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Donor corneak spekular-mikroszkopos vizsgalata

KETTESY BEATA, BERTA ANDRAS, MODIS LASZLO

Célkitlizés: Corneakonzervdldsra és -beiiltetésre keriilé donor cornedk vizsgdlata spekuldr-mikroszképpal. Az
endothelialis sejtszam pontos meghatdrozdsdhoz irdnyelvek kidolgozdsa.

Anyag és modszer: 62 donor (dtlagéletkor 65x11 év) 100 szemét vizsgdltuk kontakt spekuldr-mikroszkoppal, és a
centrdlis cornealis endotheliumot elemeztiik kiilonféle (normadlis, manudlis korrekciot igényld és kontraszt-effektuson
alapuld) képanalizdlé madszerrel. A kapott adatokat a cornea vastagsiganak megfelelden korrigdltuk és statisztikai
modszerekkel elemeztiik.

Eredmények: Az endothelialis sejtstiriiség a normdlis (korrekcio nélkiili) vizsgdlattal bizonyult a legalacsonyabbnak
(1853 %257 sejt/mm?) a hdrom mddszer koziil (p<0,0001). Ezt kévette a manudlis korrekcion (2138+207 sejt/mm?)
és a kontraszt-effektuson (2160x185 sejt/mm?) alapulo vizsgdlat (p=0,25).

Kovetkeztetések: A cornealis endothelium sejtsiiriiségének pontos meghatdrozdsa csak a szaruhdrtya vastagsdagianak
figyelembevételével lehetséges. A pontos vizsgdlathoz minimum 75 sejt elemzése sziikséges. A legmegbizhatobbnak a
kontraszt-effektuson alapulé képelemzés bizonyult.
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Specular microscopic investigation of donor corneas

Aims: The examination of preserved and implanted donor corneas by specular microscopy. Outlining of principles
via which to determine the precise endothelial cell density.

Materials and methods: 100 eyes of 62 donors (mean age 6511 years) were examined with a contact specular
microscope, and the central corneal endothelium was investigated by means of various image analysis techniques
(normal, manual correction, and contrast effect). The results were corrected according to corneal thickness and were
analyzed statistically.

Results: As concerns the three methods, the lowest endothelial density (1853+257 cells/mm?) resulted from the
normal analysis (without any correction) program (p<0.0001). This was followed by the techniques based on manual
correction (2138=207 cells/mm?) and the contrast effect (2160x185 cells/mm?) (p=0.25).

Conclusions: The corneal endothelial cell density can be determined exactly only if the corneal thickness is taken into
consideration. For a precise investigation, a minimum of 75 cells is necessary. The image analysis technique based
on the contrast effect proved to be the most reliable.

Key words: corneal endothelium, specular microscopy, keratoplasty

A keratoplasztikak soran felhasznalt donor cornedk szi-
goru feltételeknek kell hogy megfeleljenek. Ezek koziil
egyik — és a késébbi funkcionalis eredmény szempontja-
bol talan legfontosabb — a donor cornea endotheliuma-
nak morfoldgidja és sejtsiirtisége.! Az Eurdpai Szembank
Szovetség 2000 sejt/mm? sejtszamot allapit meg minima-
lis sejtszamként donor cornedk beiiltetése esetében.? A
sejtszam meghatarozasara a spekular-mikroszkép in vivo
és in vitro alkalmas.

A spekular-mikroszkopok nagyon leegyszertsitve a
fizika egyik alaptorvénye, a fénytorés és visszaverddés
elvén mikddnek. Az endothelium sejtrétegérdl kelléen
erds és széles fénynyalab visszaverddd képét felfogva az
leképezhetd és megjelenithetd. A muszer segitségével
az epitheliumon és endotheliumon megtord és visszave-
r6dd fény utkiilonbségébdl a szaruhartya vastagsaga is
meghatarozhato.

