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SOUHRN

Rohovkova stromalni lentikula (RSL) je ¢ast rohovkového stromatu, ktera vznika jako odpadni produkt pfi laserové refrakéni operaci typu ReLEx SMILE
(Small Incision Lenticule Extraction), a neni nadale vyuzivana.

Se zvysujicim se poc¢tem operaci ReLEx SMILE a tim i mnozstvi potencidlné vyuzitelnych RSL jsou v soucasnosti zkoumany dva hlavni aspekty jejich
potencidlniho vyuZziti. Prvni aspekt vyzkumu se tykd biologickych vlastnosti samotné RSL a jeji spravné uchovani s ohledem na dlouhodobé skladovani.
Druhy aspekt souvisi s moznym klinickym vyuzitim RSL. Jako kvalitni biomateridl ma RSL znacny potencial vyuziti a mdze byt pouzita k alternativnim
fesenim v [é¢bé nékterych ocnich onemocnéni. V fadé studii bylo ukazéno, ze transplantace RSL se jevi jako bezpecna a Ucinna metoda, ktera nezpu-
sobuje zavazné komplikace naptiklad ve smyslu imunitni reakce.

Cilem této prace je zpracovat prehled moznosti vyuziti RSL pro transplantacni Ucely a zaroven diskutovat nasi metodiku zpracovani a uchovani RSL dle
protokolu a podminek O¢ni tkanové banky Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKV).
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SUMMARY
Possibilities of Using Corneal Stromal Lenticules Obtained During ReLEx SMILE
Refractive Surgery for Transplantation Purposes. A Review

A corneal stromal lenticule (CSL) is a part of the corneal stroma that forms as a waste product during the refractive surgery ReLEx SMILE (Small Incision
Lenticule Extraction) and is no longer used.

With the increasing number of ReLEx SMILE procedures and the number of potentially available CSLs, two main aspects of their usage are currently
being investigated. The first aspect includes the biological properties of CSLs and their proper preservation with respect to long-term storage. The
second aspect is related to the potential clinical use of CSLs. As a high-quality biomaterial, CSLs have substantial potential to be used for alternative
solutions in the treatment of specific eye diseases.

In a number of studies it has been shown that RSL transplantation could be a safe and effective method that does not cause any serious complications,
for example in terms of immune reaction.

The aim of this article is to present an overview of the possibilities for using CSLs for transplantation purposes, and at the same time to discuss our
methodology for processing and preserving CSLs with the protocol used at the Eye Tissue Bank of the Kralovské Vinohrady University Hospital.
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uvoD

Rohovkové stromalni lentikula (RSL) vznikd jako od-
padni produkt pfi refrakéni operaci typu ReLEx SMILE, coz
je metoda, kde je pomoci femtosekundového (FS) laseru
v centrdIni ¢asti rohovky refrakénich pacientd vytvorena
stromalni lentikula o priméru cca 8 mm a tloustky mezi
50-150 pm, pfiblizné 14 um na jednu odstranénou diop-
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trii (D). Tato lentikula je nasledné mechanicky separova-
na a vyjmuta, ¢imz dojde ke zméné zakfiveni predni plo-
chy rohovky a zméné jeji zakladni refrakce. Metoda ReLEx
SMILE se vyuzivad predevsim ke korekci stfedni a vyssi
myopie. RSL je jako odpadni tkan poté béznym zpUlso-
bem zlikvidovana jako biologicky odpad.

