EFEKTIVNI SEPARACE
TKANOVYCH VRSTEV
DARCOVSKE ROHOVKY PRO
DMEK INJEKCI TEKUTINY MEZI
DESCEMETSKOU MEMBRANU
A ROHOVKOVE STROMA:
VYSLEDKY PRVNIHO SOUBORU
OPERACI

SOUHRN

Cil: Klinické vysledky zadni lamelarni transplantace Descemetské membrany
s endotelem (DMEK) novou metodou oddéleni darcovské Descemetské mem-
brany (DM) hydroseparaci v 6 mésicni sledovaci dobé.

Materialy a metody: Retrospektivni studie jednoho centra a chirurga u 16 oci
po sobé jdoucich pacientd, ktefi podstoupili DMEK anebo DMEK kombinova-
ny s operaci katarakty se separaci membrany darce kapalinou. K oddéleni DM
darcovské rohovky byl pouZit Ringerdv roztok vstriknuty pod tlakem mezi DM
a rohovkové stroma pomoci tupé jehly. Hustota bunék endotelu, korigovana
a nekorigovana zrakova ostrost (CDVA, UDVA) a topografie rohovky K2, K1 se
vyhodnotila pred a Sest mésicll po transplantaci.

Vysledky: DM s endotelem pro DMEK se Uspésné a bez roztrZzeni oddélila
z rohovky darce ve vsech pripadech a u vech pacientt doslo k jeji adhezi k ro-
hovce prijemce. Celkové se korigovana zrakova ostrost do dalky CDVA zlepsila
signifikantné (p < 0,0001) z 0,69 logMAR (0,45-0,92, 95% Cl) na 0,1 logMAR
(0,04-0,15). Nekorigovana zrakova ostrost do dalky UDVA byla horsi u pacien-
td po kombinované operaci katarakty a DMEK po Sesti mésicich 0,38 logMAR
(0,18-0,43) v porovnani s 0,3 logMAR (0,14-0,61) u pacientli po DMEK. U ro-
hovkového astigmatismu doslo k signifikantnimu zlepSeni K2-K1 (p = 0,0137)
z predoperacéniho priméru vsech oc¢i 2,89 D (0,19-0,43) na 0,98 D (0,48-1,48)
za 6 mésicl po operaci.

Zavér: Hydroseparace je efektivni a rychlou metodou oddéleni darcovského
Stépu pro DMEK. DMEK pomoci hydroseparace Stepu darce zlepsuje zrako-
vou ostrost a produkuje pouze malou hodnotu astigmatismu Sest mésict po
operaci. Dalsi klinické studie jsou potfeba k potvrzeni Uspésnosti této metody
a v pripadé kombinované operace s kataraktou k optimalizaci kalkulace optické
mohutnosti nitroocnich cocek.

Klicova slova: DMEK, transplantace rohovky, endotel, Descemetska membra-
na, hydroseparace

SUMMARY
EFFECTIVE TISSUE LAYER SEPARATION OF DONOR CORNEA
FOR DMEK BY FLUID INJECTION BETWEEN DESCEMET
MEMBRANE AND CORNEAL STROMA: THE FIRST CASES
SERIES

Aim: To evaluate clinical outcomes of Descemet Membrane Endothelial
Keratoplasty (DMEK) using a novel hydro-separation of donor Descemet
membrane (DM) endothelial graft with 6 months follow up.

Material and methods: In this retrospective single-center; single surgeon
cohort study, 16 consecutive eyes underwent DMEK or combined DMEK
and cataract surgery with DMEK donor graft hydro-separation. The hydro-
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separation method used Ringer’s solution injected by a syringe with a flat
end cannula between DM and corneal stroma to separate DMEK graft from
donors’ cornea. Endothelial cell count, corrected and uncorrected distance
visual acuities (CDVA, UDVA), corneal astigmatism and keratometric values
were evaluated before and 6 months after the surgery.

Results: DMEK grafts were successfully hydro separated, without a membrane
tear in all cases and successful adhesion to recipient corneas was achieved in
all cases. Overall CDVA improved significantly (p < 0.0001) from preop. logMAR
0.69 (0.45-0.92, 95%Cl) to logMAR 0.1 (0.04-0.15) 6 months postop. However
UDVA was slightly worse in cataract combined cases 0.38 logMAR (0.18-0.43)
vs 0.3 logMAR (0.14-0.61) in DMEK cases at 6 months. Corneal astigmatism
K2-K1 improved significantly (p=0.0137) from preop. mean 2.89 D (0.19-0.43)
to 0.98 D (0.48-1.48) 6 months postop.