Vizsgalataink soran arra voltunk kivancsiak, hogy
megitélhet6-e a donor corneak endothelialis szerkezete

spekuldr-mikroszképpal, és alkalmas-e a késziilék a do-
nor bulbusok sziirévizsgilatara corneakonzervalés el6tt?
Erre azért is volt sziikség, mert koztudott, hogy a bulbu-
sok enucleatio utan hypotonidssa valnak, ami neheziti
a vizsgalatot. Ismert az is, hogy post mortem a cornea
rétegeiben 6déma alakul ki, tovabb nehezitve az endot-
helialis sejtszamlalast.

Célkitlizésiink volt az is, hogy a spekular-mikroszké6p-
pal nyert képek értékeléséhez iranyelveket adjunk. Az
irodalomban fellelhetd adatok ugyanis ellentmondéaso-
sak: a kiilonbozd sejtanalizalé mddszerek és programok
jelentds kiillonbséget mutatnak az endothelialis sejtszi-
mot illetGen. *6-710:12-1619 Ezért a képelemz6 programban
a valaszthato, kiilonbozd vizsgalo stratégidkat, sejtszamo-
16 médszereket is dsszehasonlitottuk.
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1. dbra. Cornealis endothelium donor cornedbol, spekuldr-mikroszkoppal megjelenitve. Jol lathatok a hatszog
alaku sejtek, helyenként sejtekkel boritott Descemet-reddk (A), és normdlis, korrekcié nélkiili képanalizissel
megjelenitve (B). A szines rajzon megfigyelhetd, hogy tobb helyen — példdul jobbra lent — a sejthatdrok nem
kiiloniilnek el, egybefiiggd piros szinnel jelennek meg. A program dltal meghatdrozott sejtszam igy 2050 sejt/

mm?. Alul a fékuszhoz tartozé adat a cornea vastagsdgdt jelenti; részletes magyardzat a szovegben

Anyag és médszer

A kisérletek elvégzéséhez 62 donor 100 szemét hasznaltuk. Az enuk-
lealt bulbusokat a halal id6pontja utani 12 6ran beliil vizsgaltuk. A
cornealis endothelium megitélése kontakt médszerrel, Tomey EM 1000
tipust kontakt spekular-mikroszkoppal (Tomey, Tennenlohe, Német-
orszag) tortént. A szemgolyokat hypotonia esetén levegdvel vagy folya-
dékkal (NaCl) toltottiik fel a pars plandn vagy a n. opticuson keresz-
tiil. Ezutan a bulbusokat magunk készitette bulbustartéra helyeztiik
— amely megakadalyozza a szemgolyé mozgésat —, és ezutan helyeztiik
a tartot és a szemet egyiittesen a muszer alltart6 részébe.

A donor szaruhartyak centralis részét vizsgaltuk, és tobb — legalabb
harom - digitalizalt képfelvételt készitettiink, majd a legjobb mind-
ségil képet valasztottuk elemezésre. A digitalis képeket az endothel-
sejtek vizsgalatara alkalmas szamitogépes képanalizalé programmal
(EM 1200, V 1.5.1, Tomey) elemeztiik kiilonféle vizsgalé modszerekkel,
stratégiakkal, és ezeket hasonlitottuk Ossze.
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A vizsgalat soran rogzitettiik a donorok életkorat, meghataroztuk a
mm?-re szamitott sejtsiriiséget és a cornedk vastagsagat (amit az epit-
helium és az endothelium kozotti fokusztavolsag hataroz meg).

A vizsgalando téglalap alaka teriiletet (Region of Interest, ROI) él-
landénak (0,040%0,001 mm?) llitottuk be, amely esetenként akar 100
sejtet is tartalmazott. Ezek utan az alabbi — a program éltal valaszthat6
— sejtanalizdlé médszereket hasznaltuk a sejtstirliség megitéléséhez.

1. Normadlis program: a vizsgalandoé teriileten az EM-1200 prog-
ram futtatasa, utdlagos korrekci6 nélkiil. Ennek sordn a program
szinskalaval jeleniti meg az endothelsejteket, méretiik alapjan
(1. dbra).

