IN VIVO KONFOKALNI MIKROSKOPIE
ROHOVKY: PRINCIP METODY
A SOUCASNE MOZNOST]

SOUHRN

In vivo konfokalni mikroskopie rohovky je moderni zobrazovaci metoda, kterd umoznuje zob-
razit jednotlivé vrstvy rohovky. Metoda je neinvazivni a predstavuje rychlou metodu k zobra-
zeni rohovky v ,naturdinim“ (fyziologickém) stavu, bez artefakt(i zplisobenych zpracovanim ex
vivo preparatd. Metoda umozriuje kvantitativné i kvalitativné posoudit strukturu jednotlivych
vrstev rohovky — pocet bunék, nervovych vlaken a jejich morfologii, a také sledovani zmén
v Case.

V soucasnosti je tak metoda vyuzivana pfi studiu rdznych onemocnéni rohovky a povrchu oka
a rovnéz ke sledovani zmeén téchto struktur pri systémovych onemocnénich. V odborné lite-
ratufe se mGzeme potkat s tfemi typy klinicky pouzivanych in vivo rohovkovych konfokalnich
mikroskop. Vysledky ziskané na rlznych pfistrojich vSak nejsou pfimo srovnatelné. Prace
popisuje zakladni principy metody, moznosti jejiho vyuZiti a dllezité rozdily mezi v soucas-
nosti pouzivanymi pfistroji.
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SUMMARY

IN VIVO CORNEAL CONFOCAL MICROSCOPY:

BASIC PRINCIPLES AND APPLICATIONS

Corneal confocal microscopy is a new, non-invasive imaging method. It provides serial images
of a face optical sections through the full-thickness of the living cornea, avoiding artefacts
associated with ex vivo study. It provides qualitative as well as quantitative analysis of the cor-
neal layers, nerves, and cells. It also allows longitudinal examination of the corneal structure
changes over time.

The purpose of this article is to describe the principles and capabilities of the currently avai-
lable corneal confocal microscopes, and possible applications of this tool.
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Konfokalni mikroskop poprvé popsal Goldmann v roce
1940 a pozdéji ho v roce 1957 patentoval M. Minsky (6, 10).
O deset let pozdéji M. Petran a M. Hadravsky z Lékarské fa-
kulty UK v Plzni patentovali konfokalni mikroskopii na bazi
rotujiciho Nipkowova kotouce (23). S timto pfistrojem (v od-
borné literature je zndm pod ndzvem Tandem Scanning Con-
focal Microscope) byly poprvé ziskany kvalitni optické rezy
ze silného preparatu, konkrétné z mozkové tkané.

V soucasnosti je princip konfokdlni mikroskopie vyuzivan
i pro in vivo zobrazeni povrchu oka, zejména rohovky. Me-
toda umoznuje zobrazit jednotlivé vrstvy rohovky ve fron-
talni roviné. Je neinvazivni a predstavuje rychlou metodu
k zobrazeni rohovky v ,naturdlnim“ (fyziologickém) stavu,
bez artefaktll zplsobenych zpracovanim ex vivo preparat(.
Umoznuje kvantitativné i kvalitativné posoudit strukturu
jednotlivych vrstev rohovky — po€tu bunék, nervovych vla-
ken a jejich morfologii, a také sledovani zmén v case (2, 6,
8, 10).

V Ceské oftalmologické literatufe publikovala zakladni in-
formace o metodé a mozZnostech jejich vyuziti, predevsim
pfi diagnostice a sledovani onemocnéni rohovky, Pirnerova
a kol. (27). V soucasnosti dochazi k rychlému rozvoji této
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metody a tim i k rozsifeni moznosti jejiho vyuziti. Prace shr-
nuje aktudlni moznosti pristrojového vybaveni a uplatnéni
této zobrazovaci techniky.

