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1. Úvod 

 

1.1. Rohovkový vřed  

Rohovkový vřed je závažné oční onemocnění charakterizované defektem epitelu rohovky, 

který proniká do hlubších vrstev Bowmanovy vrstvy a stromatu. Obvykle je doprovázen 

zánětlivou reakcí a může docházet k degradaci kolagenu ve stromatu rohovky pomocí 

matrixových metaloproteináz. Jedná se o jednu z nejčastějších příčin akutní bolestivé 

keratopatie. Rohovkový vřed představuje stav ohrožující zrak, kdy i při rychlé a adekvátně 

nasazené léčbě může vést k jizvení rohovky, v případě šíření do hlubších vrstev 

k descemetokéle, případně až k perforaci rohovky. Perforace rohovky představuje urgentní 

stav, který vyžaduje chirurgický zásah. U pacientů s komplikacemi může dojít k rozvoji 

glaukomu, katarakty, ke vziku předních a zadních synechií, může vést až k závažné 

endoftalmitidě a ke ztrátě zraku [1, 2].  

Etiologie je infekčního nebo neinfekčního původu. Infekční vředy mohou být způsobeny 

bakteriemi, které jsou časté u nositelů kontaktních čoček (Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus, atd.) nebo ve spojitosti s traumatem nebo špatnou hygienou. Z virových 

infekcí se jedná nejčastěji o Herpes Simplex nebo Varicella-Zoster virus. Plísňové infekce 

bývají spojeny s traumatem organického původu, imunosupresí nebo dlouhodobým užíváním 

kortikosteroidů. Z patogenů se nejčastěji jedná o Fusarium, Aspergilus či Candida spp. 

Parazitární infekce jako Acanthamoeba jsou méně časté, ale můžou mít velmi zavažný průběh 

a jsou spojeny s nositeli kontaktních čoček nebo vystavením s kontaminovanou vodou. 

Neinfekční příčiny se týkají pacientů s těžkým syndromem suchého oka, s autoimunitním 

onemocněním jako revmatoidní artritida nebo Sjögrenův syndrom. Další příčíny jako 

herpetické infekce, diabetes mellitus vedoucí k neurotrofické keratopatii, expoziční keratopatie 

(z obrny lícního nervu nebo lagofalmu), chemická a mechanická poškození (poleptání 

kyselinami nebo zásadami, cizí tělesa) mohou způsobit neinfekční vředy až perforace rohovek.   

Všeobecně můžeme zařadit mezi běžné predispoziční faktory pro vznik vředu rohovky oční 

traumata (nejčastěji poleptání), syndrom suchého oka, nedostatek vitamunu A, chronická 

dakryocystitida, entropium nebo ektropium, trichiáza, distichiáza, exoftalmus, lagoftalmus, 

nošení kontaktních čoček a dlouhodobé užívání kortikosteroidů. Mezi systémové rizikové 

faktory patří podvýživa, diabetes mellitus, alkoholismus, drogová závislost, malignita, syndrom 

získané imunodeficience a imunosuprese. Riziko neinfekčních vředů rohovky je zvýšené 

hlavně u pacientů s autoimunitním onemocněním a s imunosupresí. 
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Diagnostika rohovkového vředu se provádí biomikroskopicky na štěrbinové lampě. Často se 

využívá barvení fluoresceninem k detekci defektu epitelu a rozsahu ulcerace (Obr. 1).  

 

 

Obr. 1 Rohovkový vřed po obarvení fluoresceinem 

 

 

U všech hlubokých, recidivujících nebo na léčbu nereagujících rohovkových vředů je 

indikováno mikrobiologické vyšetření. Ze zobrazovacích metod nám pomáhají optická 

koherenční tomografie předního segmentu oka (PS-OCT) ke kvantifikaci hloubky stromální 

destrukce, případně konfokální mikroskopie s rychlou identifikací akantaméb a hyf plísní. 

Doplňkově se provádějí fotky předního segmentu oka k dokumentaci, ke sledování průběhu 

onemocnění a reakce na léčbu.  

 

 

1.2. Léčba rohovkového vředu 

Léčba rohovkových vředů závisí na jeho původu, závažnosti a hloubce postižení rohovky. 

Jedná se o akutní stav vyžadující rychlou intervenci. V některých případech zůstává přesná 

příčina rozpadu rohovkové tkáně nejasná a léčba bývá často náročná. Z konzervativních metod  

se využívá kauzální léčba (antibiotika, antivirotika, antimykotika, antiseptika) spolu s obecně 

protizánětlivou léčbou (kortikosteroidy, nesteroidní antiflogistika, imunosupresiva). Dále se 
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využívá podpůrná a symptomatická léčba jako jsou umělé slzy, mydriatika k prevenci synechií 

a snížení bolesti nebo krycí kontaktní čočky. 

Nicméně poškozená a chybějící rohovková tkáň se jen minimálně a velmi pomalu obnovuje. 

V případě postupující keratolýzy dochází až k perforaci rohovky, kterou je nutné akutně řešit 

překrytím defektu tak, aby byla obnovena integrita bulbu a došlo ke snížení rizika infekce 

nitroočních tkání. Volba chirurgické léčby závisí na velikosti, lokalizaci a stupni rohovkového 

vředu [3].  

U malých nehojících se defektů rohovek je v současné době klíčovým nástrojem transplantace 

amniové membrány (AM). AM  je vnitřní vrstvou placenty, je tvořená jednoduchým epitelem, 

bazální membránou a avaskulárním stromatem. Má unikátní biologické vlastnosti, které se 

využívají pro regenerativní oftalmologii. AM působí multifaktoriálně a to především 

protizánětlivě inhibicí prozánětlivých cytokinů - snižuje expresi molekul jako jsou IL-1, TNF- 

α a dalších, snižuje aktivitu MMP (matrixových metaloproteináz), které degradují kolagen ve 

stromatu rohovky a indukují apoptózu zánětlivých buněk (zejména aktivovaných makrofágů a 

T-lymfocytů), což podporuje rychlý útlum zánětu. Další funkcí AM je její antifibrotický účinek, 

tj. působí proti zjizvení rohovky, podporuje epitelizaci a hojení pomocí růstových faktorů jako 

EGF (epidermální růstový faktor), HGF (hepatocyte growth factor) nebo bFGF (basic fibroblast 

growth factor). Tyto faktory všeobecně podporují proliferaci, migraci a diferenciaci 

rohovkového epitelu. Bazální membrána AM slouží jako přirozený scaffold (nosič) pro migraci 

a adherenci epitelových buněk. Obsahuje také antimikrobiální faktory, přirozené 

antimikrobiální peptidy jako defensiny, laktoferin a lysozym. V poslední řadě má také 

antiangiogenní účinek, tím inhibují růst endotelových buněk a pomáhají udržet avaskulární 

charakter rohovky. V oftalmologii se AM používá od 90. let 20. století. Uchovává se různými 

způsoby, kde cílem je zachování její struktury, udržení bioaktivity a zajištění sterility 

s možností dlouhodobého uchování a snadným použitím. Podle způsobu zpracování a uchování 

dělíme AM na kryoprezervovanou, lyofilizovanou nebo dehydratovanou. Našívá se standardně 

jednotlivými stehy Nylon 10-0, případně 11-0 v jedné nebo více vrstvách (Obr. 2a, 2b) [4, 5].  
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Obr. 2a Našitá AM v jedné vrstvě jednotlivými stehy 

 

 

Obr. 2b Našitá AM ve dvou vrstvách jednotlivými stehy 
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Další možností řešení zejména u malých perforací nebo hrozící perforace rohovky je použití 

tkáňového lepidla, a to buď samostatně nebo v kombinaci s jinými metodami, například s AM 

nebo kontaktní čočkou. Dále máme možnost našití spojivky – tzv. konjuktivální flap 

(spojivkový lalok), který volíme k mechanickému krytí defektu, často u pacientů s nízkým 

zrakovým potenciálem, případně použití rohovkové záplaty vytvořené z dárcovské rohovky [6-

8]. Velmi často ale dochází časem k zjizvení rohovky, která mnohdy vážně ovlivňuje 

průhlednost rohovky nebo refrakční stav oka. Jako trvalé řešení obvykle následuje transplantace 

rohovky - perforující keratoplastika (PKP). PKP je operace, kdy je odstraněna celá tloušťka 

poškozené rohovky a je nahrazena zdravým štěpem od dárce. U velkých vředů a perforací 

nereagující na standardní léčbu je nutné přistoupit k akutní keratoplastice á chaud k záchraně 

integrity bulbu (Obr. 3). Přestože tento zákrok může obnovit anatomickou integritu a někdy i 

vizuální funkci oka, je spojena s řadou potenciálně závažných komplikací, které mohou ohrozit 

jak výsledek operace, tak samotné oko. Jednou z nejzávažnějších komplikací PKP je imunitní 

rejekce transplantátu. Ta může mít endotelovou, stromální nebo epitelovou formu, přičemž 

nejčastější a nejnebezpečnější je endoteliální rejekce. Tato imunologická odpověď příjemce na 

cizí antigeny dárcovského štěpu je významně zvýšena u pacientů s předchozí vaskularizací 

rohovky, opakovanými transplantacemi nebo probíhajícím aktivním zánětem. Léčba spočívá 

v intenzivní topické, někdy i systémové léčbě kortikosteroidy. V těžkých případech je nutné 

nasazení imunosupresiv. Při PKP á chaud je i výrazně vyšší riziko selhání štěpu pro akutně 

probíhající zánět. V případě, že není před transplantací zcela eradikovaná primární infekce, 

může dojít k její reaktivaci ve štěpu. To se týká zejména herpetické, mykotické či amébové 

keratitidy. Dalšími postoperačními komplikacemi po PKP jsou mechanické komplikace ve 

smyslu nedostatečného utěsnění rány či neadekvátního stehu, hypotonie bulbu, rozvoj 

sekundárního glaukomu, dále PKP způsobuje často nepravidelný astigmatismus v důsledku 

napětí stehů a odlišnému zakřivení štěpu vůči příjemci, může docházet k opožděnému hojení 

epitelu a tím ke zvýšení rizika sekundární infekce transplantovaného štěpu. Při chronickém 

zánětu dochází k vaskularizaci rohovky a významně se tím zvyšuje riziko imunitní rejekce. Je 

proto nezbytné, aby se PKP prováděla, pokud možno, po stabilizaci základní etiologie [9].  
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Obr. 3 Pacient po PKP á chaud pro mykotický vřed rohovky  

 

 

PKP zůstává i přes vývoj lamelárních technik klíčovou metodou léčby u komplikovaných 

rohovkových vředů. Standardně jsou ke keratoplastice využívány dárcovské kadaverózní 

rohovky, připravované dle standardizovaných postupů v podmínkách tkáňové banky. Přestože 

rohovková transplantace patří mezi nejčastěji prováděné transplantace tkání na světě, globální 

nerovnost v dostupnosti rohovkových štěpů představuje zásadní problém. Podle odhadů 

GAEBA (Global Alliance of Eye Bank Associations) a WHO (World Health Organization) je 

každý rok provedeno více než 185 000 rohovkových transplantací, přičemž počet pacientů 

čekajících na transplantaci výrazně převyšuje počet dostupných štěpů. Studie od Gain a kol. 

zjistila, že na každých 70 pacientů potřebujících rohovku připadá pouze jeden dostupný štěp 

[10]. Především omezená dostupnost kadaverózních rohovek zejména v rozvojových zemích a 

také vysoká cena dárcovské rohovky je důležitým limitujícím faktorem při transplantaci 

rohovek. Hlavní příčinou, který omezuje dárcovství, je omezený počet zdravotnických zařízení 

v mnoha částech světa, odlišná legislativa, infrastruktura, veřejné povědomí, stejně tak jako 

kulturní, náboženské a sociální bariéry. Přímým důsledkem je pak prodloužení doby čekání na 

transplantaci a zhoršení kvality života pacienta [11,12]. 

Podle EBAA (Eye Bank Association of America) z roku 2023 vyspělé země jako Spojené státy 

americké, jakožto největší poskytovatel rohovkových štěpů, odebrali a distribuovali v r. 2023 
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více než 85 000 rohovek, přičemž více než 20 000 bylo exportováno do jiných zemí [13]. 

Většina zemí EU (Evropská Unie) má dobře fungující síť tkáňových bank (Německo, Francie, 

Itálie). Problémem je však stárnutí populace a relativně nízké procento registrace dárců. Co se 

týče rozvojových zemí v Africe, jihovýchodní Asii a Jižní Americe, je přístup k rohovkovým 

štěpům velmi omezený. Nedostatek dárcovské infrastruktury a nedostatečné financování 

zdravotnictví často znemožňují provádění PKP.  

 

Složité vlastnosti rohovky jako její průhlednost a jedinečná struktura přispívají také ke složitosti 

jejího skladování. Nicméně neustálým růstem a vývojem vedlo k lepším a efektivnějším 

podmínkám skladování a metodám prezervace tkání [14].  