Conclusion: Hydro-separation is fast and effective donor graft preparation
method for DMEK. The DMEK using donor graft hydro-separation results in
improved vision and induces a low amount of astigmatism at 6 months follow
up. Further clinical data are needed to confirm the success rate and to explore
optimization of the selection of IOLs in combined cataract cases.

Key words: DMEK, transplantation, cornea, endothelium, Descemet

membrane, hydro-separation
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Zadni lamelarni keratoplastika Descemetské membrany
s endotelem (DMEK), kdy je transplantovana pouze ten-
ka Descemetska membrana (DM) s vrstvou endotelu se
stava stale vice popularni pro chirurgické reseni Fuchsovy
dystrofie a buldzni keratopatie [8] a je u téchto indikaci
povaZovana za metodu volby. Separace DMEK S$tépu je
obycejné provedena opatrnym seskrabnutim a sloupnu-
tim DM z darcovské rohovky [1,6]. Tento proces je ¢aso-
vé narocny, vyzaduje vysokou zrucnost a prinasi nemalé
riziko protrzeni membrany [2,8,15]. Nedavno se objevily
nové metody, u kterych dochazi k oddéleni DM pomoci
vzduchu/tekutiny injikované mezi DM a rohovkové stro-
ma [9,13,14,16]. Pfimo kapalinové oddéleni pomoci jehly
zasunuté mezi DM a rohovkové stroma je rychly a jedno-
duchy zplsob, ktery minimalizuje riziko roztrzeni mem-
brany [11,16]. Navic v pribéhu oddéleni pomoci kapaliny

Obrazek 1. Otvor vytvoreny pod DM pred oddélenim
pomoci kapalinové bubliny
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je mozné soucasné obarvit pouze DM na strané rohov-
kového stromatu a tim minimalizovat chemické plsobeni
trypanovou modfi na citlivé endotelové buriky [19]. Od-
délena DM je transplantovéana a jeji adheze k pfijemcové
rohovce je podporovana vzduchovou bublinou v predni
komore.

Tato studie se zabyva oddélenim DMEK stépu injektazi
kapaliny (hydroseparace) mezi DM a rohovkové stroma
s Duovou vrstvou [3]. Cilem je poskytnout prvni klinické
vysledky této nové techniky provedené u dvou skupin pa-
cientd - DMEK a kombinovaného zakroku DMEK s operaci
katarakty.

MATERIALY A METODY

Souhlas a eticka komise: Souhlas s provedenim zakroku
byl obdrzen od vsech pacientll pred zakrokem a eticka komi-
se udélila svoleni k retrospektivni analyze anonymizovanych
dat.

Darcovska tkan: Darcovské rohovky byly obdrZeny z tka-
fiové banky Narodniho centra tkani a bunék (Brno, Ceska
republika) a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (Pra-
ha, Ceska republika).

Design studie: Retrospektivni analyza DMEK a kombi-
nované operace katarakty s DMEK na sérii konsekutivnich
operaci pacientll operovanych v jednom centru v obdobi
od listopadu 2014 do Unora 2016. Separace i transplantace
membrany byly provedeny jednim chirurgem (PS) na ocni
klinice Gemini (Zlin, Ceska republika) v priibéhu jedné na-
vstévy. Zastoupeni pohlavi pacientll bylo Sest muzd a devét
Zen ve véku 67 * 7,7 let (primér + smérodatna odchylka).
U osmi pfipadu se jednalo pouze o DMEK a u osmi o kombi-
novany vykon DMEK s operaci katarakty.
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Obrazek 2. Jehla je zavedena do otvoru pod DM tak, aby
se oddélila DM od rohovkového stroma a Dua vrstvy

Obrazek 3. Konvexni DM separace bublinkou kapaliny.
Vzduchovad bublinka a trypanova modr k obarveni DM

