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Seznam pouzitych zkratek

ACAID imunitni odchylka souvisejici s pfedni komorou
(Anterior Chamber Asociated Immune Deviation)

ALK predni lamelarni keratoplastika (Anterior Lamellar Keratoplasty)
CCT centralni tloust’ka rohovky (Central Corneal Thickness)
DALK hluboké predni lamelarni keratoplastika

(Deep Anterior Lamellar Keratoplasty)

DM(A)EK  (automatizovana) endotelialni keratoplastika Descemetovy membrany

DS(A)EK Descemetova stripovaci (automatizovana) endotelialni keratoplastika

EBAA Asociace americkych o¢nich bank (Eye Bank Association of America)
ECD denzita endotelovych bunék (Endothelial Cell Density)

EEBA Evropska asociace ocnich bank (European Eye Bank Association)
FNKV Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady

GAEBA Globalni aliance asociaci ocnich bank

(The Global Alliance of Eye Bank Association)

HLA hlavni histokompatibilni komplex (Human Leucocyte Antigen)
LASIK laser in situ keratomileusis

LK lamelarni keratoplastika

NOT nitrooc¢ni tlak

OCT opticka koheren¢ni tomografie (Optical Coherence Tomography)
OTB Oc¢ni tkanova banka

PK perforujici keratoplastika

PLK zadni lamelarni keratoplastika (Posterior Lamellar Keratoplasty)
PRK fotorefrak¢ni keratektomie (Photorefractive Keratectomy)

RGP pevné plynopropustné kontaktni ¢ocky (Rigid Gas Permeable)
SALK povrchova predni lamelarni keratoplastika

(Superficial Anterior Lamellar Keratoplasty)

SUKL Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv
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Uvod

Oc¢ni tkanové banky jsou velmi dulezitym transplantaénim zdrojem v
oftalmologii. Vyznamnym zptsobem se podileji na pripravé darcovskych tkani, které
pak slouzi zejména k transplantacnim tucelim. Oc¢ni banky obstaravaji prevazné
kadaverozni rohovky, jelikoz keratoplastika patii k nej¢astéjSim oCnim transplantacim.
Dalsi darovanou o¢ni tkani maze byt také skléra, nicméné nékteré Oc¢ni tkanové banky
mohou ziskat i amniovou membranu, ktera se diky svym vlastnostem uplatiiuje nejenom
v oftalmologii, ale i v mnoha dalSich lékarskych oborech. Hlavnim motivem pro
zpracovani této prace je nedostateCné mnozstvi informaci o téchto specializovanych

tkanovych bankach.

Uvodni &ast prace se zabyva hlavni ¢innosti Ocnich tkafiovych bank, jejich
strukturou, historickym vyvojem a legislativnimi normami. StéZejni cast pak
chronologicky popisuje proces zpracovani darcovskych tkani podle Iékarskych a
technickych standardd, kterymi se fidi predevSim evropské zemé. Vzhledem
k pfevladajicimu z4jmu o keratoplastiku je v posledni ¢asti stru€né charakterizovana, a
to vCetné jeji klasifikace dle rohovkovych §té€pt. Vznik astigmatismu a pooperacni
komplikace mohou souviset s kvalitou pfipravované tkané jak u darce, tak u piijemce.
Proto jsou popsany moznosti, jak t€émto komplikacim v rizném obdobi predchazet Ci

korigovat jiz vzniklou postkeratoplastickou refrakéni vadu.

Cilem bakalarské prace je shrnout vyznamnou roli Oc¢nich tkanovych bank a
priblizit jejich pomérné narocny darcovsky a tkanovy systém, ktery je regulovan
zavedenymi normami. V globalnim méfitku je pak zkoumana dostupnost darcovskych
rohovek a pozornost je vénovana i nove se rozvijejicim technikam a technologiim, které
podstatnym zpusobem zvySuji kvalitu pfipravované tkané, a tedy zaruCuji i mnohem

lepsi transplantaéni vysledky.



1 Oc¢ni tkanové banky
Oc¢ni tkanova banka (OTB) je specializované zdravotnické zafizeni, které
zajistuje predevsim rohovkovou tkan. Jedna se o neziskovou nevladni organizaci, jejiz
ptisobeni podporuje zejména Ministerstvo zdravotnictvi CR. Kromé tkafiového zafizeni
se na ¢innosti podili i odbérové zafizeni a diagnosticka laboratof. K hlavnim funkcim
OTB patii ,,opatfovani, zpracovani, skladovani a distribuce [1] darcovské tkané
piislugnému transplantaénimu centru. Cinnost OTB funguje dle stanovenych standardd

a jejich konani musi byt v souladu s legislativou (viz kapitola 1.3). [1, 2, 3]

Béhem celého procesu je dulezitou soucasti vedeni darcovské a tkariové
dokumentace, na jejimz zakladé je pak posouzena vhodnost k darcovstvi. Rovnéz pak
tento zaznam slozi i k predoperacni pripravé a kontrole tkani. Kvalitné pfipravenou tkan
obstarava dostateCné kvalifikovany personal, ktery se sklada z o¢nich chirurgl a
certifikovanych odbornych pracovnikd tzv. Eye Bank Technicians. Pii kooperaci s
oftalmologickym pracovistém je nezbytnd efektivni komunikace, ktera je
zprostifedkovana povérenymi korespondenty. Kazda OTB ma v Cele také svého garanta,
kterym je 1ékarsky tfeditel. Garant nese odpovédnost za vykonanou ¢innost oc¢ni banky,
jejiz kvalita zavisi jak na vysoce kvalifikovaném personalu, tak na nalezité vybaveném
pracovisti. Zde se dodrzuji piisné aseptické podminky, z divodu mozného rizika
kontaminace. Vysoka kvalita pracovniho prostiedi je proto zaji§téna skiini s laminarnim

proudénim vzduchu, v jejimz prostoru probiha manipulace s tkani. [3, 4, 5, 6]

Distribuce darcovskych tkani je klicova. K exportu jsou schvaleny pouze tkané,
které spliiuji velmi striktni kritéria a beéhem prepravy musi byt dodrzeny transportni
zasady stanovené OTB. Vzhledem k disbalanci mezi poptavkou a dostupnosti rohovek
byly zavedeny pravidla, kterymi se distribuce fidi a lze ji klasifikovat na mistni,
regionalni ¢i (mezi)narodni uroven. S cilem zajistit spravedlivou distribuci se piihlizi na
l1ékatské a socialni aspekty. Z lékatského hlediska se posuzuje indikace, naléhavost
zakroku a riziko netspéchu. Socialni aspekty hodnoti dobu stravenou na cekaci listing,

s cilem vytvorit rovhomérnou dostupnost tkani na regionalni ¢i narodni urovni. [4]



1.1 Vyvoj ocniho tkanového bankovnictvi

Oc¢ni bankovnictvi se spolecné s keratoplastikou neustile rozviji. Vyvoj
keratoplastiky byl v§ak v minulosti vyrazné zpomalen neznalosti chirurgickych technik,
imunologie a anesteziologie. Oftalmology inspirovaly pfedevsim experimentalni pokusy
na zvifatech, na kterych zkouseli rizné transplanta¢ni techniky, coz nasledné vedlo k
pochopeni zakladnich transplantacnich principti. Vyznamnym némeckym oftalmologem
byl profesor Arthur von Hippel, ktery provedl fadu transplantaci na zvifecich
rohovkach, ale predev§im v roce 1888 vynalezl prvni mechanicky trepan (obr. 1), ktery

zahajil novou a uspésnou techniku keratoplastiky. [7, 8, 9]

T y———"

Obr. 1 — Von Hippeliv trepan s klicem a ¢epeli o rtizné velikosti [9]

Prvni uspéSnou perforujici keratoplastiku u clovéka provedl v Olomouci
rakousky oftalmolog Eduard Konrad Zirm vroce 1905. Zirm pouzil darcovskou
rohovku od 11letého chlapce, ze které von Hippelovym trepanem vytnul dva rohovkové
St€épy o pruméru 5 mm, které byly pouzity pro transplantaci u 45letého muze.
Darcovsky Sté€p z periferie na pravém oku zpusobil komplikace, a proto musel byt
odstranén, zatimco S$tép ziskany z centralni ¢asti rohovky na levém oku byl pfijat a
zustal Ciry po zbytek zivota. Po prvni uspésné provedené keratoplastice byla pozornost
vénovana zejména novym transplantacnim technikam, kdyz nékolik o€nich chirurgt
vyznamnym zpusobem piispélo k rozvoji keratoplastiky, a posléze se zacala formovat

také myslenka prvnich OTB. [7, 10]



Prakopnikem o¢niho bankovnictvi se stal rusky ocni chirurg Vladimir Petrovié¢
Filatov, ktery v roce 1931 provedl jako prvni transplantaci pomoci kadaverdzni
rohovky. Béhem dvou svétovych valek velmi Casto dochédzelo k oénimu zranéni a
vzniku infekce, proto se zijem o keratoplastiku zvysil. Impulzem pro Filatova byl
dostatek potencialnich kadaverdznich darct z vale¢ného obdobi, zacal se tedy zabyvat

skladovanim o¢nich bulbt a pozdéji definoval i prvni skladovaci postupy. [8, 11, 12]