Přestože PKP zůstává standardní metodou léčby hlubokých rohovkových vředů a jiných 

patologií, globální dostupnost rohovkových štěpů je však, jak již bylo popsáno výše, výrazně 

nerovnoměrná. Řešení spočívá v podpoře mezinárodní spolupráce, budování očních tkáňových 

bank a vzdělání veřejnosti o důležitosti dárcovství. Hlavním cílem je v dnešní době omezit 

plýtvání tkání, které lze dosáhnout využitím moderních přístrojů a rozšířením typů očních tkání 

a zároveň výzkumem zdokonalovat metody prezervace. 

 

 

1.3. Rohovková stromální lentikula získaná metodou ReLEx SMILE 

Rohovková stromální lentikula (RSL) je část stromatu rohovky získaná jako vedlejší produkt 

během laserové refrakční operace ReLEx SMILE (Small Incision Lenticule Extraction), která 

se využívá především ke korekci myopie a astigmatismu. Na rozdíl od tradičních metod, jako 

je LASIK (Laser-Assisted In Situ Keratomileusis), metoda SMILE nevyžaduje tvorbu 

rohovkového „flapu“, čímž dochází k menšímu narušení přední rohovkové struktury a 

zachování větší biomechanické integrity. Důsledkem je nižší výskyt syndromu suchého oka a 

rychlejší hojení. Jedná se o minimálně invazivní zákrok, při kterém se pomocí 

femtosekundového (FS) laseru vytvoří ve stromatu rohovky tzv. rohovková stromální lentikula 

o tloušťce obvykle 30 - 130 m. Tato lentikula se tvoří spirálovitě, nejdříve její zadní plocha 

z periferie do centra, poté je vytvořen cirkulární sidecut lentikuly a následně se vytvoří 

cirkulárně z centra do periferie přední plocha lentikuly. Nakonec je vytvořena 3 – 4 mm vstupní 

incize umístěná obvykle superiorně. Tato laserová část trvala zpočátku  25 s po uvedení na trh 

v r. 2007,  v současnosti se jedná o době trvání  10 s při využití nejmodernějšího 
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femtosekundového laseru pro ReLEx SMILE – Laser VisuMax 800 od společnosti Carl Zeiss 

Meditec [15].  

Takto laserem vytvořená lentikula je následně mechanicky uvolněna a malou incizí pomocí 

pinzety z oka vyjmuta (Obr. 4). Tímto dojde ke korekci refrakční vady. V případě myopické 

léčby má extrahovaná RSL konvexní tvar se zvětšenou tloušťkou v centru lentikuly a 

zmenšenou v periferii. Naopak hyperopická lentikula se vyznačuje konkávním tvarem (Obr. 5). 

Lentikula svou tloušťkou odpovídá tloušťce tkáně, která je odstraněna fotoablací excimerovým 

laserem při refrakční metodě LASIK. Průměr RSL se obvykle pohybuje od 6,0 do 6,5 mm a 

tloušťka je určená počtem korigovaných dioptrií (D), která odpovídá přibližně 14 m na jednu 

odstraněnou D. 

 

 

Obr. 4 Vyjmutí RSL pinzetou z ReLEx SMILE 
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Obr. 5 Schéma myopické a hyperopické RSL 

 

 

 

Do roku 2022 bylo celosvětově provedeno více než 6 milionů operací ReLEx SMILE [16].  

RSL je odpadním produktem celého zákroku a není dále využívána. Vzhledem k rostoucímu 

počtu operací ReLEx SMILE se zvyšuje i množství dostupných RSL, což podnítilo výzkum 

jejich možného využití v transplantační medicíně. RSL, jako kvalitní biomateriál, má velký 

potenciál k využití léčbě různých očních onemocnění. Navíc jednou z charakteristických výhod 

RSL je její zanedbatelná imunogenicita z důvodu absence rohovkového endotelu, který by se 

podílel na postimplantační imunitní rejekci. 

Využití RSL při léčbě rohovkových vředů by bylo velkou výhodou, protože svoji „tloušťkou“ 

mohou defekt rohovky vyplnit a tím oddálit, případně se úplně zbavit nutnosti provedení PKP. 

Transplantaci RSL bychom mohli využívat jako alternativní metodu volby, kdy standardní 

léčba nebyla úspěšná.  

 

 

1.4. Možnosti skladování RSL 

Rostoucí poptávka po rohovkových stromálních lentikulách pro výzkumné i klinické aplikace 

si vyžádaly potřebu vyvinout metody optimálního skladování extrahovaných lentikul. Co se 

týče standardu pro odběr RSL, jsou kritéria pro zařazení a vyloučení žijících dárců podobná 

jako kritériím přijatým pro odběr tkání od kadaverózních dárců (povinné sérologické testy, 
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kontraindikace pro darování atd.). Podobně jako u odběru amniových membrán od žijících 

dárců však může být výběr dárce snazší než u kadaverózních tkání.  

Současný výzkum se zaměřuje převážně na metody přípravy a uchování RSL. Správné 

zpracování a uchování RSL je klíčové pro jejich následné klinické užití [17]. Existuje několik 

možností uchování RSL a lze je rozdělit na krátkodobé a dlouhodobé skladování. Mezi metody 

krátkodobého skladování patří především čerstvé lentikuly od žijících nebo kadaverózních 

dárců uchovávaných v hypotermii, při dlouhodobém skladování se jedná o metody zahrnující 

použití postupu uchování tkání jako je kryoprezervace nebo decelularizace. 

Dosud neexistuje přesný protokol k optimálnímu uchování RSL se zachováním bezpečnosti a 

minimálního poškození tkáně.  

Použití čerstvé RSL od žijících dárců nám poskytuje nezměněnou strukturu tkáně, ale je zde 

potenciální možnost komplikace rizika přenosu infekce. Navíc v některých zemích včetně 

České republiky je použití tkáně od žijícího dárce podmíněno sérologickým vyšetřením v době 

odběru RSL a opakovaným testováním 6 měsíců od odběru RSL, což vylučuje její použitelnost 

v čerstvém stavu. Z výše uvedeného vyplývá, že krátkodobé skladování RSL získaných od 

žijících dárců není v naší zemi proveditelné.  

V tomto ohledu je zřejmé, že kryoprezervace je metodou volby pro její zanedbatelné riziko 

přenosu infekcí a umožňuje dlouhodobé skladování tkáně po dobu nejméně dvou let [18]. 

Samotná kryoprezervace však může teoreticky ovlivnit mikrostrukturu tkáně a stále není 

dostatek publikací s dlouhodobým sledováním a možnými potenciálními komplikacemi po 

transplantaci RSL. 

Jako jiný typ prezervace je skladování decelularizovaných lentikul ve skladovacím médiu při 

pokojové teplotě, ale doposud nebyl proveden dostatečný klinický výzkum. Existuje jen 

několik publikací ohledně použití xenogenních lentikul a jejich použití na zvířatech, které 

testovali jejich bezpečnost [19 – 22].  

 

1.4.1. Krátkodobé skladování 

Jak již bylo uvedeno výše, standardní protokol umožňující krátkodobé skladování RSL zatím 

nebyl stanoven [17]. Hlavní překážkou je heterogenita v přepravní logistice mezi bankovními 

systémy a zařízeními pro zpracování RSL, která se v jednotlivých zemích liší. Ve vyspělých 

zemích je doba přepravy RSL do tkáňové banky krátká, zatímco v zemích bez řádného 

bankovního systému může trvat transport RSL až 48 hodin. Liu a kol. navrhnul právě 48 hodin 

jako maximální bezpečnou dobu transportu RSL (od odběru k uložení do tkáňové banky) pro 

krátkodobé skladování [23].  



 18 

 

Bylo testováno několik druhů médií pro krátkodobé skladování. V hypotermii se při teplotě 

kolem 4°C používá fyziologický roztok pufrovaný fosfátem (PBS), Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM) či Optisol-GS (Bausch & Lomb Inc). Nicméně o skladování lentikul 

v hypotermii máme pouze velmi omezené množství dat, protože většina studií používala čerstvé 

nebo kryoprezervované lentikuly. Ke krátkodobému skladování lentikul při pokojové teplotě 

přichází v úvahu použití glycerolu. 

 

Dehydratační činidla 

Mezi dehydratační činidla patří silikagel, glycerol a silikonový olej, které se běžně používají 

pro krátkodobou prezervaci. Mezi nimi silikagel prokázal nejlepší výkon v udržování optické 

propustnosti [24]. Silikagel odstraňuje vodu z rohovkové tkáně a inhibuje enzymatickou 

aktivitu a autolýzu, čímž si zachovává buněčnou integritu. Studie ukázaly, že lentikuly uložené 

v silikagelu vykazovaly po 4 týdnech výrazně lepší transparenci ve srovnání s lentikulami 

uloženými v glycerolu nebo silikonovém oleji. Glycerol patří mezi kryoprotektiva a je široce 

používaný pro dlouhodobou prezervaci biologických tkání, včetně rohovek. Zabraňuje tvorbě 

ledových krystalů v buňkách, čímž zachovává buněčnou integritu během zmrazování a 

rozmrazování. Glycerol také stabilizuje strukturu kolagenu, aniž by měnil nativní ultrastrukturu 

kolagenu [25]. Ve studii Li a kol. vykazovaly rohovky prezervované glycerolem dobře 

zachovanou transparenci a kolagenní strukturu po 4 týdnech skladování [26]. Silikonový olej, 

který je obvykle používán jako vnitřní tamponáda při očních operacích, se jeví jako slibný pro 

prezervaci tkání rohovky. Je stabilní a vykazuje nízkou toxicitu. Dlouhodobé skladování se 

silikonovým olejem však prokázalo snížení optické propustnosti po delší době [24]. 

 

Optisol GS a další prezervační roztoky 

Optisol je médium používané pro střednědobé skladování rohovky, obvykle až 14 dní. Účinně 

chrání integritu rohovkové tkáně a viabilitu endotelových buněk [27,28]. Vysoká cena Optisolu 

však omezuje jeho širší použití při skladování lentikul. Studie ukázaly, že Optisol si zachovává 

transparenci a viabilitu až 2 týdny při 4 °C, což z něj činí ideální médium pro dočasnou 

prezervaci v nouzových situacích [29]. Fosfátem pufrovaný roztok (PBS) se běžně používá pro 

krátkodobé skladování (až 48 hodin) rohovkové tkáně. Jedná se o izotonický roztok, který 

udržuje hydrataci tkáně bez ovlivnění buněčné integrity, i když nenabízí stejnou úroveň ochrany 

jako glycerol nebo Optisol pro delší dobu skladování. Dulbeccovo modifikované Eaglovo 

médium (DMEM) je doplněné fetálním bovinním sérem (FBS) a používá se pro in vitro 
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kultivaci rohovkových endotelových buněk. I když je DMEM účinný pro krátkodobé 

skladování a buněčné kultury, jeho použití pro skladování lentikul je omezené, protože 

vyžaduje pečlivé řízení teploty a koncentraci séra [30].  

 

Nejrozsáhlejší výzkum optimálních podmínek pro krátkodobou prezervaci lentikul provedli Liu 

a kol. v roce 2017 [23]. Snažili se najít dostupné médium pro efektivní transport dárcovských 

rohovek z refrakčních center do klinik pro další použití. Studovali 99 lidských rohovkových 

stromálních lentikul získaných z ReLEx SMILE prezervovaných v různých médiích (PBS, 

Optisol, DMEM, DMSO a glycerol) za různých skladovacích podmínek. Poté sledovali 

transparentnost tkáně lentikuly, strukturu kolagenních vláken, hodnotili buněčnou smrt a 

expresi imunogenicity. Tato studie ukazuje velmi dobré výsledky lentikul skladovaných 

v hypotermii a také velmi dobrou dostupnost z ekonomického hlediska.  

Další studie hodnotící různá kryoprezervační média v hypotermii po jejich dehydrataci popsal 

Xia a kol. [24]. In vitro testovali optickou propustnost a ultrastrukturu lentikul (n=90) 

skladovaných v glycerolu, silikagelu a silikonovém oleji. Porovnávali je s kontrolními vzorky 

čestvých lentikul. Nejlepší transparece byla zjištěna u lentikul skladovaných v silikagelu, 

zatímco glycerolová skupina měla menší množství kolagenních vláken a horší edém. 

Ultrastrukturální vyšetření ale odhalily také změny u čerstvých lentikul. 

 

 

1.4.2. Dlouhodobé skladování 

Ačkoliv jsou čerstvé lentikuly od žijících dárců v dnešní době vzhledem k četnosti výkonů 

ReLEx SMILE  dobře dostupné a to během několika týdnů, její použití by se jednalo se o 

potenciální vystavení rizika přenosu infekcí. V řadě zemí včetně České republiky se proto musí 

provádět sérologické testy a byly zavedeny metody dlouhodobého skladování RSL.  

