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Souhrn

Cil: Porovnat vysledky klasické a digitalni analyzy rohovkového endotelu.
Material a metody: Hodnotili jsme soubor 36 oéi s fyziologickym nalezem na
prednim oénim segmentu, pramérny vék vysetiovanych byl 32,8 let (SD = 9,5).
Provedli jsme vySetieni spekularnim nekontaktnim mikroskopem SP 1000
TOPCON. Ziskany zaznam byl hodnocen i) klasickou analyzou, ii) automatickou
digitalni analyzou, iii) korigovanou digitalni analyzou. Vysledkem klasické ana-
Iyzy je bunééna hustota (pocet bunék/mm?). Digitalni analyza, ktera je umoz-
néna propojenim spekularniho mikroskopu s poéitadovym programem
IMAGENET Endothelial Analysis System, hodnoti navic koeficient variance bu-
nééné plochy (%) a hexagonalitu (%). Normalita rozloZeni hodnot byla posou-
zena testem Liliefors, nasledné byl pouzit bud parovy t-test, nebo neparame-
tricky parovy Wilcoxonuv test.

Vysledky: Srovnanim automatické a korigované digitalni analyzy byl zjistén
statisticky vyznamny rozdil ve v§ech hodnocenych parametrech (P = 0,01). Pru-
mérna bunééna hustota vypoéitana klasickou analyzou (2643 + 347) je o 3 %
mensi, nez hodnota zjisténa korigovanou digitalni analyzou (2718 = 330 bu-
nék/mm?2). Presto nebyl prokazan mezi klasickou a korigovanou digitalni ana-
lyzou statisticky vyznamny rozdil na 1% hladiné vyznamnosti. Ve 13 pripadech
ukazala korigovana analyza nizsi hodnoty nez klasicka, zatimco ve 23 piipa-
dech se objevilo nadhodnoceni korigovanou analyzou az o 501 bunék/mm?2. Pro-
vedeni klasické analyzy nebo automatické digitalni analyzy endotelu jednoho
oka vyzaduje v pruméru 7-8 min. Doba vySetieni jednoho endotelu pii pouziti
digitalni analyzy byla ve sledovaném souboru 25-30 min.

Zavér: PrestoZe neni mezi korigovanou digitalni analyzou a klasickou analyzou
endotelu statisticky vyznamny rozdil (P = 0,01) a mezi obéma metodami je sta-
tisticky vyznamna zavislost (r = 0,82), je nutné vzit v ivahu jejich neuplnou
kompatibilitu p¥i interpretaci vysledka u konkrétnich pacienti. Korigovana di-

endotelialni monovrstvy.

Kliéova slova: endotel, spekularni mikroskopie, bunééna hustota, hexagonalita,
koeficient variance

Predneseno na Futurum Ophtalmologicum 2004, Jesenik, iinor 2004.
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Summary
The Methods of Analysis of the Endothelial Microscopy

Aim: To compare results of classical and digital analysis of the corneal
endothelium.

Material and methods: We evaluated a group of 36 eyes with physiological
findings of the anterior segment of the eye; the average age of examined
persons was 32.8 years (SD = 9.5). The examination was performed by means of
non-contact specular microscope SP 1000 TOPCON. The obtained finding was
evaluated by means of i) classical analysis, ii) automatic digital analysis, and iii)
revised digital analysis. The result of the classical analysis is the cellular
density (number of cells/mm2). The digital analysis is made possible by means
of the connection of the specular microscope with the computer program
IMAGENET. The Endothelial Analysis System evaluates furthermore the
coefficient of the cellular area variation (%), and the hexagonality (%). The
normality of the values’ distribution was evaluated by means of the test
Liliefors, subsequently the paired t-test or nonparametric Wilcoxon’s test were
used. Results: Comparing results of the automatic to the revised digital
analysis, statistically significant difference in all evaluated parameters was
found (P = 0.01). The average cells’ density calculated by means of classical
analysis (2643 + 347) is by 3 % smaller than the value established by means of
revised digital analysis (2718 = 330 cellss'mm?2). Regardless of that, no
statistically evident difference was found at the 1 % level of significance. In 13
cases the revised digital analysis showed lower values than the classical one,
whereas in 23 cases the overestimation by revised digital analysis up to 501
cells/mm2 was found. To complete the classical analysis or the automatic digital
analysis, it takes in average 7-8 minutes. The time needed to examine one
sample of endothelium using the revised digital analysis was in the examined
group 25-30 minutes. Conclusion: Although there is no statistically significant
difference (P = 0.01) between the revised digital analysis and the classical
analysis, and between both methods there is statistically significant
dependence (r = 0.82); it is necessary to consider their incomplete compatibility
in case of results’ interpretation in a single patient. The revised digital analysis
is rather more time consuming, but supplies more information about the status
of the endothelial single layer.

