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Konfokdalna mikroskopia — novy pohlad do nasej koze

Confocal microscopy — a new insight into our skin
Hegyi, J.

Sahrn

Liecba bola po starocia spojena s bolestivymi zakrokmi. O to intenzivnejSia je snaha modernej mediciny liecit
a vysetrovat’ neinvazivne a nebolestivo. Tento trend je viditelny vo vSetkych odboroch mediciny a dermatologia je
jednym z priekopnikov. V snahe ziskat’" hodnoverné vysledky a nemusiet’ pri tom invazivne vySetrovat pacienta sa
zacalo v dermatovenerologii pouzivat stale viac a viac poznatkov optiky a analyzy obrazu. Tieto metody sa ukazali byt
ideélne pre odbor, v ktorom je zrak hlavny diagnosticky nastroj. Pre povodny nedostatok uzko Specializovanych zariadeni
a pocitacovych programov sa prickopnici obratili na astronomiu, kde sa metody digitalneho zberu a analyzy obrazu uz
dlhsiu dobu vyuzivali a okrem toho bola pozorovana urcita korelacia medzi snimanymi obrazmi obidvoch odborov.
V stcasnej dobe uz existuju viaceré zariadenia a metody, ktoré su Specializované na vyuzitie v dermatovenerologii na
zobrazovanie koze, sliznic, vlasov a nechtov. Je to aj vd’aka dostupnosti tychto novych technologii, dostupnosti vykonnych
pocitacovych systémov, ako aj ostatnych Specificky orientovanych nastrojov, bez ktorych by sa takéto technologie dali len
tazko uplatnit’ v praxi.

Vyuzivanie zobrazovacich postupov na zlepSenie manazmentu koznych choréb moéze byt pre dermatovenerologov
novotou, pretoze vicsinou sa diagnostika a liecba zameriavala na vizualne vySetrenie pacienta, niekedy doplnené
diagnostickou biopsiou z chorobného loziska.
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Abstract

For centuries, medical treatment was associated with painful procedures. That is why in modern medicine there is an
intensive effort to treat and investigate in a non-invasive and painless way. This trend is visible in all fields of medicine,
and dermatology is one of the pioneers. The effort to obtain reliable results without using invasive methods started in fact
in dermatovenerology. This field has used more and more knowledge of optics and image analysis, which have proved
to be ideal for the field in which the principal diagnostic tool is sight. In order to handle the initial lack of highly specialized
equipment and computer programs the pioneers turned astronomy where the methods of collection and analysis of digital
images have been used for a long time and, moreover, a certain correlation has been observed between the scanned images
of both disciplines.

At present there are already a number of devices and methods that are specialized for use in dermetovenerology for the
purpose of viewing skin, mucous membranes, hair and nails. It is also thanks to the availability of these new technologies
and the availability of powerful computer systems, as well as other specifically based instruments, without which such
technologies could hardly be applied in practice.
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Princip konfokalnej mikroskopie je znamy uz vySe
pitdesiat rokov a jeho prvy prototyp bol zostrojeny
1957. Projekt
neuspechom, pretoze Minsky nenaSiel pre svoj pristroj

Marvinom Minskym v roku skon¢il

adekvatny svetelny zdroj. Tento fakt pozastavil
vyvoj konfokalnej mikroskopie az do polovice
Sestdesiatych rokov, kedy na lekarskej fakulte UK

v Plzni zostrojili a patentovali Hadravsky a Petran konfokalny
mikroskop na principe Nipkowovho kottca. I ked’ mikroskop
v tejto konfigurécii nedosiahol §iroké vyuzitie, boli pomocou
neho ziskané prvé ostré uzke optické rezy hrubou vzorkou
[1,2].

