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ARTICULO ORIGINAL

QUERATOPLASTIA ENDOTELIAL DE MEMBRANA DE
DESCEMET (DMEK): RESULTADOS A DOS ANOS

DESCEMET MEMBRANE ENDOTHELIAL KERATOPLASTY
(DMEK): TWO-YEAR RESULTS

DAPENA 1!, HAM L2, LIE J3, VAN-DER-WEES J3, MELLES GRJ*

RESUMEN

Objetivo: Describir los resultados, dos afios des-
pués de realizar una queratoplastia endotelial de
membrana de Descemet (DMEK: Descemet mem-
brane endothelial keratoplasty), para el tratamiento
de alteraciones del endotelio corneal.

Métodos: Estudio clinico prospectivo no randomi-
zado. En 10 pacientes con distrofia endotelial de
Fuchs o queratopatia bullosa, se practicé una
DMEK. A través de una incisién de 3,5 mm en cOr-
nea clara, la membrana de Descemet (MD) del
receptor fue desprendida del estroma posterior en
presencia de aire. Un disco de 9 mm de didmetro
enrollado de MD donante preservada, fue insertado
en la cdmara anterior del receptor, posicionado en
contacto con el estroma posterior corneal y asegu-
rado en su posicion mediante el llenado completo
de la cdmara anterior con aire durante 30 minutos.

Resultados: Tres ojos mostraron un desprendi-
miento completo del tejido donante, por lo que fue-
ron sometidos posteriormente a una queratoplastia
endotelial con «pelado» de la MD (DSEK: Desce-
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ABSTRACT

Purpose: To report the two-year results of Desce-
met membrane endothelial keratoplasty (DMEK)
for managing corneal endothelial disorders.
Methods: Non-randomized prospective clinical
trial. A DMEK was performed in ten patients with
Fuchs’ endothelial dystrophy or bullous kerato-
pathy. A 3.5 mm clear corneal incision was made
and «under air» DM was stripped off from the pos-
terior stroma. A 9.0 mm diameter, organ cultured
donor DM roll was inserted into a recipient anterior
chamber, positioned into the posterior stroma and
secured by completely filling the anterior chamber
with air for 30 minutes.

Results: Three eyes showed complete detachment
of the tissue; this was managed by a secondary Des-
cemet stripping endothelial keratoplasty procedure.
The remaining seven eyes had a best corrected
visual acuity of > 0.7 in three eyes (43%) at one
month, in five eyes (71%) at six months, and in six
eyes (86%) at one and two years. At six months, the
endothelial cell density averaged 2039 (+373)
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met stripping endothelial keratoplasty). En los siete
ojos restantes, se observé una agudeza visual mejor
corregida (AVMC) > a 0,7 en 3 ojos (43%) en el pri-
mer mes, en 5 0jos (71%) a los seis meses, y en seis
0jos (86%) al primer y segundo afios. A los seis
meses, la densidad celular endotelial media fue de
2039 (DS: 373) cél/mm? (n=7), al afio de 1925 (DS:
267 cél/mm? (n=7) y alos 2 afios de 1730 (DS: 400)
cél/mm? (n=6).

Conclusiéon: DMEK podria proporcionar una recu-
peracion rapida y casi completa de la visién. Debi-
do a que el tejido donante puede ser obtenido a par-
tir de anillos cérneo-esclerales donantes, el procedi-
miento podria ser facilmente accesible para la
mayoria de los cirujanos corneales.

Palabras clave: Queratoplastia endotelial de mem-
brana de Descemet (DMEK), queratoplastia lame-
lar posterior, transplante corneal, membrana de
Descemet, endotelio, técnica quirtirgica.

cells/mm? (n=7), at one year 1925 (+267) cells/mm?
(n=7) and at two years 1730 (x400) cells/mm?
(n=06).

Conclusions: DMEK may provide quick and
nearly complete visual rehabilitation. Since the
donor tissue can be stripped from donor corneo-
scleral rims, the procedure may be readily accessi-
ble to most corneal surgeons (Arch Soc Esp Oftal-
mol 2009; 84: 237-244).

Key words: Descemet membrane endothelial kera-
toplasty (DMEK), posterior lamellar keratoplasty,
corneal transplantation, Descemet membrane,
endothelium, surgical technique.

