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Spekiiler Mikroskopi ve

Konfokal Mikroskopi-Calisma Mekanizmalari

ve Oftalmolojideki Uygulamalar:

Specular Microscopy and Confocal Microscopy-
Mechanisms of Action and Applications
in Ophthalmology: Review

OZET Konvansiyonel 151k mikroskopisinde goriintiiler sadece odak diizleminden degil, bu diizle-
min hemen 6niindeki ve arkasindaki diizlemlerden gelen 15181 da kapsar. Bu nedenle, goriintiiler
st tste cakigir. Aksiyel ve transvers (lateral) ¢oziiniirliik ile birlikte son goriintiintin kontrasti
azalir. Spekiiler ve konfokal mikroskopi sistemleri, konvansiyonel beyaz 1s1kli mikroskopun aksi-
ne sadece odaksal diizlemden goriintii elde edip, bu diizlemin 6niinden ve arkasindan gelen 151n-
larin gorintiiyt etkilemesine izin vermedikleri i¢in kornea tabakalarindan net goriinti elde
edilebilmesini saglarlar. Spekiiler mikroskopi, spekiiler (6rnegin, ayna gibi) yansimadan faydala-
narak, kornea endotelinin kantitatif, kalitatif ve morfometrik analizinin invaziv olmayan bir y6n-
temle yapilmasina izin verir. Konfokal mikroskopi, 15181, sadece objektif lensin odak noktasindan
gelen 151k demetini goriintiileyecek sekilde sinirlar. Koheran olmayan beyaz 151k veya koheran
olan lazer 15181 kullanarak incelenen dokuyu dénen bir Nipkow diski ile veya hareketli aynalar
yardimiyla tarayarak, sadece tek bir diizleme odaklanir. Boylece, hem incelenen odaksal diizlem-
de daha yiiksek transvers ¢oziiniirliik elde edilir, hem de odaksal (fokal) diizlem digindaki doku-
lardan dagilan 151k en aza indirilerek yiiksek aksiyel ¢oziiniirliik elde edilir. Kalin ve yansiticilig:
fazla olan kornea dokusunun optik kesitlerinin incelenmesi saglanir. Korneanin her bir tabakasi-
nin saglhikl gozlerde ve endotelyal/stromal kornea distrofileri, keratokonus ve kornea birikimleri
gibi kornea patolojilerinde, kendine 6zgii konfokal mikroskopi goriintiileri mevcuttur. Béylece
spekiiler ve konfokal mikroskopinin hem tan1 koyma hem de tedavi takibi amaciyla kullanimi, of-
talmoloji pratiginde 6nemli bir rol oynar.

Anahtar Kelimeler: Mikroskopi, konfokal; kornea

ABSTRACT In conventional light microscopy, light originating from the focal plane and the pla-
nes just in front and back of this plane are incorporated into the image. For this reason, images
overlap. The axial and transverse (lateral) resolution and the final image contrast decrease. Specu-
lar and confocal microscopy systems provide clear images of the corneal layers by imaging only the
focal plane and not letting light originating anterior or posterior to this plane affect the final ima-
ge, unlike conventional light microscopes do. Specular microscopy allows quantitative, qualitative,
and morphometric analysis of the corneal endothelium in a non-invasive way, by making use of spe-
cular (i.e., mirror-like) reflection. Confocal microscopy limits the light so that only the light beam
originating from the focal point of the objective lens is imaged. The tissue is scanned by using in-
coherent white light or coherent laser light, with a rotating Nipkow disc or dynamic mirrors; and
only a single plane is focused on. In this way, both higher transverse resolution is provided at the
focal plane, and the light scattered from tissues outside the focal plane is minimized, providing hig-
her axial resolution. Optical sections of the thick and highly reflective corneal tissue can be exa-
mined. Each layer of the cornea has its unique image in both healthy eyes and pathologic states
such as endothelial/stromal corneal dystrophies, keratoconus, and corneal accumulations. Thus, the
use of specular and confocal microscopy, for both diagnostic and treatment follow-up purposes,
plays an important role in ophthalmology practice.

Key Words: Microscopy, confocal; cornea
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onvansiyonel 151k mikroskopisinde goriin-

B tliler sadece odak diizleminden degil, bu
diizlemin hemen 6niindeki ve gerisindeki
diizlemlerden gelen 15181 da kapsar. Bu nedenle go6-
riintiiler iist tiste cakigir ve alg1 derinligi icindeki

yapilarin detaylar: bozulur. Aksiyel ve transvers
¢ozunirlik ile goriintii kontrast azalir.!

Aberasyonsuz sistemlerde merceklerin net go-
riintii olusturduklar: diizleme “odaksal (fokal) diiz-
lem” denir. Tim gorintileme sistemlerinin
temelinde yatan optik biliminin amaci, goriinti-
lenmek istenen dokuyu sistemin odaksal diizlemine
yerlestirip, odak dig1 goriintiilerden kurtulmaktir.
Spekiiler ve konfokal mikroskopi, sadece odaksal
diizlemden goriintii elde edip, bu diizlemin 6niin-
den ve arkasindan gelen 1s1nlarin goriintiiyi etkile-
mesine izin vermedikleri i¢in korneadan net
goriinti elde edilebilmesini saglarlar.>?

