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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

D — dioptrie (optickda mohutnost)

DMEK (Descemet membrane endothelial keratoplasty) — zadni lamelarni keratoplastika
DMSO - dimethyl sulfoxid

HE — Hematoxylin - eosin

FNKV - Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady

FS laser — femtosekundovy laser

K1 — keratometrie rohovky v plochém meridianu

K2 — keratometrie rohovky ve strmém merididnu

Kmax — zména keratometrie v nejstrmé;jsim misté rohovky

KGy — kilogray

ReLEx SMILE (Small Incision lenticule extraction) — refrakcni extrakce lentikuly malym fezem

SEM — skenovaci elektronovy mikroskop



Kapitola 1:

UVOD A SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY



1.1.Transplantace rohovky

Transplantace rohovky je celosvétové nej¢astéjsim a zaroven nejuspésnéjsim typem
transplantace v humanni mediciné. Pfesto se v soucasné dobé potykdme s nedostatkem
darcovské rohovkové tkané, predevsim pro nedostatek kadaverdznich darcli a nutnosti
dodrzeni prisnych kritérii, které musi darcovska rohovka splfiovat. V priméru je tak

k dispozici 1 darcovska rohovka na 70 pacientd, ktefi jsou indikovani k transplantaci (1). K
tomuto problému prispiva i fakt, Ze potencialné darcovska rohovka muze byt standardné
skladovana po maximalné dobu 14 dnl nez dojde k jeji likvidaci.

V poslednich letech neustale narista pocet transplantaci, kde je nahrazena pouze poskozena
Cast pacientovy rohovky, a nyni jiz lamelarni keratoplastika prevazuje o 20% nad poctem
transplantaci v pIné tloustce(2). Caste¢na transplantace ma nizsi riziko odmitnuti $tépu, kratsi
dobu rekonvalescence a Casto i lepsi konecnou zrakovou ostrost po operaci (3). Tkan pro
lamelarni keratoplastiku se standardné ziskava z darcovskych kadaverdznich rohovek a po
jejim odbéru je zbyvajici ¢ast rohovky znehodnocena. Byly publikovany prace, kde po odbéru
darcovské tkané k lamelarni transplantaci byly ze zbyvajici ¢asti stejné darcovské rohovky
vyuzity k dalsSi transplantaci, coz mGze by do zna¢né miry pomoci eliminovat komplikace
spojené s nedostatkem darcovskych rohovek (1)(4-6). Nejednd se vsak o rutinné zavedeny
postup a pres nedostatek darcovské rohovkové tkané je kazdorocné znehodnocen

nezanedbatelny objem rohovkové tkané.

1.2. Rohovkova stromalni lentikula
1.2.1 Definice a vyznam

Rohovkova lentikula je ¢ast stromatu rohovky, kterou lze vytvofit z darcovské rohovky
pomoci femtosekundového laseru ¢i manudlni disekci mikrokeratomem, ale predevsim
vznika jako vedlejsi produkt laserového refrakéniho zakroku typu ReLEx SMILE (Small Incision
Lenticule Extraction). Tento zakrok je rutinné provadén u pacient s cilem odstranéni

nutnosti noseni brylové korekce(7).

V anglicky psané literature se ¢asto zaménuje s terminem stromalni lamela, coz je slozenim
zcela identicka tkan odebrand ze stromatu rohovky. V uzsim slova smyslu se vSak lamela od

lentikuly lisi tim, Ze ma na rozdil od lentikuly stejnou tloustku ve vSech svych ¢astech.
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Jednad se o transparentni tkan, jejiz majoritni komponentou jsou kolagenni vldkna jen s
minimalni pfitomnosti rohovkovych bunék a absenci rohovkového endotelu, coZ samo o sobé

eliminuje imunogenicitu a nasledné riziko rejekce po implantaci(9).

1.2.2. Vyutziti lentikul

Rohovkova lentikula je tkan s velmi dobrym potencidlem pro vyuziti v rohovkové chirurgii.

V literature byla popsdna Uspésna terapie Sirokého spektra zavaznych diagndéz pravé pomoci
implantace lentikuly. JiZz byly takto Ié¢eny nehojici se rohovkové defekty (10-12), viedy Ci
ektaticka onemocnéni rohovky vedouci k jejimu ztenceni (13-17). V téchto indikacich
lentikulu pouzili uspésné i kolegové na nasem pracovisti. V pfipadé, ze implantace lentikuly
ma predpokladany efekt, je moZné u téchto pacientl predejit klasické transplantaci rohovky
(v pIné tloustce), ktera je spojena s celou fadou moznych komplikaci. Do znac¢né miry by tak
bylo také moZno redukovat problémy se zajistovanim kadaverdznich rohovek zemrelych
darct [IV].

Kromé feseni onemocnéni rohovky jako takovych publikovény prace, kde byla implantace
lentikuly indikovana za ucelem vykorigovat refrakcni vadu, jako dalekozrakost(15,18) €i
vetchozrakost(19). Dosud se vSak nepodafilo definovat vypocet umoznujici dosahnout

presného refrakéniho vysledku po operaci a klinicky se tato metoda nerozsifila.

1.3. Preservace rohovkové tkané

Detailnim prehledem moznych metod uchovani rohovkovych lentikul jsme se zabyvali

v souhrnném c¢lanku, ktery je soucasti této disertace [l]. V této ¢asti se zamérim na nejcastéji
uzivané metody s vétsim presahem v klinické praxi.
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1.3.1. Preservace darcovskych rohovek v tkanové bance

V klinické praxi je standardni metodou k uchovani celych darcovskych rohovek a lamel pro
lameldrni keratoplastiku skladovani v roztoku Eusol-C (Alchimia srl) v hypotermii pfi
teploté 4°C. Tyto podminky umozZnuji bezpecnou pouZitelnost rohovky po dobu 14 dnd,

béhem které musi byt tkan vyuzita(20,21).

1.3.2. Preservace rohovkové stromalni tkané

Dle dosud publikovanych praci je k uchovani rohovkovych stromalnich lentikul nej¢astéji
vyuzZivanou metodou kryopreservace. Jednd se o uchovani tkané v kryopreserva¢nim roztoku
DMSO (dimethyl sulfoxid) pfi teploté -80°C. Na podkladé dosavadnich studii se jednd o
metodu bez negativniho vlivu na strukturu kolagennich vldken stromatu rohovky
zachovavajici jeji transparenci(18,19). Tato metoda neumoZiiuje zachovani viability endotelu
rohovek, coZ znemoznuje kryopreservaci transplantatt v plné tloustce ¢i zadni lamelarni
keratoplastice(22).

Dalsi moznosti dlouhodobé preservace rohovkové stromalni tkdané je uchovani v glycerolu a
bezpecnost této metody byla ovérena v pracich mnoha zahranic¢nich autor(. Glycerol
nezplsobuje zmény ve strukture stromalnich kolagennich vlaken, diky ¢emuz je zachovdna
transparence tkané (23)(24). Tato metoda byla Uspésné vyzkousena i ke skladovani
rohovkovych lentikul pfi pokojové teploté, coz nabizi moznost poskytnout lentikuly i do
pracovist nedisponujicich vybavenim tkanové banky(25).

