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Saglikh Insan Korneasinda Hiicre ve
Sinir Liflerinin In Vivo Konfokal
Mikroskopi ile Degerlendirilmesi

In Vivo Confocal Microscopic Evaluation of
Cells and Nerve Fibers of the
Healthy Human Cornea

OZET Amag: Saglikli insan korneasinda hiicre dansiteleri ve sinir lifi parametrelerinin in vivo konfo-
kal mikroskopi ile degerlendirilmesi, ve bu bulgularin yas ve cinsiyet ile iligkisinin incelenmesi. Ge-
reg ve Yontemler: Herhangi bir sistemik hastaligi bulunmayan 77 olgu (46 erkek, 31 kadin) ¢calismaya
dahil edildi. Olgularin santral kornealari lazer tarayici in vivo konfokal mikroskop ile degerlendiril-
di. Analizler i¢in gozlerden biri rastgele secildi. Bazal epitel hiicreleri, 6n ve arka stromal keratosit ve
endotel hiicre dansiteleri ile sub-epitelyal sinir lifi yapisi incelendi. Bulgular: Olgularin ortalama ya-
51 44,5+18,1 y1l (15-80 yil) olup, kadin ve erkek cinsiyet arasinda yas ortalamas: yoniinden anlamh
fark izlenmedi (p=0,715). Ortalama bazal epitel hiicre dansitesi 5846+393 hiicre/mm?, én stromal ke-
ratosit dansitesi 795+151 hiicre/mm?, arka stromal keratosit dansitesi 318+56 hiicre/mm?, endotel hiic-
re dansitesi 2743+329 hiicre/mm?, sub-epitelyal sinir lifi dansitesi 32,9+8,9 major sinir lifi/mm?, sinir
dali dansitesi 67,5+34,3 sinir dali/mm? ve sinir lifi uzunlugu 23,5+3,7 mm/mm? olarak tespit edildi.
Kadin ve erkek cinsiyet arasinda olgiilen parametrelerin hicbirinde anlamhi farklilik izlenmedi (hep-
si igin p>0,05). Yas ile 6n stromal keratosit dansitesi (r=-0,248; p=0,03), arka stromal keratosit dansi-
tesi (r=-0,557; p<0,001) ve endotel hiicre dansitesi (r=-0,590; p<0,001) arasinda negatif korelasyon
izlenirken, bazal epitel hiicre dansitesi ve sinir lifi parametrelerinde ise anlamh bir korelasyon saptan-
madi (hepsi igin p>0,05). Sonug: Lazer tarayic1 in vivo konfokal mikroskopi, korneanin yapisal olarak
incelenmesine imkan saglayan, invaziv olmayan, giivenilir bir yontemdir. Bu ¢alismada saglikhi kor-
nealardaki hiicre dansitesi ve sinir lifi parametrelerine ait normal veriler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Kornea; mikroskopi, konfokal; sinir lifleri

ABSTRACT Objective: To quantify baseline normative data for corneal cell densities and nerve fiber
parameters in the healthy human cornea using laser scanning in vivo confocal microscopy, and to
evaluate the correlation of the data with age and gender. Material and Methods: The central corneas
of 77 (46 males, 31 females) healthy subjects were assessed using a laser scanning in vivo confocal mi-
croscope. One eye was randomly chosen for analysis. Basal epithelial cell, anterior and posterior stro-
mal keratocyte and endothelial cell densities, and sub-epithelial nerve structure were evaluated.
Results: Mean age was 44.5+18.1 years (range 15-80 years), and there was no significant difference be-
tween male and female subjects in terms of age (p=0.715). Mean cell densities were: basal epithelium
5846+393 cells/mm?, anterior stroma 795+151 cells/mm?, posterior stroma 318+56 cells/mm?, and en-
dothelium 2743329 cells/mm?® The mean sub-epithelial nerve fiber density, nerve branch density, and
nerve fiber length were 32.9+8.9 fibers/mm?, 67.5+34.3 branches/mm? and 23.5+3.7 mm/mm?, re-
spectively. No significant differences were found in any of the parameters between female and male
subjects (p>0.05 for all). There was a statistically significant negative correlation between age and an-
terior stromal keratocyte density (r=-0.248; p=0.03), posterior stromal keratocyte density (r=-0.557;
p<0.001) and endothelial cell density (r=-0.590; p<0.001) whereas no significant correlation was ob-
served between age and basal epithelial cell density or any of the nerve fiber parameters (p>0.05 for
all). Conclusion: Laser scanning in vivo confocal microscopy provides a safe, non-invasive method for
the evaluation of human corneal microstructure. This study constitutes normative data of corneal cell
densities and nerve fiber parameters in the healthy subjects.