2. Manudlis korrekcion alapulo program: ugyancsak az adott teriile-
ten beliil a program altal fel nem ismert sejthatdrokat a vizsgald
rajzolja be. Ezek utan a sejtszamolas hasonld mddon torténik,
mint az el6z§ pontban leirt normalis esetben (2. dbra).

3. Kontraszt-effektuson alapulé program: az adott teriileten a sejt-
hatarokat kiemeli, és ezutan végzi el a sejtszamolast (3. dbra).
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2. dbra. Ugyanaz a teriilet, mint az 1. abran, sejthatdrokra helyezett hdloval, amin megfigyelhetd, hogy a hdlo
nem jol fedi a sejteket, példdul hasonlo teriileten, mint az el6z6 dbrdn a piros szinnel megjelenitett sejtek
esetében (A), manudlis korrekcié utdn viszont igen (B). Az igy meghatdrozott sejtszam 2150 sejt/mm?
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A kapott sejtstirtiséget mindhdrom esetben korrekcionak vetettiik
ala. Erre azért volt sziikség, mert a fényvisszaverGdésen alapuld spe-
kular-mikroszkopia soran a nagyitast is figyelembe véve, a kapott ered-
mény a fény altal megtett ut hosszatdl is fiigg, ezért vastagabb corneak
esetén a sejtsiirtiség kisebb a valésagosnal, vékonyabb cornedk esetén
pedig nagyobb. Az eredményeket az aldbbi — a gyartd altal megadott
— egyenlet segitségével korrigaltuk:

Z (korr.) = Zx(F/10,566)?,

ahol Z (korr.) a korrigalt sejtstirtiség, Z az adott vizsgalatnal ka-
pott aktualis sejtsirtiség, F a fokusztavolsag, a szaruhartya vastagsaga,
10,566 pedig a gyartd altal megadott kalibracids érték.

A kapott értékeket statisztikai modszerekkel (SPSS 13, Windows)
elemeztiik. A statisztikai analizis soran az atlagérték+standard devi-
aci6 értékét adtuk meg. A hasonld paramétereket Wilcoxon-prébaval
hasonlitottuk Ossze. Szignifikans kiilonbségnek a p<0,05 értéket te-
kintettiik. Az Osszefliggést a Spearman-féle korreldcios koefficienssel

,I”’) adtuk meg.

Eredmények

A vizsgélt donorok életkora 65+11 év volt (a legfiatalabb
43 éves, a legidésebb 87 éves). A cornedk vastagsaga at-
lagosan 0,64+0,07 mm-nek adddott.

Az atlagos centralis endothelialis sejtstirtiség legala-
csonyabbnak — 1823+253 sejt/mm? — a normal (mddo-
sitds nélkiili vizsgald stratégia) programmal bizonyult.
A szaruhdrtya vastagsadgidhoz korrigalt adat ugyanakkor
1853257 sejt/mm? volt (p<0,0001).

Manualis korrekcié sordn 2103194 sejt/mm?2-nek
adodott az atlagos sejtsiirtis€g, amely a cornea vastag-
sdgéhoz torténd korrigdlds utan 2138 +207 sejt/mm?>-nek
felelt meg (p<0,0001).

A kontraszt-effektus hasznalataval az atlagos sejtszam
2126+180 sejt/mm?, amely a korrekcios egyenlet alkal-
mazésa utan 2160185 sejt/mm? volt (p<0,0001).

Ezek utan mar csak a cornea vastagsagat figyelembe
vevl korrigalt adatokkal szamoltunk tovabb. A normalis
program soran kapott eredmény szignifikdnsan alacso-
nyabb volt, mint a masik két mdédszer (manualis, kont-
raszt) alkalmazasakor kapott érték (p<0,0001). A ma-
nuélis korrekci6 és a kontraszt-effektus kozott nem volt
szignifikans kiilonbség (p=0,25).

