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Neinvazivni optické metody k posouzeni mikrocirkulace
v experimentu a klinické praxi — Orthogonal polarization
spectral (OPS) imaging a Sidestream dark-field (SDF)
imaging
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Souhrn

Mikrocirkulace ma za fyziologickych i patofyziologickych okolnosti kli€ovou tlohu v interakcich mezi krvi
a tkanémi. Pfes prokazanou zasadni roli v patofyziologii a vyvoji fady akutnich i chronickych onemocnéni
véetné hypertenze, diabetu ¢i sepse jsou nase moznosti pfimé vizualizace a rychlého funkéniho vyhodno-
ceni mikrocirkulacni sité v realné klinické praxi velmi omezené. Orthogonal polarization spectral (OPS)
imaging a vyvojoveé jesté vylepSena metoda Sidestream dark-field (SDF) imaging jsou relativné nové optic-
ké neinvazivni technologie inkorporované do lehce ovladatelné pfiruéni sondy s moznosti vySetrit a vizu-
alizovat mikrocirkulaci slizniénich povrchi véetné podjazykové krajiny u ¢lovéka. Principy obou metod,
vysledky validacnich studii, soucasné moznosti vyuziti v experimentu a v klinické praxi véetné vyhod
a technickych omezeni jsou probirany v této praci.

Klicova slova: mikrocirkulace — orthogonal polarization spectral imaging (OPS) — sidestream dark-field
imaging (SDF)

Abstract

Non-invasive optical methods for microcirculatory assessment in experiment and in clinical prac-
tice: Orthogonal polarization spectral (OPS) imaging and Sidestream dark-field (SDF) imaging

Microcirculation plays an essential role in the interaction between the blood and target tissues. Despite its
evident importance in the pathophysiology and development of humerous acute and chronic diseases
such as hypertension, diabetes or sepsis, currently available methods allowing direct visualization of the
microcirculatory network and its assessment in clinical practice are very limited. Orthogonal polarization
spectral (OPS) imaging and its improved successor Sidestream dark-field (SDF) imaging are relatively new
optical non-invasive technologies incorporated in a hand-held examination probe for visualization of the
mucosal surface microcirculation including the human sublingual area. The basic principles of these me-
thods, an appraisal of the validation studies, the current options of experimental and clinical applications
and the advantages and technical limitations of the methods are discussed in this review.

Key words: microcirculation — orthogonal polarization spectral (OPS) imaging — sidestream dark-field
(SDF) imaging
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dem na nové objevy patofyziologickych principl na

Uvod

Mikrocirkulace ma kliovou ulohu v interakci mezi
krvi a tkinémi, a to jak za fyziologickych, tak za pato-
logickych stavi. Moznost vizualizovat a analyzovat
prutok krve na drovni mikrocirkulace mize byt je-
dine¢nou prilezitosti ke studiu vyvoje rlznych one-
mocnéni na mikrocirkulacni Grovni [1]. | pres zasadni
roli mikrocirkulace v patofyziologii rady zavaznych
onemocnéni véetné sepse a multiorganového sel-
hani [2-4] jsou metody pfimé vizualizace a kvantita-
tivniho vyhodnoceni mikrocirkulacni sité — zejména
v klinické praxi — velmi omezené. Usili pfimo monito-
rovat mikrohemodynamiku je stéle vétsi, a to s ohle-

molekularni Urovni. Zakladni metodou pro zobrazeni
mikrocirkulace je intravitalni mikroskopie (IVM),
nicméné nezbytnost pouziti fluorescencéniho barviva
a velikost instrumentéaria omezuije jeji uziti pouze pro
experimentalni prace.

Kapilarni mikroskopie, respektive videomikro-
skopie nehtového l0Zka byla fadu let jedinou dostup-
nou metodou pro posouzeni mikrocirkulace na
mikroskopické Urovni u ¢lovéka in vivo. Pouziti této
techniky je limitovano pfedevdim na povrch kilze,
nehtové l0zko ¢&i sliznici rtu [5]. Mikrocirkulace
nehtového luzka je velmi citlivd na zmény vnéjsi
teploty [6]. Bylo téZz pozorovano snizeni prutoku
mikrocirkulaci u normotenznich febrilnich pacientd
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[7], proto zejména u kriticky
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laci v kizi, ve svalu, v gas-
trické a jejunalni sliznici
[8-10]. Metoda je ¢astecné
limitovana méfenim pru-
meérnych rychlosti v defino-
vaném tkanovém objemu,
coz nemusi vzdy reflektovat
heterogenitu krevniho prutoku mikrocirkulaci jako
hlavni charakteristiky zjisténé v experimentalnich
studiich.