Bu yazida, spekiiler ve konfokal mikroskopi
sistemlerinin ¢caligma mekanizmalarini ve oftalmo-
loji klinigindeki kullanim alanlarini 6zetlemeyi
amacladik.

I SPEKULER MIKROSKOPI

Spekiiler mikroskopi (SM), kornea endotelinin ya-
pisin1 degerlendirmek igin invaziv olmayan bir tek-
niktir. Kornea endotelinin direkt olarak goriintii-
lenmesini ilk olarak 1918 yilinda Vogt gercekles-
tirmigtir.* Klinik spekiiler mikroskoplar, ilk defa
1968’de Maurice’in kornea endotelinden spekiiler
yanstyan 15181n yiiksek biiytitmeli bir goriintiistinii
elde edebilmek i¢in tasarladig: laboratuvar mikros-
kopundan gelistirilmistir.?

Spekiiler refle (yani, ayna gibi yansima), 2
farkl refraktif indisli ortama ait diizgiin bir arayii-
zeyde, gelen 151811 agisina esit refleksiyon agisinda
yansima ile olusur. SM, korneanin 15181 yansitan
ylizeylerine, yani epitel ve endotel tabakalarina
odaklanir.? Bu tabakalardan yeterli ¢oziiniirlik ve
kontrast elde edilebilir, ¢linkii yansiyan 15181n yo-
gunlugu, odak noktasinin 6niindeki ve gerisindeki
yapilardan yansiyan 15181n yogunlugundan fazladir.
Ornegin; endotel hiicrelerinin refraktif indisi, akoz
hiimérinkinden (1.336) bityiik oldugu icin gelen
1s1n1n %0.022’si yansir ve goriintii alinabilir.® An-
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cak epitel ve endotel tabakalar1 arasindaki yapilarin
detaylar ¢oziinememektedir.!

Spekiiler reflenin yiizey alani, yansitan yiize-
yin kurvatiir yaricapina ve yansitici epitel ve en-
dotel
bagimlidir. Stromadaki keratositler ve kollajen la-

ylizeylerinin  birbirine  yakinligina
mellerden sagilan 151k goériintli kontrastini etkiler.
Sagilma, gonderilen 151k demetinin genisligi ile ar-
tar. Skar ve 6dem gibi kornea patolojilerinde stro-
madan sagilan 15181n artmasi endotel goriintiilerini
kapatir. Iristen gelen 151k yansimalari da endotel
mozayigini kapatabilir. Bu nedenle midriasis du-
rumunda daha iyi goriintii elde edilir. Temas ede-
rek calisan SM cihazlarinda, kornea yiizeyini
diizlestiren bir objektif mikroskop lensi ile spekii-
ler refle alan1 genislemistir. Temas etmeyen cihaz-
lar ise bir otomatik goriintii odaklama teknolojisi
kullanir.

Endotel hiicre sayimi i¢in farkli yontemler ta-
nimlanmigtir. Bunlardan sabit gerceve yontemin-
de, belli bir alan igindeki tiim hiicreler sayilir. Bu
sayima, bir kare veya dikdortgen alanin dort kena-
rinin ikisindeki yarim hiicreler dahil edilir. Degis-
ken gerceve yonteminde, bilgisayar yazilimi
yardimiyla incelenecek hiicre grubunun kenarlar
belirlenir ve belirlenen alan i¢inde kalan hiicreler
sayilir (Sekil 1). Bu yontem, sabit gerceve yonte-
minden daha giivenilirdir. Mukayeseli hiicre yon-
teminde ise, incelenecek endotel hiicre mozayigi,
biiyiikliigi bilinen bir hiicre deseni ile karsilagtiri-
lir. Ortalama hiicre alani ve hiicre yogunlugu sub-
jektif olarak tahmin edilir.

IELETE
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SEKIL 1: Spekiiler mikroskopide degisken cergeve yontemi ile hicre saylimasi
(Yeditepe Universitesi Goz Hastaliklar Aragtirma ve Uygulama Merkezi Arsivinden).
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SM ile endotel hiicrelerinin kantitatif, kalitatif
ve morfometrik analizi yapilabilir. Endotel hiicre
morfoloji analizinde hiicre alan1 (pm?), ortalama
hiicre alam1 (pm?/hiicre), hiicre yogunlugu (= 10/
ortalama hiicre alani) (hiicre/mm?), polimegatism
(varyasyon katsayis1) ve pleomorfizm (heksagonal
hiicre ytizdesi) 6l¢timleri yapilir. Polimegatizm, bi-
reysel hiicre alanindaki varyasyon olarak tanimla-
nir. Ortalama hiicre alaninin standart sapmasi
arttikca, hiicre yogunlugu tahmininin dogrulugu
azalir. Varyasyon katsayisindaki (= Hiicre alam
standart sapmasi/ortalama hiicre alani, pm?) artis,
ortalama hiicre alan1 tahmininin dogrulugunda da
azalmaya neden olur. Geng erigkinlerde varyasyon
katsayis: ortalama 0.27 (70.22-0.31 arasi)’'dir.” Ple-
omorfizm ise, hiicre seklindeki varyasyonun bir 61-
climiidiir. Tek bagina hiicre yogunlugu degeri ile
anlagilamayan hiicre kaybi, polimegatizm ve pleo-
morfizm degerlerinin 6l¢iimii ile daha hassas bir bi-
cimde ortaya konulabilir. Ornegin; yiiz hiicre
arasindan bir altigen hiicre eksilirse, ortalama hiic-
re yogunlugu %1 oraninda azalir. En az iki (%2) ve
en fazla alt1 (%6) hiicre bu eksikligi kapatmaya ¢a-
hisir. Bu durumda polimegatizm ve pleomorfizm
degerleri %2-6 oraninda degisir.® Saglikli bir korne-
ada, endotel hiicrelerinin en az %601 heksagonal
olmalidir. Incelenen hiicre kiimesinde heksagonal
hiicre ytlizdesinin %50’den az olmas1 ve varyasyon
katsayisinin 0.40’dan yiiksek olmasi durumunda,
kornea endotel tabakasinin anormal oldugu ve
intraokiiler cerrahi sonrasi kornea 6demi riskinin
yiiksek oldugu sonucuna varilir. iki goz arasinda-
ki hiicre yogunlugu fark: 280 hiicre/mm?den fazla
olmas: patoloji isaret ediyor olmas: bakimindan an-
lamhdur.?