V pripadé, Ze je tfeba vytvofit lamelu mimo prostory tkanové banky a chtéli bychom
napfiklad pouzit rohovku, ze které byla lamela DMEK odpreparovand na operacnim sale, ze
zakona musi nasledovat proces terminalni sterilizace tkané. Moznou metodou této
sterilizace se jevi ozateni gamma zarenim(26). Vliv takovéto sterilizace na darcovskou

stromalni tkan vsak je tfeba ddle ovérit.
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Kapitola 2:

VLASTNI PUBLIKACE VZTAHUIJICi SE K TEMATU
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10.1080/02713683.2023.2192447. Epub 2023 Apr 3. (IF 2,555)
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The new future perspective in corneal tissue utilisation — methods of preparation and
preservation. BMC Opthalmology (IF 2,086) — pfijato k tisku 16/6/2023

IV. Min Klimesova Y, Nemcokova M, Netukova M, Baxant AD, Hlavackova M, Kacerovska J,
Studeny P. Corneal stromal lenticule transplantation for the treatment of corneal ulcers.
Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub. 2023 Jan 25. (IF 1,648)

Vysledky prdace shrnujici vlivimplantace rohovkové lentikuly byly ocenény 2. mistem
v postgradualni sekci Studentské védecké konference 3.lékarské fakulty UK 2023
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Kapitola 3:

HYPOTEZY A CiLE PRACE
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3.1. Cile prace

Mezi hlavni cile prace patfi zjistit vlivimplantace lentikuly na refrakéni parametry ptijemce,
tedy pachymetrii, zakfiveni predni a zadni plochy rohovky a jeji celkovou optickou
mohutnost.

Znalost téchto hodnot by mohla napomoci i k dalsSimu klinickému vyuZiti lentikul, napriklad
pfi planovani refrakéniho efektu implantace.

Sekundarnim cilem bylo vytvorit podklady pro metodiku, kterd pomUze zefektivnit vyuziti
darcovskych rohovek. Kromé ziskani lentikul jako odpadniho produktu refrakéniho zakroku je
teoreticky mozné pripravit podobny transplantat z nevyuzitych darcovskych rohovek, ¢i jejich
¢asti, pomoci mikrokeratomu ¢i femtosekundového laseru.

Nasledné je nutné stanovit optimalni postupy uchovani téchto tkani, konkrétné hypotermii,
uchovani v glycerolu ¢i jejich kryopreservaci.

V souvislosti s tim nds zajimaly také nékteré postupy decelularizace (gama zareni) a
sterilizace rohovkového stromatu, které by teoreticky mohly vést k moZnosti dlouhodobého

uchovavani pfi pokojové teploté bez nutnosti dalsiho skladovaciho vybaveni.

3.2. Hypotézy
Hypotéza 1: Lentikuly vyssi optické mohutnosti implantované v uniformni hloubce

rohovkového stromatu maji signifikantné vétsi vliv na zakfiveni a optickou mohutnost

rohovky.

Hypotéza 2: Pomoci femtosekundového laseru jsme schopni pfipravit nékolik darcovskych

lentikul ¢i lamel z jedné darcovské rohovky.

Hypotéza 3: Tkan oSetfend pomoci gama zareni vykazuje zndmky decelularizace a sterilizace

za soucasného zachovani uspokojivych morfologickych charakteristik pro implantaci.
Hypotéza 4:

Kryopresevace zachovava vhodné vlastnosti rohovkové stromalni tkané a tato metoda

umoziuje bezpeéné uchovani tkané s dlouhodobou vyuzitelnosti.

14



Kapitola 4:

METODIKA
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4. Metodika

4.1 Studie vlivu implantace lentikuly na parametry rohovky

4.1.1. Pouzité tkané

Provedli jsme ex-vivo studii na enukleovanych prasecich bulbech. O¢i byly ziskany z jatek a
ihned po enukleaci byly uloZeny do roztoku zabranujiciho autolyze tkané. Po vylouceni bulbt
se znamkami traumatu ¢i bylo pro experiment vybrano 36 oci. Pokusy jsme zahajili do 16
hodin po enukleaci. Bulby byly rozdéleny do 2 skupin — pro implantaci 4D a 8D lentikuly. Na
zaCatku experiment jsme zméfili hodnotu nitroo¢niho tlaku, abychom zajistili normotonii v
prabéhu celého pokusu.

Pouzité lentikuly o priméru 6,2mm byly ziskany jako vedlejsi produkt laserového refrakéniho
zakroku ReLEX SMILE u pacientl s cilem korekce kratkozrakosti. VSichni pacienti, jejichz
lentikula byla pouZita, podepsali informovany souhlas.

Celkova tloustka lentikul optické mohutnosti 4D byla 52pum a 104pum u lentikul optické

mohutnosti 8D.

4.1.2. Priprava a postup experimentu

Pfed zahdjenim experimentl na prasecich bulbech jsme oci mistili do identického stojanu a
markerem jsme oznadili inicialni orientaci bulbu. lhned po abrazi zbyvajiciho epitelu jsme
provedl|i vstupni méreni na pfistroji Oculus Pentacam®©. Abychom mohli u téchto
enukleovanych bulb(l mérit topografii rohovky, bylo nutné stabilni uchyceni ve specialné
navrzeném drzdku, aby pozice bulbu odpovidala standardni pozici oka vySetfovaného
pacienta. Zaméfili jsme se na nasledujici hodnoty: centralni tloustku rohovky, pachymetrii
v nejten¢im misté rohovky, zakfiveni predni a zadni plochy rohovky a maximalni zakfiveni
rohovky (K1, K2, Km a Kmax).

Ihned po tomto méreni jsme pomoci diamantového noze a pristroje PocketMaker vytvofili
intrastromalni kapsu v hloubce 300um rohovky. Do takto vytvorené kapsy o priméru 8mm
jsme implantovali stromdlni lentikulu dané optické mohutnosti (Obr. 1). VSechny kroky jsme
provadéli pod kontrolou pomoci mikroskopu.

Okamzité po implantaci lentikuly jsme zopakovali méreni vSech vstupnich hodnot pfistrojem
Oculus Pentacam© (Obr.2,3).

V prabéhu celého experimentu jsme provadéli pravidelné zvlhcovani povrchu rohovky,

abychom zamezili vykyvim pachymetrie na podkladé zmén hydratace.

16



Obr. 1 Tvorba intrastromalni kapsy
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Obr. 3 Hodnocené parametry méreni

-
Last Name: Test =
First Name: |Lentkula240_21 4| %
ID: |lentikula-8 S| :
Date of Bitth: [26.052021 " JEye: [Cert ] -
Exam Date: |2S.DS>2021 ' Time: |19:'I?:5EI I -
Exam Info: | |
Cornea Front
a
K !
as: e [065°__] astig
%g.?l: 205 | Rper: [822mm | Rmin:
Cornea Back
Ki: Curvature
: IB_39 mm I K2: I-E.3D I L

: [7.06mm | km: [57D

A RN e T [ |

-val.: |

(Qs[‘,’."j' [125 ] Rper: [878mm ]| Rmin:o[530mm |
Pachy: #[mm] ylmm]

Pupil Center: + |1382 pm I+0.11| I-lll'.Bl

Pachy Apex: - [1388pm | Joo0 | [0.00

Thinnest Locat.: (@] ISS‘G pm I |+4.75| I-[L?B I
K Max. (Front): |7ZED | |-1>2£| | |l].00 |

Cornea Yolume: 94.4 mm + KPD: -

Chamber Volume: mm Angle:

=
2]
o

A. C. Depth(int): 1.58 mm Pupil Dia: | 0.48 mm

18



4.1.3. Statisticka analyza ke stanoveni vlivu implantované lentikuly na refrakéni parametry
rohovky pfijemce

Pred zahdajenim experimentu jsme k eliminaci rizika nestejného vybéru vzorkl pro jednotlivé
skupiny pouzili Mann-Whitneyho analyzu. Takto jsme otestovali vSechny zkoumané
parametry rohovek ve skupiné bulb( pro implantaci 4D oproti skupiny pro implantaci 8D
lentikuly.