 

Metoda kryoprezervace je jedna z nejčastěji používaných technik pro zachování biologických 

vlastností tkání včetně lentikuly. Principem je rychlé ochlazení tkáně na velmi nízké teploty, 

aby se snížila metabolická rychlost a enzymatická aktivita, a tím se zachovala buněčná viabilita 

a funkčnost tkáně. Tkáň se skladuje při velmi nízkých teplotách -80 °C až -196 °C v tekutém 

dusíku s minimálním poškození buněk [31,32]. Kryoprezervace lentikuly si zachovává svou 

strukturální integritu a kolagenovou architekturu, bez významného rozdílu ve výsledcích hojení 

ran ve srovnání s čerstvými lentikulami [18]. Kryoprezervace ale může během procesu 

zmrazování a rozmrazování vyvolat narušení kolagenních vláken a vést k buněčné smrti 
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[33,34]. Navzdory tomu zůstává kryoprezervace velmi dobrou metodou pro dlouhodobé 

skladování lentikul, zejména pokud jde o alogenní transplantaci. Kritickým krokem je přidání 

kryoprotektivních látek jako je DMSO (dimethyl sulfoxid) nebo glycerol, které zmírňují tvorbu 

ledových krystalků během zmrazování. Tento způsob zajišťuje až dva roky skladování RSL. 

Tato metoda zachovává transparenci tkáně a umožňuje uchování buněčné viability a 

strukturální integrity.  

 

Ještě před rozvojem výzkumu RSL publikoval Oh a kol. práci zabývající se změnami a možným 

poškozením stromatu rohovky způsobeným kryoprezervací v tekutém dusíku s následným 

rozmrazením. Zkoumali léze keratocytů a kolagenních vláken u králičích, prasečích a lidských 

rohovek. Kryoprezervace u králičích rohovek způsobila autolýzu, zatímco prasečí a lidské 

rohovky zůstaly průhledné. Autoři tento jev vysvětlili tím, že je to způsobeno významnou 

fragmentací a porušením králičích kolagenních vláken, zatímco struktura prasečího a lidského 

rohovkového kolagenu je zachována [33]. 

Viabilitu a strukturální integritu kryoprezervovaných lentikul in vitro publikoval Mohamed-

Noriega a kol. Studovali rozdíly mezi vlastnostmi čerstvých a kryoprezervovaných lentikul po 

dobu jednoho měsíce, a to u vzorků 12 lentikul kadaverózních rohovek. Tato studie prokázala 

zachování strukturální integrity kolagenních vláken a viability buněk kryoprezervovaných 

lentikul. V obou skupinách zjistili více apoptických keratocytů na periferii než v centru 

lentikuly a celkově v kryoprezervovaných lentikulách bylo detekováno více apoptických 

buněk. V žádné z těchto skupin nedošlo k významnému snížení hustoty kolagenních vláken 

[35]. 

Bandeira a kol. zkoumali zajímavou vlastnost lentikuly a to vliv kryoprezervace na hustotu 

neuritů v lentikule (lenticule neurite density, LND). Porovnávali denervaci hypotermicky 

uložených a kryoprezervovaných tkání. Studovali imunohistochemické a morfologické změny, 

dále excitační kalciovou odpověď. Zjistili, že kryoprezervace významně snižuje hustotu neuritů 

v lentikule ve srovnání s čerstvými lentikulami a excitační odpověď dále klesá s dobou 

skladování. Podle autorů je hodnota LND důležitá, protože zbývající axonální struktury 

v lentikule mohou ovlivnit regeneraci nervů po implantaci. Nicméně i po skladování lentikuly 

mohou zbytky neuritů v lentikule zachovat svoji funkčnost, což by mohlo mít potenciální 

výhodu při reinervaci po zákroku [36].  
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Další možností dlouhodobé prezervace RSL je v glycerolu, který působí ochranně díky osmo-

regulačním vlastnostem. Tento postup také nezpůsobuje změny ve struktuře stromálních 

kolagenních vláken, tudíž je zachována transparence tkáně [23].  

Pro dlouhodobé skladování RSL přichází v úvahu ještě decelularizace, která spočívá 

v odstranění buněčných složek z tkáně chemickými nebo fyzikálními procesy. Tato technika 

poskytuje acelulární „scafold“ s nízkou imunogenicitou, čímž se snižuje riziko imunitní reakce 

hostitele na implantovanou lentikulu a umožňuje použití alogenní transplantace. Na druhou 

stranu decelularizací zvýší tuhost tkání, což může narušit biomechanické vlastnosti RSL.  

V daleko menší míře používaných možností je dále metoda dehydratace a lyofilizace 

umožňující dlouhodobé skladování RSL v suchém stavu. Před implantací je nutná rehydratace 

tkáně.  

 

 

1.5. Indikace pro použití RSL 

Vzhledem k rostoucímu počtu operací ReLEx SMILE se zvyšuje i množství dostupných RSL, 

což podnítilo výzkum jejich možného využití v transplantační medicíně. RSL, jako kvalitní 

biomateriál, má velký potenciál k využití léčbě různých očních onemocnění nebo jako řešení 

při selhání standardní metody léčby. Navíc jednou z charakteristických výhod RSL je její 

zanedbatelná imunogenicita z důvodu absence rohovkového endotelu, který by se podílel na 

postimplantační imunitní rejekci. 

 

 

1.5.1. Léčba ametropie 

Hypermetropie 

Hypermetropie je rozšířená refrakční vada u dětí i dospělých, kdy se paprsky promítají 

v ohnisku za sítnicí. Lze ji korigovat pomocí brýlí, kontaktních čoček nebo chirurgických 

metod jako je laserová in situ keratomileusis (LASIK) a fotorefrakční keratektomie (PRK). 

Tyto chirurgické metody jsou ale často omezené u pacientů s vyšším stupněm hypermetropie 

(≥ +5,00 dioptrií [D]). U nich dochází k vyšší míře komplikací, včetně hypermetropické regrese 

a aberace vyššího řádu (HOA) [37,38]. Na rozdíl od vynikajících klinických výsledků 

pozorovaných z hlediska stability, prediktability, bezpečnosti a účinnosti při korekci myopie, 

byly a jsou výsledky korekce hypermetropie z hlediska stability poměrné méně působivé 

s vysokou mírou regrese po operaci LASIK [39,40]. Implantací konvexní lentikuly získané 
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z ReLEx SMILE myopických pacientů, by mohla vést ke slibné cestě v léčbě hypermetropie.  

Účinnost tohoto postupu byla prokázána u několika studií lidí i primátů [41]. 

 

Průkopníky v použití RSL jako alternativního biomateriálu u lidí byli v roce 2013 Pradhan a 

kol. [42]. Implantovali čerstvou alogenní RSL do stromatu rohovky u pacienta pro vysokou 

sekundární hypermetropii v důsledku afakie. Ačkoliv pooperačně přetrvávala hypermetropie i 

přes poměrně velkou redukci refrakce, nedošlo v tomto případě k žádným nepříznivých 

vedlejším účinkům ve smyslu imunitní reakce nebo změně transparence rohovky.  

Wu a kol. a Moshirfar a kol.  zkoumali implantaci alogenních lentikul ke korekci střední až 

vysoké hypermetropie [43,44]. Ganesh a kol. zkoumali proveditelnost korekce hypermetropie 

pomocí kryoprezervovaných lentikul z ReLEx SMILE. 9 lentikul bylo implantováno 7 lidským 

příjemcům s průměrnou dobou sledování 6 měsíců. RSL se implantovala do stromální kapsy 

vytvořené FS laserem. U žádného z pacientů nedošlo k imunitní rejekci. U všech očí došlo 

k centrálnímu zvětšení strmosti rohovky a implantace RSL vedla ke zlepšení zrakové ostrosti 

[18].  

Zhang a kol. publikovali první studii léčby vysoké hypermetropie s astigmatismem, léčených 

operací ReLEx SMILE v kombinaci s implantací lentikuly. Jednalo se o 15 pacientů 

s astigmatismem více než 0,75 dioptrií (D) u hypermetropických očí. Hypermetropické oko 

s astigmatismem bylo nejprve ošetřeno ReLEx SMILE metodou ke korekci astigmatismu, poté 

byla z myopického oka dárce extrahována lentikula a následně implantována do 

hypermetropického oka s astigmatismem. Studie prokázala zlepšení zrakové ostrosti a 

sférického ekvivalentu [45].  

Sun a kol. dále informovali o bezpečnosti a prediktabilitě implantace autologních lentikul 

získaných pomocí SMILE pro korekci hypermetropie [46]. Li a kol. studovali reinervaci 

implantovaných lentikul a mikroskopické morfologické změny v architekruře rohovky 

příjemce u 5 pacientů (s myopií na jednom oku a hypermetropií na kontralaterálním oku). Tito 

pacienti podstoupili SMILE na myopickém oku a LASIK v kombinaci s implantací lentikuly 

do kontraleterálního hypermetropického oka. Předběžné výsledky naznačují, že nervová vlákna 

se po autologní implantaci lentikuly regenerují do implantované lentikuly [47].  

Implantace RSL představuje atraktivní alternativní řešení korekce vyšších stupňů 

hypermetropie. Dostupné syntetické rohovkové implantáty jsou spojeny s významnými riziky 

jako je chronický zánět, poruchy epitelizace, melting rohovky, glaukom či endoftalmitida, což 

omezuje jejich klinické využití [48].  
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Následovaly další práce se zkušenostmi transplantace RSL v léčbě hypermetropie, ale pro její 

poměrně špatnou prediktabilitu refrakčního výsledku se v dnešní době od tohoto postupu spíše 

odstoupilo.  

 

Presbyopie 

Presbyopie se obvykle objevuje po 40. roce věku a je způsobena ztrátou akomodace. Jedná se 

o jednu z nejčastějších očních vad. Mezi současné možnosti řešení presbyopie patří korekce 

brýlemi nebo kontaktními čočkami, chirurgické zákroky jako rohovkové inlay, laserové 

refrakční chirurgie nebo implantace nitrooční čočky [49]. Při použití RSL pomocí implantace 

do nedominantního oka nabízí příležitost obnovit oko do předchozího stavu nízké myopie, což 

umožňuje funkci monovision. Navíc biologické inlay na rozdíl od syntetických poskytují lepší 

integraci a snižují riziko zánětu. Některé publikované práce naznačují, že právě využití RSL by 

mohlo být novou metodou léčby. 

 

V roce 2017 byla popsána publikace od Jacob a kol. o tzv. metodě PEARL (PrEsbyopic 

Allogenic Refractive Lenticule). Principem byla implantace alogenní rohovkové inlay 

(implantát umístěný do stromatu rohovky pro korekci presbyopie) vytvořená z ReLEx SMILE 

o průměru 1 mm pod kapsu o hloubce 120 m nedominantního oka presbyopických pacientů. 

Tato technika účinně zvětšuje centrální poloměr zakřivení, čímž dosahuje více kuželovitého  

tvaru rohovky, který zlepšuje vidění na blízko. Po zákroku se nekorigovaná zraková ostrost na 

blízko (33 cm) u operovaného oka zlepšila z J.č. 8 na J.č. 2. Předběžná studie prokázala 

bezpečnost a účinnost této metody [50].  

 

Nicméně u refrakčních indikacích jako je tomu právě presbyopie nebo hypermetropie je kladen 

větší důraz na pooperační refrakční výsledek a u využití RSL má poměrně špatnou 

prediktabilitu, proto se tato metoda spíše nevyužívá.  

 

 

1.5.2. Léčba ektatických onemocnění 

Keratokonus 

Keratokonus je progresivní onemocnění rohovky, při kterém dochází k jejímu ztenčování a 

vyklenování do kuželovitého tvaru. Jedná se o bilaterální, asymetrické onemocnění a jde o 

nejčastější primární ektázii. To vede k nepravidelnému astigmatismu a zhoršenému vidění [51]. 

Globální prevalence se odhaduje na 1,38 na 1000 obyvatel, přičemž se obvykle začíná 



 24 

projevovat v dospívání nebo v rané dospělosti [51,52]. Existuje několik možností léčby 

keratokonu. V raných stádiích se koriguje pouze brýlemi nebo kontaktními čočkami. Při 

progresi onemocnění se obvykle provádí metoda corneal crosslinking (CXL), která využívá UV 

záření a riboflavin (vitamin B2) k posílení kolagenových vazeb v rohovce.  

U některých pacientů je ale tloušťka rohovky již nedostatečná k provedení CXL, proto byla 

vyvinuta metoda implantace RSL ke ztluštění stromatu rohovky s možností následného 

provedení standardní CXL. Bylo prokázáno, že tato metoda je bezpečná a účinná, a může být 

vhodnou metodou volby k oddálení nebo v některých případech i vyhnutí se keratoplastice.  