Key Words: Cornea; microscopy, confocal; nerve fibers
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ornea, saydam yapist nedeniyle in vivo
B muayenesi zor olan bir dokudur. Konvan-
siyonel biyomikroskopik muayenede ¢ozii-
niirlik ancak 20 pm’dir. Bu durumda biiytitmenin
arttirilmasi, goriintiiniin daha da bulanik bir hal al-
masina yol acar. Kornea ve hastaliklarinin deger-
lendirilmesinde son 20 yil i¢inde kullanima giren
konfokal mikroskopi, kornea dokusunun in vivo
olarak hiicresel diizeyde incelenmesine imkan
veren onemli bir teknolojik gelismedir. Bu cihaz-
larda aydinlatma ve gozlem sistemleri tek bir nok-
taya odaklanmaktadir. Bu sekilde ¢oziiniirlitk ¢ok
artmakta, ve korneanin 400-600 defa biiyiitiilerek
incelenmesi miimkiin olmaktadir. Cihaz 670 nm
dalga boylu diod lazer 15181 kullanir, okiiler doku-
lara herhangi bir zarar verici etkisi yoktur. Konfo-
kal mikroskopi ile koronal kesitler alarak kornea
epiteli, Bowman tabakasi, stroma, keratositler, si-
nirler ve kornea endoteli 1-2 mm ¢6ziintirlitkte in-
celenebilir.!

Korneal konfokal mikroskopi, korneay: etkile-
yen hastaliklarla ilgili aragtirmalarda genis bir kulla-
mim alan bulmaktadir.>” Anormal kornealarda elde
edilen dl¢timlerin kiyaslanabilmesi i¢in, normal kor-
nealara ait veriler bityiik 6nem tagimaktadir.

Bu caligmada saglikli insan korneasinda hiicre
dansiteleri ve sinir lifi parametrelerinin in vivo
konfokal mikroskopi ile degerlendirilmesi, ve bu
bulgularin yas ve cinsiyet ile iliskisinin saptanmasi
amaclanmistir.

I GEREG VE YONTEMLER

Herhangi bir sistemik hastaligi bulunmayan 77 (46
erkek, 31 kadin) olgunun 77 gozii ¢aligmaya dahil
edildi. Caligma Helsinki Deklerasyonu prensiple-
rine uygunluk icinde yiiriitiildii ve bagh bulunulan
kurumun Etik Kurul Bagkanligi’'ndan etik kurul
onayl ile her olgudan bilgilendirilmis onam formu
alindi. Okiiler travma ve gecirilmis goz i¢i cerrahi
oykisii olan, biyomikroskopik muayenede kornea
patolojisi ya da korneal skar tespit edilen veya kon-
takt lens kullanim 6ykiisii olan olgular ¢aligma dig1
birakildi.

Olgularin santral kornealar: lazer tarayic: in
vivo konfokal mikroskop (Rostock Kornea Mo-
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diilii/Heidelberg Retina Tomografisi 3, Heidelberg
Engineering GmBH, Almanya) ile degerlendirildi.
Olgiim éncesi goze bir damla topikal anestezik
(%0,5 proparacaine HCl; Alcaine®; Alcon Labora-
tories, Fort Worth, TX, ABD) damlatildi. Konfo-
kal mikroskopun objektifi gbze temas edecegi i¢in,
olgu 6nceden uyarildi. Objektif lensinin {izerine
her olguda degistirilen steril polimetilmetakrilat
(PMMA) baslik (Tomocap®; Heidelberg Enginee-
ring GmBH, Almanya) takildi. Baghigin {izerine bir
damla jel (Viscotears®; Carbomer 980, 0.2%; No-
vartis, North Ryde, Avustralya) damlatildi. Kor-
neanin ve objektifin pozisyonu kamera monito-
riinden izlenerek cekime baglandi. Monitorde
ylizey epiteli goruldiikten sonra, objektif lensi ma-
niiel olarak odaklanarak endotele kadar ulagildi ve
korneanin tiim tabakalarina ait gériintiiler kayde-
dildi.