Orthogonal polarization spectral (OPS) imaging
a dale vyvinuta metoda sidestream dark-field (SDF)
imaging jsou relativné nové neinvazivni optické tech-
nologie pro vizualizaci a vyhodnoceni stavu mikro-
cirkulace u ¢lovéka. Principy, validac¢ni studie, vyho-
dy, zndma omezeni a soufasné vyuziti v klinické
praxi jsou probirany déle.

polarizatorem.

Principy OPS a SDF imaging

Technologie OPS imaging byla vyvinuta v Cyto-
metrics, Inc. (Philadelphia, PA, USA) se zdmérem
sestavit videomikroskop umoziujici vytvorit vysoce
kontrastni obraz mikrocirkulace v odrazeném svétle
[11]. Konvencni reflekni zobrazovani (CRI) neu-
moznuje vznik vysoce kontrastniho obrazu v disled-
ku mnohoéetného rozptylu svétla na povrchu. Tento
jev je eliminovan technikou OPS, kdy linearné polari-
zované svétlo prochazi pres déli¢ paprsku a dopada
na povrch tkané. Vétsina odrazeného svétla zustava
polarizovana, a neprochazi tak ortogonalné situo-
vanym druhym polarizatorem — analyzatorem, tudiz
se nepodili na tvorbé obrazu. Svétlo, které prochazi
do hloubky tkané, kde dochazi k viceéetnému rozpty-
lu, je depolarizovano a mUlze tedy projit druhym
polarizatorem a vytvorit obraz na pozadi (obr. 1).
K dosazeni optimalniho obrazu mikrocirkulace byla
zvolena vinova délka emitovaného svétla 548 nm, pri
které je maximum absorpce rovhomérné rozdéleno
mezi oxy- a deoxyhemoglobin. Dva fyzikalni jevy se
tak podileji na vzniku obrazu v odrazeném svétle:
absorpce nezbytna pro dostatecny kontrast a rozptyl
nezbytny k formovani obrazu na pozadi (iluminaci)
[12]. Tak dochéazi pfimo k vizualizaci krevnich cév
mikrocirkulace metodou OPS imaging.

Lehce odliSny je princip dal$i citlivéj$i optické
metody — Sidestream dark-field (SDF) imaging. Diody

Obr. 1. Orthogonal polarization spectral (OPS) imaging — optické schéma

(1) Vychozi polarizované svétlo je vysilano k cilové tkani prostfednictvim délice paprsku (2).
Depolarizované rozptylené svétlo prochazi ortogonalnim polarizatorem (analyzatorem) (3)
a dopada na CCD videokameru. (4) Odrazené polarizované svétlo je eliminovano ortogonalnim

(6) VIDEOKAMERA

|_+— SVETELNEHO VODICE

(5) ZVETSOVACI
| _— GOCKY

ﬁ (4) CENTRALN( GAST

(2) LEDs 540 + 50 nm

(1) ZELENE
SVETLO

MIKROCIRKULACE TKANE

Obr. 2. Sidestream dark-field imaging (SDF) — optické schéma
(1) Zelené svétlo je emitovano smérem k cilové tkani (2) perifer-
nimi 540 + 50 nm svétlo emitujicimi diodami (LEDs — light-emit-
ting diodes) usporadanymi do kruhu na konci svételného vodice.
Mikrocirkulace je pfimo osvétlena a prosvicena ze strany
zelenym svétlem absorbovanym molekulami hemoglobinu v ery-
trocytech, jez pozorujeme jako (3) tmavé pohybujici se bunky.
Zobrazovaci centralni ¢ast svétlovodného kanalu (4) je opticky
izolovana od LEDs. ZvétSovaci ¢ocka (5) promitd obraz na
kameru (6).

(LED) emitujici zelené svétlo (540 + 50 nm) jsou
usporadany do kruhu na konci optické sondy. Toto
svétlo primo osvétluje tkanovou mikrocirkulaci. Zdroj
svétla je opticky izolovan od jadra optické sondy, kde
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Obr. 3. Schéma stabiliza¢niho a fixaného ramene pro SDF sondu
(1) Flexibilni rameno umoznujici horizontalni, vertikalni a rotaéni
pohyby zakon&ené specialnim adaptérem s (2) mikroposuvnym
Sroubem zaji$tujicim pohyb SDF sondy (3) a MicroScan ¢ocky
(4) v rozmezi | mm k cilové tkani (5).

prochéazi svétlo emitované zpét tkani (obr. 2). Tech-
nologie SDF proto poskytuje zobrazeni mikrocirku-
lace s vétSim rozliSenim a kontrastem [13]. Tak je
mozno zietelné pozorovat pohybujici se erytrocyty
a obraz analytickym softwarem vyhodnotit. SDF son-
da je kryta plastovou vymeénitelnou sterilni ¢ockou,
sondou je mozno vySetrovat pfimo drzenim v ruce
nebo Iépe prostrednictvim nastavitelného fixatoru
s flexibilnim ramenem (obr. 3).