Hiicre yogunlugu, 3-6 yas arasinda 3500-4000
hiicre/mm?dir; artan yasla birlikte azalir. Hiicre
yogunlugu 30'lu yaslarda 2700-2900 hiicre/mm?, 75
yas tizerinde 2400-2600 hiicre/mm?dir.” Ortalama
hiicre buyukligi 150-350 pm? dir. Artan yagla bir-
likte y1llik endotel kayb1 %0.5 oranindadir. Hiicre
kaybs, en fazla dogumdan sonraki ilk birkag y1l be-
lirgindir. Bunun, hizli biiytime ile birlikte globun
genislemesine bagh oldugu diisiintilmektedir. Yir-
mi ile elli yaglar1 arasinda hiicre yogunlugu ve
biiyiikliigii hemen hemen duragandir. Altmis ya-
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sindan sonra hiicre yogunlugu belirgin olarak diis-
meye baslar. Polimegatizm, pleomorfizm ve iki goz
arasindaki hiicre yogunlugu farki artar.

Korneada klinik olarak anlamli 6dem olma-
mas1 i¢in gerekli esik endotel hiicre yogunlugu
300-700 hiicre/mm? olarak saptanmistir; fakat bu
deger her goz icin degiskendir.'®!! Bir intraokiiler
cerrahi sonras: kalic1 kornea 6demi meydana gel-
memesi i¢in preoperatif olarak hiicre yogunlugu-
nun 1000-1200 hiicre/mm?den fazla olmas:
gerekmektedir. Ciinkii herhangi bir intraokiiler
cerrahi ile endotel hiicre yogunlugunda %0 ile %30
arasinda hiicre kayb1 meydana gelebilir.® Penetran
keratoplasti gecirmis hastalarda, operasyondan 5-
10 y1l sonra endotel hiicre yogunlugunda normal-
den vyaklagitk 7 kat hizli kayip gerceklestigi
bildirilmigtir.!? Bir caligmada keratoplasti sonrasi
endotel hiicre kaybi, postoperatif ikinci haftada
%10, tclincti ayda %33, bir yil sonra %50 olarak
saptanmigtir.!3

SM tetkikinin yapilmasi i¢in klinik endikas-
yonlar, biyomikroskopide kornea guttata goriinii-
mii saptanmasi, keratik presipiteler, pigmente ve
inflamatuar hiicreler, endotel veya Descemet zar1
diizensizlikleri ve kornea kalinliginin artmis olarak
saptanmasidir. Ailede kornea distrofisi varligi, ge-
¢irilmis travma veya intraokiiler cerrahi, akut dar
acili veya kronik acik agili glokom, tiveit, keratit,
kornea nakli, sekonder goz i¢i lensi implantasyonu
ve fakik goz ici lensi implantasyonu hikéyeleri du-
rumunda da SM tetkiki yapilmas: endikedir.

I KONFOKAL MIKROSKOPI

Konvansiyonel beyaz 151kl1 biyomikroskop, goriin-
tide kirk kat biiylitme saglar. Kornea saydam bir
doku oldugu i¢in, korneaya diisen 15181n ancak yak-
lagik 9%1’1 geri yansitilir.> Ancak, muayene edilen
diizlemin iizerinde ve altinda yer alan olusumlar-
dan yansiyan 1518a baglh girisim (interferans) sonu-
cu ¢ozinirlik, en fazla 20 uym olacak sekilde
azalir.>*P Biyiitmenin artirilmas: goriintiiniin da-
ha bulaniklagmasina yol agar.® Konfokal mikrosko-
pi (KM) prensibi ilk defa 1957’de Prof. Marvin
Minsky tarafindan tarif edilmistir.'® Konfokal, ke-
lime anlami olarak “ortak odaksal nokta” anlamina
gelir. Bu optik sistem, sadece objektif lensin odak
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noktasindan gelen 15181 son goriintiide goriintiile-
yecek sekilde sinirlar. Odaksal diizlem disindaki
dokulardan dagilan 151k en aza indirilerek dokula-
rin ince katlar halinde optik kesitleri alinabilir.

