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1. Uvod

1.1. Rohovkovy vied

Rohovkovy vied je zdvazné o¢ni onemocnéni charakterizované defektem epitelu rohovky,
ktery pronikd do hlubSich vrstev Bowmanovy vrstvy a stromatu. Obvykle je doprovazen
zanétlivou reakci a muze dochazet k degradaci kolagenu ve stromatu rohovky pomoci
matrixovych metaloproteindz. Jedna se o jednu znejcastéjSich pfi¢in akutni bolestivé
keratopatie. Rohovkovy vied predstavuje stav ohrozujici zrak, kdy i pii rychlé a adekvatné
nasazen¢ lécbé muze vést kjizveni rohovky, v pfipadé Sifeni do hlubSich vrstev
k descemetokéle, piipadné az k perforaci rohovky. Perforace rohovky predstavuje urgentni
stav, ktery vyzaduje chirurgicky zasah. U pacientd s komplikacemi mize dojit k rozvoji
glaukomu, katarakty, ke vziku pfednich a zadnich synechii, mize vést az k zavazné
endoftalmitidé¢ a ke ztraté zraku [1, 2].

Etiologie je infekéniho nebo neinfekéniho plvodu. Infekéni viedy mohou byt zplsobeny
bakteriemi, které jsou cCasté u nositeld kontaktnich cocek (Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, atd.) nebo ve spojitosti s traumatem nebo Spatnou hygienou. Z virovych
infekci se jedna nejCastéji o Herpes Simplex nebo Varicella-Zoster virus. Plisnové infekce
byvaji spojeny s traumatem organického ptivodu, imunosupresi nebo dlouhodobym uzivanim
kortikosteroidii. Z patogeni se nejéastéji jednd o Fusarium, Aspergilus ¢i Candida spp.
Parazitarni infekce jako Acanthamoeba jsou méné Casté, ale miiZzou mit velmi zavazny pribeh
a jsou spojeny s nositeli kontaktnich Cocek nebo vystavenim s kontaminovanou vodou.
Neinfekéni pficiny se tykaji pacientll s tézkym syndromem suchého oka, s autoimunitnim
onemocnénim jako revmatoidni artritida nebo Sjogreniv syndrom. DalSi pficiny jako
herpetické infekce, diabetes mellitus vedouci k neurotrofické keratopatii, expozicni keratopatie
(z obrny licniho nervu nebo lagofalmu), chemickd a mechanickd poskozeni (poleptani
kyselinami nebo zdsadami, cizi té¢lesa) mohou zpisobit neinfekéni viedy az perforace rohovek.
Vseobecné miizeme zafadit mezi béZné predispozicni faktory pro vznik viedu rohovky o¢ni
traumata (nejCastéji poleptani), syndrom suchého oka, nedostatek vitamunu A, chronicka
dakryocystitida, entropium nebo ektropium, trichidza, distichidza, exoftalmus, lagoftalmus,
noseni kontaktnich cofek a dlouhodobé uzivani kortikosteroidii. Mezi systémové rizikové
faktory patii podvyziva, diabetes mellitus, alkoholismus, drogova zavislost, malignita, syndrom
ziskané imunodeficience a imunosuprese. Riziko neinfekénich viedi rohovky je zvySené

hlavné u pacientd s autoimunitnim onemocnénim a s imunosupresi.



Diagnostika rohovkového viedu se provadi biomikroskopicky na $térbinové lampé. Casto se

vyuziva barveni fluoresceninem k detekci defektu epitelu a rozsahu ulcerace (Obr. 1).

Obr. 1 Rohovkovy vied po obarveni fluoresceinem

U vsech hlubokych, recidivujicich nebo na 1é¢bu nereagujicich rohovkovych viedi je
indikovdno mikrobiologické vySetfeni. Ze zobrazovacich metod nam poméhaji opticka
koheren¢ni tomografie predniho segmentu oka (PS-OCT) ke kvantifikaci hloubky stromalni
destrukce, ptipadné¢ konfokalni mikroskopie s rychlou identifikaci akantaméb a hyf plisni.
Doplnkové se provadéji fotky predniho segmentu oka k dokumentaci, ke sledovéani pribéhu

onemocnéni a reakce na lé¢bu.

1.2. Lécba rohovkového viedu

Lécba rohovkovych viedl zavisi na jeho pivodu, zavaznosti a hloubce postizeni rohovky.
Jedna se o akutni stav vyZadujici rychlou intervenci. V né€kterych piipadech zistava piesna
pficina rozpadu rohovkové tkdné nejasna a 1éCba byva €asto naro¢nd. Z konzervativnich metod
se vyuziva kauzalni 1écba (antibiotika, antivirotika, antimykotika, antiseptika) spolu s obecné

protizdnétlivou 1écbou (kortikosteroidy, nesteroidni antiflogistika, imunosupresiva). Déle se



vyuziva podpiirna a symptomaticka 1écba jako jsou umeélé slzy, mydriatika k prevenci synechii
a snizeni bolesti nebo kryci kontaktni cocky.

Nicméné poskozend a chybé&jici rohovkova tkan se jen minimalné a velmi pomalu obnovuje.
V ptipadé¢ postupujici keratolyzy dochézi az k perforaci rohovky, kterou je nutné akutné fesit
piekrytim defektu tak, aby byla obnovena integrita bulbu a doslo ke sniZeni rizika infekce
nitroo¢nich tkani. Volba chirurgické 1écby zavisi na velikosti, lokalizaci a stupni rohovkového
viedu [3].

U malych nehojicich se defektli rohovek je v soucasné dob¢ klicovym néstrojem transplantace
amniové membrany (AM). AM je vnitini vrstvou placenty, je tvofend jednoduchym epitelem,
bazalni membranou a avaskularnim stromatem. M4 unikatni biologické vlastnosti, které se
vyuzivaji pro regenerativni oftalmologii. AM putsobi multifaktorialné a to piredevsim
a a dalSich, snizuje aktivitu MMP (matrixovych metaloproteindz), které degraduji kolagen ve
stromatu rohovky a indukuji apoptoézu zanétlivych bunék (zejména aktivovanych makrofagt a
T-lymfocytil), coz podporuje rychly Gtlum zénétu. Dalsi funkci AM je jeji antifibroticky tcinek,
tj. pisobi proti zjizveni rohovky, podporuje epitelizaci a hojeni pomoci rastovych faktori jako
EGF (epidermalni rastovy faktor), HGF (hepatocyte growth factor) nebo bFGF (basic fibroblast
growth factor). Tyto faktory vSeobecné podporuji proliferaci, migraci a diferenciaci
rohovkového epitelu. Bazalni membrana AM slouZi jako pfirozeny scaffold (nosic) pro migraci
a adherenci epitelovych bunék. Obsahuje také antimikrobiadlni faktory, pfirozené
antimikrobialni peptidy jako defensiny, laktoferin a lysozym. V posledni fadé¢ ma také
antiangiogenni ucinek, tim inhibuji rast endotelovych bun¢k a poméahaji udrzet avaskularni
charakter rohovky. V oftalmologii se AM pouziva od 90. let 20. stoleti. Uchovava se riznymi
zpiisoby, kde cilem je zachovani jeji struktury, udrZeni bioaktivity a zajiSténi sterility
s moznosti dlouhodobého uchovéni a snadnym pouzitim. Podle zplisobu zpracovani a uchovani
délime AM na kryoprezervovanou, lyofilizovanou nebo dehydratovanou. NasSiva se standardné

jednotlivymi stehy Nylon 10-0, pfipadné 11-0 v jedné nebo vice vrstvach (Obr. 2a, 2b) [4, 5].
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Obr. 2b Nasitd AM ve dvou vrstvach jednotlivymi stehy
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Dalsi moznosti feSeni zejména u malych perforaci nebo hrozici perforace rohovky je pouziti
tkanového lepidla, a to bud’ samostatné nebo v kombinaci s jinymi metodami, napiiklad s AM
nebo kontaktni cockou. Déale mame moznost naSiti spojivky — tzv. konjuktivalni flap
(spojivkovy lalok), ktery volime k mechanickému kryti defektu, Casto u pacientli s nizkym
zrakovym potencidlem, piipadné pouziti rohovkové zaplaty vytvoiené z darcovské rohovky [6-
8]. Velmi casto ale dochazi ¢asem k zjizveni rohovky, kterd mnohdy vazné ovliviuje
prahlednost rohovky nebo refrakéni stav oka. Jako trvalé feseni obvykle nasleduje transplantace
rohovky - perforujici keratoplastika (PKP). PKP je operace, kdy je odstranéna celd tlouStka
poskozené rohovky a je nahrazena zdravym Stépem od darce. U velkych viedl a perforaci
nereagujici na standardni 1é¢bu je nutné ptistoupit k akutni keratoplastice & chaud k zadchrané
integrity bulbu (Obr. 3). Piestoze tento zdkrok miize obnovit anatomickou integritu a nékdy i
vizualni funkci oka, je spojena s fadou potencialné zavaznych komplikaci, které mohou ohrozit

24

rejekce transplantatu. Ta muze mit endotelovou, stromalni nebo epitelovou formu, pficemz
nejcastejsi a nejnebezpecnéjsi je endotelialni rejekce. Tato imunologicka odpoveéd’ piijemce na
cizi antigeny darcovského §tépu je vyznamné zvySena u pacientl s pfedchozi vaskularizaci
rohovky, opakovanymi transplantacemi nebo probihajicim aktivnim zanétem. Lécba spociva
v intenzivni topické, n¢kdy i systémové 1€cbé kortikosteroidy. V tézkych ptipadech je nutné
nasazeni imunosupresiv. Pfi PKP 4 chaud je i vyrazné vyssi riziko selhani §t€pu pro akutné
probihajici zanét. V pfipad¢, Ze neni pfed transplantaci zcela eradikovana primarni infekce,
muze dojit k jeji reaktivaci ve $tépu. To se tykd zejména herpetické, mykotické ¢i amébové
keratitidy. Dal§imi postoperacnimi komplikacemi po PKP jsou mechanické komplikace ve
smyslu nedostatecného utésnéni rany c¢i neadekvatniho stehu, hypotonie bulbu, rozvoj
sekundarniho glaukomu, dale PKP zplsobuje ¢asto nepravidelny astigmatismus v disledku
napéti steht a odliSnému zaktiveni §tépu vici piijemci, mize dochazet k opozdénému hojeni
epitelu a tim ke zvySeni rizika sekundarni infekce transplantovaného St€pu. Pii chronickém

zanétu dochazi k vaskularizaci rohovky a vyznamné se tim zvySuje riziko imunitni rejekce. Je

proto nezbytné, aby se PKP provadéla, pokud mozno, po stabilizaci zakladni etiologie [9].
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Obr. 3 Pacient po PKP 4 chaud pro mykoticky vied rohovky

PKP zistava i pres vyvoj lameldrnich technik kli¢ovou metodou 1é¢by u komplikovanych
rohovkovych viedd. Standardné jsou ke keratoplastice vyuzivany darcovské kadaverdzni
rohovky, pfipravované dle standardizovanych postupti v podminkéch tkanové banky. Piestoze
rohovkova transplantace patii mezi nej€astéji provadéné transplantace tkani na svété, globalni
nerovnost v dostupnosti rohovkovych stépa predstavuje zdsadni problém. Podle odhadi
GAEBA (Global Alliance of Eye Bank Associations) a WHO (World Health Organization) je
kazdy rok provedeno vice nez 185 000 rohovkovych transplantaci, pficemz pocet pacientd
cekajicich na transplantaci vyrazné prevysuje pocet dostupnych §tépi. Studie od Gain a kol.
zjistila, ze na kazdych 70 pacientl potiebujicich rohovku ptipadd pouze jeden dostupny Stép
[10]. Pfedevs§im omezena dostupnost kadaverdznich rohovek zejména v rozvojovych zemich a
také vysoka cena darcovské rohovky je dilezitym limitujicim faktorem pfi transplantaci
v mnoha Castech svéta, odliSnd legislativa, infrastruktura, vefejné povédomi, stejné tak jako
kulturni, ndbozenské a socialni bariéry. Pfimym disledkem je pak prodlouzeni doby ¢ekani na
transplantaci a zhorSeni kvality zivota pacienta [11,12].

Podle EBAA (Eye Bank Association of America) z roku 2023 vyspélé zemé jako Spojené staty

americké, jakoZto nejvetsi poskytovatel rohovkovych $tépi, odebrali a distribuovali v r. 2023
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vice nez 85 000 rohovek, pficemz vice nez 20 000 bylo exportovano do jinych zemi [13].
Vétsina zemi EU (Evropska Unie) mé dobte fungujici sit’ tkanovych bank (Némecko, Francie,
Italie). Problémem je vSak starnuti populace a relativné nizké procento registrace darcti. Co se
tyce rozvojovych zemi v Africe, jihovychodni Asii a Jizni Americe, je piistup k rohovkovym
Stépum velmi omezeny. Nedostatek darcovské infrastruktury a nedostatecné financovani

zdravotnictvi ¢asto znemoziluji provadéni PKP.