RSL je tvofena predeviim rohovkovym kolagenem
a mensim mnozstvim keratocytl. Vzhledem k tomu, ze se



jednd o kvalitni, zdravou tkan, byly popsany v literature
moznosti jejiho dalsiho vyuziti. Jako pfiklad Ize uvést vyuziti
k alogenni transplantaci naptiklad pro prekryti rohovkovych
defektl, u drobnych perforacnich poranéni, u pacient( s ke-
ratokonem, ke korekci dalekozrakosti, pfipadné presbyopie.
Standardné jsou v téchto pripadech dosud prevdzné vyu-
zivany darcovské kadaverdzni rohovky, pfipravované dle
standardizovanych postuptl v podminkach tkarové banky.
Limitujicimi faktory jsou vsak pfedeviim omezend dostup-
nost takovychto kadaverdéznich tkani a také vysokd cena
darcovské rohovky, ze které je nasledné ve vyse jmenova-
nych indikacich vyuZita pouze mala ¢ast rohovky.

Vyuzit v téchto pfipadech RSL by se tedy jevilo jako vel-
mi vyhodné, nicméné pouziti ¢erstvé tkané je predevsim
logisticky komplikované. Refrakéni zékroky typu RelEx
SMILE se provadéji pouze na malém mnozstvi prevaz-
né soukromych refrak¢nich pracovist, naopak pacienti,
u kterych by pouziti takovéto lentikuly pfichazelo v ava-
hu, pfichazeji ¢asto na vysoce specializovana rohovkova
centra, prevazné univerzitnich klinik. Dalsi komplikaci je
nutnost provést veskerd nutnad a predepsand vysetreni
minovalo riziko pfenosu infekénich onemocnéni.

Z vyse uvedeného je ziejmé, Ze je nesmirné kompli-
kované pouzit tkan v cerstvém stavu. Je tedy zadouci
vyuzit metodu, kterd umoznuje dlouhodobé skladovani
RSL. Zpracovéni a uchovani RSL technikou kryoprezer-

Obrazek 1. Obarveni RSL trypanovou modjii
RSL - Rohovkovd stromdini lentikula

vace se zdd byt optimalnim fe3enim. Toto feSeni by bylo
vysoce relevantni pfi nedostupnosti darcli rohovkové
tkané, zejména v rozvojovych zemich. Metoda kryopre-
zervace rohovek se v bézné praxi k uchovani rohovek
neujala vzhledem k poskozeni rohovkového endotelu.
Nicménég, v pfipadé RSL a jejich pouziti ve vyse zmino-
vanych indikacich nehraje vliv kryoprezervace na endo-
tel zadnou roli. Studie navic potvrzuji, ze kryoprezerva-
ce nezpusobuje poskozeni kolagennich vldken, coz je
klicové pro zachovani transparence rohovky po implan-
taci RSL [1,2].

Ziskani, zpracovani a uchovani RSL

V pfipadé souhlasu darce s darovanim RSL pro lé¢ebné
ucely ¢i vyzkum, je pred planovanou operaci ReLEx SMILE
podepsan informovany souhlas pacienta a zaroven je
odebréna krev k sérologickému vysetfeni krvi pfenos-
nych infekci (hepatitida B, C, infekce virem HIV, syfilis).
RSL je ziskdna peropera¢né béhem refrakéni operace
ReLEx SMILE, kdy je na konci zdkroku sterilné vyjmuta
pinzetou. Tkan je bezprostfedné po operaci vlozena do
sterilni vialky kryotube s prezerva¢nim roztokem (Eusol)
pfi 4 °C a umisténa do ochranného transportniho kontej-
neru. Za kontrolované teploty je poté transportovana do
Oc¢ni tkanové banky Fakultni nemocnice Kralovské Vino-
hrady (FNKV), kde je oznacena podle schvélenych speci-
fikaci identifika¢nim Stitkem a ulozena v roztoku BSS do
mraziciho boxu (-80 °C). U vSech darct musi byt v dobé
odbéru tkdné a po uplynuti 6 mésict od odbéru negativ-
ni vysledek sérologického vysetieni, aby mohla byt tkan
uvolnéna k pouziti.