INTRODUCCION

En los dltimos afios hemos descrito varios pro-
cedimientos de queratoplastia lamelar posterior
que permiten la sustitucién del endotelio corneal
sin incisiones ni suturas en la superficie corneal,
para el manejo de la distrofia endotelial de Fuchs
y de la queratopatia bullosa afdquica o pseudofa-
quica. En 1998, describimos una técnica en la que
un disco lamelar posterior sin suturas, de 7,5 mm
de didmetro, podia ser transplantado a través de
una incisién escleral de 9,0 mm suturada poste-
riormente (1-3). Desde 2001, la técnica se popula-
riz6 en Estados Unidos como «Queratoplastia
endotelial lamelar profunda» (DLEK: Deep lame-
llar endotelial keratoplasty) (4). En el 2000, des-
cribimos otra técnica sin requerimiento de suturas,
modificacién de la previa, en la que un trasplante
posterior en forma de disco de 9,0 a 9,5 mm de
didmetro, era insertado a través de una incisién
escleral tunelizada autosellable de 5,0 mm y des-
plegado en la camara anterior (5). Desde 2005,
esta técnica ha sido popularizada en Estados Uni-
dos como «DLEK de pequefia incision» (6). En el
2003, describimos la insercién de un disco poste-
rior donante plegado en combinacién con una
«descemetorrexis» para retirar la capa endotelial y
su MD del receptor (7,8). Esta tltima técnica es

denominada actualmente queratoplastia endotelial
con «pelado» de la membrana de Descemet (Des-
cemet’s stripping endotelial keratoplasty: DSEK)
(9,10).

A pesar de que las diversas técnicas disefiadas y
desarrolladas por nuestro Instituto demostraron ser
viables para el trasplante de un disco corneal pos-
terior donante sin suturas, cabria esperar que el
trasplante selectivo de MD y endotelio proporcio-
nase la mejor recuperacion posible de la capacidad
visual en una cornea con alteracién endotelial (11-
15). El presente estudio describe los resultados cli-
nicos a los dos afios del trasplante de MD aislada,
a través de una incision autosellable de 3,5 mm en
cornea clara, que podria ser denominada «Quera-
toplastia Endotelial de Membrana de Descemet»
(Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty:
DMEK) (13-15).

SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

La DMEK fue realizada en cuatro hombres y en
seis mujeres, de 45 a 87 afos de edad con distrofia
endotelial de Fuchs y/o queratopatia bullosa
(tabla I). Todos los pacientes firmaron un consenti-
miento informado aprobado por el IRB (Institutio-
nal Review Board).
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Tabla I. Queratoplastia endotelial de membrana de Descemet (DMEK): Resultados a 2 aios

Paciente Prequirtirgico Donante Postquirdrgico
# Edad Sexo OD/  Indicacion Enfermedad AVMC DCE  Complicaciones AVMC BMC DCE Observaciones
(afios) 0S de cirugfa concomitante (cel/) (cel/mm?)
mm?> Im6m 12m 24m 6m 12m 24m
164 M OS FED Ninguna 03 290 No 1,0 125 1,0 1,0 Adherido 1750 1678 1608 Ninguna

(pseudofiquico)

2 61 F OD PPBK Ninguna CD 2630 Inserci6n del nr. N N nL nr. nr. nr. nr.  DSEK
injerto no complicada
complicada 2 semanas

tras la DMEK
inicial

387 F 0OS PPBK Pupila inmévil 0,1 2460 No 025 04 04 nd Adherido 1760 1675 n.d. Ninguna

y cambios del
EPR tras faco
complicada
4 86 F OD FED Cicatriz estromal 0,3 2640  Presion vitrea nr. nr. N N nr. nr. nr. nr. DSEK

