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SUHRN

Ciel: Zistit efekt opakovanych intravitrealnych aplikacii afliberceptu na endotel rohovky u pacientov s diabetickym makuldrnym edémom
(DME) a edémom makuly pri okluzii retindlnej vény (RVO).

Metodika: Do prospektivneho sledovania v obdobi od januara 2021 do novembra 2023 bolo zaradenych 87 naivnych o¢i s diagnézou DME
a RVO. Exkluzne kritérium pre zaradenie bol operacny alebo laserovy zakrok pocas sledovacieho obdobia, nosenie kontaktnych sosoviek, ope-
racia katarakty pred menej ako 6 mesiacmi, dystrofie alebo iné ochorenia rohovky, ktoré mézu sposobit zmeny endotelu. Okrem rutinnych
vySetreni sme v den 1., 4. a 8. injekcie vysetrovali aj endotel rohovky pomocou bezkontaktnej endotelovej mikroskopie. Vyhodnocovali sme
4 parametre: hustotu endotelovych buniek (CD), hexagonalitu (HEX), koeficient variability (CV) a centralnu hrabku rohovky (CCT). Najskor
sme vyhodnocovali cely subor o¢i a ndsledne sme ho rozdelili podla 2 kritérii; podla diagnézy na DME/RVO a podla $osovky na fakické/pseu-
dofakické oc¢i.

Vysledky: Vyhodnotenych bolo 87 oci (68 pacientov). Priemerny vek pacientov v ¢ase diagnozy bol 66,8 +9,3 rokov. Z celkového poctu 87
bolo 51 (59 %) fakickych a 36 (41 %) pseudofakickych oc¢i. S diagnézou DME bolo lie¢enych 61 (70 %) oci a s diagnézou RVO 26 (30 %). V prie-
behu sledovania nedoslo vplyvom liecby k statisticky signifikantnej zmene priemernych hodnét CD, HEX, CV, CCT ¢i uz v subore vietkych oci
alebo v rozdeleni do podskupin podla diagnézy ¢i stavu Sosovky.

Zaver: Zistili sme, ze intravitrealne aplikacie afliberceptu u pacientov s DME a RVO neovplyvruju parametre rohovkového endotelu ako CCT,
HEX, CD, CV hodnotené pomocou endotelovej mikroskopie pri sledovani po 8 injekciu.

Klucové slova: aflibercept, endotel rohovky, endotelové bunky, antiVEGF, endotelovy mikroskop

SUMMARY
EFFECT OF INTRAVITREAL AFLIBERCEPT ON CORNEAL ENDOTHELIAL CELLS

Aim: To determine the effect of repeated intravitreal injections of aflibercept on the corneal endothelium in patients with diabetic macular
edema (DME) and macular edema due to retinal vein occlusion (RVO).

Methods: In a prospective study conducted between January 2021 and November 2023, a total of 87 treatment-naive eyes with DME and RVO
were evaluated. The exclusion criteria were surgery or laser intervention during the follow-up period, contact lens wear, cataract surgery in
the last 6 months, dystrophy, or other corneal condition that may cause endothelial damage. In addition to routine examinations on the day
of application, we also measured the corneal endothelium using non-contact endothelial microscopy on the 1st, 4th and 8th day of injection.
We evaluated 4 parameters: endothelial cell density (CD), hexagonality (HEX), coefficient of variability (CV) and central corneal thickness
(CCT). First of all, we evaluated the entire cohort of eyes, and then divided it according to 2 criteria; the diagnosis into DME/RVO and accord-
ing to the lens status into phakic/pseudophakic eyes.

Results: A total of 87 eyes of 68 patients were evaluated. The average age of the patients at the time of diagnosis was 66.8 +9.3 years. Within
the cohort 51 (59%) eyes were phakic and 36 (41%) pseudophakic. A total of 61 (70%) eyes with a diagnosis of DME were treated, and 26 (30%)
with RVO. During the follow-up, there were no significant changes in the average values of CD, HEX, CV, CCT due to aflibercept treatment,
either in the whole group or in subgroups according to diagnosis or lens condition.

Conclusions: The findings of this study indicate that intravitreal applications of aflibercept in patients with DME and RVO did not affect cor-
neal endothelial parameters such as CCT, HEX, CD, CV measured by endothelial microscopy in observation following 8 injections.

