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Izvlecek - Izhodisca. Konfokalna mikroskopija (KM) je pre-
iskovalna metoda, s katero pregledujemo morfolosko struktu-
ro rozenice in vilro in in vivo.

Metode. S konfokalnim mikroskopom (Confoscan 2,0, Nidek,
Japonska) opazujemo in analiziramo morfoloske spremem-
be v posameznih plasteh roZenice: epitelne, preko strome do
endotelne plasti. Opazujemo lahko povzrocitelja rozZenicne-
ga vnetja in se odlocamo o nacinu zdravljenja ter o vrsti ki-
rurskega posega. Raziskujemo gostoto celic v posameznih pla-
steh rozenice: epitelnih celic, keratocitov v stromi ter endotel-
nih celic. Z opazovanjem gostote celic v posameznih plasteh
rozenice ugotavljamo celicni odgovor pri poskodbah, vnetjih
rozenice ali po operacijah sprednjega segmenta ocesa.

Zakljucki. § KM opazujemo tudi neprozorno rozenico, ki na-
stane zaradi edema epitelne plasti ali strome, Cesar in vivo
pred odkritiem KM ni bilo mogoce.

Uvod

S konfokalnim mikroskopom (KM) in vivo v rozenici opazu-
jemo celi¢ne spremembe velikosti manj kot 1 um, ki smo jih
doslejlahko opazovalile z odvzemom materiala (biopsijo) in
s histoloskim preparatom. Analiziramo lahko morfoloske spre-
membe v posameznih plasteh rozenice ter diagnosticiramo
etiologijo vnetja. S to preiskovalno metodo natan¢no doloci-
mo, v kateri plasti se nahaja roZeni¢na patologija, analiziramo
njeno morfologijo ter tako postavimo natanénejso diagnozo.
Glede nato se odlo¢amo o nacinu zdravljenja ter o vrsti kirur-
Skega posega. KM je klini¢no uporabna tudi pri neprozorni
rozenici, ki nastane zaradi edema epitelne plasti ali strome,
kar pred odkritjem konfokalne mikroskopije z zrcalnim mi-
kroskopom ni bilo mogoce. Konfokalno mikroskopijo odli-
kujeta vecja pre¢na in globinska loc¢ljivost. Loc¢ljivost KM je za
priblizno 40% vecja od splosnega konvencionalnega mikro-
skopa. KM nam omogoca pregled prozornega odseka tkiva
ter tridimenzionalno rekonstrukcijo (1).

Priprava preiskovancev

Pred preiskavo rozenico ohromimo z anesteti¢nimi kapljica-
mi Novesine® (Ciba Vision Ophthalmics, Atlanta, GA). Stoz-
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Abstract - Background. Confocal microscopy is a diagnostic
method used for examination of the morphological structure
of the cornea in vitro as well as in vivo.

Methods. Using a confocal microscope (Confoscan 2.0, Nidek,

Japan), we can determine and analyze morphological chan-
ges in individual layers of the cornea, from epithelial to stro-
mal and endothelial ones in addition, it is possible to observe
keratitis causing agents. According to the findings revealed,
we choose a treatment method and a surgical procedure type.
The investigation is aimed to determine a cellular density in
different layers of the cornea, i. e., that of epithelial cells, stro-
mal keratocytes and endothelial cells. Monitoring cellular den-
sity by layers helps us understand the cell response after cor-
neal damage or surgery of the anterior segment of the eye.

Conclusions. The method is clinically applicable also in an
opaque cornea occurring as a result of epithelial or stromal
edema. Such investigations were not feasible before the intro-
duction of the confocal microscopy.

Cast nastavek konfokalnega mikroskopa ocistimo pred in po
preiskavi s 70-odstotnim izopropilnim alkoholom. Na konico
nastavka namestimo kapljico imerzijskega gela 2,5% hidro-
ksipropil metilceluloze (Ciba Vision Ophthalmics, Atlanta,
GA), ki prepreci neposreden stik objektiva z roZenico (SL. 1).
Pri preiskavi moramo paziti, da mehansko ne poskodujemo
povrsine rozenice. Preiskovancu vedno pregledamo rozeni-
co z biomikroskopom pred in po preiskavi s KM (1).