Vstupni a vystupni hodnoty refrakénich parametrd v ramci jednotlivych skupin jsme po
provedeni experimentl analyzovali pomoci Wilcoxonova testu.

Po skonceni pokusUll jsme vysledek po implantaci mezi 4D a 8D skupinami porovnali pomoci

Mann-Whitneyho testu.
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4.2.Studie vlivu ptipravy a preservace rohovkové stromalni tkané

4.2.1. Priprava rohovkovych stromalnich lentikul a lamel

Pro experimenty byly vyuzity darcovské rohovky z O¢ni tkariové banky FNKV a 3. LF UK.
Jednalo se o tkané, které nemohly byt vyuZity ke konvencni transplantaci, napfiklad z divodu
nizsiho poctu endotelovych bunék, reaktivni sérologii ¢i perifernimu jizveni po dfive
provedené operaci katarakty. Vzhledem k cili nasi studie ovéfit moZznost vyuziti jedné
ddarcovské rohovky jsme poufzili také rohovky, ze kterych byla odpreparovana endotelidlni
lamela pro zadni lamelarni keratoplastiku provedenou na nasi klinice.

Abychom méli srovnatelné vzorky k analyze jednotlivych metod pfipravy a uchovani
rohovkové stromalni tkané jsme vytvofili fezem v hloubce 200um laserem nebo
mikrokeratomem predni lamelu o této tloustce a zadni lamelu o primérné tloustce 400um.
V naslednych experimentech, kde jsme testovali mozZnost vytvofit vice stromalnich lamel

z jedné darcovské rohovky, jsme provadéli rezy femtosekundovym laserem. Prvni fez byl
veden v hloubce 100um a postupné jsme shora preparovali dalsi lamely shodné tloustky.
Pti porovnavani dvou rliznych metod oproti sobé jsme pouzili parové rohovky od jednoho

darce, abychom minimalizovali odchylky plynouci z rozdilnych parametr( darc(.
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4.2.2. Metody uchovani rohovkové stromalni tkané

Vsechny kroky mimo gamma ozareni probihaly za standardizovanych podminek v prostorach
Oc¢ni tkanové banky FNKV a 3.LF UK.

Tkané zpracované jednotlivymi metodami jsme porovnali oproti referen¢nimu vzorku,
kterym byla Cerstva rohovka, skladovana pfi teploté 4°C v preservacnim mediu Eusol-C ©
(Alchimia srl, Italy).

Jednalo se o nasledujici skupiny:

1. rohovkova stromalni tkan uchovana v glycerolu (Glyo-on, Alchimia, Italie) v pfi teploté 4°C;
n=6.

2. gamma-ozaiend rohovkova tkan (ozafeni davkou 25kGy, Bioster, Veverska Bityska, Ceska

republika) nasledné uchovanad v glycerolu, n=6.

3. rohovkova stromalni tkan kryopreservovana v roztoku 10% DMSO; n=6.

4. gamma ozarend rohovkova tkan (25 kGy, Bioster, Veverska Bityska, Ceska republika)
nasledné kryopreservovana v 10%DMSO pfi teploté -80°C; n=6.

Polovina vzorku z kazdé skupiny byla podrobena histologické a elektronmikroskopické
analyze. Vzorky byly nasledné hodnoceny 2 nezavislymi experty, atestovanym patologem a
profesorem histologie.

4.2.2.1. Porovnani pfipravy pomoci mikrokeratomu a femtosekundového laseru

K experimentim byly pouzity rohovky z O¢ni kliniky FNKV a 3. LF UK, které nebylo mozné
vyuzit pro transplantaci pacientim. Skladovani probéhlo za standardnich podminek

v roztoku Eusol-C © pfi teploté 4°C. Vytvorili jsme 10 rohovkovych lamel o priiméru 8 mm
pomoci mikrokeratomu Moria a 10 lamel stejného priméri pomoci femtosekundového
laseru (Ziemer femto LDV Z8). Pfed transportem na morfologickou analyzu byly vzorky
uchovani v roztoku Eusol-C © pfi teploté 4°C.

S cilem redukce moznych odchylek zplsobenych napfiklad vékem darc(, jsme pro porovnani
2 rliznych metod mezi sebou pouzili parové rohovky od jednoho darce. To znamena rohovku
z jednoho oka od daného darce jsme preparovali mikrokeratomem a ze druhého oka
femtosekundovym laserem.

Vzorky byly nasledné hodnoceny 2 nezavislymi experty, atestovanym patologem a

profesorem histologie.
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4.2.2.2. SEM analyza (skenovaci elektronovy mikroskop)

Postupovali jsme v souladu se standardnim protokolem pfipravy tkané pro skenovaci
elektronovou mikroskopii.

Hotové vzorky byly po pokryti 3nm vrstvou platiny nasnimany skenovacim elektronovym
mikroskopem FEI Nova NanoSEMA450 (FEI, Brno, Czech Republic) pfi 3kV za pouziti detektort
sekundarnich elektron(l a detektorl zpétné rozptylenych elektron(. Ziskani obrazk( bylo
provedeno ve formatu 16-bit TIFF s ndslednou konverzi na 8-bit TIFF pomoci origindlniho
softwaru FEI. Detailni postup je popsan ve ¢lanku lll.

Takto vzniklé vzorky byly hodnoceny 2 nezavislymi experty, atestovanym patologem a

profesorem histologie.

4.2.2.3.Histologicka analyza

Materidl byl zpracovan pomoci standardni histologické techniky parafinovych rezl po fixaci
formalinem. Parafinové bloky byly nafezany mikrokeratomem a nasledné obarveny
hematoxylinem - eosinem (HE). Takto vzniklé vzorky byly hodnoceny 2 nezavislymi experty,
atestovanym patologem a profesorem histologie, ktefi hodnotili morfologické zmény vzorka

oproti referenéni Cerstvé rohovce.

(]
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4.3. Implantace kryopreservované lentikuly pacientiim s rohovkovym viedem

4.3.1. Spektrum pacientl a vysetreni

Provedli jsme retrospektivni studii na 12 ocich 12 pacient(, kterym byla na Oc¢ni klinice FNKV
a 3. LF UK implantovana kryopreservovana lentikula pro zrak ohroZujici nehojici se rohovkovy
vied infekéni Ci neinfekcni etiologie nereagujici na konzervativni terapii. Jednalo se o soubor
7 muzl a 5 Zen ve véku 64 + 18 let. Postup byl v souladu s Helsinskou deklaraci, vSichni
pacienti podepsali pred intervenci informovany souhlas. Sledovaci obdobi bylo minimdlné 6
mésicd od implantace lentikuly. Vstupné i pfi kontrolach byla u vSech pacientl vysetrena
zrakova ostrost do ddlky, biomikroskopické vySetieni na Stérbinové lampé véetné hodnoceni
Seidel testu. Pooperacné jsme dale hodnotili stabilitu implantované lentikuly a predniho

segmentu oka pomoci predné segmentové optické tomografie (OCT).