Filatovu myslenku nasledné rozvinul americky chirurg Richard Townley
Paton. Ve mésté New York v roce 1944 zalozil prvni O¢ni banku pro obnovu zraku —
the Eye Bank for Sight Restoration. Na zalozeni prvni OTB se také podileli ¢lenové
Lions” Clubu a kolegové z O¢ni a usni nemocnice. V prvnich péti letech existence Oc¢ni
banky pro obnovu zraku bylo ofnim chirurgim poskytnuto pfes 1200 rohovkovych
§tépu. Ve 40. letech 20. stoleti se zlepsila Gspésnost keratoplastiky diky zvysSenému
poctu o¢nich chirurgt, ale také dostupnosti antibiotik a pozdéji i kortikosteroidu. [7, 8,

13]

Vroce 1948 byly zalozeny prvni evropské OTB ve Francii, konkrétné ve
meéstech Pafiz a Besangon. ZvySujici pocet OTB vedl k rozvoji novych skladovacich
metod a zpusobll pfipravy rohovky. Na oftalmologickych pracovistich vznikla fada
OTB bez regulacnich zasad a postupt, proto v USA roku 1961 byla zfizena Asociace
americkych ocnich tkafovych bank (EBAA), kterda v roce 1980 definuje 1ékatské
standardy, koordinuje Cinnost OTB a sjednocuje legislativni pozadavky. S rostouci
variabilitou metod v ocnim bankovnictvi souvisi i zalozeni Evropské asociace ocnich
bank (EEBA) na prvnim vyroénim zasedani v danském Arhusu v roce 1989. Clenské
zemé& EEBA spolu uzce spolupracuji, sdili své zkuSenosti a transplantani problematiku.

(3,4, 14]

1.2 Mezinarodni asociace ocnich bank
Globalni aliance asociaci o¢nich bank (GAEBA) byla zalozena v roce 2014 Sesti
zakladajicimi organizacemi, které sidli v Evrop€, Severni a Jizni Americe, Asii, Indii a
Australii. Asociace celosvétoveé rozviji a podporuje ocni bankovnictvi prostiednictvim
komplexniho darcovského registru, poradenské CcCinnosti, propagace a sdilenim

ovétenych technik a postupu. [15]



EBAA patii k nejstar§im samostatnym organizacim o€niho bankovnictvi. Podle
globalniho vyzkumu [16] se ve Spojenych statech americkych provede ro¢né nejvétsi
pocet rohovkovych transplantaci na svéte, a zaroven se také exportuje velké mnozstvi
darcovskych rohovek. Vysokou miru distribuce, kromé USA, vykazuje také ostrovni
stat Sri Lanka. Béhem vyzkumu bylo sledovano i zastoupeni jednotlivych OTB napfic
staty. Nejvice oCnich bank na svété vlastni Indie, po které nasleduji Spojené staty

americké a Cina, jejichz pocet je ve srovnani s Indii pfiblizné€ o tfetinu nizsi. [3]

V Evropé a vyjimeéné i v nékterych mimoevropskych zemich je ¢innost OTB
koordinovana a podporovana EEBA. Ke vzniku védecko-technické organizace vedla
tendence spolupracovat s Clenskymi o¢nimi bankami. Dulezitym faktorem uspésnosti
organizace je zpétna vazba mezi jednotlivymi OTB. Proto asociace podporuje sbér
vyslednych dat, za uCelem ovéreni G¢innosti stanovenych standardi. Ve snaze zachovat
bezpecnou a kvalitni tkan, byly definovany EEBA 1ékarské a technické standardy (viz
kapitola 2). Lékarské standardy vymezuji kritéria a kontraindikace darcovstvi, zatimco
technické standardy definuji odbér, zpracovani, skladovani a hodnoceni darcovskych
tkani. Ostatni mezinarodni organizace si stanovily své vlastni standardy, které se od

evropskych standarda vice ¢i méné lisi. [4, 17]

EEBA je tvotena 93 evropskymi o¢nimi bankami, které jsou umistény pfiblizné
ve 24 evropskych zemich (obr. 2). Némecko vykazuje nejvétsi pocet OTB v Evropé,
avSak knejvétsim evropskym distributorim patii Italie. Globalni vyzkum [16]
zaznamenal nedostatek darcovskych rohovek v ¢astech Severni, Vychodni a
Jihovychodni Evropy (Lotysko, Litva, Ukrajina, Moldavsko, Rumunsko a Recko).
V Ceské republice aktualné pasobi celkem tii OTB. Prvni specializovand o¢ni banka
byla zalozena roku 1991 ve Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady (FNKV) v Praze.
Podle vyrocni zpravy [18] OTB ve FNKV v roce 2020 zpracovala celkem 249 o¢nich
tkani a 44 kusi amniové membrany, pfiCemz v prubéhu roku bylo na FNKV
k transplantaci pouzito celkem 351 oc€nich tkani a 50 amniovych membran. Dalsi OTB
pusobi v Brné€ a nejnovéjsim specializovanym zafizenim je O¢ni tkanova banka Praha

Vinohrady. [14]
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Prehled o¢nich tkanovych bank v Evropé
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Obr. 2 — Prehled evropskych o¢nich tkanovych bank v EEBA (upraveno) [14]

1.3 Legislativni normy
OTB se tidi nejenom standardy odbornych mezinarodnich spolecnosti, ale také
musi respektovat legislativu a spliiovat podminky tkafiového zafizeni. Cinnost OTB je
pod dohledem Statniho ustavu pro kontrolu 1é&iv (SUKL), ktery je povéien
Ministerstvem zdravotnictvi CR. SUKL zajistuje pravidelné inspekce diagnostickych
laboratofi, tkafiového a odbérového zafizeni, vydava akreditace a kontroluje mozné

nezadouci odezvy. [1, 12]

Soucasna legislativa zajiStuje ochranu prav darce a bezpecny odbér tkané.
Globaln& existuji dva systémy darcovského souhlasu. V Ceské republice je posmrtny
odbér o¢ni tkané zalozen na predpokladaném souhlasu ,zakon ¢. 285/2002 Sb., o
darovani, odbérech a transplantacich tkani a organii a o zméné nékterych zakonu
(transplantac¢ni  zakon)“. [19] Pokud darce zjakéhokoliv divodu nesouhlasi
s poskytnutim ocni tkané, musi se registrovat do databaze osob nesouhlasicich

s posmrtnym odbérem tkané ,vyhlaska €. 434/2004 Sb., o podrobnostech rozsahu a
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obsahu povinné uvadénych dat do Narodniho registru osob nesouhlasicich s posmrtnym
odbérem tkani a organa“. [20] Druhy darcovsky systém je zaloZen na predpokladaném
nesouhlasu, kdy se darce mize dobrovolné zaregistrovat do registru darci. Odbér tkané
pro vyzkumné ¢i vzdélavaci ucely musi byt pisemné odsouhlasen darcem béhem zivota

nebo je piipadné podan souhlas pozustalych. [12, 21]

Kvili zvySenému zajmu o zajisténi bezpecné tkané€ vstoupily do platnosti
smérnice Evropského parlamentu a Rady, tykajici se bezpecnosti tkanovych
transplantatd. Smeérnice Evropského parlamentu a Rady 2004/23/ES, Smérmice Komise
2006/17/ES, 2006/86/ES jsou shrnuty v Ceské smémici ,,vyhlaska &. 422/2008 Sb., o
stanoveni bliz§ich pozadavka pro zajisténi jakosti a bezpeCnosti lidskych tkani a bunek
urCenych k pouziti u Clovéka“. [22] Mezi dalsi dualezité legislativni dokumenty patii
,Zakon €. 296/2008 Sb., o zajisténi jakosti a bezpecnosti lidskych tkani a bunék
urcenych k pouziti u ¢lovéka a o zmén¢ souvisejicich zakont (zakon o lidskych tkanich

a burikach)“. [19]

Pro tkanové banky jako zdravotnické zafizeni také plati ,,zakon ¢. 372/2011 Sb.,
o zdravotnickych sluzbach a podminkach jejich poskytovani (zakon o zdravotnich
sluzbach)“. [19] Kazdy material, ktery je v kontaktu s pfipravovanou tkani se znaci CE
podle smémice o zdravotnickych prostiedcich 93/42/EHS*. [23] S pfijetim
transplantaniho zakona se zpfisnila kritéria tkanového zafizeni, a OTB tak neustale

musi dodrzovat nove vzniklé narodni ¢i mezinarodnim legislativni normy. [21]
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2 Klasifikace darcovskych tkani a jejich zpracovani

Rohovka patii k nejCastéji transplantovanym o¢nim tkénim, proto je pfiprava
rohovkovych §tépti v OTB prevladajici. V mensi mife pak muze byt ocnimi bankami

zpracovana skléra ¢i amniova membrana. [18]

2.1 Rohovka

Rohovka, jako vyklenutd zevni ¢ast ocniho bulbu, je pokryta slznym filmem,
ktery pii spravné funkci zajistuje jeji leskly a hladky povrch. Idealné prihlednou a
zakiivenou rohovkou prochézi svételné paprsky, které se ve vnitini ¢asti oka lamou a
dopadaji na sitnici, kde je vytvoren skuteCny, zmenSeny a pifevraceny obraz.
Rohovkova tkan se sklada celkem z péti vrstev — epitel, Bowmanova membrana,

stroma, Descemetova membrana a endotel. [24, 25]

2.1.1 Indikace k transplantaci
Velmi Castou pfiCinou keratoplastiky je obnova pruhlednosti rohovky a jejiho
zakiiveni, scilem navratit zrakovou funkci oka. Kazda rohovkova vrstva plni

specifickou funkci a pfi naruseni jedné z vrstev dochazi k patologickym zménam. [26]

Endotelialni onemocnéni rohovky patfi k velmi Castym indikacim. Endotelova
vrstva nema regeneraCni schopnost, a proto s rostoucim vékem pocet endotelialnich
bunék ubyva. K Castym pii¢indm keratoplastiky patii endotelové dystrofie rohovky,
které zpusobuji edém a vznika tzv. Fuchsova endotelialni dystrofie. Ztrata
endotelialnich bunék muze byt zpisobena i patologickymi vyrastky Descemetovy
membrany, a dochazi tak k zadni polymorfni dystrofii. K dalsim endotelovym
porucham patii pseudofakicka nebo afakicka buldzni keratopatie a iridokornealni

endotelialni syndrom.

