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STRESZCZENIE

Oscylacje mikrokrazenia, znane jako flowmotion, sa
dobrze rozpoznang cechg przeptywu krwi przez naczy-
nia krwionosne. Istniejg dowody na to, ze uposledze-
nie przeptywu mikronaczyniowego moze by¢ objawem
réznych choréb, w tym cukrzycy, nowotworéw i choréb
uktadu sercowo-naczyniowego, a takze choréb neuro-
degeneracyjnych i autoimmunologicznych.

Innowacyjnatechnika Flow Mediated Skin Fluorescence
(FMSF) umozliwia monitorowanie oscylacji mikrokraze-
nia w spos6b bezposredni i precyzyjny, dajac jakoscio-
wy i iloSciowy obraz stanu mikrokrazenia organizmu.

Parametr HS (Hypoxia Sensitivity), uzyskiwany technikag
FMSF, pozwala w sposob ilosciowy okresli¢ stopien
wrazliwosci organizmu na niedotlenienie poprzez po-
miar oscylacji miogennych aktywowanych przez przej-
sciowg hipoksje. Zaktada sie, ze wrazliwos$¢ organizmu
na niedotlenienie moze by¢ regulowana przez czynniki
genetyczne, przy czym wiele badan wskazuje na zna-
czaca role w tej odpowiedzi czynnika indukowanego
hipoksja (HIF). Parametr HS odzwierciedla zdolno$¢
stabilizowania czynnika HIF-10 podczas przejsciowej
hipoksji powodowanej czasowym zamknieciem prze-
ptywu krwi w tetnicy ramiennej. Im wigksza wartos¢ HS,
tym prawdopodobnie wyzszy poziom stabilizowanego
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HIF-1a podczas niedokrwienia, czyli lepsza odpowiedz
organizmu na niedotlenienie.

Parametr HS umozliwia przewidywanie rozwoju choréb,
ktérym towarzyszy hipoksja. Moze tez znalez¢ zastoso-
wanie do przewidywania stopnia nasilenia przebiegu
choroby na podstawie zwigzku pomiedzy wrodzong
odpowiedzig immunologiczng a niedotlenieniem, jak
na przykfad w przypadku infekcji choroba koronawi-
rusowg 2019 (COVID-19). Dobra odpowiedz na niedo-
tlenienie (duza wartos¢ HS) moze predestynowaé do
uprawiania sportéw wytrzymatosciowych (biegi dtu-
godystansowe, wspinaczka itp.). Rowniez aktywnos¢
fizyczna amatoréw powinna byé¢ planowana z uwzgled-

nieniem tej odpowiedzi.

Technika FMSF pozwala na wykrycie zaburzen mikro-
krazenia na ich wczesnym etapie w celu identyfikacji
pacjentoéw do interwencji profilaktycznej lub terapeu-
tycznej, a takze do dalszych, doktadniejszych i bardziej
ztozonych badan diagnostycznych.
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ABSTRACT

Microcirculation oscillations, known as flowmotion, are
a well-recognized feature of blood flow through blood
vessels. There is evidence that impaired microvascu-
lar flow can be a symptom of a variety of diseases,
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including diabetes, cancer and cardiovascular disease,
as well as neurodegenerative and autoimmune diseases.
The innovative Flow Mediated Skin Fluorescence
(FMSF) technique enables direct and precise monito-
ring of microcirculation oscillations, giving a qualitative
and quantitative picture of the microcirculatory status
of the organism.

The HS (Hypoxia Sensitivity) parameter, determined
by the FMSF technique, allows to quantify the degree
of sensitivity of the organism to hypoxia by measuring
stimulation of myogenic oscillations by transient hy-
poxia. It is assumed that an organism’s sensitivity to
hypoxia may be regulated by genetic factors, but many
studies indicate a significant role of hypoxia-induci-
ble factor (HIF) in such response. The HS parameter
seems to reflect a level of stabilized HIF-1a during the
transient hypoxia caused by temporary occlusion of
the brachial artery.

The HS parameter can be used to predict development
of the diseases accompanied by hypoxia. Based on the
relationship between the innate immune response and
hypoxia it can also be used to predict the severity of the
disease such as coronavirus disease 2019 (COVID-19)
infection. A good response to hypoxia (high values of
HS parameter) can predispose the individuals to endu-
rance training (long-distance running, climbing etc.).
Amateurs’ physical activity should also be undertaken
based on the microcirculatory response to hypoxia.
The FMSF technique allows to detect microcirculation
disorders at an early stage in order to identify patients
for preventive or therapeutic intervention, or for further
more accurate and complex diagnostic tests.
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WPROWADZENIE

Oscylacje mikrokrazenia, znane jako flowmotion, sa
dobrze rozpoznang cecha przepltywu krwi przez naczynia
krwionosne [1, 2]. Mechanistyczne aspekty tego zjawiska
byly przedmiotem szeroko zakrojonych badan [3, 4]. Do
oceny flowmotion wykorzystywano gtéwnie dopplerow-
skie techniki oceny przeplywu krwi, jak na przykiad lase-
rowy przeplywomierz dopplerowskie (LDE laser Doppler
flowmeter), ktére pozwalaja na pélilosciowq charaktery-

styke zmian przeptywu krwi w skérze czlowieka [5, 6].
Analiza sygnatu zarejestrowanego technikg LDF w do-
menie czestotliwoéciowej pozwolila na wyodrebnienie
skladowych oscylacji mikrokrazenia sklasyfikowanych
jako: endogenne niezalezne od tlenku azotu (NO, nitric
oxide) (< 0,0095 Hz); endogenne zalezne od NO (0,0095-
-0,021Hz); neurogenne (0,021-0,052 Hz); miogenne (0,052—
-0,15Hz); oddechowe (0,15-0,62 Hz)izwiazane zrytmem
skurczéw serca (0,62-2,00 Hz) [7-9].

