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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Badanie homeostazy organizméw ludzkich i zwierzecych, jak i jej zaburzen w stanach chorobo-
wych, opiera si¢ w znaczacej mierze na pomiarach st¢zen substratéw i ich metabolitéw, gtéwnie
w surowicy i moczu. W pracy oméwiono nowe mozliwosci monitorowania metabolizmu tkan-
kowego zwiazane z wprowadzeniem metody mikrodializy, w ktérej materiatem do badan jest
dializat ptynu pozakomoérkowego. Metoda mikrodializy dostarcza informacji nie tylko o zabu-
rzeniach ogélnoustrojowych, ale umozliwia réwniez wglad w metabolizm lokalny narzadu czy
tkanki. Metoda ta znalazta dotychczas zastosowanie w badaniach do§wiadczalnych na modelach
zwierzecych (np. w neurofizjologii), jak i w praktyce klinicznej (epizody niedokrwienne mézgu,
zaburzenia glikemii, badania farmakodynamiczne).

Technika mikrodializy jest relatywnie prosta i opiera si¢ na implantowaniu sondy mikrodializa-
cyjnej do badanej tkanki/narzadu, a nastgpnie na analizie prébek uzyskiwanego dializatu ptynu
pozakomorkowego. W ciagu ostatnich dwudziestu lat sondy mikrodializacyjne wprowadzano do
réznych tkanek i narzadéw: mézgu, migsni szkieletowych, podskdrnej tkanki tluszczowej, tkanek
(ptat skdry) i narzadéw przeszczepianych (watroba), Sciggien, skory, gruczotu sutkowego, mig-
$nia sercowego, jelit, ptuc, jam ciata. Jej zaleta jest mozliwos¢ dokonywania czgstych pomiaréw
(co 20-60 min) stezen glukozy, glicerolu, mleczandéw i pirogronianéw na przytézkowym anali-
zatorze w czasie 2—3 minut.

Mikrodializa niesie ze sobg szerokie mozliwosci lepszego poznania funkcjonowania organizmu,
ale wymaga rozwaznego zastosowania i walidacji w warunkach klinicznych w celu opracowania
schematéw i rekomendacji (stany chorobowe, substancje monitorowane, wartosci i trendy refe-
rencyjne) dla jej powszechnego uzycia.

mikrodializa « metabolizm  monitorowanie biochemiczne ¢ ptyn pozakomorkowy

Summary

Homeostasis of human and animal organisms and its disturbance are explored mainly by evalu-
ating metabolic substrates and metabolite concentrations and their changes under different cli-
nical conditions. This review describes a method of tissue biochemistry monitoring by analysis
of extracellular fluid dialysate. Microdialysis not only provides information about the general di-
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sturbances of the body, but allows insight into the local metabolism of tissues and organs. It can
be applied both in experimental conditions (e.g. animal neurophysiology) and in clinical practice
(episodes of brain ischemia, glycemic disturbances, pharmacodynamic studies). The technique of
microdialysis is relatively simple and is based on microdialysis probe implantation into the stu-
died organ or tissue, followed by measurement of the obtained samples of extracellular fluid dia-
lysate. During the last twenty years, microdialysis probes have been inserted into different part
of the living organism: brain, skeletal muscles, subcutaneous adipose tissue, transplanted tissues
(myocutaneous flap) and organs (liver), tendons, skin, breast gland, lungs, heart muscle, intesti-
nes, and body cavities. The possibility of frequent sampling (every 20—60 minutes) and measu-
ring the concentrations of glucose, glycerol, lactates, and pyruvates with a bedside analyzer in
an average time of 2-3 minutes is considered a great advantage of this method. Microdialysis gi-
ves many opportunities for a better understanding of how living organisms are functioning, but
it requires cautious application and validation in clinical observations in order to make standards
and recommendations (diseases and clinical conditions, substances for monitoring, referenced
values and trends) for its common medical usage.

microdialysis * metabolism ¢ biochemical monitoring * extracellular fluid
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Historia

Badanie homeostazy organizméw ludzkich i zwierze-
cych, jak i jej zaburzen, opiera si¢ w znaczacej mierze na
pomiarach stgzen substancji (substratow i metabolitéw)
i zmian ich wartosci zachodzacych w réznych stanach kli-
nicznych i pod wpltywem innych zwigzkéw chemicznych.
Niewatpliwie gléwnym biologicznym materiatem badaw-
czym pozostaje krew. Od lat trwaja prace nad wykorzysta-
niem innych ptynéw ustrojowych, co wiaze si¢ z rozwojem
nowych metod ich pobierania i analizy. Jedna z potencjal-
nych metod analitycznych zostata opisana w 1964 r.przez
Delgado i Rubinstein, ktérzy badali stezenia substancji dy-
fundujacych przez blong pdtprzepuszczalng [48]. Pierwsze
informacje o mozliwosci badania st¢zenia substancji che-
micznych bezposrednio w tkankach pochodza z 1966 r.,
kiedy to Bito i wsp. opisali uzycie bton pétprzepuszczal-
nych w procesie pozyskiwania aminokwaséw i elektroli-
téw z ptynu pozakomoérkowego mézgu i osocza u pséw
[19]. W 1972 r. Delgado i wsp. [47] skonstruowali son-
de do pozyskiwania substancji z ptynu pozakomdrkowe-
go, tzw. ,,dialitrod¢”. Koncepcja wspdiczesnie stosowanej
mikrodializy narodzita si¢ w latach 70. ub.w. w Instytucie
Neurofizjologii Uniwersytetu Karolifiskiego (Szwecja)
[197]. Obserwacja drobnych naczyn krwionosnych (ka-
pilar) nasuneta Ungerstedtowi pomyst zastosowania rurki
z pélprzepuszczalnej blony dializacyjnej jako ,,sztuczne-
go naczynia wlosowatego” do badafi metabolizmu tkanek.
W pierwszych badaniach eksperymentalnych na zwierzg-
tach Ungerstedt i Pycock zastosowali tzw. ,,dziurawe witok-
na” (hollow fibres), wzorujac je na kapilarach uzywanych
w hemodializoterapii [198]. Autorzy wykazali, ze meto-
da ta umozliwia bezposrednie badanie metabolizmu tka-

nek, uzupetniajac obserwacje morfologiczne, histologiczne
i kliniczne (zmiany behawioralne) o otrzymywane przezy-
ciowo dane biochemiczne z tkanek w badanych obszarach.
Mozliwos$¢ badania zmian st¢zen substancji wytwarzanych
przez tkanke¢ nerwowa mozgu, a takze miejscowego poda-
wania substancji chemicznych wptywajacych na metabo-
lizm mézgu otworzyto nowe perspektywy badan.

Pierwsze doniesienie o uzyciu mikrodializy u ludzi pochodzi
z 1987 r., kiedy to Meyerson i wsp. implantowali do ludz-
kiego mézgu sond¢ mikrodializacyjna, prowadzac pomia-
ry metabolitéw i neuroprzekaznikéw u pacjentéw cierpia-
cych na chorobg Parkinsona [136]. Kolejnym krokiem byto
zastosowanie metodyki mikrodializy u oséb poddawanych
zabiegom neurochirurgicznym z powodu guzéw lub ura-
z6w osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Za cel moni-
torowania przyjeto wezesne wykrywanie epizodéw niedo-
krwienia mézgu [76,163]. Wyniki pierwszych obserwacji,
jak réwniez wzrastajace zainteresowanie innych os§rodkéw
nowym narz¢dziem diagnostycznym sktonito neurofizjo-
logéw i neurochirurgéw uniwersytetow w Sztokholmie
i w Lund do opracowania systemu przyt6zkowego moni-
torowania substancji odzwierciedlajacych zaburzony me-
tabolizm tkanek i stworzenia przyrzadéw dla potrzeb kli-
nicznych. W 1995 r. sondy mikrodializacyjne i pozostate
urzadzenia przystosowane do uzycia u ludzi uzyskaty euro-
pejskie certyfikaty dopuszczajace do stosowania kliniczne-
go. W kolejnych latach metodyka zostata wprowadzona we
wszystkich klinikach neurochirurgicznych w Szwecji.