Slozité vlastnosti rohovky jako jeji prithlednost a jedine¢na struktura ptispivaji také ke slozitosti
jejiho skladovani. Nicméné neustalym rastem a vyvojem vedlo k lepSim a efektivnéjSim
podminkam skladovani a metodam prezervace tkéani [14].

Prestoze PKP zlstava standardni metodou 1é¢by hlubokych rohovkovych viedd a jinych
patologii, globalni dostupnost rohovkovych $tépti je vSak, jak jiz bylo popsdno vyse, vyrazné
nerovnomérna. Reseni spo&iva v podpofe mezinarodni spoluprace, budovani oénich tkanovych
bank a vzdélani vefejnosti o dulezitosti darcovstvi. Hlavnim cilem je v dneSni dob¢é omezit
plytvani tkani, které¢ Ize dosahnout vyuzitim modernich pfistroji a rozsitenim typt o¢nich tkani

a zaroven vyzkumem zdokonalovat metody prezervace.

1.3. Rohovkova stromalni lentikula ziskand metodou ReLEx SMILE

Rohovkova stromalni lentikula (RSL) je ¢ast stromatu rohovky ziskana jako vedlejsi produkt
behem laserové refrakéni operace ReLEx SMILE (Small Incision Lenticule Extraction), ktera
se vyuziva predevsim ke korekci myopie a astigmatismu. Na rozdil od tradi¢nich metod, jako
je LASIK (Laser-Assisted In Situ Keratomileusis), metoda SMILE nevyZzaduje tvorbu
rohovkového ,flapu“, ¢imZ dochdzi k men$imu naruSeni pfedni rohovkové struktury a
zachovani vétsi biomechanické integrity. Dusledkem je niz$i vyskyt syndromu suchého oka a
rychlej§i hojeni. Jednd se o minimalné invazivni zdkrok, pii kterém se pomoci
femtosekundového (FS) laseru vytvoti ve stromatu rohovky tzv. rohovkova stromalni lentikula
o tloust’ce obvykle 30 - 130 um. Tato lentikula se tvoii spirdlovité, nejdiive jeji zadni plocha
z periferie do centra, poté je vytvoren cirkularni sidecut lentikuly a ndsledné se vytvofi
cirkularng z centra do periferie ptedni plocha lentikuly. Nakonec je vytvofena 3 —4 mm vstupni
incize umisténa obvykle superiorné. Tato laserova ¢ast trvala zpo€atku > 25 s po uvedeni na trh

vr. 2007, vsoucCasnosti se jednd o dobé trvani < 10 spfi vyuZiti nejmodernéjsiho
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femtosekundového laseru pro ReLEx SMILE — Laser VisuMax 800 od spolecnosti Carl Zeiss
Meditec [15].

Takto laserem vytvofena lentikula je ndsledné¢ mechanicky uvolnéna a malou incizi pomoci
pinzety z oka vyjmuta (Obr. 4). Timto dojde ke korekci refrakéni vady. V ptipadé myopicke
lécby ma extrahovana RSL konvexni tvar se zvétSenou tloustkou v centru lentikuly a
zmensenou v periferii. Naopak hyperopicka lentikula se vyznacuje konkdvnim tvarem (Obr. 5).
Lentikula svou tloustkou odpovida tloust'ce tkan¢, ktera je odstranéna fotoablaci excimerovym
laserem pfi refrakéni metodé LASIK. Primér RSL se obvykle pohybuje od 6,0 do 6,5 mm a
tloustka je uréend poctem korigovanych dioptrii (D), kterd odpovidé ptiblizné 14 um na jednu

odstranénou D.

Obr. 4 Vyjmuti RSL pinzetou z ReLEx SMILE

15



Myopic Lenticule

ReLEx SMILE

Procedure \’

Hyperopic Lenticule

Hyperopic Patient

Obr. 5 Schéma myopické a hyperopické RSL

Do roku 2022 bylo celosvétové provedeno vice nez 6 milioni operaci ReLEx SMILE [16].
RSL je odpadnim produktem celého zédkroku a neni déle vyuzivana. Vzhledem k rostoucimu
poctu operaci ReLEx SMILE se zvySuje 1 mnozstvi dostupnych RSL, coZ podnitilo vyzkum
jejich mozného vyuZiti v transplantacni medicin€é. RSL, jako kvalitni biomaterial, ma velky
potencial k vyuziti 1é¢bé riznych o¢nich onemocnéni. Navic jednou z charakteristickych vyhod
RSL je jeji zanedbatelna imunogenicita z divodu absence rohovkového endotelu, ktery by se
podilel na postimplanta¢ni imunitni rejekei.

Vyuziti RSL pfi [é€bé rohovkovych viedl 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 nebyla uspésna.

1.4. Moznosti skladovani RSL

Rostouci poptavka po rohovkovych stromélnich lentikulach pro vyzkumné i klinické aplikace
si vyzadaly potiebu vyvinout metody optimalniho skladovani extrahovanych lentikul. Co se
tyce standardu pro odbér RSL, jsou kritéria pro zatfazeni a vylouceni Zijicich darct podobna

jako kritériim pfijatym pro odbér tkani od kadaverdznich darct (povinné sérologické testy,
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kontraindikace pro darovani atd.). Podobn¢ jako u odbéru amniovych membran od zijicich
darct vSak mtize byt vybér darce snazsi nez u kadaver6znich tkani.

Soucasny vyzkum se zaméfuje prevazn¢ na metody pfipravy a uchovani RSL. Spravné
zpracovani a uchovani RSL je klicové pro jejich nasledné klinické uziti [17]. Existuje n¢kolik
moznosti uchovani RSL a Ize je rozd¢lit na kratkodobé a dlouhodobé skladovani. Mezi metody
kratkodobého skladovani patii predevsim cerstvé lentikuly od Zijicich nebo kadaver6znich
darct uchovavanych v hypotermii, pti dlouhodobém skladovéni se jedna o metody zahrnujici
pouziti postupu uchovani tkani jako je kryoprezervace nebo decelularizace.

Dosud neexistuje presny protokol k optimalnimu uchovéani RSL se zachovanim bezpec¢nosti a
minimalniho poskozeni tkané.

Pouziti Cerstvé RSL od Zijicich darcti nam poskytuje nezménénou strukturu tkang, ale je zde
potencidlni moZnost komplikace rizika pfenosu infekce. Navic v nékterych zemich vcéetné
Ceské republiky je pouziti tkané od Zijiciho darce podminéno sérologickym vysetienim v dob&
odbéru RSL a opakovanym testovanim 6 mésicti od odbéru RSL, coz vyluc€uje jeji pouzitelnost
v Cerstvém stavu. Z vySe uvedeného vyplyva, ze kratkodobé skladovani RSL ziskanych od
zijicich darci neni v nasi zemi proveditelné.

V tomto ohledu je zifejmé, ze kryoprezervace je metodou volby pro jeji zanedbatelné riziko
prenosu infekci a umoziuje dlouhodobé skladovani tkané po dobu nejméné dvou let [18].
Samotna kryoprezervace vSak muze teoreticky ovlivnit mikrostrukturu tkdné a stale neni
dostatek publikaci s dlouhodobym sledovanim a moznymi potencidlnimi komplikacemi po
transplantaci RSL.

Jako jiny typ prezervace je skladovani decelularizovanych lentikul ve skladovacim médiu pfi
pokojoveé teploté, ale doposud nebyl proveden dostate¢ny klinicky vyzkum. Existuje jen
nékolik publikaci ohledné pouziti xenogennich lentikul a jejich pouZiti na zvifatech, které

testovali jejich bezpecnost [19 — 22].

1.4.1. Kratkodobé skladovani

Jak jiz bylo uvedeno vyse, standardni protokol umoziiujici kratkodobé skladovani RSL zatim
nebyl stanoven [17]. Hlavni pfekdzkou je heterogenita v pfepravni logistice mezi bankovnimi
systémy a zafizenimi pro zpracovani RSL, kterd se v jednotlivych zemich 1isi. Ve vyspélych
zemich je doba piepravy RSL do tkanové banky kratka, zatimco v zemich bez tfadného
bankovniho systému mtize trvat transport RSL az 48 hodin. Liu a kol. navrhnul pravé 48 hodin
jako maximalni bezpecnou dobu transportu RSL (od odbéru k uloZeni do tkanové banky) pro

kratkodobé skladovani [23].
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Bylo testovano n€kolik druht médii pro kratkodobé skladovani. V hypotermii se pii teplote
kolem 4°C pouziva fyziologicky roztok pufrovany fosfitem (PBS), Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) ¢i Optisol-GS (Bausch & Lomb Inc). Nicméné o skladovani lentikul
v hypotermii méme pouze velmi omezené mnozstvi dat, protoze vétSina studii pouzivala Cerstvé
nebo kryoprezervované lentikuly. Ke kratkodobému skladovani lentikul pii pokojové teploté

ptichazi v uvahu pouziti glycerolu.

Dehydratac¢ni Cinidla

Mezi dehydrata¢ni Cinidla patii silikagel, glycerol a silikonovy olej, které se bézn€ pouzivaji
pro kratkodobou prezervaci. Mezi nimi silikagel prokazal nejlepsi vykon v udrzovani optické
propustnosti [24]. Silikagel odstrafiuje vodu zrohovkové tkdné a inhibuje enzymatickou
aktivitu a autolyzu, ¢imz si zachovava bunécnou integritu. Studie ukézaly, Ze lentikuly uloZené
v silikagelu vykazovaly po 4 tydnech vyrazné lep$i transparenci ve srovnani s lentikulami
ulozenymi v glycerolu nebo silikonovém oleji. Glycerol patii mezi kryoprotektiva a je Siroce
pouzivany pro dlouhodobou prezervaci biologickych tkani, v€etné rohovek. Zabraniuje tvorbé
ledovych krystalit v bunkdch, ¢imz zachovdva bunécnou integritu béhem zmrazovani a
rozmrazovani. Glycerol také stabilizuje strukturu kolagenu, aniz by ménil nativni ultrastrukturu
kolagenu [25]. Ve studii Li a kol. vykazovaly rohovky prezervované glycerolem dobie
zachovanou transparenci a kolagenni strukturu po 4 tydnech skladovani [26]. Silikonovy olej,
ktery je obvykle pouzivan jako vnitini tamponada pfi o€nich operacich, se jevi jako slibny pro
prezervaci tkani rohovky. Je stabilni a vykazuje nizkou toxicitu. Dlouhodobé skladovani se

silikonovym olejem vSak prokdzalo snizeni optické propustnosti po delsi dobé& [24].

Optisol GS a dalsi prezervacni roztoky

Optisol je médium pouzivané pro stiednédobé skladovani rohovky, obvykle az 14 dni. Uginné
chrani integritu rohovkové tkan¢ a viabilitu endotelovych bun¢k [27,28]. Vysoka cena Optisolu
vSak omezuje jeho Sirsi pouziti pii skladovani lentikul. Studie ukézaly, ze Optisol si zachovava
transparenci a viabilitu az 2 tydny pfi 4 °C, coz z néj €ini idedlni médium pro docasnou
prezervaci v nouzovych situacich [29]. Fosfatem pufrovany roztok (PBS) se bézné€ pouziva pro
kratkodobé skladovani (aZ 48 hodin) rohovkové tkané. Jednd se o izotonicky roztok, ktery
udrzuje hydrataci tkané bez ovlivnéni bunécné integrity, i kdyz nenabizi stejnou tiroven ochrany
jako glycerol nebo Optisol pro delsi dobu skladovani. Dulbeccovo modifikované Eaglovo

médium (DMEM) je doplnéné fetdlnim bovinnim sérem (FBS) a pouzivd se pro in vitro
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kultivaci rohovkovych endotelovych bun¢k. I kdyz je DMEM uc¢inny pro kratkodobé
skladovani a bunécné kultury, jeho pouziti pro skladovani lentikul je omezené, protoze

vyzaduje peclivé fizeni teploty a koncentraci séra [30].

Nejrozsahlejsi vyzkum optimalnich podminek pro kratkodobou prezervaci lentikul provedli Liu
a kol. v roce 2017 [23]. Snazili se najit dostupné médium pro efektivni transport darcovskych
rohovek z refrakénich center do klinik pro dalsi pouziti. Studovali 99 lidskych rohovkovych
stromalnich lentikul ziskanych z ReLEx SMILE prezervovanych v riiznych médiich (PBS,
Optisol, DMEM, DMSO a glycerol) za raznych skladovacich podminek. Poté sledovali
transparentnost tkan¢ lentikuly, strukturu kolagennich vladken, hodnotili bunéénou smrt a
expresi imunogenicity. Tato studie ukazuje velmi dobré vysledky lentikul skladovanych
v hypotermii a také velmi dobrou dostupnost z ekonomického hlediska.