Priprava tkané k pouziti

Pokud je tkan schvélena a uvolnéna k pouziti, vialka
s kryoprezervovanou RSL se vyjme z mraziciho boxu
a ponechdava se po dobu 30 min. pfi pokojové teploté.
Nasledné je vlozena do fyziologického roztoku. Bezpro-
stfedné pred pouzitim tkané je na operacnim sale pro

Obrazek 2. RSL po obarveni a vyplachu roztokem BSS ve vétsim
detailu

RSL - Rohovkovd stromdilni lentikula

BSS - Balanced Salt Solution (vyvdZeny solny roztok)
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lepsi vizualizaci na RSL aplikovéna kapka trypanové mod-
fi 0,05% (RS-blue, Alchimia, Padova, Italy). Obrazek 1 a 2.

Indikace transplantace RSL

V dnesni dobé existuje pomérné velky pocet publi-
kaci, které popisuji RSL jako alternativni moznost lécby
rdznych o¢nich onemocnéni nebo jako feseni pfi selhani
standardni metody Iécby.

1. Lécba ametropie
Hypermetropie

Lécba hypermetropie RSL spocivé v implantaci RSL do
rohovky oka, jehoz refrakéni vlastnosti maji byt korigova-
ny, pro zménu zakfiveni rohovky. Jako prvni pfipad cer-
stvé alogenni transplantace u ¢lovéka popsal Pradhan et
al. v roce 2013 [3], kde pfijemce mél vysokou sekundarni
hypermetropii v dusledku afakie. Ackoliv méla pacientka
pooperacné stale vysokou hypermetropii i pfes pomérné
velkou redukci refrakce, nedoslo v tomto pripadé k zad-
nym nepfiznivym vedlejSim ucinkim ve smyslu zmény
transparence rohovky nebo imunitni reakce.

Prvni klinickou sérii kryoprezervovanych implantaci
RSL proved| Ganesh et al. [2]. RSL byly implantovény do
stromatu rohovky hyperopického oka. Nasledné byly pu-
blikovany prace se zkusenostmi transplantace RSL v lé¢-
bé hypermetropie [4-11]. Prace také ukdzaly na pomérné
$patnou prediktabilitu refrakéniho vysledku, a proto se
v dnesni dobé od tohoto postupu odstoupilo.

Presbyopie

Presbyopie je nejcastéjsi o¢ni vadou u lidi starsich
40 let a vyuziti RSL z ReLEx SMILE by mohla byt novou
metodou lé¢by. Jacob et al. [12] v roce 2017 jako jedni
z prvnich prokazali bezpecnost a Gc¢innost metody tzv.
PEARL (PrEsbyopic Allogenic Refractive Lenticule) pfi
korekci presbyopie. Pouzili alogenni rohovkovou inlay
(implantat umistény do stromatu rohovky pro korekci
presbyopie) o priiméru T mm, ktera byla implantovana
pod femtosekundovym laserem vytvorenou kapsu nedo-
minantniho oka presbyopickych pacientt.

2. Léc¢ba defektl rohovek a tkani
Rohovkové viedy a perforace

Dalsi moznosti vyziti RSL je 1é¢ba rohovkovych vied(,
pfipadné malych perforaci [13,14]. Mezi hlavni |é¢ebné
metody v soucasnosti patfi aplikace terapeutické kontakt-
ni ¢ocky, tkanové lepidlo, nasiti spojivky, transplantace
amniové membrany a transplantace rohovky [15-18]. Lé¢-
ba rohovkovych viedu je ¢asto komplikovana. Poskozena
a chybéjici rohovkova tkan se pouze minimalné a velmi
pomalu obnovuje. V ptipadech postupujici keratolyzy do-
chazi az k perforaci rohovky, kterou je nutné akutné resit
prekrytim defektu tak, aby byla obnovena integrita bulbu
a doslo ke snizeni rizika infekce nitroo¢nich tkani.

