsi metodou skladovani
RSL kryoprezervace. NaSe vysledky v experimentalni ¢asti a dosud
publikované prace opakované potvrdily, ze kryoprezervace
nezpusobuje poskozeni kolagennich vlaken, coz je klicové pro
zachovani transparentnosti rohovky po implantaci lentikuly.
Abychom co nejvice optimalizovali zptisob kryoprezervace lentikul,
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tak jsme vyzkouseli rizné typy kryoprezervacnich protokolt, kde pro
klinické uziti nebyl ve vysledku mezi nimi rozdil. Jsme si védomi, Ze
velikost naseho vzorku je omezena, coz mize mit dopad na pfesnost a
zobecnitelnost vysledki vyhodnoceni.

Jako jednu z prvnich zkuSenosti simplantaci kryoprezervovanych
lentikul publikoval Riau a kol. Zaméfili se na reimplantaci lentikuly
na zvifecim modelu. Konkrétné se jednalo o 12 primatd (makak),
kteti maji velmi podobnou rohovkovou anatomii jako Cclovek.
Testovani makaci podstoupili autologni implantaci do FS laserem
vytvotené stromalni kapsy. Byly pouzity kryoprezervované lentikuly
z ReLEx SMILE, které byly ulozeny pii -80 °C v kryoprotektivnim
roztoku DMSO po dobu 16 tydnl. V prvnich dvou tydnech po
implantaci lentikuly doslo k mirnému zasednuti stromatu, které se do
8 tydni od zékroku vstiebalo. Refrakéni parametry rohovky po
reimplantaci lentikuly byly srovnatelné s pfedoperac¢nimi hodnotami.
Kryoprezervace nevedla k fibrotizaci tkané ani k abnormalni tvorbé
kolagenu. Metoda byla popsana jako bezpetnd a poukazala na
potencialni reverzibilitu refrakénich zékrok jako je operace ReLEx
SMILE.

Dalsi studii na zvifecim modelu publikoval Sun a kol. M¢li podobné
vysledky tykajici se bezpeCnosti a reverzibility implantace RSL.
Jednalo se o 20 kralikd, kde na jednom oku byl proveden ReLEx
SMILE s extrakci lentikuly. Lentikuly byly ulozeny v tekutém dusiku
po dobu 3 mésicu, poté byly rozmrazeny a implantovany do druhého
oka stejného kralika do FS laserem vytvofené stromalni kapsy. 6
meésicl po operaci se u 5 kraliki provedla explantace lentikuly a byli
poté sledovani po dobu jednoho mésice. V pribéhu sledovani zistala
rohovka transparentni a doslo k plnému navratu refrakce i struktury
rohovky na ptvodni hodnoty.

Studie na zvifecich modelech oteviely cestu k aplikacim RSL u
lidskych pacientt. Existuje pouze nékolik publikaci o pouziti
kryoprezervovanych lentikul v 1é¢bé rohovkovych viedi ¢i perforaci.
Studie od Wu a kol. byla prvni, kterd popsala Uspésné pouziti
kryoprezervovanych lentikul k 1é¢bé perforace rohovky. Tato prace
popsala 6 pacienti 1écenych dvéma piekryvajicimi se lentikulami
s pouzitim pferuSovanych stehti. U jednoho pacienta piekryli
lentikul&rni §tépy jesté AM. Tii pacienti vykazovali zlepSeni CDVA.
Ve vsech téchto piipadech bylo béhem 12 mési¢niho sledovaciho
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obdobi pozorovano stabilni uzavieni perforace rohovky a nebyly
pozorovany zadné znamky infekce nebo relapsu onemocnéni.

Studie od Xue a kol. dokazovala moznost pouziti RSL pii 1é¢bé
vétsich perforaci rohovky presahujici 3 mm. Tyto lentikuly byly
prezervované v glycerolu pii teploté -80 °C, v priméru mezi 6,0 — 6,5
mm a byly naskladdany tii az Etyfi vrstvy lentikul na sebe, proto mély
centralni tloustku 300 az 400 um. Do této studie bylo zatazeno 5
pripadi perforace rohovkového viedu vétsi nez 3 mm a tato metoda
byla pouzita v ptipade, kdy rohovkové §tépy nebyly k dispozici. U
vSech pacientti doslo k uzavieni perforace a obnoveni pfedni komory.
U paracentralnich perforaci se zlepSila zrakova ostrost. Uvedena
technika poukazuje na transplantaci RSL jako doboru alternativu
urgentniho feSeni i pro 1é¢bu velkych perforaci rohovky v mistech,
kde je nedostatek darcti rohovky a zaroven roste pocet operaci ReLEx
SMILE.

Jiang a kol. publikoval studii 20 pacientd (14 s rohovkovym viedem a
6 s perforaci rohovky) lé¢enych tektonickou keratoplastikou pouzitim
femtosekundového laseru intrastromalnich lentikul (TEKIL). Pouzili
Cerstvé lentikuly ziskané z ReLEx SMILE ve stejny den jako TEKIL.
Ve vSech piipadech doslo ke zlepSeni a béhem 6 mési¢niho
sledovaciho obdobi nebyla zjisténa z4dnd imunitni rejekce ani
perforace. Poopera¢ni CVDA se zlepsila u 12 pacientd.