Az életkor és a sejtsiiriség kozott nem talaltunk szig-
nifikans korrelaciét.

Megbeszélés

A szaruhartya anatomiai és funkciondlis allapotanak
jellemzéséhez nélkiilozhetetlen a cornea vastagsdganak
és az endothelialis sejtstirtiségnek a megadéasa. A cor-
neavastagsag ¢s az endothelialis sejtstiriiség vizsgalatara
szamos muszer 1étezik, a spekular-mikroszképia azonban
ezeket az adatokat egyszerre képes meghatdrozni.
Ezek a paraméterek kiillonbozd szemészeti betegsé-
gek széles skdldjaban korjelzék lehetnek, mint példaul
a szaruhdartya-degeneraciok és -dystrophiak, kontakt-
lencse viselésével kapcsolatos cornealis komplikaciok, a
glaucoma, a szaraz szem és a diabetes mellitus cornealis
szovédményei kapcsan.® Az Eurépai Szembank Szo-
vetség (Europian Eye Bank Association, EEBA) pedig

minimdlisan 2000 sejt/mm?-es sejtszamot ir el$ szaru-
hartya-atiiltetés elStt.

Az endothelium tanulméinyozéasara olyan enukleélt
bulbusokat hasznaltunk fel, amelyek post mortem 12
Oran belill vizsgalatra keriiltek. Igy is az esetek tobb-
ségében hypotonia és a kezd6dé autolizis miatt fellépd
0déma nehezitette az endothelialis sejtréteg megitélését.
Ezeket a szemgolyokat a pars planan vagy a nervus op-
ticuson keresztiil levegével vagy NaCl-oldattal toltottik
fel. Ezek utan minden esetben sikertilt a sejtanalizishez
kielégitd mindségi képet nyerni az endotheliumrol.
Ezért corneakonzervalas eldtt javasoljuk a hypotonias
bulbusok feltoltését.

A cornedk vastagsagat atlagosan 0,64 mm-nek talal-
tuk. Ez hasonlatos volt mas szerz6k kontaktelven mi-
kodd spekular-mikroszképpal mért eredményeihez.%!!
Ugyancsak enuklealt, konzervalasra szant bulbusok
szaruhdrtyajat mas szerz8k Orbscan topograffal 0,766
mm-nek taldltdk.'” Ut6bbi késziilékrél azonban tudjuk,
hogy vastagabbnak méri a corneat, mint a széles korben
elfogadott ultrahangos pachymetria.’

Spekular-mikroszkdpia sordn a pontos sejtszamlalas
elvégzésének szamos buktatdja van. Els6ként, nem mind-
egy, hogyan és mekkora vizsgalando teriiletet (ROI, Re-
gion of Interest) valasztunk ki. Az irodalomban 100 sejt
megszamolasat tartjak optimalisnak, de az egyes szerzék
megegyeznek abban, hogy a vizsgalt teriiletnek miniméli-
san 75 sejtet kell tartalmaznia.>> Kevés sejtet vizsgalva az
eredmény éppugy téves lehet, mint amikor a sejtelemzd
program nem megfeleléen ismeri fel a hatarokat. Ezért
tovabbi fontos szempont a sejtszdmlalasban a szoftver al-
tal felkinalt megfeleld képjavitd opcidk hasznalata. Sajat
vizsgalatainkban a kontraszt-effektus és a manudlis szam-
lalas mddszerét hasonlitottuk dssze a gép altal alapként
vélaszthato teljesen automatikus (dn. normalis program)
sejtszdmolassal. Minden esetben azonos nagysagu (ROI)
mezO6t hasznaltunk. Megallapitottuk, hogy a szoftver al-
tal alapopcidként felkinalt normalis program automata
sejtszamlalasa a sejthatarokat nem megfeleléen isme-
ri fel, ami a kapott digitalis fénykép és a sejthatarokra
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3. dbra. Az identikus teriilet mint az elézd dbrdakon,
kontraszt-effektussal kiemelve. A sejthatdrok jol
kirajzolédnak. A sejtszam 2350 sejt/mm?
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vetitett halobol egyértelmien kideriilt. Ha azonban a
kontraszt-effektussal vagy kézi szamlalassal jeloltiik ki a
sejthatarokat €s ezt kovetden szamoltuk meg a sejteket,
akkor nemcsak azt lattuk az elkésziilt képeken, hogy a
sejthatarok felismerése megfelel volt, hanem azt is meg-
allapithattuk, hogy a két utébbi modszerrel szdmolva a
sejtsdriséget szignifikans kiillonbség nem volt.