Valida¢ni studie

Prvni klinické studie mikrocirkulace metodami OPS
a SDF imaging ukézaly znaCny potenciél a Siroké
spektrum mozného vyuziti obou technik za fyziolo-
gickych i patologickych stavi s dopadem na diagnos-
tiku, 1éCbu ¢i hodnoceni progndzy nemocného. Bylo
proto vyvinuto velké Usili ovérit validitu OPS imaging
pro ruzné klinické Gcely. Principem vétsiny valida¢nich
studii je porovnat vysledky méreni intravitalni
mikroskopii (IVM) a metodou OPS v experimentu na
zvireti, kde IVM je povazovana za zlaty standard pro
vyhodnoceni zékladnich mikrocirkulacnich parametr(
[12, 14-21]. Valida¢nich studii z klinické praxe je
z vy$e uvedenych divodi mnohem méné [22].

Zakladni validacni experimentalni studie byla
provedena na vysoce standardizovaném modelu
dorzalni kozni rasy krecka [23]. Validace OPS tech-
niky (CYTOSCANTM A/R) proti standardni fluores-
cencni videomikroskopii byla provedena prostred-
nictvim &ty zakladnich mikrocirkulaénich parametrd:
1. FCD (Functional Capillary Density) definovana

jako celkova délka perfundovanych kapilar na jed-

notku plochy (cm/cm2),
2. pramér arteriol,
3. pramér venul,
4. rychlost toku erytrocytl ve venulach.

Hodnota FCD je parametrem tkanové perfuze
a neprimym indikatorem dodavky kysliku [24] a je

—o—

hlavnim parametrem pouzivanym v klinické praxi. PFi
srovnani hodnot ziskanych pri IVM a OPS imaging
Bland-Altman analyzou nebyl statisticky vyznamny
rozdil u zadného z méfenych parametrd. Obdobné va-
lidacni studie byly Uspésné provedeny na modelu
ischemicko-reperfuzniho poskozeni svalu [24]. DalSi
valida¢ni studie byly uskute¢nény u mysi na modelu m.
cremaster, kozni rasy a na modelu tlustého streva bez
néalezu statisticky vyznamného rozdilu mezi mérenymi
parametry [17]. Validace metody OPS probéhla také
v oblasti solidnich organl, predev§im na modelu
ischemicko-reperfuzniho poskozeni jater potkana a na
pankreatu [18, 19]. Validita metodiky OPS byla také
provérena pri hemodiluci v Sirokém rozmezi hodnot
hematokritu, pri¢emz nebyl shledan rozdil mezi tech-
nikami IVM a OPS. V posledni dobé byla provedena
i studie u septického prasete na subligualni sliznici,
ktera je nejcastejSim mistem pouziti OPS v klinice [25].
OPS imaging spolehlivé prokazalo zmény FCD
a krevniho pratoku v pribéhu modelu septického Soku
u prasete, podobna studie hodnotila mikrocirkulaci klk(
u prasete prostrednictvim ileostomie [20]. llustrativni
zobrazeni mikrocirkulace svalové tkané potkana,
serézniho povrchu ilea potkana a mikrocirkulace kik(
sliznice ilea u prasete jsou na obrazcich 4A, 4B a 5.
Humanni validaCni studie jsou omezeny na do-
stupné slizni¢ni povrchy, popf. na povrchy nékterych
organll v perioperatnim obdobi, IVM nemlze byt
vyuzita z duvodu toxicity fluorescenénich latek.
U c¢lovéka byla srovnana konvenéni kapilarni
mikroskopie nehtového lizka a OPS imaging
u zdravych dobrovolniki v klidu a po venostaze [22].

Obr. 4 A, B SDF zobrazeni mikrocirkulace ¢tyrhlavého svalu ste-
henniho a ser6zniho povrchu ilea u potkana

A) Sidestream dark-field (SDF) zobrazeni mikrocirkulace na
povrchu cCtyrhlavého svalu stehenniho u potkana. ZvétSeni:
objektiv 5krat, vysledné 325krat.

