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บทคัดยอ 

 

วัตถุประสงค: เพื่อศึกษาการรักษาภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา (corneal limbal stem cell 

deficiency) โดยวิธี cultivated oral mucosal epithelial cell transplantation (COMET) ซ่ึงใชเซลล epithelium 

จากเยื่อบุปากของผูปวยเองมาเพาะเล้ียงบนเน้ือเยื่อรก (human anmniotic membrane) ในหองปฏิบัติการกอน

นํากลับไปปลูกถายแกผูปวย โดยประเมินผลการเล้ียง epithelium เซลลเยื่อบุปากในหองปฏิบัติการและ

ประเมินผลการผาตัดในผูปวย 

วิธีการศึกษา: เปนการศึกษาชนิด  Prospective,  ศึกษาผลการผาตัดในผูปวย 20 ตา ใน 18 ราย ท่ีมีภาวะเส่ือมของ

เซลลตนแบบของผิวกระจกตา (corneal limbal stem cell deficiency) ท้ังสองตา  โดยประเมิน clinical outcomes 

ไดแก corneal surface epithelialization, conjunctivalization, inflammation, visual acuity (VA), และผลแทรก

ซอน 

ผลการศึกษา:  เซลลท่ีเพาะเล้ียงไดเปน nonkeratinized epithelial cell sheet เรียงตัวกนั 2 -4 ช้ันบนเนื้อเยื่อรก 

โดยยอมพบ p63, ABCG2, CK3, และ CK13  ผูปวยมีอายุเฉล่ีย 48.2 ±15.5 ป ระยะเวลาการติดตามผลการรักษา

เฉล่ีย 31.9  12.1 เดือน (8-50) พบวาผูปวยสวนใหญ (19 ตา, 95%)  มีการหายของแผลท่ีผิวกระจกตา 

(epithelialization) ภายใน 1 สัปดาหหลังผาตัด   ผลสําเร็จของการผาตัด (clinical success outcome) พบ 15 ตา 

(75%) พิจารณาจากผิวกระจกตาทรงสภาพ ไมมีแผลและไมมีลักษณะ conjunctivalization ท่ีสวนกลางของ

กระจกตาหรือการอักเสบ   วเิคราะหทางสถิติ ท่ี 1 ปมี survival 79.3% และ 4 ป 70.9% เม่ือส้ินสุดการศึกษา

ผูปวย 14 ตา (70%) มีการมองเห็นท่ีดีข้ึนหลังการผาตัด COMET และรวมกับการผาตัดเพิ่มเติมอ่ืนๆไดแกการ

ผาตัดเปล่ียนกระจกตา (3 ตา), keratoprosthesis (1 ตา), การผาตัดตอกระจก (1 ตา)  การผาตัด COMET รวมกับ

การผาตัดแกไขหนังตาผิดปกติสามารถชวยกําจดั symplepharon สําเร็จ ไมมีการเปนซํ้า 61.5%   (8 /13 ตา)  

ภาวะแทรกซอนท่ีพบไดแก กระจกตาทะลุ (1 ตา) จากขนตาครูดกระจกตา 

สรุป: การรักษาโดยวิธี COMET สามารถชวยผูปวยท่ีเปนโรคภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา 

ใหสภาพกระจกตาดีข้ึนและมีการมองเห็นท่ีดีข้ึนได แมวาในบางรายจะมีเสนเลือดรุกเขามาท่ีสวนริมกระจก

ตาบาง 

 

คําสําคัญ: ภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา การปลูกถายเซลลตนแบบของผิวกระจกตา การ

เพาะเล้ียงเซลลผิวเยื่อบุปาก 
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Abstract 

Purpose: To investigate the clinical outcomes of autologous cultivated oral mucosal epithelial transplantation 

(COMET) on human amniotic membrane (AM) for corneal limbal stem cell deficiency (LSCD). 

Methods: Prospective, non-comparative case series. Twenty eyes (18 patients) with bilateral severe ocular 

surface diseases were chosen to undergo COMET on human AM. The clinical outcomes included corneal 

surface epithelialization, conjunctivalization, inflammation, visual acuity (VA), and complication.  

Results: Cultivated oral mucosal epithelium on AM (two to four layers) was positive for p63, ABCG2, CK3, 

and CK13. The mean patient age was 48.2 ± 15.5 years. The mean follow-up time was 31.9 ± 12.1 months 

(range, 8-50).  All except 1 eye had complete epithelialization within the first postoperative week. A 

successful clinical outcome, defined as stable ocular surface without epithelial defect, clear cornea without  

fibrovascular tissue invasion at visual area and no or mild inflammation of ocular surface, was obtained in 15 

eyes (75%). Survival analysis showed that the clinical success rates at 1 year were 79.3% and at 4 year of the 

end follow-up were 70.5%. Fourteen of 20 (70.0%) eyes had VA improvements after COMET and 5 eyes had 

subsequent cataract surgery (1 eye), penetrating keratoplasty (3 eyes), keratoprosthesis (1 eye).  Preoperative 

symblepharon was eliminated in most eyes (8 of 13 eyes, 61.5%) after COMET and combined with eye-lid 

reconstruction when needed. Complication was corneal perforation (1 eye), induced by severe eyelid 

abnormality, which was stabilized after tectonic corneal graft. 

Conclusions: COMET can successfully restore ocular surface damage in most cases with corneal LSCD.  

 

Key words: limbal deficiency, limbal transplantation, corneal epithelial stem cell transplantation, cultivated 

oral mucosal epithelial transplantation       
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Executive summary 

วัตถุประสงค  เพื่อศึกษาการรักษาภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา (corneal limbal stem cell 

deficiency) โดยวิธี cultured oral mucosal epithelial cell transplantation (COMET) ซ่ึงใชเซลล epithelium จาก

เยื่อบุปากของผูปวยเองมาเพาะเล้ียงบนเน้ือเยื่อรกในหองปฏิบัติการกอนนํากลับไปปลูกถายแกผูปวยการ

ดําเนินงานและส่ิงท่ีพบ 

1.1  ไดสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยง oral mucosal epithelial cell ใชตัวอยาง oral mucosal tissue 

ขนาดช้ินเล็ก 2 มม.ยอยดวย enzyme เพื่อแยก epithelial cells เพาะเล้ียงเซลลในอาหารเล้ียงเซลลบนแผน human 

amniotic membrane (HAM) ไดเซลลเจริญเติบโตเปนขนาดประมาณ 2-3 ซม.ในเวลา 2-3 สัปดาห  

1.2  ตรวจ marker ของ oral mucosal epithelial cell เซลลท่ีเพาะเลี้ยง ตรวจ marker ของเซลลท่ีเพาะเล้ียง

โดยวิธี immunostaining  และตรวจ mRNAของเซลลท่ีเพาะเล้ียงโดยวธีิ RT-PCR  พบลักษณะคลาย epithelium 

ของกระจกตาโดยพบ nonkeratinized corneal epithelial differentiation markers (CK3, CK13)  และ ลักษณะ

ของ stem cell markers (ABCG2, P63) เปนการพิสูจนวาเซลลท่ีเพาะเลี้ยงไดมีคุณสมบัติเหมาะสมที่จะปลูกถาย

กลับไปยังกระจกตาผูปวย 

1.3  ผาตดัและผลการผาตัดปลูกถายเซลลเยื่อบุปากในผูปวย ไดคัดเลือกและผาตัดผูปวย จํานวน 18 ราย (20 

ตา) ท่ีมีภาวะเสื่อมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตาจาก chemical burn, Steven Johnson’s Syndrome, multiple 

ocular surgeries และ advanced pterygium และอุบัติเหตุ โดยไดเก็บเซลลเยื่อบุปากของผูปวยนําไปเพาะเล้ียงใน

หองหองปฏิบัติการภายใตภาวะท่ีเหมาะสม นาน 2-3 สัปดาห แลวนํากลับไปปลูกถายใหแกผูปวย อายุเฉล่ีย 

48.2+15.5 ป 

ติดตามผลการรักษานานเฉล่ีย 31.9 ± 12.1 เดือน (8-50 เดือน) ผลการผาตัดพบวา 19 ตา (95%) สามารถมีผิว

กระจกตาปดอยางสมบูรณไดในสัปดาหแรก มีผลความสําเร็จ วิเคราะห clinical success outcome พบ 15 ใน 20 

ตา (75%)  มี survival 79% ท่ี 1 ป และ 70.5% เม่ือส้ินสุดการศึกษา คือ 4 ป นอกจากนี้ หลังผาตัดมี ocular 

surface inflammation, symblepharon และ เสนเลือดในกระจกตาลดลง  พบอาจมีเสนเลือดท่ีริมขอบกระจกตา

เทานั้น สวนกลางกระจกตายังใสไมมีเสนเลือด นอกจากนี้ 16 ตา (80%) มีการมองเหน็ท่ีดีข้ึนหลังการผาตัด 

COMET และรวมกับการผาตัดเปล่ียนกระจกตาชนดิตางๆ และผาตัดตอกระจก อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  จาก

เดิมกอนผาตัด COMET มีระดับสายตาวดัโดยวิธี LogMar 2.050.09 ดีข้ึนเปน 1.250.95 สวนในกลุมผูปวยท่ี

มี clinical failure outcome นั้น มีจํานวน 5 ตา (25%)  โดยสวนใหญ (4 ตา, 80%) เกิดในชวง 1 ปแรกหลังผาตัด 

COMET  

สรุป   ผลการรักษาเปนท่ีนาพอใจ สามารถชวยผูปวยท่ีแตเดิมไมมีวิธีรักษาท่ีดี ใหสามารถมองเห็นดีข้ึนได แมวา

จะมีเสนเลือดรุกเขามาท่ีสวนริมกระจกตาบาง แตยังทรงสภาพอยูได  
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รายงานผลการดําเนินงานโครงการ “การรักษาโรคของผิวตาโดยการปลูกถายเซลล epithelium ของเยื่อบุปาก

โดยวิธีเล้ียงเซลลในหองปฏบัิติการ” 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

โรคของ ocular surface เชน โรคแพยาอยางรุนแรง (Steven Johnson’s syndrome) และสารเคมีหรือ

ความรอนลวกตา (chemical, thermal burn) ในรายท่ีรุนแรงจะมีผลตอตาอยางมาก1 เกดิภาวะเส่ือมของเซลล

ตนแบบของผิวกระจกตา (corneal limbal stem cell deficiency) ทําใหมีเสนเลือดงอกใหมเขามาในกระจกตา เกดิ

พังผืดท่ีเยื่อบุตาและกระจกตา เกิดตามัวลงอยางมากจนถึงข้ันสูญเสียการมองเห็น ทางเลือกหนึ่งในการรักษา

ภาวะนี้ คือการผาตัดปลูกถาย limbal stem cell ใหแกผูปวยทดแทนเซลลเดิม 

 อยางไรก็ตามในกรณีท่ีผูปวยมีพยาธิสภาพท้ัง 2 ตา จะไมสามารถใช limbal stem cell ของผูปวยเองมา

ทําการปลูกถาย ทําใหตองใช limbal stem cell จากผูอ่ืนมาปลูกถายแทน เรียกวา allograft limbal stem cell 

transplantation นั้น มักพบปญหาเปนจํานวนมาก เนื่องจากมีโอกาสเกิดปฏิกิริยาตอตานเน้ือเยื่อ (graft rejection) 

สูงและจําเปนตองใชยากดภมิูคุมกันเปนจํานวนมากและระยะเวลานาน อาจเกิดผลแทรกซอนจากยาตอ ตับ ไต 

และเพิ่มความเส่ียงตอการติดเช้ือ รวมท้ังส้ินเปลืองคาใชจายเปนอยางมาก ทําใหการทาํ allograft limbal stem 

cell transplantation ไมไดผลดีเทาท่ีควรโดยมีโอกาสที่จะประสบความสําเร็จเพียง 54.4%, 33.3% และ 27.3% 

ในปท่ี 1, 2 และ 3 ตามลําดับ โดยเฉพาะในโรค Steven Johnson ยังปญหาในการรักษาอยูมาก 

 ดังนั้นในตางประเทศจึงเร่ิมคิดหาเซลลชนิดอ่ืนจากเนื้อเยือ่ของผูปวยเองมาทดแทนเน้ือเยื่อจากตาของ