Z chirurgických metod léčby keratokonu lze využít implantaci rohovkových intrastromálních 

prstenců (ICRS) pro snížení refrakční vady a oploštění rohovky, z invazivnějších postupů v 

pokročilém stádiu onemocnění přichází v úvahu hluboká přední lamelární keratoplastika 

(DALK) nebo perforující keratoplastika (PKP) [53-55]. Tato metoda je však omezena relativně 

vysokou mírou imunitní intolerance, pomalým pooperačním hojením, vysokými náklady a 

nedostatkem dárcovských rohovek [56].  

Implantace RSL po hypermetropickém SMILE (silnější na periferii a tenčí ve středu) vede 

k centrálnímu oploštění rohovky a zvětšení tloušťky stromatu, což je prospěšné pro korekci 

keratokonu [57,58]. Rozsah refrakční korekce implantací lentikuly však nelze přesně 

predikovat z důvodu pooperačního procesu remodelace tkáně a případnému vzniku edému 

lentikuly.  

 

Ganesh a kol. v roce 2015 poprvé použili kryoprezervovanou RSL metodou femtosekundové 

intrastromální lentikulární implantace (FILI) k léčbě keratokonu v kombinaci s CXL. Zraková 

ostrost vykazovala zlepšení a byla udržována po celou dobu sledování 6 měsíců [59].  

Nedávno byla popsána technika zahrnující alogenní implantaci RSL v kombinaci s CXL pro 

léčbu pokročilého keratokonu. V rámci tohoto přístupu podstoupily následně tři z pěti očí 

příjemců excimerový laser pro korekci refrakční vady. Tato kombinace technik, FILI a 

následný LASIK, prokázala dobré refrakční a keratometrické výsledky [60].  

Jadidi a kol. využili femtosekundovou laserovou (FS) technologii k vytvoření lentikuly na míru 

s přesnými rozměry a tvarem u pacientů s keratokonem. Tvar lentikuly byl určen na základě 

typu keratokonu. Vstupní bod pro intrastromální kapsu v oku příjemce byl strategicky umístěn 

na nejstrmější místo rohovky v hloubce 250 µm. Použitím této FS laserem vytvořené lentikuly 

vedlo k regularizaci tvaru rohovky a zlepšení korigované zrakové ostrosti [61].  

Doroodgar a kol. hodnotili účinnost implantace individuálně vyrobených tvarů lentikul 

získaných po myopickém SMILE u 22 pacientů s pokročilým keratokonem. Výsledky ukázaly 
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zlepšení ve zrakové ostrosti, pachymetrii a keratometrii rohovek. Během 1 roku sledování 

nebyly pozorovány žádné známky opacifikace stromatu nebo rejekce [62]. 

 

Iatrogenní (pooperační) keratektázie 

RSL lze potenciálně využít také jako autologní nebo alogenní transplantaci u pacientů, kteří 

mají pooperační keratektázii po refrakčních laserových operacích. Tan a kol. poprvé navrhli 

použití lentikul k léčbě ektázie rohovky po operaci LASIK [63]. Uspokojivých výsledků bez 

významých komplikací publikoval také Li a kol. práci pacientů s ektázií rohovky po refrakční 

operaci LASIK [64,65].  

 

 

1.5.3. Léčba rohovkových defektů a tkání 

Rohovkové vředy a perforace 

Mezi nejúspěšnější metody využití RSL patří v léčbě rohovkových vředů a malé perforace. 

Léčba rohovkových vředů bývá často složitá. Progrese obvykle začíná defektem částečné 

tloušťky rohovkového epitelu, postupuje invazivně do stromatu a nakonec může vést až 

k perforaci v plné tloušťce. V tomto případě je nezbytné provést urgentní zákrok k zakrytí 

defektu a obnovení integrity bulbu a prevenci infekce nitrooční tkáně. Mimo současné 

terapeutické přístupy k léčbě rohovkových vředů a perforací jako transplantace amniové 

membrány, tkáňové lepidlo, spojivkové laloky nebo samotné transplantace rohovek [6,8,9], 

jsou zkoumány právě transplantace RSL z ReLEx SMILE jako alternativní chirurgická metoda. 

Výhodou je, že svojí tloušťkou vyplní defekt rohovky. V současnosti existuje velká variabilita 

metodiky samotné transplantace RSL. Využívají se jednotlivé RSL nebo v několika vrstvách, 

našívá se nebo implantuje do manuálně nebo FS laserem vytvořené kapsy či se implantuje 

bezstehově pod flap. Dále se často kombinuje s transplantací amniové membrány, která má 

protizánětlivé a regenerační schopnosti s obsahem velkých množství růstových faktorů a 

cytokinů [66]. 

 

Jednotky zkušeností jsou také s použitím RSL u defektu tkání jako u léčby limbálního 

dermoidu, Moorenova vředu nebo u recidivujícího pterygia k náhradě chybějící tkáně a slouží 

jako biologická záplata [67-69].  

 

Veškeré publikace naznačují, že transplantace RSL je bezpečná a účinná metoda, která 

nezpůsobuje závažné komplikace jako jsou imunitní reakce.  
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2. Hypotéza a cíle 

 

2.1. Cíle a hypotézy práce 

Hlavním smyslem naší práce je využití RSL z ReLEx SMILE, jakožto odpadního produktu, 

který není nadále využíván, a jeho použítí k implantaci do stromatu rohovky u pacientů 

s rohovkovým vředem, případně malou perforací. Touto metodou by mělo dojít k vyplnění 

chybějící tkáně způsobené rohovkovým vředem a k zachování integrity bulbu pacientů, u 

kterých byla reakce na standardní léčbu nedostatečná.  

Cílem bylo na našem souboru pacientů ověřit efektivitu a bezpečnost transplantace RSL a 

navrhnout tím novou alternativní možnost chirurgické léčby rohovkového vředu, případně 

malých perforací.  

  

V experimentální části práce jsme zkoumali optimální způsob dlouhodobého skladování RSL, 

která umožňuje bezpečné uchování RSL s dlouhodobou využitelností a zároveň zachovává 

vhodné vlastnosti rohovkové stromální tkáně použitelné k transplantaci. Mezi nejúčinnější 

techniky dlouhodobého uchovávání biologických vzorků (buněk, tkání, embryí nebo orgánů) 

je metoda kryoprezervace. RSL se jedná o část stromální tkáně, kde není přítomný rohovkový 

endotel, tudíž se nemusíme obávat metody kryoprezervace, kde nedochází k zachování viability 

endotelu. Principem kryoprezervace je po sterilně odebraní tkáně přidat kryoprotektivní látky 

(např. DMSO – dimethylsulfoxid, případně glycerol), které chrání buňky před poškozením při 

zmrazování, a to zejména před tvorbou ledových krystalů. Navíc tím, že Oční klinika FNKV 

disponuje Oční tkáňovou bankou, která má mnoholeté zkušenosti s kryoprezervací amniové 

membrány, byla tato možnost prezervace RSL jasnou metodou volby.  

 

 

K dosažení cíle byly stanoveny tyto dílčí úkoly: 

Cíl 1: Ověřit metodu kryoprezervace RSL, způsob zmrazování a následné rozmrazování, zjistit 

její vliv na vlastnosti tkáně v experimentálních podmínkách.  

Cíl 2: Navrhnout a vypracovat optimální chirurgický způsob transplantace RSL.  

Cíl 3: Zhodnotit bezpečnost a úspěšnost operačního zákroku.  
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Hypotéza 1: Kryoprezervace RSL nemá vliv na její transparenci a zachovává si tím kvalitní 

optické vlastnosti. 

Hypotéza 2: Rychlé zmrazení a rychlé rozmrazení RSL je pro zachování histologické a 

biomechanické integrity tkáně nejvhodnější metodou. 

Hypotéza 3: Rychlé rozmrazení RSL je šetrnější metodou než pomalé rozmrazení k zachování 

histologické a biomechanické integrity tkáně. 

Hypozéza 4: Účinnost a bezpečnost kryoprezervace je ovlivněna rychlostí zmrazení a 

rozmrazení, které ovlivňují vlastnosti tkáně a její klinické použití. 

Hypotéza 5: Transplantace RSL je bezpečná a účinná metoda k léčbě rohovkových vředů, 

případně malých perforací. 

 

 

3. Experimentální část 

 

Studie vlivu přípravy a kryoprezervace RSL 

 

3.1. Metodika 

3.1.1. Příprava RSL 

Pro experimenty bylo použito 24 lentikul od žijících dárců, kteří podstoupili refrakční operaci 

ReLEx SMILE pomocí FS laseru VisuMax 800 (Carl Zeiss Meditec, Jena, Německo) na Oční 

klinice Neovize Praha. Všechny operace prováděl 1 zkušený refrakční chirurg (LV). Operace 

probíhala standardním způsobem a na konci operace po vyjmutí lentikuly byla RSL pinzetou 

za aseptických podmínek vložena do sterilní vialky kryotube s kryoprezervačním roztokem 

10% DMSO; n=24 (Obr. 6a, 6b, 6c). 
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Obr. 6a Oko po dokování a vycentrování těsně před samotným výkonem ReLEx SMILE 
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Obr. 6b Oko po vytvoření RSL a patrný sidecut (šipka) 

 

 

Obr. 6c RSL po bezprostředním vyjmutí z oka pinzetou 



 30 

3.1.2. Prezervace RSL 

Vialky s RSL byly v tentýž den převezeny v přepravních kontejnerech udržující stabilní teplotu 

do Oční tkáňové banky FNKV a 3. LF UK, kde probíhaly všechny následující kroky za 

standardizovaných podmínek. Celkem 24 lentikul jsme rozdělili do tří skupin po osmi 

lentikulách podle způsobu zmrazování a rozmrazování. Naším cílem bylo najít optimální 

způsob uchování RSL pro její využití pro transplantační účely. Postup uchovávání jsme měli 

stejný jako v případě zpracování amniové membrány, která je zavedena již dlouhou dobu a byla 

prokázána bezpečnost a účinnost tohoto postupu. Zvolili jsme 3 typy kryoprezervačních 

protokolů, abychom vyhodnotili nejlepší metodu k zachování struktury kolagenních vláken, 

která je pro využití RSL nejdůležitější (Tab. 1).  

 

 

Tab. 1 Kryoprezervační protokoly 

 

Skupina Zmrazení Rozmrazení Kryoprotektivum  

I  (RR) n = 8  Rychlé Rychlé  10 % DMSO 

II (RP) n = 8 Rychlé  Pomalé 10 % DMSO 

III (PP) n = 8 Pomalé  Pomalé  10 % DMSO 

 

- Rychlé zmrazení: vložení RSL do -80 °C 

- Pomalé zmrazení: postupně po dobu 2 hodin v příslušných chladících zařízení (+4 °C, 

-20 °C, - 40 °C, -80 °C) 

- Rychlé rozmrazení: pokojová teplota po dobu 20 minut 

- Pomalé rozmrazení: postupně po dobu 2 hodin v příslušných chladících zařízení (-40 

°C, -20 °C, +4 °C, pokojová teplota) 

 

 

Kryoprezervace RSL je klíčovým krokem pro jejich dlouhodobé uchování a pozdější použití. 

Účinnost a bezpečnost tohoto procesu je ovlivněna rychlostí zmrazení a rozmrazení, které 

ovlivňují tvorbu ledových krystalů, osmotický stres a strukturální integritu rohovkové tkáně.  

Při pomalém zmrazování nebo pomalém rozmrazování byly tkáně uloženy do příslušných 

chladících zařízení (+4 °C, -20 °C, - 40 °C, -80 °C) po dobu 2 hodin. Celková skladovací doba 

kryoprezervovaných lentikul byla minimálně 1 měsíc. Všechny vzorky z každé skupiny byly 

vyhodnoceny atestovaným patologem (VK) a podrobeny histologické analýze.  
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3.2. Histologická analýza 

Všechny lentikuly (n=24) byly rozmrazeny podle příslušného kryoprezervačního protolu podle 

skupin. Po rozmrazení byly vzorky fixovány ve 4 % formaldehydu a pomocí standardní 

histologické techniky zality do parafínu. Mikrokeratomem se nařezaly parafínové bloky a poté 

byl každý vzorek obarven třemi různými způsoby: barvení hematoxylin-eosinem (HE), PAS 

reakce (Periodic Acid-Schiff) a modrým Massonovým trichromem.  

 

3.2.1. Hodnocené parametry 

1. transparence tkáně (makroskopicky) 

2. architektura kolagenních vláken a strukturální integrita tkáně (modrý Massonův trichrom) 

3. přítomnost edému (HE, PAS reakce) 

4. barvitelnost buněčných jader (HE) 

 

3.2.2. Výsledky  

Všechny RSL uchované pomocí kryoprezervace v roztoku 10%  DMSO bez rozdílu skupin 

byly čiré, bez známek opacifikace a zároveň si zachovaly svou elasticitu a snadnou 

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

 

 

Obr. 7a Makroskopické foto RSL (šipka) – Skupina I (RR) 
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Obr. 7b Makroskopické foto RSL (šipka) – Skupina II (RP) 

 

 

Obr. 7c Makroskopické foto RSL (šipka) – Skupina III (PP) 



 33 

 

Pro účely hodnocení vlivu kryoprezervace na morfologickou integritu RSL byla provedena 

srovnávací histologická analýza lentikul. Všechny 3 skupiny podle kryoprezervačního 

protokolu byly následně zpracovány identickým histologickým protokolem.  