Potek preiskave s konfokalnim
mikroskopom (ConfoScan 2.0, NIDEK,
Japonska)

Konfokalni mikroskop, ki ga uporabljamo na Oc¢esni kliniki v
Ljubljani, je opremljen s halogensko zarnico100 W/12 V kot
izvorom svetlobe. Pri klini¢no normalni roZenici izvor halo-
genske svetlobe namestimo na maksimalno vrednostin s tem
zagotovimo zadostno koli¢ino odbite svetlobe iz posameznih
struktur rozenice. Drugace pa je v patolosko spremenjeni ro-
Zenici z brazgotinami. V tem primeru jakost svetlobe zmanj-
$amo na priblizno polovico (1). Zaradi premikanja ocesa je
pomembna lega gibljivega stozc¢astega nastavka, v katerem je
objektiv (2, 3). Med preiskavo se objektiv preko imerzijskega




446

ZDRAV VESTN 2004; 73

Razdalja med zacetkom in koncem
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SL. 1. Princip preiskave s konfokalnim mikroskopom. stozcast

nastavek konfokalnega mikroskopa se preko imerzijskega ge-

la dotakne povrsine roZenice v pravokotni smeri in se pribli-

zuje in oddaljuje, kot je prikazano na sliki. Pri tem konfokal-
ni mikroskop presvetli plasti roZenice.

Figure 1. Mechanism of action of the confocal microscope: the
tip at the end of the microscope approaches the cornea sur-
Jface through an immersion gel and scans all its layers.

gela pravokotno dotakne zunanje povrsine rozenice, medtem

ko preiskovanec gleda naravnost v izvor svetlobe (S1. 1) (1, 4).

Za pregled rozenice s KM uporabljamo objektive z razli¢nimi

povecavami in velikostmi odprtine zaslonke objektiva: od 25-

krat/0,65, 40-krat/0,75 ali 50-krat/1,0 (1, 5). Volumenski od-

sek tkiva, ki ga zelimo pregledati, je odvisen od izbrane veli-
kosti odprtine zaslonke objektiva in povecave lece. Boljso glo-
binsko loc¢ljivost dosezemo z vecjo odprtino zaslonke objek-
tiva in vecjo le¢no povecavo. Pri nasem KM uporabljamo ob-
jektiv s 40-kratno povecavo in odprtino zaslonke objektiva
0,75, kar prikazujemo na sliki 1. Tako dosezemo prec¢no lo¢-
ljivost 1 um, debelina (globinska lo¢ljivost) preiskovanega pod-
rocja pa je 10 um. Nastavljeni parametri dovoljujejo delovno
razdaljo priblizno 1,92 mm (1, 5-10). Slike posname digitalna
video kamera med potekom preiskave in jih shrani na trdem
disku racunalnika. Slabe posnetke racunalnik avtomati¢no iz-

loci (1).

S KM posnete slike analiziramo z ra¢unalniskim programom.

Posnete slike prikazemo na tri nacine:

- morfologija roZenice - ugotavljamo kakovost posameznih
normalnih in patoloskih znacilnosti v roZenici tako, da jih
primerjamo s posnetki ze objavljenih podatkov v atlasu ro-
Zenice, narejenim s konfokalnim mikroskopom;

- morfometri¢na preiskava - obsega kvantitativno vrednote-
nje posameznih struktur v rozenici od velikosti bazalnih epi-
telijskih in endotelijskih celic, strukture zivénega nitja, go-
stote in povrsine jeder keratocitov v razli¢nih plasteh ter
ugotavljanje Stevila presnovnih depozitov v stromi rozeni-
ce;

- tridimenzionalna in kineti¢na rekonstrukcija posnetkov po-
sameznih plasti rozenice (1).

Anatomija in histologija roZenice
- pri pregledu s konfokalnim
mikroskopom

Normalna rozZenica je avaskularna. S kisikom se oskrbuje pre-
ko sprednje povrsine rozenice, dodatne hranljive sestavine
pase prenasajo preko zadnje endotelne plasti rozenice iz pre-
katne vodke. RoZenica je ovalne oblike. Horizontalni premer
je 12,6 mm, vertikalna krivina je dolzine 11,7 mm. Centralna
opti¢na krivina rozenice je premera 7,8 mm. Rozenica ima
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SL. 2. Shematsko-precni odsek rozenice (13).

Figure 2. Schematic transverse section of the cornea (13).

+48,0 dioptrij in je del refrakcijskega sistema ocesa (11). Zad-
nja krivina rozenice je bolj sferi¢na kot sprednja krivina. Zato
je rozenica na sredini tanj$a (520 um) kot na periferiji (650 pm
alivec) (11, 12).