Dalsi studie hodnotici rizna kryoprezervac¢ni média v hypotermii po jejich dehydrataci popsal
Xia a kol. [24]. In vitro testovali optickou propustnost a ultrastrukturu lentikul (n=90)
skladovanych v glycerolu, silikagelu a silikonovém oleji. Porovnavali je s kontrolnimi vzorky
cestvych lentikul. Nejlepsi transparece byla zjiSténa u lentikul skladovanych v silikagelu,
zatimco glycerolova skupina méla mensi mnozstvi kolagennich vlaken a hor§i edém.

Ultrastrukturalni vysetfeni ale odhalily také zmény u Cerstvych lentikul.

1.4.2. Dlouhodobé skladovani

Ackoliv jsou Cerstvé lentikuly od zijicich darcti v dnesni dobé vzhledem k Cetnosti vykoni
ReLEx SMILE dobie dostupné a to béhem né¢kolika tydni, jeji pouziti by se jednalo se o
potencialni vystaveni rizika pfenosu infekci. V fadé zemi véetné Ceské republiky se proto musi

provadét sérologické testy a byly zavedeny metody dlouhodobého skladovani RSL.

Metoda kryoprezervace je jedna z nejcastéji pouzivanych technik pro zachovani biologickych
vlastnosti tkani v€etné lentikuly. Principem je rychlé ochlazeni tkdné na velmi nizké teploty,
aby se snizila metabolicka rychlost a enzymaticka aktivita, a tim se zachovala buné¢na viabilita
a funkc¢nost tkané. Tkan se skladuje pifi velmi nizkych teplotach -80 °C az -196 °C v tekutém
dusiku s minimalnim poskozeni bun¢k [31,32]. Kryoprezervace lentikuly si zachovava svou
strukturdlni integritu a kolagenovou architekturu, bez vyznamného rozdilu ve vysledcich hojent
ran ve srovnani s Cerstvymi lentikulami [18]. Kryoprezervace ale muize b&hem procesu

zmrazovani a rozmrazovani vyvolat naruSeni kolagennich vldken a vést k bunéné smrti
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[33,34]. Navzdory tomu zlistavd kryoprezervace velmi dobrou metodou pro dlouhodobé
skladovani lentikul, zejména pokud jde o alogenni transplantaci. Kritickym krokem je pfidani
kryoprotektivnich latek jako je DMSO (dimethyl sulfoxid) nebo glycerol, které zmiriuji tvorbu
ledovych krystalkii béhem zmrazovani. Tento zplsob zajistuje az dva roky skladovani RSL.
Tato metoda zachovava transparenci tkané a umoziluje uchovani bunécné viability a

strukturalni integrity.

Jesté pied rozvojem vyzkumu RSL publikoval Oh a kol. praci zabyvajici se zménami a moznym
poskozenim stromatu rohovky zplisobenym kryoprezervaci v tekutém dusiku s naslednym
rozmrazenim. Zkoumali 1éze keratocytl a kolagennich vldken u kralicich, prasecich a lidskych
rohovek. Kryoprezervace u krali¢ich rohovek zptisobila autolyzu, zatimco praseci a lidské
rohovky zistaly prihledné. Autofi tento jev vysvétlili tim, Ze je to zplisobeno vyznamnou
fragmentaci a porusenim krali¢ich kolagennich vldken, zatimco struktura praseciho a lidského
rohovkového kolagenu je zachovéna [33].

Viabilitu a strukturdlni integritu kryoprezervovanych lentikul in vitro publikoval Mohamed-
Noriega a kol. Studovali rozdily mezi vlastnostmi Cerstvych a kryoprezervovanych lentikul po
dobu jednoho mésice, a to u vzorkli 12 lentikul kadaver6znich rohovek. Tato studie prokazala
zachovani strukturdlni integrity kolagennich vlaken a viability bunék kryoprezervovanych
lentikul. V obou skupinach zjistili vice apoptickych keratocytli na periferii nez v centru
lentikuly a celkové v kryoprezervovanych lentikuldch bylo detekovano vice apoptickych
bunék. V zaddné z téchto skupin nedoSlo k vyznamnému sniZeni hustoty kolagennich vlaken
[35].

Bandeira a kol. zkoumali zajimavou vlastnost lentikuly a to vliv kryoprezervace na hustotu
neuritl v lentikule (lenticule neurite density, LND). Porovnavali denervaci hypotermicky
ulozenych a kryoprezervovanych tkani. Studovali imunohistochemické a morfologické zmeény,
dale excita¢ni kalciovou odpoveéd'. Zjistili, Ze kryoprezervace vyznamné snizuje hustotu neuritl
v lentikule ve srovnani s Cerstvymi lentikulami a excitacni odpovéd dale klesd s dobou
skladovani. Podle autorti je hodnota LND dilezita, protoZe zbyvajici axondlni struktury
v lentikule mohou ovlivnit regeneraci nervli po implantaci. Nicméné€ i1 po skladovani lentikuly
mohou zbytky neuritll v lentikule zachovat svoji funkénost, coZ by mohlo mit potencialni

vyhodu pfi reinervaci po zédkroku [36].
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Dalsi moznosti dlouhodobé prezervace RSL je v glycerolu, ktery ptisobi ochranné diky osmo-
regulaénim vlastnostem. Tento postup také nezplsobuje zmény ve struktufe stromalnich
kolagennich vlaken, tudiz je zachovana transparence tkané¢ [23].

Pro dlouhodobé skladovani RSL ptichazi v uvahu jeSt¢ decelularizace, kterd spociva
v odstranéni bunécnych slozek z tkan¢ chemickymi nebo fyzikalnimi procesy. Tato technika
poskytuje acelularni ,,scafold” s nizkou imunogenicitou, ¢imz se snizuje riziko imunitni reakce
hostitele na implantovanou lentikulu a umoznuje pouziti alogenni transplantace. Na druhou
stranu decelularizaci zvysi tuhost tkani, coz mize narusit biomechanické vlastnosti RSL.

V daleko mens$i mife pouzivanych moznosti je dale metoda dehydratace a lyofilizace
umoznujici dlouhodobé skladovani RSL v suchém stavu. Pied implantaci je nutné rehydratace

tkané.

1.5. Indikace pro pouziti RSL

Vzhledem k rostoucimu poctu operaci ReLEx SMILE se zvySuje i mnozstvi dostupnych RSL,
coz podnitilo vyzkum jejich mozného vyuziti v transplantacni medicing. RSL, jako kvalitni
biomaterial, ma velky potencial k vyuziti 1é€bé€ riiznych o¢nich onemocnéni nebo jako feSeni
pti selhani standardni metody 1écby. Navic jednou z charakteristickych vyhod RSL je jeji
zanedbatelnd imunogenicita z diivodu absence rohovkového endotelu, ktery by se podilel na

postimplanta¢ni imunitni rejekci.

1.5.1. Lécba ametropie

Hypermetropie

Hypermetropie je rozsifend refrakéni vada u déti 1 dospélych, kdy se paprsky promitaji
v ohnisku za sitnici. Lze ji korigovat pomoci bryli, kontaktnich ¢oc¢ek nebo chirurgickych
metod jako je laserova in situ keratomileusis (LASIK) a fotorefrakéni keratektomie (PRK).
Tyto chirurgické metody jsou ale Casto omezené u pacientl s vySSim stupném hypermetropie
(=+5,00 dioptrii [D]). U nich dochézi k vyssi mife komplikaci, v€etn€ hypermetropické regrese
a aberace vyssiho fadu (HOA) [37,38]. Na rozdil od vynikajicich klinickych vysledkl
pozorovanych z hlediska stability, prediktability, bezpecnosti a u€innosti pii korekci myopie,
byly a jsou vysledky korekce hypermetropie z hlediska stability pomémé méné piisobivé

s vysokou mirou regrese po operaci LASIK [39,40]. Implantaci konvexni lentikuly ziskané
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z ReLEx SMILE myopickych pacientl, by mohla vést ke slibné cesté v 1écbé hypermetropie.

Uginnost tohoto postupu byla prokazana u nékolika studii lidi i primatt [41].

Prikopniky v pouziti RSL jako alternativniho biomaterialu u lidi byli v roce 2013 Pradhan a
kol. [42]. Implantovali Cerstvou alogenni RSL do stromatu rohovky u pacienta pro vysokou
sekundarni hypermetropii v disledku afakie. Ackoliv pooperacné pretrvavala hypermetropie i
pfes pomérn¢ velkou redukci refrakce, nedoSlo v tomto piipadé k zadnym nepiiznivych
vedlejSim ucinktim ve smyslu imunitni reakce nebo zmén¢ transparence rohovky.

Wu a kol. a Moshirfar a kol. zkoumali implantaci alogennich lentikul ke korekci stfedni az
vysoké hypermetropie [43,44]. Ganesh a kol. zkoumali proveditelnost korekce hypermetropie
pomoci kryoprezervovanych lentikul z ReLEx SMILE. 9 lentikul bylo implantovano 7 lidskym
pfijemciim s priimérnou dobou sledovani 6 mésici. RSL se implantovala do stromalni kapsy
vytvofené FS laserem. U Zadného z pacienti nedoSlo k imunitni rejekei. U vSech o¢i doslo
k centralnimu zvétSeni strmosti rohovky a implantace RSL vedla ke zlepSeni zrakové ostrosti
[18].

Zhang a kol. publikovali prvni studii 1é€by vysoké hypermetropie s astigmatismem, 1é€enych
operaci ReLEx SMILE v kombinaci s implantaci lentikuly. Jednalo se o 15 pacient
s astigmatismem vice nez 0,75 dioptrii (D) u hypermetropickych oc¢i. Hypermetropické oko
s astigmatismem bylo nejprve oSetfeno ReLEx SMILE metodou ke korekci astigmatismu, poté
byla zmyopického oka darce extrahovdna lentikula a nasledné implantovana do
hypermetropického oka s astigmatismem. Studie prokézala zlepSeni zrakové ostrosti a
sférického ekvivalentu [45].

Sun a kol. dale informovali o bezpecnosti a prediktabilité¢ implantace autolognich lentikul
ziskanych pomoci SMILE pro korekci hypermetropie [46]. Li a kol. studovali reinervaci
implantovanych lentikul a mikroskopické morfologické zmeény v architekrufe rohovky
pfijemce u 5 pacientil (s myopii na jednom oku a hypermetropii na kontralateralnim oku). Tito
pacienti podstoupili SMILE na myopickém oku a LASIK v kombinaci s implantaci lentikuly
do kontraleteralniho hypermetropického oka. Predbézné vysledky naznacuji, Ze nervova vldkna
se po autologni implantaci lentikuly regeneruji do implantované lentikuly [47].

Implantace RSL pfedstavuje atraktivni alternativni feSeni korekce wvySSich stupni
hypermetropie. Dostupné syntetické rohovkové implantaty jsou spojeny s vyznamnymi riziky
jako je chronicky zanét, poruchy epitelizace, melting rohovky, glaukom ¢i endoftalmitida, coz

omezuje jejich klinické vyuziti [48].
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Nasledovaly dalsi prace se zkuSenostmi transplantace RSL v 1é€bé hypermetropie, ale pro jeji
pomérné Spatnou prediktabilitu refrakéniho vysledku se v dnesni dob¢ od tohoto postupu spise

odstoupilo.

Presbyopie

Presbyopie se obvykle objevuje po 40. roce véku a je zplisobena ztratou akomodace. Jedna se
o jednu z nejcastéjsich ocnich vad. Mezi souc¢asné moznosti feSeni presbyopie patii korekce
brylemi nebo kontaktnimi CoCkami, chirurgické zakroky jako rohovkové inlay, laserové
refrak¢éni chirurgie nebo implantace nitroo¢ni ¢ocky [49]. Pii1 pouziti RSL pomoci implantace
do nedominantniho oka nabizi pfilezitost obnovit oko do pfedchoziho stavu nizké myopie, coz
umoziuje funkci monovision. Navic biologické inlay na rozdil od syntetickych poskytuji lepsi
integraci a sniZuji riziko zanétu. Nékteré publikované prace naznacuji, ze praveé vyuziti RSL by

mohlo byt novou metodou 1éCby.

V roce 2017 byla popsana publikace od Jacob a kol. o tzv. metodé¢ PEARL (PrEsbyopic
Allogenic Refractive Lenticule). Principem byla implantace alogenni rohovkové inlay
(implantat umistény do stromatu rohovky pro korekci presbyopie) vytvoiend z ReLEx SMILE
o praméru 1 mm pod kapsu o hloubce 120 um nedominantniho oka presbyopickych pacientt.
Tato technika ucinné zvétSuje centralni polomér zakiiveni, ¢imZ dosahuje vice kuZelovitého
tvaru rohovky, ktery zlepSuje vidéni na blizko. Po zékroku se nekorigovana zrakova ostrost na
blizko (33 cm) u operované¢ho oka zlepSila z J.¢. 8 na J.¢. 2. Pfedb&zna studie prokéazala

bezpecnost a u€innost této metody [50].