Pant a kol. publikovali dv¢ kazuistiky z pediatrické populace (17 let a
14 let), kde se transplantovala lentikula jednotlivymi stehy 10-0
v misté perforace rohovky pro sekundarni blefarokeratokonjuntivitidu
vyvolané Demodexem. Jedna lentikula byla ¢erstvd a druha
perezervovand v glycerolu, obé mély centralni tloustku vice nez 100
pum. U obou pacienti byla perforace uzaviena a méli dobrou zrakovou
ostrost. Pfi néasledujicich kontrolnich vySetfeni nebyly u pacient
zjistény zadné znamky rejekce, neovaskularizace rohovky nebo
infekce.

Bhandari a kol. publikovali kazuistiku 7 pacientd s lamelarnim
defektem rohovky nebo mikroperforaci s pouzitim fibrinového lepidla
k zajisténi Cerstvého Stépu lentikuly ziskané z ReLEx SMILE ve
stejny den. Jejich studie odhalila pfi posledni 3 mésicni kontrole ¢iry
a dobfe umistény $tép lentikuly. Navic tato prace prokazala vyznamné
zlepSeni CDVA u 5 ze 7 o¢i, coz lze pfipsat neinfekéni pfic¢iné
rohovkovych viedl a pomérn¢ dobré pfedoperacni zrakové ostrosti.
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V jiné studii publikované Abdem Elazizem a kol. byly pouzité
lentikuly s centralni tloustkou 100 pm nebo vice, prezervované pii 4
°C v Optisolu po dobu ptiblizn¢ 7 dnil. 7 pacientli bylo uspésné 1é¢eno
lentikulou fixovanou pferusovanymi stehy pres perforaci rohovky. U
vSech pacientd byl S$tép lentikuly prekryt jednou vrstvou AM
jednotlivymi stehy. 3 pacienti vykazovali lep$i pooperacni CDVA.
Béhem roc¢niho sledovaciho obdobi nebyly u zddného pacienta
zjistény zadné znamky reperforace ani infekce.

Al Saadany a kol. porovnaval pouziti 30 Cerstvych lentikul s 15
transplantacemi AM pii 1é€be€ perforace rohovky. Rohovkové viedy u
vSech 45 pacientl byly uspé$né uzavieny s nevyznamnymi rozdily
mezi postupy.

Mnoho studii prokazalo, Ze transplantace AM urychluje proces hojeni.
nedochazi k rejekci, protoze AM neni antigenni. Z tohoto divodu
jsme se vnasem souboru rozhodli pouzit vrstvu AM, kterou jsou
prekryli $t€p RSL.

Na rozdil od vétsiny publikovanych studii jsme v souladu
s legislativou striktn¢ pouzivali kryoprezervované RSL po 6 mésicni
karantén¢ s negativnim kontrolnim sérologickym testem darce.

V naSem souboru pacientll bylo 7 z celkem 12 ti pacientl (58 %)
uspésné vyléCeno bez nutnosti dalsi chirurgické intervence. Nase
uspésnost 1éCby byla mensi nez v nékterych jinych studiich. Mohlo to
byt zplsobeno nasi relativné malou a velmi heterogenni skupinou
pacientt. Dal§im divodem by mohla byt skute¢nost, Ze vétSina nasich
pacientti méla pied operaci velmi $patnou zrakovou ostrost a rozsahly
o¢ni nalez s n€kolika jiz predchozimi nelispésnymi operacemi. Na
zacatku této inovativni chirurgické 1écby jsme totiz pacienty vybirali
velmi opatrné a peclivé a primarné jsme indikovali ty pacienty, ktefi
by jiz byli vhodni na PKP. Roli nedostatecného efektu transplantace
RSL muze také hrat tloustka samotné lentikuly, protoze lentikuly
pouzité ve zminénych studiich byly obecné silnéjsi (= 100 pm) nez ty,
které byly pouzity v nasi studii (87 £ 43 pum). V nasem omezeném
souboru dat jsme vSak nebyli schopni prokazat zadnou korelaci mezi
tloustkou $tépu RSL a vysledkem operace (Tab. 4).

Akutni operace k obnoveni integrity bulbu jako je PKP & chaud ma
zabrénit katastrofalnim komplikacim jako je endoftalmitida. Casto je
vsak riskantni a nese s sebou vysoké riziko nejen imunitni rejekce.
Transplantace RSL by mohla poskytnout vhodné podminky pro
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vysledku. Za ur¢itych okolnosti a pii spravné indikaci Ize transplantaci
RSL idealné povazovat i za trvalé feseni.