Key words: endothelium, specular microscopy, cells’ density, hexagonality,
coefficient of variation

Ces. a slov. Oftal., 63, 2007, No. 3, p. 185-192

UVOoD

Rohovkovy endotel predstavuje hranici mezi stromatem rohovky a predni o¢ni
komorou. Jedna se o monovrstvu bunék polygonalniho, pirevazné hexagonalniho
tvaru, tloustky 4-6 um a praméru 20 um [14]. Bariérovy mechanismus a funkce en-
dotelu jako pumpy udrzuje optimalni hydrataci stromatu a zajistuje transparenci ro-
hovky. Prumérna bunééna hustota endotelidlnich bunék u novorozence ¢ini
3500—4000 bun&k/mm?, u dospélého 2000 bun&k/mm? [18], podil hexagonalnich bu-
nék ¢ini 55-80 %, koeficient variance bunééné plochy je udavan v rozmezi 25-35 %
2,12, 19].

Morfologické studie ukazaly, Ze endotelialni bunééna hustota béhem lidského
zivota klesa. Buniky nejsou schopné proliferace, piipadné bunécné ztraty prevysuji
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jeji rychlost. Primérna ro¢ni ztrata endotelialnich bunék je u zdravych jedinct uda-
vana v rozmezi 0,3-0,6 % [5,10]. Bunécna rezerva zdravého endotelu obvykle posta-
Cuje ke kryti téchto ztrat [9]. Nicméné nedostatecnost proliferativni kapacity €ini
z endotelu pomérné fragilni tkan v situacich spojenych se zvySenou ztratou bunék,
jako napt. araz, chirurgicky zakrok, stav po transplantaci rohovky, 1é¢ba glaukomu,
endotelialni dystrofie, celkova onemocnéni typu diabetes mellitus [6, 14, 23]. Dutsled-
kem je urychleni bunééné ztraty, ktera muze vést k endotelidlni dysfunkeci i fadu let
po puavodnim poskozeni [3]. Endotel neni nasledné schopen zabranit toku komorové
tekutiny do stromatu, vznika kornealni edém, ktery snizuje transparenci rohovky
a tim i zrakovou ostrost. K obnové zrakovych funkei je v nékterych pfipadech indi-
kovana transplantace rohovky. Je proto nezbytné vySetrovat endotel, sledovat dyna-
miku jeho zmén a znat endotelialni rezervu pacientti zejména v piipadech, které mo-
hou zptisobit nestabilitu endotelidlni monovrstvy.

Jiz v roce 1920 pouzil Voght spekularni biomikroskopicky odraz rohovkového
endotelu [2]. David Maurice v roce 1968 vyvinul prvni spekularni mikroskop ke sle-
Metoda vyuziva odrazu a rozptylu svétla na rozhrani prostredi endotel — komorova
tekutina. Cernobily obraz vznika odrazem svételného paprsku od plochych bunék en-
dotelu a rozptylem na bunéénych okrajich. Od 70. let minulého stoleti byla pro kli-
nickou praxi vyvinuta fada kontaktnich a pozdéji i nekontaktnich spekularnich mik-
roskopu.

Kvalitativni a kvantitativni analyza zaznamu endotelu umozniuje ziskat in-
formace o velikosti bunék (polymegetismu), bunééného tvaru (pleomorfismu) a bu-
nécéné hustoty (cell density, CD). K charakteristickym zménam uvedenych parametrt
dochazi napi. v souvislosti s vékem [5], noSenim kontaktnich ¢oéek [17] a katarakto-
vou chirurgii [22]. Klinického vyznamu nabyva endotelialni mikroskopie u pacienti,
jejichz endotelialni vrstva je alterovana dystrofii (Fuchsova endotelialni dystrofie,
zadni polymorfni dystrofie) ¢i pfedchozim chirurgickym zakrokem. U téchto pacientt
je stav endotelialni monovrstvy jednim z urcujicich faktort volby optiméalniho chi-
rurgického vykonu (napf. indikace kombinované operace katarakty a perforujici ke-
ratoplastiky).