Key words: aflibercept, corneal endothelium, endothelial cells, antiVEGF, specular microscope
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Endotel je jednou zo 6 vrstiev rohovky a tvori ho jedna
vrstva buniek hexagondlneho tvaru [1,2]. Zabezpecuje
aktivny transport vody von z rohovky a tym je zodpo-
vedny za transparenciu, konstantna hydrataciu a stabil-
nu optickd mohutnost rohovky [3]. Hustota endotelo-
vych buniek klesa s vekom cca 0,6 % za rok, pricom sa
znizuje z poctu priblizne 3400 buniek/mm? vo veku 15
rokov na priblizne 2300 buniek/mm? vo veku 85 rokov.
Ako fyziologickd hustota endotelovych buniek sa udava
2000-3000 buniek/mm? [4]. Principom bezkontaktnej
endotelovej mikroskopie je zobrazenie endotelu rohov-
ky vyuzitim zrkadlového odrazu na rozhrani medzi en-
dotelom a komorovou vodou. Toho sa dosahuje bielym
svetlom a mikroskopom s velkym zva¢senim. Endotelovy
mikroskop meria hrabku rohovky, automaticky segmen-
tuje a pocita endotelové bunky. Pristroj generuje rozne
indexy, ktoré pomahaju pri diagnostike a liecbe rohov-
ky, napr. hustota buniek (CD), koeficient variability (CV),
hexagonalita (HEX) a centrdlna hrubka rohovky (CCT) [5].
Studie potvrdili pritomnost vaskularneho endotelové-
ho rastového faktoru (VEGF) a jeho receptory na epitel,
stréme a endoteli rohovky [6-10].

Intravitredlne aplikované liecivd su z oka eliminova-
né 2 cestami: posteriorne cez hematoretinalnu bariéru
a anteriorne prostrednictvom odtoku komorovej vody.
Mnohé experimentalne studie vsak ukdzali, ze molekuly
inhibujuce VEGF su takmer Uplne eliminované prednou
cestou [11-13]. Aflibercept (Eylea®, Bayer) je fuzny pro-
tein, ktory obsahuje fragmenty domén ludskych VEGF
receptorov 1 a 2 naviazanych na Fc fragment ludského
IgG1. Pbsobi ako solubilny ndhradny receptor, ktory viaze

VEGF-A a placentarny rastovy faktor (PIGF) a tym inhibuje
ich naviazanie na receptor [14]. Farmakokineticky profil
intravitredlnej aplikacie 2,0 mg/0,05 ml afliberceptu u fudi
este nie je definitivne objasneny, ale Do a kol potvrdili, ze
polcas afliberceptu v komorovej vode po jednorazovej
intravitredlnej aplikacii bol 11 dni u 5 pacientov s vekom
podmienenou makuldrnou degeneraciou (VPDM) [15].
Bevacizumab bol detegovany v prednej komore dokonca
mesiac po intravitrealnej aplikacii [12]. My sme si polozili
otazku, ¢i opakované intravitredlne aplikacie afliberceptu
moézu nepriaznivo ovplyvnit endotel a hrubku rohovky
u pacientov s diabetickym makuldrnym edémom (DME)
a edémom makuly pri okluzii retinélnej vény (RVO).