Rozenico sestavljajo naslednje plasti (SL. 2): epitel, Bowma-
nova membrana, stroma, Descemetova membrana in endo-
telna plast. Z zunanje strani varuje rozenico solzni film, no-
tranjost pa omejuje prekatna vodka sprednjega prekata (11).
S KM s spreminjanjem objektiva v aksialni smeri (z koordina-
ta) posnamemo vzporedne, tangencialne odseke rozenice
(1, 10). Epitel rozenice je debel 50 um. Epitel sestavljajo povr-
sinske epitelijske celice, katerim sledijo tri plasti prehodnih
(angl. wing cells) celic. Prehodne celice se preoblikujejo iz
zadajsnje, bazalne plasti epitelijskih celic, kjer potekajo mito-
ticne delitve. Epitelna plast se obnavlja enkrat tedensko (11).
Povrsinske epitelne celice so kronolosko najstarejse in so
najbolj diferencirane (11). S KM vidimo, da so razli¢nih oblik
(dolzine 40 do 50 um in debeline 4 um), z visoko ali nizko
odbojnostjo (Sl. 3A). Prehodne ali »wing« celice tezko razliku-
jemo, Se posebej njihove sprednje plasti, notranje plasti pa
spoznamo po odbojnosti celi¢nih mej. Bazalne epitelne celi-
ce se lahko lateralno premikajo in proliferirajo. V procesu
obnavljanja epitela se bazalne epitelijske celice odcepijo od
bazalne lamine in potujejo proti povrsini. Preoblikujejo se v
prehodne celice ter nato v superficialne epitelijske celice, ki
na povrsini rozenice razpadejo v procesu deskvamacije. Ba-
zalne epitelijske celice so manjse, kroglaste (visoke 20 ym in
premera 10 ym). Urejene so v spoznavni strukturi satovija in
so pritrjene na Bowmanovo membrano (bazalna lamina) (1).
Kinetika celi¢ne proliferacije, diferenciacije in migracije epi-
telijskih celic Se ni razjasnjena in je Se vedno predmet raz-
iskav (14). Bowmanova membrana je bazalna lamina, debe-
la 8 do 12 pm, ki jo tvorijo bazalne epitelijske celice s svojimi
zunajceli¢nimi produkti (11). Je neodbojna plast, ki jo spo-
znamo s KM le po zivénih koncic¢ih in mestu, kjer se nahaja.
Bazalna membrana meji v sprednjem delu na bazalne epite-
lijske celice, v zadnjem delu pa na prva jedra keratocitov v
stromi (SI. 3B) (1). Stroma predstavlja 90% debeline rozeni-
ce. Gradijo jo zvezdasto oblikovani keratociti, ki tvorijo s
citoplazemskimi podaljski morfoloski in funkcionalen sinci-
cij. Keratocitov je 3 do 5% prostornine strome. Keratociti so
fibroblastom podobne celice, ki sodelujejo pri nastanku, pre-
oblikovanju in razgradnji strome ter imajo zato pomembno
vlogo pri celjenju poskodovane rozenice. Keratociti uravna-
vajo velikost kolagenskih vlaken in prerazporeditev proteo-
glikanov v stromi in tako vplivajo na prozornost roZenice.
Kolagen, ki sestavlja ¢lovesko rozenico, je tipa I, nekaj pa je
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SL. 3. Plasti roZenice, posnete s konfokalnim mikroskopom: A — povrsinske
epitelne celice, B - Bowmanova membrana z Zivénimi vlakni, C - stroma
s keratociti in D — endotelna plast.

Figure 3. Individual layers of the cornea recorded using a confocal micro-
scope: A - superficial epithelial cells, B - Bowman layer with nerve fibers,
C - stroma with keratocytes and D - endothelium of the cornea.

