In Vivo Kesit Tarayan Konfokal Mikroskopla
Normal insan Kornea Dokusunun Degerlendirilmesi'

EVALUATION OF NORMAL HUMAN CORNEAL TISSUE BY

IN VIVO CONFOCAL MICROSCOPY

Nurgiil YILMAZ*, Omiir O. UCAKHAN**, Ayfer KANPOLAT***

*  Ars.Gor.Dr., Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 AD,

#* Uz.Dr., Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 AD,

##% Prof.Dr., Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1t AD, ANKARA

Ozet

Amag: Saglam kornea dokusunun in vivo kesit tarayan
konfokal mikroskopla degerlendirilmesi.

Gere¢ ve Yontem: Goz muayenesi normal olan 22 saglikli,
goniilli olgunun 44 gozii in vivo kesit tarayan konfokal
mikroskopla (Confoscan 2.0, NIDEK Co. Ltd., Osaka,
Japonya) incelendi. Goriintiiler kornea merkezinden alin-
d1 ve kornea yapilar1 niteliksel ve niceliksel olarak deger-
lendirildi.

Bulgular: Olgularin yas ortalamast 39.9+£14.0 yil olup, 15’1
kadin (%68.2), 7’si erkekti (%31.8). Tiim olgularda
epitel, bazal membran, stroma, endotel ve sinir lifleri ta-
bakalart konfokal mikroskopi ile goriintiilenebildi ve
normal olarak degerlendirildi. Ortalama yiizeyel epitel
hiicre yogunlugu 14354368 hiicre/mm?, yiizeyel epitel
hiicre alan1 697+60 pm? bazal epitel hiicre yogunlugu
539441511 hiicre/mm?, bazal epitel hiicre alan1 20055
pm?, 6n keratosit hiicre yogunlugu 696190 hiicre/mm?,
on keratosit hiicre alam 15374399 pm? arka keratosit
hiicre yogunlugu 503#114 hiicre/mm?, arka keratosit
hiicre alam 2084 + 465 um’, endotel hiicre yogunlugu
2732 + 338 hiicre/mm?, endotel hiicre alan1 373449 pmz,
endotel kenar sayist 6+0.2, hexagonalite 50.6+11.4 ola-
rak hesaplandi. Ortalama hiicre yogunluklar: ve alanlari-
nin, kadin ve erkekler arasinda (p>0.05), ve sag ve sol
gozler arasinda (p>0.05) istatistiksel olarak anlamli fark
gostermedigi saptandi. Ortalama 6n keratosit hiicre yo-
gunlugu arka keratosit hiicre yogunlugundan istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksekdi (p<0.001). Endotel
hiicre yogunlugunun yas arttik¢a azaldig1 gézlendi ancak
bu korelasyon istatistiksel olarak anlamli degildi (r=-
0.306, p=0.062).

Sonug¢: Kesit tarayan konfokal mikroskop ile normal kornea
dokusunun tiim katmanlarinin niteliksel ve niceliksel ola-
rak incelenebilmesi miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Konfokal mikroskop, Kornea,
Epitel, Bazal lamina,
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Endotel
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Summary

Purpose: Evaluation of normal corneal tissue by in vivo slit
scanning confocal microscopy.

Materials and Methods: 44 eyes of 22 healthy volunteers
were evaluated by in vivo slit scanning confocal micros-
copy (Confoscan 2.0, NIDEK Co. Ltd., Osaka, Japan).
Scans obtained from central corneas and corneal struc-
tures were evaluated qualitatively and quantitavely.

Results and Conclusion: The mean age of the patients were
39.9£14.0 years, 15 were women (%68.2), 7 were men
(%31.8). Epithelium, basal membrane, stroma, endothe-
lium and nerve fiber layers could be imaged and evalu-
ated as normal. The mean superficial epithelial cell den-
sity was 14354368 cells/mm?, the mean superficial
epithelial cell area was 697+60 um? the mean basal
epithelial cell density was 5394+1511 cells/mm? the
mean basal epithelial cell area was 200+55 pm?’, the
mean anterior keratocyte density was 6961190
cells/mm?, the mean anterior keratocyte area was
15374399 pum? the mean posterior keratocyte density
was 503+114 cells/mm?, the mean posterior keratocyte
area was 20844465 um?, the mean endothelial density
was 27324338 cells/mm?, the mean endothelial area was
373449 um?, the mean endothelial sides 620.2, the mean
hexagonality was 50.6£11.4. There were no statistically
significant differences in regards to the mean cell densi-
ties and areas between men and women (p>0.05), and
right and left eyes (p>0.05). The mean anterior stromal
keratocyte density was significantly higher than the mean
posterior keratocyte density (p<0.001). Endothelial cell
density decreased with increasing age, however this did
not reach statistical significance (r=-0.306, p=0.062).