MATERIAL A METODIKA

Do prospektivnej sledovacej studie bolo na O¢nej klini-
ke vo Fakultnej nemocnici v Trencine v obdobi od janudra
2021 do novembra 2023 zaradenych 87 oi (68 pacientov)
s diagnézou DME a RVO. Vsetci pacienti boli naivni a bola
im indikovana intravitredlna liecba afliberceptom. Ex-
kldzne kritérium pre zaradenie pacienta bol iny o¢ny ope-
racny alebo laserovy zdkrok pocas sledovacieho obdobia,
nosenie kontaktnych SoSoviek, dystrofie alebo iné ochore-
nia rohovky, ktoré mézu sposobit zmeny endotelu. Zara-
dené pseudofakické oci boli po operacii katarakty viac ako
6 mesiacov. V den aplikdcie sme Standardne vysetrovali
najlepsie korigovanu zrakovu ostrost do dialky (BCVA) po-
mocou ETDRS optotypu, vnutroocny tlak bezkontaktnym
tonometrom, predny a zadny segment v mydridze a cen-
tralnu hrubku sietnice (CRT) pomocou optickej koherent-
nej tomografie (OCT). Okrem tychto rutinnych vysetreni
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Obrazok 1. Vysledky endotelovej mikroskopie u 68-ro¢ného pseudofakického pacienta s edémom makuly pri
retindlnej vendznej okluzii na lavom oku v den 1., 4. a 8. aplikécie afliberceptu
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sme v den 1., 4. a 8. injekcie vy3etrovali aj endotel rohov-
ky (Obrazok 1, 2). Endotelovu mikroskopiu sme realizovali
pomocou bezkontaktného pristroja Nidek CEM-530 (To-
kyo, Japan). Snimali sme centralnu rohovku velkosti 0,55 x
0,25 mm s pristrojom nastavenom v automatickom rezime
s autotrackingom. Realizovali sme 5 merani a vyhodnoco-
vali sme najkvalitnejsi scan. Hodnotili sme 4 parametre: CD,
HEX, CV a CCT. Nasledne sa pacientovi za sterilnych asep-
tickych podmienok v topickej anestézii injikovalo 0,05 ml
afliberceptu intravitredlne. Vysledky boli statisticky spraco-
vané s vyuzitim deskriptivnej Statistiky, Chi-kvadrat testu
a t-testu, za hodnotu vyznamnosti bola stanovand p = 0,05.

VYSLEDKY

Tabulka 1 uvédza zdkladné demografické data. Cel-
kovo bolo do sledovania zaradenych 87 naivnych oci;
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fakickych a 36 (41 %) pseudofakickych oci. S diagnézou
DME bolo lie¢enych 61 (70 %) oci a s diagnézou RVO 26
(30 %); z toho 15 (17 %) pacientov malo vetvovu a 11
(13 %) kmernovu RVO. Priemernd hodnota glykovaného
hemoglobinu u pacientov s diabetes mellitus (DM) bola
7,6 £0,7 % (5,9-9,9) DCCT a 54 oci (89 %) malo DME pri
DM 2. typu.

Priemerna BCVA v3etkych pacientov v den 1. injekcie
bola 53 £12 pismen ETDRS. K signifikantnému zlepseniu
na 60 +12 doslo v den 4. aplikacie, a taktiez aj v den 8.
aplikécie na 62 +£12 pismen ETDRS, (p < 0,001 pre obe po-
rovnania s 1. injekciou). Identicky signifikantné zlep3enia
vysli aj pri rozdeleni oci podla diagnézy, v skupine DME
(55 +11; 60 £11; 62 £13) a RVO (49 £13; 58 £13; 61 £12)
pismen ETDRS.
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Obrazok 2. Vysledky endotelovej mikroskopie u 68-ro¢ného fakického pacienta s diabetickym edémom maku-

ly na pravom oku v den 1., 4. a 8. aplikacie afliberceptu

Tabulka 1. Demografické a zékladné charakteristiky sledovaného suboru

DME - diabeticky makuldrny edém, RVO - okluzia sietnicovej vény

2

04

n=_387
n=61(70 %)

n =26 (30 %)
66,8 £9,3 (33-87)
52 (60 %) / 35 (40 %)
51 (59 %) / 36 (41 %)

40 (46 %) / 47 (54 %)
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Priemernd CRT merana na spektralnom OCT v den porovnania s 1. injekciou). Vyznamne signifikantné zlep-
1. injekcie afliberceptu bola 565 +151 ym. V den 4. apli- Senia vysli aj pri rozdeleni oci podla diagndzy, v skupine
kacie doslo k signifikantnému poklesu na 347 +£92 pum DME (538 +127; 367 +83; 324 +90) a RVO (629 +185; 300
a v den 8. aplikacie na 322 £95 um, (p < 0,001 pre obe +95;319 £107) um.