Princip konfokalni mikroskopie

RozliSovaci schopnost klasickych optickych mikroskopt je
interferencnimi jevy omezena na cca 0,2 um, pficemz tato
hranice je v praxi obtizné dosazitelna, a to zejména u sil-
néjsich preparatd. Nepfiznivé se projevuje zvlasté vliv para-
zitniho osvétleni. Z nezaostrenych rovin se odrazi mnohem
vice svétla neZ z roviny zaostrené. Rusivého zamlzZzeni obrazu
svétlem z mimoohniskovych rovin se lze do znacné miry zba-
vit pomoci konfokalni mikroskopie.

Termin konfokalni (,,majici stejné ohnisko”) oznacuje op-
tickou soustavu, ve které jsou objektiv i kondenzor zaostre-
ny na stejny bod. V konfokalnim mikroskopu je svétlo bodo-
vého zdroje zaostfeno na vybrany bod do roviny preparatu
a svétlo odrazené nebo jim proslé je zaostfeno na bodovou
clonu, ktera zachyti svétlo prichazejici z okoli, a to jak ze
stran, tak z mist nad i pod ohniskovou rovinou. Tato clona
tedy pUsobi jako prostorovy filtr. Svétlo nenesouci informaci
ze zvoleného bodu preparatu je z tvorby vysledného obrazu
vylouceno. Intenzita svétla v obrazové roviné velmi rychle
klesa s rostouci vzdalenosti od pozorovaného bodu, proto
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ma zobrazovaci soustava velmi malou hloubku ostrosti a vy-
sokou rozliSovaci schopnost (15, 24).

In vivo konfokalni mikroskopie rohovky

V roce 1985 Lemp a spolupracovnici publikoval prvni
konfokalni snimky rohovky v celé jeji tloustce (14). Jak jiz
jsme zminovali vySe, ma konfokalni soustava v porovnani
s konvenénimi mikroskopy redukovanou hloubku ostrosti
s nejen kvalitnéjsim axialnim, ale zaroven i lateralnim roz-
liSenim. Klinické rohovkové konfokalni mikroskopy maji ty-
picky hloubku ostrosti od 4 do 26 um, dle typu mikroskopu,
a lateralni rozliseni 1-2 um. Zaroven je takto usporadany
systém limitovany velmi malym zornym polem. Vétsi zorné
pole tak ziskd pomoci postupného snimani ,bod po bodu”.
To mUze byt teoreticky zajisténo bud pohybem vzorku pred
stacionarnim mikroskopem, pohybem mikroskopu nad sta-
cionarnim vzorkem nebo rozmitanim paprsku. Moderni
in vivo konfokalni mikroskopy pouzivaji druhou nebo tre-
ti moZnost. Lateralni rozliseni je dale limitovano rychlosti
snimani jednotlivych obrazk( (snimkd), protoze pfi sni-
mani Zivych objektd nemlzeme zcela vyloucit mimovolni
pohyby (dychani, ocni pohyby). Signdl produkovany odra-
Zenym svétlem in vivo konfokalniho mikroskopu je typicky
dale detekovan elektronickym zatizenim typu CCD kamery.
Snimky jsou zachyceny s rychlosti nejméné 25 snimku za
sekundu (10, 12, 20).

V soucasnosti se v odborné literature mlizeme potkat
s tfremi typy klinicky pouzivanymi in vivo rohovkovymi kon-
fokalnimi mikroskopy:

1. Tandem Scanning konfokalni mikroskop — TSCM; Tan-
dem Scanning, Reston, Virginia, USA a Advanced Scan-
ning Corporation, New Orleans, LA, USA; oba komercné
jiz nedostupné.

2. Slit-scanning konfokalni mikroskop - SSCM; ConfoScan
4 (ConfoScan 3) Nidek Technologies, Italy; Tomey Cor-
poration, Cambridge, MA, USA a Helmut Hund, Wetzlar,
Germany.

3. Heidelberg Retina Tomograph Rostock Corneal Module la-
ser scanning konfokalni mikroskop — HRT Il nebo HRT IlI;
Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany (6, 8, 12).