Istotny potencjal diagnostyczny ma skladowa mio-
genna, powiazana ze zmiang $rednicy mikronaczyn
(vasomotion) 1 oscylacjami przeptywu krwi w naczy-
niach. Zmiany naczyniowe sg dyktowane przez zmiany
wewnatrzkomdrkowego poziomu jonéw wapnia i po-
tencjalu blonowego komérek miesni gladkich naczyn
krwionos$nych (vascular smooth muscle cells). Zmiany
cytoplazmatycznego poziomu wapnia zachodzg gwal-
townie w ciggu kilku do kilkunastu sekund po zadzia-
taniu bodzca z udzialem miedzy innymi biatka wiaza-
cego GTP fosfolipazy C oraz wewnatrzkomérkowych
wtérnych przekaznikéw sygnatéw, w tym trifosforanu
inozytolu (IP3, inositol triphosphate) i diacyloglicerolu
(DAG, diacylglycerol). Wér6d najwazniejszych proceséw
zwigzanych z aktywno$ciag Ca?* wymienié nalezy proces
widzenia, kaskade fosfoinozytolowa, regulacje skurczu
miesni, a takze posrednia aktywacje pomp jonowych oraz
licznych enzyméw i innych bialek docelowych, w tym
miedzy innymi syntazy NO decydujacej o uwalnianiu
tlenku azotu, dzialajacego wazodylatacyjnie na naczy-
nia krwionosne. Syntaze NO, w wyniku zwiekszonego
zapotrzebowania na tlen, aktywuje takze receptor naczy-
niowego czynnika wzrostu §rédbtonka (VEGE vascular
endothelial growth factor), ktéry pobudza angiogeneze.
BodzZcem przyspieszajacym transkrypcje genu VEGF jest
wiec hipoksja, ktéra indukuje czynnik transkrypcyjny
indukowany hipoksja (HIE hypoxia inducible factor). Hi-
poksja oraz systematyczny trening i praca mie$niowa,
obnizajace prezno$¢ tlenu w mieéniach, prowadza do
proliferacji naczyh mikrokrazenia.

Istnieja dowody na to, ze uposledzenie przeplywu
mikronaczyniowego moze by¢ objawem réznych choréb,
w tym cukrzycy, nowotworéw i choréb uktadu sercowo-
-naczyniowego (CVD, cardiovascular diseases), a takze cho-
rob neurodegeneracyjnych i autoimmunologicznych [10-
-17]. Ilo$ciowa analiza flowmotion z wykorzystaniem tech-
niki LDF nie zawsze jest jednak wiarygodna, ze wzgledu
na znaczny szum zwiazany z ta metoda pomiarowa.
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W ostatnich latach pojawila sie nowa, innowacyjna
technika pomiarowa — Flow Mediated Skin Fluorescence
(EMSF) — pozwalajaca w sposéb o wiele bardziej precy-
zyjny monitorowaé oscylacje mikrokrazenia. Technika
FMSF opiera si¢ na pomiarze zmian intensywnoéci flu-
orescencji zredukowanego dinukleotydu nikotynoami-
doadeninowego (NADH, nicotinamide adenine dinucleotide)
w skorze przedramienia w funkgji czasu w odpowiedzi
na wymuszone zatrzymanie i uwolnienie przeptywu
krwi [18, 19]. Zmiany fluorescencji NADH zaleza od do-
starczania tlenu do naskérka z udzialem mikrokrgzenia
skornego, dlatego tez wykorzystanie techniki FMSF do
monitorowania przeplywu mikronaczyniowego jest uni-
kalnym narzedziem do oceny stanu mikrokrazenia.

Rozwéj technologiczny metody FMSF pozwolit na
uzyskanie bardzo wysokiej czutodci detekcji i wysokiej
jakosci sygnalu w wyniku znacznej poprawy stosunku
sygnalu do szumu. Dlatego tez technika ta umozliwia
monitorowanie oscylacji mikrokrazenia w sposéb bez-
posredniiprecyzyjny, dajac jakosciowy iilosciowy obraz
stanu mikrokrazenia organizmu [20].

Technika FMSF jest z powodzeniem stosowana do
nieinwazyjnej diagnostyki i monitorowania zaburzen
krazenia naczyniowego, regulacji metabolicznej oraz
oceny ryzyka powiklan naczyniowych w cukrzycy [21,
22]. Jej uzytecznoéc jest rtéwniez testowana w przypadku
innych schorzen, w tym miedzy innymi w CVD [23-26],
przewleklej obturacyjnej chorobie ptuc (COPD, chronic
obstructive coronary disease) [27], ponadto w dermatolo-
gii [28, 29], a takze w fizjologii sportu [30-32]. Ostatnie
obserwacje wskazujg, ze technika FMSF moze réwniez
znaleZ¢ zastosowanie w przewidywaniu stopnia nasile-
nia choroby na podstawie zwigzku pomiedzy wrodzona
odpowiedzig immunologiczng a niedotlenieniem, jak na
przyklad w przypadku infekcji choroba koronawirusowa
2019 (COVID-19, coronavirus disease 2019) [33, 34].

TECHNIKA FMSF

Aparat AngioExpert firmy Angionica Sp. z o. 0. jest
urzadzeniem przeznaczonym do pomiaru fluorescencji ze
skdry ramienia pacjenta, co jest podstawa pomiaru tech-
nikg FMSE Urzadzenie mierzy zmiany poziomu fluore-
scencji NADH przy dtugosci fali 460 nm (wzbudzenie przy
340 nm) z nieowlosionej skéry na przedramieniu pacjenta
[18, 19]. Fluorescencja NADH jest najsilniejsza skladowa
najsilniejsza sktadowa fluorescencji ze skory czlowieka
izalezy od mikrokrazenia w skérze oraz od dyfuzji tlenu
iinnych skladnikéw wymaganych do jej prawidlowego