4.3.2. Pouzita tkan

Rohovkové stromalni lentikuly byly ziskdny jako vedlejsi produkt refrakéniho zakroku typu
ReLEx SMILE. Pacienti, od kterych byla tkan ziskana, podepsali informovany souhlas

s experimentdlnim i klinickym pouZitim rohovkové stromalni tkané a podstoupili serologické
testovani k vylouceni infekénich chorob.

Lentikuly byly ihned po ziskani za aseptickych podminek uloZzeny do preservaéniho roztoku a
transportovany do Oc¢ni tkariové banky FNKV a 3. LF UK, kde byly ddle kryopreservovany pfi
teploté -80 °C po dobu minimalné 6 mésicli. Po 6 mésicich probéhlo kontrolni serologické

testovani darca.

4.3.3. Prabéh chirurgické intervence

Vsechny operacni intervence byly provedeny jednim zkusenym rohovkovym chirurgem,

v lokalni anestezii (oxybuprokain hydrochlorid 0.4%). Po dusledném debridementu lyzované
tkané ze spodiny viedu byla do rany implantovana lentikula. U 3 pacient( jsme fixovali
lentikulu pomoci jednotlivych steh( 11-0 nylonovym vldknem k prilehlé zdravé rohovkové
tkdni, u 9 pacient(l jsme bez pouZiti stehi implantovali lentikulu do stromalni kapsy
vytvorené skalpelem ze spodiny viedu do velikosti odpovidajicim prdméru lentikuly. U 11
pacientl byla nasledné lentikula presita amniovou membranou a na konci operace byla vSem

pacientim nasazena terapeuticka kontaktni ¢ocka. Detailni popis je soucasti ¢clanku IV.
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4.3.4. Pooperacni péce

U pacientt s infekéni etiologii viedu byla perioperacni vedena Iécba dle kultivace, 2 pacienti
s potvrzenou herpetickou etiologii byli Ié¢eni aciklovirem 400mg 5xdenné po dobu 2 tydnu
s postupnou redukci davky v ndsledujicich 2 mésicich. Jeden pacient s infekénim mykotickym
viedem byl |écen vorikonazolem, topicky 1% o¢nimi kapkami 5xdenné po dobu 2 tydn( a
peroralné 200mg tabletami 2x denné po dobu 2 mésicu.

Vsichni pacienti dostavali standardni pooperacni medikaci tobramycin, dexametason (3
mg/mL + 1 mg/mL,) v o¢nich kapkach, (Tobradex, Alcon) 5xdenné dva tydny. Nésledovala
kortikosteroidni terapie fluorometholonem (1 mg/mL) v o¢nich kapkach, (Flarex, Novartis).
Zadny z pacientt nedostéval systémova antibiotika ¢i imunosupresivni terapii.

U pacientu se suturou lentikuly byly stehy odstranény 3 mésice po operaci.

[IV]

24



Kapitola 5:

VYSLEDKY PRACE
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5.1. Vlivimplantace stromalni lentikuly na refrakéni parametry rohovky prijemce

Intrastromalni implantace rohovkové lentikuly v hloubce 300 mikrometrt ma signifikantni

vliv na rohovkové refrakéni parametry.

Vstupni sledované parametry jsou pro obé sledované skupiny znazornény v tabulce 1.

Pomoci Mann-Whitneyho testu jsme potvrdili, Ze pfed zahajenim experimentu nebyly mezi

obéma skupinami statisticky vyznamné rozdily v Zadném ze sledovanych parametra.

Tabulka 1 — pred implantaci lentikuly

4D skupina [D] £SD 8D skupina [D]+SD p hodnota
Central pachymetry 903+124,59 921496,58 NS
Thinnest local 671+109,10 733,35+69,60 NS
Kmax 45,57+2,78 42,22+1,54 NS
K1 front 38,73+2,23 38,1+2,06 NS
K2 front 42,84+2,15 40,46+1,64 NS
Km front 40,72+1,60 39,26%1,70 NS
Astigmatism front -0,8445,31 -0,285+1,30 NS
K1 back -4,74 +1,05 -3,98+2,67 NS
K2 back -5,92+1,10 -4,66%2,47 NS
Km back -5,1+0,93 -4,76%0,59 NS
Astigmatism back 0,38+1,71 -0,285+1,30 NS
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Skupina po implantaci 4D lentikuly

WilcoxonQv test potvrdil, Ze implantace rohovkové lentikuly v hloubce 300um rohovkového
stromatu vede ke statisticky signifikantnimu nardstu nasledujicich parametr(: Centrdlni
pachymetrie rohovky z 903+124.59 na 1230+148.99 (p=0.0022), narlist Kmax ze 45.57+2.78
na 72.07+£16.83 (p=0.0094) and Km predni plochy rohovky vzrostlo z 40.72+1.60 to
48.87+5.83 (p=0.0037). Zmény v ostatnich sledovanych parametrech nebyly statisticky

vyznamné.
Skupina po implantaci 8D lentikuly

Intrastromalni implantace rohovkové lentikuly v hloubce 300 um vedla k nardstu centralni
pachymetrie rohovky z 733.35+69.60 na 1109+161.64 (p=0.0008), narlstu Kmax ze
42.22+1.54 na 62.95+12.67 (p=0.0001), K2 predni plochy rohovky z 40.46+1.64 na
51.51+9.63 (p=0.0037).

Zmény v obou skupinach po implantaci lentikuly jsou uvedeny v tabulce 2.

(1]
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Tab.2 Refrakéni parametry po implantaci 4D a 8D lentikuly

4D skupina[D] +SD 8D skupina [D] £SD p hodnota
Central pachymetry 1230+148,99 1109+161,64 NS
Thinnest local 670,75+182,76 698,25+203,12 NS
Kmax 72,07+16,83 62,95+12,67 NS
K1 front 41,23+9,58 44,81+10,19 NS
K2 front 49,98+19,83 51,51+9,63 NS
Km front 48,8715,83 47,30519,43 NS
Astigmatism front 6,21+14,12 0,07+8,42 NS
K1 back -4,29+1,18 -3,93+1,82 NS
K2 back -3,99+7,01 -4,96+2,69 NS
Km back -4,13+3,19 -4,97+2,68 NS
Astigmatism back -1,83+6,91 -0,24+2,97 NS
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5.2. Vliv ptipravy a preservace rohovkové stromalni tkané