Endotelidlni mikroskopie poskytuje rovnéz nenahraditelné informace pfi zjis-
tovani kvality rohovkovych transplantati béhem jejich prezervace [12] a pi#i sledo-
vani pooperacéniho vyvoje.

Cilem nasi prace bylo srovnat vysledky klasické a digitalni analyzy endoteli-
alni mikroskopie na souboru 36 oé¢i zdravych jedinct.

METODIKA

Soubor zahrnoval 36 o¢i s fyziologickym nalezem na pifednim o¢nim segmentu.
Prumérny vék vysSetiovanych osob byl 32,8 let (SD + 9,5), jednalo se 0 9 Zen a 9 muzu.
Provedli jsme vySetteni spekularnim nekontaktnim mikroskopem SP 1000 TOPCON.
Ziskany zaznam byl hodnocen i) klasickou analyzou, ii) automatickou digitalni ana-
lyzou a iii) korigovanou digitalni analyzou.

VysSetieni probihalo v manualnim rezimu s nizkou intenzitou blesku, obraz
centralni oblasti endotelu byl zaznamenan tiikrat az pétkrat a pro vlastni analyzu
byl zvolen zaznam nejvyssi dosazené kvality.

Klasicka analyza vychazela z rozboru oblasti zaznamu o velikosti 0,01 mm?2, ve
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Obr. 2. Vyhodnoceni zdznamu endotelu auto-
matickou digitalni analyzou (programem au-
tomaticky ohraniéené endotelialni buriky jsou
vyznaceny Cervenou siti)

Obr. 1. Vyhodnoceni zaznamu endotelu kla-
sickou analyzou (C.D. — bunééna hustota,
pocet bun&k/mm?)

B které bylo ohrani¢eno 7 celych sousedi-
Foint : cich bunék (obr. 1). Z nich byla nasledné

Maximum Size

Average Size vypoétena bunééna hustota vyjadiena

S.D. of Size

gt : poc¢tem bunék na mm? a fotografie endo-
Hexagonality = 73 (%) telﬁ byly aI‘ChiVOVény.
v 2w v v om0 Pro tucely digitalni analyzy byl
' zaznam endotelu ziskany vySe popsanou
metodou vloZen do pocitaéové databaze.
Vlastni digitalni analyza byla umoz-
néna propojenim spekularniho mikro-
skopu s pocitaovym programem
Obr. 3. Vyhodnoceni zaznamu endotelu kori- IMAGENET Endothelial Analysis Sys-
govanou digitalni analyzou (Cervena sit zna- tem. P¥i automatické digitalni analyze
zmjﬁuj}ici bunééné okraje upravenid manuéalni jsme na hodnoceném zaznamu vymezili
editac) analyzovanou oblast, systém automa-
ticky vykreslil intercelularni hranice
a zobrazil vysledek analyzy (obr. 2). Korigovana digitalni analyza vychazela ze zaz-
namu endotelu po editaci bunéénych okrajt obsluhou (obr. 3). Vysledkem obou typt
digitalni analyzy byl: pofet analyzovanych bunék, minimalni, maximalni a prua-
mérna velikost bunék (um?), smérodatni odchylka bunééné plochy (SD, um?), koe-
ficient variance bunééné plochy (CV, %), bun&éna hustota (CD, poéet bun&k/mm?2),
hexagonalita (podil bunék hexagonalniho tvaru, %) a histogram rozlozeni bunééné
plochy.

[}

V praci jsme porovnavali vysledky automatické a korigované digitalni
analyzy a dale klasické a korigované digitalni analyzy. Ve statistickém vyhodno-
ceni jsme nejprve testovali normalitu rozloZeni hodnot v souboru testem Lilie-
fors, nasledné byl pouzit parovy t-test nebo neparametricky parovy Wilcoxontv
test.
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Graf 1. Srovnani minimalni, maximalni
a pramérné velikosti bunék urcené auto-
matickou a korigovanou digitalni analyzou

Graf 2. Zavislosti hexagonality a koeficientu
variance bunééné plochy automatické a kori-
gované digitalni analyzy