(pseudofdquico)  superficial

no complicada
3 semanas tras

la DMEK
inicial
572 M OD FED Cicatriz corneal 0,1 2660  Posicién donante 05 06 07 07  Adherido; 1790 1812 1171 Ninguna
(pseudofdquico) ~ central subepitelial excéntrica pequefio
DM roll
paracentral
6 60 M OS FED Ninguna 03 2470  No 1,0 1,0 1,0 1,0 Adherido 2270 2100 1800 Ninguna
(pseudofaquico)
77 F OS FED Ninguna 03 2520 No 06 08 10 09  Adherido 2180 2369 2289 Ninguna
(pseudofdquico)
859 M OD BKeci(fiquico) Ninguna 08 2480 No 1,0 1,0 1,00 1,0  Adherido 1790 1743 1476 Ninguna
974 F OS FED Ninguna 03 2640 No 06 07 08 1,0  Adherido 2730 2098 2034 Ninguna
(pseudofiquico)
10 45 F  OD FED (fiquico) LES 0,5 2640  Desdoblamiento nr. NI N nr n.r. nr. nr. nr. DSEK
donante no complicada
incompleto 3 semanas tras

la DMEK
inicial

DMAE-= Degeneracion macular asociada a la edad; DSEK = Descemet stripping endothelial keratoplasty; CD = Cuenta dedos; n.r. = No relevante; AVMC = Agudeza visual mejor corregida (Sne-
Ilen); DCE= Densidad celular endotelial; PPBK = Queratopatia bullosa pseudofdquica; LES = Lupus eritematoso sistémico; MD= Membrana de Descemet; FED = Distrofia endotelial de Fuchs;
EPR = Epitelio pigmentario de la retina; BMC = Biomicroscopia; BK eci = Queratopatia bullosa de origen desconocido; m= Meses; n.d. = No disponible

Tejido donante

En diez globos oculares donantes de menos de 36
horas post mortem, se extrajeron los anillos cérneo-
esclerales y fueron almacenados en un medio esen-
cial minimamente modificado (EMEM) a 31°C para
cultivo de 6rganos. La edad media de los donantes
fue de 71,3 afios (DS: 6,1) y el recuento endotelial
celular medio del tejido fue de 2614 (DS: 186)
cel/mm? (tabla).

Tras dos semanas en medio de cultivo sin dextra-
no y con antibiéticos a 31 °C, se evalué la morfolo-
gia y viabilidad de las células endoteliales median-
te microscopia invertida (Axiovert 40, Zeiss, Got-
tingen, Germany). Posteriormente, los anillos cér-
neo-esclerales se montaron con la cara endotelial
hacia arriba sobre un instrumento de sujeciéon por
vacio de disefio propio y la MD fue despegada del
estroma posterior mediante el uso de pinzas finas,

obteniéndose una monocapa endotelial de 9,0 mm
de didmetro de MD. Debido a las propiedades elds-
ticas de la membrana de Descemet, ésta se enrolld
espontdneamente formando un «rollo» de Descemet
(«Descemet-roll»), con el endotelio en su cara
externa. Cada «Descemet-roll» fue almacenado
posteriormente en un medio de cultivo de érganos
sin dextrano y con antibiéticos, durante un tiempo
maximo de una semana, hasta el momento del tras-
plante.

Cirugia

En los ojos receptores, se realizé una marca epi-
telial de 9,0 mm de didmetro para delimitar el drea
de escision de la MD. En el limbo se practic6 una
incisién tunelizada de 3,5 mm, penetrando en la
cdmara anterior justo en el limite de dicha marca.
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Con un «rascador» de disefio propio (Melles scra-
per, D. O. R. C. International, Zuidland, The
Netherlands) se desprendid una porcién circular de
MD del estroma posterior en presencia de aire, rea-
lizandose una «descemetorrexis» de 9,0 mm de dia-
metro y retirdndose del ojo la porcion central de la
misma (7,8).

El «Descemet-roll» donante fue tefiido con una
solucién de azul tripan al 0,06% (VisionBlue™, D.
O. R. C. International) y cargado en un inyector de
disefio propio (Hippocratech, Rotterdam, The
Netherlands) (11,12). Utilizando el inyector, el
«Descemet-roll» donante fue insertado en la cima-
ra anterior y extendido cuidadosamente sobre la
superficie iridiana mediante la manipulacién indi-
recta del tejido con aire y solucién salina balancea-
da. A continuacidn, se inyecté una burbuja de aire
debajo de la MD donante para posicionarla y man-
tener el tejido en contacto con el estroma posterior
del receptor (11,12). La cdmara anterior se rellen6
completamente con aire durante 30 minutos, segui-
do de un recambio aire-liquido para presurizar el
0jo.