Conclusion: It is possible to examine all corneal layers quanti-
tavely and qualitatively by slit scanning confocal micros-
copy.

Key Words: Confocal microscopy, Cornea,
Epithelium, Basal lamina, Stroma,
Descemet’s membrane,
Endothelium
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[k konfokal mikroskop 1957 yilinda Marvin
Minsky tarafindan canli beynindeki néral agi
incelemek i¢in gelistirilmistir (1). Uzun bir gelisim
evresinden sonra, kesit tarayan konfokal
mikroskop 1994°de Masters ve Thaer tarafindan
tanimlanmistir (2). Tanimlandig1 giinden bugiine
kesit tarayan konfokal mikroskop, normal kornea
dokusunun  incelenmesinde  (3-5),  kornea
hastaliklarinin tan1 ve tedavisinde 6nemli bir yere
sahip olmustur.

Kornea patolojilerinin konfokal mikroskopi ile
saglikli degerlendirilebilmesi i¢in normal kornea
yapilarinin  iyi bilinmesi gerekir. Bizim bu
caligmada amacimiz, g6z muayenesi normal olan
olgularda in vivo kesit tarayan konfokal mikroskop
ile kornea morfolojisinin niteliksel ve niceliksel
olarak incelenmesi idi.

Gerec¢ ve Yontem

Calisma kapsamma diizeltilmemis gorme
keskinligi tam olup, biyomikroskopi ve fundus
bulgular1 dogal olan, saglikli goniillii olgular dahil
edildi. Gorme keskinligi, manifest refraksion,
floreseinli ve floreseinsiz biyomikroskopi, g6z-i¢i
basinci, fundus muayenesini i¢eren detayli bir goz
muayenesinden sonra olgularin kornealar1 in vivo
kesit tarayan konfokal mikroskop ile incelendi.

Konfokal mikroskopi muayenesi i¢in hastaya
yapilacak islem hakkinda bilgi verildikten sonra,
muayene koltuguna rahat bir pozisyonda oturmasi
saglandi, ¢enesi ve alni cihaza uygun sekilde yer-
lestirildi. Alt konjonktiva forniksine tek damla
topikal anestezik (proparakain hidrokloriir, Al-
caine”, Alcon) damlatildi. Konfokal mikroskopun
6n lensinin ucuna lubrikan jel (Viscotears® gel,
CIBA Vision) uygulandi. Daha sonra 6n lens has-
tanin kornea merkezine dogru kumanda kolu
hareket ettirilerek yaklastirildi. Ilk hiicre kesiti
ckranda gercek zamanli olarak goriildiikten sonra
kumanda kolu ilerletilerek endotel hiicreleri
goriildi, akdéz icine 50 mikron kadar girilip
kumanda kolundaki kayit diigmesine basilarak
otomatik olarak kayit alindi. Islem sirasinda kornea
ile jel temas halinde olup, 2 dakikay1 gecmeyecek
sekilde kesit goriintiiler es zamanli kayit edildi.
Muayene sonrast lens yerinden ¢ikarilarak %70
isopropranol icerisinde 10 dakika siireyle
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dakika siireyle bekletilmek suretiyle steril edildi.
Calisma siiresince tiim muayeneler hep ayni kisi
tarafindan ve ayni kosullar altinda yapildi.

Calismamzda kullanilan konfokal mikroskop; in
vivo Kkesit tarayan konfokal mikroskop (Confoscan
2.0, NIDEK Co. Ltd., Osaka, Japonya) idi. Bu cihaz
kornea ve On segment goriintiisiini 1000 defa
biiyiitebilmektedir, otomatik olarak 14 saniyede 350
gorlintli alinmakta, fakat kayit islemi sirasinda daha
Once belirlenen goriintii kalitesine uymayan kesit
gorlntiiler otomatik olarak kayittan silinmektedir.
Alnan her goriintii 340x255 um boyutundadir ve her
Su  kalmliktan bir kesit goriintii alinmaktadir.
Kullandigimiz 6n lens ise x40 immersion lensidir ve
calisma mesafesi 1.98 mm’dir.