Konfokalnymikroskopnarozdiel odklasickejmikroskopie
vyuziva bodové osvetlenie a bodovu clonu roznej velkosti
v opticky konjugovanej rovine pred snimacom. Pomocou
tejto metddy je konfokalny mikroskop schopny eliminovat
signal dopadajuci z neostrej roviny nad a pod zaostrenou
vrstvou (Schéma 1). Oznacenie ,,konfokalny* vychadza prave
ztejtokonfiguracie. Snimac konfokalneho mikroskopu dokaze
pri spravnom zaostreni snimat’ odraz alebo fluorescenciu len
z vel'mi uzkeho okolia fokalnej roviny. V praxi to znamena,
ze sme schopni pomocou tohto usporiadania optickej osi
ostro a selektivne pozorovat’ aj Struktiry zanorené vo vzorke.
Pri klasickej konfokalnej mikroskopii je v jednom momente
snimana len jedna rovina.
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Schéma 1 ¢ Znazornenie ¢asti konfokalneho mikroskopu

Obmedzenia konfokalnej mikroskopie

Konfokalna mikroskopia ma vsak aj svoje nevyhody
a hranice. Vyuzitie konfiguracie s variabilnou bodovou
clonou vyrazne znizuje intenzitu signalu dopadajuceho
na detektor, ¢o vyzaduje dlhé expoziéné Casy. Druhym
obmedzenim konfokélnej mikroskopie je hibka penetracie
pouzitého svetelného zdroja. Sucasna technickd uroven
nam sice dava k dispozicii aj silnejSie svetelné zdroje
so schopnostou penetrovat’ hlbsie do skimaného preparatu,
ale vykon takéhoto zdroja uz mdze poskodit’ biologické
systémy, a tym sa stava prakticky nepouzitelnym.

Konfokalny obraz

Kazda diagnostickd metoda ma svoje $pecifika a nie je
tomu inak ani pri konfokalnej mikroskopii. Uz desatrocia sa
povazuje za Standard mikroskopického zobrazovania tkaniva
lateralny histopatologicky rez. Obdobne je tomu aj pri inych
zobrazovacich metodach, ako napriklad vysokofrekven¢na
ultrasonografia alebo opticka koherentna tomografia. Tieto
metody pracuju tiez so zobrazenim v lateralnej rovine, a preto
boli pohotovejsie prijaté odbornou verejnostou. V pripade
vysokofrekvenénej ultrasonografie sa stali neodlucitelnou
sucastou diagnostiky (predoperaéné meranie hrabky
kozného nadoru — Breslow). Pri konfokalnej mikroskopii sa
vsak stretavame s takzvanym en face zobrazenim (Obr. 1).

Zobrazenie en face znamena, ze obraz vidime
v horizontalnych rovinach a vd’aka konstrukcii mikroskopu
prenikdme postupne do hibky odhalovanim jednotlivych
horizontalnych vrstiev.

Hruabka jednotlivych vrstiev sa postupne znizila natol’ko,
ze momentalne dokaZzeme zobrazit’ vrstvu tensiu ako 5 pm.
Tato vertikalna rozliSovacia schopnost’ spojena s lateralnou
rozliSovacou schopnostou mensou ako 1,5 um uz umoziuje
snimanie tkaniva na subcelularnej urovni, avSak v rovine

posunutej o 900 oproti Standardnému histologickému rezu.
Z toho doévodu je potrebné poznat’ tvar jednotlivych Struktur
Vv en face zobrazeni.
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Obr. 1 ¢ Zobrazenie en face snimania koze konfokalnym
mikroskopom (schéma: autor)

Konfokalna mikroskopia ma este jedno Specifikum. Vsetky
Struktlry su zobrazené ¢iernobielo, respektive na Ciernobielej
osi, na zéklade intenzity a vinovej dizky odrazu pouzitého
elektromagnetického Zziarenia. Tejto vlastnosti sa hovori
refraktérnost’. VécSina komercne dostupnych reflekénych
konfokalnych mikroskopov pouzivanych v medicine na
neinvazivnu diagnostiku vyuziva laserovy lu¢ o nizkom
vykone (trieda 1M) do 36 mW a vinovu dizku v rozpiti od
430 do 850 nm. NajbeznejSie pouzivané pristroje pracuju
s vinovou dizkou 830 nm. Pri tychto charakteristikich
vykazuju tri latky v kozi vysoky index odrazu (vysoku
refraktérnost’) a zobrazuju sa ako biele alebo svetlo Sedé.
Jedna sa o keratin, melanin a kolagén. Iné latky v kozi budu
mat naopak nizky index odrazu (nizku refraktérnost’) a skor
¢iernu alebo tmavosedu farbu. Prave vznikajuci kontrast
dokazeme zobrazit' a spolu s nim aj jednotlivé Struktury
v kozi.