Analizler i¢in gozlerden biri rastgele secildi ve
korneanin tiim tabakalarinda netligi en iyi olan iki
goruntl degerlendirmeye alindi. Her bir gortintii-
niin merkezinde sabit bir alan (bazal epitel hiicre-
leri ve endotel i¢in 200x200 mm, keratositler i¢in
300x300 mm) isaretlenerek, bu alan i¢cindeki bazal
epitel hiicreleri, keratositler ve endotel hiicreleri-
nin sayimi gerceklestirildi. Keratosit sayimi i¢in
Bowman tabakasindan hemen sonraki kesit (6n
stroma) ve Descemet membrani ve endotelden
hemen 6nceki kesit (arka stroma) secildi. Isaretle-
nen alan tarafindan boliinmiis olan hiicrelerden sa-
dece {ist ve sol yaridakiler sayildi. Hata payini en
aza indirmek i¢in ayni plandaki iki ayr1 goriintii
alaninda sayim yapildi, ve ortalamas: alindi. Ci-
hazda hazir bulunan program kullanilarak hiicre
dansitelerine ulagildi. Sinir liflerinin analizi i¢in
Automatic CCMetrics software, v 1.0 programi
(University of Manchester, Ingiltere) kullanildi.?
Bu programda her bir olgu i¢in goriintii netligi en
iyi olan ve en fazla sinir lifi kesiti igeren gortintii
tam boyutta (400x400 mm) analiz edilerek; sinir lifi
dansitesi (major sinir liflerinin say1s1/mm?), sinir lifi
uzunlugu (tim sinir liflerinin ve dallarinin uzun-
lugu toplami-mm/mm?) ve sinir dali dansitesi
(major sinir liflerinden koken alan dallarin sa-
yisy/mm?) parametrelerine ulagild1.’> Tim goriinti
analizleri ayni aragtirmaci (GB) tarafindan yapilda.
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Verilerin istatistiksel analizi, SPSS paket prog-
rami (SPSS for Windows, version 17.0, Chicago, IL,
ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Verilerin 6zet-
lenmesinde aritmetik ortalamazstandart sapma
kullanildi. Siirekli sayisal verilerin normal dagilim
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile deger-
lendirildi. Konfokal mikroskopik parametrelerin
yas ile korelasyonunun tespitinde Pearson korelas-
yon katsayisi, her iki cinsiyet arasindaki farklilik-
larin degerlendirilmesinde bagimsiz o6rneklem
t-testi kullanildi. Tiim analizlerde, p<0,05 oldu-
gunda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli ol-
dugu kabul edildi.

I BULGULAR

Olgularin yas ortalamas: 44,5+18,1 yil (15-80 y1il)
olup, kadin ve erkek cinsiyet arasinda yag ortala-
mas1 yoniinden anlaml fark saptanmadi (p=0,715).
Bazal epitel hiicreleri; niikleus reflektivitesi gos-
termeyen, parlak sinirlara sahip, hiporeflektif hiic-

reler olarak izlendi (Resim 1). Ortalama bazal epitel
hiicre dansitesi 5846+393 hiicre/mm? olarak 6l-

RESIM 1: (A) 19 yasindaki ve (B) 71 yasindaki iki olguda bazal epitel hiicre
tabakasini gésteren konfokal mikroskopi kesitleri.

RESIM 3: (A) 23 yaginda ve (B) 69 yasindaki iki olguda ¢n stromadaki ker-
atosit ntikleuslarini gésteren konfokal mikroskopi kesitleri.
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¢iildi. Bowman tabakasi aselliiler, amorf bir mem-
bran olarak izlendi ve bu seviyede subepitelyal sinir
pleksuslar: goriintillendi (Resim 2). Ortalama sinir
lifi dansitesi 32,9+8,9 major sinir lifi/mm?, sinir dalh
dansitesi 67,5+34,3 sinir dali/mm? ve sinir lifi uzun-
lugu 23,5+3,7 mm/mm? olarak tespit edildi. On
stromada hiperreflektif keratosit niikleuslar1 ve yer
yer on stromal sinir lifleri izlendi. Arka stromada
keratosit yogunlugunun 6n stromaya gore azalmig
oldugu goriildii (Resim 3 ve 4). Ortalama 6n stro-
mal keratosit dansitesi 795+151 hiicre/mm?, arka
stromal keratosit dansitesi 31856 hiicre/mm? ola-
rak hesaplandi. Endotel hiicreleri hiporeflektif si-
nirlarla ¢evrili parlak hiicre govdeleri seklinde
gortintillendi (Resim 5). Ortalama endotel hiicre
dansitesi 2743+329 hiicre/mm? olarak tespit edildi.

Kadin ve erkek cinsiyet arasinda dlgiilen para-
metrelerin hicbirinde anlamli farklilik izlenmedi
(sinir lifi dansitesi: p=0,620, sinir dali dansitesi:
p=0,814, sinir lifi uzunlugu: p=0,828, bazal epitel
hiicre dansitesi: p=0,075, 6n stromal keratosit dan-

sitesi: p=0,422, arka stromal keratosit dansitesi:

RESIM 2: (A) 21 yasindaki ve (B) 73 yagindaki iki olguda Bowman tabakas!
ve sinir liflerini gésteren konfokal mikroskopi kesitleri.