Analiz i¢in her kornea hiicre tabakasindan bir
kesit goriintii  segildi. Derinlik belirlenmesine
yardimci olan Z-scan ile endotele en yakin Kaliteli
stroma kesit gOriintlisii arka stromayr ve bazal
laminani hemen arkasindaki en kaliteli kesit goriintii
on stromayr gosterecek sekilde niceliksel Olglimler
yapildi. Epitel ve stromadaki hiicreler tek tek elle
isaretlendikten sonra yogunluk ve alan Olglimleri
yapildi. Endotelle ilgili hesaplamalar ise belirli ilgi
alami se¢ildikten sonra otomatik olarak yapildi.

[statistiksel analiz i¢in Mann-Whitney U testi,
Wilcoxon W testi ve Pearson korelasyon analizi
kullanild.

Bulgular

Yirmi iki saglikli olgunun (7 erkek, 15 kadin)
44 g6zii incelendi. Olgularin yas ortalamasi 39.9 +
14.0 (en kii¢iik 15, en biiyiik 59) idi. In vivo kesit
tarayan konfokal mikroskopla 44 gozden kesit
goriintiller alindi. Gorlintii  kalitesi 38 gozde
yiizeyel epitel alam1 ve yogunlugu ile ilgili
niceliksel Ol¢iim yapmaya uygundu. Goriintii
kalitesi 44 goziin 3’iinda bazal epitel yogunlugu ve
alanin1 6l¢memize miisade etmezken, 6n ve arka
keratosit ve endotel goriintiileri 44 goziin 44’inde
de ol¢iim yapmaya yeterli kalitede idi. Uzakdan
daldirma yontemi kullanilarak yapilan konfokal
mikroskopi muayenesi sirasinda hicbir olguda
herhangi bir komplikasyonla karsilasilmadi.

Epitel
Kesit tarayan konfokal mikroskopla, yiizeyel
epitel hiicrelerinin ¢ekirdekleri ve kenarlar1 parlak,
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Sekil 1. Yiizeyel Epitel Hiicreler

hiicre i¢i kisim 15181 az yansittigi icin karanlik
olarak izlendi (Sekil 1). Ortalama yiizeyel epitel
hiicre yogunlugu 14354368 hiicre/mm’ (575.2 ile
2681.5 arasi) ve ylizeyel epitel hiicre alan1 69760
pum’® (372.9 ile 1738.4 arasi) olarak saptandi. Sag
ve sol goz arasinda (p=0,817) ve kadin ve erkekler
arasinda (p=0,369) yiizeyel epitel hiicre yogunlugu
agisindan  istatistiksel olarak anlamli  fark
saptanmadi. Yiizeyel epitel hiicre yogunlugu ve
yas arasinda istatistiksel olarak anlaml1 korelasyon
saptanmadi (r=0.001, p=0.857).

Bazal epitel hiicrelerinin sinirlar parlak renkte
olup ¢ekirdekleri kesit goriintiilerde izlenememek-
teydi, hiicre i¢i ise karanlik idi (Sekil 2). Bizim
caligmamizda ortalama bazal epitel hiicre
yogunlugu 539441511 hiicre/mm® (3136 ile 9418
aras1) ve bazal epitel hiicre alani 200+55 pm’
(106.2 ile 381.9 arasi) olarak tesbit edildi. Sag ve
sol goz arasinda (p=0.914) ve kadin ve erkekler
arasinda (p=0.252) bazal epitel hiicre yogunlugu
acisindan  istatistiksel olarak anlamli  fark
izlenmedi. Bazal epitel hiicre yogunlugu ve yas
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon
saptanmadi (r=0.001, p=0.995).

Stroma
Kesit tarayan konfokal mikroskopla Bowman
tabakast amorf bir membran olarak izlendi,
segilebilen tek hiicresel eleman parlak olarak izlenen
subepitelyal sinir pleksusu lifleri idi (Sekil 3).