Konfokalne znaky fyziologickej koze

Ked snimame fyziologickii l'udska kozu, narazime
na opakujice sa znaky, ktoré zodpovedaju jednotlivym
anatomickym vrstvam a Struktoram. Prva vrstva, ktora
sa pri snimani zobrazi, je stratum corneum. Pomocou
konfokalnej mikroskopie je do urcitej miery mozné odlisit’
aj jednotlivé korneocyty v stratum disjunctum, ktoré
sa zobrazia ako volne plavajuce polygonalne Struktury
v médiu s bielym reflektujicim lemom. Stratum conjunctum
vykazuje kvoli vicsej hrubke intenzivny biely odraz
(Obr. 2). Struktara stratum corneum pripomina pohl'ad na
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hornaty terén, v ktorom dominuju vyvysené oblasti striedajuce
sa s depresiami (takzvany znak ,,Hills and valleys*). Priblizne
po 20 um ustipi stratum corneum a zobrazi sa stratum
granulosum. Prave pri stratum granulosum je markantny
rozdiel medzi konfokdlnym a histologickym obrazom.
V lateralnom, histologickom, zobrazeni sa bunky stratum
granulosum javia byt uzke, husto usporiadané Struktiry.
V konfokalnom, horizontalnom en face zobrazeni maja
polygonalny tvar od 15 um do 20 um v priemere, s tmavym
nerefraktérnym jadrom a tenkou refraktérnou cytoplazmou
(Obr. 3). Struktirou pripomina stratum granulosum véeli
plast (tzv. ,,honeycombed pattern®).

Obr. 2 + Konfokalny obraz stratum corneum s viditelnym
znakom ,,Hills and valleys™ (oznacené Sipkou) a vyvodom
ekrinnej zl'azy (foto: autor) (500 x 500 um)

Obr. 3 « Konfokalny obraz stratum granulosum s viditenou
charakteristickou $truktirou véelieho plastu (foto: autor)
(500 x 500 pm)

Pri posune snimanej roviny do hibky o priblizne 15 pm
sa zacne postupne prelinavo zobrazovat’ stratum spinosum.
Aj tato vrstva je tvorena polygonalnymi bunkami s tmavym
nerefraktérnym jadrom a tenkou refraktérnou cytoplazmou,
avSak rozmer jednotlivych keratinocytov je mensi ako pri

stratum granulosum. Prave kvoli podobnosti spominanych
dvoch vrstiev v konfokalnom zobrazeni sa daju lahko
zamenit. Okrem rozmeru buniek je d’al§im rozdielom hrubka
stratum spinosum, ktora byva na zaklade lokalizacie snimania
nickol’kondsobne vicésia ako pri stratum granulosum.

Postupnym zanorovanim sa do hlbsich vrstiev sa nam
v stratum spinosum za¢nu objavovat’ rozne vel'ké ostrovéeky
vysokorefraktérnych buniek. Jedna sa o vrcholy dermalnych
papil (Obr. 4). Vysokorefraktérne bunky predstavuju
melanocyty nachadzajice sa na bazalnej membrane. Pri
d’alsom posune do hibky sa jednotlivé ostrovéeky zmenia na
vysokorefraktérne prstence predstavujuce bazalnu membranu
a centralne ulozené nizko refraktérne kapilarny lumen
a papilarnu dermis. Ked’Ze obraz je snimany kontinualne
v tzv. ,realtime” rezime, budi sa v kapilarnom lumene
zobrazovat jednotlivé bunky krvného obehu (erytrocyty
a leukocyty) (Obr. 5).