Kiemelt fontossagu tovabba a kapott sejtstirtiség kor-
rekcidja a szaruhartya-vastagsag fiiggvényében, ahogy ezt
a jelen tanulményban is tettiik, mindharom képelemzd
stratégia esetében. Erre azért volt sziikség, mert a kon-
takt spekular-mikroszkép gyarilag 0,5 mm-es corneavas-
tagsagra van kalibralva. A kontakt spekular-mikroszké-
pia miikodési elvét figyelembe véve, a kapott eredmény,
a sejtszam, a fény altal megtett Gt hosszatol is fiigg, ezért
vastagabb cornedk esetén a sejtsiriség a valdsdgosnail
kisebb, vékonyabb cornedk esetén pedig nagyobb. Ez
a korrekcid kiilondsen fontos a donor bulbusok vizsga-
latdnal, mert a post mortem cornealis 6déma csaknem
mindig jelen van.

Az elmult 20 év irodalmaban a spekular-mikroszkép
segitségével szamolt endothelialis sejtstiriség (60 év fe-
lett vizsgalva) nagy variabilitast mutat, 2300 és 3500 sejt/
mm? kozotti értékekrdl szimolnak be. 346710121619 Meg-
allapithat6, hogy az altalunk kapott sejtstirtiség az irodal-
mi adatokhoz képest alacsonyabb volt. Az eltérések hat-
terében valdszinileg az in vivo és in vitro vizsgalat kozotti
kiilonbség, valamint a post mortem autolizis 4llhat.

Adataink elemzése soran nem taldltunk korrelaciot az
életkor és az endothelialis sejtstirtiség kozott. Ez abbdl
eredhet, hogy a donorok egységesen idésebb populicio-
bol keriiltek ki. Ismert, hogy az endothelialis sejtstiriség
csokkenése az elsd életévben a legnagyobb (a cornea
novekedése miatt), majd a huszas évekig a csokkenés
mértéke lassul. A huszadik és a nyolcvanadik életév ko-
z6tt a csokkenés mértéke mintegy évi 0,52%.1:18

Osszefoglalva megallapithat6, hogy a donor bulbu-
sok cornedjanak in vitro vizsgalatara a spekular-mikro-
szkopia jol alkalmazhatd. A hypotonids szemgolyOkat
a Descemet-red6k csokkentése céljabol célszerli gazzal
vagy folyadékkal feltolteni. Az endothelialis morfologia
vizsgalata sordn minimum 75 sejt elemzése sziikséges, és
a sejtelemzés soran vagy kézi, vagy a szoftver altal fel-
ajanlott kontraszt-effektus alkalmazését javasoljuk. Az
utébbi modszer gyorsabb és nem fligg a vizsgald szemé-
lyétdl. Az endothelialis sejtszam korrekcidja corneavas-
tagsag fliggvényében a megfeleld egyenlet hasznalataval
szintén kotelezd.

Végiil hangsulyozzuk, hogy a spekuldr-mikroszképia
¢s az endothelialis sejtszim-meghatarozas szamos nehéz-
séggel jar, sok szempont figyelembevételét igényli, és a
képek értékeléséhez megfeleld gyakorlat sziikséges.
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