ผูอ่ืนเพื่อหลีกเล่ียงการใชยากดภูมิ ซ่ึงจากการวิจัยพบวา การใชเซลล epithelium จากเยือ่บุปากมาเพาะเล้ียงบน

เนื้อเยื่อรกในหองปฏิบัติการจะไดเซลลท่ีมีคุณสมบัติใกลเคียงกับเซลล epithelium ของกระจกตา จึงสามารถใช

ทดแทนกันได และสามารถนํามาปลูกถายกลับใหผูปวยท่ีมีปญหา stem cell บกพรอง ได ทําใหลดการอักเสบ

ของกระจกตา กระจกตาใสข้ึน การมองเหน็ดีข้ึน เนื่องจากในประเทศไทยยังไมเคยมีรายงานการทําการผาตัด

เพื่อรักษาภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา (corneal limbal stem cell deficiency) โดยวธีิ cultured 

mucosal epithelial cell transplantation ในมนุษยมากอน ซ่ึงการรักษาวธีินี้เช่ือวาจะเปนประโยชนตอผูปวยเปน

อยางมาก และขอมูลท่ีไดจากการศึกษานีจ้ะนํามาเปนประโยชน เพื่อผลักดันใหมีการพัฒนาความรู หรือปรับปรุง

แนวทางการรกัษาภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา ใหเหมาะสมในทางปฏิบัติมากข้ึนตอไป 

 

วัตถุประสงค  เพื่อศึกษาการรักษาภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา (corneal limbal stem cell 

deficiency) โดยวิธี cultured oral mucosal epithelial cell transplantation (COMET) ซ่ึงใชเซลล epithelium จาก

เยื่อบุปากของผูปวยเองมาเพาะเล้ียงบนเน้ือเยื่อรกในหองปฏิบัติการกอนนํากลับไปปลูกถายแกผูปวย เพื่อลด

ความเส่ียงตอการเกิดปฏิกิริยาตอตานเนื้อเยื่อ (graft rejection) ของการผาตัด allograft limbal stem cell 
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transplantation ซ่ึงนําเซลลจากผูอ่ืนมาปลูกถาย และลดความจําเปนในการใชยากดภูมิคุมกัน  เพือ่ใหไดมาซ่ึง

วัตถุประสงคหลัก จึงมีวัตถุประสงคยอยดงันี้ 
 

1. เพื่อประเมินผลการเล้ียง epithelium เซลลเยื่อบุปากในหองปฏิบัติการ 

2. เพื่อประเมินผลของรักษาดวยการผาตัดปลูกถาย epithelium เซลลของเยื่อบุปากท่ีไดจากการเพาะเล้ียง

ในหองปฏิบัติการใหแกผูปวยท่ีมีภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา 

3. เพื่อเปนฐานขอมูลความรูสําหรับพัฒนาการรักษาภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตาใน

อนาคต 

 

การดําเนินงาน 

1. หาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยง oral mucosal epithelial cell  

ผลการวิจัยพฒันาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียง oral mucosal epithelial cell ของผูปวย ไดสภาวะท่ี

เหมาะสมซ่ึงมีข้ันตอนดังนี ้

1) ยอยตัวอยาง oral mucosal tissue ขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 ซ.ม. ดวย dispase ความเขมขน 2 U/ml ปริมาณ 

15 ม.ล. ท่ีอุณหภูมิ 4◦ซ. ขามคืน 

2) แยกช้ัน epithelial cell ออกจากช้ัน connective tissue  

3) หั่นช้ิน epithelial cell ใหเปนช้ินเล็กๆ ขนาดประมาณ 1 x 1 มม. 

4) ยอยดวย 0.25% trypsin ท่ีอุณหภูมิ 37◦ซ. นาน 5 นาที  

5) เพาะเล้ียงเซลลในอาหารเล้ียงเซลลชนดิ Keratinocyte growth medium (KGM)  

นาน 2-3 สัปดาห โดยเปล่ียนอาหารทุก 2 วนั 

การเพาะเล้ียงเซลลทําการเพาะเล้ียงบนแผน human amniotic membrane (HAM) ซ่ึงตรึงอยูบนผิวลางของ insert 

dish หรือเพาะเล้ียงบนจานอาหารเล้ียงเซลล หรือบน cover slip  

ผลการเพาะเล้ียงเซลลภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม  จากภาพท่ี 1 และ 2 จะเห็นวาเซลลท่ีเพาะเล้ียงภายใตสภาวะ

นี้ (ซ่ึงไมมี feeder cell และ serum) เซลลสามารถจะเติบโตไดดีโดยใชเวลาประมาณ 2-3 สัปดาห จะไดเซลล

เจริญเติบโตมาบรรจบกัน 
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ภาพท่ี 1  แสดง oral mucosal epithelial cell หลังจากท่ีเพาะเล้ียงบนจานอาหารเล้ียงเซลล เปนเวลา 

 8, 12, 14 และ 21 วัน 

  

วันท่ี 8 วันท่ี 12 

  

วันท่ี 14 วันท่ี 21 

  

2. การตรวจหา marker ของ oral mucosal epithelial cell  เพื่อพิสูจนคุณสมบัติของเซลลท่ีเพาะเล้ียงได 
     การตรวจหาลักษณะทาง histology และ marker ของ oral mucosal epithelial cell  

1) ยอมเซลลท่ีเพาะเลี้ยงบน HAM โดยวิธี immunohistochemistry 

 ใชเซลลท่ีเพาะเล้ียงบน HAM นาน 2-3 สัปดาห หรือจนปริมาณเซลลเจริญครอบคลุม 90% ของ

พื้นท่ีผิว นําสงเซลลใหหองปฏิบัติการภาควิชาพยาธิวิทยา  

ตรวจหา differentiation marker และ stem cell marker ผลการยอม H&E พบ nonkeratinized 

epithelial cell sheet โดย cell เรียงตัวกัน 2 -4 ช้ัน บน amniotic membrane ยอม immunohistochemistry 

พบวา p63 positive แสดงถึงวา cell เหลานี้มีศักยภาพ ในการแบงตัว CK13 positive แสดงลักษณะของ 

mucosal epithelium ท่ีเปน nonkeratinized epithelium, CK 3 weakly positive ใน immunohistochemistry 

และ positive จากเซลลท่ีเพาะเล้ียงบน cover slip CK 12 weakly positive ใน immunohistochemistry 

positive แสดงถึงการท่ี cultivated oral mucosal epithelium มีคุณสมบัติบางประการทีค่ลายคลึงกับ 

corneal epithelium 
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 Limbal tissue          Cultivated mucosal epithelial cells 

H&E 
 

p63 
 

CK12 
 

CK3 
  

CK13 
  

ภาพท่ี 2 แสดงผลการยอม marker โดยวธีิ immunohistochemistry ของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา 

(corneal limbal stem cell) (column ซาย)  เปรียบเทียบกบั oral mucosal epithelial cell ท่ีเพาะเล้ียงบน 

human aminiotic membrane (HAM) (column ขวา)    

H&E พบ nonkeratinized epithelial cell sheet โดย cell เรียงตัวกัน 2 -4 ช้ัน ท้ัง limbal tissue (A) และ 

cultivated oral mucosal epithelial cells (B).  P63 positive ท้ัง limbal tissue (C) และ cultivated oral 

mucosal epithelial cells (D).  CK3 และ CK12 positive ท้ัง limbal tissue (E, G) และ cultivated oral 

mucosal epithelial cells (F, H). CK13 positive ท้ัง limbal tissue (I) และ cultivated oral mucosal 

epithelial cells (J) 

 p63, transformation-related protein 63; cytokeratin 3; CK12, cytokeratin 12; CK13, cytokeratin 13; H 

& E, hematoxylin and eosin. 

 

 

 

 

A B 

E 

C 

F 

D 

G H

J I 
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2) ตรวจหา mRNA ของเซลลท่ีเพาะเล้ียงบนจานอาหารเล้ียงเซลล โดยวิธี Reverse transcription– 

polymerase chain reaction (RT-PCR)   

 ตรวจหา mRNAของเซลลท่ีเพาะเล้ียงบนจานอาหารเล้ียงเซลล โดยวิธี Reverse transcription– 

polymerase chain reaction (RT-PCR) 

2.1) RNA extraction 

นําเซลลท่ีเพาะเล้ียงบนจานอาหารเล้ียงเซลลมาสกัด RNA และ ตรวจหาปริมาณ RNA โดย

วัด OD ท่ี 260 nm. โดยเทียบสัดสวน A260/A280 เพื่อดูความบริสุทธ์ิของ RNA ท่ีสกดัโดย

คาท่ียอมรับไดอยูในชวง 1.9-2.1 

2.2)  เปล่ียน mRNA เปน cDNA แลวเพิ่มปริมาณ target DNA ของ differentiation marker (CK3, 

CK12, CK13) และ stem cell marker (ABCG2 และ p63) โดยวิธี RT-PCR ใช GAPDH เปน 

internal control 

2.3)  ตรวจหา target DNA ท่ีเพิ่มข้ึน โดยวิธี agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium 

bromide เปรียบเทียบขนาดของ band กับ 100 base pair DNA marker 

   

 ผลการตรวจหา mRNA โดยวิธี RT-PCR สามารถตรวจพบ differentiation marker (CK3, 

CK13, CK19) และ stem cell marker (ABCG2, P63) ไดแตตรวจไมพบ mRNA จําเพาะของ CK12   

 จากผลที่ไดจากหองปฏิบัติการ สรุปวาคณะผูวิจยัสามารถทําการเพาะเลี้ยงเซลลท่ีเยื่อบุปากบน 

amniotic membrane ได โดยเซลลท่ีเพาะเล้ียงไดมีคุณสมบัติเปน nonkeratinization (CK13 +ve) มี

ลักษณะเซลลบางประการทีใ่กลเคียงกับเซลลของ corneal epithelial cell (CK3 +ve, CK12 +ve ใน 

immunohistochemistry) และมีคุณสมบัติท่ีมีศักยภาพท่ีจะแบงตัวตอไปได มีคุณสมบัติของ stem 

cell แมจะไมใช corneal epithelium จริงๆก็ตาม ใกลเคียงกับการวจิัยอ่ืนท่ีไดทํามากอนนี้ ดังได

รายงานรายละเอียดไปแลว 
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ภาพท่ี 3  Agarose gel electrophoresis แสดงแถบ mRNA ของ CK3 (lane 1), CK13 (lane 3), p63 (lane 

4), ABCG2 (lane 5) แตไมพบ mRNA ของ CK12 (lane 2), (lane M = 100 bp marker) 

CK3, cytokeratin 3; CK12, cytokeratin 12; CK13, cytokeratin 13; p63, transformation-related protein 

63; ABCG2, ATP-binding cassette subfamily G member 2; Bp, base pair. 