Barvení modrým Massonovým trichromem, který umožňuje podrobnější vizualizaci kolagenní 

architektury stromatu, odhalilo výrazně modře zbarvená kolagenní vlákna, uspořádaná 

paralelně, bez známek dezorganizace nebo ruptur. Výsledky PAS reakce byla negativní ve 

smyslu nepřítomnosti bazálních membrán. Barvení HE nám ukázala pravidelné uspořádání 

kolagenních vláken a zobrazila přítomnost jader keratocytů s dobrou intenzitou barvení, což 

svědčí o zachované jaderné integritě. Dále nám barvení HE zobrazila případný edém s určitou 

mírou rozvolnění kolagenních vláken a rozšířením interlamelárních prostor.  

 

Histologické vyšetření ukázalo, že lentikuly kryoprezervované metodou rychlého zmrazení a 

rychlého rozmrazení (Skupina I - RR) vykazují nejlepší zachování lamelární struktury, kde 

struktura kolagenních vláken byla rovnoměrná, s minimálním edémem a dobře barvitelnými 

jádry (Obr. 8a). Oproti tomu metoda rychlého zmrazení a pomalého rozmrazení (Skupina II - 

RP) vykazovala mírný edém rozšířením interlamelárních prostor, což může svědčit o částečné 

alteraci kolagenních vláken vlivem vzniku rekrystalizace při pomalém rozmrazování, ale stále 

si zachovala celkově dobrou stromální architekturu s relativně dobře barvitelnými jádry (Obr. 

8b). Metoda pomalého zmrazení a pomalého rozmrazení (Skupina III - PP) dosahovala 

středních hodnot – mírně edematózní změny s dobře zachovalou strukturou kolagenních 

vláken, dobrá barvitelnost jader (Obr. 8c). Pomalé zmrazení by mělo být lepší metodou pro 

viabilitu buněk, ale vzhledem k tomu, že hlavním cílem pro bezpečnou transplantaci RSL je, 

aby tkáň měla zachovalou architekturu kolagenních vláken a strukturální integritu, byly tyto 

nepatrné rozdíly v jaderné integritě různých skupin nevýznamné. Výsledky strukturální 

analýzy vzorků jsou znázorněny v tabulce (Tab. 2).  
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Obr. 8a Histologický snímek – Skupina I (RR) – modrý trichrom (A), HE (B), PAS (C) 

A 

B 

C 
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Obr. 8b Histologický snímek – Skupina II (RP) – modrý trichrom (A), HE (B), PAS (C) 

A 

B 

C 
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Obr. 8c Histologický snímek – Skupina III (PP) – modrý trichrom (A), HE (B), PAS (C) 

A 

B 

C 
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Tab. 2  Strukturální analýza vzorků 

 

 Makroskopický 

nález 

Histologická analýza 

Skupina Transparence Modrý trichrom HE, PAS reakce 

I (RR) Ano Dobře zachovaná struktura, 

pravidelné paralelní uspořádání 

kolagenních vláken, intenzivní 

modré zbarvení vláken 

Minimální edém, mezi 

lamelami pouze jemná 

separace, výrazná 

barvitelnost jader - tmavě 

modrofialová 

II (RP) Ano Dobře zachovaná struktura, 

pravidelné paralelní uspořádání 

kolagenních vláken, střední 

intenzita zbarvení vláken 

Mírný edém s lehkým 

rozšířením 

interlamelárních prostor, 

slabší barvitelnost jader 

III (PP) Ano Dobře zachovaná struktura, 

pravidelné paralelní uspořádání 

kolagenních vláken, střední 

intenzita zbarvení vláken 

Mírný edém s lehkým 

rozšířením 

interlamelárních prostor, 

střední barvitelnost jader 

 

 

Potvrdili jsme si, že kryoprezervace je vhodnou metodou k uchování tkáně s dlouhodobou 

využitelností. Kryoprezervace lentikul umožňuje zachovávat základní architekturu stromálního 

kolagenu, nicméně může vést k částečné ztrátě vitality keratocytů v důsledku zmrazovacího 

procesu. I přes tyto změny zůstává tkáň histologicky vhodná k potenciálnímu terapeutickému 

využití.  

Naše výsledky odpovídají dříve publikovaným pracím, kde bylo prokázáno, že kryoprezervace 

zachovává architekturu kolagenních vláken a strukturální integritu a použití kryoprezervované 

RSL na zvířecím i lidském modelu jsou bezpečné a efektivní.  

 

 

4. Klinická část 

 

Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklarací etických zásad v lékařském výzkumu. 

Před začátkem studie byl vypracován informovaný souhlas dárce, informovaný souhlas pro 
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pacienta a informace pro pacienta, které byly projednány a schváleny Etickou komisí FNKV 

v roce 2017. Všichni dárci byli zdraví jedinci a poskytli písemný informovaný souhlas 

s darováním RSL. Všichni pacienti, kteří podstoupili transplantaci RSL, poskytli písemný 

informovaný souhlas, který zahrnoval potenciální komplikace a případné potřeby další 

intervence. 

 

 

4.1. Charakteristika souboru, materiál a metodika 

Studie byla prováděna na Oftalmologické klinice Fakultní nemocnice Královské Vinohrady a 

3. lékařské fakulty Univerzity Karlovy v období od dubna 2017 do srpna 2020. Soubor tvořilo 

12 očí celkem 12 pacientů s vředem rohovky, u kterých byla provedena transplantace RSL. 

Jednalo se o 7 mužů a 5 žen. Průměrný věk byl 64 ± 20 let, v rozmezí 34 - 95 let. Podle stupně 

postižení vředu rohovky jsme rozdělili pacienty na ty, kteří měli parciální defekt rohovky, 

descemetokelu a mikroperforaci definovanou do velikosti 1 mm použitím mikrometrické škály 

štěrbinové lampy. Čtyři pacienti měli vřed rohovky v důsledku expoziční keratitidy, čtyři vředy 

rohovky byly důsledkem infekční keratitidy, tři pacienti měli těžké chemické popáleniny po 

poleptání vápnem a jeden pacient měl těžký syndrom suchého oka v důsledku revmatoidní 

artritidy. Průměrná sledovací doba byla minimálně 6 měsíců od implantace RSL. Pacienti 

docházeli na pooperační kontroly na rohovkovou ambulanci Oční kliniky FNKV a mohli jsme 

tak sledovat pooperační výsledky. Předoperační charakteristika pacientů včetně zrakové 

ostrosti, etiologie a stupně vředu rohovky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3).  

Vřed rohovky byl klinicky potvrzen biomikroskopicky na štěrbinové lampě. Pro potvrzení 

případné perforace rohovky byl proveden Seidelův test využívající barvení pomocí 

fluoresceinového proužku na povrch rohovky a potvrzením pomocí modrého kobaltového 

světla. Test byl pozitivní, pokud docházelo k detekci úniku komorové tekutiny.  

Předoperačně byla hodnocena korigovaná zraková ostrost na dálku (CDVA). Pro dokumentaci 

rozsahu ztenčení rohovky byla provedena optická koherenční tomografie předního segmentu 

oka (PS-OCT; Spectralis OCT, Heidelberg EngineeringGmbH, Heidelberg, Německo) (Obr. 

9).  

Dárci RSL byli vybráni z pacientů, kteří podstoupili operaci ReLEx SMILE a zároveň měli 

myopickou sférickou refrakční vadu větší než -3 D, aby byla zajištěná centrální tloušťka RSL 

  42 m. Byly provedeny sérologické testy dárců k vyloučení přítomnosti infekčních 

onemocnění (hepatitida B, hepatitida C, HIV, syfilis). Žádný z dárců neměl předtím žádnou 

operaci očí.  
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Obr. 9 Snímek PS-OCT - nehojící se rohovkový vřed s parciálním defektem pro expoziční 

keratitidu (patient č. 4) 
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Tab. 3 Charakteristika souboru pacientů před operací, zkratky: CDVA, korigovaná zraková 

ostrost na dálku; Ž, žena; M, muž; P, pravé oko; L, levé oko; RA, revmatoidní artritida; HSK, 

herpes simplex keratitida; AMT, transplantace amniové membrány; PPV, pars plana 

vitrektomie; PKP, perforující keratoplastika; DSAEK, Descemet’s stripping automated 

endothelial keratoplasty; LSCT, transplantace limbálních kmenových buněk. 

# oko léčené acyklovirem 

$ oko léčené vorikonazolem (lokálně i celkově)  

Pacient 

č. 

Věk/pohlaví Oko  Předop. 

CDVA 

Diagnóza Operační 

indikace 

Předchozí 

operace 

1  73/M P 1/10 Expoziční 

keratitida 

Parciální defekt 

rohovky 

Tarzorafie 

2  45/Ž L Prsty Expoziční 

keratitida 

Descemetokela Tarzorafie, 

2xAMT 

3  47/M P Pohyb  Poleptání 

vápnem 

Mikroperforace 2x AMT 

4  63/M L 1/10 Expoziční 

keratitida 

Parciální defekt 

rohovky 

- 

5 $ 73/Ž L Pohyb Mykotická 

keratitida 

Mikroperforace PPV, PKP, 

DSAEK, 1x 

AMT 

6  36/M P Pohyb Poleptání 

vápnem 

Descemetokela PKP, 

DSAEK, 

LSCT, 1x 

AMT 

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

8 # 95/M P Certa HSK Mikroperforace - 

9  95/Ž P 1/10 Expoziční 

keratitida 

Mikroperforace - 

10  65/Ž P Pohyb  Poleptání 

vápnem 

Descemetokela 2x PKP, 4x 

AMT, LSCT 

11  65/Ž P 1/20 Infekční 

keratitida 

Parciální defekt 

rohovky 

1x AMT 

12 # 34/M P 0.3 HSK Mikroperforace 1x AMT 
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4.2. Získání lentikuly, předoperační příprava 

RSL byly získány jako vedlejší produkt ReLEx SMILE procedur provedených jedním 

zkušeným chirurgem (JK) v refrakčním centru Oční kliniky Horní Počernice pomocí 

femtosekundového laseru VisuMax (Carl Zeiss Meditec, Jena, Německo).  

ReLEx SMILE je bezflapová technologie, která využívá pouze femtosekundový (FS) laser. Po 

aplikaci anestetických kapek a založení rozvěrače na oko se provedla sukce treatment packu 

(přisátí kontaktní čočky, přes kterou pracuje FS laser). Čočka se centrovala do pohledové osy 

pacienta. Laserem se vytvořila intrastromální lentikula v hloubce stromatu 120 – 135 m. 

Průměr RSL bývá 7,6 mm, s přechodovou zónou horní lentikuly 1 mm, optická zóna 6,4 – 6,8 

mm. Zadní část lentikuly je vytvořena cirkulárně z periferie k centru, přední část opačně, z 

centra do periferie. Na závěr se vytvoří vstupní incize u čísla XII o velikosti 3 – 4 mm. Po 

skončení laserové části se pod operačním mikroskopem vstupní incizí, tupou preparací a 

přerušením tkáňových můstků separovala RSL od stromatu rohovky. Pinzetou se RSL vyjmula 

z rohovky a okamžitě byla přenesena do sterilní vialky kryotube s kryoprezervačním roztokem 

10% DMSO a to za přísných aseptických podmínek (Obr. 10). ReLEx SMILE procedura byla 

standardně ukončena výplachem fyziologického roztoku a aplikací antibiotické a 

kortikosteroidní kapky na závěr operace. 

 

Jednotlivě uložené letnikuly ve sterilních vialkách byly označeny ID (identifikačním číslem) 

pacienta a datem odběru tkáně, poté byly transportovány do Oční tkáňové banky FNKV a 3. 