Prof. Minsky, 1950°1i yillarda Harvard’da aras-
tirma gorevlisi olarak beyin dokusunun goriintii-
lenmesi tizerine calisirken, beyin hiicrelerinin
birbiri i¢ine ge¢mis dokusunda net goriintii elde
edebilmek i¢in sadece tek bir diizlemi goriintiile-
mek gerektigini fark etti. Minsky, dagilmay1 6nle-
mek i¢cin hem aydinlatma (kondansér) hem de
inceleme (objektif) sistemlerinin bir ayn1 odak nok-
tasinda olmasi (yani, konfokal olmasi) gerektigini
belirtti.'® inceledigi beyin dokusunun bir tarafina
bir igne deligi (pinhol) ve diger tarafina bir objek-
tif lens yerlestirdi. Konfokal igne deligi ile odak
15181 disindaki 151k ortamdan uzaklastirilarak mik-
roskobun aksiyel (z eksenindeki) ¢ozliniirligii 5-10
pm, lateral (x ve y eksenlerinde) ¢ozliniirligi 1-2
pm’a kadar artirilabildi.”” Boylece invaziv olmayan
optik kesitleme mtimkiin olabildi. Ancak tek nok-
ta aydinlatmanin bedeli, bir seferde sadece bir nok-
tadan 6l¢iim alabilmekti. Burada en 6nemli tasarim
problemi, doku 6rnegini veya 15101 hareket ettirme
secimindeydi. Minsky, inceledigi beyin dokusunu
hareket ettirerek, tiim 6rnegi taradi.

Lukosz prensibi olarak bilinen konfokalite
prensibine gore ¢oziiniirliik, goriintiilenen alandan
odin verilerek iyilestirilebilir.'”® Optik sistem tek
bir noktaya odaklanarak, bir defada sadece tek bir
kesit gortintiileyebilir. Odak noktasina hedeflen-
meyen tim 1sinlar ve doku tizerindeki odak-dis1
noktalardan sacgilan 1siklar uzaklastirilir. Boylece
sistem ¢ok kiiciik bir alanda maksimum ¢6ziiniir-
liik kazanir. Tarama ile tiim alanin gériintiisii elde
edilebilir.

SPEKULER MIKROSKOPI VE KONFOKAL MIKROSKOPI-CALISMA MEKANIZMALARI...

1980’1i yillarin sonlarinda gelistirilen KM sis-
temleri, konvansiyonel beyaz 1s1kl1 mikroskoba go-
re iki 6nemli avantaj sunar. Daha yiiksek transvers
(lateral) ¢oziiniirliik elde edilerek, incelenen odaksal
diizlemde yiiksek ¢oziiniirlitk saglanabilir. Ayrica,
daha yiiksek aksiyel ¢oziintirliik elde edilerek kalin
ve yansiticilig: fazla olan bir 6rnegin optik kesitleri
incelenebilir (Tablo 1).! KM sistemi, saydam bir or-
tamdan degisik derinliklerde yiiksek biiyiitme ile
optik kesit alinabilmesi (Or., ConfoScan4) ve optik
disk gibi saydam olmayan bir ortamin yiizey topog-
rafisinin olusturulmasina (Or., HRTII) izin verir.'®

Wilson ve Sheppard 1984’te KM’nin teorik op-
tik sistemini ayrintili olarak tarif ettiler.?>*! Buna
gore KM sisteminde iki temel unsur, noktasal ay-
dinlatma saglayacak bir 151k kaynag: bulunmasi ve
goriintilyii olusturmak i¢in cismin/dokunun taran-
masidir. Ideal olarak dokudaki tek bir nokta, bir
noktasal 151k kaynag ile optimal olarak aydinlatilir
ve ayni anda bir noktasal dedektor ile goriintiile-
nir. Difraksiyon sinirlamali optik sistemler i¢in,
belli bir numerik apertiirii olan bir objektif lenste
konfokal sistemin nokta cevabi, konvansiyonel
mikroskopa gore 1.4 oraninda daha dardir. Lineer
cevapta 1.4 oraninda daralma ile birlikte, lateral li-
neer ¢oziiniirliik artar. Transvers (x,y) eksenlerin-
de cevap azalinca, vertikal (z) ekseninde de alg:
derinligi azalir. Boylece dokunun hacmi, konvan-
siyonel mikroskopa gore 1.43kat yani yaklagik 3 kat
kiiciiliir, ayn1 oranda da ¢oziiniirliikte artig olur.
Maksimum lateral ve aksiyel ¢oziiniirliik, kontrast
duyarlilik ve optik kesitleme kabiliyeti i¢in yiiksek
niimerik apertiirlii (=0.9) objektif lense gereksinim
duyulur.!

Konfokal goriintii olustururken incelenen do-
kuyu taramak i¢in, dokunun ya da goriintiileme sis-

TABLO 1: Konfokal gériintilemenin kendine 6zgii 6zellikleri.