Vyhodou RSL je to, Ze svoji ,tloustkou” mohou tento
defekt rohovky vyplnit. Existuji studie s pouzitim jed-
notlivych RSL, pfipadné v kombinaci s pouzitim tkano-
vého lepidla [19] nebo pouziti nékolika vrstev RSL [20].
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Jako velmi vyhodné se jevi kombinace transplantace RSL
s amniovou membranou, kterd obsahuje velké mnozstvi
rdstovych faktort a cytokinti [21,22].

Prvni zkusenosti jsou také s pouzitim RSL u lécby lim-
balniho dermoidu nebo u recidivujiciho pterygia, kde
principem je ndhrada chybéjici tkané a obnoveni integri-
ty rohovky [23-25].

3. Léc¢ba ektatickych onemocnéni
Keratokonus

Keratokonus je progresivni degenerativni onemocnéni
rohovky, pfi kterém dochdzi k jejimu postupnému vyklenuti
a zten¢ovani. Jedinou moznosti [é¢by tohoto onemocnéni
je metoda corneal crosslinking (CXL). U nékterych pacien-
ta s keratokonem je ale tloustka rohovky jiz nedostatecnd
k provedeni CXL. Sachdev et al. [26,27] popsal novy zplisob
ztlusténi stromatu rohovky pomoci RSL s moznosti nasled-
ného provedeni standardni CXL. Bylo prokazano, ze tato
technika je bezpecnd a uc¢innd. V dalsich studiich Ganesh
a Cagini [28,29] tuto skute¢nost potvrdili a ukdzali, ze kombi-
nace implantace RSL a CXL mUze byt vhodnou metodou vol-
by u pacientl s nedostate¢nou tloustkou rohovky a tim od-
dalit nebo v nékterych pripadech se i vyhnout keratoplastice.

latrogenni (pooperacni) keratektazie

Li et al. [30,31] publikovali prace s vyuzitim RSL pro lé¢-
bu pooperacni keratektazie po refrakéni operaci LASIK.
Referovani pacienti méli uspokojivé vysledky a nevyskyt-
ly se zadné vyznamné komplikace.

DISKUZE

V soucasné dobé nejsou v oblasti transplantace RSL pu-
blikovany zadné doporucené postupy, tj. standardizova-
né postupy operaci, véetné pracovniho postupu prezer-
vace. Existuji rizné publikace, ¢asto se vsak lisi odlisnou
metodikou. Jako pfiklady Ize uvést rozdily v pouziti auto-
logni nebo alogenni stromalni tkdné, kryoprezervované
nebo cerstvé RSL. V chirurgické metodice se lisi, podle
toho, zda se RSL nasivala nebo implantovala do kapsy
manualné vytvorené nebo do FS laserem vytvorené kap-
sy ¢i implantace RSL pod flap.

| pfes velkou variabilitu metodiky, samotna transplan-
tace RSL se ukdzala jako proveditelny postup s minimem
peroperacnich a pooperacnich komplikaci. Mezi ¢asné
pooperacni komplikace patfi prechodny edém rohovky
a foldy Descemetské membrany, edém tkéné RSL, ktery
by mohl byt pfisuzovan kryoprezervaci, a opacity v inter-
face (rozhrani mezi hostitelskou a darcovskou tkani).

Dulezité je, ze v zadné publikované literatuie nebyl
dosud popsan ptipad selhani ¢i rejekce tkané RSL. Toto
je shodné s predpokladem na zakladé toho, Zze RSL jsou
implantovény do imunologicky privilegované tkané ro-
hovky a zaroven ze je slozena prevazné z kolagenni tka-
né, ¢imz se minimalizuje riziko rejekce [32]. Aby se elimi-
novala potencialni rizika rejekce, zlistava otazkou pfinos



decelularizace alogenni RSL, aby se odstranil rezidudIni
bunécény material, ktery by mohl vést k rejekci tkdné [33].

ZAVER

Zavérem lze fici, ze transplantace RSL, ziskané metodou

refrakéni operace ReLEx SMILE, je novou alternativni me-
todou lécby nékterych ocnich onemocnéni a zaroven se
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