Nicméné u refrak¢nich indikacich jako je tomu praveé presbyopie nebo hypermetropie je kladen
veétsi diraz na pooperacni refrakéni vysledek a u vyuziti RSL ma pomérné Spatnou

prediktabilitu, proto se tato metoda spiSe nevyuziva.

1.5.2. Lécba ektatickych onemocnéni

Keratokonus

Keratokonus je progresivni onemocnéni rohovky, pii kterém dochézi k jejimu ztenCovani a
vyklenovani do kuzelovitého tvaru. Jednd se o bilaterdlni, asymetrické onemocnéni a jde o
nejCastcjsi primarni ektazii. To vede k nepravidelnému astigmatismu a zhorSenému vidéni [51].

Globalni prevalence se odhaduje na 1,38 na 1000 obyvatel, pficemz se obvykle zacina
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projevovat v dospivani nebo v rané dospélosti [51,52]. Existuje né€kolik moznosti 1€cby
keratokonu. V ranych stadiich se koriguje pouze brylemi nebo kontaktnimi cockami. Pfi
progresi onemocnéni se obvykle provadi metoda corneal crosslinking (CXL), kterd vyuziva UV
zéfeni a riboflavin (vitamin B2) k posileni kolagenovych vazeb v rohovce.

U nékterych pacientii je ale tloustka rohovky jiz nedostatecna k provedeni CXL, proto byla
vyvinuta metoda implantace RSL ke ztluSténi stromatu rohovky s moznosti nasledného
provedeni standardni CXL. Bylo prokazano, ze tato metoda je bezpecna a G¢inna, a mize byt
vhodnou metodou volby k oddéleni nebo v né€kterych ptipadech i vyhnuti se keratoplastice.

Z chirurgickych metod 1é¢by keratokonu lze vyuzit implantaci rohovkovych intrastromalnich
prstencti (ICRS) pro snizeni refrakéni vady a oplosténi rohovky, z invazivnéjSich postupt v
pokrocilém stddiu onemocnéni pfichazi v avahu hlubokd ptfedni lameldrni keratoplastika
(DALK) nebo perforujici keratoplastika (PKP) [53-55]. Tato metoda je vSak omezena relativné
vysokou mirou imunitni intolerance, pomalym pooperaénim hojenim, vysokymi naklady a
nedostatkem darcovskych rohovek [56].

Implantace RSL po hypermetropickém SMILE (siln€j$i na periferii a ten¢i ve stiedu) vede
k centralnimu oplosténi rohovky a zvétSeni tlouStky stromatu, coz je prospésné pro korekci
keratokonu [57,58]. Rozsah refrakéni korekce implantaci lentikuly vsSak nelze piesné
predikovat z divodu poopera¢niho procesu remodelace tkané a piipadnému vzniku edému

lentikuly.

Ganesh a kol. v roce 2015 poprvé pouzili kryoprezervovanou RSL metodou femtosekundové
intrastromalni lentikularni implantace (FILI) k 1é¢bé keratokonu v kombinaci s CXL. Zrakova
ostrost vykazovala zlepSeni a byla udrzovana po celou dobu sledovani 6 mésici [59].
Nedavno byla popséana technika zahrnujici alogenni implantaci RSL v kombinaci s CXL pro
lécbu pokrocilého keratokonu. V rdmci tohoto pfistupu podstoupily nasledné tii z péti oci
pfijemct excimerovy laser pro korekci refrakéni vady. Tato kombinace technik, FILI a
nasledny LASIK, prokazala dobré refrakéni a keratometrické vysledky [60].

Jadidi a kol. vyuzili femtosekundovou laserovou (FS) technologii k vytvofeni lentikuly na miru
s pfesnymi rozmé&ry a tvarem u pacientil s keratokonem. Tvar lentikuly byl uréen na zékladé
typu keratokonu. Vstupni bod pro intrastromalni kapsu v oku pfijemce byl strategicky umistén
na nejstrméjsi misto rohovky v hloubce 250 um. PouZitim této FS laserem vytvotené lentikuly
vedlo k regularizaci tvaru rohovky a zlepSeni korigované zrakové ostrosti [61].

Doroodgar a kol. hodnotili G¢innost implantace individualné vyrobenych tvart lentikul

ziskanych po myopickém SMILE u 22 pacientt s pokro¢ilym keratokonem. Vysledky ukazaly
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zlepSeni ve zrakové ostrosti, pachymetrii a keratometrii rohovek. Béhem 1 roku sledovani

nebyly pozorovany zadné znamky opacifikace stromatu nebo rejekce [62].

Iatrogenni (pooperacni) keratektazie

RSL lze potencidlné vyuzit také jako autologni nebo alogenni transplantaci u pacienti, kteti
maji pooperacni keratektazii po refrakénich laserovych operacich. Tan a kol. poprvé navrhli
pouziti lentikul k 1é¢bé ektazie rohovky po operaci LASIK [63]. Uspokojivych vysledka bez
vyznamych komplikaci publikoval také Li a kol. praci pacienti s ektazii rohovky po refrakcni

operaci LASIK [64,65].

1.5.3. Lécba rohovkovych defekta a tkani

Rohovkové viedy a perforace

Lécba rohovkovych viedi byva casto slozitad. Progrese obvykle zafina defektem cCaste¢né
tloustky rohovkového epitelu, postupuje invazivné do stromatu a nakonec mize vést az
k perforaci v plné tloustce. V tomto pfipad€ je nezbytné provést urgentni zakrok k zakryti
defektu a obnoveni integrity bulbu a prevenci infekce nitroo¢ni tkané. Mimo soucasné
terapeutické pfistupy k lécbe rohovkovych viedt a perforaci jako transplantace amniové
membrany, tkanové lepidlo, spojivkové laloky nebo samotné transplantace rohovek [6,8,9],
jsou zkoumany prave transplantace RSL z ReLEx SMILE jako alternativni chirurgickd metoda.
Vyhodou je, ze svoji tlousStkou vyplni defekt rohovky. V sou€asnosti existuje velkd variabilita
metodiky samotné transplantace RSL. Vyuzivaji se jednotlivé RSL nebo v nékolika vrstvach,
nasiva se nebo implantuje do manudlné nebo FS laserem vytvofené kapsy ¢i se implantuje
bezstehove pod flap. Déle se ¢asto kombinuje s transplantaci amniové membrany, kterd ma
protizanétlivé a regeneracni schopnosti s obsahem velkych mnozstvi rstovych faktorti a

cytokint [66].

Jednotky zkuSenosti jsou také s pouzitim RSL u defektu tkani jako u 1lécby limbalniho
dermoidu, Moorenova viedu nebo u recidivujiciho pterygia k nahrad¢ chybéjici tkan€ a slouzi

jako biologické zaplata [67-69].

Veskeré publikace naznacuji, Ze transplantace RSL je bezpetnd a uG¢innd metoda, ktera

nezpusobuje zdvazné komplikace jako jsou imunitni reakce.
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2. Hypotéza a cile

2.1. Cile a hypotézy 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 pacientt
s rohovkovym viedem, ptipadné malou perforaci. Touto metodou by mélo dojit k vyplnéni
chybéjici tkdn€é zplsobené rohovkovym viedem a k zachovani integrity bulbu pacientd, u
kterych byla reakce na standardni 1é¢bu nedostatecna.

Cilem bylo na naSem souboru pacientli ovérit efektivitu a bezpecnost transplantace RSL a
navrhnout tim novou alternativni moznost chirurgické 1écby rohovkového viedu, ptipadné

malych perforaci.

V experimentalni ¢asti prace jsme zkoumali optimalni zplisob dlouhodobého skladovani RSL,
ktera umoziuje bezpetné uchovani RSL s dlouhodobou vyuzitelnosti a zaroven zachovava
vhodné vlastnosti rohovkové stromdlni tkané pouzitelné k transplantaci. Mezi nejucinné;jsi
techniky dlouhodobého uchovavani biologickych vzorka (bunék, tkani, embryi nebo orgénii)
je metoda kryoprezervace. RSL se jedna o ¢ast stromalni tkané, kde neni pfitomny rohovkovy
endotel, tudiz se nemusime obavat metody kryoprezervace, kde nedochazi k zachovani viability
endotelu. Principem kryoprezervace je po steriln€¢ odebrani tkdn¢ ptidat kryoprotektivni latky
(napt. DMSO — dimethylsulfoxid, pfipadné glycerol), které chrani buniky pted poskozenim pfii
zmrazovani, a to zejména pied tvorbou ledovych krystald. Navic tim, ze O¢ni klinika FNKV
disponuje O¢ni tkanovou bankou, kterd ma mnoholeté zkuSenosti s kryoprezervaci amniové

membrany, byla tato moZnost prezervace RSL jasnou metodou volby.

K dosaZeni cile byly stanoveny tyto dil¢i ukoly:

Cil 1: Ovétit metodu kryoprezervace RSL, zplisob zmrazovani a ndsledné rozmrazovani, zjistit
jeji vliv na vlastnosti tkané v experimentalnich podminkach.

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

Cil 3: Zhodnotit bezpecnost a tspésnost operacniho zakroku.
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Hypotéza 1: Kryoprezervace RSL nema 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 Setrnéjs$i metodou nez pomalé rozmrazeni k zachovani
histologické a biomechanické integrity tkang.

Hypozéza 4: Uginnost a bezpeénost kryoprezervace je ovlivnéna rychlosti zmrazeni a
rozmrazeni, které ovlivituji vlastnosti tkan¢ a jeji klinické pouziti.

Hypotéza 5: Transplantace RSL je bezpecnd a G¢inna metoda k 1é¢bé rohovkovych viedi,

ptipadné malych perforaci.

3. Experimentalni ¢ast

Studie vlivu piipravy a kryoprezervace RSL

3.1. Metodika

3.1.1. Pfiprava RSL

Pro experimenty bylo pouzito 24 lentikul od Zijicich darca, 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 zpiisobem a na konci operace po vyjmuti lentikuly byla RSL pinzetou

za aseptickych podminek vlozena do sterilni vialky kryotube s kryoprezervacnim roztokem

10% DMSO; n=24 (Obr. 6a, 6b, 6¢).
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Obr. 6a Oko po dokovani a vycentrovani tésné pred samotnym vykonem ReLEx SMILE
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Obr. 6b Oko po vytvoreni RSL a patrny sidecut (Sipka)

Obr. 6¢ RSL po bezprostfednim vyjmuti z oka pinzetou
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3.1.2. Prezervace RSL

Vialky s RSL byly v tentyz den pievezeny v ptepravnich kontejnerech udrzujici stabilni teplotu
do Oc¢ni tkanové banky FNKV a 3. LF UK, kde probihaly vSechny nasledujici kroky za
standardizovanych podminek. Celkem 24 lentikul jsme rozdélili do tifi skupin po osmi
lentikulach podle zptsobu zmrazovani a rozmrazovani. Nasim cilem bylo najit optimalni
zpusob uchovani RSL pro jeji vyuziti pro transplantacni ti¢ely. Postup uchovavani jsme meéli
stejny jako v ptipadé zpracovani amniové membrany, kterd je zavedena jiz dlouhou dobu a byla
prokdzana bezpecnost a ucinnost tohoto postupu. Zvolili jsme 3 typy kryoprezervacnich
protokoll, abychom vyhodnotili nejlepsi metodu k zachovani struktury kolagennich vlaken,

ktera je pro vyuziti RSL nejdilezitéjsi (Tab. 1).

Tab. 1 Kryoprezervaéni protokoly

Skupina Zmrazeni Rozmrazeni Kryoprotektivum
I (RR)n=28 Rychlé Rychlé 10 % DMSO
II(RP)n=8 Rychlé Pomalé 10 % DMSO
HI(PP)n=28 Pomalé Pomalé 10 % DMSO

- Rychlé zmrazeni: vloZeni RSL do -80 °C

- Pomalé zmrazeni: postupné po dobu 2 hodin v pfisluSnych chladicich zatizeni (+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 zatizeni (-40

°C, -20 °C, +4 °C, pokojova teplota)

Kryoprezervace RSL je klicovym krokem pro jejich dlouhodobé uchovani a pozdéjsi pouziti.
Utinnost a bezpe&nost tohoto procesu je ovlivnéna rychlosti zmrazeni a rozmrazeni, které
ovliviiyji tvorbu ledovych krystalil, osmoticky stres a strukturalni integritu rohovkové tkang.