metabolizmu. W przypadku techniki FMSF fluorescencja
NADH jest mierzona z naskoérka, ktéry nie jest unaczy-
niony, i oba powyzej wymienione czynniki maja na nia
wplyw. Zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeni-
nowyijego utleniona forma (NAD*) odgrywaja kluczowa
role jako koenzymy w wielu procesach redoks w uktadach
biologicznych. Ale tylko NADH, w przeciwienstwie do
NAD*, wykazuje wlasciwosci fluorescencyjne. W produk-
¢jiadenozyno-5'-trifosforanu (ATE, adenosine triphosphate)
w taficuchu oddechowym w mitochondriach koenzym
ten uczestniczy w transporcie elektronéw do czasteczek
tlenu. W warunkach anoksji lub hipoksji, gdy dostepnos¢
tlenu jest ograniczona, rownowaga NADH <> NAD* zo-
staje przesunieta w strone formy zredukowanej. Zahamo-
wanie doptywu krwi do tkanek i narzadéw, ograniczajace
doptyw tlenu i sktadnikéw odzywczych niezbednych do
metabolizmu komérkowego, prowadzi do zablokowania
taficucha oddechowego. Skutkuje to jednocze$nie zmia-
nami poziomu fluorescencji komérek i umozliwia ob-
serwacje zmian zwigzanych z zaburzeniami réwnowagi
NADH > NAD*. Typowy przebieg FMSE wykorzystujacy
pookluzyjna reaktywna hiperemie (PORH, post-occlusive
reactive hyperemin), rejestrowany przez urzadzenie Angio-
Expert, przedstawiono na rycinie 1.

Spoczynkowa linia bazowa zbierana jest przez 3 mi-
nuty, po czym mankiet okluzyjny jest pompowany do
60 mm Hg powyzej skurczowego ci$nienia tetniczego
(SBE, systolic blood pressure). W konsekwencji nastepuje
wzrost fluorescencji NADH, tak zwana odpowiedZ ische-
miczna-niedokrwienna (IR, Ischenic Response), osiagajac
maksimum. Po 3 minutach mankiet zostaje zwolniony,
w wyniku czego warto$¢ fluorescencji NADH male-
je ponizej warto$ci zarejestrowanej dla linii bazowej,
osiggajac minimum. W dalszej kolejnosci nastepuje po-
wrét do poziomu linii bazowej, tak zwana odpowiedz
hiperemiczna-przekrwienna (HR, Hyperemic Response).
W rzeczywistosci, w rejestrowanej odpowiedzi HR moz-
na wyréznic¢ dwie odrebne fazy. Pierwsza, trwajaca 20-
-30 sekund, jest zwigzana z gwaltownym spadkiem flu-
orescencji NADH, a zarazem z widocznym przekrwie-
niem skdry. Po fazie hiperemii nastepuje reperfuzja —
w tym czasie fluorescencja NADH powraca do poziomu
wyjsciowego. Warunki i parametry pomiaru zostaty
szczegblowo opisane [18-20]. Wyniki uzyskiwane tech-
nika FMSF sa z powodzeniem stosowane do nieinwa-
zyjnej diagnostyki i monitorowania zaburzen krazenia
naczyniowego, regulacji metabolicznej oraz oceny ryzyka
powiklan naczyniowych w cukrzycy [21, 22].
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Rycina 1. Przyktadowy przebieg Flow Mediated Skin Fluorescence (FMSF) zarejestrowany u zdrowego ochotnika
(mezczyzna, 35 lat). Widoczne czarne linie zaznaczone w fazie spoczynkowej i reperfuzyjnej obrazujg dopasowanie linii

bazowej funkcjg wielomianowg drugiego stopnia (szczego
Front. Physiol. 2020; 11: 702. Oryginalny wydawca: Frontie

SPOSOB DOKONYWANIA ANALIZY 0SCYLACJI
TECHNIKA FMSF

Technika FMSF umozliwia ponadto oceng mikro-
krazenia naczyniowego na podstawie obserwowanych
oscylacji uzyskiwanego sygnatu. Pomiar fluorescencji
NADH skéry w warunkach spoczynkowych (bez mecha-
nicznego, fizycznego lub farmakologicznego blokowania
przeplywu krwi) pozwala na obserwacje samoistnych
oscylacji mikrokrazenia skory (flowmotion). Ze wzgledu
na niska czestotliwoé¢ skladowej endotelialnej (0,008-
-0,021 Hz) minimalny czas potrzebny do pomiaru zmian
fluorescencji wynosi kilka minut. Chociaz nie ma ograni-
czen czasowych dla pomiaréw FMSE to wymég, aby pa-
cjent pozostawal nieruchomo podczas badania, sprawia,
ze optymalny czas wynosi okoto 5 minut, aby unikna¢
artefaktéw i wynikajacych z nich btedéw w oszacowa-
niu wielkoéci przeplywu mikronaczyniowego. Z drugiej
strony, poniewaz okres reperfuzji po zamknieciu mankie-
tu trwa okolo 3 minut, czas na oszacowanie przeplywu
mikronaczyniowego na etapie reperfuzji jest réwniez
ograniczony. Zebrane dane sa analizowane za pomoca
oprogramowania analitycznego zainstalowanego na
urzadzeniu AngioExpert.

Analiza oscylacji rejestrowanych przez urzadzenie
AngioExpert zaklada normalizacje sygnatu FMSF wzgle-
dem $redniej wartosci fluorescencji w centralnym okresie
pomiaru (1-2 min). Przy zastosowaniu takiego podejécia

towe wyjasnienie w tekscie) (zrodto: Katarzynska J. i wsp.
rs Media Ltd.)

wszelkie zaburzenia spowodowane zmianami skérny-
mi, takimi jak pigmentacja lub réznice w poziomach flu-
orescencji skory pacjentéw, sa zminimalizowane, gdyz
wzgledna zmiana w stosunku do warto$ci wyjéciowej po-
zostaje znormalizowana (ryc. 1). Optymalng funkcja linii
bazowej, ktéra umozliwia ,elastyczne” dopasowanie do
sygnaléw pochodzacych od przeptywu mikronaczynio-
wego rejestrowanego technika FMSE zaréwno w czasie
zbierania sygnalu w fazie spoczynku, jak i w fazie reper-
fuzji, okazata sie funkcja wielomianowa drugiego stop-
nia. Wartos¢ Sredniego btedu kwadratowego odchylenia
sygnatu fluorescencji od dopasowanej krzywej wielomia-
nowej (powigkszong 10° razy) uznano za miare wielkosci
oscylacji i przyjeto jako parametr stuzacy do okreélania
wielkosci oscylacji w czesci spoczynkowej (FM) oraz pa-
rametr do okreslania wielkosci oscylacji w czesci reper-
fuzyjnej FM(R). Tak zdefiniowane parametry FM i FM(R)
pozostaja wielko$ciami bezwymiarowymi, gdyz zmiany
fluorescencji sq znormalizowane.

