Abstrakt

Uvod: Prudky rozvoj metod zadni lamelarni keratoplastiky vyvolal potfebu piipravy zadnich
rohovkovych lamel v Ceské republice. Prvnim cilem této dizertatni prace se stalo zavedeni
a standardizace nové metody manudlni preparace rohovkovych lamel pro Descemet
Membrane Endothelial Keratoplasty with a Stromal rim (DMEK-S) v o¢ni tkanové bance. Po
stanoveni kritérii posuzujicich kvalitu endotelu rohovkové lamely jsme ziskali povoleni
k dodavani tkani pro transplantacni u€ely a po dvou letech ptipravy jsme zhodnotili dosazené
vysledky. Dal§im krokem bylo ovéfit Setrnost nové techniky inzerce rohovkovych lamel
pomoci cartridge. Pro vyzkum mozZnosti dlouhodobého uchovani zadnich rohovkovych lamel
metodou vitrifikace v kapalném ethanu jsme zvolili za modelovou tkan amniovou membranu.

Material a metody: K pfipravé lamel obsahujicich v centrdlni zoné pouze endotel na
Descemetové membrané¢ a v periferii navic vrstvu zadniho stromatu byly pouzity
korneoskleralni ter€e uchované metodou tkanovych kultur. Manudlni preparace probihala na
arteficialni pfedni komote za pomoci techniky big bubble. Kvalita endotelu byla hodnocena
pted uchovanim rohovky, pfed piipravou lamely, ihned po piipravé a po 2 dnech skladovéani
pii teploté 31°C. Pro stanoveni kritérii kvality tkani byla hodnocena skupina 12 rohovek
s hustotou endotelu > 2500 bunék/mm” a skupina 10 rohovek s nizsi hustotou. Retrospektivné
byl hodnocen soubor 65 rohovkovych lamel pfipravenych a dodanych pro transplanta¢ni
ucely béhem prvnich dvou let. Technika inzerce rohovkovych lamel byla posouzena na
zakladé poskozeni endotelovych bunék po protlaceni lamely skrz cartridge. Dvé skupiny
vzorklli amniovych membran liSicich se metodou pfipravy byly vitrifikovany v kapalném
ethanu (- 183°C). Viabilita epitelu byla hodnocena po 1, 3 a 7 dnech od rozmrazeni pomoci
fluorescence kalceinu a ethidium homodimeru-1.

Vysledky: Hlavnim kritériem pro posouzeni vhodnosti lamely pro transplantaci byla
stanovena hustota Zivych endotelovych bungk > 2500 /mm®. Po ptipravé lamely jsme nalezli
v priméru 1,8 % mrtvych endotelovych bunck, po 2 dnech nasledného skladovéani tato
hodnota poklesla na 1,0 %. Poskozeni endotelovych bunck zplisobené protlacenim lamely
skrz cartridge bylo 3,3 %. Po vitrifikaci jsme v obou testovanych skupinidch vzorka
amniovych membran zjistili pfitomnost Zivych epitelovych bunék, odstranéni piebytecné
vrstvy skladovaciho média mezi vozkem a nosic¢em piezivani bunék vyznamné zvysilo.

Zavéry: Nova technika ptipravy rohovek pro zadni lamelarni keratoplastiku byla zhodnocena
a po nastaveni kritérii kvality Gsp&$né¢ zavedena do praxe. Béhem prvnich dvou let bylo
pacientim transplantovano celkem 65 zadnich rohovkovych lamel typu DMEK-S
pfipravenych v tkanové bance. Nova metoda inzerce lamel pomoci cartridge vede pouze
k mirnému poskozeni endotelovych bunék a lze ji proto doporucit pro klinickou praxi. Byla
zavedena metoda vitrifikace amniové membrany v kapalném ethanu jako model pro
dlouhodobé uchovani zadnich rohovkovych lamel.
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