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Abstrakt

Uvod Vitreoretindlni (VR) rozhrani oka je dynamicky se vyvijejici prostiedi,
které vyznamné ovliviiuje a indikuje prabéh makuldrnich onemocnéni.
Hlavnim tématem této prace je vyzkum VR rozhrani ve vztahu k chirurgické
1écb¢ diabetického makuldrntho edému (ME), netplnych makuldrnich
defektti (NMD) a idiopatické makulérni diry (IMD).

Cile prace Cilem vyzkumu bylo ziskdni novych poznatkd o specifickych
vlastnostech a zméndch VR rozhrani u o¢i s diabetickym ME, NMD a IMD, a
to s hlavnim zaméfenim na vnitini limitujici membranu (ILM) sitnice a
epimakuldrni membranu (EMM).

Metody U vybranych souborl pacientti byly provedeny histopatologické a
morfometrické analyzy ILM sitnice a EMM odebranych b&hem pars plana
vitrektomie (PPV) u o¢i s diabetickym ME, NMD a IMD. Vysledky analyz
byly statisticky vyhodnoceny a interpretovany ve vztahu ke klinickym
faktortim a vysledkim PPV.

Vysledky Pii 1écbé diabetického ME s odstranénim ILM byla zjisténa
zlepSend pooperacni zrakova ostrost (ZO) u 51,8% operovanych oc¢i a zistala
stejnd u 33,9% oci. Srovndvaci studie prokazala, Ze PPV s ponechanim ILM
dlouhodobé zlepSuje ZO u 39,1% o¢f a stabilizuje u 28,3% o¢i. Na sklivcové
strané¢ ILM byly vzdcné zjiStény makrofdgy a fibroblasty, na zvInéné
sitnicové strané byly ojedinéle zachyceny okrouhlé struktury odpovidajici
vnitinim ¢astem Miillerovych bunék. Statisticky bylo potvrzeno, Ze tloustka
ILM zévisi nejen na véku, trvani diabetes mellitus (DM) a pohlavi pacienti,
ale také na dlouhodobé kompenzaci DM. Biochemickd analyza sklivce
prokdzala zvySenou koncentraci kyseliny mocové a glukézy. OCT/SLO

ndlezy ukazaly, Ze tloustka sitnice v makule je jednim z prediktord



ovlivitujicich ZO. U o¢i bez sloupnuti ILM byla statisticky prokdzana
signifikantn¢ negativni (klesajici) zavislost mezi centrdlni makuldrn{
tloustkou a ZO.

Vysledky 1é€by NMD prokézaly zlepSeni ZO u 38,9% oc¢i a stabilizaci
u 44,7% o¢i; u 2 off se LMD neuzaviela a progredovala v MD v plné
tloustce. Biomikroskopie a/nebo OCT/SLO potvrdily u 16 oci (88,9%)
zhojenou LMD ¢i MPF a obnovenou foveoldrni konturu. Histopatologické
vySetfeni tkan¢ s ILM prokdzalo na vitredlnim povrchu ILM fibroblasty,
kolagenni vazivo, extracelularni matrix a makrofdgy v jedné ¢i ve vice
vrstvach. Morfometrie ILM potvrdila jejf zesileni na 3,98 + 0,86 um.

PPV s chirurgicky odstranénou ILM je ti¢innd metoda 1é€by IMD. ZO
se zlepsila u 22 o¢i (66,7%) a zUstala stejnd u 6 o¢i (18,2%). Morfometrickou
analyzou bylo zjiSté€no signifikantni zesileni ILM u vSech 33 o¢i, pfi¢emz
prumérna tloustka ILM byla 3,27 + 0,86 um.

Zavéry Interpretace a korelace klinickych a experimentdlnich poznatki o VR
rozhrani pfi chirurgické 1é¢bé vybranych typd makuldrnich onemocnéni
potvrdily, Ze morfologické rysy a zvySeni tloustky ILM sitnice jsou
vyznamnymi indikdtory poruchy anatomické stavby a funkéni d€innosti VR
rozhrani oka. Ekvivalentni zji§téni byla dokumentovdna také u morfologie
sitnice v makule. Komplexni vyzkumy VR rozhran{ pfispivaji jak k efektivité
a hodnoceni uspéSnosti chirurgické 1écby, tak k pozndni patogeneze
makuldrnich onemocnéni.