1. Xy, z eksenlerinde ylksek ¢dzinlrlik: Z ekseninde optik kesitleme yapilabilmesi konfokal mikroskopi igin 8zgind(r ve

cihazin dinamik tarayici kabiliyetine izin verir. Konvansiyonel mikroskopa gére lateral ve aksiyel ¢ozinirk artmistir,

2. Goriintii kontrasti: Detaylarin yeterli ¢dz{inlrligi icin ylksek olmalidir. Bunun igin mikroskop icindeki basibos 1sik son gériintiiden ekarte edilir.
3. Aydinlanma: Doku igindeki yapilann gériintilenmesi igin yeterli diizeyde olmalidir.
4. Is1gin dokudan mikroskopa geri dénusi: Isik kaynagi, tarama yontemi, 1s1§in doku icindeki yolu ve objektifin optigi tarafindan belirlenir.
5. Dokunun durumu: Kanfokal mikroskopi, kornea ddemi ve skar gibi opak dokular “iginden” goriintileyebilme olanag verir.
92 Turkiye Klinikleri ] Ophthalmol 2011;20(2)
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teminin hareket ettirilmesi gerekir. Dokunun hare-
ket ettirilmesi ¢ok yavas oldugu i¢in 6zellikle biyo-
lojik orneklerin taranmasinda uygun degildir.
Alternatif olarak, dokuyu tarayan igne delikleri ha-
reket ettirilebilir. 1884’te Paul Nipkow, telgraf kab-
lolar tizerinden transmisyon amaciyla, goriintiileri
kodlama ve kodlarini ¢6zmede kullanilan bir tara-
yia disk gelistirmistir.?? Bu sistem, hizli konfokal
tarama elde edilebilmesi i¢in 6ne siiriilen ilk yon-
temdir. Nipkow diski, yiiksek devir (rpm) ile d6-
nerken tarayicit bir patern olusturan, iizerinde
spiral paternde igne delikleri bulunan bir disktir.
Hizli ve gercek zamanl konfokal 6zelligi ile gériin-
tliniin optik ¢oziiniirliigii artar. Ancak, disk iizerin-
den zayif 151k etkinligi elde edilebilir. Diskin hafif
yer degistirmesi ile ciddi goriintii bozulmas: mey-
dana gelebilir.”® Bagarili konfokal goriintiileme i¢in
151k kaynagi, igne deligi boyutu (20-80 pm), diskin
151k gecirgenlik orani (%0.25-2), disk tizerindeki
delik say1s1 (13.000-200.000) ve mekanik motor ro-
tasyon hizi 6nemlidir.!

1968 yilinda Petran ve Hadravsky tarafindan
gelistirilen Ardisik Tarayic1 KM (Tandem Scanning
KM, Advanced Scanning Corp, New Orleans, ABD)
sisteminde, mikroskop i¢indeki bir Nipkow diski
ardi ardina tarama yapar.?* Doku, Nipkow diskinin
bir bolgesinden gegen 151k ile aydinlatilir. Dokudan
yansiyan 151k, aydinlatma 15181nin gectigi yerden
180° uzaktaki bir seri konjuge igne deliginden ge-
cerek geri doner. Ayri 151k yollari nedeniyle aydin-
latma 15181 ile yansiyan 151k arasinda etkilesim
yoktur.?”> Korneay: tarayan noktasal bir 11k kayna-
g1 ve ¢oziiniirliigl artirmak i¢in noktasal bir detek-
tor kullanilir. Stabil, glivenilir ve yiiksek hizli bir
Nipkow diski gereklidir. Ancak, Nipkow diskinin
manuel olarak hizalanmasi 6l¢iim sirasinda vakit
kaybettirir.?

[k defa 1958 yilinda KM sistemine lazer 1511
eklenmis ve beyaz 1s1ktan kaynaklanan goriintii bo-
zulmalarinin 6niine gecilmeye caligilmigtir.

Tarayic1 Yarik Konfokal Mikroskobu, Maurice
tarafindan 1974’te gelistirilmistir.?® Noktasal 151k
kaynag: yerine donen bir yarik aciklik ile birlikte
beyaz 151k veya lazer 15181 kullanilir.”” Isin yarig-
nin daraltilmasi, goriintiiye katilan sacilmig 151k
hacmini azaltir. Daha iyi ¢6ziiniirlitkk ve kontrast
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elde edilirken, incelenen alan genisliginden 6diin
verilmis olur. Goriintii foto-montaj ile olusturulur.
Bu sistemin dezavantajlar1, dokunun hareket etti-
rilmesinin gerekmesi, gercek-zamanli ve in vivo
goriinti elde edilememesi, korneada 6dem veya di-
ger optik diizensizlikler oldugunda basarili goriin-
tlileme yapilamamasidir.

On segment muayenesinde kullanilan Nipkow
diski veya yarik tarayici sistemleri kapsayan konfo-
kal sistemlerin ¢ok sinirli bir goriintiilleme alani
vardir. Odak noktasinin incelenecek doku tizerin-
de stiratle hareket ettirilmesi ve gercek zamanh go-
rintii elde etmek icin goriintliniin yeniden
olusturulmas: gerekmektedir. Biyolojik dokularin
goriintiilenmesinde kullanilan diger bir alternatif
ise noktasal aydinlatma kaynagini hareket ettir-
mektir. Bu amagla galvanometre motorlarla hare-
ket ettirilen vibrasyonlu aynalar kullanilabilir.?®
Galvo ayna lazer tarayicilarda tarama Nipkow dis-
kine gore yavas olsa da, ¢ok iyi odaklanma ve yo-
gun noktasal kaynak aydinlatmas: yapilabilir.
Ayrica, iyi derecede uzaysal ¢oziiniirliik ve konfo-
kalite saglanabilir. Bilgisayar destekli lazer tarayi-
cilar tarafindan dijital gortinti elde edilebilir.
Ancak, yavas ve yiiksek derecede foto-agarma ve
foto-toksisite riski vardir.