Pfiprava membrany pro DMEK: Darcovska rohovka se
vyjme, oplachne Ringerovym roztokem a upevni na pod-
tlakovém drzaku. Nemusi se pouZit uméla predni komora.
Polotupou $patli zavedenou pod DM zevné od trabeku-
la se vytvofri tunel (Obrazek 1) tak, Zze se Spatle posouva
vpred a zaroven mirné nadzvedava DM. Potom se do to-
hoto tunelu zavede kanyla s plochym koncem (napf. cat.
number 585155, BVI Beaver-Visitec International, Wal-
tham, MA, USA), upevnéna na stfikacce naplnéné Ringe-
rovym roztokem (Obrazek 2). Nemusi se pouZivat Spicata
jehla, protozZe kanyla se zavadi pfimo mezi DM a rohov-
kové stroma. Usti kanyly mliZe zGstat na strané, anebo
se muZe zavést blize ke stfedu rohovky. Pozice Usti kanyly
nebude mit vliv na velikost bubliny, protozZe ta vznika mezi
rohovkovym stromatem a DM vrstvou, a ne v DM vrstvé
jako takové. DuleZité je, aby tunel byl dostatecné dlouhy
a tésny, aby vétsina vstrikované tekutiny proudila do pro-
storu mezi DM a rohovkové stroma. Kanyla je pfi injektazi
udrZovana ve stejné pozici, anebo je opatrné posouvana
pod DM smérem do stfedu rohovky. Pouziva se RingerQv
roztok, ktery vytvofi prostor pod DM pred jehlou. Pfi urci-
tém tlaku tekutiny dojde k oddéleni DM od rohovkového
stromatu s Duovou vrstvou (Obréazek 3) a vytvofri se vel-
ka konvexni bublina [19]. Nasledujici videa demonstruji
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techniku metody a provedeni operace: https://youtu.be/
Mr5DynQT10w a https://youtu.be/2GRNiliCrWs. Kapa-
lina pod membranou je odsata stejnou kanylou, kterou
byla vstriknuta a DMEK Stép je pripraven k trepanaci na
pozadovany priimér. Rohovka se umisti do konkavniho dr-
Zaku endotelovou stranou vzhlru a poté je vyfiznuta tre-
panem o prdméru 8,5 az 9,0 mm. Hydroseparovana DM
s endotelem se lehce sejme vazaci pinzetou a umisti do
misky s Ringerovym roztokem. Membrana ma tendenci
se srolovat endotelovou stranou vné. Po obarveni trypa-
novou modfi je pfipravena k transplantaci.

Operace katarakty s implantaci nitrooc¢ni ¢ocky: V né-
kterych pripadech byl DMEK kombinovan s operaci katarak-
ty. Operace katarakty se provedla 2,2 mm Sirokym rezem
pristrojem Stellaris PC (Bausch and Lomb, Bridgewater, NJ,
USA). Pfi operaci nebyl nitroo¢né pouZzit Zadny viskomate-
rial (OVD). Jak kontinudlni cirkuldrni kapsulorhexe (CCC),
tak implantace umélé nitroocni ¢ocky byly provedeny pfi
stabilizaci oka irigacni kanylou zavedenou pomocnou ro-
hovkovou incizi. Do ¢ockového vaku byla implantovana
monofokalni hydrofilni nitroocni ¢ocka.

Transplantace DM: DM pfijemce je odstranéna
seskrabnutim pod infuzi vzduchu do predni komory pod
tlakem 40 mmHg. DMEK $tép je zaveden do predni komo-
ry hlavni incizi 2,2 mm rovnou sklenénou pipetou (DORC
International BV, Holandsko) a rozbalen endotelem doll
pokud mozno bezkontaktni metodou. Predni komora je
Castecné naplnéna bublinou vzduchu tak, aby pfri poloze
oblicejem nahoru bublina pfitlacovala stép k rohovkové-
mu stromatu.

Pooperacni péce: Po operaci byly pfedepsany kombino-
vané protizanétlivé a antibiotické kapky (Tobradex, Alcon)
a pacienti dostali instrukce drzet hlavu oblicejem vzhiru
po dobu tfi dnd do vstfebani vzduchové bubliny a byli po-
zvani na kontrolu tyden po zakroku. Pfednésegmentova
opticka koherenéni tomografie (AC-OCT) pfistrojem Casia
SS-1000 (Tomey, Japonsko) byla provedena k zobrazeni
pfilnuti DM. Pokud nedoslo k Uplnému prichyceni DM,
zopakovalo se zavedeni vzduchové bubliny do predni oc¢ni
komory.

Vyhodnoceni: Vyhodnocovala se prlimérna hustota bu-
nék centradlniho endotelu spekularnim mikroskopem EM-
3000 (Tomey, Japan) na oku ptijemce v po¢tu bunék na
mm?. Nekorigovana a korigovana zrakova ostrost na dalku
(UDVA, CDVA) v logMAR, subjektivni refrakce (SR) preve-
dend na sféricky ekvivalent, subjektivni astigmatismus
(SA) a rohovkovy astigmatismus vyjadreny jako rozdil K2-
K1 mérené Tonoref Il (Nidek Itd, Japan) pred transplan-
taci, v prvnim tydnu, prvnim, tfetim a Sestém mésici po
operaci. Pro zjednoduseni jsou data prezentovana pouze
pred transplantaci a Sest mésicl po operaci.