W ciagu ostatnich dwudziestu lat sondy mikrodializacyjne
wprowadzano do réznych tkanek i narzadéw: migsni szkie-
letowych, podskornej tkanki thuszczowej, tkanek (ptaty skor-
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Ryc. 1. Schemat uktadu do monitorowania biochemii tkanek metoda mikrodializy

ne) [169] i narzad6éw przeszczepianych [152], Sciggien [111],
skory [90], gruczotu sutkowego [41], serca [8,103], ptuc
[196], jamy otrzewnowej i jelit [193] oraz zyly udowej [190].
Rosnace zainteresowanie mikrodializa zaréwno w badaniach
eksperymentalnych, jak i w ré6znych specjalnosciach medycz-
nych przetozylo si¢ na liczbe publikacji w bazie Medline,
obejmujaca obecnie ponad 11 tys. tytutéw, w tym ponad 1000
opisujacych zastosowanie kliniczne u ludzi.

ZASADA DZIALANIA

Sonda mikrodializacyjna

Nazwa mikrodializa pochodzi od greckiego stowa dialysis
(rozdziela¢) i odnosi si¢ do procesu separacji czasteczek
w obrgbie niewielkiego obszaru. Podstawowym elemen-
tem technicznym mikrodializy jest sonda mikrodializa-
cyjna, a jej zasadnicza czgScig — blona pdétprzepuszczal-
na. Z sonda potaczone sa dwa przewody: doprowadzajacy
(przewodzacy perfuzat) i odprowadzajacy (ktérym prze-
ptywa dializat) [140] (ryc. 1).

Istnieja dwa giéwne typy sond: a) o r6znych miejscach wej-
Scia i wyjScia z tkanki (linearne i typu ,,shunt”), b) wcho-
dzace do tkanki i wychodzace z niej w jednym punkcie
(typu petla — ,,loop”, bok do boku — ,,side by side”, kon-
centryczne — ,,concentric”) (ryc. 2).

W sondach linearnych ,,dziurawe wtékno™, czyli blona pét-
przepuszczalna, polaczona na jednym koricu z przewodem
doprowadzajacym, a na drugim z odprowadzajacym, jest
umieszczana w tkankach obwodowych z zastosowaniem
prowadnicy, ktéra usuwa si¢ po ulokowaniu blony pot-
przepuszczalnej (okienka dializacyjnego) w zadanym ob-
szarze. Nowsza wersja sondy ,,przeptywowej” linearnej to
sonda ,,przeciekowa” (shunt probe), majaca zastosowanie
w kaniulacji przewodow zoétciowych.

Sondy ,.jedno wejscie/wyjscie” charakteryzuja si¢ tym, ze
przewdd doprowadzajacy i odprowadzajacy biegna obok
siebie, a w zaleznosci od ksztattu okienka dializacyjnego
wyréznia si¢ sondy: typu petla lub koncentryczne. Sonda-
petla jest uzywana w badaniach in vivo (tkanka podskérna,
otrzewna) i in vitro (homogenaty tkanek, zawiesiny komo-
rek, osocze). Najczesciej wykorzystywana w badaniach na
zwierzegtach i w obserwacjach u ludzi jest sonda koncen-
tryczna: zbudowana z cylindrycznej btony poétprzepusz-
czalnej zamknigtej w konicu dystalnym. Kanat wewngtrz-
ny (wewnatrz cylindra) oraz kanal zewngtrzny (utworzony
przez blong potprzepuszczalna) w czgsci proksymalnej tg-
cza si¢ z przewodami: doprowadzajacym i odprowadzaja-
cym. Réznica migdzy sondami koncentrycznymi stosowa-
nymi w medycynie eksperymentalnej oraz implantowanymi
do tkanek ludzkich dotyczy kierunkéw przeptywu ptynu
w kanale zewngtrznym i wewnetrznym oraz dtugosci blo-
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ny dializacyjnej. W sondach zwierzgcych ptyn perfuzyj-
ny jest pompowany przez kanal wewngtrzny i przy dystal-
nym jego koricu zmienia kierunek przeptywu przechodzac
do kanatu zewnetrznego, gdzie w czg¢sci dystalnej sondy
nastgpuje dyfuzja czasteczek z ptynu pozakomérkowego.
W sondach zastosowanych u ludzi wprowadzono zmiang
kierunku przepltywu w celu skrécenia czasu transportu dia-
lizatu do mikrofiolki zbiorczej (redukcja przestrzeni mar-
twej); ptyn perfuzyjny przeptywa kanatem zewngtrznym
sondy i w czgsci dystalnej wptywa do kanalu wewnegtrz-
nego (o mniejszej Srednicy), ktérym jest transportowany
do przewodu odprowadzajacego.

Modyfikacja sondy koncentrycznej jest typ ,,bok do boku”,
w ktorej kanaty (doptyw i odptyw) sa potaczone bokami
1 otoczone cylindryczna blong pétprzepuszczalng zamknig-
ta na koricu dystalnym.

Btona pétprzepuszczalna sond stosowanych u ludzi jest
wykonana z poliamidu, a w sondach zwierzgcych wyko-
rzystywane sg inne materiaty (poliweglany, polisulfony,
kuprofan). Przewody doprowadzajace i odprowadzajace
sq zwykle wykonane z polietylenu (poliuretanu), charak-
teryzuja si¢ gietkoscia i nie wchodza w reakcje z perfu-
zatem/dializatem. Przewody tacza si¢ z sonda klejem cy-
janoakrylowym.

Zasada dziatania sondy opiera sig¢ na zjawisku dyfuzji sub-
stancji zgodnie z gradientem stezen migdzy ptynem poza-
komoérkowym a perfuzatem.

Skiad ptynu perfuzyjnego przypomina st¢zenia podsta-
wowych elektrolitow ptynu pozakomoérkowego tkanki, do
ktorej zostata wprowadzona sonda (mézg, migsnie, tkan-
ka podskérna, watroba etc). Ptyn perfuzyjny (T1) jest roz-
tworem jatowym o sktadzie (w mmol/L): Na* 147, K* 4,
Ca* 2,3 i CI" 156, niezawierajacym mleczanéw ani glu-

kozy. Ptyn stosowany w neurochirurgii ma sktad zblizony
do ptynu mézgowo-rdzeniowego (w mmol/L): Na* 147, K*
2,7, CaCl, 1,2, MgCl, 0,85. Jednoczesnie sktad ptynu per-
fuzyjnego mozna modyfikowaé¢ dodajac do niego wybra-
na substancje¢ (np. lek). Metoda umozliwia zaréwno anali-
zowanie stgzen substancji endogennych (np. glukozy), jak
i stgzenn podawanych substancji egzogennych [140].

Mikrodializa monitoruje przezyciowo sktad ptynu w prze-
strzeni pozakomdérkowej nasladujac fizjologie naczynia wilo-
sowatego. Naczynie wlosowate i wprowadzona do tkanki
sonda oddziatywaja na siebie nawzajem, konkurujac o ,,wy-
tapywane” z ptynu pozakomdrkowego substancje. Zwiazki
chemiczne dyfunduja z kapilary do przestrzeni pozakomér-
kowej, a nastgpnie do komorek, gdzie sa metabolizowane.
Z kolei produkty przemian metabolicznych komérki — dro-
ga ptynu pozakomdrkowego — osiagaja naczynie krwiono-
$ne, sa transportowane do krazenia centralnego i metabo-
lizowane lub wydalane. Jesli do tkanki zostaje zatozona
sonda, wtedy czeS¢ substancji transportowanych przez ka-
pilare, jak i cze$¢ produktow komérek dyfunduje do ptynu
dializacyjnego. Do ptynu dializacyjnego dyfunduje suma-
rycznie wigcej czasteczek danego zwiazku przy szybszym
przeptywie krwi w naczyniu krwiono$nym (wigkszy do-
wo6z). Stezenie substancji w dializacie rosnie réwniez, gdy
zmniejszy si¢ lokalny metabolizm, a tym samym wychwyt
przez komorki, lub wzrasta ich synteza w tkance [197].