Dodatkowo analizowane moga by¢ czestotliwosci
oscylacji wchodzacych w sktad sygnatu FMSE Wykorzy-
stywany jest do tego celu algorytm szybkiej transformacji
Fouriera (FFT, fast Fourier transformation). Zgodnie z dany-
mi literaturowymi wyodrebniane sg trzy najwazniejsze
dla mikrokrazenia przedzialy czestotliwoéci, a miano-
wicie: nie wiecej niz 0,021 Hz, 0,021-0,052 Hz i 0,052—
-0,15 Hz, ktére odpowiadaja aktywnosci odpowiednio
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endotelialnej, neurogennej i miogennej [7-9], oraz sita

oscylacji, tak zwana power spectral density (PSD), silnie

skorelowana z warto$cig FM i FM(R).

W sygnale widoczne sg réwniez oscylacje o innych
czestotliwosciach, na przyklad wyrazna obecnos¢ w reje-
strowanym sygnale FMSF oscylacji zwigzanych z rytmem
serca, co potwierdza duza czutoé¢ metody. Ograniczony
wplyw rytmu skurczow serca na zmiany calkowitej flu-
orescencji NADH w skérze wynika najprawdopodobniej
ztego, ze duza czes¢ Swiatta wzbudzajacego (340 nm) nie
dociera bezposrednio do naczyn krwionosnych, a jest
absorbowana gléwnie przez naskérek [35].

Zdefiniowano nastepujace parametry jako ilosciowe
miary rejestrowanych oscylacji mikrokrazenia:

e FM — parametr charakteryzujacy oscylacje mikro-
krazenia w spoczynku;

e FM(R)— parametr charakteryzujacy oscylacje mikro-
krazenia w fazie reperfuzji, odzwierciedlajacy wplyw
niedotlenienia na przeptyw zwigzany z aktywnoscia
naczyn, dajacy mozliwo$¢ oceny sztywnosci naczyn;

e HS (Hypoxia Sensitivity) — wrazliwo$¢ organizmu
na niedotlenienie — parametr bedacy bezposrednia
miarg intensywnoéci miogennych oscylacji mikrokra-
zenia rejestrowanych podczas reperfuzji, o czestotli-
wosciach z zakresu 0,052-0,15 Hz.

Za najwazniejszy sposréd wymienionych powyzej
uwaza sie parametr HS, ktéry pozwala w sposéb ilosciowy
okresli¢ stopien wrazliwosci organizmu na niedotlenie-
nie poprzez pomiar oscylacji miogennych stymulowa-
nych przejéciowa hipoksja. Niedotlenienie w przypadku
prawidlowo funkcjonujacego organizmu jest bodzcem
wymuszajacym przystosowanie do niesprzyjajacych wa-
runkéw. Przykladem jest miedzy innymi hipoksja hipoba-
ryczna powodujaca fizjologiczna adaptacje Szerpéw do
warunkéw wysokogorskich, ale réwniez dostosowanie
sie organizmu sportowcéw do dlugich okreséw wysitku
[36-39]. Zaklada sie, ze wrazliwo$¢ organizmu na nie-
dotlenienie moze by¢ regulowana przez czynniki gene-
tyczne. Wyniki wielu badan wskazuja, ze znaczacg role
w odpowiedzi organizmu na niedotlenienie odgrywa HIE
Stabilizacja, zwlaszcza HIF-1a, indukuje szereg szlakéw
sygnalowych odpowiedzialnych za regulacje wielu pro-
cesow fizjologicznych, takich jak wrodzona odpowiedz
immunologiczna, gojenie sie raniadaptacja do przebywa-
nia na duzych wysokosciach lub do wysitku fizycznego.

Postuluje sie, ze parametr HS, uzyskiwany technika
FMSE odzwierciedla wartos¢ stabilizowanego czynnika

HIF-1a. podczas przejsciowej hipoksji powodowanej
czasowym zamknieciem przeplywu krwi w tetnicy ra-
miennej. Im wyzsza warto$¢ HS, tym wyzszy poziom
stabilizowanego HIF-1a. w komérkach mieséni gtadkich
mikronaczyn podczas hipoksji, czyli lepsza odpowiedZ
organizmu na niedotlenienie. Mozna przypuszczac, ze
parametr HS, jako parametr fizjologiczny, podobnie jak na
przyklad ci$nienie tetnicze, cechuje zmienno$¢ w czasie.
Moze on podlegaé cyklowi okotodobowemu, moze zale-
ze¢ od przyjmowanych lekéw czy suplementdow, ale takze
od stopnia zmeczenia pacjenta w momencie pomiaru.

Ponizej zaprezentowane zostaly przyklady zastoso-
wania parametréw FM, FM(R) i HS do oceny odpowiedzi
mikrokrazenia na niedotlenienie, ukazujace ich przydat-
noé¢ diagnostyczna.

ANALIZA OSCYLACJI TECHNIKA FMSF
W PRZYKLADOWYCH ZASTOSOWANIACH
Analiza oscylacji mikrokrazenia

u zdrowych ochotnikow

Analiza jako$ciowa i ilociowa oscylacji zwigzanych
z przeplywem krwi przez naczynia zostata przeprowa-
dzona w grupie zdrowych ochotnikéw zrekrutowanych
zgodnie z protokotami opisanymi w uprzednio publiko-
wanych artykutach [20-22].