Evaluacion del endotelio

La viabilidad celular del endotelio donante se
evalu6 mediante microscopia de luz invertida
(Axiovert 40, Zeiss, Gottingen, Germany), realizan-
dose fotografias digitales (PixeLINK PL-A662,
Zeiss, Gottingen, Germany) tras la instilacién de
sucrosa al 1,8% y tincién con azul tripan al 0,04%
(15-17).

El endotelio de los pacientes fue fotografiado y
evaluado empleando un microscopio especular Top-
con SP3000p con autofoco de no-contacto (Topcon
Corp, Tokyo, Japan). Las imdgenes de la cérnea
central fueron analizadas y corregidas manualmen-
te y se promediaron tres medidas de la densidad
celular endotelial (15-17,19,20).

RESULTADOS

En el primer dia del postoperatorio, todas las MD
donantes mostraron una adhesién completa al estro-
ma posterior del receptor. A la semana, el trasplan-
te de Descemet se mantuvo en posicion en siete de
los ojos; pero en los tres ojos restantes (casos 2, 4y
10), se produjo un desprendimiento completo de la

membrana donante, observandose el injerto enrolla-
do y flotando en la cdmara anterior. En estos ojos,
se practic6 una DSEK sin complicaciones, dos a
tres semanas después de la cirugia inicial de
DMEK.

En los siete ojos que mostraron una adhesion
completa del injerto, se observé una agudeza visual
mejor corregida (AVMC) > a 0,7 en tres de los ojos
(43%) al primer mes de la cirugia, en cinco 0jos
(71%) a los seis meses y en seis 0jos (86%) al pri-
mer y segundo afios (tabla I). A los seis meses, la
densidad celular endotelial media fue de 2039 (DS:
373) cel/mm? (n=7) y al primer y segundo afios de
1925 (DS: 267) cél/mm? (n=7) y de 1730 (DS: 400)
cél/mm? respectivamente (fig. 1, tabla I).

Al principio, la visualizacion del trasplante en el
ojo receptor fue dificil. La confirmacion de que el
trasplante se encontraba en posicién, fue obtenida
mediante la observacion de su contorno periférico
por medio de un «brillo» reflectante sobre la MD
donante y mediante la microscopia especular iden-
tificatoria de las células donantes endoteliales para-
centrales. En algunos ojos se observaron pequeiias
«extensiones» periféricas de MD («tags» de Desce-
met), indicando la presencia de microdesprendi-
mientos o pliegues de MD en el limite externo del
trasplante. Con el tiempo esos «tags» periféricos se
estabilizaron y no aumentaron de tamaiio.

DISCUSION

En 1998 describimos que el trasplante de MD era
técnicamente posible en un modelo de ojo humano
de cadaver (11,12). En aquellos momentos, obtener
MD a partir de un anillo cérneo-escleral donante,
era considerado un desafio sin el apoyo de un ban-
co de ojos. Ya que el pelado de 1a MD podia ser en
ocasiones complicado debido al desgarro inadverti-
do de la membrana, la MD donante podia ser prepa-
rada preferentemente en el banco de ojos, previo a
la cirugia, mejor que como parte de la intervencién
misma. Con el inicio del Banco de ojos Amnitrans
en Rotterdam (Amnitrans Eyebank Rotterdam) en
enero de 2004, todas sus instalaciones y logistica
pudieron ser empleadas para la preparacién rutina-
ria del trasplante de Descemet, la evaluacion de su
capa de células endoteliales y para el estudio micro-
bioldgico del tejido que asegurase su esterilidad.
Desde entonces, estudios de laboratorio mas exten-
sos fueron realizados para simplificar el procedi-
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Fig. 1: Fotografia en lampara de hendidura de una cornea transplantada un afio después de realizar una DMEK
(Caso 6). A) Obsérvese que la cornea trasplantada es transparente y con una interfase anatomica invisible entre los
tejidos donante y huésped. B) Notese el extremo periférico del trasplante de membrana de Descemet sefialado por la

flecha amarilla.

miento (14-18). Ademas, se disefiaron varias modi-
ficaciones técnicas para la implantacién quirdrgica
de la capa de MD donante, su manipulacién en la
cémara anterior y su adherencia completa al estro-
ma posterior receptor. (Melles CRJ, unpublished
data, 2005) (14,15).