Tandem scanning konfokdlni mikroskop (TSCM)

TSCM pracuje na bazi rotujicitho Nipkowova kotouce,
ktery obsahuje vice nez 64 000 bodovych otvord o priimé-
ru 20—60 um (dle typu mikroskopu) usporadanych do Ar-
chimedovy spiraly. Kazdy otvor ma konjugovany otvor na
opacné strané kotouce. Kotouc rotuje rychlosti 900 otacek
za minutu. V kazdém okamZiku prochazi svétlo asi pres 100
otvord. OdraZené svétlo prochazi konjugovanym otvorem
na druhé strané kotouce. Rotace disku tak umoznuje sni-
mani celého vzorku. Pomér plochy disku k otvorlim urcuje
mnoZstvi prochazejiciho svétla, coz byvad 0,5 % — 1 % (0,5
% pro otvory 20 pum). Ziskdme snimek s relativné nizkym
kontrastem, coZz mlize omezovat zobrazeni malych struktur
(pod 5 um). Navic ke kompenzaci malého mnoZstvi procha-
zejiciho svétla je treba uzit silny svételny zdroj (xenonova
nebo rtutova obloukova lampa). To mlze zplGsobovat vy-
raznéjsi oslnéni pacientll pfi vySetfovani (6, 12, 20).
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Slit scanning konfokdlni mikroskop (SSCM)

Tento typ konfokalniho mikroskopu pouZiva pro osvétle-
ni i pozorovani aperturu ve formé Gzké vertikalni stérbiny.
Rychle oscilujici dvoustranné zrcadlo snima postupné kon-
fokalni obrazky z osvétlujici a zobrazuijici §térbiny. Stérbino-
vita apertura (300 um v pripadé typu Confoscan 4, NIDEK
Technologies) umoznuje vétsi mnoZstvi pronikajiciho svétla
nez v pripadé TSCM, cozZ zvysuje jas a kontrast pozorované-
ho pole. Diky tomu se pozorované struktury zobrazuji jasné-
ji, ostreji a s vice detaily. Vyssi pranik svétla také umoznuje
snizit intenzitu osvétleni (12-V halogenova lampa), cozZ zaru-
Cuje vyssi komfort pro pacienta. Zvyseného jasu a kontrastu
u SSCM je ¢astecné dosazeno na ukor zvysené hloubky os-
trosti, ktera je v pripadé Confoscan 3 a Confoscan 4 pribliz-
né 26 um. Rovnéz uZziti stérbiny znamena, Ze mikroskop je
skutecné konfokalni jen v ose kolmé na vysku sStérbiny. Krok
posunu mezi snimky lze nastavit od 1 um, béhem jednoho
snimani ziskat az 350 obrazk(. Pfi nastaveném kroku 5 pum
tak v jednom cyklu nasnimame rohovku v celé jeji tloustce
dvakrat (6, 16, 20).

Laserovy skenovaci konfokdlni mikroskop Heidelberg
Retina Tomograph Rostock Corneal Module (LSCM)

Prikladem LSCM je Heidelberg Retina Tomograph Rostock
Corneal Module (HRT Il nebo HRT Ill), ktery pouZiva kohe-
rentni ¢ervené svétlo o vinové délce 670 nm z helium ne-
onového laserového zdroje. Jde o laser tridy 1, ktery dle
definice nepredstavuje zadné nebezpeci pro oko. Presto dle
pokynli vyrobce by pro zajisténi bezpecnosti vysetrujiciho
i vySetfovaného neméla délka jednotlivého vysetreni pre-
sahnout 3 000 s (50 min).

Laserovy paprsek je promitan postupné nad kazdym bo-
dem vysSetfované oblasti. Pro nasnimani obrazku musi byt
laserovy paprsek vychyleny ve dvou na sebe kolmych smé-
rech. Toho je dosazeno dvéma snimacimi zrcadly: rezonanc-
ni skener snima paprsek horizontdlné a galvanometricky
skener snima tuto linii vertikalné a vytvari tak obraz zorné-
ho pole. Snimani odrazeného svétla je zajisténo stejnymi
dvéma zrcadly. OdraZzené svétlo je vychyleno na detektor
(diodu), nasledné je signal digitalizovan a vytvoren obraz.
Lateralni rozliSeni tohoto mikroskopu jde dle udajli vyrobce
1 um a hloubka ostrosti 4 um. V manudlni modu Ize ziskat
optické rezy celou tloustkou rohovky, pomoci automatické-
ho modu vsak jen fezy v rozmezi 80 um tloustky (6, 25).