5.2.1. Pfiprava rohovkovych lamel a lentikul

Analyza skenovacim elektronovym mikroskopem potvrdila, Ze stromalni lamely preparované
mikrokeratomem maji hladsi a pravidelné;jsi povrch fezu oproti femtosekundovému laseru,
kde byly na povrchu fezu ¢etné nepravidelnosti. (Obr.4). Histologické vysetieni odhalilo u
lamel pripravenych femtosekundovym laserem vétsi mnozstvi konglomeratl kolagennich
fibril, zatimco lamely ptipravené mikrokeratomem meély strukturu vice rozvolnénou. Zjistili
jsme, ze femtosekundovym laserem jsme z jedné darcovské rohovky byli schopni vytvorit i
pét lamel o tloustce 100 um a tkané si zachovaly vlastnosti umoznujici snadnou chirurgickou

manipulaci[lll].
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Obr. 4 (skenovaci elektronovy mikroskop)

a — povrch lamely vytvofené mikrokeratomem
b — povrch rohovkové lamely vytvofené femtosekundovym laserem

¢ — povrch rohovkové lentikuly vytvofené femtosekundovym laserem
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5.2.2. Preservace rohovkové stromalni tkané

Vzorky uchované v glycerolu v hypotermii zGstaly makroskopicky transparentni se znamkami
dehydratace (doplfikovy obrdazek e,f). Analyza SEM zde odhalila kavitacni dutiny mezi
kolagennimi vlakny, coz korelovalo se stupném dehydratace. Byly pfitomné agregaty
kolagennich fibril ve snopcich s pravidelnym usporadanim. (Obr. 5D). Oproti vzorkiim, kde
uchovani v glycerolu predchazelo ozareni, vykazovaly mensi poskozeni kolagennich vidken
spolecné s pravidelnéjsi strukturou. U ozafenych tkani jsme detekovali ,,zpecéeni“ vldken do
sebe navzajem. (Obr. 5B) Tomuto odpovidala ztrata transparentnosti ozarené tkané
(doplrikovy obrazek a,b)

Rohovkova stromdlni tkan uchovana pomoci kryopreservace v roztoku DMSO bez
predchoziho ozareni byla transparentni za soucasného zachovani elasticity a snadné
chirurgické manipulace (dopliikovy obrazek g,h). Elektronmikroskopicky byla pfitomna
pravidelnd struktura a paralelni usporadani kolagennich vldken (Obr. 5E). Na rozdil od
kryopreservovanych tkani po predchozim ozareni nedoslo k rozpadu kolagennich fibril.
Ozarené kryopreservované vzorky bylo vykazovaly ztratu pravidelného usporadani a
desintegraci struktury stromatu. (Obr. 5C). Makroskopicky tato tkan ztratila transparenci a
doslo k deformaci plvodniho tvaru do ,,knoflikovitého“ Utvaru, coz znemozriovalo dalsi
manipulaci. (doplikovy obrazek c,d).

Elektronmikroskopicka struktura jednotlivych vzorkd je zndzornéna na obrazku v ptiloze

stejné jako dopliujici fotografie jejich vzhledu.

Histologicka analyza korelovala s makroskopickym a elektronmikroskopickym nalezem.
Ozarené rohovky uchované v glycerolu vykazovaly kondensovanou stromalni strukturu,
desintegraci kolagennich vlaken a ztratu barvitelnosti jader. Nejvétsi desintegraci vliaken
vykazovaly lamely ziskané ze zadniho stromatu rohovky, zatimco u pfednich lamel vznikaly
cetné retrakéni artefakty (Obr. 6B). Tkan uchovana v glycerolu bez pfedchoziho ozareni méla
zachovanou dobrou integritu mezi vliakny (Obr. 6D).

U ozarené tkdné s naslednou kryopreservaci doslo k setfeni stromalni struktury, poklesu
barvitelnosti tkané za vzniku velkého mnozstvi retrakénich artefaktd. V lamelach ziskanych z
predniho stromatu se na podkladé refrakce vyrazné zvétsila vzdalenost mezi jednotlivymi
kolagennimi fibrilami. U lamel ze zadniho stromatu rohovek doslo k vyraznému poskozeni

jednotlivych struktur (Obr. 6C).
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Kryopreservované tkané bez predchoziho ozareni neobsahovaly retrakéni artefakty, coz
svédci vysokou odolnost tkané. Histologicky jsme zde zaznamenali nejvétsi podobnost

s referencni ¢erstvou rohovkou. Lamely mély zachovanou integritu kolagennich vlaken, tak
barvitelnosti bunécnych jader (Obr. 6E).

Vysledky strukturalni analyzy shrnuje tabulka 3 (Tab. 3).

[

32



Strukturdlni analyza vzorkd

Tab. 3 Makroskopicky nalez | Histologicka analyza SEM
Zachovani Pravidelné Pravidelné paralelni
transparence usporadani usporadani

Cerstva kolagennich vlaken kolagennich vlaken
rohovka
Bez retrakénich Bez zndmek
artefaktu desintegrace
Zachovani integrity Pravidelnd struktura
Zachovani vlaken
transparence a Paralelni usporadani
DMSO elasticity Dobra barvitelnost vlaken
-80°C jader
Bez retrakcnich
artefakt(
Setfeni stromalnich Rozpad kolagennich
Nazloutla tkan se struktur vlaken
ztrdtou transparence
Gl + DMSO - Snizena barvitelnost | Nepravidelnost a
80°C Rigidni struktura jader desintegrace vldken
Retrakéni artefakty
Zpecené Pravidelna struktura
Znamky dehydratace | dehydratované vlaken
Glycerol Zachovani stroma Mensi agregaty vldken
4°C transparence pravidelného
Dobra integrita usporadani
vldken
Zpecena struktura Desintegrace
NaZloutla tkan stromatu kolagennich vldken
Gl + Ztrata transparence Desintegrace vlaken Ztrata pravidelného
(hlavné zadni stroma) | usporadani
glycerol o
Rigidni struktura
Ztrata barvitelnosti Konglomeraty
jader kolagennich vlaken

DMSO - dimethyl sulfoxid, GI — gamma iradiace, SEM — skenovaci elektronovy mikroskop
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Obr. 5 (skenovaci elektronovy mikroskop):

al — Cerstva rohovka, b1 — gamma ozarena lamela (predni stroma) uchovand v glycerolu, b2 - gamma
ozarena lamela (zadni stroma) uchovana v glycerolu, c1 — gamma ozarend lamela (pfedni stroma)
kryopreservovana v DMSO, c2 — gamma ozarend lamela (zadni stroma) kryopreservovana v DMSO, d1
— neozarena lamela (pfedni stroma) uchovana v glycerolu, d2 — neozarena lamela (zadni stroma)
uchovana v glycerolu, el — neozarena lamela (pfedni stroma) kryopreservovana v DMSO, e2 —
neozarena lamela (zadni stroma) kryopreservovana v DMSO
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Obr.6 Histologické snimky rozdilnych metod preservace

al — Cerstva rohovka, b1l — gamma ozarena lamela (pfedni stroma) uchovand v glycerolu, b2 - gamma
ozarena lamela (zadni stroma) uchovana v glycerolu, c1 — gamma ozarend lamela (pfedni stroma)
kryopreservovana v DMSO, c2 — gamma ozarena lamela (zadni stroma) kryopreservovana v DMSO, d1
—neozarena lamela (pfedni stroma) uchovana v glycerolu, d2 — neozarena lamela (zadni stroma)
uchovand v glycerolu, el — neozarena lamela (pfedni stroma) kryopreservovand v DMSO, e2 —
neozarena lamela (zadni stroma) kryopreservovana v DMSO
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Rozdilné metody uchovani — makroskopické foto (dopliikové obrazky)