Prezentowane wyniki zostaly przeliczone wedlug
algorytmu zaimplementowanego w oprogramowaniu
urzadzenia AngioExpert. Nalezy przypomnie¢, ze uczest-
nicy badania kazdorazowo przed pomiarem FMSF byli
aklimatyzowani w temperaturze pokojowej (> 15 min)
i mierzono im ci$nienie tetnicze. Kazdy pomiar powta-
rzano dwukrotnie w ciggu kilku dni w celu oszacowania
powtarzalnosci parametru FM oraz poszczegoélnych skla-
dowych rejestrowanych oscylacji: endogennych (endo),
neurogennych (neuro) i miogennych (myo). Wykonano
dwa typy pomiaréw: 1) fluorescencje mierzono technika
FMSF na przedramieniu przez 5 minut, tylko w okresie
spoczynku, 2) fluorescencje mierzono technika FMSF na
przedramieniu, stosujac test PORH. Pomiar trwat stan-
dardowo okoto 10 minut i w jego przebiegu zaktadano
3-minutowy okres spoczynku, 3-minutowga okluzje oraz
4-minutowg faze reperfuzji (zgodnie z ryc. 1).

W obu przypadkach uzyskano dobra powtarzalnosé
mierzonych parametrow, przy stosunkowo duzej zmien-
nosci dla pomiaréw okluzyjnych (ok. 40%) i znacznie
mniejszej dla pomiaréw spoczynkowych (20%, dluzszy
pomiar i okres uwzgledniony w analizie).
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Pomiary spoczynkowe pokazaly, ze parametr FM
korelowal ujemnie z wiekiem (r = -0,462; p = 0,003),
co potwierdzaja inne doniesienia naukowe [40, 41]. Ple¢
nie miata istotnego wplywu na obserwowanga zaleznos¢.
Mozna bylo réwniez zauwazy¢, ze jeden z wynikow byt
usytuowany powyzej gérnego przedzialu predykgji (ko-
bieta, 39 lat, FM = 165), co moze wskazywac, ze na war-
tos¢ FM wplywa poziom zeniskich hormonéw (faza cyklu
menstruacyjnego kobiety); wymaga to jednak udowod-
nienia w kolejnych badaniach, aczkolwiek w literaturze
ten problem jest podnoszony [42-44].

Monitorowanie przeplywu mikronaczyniowego
w spoczynku identyfikuje osoby z niskimi warto$ciami
FM, wskazujac na nieprawidlowosci w funkcjonowaniu
mikrokrgzenia, Jednoczes$nie zbyt wysoka aktywnos¢
miogenna w spoczynku w poréwnaniu z faza reperfuzji
powinna réwniez wzbudza¢ niepokéj co do stanu bada-
nego mikrokrazenia.

W przypadku zastosowania testu FMSF-PORH na
podstawie przeprowadzonej analizy wykazano, ze zmia-
ny fluorescencji naskdrka podczas fazy reperfuzji w po-
réwnaniu z okresem spoczynku mialy znacznie wiek-
szg amplitude (FM = 75,9 vs. FM(R) = 119,0). Wartosci
parametréw fazy reperfuzyjnej — FM(R) byly istotnie

statystycznie wieksze anizeli odpowiadajace im wartos-
ci parametréw fazy spoczynkowej — FM (p = 0,0005).
Wzrost parametréw oscylacyjnych byl wynikiem akty-
wagjioscylacji miogennychi to one sq odpowiedzialne za
zwiekszony przeplyw mikronaczyniowy w odpowiedzi
na niedotlenienie. Zwigzek parametréw czesci reperfu-
zyjnej FM(R) i procentowego udziatu oscylacji miogen-
nych w parametrze FM(R), tak zwany parametr myo(R),
przedstawiono na rycinie 2.

Korzystajac z tej zaleznosci wytypowano osoby cha-
rakteryzujace si¢ zardwno niskimi warto$ciami parame-
tru FM(R), jak i myo(R). Byli to trzej mezczyzni, ktérzy
posiadali zaburzona odpowiedZ na niedotlenienie. Wszy-
scy trzej charakteryzowali sie brakiem wzrostu warto$-
ci parametrow czesci reperfuzyjnej w poréwnaniu do
parametréw czesci spoczynkowej jako odniesienia. Nie
powinien dziwic fakt, ze w grupie os6b zdrowych w wie-
ku 30-50 lat uposledzona wrazliwo$¢ na niedotlenienie,
ktérej miarg jest stopien aktywacji oscylacji miogennych
w fazie reperfuzyjnej, dotyczy gléwnie mezczyzn. Istnie-
nie r6znic w funkcjonowaniu naczyh u kobieti mezczyzn
jest dobrze znaneiuwaza sie, ze kluczowa role w tej kwe-
stii odgrywaja hormony plciowe [42-44]. Czesto$¢ wy-
stepowania CVD jest nizsza u kobiet przed menopauza,
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Rycina 2. Korelacja migdzy parametrem przeptywu mikronaczyniowego dla czesci reperfuzyjnej FM(R) a sktadowg
miogenng oscylacji na linii reperfuzyjnej myo(R) (kobiety — kota, mezczyzni — trojkaty). Kwadratowe obwodki oznaczajg
osoby z zaburzong wrazliwoscig na niedotlenienie. Kod 110 oznacza wynik FM(R) = 269 powyzej gérnego przedziatu
predykcji (kobieta, 30 lat) (zrédto: Katarzyhska J. i wsp. Front. Physiol. 2020; 11: 702. Oryginalny wydawca: Frontiers

Media Ltd.)
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Rycina 3. Przyktadowe przebiegi Flow Mediated Skin Fluorescence (FMSF): A. Pacjent z wysokg wrazliwoscig na
niedotlenienie (megzczyzna, 30 lat); B. Pacjent z niskg wrazliwoscig na niedotlenienie (mezczyzna, 34 lata). Na wykresach
kofowych przedstawiono procentowy udziat sktadowych oscylacji endo, neuro i myo odpowiednio rejestrowanych
w fazach spoczynkowej oraz reperfuzyjnej (zrodto: Katarzyhska J. i wsp. Front. Physiol. 2020; 11: 702. Oryginalny

wydawca: Frontiers Media Ltd.)

ale zwieksza sie wraz z wiekiem i poczatkiem menopau-
zy w poréwnaniu z mezczyznami w podobnym wieku.
Sugeruje sie ponadto, ze czynnik indukowany hipoksja
HIF-1a:jest stabilizowany przez estrogen (testosteron nie
stabilizuje w takim stopniu HIF-10), jednak ze wzgledu
na malg liczebno$¢ grupy ocena wptywu plci na stan mi-
krokrazenia wymaga dalszych badan.