Snimky z konfokalniho mikroskopu

Kvalita snimk( obecné zavisi na dvou hlavnich faktorech:
kontrastu a rozliSeni. Rozliseni zavisi na numerické aperture
objektivu, reflektivité pozorovanych struktur a vinové délce
osvétlujiciho svétla.

Vsemi zminénymi typy pristroja Ize ziskat snimky na drov-
ni mikrostruktury rohovky. Zretelné jsou morfologické zmeé-
ny ve strukture bunék epitelu a endotelu, jadra keratocyt(,
v nékterych pripadech i téla keratocytl a jejich vybézky,
nervova vlakna i cizorodé elementy — vlakna plisni i jiné
mikroorganismy. Dalsi vyhodou je moznost kvantitativniho
hodnoceni zobrazenych struktur za normalnich okolnosti
i v pfipadech patologii nebo po chirurgickych zakrocich na
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rohovce. Kvalita zachycenych struktur se vsak mlize vyznam-
né lisit v zavislosti na typu pouzitého pfistroje a také na zku-
Senosti vysetrujiciho (5, 16, 20).

Vsechny zminéné rohovkové konfokalni mikroskopy vyza-
duji pfi vysetreni urcity typ kontaktu s rohovkovou. V pfipa-
dé TSCM a SSCM opticky kontakt zprostfedkovava viskozni
gel nanaseny na objektiv pfistroje. V pfipadé LSCM se pou-
Ziva specialni nasadka (kryt) na objektiv, kterd béhem vyset-
feni rohovku oplostuje. Ve viech pfipadech ziskame obrazky
jednotlivych vrstev rohovky ve frontalni roviné. Snimky po-
fizené LSCM maji vyssi kontrast nez SSCM a TSCM. Kromé
toho v pripadé SSCM ddle kontrast klesa smérem k periferii
snimkd. Je rovnéz nutné si uvédomit, Ze velikost objekt( na
ziskanych snimcich Ize pfimo porovndvat jen na snimcich zis-
kanych ze stejného typu mikroskopu a pfi uZiti stejné inten-
zity osvétleni (6, 29).

Obraz jednotlivych vrstev rohovky pfi vysetieni
rohovkovym konfokalnim mikroskopem

Rohovka je specializovana transparentni tkan, ktera je
zaroven hlavni refrakéni ¢asti optického systému oka. Jeji
schopnost propoustét svétlo je dana presnou organizaci
jednotlivych vrstev a sloZek extracelularni matrix, spravnou
hydrataci a avaskularitou.

V rohovce rozliSujeme 5 vrstev: rohovkovy epitel (tvoreny
6 vrstvami postupné se oplostujicich bunék), Bowmanovu
membranu, stroma, Descemetovu mebranu a endotel. 90 %
tkané rohovky predstavuje stroma. Je tvoreno presné uspo-
radanymi lamelami z kolagennich vldken a proteoglykany,
které jsou syntetizovany stromalnimi burikami — keratocyty.
Endotel je tvoren jednou vrstvou bunék. Ma zasadni ulohu
pfi udrzovani spravné hydratace rohovky (7).

Konfokalni mikroskopie rohovky umoznuje zobrazit jed-
notlivé vrstvy rohovky in vivo.

V rohovkovém epitelu mizeme zobrazit postupné vrstvy
3 typu bunék: ploché povrchové bunky (obr. 1), polygonalni
intermediarni bunky a vrstvu cylindrickych bazalnich bunék
(obr. 2). Normalni hodnoty bunécné denzity a velikosti bunék
v jednotlivych vrstvach se u jednotlivych jedincl vyrazné lisi.