Obr. c
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Obr.d

Obr.e
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Obr.g

Obr.h
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5.3. Klinické vysledky po implantaci kryopreservované stromalni lentikuly

U 7 pacientl (58% oci), doslo po implantaci lentikuly a jejimu presiti amniovou membranou

k UspéSnému zhojeni rohovky bez nutnosti dalsi chirurgické intervence. U 3 pacient( byla po
zklidnéni ndlezu provedena perforujici keratoplastika. U 2 oci bylo nutné k uplnému zhojeni

povrchu oka nasiti skleralni zaplaty. V pribéhu sledovaciho obdobi nedoslo u zadného

z pacient( k rejekéni reakci ¢i infekénim komplikacim [IV].
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Kapitola 6:

DISKUZE A POROVNANI S LITERATUROU
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V prvni ¢asti nasi studie jsme se zaméfili na hodnoceni parametr(i topografie rohovky na
enukleovanych prasecich bulbech po implantaci bikonvexni stromalni lentikuly. Oproti nasim
predpokladlim se z vysledkd mérenim zda, Ze opticka mohutnost lentikuly implantované

v uniformni hloubce 300 um nema signifikantni vliv na zadny ze sledovanych parametr(.

V minulosti byla implantace lentikul studovana na primatech, kralicich a mysich, avsak tyto
studie hodnotily pfedevsim transparenci, biomechanické vlastnosti a pfitomnost imunitni
reakce prijemcovy rohovky(19)(27-30).

PrestozZe ze zvifecich modelt je dle dostupnych zdroju je lidské rohovce nejpodobnéjsi
rohovka praseci, nenasli jsme studii, ktera by se zaméfila na vlivimplantace lentikuly na
prasec¢im modelu (31-33).

Refrakénimi zménami indukovanymi implantaci do lidskych rohovek se blize zabyvaly prace
Mastropasquy (34) a Damgaarda (35), ktefi zjistili, Ze hodnota optické mohutnosti
implantované lentikuly nekoresponduje s cilovou refrakéni silou rohovky. Nasledné probihaly
pokusy o tvorbu vzorce, ktery by na podkladé cilovych refrakénich parametr(i dokazal vybrat
idedlni lentikulu pro daného pacienta (36-38). Zadny z téchto vzorcl se v klinické praxi
vzhledem ke svym limitacim neosvédcil a mezi autory se lisi i nazor, zda je pro pacienta s
danou cilovou refrakci potteba vybrat lentikulu s mensi nebo vétsi optickou mohutnosti, nez
je pozadovana refrakce (37).

Experimenty s cili podobnymi nasi studii byly provedeny na kadaverdéznich lidskych
rohovkach. Daamgard et al. dosli k zavéru, Ze lentikuly vyssi optické mohutnosti maji vétsi vliv
na oplosténi zadni plochy rohovky nez zestrmeni predni plochy rohovky. (35)Déle potvrdili, ze
sila implantované lentikuly nekoreluje s cilovou optickou mohutnosti pfijemcovy rohovky a
dosazena relativni korekce byla obdobna pfi pouziti 4D ¢i 8D lentikuly, coz je v souladu s
nasimi vysledky. Na rozdil od této prace jsme v nasi studii signifikantni vliv tloustky lentikuly
na zadni plochu rohovky neprokazali.

Vysledky vSak mohly byt do jisté miry ovlivnény pouzitim enukleovanych prasecich bulb(.
PrestozZe praseci rohovka ma z dostupnych animalnich modell nejvétsi podobnost s lidskou,
jeji vyssi tloustka maze mit vliv na rozdil v indukované zméné zakfiveni. DlleZitou roli také
hraji biomechanické vlastnosti praseci rohovky, predevsim jeji rozdilny pomér napéti-relaxace
po implantaci lentikuly(31,33,39). Keratometrie mohla byt dale ovlivnéna pribéznym
mérenim nitroocniho tlaku(40), coz vsak bylo nutné k zajisténi validity pokusu a byl proveden

na normotenznich bulbech.
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Dalsim dalezitym cilem prace bylo analyzovat mozné metody pfipravy a uchovani rohovkové
stromdlni tkané, které by vedly z efektivnéjSimu vyuZiti a dostupnosti darcovské rohovkové
tkané. Pred samotnymi experimenty jsme provedl|i analyzu dosud provadénych postupt
uchovani rohovkové tkané. Na podkladé reserse téchto dat vznikl nami publikovany

¢lanek ,,Preservation of corneal lenticule — review” (41)[l].

Co se tyka samotné pripravy rohovkovych lentikul a lamel, jejich tvorba pomoci obou
testovanych metod, femtosekundového laseru i mikrokeratomu, se ukazala jako snadno
proveditelnd a bezpeéna. Jednou z hlavnich vyhod pfipravy tkdné pomoci femtosekundového
laseru je mozZnost vytvorit vice darcovskych stépl z jedné rohovky spole¢né s moznosti
pfesného nastaveni parametr(i pripravované lentikuly ¢i lamely. Oproti tomu levnéjsi pfiprava
mikrokeratomem nam zajisti hladsi a pravidelnéjsi povrch fezu. Ziskand data by nam

v budoucnu teoreticky umozniovala mit k dispozici tkan, ktera bude presné odpovidat
potfebdm daného pacienta. Mohli bychom tak mit napftiklad k dispozici lamely a lentikuly
presné znamého tvaru a velikosti, které bychom danému pacientovi vybrali na podkladé
rozsahu jeho rohovkového postizeni.

V souladu s cilem zefektivnit vyuZziti a redukovat mnoZstvi zbytkové rohovkové tkané jsme
ovéfili, Ze mikrokeratomem i femtosekundovym laserem je mozné stromalni transplantat
vytvofit i z rohovky po odstranéni endotelu na lameldrni transplantaci typu DMEK. Dle
dostupné literatury se tato metoda v soucasnosti nevyuzivd a sama o sobé by vedla ke

zvySeni dostupnosti darcovské rohovkové tkané.

Z metod uchovani jsme se zaméfili na morfologické vlastnosti preservované tkané

v podminkdach tkariové banky. Na zakladé nékterych publikovanych praci se jako nadéjna
metoda zddla metoda terminalni sterilizace pomoci gama zareni. Termindlni sterilizace je dle
zakona nutna v pripadech, kdy k pripravé rohovkové stromalni tkané dochazi mimo prostory
tkanové banky. Jednalo by se napfiklad o situaci, kdy z darcovské rohovky na operacni sdle
odpreparujeme lamelu na zadni lamelarni transplantaci typu DMEK a zbylé ¢asti rohovky
bychom chtéli vyuzit pro dalsi pacienty. Nicméné sterilizace gama zarenim 25 kGy se v nasem
experimentu ukdzala jako nevhodnd, doslo k poskozeni struktur rohovkové tkané

prokazatelné jak makroskopicky, tak pomoci elektronového mikroskopu a tkané nebyly
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vyuzitelné ani v dalSich experimentech. Nase vysledky odpovidaly dtive provedené studii
Chae et al., kde byla popsano vyznamné snizeni hustoty i tloustky kolagennich vldken jako
nasledek gamma ozareni. (26)Na rozdil od nasi studie pfi jejich experimentech nedoslo

k signifikantni zméné transparence a elasticity oproti referenc¢nim vzorkim (26).Tyto

odlisnosti mohou byt dany jejich rozdilnou davkou gamma zareni 17-23kGy.