Odzysk i ocena stezenia substancji w plynie
pozakomoérkowym

Zasade dyfuzji opisuje fizycznie pierwsze prawo Ficka,
w ktérym szybkos¢ dyfuzji jest wprost proporcjonalna do
powierzchni wymiany (przekroju rurki) i réznic st¢zen sub-
stancji, a odwrotnie proporcjonalna do diugosci rurki (odle-
glosci dyfuzji): dQ/dt = ADAC/AX, gdzie: dQ/dt — okresla
ilos¢ czasteczek przemieszczajacych si¢ w czasie od Srodo-
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wiska wigkszego do nizszego st¢zenia, A — powierzchnig
wymiany, D — stala dyfuzji (cm%s), AC — réznice stezen
substancji dyfundujacej, AX — dlugosci drogi dyfuz;ji.

W mikrodializie parametrem opisujacym wielkos¢ ,,pobo-

ru” czasteczek z przestrzeni pozakomoérkowej przez sonde

(w mechanizmie dyfuzji) jest tzw. odzysk (recovery) [58].

Na ilos¢ ,,odzyskanej” substancji w dializacie maja wptyw

czynniki zalezne od: sondy i badanej substancji. W pierw-

szej grupie (zaleznej od sondy) znajdujg sig:

a) predkos¢ przeptywu ptynu perfuzyjnego,

b) wielkos¢ powierzchni btony pétprzepuszczalnej (od-
zysk jest wprost proporcjonalny do powierzchni btony,
a wiec tym samym sondy o wigkszej Srednicy daja lep-
szy odzysk na jednostke dtugosci),

¢) wielkos¢ por w btonie pétprzepuszczalne;.

Czynniki zalezne od badanej substancji to: masa cza-
steczkowa i wspdtczynnik dyfuzji oraz st¢zenie substan-
cji w ptynie pozakomérkowym. Ten ostatni parametr uwa-
runkowany jest stopniem unaczynienia tkanki badanej,
predkoscia przeptywu krwi, wielkoScia poboru/wytwa-
rzania danej substancji przez komorki i szybkoscia lokal-
nego metabolizmu.

Wielkos$¢ por btony pétprzepuszcezalnej zalezy od rodzaju
sondy i jej przeznaczenia; cutoff value (graniczna wielkos¢

przenikajacych czasteczek) wynosi zwykle 5 000-30 000
Daltonéw (D), ograniczajac dyfuzje czasteczek o wigkszej
masie. Wyniki do§wiadczeri w badaniu odzysku ujawnity,
ze w standardowej sondzie do kaniulacji tkanki podskor-
nej o wartosci odcigcia 20 kDa przez otwory w membra-
nie swobodnie przechodzg zwiazki drobnoczasteczkowe
o masie czasteczkowej do 5 kDa [102]. Pomiary pepty-
dow czy cytokin wymagaja zatem zastosowania membra-
ny o wigkszych porach (100 kDa) [206].

Wspébtczynnik dyfuzji definiuje ,,zdolnos$¢” dotarcia dane-
go zwigzku z ptynu pozakomdérkowego do sondy i jest on
odwrotnie proporcjonalny do wielkosci czasteczki.

Odzysk catkowity (absolute recovery) okresla ilos¢ sub-
stancji uzyskanej w dializacie w okreslonej jednostce czasu
(mol/jednostka czasu). Jego wartos¢ jest zalezna od wspot-
czynnika dyfuzji i szybkosci przeptywu ptynu perfuzyjne-
go (wzrasta z przeptywem).

W praktyce czgsciej stosuje si¢ pojecie odzysku wzgledne-
go (procentowego) (relative recovery), definiowanego jako
odsetek stezenia danej substancji zmierzonej wzgledem
jej stezenia w ptynie pozakomérkowym (extracellular flu-
id — ECF): ([stezenie w dializacie]/[stezenie w ECF]x100)
[127]. Im duzszy cewnik (wigksza powierzchnia btony pot-
przepuszczalnej) i im mniejsza predkos¢ przeptywu pty-
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nu perfuzyjnego, tym mniejszy gradient po obu stronach
btony pétprzepuszczalnej i wartos¢ odzysku wzglednego
zblizona do 100%. Parametr ma zastosowanie, gdy perfu-
zat nie zawiera badanego zwiazku, a zawiera go jedynie
ptyn pozakomoérkowy. Jezeli badana substancja znajduje
si¢ w perfuzacie, wprowadza si¢ pojecie wydajnosci eks-
trakcji (extraction efficiency — EE), ktéra wyraza sig sto-
sunkiem uzyskanego/utraconego zwiazku przeptywajacego
przez sondg (stg¢zenie w dializacie — st¢zenie w perfuza-
cie) do réznicy stgzerh migdzy probka (plynem pozako-
moérkowym, badanym roztworem) a perfuzatem (st¢zenie
w Srodowisku badanym — stgzenie w perfuzacie). Badania
eksperymentalne nowej substancji metoda mikrodializy
ilosciowej, nalezy rozpoczaé¢ od okreslenia wydajnosci
ekstrakcji, a wigc od kalibracji sondy. Procedur¢ wyko-
nuje si¢ mierzac stgzenie badanej substancji w Srodowi-
sku (roztwér o znanym stezeniu) i w dializacie, z zatoze-
niem, ze plyn perfuzyjny badanej substancji nie zawiera.
W takiej sytuacji wydajnos¢ ekstrakcji sprowadza si¢ do
pomiaru odzysku wzglednego (EE,).

Mikrodializa wprowadza dodatkowo pojecie przerwy czaso-
wej (break-in-time) w odniesieniu do odzysku. Bezposrednio
po implantacji sondy, przestrzenie w bionie potprzepusz-
czalnej wypetnione sa powietrzem. Czas potrzebny do
wyparcia powietrza i zastapienia go ptynem perfuzyjnym
(co warunkuje rozpoczecie zjawiska mikrodializy) mozna
skrécié przez wezesniejsze, przed implantacja, zanurzenie
sondy w ptynie perfuzyjnym lub rozpoczgcie przeptuki-
wania sondy przed umieszczeniem jej w tkankach. Takie
postgpowanie nie jest prawdopodobnie konieczne jedynie
przy badaniu mézgowia (duza zawartos¢ wody w tkance,
dhuzszy okres migdzy implantacja w warunkach sali ope-
racyjnej a rozpoczgciem pomiaréw). Zaktada si¢ jednak,
ze op6Znienie w uzyskiwaniu w petni wartosciowych da-
nych (,,stable recovery”’) wynosi minimum 30 minut i taka
poprawke nalezy przyja¢ w interpretacji wynikéw. Trzeba
jednocze$nie pamigtaé, ze kazdorazowy epizod ,,zabloko-
wania” btony poétprzepuszczalnej powietrzem bedzie po-
wodowal zmniejszenie ilosci dializatu do pustej prébki
wlacznie. Stad nasuwa si¢ praktyczna uwaga o koniecz-
nosci ewakuowania pgcherzykéw powietrza ze strzykaw-
ki wypelnionej ptynem perfuzyjnym.

Waznym zagadnieniem w praktyce klinicznej staje si¢ tez
pytanie o miarodajnos¢ wynikow stezent w dializacie w od-
niesieniu do stgzen realnych w badanej tkance. Jest to wiec
pytanie o stgzenie substancji w tkance i warto§¢ wspot-
czynnika odzysku (recovery factor). Wyjsciowo przyjeto,
ze odzysk in vivo jest rowny odzyskowi in vitro [210]: od-
zysk in vivo = (stgzenie w dializacie z tkanki/stgzenie in
vivo) x 100%, a odzysk in vivo = odzysk in vitro, z cze-
go wynika, ze stezenie in vivo = (stgzenie in vitro x stg-
zenie w dializacie z tkanki)/stezenie w dializacie in vitro.
Jednakze wg Sarre’a i wsp. [173] stwierdzenie to nie za-
wsze jest prawdziwe (wptyw lepkosci i niejednorodno-
sci tkanek).