 

ผลการผาตัด Cultivated oral mucosal epithelial transplantation (COMET) ในผูปวย             
1) การคัดเลือกผูปวยเพื่อเตรียมผาตดัปลูกถายเซลล epithelium ของเยื่อบุปาก 

                 การคัดเลือกผูปวย ไดแกผูปวยท่ีมีภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตาในตา 2 ขาง 

ผูปวยไดรับการตรวจตาอยางละเอียด ไดแก การวัดสายตา การตรวจดวย slit lamp biomicroscopy ถึง

รอยโรคในตาท้ัง 2 ขาง การตรวจระดับน้ําตาโดยการทํา Schirmer I  การตรวจ impression cytology 

     ไดผูปวยจํานวน 18 ราย 20 ตา เพศหญิง 11 ราย เพศชาย 7 ราย  อายเุฉล่ีย 48.2 ±15.5 ป, โดย

ผูปวยมีภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตาชนดิ partial limbal stem cell deficiency 10 ราย,  

ชนิด total limbal stem cell deficiency 10 ราย, ผลของการตรวจ impression cytology บงช้ีวาเปนภาวะ

เส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตาจริง,  สาเหตุของ limbal stem cell deficiency จาก chemical 

burn 7 ตา, Steven Johnson’s Syndrome 10 ตา, multiple ocular surgeries 1 ตา, advanced pterygium 1 

ตา, และ ocular trauma 1 ตา 

 

 

 

M = 100 bp markers 

1= CK3 

2 = CK12 

3 = CK13 

4 = p63 

5 = ABCG2 

Cornea Cultured cells
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รายละเอียดของผูปวยท่ีไดรับการผาตัด COMET แสดงในตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1 แสดงรายละเอียดของผูปวยท่ีไดรับการผาตัด COMET 

No. 

of Eyes 

Age 
(years) 

Gender Disease Eye 
Extent of 

limbal deficiency 
Symblepharon 

1 45 Male Burn OD 
Partial 

(5 clock hours) 
No 

2 27 Male Burn OD Total No

  3* 44 Male Burn OD 
Partial 

(8 clock hours) 
Yes 

4 35 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OD Total Yes 

5 42 Female Burn OS 
Partial 

(10 clock hours) 
Yes 

6 57 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OD Total Yes 

7 56 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OS 

Partial 

(8 clock hour) 
Yes 

 8* 44 Male Burn OS 
Partial 

(6 clock hour) 
No 

9 53 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OD Total Yes 

10 73 Female Multiple Surgeries OD 
Partial 

(10 clock hour) 
Yes 
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Patient 
Age 

(years) 
Gender Disease Eye 

Extent of 

limbal deficiency 
Symblepharon 

11 57 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OD 

Partial 

(4 clock hour) 
No 

12 62 Male 
Advanced 
pterygium 

OS 
Partial 

(6 clock hour) 
No 

    13** 54 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OS Total Yes 

14 32 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OD Total Yes 

15 60 Male 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OD 

Partial 

(7 clock hour) 
Yes 

16 77 Female Trauma OD Total Yes

17 49 Male Burn OS Total No

   18** 54 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OD 

Partial 

(9 clock hour) 
Yes 

19 18 Female 
Steven Johnson’s 

Syndrome 
OS Total Yes 

20 24 Male Burn OD Total No

* No. 3 และ No. 8 เปนผูปวยรายเดยีวกัน 

** No. 13 และ No. 18 เปนผูปวยรายเดียวกัน 

OD = ตาขวา, OS = ตาซาย 
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2) การเก็บเซลลเยื่อบุปากและการติดตามผลการเพาะเล้ียงเซลลเยื่อบุปาก 

เก็บเซลลเยื่อบุปากของผูปวยในผูปวยท่ีคัดเลือกไวแลว 20 ตา 

การเก็บเซลลเยื่อบุปาก  

กอนเขาหองผาตัดใหผูปวยบวนปากดวย spectial mouth wash 3 คร้ัง การเก็บเนื้อเยือ่จะทําใน

หองผาตัดโดยทําความสะอาดเยื่อบุปากดวย 10% betadine solution ฉีดยาชาเฉพาะท่ีท่ีเยื่อบุตา

บริเวณริมฝปากดานในตัดเยือ่บุปากสวนผิวขนาด 5 X 5 มม. 1 ช้ิน โดยเยื่อบุปากท่ีตัดออกนั้นบาง

มาก จึงไมทําใหปากเสียรูปหรือเปนแผลเปนแตประการใดเย็บแผลดวย vicrly 8.0 หลังผาตัดผูปวย

จะไดรับน้ํายาบวนปาก 3 คร้ัง/วันเปนเวลา 7 วัน รวมกับยาปฏิชีวนะรับประทาน แผลท่ีเกิดข้ึนจะ

ทําใหเกิดการเจ็บปากอยูบาง แตจะหายเปนปกติในเวลา 1 สัปดาห   

สงช้ินเนื้อแชน้ํายานําไปเพาะเล้ียงบน amniotic membrane ท่ีตรึงบน insert dish เปนเวลา 2-3 

สัปดาห ในหองปฏิบัติการตามวิธีขางตน  เม่ือไดเซลลโตเต็ม amniotic membrane ซ่ึงประมาณ 2 x 

2 ซม. จะนําไปปลูกถายกลับคืนแกผูปวย  

เนื้อเยื่อรก (preserved amniotic membrane) ไดจากศูนยเนือ้เยื่อชีวภาพ โรงพยาบาลศิริราชใน

ข้ันตอนนี้จะไมเกี่ยวของกับผูปวย โดยใชเนื้อเยื่อรกขนาด 3 X 3 ซม. เก็บในอุณหภมิู -70°C 

ระยะเวลาการเก็บไมเกนิ 6 เดือน ซ่ึงข้ันตอนการเตรียมและเก็บเนื้อเยื่อรกเปนไปตามมาตรฐาน

ของการเก็บเนือ้เยื่อรกของศูนยเนื้อเยื่อซ่ึงเหมือนกับมาตรฐานการเก็บเนื้อเยื่อรกท่ัวโลก โดย

เนื้อเยื่อรก ไดมาจากรกของผูบริจาคท่ีคลอดโดยการผาทองท่ีไมมีความผิดปกติใดๆ และเปนผูท่ีไม

มีการติดเช้ือ HIV ตับอักเสบ ซิฟลิส ผลเพาะเช้ือราและแบคทีเรียไมมีเช้ือข้ึน และมีการตรวจสอบ

วาไมมีการตดิเช้ือแบคทีเรียและเช้ือรา 

การเพาะเลี้ยงเซลลเยื่อบุปากในหองทดลองและการยอมทางพยาธิวิทยา  

การเพาะเล้ียงเซลลเยื่อบุปาก (cultivated mucosal epithelium)โดยการนาํเซลลมาเล้ียงบน 

amniotic membrane ท่ีตรึงบน insert dish เปนเวลา 2 สัปดาห และนําไปปลูกถายกลับคืนแกผูปวย 

โดยเซลลท่ีเล้ียงไดนําไปยอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ marker บนผิวเซลล โดยภาควิชาพยาธิ

วิทยา เพื่อพิสูจนวาเซลลท่ีเล้ียงไดเปนเซลล epithelium ท่ีไมมี keratin 

 

3) การผาตดัปลูกถายเซลลเยื่อบุปาก ใหกับผูปวยภาวะเสื่อมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา 

หลังการเพาะเลี้ยงเซลลเยื่อบุปาก (cultivated mucosal epithelium) โดยการนําเซลลมาเล้ียงบน

เนื้อเยื่อรกท่ีตรึงบน insert dish เปนเวลา 2-3 สัปดาห  เซลลท่ีเล้ียงได จะนําไปปลูกถายกลับคืนแก

ผูปวยโดยมีข้ันตอนในการการผาตัดปลูกถายเซลลเยื่อบุปากดังนี ้

12 



การผาตดัปลูกถายเซลลเยื่อบุปาก ใหกับผูปวยภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบของผิวกระจกตา 

1) ทําในหองผาตัด โดยการดมยาสลบ 

2) ในกรณีท่ีเซลลตนแบบของกระจกตาเส่ือมไปท้ังหมด (total limbal stem cell deficiency) 

a) ตัดเยื่อบุตา หางจาก limbus ประมาณ 1-2 มม. โดยรอบกระจกตา ลอกผิวกระจกตาสวน

ท่ีผิดปกติออกจากกระจกตาผูปวย 

b) นําเนื้อเยื่อรกที่มีเซลลตนแบบอยูออกจากท่ีเล้ียงเซลลซ่ึงอยูในภาชนะ sterile นํามาวาง

คลุมกระจกตาและ limbus หางจาก limbus ออกไปประมาณ 1-2 มม. ซ่ึงจะพอดกีบั

บริเวณท่ีลอกผิวตาท่ีผิดปกติออกไปตามขอ (a) 

3) ในกรณีมีภาวะเซลลตนแบบของกระจกตาเส่ือมเปนบางสวน (partial limbal stem cell 

deficiency) วธีิการทําผาตัดใกลเคียงกัน เพียงแตจะเลาะเฉพาะบริเวณที่มีเซลลตนแบบของ

กระจกตาเส่ือม และวางเนื้อเยื่อรกท่ีมีเซลลเพาะเล้ียงอยู เฉพาะในบริเวณท่ีเลาะออก 

4) ทําการเย็บดวยไนลอน 10.0 ตามเทคนิคปกติของการทําผาตัด ocular surface reconstruction ท่ี

ทําเปนประจํา โดยพยายามแตะเน้ือเยื่อรกใหนอยท่ีสุดเพือ่ไมใหมีการทําลายเซลลท่ีเพาะอยูบน

เยื่อรก 

 

4) การดูแลหลังผาตัดและการตดิตามผลการผาตัดปลูกถายเซลลเยื่อบุปาก  การดูแลหลังผาตดัปลูกถาย

เซลลเยื่อบุปาก 

1) หลังผาตัดผูปวยทุกรายจะไดรับยาหยอดตา 

a) 1% methyl prednisolone eye drops ซ่ึงเปน ยาหยอด non-preservative steroid หยอดทุก 

1 ชม.ในขณะตื่น เปนเวลา 7 วัน หลังจากนัน้ลดลงเปนทุก 2 ช่ัวโมง และลดลงเปน 4 

เวลาตามลําดับของการอักเสบในตา 

b) ยาหยอดตาปฏิชีวนะเพื่อปองกันการติดเช้ือ วันละ 4 เวลาเปนเวลา 2 สัปดาห 

c) ยาหยอดตาน้ําตาเทียม non-preservative และหยอด autologous serum ในระยะแรกให

ทุก 1 ช่ัวโมง จากนั้นปรับลดตามความเหมาะสม 

d) ยาปายตาปฏิชีวนะผสม steroid วันละ 1 คร้ัง กอนนอน ใหเปนเวลา 3 สัปดาหโดยยา

ท้ังหมดนีจ้ะเลือกชนิดท่ีผูปวยไมมีการแพ 

2) นอกจากนี้อาจมียาท่ีเหมาะสมในแตละบุคคลท่ีผูปวยเคยไดรับมาแลวกอนผาตัด 

3) การตรวจโดยกลอง slit lamp biomicroscopy จะทําทุกวนัในชวงท่ีผูปวยอยูโรงพยาบาลโดย

ระยะเวลาพกัรักษาตัวในโรงพยาบาลประมาณ 1 สัปดาห จากนั้นจะนัดผูปวยมาเม่ือ 2 สัปดาห 
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และทุก 1 เดือนใน 6 เดือนแรก หลังจากนัน้ทุก 2 เดือนใน 6 เดือนหลัง หรือข้ึนกับอาการและ

ความสะดวกของผูปวยเพื่อทําการตรวจประเมินผล 

 

การติดตามผลการผาตดัปลูกถายเซลลเยื่อบุปาก  

การศึกษาผลการผาตัด (Clinical outcome) พิจาณาจาก post-operative clinical findings โดยมีการ

แบงกลุมและใชเกณฑตัดสินผลการผาตัดดังนี้ (ตารางท่ี 2) 

Success: stable ocular surface without epithelial defect, clear cornea at visual area without 

fibrovascular tissue invasion and severe inflammation of ocular surface 

Failure: instability of the corneal surface, such as a recurrent or persistent epithelial defect 

refractory to all treatments or severe ocular surface inflammation with total fibrovascular 

tissue invasion of the visual axis.  