LF UK v přepravních kontejnerech, které udržují danou dobu optimální chladové podmínky 

pomocí suchého ledu. V Oční tkáňové bance byly následně RSL zmrazeny v mrazáku při -80 

°C v 10% roztoku DMSO. Po šesti měsících byly provedeny kontrolní serologické testy u dárců 

a pokud byly negativní, byly tkáně uvolněny k transplantaci.  
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Obr. 10 Vialka kryotube                                     

 

 

4.3. Operační technika 

Samotnou operaci transplantace RSL můžeme rozdělit na čtyři fáze: 

1. Chirurgická příprava oka příjemce na transplantaci RSL 

2. Příprava dárcovské RSL 

3. Našití/implantace RSL do oka příjemce 

4. Našití amniové membrány a aplikace krycí kontaktní čočky 

 

 

4.3.1. Chirurgická příprava oka příjemce na transplantaci RSL 

Všechny transplantace RSL prováděl jeden vysoce zkušený oční chirurg (PS) a to v topické 

anestezii pomocí několika kapek lokálního anestetika oxybuprokain hydrochlorid (Benoxi 

0,4%, Unimed Pharma, Bratislava, Slovenská rep.). Na operačním sále bylo operované oko 

standardním způsobem dezinfikováno. Byl proveden výplach spojivkového vaku a rohovky, 

dezinfekce kůže víček 5% roztokem povidone jodidu (Betadine sol., Egis Pharmaceuticals Ltd., 

Budapest, Hungary) po dobu 3 minut (Obr. 11). 
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Obr. 11 Operační sál na nitrooční zákroky 

 

 

Samotná operace začínala pečlivým debridementem pomocí speciálního nástroje crescent 

blade. Tento chirurgický nástroj se zakřiveným, tupě zakončeným ostřím, umožňuje precizní 

lamelární preparaci očních tkání jako je rohovka, skléra a spojivka. Díky svému specifickému 

tvaru umožňuje velmi jemnou, kontrolovanou disekci tkáně, aniž by docházelo k jejímu 

proříznutí či nechtěné perforaci. Cílem debridementu je mechanicky odstranit nekrotickou, 

infikovanou nebo denaturovanou tkáň epitelu či stromatu, která brání účinnému průniku 

antibiotik a zhoršuje hojení (Obr. 12a, 12b).  
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Obr. 12a Rohovkový vřed před operací 

 

 

Obr. 12b Debridement stromatu před transplantací RSL  

 

 



 45 

4.3.2. Příprava dárcovské RSL 

Tkáň určená k transplantaci byla získaná z Oční tkáňové banky FNKV Praha a 3. LF UK. 

Rohovkové stromální lentikuly dodávané touto tkáňovou bankou byly uchovávány 

v kryoprezervačním roztoku 10% DMSO. Maximální doporučená doba mezi odběrem tkáně a 

transplantací je 2 roky. Před každým chirurgickým zákrokem byla vybraná RSL uložena při 

pokojové teplotě po dobu 20 min a následně ponořena do solné lázně BSS (balanced salt 

solution) o teplotě cca 24 °C k vymytí kryoprezervačního roztoku, který může být potenciálně 

cytotoxický (Obr. 13a). Všechny lentikuly jsme připravovali za sterilních podmínek těsně před 

vlastní operací na operačním sále. 

RSL byla po dostatečném vymytí kryoprezervačního roztoku bezprostředně před použitím 

obarvena 0,05% trypanovou modří (RS-blue, Alchimia, Padova, Itálie) (Obr. 13b, 13c). 

Trypanová modř je vitální barvivo, které je používané v oftalmologii ke zvýraznění tkání 

s porušenou integritou nebo k lepší vizualizaci transparentních struktur. Tím, že je RSL 

transparentní tkání, tak jsme využili trypanovou modř ke zlepšení její viditelnosti a manipulace 

s lentikulou. Barvivo se po implantaci během několika hodin spontánně vyplaví difuzí. 

 

 

Obr. 13a  RSL těsně před obarvením trypanovou modří 

 



 46 

 

Obr. 13b RSL těsně po obarvení kapkou trypanové modři 

 

 

Obr. 13c RSL po obarvení trypanovou modří a výplachu BSS  
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4.3.3. Našití/implantace RSL do oka příjemce 

Našim cílem bylo nalézt techniku implantace RSL do stromatu rohovky, která bude optimální 

k integraci tkáně a zároveň co nejméně bude mutilovat již poškozenou tkáň. K tomuto účelu 

jsme podle makroskopického nálezu modifikovali techniku transplantace RSL na dva způsoby. 

V počátečním období jme používali stehovou metodu (4 pacienti ze souboru). Po pečlivém 

debridementu se pinzetou do centra spodiny vředu rohovky umístila obarvená RSL. RSL se 

fixovala jednotlivými stehy použitím 11-0 nylon ke zdravému okraji rohovky kolem rány (Obr. 

14).  

  

 

Obr. 14 Našitá RSL s AM 

 

 

Bezstehovou metodu jsme zvolili u devíti pacientů tak, že jsme vytvořili manuálně 

intrastromální kapsu v místě rohovkového defektu. Ta byla vytvořena pomocí crescent blade 

ze spodiny rohovkového vředu jemnými tahy od centra defektu k periferii a to do velikosti cca 

7 mm odpovídající průměru RSL. Obarvená RSL trypanovou modří byla poté zasunuta pomocí 

pinzety a jemným tlakem cyklošpátle do vytvořené intrastromální kapsy (Obr. 15a, 15b).   

Veškeré použité materiály jsou standardně dostupné na operačních sálech oční kliniky a jejich 

cena je relativně nízká. Obě metody transplantace RSL používáme na našem pracovišti až do 

současné doby. 
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Obr. 15a Vytvoření intrastromální kapky pomocí crescent blade  

 

 

Obr. 15b Implantace RSL do intrastromální kapsy pomocí pinzety a cyklošpátle 
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4.3.4. Našití amniové membrány a aplikace krycí kontaktní čočky 

Amniová membrána je biologická tkáň získaná z placenty a je využívaná jako podpora hojení 

závažných rohovkových lézí. U 11ti pacientů (92 %) jsme se proto rozhodli na povrch našít 

jednu vrstvu AM pro její multifaktoriální vlastnosti. Používali jsme sterilní kryoprezervovanou 

AM z naší Oční tkáňové banky. Štěp AM se dodává ve velikosti 2x2 cm na nitrocelulózovém 

nosiči a je umístěna epitelovým povrchem nahoru. AM se nechá rozmrznout při pokojové 

teplotě na 20 min., poté se asepticky vloží do sterilního fyziologického roztoku pokojové 

teploty a nechá dalších cca 20 minut (Obr. 16).  

 

 

Obr. 16 Amniová membrána (A, B) 

 

Pomocí nůžek se upraví velikost štěpu do velikosti mírně přesahující defekt (cca 1-2 mm). AM 

orientujeme epitelem nahoru k podpoře epitelizace. Upravená AM do příslušného tvaru a 

velikosti se položí přes štěp lentikuly a zafixuje se pomocí 11-0 nylonovými jednotlivými stehy 

(Obr. 17). Tím dojde zároveň k mechanickému překrytí a fixace štěpu lentikuly. Na závěr 

operace byla všem aplikována kombinovaná kapka antibiotikum tobramycin a kortikosteroid 

dexamethasone (Tobradex, Alcon) a krycí kontaktní čočka.  

 

A B 
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Obr. 17 RSL v intrastromální kapse a na povrchu našitá AM fixovaná jednotlivými stehy 

 

U jedné pacientky (pacient č. 10) jsme se rozhodli ponechat implantovanou lentikulu vloženou 

do intrastromální kapsy bez našití AM a na závěr operace jsme pouze aplikovali krycí kontaktní 

čočku, abychom zjistili, zda bude tento způsob fixace dostatečný. 

 

 

4.4. Pooperační péče a vyšetření 

Všichni pacienti měli standardní pooperační léčbu očními kapkami (Tobradex, Alcon), tj. 

tobramycin s dexamethasonem (3mg/ml + 1mg/ml) pětkrát denně po dobu dvou týdnů po 

operaci. Následně kapali fluorometholon (1mg/ml) (Flarex, Novartis) třikrát denně po dobu 

následujícího měsíce. U některých pacientů byla léčba fluorometholonem prodloužena až na tři 

měsíce. Žádný z pacientů neužíval systémová antibiotika nebo imunosupresivní terapii.  

U těch, co byla nutná léčba primární příčiny, byla podávána další lokální nebo celková terapie. 

Čtyři pacienti s infekční keratitidou měli perioperační léčbu dle kultivace. Dva pacienti 

s Herpes simplex keratitidou užívali perorálně aciklovir 400 mg pětkrát denně po dobu dvou 

týdnů, s následným snížením dávky na dvakrát denně po dobu dvou měsíců. Jeden pacient 

s mykotickou keratitidou užíval lokální terapii oční kapky vorikonazol 1 % pětkrát denně po 

dobu dvou týdnů a celkově vorikonazol 200 mg tbl. dvakrát denně po dobu dvou měsíců. 

Primární příčina vředů všech pacientů je uvedena v Tab. 3. Podle potřeby k zmírnění bolesti a 
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jako prevence synechií byly podávány mydriatika a cykloplegika. Extrakce stehů byla 

provedena nejdříve 3 měsíce po operaci. Krycí kontaktní čočku jsme měnili podle klinického 

nálezu a komfortu pacienta.  

Minimální sledovací doba byla 6 měsíců. Mezi sledované parametry byly CDVA, 

biomikroskopické vyšetření štěrbinovou lampou včetně provedení Seidel testu, stabilita 

implantované RSL a to jeden den, 1 týden, 2 týdny a po 1, 2, 3, 6 a případně 12 měsících. Stav 

předního segmentu oka se hodnotil pomocí předněsegmentové optické tomografie (PS-OCT; 

Spectralis OCT, Heidelberg EngineeringGmbH, Heidelberg, Německo) a byly provedeny fotky 

předního segmentu na štěrpinové lampě. Pooperační komplikace byly pečlivě sledovány a 

zaznamenány po celou dobu sledování.  

 

 

4.5. Komplikace 

Nezaznamenali jsme žádné peroperační komplikace v průběhu stehové či bezstehové metody 

ve smyslu nové perforace ani porušení zadního stromálního pouzdra. Pouze před samotným 

použitím RSL bylo někdy komplikované samotnou RSL najít v roztoku BSS a to pro její malou 

velikost a transparenci. Pomocí sušení a obarvení kapkou trypanové modří bylo možné následně 

RSL identifikovat a použít k operaci.   

V literatuře se v souvislosti transplantace RSL uvádí především tyto pooperační komplikace. 

Mezi časné pooperační komplikace patří přechodný edém rohovky a foldy Descemetské 

membrány, edém tkáně RSL, který by mohl být přisuzován kryoprezervaci, a opacity 

v interface (rozhraní mezi hostitelskou a dárcovskou tkání). V našem souboru pacientů jsme 

nezaznamenali žádnou z těchto uvedených komplikací. 

U jedné pacientky (pacient č.10), kterou jsme jako jedinou po implantaci RSL do intrastromální 

kapsy nechali bez krytí amniové membrány, došlo po vyjmutí terapeutické kontaktní čočky 

k uvolnění a ztrátě RSL. Tuto pacientku jsme museli proto reoperovat a RSL klasicky fixovat 

amniovou membránou jednotlivými stehy.  

Mezi další možné časné komplikace patří primární selhání štěpu, ztráta štěpu, netěsnost z rány, 

zvýšený nitrooční tlak a infekce. Pozdní komplikace jsou rejekce štěpu a infekce. Důležité je, 

že v žádné publikované literatuře a ani v našem souboru pacientů nedošlo k těmto závažným 

komplikacím v průběhu sledovacího období.  
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4.6. Kritéria hodnocení úspěšnosti 

V pooperačním období jsme u pacientů hodnotili především bezpečnost a účinnost 

transplantace RSL. Vzhledem k tomu, že se jedná o inovativní metodu s použitím stromální 

části rohovky, hlavním kritériem úspěšnosti byla nepřítomnost imunitní reakce a infekce. Dále 

jsme jako za chirurgicky úspěšnou transplantaci považovali, pokud po transplantaci RSL již 

nebyla nutná žádná další chirurgická intervence.  

Sledovali jsme nejlépe korigovanou zrakovou ostrost na dálku (CDVA). CDVA svědčí o 

klinické úspěšnosti operace, avšak tento údaj pro nás nebyl příliš důležitý. Vzhledem k tomu, 

že náš výběr pacientů byl z počátku tohoto nového postupu velmi opatrný, zařadili jsme do 

souboru ty pacienty, kteří byli primárně již indikováni k perforující keratoplastice. Zároveň 

většina pacientů (75 %) měla před samotnou transplantací RSL rozsáhlou oční anamnézu a měli 

za sebou jednu nebo několik neúspěšných operací.  

 

 

4.7. Výsledky 

Náš soubor pacientů tvořilo 12 očí 12 pacientů – 7 mužů, 5 žen. Tři pacienti (30 %) měli 

parciální defekt rohovky pro prolongované hojení rohovkového vředu, 3 pacienti (30 %) měli 

diagnostikovanou descemetokélu a u 6 pacientů (50 %) došlo k perforaci rohovky. U 8 pacientů 

(67 %) byl rohovkový vřed již bez úspěchu léčen transplantací amniové membrány jednou či 

vícekrát (Tab. 3). 

Transplantace RSL proběhla ve všech případech úspěšně a bez peroperačních komplikací. U 

prvních 3 pacientů (33 %) jsme RSL fixovali jednotlivými stehy a na povrch našili AM. Poté 

jsme modifikovali chirurgickou metodu a zvolili bezstehovou metodu. Následujících 8 očí jsme 

RSL (67 %) implantovali do manuálně vytvořené intrastromální kapsy. U jednoho pacienta č. 