Do metod stosowanych w celu walidacji wynikéw nale-

7Qa:

1) zmiana szybkosci przeptywu (changing flow rates), czyli
ekstrapolacja st¢zeni realnych (extrapolation of true extra-
cellular concentration): polega na pomiarze st¢zen danej
substancji przy dwéch predkosciach przeptywu ptynu

perfuzyjnego (np. 1 i 2 ul/min na osi odcigtych) i na-
niesieniu ich na uktad wspoétrzednych — miejsce hipote-
tycznego przecigcia krzywej taczacej dwa punkty z osia
rzednych (ekstrapolacja do predkosci zero) jest poszu-
kiwana wartos$cia realna stezenia tkankowego (w prak-
tyce warto$¢ ta jest nieco zawyzona) [68];

2) metoda wolnego przeptywu i zatrzymanego przeptywu
(low-flow and stop-flow method). Zastosowanie wystar-
czajaco dlugiej membrany (30 mm) i stopniowe zwalnia-
nie przeptywu pozwoli na maksymalizowanie odzysku.
Przy niskich wartosciach przeptywu ptynu perfuzyjne-
go (ponizej 0,5 ul/min) ptyn pozakomérkowy i perfu-
zat beda w kontakcie wystarczajaco dlugi okres czasu,
a stgzenia substancji w dializacie nie bgda dalej wzra-
sta¢ pomimo zwalniania przeptywu (odzysk bliski 100%,
zréwnowazenie stgzen po obu stronach btony pétprze-
puszczalnej) [58,127,133]. Obie powyzsze metody za-
ktadaja, ze stezenie badanej substancji nie podlega wa-
haniom, a zmienia si¢ tylko przeptyw perfuzatu;

3) metoda braku wymiany lub technika zréwnowazenia
(no-net-flux metod; equilibrium technique) — polega ona
na przeptukiwaniu sondy (ptyn perfuzyjny) roztworami
o znanych stgzeniach substancji, ktéra znajduje si¢ w ba-
danej tkance (np. glukoza) i odnotowywaniu stgzen tej-
ze substancji w dializacie. Stosujac kilka réznych st¢zen
(niskie i wysokie) uzyskuje si¢ odpowiednio dializaty
o podwyzszonym st¢zeniu (tkanki ,,oddaty” substancje
na zasadzie gradientu st¢zen) i o obnizonym stgzeniu
(tkanki ,,pobraly” substancj¢ z roztworu o wyzszym
stezeniu). Na podstawie uzyskanych wynikéw oblicza
si¢ stgzenie rownowagi odpowiadajace rzeczywistemu
stezeniu badanego zwiazku w tkance. W metodzie tej
zmienia si¢ st¢zenie substancji badanej, ale szybkos¢
przeptywu perfuzatu jest stata [4,58].

Dodatkowo do okreslenia wielkosci odzysku wzgled-
nego substancji, ktéra nie wystgpuje w Srodowisku ba-
danym wykorzystuje si¢ metod¢ wstecznej dializy (re-
trodialysis), podajac w ptynie perfuzyjnym (sonda nr 1)
substancje o znanym st¢zeniu i badajac jej stezenie w dia-
lizacie (sonda nr 2): odzysk badanej substancji = (1—(ste-
zenie substancji w dializacie/st¢zenie substancji w perfu-
zacie))x100% [145].

Powyzsze sposoby znajduja zastosowanie w pracach eks-
perymentalnych, w tym metodach pionierskich (kaniulacja
tkanki wczesniej niebadanej, zastosowanie nowego leku,
zmiany stanu klinicznego wplywajace na perfuzj¢), a ich
niedogodnoscia jest czasochtonnos$¢. Alternatywe moze
stanowi¢ technika kalibracyjna z perfuzja izotopu, zakta-
dajaca, ze wzgledna podaz substratu zawierajacego izotop
do ECF bedzie réwna wzglednemu odzyskowi w dializa-
cie tegoz substratu bez izotopu [94,120].

Przy standardowym zastosowaniu klinicznym mozna si¢
opiera¢ na wynikach wczes$niejszych badar obserwacyj-
nych, przeprowadzanych w warunkach laboratoryjnych
oraz badaniach klinicznych, ktére zaktadaja odzysk bliski
100% (80—100%) przy kaniulacji tkanek sonda o dtugosci
membrany 30 mm i niskim przeptywie ptynu perfuzyjne-
20 (0,3 ul/min) [53]. W przypadku tkanki nerwowej moé-
zgowia wystarczajace jest zastosowanie sondy o dtugosci
btony péiprzepuszczalnej 10 mm i wolnego przeptywu
(0,3 pl/min) — zaktadany odzysk to 70-80%.

389



Postepy Hig Med Dosw (online), 2007; tom 61: 384-402

Osmoza i ciSnienie hydrostatyczne

W krwi ptynacej w naczyniach wlosowatych znajdujg sie
m.in. duze czasteczki, ktére odpowiadaja za wytworzenie
ci$nienia onkotycznego i warunkuja przemieszczenie wody
z otoczenia (ECF) do kapilary. Po umieszczeniu w tkan-
ce sondy, w ktdrej przeptywa ptyn perfuzyjny, woda prze-
nika do otaczajacej przestrzeni (i dalej do kapilary). Aby
zahamowac ten mechanizm nalezatoby do roztworu ptynu
perfuzyjnego doda¢ duze czasteczki (albuminy, dekstran)
w celu zréwnowazenia gradientu osmotycznego. Dodanie
np. dekstranu 70 powoduje zwigkszenie objgtosci probki
0 8-59% [67]. Jednak nie wykonuje si¢ tego w standar-
dowym monitorowaniu klinicznym, a jedynie uwzgled-
nia straty wody z plynu perfuzyjnego, co prowadzi do
wzrostu stgzenia substancji w probce. Predkos¢é osmozy
w tkance mig$niowej wynosi 8 ul/h, a w tkance tluszczo-
wej — 2 ul/h. Jest to wielkos$¢ bezwzgledna, a nie procen-
towy ubytek wody. W celu bardzo doktadnego okreslenia
wielkosci ubytku wody, rekomendowane jest wazenie mi-
krofiolki przed zalozeniem do zestawu i po kolekcji ptynu
(przy przeptywie 0,3 pl/min, po 60 min obserwacji masa
mikrofiolki powinna wzrosna¢ o 18 ug, co w przyblizeniu
odpowiada objetosci dializatu wynoszacej 18 ul).

Cisnienie hydrostatyczne w pewnym stopniu réwniez wpty-
wa na ilo$¢ ptynu gromadzacego si¢ w fiolce przez zmiang
wielkosci transferu wody pomigdzy sonda, Srodowiskiem
zewnatrzkomérkowym i wlosniczka. Uktadajac mikro-
fiolkg powyzej lub ponizej miejsca zalozenia sondy, moz-
na zwigkszy¢ lub zmniejszy¢ ilos¢ ptynu dializacyjnego.
Wplyw cisnienia hydrostatycznego ogranicza si¢ prawie
wylacznie do zmian w iloSci uzyskiwanego materiatu, i nie
przeklada sig istotnie na zmiany stgzen substancji.

Ocena perfuzji

Zmiany w st¢zeniu metabolitu w przestrzeni pozakomodrko-
wej zaleza od: wytwarzania miejscowego danego zwiazku,
poboru miejscowego lub rozktadu substancji przez komor-
ki i usuwania przez perfuzj¢ tkankowa. Wobec powyz-
szego wazne staje si¢ uzyskanie informacji o przeptywie
krwi w tkankach obwodowych. Rozwigzaniem moze by¢
dodanie tzw. markera przeptywu do ptynu perfuzyjnego.
Substancja ta nie moze wystgpowaé w organizmie, musi
miec relatywnie niewielka czasteczke umozliwiajaca pasaz
przez blong pélprzepuszczalng i nie moze by¢ toksyczna
dla tkanek. Taka substancja jest np. etanol. Nasilenie prze-
ptywu obwodowego krwi szacuje si¢ na podstawie réznic
migdzy st¢zeniem etanolu podawanego z ptynem perfuzyj-
nym a jego st¢zeniem w plynie dializacyjnym. Im inten-
sywniejsza perfuzja tkanki, tym nizsze st¢zenie koficowe
(wigcej czasteczek pobieranych jest przez krew), a wigc
stosunek stgzenia ,,wyjsciowego” do ,,wejSciowego’” ma-
leje. Opisana metoda nie pozwala jednak na precyzyjne
okreslenie zmian perfuzji [5,72]. Potaczenie tej metody
z pomiarem innych substancji pozwala natomiast na osza-
cowanie zmian w produkcji czy poborze miejscowym ba-
danych zwiazkéw w aspekcie zmian w przeptywie obwo-
dowym krwi. Obecnie do oceny wielkosci perfuzji stosuje
si¢ coraz czg¢sciej metodg klirensu radioaktywnego kseno-

nu ("¥3Xe) [71] lub mocznika zawierajacego *C (U-13C)
(pomiar stosunku wyptywu do naptywu — outflow/inflow
ratio) [27].