Wrazliwos¢ na niedotlenienie

Parametr HS, stanowiacy ulamek wartosci parametru
FM(R), okreslajacy intensywnos$¢ miogennych oscyla-
cji mikrokrazenia (o czestotliwoéciach 0,052-0,15 Hz)
zarejestrowanych podczas reperfuzji, moze by¢ uzna-
ny za miare odpowiedzi organizmu na niedotlenienie.
Poniewaz parametr HS odzwierciedla stan mikrokra-
zenia, ktore bardzo czesto jest uposledzone w wielu
chorobach, dlatego jego wartoé¢ moze by¢ czynnikem
prognostycznym w wykrywaniu wczesnych objawéw
wielu schorzen.

Na rycinie 3 przedstawiono poréwnanie przebiegu
FMSF jednej z wytypowanych oséb z niskg wrazliwoscig
na niedotlenienie (kod 1018, mezczyzna, 34 lata) z prze-
biegiem FMSF uczestnika z dobra odpowiedzia na niedo-
tlenienie (kod 3007, mezczyzna, 30 lat). Aktywacja oscy-
lacji miogennych w odpowiedzina niedotlenienie u dru-
giego z wymienionych jest typowa dla 0s6b zdrowych
[30, 38] i swiadczy o prawidlowej reakcji mikrokrazenia.

Wykazano silng, ujemng zalezno$¢ parametru HS
od ci$nienia tetniczego, zaréwno SBP (r = -0,486; p =
= 0,003), jak i rozkurczowego (DB, diastolic blood pressu-
re) (r = -0,645; p = 0,00003). Silna korelacja parametru
HS z ci$nieniem tetniczym wynika najprawdopodobniej
z faktu, ze HS jest zalezny od czynnika stymulowanego
hipoksja HIF-1c.. Jesli HIF-1o. wplywa na homeostaze
jonéw wapnia, od ktérej zalezy vasomotion, to oznacza, ze
niskie wartosci HIF-10 predestynuja do podwyzszonego
ci$nienia tetniczego [45]. Regulacja ci$nienia tetniczego
i oscylacji miogennych moga by¢ kontrolowane przez
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Rycina 4. Rozktad wrazliwos$ci organizmu na niedotlenienie (HS, Hypoxia Sensitivity) w grupach A, Bi C: A— sportowcy,
n = 33, $redni wiek 22,5 roku (16-35 lat); B— osoby zdrowe w $srednim wieku, n = 35, $redni wiek 38,5 lat (30-50 lat),

C —chorzy na cukrzyce typu 2, n = 72, $redni wiek 62 lata

(50-80 lat) (zrodto: Gebicki J. i wsp. Vasc. Health Risk Manag.

2021; 17: 35. Przedrukowano za zgodg oryginalnego wydawcy: Dove Medical Press Ltd.)

HIF-1a. Oscylacje przeptywu mikronaczyniowego sa
wiec czula miarg dysfunkcji mikrokrazenia u ludzi z sa-
moistnym nadci$nieniem tetniczym [2].

Podsumowujac opisane badania, nalezy stwierdzi¢,
ze technika FMSF jest doskonale dostosowana do analizy
oscylacji mikrokrazenia, dzieki ktérej mozliwa jest oce-
na wrazliwoéci organizmu na niedotlenienie. Obecnos¢
oscylacji jest warunkiem koniecznym prawidlowego
funkcjonowania ukladu krazenia.

Ocena przeptywu mikronaczyniowego w fazie reper-
fuzji, wyrazona wartoscia HS, pozwala na identyfikacje
0s0b z zaburzong aktywacja oscylacji miogennych. Regu-
lacja oscylacji miogennych jest zalezna od generowane-
go poziomu HIF-1c. Slaba wrazliwo$¢ na niedotlenienie
(cecha osobnicza), definiowana jako stopiefi pobudzenia
przejsciowa hipoksja oscylacji miogennych, oznacza sta-
ba stabilizacje HIF-1o (niski poziom tego markera) w ko-
moérkach miesni gladkich mikronaczyn. Z tego wzgledu
parametr HS umozliwia prognozowanie rozwoju chorob,
ktérym towarzyszy hipoksja.

Silna reakcja na niedotlenienie moze by¢ korzystna
cecha w przypadku sportowcéw, ktdrzy uprawiaja sporty
wytrzymalosciowe (biegi dtugodystansowe, wspinaczka
itp.) i muszg by¢ szczegdlnie przystosowani do dlugo-
trwalego wysitku. Znajomo$¢ parametru HS moze poméc

osobom aktywnym fizycznie w wyborze i planowaniu
harmonogramu ¢wiczen.

Porownawcza analiza oscylacji miogennych (HS)

Na podstawie wynikdw zebranych na Uniwersytecie
Medycznym w Lodzi [21, 22] i Akademii Wychowania
Fizycznego w Poznaniu [30] przeprowadzono analize
wartosci parametréw HS uzyskanych dla trzech bada-
nych grup: sportowcéw (grupa A), oséb zdrowych (gru-
pa B) oraz chorych na cukrzyce typu 2 (grupa C) [32].
Istotne statystycznie réznice wartoéci HS miedzy tymi
grupami sg znacznie wieksze, niz wynikaloby to z r6znicy
wieku os6b wchodzacych w sklad grup (ryc. 4).