VYSLEDKY

3500

1. Porovndni automatické a korigované
digitdalni analyzy £ oaso

Automaticka analyza wudavala
4krat mens$i minimalni velikost bunék,
0 37 % men§i pramérnou velikost bunék

m

3000

2750

origovana

a nadhodnocovala smérodatnou odchylku 2500

bunécné plochy i maximalni velikost bu- 2250

nék (graf 1). Srovnanim obou postupt vy- " ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

plyVé. statisticky V}'rznamny I‘OZdﬂ ve 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500)

klasicka analyza (bb/mm?)

vSech hodnocenych parametrech (P =
0,01). Zcela zasadni rozdil jsme zjistili pti

srovnani hodnot t# nejvyznamnéjsich
endotelialnich parametra: koeficient va-
riance bunééné plochy ziskany automa-

Graf 3. Srovnani bunééné hustoty urcené ko-
rigovanou digitalni analyzou a klasickou ana-
lyzou

tickou metodou byl v praméru 63 %, za-

timco korigovanou metodou 29 %. Podil

hexagonalnich bunék byl vyrazné vyssi u korigované analyzy (63 %), nez u automa-
tické analyzy (27 %). V piipadé korigované i automatické analyzy byla zjisténa sta-
tisticky vyznamna zavislost (r = 0,59, resp. r = 0,54) mezi hodnotami koeficientu va-
riance bunécéné plochy a hexagonality, jak ukazuje graf 2. Primérna bunééna hustota
vypoctena automatickou analyzou byla znaéné nadhodnocena (4267 + 436 bunék/
mm?2) oproti hodnotam korigované analyzy (2718 + 330 bunék/mm?2).

2. Porovnani klasické analyzy a korigované digitdlni analyzy

Zatimco digitalni analyza umoznuje ziskat tdaje o fadé parametrt charakte-
rizujicich endotel, vysledkem analyzy klasické je pouze tdaj o bunééné hustoté. Srov-
navali jsme tedy jen jeden ukazatel stavu endotelidlni monovrstvy. Primérné bu-
nééné hustota vypocéitana klasickou analyzou (2643 + 347) je o 3 % mensSi, nez
hodnota zjisténa korigovanou analyzou (2718 + 330 bunék/ mm?).

Celkové nadhodnoceni bunééné hustoty korigovanou analyzou ve srovnani
s klasickou metodou je zachyceno v grafu 3 ve smérnici regresni piimky. Mezi obéma
zpusoby analyzy nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil na 1% hladiné vyznam-
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nosti. Vypocétena pravdépodobnost shody vystuptt obou metod je vsak pouze 26 %.
Ve 13 piipadech ukazala korigovana analyza nizs$i hodnoty nez klasicka (maximalni
podhodnoceni ¢inilo 316 bunék/mm?, tj. 11 %), ve 23 ptipadech se objevilo nadhodno-
ceni korigovanou analyzou aZ o 501 bunék/mm?2, tj. 20 % z celkové hodnoty buné&éné
hustoty.

Neopomenutelnym faktorem kazdého klinického vySetfeni je ¢asova naroc-
nost. Provedeni klasické analyzy nebo automatické digitalni analyzy endotelu jed-
noho oka vyzaduje v praméru 7-8 min. Doba vySetfeni jednoho endotelu pfi pouziti
digitalni analyzy byla ve sledovaném souboru 25-30 min.