Z klinicznego punktu widzenia nasuwa si¢ pytanie, jak
istotne znaczenie maja zmiany w perfuzji tkanki wywota-
ne zalozeniem sondy na uzyskiwane pomiary st¢zen np.
glukozy. Doniesienia o zaburzeniach w wynikach odzysku
wraz z przyspieszeniem przeptywu krwi [72,171] zostaty
zweryfikowane badaniem metoda Dopplera, ktére ujawni-
o powr6t perfuzji do wartosci wyjsciowych do 15 minut
po implantacji sondy [2].

Mikrodializa, jak kazda metoda diagnostyczna, nie jest do-
skonata. Zasadniczym problemem jest wplyw zatozenia
sondy (uraz tkanek, zniszczenie komérek, naczyn wtoso-
watych) i miejscowy odczyn zapalny na uzyskiwane wyniki
pomiaréw. Wedlug Wientjesa i wsp [207] czas potrzebny do
regeneracji tkanek w miejscu insercji sondy wynosi okoto
tygodnia (po 5-9 dniach wzrastat odzysk glukozy). Jednak
wykazano, ze sonda funkcjonowata przez caty zaktadany
okres obserwacji, tj. 3 tygodnie, a otrzymywane wartosci
stezen glukozy z dializatu $cisle korelowaly z wartosciami
glikemii mierzonymi z krwi kapilarnej. Postawiono row-
niez pytanie o wptyw sondy na miejscowa zmiang st¢zen
glukozy (pobieranie substancji przez sondg z nastgpowym
przesunigciem stgzenn w okolice przez nig ,,drenowane”)
[119]. Wyniki badan eksperymentalnych pozwalaja jednak
na marginalizacj¢ tego problemu [21,127].

Dtlugoletnie obserwacje i badania [53,127] pozwolity na
przyjecie pewnych zatozen w stosowaniu metody mikro-
dializy, ktére gwarantuja uzyskanie jak najbardziej miaro-
dajnych wynikéw (odpowiednia dlugos¢ i rodzaj membra-
ny mikrodializacyjnej, wolny przeptyw perfuzatu, budowa
sondy, sposéb implantacji)'.

Elementy skladowe ukladu do mikrodializy klinicznej

Zaktadanie sondy jest proste, a réznice w sposobie im-
plantacji wynikaja z rodzaju badanej tkanki. W przypadku
badania tkanki podskérnej (podskoérna tkanka ttuszczowa
okolicy okotopgpkowej brzucha lub bocznej powierzchni
uda) postgpowanie obejmuje odkazenie skory, ujecie fat-
du skérnego (w celu wytworzenia przestrzeni podskor-
nej), przektucie skdry igta na glgbokos¢ 2—5 mm (usunig-
cie iglty), a przez powstaty w skérze otwér wprowadzenie
sondy wraz z prowadnica (Srednica 0,6 mm i dtugosé
30 mm). Wprowadzanie powinno odbywac si¢ w sposéb
ptynny, dos$¢ szybki, z zachowaniem kierunku. Wszelkie
niepotrzebne manipulacje moga spowodowaé przemiesz-
czenie sondy, jej zagiecie lub uszkodzenie o brzeg prowad-
nicy. Kolejnym etapem postgpowania jest usunigcie pro-
wadnicy i zabezpieczenie pozostawionej sondy jalowym
opatrunkiem przeziernym.

Sonda moze pozostawac w tkance przez okres kilku — kil-
kunastu dni. Miejsce jej wprowadzenia jest obserwowane
pod katem ewentualnego stanu zapalnego. Sonda nie po-
winna by¢é wprowadzana w miejscu, w ktérym skora jest
zakazona lub uszkodzona. Nalezy tez wykaza¢ ostroz-

' Oprécz sprzetu firmy CMA Microdialysis, ktéry uzyskat certyfikat MDD i FDA, istnieje wiele prototypéw sond wyko-
rzystywanych w eksperymentalnych pracach laboratoryjnych i klinicznych.
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nos$¢ w przypadku trombocytopenii i innych skaz krwo-
tocznych (miejscowe krwawienie wokét sondy zaburza
proces mikrodializy)

Podobnie jak opisano powyzej, odbywa si¢ zaktadanie son-
dy do tkanki mig$niowej szkieletowej. Warunkiem powo-
dzenia jest odpowiednio glgboka kaniulacja (sonda znajdu-
je si¢ w migsniach, nie nad nimi), poczatkowo pod katem
45 stopni, a po przebiciu powigzi — pod katem 20 stopni.
Wazne jest tez nieuszkodzenie sondy w trakcie zaktadania
(twarda powigZz, skurcz migs$nia), jak réwniez unierucho-
mienie partii mig$ni, w ktdrej jest ona umieszczona (brak
ruchéw czynnych i biernych).

Implantacje sondy do narzadéw wewnetrznych (watroba,
pluca, jelita) wykonuje si¢ w trakcie zabiegdw operacyjnych,
a stosowany sprzet (rodzaj sondy) jest dostosowany do bada-
nego narzadu (prowadnice migkkie, rozdzierane, itp.).

Pierwsze kliniczne zastosowanie sondy mikrodializacyj-
nej dotyczyto osrodkowego uktadu nerwowego. Obecnie,
w czg$ci osrodkéw neurochirurgicznych na Swiecie, wska-
zaniem do prowadzenia mikrodializy jest uraz lub krwa-
wienie do OUN. Wprowadzanie sondy do tkanki nerwowej
mozgu odbywa si¢ w trakcie zabiegu operacyjnego ewa-
kuacji krwiaka lub odbarczenia mézgowia po urazie, naj-
czesciej w trakcie zaktadania pomiaru ci$nienia Srédczasz-
kowego (ICP — intracranial pressure) i ciSnienia perfuzji
mozgowej (CPP — cerebral perfusion pressure). W zalez-
nosci od miejsca zatozenia stosuje si¢ metode umocowa-
nia na sworzniu (Bolt fixation; w tzw. ,lepszym” obsza-
rze mézgowia, umieszczenie ptytkie po przebiciu opony
twardej; w dwu-trzykanatowej prowadnicy wraz z czujni-
kami ci$nienia i perfuzji mézgowej, a czasem tez tkanko-
wej preznosci tlenu), oraz umieszczanie stereotaksyczne
w poblizu ogniska chorobowego (na podstawie obrazowa-
nia TK, wskazane uzycie sondy ze ztotg koncéwka dla lep-
szego neuroobrazowania jej potozenia).

Przewo6d doprowadzajacy sondy taczy ja ze strzykawka
wypetniona jalowym ptynem perfuzyjnym, ktéra umiesz-
czana jest w specjalnej pompie strzykawkowej zasilanej
bateriami. Pojemnos¢ strzykawki wynosi 2,5 ml. Pompa
pracuje cicho i okresowym (co 10 sekund) btyskiem zie-
lonej diody sygnalizuje sprawnos¢ uktadu. Zmiana zabar-
wienia Swiatta na czerwony i zmiana czgstotliwosci impul-
séw Swietlnych informuje o awarii (wyczerpanie baterii,
brak ptynu w strzykawce). Uruchamianie i zatrzymywa-
nie pompy odbywa si¢ poprzez zamknigcie lub otwarcie
pokrywy osltaniajacej strzykawke. Kazdorazowe zamknig-
cie pokrywy inicjuje cykl przeptukiwania uktadu przez
5 min z predkoscia 15 pl/min. Zmiana baterii nie zmienia
trybu pracy pompy. W zaleznosci od typu pompy mozliwa
jest jej praca tylko ze stata predkoscia 0,3 pl/min (pompa
CMA 6) lub tez zmienna predkoscia podazy 0,1-5 pl/min
(pompa CMA 7). W rutynowym monitorowaniu klinicz-
nym zalecany jest przeptyw 0,3 ul/min. Wzrost predkosci
przepltywu w sondzie powoduje réwniez wigksze przeni-
kanie wody do tkanki (zgodnie z gradientem osmozy), co
moze powodowac zaburzenia jonowe i miejscowej odpo-
wiedzi komérek.