Recientemente, la posibilidad de transplantar una
MD aislada fue mostrada también por Tappin y
Pavel empleando distintos enfoques. Tappin disefid
un instrumento para insertar una MD donante de
7,5 mm de diametro en la camara anterior a través
de una incision de 8,0 mm suturada (21). Pavel des-
cribié el trasplante de tejido donante de MD ligado
a un anillo periférico estromal para facilitar el
manejo del mismo (P. Studeny. Descemet’s mem-
brane with stromal hem transplantation. Winter
ESCRS 2007). En el presente estudio, trasplanta-
mos MD con endotelio a través de una pequeiia
incision tunelizada corneal como ha sido descrito
previamente (11,12). Teniendo en cuenta la nomen-
clatura utilizada para distinguir distintos procedi-
mientos de queratoplastia lamelar posterior, el pro-
cedimiento actualmente descrito, es decir el tras-
plante de MD donante aislado portando una capa
celular endotelial viable, fue inicialmente denomi-
nado DMEK.

El desafio al disefiar cualquier procedimiento de
queratoplastia lamelar posterior, es proporcionar una
densidad celular endotelial suficientemente alta como
para obtener una supervivencia del injerto de larga
duracion. En el presente estudio, ambas medidas obje-
tivas y subjetivas indicaron que la DMEK, podria
tener potencial para conseguir densidades celulares
proximas a 2000 células/mm? a medio plazo, compa-
rables a aquellas obtenidas tras DLEK y DSEK (6-19).

En comparacién con las técnicas de queratoplas-
tia lamelar posterior previamente disefiadas por
nosotros como DLEK y DSEK (14), DMEK podria
tener cinco grandes ventajas. En primer lugar, el
presente estudio sugiere que la recuperacion visual
tras DMEK podria ser mucho més rdpida que tras
DLEK o DSEK, ya que seis de siete 0jos con una
DMEK consiguieron una AVMC 2> a 0,5 al mes de
la cirugia (tabla I). Ademds, en la primera serie des-
crita de 50 pacientes sometidos a DMEK por distro-
fia endotelial de Fuchs, el 95% presenté una AVMC
> a 0,50,5, y lo que es mds importante, el 75%
alcanz6 una AVMC > a 0,8 a los 6 meses de la ciru-
gia (22). En contraste con los procedimientos
DLEK o DSEK, que han demostrado obtener una
AVMC media = a 0,5 en un tiempo medio de seis o
mas meses (6,9,23). Esta diferencia en la recupera-
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cién de agudeza visual podria sugerir que es la pre-
sencia de estroma posterior donante en DLEK y
DSEK, mas que cambios secundarios o edema en el
estroma corneal receptor, lo que determinaria pri-
mariamente el grado de recuperacion visual, ya que
no hay estroma posterior donante trasplantado en
DMEK.

No obstante, para poder realizar una DMEK, es
necesaria la visualizacién adecuada de la cdmara
anterior dada la mayor complejidad quirtrgica del
procedimiento; por lo que en cérneas gravemente
descompensadas, en presencia de dispositivos de
drenaje para glaucoma, cdmara anterior estrecha o
bajo potencial para rehabilitacién visual, seria reco-
mendable la realizacién de una DSEK, cirugia de
menor dificultad técnica.

En segundo lugar, ya que la DMEK podria pro-
porcionar una casi perfecta restauracion de la ana-
tomia corneal y una mejor calidad de la cérnea,
cabria esperar una mayor recuperacién de la capaci-
dad visual con esta técnica (11,12). Por ello, en la
DMEK, el resultado visual final podria estar limita-
do exclusivamente por la calidad de la porcién ante-
rior de la cornea del receptor previo a la cirugia.

En la distrofia endotelial de Fuchs, no es infre-
cuente que la agudeza visual no se correlacione con
los sintomas visuales del paciente, por lo que, en
estos casos, no siempre seria ésta un buen indicador
para la cirugia. Ejemplo de esto serfa el caso nime-
ro 8, que presentaba una AVMC de 0,8, pero una
cornea ampliamente descompensada, con cambios
secundarios subepiteliales, y una alteracién signifi-
cativa de la sensibilidad al contraste y de la percep-
cién de los colores.