Tabulka 2. Morfometricka analyza parametrov nameranych pomocou endotelovej mikroskopie v den 1., 4. a 8. aplikacie afliberceptu

Vsetky oci
Hustota buniek (bb/mm?) 2669 +346 2642 +369 (p = 0,279) 2671 £364 (p =0,159)
Koeficient variability (%) 30 +5 31 +4 (p = 0,444) 31 +4 (p=0,876)
Hexagonalita (%) 68 +4 68 +4 (p =0,672) 66 =7 (p =0,058)
Centrdlna hribka rohovky (um) 564 £32 564 +33 (p =0,155) 562 +28 (p = 0,329)
Pocet oci n =387 n=_84 n=59
Hustota buniek (bb/mm?) 2731 +£334 2730 +343 (p = 0,368) 2696 +363 (p = 0,820)
Koeficient variability (%) 30+5 30 +4 (p = 0,658) 30 +5 (p=0,595)
Hexagonalita (%) 68 +4 68 +4 (p =0,120) 66 6 (p = 0,063)
Centralna hrubka rohovky (um) 567 £33 567 32 (p = 0,630) 565 +27 (p = 0,652)
Pocet oci n=>51 n =49 n=35
Hustota buniek (bb/mm?) 2583 +£348 2520 +372 (p=0,071) 2634 +371 (p = 0,089)
Koeficient variability (%) 314 314 (p = 0,490) 31+4 (p=0,772)
Hexagonalita (%) 67 £5 68 +4 (p =0,326) 65 7 (p =0,395)
Centralna hrdbka rohovky (um) 559 £31 560 +34 (p = 0,085) 558 +£29 (p = 0,186)
Pocet oci n=36 n=35 n=24
. oomw |
Hustota buniek (bb/mm?) 2724 £365 2684 +391 (p=0,174) 2732 £399 (p = 0,068)
Koeficient variability (%) 30 +5 30+4 (p=0,522) 30 +4 (p=0,821)
Hexagonalita (%) 68 +5 68 +4 (p=0,731) 65 +8 (p =0,091)
Centralna hrdbka rohovky (um) 564 +29 565 +31 (p = 0,104) 561 +27 (p = 0,042)
Pocet oci n=>61 n=58 n =40
Hustota buniek (bb/mm?) 2541 +£257 2549 +297 (p = 0,704) 2541 +£238 (p =0,767)
Koeficient variability (%) 314 31 +4 (p =0,669) 32 +5 (p=0,343)
Hexagonalita (%) 68 +4 68 +4 (p =0,784) 67 3 (p =0,222)
Centralna hrdbka rohovky (um) 562 +39 562 +37 (p =0,977) 564 +30 (p=0,671)
Pocet oci n=26 n=26 n=19

p-hodnota uddva statisticki vyznamnost rozdielu medzi hodnotami pri 4. a 8. injekcii v porovnani's hodnotamiv deri 1. aplikdcie, DME - diabeticky makuldrny
edém, RVO - okluzia sietnicovej vény
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Vyhodnocovali sme 4 parametre rohovkového endo-
telu merané pomocou endotelovej mikroskopie: CD, CV,
CCT a HEX. Najskor sme vyhodnocovali cely subor oci
a nasledne sme ho rozdelili podla 2 kritérii; podla diagné-
zy na DME/RVO a podla stavu 3o03ovky na fakické/pseu-
dofakické oci (Tabulka 2).

Priemerna CD u vsetkych o¢i v den 1. aplikacie bola 2669
+346 bb/mm2.V den 4. (2642 +369 bb/mm?) a v den 8. apli-
kacie (2671 £364 bb/mm?) sme nezaznamenali Statisticky
signifikantny rozdiel v porovnani s hodnotamiss 1. injekciou.
Ale zaznamenali sme rozdiel (p = 0,009) v priemernej hod-
note CD v den 1. a 8. aplikacie medzi skupinami RVO (2541
+257; 2541 +238) a DME (2724 £365; 2732 +£399) bb/mm?.
Ocakavany signifikantny rozdiel sa potvrdil aj v priemernej
CD medzi skupinou fakickych (2731 +334; 2730 +343; 2696
+363) a pseudofakickych oci (2583 +348; 2520 +372; 2634
+371) bb/mm?, ale nedoslo k zmenam hustoty endotelo-
vych buniek v ¢ase vplyvom injekcii v podskupinach.

V priebehu sledovania sme nezaznamenali signifikant-
nu zmenu priemernej hodnoty CV u vietkych o¢i (30 +5;
31 +4; 31 +4) %, ani zmenu HEX endotelovych buniek (68
+4; 68 +4; 66 £7) % a ani zmenu v priemernej CCT (564
+32; 564 +33; 562 £28) um. Rovnako sme nepotvrdili roz-
diely v HEX a CV medzi podskupinami podla diagnézy ¢i
stavu So3ovky navzijom. Jedind vyznamnda zmena v CCT
bola zaznamena v sibore DME a to porovnanie CCT v den
8. aplikacie oproti 1. aplikacii (z 564 na 561 um, p =0,042).