Obr. 4 - Konfokalny obraz stratum spinosum s vidi-

telnymi  vrchmi dermalnych papil (oznafené Sipkou)
a  vysokorefraktérnymi bunkami (foto: autor)
(500 x 500 pm)

Obr.
refraktérnymi prstencami bazéalnej membrany a centralne
uloZenymi kapilarami (foto: autor) (500 x 500 pm)

5 « Konfokalny obraz stratum spinosum s vysoko-
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Po prekroceni bazalnej membrany sa reflektovany signal
zaéne postupne stracat’ kvoli hibke a nizkemu vykonu lasera.
Z toho dovodu je laserovy refraktérny konfokalny mikroskop
pri penetracii do dermis schopny zobrazit' len vysoko
refraktérny kolagén.

Okremjednotlivych vrstievkoze sme schopnikonfokalnou
mikroskopiou zobrazit’ aj niektoré adnexa. Dobrym prikladom
su vyvody ekrinnych zliaz s charakteristickou skrutkovitou
Strukturou a relativne vysokym refraktérnym indexom. Dobre
pozorovatel'né su aj vlasy, ochlpenie a tistie pilosebace6zneho
komplexu s charakteristickym cirkularnym usporiadanim
buniek ostia. Urcitym obmedzenim pri snimani koze je
anatomicka Struktira epidermy na dlaniach a stupajach.
Vzhl'adom na hrabku stratum corneum a pritomnost’ stratum
lucidum nedokazeme zobrazit' v tychto lokalizaciach celu
epidermis bez pouzitia silnejSieho laserového zdroja, ktory
by vSak mohol poskodit’ snimané tkanivo. Niektoré moderné
konfokalne mikroskopy dovol'uju popri snimani v zakladnom
zvacsovacomrezime aj digitalne zvacsenie (tzv. ,,digital zoom
enhancement®), pomocou ktorého sme schopni na bazalnej
membrane rozoznat' jednotlivé dendrity melanocytov,
transportujuce melanozémy do cielovych keratinocytov.

Sucasny stav vyskumu

Melanocytarne lézie

Jedna z prvych oblasti v dermatoldgii, kde sa zacala
konfokalna mikroskopia vyuzivat, bola onkologia. I ked’
Standardom v neinvazivnej diagnostike pigmentovanych
koznych 1ézii sa stala dermatoskopia, nie vzdy je tato metoda
schopna spravne diagnostikovat’ suspektné lozisko.

-

Obr. 6 * Konfokalny obraz pagetoidného rozptylu buniek
v melanome (foto: autor) (500 x 500 pum)

Konfokalna mikroskopia vdaka svojej neinvazivite
a dostato¢nej hibke snimania sa javila byt idealnym
dopliovacim vysetrenim. V stcasnej dobe su definované
dva hlavné znaky a Styri vedlajSie znaky charakterizujuce
maligne zvrhnutie. Najmarkantnejsie s viditeI'na dysplazia
buniek epidermy a papilarnej dermis (,,Pagetoid spread)
a alteracia viditelného melaninového prstenca papily
(Obr. 6) [2, 3].

Nemelanémové kozné nadory

Druhym S§irokym polom, v ktorom na$la konfokalna
mikroskopia vyuzitie, je diagnostika nemelanomovych
nadorov koze. Vyskum a prax sa intenzivnejSie priklana
k problematike bazocelularneho karcinomu, a to pre jeho
jednoznacny klinicky a konfokalny obraz (polarizacia
buniek epidermis, viditeI'né bazaloidné granuly, horizontalna
neovaskularizacia) (Obr. 7).

f
E
Obr. 7 « Konfokalny obraz bazaloidnych grantll (oznacené
sipkou) a kolagénovych vlakien v bazocelularnom karcinéme
(foto: autor) (500 x 500 pm)

Aktinické keratdzy a spinocelularny karcindbm su sice
diagnostikovatel'né konfokalnym mikroskopom (dysplastické
bunky v epidermis, horizontdlna neovaskularizécia,
parakeratoza, hyperkeratoza ), ale diferenciacia medzi nimi
je ¢asto mozna len na zaklade klinického obrazu. Pri tejto
sirokej skupine nadorov sa prave kvoli relativne lahkej
klinickej diagnostike vyuziva konfokalna mikroskopia
v prvom rade na demarkaciu tumoru, respektive urcenie
uspesnosti roznych foriem neinvazivnej terapie [4,5].
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Ochorenia koZe spojené so zapalom

Jedna sa o relativne Siroku skupinu diagnéz, pri ktorych
sme schopni diagnostikovat zapal, respektive zobrazit
zapalové bunky v epiderme (Langerhansenove bunky,
neutrofily).