Statistické metody: Pokud neni uvedeno jinak, viechny
hodnoty jsou uvedeny jako primér a 95% interval spo-
lehlivosti. JelikoZ analyzovana data nejsou z normalniho-
Gaussova rozdéleni, pouzil se neparametricky Wilcoxo-
nlv test pro vyhodnoceni dat pred operaci a 6 mésicl
po. Pocet bunék endotelu a UDVA v Sestém meésici byly
porovnany pomoci Mann-Whitney testu.
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Graf 1, 2. Korigovana a nekorigovana zrakova ostrost (CDVA a UDVA) u obou skupin Sest mésicl po transplantaci

VYSLEDKY

U v8ech 16 oci bylo na operaénim sale tésné pred transplan-
taci provedeno oddéleni DMEK stépu hydroseparaci aZ k peri-
ferii. Zde jsou 6 mésicni vysledky: Celkové doslo k signifikant-
nimu zlepSeni UDVA (p=0,0012) z primérné predoperacni
zrakové ostrosti 0,85 logMAR (95% Cl, 0,64-1,05) na primér-
nych 0,31 logMAR (0,19-0,43). CDVA se také zlepsila signifi-
kantné (p<0,0001) z 0,69 logMAR (0,45-0,92) na 0,1 logMAR
(0,04-0,15), ke zlepseni doslo u vSech pacientd a 15/16 paci-
entl dosahlo minimalni zrakové ostrosti 0,3 logMAR (Graf 1
a 2). UDVA byla horsi u kombinovanych kataraktovych pripada
v porovnani s ¢istym DMEK, v priméru 0,38 logMAR (0,18—
0,43) v porovnani s 0,3 logMAR (0,14 — 0,61), nicméné toto
nebylo signifikantni (p=0,7786, Mann-Whitney). Priimérnd
subjektivni refrakce na dalku a subjektivni astigmatismus se
nezménily signifikantné ani u jedné skupiny. Keratometrie K1
a K2 nemohly byt zméreny u 3 z 16 pacientl pred transplan-
taci. Celkové doslo k signifikantnimu zmenseni rohovkového
astigmatismu K2-K1 (p=0,0137) z 2,89 D (0,19-0,43) na 0,98 D
(0,48-1,48) u vsech zmérenych oci se primérné zakfiveni ro-
hovky signifikantné snizilo (p=0,0234) ze 44,9 D (43,63—46,22)
predoperacné na 44,35 D (42,86-45,83) (Tabulka 1.).

Primérna hustota bunék endotelu poskytnutd tkariovou
bankou byla u dércovské rohovky 2826 bunék/mm? (95 %
Cl, 2670-2983). Sest mésich po transplantaci ¢inila primér-
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na hustota endotelovych bunék u vSech oci 1336 (95% Cl,
1111-1561) bunék/mm?. U DMEK operaci byla 1230 (95 % Cl,
997 1463) bunék/mm? a u kombinovanych operaci byla 1483
(925-2042) bunék/mm?. Rozdil mezi témito dvéma skupinami
nebyl statisticky signifikantni (p=0,4318, Mann-Whitney).

Na tydenni kontrole nebyla transplantovand membrana
zcela pfiloZzena u 8/16 odi. K prilozeni membrany vedla opa-
kovand aplikace bubliny vzduchu do predni komory. Dolni
¢ast membrany pfilnula I1épe u (5/8) pfipadl nez vrchni ¢ast.
Z4dné dalsi komplikace se neobjevily.

DISKUSE

Metoda separace membrany darcovské rohovky pro
DMEK injekci kapaliny mezi DM a rohovkové stroma zkracu-
je Cas pfipravy a snizuje riziko roztrzeni membrany [11,16].
Tato metoda ma teoreticky potencial pro celkové vyssi po-
Cet bunék endotelu po operaci z divodu mensi mechanic-
ké manipulace na strané endotelu v porovnani s klasickou
metodou Skrabani. Zde prezentujeme prvnich Sest mésicu
klinickych vysledk( u této nové metody DMEK operace po-
moci separace kapalinou, kterd je vstfiknuta pfimo mezi DM
a rohovkové stroma a tlakem oddéli tyto dveé vrstvy.