Obr. 1 Vrstva epitelu. Povrchové epitelidini buriky (SSCM; Con-
foscan 3, NIDEK Technologies)
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Obr. 2 Vrstva epitelu. Bazalni epitelidlni buniky (SSCM; Confoscan 3,
NIDEK Technologies)

Obr. 3 Vlakna subepitelianiho nervového plexu (SSCM; Confoscan
3, NIDEK Technologies)

Obvykle neni mozné zobrazit detaily aceluldrnich struk-
tur bazalni membrany epitelu a Bowmanovy membrany.
U zdravych rohovek je vsak dobfe rozeznatelny subbazalni
nervovy plexus, lokalizovany mezi vrstvou bazélnich epite-
lovych bunék a ptednimi vrstvami Bowmanovy membra-
ny, a subepitelovy plexus lokalizovany pod Bowmanovou
membranou (obr. 3).

Stroma rohovky predstavuje 80—90 % z celkového objemu
tkané rohovky. MdZeme zde rozliit slozku bunécnou, nebu-
nécnou a neurosenzorickou. Bunécnou slozku predstavuji
predevsim keratocyty, které tvofi asi 5 % z celkového obje-
mu stromatu. Nebunécénou slozku (90-95 % stromatu) pred-
stavuji presné usporadané kolagenni lamely a dalsi slozky
extraceluldrni matrix. Treti slozku pfedstavuje dfive popsany
nervovy plexus a izolovand stromalni nervova vldkna. V ob-
razu konfokalniho mikroskopu typicky nachazime nepravi-
delna reflektivni ovalna téliska, kterd predstavuji jadra kera-
tocytd, a jsou obklopena témér transparentni (tmavé sedou
nebo Cernou) acelularni matrix. V nepfitomnosti patologic-
kych procesu ve stromatu se tak slozky extracelularni matrix
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Obr. 4 Stroma. Pfedni stroma s viditelnymi jadry keratocytl (SSCM;
Confoscan 3, NIDEK Technologies)

Obr. 5 Stroma. Zadni stroma s viditelnymi jadry keratocyt( (SSCM;
Confoscan 3, NIDEK Technologies)

Obr. 6 Stroma. Stromalni nerv — ypsilon vétveni (SSCM; Confoscan
3, NIDEK Technologies)

nezobrazuji vzhledem k jejich takrka dokonalé transparent-
nosti, ktera je podminkou normalni funkce rohovky. Priimér-
na denzita keratocytl je nejvyssi v pfednim stromatu (obr.
4) a klesd smérem k vrstvam stfedniho stromatu a nasledné
opét mirné stoupa v zadnim stromatu (obr. 5) (2). Déle se ve
stromatu, predevsim v jeho povrchovych vrstvach, zobrazuji
nervova vldkna nalezejici k hlubokému stromalnimu plexu.
Nervova vldkna jsou zde tfikrat az pétkrat silnéjsi nez vldkna
subbazdlniho a subepitelidlniho plexu a ¢asto zastihneme
i typické vétveni ve tvaru ypsilon (obr. 6). Nervova vlakna se
obvykle nenachdzeji v zadnich vrstvach stromatu.
Descemetova membrana neni u zdravych rohovek, podob-
né jako Bowmanova membrana, zobrazitelnd v konfokal-
nim mikroskopu. Jsou vsak zobrazitelné jeji patologické
zmény pfi nékterych onemocnénich rohovky jako je zadni
rohovkova dystrofie nebo zmény u primarniho vrozeného
glaukomu.

Nejvnitfnéjsi vrstvu predstavuje jednovrstevny endotel.
Zobrazuje se jako vrstva hexagonalnich nebo polygonal-
nich pravidelné usporadanych bunék (obr. 7). Denzita
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Obr. 7 Vrstva endotelu. Hexagonalni endotelidlni buriky (SSCM;
Confoscan 3, NIDEK Technologies)

endotelovych bunék je nejvyssi pfi narozeni a v prabéhu
Zivota postupné klesa. Descemetova membrana a endotel
nema u lidi nervové zasobeni (3, 6, 8, 9, 10, 17).