Tloustka rohovky je pfiblizné z90 % tvofena vrstvou stromatu, jehoz
anatomické a biochemické vlastnosti udrzuji staly tvar a transparentnost rohovky.
Pokud je naruSena fyziologicka hydratace stromatu, dochazi k jeho ztenceni, a vytvari
se tak abnormalni tvar rohovky. K degenerativhimu onemocnéni stromatu patii
keratokonus, pellucidni marginalni degenerace a keratoglobus (obr. 3a, 3b, 3c).
V pocatecni fazi lze nejlépe rohovkové ektazie korigovat pevnymi kontaktnimi

CoCkami, nicméné pii progresi nepravidelného astigmatismu, mize byt feSenim
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keratoplastika. K dal§im chirurgicky feSenym patologiim patii stromalni dystrofie

rohovky nebo stromalni zakal zpiisobeny degenerativnimi zménami ¢i zanétem.

Obr. 3 — Typy ektatickych rohovkovych degeneraci:

(A) keratokonus, (B) pellucidni marginalni degenerace, (C) keratoglobus (upraveno)

[24]

Epitel, jako nejsvrchné§i vrstva rohovky, chrani vnéjsi povrch oka pred
mechanickym poSkozenim a projevuje se vysoce regeneracni schopnosti. Povrch epitelu
muze byt naruSen erozi, edémem, virovou keratitidou nebo epitelialni dystrofii. Jizveni
pfi infekci, po chemickém poranéni, €i jizvy traumatické a chirurgické mohou byt
indikovany ke keratoplastice. Provedena miZe byt i retransplantace rohovky po

neuspésné transplantaci z divodu imunitni rejekce nebo selhani §tépu. [12, 24, 27, 28]

2.1.2 Vybér darce a odbér tkané

Pfi vybéru potencionalniho darce musi byt dodrzeny Iékarské standardy. Nejprve
je provedena totoznost a kontrola databaze osob nesouhlasicich s posmrtnym odbérem
tkané (viz kapitola 1.3). Pokud neni darce v uvedené databazi nalezen, nasleduje
analyza lékarskych dokumentd, kde jsou potiebné informace slouzici k posouzeni
darcovstvi. Zejména se jedna o vék darce, celkova a oni onemocnéni. Vékova hranice
darct se mezi jednotlivymi OTB lisi, preferovani jsou vSak mladsi darci, u kterych se

nepredpoklada vyskyt degenerativnich zmeén ¢i patologii. Darcovsky veék miize byt
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povazovan za kriticky, jelikoz u vyssiho véku je pozorovana ztrata endotelialnich bunék

vvvvvv

Sledovany je také Cas umrti darce z divodu odbéru krve pro sérologické a
virologické vySetteni, které musi byt provedeno do 24 hodin od smrti darce. Podle
zakona je nutné ziskany vzorek krve vysetfit akreditovanou laboratofi na pfitomnost
AIDS, syfilis, hepatitidy B, hepatitidy C, kdy pozitivni vysledek znamena vyfazeni
transplantatu z procesu darcovstvi. Ceska republika, jako jediny stat na svété, provadi
od roku 2007 povinné vySetieni mozkové tkané kazdého zemielého darce, kvili

vylouceni pfitomnosti patogennich priont. [12, 22]

Kontraindikaci k darcovstvi je onemocnéni, které lze pifenést z darce na
piijemce. Jedna se o virové a prionové infekce zpusobujici neurologicka onemocnéni,
kam patii vzteklina, spongiformni encefalitida (Creutzfeldt-Jakobova choroba), virova
encefalitida, onemocnéni CNS (napf. roztrouSena sklerdza, Alzheimerova choroba) a
Reyetiv syndrom. Dalsi sledovanou oblasti jsou o¢ni onemocnéni a jiz dfive
absolvovana o¢ni chirurgie. Pfitomnost malignich nadord v pfednim segmentu oka,

retinoblastom a nitrooc¢ni ¢i predné€ segmentové operace jsou kontraindikacni. [3, 31]

Po dukladném vybéru darce nasleduje odbér rohovkové tkané, ktery se provadi
standardné dvéma zpusoby — po enukleaci o¢niho bulbu, anebo rovnou excizi
korneoskleralniho terce. Odbér darcovské tkané pii chlazeni téla je proveden co nejdiive
po smrti darce, nejlépe do 24 hodin. Podle studii [32, 33] u rohovek ziskanych excizi in
vitro z enukleovanych bulbu je nizsi riziko kontaminace a vétsi hustota endotelovych

bunék nez u rohovek, které byly ziskany excizi in situ.

Enukleaci ocni chirurg odstrafiuje celou o¢ni kouli, ta je pak transportovana do
tkanového zafizeni ve sterilni transportni lahvicce pii teploté +2 °C az +8 °C. Ziskany
bulbus v OTB je nejprve ponofen do 5% roztoku polyvinylpyrolidon jodu kvuli
dekontaminaci, a poté se oplachne sterilnim fyziologickym roztokem. Po dekontaminaci
je o¢ni bulbus pfipraven na in vitro excizi korneoskleralniho tere ¢i na pfipravu

skleralniho stépu. (viz kapitola 2.2). [12, 34]

Pti excizi korneoskleralniho tere se pomoci trepanu vytvoti fezna linie piiblizné
4 cm za limbem, a odbér tkané je pak dokonCen zahnutymi nizkami. Primérna velikost
rohovky u dospélého cloveka dosahuje 11,5 mm, zatimco ziskany pramér

korneosleralniho terCe (obr. 4) se pohybuje v rozmezi 12 — 18 mm v z4avislosti na typu
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keratoplastiky (viz kapitola 3. 2). Okraj ziskané tkané je tvofen sklérou pro lepsi
manipulaci pii zpracovani. Béhem chirurgického zakroku je pak ziskana finalni velikost

rohovkového §tépu, ktera by mela identicky odpovidat ptijemci. [12, 24, 27, 30]

Obr. 4 — Korneoskleralni terc po excizi [30]

2.1.3 Metody skladovani a konzervace
Cilem konzervace je zachovat puvodni stav rohovky az do jeji transplantace.
Soucasné dostupna média maji schopnost udrzet vitalitu endotelialnich bunék, které
jsou rozhodujicim parametrem transplantace. Po enukleaci se cely bulbus skladuje a
expeduje bez média ve vlhké komote — sterilni lahvi¢ka s gdzou navlhCenou sterilnim
roztokem. Skladovani ve vlhké komofte probiha pfi teploté kolem +4 °C po dobu az 48
hodin (obr. 5a). Korneoskleralni ter¢ je s horni orientaci endotelu umistén v pozorovaci

komore s konzervacnim médiem. (obr. 5b, 5¢). [35, 36, 37]
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Obr. 5 — Moznosti skladovani rohovkovych tkani:

(A) o¢ni bulbus po enukleaci ve vlhké komote, (B) a (C) korneoskleralni $tép

v pozorovaci komote (upraveno) [36]

Rozlisujeme dvé zakladni konzervacni techniky podle zpusobu odbéru tkan€,
které se lisi technickymi aspekty, dobou skladovani a moznostmi hodnoceni tkané.
Metoda tkariové kultury je pouzita po excizi korneoskleralniho terce z enukleovanych
o€l in vitro. Jedna se o pomérné komplikovanou, ¢asové i finanéné€ naro¢nou techniku,
preferovanou hlavné v Evropé. Vyhodou je predevSim moznost dlouhodobého
skladovani po dobu 28 az 35 dni. Rohovky se uchovavaji v tkanovém kultivaénim
médiu a jsou skladovany pii teplot¢ +30 °C az +37 °C. Konzervacni médium se
pravidelné vymeénuje pro zajiSténi dostateného mnozstvi zivin, a kvuli moznému
hromadéni zplodin. Béhem konzervace je rohovka hydratovana, zvétSuje se jeji
tloustka, a proto se pred transplantaci na 2 — 5 dni uklada do dehydratacniho média. To
obsahuje osmoticky aktivni latku (nejCastéji dextran), ktera vlivem dehydratace ztenci
rohovku na puvodni tloustku. Po dehydrataci mtze byt rohovka hodnocena svételnou

mikroskopii (viz kapitola 2.1.4.1). [12, 36-38]