En tercer lugar, en la DMEK, el didmetro del
injerto puede ser de 9,0 a 11,0 mm, por lo que es
trasplantada una superficie celular endotelial mayor
en comparaciéon con DLEK (7,5 a 8,0 mm) o DSEK
(8,5 29,5 mm). En nuestra experiencia, aunque no
haya sido demostrada la correlacion entre el didme-
tro del injerto y su supervivencia; cabria esperar que
un injerto mayor en DMEK, beneficiase la supervi-
vencia del trasplante a largo plazo.

En cuarto lugar, la DMEK podria cumplir mejor
los requerimientos actuales de una cirugia moderna
del segmento anterior, ya que la MD donante puede
ser trasplantada a través de una incision tunelizada
en cornea clara, que es ampliamente utilizada en la
cirugia de facoemulsificacién, y es conocido que
induce un astigmatismo postoperatorio minimo
(17,24,25). A pesar de que han sido descritos varios

instrumentos para la inserciéon de la MD donante
(21,26,27), su utilizacién podria limitar el didmetro
final del injerto (6,0 a 7,5 mm), ademds de requerir
una incisién de entrada relativamente amplia.

En quinto lugar, en contraste con DLEK y DSEK,
para las cuales la mayor parte de los cirujanos nece-
sitarfan un microqueratomo o laser de femtosegun-
do, las ldminas de MD donante pueden ser «pela-
das» directamente a partir de un anillo cérneo-escle-
ral en DMEK. Con nuestra técnica para la prepara-
cion de laminas de 9,0 mm de MD a partir de anillos
corneo-esclerales donantes céncavos, la magnitud
de la lesion celular expresada en el ‘porcentaje de
area de superficie endotelial media lesionada’ es de
3,4% (11,12,18). Resultados similares fueron
encontrados por Ignacio et al, que obtuvieron tras-
plantes de Descemet a partir de anillos convexos
(28), y Zhu et al, que preservaron laminas rectangu-
lares a partir de anillos concavos (29). Es importan-
te destacar, que todos los estudios se realizaron en
tejidos preservados, bien por almacenamiento en
frio o en medio de cultivo de 6rganos. Por lo tanto,
si es posible obtener rutinariamente injertos viables
a partir de tejidos preservados, la DMEK podria ser
mucho mds accesible para la mayor parte de los
cirujanos corneales que la DLEK o la DSEK.

Al igual que en DSEK/DSAEK, el desprendi-
miento del trasplante destacé como la complicacién
mas frecuente de la DMEK. En la primera serie des-
crita de 50 pacientes sometidos a DMEK por distro-
fia endotelial de Fuchs, la frecuencia de desprendi-
miento fue de un 25%, no obstante, al analizar los
ultimos 25 pacientes intervenidos el porcentaje des-
cendi6 a 12%. Este descenso se relaciond con la cur-
va de aprendizaje, cambios tanto en la técnica qui-
rirgica, como en las técnicas empleadas en el banco
de ojos y con la extension del tiempo de llenado de
la cdmara anterior con aire a 45-60 minutos (22). En
nuestra experiencia, el factor mds importante para
obtener una adhesion completa del tejido donante,
es evitar el uso de dcido hialurénico durante todo el
procedimiento (14). Al igual que en la DSEK, todos
los viscoelasticos deberian ser evitados en DMEK,
ya que el desprendimiento del tejido donante se
correlaciona fuertemente con su utilizacion (14).
Los experimentos in vitro han mostrado que un lle-
nado con aire de la cdmara anterior como minimo de
30 minutos, es imprescindible para obtener una
adhesién completa del tejido donante en DMEK,
mientras que un llenado de aire de sélo 15 minutos
seria suficiente en DLEK y DSEK (8,14).
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Transplante de membrana de Descemet

Nuestra experiencia con DMEK, sugiere que el

trasplante de MD donante aislada portadora de
endotelio viable en el tratamiento de alteraciones
del endotelio corneal, proporciona una restauracion
anatomica casi perfecta y un alto grado de rehabili-
tacion visual. Al igual que en DLEK y DSEK, el
mayor inconveniente del procedimiento, es el ries-
go de desprendimiento del injerto en el curso posto-
peratorio precoz (16). Cuando el porcentaje de des-
prendimientos en DMEK pueda ser disminuido por
una mejora, tanto en la logistica del banco de ojos,
como en la técnica quiridrgica, podria quedar final-
mente completado el proyecto de las queratoplas-
tias lamelares posteriores.

10.

11.

12.
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