Pfi pomalém zmrazovéani nebo pomalém rozmrazovéani byly tkan& uloZeny do pfislusnych
chladicich zatizeni (+4 °C, -20 °C, - 40 °C, -80 °C) po dobu 2 hodin. Celkové skladovaci doba
kryoprezervovanych lentikul byla minimalné 1 mésic. VSechny vzorky z kazdé skupiny byly

vyhodnoceny atestovanym patologem (VK) a podrobeny histologické analyze.
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3.2. Histologicka analyza

Vsechny lentikuly (n=24) byly rozmrazeny podle ptislusného kryoprezervac¢niho protolu podle
skupin. Po rozmrazeni byly vzorky fixovany ve 4 % formaldehydu a pomoci standardni
histologické techniky zality do parafinu. Mikrokeratomem se nafezaly parafinové bloky a poté
byl kazdy vzorek obarven tfemi rliznymi zpisoby: barveni hematoxylin-eosinem (HE), PAS

reakce (Periodic Acid-Schiff) a modrym Massonovym trichromem.

3.2.1. Hodnocené parametry

1. transparence tkan¢ (makroskopicky)

2. architektura kolagennich vlaken a strukturalni integrita tkané (modry Massontiv trichrom)
3. ptitomnost edému (HE, PAS reakce)

4. barvitelnost bunéénych jader (HE)

3.2.2. Vysledky
Vsechny RSL uchované pomoci kryoprezervace v roztoku 10% DMSO bez rozdilu skupin
byly ¢iré, bez zndmek opacifikace a zaroven si zachovaly svou elasticitu a snadnou

chirurgickou manipulaci (Obr. 7a, 7b, 7c).

ReLEx SMILE

%
i

e,

g—

Obr. 7a Makroskopické foto RSL (Sipka) — Skupina I (RR)
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Obr. 7c Makroskopické foto RSL (Sipka) — Skupina III (PP)
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Pro ucely hodnoceni vlivu kryoprezervace na morfologickou integritu RSL byla provedena
srovnavaci histologickd analyza lentikul. VSechny 3 skupiny podle kryoprezerva¢niho
protokolu byly nasledné zpracovany identickym histologickym protokolem.

Barveni modrym Massonovym trichromem, ktery umoznuje podrobné;jsi vizualizaci kolagenni
architektury stromatu, odhalilo vyrazn¢ modie zbarvend kolagenni vlakna, uspotfadana
paraleln¢, bez znamek dezorganizace nebo ruptur. Vysledky PAS reakce byla negativni ve
smyslu nepfitomnosti bazalnich membran. Barveni HE nam ukazala pravidelné usporadani
kolagennich vldken a zobrazila pfitomnost jader keratocytii s dobrou intenzitou barveni, coz
sveédc¢i o zachované jaderné integrité. Dale ndm barveni HE zobrazila ptipadny edém s urcitou

mirou rozvolnéni kolagennich vlaken a rozsifenim interlameldrnich prostor.

Histologické vysetfeni ukazalo, Ze lentikuly kryoprezervované metodou rychlého zmrazeni a
rychlého rozmrazeni (Skupina I - RR) vykazuji nejlepsi zachovéani lamelarni struktury, kde
struktura kolagennich vlaken byla rovhomérnd, s minimalnim edémem a dobie barvitelnymi
jadry (Obr. 8a). Oproti tomu metoda rychlého zmrazeni a pomalého rozmrazeni (Skupina II -
RP) vykazovala mirny edém rozsifenim interlamelarnich prostor, coz mize svédcit o ¢astecné
alteraci kolagennich vladken vlivem vzniku rekrystalizace pti pomalém rozmrazovani, ale stale
si zachovala celkové dobrou stromalni architekturu s relativn€ dobfe barvitelnymi jadry (Obr.
8b). Metoda pomalého zmrazeni a pomalého rozmrazeni (Skupina III - PP) dosahovala
sttednich hodnot — mirn€ edematézni zmény s dobie zachovalou strukturou kolagennich
vlaken, dobra barvitelnost jader (Obr. 8c). 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 vldken a strukturdlni integritu, byly tyto
nepatrné rozdily v jaderné integrité riznych skupin nevyznamné. Vysledky strukturalni

analyzy vzorkil jsou znazornény v tabulce (Tab. 2).
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Obr. 8a Histologicky snimek — Skupina I (RR) — modry trichrom (A), HE (B), PAS (C)
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Obr. 8b Histologicky snimek — Skupina II (RP) — modry trichrom (A), HE (B), PAS (C)
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Obr. 8c Histologicky snimek — Skupina III (PP) — modry trichrom (A), HE (B), PAS (C)
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Tab. 2 Strukturalni analyza vzorki

Makroskopicky Histologicka analyza
nalez

Skupina | Transparence Modry trichrom HE, PAS reakce

I (RR) | Ano Dobte zachovana struktura, Minimalni edém, mezi
pravidelné paralelni uspotadani | lamelami pouze jemna
kolagennich vlaken, intenzivni | separace, vyrazna
modré zbarveni vlaken barvitelnost jader - tmavé

modrofialova

II (RP) | Ano Dobfte zachovana struktura, Mirny edém s lehkym
pravidelné paralelni uspotadani | rozsifenim
kolagennich vlaken, stfedni interlamelarnich prostor,
intenzita zbarveni vlaken slabsi barvitelnost jader

I (PP) | Ano Dobfte zachovana struktura, Mirny edém s lehkym
pravidelné paralelni uspotadani | rozsifenim
kolagennich vlaken, stfedni interlamelarnich prostor,
intenzita zbarveni vlaken sttedni barvitelnost jader

Potvrdili jsme si, Ze kryoprezervace je vhodnou metodou k uchovéani tkan€ s dlouhodobou
vyuzitelnosti. Kryoprezervace lentikul umoziiuje zachovavat zékladni architekturu stromalniho
kolagenu, nicméné muze vést k ¢asteCné ztraté vitality keratocytii v disledku zmrazovaciho
procesu. I pfes tyto zmeny zistava tkan histologicky vhodné k potencialnimu 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.

4. Klinicka ¢ast

Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci etickych zasad v 1ékatfském vyzkumu.

Pred zacatkem studie byl vypracovan informovany souhlas dérce, informovany souhlas pro
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pacienta a informace pro pacienta, které byly projednany a schvaleny Etickou komisi FNKV
vroce 2017. VSichni déarci byli zdravi jedinci a poskytli pisemny informovany souhlas
s darovanim RSL. VSichni pacienti, ktefi podstoupili transplantaci RSL, poskytli pisemny
informovany souhlas, ktery zahrnoval potencidlni komplikace a piipadné potieby dalsi

intervence.

4.1. Charakteristika souboru, material a metodika

Studie byla provadéna na Oftalmologické klinice Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady a
3. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy v obdobi od dubna 2017 do srpna 2020. Soubor tvotilo
12 o¢i celkem 12 pacientl s viedem rohovky, u kterych byla provedena transplantace RSL.
Jednalo se o 7 muzi a 5 Zen. Primérny vek byl 64 + 20 let, v rozmezi 34 - 95 let. Podle stupné
postizeni viedu rohovky jsme rozdélili pacienty na ty, ktefi méli parcialni defekt rohovky,
descemetokelu a mikroperforaci definovanou do velikosti 1 mm pouzitim mikrometrické skaly
$térbinové lampy. Ctyfi pacienti méli vied rohovky v disledku expozi¢ni keratitidy, étyti viedy
rohovky byly disledkem infekéni keratitidy, tfi pacienti méli t€zké chemické popdaleniny po
poleptani vapnem a jeden pacient mél tézky syndrom suchého oka v disledku revmatoidni
artritidy. Primérna sledovaci doba byla minimaln¢ 6 mésicti od implantace RSL. Pacienti
dochazeli na pooperaéni kontroly na rohovkovou ambulanci O¢ni kliniky FNKV a mohli jsme
tak sledovat pooperacni vysledky. Predoperac¢ni charakteristika pacientli véetné zrakové
ostrosti, etiologie a stupné viedu rohovky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3).

Vied rohovky byl klinicky potvrzen biomikroskopicky na Stérbinové lampé. Pro potvrzeni
piipadné¢ perforace rohovky byl proveden Seideliiv test vyuzivajici barveni pomoci
fluoresceinového prouzku na povrch rohovky a potvrzenim pomoci modrého kobaltového
svétla. Test byl pozitivni, pokud dochdzelo k detekci tiniku komorové tekutiny.

Ptedopera¢né byla hodnocena korigovana zrakova ostrost na dalku (CDVA). Pro dokumentaci
rozsahu ztenceni rohovky byla provedena optickd koheren¢ni tomografie piredniho segmentu
oka (PS-OCT; Spectralis OCT, Heidelberg EngineeringGmbH, Heidelberg, Némecko) (Obr.
9).

Darci RSL byli vybrani z pacientl, kteti podstoupili operaci ReLEx SMILE a zaroveil mé&li
myopickou sférickou refrak¢éni vadu vétsi nez -3 D, aby byla zajisténa centralni tloustka RSL
> 42 um. Byly provedeny sérologické testy darci k vylouceni pfitomnosti infek¢énich
onemocnéni (hepatitida B, hepatitida C, HIV, syfilis). Zadny z darct nemél predtim Zadnou

operaci oci.
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Obr. 9 Snimek PS-OCT - nehojici se rohovkovy vied s parcidlnim defektem pro expozi¢ni

keratitidu (patient €. 4)
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Tab. 3 Charakteristika souboru pacientti pfed operaci, zkratky: CDVA, korigovana zrakova
ostrost na dalku; Z, zena; 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 (lokalné i celkove)

Pacient | Vék/pohlavi | Oko | Predop. | Diagnéza Operacni Piedchozi
¢. CDVA indikace operace
1 73/M P 1/10 Expozi¢ni | Parcialni defekt | Tarzorafie
keratitida | rohovky
2 45/7 L Prsty Expozi¢ni | Descemetokela | Tarzorafie,
keratitida 2xAMT
3 47/M P Pohyb Poleptani | Mikroperforace | 2x AMT
vapnem
4 63/M L 1/10 Expozi¢ni | Parcialni defekt | -
keratitida | rohovky
5% 73/7 L Pohyb Mykotickd | Mikroperforace | PPV, PKP,
keratitida DSAEK, 1x
AMT
6 36/M P Pohyb Poleptani | Descemetokela | PKP,
vapnem DSAEK,
LSCT, 1x
AMT
7 77M 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, 4x
vapnem AMT, LSCT
11 65/Z P 1/20 Infekéni | Parcidlni defekt | Ix AMT

keratitida | rohovky

12 # 34/M P 0.3 HSK Mikroperforace | 1x AMT
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4.2. Ziskani lentikuly, pfedoperacni pfiprava

RSL byly ziskany jako vedlej$i produkt ReLEx SMILE procedur provedenych jednim
zkusenym chirurgem (JK) v refrakénim centru Oc¢ni kliniky Horni Pocernice pomoci
femtosekundového laseru VisuMax (Carl Zeiss Meditec, Jena, Némecko).

ReLEx SMILE je bezflapova technologie, kterd vyuziva pouze femtosekundovy (FS) laser. Po
aplikaci anestetickych kapek a zalozeni rozvérace na oko se provedla sukce treatment packu
(ptisati kontaktni Eocky, pies kterou pracuje FS laser). Cocka se centrovala do pohledové osy
pacienta. Laserem se vytvofila intrastromalni lentikula v hloubce stromatu 120 — 135 pm.
Primér RSL byva 7,6 mm, s pfechodovou zénou horni lentikuly 1 mm, opticka zéna 6,4 — 6,8
mm. Zadni ¢ast lentikuly je vytvofena cirkuldrné z periferie k centru, pfedni ¢ast opacné, z
centra do periferie. Na zavér se vytvori vstupni incize u ¢isla XII o velikosti 3 — 4 mm. Po
skonceni laserové ¢asti se pod operacnim mikroskopem vstupni incizi, tupou preparaci a
prerusenim tkanovych mistki separovala RSL od stromatu rohovky. Pinzetou se RSL vyjmula
z rohovky a okamzité byla pfenesena do sterilni vialky kryotube s kryoprezervacnim roztokem
10% DMSO a to za piisnych aseptickych podminek (Obr. 10). ReLEx SMILE procedura byla
standardné¢ ukonlena vyplachem fyziologického roztoku a aplikaci antibiotické a

kortikosteroidni kapky na zavér operace.