Klicova slova: vitreoretindlni rozhrani, wvnitini limitujici membréna,

makularni onemocnéni



Abstract

Introduction The vitreoretinal (VR) interface of the eye is a dynamically
evolving environment which significantly influences and indicates the course
of macular disorders. The main topic of the presented paper is research on the
VR interface in relation to surgery on diabetic macular edema (ME), partial
macular defects (PMD) and idiopathic macular holes (IMH).

Aims The aims of the research were to find out new knowledge about
specific characteristics of and changes in the VR interface in eyes with
diabetic ME, PMD and IMH, namely with main attention focused on the
internal limiting membrane (ILM) of the retina and the epimacular membrane
(EMM).

Methods Histopathologic and morphometric analyses were carried out on
samples of the ILM of the retina and the EMM which were taken during pars
plana vitrectomy (PPV) of eyes of sets of patients with diabetic ME, PMD
and IMH. The analytic results were statistically evaluated and interpreted in
relation to clinical factors and anatomical results of the PPV.

Results Treatment of diabetic ME with removal of the ILM resulted in
improved visual acuity (VA) in 51.8% surgically treated eyes and remained
the same in 33.9% of eyes. A comparison study confirmed that PPV with
preserving of the ILM achieved a long-term improvement of VA in 39.1% of
eyes and remained the same in 28.3% of eyes. Macrophages and fibroblasts
were rarely found on the vitreous side of the ILM, and isolated circular
structures corresponding to the internal parts of Miiller cells were identified
on the uneven retinal side. It was statistically confirmed that the thickness of
the ILM depends not only on the age, duration of diabetes mellitus (DM) and

gender of patients, but also on long-term compensation of DM. Biochemical



analysis of vitreous confirmed higher concentrations of uric acid and glucose.
OCT/SLO examinations proved that the thickness of the retina in the macula
is one of the prediction factors which can indicate declining VA. In eyes with
non-removal of the ILM, a significantly negative (decreasing) dependence
between central macular thickness and VA was statistically confirmed.

PMD treatment achieved an improvement of VA in 38.9% eyes and
stabilization of 44.7% eyes; in 2 eyes, lamellar macular hole (LMH) was not
closed and developed all the way through to become a macular hole.
Biomicroscopy and/or OCT/SLO confirmed 16 eyes (88.9%) with healed
LMH or macular pseudofenestra and restored foveolar outline.
Histopathologic examination of ILM tissue confirmed fibroblasts,
collagenous tissue, extracellular matrix and macrophages in one or more
layers of the vitreal surface of the ILM. Morphometry of the ILM confirmed
an increasing of the thickness to 3.98 + 0.86um.

PPV with surgically removed ILM is an effective method of treatment of
IMH. Final VA was improved in 22 eyes (66.7%) and unchanged in 6 eyes
(18.2%). Morphometric analysis showed a significant increasing of the
thickness of the ILM in all 33 eyes with a mean thickness of the ILM being
3.27 £0.86 um.

Conclusions Morphological features and increasing thickness of the ILM of
the retina are significant indicators of the disorder of anatomical structure and
functional effect of VR interface of the eye. Equivalent findings were also
documented by the morphology of the retina in macula.

Keywords: vitreoretinal interface, internal limiting membrane, macular

disorders



1. Uvod

Vitreoretindlni rozhrani (VR) ma dilezitou dlohu u zdravého i nemocného
oka. Interakce mezi zadni hyaloidni membrdnou a vnitfni limitujici
membranou (ILM) sitnice je podstatnd v patogenezi makuldrnich onemocnéni,
zvlast€ trakénich makulopatii resp. vitreomakuldrniho trakéniho syndromu.
Hlavnim tématem této price je proto vyzkum ILM sitnice ve vztahu
k chirurgické 16¢bé makularnich onemocnéni. Uéinnost dosud provadénych
chirurgickych metod v 1é¢bé diabetického ME je hodnocena predevsim podle
dosaZené zrakové ostrosti (ZO) a v soucasnosti také podle centraln{
makuldrni tloustky (CMT), zjisténé pomoci OCT. Zobrazeni pomoci OCT
umoziuje efektivn€ vyhodnotit VM rozhrani a trakéni sily vedouci ke
strukturdlnim zméndm v sitnici u IMD a neuplnych makuldrnich defektt
(NMD). Mezi NMD rfadime lamelarni makularni diru (LMD) a makularni
pseudofenestru (MPF). Chen, Lee, (2008) se domnivaji, Ze ob¢ tyto klinické
jednotky, MPF a LMD, mohou byt rozdilné projevy téhoZ onemocnéni.
Odstranénim ILM sitnice stoupd podil anatomickych uzavéri IMD, a to nejen
v disledku uvolnéni VM trakce k okrajim IMD, ale pravdépodobné téz
stimulaci glidlniho procesu hojeni (Sach et al., 2000).