B) Sidestream dark-field (SDF) zobrazeni serdzniho povrchu ilea
u potkana. Zvétéeni: objektiv 5krat, vysledné 325krat.
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Obr. 5. SDF zobrazeni mikrocirkulace sliznice ilea u prasete
Sidestream dark-field (SDF) zobrazeni mikrocirkulace sliznice
ilea u prasete. ZvétSeni: objektiv 5krat, vysledné 325krat.

Obr. 6. SDF zobrazeni sublingualni mikrocirkulace zdravého
Clovéka
Sidestream dark-field (SDF) zobrazeni sublingualni mikrocirku-
lace zdravého clovéka. ZvétSeni: objektiv 5krat, vysledné
325krat.

Rychlosti pratoku erytrocytl a kapilarni priméry se
vyznamné neliily. V klinické praxi je nejcastéjSim
mistem pro zobrazeni mikrocirkulace sublingualni
sliznice. Typicky obraz sublingudlni sliznice zdravého
¢lovéka je na obrazku 6.

Technické zazemi a technicka omezeni
Prvnim pfistrojem pouzitym v experimentu i v klini-
ce byl CYTOSCAN E I, vyznamna technicka vy-
lepSeni prinesl doposud vyuzivany CYTOSCAN™ A/R
s vykonngjSim zdrojem svétla a kruhovym osvitem
tkané. Poslednim v fadé je MicroScan™ Video Micro-
scope s technologii SDF imaging inkorporovanou do
lehké praktické sondy. Zakladem Uspésného pouziti
technologii OPS a SDF je vytvorit kvalitni obraz a pro-
vést kvalitni kvantitativni méreni. Pres fadu technick-
ych pokroku ve vyvoji téchto neinvazivnich optickych
metod, je nutno vzit nékolik omezeni v Givahu [26]:
+ Nezadouci tlak OPS/SDF sondy pfi kontaktu
s tkani.
Lateralni pohyb tkané, ktery znesnadnuje fixaci
obrazu.
+ On-line analyza mikrocirkulace pro velkou soft-

—o—

wareovou narocnost, vétSina analyz musi byt

provadéna off-line.

V soucasnosti jsou k dispozici dva vypocCetni ana-
lyza¢ni systémy, a to AVA V1.0 software (AMC,
University of Amsterdam, The Netherlands) a Capl-
mage® (Zeintl, Heidelberg, Germany) [27].

Soucasné moznosti vyuziti v klinické praxi

Jak jiz bylo uvedeno vy$e, uziti neinvazivnich
optickych metod v klinice je omezeno nejcastéji na
oblast podjazykové &i gingivalni sliznice, v perope-
ratnim obdobi pak lze za aseptickych podminek
zobrazit prakticky kazdy pro sondu dostupny
organovy povrch (jatra, travici trakt, pankreas, povrch
mozku atd.). Zatim nejvétsi zkusenosti s OPS tech-
nologii jsou u kriticky nemocnych se zavaznou sepsi
[28, 29] vcetné efektu nékterych Iéciv [30, 31]. V per-
operacnim obdobi bylo zobrazeni mikrocirkulace
metodou OPS vyuzito k pozorovani mikrocirku-
lanich zmén v prabéhu resekce A-V malformace
mozku [32]; vliv peroperaéni hypervolemické hemo-
diluce a hrudni epidurélni analgezie na mikrocirkulaci
byl studovdn metodou OPS zobrazeni prostred-
nictvim mikrocirkulace sliznice vaginalni stény [33].
DalSi recentni prace hodnoti peroperacni mikrocirku-
laci povrchu jater zdravych darcl podstupujicich par-
cialni resekci jater pro transplantaci i korelaci inicial-
nich parametr( mikrocirkulace s ¢asnou funkci graftu
u pacientd po transplantaci jater [34, 35].

Zaver

| pres nékteré pretrvavajici limitujici faktory jde
vyvoj a vyuziti neinvazivnich optickych technologii
k vyzkumu mikrocirkulace v experimentu i v klinické
praxi progresivné kupredu. Znac¢né Usili se vénuje jak
validaci téchto metod pro uziti v klinické praxi, tak
interpretaci a kvanitativni analyze ziskanych dat. Je
treba vyvinout vysoce standardizované postupy
a protokoly méfeni tak, aby ziskana data z riznych
pracovist byla porovnatelna a dobfe interpretovatel-
na. Vysoce standardizované praktické postupy
méreni zatim chybi, ale pracuje na nich intenzivné
fada pracovist, protoze moznost pfimé vizualizace
a vyhodnoceni mikrocirkulace u nemocného prinasi
moznost ovlivnit fadu onemocnéni, na jejichz rozvoj
ma zasadni vliv dysbalance na urovni mikrocirkulace
[4, 36].
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