Jednotlivé uloZené letnikuly ve sterilnich vialkach byly oznaeny ID (identifikacnim ¢islem)
pacienta a datem odbéru tkané, poté byly transportovany do Oc¢ni tkanoveé banky FNKV a 3.
LF UK v ptepravnich kontejnerech, které¢ udrzuji danou dobu optimélni chladové podminky
pomoci suchého ledu. V O¢ni tkdnové bance byly nasledné RSL zmrazeny v mrazéku pii -80
°C v 10% roztoku DMSO. Po Sesti mésicich byly provedeny kontrolni serologické testy u darcii
a pokud byly negativni, byly tkan€ uvolnény k transplantaci.
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Obr. 10 Vialka kryotube

4.3. Operacni technika

Samotnou operaci transplantace RSL miZeme rozdélit na Ctyti faze:
1. Chirurgicka ptiprava oka pfijemce na transplantaci RSL

2. Piiprava darcovské RSL

3. Nasiti/implantace RSL do oka pfijemce

4. Nasiti amniové membrany a aplikace kryci kontaktni Cocky

4.3.1. Chirurgicka ptiprava oka piijemce na transplantaci RSL

Vsechny transplantace RSL provadél jeden vysoce zkuSeny oc¢ni chirurg (PS) a to v topické
anestezii pomoci nékolika kapek lokalniho anestetika oxybuprokain hydrochlorid (Benoxi
0,4%, Unimed Pharma, Bratislava, Slovenska rep.). Na operacnim sale bylo operované oko
standardnim zptisobem 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 (Obr. 11).
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Obr. 11 Operacni sal na nitroo¢ni zakroky

Samotna operace zacinala peclivym debridementem pomoci specidlniho nastroje crescent
blade. Tento chirurgicky nastroj se zakiivenym, tup¢é zakoncenym ostiim, umoziiuje precizni
lamelarni preparaci o¢nich tkani jako je rohovka, skléra a spojivka. Diky svému specifickému
tvaru umoziuje velmi jemnou, kontrolovanou disekci tkdné€, aniz by dochdzelo k jejimu
profiznuti ¢i nechténé perforaci. Cilem debridementu je mechanicky odstranit nekrotickou,
infikovanou nebo denaturovanou tkan epitelu ¢i stromatu, kterd brani u¢innému priniku

antibiotik a zhorSuje hojeni (Obr. 12a, 12b).
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Obr. 12b Debridement stromatu pied transplantaci RSL
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4.3.2. Ptiprava darcovské RSL

Tkan urcena k transplantaci byla ziskand z O¢ni tkdnové banky FNKV Praha a 3. LF UK.
Rohovkové stromdlni lentikuly doddvané touto tkailovou bankou byly uchovavany
v kryoprezerva¢nim roztoku 10% DMSO. Maximalni doporu¢ena doba mezi odbérem tkané a
transplantaci je 2 roky. Pfed kazdym chirurgickym zakrokem byla vybrand RSL uloZena pfi
pokojové teploté¢ po dobu 20 min a nasledné ponotfena do solné lazn¢ BSS (balanced salt
solution) o teploté cca 24 °C k vymyti kryoprezervacniho roztoku, ktery mtize byt potencialné
cytotoxicky (Obr. 13a). VSechny lentikuly jsme pfipravovali za sterilnich podminek tésné pfed
vlastni operaci na opera¢nim sale.

RSL byla po dostate¢ném vymyti kryoprezervaniho roztoku bezprostiedné pied pouzitim
obarvena 0,05% trypanovou modii (RS-blue, Alchimia, Padova, Italie) (Obr. 13b, 13c).
Trypanova modrf je vitalni barvivo, které je pouzivané v oftalmologii ke zvyraznéni tkani
s poruSenou integritou nebo k lepSi vizualizaci transparentnich struktur. Tim, Ze je RSL
transparentni tkani, tak jsme vyuzili trypanovou modr ke zlepseni jeji viditelnosti a manipulace

s lentikulou. Barvivo se po implantaci béhem n¢kolika hodin spontanné vyplavi difuzi.

Obr. 13a RSL tésné ptfed obarvenim trypanovou modii
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4.3.3. Nasiti/implantace RSL do oka pfijemce

Nasim cilem bylo nalézt techniku implantace RSL do stromatu rohovky, ktera bude optimalni
k integraci tkané a zaroven co nejméné bude mutilovat jiz poskozenou tkan. K tomuto ucelu
jsme podle makroskopického nalezu modifikovali techniku transplantace RSL na dva zpisoby.
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.

14).

R
[T

Obr. 14 Nasita RSL s AM

Bezstehovou metodu jsme zvolili u deviti pacientd tak, ze jsme vytvofili manudalné
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 modfi byla poté zasunuta pomoci
pinzety a jemnym tlakem cyklos$patle do vytvofené intrastromalni kapsy (Obr. 15a, 15b).

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

soucasné doby.
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Obr. 15a Vytvofeni intrastromalni kapky pomoci crescent blade

Obr. 15b Implantace RSL do intrastromalni kapsy pomoci pinzety a cyklo$patle
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4.3.4. Nasiti amniové membrany a aplikace kryci kontaktni ocky

Amniova membréna je biologicka tkan ziskana z placenty a je vyuzivana jako podpora hojeni
zavaznych rohovkovych 1ézi. U 11ti pacientti (92 %) jsme se proto rozhodli na povrch nasit
jednu vrstvu AM pro jeji multifaktoridlni vlastnosti. Pouzivali jsme sterilni kryoprezervovanou
AM z na§i Oéni tkanové banky. St&p AM se dodava ve velikosti 2x2 cm na nitrocelulézovém
nosi¢i a je umisténa epitelovym povrchem nahoru. AM se nechd rozmrznout pii pokojové

teploté¢ na 20 min., poté se asepticky vlozi do sterilniho fyziologického roztoku pokojové

teploty a necha dalSich cca 20 minut (Obr. 16).

Obr. 16 Amniovd membréna (A, B)

Pomoci niizek se upravi velikost §té€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 ptes §tép lentikuly a zafixuje se pomoci 11-0 nylonovymi jednotlivymi stehy
(Obr. 17). Tim dojde zaroven k mechanickému prekryti a fixace $t€pu lentikuly. Na zavér
operace byla vSem aplikovana kombinovana kapka antibiotikum tobramycin a kortikosteroid

dexamethasone (Tobradex, Alcon) a kryci kontaktni cocka.
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Obr. 17 RSL v intrastromalni kapse a na povrchu nasitd AM fixovand jednotlivymi stehy

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 zptisob fixace dostatecny.

4.4. Pooperacni péce a vySetieni

Vsichni pacienti mé¢li standardni pooperacni 1é€bu ocnimi kapkami (Tobradex, Alcon), tj.
tobramycin s dexamethasonem (3mg/ml + Img/ml) pétkrat denné po dobu dvou tydnt po
operaci. Nasledné kapali fluorometholon (1mg/ml) (Flarex, Novartis) tfikrat denné po dobu
nasledujiciho mésice. U nékterych pacientl byla 1é¢ba fluorometholonem prodlouzena az na tii
mésice. Zadny z pacientil neuzival systémova antibiotika nebo imunosupresivni terapii.

U téch, co byla nutna Iécba primarni pficiny, byla podavéana dalsi lokalni nebo celkova terapie.
Ctyfi pacienti s infekéni keratitidou méli periopera¢ni 1é¢bu dle kultivace. Dva pacienti
s Herpes simplex keratitidou uzivali peroralné aciklovir 400 mg pétkrat denné po dobu dvou
tydnt, s naslednym snizenim davky na dvakrat denné¢ po dobu dvou mésicii. Jeden pacient
s mykotickou keratitidou uZzival lokalni terapii ocni kapky vorikonazol 1 % pétkrat denné po
dobu dvou tydnli a celkové vorikonazol 200 mg tbl. dvakrat denné po dobu dvou mésicii.

Priméarni pficina viedl vSech pacientli je uvedena v Tab. 3. Podle potieby k zmirnéni bolesti a
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jako prevence synechii byly podavany mydriatika a cykloplegika. Extrakce stehti byla
provedena nejdiive 3 mésice po operaci. Kryci kontaktni ¢ocku jsme ménili podle klinického
nalezu a komfortu pacienta.

Minimalni sledovaci doba byla 6 mésich. Mezi sledované parametry byly CDVA,
biomikroskopické vySetieni Stérbinovou lampou vcetné provedeni Seidel testu, stabilita
implantované RSL a to jeden den, 1 tyden, 2 tydny a po 1, 2, 3, 6 a piipadné 12 mésicich. Stav
predniho segmentu oka se hodnotil pomoci prednésegmentové optické tomografie (PS-OCT;
Spectralis OCT, Heidelberg EngineeringGmbH, Heidelberg, Némecko) a byly provedeny fotky
piedniho segmentu na Stérpinové lampé. Pooperacni komplikace byly peclivé sledovany a

zaznamenany po celou dobu sledovani.

4.5. Komplikace

Nezaznamenali jsme zZadné peroperacni komplikace v prubéhu stehové ¢i bezstehové metody
ve smyslu nové perforace ani poruSeni zadniho stromdlniho 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.

V literatuie se v souvislosti transplantace RSL uvadi pfedevsim tyto pooperacni komplikace.
Mezi Casné pooperani komplikace patii prechodny edém rohovky a foldy Descemetské
membrany, edém tkan€¢ RSL, ktery by mohl byt pfisuzovan kryoprezervaci, a opacity
v interface (rozhrani mezi hostitelskou a darcovskou tkéni). V naSem souboru pacientll jsme
nezaznamenali zddnou 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 ztrat¢ RSL. Tuto pacientku jsme museli proto reoperovat a RSL klasicky fixovat
amniovou membranou jednotlivymi stehy.

Mezi dal$i mozné ¢asné komplikace patii primarni selhani $té€pu, ztrata $t€pu, netésnost z rany,
zvySeny nitroocni tlak a infekce. Pozdni komplikace jsou rejekce §tépu a infekce. Dilezité je,
ze v z&4dné publikované literatufe a ani v naSem souboru pacientli nedoslo k t¢émto zdvaznym

komplikacim v pribéhu sledovaciho obdobi.
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4.6. Kritéria hodnoceni tispéSnosti

V pooperacnim obdobi jsme u pacienti hodnotili pfedevSim bezpecnost a ucinnost
transplantace RSL. Vzhledem k tomu, Ze se jedné o inovativni metodu s pouzitim stromalni
¢asti rohovky, hlavnim kritériem spéSnosti byla neptfitomnost imunitni reakce a infekce. Déle
jsme jako za chirurgicky uspéSnou transplantaci povazovali, pokud po transplantaci RSL jiz
nebyla nutnd zadné dalsi chirurgicka intervence.

Sledovali jsme nejlépe korigovanou zrakovou ostrost na dalku (CDVA). CDVA svédéi o
klinické tispéSnosti operace, avsak tento udaj pro nas nebyl piili§ dilezity. Vzhledem k tomu,
ze nas vybér pacientl byl z pocatku tohoto nového postupu velmi opatrny, zaradili jsme do
souboru ty pacienty, ktefi byli primarné jiz indikovani k perforujici keratoplastice. Zaroven
vétSina pacientl (75 %) méla pfed samotnou transplantaci RSL rozsédhlou o¢ni anamnézu a méli

za sebou jednu nebo nékolik netispé$nych operaci.

4.7. Vysledky

Nas soubor pacientil tvofilo 12 o¢i 12 pacientl — 7 muzl, 5 Zen. Tti pacienti (30 %) méli
parcialni defekt rohovky pro prolongované hojeni rohovkového viedu, 3 pacienti (30 %) méli
diagnostikovanou descemetokélu a u 6 pacienti (50 %) doslo k perforaci rohovky. U 8 pacientli
(67 %) byl rohovkovy vied jiz bez uspéchu léCen transplantaci amniové membrany jednou ¢i
vicekrat (Tab. 3).

Transplantace RSL prob¢hla ve vSech ptipadech uspésné a bez peroperacnich komplikaci. U
prvnich 3 pacientti (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 manualné vytvofené intrastromalni kapsy. U jednoho pacienta €.
6 (po tézkém poleptani vapnem s né€kolika pfedchozimi operacemi viz. Tab. 3) jsme
konvertovali z bezstehové metody na stehovou z divodu nemoznosti bezpecné vytvofit
intrastromalni kapsu pro rozsahly nélez s rozpadem stromatu a probihajici keratolyzu. Na
povrch se u vSech pacientd 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 zévislosti na tlouSt'ce pouzité RSL (Tab. 4).

U 7 o¢i (58 %) byl rohovkovy vied, piipadné perforace zhojen transplantaci RSL bez nutnosti
dalsi chirurgické intervence. Tyden po operaci se transplantovany §t€ép RSL zdal ¢iry, na
povrchu byla kryta amniovou membranou. Pfiblizn€ 1 mésic po operaci jsme pozorovali

inkorporaci RSL s amniovou membrénou do stromatu rohovky a reepitelizaci (Obr. 18, Obr.
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19). Tii mésice po operaci se rohovkoveé viedy zhojily a o¢i s rohovkovou perforaci vykazovaly
stabilni uzavér s negativnim Seidel testem (Obr. 20). U vSech téchto 7 pacientll jsme pozorovali

pooperacné dobie formovany bulbus, dostatecné vytvotrenou a Cirou predni komoru, nitroo¢ni

tlak manualn¢ bez znamek hypotonie nebo hypertenze.