 

ตารางท่ี 2 แสดงเกณฑการตดัสินผลของการผาตัด COMET 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลการผาตัดปลูกถายเซลลเยื่อบุปาก ในผูปวย 20 ตา ดังตารางท่ี 3 แสดงรายละเอียดการมองเห็น

เปรียบเทียบกอนและหลังผาตัด, clinical outcome grading และภาพท่ี 3 แสดงรูปเปรียบเทียบกอนผาตัด 

(column ท่ี 1) และหลังผาตัด (column ท่ี 2, 3) 

 

 

 

 

 

 

Clinical findings Clinical 
grading 

Clinical 
outcome 

Peripheral corneal  vascularization   2 mm. Grading 1 
Success Peripheral corneal  vascularization  ≥ 2 mm. but sparing 

central cornea 
Grading 2 

Corneal vascularization involving central cornea Grading 3 
Failure Corneal vascularization with involving central cornea 

fibrosis 
Grading 4 
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ตารางท่ี 3 แสดงลักษณะและผลหลังการผาตัดของผูปวย COMET 

 

No. 

of 

eyes 

Visual acuity (LogMAR) 

Procedure 
Epithelialization 

(days) 

Recurrent 

symblepharon 

Clinical 

outcome 

Outcome 

grading 

Follow up 

time 

(mo) 

Pre-op Post-

COMET 

Post following 

procedure 

1 

 

6/36 

(0.8) 

6/60 

(1.0) 

- - 1 No Success 1 50

2 

 

Fc ½’ 

(2.6) 

Fc ½’ 

(2.6) 

6/48 

(0.9) 

PKP 60 No Failure 

at 32 mo 

3 47

3 

 

1.5/60 

(1.6) 

6/48 

(0.9) 

- - 1 No Success 2 45

4 

 

Hm 

(3.0) 

6/30 

(0.7) 

- - 1 No Failure 

at 8 mo 

3 42

5 

 

Fc ¼’ 

(2.6) 

Fc 1’ 

(2.3) 

6/38 

(0.8) 

Phaco c 
IOL 

7 No Success 2 41

6 

 

Fc ¼’ 

(2.6) 

Hm 

(3.0) 

- - 1 Yes Failure 

at 6 mo 

3 40

7 

 

6/15 

(0.4) 

6/48 

(0.9) 

- - 3 Yes Failure 

at 5 mo 

3 38

8 

 

6/24 

(0.6) 

6/19 

(0.5) 

- - 9 No Success 1 38

9 

 

Hm 

(3.0) 

Pj 

(3.0) 

6/30 

(0.7) 

K Pro c 
ECCE IOL 

3 No Success 1 37

10 

 

Fc 2’ 

(2.0) 

Fc 1’ 

(2.3) 

6/15 

(0.4) 

PKP 1 No Success 1 34
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PKP = penetrating keratoplasty, KPro = keratoprosthesis, 

Phoco c IOL = phacoemulsification with intraocular lens implantation, mo = months, Fc = finger count, HM = handmovement 

 

No. 

of 

eyes 

Visual acuity (LogMAR) 

Procedure 
Epithelialization 

(days) 

Recurrent 

symblepharon 

Clinical 

outcome 

Outcome 

grading 

Follow up 

time 

(mo) 

Pre-op Post-

COMET 

Post following 

procedure 

11 

 

6/75 

(1.1) 

6/15 

(0.4) 

- - 1 No Success 2 34

12 

 

6/120 

(1.3) 

6/19 

(0.5) 

- - 1 No Success 1 32

13 

 

Fc 1’ 

(2.3) 

6/48 

(0.9) 

- - 1 No Success 1 30

14 

 

Fc ¼’ 

(2.6) 

Hm 

(3.0) 

- - 1 No Success 2 29

15 

 

Hm 

(3.0) 

Hm 

(3.0) 

- - 1 Yes Success 1 16

16 

 

Pj 

(3.0) 

6/48 

(0.9) 

- - 1 No Success 1 28

17 

 

Hm 

(3.0) 

Hm 

(3.0) 

6/240 

(1.6) 

PKP 1 No Success 1 25

18 

 

Fc 1’ 

(2.3) 

Hm 

(3.0) 

- - 7 Yes Failure 

at 12 mo 

4 15

19 

 

6/48 

(0.9) 

6/15 

(0.4) 

- - 1 Yes Success 2 9

20 

 

Fc 1’ 

(2.3) 

6/152 

(1.4) 

- - 1 No Success 1 8

16 



 

 

 

 

Patient Pre-op Post-op Last follow-up 

1 

 

 

2 

 

 

 

3 

 

  

4 

 

5 

 

ภาพท่ี 4 แสดงภาพผูปวยเปรียบเทียบกอนและหลังการผาตัดโดยวิธี cultured oral mucosal epithelial cell transplantation (COMET)

4 mo. 11 mo.

1 mo. 38 mo.

5 mo. 39 mo.

5 mo.

3 mo.

37 mo.

35 mo.

17 



 

 

 

 

 

Patient Pre-op Post-op Last follow-up 

6 

 

7 

 

8 

 

9 

 

10 

 

1 mo.

3 wk. 36 mo.

30 mo.

2 mo. 31 mo.

8 mo. 33 mo.

3 mo. 22 mo.
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Patient Pre-op Post-op Last follow-up 

11 

12 

13 

14 

15 

1 wk. 24 mo.

1 mo. 22 mo.

2 mo. 25 mo.

2 mo. 18 mo.

2 mo. 3 mo.
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Patient Pre-op Post-op Last follow-up 

16 

17 

18 

19 

20 

 

2 mo. 6 mo.

1 mo. 21 mo.

3 mo. 13 mo.

1 mo. 4 mo.

1 mo. 4 mo.
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การติดตามผลการผาตัดในผูปวย 20 ตา (ครบตามแผนการดําเนินงานวจิัย) ระยะเวลาการติดตามผลการรักษา

เฉล่ีย 31.9  12.1 เดือน (8-50) ผูปวยมารับการตรวจติดตามอยางนอย 6 เดือนตามแผนงาน มีผูปวยหน่ึงคน 

(ผูปวยตาท่ี15) ไมมาติดตามผลหลัง 16 เดือน    จากการติดตามผลการผาตัดท้ังหมดพบวา  

การหายของเซลลผิวกระจกตา (Epithelization) หลังไดรับการผาตัด COMET 

 หลังผาตัดผูปวยสวนใหญ (19 ใน 20 ตา, 95%) มีการหายของแผลท่ีผิวกระจกตา 

(epithelialization) ภายใน 1 สัปดาห (1-7 วนั) แสดงถึงวางานวิจยันี้สามารถเล้ียงเซลลเยื่อบุปากให

ติดแนนไดกับ amniotic membrane ทําใหมีเซลลอยูไดครบ, สําหรับผูปวย 1 ตา (ผูปวยตาท่ี 2) ท่ีมี

แผลที่ผิวกระจกตาหลุดลอกในชวง 60 วันแรก (recurrent corneal epithelial defect) คาดวา

เนื่องจากผูปวยมีการทําลายของกระจกตาอยางรุนแรงจากโรคเดิม มีเปลือกตาท่ีผิดปกติ และมี

ภาวะตาแหงอยางรุนแรง (severe dry eye, Shirmer test = 0 mm.)  สุดทายไดรับการผาตัด amniotic 

membrane patching และ tarsorrhaphy เพิม่เติม และมี complete epithelialization ได  

 

 

ภาพท่ี 5 แสดง survival of the first complete epithelialization หลังการผาตัดโดยวิธี cultured oral mucosal 

epithelial cell transplantation (COMET)  

จากกราฟพบมีการลดลงของ survival ในชวงแรก แสดงถึงการเกิด recurrence of corneal epithelial defect 

ซ่ึงพบใน 6 เดือนแรกหลังผาตัด 

Censored

Survival 
Function

Time (months)
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0.0
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ระดับการมองเห็นหลังการผาตัด (Visual outcome)  

 ผูปวย 14 ตา (70%) มีการมองเห็นท่ีดีข้ึนหลังการผาตัด COMET รวมกับการผาตัดเพิ่มเติมอ่ืนๆ

ตอมา ไดแก penetrating keratoplasty (3 ตา), keratoprosthesis (1 ตา), phacoemulsification with 

intraocular lens insertion (1 ตา),  ผูปวย 5 ตา (25%) มีการมองเห็นเทาเดิม จากมี dense  stromal 

scar เดิม (ผูปวยตาท่ี 1, 6, 14, 15, 18)  นอกจากนีใ้นผูปวยตาท่ี 14 ซ่ึงมี severe lid abnormality 

หลังผาตัด eye lid reconstruction with mucosal graft  รวมกับ COMET ยังเกดิมี recurrent central 

corneal epithelial defect, subsequent central corneal perforation จึงไดรับการผาตัด tectonic 

corneal graft บริเวณ central cornea ในเวลาตอมาและทําใหมี dense central stromal scar ขุนมาก

ข้ึน อยางไรกต็ามหลังจากนัน้ ocular surface ดีข้ึน การอักเสบลดลง จนถึงการติดตามการรักษา

คร้ังลาสุด,  ผูปวย 1 ตา (5%) มีการมองเหน็ลดลง (ผูปวยตาท่ี 7) ซ่ึงมี clinical outcome failure, 

grading 3  เพราะมีเสนเลือดลุกลามเขามาท่ี central cornea มากข้ึน  

 

ผลการผาตัด COMET (Clinical outcome)   

 ท่ีการตรวจติดตามคร้ังลาสุด พบวามี clinical success outcome 15 ตา (75%)  clinical failure 

outcome 5 ตา (25%). [ตารางที่ 3] 

 ในกลุมท่ีมี clinical success outcome [ตารางท่ี 3, ภาพท่ี 4, ผูปวยตาท่ี 1, 3, 5, 8, 9, 10, 11, 12,    

13, 14, 15, 16, 17, 17, 19, 20]  หลังผาตัดพบวากระจกตาใสข้ึน เสนเลือดท่ีกระจกตาลดลง ตา

อักเสบลดลง โดยท่ีผูปวยสวนใหญมีลักษณะมีเสนเลือดเล็กเขามาบริเวณ periphery ของกระจกตา

บาง แตไมถึงสวนกลางของกระจกตา เนื่องจากเซลลท่ีปลูกถายไมใช corneal limbal stem cell 

จริงๆ อยางไร ก็ตามเสนเลือดดังกลาวมีปริมาณลดลงมากจากกอนผาตัด       

 ในกลุมผูปวยท่ีมี clinical failure outcome นั้น สวนใหญ (4 ใน 5 ตา, 80%) เกดิในกรณี limbal 

stem cell deficiency จาก Steven Johnson Syndrome (SJS)  ดังการศึกษาตางๆท่ีไดรายงานมากอน

นี้พบวา SJS เปน โรคท่ีมี  severe ocular surface damage มีการอักเสบรุนแรงและตอเนื่องไดตลอด

ชีวิต มีการพยาการณโรคหลังผาตัดไมด,ี  นอกจากนี้ผูปวยกลุม failure สวนใหญ (3 ตา, 60%) มี 

total limbal deficiency,  สวนใหญ (4 ตา, 80%, ผูปวยตาที่ 2, 6, 7, 18) มี lid abnormality และ สวน

ใหญ (4 ตา, 80%, ผูปวยตาที่ 4, 6, 7, 18) มี symplepharon รวมดวย  โดยผูปวยตาท่ี 6, 7 มี 

22 



symblepharon ปริมาณมากกอนผาตัด เคยไดรับการ    lysis symblepharon มาแลวกอนหนานี้ 2 

คร้ัง ยังคงมี recurrent symblepharon และหลังผาตัด COMET คร้ังนี้มี recurrent symblepharon 

กลับมาเหมือนเดิมอีก 

 ผูปวยสวนใหญ (4 ใน 5 ตา, 80%)ไดรับการตรวจพบ sign ของ clinical failure ภายใน 1 ปแรก

หลังผาตัด COMET, มีเพียง 1 ตา (20%) ท่ีมี clinical failure หลัง 1 ปไปแลวท่ี  32 เดือน 

  

ประสิทธิภาพของการทําผาตัด COMET (Efficacy of COMET)  

           1)  การทําผาตัด COMET สามารถลดเสนเลือดและพังพืดบริเวณผิวกระจกตาสวนกลาง จึงชวยให 

                การ มองเห็นดีข้ึน โดยเฉพาะในกลุม success ซ่ึงไมมีเสนเลือดลุกเขามาบริเวณ central ของ 

                กระจกตาหลังผาตัดเลย  หรือแมในกลุม failure  ดังเชนผูปวยตาท่ี 4 (ไมมี lid abnormality แต    

                มี severe dry eye (Shirmer = 1) ซ่ึงผูปวยตานีห้ลังผาตัดถึงแมจะอยูในกลุม failure เนื่องจากมี   

                corneal vascularization เขามาถึงบริเวณ central cornea แตการทํา COMET ทําใหกระจกตา 

  ใสข้ึน  ผูปวยมีการมองเห็นท่ีดีข้ึนมากจากกอนผาตัดจนถึง last follow up (จาก Hand                            

   movement เปน 6/30)      

           2)  เนื่องจากการทําผาตัด COMET สามารถลดเสนเลือดและพังพืดบริเวณผิวกระจกตา  

               จะยงัชวยเปดทางใหการผาตัดข้ันตอนอ่ืนๆสะดวกมากข้ึน และเพิ่มความสําเร็จของการทํา 

               ผาตัดอ่ืนๆตอไป  ไดแก  กรณเีม่ือผูปวยมีความจําเปนท่ีจะตองไดรับการผาตัด penetrating   

               keratoplasty ตอไป จะมีอัตราเส่ียงการเกิด corneal graft rejection  ลดลง กระจกตาท่ีไดรับ         