2. Hypotéza a cile prace

Pokroky VR chirurgie a laboratornich metod umoZiuji testovat klinické
zkuSenosti a ptredpoklady, Ze VR rozhrani ma zdsadni vyznam pro vznik,
progresi a 1é€bu makuldrnich onemocnéni.

A. Cile studii s diabetickym makularnim edémem

1. Vyhodnoceni tG¢innosti PPV s odstranénim a/nebo bez odstranéni ILM
sitnice u o¢i s difiznim a/nebo cystoidnim diabetickym ME bez trakce,

nereagujicim na laserovou koagulaci makuly.



2. Provedeni histopatologické a morfometrické analyzy ILM.
3. Sledovani zavislosti kone¢né ZO na pooperacni CMT ve vertikdlnim a
horizontdlnim fezu podle OCT/SLO.
B. Cile studie slamelarni makularni dirou a makularni
pseudofenestrou

Popsat charakteristiky souboru o¢i LMD a MPF.

Vyhodnoceni vysledki PPV u symptomatické LMD a MPF.

Provedeni histopatologické a morfometrické analyzy EMM a ILM.

1.

2

3

C. Cile studie s idiopatickou makularni dirou

1 Vyhodnoceni G¢innosti PPV u o¢i s IMD 2., 3. a 4. stadia.

2 Provedeni histopatologické a morfometrické analyzy ILM.

3 Sledovéni zavislosti vysledktt PPV a tloustky ILM na minimalnim a
bazdlnim rozméru IMD zjiSténém podle OCT/SLO.

Zjist€né dil¢i vysledky studii byly systematicky analyzovdny podle typu
onemocnéni a poté porovniny a souborné interpretovany s ohledem na
anatomické aspekty a Kklinické vysledky chirurgické 1é€by makuldrnich
onemocnéni.

3. Vyzkumny material, metody a soubory pacienti

Provedeny vyzkum VR rozhrani ve vztahu k chirurgické 1é¢bé byl zaloZen na
kombinaci klinické a experimentdlni price. Vybrané téma vyZadovalo
systematickou  metodologickou piipravu postupu praci s vyuZitim
analytickych pfistupt i pribézné komplexni interpretace diléich poznatki.
Néavaznost a prinik jednotlivych etap tymové a individudlni price se také
promitd do struktury piedloZené disertace. Na zdklad¢ vyhodnoceni odborné
literatury a dalSich klinickych zkuSenosti byly specifikovany pro vyzkum

vhodné typy makuldrnich onemocnéni a byl proveden vybér soubord
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pacientd. Charakteristiky postupu a hodnoceni operaci jsou spojeny
s popisem ziskani a piipravy tkan¢ s ILM pro elektronovou mikroskopii a
ndslednou morfometrii ILM.

3.1 Soubory nemocnych s diabetickym makularnim edémem

Do studie skupiny 1 bylo zahrnuto 56 oci 52 diabetikl (28 muZzi a 24 Zen),
pficemz primérnd doba sledovani pacientl po operaci byla 8,7 mésict.
Primérny v€k nemocnych byl 63 £ 10,7 let. Retrospektivni studie (skupina 2)
zahrnovala 46 o¢{ 39 diabetikti (20 Zen a 19 muzl) s primérnym vékem 63,4
+ 8,7 let. Primérna doba jejich sledovani byla 13,3 mésict s rozsahem 3 — 23
mésictl.

3.2 Soubor pacientii s nedplnymi makularnimi defekty

Retrospektivn{ intervenc¢ni studie zahrnovala 18 oc¢i 18 nemocnych (7 muzt a
11 Zen) s primérnym vékem 70,3 + 7,9 let. Pfi hodnoceni MPF a LMD jsme
pouzili definici podle Witkina et al. (2006) a Haouchineho (2004).

3.3  Soubor nemocnych s idiopatickou makularni dirou

Retrospektivni studie zahrnovala 33 oc¢i u 33 nemocnych s IMD 2., 3. a 4.
stadia (Gass, 1988, 1995, Altaweel, Ip, 2003). Praimérny vék nemocnych byl
69,7 £ 9,7 let.

4. Postup operace ofi sdiabetickym makularnim edémem,
s neuplnymi makularnimi defekty a s idiopatickou makularni dirou

U vsSech o¢i byla provedena standardni PPV se separaci, elevaci a
odstranénim zadniho sklivcového kortexu. Odstranéni ILM (skupina 1 oci
s diabetickym ME, NMD a IMD) bylo asistované 0,15% trypanovou modii.
K vnitfni tamponadé IMD jsme pouZili 16% C3FS8.