W grupie A, ktérg tworzyli sportowcy wyczynowi
(biegacze dlugodystansowi — 9, sprinterzy — 7, wio$la-
rze — 91 praktykujacy taekwondo—8), 63,6% 0s6b charak-
teryzowalo sie wzorowym stanem krazenia mikronaczy-
niowego. Wartoéci HS dla 30,3% calej grupy byly powy-
zej 200, stad mikrokrazenie takich zawodnikéw mozna
okresli¢ jako doskonale. Ze wzgledu na sprawny uklad
naczyniowy osoby te posiadaja wysoki potencjat, aby by¢
wybitnymi sportowcami. Nalezy zauwazy¢, ze tylko w tej
grupie znalazly sie¢ wyniki HS przewyzszajace wartoé¢
200. W grupie A zidentyfikowano réwniez dwie osoby ze
stabo funkcjonujacym mikrokrazeniem, z ktérych jedna
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Rycina 5. Przyktadowe przebiegi Flow Mediated Skin Fluorescence (FMSF) zarejestrowane u dwojga chorych na
cukrzyce typu 2: A. Kod 127, kobieta, 70 lat, czas trwania choroby 20 lat, bez powiktah naczyniowych; B. Kod 1042,
kobieta, 59 lat, czas trwania choroby 18 lat, zespéf stopy cukrzycowej. Podane na rycinie wartosci parametréw dotyczg

prezentowanych pomiaréw (badania wtasne, rycina autorska)

miata niski poziom HS (HS = 17,4, mezczyzna, 19 lat, taek-
wondo), a druga zastanawiajaco bardzo niski poziom HS
(HS = 8,6, mezczyzna, 18 lat, sprinter). Oczywiscie, stan
zdrowia tych os6b powinien zosta¢ doktadnie zbadany
przed kontynuowaniem kariery sportowe;j.

Uderzajaco odmienny obraz wylonit sie z analizy
wynikéw w grupie C (chorzy na cukrzyce typu 2). Cu-
krzyca powiazana ze starzeniem silnie ostabia odpowiedz
mikrokrazenia na hipoksje, co widaé po wartoéciach pa-
rametru HS. W tej grupie 55,5% chorych miato bardzo
niskie lub niskie wartosci parametru HS. Ale 5 z 72 pa-
cjentéw w grupie C mialo wysokie wartoéci HS (> 100).
Dwa przykladowe dla tej grupy przebiegi sygnalu FMSF
przedstawiono na rycinie 5. Malo prawdopodobne jest
wystapienie powiktan mikronaczyniowych u pacjentéow
z wysokim HS (np. pacjentka, kod 127 z ryc. 5), pomimo
dlugiego czasu trwania choroby i zaawansowanego wie-

ku. Ta obserwacja moze sugerowa¢ powiazanie z predys-
pozycja genetyczna.

Analiza wynikéw w grupie B (zdrowe osoby
w $rednim wieku, 30-50 lat) ujawnila, ze 8 0séb (2 ko-
biety i 6 mezczyzn) mialo niskie wartosci parametru HS,
aujednej osoby (mezczyzna) wykryto bardzo niska war-
tos¢ parametru HS. Nie jest zaskakujace, ze osobnikami
z grup A iB z niskimi lub bardzo niskimi parametrami
HS byli glownie mezczyzni (9 na 11).

Przedstawiona powyzej analiza sugeruje, ze para-
metr HS jest wyjatkowo trafnie dostosowany do oceny
stanu mikrokrazenia. Szerokie okno analizy parametru
HS sprawia, ze podejscie to mozna zastosowac zaréwno
u 0s6b zdrowych, jakiu pacjentdw z wyraznym uposle-
dzeniem funkcjonowania krazenia mikronaczyniowego.

Na podstawie wynikéw badan FMSF zebranych dla
kilkuset uczestnikéw wyréznione zostaly cztery zakresy
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Tabela 1. Wyré6znione zakresy wrazliwosci

organizmu na niedotlenienie (HS, Hypoxia

Sensitivity)

Wysoki HS > 100
Sredni 30 <HS < 100
Niski 10<HS < 30
Bardzo niski HS < 10

wartoéci parametru HS, charakteryzujace r6zne poziomy
stanu mikrokrazenia (patrz tab. 1).

Potencjat aplikacyjny analizy
oscylacji mikrokrazenia u pacjentéw
z choroba koronawirusowg 2019

W ostatniej dekadzie opublikowano wiele prac opi-
sujacych zalezno$¢ miedzy wrodzona odpornoscia a re-
akcja na niedotlenienie [46]. Postuluje sie, ze istotna role
odgrywa tu HIE Pozytywny wplyw, jaki stabilizacja HIF-
-lo. ma na tagodzenie ostrych stanéw zapalnych btony
§luzowej, wywolanych przez patogeny, jest dobrze udo-
kumentowany. Stabilizacja HIF-1o prowadzi do indukgji
szeregu czasteczek ochronnych, co ma istotne znacze-
nie dla ustapienia stanu zapalnego. Zatem stabilizacja
HIF-1o. w niedotlenionej tkance jest rowniez waznym
warunkiem prawidlowego funkcjonowania wrodzone;
odpowiedzi immunologicznej. Dlatego tez bezposredni
ilodciowy pomiar odpowiedzi organizmu na niedotlenie-
nie moze by¢ przydatny do przewidywania odpornosci
wrodzonej. Takie podejscie moze by¢ cenng pomoca na
przyktad w zarzadzaniu pandemig COVID-19.

Ocena odpowiedzi przeptywu mikronaczyniowego
naniedotlenienie moze by¢ przydatna w przewidywaniu
objaw6éw COVID-19, zwazywszy, ze hipoksemia jest nie-
zaleznie zwigzana ze $miertelnoscia wewnatrzszpitalng
zpowodu COVID-19 [47]. Poniewaz przeptyw mikrona-
czyniowy jest aktywowany podczas adaptacji do duzych
wysokosci, wydaje sie zrozumiale, ze dla oséb zyjacych
na duzych wysokosciach koronawirus zespotu ostrej
niewydolnosci oddechowej 2 (SARS-CoV-2, severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2) nie stanowi tak duzego
zagrozenia epidemiologicznego ze wzgledu na mechani-
zmy kompensacyjne, jakie rozwinely sie w organizmach
tamtejszych mieszkanicow [38, 48].

Z opisu przypadku czteroosobowej rodziny, w kt6-
rej jeden z czlonkow zarazit sie wirusem SARS-CoV-2,
wynika, Ze osoby, ktére mialy wysoka wartos¢ parame-
tru HS (> 100), nie byty podatne na zarazenie wirusem,
chociaz przebywaty w tym samym gospodarstwie domo-

wym [34]. Zarazony czlonek rodziny posiadat wartos¢
HS = 39,6, ktéra prognozowata umiarkowane objawy
choroby. Nalezy jednocze$nie zauwazy¢, ze niezarazeni
czlonkowie rodziny mieli ponadto niskie wartoéci ci$nie-
nia tetniczego.