               การปลูกถายจะคงมีความใส และมีการมองเหน็ท่ีดีข้ึน  ไดแก   ผูปวยตาท่ี 10 ซ่ึงมีการ 

               มองเห็นดีข้ึนมาก จาก Counting finger at 2 ’ เปน  6/19,  ผูปวยตาท่ี  17                                  

               จาก  Hand movement เปน 6/240 (ระดับการมองเห็นไมดีจาก optic neuropathy รวมดวย)   

               และผูปวยตาท่ี 2 ซ่ึงตานี้หลังผาตัดถึงแมจะอยูในกลุม failure เนื่องจากมี corneal   

               vascularization เขามาถึงบริเวณ central cornea แตเสนเลือดดงักลาวมีปริมาณลดลงมาก 

               จากกอนผาตัด เม่ือผูปวยมีความจําเปนท่ีจะตองไดรับการผาตัด penetrating keratoplasty   

               ตอไป จะมีอัตราเส่ียงการเกดิ corneal graft rejection ลดลง กระจกตาท่ีไดรับการปลูกถายจะ 

                คงมีความใสและมีการมองเห็นท่ีดีข้ึนมาก จาก Counting finger at ½ ’ เปน  6/48    

                นอกจากนี้กรณเีม่ือผูปวยมีความจําเปนท่ีจะตองไดรับการผาตัด keratoprosthesis (Kpro)   
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                ตอไป  ผูปวยตาท่ี 9  ซ่ึงการทํา COMET ทําใหเเสนเลือดและพังพืดบริเวณผิวกระจกตา 

                ลดลง  แตยังมีเสนเลือดในเนื้อกระจกตาสวนลึกอยูพอสมควร จึงพิจารณาผาตัด   

                keratoprosthesis (Kpro)  เพื่อชวยใหการมองเห็นดีข้ึน แทนการทํา corneal   

                transplantation ตามปกติ  เนื่องจากการมีเสนเลือด  ในกระจกตาจะมีความ 

                เส่ียงของการเกิด corneal graft rejection สูงมาก  หลังผาตัด Kpro ผูปวยตานี้ มีการ 

                มองเห็นดีข้ึนมาก จาก Hand movement เปน 6/15 

           3)  ผูปวย 13 ตา ท่ีมี symplepharon กอนผาตัด (ตาท่ี 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 13, 14, 15, 16, 18, 19,  

                ผูปวยตาท่ี 10 มี symplepharon ทาง nasal กอนผาตัด เห็นไดไมชัดเจนจากในรูป), การผาตัด  

                 COMET ชวยกําจดั symplepharon ออกไปท้ังหมด โดยไมเกิดซํ้าในผูปวยสวนใหญ  (8 ตา,  

   61.5%) โดยในผูปวยท่ีมี severe lid abnormality, severe symplepharon (ผูปวยตาท่ี 13, 14, 16,    

   18,19) ตองไดรับการทําผาตัด  eye lid  reconstruction with mucosal graft โดย oculoplastic   

                 specialist รวมดวย จึงเพิ่มผลความสําเร็จของการผาตัด COMET 

           4)   ผลการผาตัด COMET ในผูปวยกลุม Steven Johnson Syndrome (SJS) พบมี clinical success  

                 outcome มากกวาคร่ึงหนึ่งของจาํนวนท้ังหมด (6 ตา, 60%)  ซ่ึง SJS เปนโรค autoimmune ท่ี  

                โดยทั่วไปมีการพยาการณโรคหลังผาตัดไมดี เพราะมีการอักเสบรุนแรงและตอเนื่องไดตลอดชีวิต     

                และมักมี severe dry eye และ severe lid abnormality รวมดวย เปนปญหาของการทําผาตัด  

                conventional penetrating keratoplasty และ keratoprosthesis ท่ีจะเกิด failure rate สูง อยางไรก็ 

                ตามพบวามี clinical success outcome ของการผาตัด COMET สูง เนื่องจากการผาตัด COMET เอง 

                ชวยลดการอักเสบของ ocular surface, เพี่ม tear stability นอกจากนี้ ผูปวย SJS  4 ตา (40%)  

                ยังมีระดับการมองเห็นท่ีดีข้ึนหลังผาตัด COMET (และรวมกบัการผาตัด Kpro ตอมา ในผูปวยตา 

                ท่ี 9)  

 

การติดตามผลระยะยาวของการผาตดั COMET  (Long term follow up)   

 การติดตามผลระยะยาวของการผาตัด COMET  วิเคราะหโดย Kaplan-Meier survival  พบ 1 year    

            survival ของ COMET สูง 79.3%,   4 year survival (การตรวจตดิตามลาสุด) ของ COMET สูง  

            70.5%.  ดังแสดงในรูปท่ี 7    
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 การศึกษาการเปล่ียนแปลงผิวตา (ocular surface) หลังผาตัดพบวา การลดลงของเสนเลือดและพัง

พืดบริเวณผิวกระจกตาสวนกลางหลังการทําผาตัด  COMET มีแนวโนมคงท่ีไมเปล่ียนแปลงหลัง 

1 ป  และความขุนของกระจกตาลดลงใน 3  เดือนแรกกอนความขุนจะคงท่ีไมเปล่ียนแปลง  ดัง

แสดงในรูปท่ี 7 การเกิดซํ้าของ symplepharon จะพบใน 6 เดือนหลังผาตัด ดังแสดงในรูปท่ี 8 
       

 
ภาพท่ี 6 แสดง survival of the clinical outcome ของการผาตัดโดยวิธี cultured oral mucosal epithelial cell 

transplantation (COMET)  

จากกราฟพบ 1 year survival ของ COMET สูง 79.3%,   4 year survival (การตรวจตดิตามลาสุด) ของ 

COMET สูง 70.5%    
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ภาพท่ี 7 แสดง Time course ของ corneal vascularization and corneal opacity grading หลังการผาตัดโดยวิธี 

cultured oral mucosal epithelial cell transplantation (COMET)  

จากกราฟพบ corneal neovascularization (A) พบวาเสนเลือดจะเพิ่มข้ึนใน 12 เดือนแรกหลังผาตัดกอนจะ

คงท่ี และมีแนวโนมลดลงในตอนทายของการตรวจติดตาม. Corneal opacity (B) พบวาความขุนของกระจก

ตาลดลงใน 3 เดือนแรกหลังผาตัดกอนความขุนจะคงท่ี 
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ภาพท่ี 8 แสดง survival of the symblepharon-free หลังการผาตัดโดยวิธี cultured oral mucosal epithelial 

cell transplantation (COMET)  

จากกราฟพบวา recurrence of symblepharon จะพบใน 6 เดือนหลังผาตัด 

ผลแทรกซอน 

ในตาท่ี 14 ผูปวยเปน SJS หลังทํา COMET มีกระจกตาทะลุเกิดข้ึนในเดือนท่ี 7 หลังผาตัด เนื่องจากในชวง

น้ําทวมใหญประเทศไทย ผูปวยไมสามารถมารับการรักษาตอเนื่องได ผูปวยขาดยาและประกอบกบัมีขนตา

และเปลือกตาผิดปกติครูดกระจกตาทําใหเกิดเปนแผล กระจกตาบางลงและทะลุ ไดรับการผาตัด tectonic 

corneal graft แผลหายดี ผิวกระจกตาไมมีแผลอีก แตทําใหมีกระจกตาขุนและสายตามัวลง 
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Output ท่ีไดจากโครงการ 

 

Period Activity Output 

month 1-6              -พัฒนาหาสภาวะท่ีเหมาะสําหรับการ

เพาะเล้ียงเซลลตนแบบจาก epithelial 

เซลล ของเยื่อบุปาก ของผูปวย 

-เพาะเล้ียงเซลลตนแบบเพื่อนําไป

พิสูจนทาง imunohistrochemistry 

และนําไปปลูกถายใหกับผูปวย 

-สามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

เพาะเล้ียง oral mucosal epithelial cell ของ

ผูปวย ไดบน human amniotic membrane 

(HAM) โดยวธีิ explant, airlift technique โดย

ไมไดใช 3T3 feeder เซลลสามารถจะเติบโต

ไดดีในเวลาประมาณ 2-3 สัปดาหดังได

รายงานรายละเอียดไปแลว 

  

 

-พิสูจนวาเซลลท่ีไดเปนเซลล 

epithelium ของเยื่อบุปากโดย 

การประเมินลักษณะทางพยาธิและ

ทาง immunohistochemistry ไดผล

ตรงกับเปาหมาย 

-เซลลท่ีเล้ียงมีลักษณะตรงกบัลักษณะทาง

พยาธิและทาง immunohistochemistry ตรงกับ

เปาหมาย ดังไดรายงานรายละเอียดไปแลว 

month 7-12   -คัดกรองและผาตัดผูปวยดวยการ

ปลูกถายเซลล epithelial ของเยื่อบุ

ปาก 

-ติดตามลักษณะทางคลินกิดู

ประสิทธิภาพของเซลลเพาะเล้ียงท่ี

คลุมกระจกตา 

-ไดผูปวยท่ีเขาโครงการวิจัย ไดรับการผาตัด 

เบ้ืองตน 5 ตา พบวาเซลลท่ีคลุมผิวกระจกตา

ยังมีประสิทธิภาพดี ดังไดรายงานรายละเอียด

ไปแลว 
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month 13-18   -คัดกรอง และผาตัดผูปวยดวยการ

ปลูกถายเซลล epithelial ของเยื่อบุ

ปากจํานวนเพิม่ข้ึน 

-ติดตามลักษณะทางคลินกิดู

ประสิทธิภาพของเซลลเพาะเล้ียงท่ี

คลุมกระจกตาในผูปวยท้ังหมด 

 

-ไดทําการติดตามผูปวยท่ีทําผาตัดไปแลว

ตอเนื่อง, ทําการคัดกรองและผาตัดเพิ่ม 

-รวมจํานวนผูปวยท่ีติดตามตอเนื่องและท่ี

ไดรับการผาตัดเพิ่มเติมท้ังหมด 10 ตา 

พบวาเซลลท่ีคลุมผิวกระจกตายังมี

ประสิทธิภาพดี ดังไดรายงานรายละเอยีดไป

แลว 

month 18-24   -คัดกรอง และผาตัดผูปวยดวยการ

ปลูกถายเซลล epithelial ของเยื่อบุ

ปากจํานวนเพิม่ข้ึน 

-ติดตามลักษณะทางคลินกิดู

ประสิทธิภาพของเซลลเพาะเล้ียงท่ี

คลุมกระจกตาในผูปวยท้ังหมด 

-ไดทําการติดตามผูปวยท่ีทําผาตัดไปแลว

ตอเนื่อง, ทําการคัดกรองและผาตัดเพิ่ม 

-รวมจํานวนผูปวยท่ีติดตามตอเนื่องและท่ี

ไดรับการผาตัดเพิ่มเติมท้ังหมด 15 ตา 

โดยเปนผูปวยท่ีมีภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบ

ของผิวกระจกตาจาก Chemical Burn 5 ตา 

Steven Johnson’s Syndrome 8 ตา และ 

Multiple ocular surgeries 1 ตา และ advanced 

pterygium 1 ตา 

-ผลการผาตัดในผูปวยท้ังหมดพบวามี

ประสิทธิภาพดี ผูปวยสวนใหญมีการมองเห็น

ดีข้ึนหลังผาตัด ถึงแมจะพบ peripheral corneal 

vascularization เกิดข้ึนหลังผาตัด แต

สวนกลางของกระจกตายังดอียู  ดังรายละเอียด

ไปแลว 
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month 24-30   -คัดกรอง และผาตัดผูปวยดวยการ