Porovnani nalezi ziskanych pomoci rliznych typa pristrojt

PFi srovnani pristroji pracujicich na principu bilého svétla
i laseru nebyly nalezeny zdsadni rozdily pfi zobrazeni struk-
tur zdravé a patologické rohovky. Zda se, Zze pro studium
zmén epitelovych bunék je mozné ziskat lepsi zobrazeni po-
moci LSCM, naopak pro studium zmén endotelu se jevi jako
vyhodnéjsi pouziti SSCM (Confoscan 3, NIDEK Technology).
Pti vySetfeni pomoci LSCM dochazi k pfimému kontaktu pfi-
stroje (objektivu, resp. jeho krytu) s rohovkou, a to muze
vést k vzniku nékterych artefaktd. Typicky jsou pfi vySetieni
LSCM casto pozorovatelna naraseni v oblasti Descemetovy
membrany, kterd mohou imitovat nélezy napf. u keratokonu
nebo pooperacné v oblasti terCe po keratoplastice. Signifi-
kantni rozdily byly rovnéz nalezeny pfi hodnoceni denzity
endotelovych bunék pomoci obou systémdi. Pocty endote-
lovych bunék pfi hodnoceni pomoci LSCM jsou signifikantné
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vyssi nez vysledky ziskané pomoci Confoscan 3 a spekular-
nim mikroskopem SP1000, Topcon (5, 9, 20).

Velka pozornost je v posledni dobé vénovéana také zménam
subbazalniho nervového plexu u rdznych systémovych one-
mocnéni jako je diabetes mellitus, revmatologicka onemocnéni
a neurologickd onemocnéni, napf. m. Parkinson, amyotroficka
lateralni sklerdza, idiopaticka polyneuropatie tenkych vidken
(1, 11, 18, 19, 21, 31, 32). Pro zobrazeni nervovych vlaken byl
vyuzivan predevsim pristroj SSCM a LSCM. Mezi hodnocené
parametry obvykle patfi celkovy pocet (hlavnich) nervovych
vlaken, celkova délka nervovych vlaken, pocet vétveni a tortuo-
zita nervovych vldken (30). Absolutni hodnoty prevedené na
mm? se mohou lisit dle pouZitého pfistroje. Jako vysoce repro-
ducibilni parametr byla vyhodnocena délka a pocet nervovych
vlaken (19, 26). Obecné byva hodnota celkové délky vldken ve
studiich provadénych na pfistrojich typu SSCM a TSCM nizsi
nez pri pouziti LSCM, celkovy pocet vlaken naopak vyssi (28).
Potencidlné zajimavy, ale dosud s nedoresenym systémem
hodnoceni, je parametr tortuozity (4,13). V soucasnosti se dale

rozsiruje predevsim vyuziti LSCM systému, ktery ma vyssi rozli-
Seni a dovoluje lepsi zobrazeni rohovkového epitelu a predniho
stromatu, v¢. nervového plexu. Nejnovéjsi pristroje jiz obsahuji
i automaticky software k hodnoceni snimk( a napf. mozZnost
rekonstrukce 3-D obrazti (19, 28).

ZAVER

V poslednich deseti letech doslo k vyraznému rozsireni
vyuziti in vivo konfokalni mikroskopie rohovky. K vyhodam
této metody patfi jeji neinvazivnost, a tim i vyuZitelnost
nejen pro diagnostiku zmén ve strukture rohovky, ale také
pro sledovani vyvoje téchto zmén v Case a efektu IéCby. Pri
hodnoceni vysledkd rlznych studii je tfeba mit na paméti,
Ze nelze primo srovnavat vysledky ziskané pfi vySetreni na
rtznych typech rohovkového konfokalniho mikroskopu (5,
29). Do budoucna bude nutné déle standardizovat metodiku
a zpUsob hodnoceni vysledkl vysetreni.
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