Obr. 18 Predoperacni a pooperacni nalez nehojiciho se rohovkového viedu (pacient ¢. 4).
Ptedoperacni ndlez na Stérbinové lampé€ pod difuznim svétlem (A) a Stérbinovym svétlem (B).
Pooperacni nalez stejného oka 1 mésic po transplantaci RSL a AM pod difiznim svétlem (C) a

ve vét§im zobrazeni (D)
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Obr. 19 RSL v intrastromalni kapse (Sipka) a na povrchu kryci kontaktni ¢ocka

Obr. 20 Predoperacni a pooperacni nalez rohovkového viedu s mikroperforaci (pacient ¢. 12).

Ptedoperacni nélez na Stérbinové lampé po obarveni fluoresceinem u oka s kryci kontaktni
c¢ockou pod diftznim svétlem (A) a Stérbinovym svétlem (B). Stabilni uzadvér mikroperforace

3 mésice (C) a 6 mesicii (D) po operaci — difuzni svétlo
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CDVA se behem sledovaciho obdobi nezhorsila, nicméné tento udaj jsme nebrali jako soucast
kritéria uspésnosti operace. U 2 pacientii se CDVA mirn€ zlepS$ila na kontrolnim vySetteni.
Bylo to dano jinou operaci, kterd 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 pacientt (42 %) 1 ptes transplantaci RSL byla nutné dalsi chirurgicka intervence. U 3 oci
jsme provedli perforujici keratoplastiku cca 1 mésic po transplantaci RSL a u 2 o¢i byl pouzit
skleralni §tép cca 7 mésicti po transplantaci RSL. Tito pacienti méli obecné pied transplantaci
RSL velmi Spatnou zrakovou ostrost a nepiiznivy o¢ni nalez po né¢kolika ptfedchozich operacich
s velmi nejasnou prognozou.

Jak jiz bylo zminéno vramci 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.
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Tab. 4 Vysledky operace. Zkratky: RSL, rohovkova stromalni lentikula; A, ano; N, ne; CDVA,

korigovand zrakova ostrost na dalku; M, mésic; PKP, perforujici keratoplastika.

Pacient | Tloust’ka | Stehy | CDVA | CDVA | CDVA | Zhojeno | Dalsi intervence

¢. RSL A/N 3IM 6M 12M A/N po transplantaci
(um) postop. | postop. | postop. RSL

1 48 A 1/5 1/10 0.2 A Tarzorafie po 12
M

2% 48 A |- - - N PKPpo 1M

3* 64 A | pohyb | pohyb |- N Skleralni zaplata
po7M

4 48 N 1/50 1/10 0.3 A Operace katarakty
po 6 M

5+ 48 N |- - - N Skleralni zaplata
po7M

6* 128 A |- - - N PKPpo 1M

7* 128 N 1/10 1/10 - A -

8 144 N |- - - N PKPpo 1 M

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 03 0.3 - A -

*oko po ptedchozi netuspesné 1€€bé AM

5. Diskuze

Je dokdzano, Ze v dne$ni dobé€ je nejrozsifenéjsi metodou skladovani RSL kryoprezervace.
Nase vysledky v experimentalni ¢asti a dosud publikované prace opakované potvrdily, Ze
kryoprezervace nezplsobuje poSkozeni kolagennich vldken, coz je kli¢ové pro zachovani
transparentnosti rohovky po implantaci lentikuly [18,35]. Abychom co nejvice optimalizovali

zpusob kryoprezervace lentikul, tak jsme vyzkouseli rizné typy kryoprezervacnich protokolt,
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kde pro klinické uziti nebyl ve vysledku mezi nimi rozdil. Jsme si védomi, ze velikost naseho
vzorku je omezend, coz miize mit dopad na piesnost a zobecnitelnost vysledkti vyhodnoceni.
Dle studii je dale dokézano, ze bunky v kryoprezervované tkani navic neztraceji svou viabilitu,
coz bylo potvrzeno organovou kulturou [35]. Nicméné mtize vést k castecné ztraté vitality
keratocytli v diisledku zmrazovaciho procesu. Na zakladé zkuSenosti s kryoprezervovanymi
lentikulami Ize ale fici, Ze 1 nezivotaschopna RSL mtize byt bezpecné pouzita. Je dokézano, ze
tyto nezivotaschopné lentikuly jsou pomalu znovu osidlovany hostitelskymi buitkami do dvou
let po implantaci, coZ naznacuje, ze pocatecni vitalita keratocyti v RSL nehraje klicovou roli
v dlouhodobych klinickych vysledcich. Dalsi velkou vyhodou kryoprezervovanych lentikul je
absence imunitni rejekce, vristani epitelu nebo stromalniho zanétu [70].

Navzdory tomu ma ale kryoprezervace stale sva omezeni, jako jsou vysoké naklady na
skladovéni a napojeni na specializovand centra. Navic méme stale omezené mnozstvi validnich
dat o mechanickych, biologickych a optickych vlastnostech jednotlivych metod skladovéni a je
nezbytny dal$i rozsahly vyzkum, abychom piedesli moznym komplikacim. Pokud bychom
nasli optimalni zptisob prezervace, transportu a skladovani lentikul, které jsou v soucasné dobé
ve velkém mnozstvi odstranény pii refrakénich operacich ReLEx SMILE, mohlo by to skute¢né
prispét k feSeni nedostatku rohovkovych tkani od kadaveroznich darct. Je potieba se ale také
zaméfit na nalezeni zpUsobu, jak rozsifit RSL pro klinické pouziti v rozvojovych zemich, kde

je pristup o¢nich bank omezen nebo viibec neni.

Jako jednu z prvnich zkuSenosti s implantaci kryoprezervovanych lentikul publikoval Riau a
kol. [70]. Zaméfili se na reimplantaci lentikuly na zvitecim modelu. Konkrétné se jednalo o 12
primati (makaki), ktefi maji velmi podobnou rohovkovou anatomii jako ¢lovék. Testovani
makaci podstoupili autologni implantaci do FS laserem vytvofené stromalni kapsy. Byly
pouzity kryoprezervované lentikuly z ReLEx SMILE, které byly ulozeny pii -80 °C
v kryoprotektivnim roztoku DMSO po dobu 16 tydnt. V prvnich dvou tydnech po implantaci
lentikuly doSlo k mirnému zaSednuti stromatu, které¢ se do 8 tydni od zdkroku vstiebalo.
Refrakéni parametry rohovky po reimplantaci lentikuly byly srovnatelné s predopera¢nimi
hodnotami. Kryoprezervace nevedla k fibrotizaci tkdn€¢ ani k abnormadlni tvorbé kolagenu.
Metoda byla popséna jako bezpecnd a poukdzala na potencidlni reverzibilitu refrakénich
zékrokt jako je operace ReLEx SMILE.

Dalsi studii na zvifecim modelu publikoval Sun a kol. [71]. M¢li podobné vysledky tykajici se
bezpecnosti a reverzibility implantace RSL. Jednalo se o 20 kraliki, kde na jednom oku byl

proveden ReLEx SMILE s extrakci lentikuly. Lentikuly byly uloZeny v tekutém dusiku po dobu
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3 mésicii, poté byly rozmrazeny a implantovany do druhého oka stejného kralika do FS laserem
vytvorené stromalni kapsy. 6 mésicti po operaci se u 5 kralika provedla explantace lentikuly a
byli poté sledovani po dobu jednoho mésice. V priibéhu sledovani ziistala rohovka transparentni

a doslo k pInému navratu refrakce i struktury rohovky na ptivodni hodnoty.

Studie na zvifecich modelech oteviely cestu k aplikacim RSL u lidskych pacientii. Existuje
pouze n¢kolik publikaci o pouziti kryoprezervovanych lentikul v 1é¢bé rohovkovych viedu ¢i
perforaci.

Studie od Wu a kol. byla prvni, ktera popsala uspésné pouziti kryoprezervovanych lentikul
k 1é¢be perforace rohovky. Tato prace popsala 6 pacientd 1écenych dvéma piekryvajicimi se
lentikulami s pouzitim pferusovanych steht. U jednoho pacienta piekryli lentikularni $tépy
jesté AM. Tti pacienti vykazovali zlepSeni CDVA. Ve vSech téchto ptipadech bylo béhem 12
mési¢niho sledovaciho obdobi pozorovano stabilni uzavieni perforace rohovky a nebyly
pozorovany zadné znamky infekce nebo relapsu onemocnéni [72].

Studie od Xue a kol. dokazovala moznost pouziti RSL pfi 1é€bé vétsich perforaci rohovky
presahujici 3 mm. Tyto lentikuly byly prezervované v glycerolu pfi teploté -80 °C, v priméru
mezi 6,0 — 6,5 mm a byly naskladany tii az Ctyfi vrstvy lentikul na sebe, proto mély centralni
tloust’ku 300 az 400 um. Do této studie bylo zatazeno 5 piipadl perforace rohovkového viedu
vétsi neZ 3 mm a tato metoda byla pouzita v ptipadé€, kdy rohovkové §tépy nebyly k dispozici.
U vSech pacientii doslo k uzavieni perforace a obnoveni ptedni komory. U paracentralnich
perforaci se zlepsila zrakova ostrost. Uvedena technika poukazuje na transplantaci RSL jako
doboru alternativu urgentniho feSeni i pro 1écbu velkych perforaci rohovky v mistech, kde je
nedostatek darcii rohovky a zdroven roste pocet operaci ReLEx SMILE [73].

Jiang a kol. publikoval studii 20 pacientli (14 s rohovkovym viedem a 6 s perforaci rohovky)
1éCenych 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
z4dna imunitni rejekce ani perforace. Pooperacni CVDA se zlepSila u 12 pacienta [74].

Pant a kol. publikovali dvé kazuistiky z pediatrické populace (17 let a 14 let), kde se
transplantovala lentikula jednotlivymi stehy 10-0 v misté perforace rohovky pro sekundérni
blefarokeratokonjuntivitidu vyvolané Demodexem. Jedna lentikula byla cerstva a druha
perezervovana v glycerolu, obé mély centralni tloustku vice nez 100 um. U obou pacienti byla
perforace uzaviena a méli dobrou zrakovou ostrost. Pti nésledujicich kontrolnich vySetfeni

nebyly u pacientll zjiStény Zadné znamky rejekce, neovaskularizace rohovky nebo infekce [75].
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Bhandari a kol. publikovali kazuistiku 7 pacientli s lameldrnim 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 mési¢ni kontrole Ciry a
dobte umistény Stép lentikuly. Navic tato prace prokazala vyznamné zlepseni CDVA u 5 ze 7
zrakov¢ ostrosti [76].

V jiné studii publikované Abdem Elazizem a kol. byly pouzité lentikuly s centralni tloustkou
100 um nebo vice, prezervované pii 4 °C v Optisolu po dobu piiblizn¢ 7 dni. 7 pacienti bylo
uspésné 1éceno lentikulou fixovanou pierusovanymi stehy pres perforaci rohovky. U vSech
pacientii byl §tép lentikuly piekryt jednou vrstvou AM jednotlivymi stehy. 3 pacienti
vykazovali lepsi pooperacni CDVA. Béhem ro¢niho sledovaciho obdobi nebyly u zadného
pacienta zjistény zadné znamky reperforace ani infekce [77].

Al Saadany a kol. porovnaval pouziti 30 Cerstvych lentikul s 15 transplantacemi AM pfi 1écbe
perforace rohovky. Rohovkové viedy u vSech 45 pacienti byly uspéSné uzavieny

s nevyznamnymi rozdily mezi postupy [78].

Mnoho studii prokazalo, ze transplantace AM urychluje proces hojeni [79]. AM obsahuje
AM neni antigenni [82]. Z tohoto diivodu jsme se v naSem souboru rozhodli pouzit vrstvu AM,
kterou jsou prekryli §t€p RSL.

Na rozdil od vétSiny publikovanych studii jsme v souladu s legislativou striktné pouzivali
kryoprezervované RSL po 6 mési¢ni karantén€ s negativnim kontrolnim sérologickym testem
darce.

V naSem souboru pacientli bylo 7 z celkem 12 ti pacienti (58 %) Gsp&Sné€ vyléCeno bez nutnosti
dalsi chirurgicke intervence. Nase GspéSnost 1€cby byla mensi nez v n¢kterych jinych studiich.
Mohlo to byt zpiisobeno nasi relativné malou a velmi heterogenni skupinou pacientli. Dal§im
diivodem by mohla byt skutecnost, Ze vétSina nasich pacientll méla pted operaci velmi Spatnou
zrakovou ostrost a rozsahly o¢ni nalez s n¢kolika jiz pfedchozimi neuspéSnymi operacemi. Na
zacatku této inovativni chirurgické 1écby jsme totiz pacienty vybirali velmi opatrné a peclivé a
primarné jsme indikovali ty pacienty, kteti by jiz byli vhodni na PKP. Roli nedostate¢ného
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
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(87 = 43 um). V naSem omezeném souboru dat jsme vSak nebyli schopni prokédzat Zadnou

korelaci mezi tloustkou stépu RSL a vysledkem operace (Tab. 4).