Stromada ise siyah bir zemin iizerinde parlak
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Sekil 2. Bazal Epitel Hiicreler

Sekil 3. Bown tabakasi

olarak sadece keratosit c¢ekirdekleri goriildii.
Keratositlerin hiicre smirlar1 ve sitoplazmalari
goriilmemekteydi (Sekil 4-6). On keratosit hiicre
yogunlugu 696+190 hiicre/mm* (424.8 ile 1106.4
arasi), on keratosit hiicre alanm1 15374399 pm®
(903.9 ile 2354.1 aras1), arka keratosit hiicre
yogunlugu 503£114 hiicre/mm” (298.2 ile 798.3
aras1), arka keratosit hiicre alani 20844465 pm’
(1252.6 ile 3353.6 arasi) olarak tesbit edildi.

On keratosit yogunlugu ve arka keratosit
yogunlugu agisindan, sag ve sol gozler (sirasiyla
p=0.708, p=0.603), ve kadin ve erkekler (sirasiyla
p=0.084, p=0.258) arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark gézlenmedi. Yasa bagl olarak da, 6n
ve arka keratosit yogunluklar istatistiksel olarak
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Sekil 4. On stroma keratositleri
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Sekil 5. Arka stroma keratositleri

Sekil 6. Stroma iginde sinir hiicresi
anlamli  diizeyde degismemekteydi (sirasiyla
r=0.115, p=0.493 ve r=0.133, p=0.427).

On keratosit yogunlugunun ise arka keratosit
yogunlugundan istatistiksel olarak anlamli derece-
de fazla saptandi (p<0.001).

Endotel
Descemet membran1 kesit tarayan konfokal
mikroskopla goriintiilenememektedir. Descemet
membrant seviyesinde keratosit ¢ekirdekleri ve
endotel hiicreleri goriildii (Sekil 7).

Endotel hiicrelerinin hiicre-i¢i kismi parlak
olarak izlenirken hiicre smirlar1 karanlik idi (Sekil
8). Endotel hiicre yogunlugu 2732 + 338
hiicre/mm® (2732 ile 337.8 aras1), endotel hiicre
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Sekil 7. Desme membrani

alani 373449 um® (292.3 ile 521.2 aras1), endotel
kenar sayist 6.0£0.2 (5.8 ile 6.8 arasi),
hexagonalite 50.6+11.4 (23.8 ile 79.1 arasi) olarak
tesbit edildi. Endotel hiicre yogunlugu sag ve sol
goz, ve kadin ve erkekler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (sirastyla
p=0.339, p=0.084). Endotel hiicre yogunlugu yas
arttikca azalmakla beraber, istatistiksel olarak yas
ve endotel hiicre yogunlugu arasinda anlamli
korelasyon tesbit edilemedi (r=-0.306, p=0.062).

Tartisma

Konfokal mikroskop yeni bir tan1 ve takip
yontemi olarak klinik kullanima girmistir. Bu
muayene yontemi sayesinde tlim kornea tabakalari,
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Sekil 8. Endotel hiicreleri

diger tam1 yontemlerinden farkli olarak canli
dokuda incelenebilmekte ve ayrintili olarak
degerlendirilebilmektedir.

Cavanagh ve arkadaglar1 (1), 1993 yilinda 52
yasinda bir erkek hastada normal kornea
bulgularin1 tanimlamiglardir. Bu ¢alismaya gore,
ylizeyel epitel hiicrelerinin  sinirlari, parlak
cekirdekleri gibi kolaylikla goriilmektedir. Bazal
epitel komgulugunda ince sinir pleksusu goriilmek-
tedir. Kornea stromasinda ise siyah bir zemin {ize-
rinde sadece hiicre ¢ekirdekleri goriilmektedir.
Orta ve arka stromayla karsilastirildiginda on
stromada ¢ok sayida keratosit var gibi
gorliinmektedir. Stroma i¢inde de belirgin sinir
lifleri goriilebilir. Bizim bulgularimiz da diger
birgok calismada da gosterildigi gibi bu morfolojik
bulgularla paraleldir.

Incelenen gozlerin tiimiinde kaliteli stroma ve
endotel kesitleri almabilirken, %6.8’inde bazal epitel
ve %13.6’sinde ylizeyel epitel hiicre kesitleri nicelik-
sel analiz yapilabilecek kalitede alinamamistir. G6-
ziinii agik tutamayan ve ¢ok hareket ettiren olgular-
dan kaliteli goriintii alinamamaktadir.