Technika hypotermického skladovani se wuplatfiuje piedev§im po excizi
korneoskleralniho terCe z o¢i darce in situ. Tato metoda oproti tkariové kultivaci je
technicky jednoduchd, finanén€ méné narond a manipulace s tkani je minimalni.
Kazdy konzervacni roztok obsahuje dilezité informace ohledné teploty, maximalni

doby skladovani a exspirace média. Skladovaci pozadavky se mohou mezi jednotlivymi
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vyrobci lisit. V soucasné dobé k nejrozsitenéj§im skladovacim médiim patii Optisol-GS
(USA) a Eusol-C, ktery je jedinym schvalenym hypotermickym roztokem v Ceské
republice od roku 2006. Eusol-C se skladuje v lednici pfi teploté¢ +2 °C az +8 °C, po
dobu maximalné 14 dni. Nizka skladovaci teplota omezuje metabolickou aktivitu
endotelialnich buneék a spolecné s antibiotiky brani ristu bakterii. V hypotermickém
médiu jsou pfitomny osmoticky aktivni latky, které zadrzuji v tkani vodu, a udrzuji tak
stabilni tloustku rohovky. Kvalita tkané je pak hodnocena zrcadlovou mikroskopii (viz

kapitola 2.1.4.1). [12, 30, 36, 39, 40]

2.1.4 Hodnoceni kvality tkané
Pfi hodnoceni se striktné¢ posuzuje kvalita rohovky, a tedy i jeji vhodnost
k transplantaci. Kontrola zahrnuje makroskopické vysetfeni, biomikroskopické
vySetfeni na §térbinové lampé a mikroskopické vySetreni, které lze provést zrcadlovou

(spekularni) nebo svételnou mikroskopii (viz kapitola 2.1.4.1). [12]

Pii makroskopické kontrole bulbu se vizualné kontroluje prahlednost rohovky,
barva spojivky a skléry, integrita epitelu, pfitomnost cizich pfedméti, znamky patologie
a nepravidelnosti rohovky bez pouziti optickych aparati. Kromé hodnoceni o¢ni tkané
je nutna i makroskopicka kontrola barvy a Cistoty skladovaciho média. Odchylka pH je
zaznamenana indikatorem, ktery je soucasti média a projevuje se zménou zbarveni. [12,

34, 40]

Biomikroskopické vySetieni §térbinovou lampou se provadi brzy po enukleaci,
kdy je cely bulbus fixovan v drzdku (obr. 6a), zatimco korneoskleralni ter¢ je
kontrolovan v pozorovaci komote za hypotermickych podminek (obr. 6b). Sterbinovou
lampou jsou kvalitativné vyhodnoceny vSechny vrstvy rohovky za pouziti rtiznych
osvétlovacich technik a odliSného zvétSeni. Mezi nejCastéji pouzivané techniky patfi
zrcadlovy reflex, skleralni rozptyl a retroiluminace. VySetfovanim se hodnoti stav
predni komory (obtizné u korneoskleralniho terce), epitelialni defekty, rohovkové jizvy
¢i edémy, abnormalni tvar rohovky, znamky refrakéni chirurgie, operace Sedého zakalu

a vyskyt nadort ¢i metastaz. [34, 36, 41]
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Obr. 6 — Hodnoceni rohovky pomoci §térbinové lampy:

(A) enukleovany o¢ni bulbus, (B) korneoskleralni §tép v pozorovaci komote

s hypotermickym médiem (upraveno) [36]

Kontrolovana je i tloustka rohovky pomoci pachymetru, ktery mize byt soucasti
rohovkového mikroskopu. Vzdalenost mezi ostrym obrazem epitelu a endotelu je
vyhodnocena podle rozsahu posunu mikroskopického stolku. Primérna centralni
tloustka rohovky (CCT) dosahuje 560 um a smérem do periferie se tloustka zvétSuje az
na 1000 pum. Vzhledem k neustalému vyvoji lamelarnich technik jsou vyzadovany
velmi vysoké naroky na presné méteni darcovskych rohovek, proto OTB pii klasifikaci
vyuzivaji bezkontaktni optickou koherentni tomografii (OCT). Metoda OCT nabizi
vysoké prostorové rozliseni, diky kterému jsou meéteny a hodnoceny jednotlivé vrstvy
rohovky. Pomoci OCT lze pozorovat morfologické zmeény, ale také mohou byt
zaznamenany znamky laserové refrakcni chirurgie, které se u darci velmi obtizné

identifikuji. [27, 42-44]

2.1.4.1 Rohovkova mikroskopie
Pomoci zrcadlové nebo svételné mikroskopie se vySetfuje endotel, ktery je
vyznamnym ukazatelem kvality tkané, jelikoz aktivné plni metabolickou funkci
rohovky. Endotelova pumpa reguluje prichod komorové vody, a zaroven odCerpava
z ptedni komory tekutinu s odpadnimi latkami, tim je zaji§téna hydratace, vyziva a také

pruhlednost rohovky. [12, 25]

19



Zrcadlovy mikroskop funguje na principu zrcadlového odrazu svétla od endotelu
rohovky, kdy je uhel dopadu roven uhlu odrazu. VétSina svétla rohovkovou tkani
projde, zatimco endotelialni buriky maji vétsi index lomu nez komorova voda, a tak se
svételny paprsek odrazi zpét do objektivu. Poté se vytvoii pozadovany obraz
endotelialnich buné€k, ktery je sniman a fotografovan digitdlni kamerou. Vytvoreny
digitalni obraz (obr. 7) je pak analyzovan manualné¢ nebo specialnim softwarovym
programem. Tato bezkontaktni neinvazivni metoda chrani tkan pfed moznou
kontaminaci. Nevyhodou zrcadlové mikroskopie je pomérné omezené zorné pole pii
zobrazeni, kdy je zachycena pouze mala Cast endotelu, proto se velmi obtizné detekuji

mrtvé endotelialni buniky zvlasté v periferii. [12, 34, 36, 45, 46]
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Obr. 7 — Digitalni obraz zrcadlové mikroskopie s vysokou hustotou

endotelialnich bunék (upraveno) [12]

Evropské OTB hodnoti kvalitu tkané prevazné svételnou mikroskopii.
Déarcovska rohovka je umisténa pod mikroskopem v Petriho misce, kde je orientovana
epitelovou stranou dolti. Béhem hodnoceni musi byt endotel neustale vlhky, jelikoz pfi
oschnuti dochédzi k odumirani endotelialnich bunék. Stejné jako u zrcadlového
mikroskopu je i svételny mikroskop vybaven digitalni kamerou, kterd je pfipojena
k analytickému softwaru. Analyza svételnym mikroskopem probiha vétSinou
dvoufazove, nejprve je rohovka hodnocena pied vlozenim do konzervacniho média, a

poté je kontrolovana béhem skladovani. [12, 36]
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Povinnosti je pouzit alesponn jednu mikroskopickou metodu, ze které jsou
ziskany kvantitativni 1 kvalitativni parametry endotelu. Ke sledovanym nezadoucim
morfologickym odchylkam patfi polymegatismus a pleomorfismus (obr. 8). Zdravy
jednovrstevny endotel obsahuje 70 % az 80 % hexagonalnich bun¢k, darcovské rohovky
pfitom musi spliiovat minimalné 50 % téchto bunék. Odchylka od hexagonality se
nazyva pleomorfismus, zatimco polymegatismus se vyznacuje rozdilnou velikosti

endotelialnich bunék. [12, 24, 34]

Obr. 8 — Pleomorfismus s polymegatismem [46]

Hustota endotelialnich bunék (ECD) je rozhodujicim parametrem pro pieziti a
funkcnost transplantatu. Praimérna ECD u dospélého Cloveéka se pohybuje v rozmezi
2500 — 3 000 bunék/mm?’. Pro transplantatni ugely musi ECD spliiovat minimalng&
2000 bunék/mm? ackoliv pro endotelialni keratoplastiku jsou vyzadovany vyssi
hodnoty kolem 2 300 — 2 500 bundk/mm® ECD lze hodnotit pomoci obou
mikroskopickych technik, kdy se nejprve analyzuje centralni Cast s nejnizsi hustotou
bunék endotelu a postupuje se smérem do periferie, kde se denzita bun¢k naopak

zvysuje. [47-49]

Dal§im sledovanym parametrem je hustota ¢i procento devitalizovanych
endotelialnich bunék prostfednictvi trypanové modfi s nizkou koncentraci. Endotel
s vice neZ 5 % mrtvych bun&k je pro transplantaci nevhodny. Ubytek endotelialnich

bunék je zpusoben jak starnutim, hypoxii, mechanickou zatézi, metabolickymi
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zménami, tak vitalitu ovliviiuje také odbér, skladovani a zpisob manipulace béhem

zpracovani rohovkové tkané. [36]

U mikroskopického vySetfeni je pozorovan nejenom endotel, ale také stroma a
epitel rohovky. Stroma rohovky musi byt bez pfitomnosti stromalnich zakala, depozit ¢i
morfologickych patologii. U epitelu rohovky je kontrolovana integrita, sleduje se

ptipadny vyskyt erozi, cizich télisek a vaskularizace. [12, 34]