ปลูกถายเซลล epithelial ของเยื่อบุ

ปากจํานวนเพิม่ข้ึน 

-ติดตามลักษณะทางคลินกิดู

ประสิทธิภาพของเซลลเพาะเล้ียงท่ี

คลุมกระจกตาในผูปวยท้ังหมด 

-ไดทําการติดตามผูปวยท่ีทําผาตัดไปแลว

ตอเนื่อง, ทําการคัดกรองและผาตัดเพิ่ม 

-รวมจํานวนผูปวยท่ีติดตามตอเนื่องและท่ี

ไดรับการผาตัดเพิ่มเติมท้ังหมด 20 ตา  

โดยเปนผูปวยท่ีมีภาวะเส่ือมของเซลลตนแบบ

ของผิวกระจกตาจาก chemical burn 7 ตา, 

Steven Johnson’s Syndrome 10 ตา, multiple 

ocular surgeries 1 ตา, advanced pterygium 1 

ตา, และ ocular trauma 1 ตา 

-ผลการผาตัดในผูปวยท้ังหมดพบวามี

ประสิทธิภาพดี ผูปวยสวนใหญมีการมองเห็น

ดีข้ึนหลังผาตัด ถึงแมจะพบ peripheral corneal 

vascularization เกิดข้ึนหลังผาตัด แต

สวนกลางของกระจกตายังดอียู  ดังรายละเอียด

ไปแลว 

month 30-36             -ติดตามผลระยะยาวของการผาตัด, ดู

ประสิทธิภาพของเซลลเพาะเล้ียงท่ี

คลุมกระจกตาในผูปวยท้ังหมด 

สรุปและวิเคราะหผลท่ีไดทางสถิติ

และเขียน manuscript 

 

 

 

 

-ไดทําการติดตามผูปวยท่ีทําผาตัดไปแลว

ตอเนื่อง ในจํานวนผูปวยท่ีไดรับการผาตัดเท้ัง

หมด 20 ตา 

-สรุปผลการผาตัดในผูปวยท้ังหมด พบวายังมี

ประสิทธิภาพดีในระยะยาว วิเคราะห 1 year 

survival ของการผาตัด สูง 79.3%, และ 4 year 

survival survival  (การตรวจติดตามลาสุด) สูง

70.5% 

ผูปวยสวนใหญมีการมองเหน็ดีข้ึนหลังผาตัด 

และหากรวมกบัการผาตัดเพือ่การมองเห็น

30 



 อยางอ่ืนเชนเปล่ียนกระจกตา ตอกระจก 

ผูปวยมีการมองเห็นดีข้ึนอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (P < 0.05)  

-เขียน manuscript  สมบูรณสําหรับเตรียมสง

วารสารตางประเทศ 
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กิจกรรมท่ีเก่ียวของกับการนาํผลจากโครงการไปใชประโยชน 

Period Activity Output 

หลังเสร็จส้ิน

โครงการวิจัย       

-เผยแพรบทความงานวิจยัลงตีพิมพ

ในวารสารตางประเทศ 

-เผยแพรงานวจิัยในงานประชุมราช

วิทยาลัยจักษุแพทยแหงประเทศไทย

-เผยแพรงานวจิัยในงานประชุม

วิชาการระดับนานาชาติ 

-มีความรูท่ีสามารถนําไปใชไดจริงในการให

การรักษาแกผูปวย ท้ังในแงของการบริการ

ทางการแพทยและการศึกษาอยางตอเนื่อง 

-เปนแหลงความรูใหแกจักษแุพทยของไทย

และตางประเทศ 
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Abstract  

Purpose: To investigate the clinical outcomes of autologous cultivated oral mucosal 

epithelial transplantation (COMET) on human amniotic membrane (AM) for corneal limbal 

stem cell deficiency (LSCD). 

Methods: Prospective, non-comparative case series. Twenty eyes (18 patients) with 

bilateral severe ocular surface diseases were chosen to undergo COMET on human AM. 

The clinical outcomes included clinical success define as stable ocular surface without 

epithelial defect, clear cornea at visual area without  fibrovascular tissue invasion and 

severe inflammation of ocular surface, visual acuity (VA), and complication.  

Results: Cultivated oral mucosal epithelium on AM (two to four layers) was positive for 

p63, ABCG2, CK3, and CK13. The mean patient age was 48.2 ± 15.5 years. The mean 

follow-up time was 31.9 ± 12.1 months (range, 8-50). All except 1 eye had complete 

epithelialization within the first postoperative week. A successful clinical outcome, defined 

as stable ocular surface without epithelial defect, clear cornea without  fibrovascular tissue 

invasion at visual area and no or mild inflammation of ocular surface, was obtained in 16 

(80%) of 20 eyes. Survival analysis showed that the clinical success rates at 1 year were 

79.3% and at 4 year of the end follow-up were 70.5%. Fourteen of 20 (70.0%) eyes had VA 

improvements after COMET and some cases with subsequent cataract surgery (1 eye), 

penetrating keratoplasty (3 eyes), or keratoprosthesis   (1 eye).  Preoperative symblepharon 

was eliminated in most eyes (8 of 13 eyes, 61.5%) after COMET and combined with eye-

lid reconstruction when needed. Complication was corneal perforation (1 eye), induced by 

severe eyelid abnormality, which was stabilized after tectonic corneal graft. 

Conclusions: COMET can successfully restore ocular surface damage in most cases with 

corneal LSCD.  
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Introduction  

Severe ocular surface diseases, such as Stevens-Johnson syndrome (SJS), thermal and 

chemical injury, and ocular cicatricial pemphigoid can cause corneal limbal stem cell 

deficiency (LSCD) resulting in poor corneal epithelial integrity, corneal vascularization, 

conjunctivalization, corneal fibrous ingrowth and lead to chronic ocular surface 

inflammation and permanent severe visual loss1-4.  Because of the absence of limbal stem 

cells in the donor corneal button, conventional penetrating keratoplasty (PK) has 

unfavorable outcome in these patients. In vivo limbal transplantation, however, has 

exceptional problems of donor size inadequacy in autograft and high incidence of graft 

rejection in allograft requiring lifelong systemic immunosuppressions which that involves 

high risks of serious eye and systemic complications5. Encouragingly, cultivated corneal 

limbal epithelial transplantation (CLET) has been reported to get more epithelial donor cell 

and have favorable outcome with less exposure to donor immunity compared to 

conventional keratolimbal allograft6-9.  Nonetheless, the transplant cells of the allograft 

were allogenous and immunosuppressant medications were still required.  

Recently, oral epithelial cell has been shown to be able to differentiate to cornea 

epithelium and autologous cultivated oral mucosal epithelial transplantation (COMET) has 

been studied demonstrating promising outcomes10, 11As a result of variability in surgical 

techniques and follow up time of the surgery among series and to the best of our 

knowledge no previous report in Thailand regarding COMET as the treatment of LSCD. In 

the current study, we evaluated efficacy of COMET and its long-term outcome using 

cultivated oral mucosal epithelium on human amniotic membrane (AM) for treatment of 

severe bilateral ocular surface diseases. 
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 Materials and Methods 

Subjects 

          The study was conducted in accordance with the principles of the Declaration of 

Helsinki; The Committee for the Protection of Human Participants in Research at the 

Faculty of Medicine, Siriraj Hospital, Mahidol University, Bangkok, Thailand (Siriraj 

ethics committee number 639/2551(EC2) approved the study). Adults with LSCD who 

were willing to comply with the protocol provided written informed consent before 

enrollment. 

Inclusion criteria were the patients who had bilateral corneal LSCD from any causes. The 

diagnosis of LSCD was based on the absence of the limbal palisades of Vogt and the presence 

of conjunctival epithelial ingrowth onto the cornea (conjunctivalization) by the slit-lamp 

finding and subsequently confirmed by impression cytology that showed goblet cells on the 

corneal surface.  Parameters included degree of conjunctival inflammation, conjunctival 

scaring, corneal opacification and corneal neovacularization were judged by the principle 

investigator (PP) in all cases.  The conjunctival inflammation was graded into absent, mild 

(slight hyperemia), moderate (diffuse hyperemia), and severe (episcleral or scleral hyperemia). 

The conjunctival scarring was ranged from reticular subepithelial fibrosis to extensive 

symblepharon. The corneal opacification was graded from 0 through 3, where 0 = clear cornea 

with iris details clearly visualized, 1 = partial obscuration of the iris details, 2 = iris details 

poorly seen with pupil margin just visible, and 3 = complete obscuration of iris and pupil 

details.  The corneal neovascularization was graded from 1 through 4, where 1 = clear cornea 

with peripheral corneal vascularization less than 2 mm., 2 = peripheral corneal  vascularization  

more than 2 mm. but sparing central cornea, 3 = corneal vascularization involving central 

cornea, and 4 = corneal vascularization with involving central cornea with fibrosis .  Impression 

cytology was performed by applying nitrocellulose filter paper on the central, superior, inferior, 
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nasal and temporal corneal surface followed by processing and staining with modified Periodic 

acid-Schiff  reagent and a modified Harris hematoxylin-eosin stain. Exclusion criteria were 

patients who had severe dry eye with total keratinization, patients unwilling to undergo surgery, 

or patients who could not comply with the follow-up schedule. Twenty eyes of 18 patients with 

LSCD from chemical burns, SJS, multiple eye surgeries, advanced pterygium, and ocular 

trauma causes were recruited. 

Cultivation of limbal epithelial stem cells 

         After oral cavity sterilization, under local anesthesia, very thin buccal mucosal biopsy 

specimens each approximately 10 × 10 mm. were obtained 2 to 3 weeks before the planned 

COMET.  The obtained oral mucosal tissue was washed in sterile calcium and magnesium-

free phosphate-buffered saline. The explants were treated with 2 IU/ml dispase (GIBCO, 

Invitrogen, NY, USA) at 37◦C for 20 minutes.  The mucosal epithelium was separated from 

submucosal connective tissue and cut into small pieces and digested with 0.25% trypsin at 

37◦C for 5 minutes. Enzymatic activity was stopped by washing with culture medium 

containing 10% bovine serum.  The denuded AM was carefully separated from its 

nitrocellulose membrane carrier and pulled down to adhere to the side of the bottom of the 

insert disc of which membrane was previously removed. The oral mucosal epithelium was 

seeded onto the prepared denuded AM fixed on the culture insert disc which was put on a 

sterile culture plate.  The AM was obtained during elective cesarean sections with negative 

tests for infectious diseases and kept at -70◦C before use.  The culture was submerged in 

keratinocyte growth medium for 2 to 3 weeks and then exposed to air by lowering the level 

of the medium (air lifting) for 1 to 2 days. Cultures were incubated at 37◦C in a 5% carbon 

dioxide-95% air incubator, and the medium was changed on alternate days.  
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Histologic analysis and immunohistochemical study 

         Hematoxylin-eosin staining and immunohistochemical staining for stem cell markers 

(p63) and differentiation markers (cytokeratin 3 [CK3], cytokeratin 12 [CK12], cytokeratin 

13 [CK13]) were performed to evaluate the epithelial characteristics of the cultivated oral 

mucosal epithelial cells. All immunohistochemical studies were stained with the autostainer 

Ventana XT (Ventana Medical Services, Inc., Tucson, AZ); 3,3'-Diaminobenzidine 

(Ventana Medical Systems) was used as a chromogen. 

Reverse transcription–polymerase chain reaction (RT-PCR) 

        Gene expression in the cultivated oral mucosal epithelium was evaluated. The RNA 

was quantified by its absorption at 260 nm. Using a housekeeping gene, glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) as an internal control, mRNA expression of different 

molecular markers (p63, ABCG2, CK3, CK12, and CK13) was analyzed by semi-

quantitative RT-PCR. The resultant PCR product was analyzed by 1.5% agarose gel 

electrophoresis. The fidelity of the RT-PCR products was verified by comparing their sizes 

to the expected cDNA bands and by sequencing the PCR products. 

Surgical procedures 

         The procedures were performed under general anesthesia.  After conjunctival 

peritomy (360 degrees for total limbal deficiency or less for partial limbal deficiency), all 

abnormal fibrovascular tissue that invaded the corneal surface and symblepharon were 

completely removed.  The spare clear cornea and intact limbal area was left untouched for 

partial limbal deficiency cases.  Mitomycin C 0.02% (Daehan NewPharm, Seoul, Korea) 

was applied to the subconjunctival space for 3 minutes followed by vigorous washing with 

balanced salt solution. The cultivated oral mucosal epithelial sheet with an AM carrier then 

was removed from the culture disc, transferred onto the corneal surface, and sutured with 

10-0 nylon and tissue adhesive glue. The tissue adhesive glue (Thai Red Cross National 
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Blood Center, Bangkok, Thailand) composed of 1 mL of the solution containing 250 IU 

human  thrombin, 2 mg gentamycin , 40 mM calcium chloride and the other 1 mL of the 

solution containing cryoprecipitate with 10-12 mg fibrinogen and 12.5 mg transamine. A 

bandage contact lens was placed at the end of the surgery. 