Analyzou tkani uchovanych v glycerolu jsme dosli k podobnym zavériim jako autofi dfive
publikovanych praci, ktefi popisuji metodu jako bezpecénou k dlouhodobému uchovani

rohovkové tkané(23,42).

Strukturu nejpodobnéjsi cerstvym rohovkam jsme zachytili u tkani uchovanych metodou
kryopreservace, coz korelovalo s jeji transparenci a dobrou moznosti manipulace. Nase
vysledky odpovidaji dfive publikovanym studiim, kde bylo prokazano zachovani integrity
kolagennich vlaken a byla ovérena Uspésna implantace kryopreservované lentikuly na
zvifecim i lidském modelu (17)(43)(29).

Toto potvrzuje nasi hypotézu, Ze se jedna o metodu vhodnou k dlouhodobému skladovani

rohovkové stromalni tkané.

Vzhledem k tomu, Ze rohovkova stromdlni lentikula se od lamely lisi pouze svym tvarem a
jedna se jinak o identickou tkan, predpokladame zde obdobné vysledky. Vyuziti by se lisilo
dle klinického cile, kde napfiklad pacientiim s protencenim rohovky bude vyhodné;si
implantovat bikonkdavni ¢i uniformé Sirokou lamelu a pacientdim s rohovkovym viedem

bikonvexni lentikulu.

Samoziejmeé je tfeba brat v potaz, Ze metoda kryopreservace je moznou metodou uchovani
pouze pro rohovkové transplantaty, kde neni potreba zachovani viability rohovkového
endotelu. | pfed ojedinélé pripady Uspésné transplantace kryopreservované rohovky v plné
tloustce byl opakované prokazan vliv kryopreservace na poskozeni endotelovych bunék (30)
@21).

Uspésné klinické vyuziti kryopreservovanych stromélnich lentikul jsme publikovali v nasem
¢lanku, kde jsme popsali implantaci lentikuly k 1é¢bé pacientl se zrak ohroZujicimi
rohovkovymi viedy(44). Dle nasSich vysledk( se implantace kryopreservované stromalni

lentikuly jevi jako bezpecna a efektivni metoda k Ié¢bé akutnich stavli v souvislosti
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s perforovanym rohovkovym viedem ¢i viedem vedoucim k signifikantnimu protenceni

rohovky pacienta.

Jsme si védomi limitaci naSich experiment jako je malé mnozstvi vzork( ¢i nemoZnost
analyzovat zmény v konkrétnim jednom vzorku pred a po preservaci z divodu fixacnich

procesl pred histologickou | elektronmikroskopickou analyzou.
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Kapitola 7:

ZAVER A ZHODNOCENI
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7.Zavér a zhodnoceni cili a hypotéz prace

Z nasich vysledkt plyne, Ze lentikuly vyssi optické mohutnosti implantované v uniformni
hloubce rohovkového stromatu nemaji signifikantné vétsi vliv na zménu refrakénich
parametr( rohovky pfijemce. Tloustka lentikuly tedy nekoreluje s cilovou zménou topografie

rohovky.

Ovérili jsme, Ze pomoci femtosekundového laseru jsme schopni z jedné darcovské rohovky
pfipravit pét 100um silnych lamel ¢&i lentikul vyuZzitelnych k dal$im Gcelim za soucasné

minimalizace rezidudIni nevyuzité tkané.

Zjistili jsme, Ze decelularizace rohovkové stromdlni tkdné gama zarenim 25kGy vede k
poskozeni kolagennich vldken vedouci ke zvyseni rigidity a snizeni transparence tkané. Tato

metoda se ukazala jako nevhodna pro klinické vyuziti.

Potvrdili jsme, Ze kryoprersevace zachovava vhodné vlastnosti rohovkové stromalni tkané a
umoznuje bezpecné uchovani tkané s dlouhodobou vyuzitelnosti. Na podkladé nasich dat se
domnivame, Ze poutziti kryopreservovanych rohovkovych lentikul je bezpecna a efektivni

metoda uchovani prodluzZujici Zivotnost darcovské tkané az na 2 roky.

Hypotéza 1: Lentikuly vyssi optické mohutnosti implantované v uniformni hloubce
rohovkového stromatu maji signifikantné vétsi vliv na zakfiveni a optickou mohutnost
rohovky.

Zavér: Ne, silngjsi lentikuly implantované v uniformni hloubce rohovkového stromatu nemaji

signifikantné vétsi vliv na zakfiveni a optickou mohutnost rohovky.

Hypotéza 2: Pomoci femtosekundového laseru jsme schopni pfipravit nékolik darcovskych
lentikul ¢i lamel z jedné darcovské rohovky.

Zaveér: Ano, pomoci femtosekundového laseru jsme schopni z jedné darcovské rohovky
pfipravit pét 100um silnych lamel ¢&i lentikul vyuZitelnych k dalSim Gcelim za soucasné

minimalizace rezidudIni nevyuzité tkané.

Hypotéza 3: Tkan oSetfend pomoci gama zareni vykazuje zndmky decelularizace a sterilizace

za soucasného zachovani uspokojivych morfologickych charakteristik pro implantaci.
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Zavér: Ne, sterilizace rohovkové stromalni tkané gama zarenim 25kGy vede k poskozeni
kolagennich vlaken vedouci ke zvysSeni rigidity a snizeni transparence tkané, proto je takto

oSetfena tkan nevhodna pro klinické vyuziti.

Hypotéza 4:
Kryopresevace zachovdva vhodné vlastnosti rohovkové stromalni tkdné a tato metoda
umoziiuje bezpecné uchovani tkané s dlouhodobou vyuzitelnosti.

Zaveér: Ano
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Kapitola 8:

SHRNUTI V CESKEM A ANGLICKEM JAZYCE
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8.1. Souhrn

Uvod: Rohovkova stromalni lentikula je ¢ast stromatu rohovky, kterd mimo jiné vznikd jako
vedlejsi produkt refrakéniho zakroku ReLEx SMILE. Byla popsany pripady, kdy jeji implantace
vedla k Uspésné lé¢bé zavainych onemocnéni rohovky jako jsou nehojici se viedy, defekty i
ektaticka onemocnéni. Byly publikovany i prace, kde byla lentikula implantovana za
refrakénim ucéelem, napriklad ke korekci hyperopie Ci presbyopie. V téchto indikacich je
nutny vétsi dliraz na refrakéni vysledek po operaci, nicméné stale neni k dispozici dostatek
dat, na podkladé kterych bychom byli schopni vybrat nejvhodnéjsi lentikulu pro konkrétniho

pacienta.

Cil: Zhodnotit zmény rohovkovych refrakénich parametrd po intrastromalni implantaci
lentikuly rdzné tloustky. Pfredpokladame zavislost refrakéniho vysledku na optické
mohutnosti lentikuly.

Dalsim cilem je analyzovat mozné metody pripravy a uchovani rohovkovych lentikul a lamel,
které by v idealnim pfipadé umoznily vyuziti jedné darcovské rohovky pro vice prijemct.
Vysledkem by mélo byt vytvoreni bezpecného postupu, ktery by vedl nejen k Uspésnému

pooperacnimu vysledku, ale i zkraceni ¢ekaci doby pacientl na darcovskou rohovkovou tkan.