2.2 Skléra

Skléra spolecné s rohovkou tvori vn€jsi obal o¢niho bulbu v poméru 4:1. Bila,
nepruhledna a avaskularni tkan je v predni Casti oka kryta bulbarni spojivkou. V oblasti
limbu se nachéazi pfechod mezi rohovkou a sklérou. U emetropického oka dosahuje
prumérna velikost skléry 24 mm. Celkova tloustka skléry se v riznych oblastech lisi.
Nejsilngjsi Cast se vyskytuje na zadnim polu oka kolem 1,0 — 1,35 mm, zatimco nejtenci
cast skléry o tloustce 0,3 mm je pod upony piimych ocnich svald. Skléra pomoci
vlaknitého kolagenu zajiStuje hlavné mechanickou ochranu nitroocnich struktur.
Pevnost a flexibilita udrzuje tvar i napéti oniho bulbu a diky témto vlastnostem se
s tkani béhem transplantace velmi dobfe manipuluje. Pfirozené zakfiveni skleralni tkané

zaruCuje plynulé splynuti darcovského Stépu s tkani piijemce. [24, 27, 50, 51]

Skleralni tkan se v o¢ni chirurgii Siroce uplatiiuje. Techniky autologni a alogenni
transplantace se pouzivaji k 1écbé ocnich onemocnéni, které naruSuji stabilitu oka.
Aktualné k nejcastéjsim indikacim patii drenazni operace glaukomu, u které je pouzit
drendzni implantat pokryty skleralnim St€pem. Déle se skléra uplatiiuje u operaci o¢nich
viedi a nadori. Transplantace skléry je také provadéna u patologii, které jsou
zpusobeny ubytkem skleralni tkané. Pfi ztenceni a vyklenuti tkan€ vznika abnormalni
tvar bulbu, jako je stafylom ¢i ektazie. Vznik stafylomu na zadnim polu oka je typicky
zvlasté u vysoké a progresivni formy myopie. Pfi odchlipeni sitnice je nékdy nutné
behem operace provést také opravu a podporu degenerované skléry pomoci darcovské
tkaneé. U pfiijemct orbitalniho implantatu po enukleaci se tyto transplantaty potahuji
skleralnim §t&pem, z dGvodu sniZeni rizika odmitnuti. Ubytek a perforace skléry je

potieba urgentné fesit, kvili moznému vzniku infekce ¢i prolapsu bulbu. [4, 27, 51, 52]

Skleralni tkan je odebrana z enukleovaného bulbu po excizi korneoskleralniho

terCe (viz kapitola 2.1.2). Z vn¢jsi Casti skléry jsou odstranény zbytky oCnich svali a
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spojivky pomoci chirurgickych niazek. Po odstranéni vnéjsich pridatnych organt oka
nasleduje vyjmuti vnitiniho obsahu — duhovka, Cocka, sklivec, cévnatka a sitnice.
Vyprazdnéna skléra je pak vyciSténa sterilnim vatovym tamponem a fyziologickym
roztokem. Pokud neni vyzadovéana k chirurgickému zakroku cela skleralni tkan, ale

pouze jeji Cast, rozdéli se darcovska skléra na pozadovany pocet Casti (obr. 9).

Obr. 9 — Skleralni stép [53]

Vyhodou skladovani skleralni tkan€, na rozdil od rohovky, je jednoduchost a
moznost dlouhodobé konzervace. Existuji razné zpusoby skladovani skleralnich §tépu.
Prvni metodou je skladovani transplantatu v hypotermickém roztoku (Eusol, Optisol-
GS) pii teploté +2 °C az +8 °C po dobu az 30 dnd. K nejbéznéjsim metodam patii suché
skladovani, pfi kterém je skleralni tkan dehydratovana a dekontaminovana etanolem,
poté je vycisténa sterilnim roztokem NaCl a v posledni fazi je tkan vysusena. U této
techniky muze byt skleralni §t€p uchovan ve sterilni zkumavce po dobu nejmén¢ 1 roku.
Alternativnim zptuisobem skladovani je lyofilizace tkané, kdy lze tkan zmrazit na -30 °C.
Vyhodou lyofilizace je moznost pfesného posouzeni tvaru a velikosti §tépu pred

transplantaci. [4, 24, 34, 50]
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2.3 Amniova membrana
Amniova membrana (amnion) je vnitini plodova membrana, ktera obklopuje
plod spole¢né s plodovou vodou béhem téhotenstvi. Prihledna, avaskularni a velmi
tenka tkan, v rozmezi 0,02 az 0,5 mm, se sklada ze tfi vrstev — epitel, bazalni membrana
a stroma. V oftalmologii tato transplantovana tkan podporuje epitelizaci, jelikoz

napomaha rustu, migraci a adhezi epitelialnich bunék. [24, 36, 54]

V o¢ni chirurgii se amniova membrana uplatiuje zejména pii 1écbeé ocniho
povrchu. Transplantaci jsou feSeny spojivkové, epitelialni, a také skleralni defekty.
K spojivkovym defektim fadime nejCastéji symblefaron nebo tumory. Amniova tkar se
pouziva také po operaci pterygia, kdy chirurgicky odstranénou spojivku nahrazuje
amniovy transplantat. K nejcastéj§im indikacim patii hlavné pretrvavajici epitelialni
defekty, zejména rohovkovy vied, buldzni keratopatie a perforace rohovky. Jizveni
spojené se ztratou kmenovych bunek, chemicka ¢i termicka poranéni postihuji jak
spojivku, tak epitel rohovky, a proto je na o¢ni povrch aplikovana amniova membrana,

ktera inhibuje nekrozu a infekci tkané. [24, 52, 54, 55]

K darcim amniové membrany patii Zeny po cisaiském fezu, které své
rozhodnuti potvrdily pisemnym informovanym souhlasem. Béhem prenatalniho obdobi
probiha anamnéza genetického a pfenosného onemocnéni (viz kapitola 2.1.2). Odbér
krve pro sérologické vySetfeni probiha dvakrat. Nejprve je pied porodem odebrana

matetska krev, a poté nasleduje odbér krve po 6 mésicich od porodu. [24, 34, 36, 55]

Po porodu je ziskané placenta umisténa do sterilniho transportniho kontejneru a
nejlépe do 24 hodin pfi teploté +2 °C az +8 °C je exportovana do tkanového zafizeni na
zpracovani. Piijata placenta se dekontaminuje a je nékolikrat proplachnuta sterilnim
fyziologickym roztokem nebo antibiotiky. Zpracovani tkané zacina oddélenim amnioné
Casti od chorionu. Ziskana amniova membrana se natahne a oplachne od zbytkd krve.
Nasledné je amnion pfenesen na nitrocelulézovy papir (obr. 10), ktery plni funkci
nosi¢e, a také napomaha rozeznat orientaci tkané€, ktera je obvykle orientovana
epitelialni stranou nahoru. Posledni faze zahrnuje nafezani membrany na vice kust o

raznych rozmérech. [36, 55, 56]
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Obr. 10 — Amniova membrana na nitrocelul6zovém papiru [57]

U amniové tkané rozliSujeme dvé zakladni techniky konzervace. Prvni metodou
je kryokonzervace. Pripravena tkan na nosi¢i se umisti do sklenéné lahvicky se
skladovacim roztokem, ktery obsahuje tkanovou kulturu a glycerol v poméru 1:1. U
kryokonzervace se tkan uchovava pii teploté -80 °C po dobu 1 roku a pied transplantaci
je skladovana tkan rozmrazena pii pokojové teploté. Druha skladovaci technika
lyofilizace dehydratuje darcovskou tkarn mrazem. Amniovd membrana je prudce
zmrazena pii teploté¢ -50 °C az -80 °C. Sterilné zabalenou lyofilizovanou tkan Ize
skladovat v suchém prostiedi pii pokojové teploté. Po skladovani je potreba
lyofilizovanou amniovou membranu rehydratovat, kvili lepsi manipulaci béhem

operace. [55, 58]

Hodnoceni amniové membrany probiha hned pii odbéru tkdn¢. Makroskopicky
je kontrolovana transparentnost a pravidelna tloustka. Sleduji se 1 pfipadné znamky
patologickych abnormalit ¢i naruSeni integrity tkané. Déle se kontroluji mechanické
vlastnosti jako elasticita a pevnost, které jsou nezbytnym kritériem pro klinické uziti.
Pred transplantaci se vyse uvedené vlastnosti opét kontroluji, jelikoz béhem skladovani

a teplotnich zmén maze dojit k poskozeni amnionu. [36, 59]

Podle typu komplikace voli o¢ni chirurg zpusob transplantace. Prvni varianta
tzv. amniova naplast prekryva ocni povrch jako obvaz, pod kterym probiha epitelizace.
Posléze je amnion odstranén nebo sam odpadne. Druhou moznosti je aplikace
amniového Stépu, ktery integruje do ocni tkané. Epitelizace tedy nastava piimo na

darcovské membrane. Mozna je i kombinace obou chirurgickych technik. [55]
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3 Keratoplastika

Transplantace rohovky neboli keratoplastika je chirurgicka technika, pii které je
patologicka rohovka odstranéna a nahrazena zdravou rohovkovou tkani od
kadaverozniho darce. Z hlediska indikace 1ze keratoplastiku klasifikovat na optickou,
terapeutickou a tektonickou, jelikoz hlavnim cilem transplantace je navratit zrakovou

ostrost, odstranit vzniklou infekci ¢i podpofit integritu ocniho bulbu.