Kompletné sledovanie po 8. aplikaciu aflibercep-
tu dokoncilo z pévodnych 87 oci az 59 (68 %); z toho
19 (73 %) RVO a 40 (66 %) DME oci. Ukoncenie alebo
prerusenie liecby pred 8. injekciou sa udialo z dévodu
zlepsenia nalezu (3), exitu (1), vysokého glykovaného he-
moglobinu (10), nonrespondér s nutnostou switchu (9),
nutnosti pars plana vitrektémie pre epiretinalnu mem-
branu (2) a z neznédmych dévodov (3).

DISKUSIA

AntiVEGF lie¢ba zvycajne vyzaduje opakované intravit-
redlne aplikacie. Studie ukazali, ze VEGF a jeho receptory
su exprimované na endoteli rohovky [6-10]. Experimen-
talne zvieracie modely potvrdili urciti koncentraciu an-
tiVEGF molekul v prednej komore po ich intravitredlnej
aplikacii [16], a taktiez detegovali pokles CD po intraka-
meralnej aplikacii ranibizumabu u kralikov [17]. Aj na z&-

klade tychto faktov sa skima potencionalny cytotoxicky
efekt antiVEGF molekul na rohovkovy endotel.

Papadakou sledoval vplyv samotného DM na paramet-
re rohovkového endotelu a zdverom bolo, ze CD bola niz-
Sia u pacientov s DM v porovnani so zdravou kontrolnou
skupinou [18]. V nasom subore sme nezaznamenali po-
kles CD u pacientov s DME (2724 £365; 2684 +391; 2732
+399) v porovnani s RVO (2541 +£257; 2499 +297; 2541
+238) bb/mm?. Urban sledoval efekt antiVEGF molekul
(ranibizumab a aflibercept) na endotel rohovky u 110 oci
pacientov s VPDM. Na konci polro¢ného sledovania sa
preukdzal statisticky vyznamny pokles CD v skupine lie-
¢enych afliberceptom. Percento hexagondlnych buniek
bolo nizsie v oboch skupinach a tato studia tiez ukazala
mierny narast polymegatizmu [19]. Dalej sa ukazalo, ze
ranibizumab sposobuje malé a nevyznamné zhrubnu-
tie CCT, zatial ¢o CCT zostala nezmenena v skupine lie-
¢enej afliberceptom [19]. Co je v rozpore s publikéaciou
od Chatziralliho, ktory tiez sledoval vplyv ranibizumabu
a afliberceptu na endotel rohovky u 36 pacientov s DME
a zistil, ze tieto molekuly nemaju vplyv na rohovku a po
12-mesac¢nom sledovani nezaznamenal Ziadne zmeny
v CD, HEX, CV a CCT [20]. Joshi a kol v subore 102 o¢i
nezaznamenali pocas prvého mesiaca po intravitralnej
aplikécii ranibizumabu ziadne zmeny endotelu a nebol
rozdiel medzi fakickymi a pseudofakickymi o¢ami [21].
Doguizi taktiez nepreukdzal cytotoxické ucinky na endo-
tel po 4 aplikaciach afliberceptu u 34 oc¢i s VPDM [22].

Nase vysledky sa zhoduju s publikaciami, ktoré nepo-
tvrdili signifikantny efekt na parametre rohovky merané
na endotelovej mikroskopii u pacientov s DME a RVO
liecenych afliberceptom po 8. aplikaciu. Jedind vyznam-
na zmena v CCT bola zaznamena v subore DME a to po-
rovnanie CCT v den 8. aplikacie oproti 1. aplikacii (z 564
na 561 um, p = 0,042). Vzhladom na absenciu ostatnych
zmien endotelu tuto zmenu povazujeme za nepatologic-
ku, nahodnu a klinicky nevyznamnu.

ZAVER

Nasim sledovanim sme potvrdili, ze intravitrealne apli-
kacie 2,0 mg/0,05 ml afliberceptu u pacientov s DME
a RVO neovplyvnuju parametre rohovkového endotelu
ako CCT, HEX, CD, CV hodnotené pomocou endotelovej
mikroskopie pri sledovani po 8. injekciu.
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