Metodika: Provedli jsme ex vivo studii na enukleovanych prasecich bulbech rozdélenych do 2
skupin, pro implantaci lentikul optické mohutnosti 4 nebo 8 dioptrii. Pouzité lentikuly byly
ziskany jako vedlejsi produkt laserového zdkroku ReLEx SMILE. Hodnotili jsme refrakéni
parametry zmérené pfistrojem Oculus Pentacam®© pred a ihned po implantaci. Metody
pfipravy a uchovani lidské rohovkové stromalni tkané jsme hodnotili morfologicky
(histologie, elektronovy mikroskop) a testovali snadnost chirurgické manipulace. Vysledky
byly vztazeny k referenéni cerstvé lidské rohovce. Srovndvanymi metodami ptipravy byla
disekce mikrokeratomem a priprava femtosekundovych laserem. Testovanymi metodami
uchovani byla hypotermie, kryopreservace v -80 °C v DMSO (dimethyl sulfoxid) a uchovani v
glycerolu pfi pokojové teploté. Cést vzork( z kazdé skupiny byla pfed uchovanim ozafena

gamma zarenim 25kGy.

Vysledky: V obou skupinach vedla intrastromalni implantace lentikuly v hloubce 300um
k signifikantnimu ndrlstu centralni pachymetrie rohovky a zakfiveni predni plochy rohovky.

Zmény v ostatnich sledovanych parametrech nebyly statisticky vyznamné. Mezi obéma
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skupinami po implantaci lentikul rGzné optické mohutnosti nebyly statisticky signifikantni
rozdily.

Pomoci mikrokeratomu jsme dosahli hladSiho povrchu fezu oproti femtosekundovému
laseru. FS laserem bylo mozné vytvorit pét a vice stromalnich implantatd z jedné darcovské
rohovky. Gamma ozareni vedlo k poskozeni kolagennich vlaken stromatu rohovky, ztraté
jejich pravidelného usporadani a tim transparence tkané. Uchovani tkané v glycerolu vedlo k
dehydrataci bez signifikantniho zhorSeni transparence. Kryopreservovana tkan bez prechozi
iradiace vykazovala pravidelnou strukturu kolagennich vldken a transparenci srovnatelnou s

cerstvou rohovkou.

Zavér: Intrastromalni implantace rohovkové lentikuly vede ke zméné topografie rohovky.
Implantace zpUsobila signifikantni nartst pachymetrie a zakfiveni predni plochy rohovky bez
signifikantniho vlivu na zménu zakfiveni zadni plochy rohovky ¢i indukci rohovkového
astigmatismu. Z nasich vysledku se zda, Ze optickda mohutnosti implantované lentikuly nema
primy vliv na zménu studovanych parametr(. Dale jsme prokazali, Ze nendkladna tvorba
rohovkovych stromalnich implantat( pomoci mikrokeratomu vynikd hladsim a
pravidelnéjsim povrchem fezu. Ovéfili jsme moznost tvorby vice implantabilnich $tépa

z jedné darcovské rohovky, pricemz obé testované metody umoznily tvorbu dalSich lentikul i
po preparaci lamely pro zadni lamelarni keratoplastiku. Oproti pdvodnim predpokladiim
vedla sterilizace pomoci gamma zareni 25 kGy k poskozeni kolagennich vldken s naslednou
ztratou transparence a zvySenim rigidity znemoziujici dalsi chirurgické vyuziti tkané.
Nejlepsich vysledk( jsme dosahli u stromalni tkané uchované pomoci kryopreservace a z
dosud ziskanych dat se jevi tato metoda jako bezpecna pro klinické vyuZiti | po dlouhodobém

uchovani.
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8.2. Summary

Background: Corneal stromal lenticule is a part of corneal stroma, which arises as a by-
product of a refractive procedure ReLex SMILE. Its implantation has successfully been used
in treatment of wide spectrum of severe diagnoses such as nonhealing corneal defects or
ectasia. There have also been published cases where the lenticule was used in refractive
indication such as hyperopia or presbyopia correction. In these indications, a greater
emphasis on the refractive outcome is necessary, however, there is still not enough data
available on the basis of which we would be able to choose the most suitable lenticule for a

specific patient.

Purpose: To evaluate changes in corneal refractive parameters after implantation of a
stromal lenticule of different thickness. We assume that the refractive outcome depends on
optical power of the used lenticule. The other important goal is to analyse possible methods
of corneal lenticule preparation and storage and prove the possibility of using one donor
cornea for more patients. We want to build a safe approach which would increase the

efficiency of the surgery and shorten the waiting time for donor corneal tissue.

Methods: We performed an ex vivo non-human study on normotonic porcine eyeballs
divided into two groups, for 4D and 8D lenticule implantation. Corneal stromal lenticules
were obtained as a by-product from a laser procedure ReLEX SMILE. We evaluated corneal
refractive parameters measured on Oculus Pentacam®© device before and immediately after
the intrastromal lenticule implantation. In order to analyse the preparation and preservation
methods we provided morphological (histology, scanning electron microscope) examination
of human corneal tissue which went through tested procedures and compared them to a
fresh reference cornea. We also evaluated surgical handling with the tissue. The studied
preparation methods were microkeratome dissection and femtosecond laser preparation.
Analysed preservation methods were hypothermia, cryopreservation in -80 degrees Celsius
in DMSO (dimethyl sulfoxide) and storage in room temperature with glycerol. Some
intrastromal lenticules and lamellae in each group were previously irradiated by gamma

irradiation of 25 kGy.

Results: In both groups, the intrastromal implantation in the depth of 300um led to a
significant increase of central corneal pachymetry and corneal anterior steepening. Induced
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changes in other studied parameters were not statistically significant. There were no
significant differences in refractive changes between the 4D and 8D groups after lenticule
implantation.

Corneal stromal implants prepared with microkeratome had smoother surface of the incision
than after femtosecond laser formation. Femtosecond laser preparation caused more
irregularities on the surface, however using femtosecond laser enabled to make more than
five lenticules from one donor cornea. Gamma irradiation led to damage of stromal collagen
fibrils, loss of their regular arrangement and transparency. Glycerol storage caused
dehydration without significant loss of the tissue transparency. Cryopreserved tissue without
previous gamma irradiation showed most regular structure of the fibrils comparable to a

reference fresh cornea.

Conclusion: Intrastromal corneal lenticule implantation induces changes in corneal refractive
parameters. It induces a significant increase of an anterior corneal steepening without any
significant influence on posterior corneal flattening or corneal astigmatism. Based on this
study, we can assume that the lenticule thickness does not have a direct impact on studied
parameters. The feasible creation of more stromal implants from one donor cornea was
proved by femtosecond laser as well as microkeratome and we were able to form them after
DMEK lamellae extraction. Gamma irradiation caused damage of the collagen fibres, their
network arrangement which correlated with a loss of transparency and stiffer structure
which impair surgical utilisation of the tissue. The best results from the preserving methods
were gained in cryopreserved samples, which were comparable to a reference fresh cornea.
We believe that cryopreservation is a safe method allowing successful clinical use even after

long-term storage.
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