tudi kolagena tipa I1I in V. Glavna proteoglikana v stromi sta
glikozaminglikana keratan sulafat in hondroitin sulfat v raz-
merju 3:1 (11, 15). V stromi rozenice s KM vidimo le jedra
keratocitov kot svetla podrocja v temnem polju (SL. 3C). Me-
stoma vidimo kolagenska vlakna in razvejane zivéne konci-
¢e, ki imajo visoko odbojnost. Oblika in prostorska razpore-
ditev keratocitov v stromi sta odvisni od mesta v stromi. Prva
plast keratocitov, ki je tik za Bowmanovo membrano, ima
znacilno morfolosko strukturo vecoglatih jeder, ki jih nor-
malno ne najdemo v drugih plasteh strome. Prvi plasti sledijo
keratociti z ovalnimi do kroglastimi jedri in ob¢asnimi zare-
zami. V zadnjih plasteh strome so jedra keratocitov bolj po-
dolgovata in vretenasta (1). Opisane tri populacije keratoci-
tov so opazovali v razli¢nih plasteh roZenic ljudi in Zivali (16-
18). Descemetova membrana je bazalna lamina, ki jo tvorijo
sekrecijski produkti endotelijskih celic. Lo¢i stromo rozenice
od zadnje enoslojne endotelne plasti (11). S KM jo spozna-
mo le po njeni lokalizaciji (1). Endotelna plast je sestavljena
iz 400.000 celic, ki so 4 do 6 um debele, heksagonalne oblike,
Sirine priblizno 20 um. Endotelijske celice nimajo sposobno-
sti regeneracije. Izgubi ali poskodbi teh celic sledi le njihovo
povecanje in prerazporeditev. Ob rojstvu je gostota endote-
lijskih celic od 3500 do 4000 celic/mm?, nato pa s staranjem
upada. Pri odraslem cloveku je gostota od 1400 do 2500
celic/mm? Vrzeli v endotelni plasti porusijo endotelno funk-
cijo. Kopi¢enju vode v stromi sledi zamotnitev roZenice in
izguba vidne ostrine (7). S KM lepo prikazemo meje in obli-
ke endotelijskih celic (SI. 3D). Na posnetkih dolo¢imo delez
celic razli¢nih povrsin - pleomorfizem ter delez medceli¢nih
stikov - polimegatizem. Mestoma vsebujejo endotelijske ce-
lice granule po fagocitozi, ki jih vidimo kot hiperodbojne
znotrajceli¢ne depozite (1).

OzivCenje roZenice

Rozenica dobiva senzorna in simpati¢na vlakna.
Senzori¢na oskrba poteka preko 5. mozganske-
gazivca trigeminusa, katerega telo lezi v trigemi-
nalnem gangliju. Telesa zivcev simpati¢nega nit-
ja pa se nahajajo v zgornjem cervikalnem gan-
gliju. V rozenici je Stevilo senzornih vlaken vec-
je kot stevilo simpati¢nih vlaken. Po vstopu Zive-
nega nitja skozi sklero, tik nad opti¢nim zivcem,
se zivéno nitje razcepi veckrat v suprahoroidal-
nem prostoru. Posamezni zivéni koncici so raz-
porejeni cirkularno okrog korneoskleralnega
limbusa, ki je anatomski prehod med sklero in
rozenico. Tukaj oziv¢ujejo tudi veznico okrog
limbusa in limbalni epitel rozenice (11). Po vsto-
pu v rozenico v sprednji tretjini strome tvorijo
Zivéni kondici gosto subepitelno mreZje. Zivéni
kon¢i¢i predrejo na ve¢ mestih Bowmanovo
membrano, kjer tvorijo bazalno epitelno Zivéno
mrezje, ki se nadaljuje s prostimi zivénimi kon-
¢i¢i na ravni plasti povrsinskih epitelijskih celic
(11,19).

S KM sledimo razporeditvi zivénih vlaken v po-
sameznih plasteh rozenice zaradi njihove viso-
ke odbojnosti (1). Subepitelna zivéna mrezja in
prestopna mesta ziv¢énih vlaken skozi Bowma-
novo membrano so zanesljive orientacijske toc¢-
ke (SL. 3B). S KM tako najdemo plast ali podrocje
v rozenici, ki ga zelimo ponovno preiskovati (20).
Auran s sodelavci je opisal centripetalno rast zive-
nih vlaken bazalnega epitelnega mrezja. Zivéna
vlakna rastejo 10 do 20 um na dan skupaj s plast-
jo bazalnih epitelnih celic. Subepitelno mrezje je
nepremicno (21).

Morfoloske spremembe v roZenici,
povezane s staranjem

Z raziskavami so dokazali, da se povecuje debelina rozenice
v pre¢nem preseku s staranjem (12) in da upada stevilo endo-
telijskih celic (2, 9). Endotelijske celice postajajo vecje, ohra-
njajo pravilno heksagonalno obliko, veckrat so prisotni zno-
trajceli¢ni presnovni depoziti (1, 11).