RESIM 4: (A) 22 yasinda ve (B) 66 yasindaki iki olguda arka stromadaki ker-
atosit niikleuslarini gosteren konfokal mikroskopi kesitleri.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2014;34(2)
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RESIM 5: (A) 22 yasinda ve (B) 71 yasindaki iki olguda endotel hiicre
tabakasini gdsteren konfokal mikroskopi kesitleri.

p=0,474, endotel hiicre dansitesi: p=0,822). Yas ile
on stromal keratosit dansitesi (r=-0,248, p=0,03),
arka stromal keratosit dansitesi (r=-0,557, p<0,001)
ve endotel hiicre dansitesi (r=-0.590; p<0,001) ara-
sinda negatif korelasyon izlenirken bazal epitel
hiicre dansitesi (p=0,918) ve sinir lifi parametrele-
rinde anlamh korelasyon saptanmad (Sinir lifi dan-
sitesi; p=0,243, sinir dal1 dansitesi; p=0,70, sinir lifi
uzunlugu; p=0,07).

I TARTISMA

Korneal konfokal mikroskopi; canli dokunun hiic-
resel diizeyde, yiiksek ¢oziiniirliikte ve non-inva-
ziv olarak goriintiilenmesine imkan vermesinin
yaninda, korneanin tiim tabakalarinda hiicre dan-
siteleri ve sinir liflerine ait kantitatif veriler elde
edilmesini saglamakta ve kornea patolojilerine yeni
ve farkl bir bakig agis1 kazandirmaktadur.

Bazal epitel hiicreleri hem sekilleri hem de
biyiikliikleri bakimindan minimal degiskenlik
gostermektedir. Ortalama bazal epitel hiicre dan-
sitesini Harrison ve ark. 52744575 hiicre/mm?, Va-
nathi ve ark. 3601+408 hiicre/mm?, ve Mustonen
ve ark. 5699+604 hiicre/mm? olarak bildirmisler-
dir.*! Bu ¢aligmada ise ortalama bazal epitel hiicre
dansitesi 5846+393 hiicre/mm?olarak 6l¢tilmiistiir.
Cesitli caligmalarda yayinlanan hiicre dansiteleri
arasindaki farkliliklar, kullanilan konfokal mikros-
koplarin calisma prensiplerinin farkli olmasina
bagl olabilmektedir. Ayrica hiicre dansitelerinde
farkl irklar arasinda degisiklik olup olmadiginin
belirlenebilmesi i¢in daha genis ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Literatiirdeki ¢aligmalara benzer
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sekilde bu ¢aligmada da bazal epitel hiicre dansite-
sinin yas ve cinsiyete gore degisiklik gostermedigi
tespit edilmistir.!0!2

Keratositlerin 6n stromada arka stromaya
oranla daha yogun oldugu bilinmektedir. Bu ¢alis-
mada da 6n stromal keratosit dansitesinin arka stro-
maya kiyasla anlaml olarak yiiksek oldugu
gorlilmiistiir. Literatiirde arka stromal keratosit
dansitesinin 6n stromaya kiyasla %30-46,3 arasinda
degisen oranlarda azaldig: bildirilmistir."*'7 Elek-
tron mikroskopi ile yapilan bir ¢alismada ise, 6n
stroma keratositlerindeki mitokondri sayisinin orta
ve arka stroma keratositlerine kiyasla iki kat fazla
oldugu gosterilmistir.' Boylelikle stromal metabo-
lik aktivitenin 6n stromada ¢ok daha yogun oldugu
sonucuna ulagilmaktadir.

Konfokal mikroskopi goriintiilerinin analizi ile
hesaplanan keratosit dansitelerinin tekrarlanabilir-
liginin yiiksek oldugu ve histolojik ¢alisma sonug-
lar1 ile uyumlu bulundugu bildirilmistir.'>?° Bu
caligmada 6nceki caligmalarin sonuglarina benzer
sekilde, keratosit dansitelerinde kadin ve erkek cin-
siyet arasinda anlamh farklhilik goriilmemigtir.'%!1”
Yas ile birlikte keratosit dansitesinde azalma ol-
dugu ise bir¢ok ¢aligmada bildirilmigtir.!>!72122 Bu
caligmada hem 6n hem de arka stromal keratosit
dansitesinin yas ile negatif korelasyon gosterdigi
gortilmiistiir. Yasa bagh keratosit dansitesindeki
azalma, muhtemelen stromal metabolik aktivite-
deki azalma ve keratosit apoptozisindeki artmaya
baglh gelismektedir. Yash olgularda stromal arka
plan reflektivitesinde artis nedeniyle goriintii kont-
rastindaki azalmanin da keratosit dansitesinin daha
disiik hesaplanmasina yol agabilecegi ileri siiriil-
mektedir.”?