6 (po těžkém poleptání vápnem s několika předchozími operacemi viz. Tab. 3) jsme 

konvertovali z bezstehové metody na stehovou z důvodu nemožnosti bezpečně vytvořit 

intrastromální kapsu pro rozsáhlý nález s rozpadem stromatu a probíhající keratolýzu. Na 

povrch se u všech pacientů našila na povrch AM kromě pacienta č. 10, jak bylo uvedeno výše. 

Průměrná tloušťka transplantované RSL byla 87 ± 43 m (v rozmezí 48 – 152 m). Nenašli 

jsme žádnou souvislost v operačním výsledku v závislosti na tloušťce použité RSL (Tab. 4). 

U 7 očí (58 %) byl rohovkový vřed, případně perforace zhojen transplantací RSL bez nutnosti 

další chirurgické intervence. Týden po operaci se transplantovaný štěp RSL zdál čirý, na 

povrchu byla kryta amniovou membránou. Přibližně 1 měsíc po operaci jsme pozorovali 

inkorporaci RSL s amniovou membránou do stromatu rohovky a reepitelizaci (Obr. 18, Obr. 
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19). Tři  měsíce po operaci se rohovkové vředy zhojily a oči s rohovkovou perforací vykazovaly 

stabilní uzávěr s negativním Seidel testem (Obr. 20). U všech těchto 7 pacientů jsme pozorovali 

pooperačně dobře formovaný bulbus, dostatečně vytvořenou a čirou přední komoru, nitrooční 

tlak manuálně bez známek hypotonie nebo hypertenze.  

 

 

 

Obr. 18 Předoperační a pooperační nález nehojícího se rohovkového vředu (pacient č. 4). 

Předoperační nález na štěrbinové lampě pod difuzním světlem (A) a štěrbinovým světlem (B). 

Pooperační nález stejného oka 1 měsíc po transplantaci RSL a AM pod difúzním světlem (C) a 

ve větším zobrazení (D) 

 

 

 

A B 

D C 
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Obr. 19 RSL v intrastromální kapse (šipka) a na povrchu krycí kontaktní čočka 

 

 

 

 

 

Obr. 20 Předoperační a pooperační nález rohovkového vředu s mikroperforací (pacient č. 12). 

Předoperační nález na štěrbinové lampě po obarvení fluoresceinem u oka s krycí kontaktní 

čočkou pod difúzním světlem (A) a štěrbinovým světlem (B). Stabilní uzávěr mikroperforace 

3 měsíce (C) a 6 měsíců (D) po operaci – difuzní světlo 

 

 

A 

D C 

B 
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CDVA se během sledovacího období nezhoršila, nicméně tento údaj jsme nebrali jako součást 

kritéria úspěšnosti operace. U 2 pacientů se CDVA mírně zlepšila na kontrolním vyšetření. 

Bylo to dáno jinou operací, která následovala po transplantaci RSL. Jeden pacient (pacient č. 

4) podstoupil operaci katarakty pro její progresi a druhý pacient (pacient č. 1) měl zlepšení 

CDVA po trvalé tarzorafii, která následovala po transplantaci RSL.  

U 5 pacientů (42 %) i přes transplantaci RSL byla nutná další chirurgická intervence. U 3 očí 

jsme provedli perforující keratoplastiku cca 1 měsíc po transplantaci RSL a u 2 očí byl použit 

sklerální štěp cca 7 měsíců po transplantaci RSL. Tito pacienti měli obecně před transplantací 

RSL velmi špatnou zrakovou ostrost a nepříznivý oční nález po několika předchozích operacích 

s velmi nejasnou prognózou.  

Jak již bylo zmíněno v rámci komplikace, tak u pacienta č. 10, který primárně neměl 

transplantaci RSL spolu s amniovou membránu, jsme museli z důvodu ztráty RSL reoperovat 

a implantovat novou RSL do intrastromální kapsy a na povrch našít amniovou membránu 

fixovanou jednotlivými stehy.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 56 

Tab. 4 Výsledky operace. Zkratky: RSL, rohovková stromální lentikula; A, ano; N, ne; CDVA, 

korigovaná zraková ostrost na dálku; M, měsíc; PKP, perforující keratoplastika. 

 

Pacient 

č. 

Tloušťka 

RSL  

(m) 

Stehy 

A/N 

CDVA 

3 M 

postop. 

CDVA 

6 M 

postop. 

CDVA 

12 M 

postop. 

Zhojeno  

A/N 

Další intervence 

po transplantaci 

RSL 

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

M 

2* 48 A - - - N PKP po 1 M  

3* 64 A pohyb pohyb - N Sklerální záplata 

po 7 M 

4 48 N 1/50 1/10 0.3 A Operace katarakty 

po 6 M 

5* 48 N - - - N Sklerální záplata 

po 7 M 

6* 128 A - - - N PKP po 1 M 

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

8 144 N - - - N PKP po 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 0.3 0.3 - A - 

*oko po předchozí neúspěšné léčbě AM 

 

 

5. Diskuze 

 

Je dokázáno, že v dnešní době je nejrozšířenější metodou skladování RSL kryoprezervace. 

Naše výsledky v experimentální části a dosud publikované práce opakovaně potvrdily, že 

kryoprezervace nezpůsobuje poškození kolagenních vláken, což je klíčové pro zachování 

transparentnosti rohovky po implantaci lentikuly [18,35]. Abychom co nejvíce optimalizovali 

způsob kryoprezervace lentikul, tak jsme vyzkoušeli různé typy kryoprezervačních protokolů, 
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kde pro klinické užití nebyl ve výsledku mezi nimi rozdíl. Jsme si vědomi, že velikost našeho 

vzorku je omezená, což může mít dopad na přesnost a zobecnitelnost výsledků vyhodnocení.  

Dle studií je dále dokázáno, že buňky v kryoprezervované tkáni navíc neztrácejí svou viabilitu, 

což bylo potvrzeno orgánovou kulturou [35]. Nicméně může vést k částečné ztrátě vitality 

keratocytů v důsledku zmrazovacího procesu. Na základě zkušeností s kryoprezervovanými 

lentikulami lze ale říci, že i neživotaschopná RSL může být bezpečně použita. Je dokázáno, že 

tyto neživotaschopné lentikuly jsou pomalu znovu osídlovány hostitelskými buňkami do dvou 

let po implantaci, což naznačuje, že počáteční vitalita keratocytů v RSL nehraje klíčovou roli 

v dlouhodobých klinických výsledcích. Další velkou výhodou kryoprezervovaných lentikul je 

absence imunitní rejekce, vrůstání epitelu nebo stromálního zánětu [70].  

Navzdory tomu má ale kryoprezervace stále svá omezení, jako jsou vysoké náklady na 

skladování a napojení na specializovaná centra. Navíc máme stále omezené množství validních 

dat o mechanických, biologických a optických vlastnostech jednotlivých metod skladování a je 

nezbytný další rozsáhlý výzkum, abychom předešli možným komplikacím. Pokud bychom 

našli optimální způsob prezervace, transportu a skladování lentikul, které jsou v současné době 

ve velkém množství odstraněny při refrakčních operacích ReLEx SMILE, mohlo by to skutečně 

přispět k řešení nedostatku rohovkových tkání od kadaverózních dárců. Je potřeba se ale také 

zaměřit na nalezení způsobu, jak rozšířit RSL pro klinické použití v rozvojových zemích, kde 

je přístup očních bank omezen nebo vůbec není. 

 

Jako jednu z prvních zkušeností s implantací kryoprezervovaných lentikul publikoval Riau a 

kol. [70]. Zaměřili se na reimplantaci lentikuly na zvířecím modelu. Konkrétně se jednalo o 12 

primátů (makaků), kteří mají velmi podobnou rohovkovou anatomii jako člověk.   Testovaní 

makaci podstoupili autologní implantaci do FS laserem vytvořené stromální kapsy. Byly 

použity kryoprezervované lentikuly z ReLEx SMILE, které byly uloženy při -80 °C 

v kryoprotektivním roztoku DMSO po dobu 16 týdnů. V prvních dvou týdnech po implantaci 

lentikuly došlo k mírnému zašednutí stromatu, které se do 8 týdnů od zákroku vstřebalo. 

Refrakční parametry rohovky po reimplantaci lentikuly byly srovnatelné s předoperačními 

hodnotami. Kryoprezervace nevedla k fibrotizaci tkáně ani k abnormální tvorbě kolagenu. 

Metoda byla popsána jako bezpečná a poukázala na potenciální reverzibilitu refrakčních 

zákroků jako je operace ReLEx SMILE.  

Další studii na zvířecím modelu publikoval Sun a kol. [71]. Měli podobné výsledky týkající se 

bezpečnosti a reverzibility implantace RSL. Jednalo se o 20 králíků, kde na jednom oku byl 

proveden ReLEx SMILE s extrakcí lentikuly. Lentikuly byly uloženy v tekutém dusíku po dobu 
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3 měsíců, poté byly rozmrazeny a implantovány do druhého oka stejného králíka do FS laserem 

vytvořené stromální kapsy. 6 měsíců po operaci se u 5 králíků provedla explantace lentikuly a 

byli poté sledováni po dobu jednoho měsíce. V průběhu sledování zůstala rohovka transparentní 

a došlo k plnému návratu refrakce i struktury rohovky na původní hodnoty.  

 

Studie na zvířecích modelech otevřely cestu k aplikacím RSL u lidských pacientů. Existuje 

pouze několik publikací o použití kryoprezervovaných lentikul v léčbě rohovkových vředů či 

perforací. 

Studie od Wu a kol. byla první, která popsala úspěšné použití kryoprezervovaných lentikul 

k léčbě perforace rohovky. Tato práce popsala 6 pacientů léčených dvěma překrývajícími se 

lentikulami s použitím přerušovaných stehů. U jednoho pacienta překryli lentikulární štěpy 

ještě AM. Tři pacienti vykazovali zlepšení CDVA. Ve všech těchto případech bylo během 12 

měsíčního sledovacího období pozorováno stabilní uzavření perforace rohovky a nebyly 

pozorovány žádné známky infekce nebo relapsu onemocnění [72].  

Studie od Xue a kol. dokazovala možnost použití RSL při léčbě větších perforací rohovky 

přesahující 3 mm. Tyto lentikuly byly prezervované v glycerolu při teplotě -80 °C, v průměru 

mezi 6,0 – 6,5 mm a byly naskládány tři až čtyři vrstvy lentikul na sebe, proto měly centrální 

tloušťku 300 až 400 m. Do této studie bylo zařazeno 5 případů perforace rohovkového vředu 

větší než 3 mm a tato metoda byla použita v případě, kdy rohovkové štěpy nebyly k dispozici. 

U všech pacientů došlo k uzavření perforace a obnovení přední komory. U paracentrálních 

perforací se zlepšila zraková ostrost. Uvedená technika poukazuje na transplantaci RSL jako 

doboru alternativu urgentního řešení i pro léčbu velkých perforací rohovky v místech, kde je 

nedostatek dárců rohovky a zároveň roste počet operací ReLEx SMILE [73]. 

Jiang a kol. publikoval studii 20 pacientů (14 s rohovkovým vředem a 6 s perforací rohovky) 

léčených tektonickou keratoplastikou použitím femtosekundového laseru intrastromálních 

lentikul (TEKIL). Použili čerstvé lentikuly získané z ReLEx SMILE ve stejný den jako TEKIL. 

Ve všech případech došlo ke zlepšení a během 6 měsíčního sledovacího období nebyla zjištěna 

žádná imunitní rejekce ani perforace. Pooperační CVDA se zlepšila u 12 pacientů [74].  

Pant a kol. publikovali dvě kazuistiky z pediatrické populace (17 let a 14 let), kde se 

transplantovala lentikula jednotlivými stehy 10-0 v místě perforace rohovky pro sekundární 

blefarokeratokonjuntivitidu vyvolané Demodexem. Jedna lentikula byla čerstvá a druhá 

perezervovaná v glycerolu, obě měly centrální tloušťku více než 100 m. U obou pacientů byla 

perforace uzavřena a měli dobrou zrakovou ostrost. Při následujících kontrolních vyšetření 

nebyly u pacientů zjištěny žádné známky rejekce, neovaskularizace rohovky nebo infekce [75]. 
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Bhandari a kol. publikovali kazuistiku 7 pacientů s lamelárním defektem rohovky nebo 

mikroperforací s použitím fibrinového lepidla k zajištění čerstvého štěpu lentikuly získané 

z ReLEx SMILE ve stejný den. Jejich studie odhalila při poslední 3 měsíční kontrole čirý a 

dobře umístěný štěp lentikuly. Navíc tato práce prokázala významné zlepšení CDVA u 5 ze 7 

očí, což lze připsat neinfekční příčině rohovkových vředů a poměrně dobré předoperační 

zrakové ostrosti [76].  