S KM so opazovali slabso regeneracijo v epitelni plasti roze-
nic starejsih. Pri starejsih ljudeh so epitelijske celice bolj po-
dolgovate in vec¢je v primerjavi z bazalnimi epitelijskimi celi-
cami mlajsih ljudi. Pri starejsih ljudeh so v stromi, in sicer v
zunajceli¢cnem matriksu, prisotni visoko reflektivni mikro de-
poziti. Le-ti so ostanki presnovnih aktivnosti keratocitov. Obli-
ka jeder keratocitov se ne spreminja (1). Studiji Moller-Peder-
sena (22) in Patela (23) sta ugotovili upadanje gostote kerato-
citov s staranjem. Mustonen (9) je v svoji raziskavi s KM doka-
zalle upadanje Stevila endotelnih celic, gostota keratocitov se
s staranjem ni spreminjala.

Uporaba konfokalne mikroskopije

Pomen preiskovalne metode s KM je v tem, da natan¢no do-
lo¢imo obseg obolelega podrogdja v rozenici in spremljamo
klini¢ni potek bolezni. Glede na izvid dolo¢imo medikament-
no zdravljenje (1, 24).

Vnetja roZenice

S KM opazimo v posameznih plasteh rozenice patoloske spre-
membe, ki jih povzroc¢ajo paraziti, bakterije in virusi (10). Ta-
ko so opisane spremembe, ki so jih opazovali s KM pri vnetju
s herpesom simpleksom (4, 10, 25), vaetju z adenovirusom
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Sl. 4. Morfoloske spremembe pri keratokonusu, posnete s konfokalnim mikro-
skopom: levo — zacetni keratokonus, desno - napredovala oblika kerato-

konusa.

Figure 4. Morphological changes in keratoconus patient record using a con-
Sfocal microscope: left - keratoconus in an early stage, right - keratoconus

in an advanced stage.

(1), glivo Aspergillus flavus (26), Fusarium solani, parazitom
Acanthamoebo castellanii (28, 29). Dokazali so okuzbo z bak-
terijama Streptococcus viridans in Staphylococcus werneri (30,
31) ter spiroheto Borrelio burgdorferi, posneto v rozenici s
KM (32).

Distrofije roZenice

Pri epitelni distrofiji bazalne membrane (map-dot-finger print
distrofiji) s KM v epitelnih plasteh vidimo nepravilno razpo-
reditev epitelnih plasti ter prisotnost posameznih cist bazal-
nih celic, ki prehajajo v povrsinsko plast rozenice (1, 33, 34).
V primerih granularne, Reis-Biickler in Lattice distrofije tipa
1, ki zajamejo sprednje plasti roZenice, so znacilni skupki di-
strofi¢nega materiala. Globlje plasti strome in endotelna plast
so pri teh distrofijah brez morfoloskih sprememb (4, 35). Za
posteriorno polimorfno distrofijo so znacilne patoloske spre-
membe Descemetove membrane (36). Za endotelno Fuchso-
vo distrofijo so znacilne spremembe gutata, ki so posledica
izlockov bolezensko spremenjenih endotelijskih celic. Te spre-
membe opazimo tudi pri normalnem procesu staranja, izrazi-
teje so izrazene na obrobju rozenice (11). S KM vidimo te spre-
membe kot hipoodbojna okrogla podrocja, omejena s ple-
omorfno oblikovanimi endotelijskimi celicami razli¢nih veli-
kosti (37, 38).

Keratokonus

Keratokonus je nevnetna ektazija roZenice s patoloskimi spre-
membami v stromi rozenice. Z biomikroskopom vidimo zna-
¢ilno stanjSanje rozenice v centralnem delu in pre¢ne strije v
globljih plasteh strome (11). S KM vidimo v napredovalem
stadiju bolezni vzporedno potekajoce linije (strije) v stromi
rozenice, kot prikazujemo na sliki 4.

Degeneracije rozZenice

Degenerativnhe spremembe so posledica dolgotrajnega kro-
ni¢nega vnetja in dolgotrajnega delovanja toksinov na roze-
nico. V rozenici vidimo komaj opazne morfoloske spremem-
be, ki ne vplivajo na ostrino vida. S KM so videli epitelne
vkljucke (depozite) v rozenici po zdravljenju s Cordaronom
pri srénih aritmijah. Pri pasasti keratopatiji vidimo subepitel-
ne depozite kalcijevega fosfata na ravni Bowmanove mem-
brane. Degenerativne spremembe v stromi opazimo kot po-
daljske keratocitov, ki jih ni v zdravi roZenici. Znacilna je
vecja odbojnost fibroznega tkiva z odbojnimi zrni lipofusce-
ina (1).