Postoperative management 

          Postoperatively, preservative-free methylprednisolone eye drops 1% were prescribed 

hourly during week 1, every 2 hours during week 2, 4 times daily during week 3,and then 

gradually tapered depending on the degree of ocular surface inflammation. Levofloxacin 

eye drops (Cravit®, Santen Noto Factory, Ishikawa, Japan) were used 4 times daily for 2 

weeks. Preservative-free artificial tears and 20% autologous serum eye drops were used 

frequently to promote epithelial healing. Tobramycin/dexamethasone (Tobradex®, Alcon 

Inc., Puurs, Belgium) eye ointment was used at bedtime. The patients were examined daily 

during week 1, at week 2, every month for the first 6 months, and then every 2 months. 

Secondary keratoplasty    

        A secondary PK was performed after COMET in patients who still had a dense 

corneal scar involving the visual axis. The full-thickness central cornea was excised using a 

Hessburg-Barron trephine with a diameter of 7.5 to 8 mm. A 0.5-mm oversized graft was 

secured by 10-0 nylon interrupted sutures or continuous sutures. Systemic cyclosporine 2 to 

5 mg/kg/day to reduce the risk of corneal graft rejection was prescribed postoperatively for 

high risk cases. 

Boston Keratoprosthesis 

         A keratoprosthesis was performed after COMET in patients who still had a dense 

corneal scar involving the visual axis and had marked deep corneal stroma 

neovascularization carrying high risk of PK graft rejection. The full-thickness central 

cornea was excised using a Hessburg-Barron trephine with a diameter of 8 to 8.5 mm. 
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Boston Keratoprosthesis type 1® (Boston, USA) which was integrated with 0.5-mm 

oversized donor cornea carrier with 3.0 mm punch at central hole for the front plate optic 

was secured by 10-0 nylon interrupted sutures or continuous sutures. Bandage contact lens 

and moxifloxacin eye drops (Vigamox®, Texas, USA) combined with fortified vancomycin 

eye drops to prevent endophthalmitis were prescribed lifelong. 

Clinical outcome evaluation 

          The postoperative visual acuity (VA) was recorded and ocular surface manifestations 

were examined under a slit-lamp biomicroscope. Clinical success was defined stable ocular 

surface without epithelial defect, clear cornea without  fibrovascular tissue invasion at 

visual area and no or mild ocular surface inflammation Clinical failure was defined as 

instability of the corneal surface, such as a recurrent or persistent epithelial defect 

refractory to all treatments or severe ocular surface inflammation with total fibrovascular 

tissue invasion of the visual axis.  

Statistical analysis 

         Statistical analyses were performed with SPSS 15.0 software (IBM, Armonk, NY, USA). 

Kaplan-Meier analysis was performed to determine survival of the first complete epithelization, 

the clinical outcome of COMET and the postoperative symblepharon free condition. Wilcoxon 

signed-rank test or paired Student's t-test was used to compare the mean ranks differ of VA, 

corneal vascularization grading and cornea opacity grading before and after the surgeries.         

P < 0.05 was considered statistically significant. 

 

Results 

Histopathologic and immunohistochemistry results 

        Multiple layers of oral mucosal epithelial cells were grown on AM from the donor 

tissue to approximately 2 x 2 cm in 2 to 3 weeks. The average time of cultivation was 16.0 
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days (range, 7-22). This technique yielded two to four layers of epithelial cells seen with 

hematoxylin and eosin staining (Figure 1). Immunohistochemistry study of these cultivated 

cells detected the presence of cornea-specific keratins (CK 3, CK12). There was also 

positive staining for CK13 which demonstrated the non-keratinized epithelial property and 

positive staining for p63 which indicated the stem cell property. RT-PCR was positive for 

differentiation markers (CK3, CK13) and stem cell markers (ABCG2, p63) (Figure 2). 

Demographic and baseline Data 

           Twenty eyes of 18 patients (7 men, 11 women) with bilateral LSCD were enrolled in 

this study (Table 1). The mean patient age was 48.2 ± 15.5 years (range, 18-62). Diagnosis 

included chemical burn (7 eyes, 35%), SJS (10 eye, 50%), multiple surgeries (1 eye, 5%), 

advanced pterygium (1 eye, 5%), and ocular trauma (1 eye, 5%). All cases were in scar 

phase with the mean duration of the limbal deficiency of 7.2 ± 5.5 years. Ten (50%) of 20 

eyes were diagnosed with total LSCD, and the other eyes were affected partially. The mean 

severity of limbal deficiency was 9.7 ± 2.8 clock hours. The mean Schirmer test was 13.3 ± 

11.3 mm. At baseline, the mean corneal opacity grading was 2.5 ± 0.7, the mean corneal 

vascularization grading was 3.3 ± 1.0. Sixteen (80%) eyes had lid abnormalities and 13 

(65%) eyes had symblepharon. The mean follow-up period was 31.9 ± 12.1 months (range, 

8-50).  

 

 Epithelialization  

The mean time to complete epithelialization after COMET was 5.2 ± 13.1 days. Most eyes 

(19 eyes, 95.0%) had complete epithelialization within the first postoperative week (Table 

2). Only one eye (Eye 2) with severe chemical burns who had severe ocular surface 

damage with lid abnormality and severe dry eye (Shirmer test = 0 mm.) achieved complete 

epithelialization at 60 days after COMET and subsequent amniotic membrane patching and 
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tarsorrhaphy. The epithelial defect occurred in 7 eyes (35%) at 1.8 ± 1.9 months (range, 

0.2-5.5), however the break later completely healed and stable epithelialization in all eyes.  

The survival of the first complete epithelialization was shown in Figure 3 describing early 

decline when the recurrent epithelial defect developed in the first 6 months. 

 

Visual outcome  

            The mean visual acuity (log MAR) before COMET was 2.05 ± 0.09. After COMET, the 

mean visual acuity (log MAR) which was 1.69 ± 1.08 improved (p = 0.078). After COMET or 

COMET combined with another surgeries; PK (3 eyes), keratoprosthesis (1 eye), and cataract 

surgery (1 eye) (Table 2), the mean visual acuity (log MAR) which was 1.25 ± 0.95 improved 

significantly compared with the preoperative visual acuity (p = 0.004). Although 14 eyes (70%) 

had VA improvements after those surgeries, five cases had unchanged VA caused by many 

associated diseases including remained corneal stromal scar, lipid keratopathy, central retinal 

vein occlusion and advanced glaucoma (Table 3).  One eye (Eye 7) had worse VA because the 

corneal vascularization approached more toward central cornea.  

 

Clinical Outcomes 

         Clinical success was achieved in 15 (75.0%) of 20 eyes with decreased conjunctival 

inflammation and discomfort. Clinical failure occurred in five (25.0%) of 20 eyes. Figure 4 

shows the manifestations of representative cases comparing the preoperative and postoperative 

findings. Abnormal fibrovascular tissue markedly decreased in the clinical success group, most 

eyes (8 of 15 eyes, 53.3%) had peripheral corneal vascularization invasion less than 2 mm. 

from limbus, whereas the others had more than 2 mm. but sparing visual axis. In the clinical 

failure group (5 eyes), most eyes (4 of 5 eyes, 80%, Eye 4, 6, 7, 18) had lid abnormality and 
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marked symblepharon preoperatively. Clinical finding of the failure appeared in the first year 

postoperatively in all except one eye which appeared at 32 months.   

               Kaplan-Meier survival analysis showed clinical success survival at 1 year was 

79.3%, at 2 year was 79.3%, at 3 year was 70.5%, and at 4 year (the end of study) was 70.5% 

(Figure 5).  The mean corneal opacity grading after COMET which was 1.7 ± 0.7 and the 

mean corneal neovascularization grading after COMET which was 2.0 ± 0.9 improved 

significantly compared with the preoperative grading (p < 0.05) Figure 6 showed the time 

course of the corneal vascularization that gradually progressed in the first year before 

stabilized after 12 months and trended to regress after 36 months. The corneal opacity 

improved and stabilized after 3 months postoperatively. 

              Among 13 eyes (Eye 6, 7, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19) who had symblepharon  

preoperatively, almost half of them (5 eyes, Eye 13, 14, 16, 18, 19) had severe symblepharon 

together with severe lid abnormality needed eye-lid reconstruction with mucosal graft by 

oculoplastic specialist as an accompanying surgery of the COMET. After the surgeries two 

third of these eyes (8 of 13 eyes, 61.5%, Eye 9, 10, 12, 13, 14, 16, 17) had no recurrence of the 

symblepharon.  Interestingly, the recurrent symblepharon developed within 6 months 

postoperatively and stable thereafter (Figure 7). 

    The secondary PK was performed in three eyes at 9.3  4.0 months (range, 5-13) 

after COMET. All grafts remained clear at 29.7  12.2 month (range, 19-43) follow-up. 

The secondary keratoprosthesis was performed in one eye at 4 months after COMET and 

the optic remained cleat at 37 months follow-up. 

 

Complication 

         In this study, corneal perforation occurred in Eye 14 who was SJS with severe eyelid 

and eyelash abnormalities induced corneal epithelial defect. She lost follow-up during that 
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time and central corneal perforation occurred, corneal tectonic graft was performed. 

Afterwards, the cornea surface was stable with peripheral corneal vascularization up to the 

last follow-up. Ocular surface infection or secondary glaucoma did not observed in any eye. 

No complication was observed at the wound of the donor site in the oral cavity. 

                                                                                                                                                                              

Discussion          

            COMET which is the autologous transplantation of stem-cell source of non-ocular 

surface origin has been shown to be an alternative to allograft transplantation of cadaveric 

keratolimbal graft or CLET to treat severe ocular surface diseases with limbal stem cell 

deficiency.  

              The procedure to generate cultivated oral mucosal epithelial sheets was similar to 

our previous report of CLET12.  The oral mucosal epithelial cells were cultivated using AM 

as a substrate without 3T3 feeder or fetal bovine serum, which differed from previous 

COMET reports10, 11, 13-15. The benefit of not using the 3T3 feeder is a lower chance of 

contamination by oncogenic cells and animal products. This technique yielded two to four 

layers of epithelial cells.  Moreover, the cultivated cells in the current study were positive 

for p63and ABCG2, which represented a progenitor cell characteristic and stained positive 

for CK3 which could be found in differentiated corneal epithelial cells and CK13 specific 

for non-keratinized cells16.   The average time of cultivation was 16.0 days (range, 7-22) 

which was faster than that of CLET with the same culture protocol in our previous report12. 

                In the current study, COMET was performed in 20 eyes with LSCD resulting 

from several conditions. This procedure improved the ocular surface condition, decreased 

inflammation, and reduced corneal neovascularization and fibrous invasion. Based on the 

current results, corneal re-epithelilization occurred in all cases. All except one eye (95.0%) 

had complete epithelialization within the first postoperative week. One third of the eyes 
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had recurrence of the epithelial defect happened in the first 6 months postoperatively as the 

survival of the first complete epithelialization showed the early decline before the stability 

of the epthelialization thereafter. The clinical success of the corneal reconstruction was 

achieved in 79.3% of the eyes at 1 year and 70.5% at 4 years (the end of the study).  

Without using 3T3 feeder in this current study, the result was comparable to those of 

Satake et al11 who recently reported success rates of 64.8% at 1 year and 53.1% at 3 years 

and comparable cultivated limbal epithelial transplantation (CLET) of our previous report 

which demonstrated one year success rates of 77.9%12.   

               Corneal peripheral neovascularization occurred slowly in most cases, usually during 

the first 12 months postoperatively. The finding was previously reports by most COMET 

studies10, 11, 13-15. Different from CLET, this inferior antiangiogenic activity after COMET 

previously described by recent studies which showed  a lack of the antiangiogenic factors of 

fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1), tissue inhibitor of metalloproteinase-3 (TIMP-3), and 

thrombospondin-1 (TSP-1)  in cornea after COMET17-19.   In addition, the increased secretion 

of fibroblast growth factor-2 (FGF-2) was also demonstrated20. This may explain the reason 

why in most cases, even in the success group, peripheral corneal vascularization were found 

but interestingly sparing central cornea. However after one year, the vessels ceased to 

progress, and remained the same thereafter.   