V jiné studii publikované Abdem Elazizem a kol. byly použité lentikuly s centrální tloušťkou 

100 m nebo více, prezervované při 4 °C v Optisolu po dobu přibližně 7 dnů. 7 pacientů bylo 

úspěšně léčeno lentikulou fixovanou přerušovanými stehy přes perforaci rohovky. U všech 

pacientů byl štěp lentikuly překryt jednou vrstvou AM jednotlivými stehy. 3 pacienti 

vykazovali lepší pooperační CDVA. Během ročního sledovacího období nebyly u žádného 

pacienta zjištěny žádné známky reperforace ani infekce [77].  

Al Saadany a kol. porovnával použití 30 čerstvých lentikul s 15 transplantacemi AM při léčbě 

perforace rohovky. Rohovkové vředy u všech 45 pacientů byly úspěšně uzavřeny 

s nevýznamnými rozdíly mezi postupy [78]. 

 

Mnoho studií prokázalo, že transplantace AM urychluje proces hojení [79]. AM obsahuje 

protizánětlivé mediátory a podporuje epitelizaci [80-81]. Navíc nedochází k rejekci, protože 

AM není antigenní [82]. Z tohoto důvodu jsme se v našem souboru rozhodli použít vrstvu AM, 

kterou jsou překryli štěp RSL.  

Na rozdíl od většiny publikovaných studií jsme v souladu s legislativou striktně používali 

kryoprezervované RSL po 6 měsíční karanténě s negativním kontrolním sérologickým testem 

dárce.  

V našem souboru pacientů bylo 7 z celkem 12 ti pacientů (58 %) úspěšně vyléčeno bez nutnosti 

další chirurgické intervence. Naše úspěšnost léčby byla menší než v některých jiných studiích. 

Mohlo to být způsobeno naší relativně malou a velmi heterogenní skupinou pacientů. Dalším 

důvodem by mohla být skutečnost, že většina našich pacientů měla před operací velmi špatnou 

zrakovou ostrost a rozsáhlý oční nález s několika již předchozími neúspěšnými operacemi. Na 

začátku této inovativní chirurgické léčby jsme totiž pacienty vybírali velmi opatrně a pečlivě a 

primárně jsme indikovali ty pacienty, kteří by již byli vhodní na PKP. Roli nedostatečného 

efektu transplantace RSL může také hrát tloušťka samotné lentikuly, protože lentikuly použité 

ve zmíněných studiích byly obecně silnější ( 100 m) než ty, které byly použity v naší studii 
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(87 ± 43 m). V našem omezeném souboru dat jsme však nebyli schopni prokázat žádnou 

korelaci mezi tloušťkou štěpu RSL a výsledkem operace (Tab. 4). 

 

Akutní operace k obnovení integrity bulbu jako je PKP á chaud má zabránit katastrofálním 

komplikacím jako je endoftalmitida. Často je však riskantní a nese s sebou vysoké riziko nejen 

imunitní rejekce. Transplantace RSL by mohla poskytnout vhodné podmínky pro přípravu 

plánované PKP, která je bezpečnější a má vyšší úspěšnost výsledku. Za určitých okolností a při 

správné indikaci lze transplantaci RSL ideálně považovat i za trvalé řešení.  

 

 

6. Závěr 

 

Podle našich předběžných výsledků lze transplantaci RSL z ReLEx SMILE považovat za 

alternativní metodu léčby rohovkových vředů, případně perforací, kde selhala nebo byla 

nedostatečná reakce na standardní léčbu. Zároveň se jedná o efektivní využití odpadního 

produktu. Tento typ aditivní keratoplastiky by mohl rozšířit dostupnost rohovkové tkáně, a 

navíc pro zkušeného očního chirurga není transplantace RSL tak náročná jako jiné typy 

transplantace rohovek. Dalším důležitým faktem je možnost použití instrumentária, které běžně 

používá rohovkový chirurg a je s těmito nástroji důvěrně seznámen. 

 

Ačkoliv mnoho studií in vitro a in vivo prokázalo její bezpečnost a účinnost, klinické využití 

RSL je stále v počáteční a experimentální fázi, tudíž je potřeba provést studie ve větším měřítku 

s delší dobou sledování pro komplexní pochopení, ke stanovení dlouhodobých výsledků a 

potvrzení účinnosti ve srovnání se současnou léčbou. Nejdůležitějším kritériem použití této 

metody je samozřejmě bezpečnost při zachování minimálního poškození tkání a možnost 

dlouhodobého skladování umožňující její další použití. 

 

Závěrem lze říci, že role RSL ve výzkumu je mnohostranná a sahá od odhalení jejího složení a 

biochemických charakteristik až po zkoumání histologie tkání, biomechanických vlastností a 

mechanismu onemocnění. Nabízí tím klíčovou podporu pro výzkum a klinickou léčbu 

onemocnění rohovky.  
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6.1. Zhodnocení cílů a hypotéz 

 

Cíl 1: Ověřit metodu kryoprezervace RSL, způsob zmrazování a následné rozmrazování, zjistit 

její vliv na vlastnosti tkáně v experimentálních podmínkách.  

Cíl splněn. Navrhli jsme a zavedli do praxe optimální metodu kryoprezervace RSL pro klinické 

užití. 

 

Cíl 2: Navrhnout a vypracovat optimální chirurgický způsob transplantace RSL.  

Cíl byl splněn. Vypracovali jsme dvě možnosti operační techniky (stehovou a bezstehovou). 

Obě metody jsou dobře proveditelné pro rohovkového chirurga a nevyžaduje navíc speciální 

instrumentárium, ale základní, které je běžně k dispozici na operačním sále pro rohovkové 

výkony. 

 

Cíl 3: Zhodnotit bezpečnost a úspěšnost operačního zákroku.  

Cíl považuji za splněný. Sice jsme měli menší úspěšnost operace (58 %) než publikované 

studie, ale pro nás se jednalo o první zkušenosti s touto inovativní metodou. Dalším rozvojem 

operační techniky a správné indikace pacientů věřím, že bude úspěšnost operací výrazně vyšší. 

Z hlediska bezpečnosti operace jsme neměli žádné vážné peroperační ani pooperační 

komplikace ve smyslu zánětlivé nebo imunitní reakce. 

 

 

Hypotéza 1: Kryoprezervace RSL nemá vliv na její transparenci a zachovávají si tím kvalitní 

optické vlastnosti. 

Závěr: Ano, všechny RSL po kryoprezervaci a následném rozmrazení zůstaly transparentní, bez 

známek opacifikace. 

 

Hypotéza 2: Rychlé zmrazení a rychlé rozmrazení RSL je pro zachování histologické a 

biomechanické integrity tkáně nejvhodnější metodou. 

Závěr: Ano, rychlé zmrazení RSL zachovává architekturu kolagenních vláken a strukturální 

integritu tkáně a i přes potenciální riziko buněčné destrukce si zachovává dobrou integritu jader. 

 

Hypotéza 3: Rychlé rozmrazení RSL je šetrnější metodou než pomalé rozmrazení k zachování 

histologické a biomechanické integrity tkáně. 
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Závěr: Ano, při rychlém rozmrazování dochází k minimálnímu vzniku ledových krystalů a 

tudíž si zachovává po rozmrazení tkáň lepší strukturální integritu a uspořádání kolagenních 

vláken než u pomalého rozmrazování, kdy dochází k rekrystalizaci tkáně a potenciálnímu 

poškození uspořádání kolagenních vláken a vzniku edému.  

 

Hypotéza 4: Účinnost a bezpečnost kryoprezervace je ovlivněna rychlostí zmrazení a 

rozmrazení, které ovlivňují vlastnosti tkáně a má vliv na její klinické použití. 

Závěr: Ne, z klinického významu je morfologický rozdíl tkáně při různém způsobu 

kryoprezervace minimální.  

 

Hypotéza 5: Transplantace RSL je bezpečná a účinná metoda k léčbě rohovkových vředů, 

případně malých perforací. 

Závěr: Ano, námi popsaný chirurgický výkon je bezpečný a účinný. 
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7. Souhrn 

 

Úvod: Rohovková stromální lentikula (RSL) je část rohovkového stromatu, která vzniká jako 

odpadní produkt při laserové refrakční operaci typu ReLEx SMILE (Small Incision Lenticule 

Extraction), a není nadále využívána. Se zvyšujícím se počtem operací ReLEx SMILE a tím i 

množství potenciálně využitelných RSL jsou v současnosti zkoumány dva hlavní aspekty jejich 

využití. První aspekt výzkumu se týká biologických vlastností samotné RSL a její správné 

uchování s ohledem na dlouhodobé skladování. Druhý aspekt souvisí s možným klinickým 

využitím RSL. Jako kvalitní biomateriál má RSL značný potenciál k alternativnímu použití 

v léčbě některých očních onemocnění. Konkrétně léčba rohovkových vředů je v současné době 

obtížná vzhledem k relativní nedostupnosti dárcovských rohovek uchovávaných technikou 

hypotermie, případně v tkáňových médiích. Možnost využití hluboko zmrazených RSL by 

mohlo významně napomoci v těchto případech. Zároveň lze předpokládat možnost 

dlouhodobého uchování těchto RSL metodou kryoprezervace, čímž by byly tyto tkáně 

k okamžité dispozici.  

 

Cíl: Cílem naší práce bylo zhodnotit a ověřit metodu kryoprezervace RSL, zjistit její vliv na 

vlastnosti tkáně v experimentálních podmínkách podle protokolu a podmínek Oční tkáňové 

banky Fakultní nemocnice Královské Vinohrady (FNKV). Dalším cílem bylo zavést do 

klinické praxe transplantaci RSL, vyhodnotit bezpečnost a účinnost použití RSL v léčbě 

rohovkových vředů, případně malých perforací.  

 

Metodika: K experimentu bylo použito celkem 24 RSL od žijících dárců, které jsme rozdělili 

do tří skupin po 8 lentikulách podle způsobu zmrazování a rozmrazování. Zvolili jsme 3 typy 

kryoprezervačních protokolů, abychom vyhodnotili nejlepší metodu k zachování struktury 

kolagenních vláken, která je pro využití RSL nejdůležitější. Všechny vzorky z každé skupiny 

byly poté podrobeny histologické analýze.  

Klinický soubor zahrnuje 12 očí 12 pacientů s různým stupněm rohovkového vředu, kteří 

podstoupili transplantaci RSL. U 11 očí (92 %) byla transplantace v kombinaci s našitím 

amniové membrány (AM). Mezi sledované parametry byly korigovaná zraková ostrost do dálky 

(CDVA), biomikroskopické vyšetření na štěrbinové lampě, Seidelův test, stabilita štěpu a 

vyšetření předního segmentu optickou koherenční tomografií (PS-OCT). Sledovali jsme 

peroperační a pooperační komplikace po dobu nejméně 6 měsíců. 
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Výsledky: Potvrdili jsme si, že kryoprezervace zachovává transparenci tkáně a základní 

architekturu stromálního kolagenu. Nejlépe vycházel kryoprezervační protokol rychlého 

zmrazení a rychlého rozmrazení, nicméně rozdíly v jednotlivých protokolech byly bez 

klinického významu a rozdílu vlastnosti tkáně k potenciálnímu terapeutickému použití.  

Ze souboru pacientů byl rohovkový vřed z 7 z 12 ti očí (58 %) úspěšně zhojen pomocí 

transplantace RSL bez nutnosti další chirurgické intervence. U 3 očí bylo nutné následně  

provést PKP a u 2 očí bylo k úplnému zhojení použita sklerální záplata. Během sledovacího 

období nebyly u žádného pacienta zjištěny žádné známky imunitní reakce nebo infekce.  

 

Závěr: Použití RSL získané z ReLEx SMILE můžeme považovat za alternativní metodu léčby 

rohovkových vředů, případně malých perforací, kde selhala nebo byla nedostatečná reakce na 

standardní léčbu. Zároveň se jedná o efektivní využití odpadního produktu. Naše předběžné 

výsledky naznačují, že správně indikovaná a provedená transplantace RSL s použitím 

kryoprezervovaných RSL je metoda bezpečná a účinná. Navíc tento typ aditivní keratoplastiky 

by mohl celosvětově rozšířit dostupnost rohovkové tkáně. 
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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 Královské 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. Přílohy 

 

10.1. Seznam použitých zkratek 

 

AM    amniová membrána 

BSS   balanced salt solution 

CDVA   korigovaná zraková ostrost na dálku 

CXL   corneal crosslinking 

DALK   hluboká přední lamelární keratoplastika 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  

DMSO   dimethyl sulfoxid 

FNKV   Fakutní nemocnice Královské Vinohrady 

FS laser  femtosekundový laser 

LASIK   Laser-Assisted In Situ Keratomileusis 

PBS   roztok pufrovaný fosfátem  

PKP   perforující keratoplastika 

PS-OCT   optická koherenční tomografie předního segmentu oka 

ReLEx SMILE Refractive Lenticule Extraction, Small Incision Lenticule Extraction 

RSL   rohovková stromální lentikula 
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