Drugi koniec sondy — odprowadzajacy — zakoniczony jest
uchwytem na mikrofiolki, ktére zaktada si¢ w celu ko-

lekcjonowania dializatu. Zaréwno dren doprowadzajacy
z pompa, jak i dren odprowadzajacy, uchwyt i mikrofiolki
znajduja si¢ poza jalowym opatrunkiem i wszelkie mani-
pulacje z nimi zwigzane (zmiana strzykawki, zmiana mi-
krofiolki) nie naruszaja aseptycznego srodowiska miejsca
zatozenia sondy.

Ptyn perfuzyjny swobodnie dyfunduje do tkanek, zmienia-
jac nieznacznie sktad ptynu pozakomérkowego. Czasteczki
substancji zawartych w ECF (o masie czasteczkowej ponizej
5 kDa) dyfunduja do wngtrza sondy. Nastgpuje wyréwnanie
stgzen substancji - po zatozeniu sondy konieczny jest czas
dla tzw. ,kalibracji” w tkankach (usunigcie pgcherzykéw
powietrza z blony pétprzepuszczalnej, wyréwnanie stezen)
wynoszacy minimum 30 minut, a optymalnie 1-2 godziny.
Substancje chemiczne z ptynu zewnatrzkomérkowego dy-
funduja przez btong dializacyjna do kanalu wewngtrznego
sondy i wraz z dializatem (ptyn perfuzyjny po wyréwna-
niu stezen i wzbogaceniu w substancje z przestrzeni poza-
komoérkowej) przechodza do fiolki zbiorczej.

Pompa z bateriami, strzykawka z ptynem perfuzyjnym, son-
da i mikrofiolka tworza podstawowy zestaw do monitoro-
wania metoda mikrodializy. Prébka uzyskanego materiatu
jest wraz z mikrofiolka przenoszona do analizatora, a wy-
nik wyswietlany jest na ekranie. Probki ptynu zewnatrzko-
morkowego moga by¢ pozyskiwane co 20-60 min.

Minimalna ilo§¢ ptynu wymagana przez analizator do wy-
konania pojedynczej analizy wynosi 0,5 pl, a czas trwania
oznaczenia: 1-1,5 min. Prébki do dalszych badari sg prze-
chowywane w stanie zamrozenia i w p6Zniejszym okresie
poddawane réznym technikom analitycznym.

Analizatory (CMA 600, ISCUS) sa wyposazone w opro-
gramowanie utatwiajace prezentacje wynikéw (wartosci
stgzen substancji mierzonych w ECF) réwnolegle z dany-
mi uzyskanymi z monitoréw (akcja serca, saturacja SatO,,
cisnienie krwi, CPP, ICP, tkankowy pomiar pr¢znosci tle-
nu), pomp infuzyjnych, respiratora i manualnie wprowa-
dzanymi zdarzeniami. Istnieje réwniez mozliwos$¢ pota-
czenia analizatora z kamerg video (video capture unit),
ktdra rejestruje w sposéb ciagly pobyt pacjenta w oddzia-
le (monitoring stanowiska intensywnej terapii) i pozwala
uchwyci¢ wszelkie zwigzane z nim zdarzenia. W potacze-
niu z danymi monitorowania biochemicznego i biofizycz-
nego wzbogaca to w sposéb istotny instrumentarium in-
tensywne;j terapii.

Wszystkie sktadowe uktadu do mikrodializy sa dopusz-
czone do stosowania u ludzi przez Europejska Komisje ds.
Urzadzeri Medycznych (Medical Device Directive) i maja
stosowne certyfikaty (CE 0413).

Wiodacym producentem oprzyrzadowania dla potrzeb na-
ukowych i medycznych jest powstata w 1984 roku szwedz-
ka firma CMA Microdialysis. Firma ta jako pierwsza na
Swiecie wprowadzila na rynek technologi¢ mikrodializy,
ktora stale rozwija. Wytwarzane w Szwecji urzadzenia,
oprogramowanie i cz¢s$ci zuzywalne sa opatrzone znakiem
ISO 13485 i spetniaja standardy FDA.

Podstawowe znaczenie w rzetelnym monitorowaniu od-
grywa utrzymanie statych odstgpéw czasowych pomig-
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dzy pomiarami (regularnos¢ zmiany mikrofiolek). Istotna
rolg wobec powyzszego ma Scista wspotpraca zespotu le-
karsko-pielggniarskiego, a w szczegdélnosci przeszkolenie
grupy pielgegniarek w zakresie zaktadania sond podskor-
nych, pielegnowania miejsca zatozenia, kompletowania
zestawu do mikrodializy, opisywania mikrofiolek, kali-
bracji aparatu, wymiany mikrofiolek i wykonywania po-
miaréw oraz zabezpieczania materiatu do dalszych badan
(chtodzenie, zamrazanie). Nie ma natomiast konieczno-
Sci wprowadzania nowego protokotu czy tez formularzy
w zwigzku z prowadzonym monitorowaniem. Sumienne
odnotowywanie danych klinicznych w karcie obserwacyj-
nej pacjenta wraz z nanoszonymi wartosciami pomiaréw
mikrodializacyjnych jest wystarczajace do uzyskania pet-
nego obrazu klinicznego pacjenta.

Precyzja i staranno$¢ prowadzenia monitorowania warun-
kuja uzyteczno$¢ metody. Najczegsciej popelniane bigdy,
ktore sa relatywnie tatwe do uniknigcia, to nieostrozne za-
ktadanie sondy i nieuwazne obchodzenie si¢ z mikrofiol-
kami. W pierwszym przypadku sfatdowania sondy o ské-
re lub twarde tkanki np. powigZ, daje tzw. efekt robaczka,
co moze spowodowacd ztamanie/zgigcie sondy lub uszko-
dzenie btony pétprzepuszczalnej o ostry brzeg prowadnicy.
W drugim przypadku niedoktadne opisanie mikrofiolek lub
stabe docisnigcie mikrofiolki w uchwycie, a takze przecho-
wywanie w nieodpowiednich warunkach (brak schtodzenia
prébki; wielomiesigczne przechowywanie w zamrazarce),
powoduje utratg probki. W przypadku mikrodializy neuro-
chirurgicznej, przed zatozeniem opatrunku nalezy opisa¢
dreny dochodzace (od pomp) i odprowadzajace (do mikro-
fiolek) ze wszystkich (dwdch lub wigcej) zatozonych sond,
aby nie nastgpita pomytka w zbieraniu danych.

SUBSTANCJE MONITOROWANE

Substancje oznaczane najczgsciej w warunkach klinicznych
w plynie pozakomérkowym to glukoza, markery niedo-
krwienia i metabolizmu beztlenowego (mleczany, pirogro-
niany) i obliczany stosunek: mleczanéw do pirogronianéw
(L/P) oraz wskaznik uszkodzenia btony komdrkowej komo-
rek nerwowych i aktywnosci uktadu wspétczulnego — glice-
rol. Inne oznaczane substancje to aminokwasy o potencjal-
nym dziataniu neurotoksycznym (glutaminian, aspartanian)
czy tez endogenny produkt metabolizmu (mocznik). Oprécz
opisanych powyzej substancji, ktérych oznaczanie wpro-
wadzono w niektérych osrodkach jako standard postgpo-
wania klinicznego, istnieje mozliwos¢ analizy dla celow
badawczych innych zwiazkéw, ktérych wielkos¢ czastecz-
ki umozliwia przejscie przez btong dializacyjna sondy. Sa
to peptydy i aminokwasy, adenozyna, inozyna, hipoksan-
tyna, karnityna, cytokiny, neuroprzekazniki (serotonina,
noradrenalina, dopamina), angiotensyna II, kwas askorbi-
nowy, kwas moczowy, glutation i leki [3,155,161]. Nie za-
wsze jednak odzysk wzgledny danej substancji jest wyso-
ki, czgsto wynosi jedynie 20-30%, a nawet mnie;j.