Pred chirurgickym zakrokem je provedeno predoperacni oftalmologické
vySetfeni, které zahrnuje vySetieni zrakové ostrosti, slzného filmu, predniho 1 zadniho
segmentu oka a bezkontaktni méfeni nitrooCniho tlaku. Podrobnéjsi ocni vySetfeni je
pak zaméfeno na rohovku. Analyzuje se povrch rohovky prostfednictvim rohovkoveé

topografie, pachymetrie a endotelialni mikroskopie. [28, 60]

3.1 Chirurgicky prubéh transplantace rohovky
Chirurgicky zakrok zaCind centraci zornice, jejiz stied odpovida optickému
sttedu rohovky. Posuvnym meéfitkem se u pacienta zméfi primérna velikost rohovky,
podle které je pak urCen primér a stfed darcovského transplantatu. Volba velikosti
trepanu u darcovského S§tépu je individualni, a zavisi také na patologii a riziku
odmitnuti. Pfed trepanaci je darcovsky $tép naposled zkontrolovan onim chirurgem a
finalni prameér obou rohovek lze pak ziskat pomoci trepanu, laseru ¢i mikrokeratomu.

[12, 24, 30]

Rohovkovy trepan je chirurgicky nastroj, ktery za rovnomeérného tlaku pasobi
kolmo na rovinu rohovky, ve které vytvafi idealné¢ kruhovy fez. U korneoskleralniho
Stépu rozlisujeme techniku predni a zadni trefinace, neboli trepanaci z epitelialni Ci
endotelialni strany rohovky. Podle Olsona [62] pfi pfedni mechanické trepanaci
dosahuje darcovska rohovka vétsi velikosti nez zvoleny primér trepanu, zatimco pfi
trepanaci z endotelialni strany je ziskan mensi pramér. Vysledny rozdil mezi témito
trefinaCnimi technikami se pohybuje kolem 0,25 — 0,5 mm, a proto je nutné béhem
chirurgického zakroku tuto odchylku zohlednit. Bézné se v chirurgii pouziva trepan

manualni, vakuovy ¢i endotelialni dérovac (obr. 11). [61, 63]
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Obr. 11 — Typy rohovkového trepanu:

(A) manualni trepan, (B) Hessberg Barron vakuovy trepan, (C) endotelialni dérovac

(upraveno) [63]

K nejnovejSim  trefinaCnim metodam  patfi uziti excimerového nebo
femtosekundového laseru. Na rozdil od mechanického trepanu vykonéava laser velmi
presny fez tkanémi a eliminuje stlaceni ¢i deformaci rohovky. Laserova technologie pfi
keratoplastice zarucuje lepsi stabilitu rany, rychlejsi obnoveni zrakové funkce a diivéejsi
odstranéni stehd. I pres vysoké financni naklady jsou lasery nékterymi OTB velmi Casto
vyuzivany. Alternativnim feSenim laseru muze byt mechanicky mikrokeratom, ktery

pomoci ¢epele vytvori pozadovanou rohovkovou lamelu. [3, 30]

Ziskany rohovkovy transplantdt se umisti a naSije na matefskou rohovku
jednotlivymi prerusovanymi stehy nebo pokracujicim stehem (obr. 12). Mozna je i
kombinace téchto stehil ¢i pouziti dvojitého pokracujiciho stehu. Nevstiebatelny Sici
material je slozen nejCastéji z nylonu, a to kvili velmi dobré elasticité, ktera udrzuje
napéti v ran€. U jednotlivych steht jsou Sity nejprve Ctyfi hlavni stehy. Prikladem Siti
muze byt hodinovy cifernik. Pokud predpokladame, Ze prvni steh je umistén ve 12
hoding, tak druhy steh musi prochazet transplantitem presné¢ v 6 hodin€. Pokud
protilehly steh neni zarovnan s prvnim stehem, vznikly rozdil uruje miru astigmatismu.
Tento postup Siti se uplatiiuje 1 pii extrakci stehd, jelikoz kromé rovnomeérného

rozdeleni tkané, zajistuje tato technika také stabilitu rany. [24, 61]
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Obr. 12 — Postkeratoplasticka sutura:

(A) jednotlivé stehy, (B) pokracujici steh (upraveno) [24]

Po chirurgickém zakroku muze byt aplikovana bandazova kontaktni Cocka.
Jedna se o mékkou hydrogelovou kontaktni cocku, ktera podporuje epitelizaci a snizuje
pooperacni diskomfort. Hlavni funkci bandazové kontaktni ¢ocky je vSak mechanicka
ochrana sutury a rohovkového transplantatu pred moznym poskozenim (napf. ocnimi

vicky). [64]

3.2 Klasifikace dle rohovkovych $tépu
Podle typu rohovkového transplantatu rozliSujeme perforujici a lamelarni
keratoplastiku (obr. 14). Pfi perforujici keratoplastice (PK) dochazi k vyméné
rohovky v celé jeji tloust’ce. Korneoskleralni §tép o velikosti 12 — 14 mm a rohovka
pacienta jsou tedy trefinovany v plné tloustce z epitelialni strany pomoci mechanického
trepanu ¢i femtosekundového laseru. Ziskany finalni primér stépu, ktery se aplikuje

ptijemci, se obvykle pohybuje kolem 7,5 — 8,5 mm.

Béhem lamelarni keratoplastiky (LK) jsou nahrazeny pouze selektivni vrstvy
rohovky, podle kterych lze LK dale klasifikovat na pfedni a zadni lamelarni
keratoplastiku. Krom¢ trepanace je u LK nutna lamelarni keratektomie, kterou lze
provést manualn€, mikrokeratomem a excimerovym ¢i femtosekundovym laserem.
Rizikem pfi manualni preparaci muze byt vytvoreni nepravidelné rohovkové lamely,
proto jsou upfednostiiovany novéjsi technologie, které zarucuji mnohem presnéjsi fez.
Pfi pouziti laserové technologie je potfeba zvolit vétsi velikost korneoskleralniho §tépu
o pruméru 16 — 18 mm, aby mohl byt transplantat vhodné vliozen do umélé predni

komory (obr. 13).
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Obr. 13 — Korneoskleralni §tép v umélé predni komote [24]

Pfi predni lamelarni keratoplastice (ALK) jsou chirurgicky nahrazeny pfedni
vrstvy rohovky, jako je epitel, Bowmanova membréana a stroma. Podle transplantované
tloustky stromatu rozliSujeme povrchovou predni lamelarni keratoplastiku (SALK)

a hlubokou predni lamelarni keratoplastiku (DALK). [12, 24, 30]

Technika SALK nahrazuje pfedni ¢ast rohovkového stromatu, a to obvykle do
tloustky 160 um nebo pfiblizn€é v rozsahu mensim nez je jedna tfetina tloustky
rohovky. U transplantace typu DALK se provadi dvé chirurgické techniky. Pfi prvni
technice je ponechana mala Cast zadniho stromatu na transplantatu, kvali riziku
perforace Descemetovy membrany. Pfi druhé metodé dochazi k nahradé stromatu v celé
tloust'ce. Tato technika je pii manualni preparaci technicky obtizna, z divodu rozliseni
hranice mezi stromatem a Descemetovou membranou rohovky. Lokalizaci rozhrani 1ze
proto usnadnit vstiiknutim vzduchu do stromatu, které pak nabobtna a zneprahledni. Ve
srovnani s PK dochézi u ALK k efektivnimu hojeni rany, a vyhodou je tedy i rychlejsi
odstranéni stehu, pfiblizné po 6 mésicich od zakroku, coz je zhruba o polovinu dfiveéjsi

doba nez u techniky PK. [24, 65, 66]

Zadni lameldarni keratoplastika (PLK) oznacovana také jako endotelialni
keratoplastika (EK) patfi k nejnovejSim, a zaroven k nejnarocnéj§im transplantaénim
technikam. Rozlisujeme Descemetovu stripovaci endotelialni keratoplastiku (DSEK)

a endotelialni keratoplastiku Descemetovy membrany (DMEK). U EK jsou

29



nahrazeny zadni vrstvy rohovky jako Descemetova membrana a endotel, s vyjimkou

metody DSEK, u které je nahrazena i zadni ¢ast stromatu.