Rosacea, acne wvulgaris, pemphigus foliaceus, lupus
erythematosus st priklady diagnéz, pri ktorych bola
konfokalna mikroskopia pouzitd za ucelom diagnostiky
alebo kontroly dynamiky ochorenia pocas terapie (Obr. 8).
Vel'mi Specifické miesto v tejto skupine ma diferencidlna
diagnostika alergickej a iritatnej kontaktnej dermatitidy.
Pomocou konfokalnej mikroskopie je taktiez mozné
s vysokou mierou presnosti urcit’ pozitivitu epikutannych
testov uz po 48 hodinach [6, 7].

Obr. 8 « Konfokalny obraz zapalu s vidite'nou dendritickou
bunkou (oznacené Sipkou) a zépalovym infiltrdtom v okoli
folikulu (foto: autor) (500 x 500 pm)

Popaleniny, poleptaniny a transplantaty

V pripade popalenin je tloha konfokalnej mikroskopie
orientovana hlavne na detekciu mikrocirkuldcie v papildch
postihnutej koze. Na tito tému bolo publikovanych mnozstvo
studii, poukazujicich na vyrazni korelaciu medzi mierou
cirkulacie a prognézou hojenia. Uréité zakladné kroky boli
tiez vykonané v oblasti monitorovania miery odhojenia
transplantatov pri réznych formach adjuvantnej podpornej
liecby. V kazdom pripade bola hodnotena hlavne pritomnost’
alebo nepritomnost’ cirkulacie v papilarnych kapilarach.
Celkovo je problematika
popalenin a transplantatov relativne neprebadand vzhl'adom

konfokalneho zobrazovania

na obmedzené moznosti vyuzitia [8].

Jazvy

Konfokalna metoda zohrava sice v sucCasnosti len
experimentalnu, ale kI'ai¢ovia ulohu pri diagnostike hojacich
sa jaziev a ich moznej transformécie z normotrofickej formy
do formy hypertrofickej, pripadne do keloidu. Diagnostika
je sice moznd aj na zaklade klinického obrazu, avSak
pomocou konfokalnej mikroskopie vieme urcit’ prakticky
hned’ po reepitelizacii, ktorym smerom bude hojace sa
tkanivo progredovat’. Pre hypertroficku jazvu a aj pre keloid
su Specifické rovnobezne usporiadané snopce kolagénu
a keratinocytov, na rozdiel od eutrofického, nahodného
usporiadania kolagénu bez zndmok buniek (Obr. 9, 10) [9].

Obr. 9 - Eutroficka jazva (foto: autor) (500 x 500 pm)

Obr. 10 - Hypertrofickd jazva (foto: autor) (500 x 500 um)
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Korektivna dermatoldgia

Photoaging

Prva neinvazivna metdda, schopna rozoznat' solarne
poskodenu koZzu, bola vysokofrekvenéna mikroskopia
(,,subepidermal low echogenic band“ - SLEB) [10].
Konfokalna mikroskopia dokaze uréit niekolko faktorov
poskodenia (zvySenie hribky epidermy, hypertrofia buniek
stratum granulosum, stencenie stratum basale a zniZenie
mnozstva dermalnych papil). V poslednych piatich rokoch
bolo publikovanych niekol’ko s$tudii, ktoré sledovali
konfokalne parametre starnutia koze pred a po nich
rejuvena¢nymi zakrokmi [11, 12].

Poruchy pigmentacie

Zmeny pigmentacie su vzhladom na lokalizaciu
melanocytov primarne v epidermis I'ahko diagnostikovatel'né
(nepritomnost’ melaninového prstenca papily, semicirkularne
prstence, pritomnost len jednotlivych aktivovanych
melanocytov).

Obr.

11 + Konfokalny obraz vitiliga so znamkami re-
pigmentacie (vysoko refraktérne body na papilarnych
prstencoch oznacené Sipkou) (foto: autor) (500 x 500 pm)
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