Konfokal tarayici lazer mikroskobu disiik
glicte cesitli dalgaboylarinda koheran olan lazer
15101 kullanarak 6n segment goriintiileme icin kor-
nea modiilii ile mekano-optik tarama mekanizma-
s1icerir. Bu mekanizma, bir ¢ift tarayici igne deligi
diski igerebilir veya cift aynali sistem olabilir. La-
zer 15101 ile doku tizerindeki noktalar aydinlatilir.
Her noktadan elde edilen goriintiiler birlestirile-
rek ii¢ boyutlu goriintii elde edilebilir. Ilk model-
ler yan ¢oziintrlikli (320 x 240) iken, yeni
modellerde daha yiiksek ¢oztiniirliik elde edilmis-
tir.2

“Confocal Microscopy Through Focusing”,
korneay1 hizlica tam kat tarayan ve 30 goriintii/sa-
niye video elde etme hizi ile korneanin dijital
ti¢-boyutlu rekonstriiksiyonunu yapabilen bir sis-
temdir.3! Bu esnada hastanin z ekseninde hare-
keti sabitlenmelidir. Yaklasik 10-20 um optik kesit
goriintiileri elde edilir. Her karenin derinligi 6l¢ii-
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lebilmektedir. Boylece kornea kalinlig1 ve mevcut
yabanci cisim veya skar derinligi belirlenebilir.??

ConfoScan 4 cihazi (Nidek Tech, Vigonza,
[talya) ise halojen bir lamba ve korneanin tam kat
taranmasini saglayan iki tarayici yarik ve hizli osi-
lasyon gosteren iki tarafli bir ayna kullanir.?® Tam
dijital konfokal tarayici mikroskop, jel immersiyo-
nu ile yaklasik 2 mm ¢alisma mesafesinden temas-
siz, aplanasyon uygulamadan 40x lens ile insan
korneasinin in vivo invaziv olmayan tam kat go-
rintiilemesini gerceklestirir. Yaklasik 345-460 pm
alan, 400 kat biyiitme ile 5 pm kalinhiginda kesit-
lerle incelenir. Bir 6l¢timde, saniyede 25 goriintii
alarak toplam 350 goriintii elde eder. Ayrica, 20x
lens ile 12 mm’den temassiz endotel mikroskopisi
yapilabilir. Z halkasi ve 40x lens ile hassas paki-
metri 6l¢timlerini de yapabilir ve kornea ici cisim-
lerin yerlesimlerinin belirlenmesinde faydalidir.

Heidelberg Retina Tomografi II cihaz1 Rods-
tock Kornea modiiliinde (RCM/HRTII, Heidelberg

RESIM 1: Normal kornea tabakalarinin konfokal mikroskopi gortinimu.
(Yeditepe Universitesi Goz Hastaliklar Aragtirma ve Uygulama Merkezi Argivinden).
Ustte solda saga: endotel tabakasi, posterior stroma ve anterior stroma.
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Eng, Almanya), araya yerlestirilen yiiksek kaliteli
bir mikroskop araciligiyla 1 pm’den kii¢iik ¢apli la-
zer odaklar1 olusturulur. Lazer 151k kaynagi, igne
deligi diyaframindan gecerek doku {izerinde bir
noktaya odaklanir. Yansiyan 151n, gelen 1gindan bir
ayna ile ayrilir ve ikinci bir konfokal diyaframdan
gecerek fotosensitif dedektore ulagir. Iki adet osi-
lasyonlu ayna, 151n yolu boyunca hareket ederek
tiim dokuyu tarar.'®

KM, kornea hastaliklarinda klinik tani1 konma-
sinda ve tedavi takibinde rol oynar. Ayrica KM sis-
temleri, in vivo gercek zamanli, invaziv olmayan,
dinamik gériintiilemeye uyarlanabilir (Or., yara
iyilesmesi caligmalari).** Normal kornealarda ve ba-
z1 kornea patolojilerindeki bulgular séyle 6zetle-
nebilir:

A. Normal korneada her tabakanin kendine 6z-
gl goriinimi mevcuttur (Resim 1).14% Endotel ta-
bakasi, hiicre kenarlar1 sitoplazmadan daha az
yansima gosteren heksagonal hiicrelerin olusturdu-