Kirurski posegi v roZenici

S KM lahko primerjamo morfoloske spremem-
be rozenice pred in po kirurskem posegu. S
presaditvijo rozenice nadomestimo motno ro-
Zenico bolnika z rozenico umrlega dajalca. Pre-
gled s KM pogojuje tehniko operacije. S KM
vrednotimo, v kateri plasti je patologija, in se
odlo¢amo za penetrantno keratoplastiko, kjer
zamenjamo celotno debelino rozenice, ali pa
za lamelno keratoplastiko, kjer prejemniku
presadimo le povrhnje plasti roZenice. Po ope-
raciji s KM opazujemo vrascanje tkiva. Tako
lahko ¢im prej odkrijemo zgodnje in pozne po-
operativne zaplete, ki z navadnim mikrosko-
pom $e niso vidni (1).

V refraktivni kirurgiji spremenimo obliko ro-
zenice in s tem refrakcijo ocesa z laserjem ex-
cimer. Tako popravimo dalekovidnost, kratko-
vidnost ali astigmatizem. Gre za poseg v zdra-
vo rozenico. V svetu poteka veliko raziskav, ki
s KM proucujejo posledice tovrstnih operacij
in jih primerjajo med seboj. Ocenjujemo spremembe v epi-
telni plasti rozenice, opazujemo reakcijo keratocitov in okol-
nega stromalnega tkiva ter ponovno vrasc¢anje zivénih konci-
Cev (1, 4, 8, 10, 39-44). Na ta nacin bo mogoce kvalitativho
oceniti, katera tehnika refraktivnih operacij z laserjem exci-
mer je za rozenico najmanj skodljiva (1).

Merjenje gostote celic

S KM merimo gostoto celic v posameznih plasteh roZenice in
jih analiziramo. Gostoto celic od povrhnje epitelne preko ke-
ratocitov v stromi do notranje endotelne plasti so raziskovali
priljudeh (8,9, 18, 23) in pri poizkusnih zivalih (17, 45). Pred
uvedbo KM so lahko z zrcalnim mikroskopom kvantitativho
analizirali le epitelno in endotelno plast roZenice (6, 46, 47).
Gostota bazalnih epitelijskih celic in superficialnih epitelijskih
celic se s starostjo ne spreminja (9). V stromi rozenice je go-
stota keratocitov najvecja v sprednjih plasteh. Nato gostota
keratocitov upada proti zadajsnjim plastem rozenice in se ne-
koliko poveca tik pred Descemetovo membrano (17, 18). Po-
leg ze dokazanega upadanja stevila endotelijskih celic s stara-
njem so nekatere raziskave dokazale tudi sorazmerno upada-
nje gostote keratocitov (22, 23). Meritve gostote keratocitov s
KM in s histoloskim preparatom so primerljive, kar potrjuje
primernost konfokalne mikroskopije (23, 45). Gostoto kera-
tocitov so merili pri zdravih ljudeh (9, 18, 22, 23, 48), v bole-
zensko spremenjeni rozenici, in sicer keratokonusu (49), ter
priljudeh po operacijah v rozenici (8, 39, 50-54).

Frueh je primerjal gostoto keratocitov pred in po fotorefrak-
tivni keratektomiji (PRK) z laserjem excimer. V prvem in Cetr-
tem mesecu po operaciji je ugotovil statisti¢cno pomembno
povecanje Stevila keratocitov v sprednji plasti strome rozeni-
ce. Kasneje se je gostota keratocitov zmanjsala na normalo
(8). Ne vemo, kaj je vzrok za spremembo gostote keratocitov
po operaciji z laserjem excimer: razpad celic (55), celi¢na de-
litev (56) ali celi¢no premikanje (migracija«) (40, 41). Takoj
po operaciji z laserjem excimer so jedra keratocitov dvakrat
vedja in taka ostanejo tudi Se eno leto po operaciji (39). Povi-
Sanje gostote keratocitov po refraktivni operaciji sovpada z
vecjo reflektivnostjo subepitelne brazgotine in klini¢nim po-
javom prehodne meglice (vhaze«) v rozenici. Keratociti so lah-
ko odgovorni za ta pojav (57). Gostota keratocitov se poveca
le v sprednji plasti strome roZenice. V srednjem in zadnjem
delu strome roZenice se ne spremeni, nespremenjena ostane
tudi gostota endotelijskih celic (8).