Automatizované endotelialni keratoplastiky DSAEK a DMAEK jsou fizeny
mikrokeratomem nebo laserem. Finalni pramér darcovského §t€pu by mél byt o 3 mm
mensi nez je prumér rohovky pfijemce, proto se nejCastéji pouziva transplantat
v rozmezi 8,0 — 9,0 mm. Tloustka transplantaitu u DSEK dosahuje kolem 100 um,
zatimco pii metodé DMEK je manipulace obtiznégjsi, kvuli velmi tenké lamele o 10 — 15
um. Transplantace u obou technik je zalozena na stejném principu. Do oblasti skléry,
limbu ¢i rohovky se provede fez o velikosti 3 — 5 mm, ktery umoziiuje prichod
mikrochirurgickym nastrojim. Po odstranéni zadni ¢asti rohovky nasleduje vlozeni,
rozvinuti a nasledné umisténi implantatu do centrdlni polohy. Transplantat je
v rohovkové tkani uchycen adhezi ke stromatu, ktera je podpofena injekéné
aplikovanou vzduchovou bublinou, ktera vytvari tlak po dobu nejméné¢ 10 minut. Pfi
této technice je zcela eliminovéana sutura, a proto lze u EK v poopera¢nim obdobi
predpokladat minimélni refrakéni vadu. Pozorovany jsou dokonce i vyrazné nizsi

pooperacni rizika nez u predchozich transplantac¢nich technik. [24, 30, 65, 67]

PK DALK

epitel

Bowmanova membrana

stroma — vrstvy
rohovky

Descemetova membrina
endotel

DSAEK DMEK

- -y,

Obr. 14 — Typy keratoplastik podle rohovkovych transplantatii (upraveno) [68]
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3.3 Pooperacni komplikace

Keratoplastika patfi k vysoce uspéSnym transplantacim, predevSim zasluhou
imunologického privilegia, které podporuje imunitni toleranci. AvSak i1 pres veskeré
vyhody, které prispivaji k pozitivnim vysledkim, dochazi u keratoplastiky k
pooperacnim komplikacim, které negativné ovliviiuji uspeésnost transplantace a mohou
vést az k odmitnuti St€pu. Komplikace jsou z hlediska pficiny imunologického a
neimunologického charakteru. Tyto pooperacni faktory se vyskytuji samostatné nebo
v kombinaci, proto je dulezita pecliva kontrola a v¢asna diagnostika, aby mohla byt
stanovena spravna lécba. V poopera¢nim obdobi muze byt také pozorovana snizena

kvalita zrakové ostrosti, ktera je zpuisobena astigmatismem (viz kapitola 3.4). [24, 28]

3.3.1 Imunologické faktory
Imunitni privilegium o¢niho bulbu je podpofeno tfemi zakladnimi mechanismy
imunitniho systému oka. Patii sem imunologicka ignorace, tolerance k aloantigenu pfi
injekci ciziho antigenu do predni komory tzv. ACAID (Anterior Chamber Associated
Immune Deviation) a tvorba imunosupresivniho nitroo¢niho prostredi. A¢koliv rohovka
vykazuje unikatni imunologické vlastnosti, imunitni rejekéni reakce patii k hlavnim

pooperac¢nim komplikacim. [24, 69]

Rejekcni reakce (obr. 15) je imunitni odpovéd piijemce, ktera pusobi na
antigeny darcovského §tépu a prispiva k destrukci tkané pomoci imunitnich bunék
specifické a nespecifické imunity. Podle zasazené vrstvy rohovky Ize imunitni rejekce
délit na epitelialni, stromalni a endotelidlni. Rohovkové vrstvy mohou byt imunitnim
procesem poSkozeny reverzibiln€ nebo ireverzibilng, a to i pfes imunosupresivni 1écbu.
Selhani §t&pu z divodu endotelialni rejekce je hlavni komplikaci u PK. Resenim miize
byt chirurgicky naro¢néjs§i LK, ktera predstavuje vyrazné niz8i riziko odmitnuti

transplantatu ve srovnani s PK. [28, 70, 71]
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Obr. 15 — Totalni rejekéni reakce rohovkového stépu s hlubokou vaskularizaci [28]

Uspé&snost transplantace rohovky se vyrazné snizuje piitomnosti rizikovych
faktort. K nejsilnéjsim rizikovym faktorim patii podle studie [72] mlady vek pacienta,
opakujici se odmitnuti §té€pu, vaskularizace rohovkové tkané, predchozi operace
pfedniho segmentu oka, predoperacni glaukom a inkompatibilita krevnich skupin. U
téchto rizikovych pacientd je vysoka pravdépodobnost odmitnuti St€pu, ponévadz
rohovka ztraci své vysadni postaveni v imunitnim systému a dochazi k tzv. rizikové
keratoplastice. Vzhledem k nepfitomnosti cévniho a lymfatického zasobeni u rohovky
se pred transplantaci kompatibilita krevnich skupin a HLA typizace standardné
neprovadi, ackoliv podle nékterych studii [73, 74] muze shoda krevnich skupin a HLA

typizace ptipadnou imunitni rejekcei snizit, zvlasté pak pii rizikové keratoplastice. [28]

Prijeti darcovského Sté€pu zavisi na prevenci, ale i na pooperacni 1é¢bé. Prevence
zacind spravnym vybérem pacienta na zékladé anamnézy, a konecnou fazi je pak
dikladné provedeny chirurgicky zakrok. Po transplantaci jsou lokalni ¢i systémova
imunosupresiva zakladem 1é¢by. Hlavnim imunosupresivem jsou kortikosteroidy, které
slouzi jak k prevenci, tak k Iécbé imunitni rejekce. Dlouhodobého uzivani
kortikosteroidh mize zpisobit systémové a ofni nezadouci ucinky, jako je napiiklad
zvySeny nitroo¢ni tlak a tvorba katarakty. Pfi rizikové keratoplastice je terapie
kortikosteroidy nedostatecna, proto je nasazena systémova lécba Cyklosporinem A. [28,

60, 70, 75]
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3.3.2 Neimunologické faktory

Vliv na pooperacni vysledek keratoplastiky maji také neimunologické faktory
pusobici v predoperanim, intraoperaCnim a pooperatnim obdobi. Za predoperacni
obdobi nese odpovédnost OTB, jejimz cilem je poskytnout bezpecnou a kvalitni
darcovskou tkan. V pribéhu chirurgického zakroku hrozi Spatné prizpusobeni
darcovské rohovky kpfijemci ¢i poskozeni transplantaitu béhem trepanace.
V pooperacni fazi mohou nastat komplikace jako vysoky nitroo¢ni tlak, vznik infekce a

mechanické poskozeni transplantatu. [24, 28]

Vysoky nitroo¢ni tlak (NOT) a rozvoj pooperacniho glaukomu patii k velmi
zavaznym komplikacim, které mohou zpusobit nevratné poskozeni zraku. K vysoce
rizikovym predopera¢nim faktorim patii zejména pfitomnost glaukomu, vysoky NOT a
keratoplastika kombinovana s extrakci katarakty. Poopera¢nim faktorem je dlouhodobé
uzivani preventivnich kortikosteroidi, jelikoz tato 1é€ba muze zplsobit sekundarni
glaukom s otevienym thlem. Alternativnim feSenim muze byt podani snizené davky
steroidd  ¢i vyména za Kkortikosteroidy sniz§i ucinnosti na NOT. Lécba
postkeratoplastického glaukomu probiha nejprve podanim lokalnich farmak ¢i
laserovou lécbou, nicméné u pretrvavajiciho glaukomu je nezbytna chirurgicka 1écba.

[24, 76, 77]

K z&vaznym infekénim komplikacim patfi plisiova a bakterialni keratitida ¢i
endoftalmitida. Darcovsky $tép mize byt béhem zpracovani kontaminovan, a proto
skladovaci médium obsahuje antibiotikum, které zajistuje sterilitu tkané. Bylo zjisténo
[78], ze pii hypotermickém skladovani rohovky je aktivita antibiotika vyrazné€ niZzsi,
proto je pred zakrokem doporucena adaptace na pokojovou teplotu, jelikoz pfi této
teploté se aktivuje ucinek antibiotika ve skladovacim médiu. Preventivnim postupem je
také oplachnuti tkané sterilnim fyziologickym roztokem pied transplantaci a po zakroku
jsou pacientovi podavana antibiotika. K rozvoji infekce pfispiva rovnéz onemocnéni

o¢niho povrchu ¢i uvolnéni stehd. [12, 24, 79]

Mechanické poskozeni darcovské tkané mize byt zpisobeno nespravnym
postavenim ocnich vicek nebo pooperacni suturou. K rizikovym faktorim patii
nejcasteji dehiscence rany, erodované a uvolnéné stehy, které pfispivaji k pruniku
infekce. Dulezita je tedy spravné provedena technika Siti, kde by stehy neméli byt prilis

té€sné, ani volné. [24, 28, 80]
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3.4 Pooperacni astigmatismus a jeho korekce
Postkeratoplasticky astigmatismus komplikuje findlni refrakéni vysledek po
transplantaci a vyskytuje se predevsim u typu PK a ALK, zatimco u metody PLK je tato
refrakéni vada zanedbatelnd. Pravidelny i1 nepravidelny astigmatismus se projevuje
snizenou zrakovou ostrosti, ktera je zptisobena vysokou refrakcni vadou, jejiz pramérna
hodnota se uvadi v rozmezi 4 — 6 D. Na vzniku postkeratoplastického astigmatismu se

podili predoperacni, intraoperacni i pooperacni faktory. [30, 67, 81]

Predoperacni 1 intraoperacni faktory souvisi jak s darcem, tak s pfijemcem.
K predoperacnim faktorim patii jiz existujici ektazie, u kterych dochazi ke ztenceni
rohovky, a vznikla rohovkova nepravidelnost tak muze pfispivat k rozdilné tloust’ce
mezi darcem a piijemcem. Znacny vliv je pozorovan piedevSsim v prabéhu
chirurgického zakroku pfi zpracovavani rohovkovych tkani. Na tvorbé astigmatismu se

ve velké mife podili ostrost, technika a excentricita trepanace. [30, 81]