Zaver

Podle naSich ptfedbéznych vysledkil lze transplantaci RSL z ReLEx
SMILE povazovat za alternativni metodu 1é€by rohovkovych viedd,
pfipadné perforaci, kde selhala nebo byla nedostatecna reakce na
standardni 1é¢bu. Zaroven se jedna o efektivni vyuziti odpadniho
produktu. Tento typ aditivni keratoplastiky by mohl rozsifit
dostupnost rohovkové tkané, a navic pro zkuSeného o¢niho chirurga
neni transplantace RSL tak naro¢na jako jiné typy transplantace
rohovek. Dals§im dalezitym faktem je moZnost pouZiti instrumentaria,
které bézné pouziva rohovkovy chirurg a je s témito nastroji divérné
seznamen.

Ackoliv mnoho studii in vitro a in vivo prokazalo jeji bezpec¢nost a
ucinnost, klinické vyuziti RSL je stdle v pocatecni a experimentalni
fazi, tudiz je potieba provést studie ve vétsim méfitku s delsi dobou
sledovani pro komplexni pochopeni, ke stanoveni dlouhodobych
vysledkii a potvrzeni U€innosti ve srovnani se soucasnou lécbou.

vvvvvv

bezpecnost pii zachovani minimalniho poskozeni tkani a moznost
dlouhodobého skladovani umoznujici jeji dalsi pouZiti.

Zavérem lze fici, Ze role RSL ve vyzkumu je mnohostranna a saha od
odhaleni jejiho sloZzeni a biochemickych charakteristik az po
zkoumani histologie tkani, biomechanickych vlastnosti a mechanismu
onemocnéni. Nabizi tim klicovou podporu pro vyzkum a klinickou
lé¢bu onemocnéni rohovky.

Zhodnoceni cild a hypotéz

Cil 1: Ovetit metodu kryoprezervace RSL, zplsob zmrazovani a
nasledné rozmrazovani, zjistit jeji vliv na vlastnosti tkané
v experimentalnich podminkach.

Cil splnén. Navrhli jsme a zavedli do praxe optimalni metodu
kryoprezervace RSL pro klinické uziti.

Cil 2: Navrhnout a vypracovat optimalni chirurgicky zptsob
transplantace RSL.

Cil byl splnén. Vypracovali jsme dvé moznosti operacni techniky
(stehovou a bezstehovou). Ob¢ metody jsou dobte proveditelné pro
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rohovkového chirurga a nevyzaduje navic specialni instrumentarium,
ale zakladni, které je bézné k dispozici na operacnim sale pro
rohovkové vykony.

Cil 3: Zhodnotit bezpecnost a Gispésnost operacniho zakroku.

Cil povazuji za splnény. Sice jsme méli mensi uspeésnost operace (58
%) nez publikované studie, ale pro nas se jednalo o prvni zkuSenosti
s touto inovativni metodou. Dal$im rozvojem operacni techniky a
spravné indikace pacientll véfim, ze bude GspeéSnost operaci vyrazné
vys§i. Z hlediska bezpec¢nosti operace jsme neméli zadné vazné
peroperacni ani pooperacni komplikace ve smyslu zanétlivé nebo
imunitni reakce.

Hypotéza 1: Kryoprezervace RSL nema vliv na jeji transparenci a
zachovavaji si tim kvalitni optické vlastnosti.

Zavér: Ano, vSechny RSL po kryoprezervaci a nasledném rozmrazeni
zustaly transparentni, bez znamek opacifikace.

Hypotéza 2: Rychlé zmrazeni a rychlé rozmrazeni RSL je pro
zachovani histologické a biomechanické integrity tkané nejvhodnéjsi
metodou.

Zavér: Ano, rychlé zmrazeni RSL zachovava architekturu kolagennich
vlaken a strukturalni integritu tkan¢ a i ptes potencialni riziko bunécné
destrukce si zachovava dobrou integritu jader.

Hypotéza 3: Rychlé rozmrazeni RSL je Setrnéjsi metodou nez pomalé
rozmrazeni k zachovani histologické a biomechanické integrity tkang.
Zavér: Ano, pii rychlém rozmrazovani dochazi k minimalnimu vzniku
ledovych krystalti a tudiz si zachovava po rozmrazeni tkan lepsi
strukturalni integritu a usporadani kolagennich vlaken nez u pomalého
rozmrazovani, kdy dochazi k rekrystalizaci tkané¢ a potencialnimu
poskozeni uspotadani kolagennich vlaken a vzniku edému.

Hypotéza 4: Uginnost a bezpe¢nost kryoprezervace je ovlivnéna
rychlosti zmrazeni a rozmrazeni, které ovliviiuji vlastnosti tkdné¢ a ma
vliv na jeji klinické pouziti.

Zaver: Ne, z klinického vyznamu je morfologicky rozdil tkané pfi
rizném zpusobu kryoprezervace minimalni.

Hypotéza 5: Transplantace RSL je bezpecna a u¢innd metoda k 1é¢be
rohovkovych viedi, pfipadné malych perforaci.

Zaver: Ano, nami popsany chirurgicky vykon je bezpecny a ucinny.
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