Altta soldan sada: subepitelyal sinir pleksusu, bazal epitel hiicreleri, yiizeysel epitel hiicreleri arasinda dendritik hiicreler.
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gu bal petegi goriinimiindedir.*® Hiicre gekirdekle-
ri goriintiilenemez. Bazen fagosite edilmis pigment
graniilleri olan yiiksek reflektivite veren intraselii-
ler depozitler igerebilir. Descemet zari, 15-20 pm
kalinlhiginda, reflektivitesi diisitk amorf bir gorii-
niimde olup, hemen 6niindeki keratositler ve arka-
sindaki endotel hiicrelerinin goriintii kontrastini
artirir. Saglikli normal Descemet zar1, ayr bir yapi
olarak ayirt edilemez.'® Stroma tabakasi, yaklagik
450 pm kalinhigindadir. Genis sinirler, stromal kera-
tositler ve kollajen fibrillerinin ortogonal tabakala-
rini icerir. Hiperreflektif keratosit cekirdekleri,
karanlik bir zemin {izerinde daginik gériintimde-
dirler. Keratositlerin hiicre govdeleri, ¢ikintilar: ve
stroma kollajeni saglikli kornealarda goriintiilene-
mez. Stroma keratositlerinin sekil ve dizilisleri bu-
lunduklar: lokalizasyona o6zgudiir.”* Posterior
stroma, ince ve uzun ¢ekirdekli keratositlerle ka-
rakterizedir. Anterior ve orta stromada ise oval ya
da yuvarlak, ara sira girintiler yapan ¢ekirdekler go-
riliir. Bowman tabakasinin hemen posteriorunda
¢ok acili gekirdekleri bulunan en yogun keratosit
tabakasi mevcuttur.* Bowman tabakasi 10-16 pm
kalinlikta aseliiler bir tabakadir; subepitelyal sinir

pleksusu tarafindan belirlenir.!#4

Stromada kollajen fibrilleri arasinda yiiksek
reflektivite veren sinir lifleri secilebilir. insanda
kornea sinirleri miyelinsizdir ve kalinliklar1 0.2-10
pm arasinda degisir.*! Kornea periferinden 6n ve
merkezi stromaya radyal seyir ile girer, daha sonra
dik bir doniis yaparak Bowman tabakas1 ve bazal
epitel hiicreleri arasinda uzanirlar; epitel hiicreleri
arasinda serbest olarak sonlanirlar.*?

Kornea epiteli merkezde yaklagik 50 pm kalin-
higindadir. Bazal epitel hiicrelerinin bazal membra-
n1, sadece “epitelyal bazal membran: distrofisi” gibi,
asir1 kalinlagtifi durumlarda goriintiilenebilir.'® Ba-
zal epitel hiicreleri, yaklasik 10 um ¢apta prolife-
rasyon ve migrasyon yapan hiicrelerdir. Epitelyal
yenilenme sirasinda kanat hiicrelerine farklilagma
gosterebilirler. Kanat hiicreleri de, 6ne dogru yer
degistirerek dokiilmekte olan yiizeyel epitel hiic-
relerine doniisiirler. KM’de bazal hiicreler hiper-
reflektif poligonal hiicre sinirlar ve koyu, reflektif
olmayan hiicre govdeleri ile goriiliirler. Hiicre ce-
kirdekleri goriintiilenemez.'* Ara katlardaki kanat
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hiicreleri, parlak hiicre sinirlari ve koyu sitoplaz-
malari olan, 20 pm capindaki hiicrelerdir. Hiicre
cekirdeginin az reflektif olmas: nedeniyle zor ayir-
dedilirler. Yiizeyel hiicreler ise yaklasik 50 pm cap-
ta ¢cogunlukla heksagonal parlak hiicre sinirlari,
koyu hiicre ¢ekirdegi ve sitoplazmasi olan hiicre-
lerdir. Dokiilmekte olan hiicrelerde ise, parlak sito-
plazma, piknotik ve parlak cekirdek, ¢ekirdek
etrafinda perintikleer bosluk bulunur. Dendriform
hiicreler, diger adiyla Langerhans hiicreleri, olgun-
lagma evrelerine gore kiigiik ¢ikintisiz veya biiytik
ve uzun ¢ikintili hiicreler olarak goriiliirler.* Yara
iyilesmesi modulasyonu veya kornea nakli zaman-
lamasi, grefon reddinde kritik rolii olan merkezi
dendriform hiicre sayis: takip edilerek yapilabi-

lir.18

B. Keratokonusta yiizey epitel hiicrelerinde
uzama, dokiilme, kanat hiicrelerinde genisleme,
bazal hiicrelerde diizlesme; stroma keratosit orga-
nizasyonunda bozukluk, yer yer keratosit toplan-
mast ve anormal kollajen nedeniyle bulaniklik
saptanabilir.* Vogt cizgilerine karsilik gelen acik-
koyu bantlar, gerilim altindaki kollajen lameller
nedeniyledir.® Kornea i¢i sinirlerde kalinlagma iz-
lenir. Kon apeksi boyunca endotel hiicreleri esner
ve uzar. Endotel hiicre yogunlugu normal gozler-
den daha disiik olciilebilir.*® Hidrops sonrasi rup-
tir komsulugunda 7-10 kat biiyiikliikte endotel
hiicreleri mevcuttur.