In vitro galismalarda ve spekiiler mikroskopi
kullanilarak yapilan ¢alismalarda endotel hiicre
dansitesinin yas ile birlikte azaldig1 gosterilmis-
tir.”*?* Korneal konfokal mikroskopi ile hesaplanan
endotel hiicre dansitesinin spekiiler mikroskopi
sonuglarina benzer oldugu bildirilmistir.”> Hol-
lingsworth ve ark., yas ortalamasi 41 yil olan sag-
likli olgu grubunda ortalama endotel hiicre
dansitesini 3061+382 hiicre/mm? olarak bildirir-
ken, Niederer ve ark., yas ortalamasi 37,8 yil olan
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saglikl: olgularda endotel dansitesinin 2720+367
hiicre/mm?oldugunu bildirmiglerdir.'”?? Her iki ¢a-
lismada da endotel dansitesinin yagla birlikte azal-
di1g1 ve cinsiyete bagli degisiklik gostermedigi
belirtilmistir. Hollingsworth ve ark. caligsmala-
rinda slit tarayici konfokal mikroskop kullanirlar-
ken, Niederer ve ark. lazer tarayici konfokal
mikroskop kullanmiglardir.!72? Bu ¢caligmada lazer
tarayict konfokal mikroskop ile yapilan 6l¢iim-
lerde, yas ortalamasi 44,5 yil olan saglikli olgu-
larda ortalama endotel hiicre dansitesi 2743+329
hiicre/mm? olarak bulunmustur. Bu durum hiicre
dansitelerinin hesaplanmasinda kullanilan konfo-
kal mikroskop tiirtiniin sonucu etkileyebilecegini
ve farkli ¢calismalarda bildirilen sonuglar kiyasla-
nirken bu konunun dikkate alinmas1 gerektigini
distindiirmektedir.

Korneanin tiim dokular arasinda en yogun in-
nervasyona sahip oldugu ve deriden 300-400 kat
fazla sinir lifi icerdigi gosterilmigtir.” Korneal kon-
fokal mikroskopi sayesinde korneal sinir lifleri
non-invaziv olarak dogrudan goriintiilenebilmekte,
ve gelistirilen bilgisayar programlari ile sinir lifi
dansitesi, sinir lifi uzunlugu, sinir dali dansitesi gibi
parametrelere ulagilabilmektedir.® Bu yoniiyle kor-
neal konfokal mikroskopi periferik sinir hastalik-
larinin ve 6zellikle diyabetik néropatinin teghis ve

takibinde giderek artan siklikta kullanim alani bul-
maktadir.>*?° Bir ¢aligmada ise, diyabet hastala-
rindaki periferik sinir hasarinin cilt biyopsilerinin
patolojik inceleme sonuglarina kiyasla konfokal
mikroskopi ile daha erken evrede tespit edilebildigi
gosterilmigtir.3

Kornea duyarhiliginin yas ile birlikte azaldig:
bilinmektedir.?? Ancak korneanin konfokal mik-
roskopik analizi ile elde edilen sinir lifi dansitesinin
yas ile korelasyonu tartigmalidir. Niederer ve ark.?
sinir lifi dansitesinin artan yas ile birlikte azaldi-
gin1 gosterirlerken, Erie ve ark. yas ile korelasyon
bulunmadigin: bildirmislerdir.®® Bu ¢aligmada sinir
lifi parametrelerinin hi¢birinde yas ve cinsiyet ile
anlamh korelasyon saptanmamustir.

0 SONUC

In vivo konfokal mikroskopi; korneanin yapisal
olarak incelenmesine imkan saglayan invaziv ol-
mayan, giivenilir ve tekrarlanabilirligi yiiksek bir
yontemdir. Bu ¢alismada saglikli kornealardaki
bazal epitel hiicreleri, 6n ve arka stromal keratosit
ve endotel hiicre dansiteleri ile sinir liflerine ait
normal veriler sunulmustur. Bu veriler primer kor-
nea patolojileri veya korneayi etkileyen sistemik
hastaliklarla ilgili konfokal mikroskopi ¢aligmalar:
icin referans olarak kullanilabilir.
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