Akutni operace k obnoveni integrity bulbu jako je PKP 4 chaud ma zabranit katastrofalnim
komplikacim jako je endoftalmitida. Casto je viak riskantni a nese s sebou vysoké riziko nejen
imunitni rejekce. Transplantace RSL by mohla poskytnout vhodné podminky pro pfipravu

24

spravné indikaci lze transplantaci RSL idedln€ povazovat i za trvalé feSeni.

6. Zavér

Podle naSich ptedbéznych vysledki lze transplantaci RSL z ReLEx SMILE povaZovat za
alternativni metodu 1écby rohovkovych viedi, pfipadné perforaci, kde selhala nebo byla
nedostateCnd reakce na standardni 1écbu. Zaroven se jedna o efektivni vyuziti odpadniho
produktu. Tento typ aditivni keratoplastiky by mohl rozsitit dostupnost rohovkové tkan¢, a
navic pro zkuSeného oc¢niho chirurga neni transplantace RSL tak naroc¢nd jako jiné typy
transplantace rohovek. Dal§im dilezitym faktem je moznost pouZiti instrumentaria, které bézné

pouziva rohovkovy chirurg a je s témito néstroji diivérné sezndmen.

Ackoliv mnoho studii in vitro a in vivo prokdzalo jeji bezpecnost a U€innost, klinické vyuziti
RSL je stale v poc¢atecni a experimentalni fazi, tudiZ je potfeba provést studie ve vétsim métitku
s delsi dobou sledovani pro komplexni pochopeni, ke stanoveni dlouhodobych vysledkl a
metody je samoziejm¢& bezpecnost pfi zachovani minimalniho poskozeni tkani a mozZnost

dlouhodobého skladovani umozZiujici jeji dalsi pouziti.

Zaverem lze fici, Ze role RSL ve vyzkumu je mnohostranna a saha od odhaleni jejiho slozeni a
biochemickych charakteristik aZ po zkoumani histologie tkdni, biomechanickych vlastnosti a
mechanismu onemocnéni. Nabizi tim kli¢ovou podporu pro vyzkum a klinickou 1écbu

onemocnéni rohovky.
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6.1. Zhodnoceni cili a hypotéz

Cil 1: Overit metodu kryoprezervace RSL, zplisob zmrazovani a nasledné rozmrazovani, zjistit

jeji vliv na vlastnosti tkané v experimentalnich podminkéch.
Cil spInén. 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 dobie proveditelné pro rohovkového chirurga a nevyzaduje navic specialni
instrumentarium, ale zakladni, které je bézn¢ k dispozici na opera¢nim sale pro rohovkové

vykony.

Cil 3: Zhodnotit bezpecnost a uspesnost opera¢niho zakroku.

Cil povazuji za splnény. Sice jsme méli mensi uspésnost operace (58 %) nez publikované
studie, ale pro nés se jednalo o prvni zkuSenosti s touto inovativni metodou. Dal§im rozvojem
operacni techniky a spravn¢ indikace pacientl vétim, Ze bude spéSnost operaci vyrazné vyssi.
Z hlediska bezpecnosti operace jsme neméli zddné 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 ndsledném rozmrazeni zistaly transparentni, bez

znamek opacifikace.

Hypotéza 2: Rychlé zmrazeni a rychlé rozmrazeni RSL je pro zachovéni histologické a
biomechanické integrity tkdn€¢ nejvhodnéjsi metodou.
Zavér: Ano, rychlé zmrazeni RSL zachovéva architekturu kolagennich vlaken a strukturalni

integritu tkané a i ptes potencidlni riziko bunécné destrukce si zachovava dobrou integritu jader.

Hypotéza 3: Rychlé rozmrazeni RSL je SetrnéjS$i metodou nez pomalé rozmrazeni k zachovani

histologické a biomechanické integrity tkang.
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Zaveér: Ano, pti rychlém rozmrazovani dochazi k minimalnimu vzniku ledovych krystali a
tudiz si zachovava po rozmrazeni tkan lepsi strukturalni integritu a uspotfadani kolagennich
vldken nez u pomalého rozmrazovani, kdy dochdzi k rekrystalizaci tkané a potencidlnimu

poskozeni uspotradani kolagennich vlaken a vzniku edému.

Hypotéza 4: Ucinnost a bezpecnost kryoprezervace je ovlivnéna rychlosti zmrazeni a
rozmrazeni, které ovliviiuji vlastnosti tkané a ma vliv na jeji klinické pouziti.
Zaver: Ne, zklinického vyznamu je morfologicky rozdil tkané¢ pii rizném zpusobu

kryoprezervace minimalni.
Hypotéza 5: Transplantace RSL je bezpecna a uc¢innd metoda k 1é¢bé rohovkovych viedd,

ptipadné malych perforaci.

Zavér: Ano, ndmi popsany chirurgicky vykon je bezpe¢ny a Gi¢inny.

62



7. Souhrn

Uvod: Rohovkova stromélni lentikula (RSL) je ¢ast rohovkového stromatu, ktera vznika jako
odpadni produkt pfi laserové refrakcni operaci typu ReLEx SMILE (Small Incision Lenticule
Extraction), a neni nadale vyuzivana. Se zvySujicim se poctem operaci ReLEx SMILE a tim i
mnozstvi potencidlné vyuzitelnych RSL jsou v soucasnosti zkoumany dva hlavni aspekty jejich
vyuziti. Prvni aspekt vyzkumu se tykéa biologickych vlastnosti samotné RSL a jeji spravné
uchovani s ohledem na dlouhodobé skladovani. Druhy aspekt souvisi s moznym klinickym
vyuzitim RSL. Jako kvalitni biomaterial m& RSL zna¢ny potencidl k alternativnimu pouziti
v 1é¢be nekterych ocnich onemocnéni. Konkrétné 1é¢ba rohovkovych viedu je v soucasné dobé
obtizna vzhledem k relativni nedostupnosti darcovskych rohovek uchovavanych technikou
hypotermie, ptipadné v tkanovych médiich. MoZnost vyuziti hluboko zmrazenych RSL by
mohlo vyznamné napomoci v téchto piipadech. Zaroven Ilze predpoklddat moznost
dlouhodobého uchovéani téchto RSL metodou kryoprezervace, ¢imz by byly tyto tkané

k okamzité dispozici.

Cil: Cilem nasi prace bylo zhodnotit a ovétit metodu kryoprezervace RSL, zjistit jeji vliv na
vlastnosti tkané v experimentalnich podminkach podle protokolu a podminek Oc¢ni tkanové
banky Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKYV). DalSim cilem bylo zavést do
klinické praxe transplantaci RSL, vyhodnotit bezpecnost a Uc¢innost pouziti RSL v 1écbé
rohovkovych viedu, piipadné malych perforaci.

Metodika: K experimentu bylo pouzito celkem 24 RSL od zijicich darci, které jsme rozdélili
do tfi skupin po 8 lentikulach podle zpiisobu zmrazovani a rozmrazovani. Zvolili jsme 3 typy
kryoprezervacnich protokold, abychom vyhodnotili nejlepsi metodu k zachovani struktury
byly poté podrobeny histologické analyze.

Klinicky soubor zahrnuje 12 o¢i 12 pacientii s riznym stupném rohovkového viedu, ktefi
podstoupili transplantaci RSL. U 11 o¢i (92 %) byla transplantace v kombinaci s naSitim
amniové membrany (AM). Mezi sledované parametry byly korigovand zrakova ostrost do dalky
(CDVA), biomikroskopické vySetieni na Stérbinové lampé, Seideliv test, stabilita Stépu a
vySetfeni pfedniho segmentu optickou koheren¢ni tomografii (PS-OCT). Sledovali jsme

peroperacni a poopera¢ni komplikace po dobu nejméné 6 mésici.
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Vysledky: Potvrdili jsme si, Ze kryoprezervace zachovava transparenci tkan¢ a zékladni
architekturu stromalniho kolagenu. Nejlépe vychazel kryoprezervaéni protokol rychlého
zmrazeni a rychlého rozmrazeni, nicméné rozdily v jednotlivych protokolech byly bez
klinického vyznamu a rozdilu vlastnosti tkan¢ k potencidlnimu terapeutickému pouziti.

Ze souboru pacientll byl rohovkovy vied z 7 z 12 ti o€i (58 %) uspeSné zhojen pomoci
transplantace RSL bez nutnosti dalsi chirurgické intervence. U 3 o¢i bylo nutné nasledné
provést PKP a u 2 o¢i bylo k uplnému zhojeni pouzita skleralni zéplata. BEhem sledovaciho

obdobi nebyly u zddného pacienta zjistény zadné znamky imunitni reakce nebo infekce.

Zaver: Pouziti RSL ziskané z ReLEx SMILE mizeme povazovat za alternativni metodu 1éCby
rohovkovych viedul, ptipadn€¢ malych perforaci, kde selhala nebo byla nedostatecna reakce na
standardni 1écbu. Zaroven se jedna o efektivni vyuziti odpadniho produktu. NasSe ptredbézné
vysledky naznacuji, Ze sprdvné indikovana a provedend transplantace RSL s pouzitim
kryoprezervovanych RSL je metoda bezpecna a u¢inna. Navic tento typ aditivni keratoplastiky

by mohl celosvétove rozsitit dostupnost rohovkové tkane.
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8. Summary

Background: Corneal stromal lenticule (CSL) is a part of the corneal stroma that is generated
as a waste product during the refractive surgery ReLEx SMILE (Small Incision Lenticule
Extraction) and is no longer used. With the increasing number of ReLEx SMILE procedures
and the number of potentially usable CSLs, two main aspects of their use are currently being
investigated. The first aspect includes the biological properties of CSLs and their proper
preservation with respect to long-term storage. The second aspect is related to the potential
clinical use of CSLs. 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 preserved by the hypothermia
technique or in tissue media. The possibility of using deep-frozen CSLs could significantly help
in these cases. Concurrently it can be assumed that these CSLs can be preserved for a long time

by cryopreservation, which would make these tissues immediately available.

Purpose: 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 contitions of the Eye Tissue Bank of the University Hospital Kralovské Vinohrady
(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.

Methods: A total of 24 CSLs from living donors, divided into three groups of 8 lenticules
according to the freezing and thawing method, were used in the experiment. We chose 3 types
of cryopreservation protocols to evaluate the best method to preserve collagen fiber structure,
which is most important for the use of CSL. All samples from each group were then subjected
to histological analysis.

The clinical study included 12 eyes of 12 patients with different degree of corneal ulcer. In 11
eyes (92 %), the transplantation was combined with amniotic membrane (AM) transplantation.
The monitoring included the corrected distance visual acuity (CDVA), slit-lamp biomicroscopy
examination, Seidel test, stability of the graft and anterior segment optical coherence
tomography (AS-OCT) inspection. Intraoperative and postoperative complications were

monitored for at least 6 months.
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Results: We confirmed that cryopreservation preserves tissue transparency and the basic
architecture of stromal collagen. The cryopreservation protocol of rapid freezing and rapid
thawing came out the best, however, the differences in the individual protocols were without
clinical significance and the difference in tissue properties for potential therapeutic use.

In the patient group 7/12 (58 %) eyes, the corneal ulcer was successfully sealed with CSL and
amniotic membrane (AM) transplantation without need for any additional surgical intervention.
In 3 eyes, penetrating keratoplasty (PK) was needed in addition to CSL transplantation and in
2 eyes the scleral patch was used to be fully sealed. During the follow-up period no signs of

immune reaction or infection were detected in any patient.

Conclusion: The use of CSLs from ReLEx SMILE may be considered as an alternative method
for the treatment of corneal ulcers or small perforations where standard treatment has failed or
there has been an insufficient response. At the same time, it is an effective use of a waste
product. 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.
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10. Prilohy

10.1. Seznam pouzitych zkratek

AM
BSS
CDVA
CXL
DALK
DMEM
DMSO
FNKV
FS laser
LASIK
PBS
PKP
PS-OCT
ReLEx SMILE
RSL

amniova membrana

balanced salt solution

korigovand zrakova ostrost na dalku

corneal crosslinking

hluboké ptedni lamelarni keratoplastika

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

dimethyl sulfoxid

Fakutni nemocnice Kralovské Vinohrady
femtosekundovy laser

Laser-Assisted In Situ Keratomileusis

roztok pufrovany fosfatem

perforujici keratoplastika

optickd koherencni tomografie pfedniho segmentu oka
Refractive Lenticule Extraction, Small Incision Lenticule Extraction

rohovkova stromalni lentikula
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