Glukoza jest podstawowa substancja oznaczana metodg mi-
krodializy. Odgrywa ona gtéwna role w metabolizmie wie-
lu tkanek i narzadéw. Zmiany w stgzeniu glukozy w ECF
zaleza od jej stezenia we krwi, perfuzji tkankowej oraz od

natezenia jej poboru przez komérki (znaczny wzrost za-
potrzebowania w hipoksji i przestawieniu metabolizmu na
szlak glikolizy beztlenowej). Prawidtowe st¢zenie gluko-
zy w tkance podskdrnej wynosi okoto 5 mmol/l, a w mé6-
zgu 1,5-2 mmol/I2.

Metabolizm glukozy wiaze si¢ z druga najczesciej ozna-
czang substancja — mleczanami. St¢zenie ich wzrasta w hi-
poksji, niedokrwieniu i hipermetabolizmie. W warunkach
prawidtowego ukrwienia i utlenowania tkanek obwodowych
glukoza ulega przemianie do pirogronianu, ktéry jest sub-
stratem dla cyklu kwasu cytrynowego. Przy niedotlenieniu
tkanek, pirogroniany sa metabolizowane do mleczandéw.
Jedli zaopatrzenie tkanek w tlen i glukoze jest prawidio-
we, to stezenie mleczanéw w plynie pozakomérkowym wy-
nosi okoto 2 mmol/l, przy st¢zeniu pirogronianéw okoto
120 umol/l, a stosunek stezen mleczandw/pirogronianéw
(L/P) nie przekracza wartosci 15-20>.

W hipoksji, ale przy utrzymanym naptywie glukozy, piro-
groniany nie sa metabolizowane w cyklu Krebsa, ale w ca-
osci ulegaja przeksztatceniu w mleczany. llos¢ wytwarza-
nej energii (do wytworzenia takiej samej ilosci ATP jak
w mechanizmie glikolizy tlenowej potrzeba 18 razy wigcej
glukozy) jest mata, a stgzenie mleczanéw wzrasta.

Niedokrwienie tkanek powoduje obnizenie doptywu za-
rowno glukozy, jak i tlenu. Komérki staja si¢ zalezne od
beztlenowego wytwarzania ATP z glukozy, czego nastgp-
stwem jest wzrost stgzenia mleczanéw. Jednak szybkie
wyczerpanie zapaséw substratu (glukozy) i niemoznos¢
jej uzupetnienia powoduje wzrost stosunku L/P (podwyz-
szone stgzenie mleczanéw i zmniejszone stgzenia pirogro-
nianéw), przy czym w tej sytuacji st¢zenie mleczanéw nie
musi osiggaé bardzo wysokich wartosci.

Glicerol jest sktadnikiem fosfolipidéw btony komérkowej
oraz triacylogliceroli tkanki ttuszczowej. W tkance ttusz-
czowej zachodzg réwnolegle procesy lipogenezy i lipoli-
zy, stale wigc uwalniana jest pewna pula glicerolu, ktéry
przenika do przestrzeni pozakomoérkowej. Nasilenie lipo-
lizy pod wptywem katecholamin i glukagonu powoduje
wzrost stezenia glicerolu. Dodatkowo, w tkance ttuszczo-
wej znajduja si¢ zakoriczenia uktadu wspétczulnego, z ktd-
rych pod wptywem stymulacji uwalniana jest noradrenalina.
Oddziatuje ona poprzez receptory beta3 powodujac nasile-
nie rozpadu triacylogliceroli i wzrost uwalniania glicero-
lu [55]. Glicerol odzwierciedla wigc posrednio aktywnosé
uktadu wspoéiczulnego. Wartosci uznawane za prawidtowe
mierzone sondg mikrodializacyjna w tkance ttuszczowej to
okoto 200 umol/I?, natomiast w okresie znacznego stresu
stezenie glicerolu wzrasta nawet do 3—4 mmol/l.

Zrédtem glicerolu w tkance nerwowej mézgu sa btony
komoérkowe. Hipoksja i hipoglikemia zaburzajac dziata-
nie pompy Na*/K* inicjuja naptyw jonéw wapniowych do
komorki i1 aktywuja fosfatazy, rozpoczynajac proces nisz-
czenia blony komérkowej, z ktérej uwalniany jest glice-
rol (wartos$ci przecigtne dla tkanki mézgowej wynosza ok.
50 umol/l)>. Masywny wzrost stgzenia glicerolu obserwo-
wany jest w mézgu zaréwno u zwierzat jak i u ludzi w ta-

2 Wartosci uzyskiwane przy zastosowaniu sondy o dtugosci 30 mm i predkosci przeptywu ptynu perfuzyjnego 0,3 pl/min
w tkance podskdrnej i sondy o dlugosci 10 mm i predkosci przeptywu ptynu perfuzyjnego 0,3 ul/min w mézgu.
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kich stanach klinicznych jak niedokrwienie, niedotlenie-
nie czy zakazenie [77].

Uwalnianie glutaminianu przez uszkodzone neurony po-
woduje wtérne uszkodzenie mézgu, co réwniez objawia
si¢ zwigkszeniem stg¢zenia glicerolu w perfuzacie. St¢zenie
glutaminianu uznawane za jeszcze nietoksyczne dla neu-
ronéw wynosi ok. 100 pmol/l.

Metabolizm tkanek organizmu wymagajacego intensyw-
nej terapii zmienia si¢ szybko i glgboko. Obecny stan wie-
dzy nie pozwala na interpretacj¢ i wytlumaczenie wszyst-
kich obserwowanych zmian. Jednakze znaczne odchylenia
od wartosci prawidtowych zawsze sa wigzane z istotnymi
objawami patologicznymi.

ZASTOSOWANIE — KIERUNKI BADAN

Mikrodializa znajduje zastosowanie zaréwno w pracach
doswiadczalnych na zwierzgtach, jak i w obserwacjach
klinicznych u ludzi. Najszersze zastosowanie praktycz-
ne metoda ta znalazta w intensywnej opiece neurologicz-
nej [186].

Neurochirurgia

Wskazaniem do monitorowania metoda mikrodializy jest:
krwawienie podpajgczynéwkowe po peknigciu tetniaka,
urazowe uszkodzenie moézgu, rozlegte pierwotne krwa-
wienie §rédczaszkowe, rozlegly zawat obszaru zaopatry-
wanego przez tetnice Srodkowa mézgu, bakteryjne zapa-
lenie opon mézgowo-rdzeniowych i zapalenie mézgu [12].
Celem umieszczenia sond w mézgowiu po urazie lub epi-
zodzie krwawienia jest kontrolowanie zmian w metabo-
lizmie neurondéw [32,82,134,149,150,175,199,203]. Jedna
z sond zostaje wprowadzona do nieuszkodzonej tkanki
(najczesciej do kory okolicy czotowej), niedotknigtej ura-
zem strony mézgowia. Sonda jest czgsto zaktadana wraz
z czujnikiem stuzacym do monitorowania ci$nienia $réd-
czaszkowego (ICP) i mézgowego cisnienia perfuzyjnego
(CPP), rzadziej réwniez czujnika cisnienia parcjalnego tle-
nu w tkance mézgowej (PbrO,)’. Druga sonda jest umiej-
scawiana w obszarze granicznym (penumbrze), wokét
ogniska zniszczonego (zwykle okoto jednego centymetra
od brzegu tkanki uszkodzonej). Penumbra jest obszarem
mozgowia wokot ogniska uszkodzenia, ktére charaktery-
zuje si¢ obrzgkiem, zmianami zapalnymi i zaburzeniami
metabolizmu. Jest to obszar, ktéry wplywa na progresje
uszkodzenia mézgu [185]. Tkanka ta jest szczegdlnie po-
datna na spadek utlenowania krwi [75].

Poréwnujac stezenie badanych metabolitéw (glicerolu jako
markera uszkodzenia komérki oraz glukozy i stosunku L/P
jako wskaznikéw niedokrwienia) w prébkach z obu sond
mozna wnioskowac o zagrozeniu penumbry i wdrozy¢ po-
stgpowanie terapeutyczne. Monitorowanie dostarcza réw-
niez danych, na podstawie ktérych mozna oceni¢ rokowa-
nie co do stanu neurologicznego po urazach mézgu czy
prognozowaé wystapienie nastgpczych deficytéw neuro-
logicznych po peknigciu tetniaka [84,183].