5. Piiprava membran pro elektronovou mikroskopii

Bezprostiedné po sloupnuti byla ILM fixovédna ve 2,5% glutaraldehydu
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a odeslana k dalSimu zpracovdni pro elektronovou mikroskopii.
Glutaraldehydem fixovand chirurgicky odstranéna ILM byla zalita do umélé
pryskyfice (Durcupan-Epon). Pro svételnou mikroskopii byly polotenké fezy
barveny 2% toluidinovou modii, ve kterych byla ILM identifikovédna.
Nasledné byly ultratenké fezy kontrastovdny téZkymi kovy (uranyl acetét a
olovnaty citrdt) a ILM byla fotografovdna elektronovym mikroskopem
YEOL 1200 EX pii standardnim zvétSeni 5000x s méfitkem 1 pm v zabéru.
6. Méieni tloust’ky vnitini limitujici membrany

Obrazy ILM byly analyzovany v LUCIA G5 systému (Laboratory Universal
Computer Image Analysis). V tomto systému byl vytvofen obrazovy archiv
digitalizovanych elektronogramti kazdé ILM. Ke zjiSténi transverzalni
tloustky ILM byly digitalizované obrazy superponovany ¢tvercovou miizkou
o stran¢ 500 px (= 3,25 pm). Méfeni tloustky ILM bylo provadéno v misté
pruseciku miizky s membranou. Zpravidla 10 elektronogramti kazdé ILM
poskytlo 40 — 50 hodnot jeji tloustky, coz umozZnilo statistické zjiSténi
aritmetického priméru, véetné jeho smérodatné odchylky.

7. Vysledky ultrastrukturalni morfometrie a analyza Kklinickych
faktori

7.1  Vysledky ultrastrukturalni morfometrie o¢i s diabetickym ME
Morfometrickou analyzou bylo zjiSténo signifikantni zesileni ILM u vSech
o¢i s prumérnou tloustkou ILM 3,61 + 1,22 um v rozsahu 1,68 — 6,69 um).
Zjistili jsme, Ze vetsi tloustka ILM souvisela se zvySenou hodnotou HbA - u
obou typtt DM (Kendall’s correlation, T = 0,227, p = 0,040).

7.2  Vysledky ultrastrukturalni morfometrie u o¢i s nedplnymi

makularnimi defekty
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Histopatologické vySetfeni dostupnych vzorkti odebrané tkané (9 vzorku,
56,2%) prokéazalo na vitredlnim povrchu ILM fibroblasty, kolagenni vazivo,
extraceluldrni matrix a makrofdgy v jedné ¢i ve vice vrstvach. Morfometrie
ILM potvrdila jeji zesileni na 3,98 = 0,86 um (v rozmezi 3,28 — 5,92 um).

7.3 Vysledky ultrastrukturalni morfometrie u o¢i s idiopatickou
makularni dirou

Morfometrickou analyzou bylo zjisténo signifikantni zesileni ILM u vSech 33
o¢i, pficemz prumérnd tloustka ILM byla 3,27 + 0,86 um, a to v rozmez{
1,26 — 5,26 pm.

7.4  Vysledky méfeni centralni makularni tloust’ky podle OCT u oéi
s diabetickym makularnim edémem bez sloupnuti vnitfni limitujici
membrany (skupina 2)

Statisticky jsme prokazali signifikantné negativni (klesajici) zdvislost mezi
CMT a ZO, a to jak u CMT ve vertikale, tak a velmi silnou korelaci mezi
CMT v horizontéle a vertikdle (p=<0,001).

7.5  Vysledky méfeni bazilniho a minimalniho priméru podle OCT u
odi s idiopatickou makularni dirou

Pii sledovani zavislosti pfedoperacni a poopera¢ni ZO na tloustce ILM byly
pfes vyrazné nesignifikantni korelace monoténnich zdvislosti pfedoperaéni
Z0 na tloustce ILM (p = 0,323) a pooperacni ZO na tloustce ILM (p =
0,742) nalezeny specifické projevy statistické zavislosti tvaru U.

8. Vysledky operace

8.1 Vysledky operace o¢i s diabetickym makularnim edémem
Statistickd analyza pooperacni ZO sledovaného souboru 56 o¢i (skupiny 1)

prokdzala signifikantn{ zlepSeni ZO o 2 fadky u 29 o¢i (51,8%), o 1 fddku u 6
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o¢i (10,7%). Konecnd ZO byla hodnocena v obdobi 3 — 19 mésict (praimérné
8,7 mesicu).