Yapilan Ol¢iimler sonucu santral korneada
ortalama  yiizeyel epitel hiicre yogunlugu
14354368 hiicre/mm’, yiizeyel epitel hiicre alani
697+60 pm’, bazal epitel hiicre yogunlugu 5394 +
1511 hiicre/mm?’, bazal epitel hiicre alan1 200 + 55
pum’, 6n keratosit hiicre yogunlugu 696 + 190
hiicre/mm?, 6n keratosit hiicre alan1 1537 + 399
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pum’, arka keratosit hiicre yogunlugu 503 + 114
hiicre/mm?, arka keratosit hiicre alani1 2084 + 465
pum®, endotel hiicre yogunlugu 2732 + 338
hiicre/mm’, endotel hiicre alani 373 + 49 pm’

endotel kenar sayist 6.0 = 0.2, hexagonalite 50.6 +
11.4 olarak tesbit edildi.

Caligmamizda yasa bagli olarak korneanin
herhangi bir tabakasindaki ortalama hiicre alam
veya yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli
degisiklik saptanmadi. Endotel hiicre yogunlugun-
da yasla azalma saptanmakla birlikte bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi. Artan yasla
birlikte Moller-Pedersen ve ark. (6), ortalama
keratosit yogunlugunda, Mustenon ve ark. (4), ise
endotel hiicre yogunlugunda azalma
bildirmiglerdir. Bu sonuglar degerlendirilirken
calisma gruplarmin yas dagilimi gbéz Oniinde
bulundurulmalidir. Mustenon ve ark.nin inceledigi
grubun yas ortalamast 45 + 17 (en kiigiik 20, en
biiyiik 84) olarak bildirilmistir. Bizim c¢alisma
gurubumuzdaki olgularin yas dagilimi ise goreceli
olarak daha geng idi (39.9 £ 14.0).

Calismamizda ortalama hiicre yogunluklar1 ve
alanlart acisindan, sag ve sol gozler ve kadin ve
erkekler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli-
lik saptanamadi. On stroma ortalama keratosit
yogunlugu ise ortalama arka stromada keratosit

yogunlugundan istatistiksel = olarak  anlaml
derecede yiiksek saptandi.
Caligmamizda, kesit tarayan  konfokal

mikroskop ile korneanin tiim katmanlar1 niteliksel
ve niceliksel olarak incelenebildi. Kesit tarayan
konfokal mikroskop, ‘in vivo’ ortamda kornea
hiicrelerinin niteliksel ve niceliksel incelenmesine
olanak saglayan oldukga yararli bir yontem olup,
bugiin pekcok klinik uygulanimda yerini almisgtir.

KAYNAKLAR

1. Cavanagh HD, Petroll WM, Alizadeh H, He YG, Mc
Culley JP, Jester JV. Clinical and diagnostic use of in vivo
confocal microscopy in patients with corneal disease.
Ophthalmology 1993;10(100):1444-53.

2. Masters BR, Thaer AA. Real time scanning slit confocal
microscopy of the in vivo human cornea. Appl Optics
1994;33:695-701.

3. Yaylali V, Kaufman HE. Korneanmn in vivo konfokal
mikroskopi ile incelenmesi. MN Oftalmoloji 2000; 7:227-9.

T Klin Oftalmoloji 2003, 12



IN VIVO KESIT TARAYAN KONFOKAL MIKROSKOPLA NORMAL INSAN KORNEA DOKUSU Nurgiil YILMAZ ve Ark.

4. Mustenon RK, McDonald, Srivannaboon S, Tan AL,
Doubrava MW, Kim CK. Normal human corneal cell
populations evaluated by in vivo scanning slit confocal
microscopy. Cornea 1998;17:485-92.

5. Auran JD, Koester CJ, Kleiman NJ, Rapaport R, Bomann JS,
Wirotsko BM et al. Scanning slit confocal microscopic
observation of cell morphology and movement within the nor-
mal human anterior cornea. Ophthalmology 1995;102:33-41.

6. Moller-Pedersen T. A comperative study of human corneal
keratocyte and endothelial cell density during aging.
Cornea 1997;16:333-8.

T Klin J Ophthalmol 2003, 12

Gelis Tarihi: 29.03.2002

Yazisma Adresi: Dr.Nurgiil YILMAZ
Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi
Goz Hastaliklar1t AD
Mamak, ANKARA

YBu yazi poster olarak 35. ulusal oftalmoloji kongresinde
sunulmugtur (Izmir, 23-26 Eylil 2001)

81