Parametr HS, reprezentujacy stymulacje oscylacji
miogennych przez przejéciowa hipoksje, jest silnie za-
lezny od ci$nienia tetniczego i osiaga najwyzsze wartosci
przy bardzo niskich wartodciach ciénienia tetniczego.
Wysoka warto$¢ parametru HS odzwierciedla skuteczna
stabilizacje HIF-1a w warunkach przejsciowej hipoksji.
Ci$nienie tetnicze jest rtéwniez regulowane przez HIF-1o
w komérkach miesni gladkich naczyn [45]. Dodatkowo
nadcis$nienie tetnicze uznano za powazng przyczyne
ciezkos$ci przebiegu choroby i §miertelnosci COVID-19.
Normalna reakcja na stres hipoksyczny osoby o niskim
ci$nieniu tetniczym, spowodowana na przyklad obec-
noscig SARS-CoV-2, powinna skutkowa¢ stabilizacja
HIF-1a, co z kolei moze prowadzi¢ do braku zarazenia.
Natomiast w przypadku braku wrazliwoéci organizmu
na niedotlenienie i przy wysokich wartosciach ci$nie-
nia tetniczego, ryzyko zarazenia jest duze, jak réwniez
objawy COVID-19 moga by¢ ciezsze. Ta wstepna obser-
wacja wymaga dokladniejszej weryfikacji w dalszych
badaniach.

Podsumowujac, technika FMSF moze by¢ wykorzy-
stana jako narzedzie prognostyczne w infekcji COVID-19,
gdyz parametr HS moze by¢ uzyteczny do przewidy-
wania nasilenia objawéw COVID-19. Silna aktywacja
oscylacji miogennych minimalizuje szkodliwy wplyw
hipoksji na tkanki i utrudnia rozwdj choroby.

PODSUMOWANIE

Oscylacje mikrokrazenia, znane jako flowmotion, sa
dobrze rozpoznang cechg przeptywu krwi przez naczynia
krwionoéne. Poniewaz przeptyw mikronaczyniowy od-
zwierciedla stan mikrokrazenia, ktére bardzo czesto jest
uposledzone w wielu chorobach, dlatego tez jego iloScio-
wa ocena moze by¢ wykorzystana do badania wczesnych
objawow wielu schorzen. Oscylacje mikrokrazenia moga
by¢ monitorowane w sposéb bezposredni i precyzyjny
za pomocg techniki FMSE

Przebieg sygnatu FMSF posiada dwa charakterystycz-
ne fragmenty z widocznymi oscylacjami mikrokrazenia:
oscylacje spoczynkowe na linii bazowej oraz oscylacje
na linii reperfuzyjnej, bedace wynikiem wymuszonego
przekrwienia reaktywnego (PORH). Analiza przeptywu
mikronaczyniowego zarejestrowanego w trakcie reper-
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fuzji pozwala na iloSciowa ocene reakcji mikrokrgzenia

skérnego na przejsciowo zastosowane niedokrwienie, da-

jac w konsekwencji obraz reakcji organizmu na niedotle-
nienie. Zaobserwowano, ze parametry charakteryzujace
przeplyw mikronaczyniowy sg zaburzone u pacjentéw

z r6znymi chorobami, w tym z cukrzyca, CVD czy nad-

ci$nieniem tetniczym.

Zdefiniowano kilka parametréw jako ilodciowe miary
rejestrowanych oscylacji mikrokrazenia:

e FM — parametr charakteryzujacy oscylacje mikro-
krazenia w spoczynku;

e FM(R)— parametr charakteryzujacy oscylacje mikro-
krazenia w fazie reperfuzji, odzwierciedlajacy wplyw
niedotlenienia na przeptyw zwigzany z aktywnoscia
naczyn, dajacy mozliwo$¢ oceny sztywnosci naczyn;

e HS (Hypoxia Sensitivity) — wrazliwo$¢ organizmu
na niedotlenienie — parametr bedacy bezposrednia
miarg intensywnoéci miogennych oscylacji mikrokra-
zenia zarejestrowanych podczas reperfuzji, o czesto-
tliwosciach z zakresu 0,052-0,15 Hz.

Oscylacje miogenne w fazie reperfuzyjnej powstaja

w wyniku stymulacji poprzez zastosowanie przejsciowe-
goniedokrwienia, ktére polega na zamknieciu przeptywu
krwi w tetnicy ramiennej za pomoca opaski okluzyjne;j.
Parametr HS stanowi bezpo$rednig miare intensywnosci
miogennych oscylacji mikrokrazenia zarejestrowanych
podczas reperfuzji, dlatego tez parametr HS mierzony
technika FMSF zapewnia prosta i doé¢ uniwersalna ocene
stanu mikrokrazenia, a co za tym idzie, jest czynnikiem
prognostycznym rozwoju i przebiegu wielu chordb.

DIAGNOSTYCZNE WYKORZYSTANIE PARAMETRU HS
UZYSKANE Z POMIAROW TECHNIKA FMSF

Diagnostyczne wykorzystanie HS za pomocg FMSF
obejmuje:

e ocene zaburzeh mikrokrazenia w cukrzycy, CVD
inadci$nieniu tetniczym;

* ocene tolerancji wysitku fizycznego w sporcie ama-
torskim i wyczynowym;

 ocene adaptacji do przebywania na duzych wysokos-
ciach.

Technika FMSE z racji tego, ze posiada unikalny
potencjat aplikacyjny do analizy przeplywu mikrona-
czyniowego i jego odpowiedzi na niedotlenienie, moze
by¢ stosowana do charakteryzowania stanu mikrokra-
zenia organizmu. Technika FMSF pozwala na wykrycie
zaburzeh we wczesnym stadium rozwoju choroby oraz

umozliwia monitorowanie procesu leczenia. Dzieki temu
mozliwa jest identyfikacja pacjentéw do podjecia inter-
wencji profilaktycznej lub terapeutycznej zewentualnym
skierowaniem do dalszej diagnostyki.

KONFLIKT INTERESOW
JGiAM sg twércami patentéw chronigcych wykorzy-
stanie technologii FMSE
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