C. Endotel distrofileri: Kornea guttata, Desce-
met zarinin arka yiiziinde strese girmis veya anor-
mal endotel hiicrelerince salgilanan fokal kollajen
birikimidir. Descemet zarinda mantar sekilli, mer-
kezi beyaz parlak refle veren hiporeflektif birikin-
tiler olarak izlenir.*” Ayrica pleomorfizm ve
polimegatizm yiiksektir. Eger guttata kornea mer-
kezi ile sinirli ise ve kornea periferinde endotel sa-
yis1 yiiksekse, katarakt cerrahisi sonrasi kornea
nakli ihtiyaci olugma riski diisiiktiir. Ancak perife-
rik korneada guttata varsa, risk ytiksektir. Laing
Fuchs’ distrofisi bulgularini bes evreye ayrilmigtir.*®
Evre 1’de goriilen endotel hiicreleri arasindaki kii-
¢lik ¢ikintilar, Evre 2’de endotel hiicre biytkligi-
ne ulagir. Evre 3’te ¢evredeki endotel hiicreleri de
anormal bir gériiniim tagir. Evre 4’te birkintiler bir-
lesir ve cevre endotel hiicrelerinin sinirlar: secil-
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mez olur. Evre 5’te komsu endotel hiicre mozaiyi
tamamen dezorganize olur. Beyaz goriinen Bow-
man tabakasindaki kiriklar, subepitelyal siv1 biri-
kiminin en erken bulgularidir. Ayrica subepitelyal
6deme bagli bazal hiicre kat1 distorsiyona ugrar ve
yiiksek refleksiyon gosterir. Endotel ve Descemet
zar1 araylizeyinde parlak refle ve 151k sacilmas: go-
riilebilir (Resim 2). Iridokorneal endotelyal sen-
dromlarda (Or., Chandler sendromu), hiperreflektif
nukleuslar: bulunan “epitel benzeri” endotel hiicre-
leri tipiktir.* Ayiric1 tanida Fuchs distrofisindeki
tipik hiporeflektif nukleuslardan bu sekilde ayirt
edilir. Endotel hiicre kenarlarinin yuvarlanmasi ile
karakterizedir. Hiicre belirginligi ve heksagonal
sekli bozulmustur. Hiicre i¢i detaylarda graniilari-
te artis1 bulunabilir. Bireysel hiicrelerdeki kiiciik,
merkezi koyu alanlar genisleyebilir ve hiicre i¢in-
de tamamen siyah alanlar izlenebilir. Hastalik iler-
ledikge tabakasi,
goriniimiinii tamamen kaybeder. Beyaz kenarli ve

endotel hiicre mozayigi
siyah merkezli “tersine goriiniim” olusur. Ayirici
tanida yer alan posterior polimorféz distrofi
(PPMD)’de Descemet zar1 seviyesinde kiiciik, yu-
varlak hiporeflektif vezikiiller mevcuttur; komsu
endotel hiicreleri normaldir.* Iridokorneal endo-
telyal sendromlarda ise, vezikiiller endotel hiicre-
lerinin i¢indedir; endotel hiicreleri bozuk sekilli ve
normalden kii¢iik yapidadir. Endotel dekompan-
zasyonuna bagli kornea stromasinda bulaniklik ve

odem bulunabilir.

D. Stroma distrofileri, konfokal mikroskopide
kendilerine 6zgii stroma bulgular1 ortaya koyar.
Ornegin; graniiler distrofide Bowman membrani
seviyesinden baslayan graniiler lezyonlar, subepi-
telyal hiperreflektif depozitler, 6n stromada stella-
te reflektif opasiteler ile az sayida fakat normal
yapida keratositler, arka stromada hafif derecede
yaygin hiperreflektivite ve hiperreflektif opasiteler
olarak goriiliir. Lezyonlar arasinda normal stroma
dokusu mevcuttur.”! Makiiler distrofide ise lezyon-
lar stroma boyunca yaygindir ve arada normal stro-
ma dokusu gozlenmez (Resim 3).5? Salzmann
nodiiler distrofisinde Bowman membranina benzer
yiiksek reflektiviteli materyal, subepitelyal alanda
ve anterior stromada ekstraseliiler alanda nodiiler
bir lezyon olusturacak sekilde birikir.>® Bu bolgede
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RESIM 2: Fuchs endotelyal distrofisi.
(Yeditepe Universitesi Goz Hastaliklari Aragtirma ve Uygulama Merkezi Arsivinden).

RESIM 3: Makiiler distrofinin konfokal mikroskopi goriintimil.
Sagda epitel hiicreleri ve solda subepitelyal yaygin hiperreflektivite.
(Yeditepe Universitesi Goz Hastaliklar Aragtirma ve Uygulama Merkezi Arsivinden).

normal Bowman tabakas1 yoktur. Diger taraftan
lattice distrofisinde histolojik olarak hem Bowman
tabakasi hem epitel tabakas: anormal olarak tanim-
lanmistir. On ve orta stromada kesisen, dallanan
cizgisel ve diizensiz hiperreflektif depozitler sapta-
nir.>* Bu ¢izgilerin amiloid birikintileri veya amilo-
id birikintilerinin yol a¢tig1 lezyonlar oldugu
diistiniiliir.® Endotel tabakasinda anormallik bu-
lunmamugtir. Schnyder’in kristalin kornea distrofi-
sinin erken donemlerinde yiiksek reflektiviteli
kristalin depozitler, 6n keratositlerin ve belirgin-
lesmis subepitelyal sinirlerin etrafinda depolanir.>®
Zamanla korneanin normal yapisi, subepitelyal si-
nir pleksusunun hasari, santral korneada opasiteye
neden olan yiiksek reflektif ekstraseliiler matriks
birikimi ve biiyiik ekstraseliiler kristalin depozitler
nedeniyle bozulmaktadir.
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keratopatisinde epitel tabakasinda yiiksek reflekti-
viteli parlak intraseliiler birikimler izlenir.” Ante-
rior ve posterior stromada, endotel hiicrelerinde ve
stromal sinirlerde de parlak amiodarone birikimle-
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