             Corneal opacity gradually improved in 3 months postoperatively to be more 

transparent and stabilized thereafter. This early cornea opacity could be explained by the AM 

carrier was gradually dissolved and disappeared in a few months and the COMET could 

maintain clarity afterward. In fact, the AM was helpful for promote epithelialization and 

reduce inflammation21-23.  

             Beside elimination of fibrovascular tissue from the corneal surface, COMET 

achieved symblepharon removal in most cases (61.5%). This may be due to the effect of 
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that  intact corneal epithelial surface in the early postoperative period could prevent the 

invasion of fibrovascular tissue from the conjunctival fornix over the graft24. 

Subconjunctival tissue treatment with 0.04% mitomycin C for 5 minutes has been 

described in some previous studies  to treat residual subconjunctival fibroblast and prevent 

conjunctival ingrowth following COMET10, 11.  Even though the lower concentration of 

0.02% mitomycin C for 3 minutes was used in this study in order to reduce ocular surface 

toxicity, the favorable effect was similarly observed. 

            As a result of marked decrease of corneal vascularization and fibrous ingrowth, the 

mean vision improved after COMET. Moreover, because COMET was beneficial to 

improve ocular surface environment, inflammation, lid and tear condition, the corneal graft 

and the keratoprosthesis survival were better, subsequently resultant improved the mean 

vision significantly. 

             The surgical results usually depended mostly on the preoperative condition of the 

ocular surface. SJS which is the autoimmune disease mostly accompanying with lifelong 

chronic ocular surface inflammation25, severe dry eye and lid abnormality usually has poor 

prognosis after surgery. In the current study, all cases in the clinical failure group were SJS. 

However, among 10 cases of SJS, more than half of them (6 cases, 60%) were in the success 

group. This was probably caused by the advantages of COMET which reduced ocular surface 

inflammation and improved tear stability.  

                  In summary, COMET with the technique of cultivated oral mucosal epithelium  

on AM without 3T3 and fetal bovine serum provided healthy epithelial sheets and were 

effective for reconstructing the ocular surface and restoring vision in patients with bilateral 

stem-cell deficiencies that are resistant to standard approaches. This procedure relieved 

symptoms, reduced inflammation, promoted corneal re-epithelization, eliminated 

conjunctivalization and increased vision. Moreover, it provided a better environment for a 
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subsequent keratoplasty or keratoprosthesis. The ocular surface condition trended to stable 

after one year with the stabilty of postoperative corneal vascularization, corneal 

epithelization, corneal vascularization and any recurrence of symblepharon. 
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    Table 1 Patient characteristic of cultivated oral mucosal epithelial transplantation 

 

 
* No. 3 and No. 8 was the same patient. 
** No. 13 and No. 18 was the same patient. 
SJS, Steven Johnson’s Syndrome; OD, right eye; OS, left eye

No. 
of Eyes 

Age 
(years) 

Gender Disease 
Eye 
 

Extent of        
limbal deficiency

(clock hours) 
Symblepharon 

1 45 Male Burn OD 5 No 
2 27 Male Burn OD Total No 

 3* 44 Male Burn OD 8 Yes 
4 35 Female SJS OD Total Yes 
5 42 Female Burn OS 10 Yes 
6 57 Female SJS OD Total Yes 
7 56 Female SJS OS 8 Yes 

 8* 44 Male Burn OS 6 No 
9 53 Female SJS OD Total Yes 
10 73 Female Multiple Surgeries OD 10 Yes 
11 57 Female SJS OD 4 No 
12 62 Male Advanced pterygium OS 6 No 

   13** 54 Female SJS OS Total Yes 
14 32 Female SJS OD Total Yes 
15 60 Male SJS OD 7 Yes 
16 77 Female Trauma OD Total Yes 
17 49 Male Burn OS Total No 

   18** 54 Female SJS OD 9 Yes 
19 18 Female SJS OS Total Yes 
20 24 Male Burn OD Total No 



Table 2   Results of cultivated oral mucosal epithelial transplantation including visual outcomes, clinical outcomes, epithelialization, and duration of follow-up 

 

 

 

No. 
of Eyes 

Visual acuity (LogMAR) 

Procedure 
Epithelialization 

(days) 
Clinical 
outcome 

Time 
to failure
(months)

Recurrent 
Symblepharon

Follow up 
time 

(months) 
Associated diseases Pre-op Post-

COMET 
Post following 

procedure 

1 6/36 
(0.8) 

6/60 
(1.0) 

- - 1 Success - No 50 Remained corneal scar 

2 Fc ½’ 
(2.6) 

Fc ½’ 
(2.6) 

6/48 
(0.9) 

PK 60 Failure 
 

32 No 47 - 

3 1.5/60 
(1.6) 

6/48 
(0.9) 

- - 1 Success - No 45 - 

4 Hm 
(3.0) 

6/30 
(0.7) 

- - 1 Failure 
 

8 No 42 - 

5 Fc ¼’ 
(2.6) 

Fc 1’ 
(2.3) 

6/38 
(0.8) 

Phaco c IOL 7 Success - No 41 Lipid keratopathy 

6 Fc ¼’ 
(2.6) 

Hm 
(3.0) 

- - 1 Failure 
 

6 Yes 40 - 

7 6/15 
(0.4) 

6/48 
(0.9) 

- - 3 Failure 
 

5 Yes 38 - 

8 6/24 
(0.6) 

6/19 
(0.5) 

- - 9 Success - No 38 - 

9 Hm 
(3.0) 

Pj 
(3.0) 

6/30 
(0.7) 

KPro c 
ECCE c IOL 

3 Success - No 37 - 

10 Fc 2’ 
(2.0) 

Fc 1’ 
(2.3) 

 6/19 
(0.5) 

PK 1 Success - No 34 - 

11 6/75 
(1.1) 

6/15 
(0.4) 

- - 1 Success - No 34 - 

12 6/120 
(1.3) 

6/19 
(0.5) 

- - 1 Success - No 32 Remained corneal scar, 
Cataract 

13 Fc 1’ 
(2.3) 

6/48 
(0.9) 

- - 1 Success - No 30 - 

14 Fc ¼’ 
(2.6) 

Hm 
(3.0) 

- - 1 Success - No 29 Remained corneal scar 



 

COMET, cultivated oral mucosal epithelial transplantation; CRVO, central retinal vein occlusion; Fc, finger count; HM, hand movement; KPro c 
ECCE c IOL, keratoprosthesis with extracapsular cataract extraction with with intraocular lens implantation; LogMAR, logarithm of the 
minimum angle of resolution; Phaco c IOL, phacoemulsification with intraocular lens implantation; PK, penetrating keratoplasty. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

No. 
of Eyes 

Visual acuity (LogMAR) 

Procedure 
Epithelialization 

(days) 
Clinical 
outcome 

Time 
to failure
(months)

Recurrent 
Symblepharon

Follow up 
time 

(months) 
Associated diseases Pre-op Post-

COMET 
Post following 

procedure 

15 
 

Hm 
(3.0) 

Hm 
(3.0) 

- - 1 Success - Yes 16 CRVO 

16 
 

Pj      
(3.0) 

6/48       
(0.9) 

- - 1 Success - No 28 Remained corneal scar 

17 
 

Hm 
(3.0) 

Hm 
(3.0) 

6/240 
(1.6) 

PK 1 Success - No 25 Advanced glaucoma 

18 Fc 1’ 
(2.3) 

Hm 
(3.0) 

- - 7 Failure 12 Yes 15 - 

19 6/48 
(0.9) 

6/15 
(0.4) 

- - 1 Success - Yes 9 - 

20 Fc 1’ 
(2.3) 

Fc 1’ 
(2.3) 

- - 1 Success - No 8 Remained corneal scar 
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Figure 1. Histopathologic analysis of limbal tissue (left column) compares with cultivated oral 

mucosal epithelial cells (right column). 

Hematoxylin-eosin staining of the limbal tissue (A) and cultivated oral mucosal epithelial cells (B) 

shows a stratified epithelium consisting of two to four layers resting on an AM.  Expression of 

p63 is positive based on immunostaining of limbal tissue (C) and cultivated oral mucosal 

epithelial cells (D), which indicate the corneal epithelial stem cellular property of the cultivated 

epithelial sheet.  CK3 and CK12 indicate the corneal epithelial phenotype is in the limbal tissue (E 

and G) and cultivated oral mucosal epithelial (F and H) cells. CK13 is in both limbal tissue (I) 

and cultivated epithelial cells (J), indicating a non-keratinized epithelial characteristic.   

AM, amniotic membrane; p63, transformation-related protein 63; CK3, cytokeratin 3; CK12, 

cytokeratin 12; CK13, cytokeratin 13; H&E, hematoxylin and eosin. 
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Figure 2. RT-PCR study shows expression of 

differentiation and stem cell markers (CK3, CK12, CK13, ABCG2, and p63).  

The presence of CK3 and CK13 indicates the non-keratinized corneal epithelial cell property, and 

ABCG2 and p63 indicate the stem cell property of the limbal cultivated cells. The findings are 

identical to that of the immunohistochemistry study.  However, the appearance CK12 was not 

found.  

RT-PCR, reverse-transcription polymerase chain reaction; CK3, cytokeratin 3; CK12, cytokeratin 

12; CK13, cytokeratin 13; ABCG2, ATP-binding cassette subfamily G member 2; p63, 

transformation-related protein 63; Bp, base pair. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M = 100 bp markers 

1= CK3 

2 = CK12 

3 = CK13 

4 = p63 

5 = ABCG2 
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Figure 3.  The survival of the first complete epithelialization  after cultivated oral mucosal 

epithelial transplantation (COMET).  The decline of the survival represents the recurrence of 

corneal epithelial defect occurrs in the first 6 months postoperatively. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Censored

Survival 
Function

Time (months)

4842363024181260

P
r
o
b
a
b
i
l
i
t
y
 
o
f
 
i
n
c
i
d
e
n
c
e
-
f
r
e
e
 
s
u
r
v
i
v
a
l

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0



   

                                                

                                                

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D

E F

G H



Figure 4. Representative slit-lamp photographs show a comparison of the eyes before (left 

column) and after (right column) COMET. 

Patient 6 with SJS caused severe dry eye (Schirmer=0), severe symblepharon and lid abnormality 

(A) which markedly improve after COMET up to 24 months postoperatively (B). Patient 16 with 

total limbal stem cell deficiency with corneal fibrovascular tissue invasion with keratinization, 

severe symblepharon and lid abonormality secondary to ocular trauma (C) undergoes lid 

reconstruction with mucosal graft and COMET and has resultant markedly improved lid and 

ocular surface condition up to 21 months postoperatively.  Patient 15 has partial LSCD from SJS 

with corneal conjunctivalization and symblepharon nasally (D) which is completely removed after 

COMET (E). Patient 17 who has chemical burn caused corneal comjunctivalization and corneal 

opacity grade 3 (F), undergoes PK at 13 months after COMET. The corneal graft remains clear 12 

months after keratoplasty (G)  

COMET, cultivated oral mucosal epithelial transplantation; SJS, Stevens-Johnson syndrome;  

LSCD, corneal limbal stem cell deficiency; PK, penetrating keratoplasty 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

Figure 5. Kaplan-Meier survival analysis showed clinical success survival of cultivated oral 

mucosal epithelial transplantation (COMET) at 1 year was 79.3%, at 2 year was 79.3%, at 3 year 

was 70.5%, and at 4 year (the end of study) was 70.5% respectively. 
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Figure 6.  Time course of corneal vascularization and corneal opacity grading after cultivated oral 

mucosal epithelial transplantation (COMET).  

Corneal neovascularization (A) gradually occurs in 12 months postoperatively before stable 

thereafter and trend to decrease by the end of the follow-up. Corneal opacity (B) gradually 

improves in 3 months postoperatively then stable thereafter. 
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Figure 7. Survival analysis of the symblepharon-free after cultivated oral mucosal epithelial 

transplantation (COMET). The decline of the survival represents the recurrence of symblepharon 

occurrs in the first 6 months postoperatively. 
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