Pri operaciji presaditve rozenice je veliko raziskav, ki so v po-
operativhem obdobju dokazale upadanje stevila endotelnih
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celic (53). V zadnjem casu pa se z uporabo konfokalnega mi-
kroskopalahko in vivo raziskuje tudi vloga keratocitov v stro-
mi rozenice po operaciji presaditve. V 36 transplantiranih ro-
zenicah, kjer je bila narejena penetrantna keratoplastika, so
dolocali gostoto keratocitov v obdobju 1 meseca do 20 let po
operaciji. Prisli so do zanimivih rezultatov: stevilo keratoci-
tov/mm?v centralnem delu je po operaciji ostalo nespreme-
njeno (p = 0,68), medtem ko je Stevilo keratocitov pri kontrol-
niskupini normalnih rozenic upadalo s staranjem (p <0,001).
Po drugi strani pa se je gostota celic (keratociti/mm?) v trans-
plantiranih rozenicah v pooperativhem obdobju zmanjsala
(53). V isti raziskavi so podrobno sledili 5 transplantiranim
rozenicam v zgodnjem pooperativhem obdobju in opisovali
»aktivirane keratocite« (53). Te so opazili tudi v transplantira-
nih rozenicah, kjer je bila prisotna pozna endotelna zavrnit-
vena reakcija (56). Na Ocesni kliniki smo analizirali gostoto
keratocitov in povrsino njihovih jeder v rozenicah po pene-
trantni keratoplastiki. Skupino 20 transplantiranih rozenic (sta-
rost rozenice dajalca 4 do 71 let) smo primerjali s starostno
primerljivo skupino 24 zdravih rozenic. Upostevali smo do
sedaj objavljene raziskave v zdravih rozenicah ljudi, ki so po-
trdile upadanje gostote keratocitov s staranjem (22, 23). Ob-
dobje po operaciji je bilo 8 do 77 mesecev. V primerjalni raz-
iskavi smo dokazali, da presaditev roZenice ne vpliva na go-
stoto keratocitov in povrsino njihovih jeder v centralnem de-
lu presajene rozenice. Pri bolnikih po presaditvi rozenice pa
smo dokazali, da starost dajalca ob odvzemu roZenice za pre-
saditev vpliva na povecanje povrsine jeder keratocitov samo
v zadnji plasti strome rozenice (50). Se vedno ni natan¢no
pojasnjeno, ali keratociti v transplantirani rozenici nastajajo z
delitvijo obstojecih ali pa gre morda za potovanje keratocitov
iz periferije (58).

Zakljucki
Sklepamo, da je konfokalna mikroskopija zelo uporabna ne-
invazivna preiskovalna metoda, s katero natan¢no pregledu-
jemo celi¢ne procese v zivem tkivu in situ. Sprejemljiva je ta-
ko s strani preiskovanca kot zdravnika. S KM sledimo patolo-
skim spremembam v tkivu ter uspesnosti medikamentnega
in kirur§kega zdravljenja. Konfokalna mikroskopija je prispe-
vala k raziskovanju celjenja rozenice po poskodbah in kirur-
skih posegih sprednjega segmenta ocesa.

Konfokalno mikroskopijo uporabljamo le v najvecjih klinic-
nih centrih. Pri analiziranju posnetkov rozeni¢nega tkiva e
vedno naletimo na nepojasnjene spremembe, pri katerih se
lahko vprasamo, kaj je zdravo in kaj je patolosko. Pred krat-
kim so bile opisane patoloske spremembe v rozenici pri raz-
licnih redkejsih boleznih (59-61). Pocasi odkrivamo popol-
noma nove in doslej neznane mikroskopske spremembe, ki
so morda zacetne faze $e neznanih bolezni rozenice. Z zelo
izpopolnjeno diagnosti¢no preiskavo diagnosticiramo pato-
logijo rozenice v zac¢etnem stadiju bolezni, kjer klini¢na slika
e ni znacilna. Razvoj konfokalne mikroskopije obeta, da bo-
mo in vivo lahko pregledovali tudi globlje dele ocesa.
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