Statistickd analyza konec¢né pooperacni ZO sledovaného souboru 46 oci
(skupina 2) prokazala zlepSeni pooperacni funkce o dva a vice fadku podle
ETDRS optotypd u 18 oc¢i (39,13% ). Kone¢nd pooperacni ZO byla
hodnocena v obdobi 3 — 23 mésici (primérné 13,3 mésict).

8.2  Vysledky operace o¢i s netiplnymi makularnimi defekty

Pfed operaci byla primérnd ZO 0,32 podle ETDRS a na konci sledovaného
obdobi 0,5. U 16 oc¢i (88,9%) biomikroskopie a/nebo OCT/SLO potvrdily
zhojenou LMD ¢i MPF a obnovenou foveolarni konturu.

8.3  Vysledky operace o¢i s idiopatickou makularni dirou

Na konci sledovaného obdobi bylo dosaZeno uplného uzavieni IMD u
vSech33 o¢i. ZO se na konci sledovaného obdobi zlepsila u 22 oci (66,7%).

9. Diskuse

Patogeneze diabetického ME, zvlasté difizniho a/nebo cystoidniho ME bez
viditelné VM trakce, je pravdépodobné¢ multifaktoridlni a s nepfiznivou
odpovédi na laserovou koagulaci (Gandorfer et al., 2000, Avci et al., 2004,
Kimura et al., 2005, Hartley et al., 2008, Patel et al., 2008, Kumagai et al.,
2009). Nekteré neddvné studie vSak zdroven ukazuji na komplexnéjsi
interpretaci anatomickych vysledkti a omezené zlepSeni ZO po odstranén{
ILM (Figueroa et al., 2008, Hartley et al., 2008, Patel et al., 2008).

V nasich studiich o¢{ s diabetickym ME s odstranénim a/nebo bez odstranéni
ILM spojeno s dobrou funkéni prognézou, a to navzdory piitomnosti
diftdzniho a/nebo cystoidniho ME (Kalvoda et al., 2009). Nase vysledky jsou
shodné se studiemi (Stefaniotou et al., 2004, Kumagai et al., 2009,

Kalvodova, Zihlava, 2002, Otani et al., 2010). Domnivdme se, Ze zdrojem
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trakce, kterd muze vést k recidivé diabetického ME, by mohl byt nejen
sklivec nebo pfiloZend zadni hyaloidni membrana, ale také ztlustéla ILM.
Kontroly koncentrace glukézy v krvi a dlouhodobé kompenzace DM jsou
nezbytné v prevenci vzniku a progrese DR u obou typt DM. V nasi studii
diabetici vykazovali vy$$i prumérnou hodnotu HbA;c (7,2 £+ 1,9%).
Biochemickd analyza sklivce prokdzala zvySenou koncentraci kyseliny
mocové a glukézy (KiiZzova et al., 2011).

V chirurgické 1écbé NMD je diskutovan piinos sloupnuti ILM a/nebo EMM a
vyznam vnitfni plynové tamponddy (Casparis, Bovey 2011). Zavislost
pooperacni ZO na stadiu IMD podle Gasse sledovali Kolat, Vlkova (2006),
Haritoglou et al. (2006) a Kanovsky et al. (2009). V naSem studovaném
souboru 33 oc¢i se dosazend pooperacni ZO podstatné neliSila od tdaji
publikovanych v literatute.

10.  Zavéry

V disertacni préci jsou piedlozeny vysledky klinického a experimentdlniho
vyzkumu VR rozhrani u o¢i s diabetickym ME, NMD a IMD. Ziskané
poznatky o VR rozhrani u o¢i s diabetickym ME, NMD a IMD svéd¢i o tom,
Ze tato styCnd oblast zadni plochy sklivce, ILM a dalSich anatomickych
vrstev  sitnice  predstavuje  dynamicky se  vyvijejici  prostiedi
s charakteristickymi morfologickymi zménami a biochemickymi procesy.
Komplexni vyzkumy VR rozhrani jako dynamického systému, jehoZ
dlouhodoby vyvoj nejen indikuje, ale také ovlivituje priubéh diabetického ME,
NMD a IMD, proto pfispivaji jak k efektivit¢ a hodnoceni tuspéSnosti

chirurgické 1é¢by, tak k poznani patogeneze makuldrnich onemocnéni.
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