Tupy trepan muze vytvaret nepravidelny okraj a nezadouci ovalny tvar tkané,
proto je dilezité béhem trepanace pouzivat pouze dostateCné ostré trepany, které snizuji
riziko astigmatismu. Podle Perlmana [82] se pfi zadni trepanaci vytvoii kruhovy tvar
darcovského S§tépu, zatimco pii trefinaci z epitelialni strany mulze byt u pfijemce
deformacni silou vytvorfen ovalny otvor, ktery je nepravidelné vétSi nez vytvoreny
transplantat. Disparitni velikost rohovkovych tkani pak tedy ovliviiuje vyslednou
pooperacni topografii. V pozd€jsim pooperacnim obdobi je v oblasti nadbytku tkané
pozorovano strméj§i zaktiveni rohovky, naopak deficitni ¢ast nabyva plossiho zakiiveni
(obr. 16). Rozdilna velikost mezi tkanémi miize byt zplsobena také naklonem nebo

decentraci trepanu beéhem zakroku. [24, 30, 83]
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Obr. 16 — Postkeratoplasticky nepravidelny astigmatismus [84]

Dal§im sledovanym faktorem je technika sutury. Ackoliv existuje fada studii
[85, 86], které porovnavaji jednotlivé techniky stehti, nelze jednoznacné urcit nejlepsi
zpusob S$iti, ktery by astigmatismus minimalizoval. Jednotlivé prerusované stehy mohou
byt jistou vyhodou z hlediska selektivniho odstrafiovani stehti v poopera¢nim obdobi,
nicméné volba Sici techniky zalezi v prvni fadé na preferencich a zkuSenostech chirurga.
Poopera¢ni astigmatismus je zpusoben piedev§im nepravidelnou suturou, ktera je
zpusobena rozdilnou délkou steha a jejich nepravidelnym rozmisténim. [87] Dulezité je
tedy dodrzet stejné dlouhé stehy, které by mély byt vzdy pravidelné a paprscité
usporadany kolem transplantatu (viz kapitola 3.1). [30, 81]

Béhem pooperacniho obdobi muZze k astigmatismu piispivat Spatné a
nerovnomérné hojeni rany, které je zptisobeno zanétem, vaskularizaci rohovky, imunitni

rejekci nebo dehiscenci rany. [81]

Korekce pooperacniho astigmatismu je mozna jiz za pritomnosti stehd, anebo az
po jejich odstranéni. V pocateCni fazi je mozné vznikly astigmatismus redukovat
upravou ¢i odstranénim stehti. Bé€hem upravy ziskava sutura rovnomérné napéti diky
technice utazeni stehu v plo§§im meridianu a uvolnéni stehu ve strméj§im meridianu.
Pozitivni vliv na astigmatismus lze také pozorovat pii postupné selektivni extrakci

tésnych stehti podél strmych semimeridiant. [24, 81, 88]
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Opticka korekce astigmatismu probiha pomoci brylovych nebo kontaktnich
coCek. Astigmatickou korekei, prostfednictvim torickych cocek, lze korigovat
pravidelny 1 nepravidelny astigmatismus. Brylova korekce je vhodnd u niz§i miry
pravidelného astigmatismu, nicmén€ v nékterych ptfipadech je korekce brylemi
omezena, napiiklad pfi vétSim refrakénim rozdilu mezi pravym a levym okem, kdy
vznika tzv. anizometropie. Resenim této vady mize byt aplikace kontaktnich &ogek,
které jsou vhodné zejména pro korekci nepravidelného astigmatismu, ale také je lze
uplatnit u vyssi formy pravidelného astigmatismu. Kontaktni ¢ocky, jako jsou pevné
plynopropustné (RGP), hybridni nebo skleralni (obr. 17), koriguji nepravidelny povrch
rohovky po keratoplastice. V prostoru mezi pevnou kontaktni cofkou a rohovkou
vznika tzv. slzna Cocka, ktera kompenzuje rohovkovou nerovnost, a tim je dosazena

velmi vysoka kvalita vidéni. [64, 81, 89]

plynopropustna hybridni skleralni
kontaktni ¢ocka kontaktni kontaktni
¢ocka ¢ocka

Obr. 17 — Specialni kontaktni ¢oc¢ky pro korekci postkeratoplastického

astigmatismu (upraveno) [90]

Vétsi rozsah astigmatismu lze feSit chirurgickou korekci, obzvlast pii selhani
optickych metod. Podminkou chirurgického zakroku je stabilni refrakce a absence
sutury po dobu nejméné 2 meésici. K chirurgickym technikam patfi relaxacni incize a
kompresni stehy, které snizuji nepravidelny astigmatismus, zatimco vysoky pravidelny
astigmatismus muze byt korigovan implantaci torické nitroo¢ni Cocky pfi kataraktové
chirurgii. V 1écbé postkeratoplastického astigmatismu se uplatiiuje i laserova refrakcni
chirurgie jako je astigmaticka keratotomie, fotorefrak¢ni keratektomie (PRK) a laser in

situ keratomileusis (LASIK). [24, 30, 81]
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Zavér

Bakalatska prace se zabyva specializovanymi o¢nimi bankami, které jsou
dilezitou soucasti ocni transplantologie. Oc¢ni tkaniové banky se, kromé pfipravy
darcovskych tkani, Gcastni také vyzkumu, a mohou tak podporovat rozvoj tkafiového
inzenyrstvi. Cilem progrese je piedevs§im objevit nové techniky a technologie, které by
vyraznym zpusobem zlepSily kvalitu darcovskych transplantatii. Moderni O¢ni tkanové
banky jiz aktivné vyuzivaji laserovou technologii, kterd omezuje kontakt s tkanémi, a
tudiz jsou celkové pozorovany 1 lep§i pooperacni vysledky. Nejnovéjsi transplantacni
techniky se neustdle vyviji, jsou vSak velmi naro¢né jak na technickou, tak Casovou
ptipravu. Proto naptiklad u endotelialni keratoplastiky nalézaji o¢ni banky zcela nové

uplatnéni.

V soudasné dob& prevlada zajem o keratoplastiku. Cinnost O&nich tkafiovych
bank je tak zaméfena predevs§im na darcovské rohovky, jejichz dostupnost se ve svéte
diametralné liSi. Tam, kde je téchto tkani nedostatek, je zapotiebi zvysit jejich
dosazitelnost prostfednictvim alternativnich metod. Pomérné znamou alternativou
mohou byt keratoprotézy, které jsou piinosem zejména u transplantaci s vysokym
rizikem selhani §tépu. Prikladem inovativni metody muze byt aplikace biosyntetickych

rohovek a jejich 3D biotisk.

Dostupnost darcovskych tkani muze byt ovlivnéna darcovskym systémem,
legislativou, zavedenymi standardy i finanénimi naklady. Na rozdil od rohovkové tkan€,
je skleralni tkan mnohem dostupnéjsi, a to diky moznosti dlouhodobé konzervace.
Navic nékteré skleralni defekty mohou byt feSeny transplantaci amniové membrany.
Pripadny nedostatek darcovskych tkéani lze také feSit souCasnymi transplanta¢nimi
technikami, které umoziuji darcovskou tkan od jednoho darce poskytnout i vice

pfijemcim.

Oc¢ni tkanové banky ve spolupraci s oftalmologickym pracovi§tém urychluji
chirurgicky prubéh zakroku a zaruCuji mnohem lepsi pooperacni vysledky. Dulezitou
soucasti kooperace je také komunikace, a to 1 mezi jednotlivymi o¢nimi bankami,
pomoci které je pak zajisténa spravedliva a rovhomeérna distribuce darcovskych tkani ve

SVEte.
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1 — Von Hippelav trepan s klicem a ¢epeli o rizné velikosti [9]

2 — Ptehled evropskych ocnich tkafiovych bank v EEBA (upraveno) [14]

3 — Typy ektatickych rohovkovych degeneraci:
(A) keratokonus, (B) pellucidni marginalni degenerace, (C) keratoglobus
(upraveno) [24]

4 — Korneoskleralni ter¢ po excizi [30]

5 — Moznosti skladovani rohovkovych tkani:
(A) o¢ni bulbus po enukleaci ve vlhké komote, (B) a (C) korneoskleralni §tép v
pozorovaci komofte (upraveno) [36]

6 — Hodnoceni rohovky pomoci §térbinové lampy:
(A) enukleovany o¢ni bulbus, (B) korneoskleralni §té€p v pozorovaci komote s

hypotermickym médiem (upraveno) [36]

7 — Digitalni obraz zrcadlové mikroskopie s vysokou hustotou endotelialnich
bunék (upraveno) [12]

8 — Pleomorfismus s polymegatismem [46]
9 — Skleralni stép [53]
10 — Amniova membrana na nitrocelul6zovém papiru [57]
11 — Typy rohovkového trepanu:
(A) manualni trepan, (B) Hessberg Barron vakuovy trepan, (C) endotelialni

dérovac (upraveno) [63]

12 — Postkeratoplasticka sutura:
(A) jednotlivé stehy, (B) pokracujici steh (upraveno) [24]

13 — Korneoskleralni §t€p v umelé predni komote [24]

14 — Typy keratoplastik podle rohovkovych transplantati (upraveno) [68]
15 — Totalni rejekeni reakce rohovkového stépu s hlubokou vaskularizaci [28]
16 — Postkeratoplasticky nepravidelny astigmatismus [84]

17 — Specialni kontaktni ¢ocky pro korekci postkeratoplastického astigmatismu
(upraveno) [90]
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