DISKUSE

V prabéhu lidského Zivota se postupné snizuje nejen bunécéna hustota, ale
méni se i tvar a velikost bunék. Je pozorovan pokles podilu bunék hexagonalniho
tvaru (narust pleomorfismu) a zvétSovani prameérné velikosti bunék (zvyseni koefici-
entu variance bunécéné plochy, narast polymegetismu) [16,18]. Na zvifecich modelech
i v klinickych studiich bylo prokazano, ze vyskyt obrovskych endotelidlnich bunék
(dvojnasobné bunééné plochy nez pramérné) je odpovédi endotelidlni monovrstvy na
poskozeni rtizného ptivodu [11,13]. Oblasti postiZzené traumatem jsou v nékterych pii-
padech i 20 let po udalosti charakteristické vyskytem alterovanych bunék se zvyse-
nym polymegetismem a pleomorfismem (pokles hexagonality < 60 %) [5, 13, 15].
Proto nabyva na vyznamu digitalni analyza endotelialni mikroskopie, ktera umoz-
nuje zjistit nejen pocet bunék, ale i kvantifikovat jejich zakladni morfologické para-
metry. V bézném klinickém provozu zustava ovsem preferovana ¢asové méné narocéna
metoda klasické analyzy. Korigovana digitalni analyza je provddéna na naSem pra-
covisti jen ve vybranych piipadech, zejména pii sledovani pacientt po perforujici ke-
ratoplastice a v prabéhu predoperacéniho vySetfeni z oéniho hlediska polymorbidnich
pacientt (napi. endotelialni dystrofie a katarakta). Dosud nebyl bohuZel nalezen al-
goritmus, ktery by zajistil pfesné automatické ohrani¢eni endotelialnich bunék na
zdznamu, coZ znemoznuje vyuZziti automatické digitalni analyzy v klinické praxi. Za-
sadni problém predstavuje odvozeni opakovatelného postupu, ktery by bezchybné od-
ligil skute¢né bunééné okraje od subbunéénych struktur [nap#. 20]. Praktické vyuZziti
digitalni analyzy je mozné pouze za piedpokladu ruéni editace bunéénych okraju, jak
upozorniuje i dodavatel programu IMAGENET Endothelial Analysis System. Ve sle-
dovaném souboru korigovana digitalni analyza znamenala editaci minimalné 2/3
vSech analyzovanych bunék (150-200). Nevyhodou tohoto postupu ztstava relativni

Cilem prace bylo odvodit mezi korigovanou digitalni a klasickou analyzou
vztah, ktery by napomohl spravné interpretaci vysledkt obou metod u téhoz pacienta
v ramci dlouhodobého sledovani. Velikost souboru odpovida obdobnym studiim [20].
Parametry endotelialnich bunék zjisténé v nasi studii koreluji s idaji uvadénymi v li-
teratute [1, 2, 12, 21] pro fyziologicky endotel (tab. 1). Mezi korigovanou digitalni
a klasickou analyzou jsme neprokazali statisticky vyznamny rozdil a obé metody vy-
kazuji statisticky vyznamnou zavislost. Pfesto je pfi interpretaci vysledkt v kon-
krétnich ptipadech vzit v tvahu jejich netdplnou kompatibilitu. Uvedeny zavér do-
kladame zjisténou tendenci korigované digitalni analyzy nadhodnocovat bunéénou
hustotu oproti analyze klasické. Primérna odchylka obou metod je relativné mala
(2 %), ale v jednotlivych piipadech se odchylky pohybovaly v rozpéti -11 % az +20 %.
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Tab. 1. Porovnani parametrt endotelialnich bunék ziskanych klasickou a korigovanou digitalni
analyzou s udaji jinych autort

n vék = SD CDa = SD CVb = SD HEXc = SD
(bunék/mm?) (%) (%)

klasicka analyza 36 32,8 + 9,5 2643 + 347 - -
korigovana DA 36 32,8 +95 2718 + 330 29+ 6 63 +11
Amann et al. [8] 48 29,3+ 7,1 2730 + 224 32+4 636
Jackson et al. [15] 40 27+ 6 3154 23 +4 7T+7
Abib a Barreto [22] 102 355 2785 + 258 - -
Nishimura et al. [17] *| 21 - 2710 + 505 - -

Ing. et al. [12] * 393 - 2973 + 550 26 + 6 68 + 11

*) predoperaé¢ni hodnoty u rohovkovych transplantata;
a) bunééna hustota;

b) koeficient variance bunééné plochy;

¢) podil hexagonalnich bunék

Variabilita je vysvétlitelna predev§im véts§im poctem analyzovanych bunék v pripadé
korigované digitalni analyzy. Je nutné podotknout, Ze sledovany soubor zahrnoval
zdravé jedince s fyziologickym stavem endotelialni monovrstvy.

ZAVER

Mezi korigovanou digitalni analyzou a klasickou analyzou endotelu nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil (P=0,01), metody vykazuji statisticky vy-
znamnou zavislost (r=0,82). Pfesto je nutné vzit v tivahu jejich nedplnou kompati-
bilitu pii interpretaci vysledku u konkrétnich pacienti. Korigovana digitalni ana-
Iyza je casové naro¢néjsi, ale poskytuje vice informaci o stavu endotelidlni
monovrstvy.
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