ProtoZe rohovkové stroma zUstane nedotéené, membra-
na se muZe odloupnout spolecné s okolni tkani, upevnit
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Tabulka 1. Subjektivni refrakce, subjektivni astigmatismus a topografie rohovky 6 mésicd po transplantaci u DMEK
a DMEK kombinovanych s kataraktou

Subjektivni refrakce

Primeér

-0,07

0,75 0,55

= 95% Cl -0,60—0,44 0,4-1,9 -0,85-1,94 -1,51-0,26
P hodnota 0,156 0,07
Primeér 0,34 0,31 0,34 -0,34
g;‘ggﬂ‘:‘;s"r;‘ o 95% Cl -0,98 0,29 11,29 0,66 -0,33-1,02 10,93 0,24
P hodnota > 0,999 0,140
Primeér 5,05 1,65 1,53 0,56
K2-K1 [D] 95% Cl 0,72-10,8 0,43 - 2,86 10,027 - 3,09 0,29-0,83
P hodnota 0,125 0,156
Primeér 46,58 44,58 44,93 44,35
Pramér K1, K2 [D] 95% Cl 4379-4939  4355-4561  43,63-4622  42,86-45,83
Phednon 0,1250 0,0234

na podstavec a vyfiznout trepanem. Timto zUstane zbytek
darcovské tkané neposkozeny a muizZe se pouZit napf. pro
hlubokou predni lamelarni keratoplastiku (DALK) podobné
jako popsal Groeneveld-van Beck [4], coZ je dalsi vyhodou
popsaného postupu.

Nami sledovany Ubytek poctu endotelovych bunék je sice
znacny, ale hodnoty hustoty bunék endotelu Sest mésict po
transplantaci v této studii se v podstaté nelisi od predcho-
zich vysledka jinych multicentrickych studii [8,10]. Na XXVI.
vyroénim sjezdu Ceské oftalmologické spole¢nosti v sekci
Rohovka Il bylo diskutovano, Zze primérna hustota bunék
endotelu udavana tkanovymi bankami je spiSe vyssi, nez
jaké se béiné vyskytuji v praxi [16]. Absolutni pooperacni
Ubytek je tak zavisly na méreni udavané tkariovymi banka-
mi. Udavand hodnota hustoty bunék endotelu muZze byt niz-
$i z divodu rozdilu v mérici metodé in-vivo a ex-vivo [20],
nepresného oznaceni mrtvych bunék [6,22], ale mlze byt
také zavisla na délce skladovani zejména u mladsich darcl
[15]. V budoucnosti by bylo vhodné zaméfit se na metodiku
méreni endotelovych bunék pred operaci tak, aby bylo moz-
né provést pooperacni vyhodnoceni Gbytku presnéji.

15 ze 16 oci dosahlo minimalni korigované zrakové ost-
rosti do dalky CDVA deklarované pro fizeni (0,3 logMAR) po
Sesti mésicich. Nekorigovana zrakova ostrost UDVA byla hor-
Si u pripadl s kombinovanou kataraktou, protoZze priimérna
SR byla myopicka. Vzhledem k tomu, Ze predchozi studie

DMEK vykazovaly hyperopickou SR pfi kalkulaci na emetro-
pii [5,17], byla optickd mohutnost nitroo¢ni cocky zvySena
oproti kalkulaci, coZ zapficinilo myopickou vyslednou SR.
Dalsi optimalizace vypoctu nitroocnich ¢ocek u kombinova-
nych pripadd bude predmétem dalSich studii.

Nejcastéjsi pooperacni komplikaci je netplné pfilnuti im-
plantované DM. Cetnost, kdy se musela zavést vzduchova
bublinka znovu je rliznorodd a udava se mezi 9-82 % [13].
V nasi studii se musela bublinka zavést znovu u 50 % oci
a nasledné doslo k Uplnému kompletnimu zhojeni u vSech
oCi. V pripadech, kde nedoslo k Uplnému pfilnuti v dolni
Casti rohovky, mame podezreni, Ze to mohlo byt zplsobeno
nedodrzenim pooperac¢niho rezimu polohovani hlavy, kdy
doslo k posunuti bublinky do vrchni ¢asti predniho segmen-
tu oka. Vyvijime proto pfistroj, ktery bude sledovat polohu
hlavy pacienta po operaci a pomahat dodrZzovat pooperacni
rezim.

Tato prace poskytuje prvni klinické vysledky u DMEK
a kombinované DMEK s operaci katarakty, kdy byla darcov-
ska membrana pfipravena injektazi kapaliny mezi DM a ro-
hovkové stroma. Tato metoda je efektivni, rychla a s mini-
malni manipulaci na strané bunék endotelu. DMEK zlepsSuje
zrakovou ostrost a produkuje pouze malou hodnotu astig-
matismu Sest mésicl po operaci. Dalsi klinické studie jsou
potieba k potvrzeni této Uspésnosti a k dalsi optimalizaci
vypoctu v pripadé kombinované operace s kataraktou.
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