Niedokrwienie i mechaniczne uszkodzenie tkanek prowa-

dzi do wtérnego urazu mézgu:

a) bezposrednio poprzez otwarcie kanatéow dla jonéw wap-
niowych (unieruchomienie pompy Na*/K* przy braku
glukozy i tlenu),

b) posrednio przez uwolnienie ,,szkodliwych” aminokwa-
sow (gléwnie glutaminianu), ktére réwniez stymulujg
otwarcie kanatéw jonowych i naptyw jonéw wapnia do
komorki,

¢) bezposrednio poprzez zmiang potencjatu bton komor-
kowych (otwiera kanaty jonowe powodujac wyptyw po-
tasu i naptyw sodu).

Wolne jony wapniowe uruchamiaja wiele reakcji enzyma-
tycznych, prowadzac do zniszczenia bton organelli komor-
kowych i samych komérek, a takze inaktywuja dysmuta-
z¢ nadtlenkowa i blokuja mechanizm wymiatania wolnych
rodnikéw. Rola jonéw potasowych i sodowych wiaze sig
z obrzgkiem astrocytéw, wzrostem osmolarnosci przestrze-
ni migdzykomoérkowej, obrzmieniem mdzgu i wzrostem
ICP [32]. Dane uzyskane z analizy probek dializatu od pa-
cjentow po urazie lub udarze OUN dostarczaja informacji
o zaburzeniach metabolizmu tkanki mézgowej, co moze
poméc w wyborze metod postgpowania terapeutycznego,
tj. hipotermia czy $piaczka pentobarbitalowa [16,59,60].
Przydatno$¢ monitorowania potwierdzaja réwniez liczne
badania eksperymentalne na modelu zwierzgcym niedo-
tlenienia [60,83], w tym niedotlenienia okoloporodowego
[52,118,132,162,194,212]

Monitorowanie metabolizmu mézgu jest istotnym elemen-
tem postgpowania neurochirurgicznego w tzw. metodzie Lund
[147,185,186]. Opiera si¢ ona na zatozeniu, ze proces zapal-
ny towarzyszacy urazowi OUN lub krwawieniu wewnatrz-
czaszkowemu uszkadza barier¢ krew-moézg, ktdra staje si¢
przepuszczalna dla krystaloidow i ptynéw koloidowych.
Gléwnym elementem postgpowania terapeutycznego jest
radykalna ewakuacja tkanek zniszczonych oraz utrzymanie
przeptywu mézgowego na poziomie wystarczajacym dla pra-
widlowego zaopatrzenia tkanek w tlen i glukozg, bez zwigk-
szania ci$nienia hydrostatycznego w kapilarach, mogacego
nasili¢ obrzgk mézgu (zaktadane cisnienie perfuzyjne mézgu
CPP powyzej 50 mmHg, w przeciwienstwie do rekomenda-
cji amerykarnskich: CPP znacznie powyzej 70 mmHg). Do
osiagnigcia takiego celu potrzebne jest odpowiednie obni-
zanie Sredniego cisnienia tgtniczego (celem utrzymania ni-
skich wartosci ICP) i CPP do wartosci jeszcze zabezpiecza-
jacych prawidtowa perfuzje. Istotna rolg odgrywa kontrola
ci$nienia onkotycznego (podaz albumin, preparatéw krwi),
unikanie infuzji amin katecholowych, obnizanie wewnatrz-
wlosniczkowego cisnienia hydrostatycznego ([3,-antagonisci,
o,-agonisci), a w przypadku opornego na postgpowanie te-
rapeutyczne wysokiego ICP — stosowanie m.in. dihydroer-
gotaminy [50,148]. Krytycznym punktem tak prowadzonego
leczenia jest bardzo doktadne monitorowanie metabolizmu
mozgowia i na jego podstawie sterowanie terapiag w sposéb
zapewniajacy optymalne zaopatrzenie w tlen i glukoze.

Wartosci odniesienia (uznane za podstawowe) uzyskano
monitorujac pacjentéw poddawanych zabiegom usunigcia

3 Standard monitorowania neurochirurgicznego stosowanego w celu wykrycia urazu wtérnego zawiera w sobie pomiar
ICP i CPP, a dodatkowo pomiary saturacji krwi zylnej SjVO, (jugular venous oxygen saturation) i utlenowania tkanki

moézgowej PbrO, (brain tissue oxygen saturation) [161].
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guzdéw tylnego dotu czaszki, u ktérych z przyczyn klinicz-
nych zaktadano cewnik dokomorowy, oraz dodatkowo sonde
mikrodializacyjna [112,165]. Poczyniono wiele ciekawych
obserwacji dotyczacych funkcjonowania mézgu w stanie
znieczulenia ogdlnego i czuwania (np. bardzo znaczne na-
silenie metabolizmu przy wybudzaniu, przejawiajace si¢
podwyzszeniem st¢zenia mleczanéw, pirogronianéw i glu-
taminianu, ale przy niskim stosunku L/P).

Drugim bardzo waznym zastosowaniem mikrodializy w neu-
rofizjologii i neuropatofizjologii sa badania metabolicznych
podstaw funkcjonowania OUN [1,54,81,153,158,159], po-
wstawania zaburzen (np. drgawki) [49], oznaczanie miej-
scowych stgzert neuroprzekaznikéw w stanach spoczyn-
ku, aktywnosci [57,209] i stanach patologicznych OUN
[37,118,125], a takze miejscowych stezen lekow [61].
Przyktadem moga by¢ prace Borga i wsp, ktérzy potwier-
dzili role brzusznoposrodkowej czgsci podwzgodrza w regu-
lacji zwrotnej odpowiedzi na hipoglikemig [23,24]. Dalsze
badania zasugerowaty udziat glukozy w modulowaniu uwal-
niania GABA w istocie czarnej mézgu poprzez wptyw na
kanaty potasowe (K,..,) [211].

ATP-

Niedokrwienie i niedotlenienie

Duze znaczenie przywiazuje si¢ do wykorzystania mikro-
dializy w monitorowaniu konsekwencji biochemicznych
niedokrwienia i niedotlenienia tkanek, w tym: uszkodze-
nia niedokrwienno-reperfuzyjnego w tkance mig¢sniowe;j
gtéwnie konczyn dolnych, migsnia sercowego (po zabie-
gach rewaskularyzacyjnych CABG), narzadéw i tkanek
przeszczepianych (watroba, ptaty skérne) i zaburzen per-
fuzji w posocznicy i wstrzasie.

Zaktadanie sondy do tkanki mig¢$niowej (udo, tydka) umoz-
liwito zbadanie zmian zachodzacych podczas niedokrwie-
nia, w tym krytycznego [110,124,146] i dostarczyto danych
o skutkach tzw. stresu oksydacyjnego i jego roli w ponie-
dokrwiennych zanikach mig$niowych [40,135].

Medycyna sportowa wiaze nadzieje z szerszym zastosowa-
niem mikrodializy w badaniach nad przemianami energe-
tycznymi w tkankach poddawanych ekstremalnemu wysit-
kowi, ktéry niejednokrotnie przypomina stan wystepujacy
we wstrzasie [123]. Zmiany metaboliczne podczas wysit-
ku fizycznego i fizjologia uktadu stawowo-szkieletowego
byly przedmiotem badani prowadzonych po zatozeniu sond
nie tylko do migsni szkieletowych, ale tez kosci i Sciggien
(gléwnie Sciggno Achillesa) [111,126,156,157,191,198]. Na
odpowiedZ czeka wiele pytan zwiazanych z optymaliza-
cja treningdw, podawania substratow energetycznych, za-
potrzebowaniem tlenowym [9,56,172,188].

Implantacja sondy do narzadéw wewnetrznych wiaze si¢
najczesciej z zabiegami operacyjnymi (dostgp chirurgicz-
ny). Obiecujacych danych dostarczaja prace badawcze,
w ktérych sonda mikrodializacyjna zostata umieszczona
W przestrzeni otrzewnowej u pacjentéw po zabiegach chi-
rurgicznych na narzadach jamy brzusznej (wczesne wy-
krycie stanu zapalnego, zmian niedokrwiennych, rozejscia
si¢ zespolenia) [87,88,193,202]. Prace eksperymentalne na
zwierzgtach wykazaty dobra korelacje pomigdzy podwyz-
szonym stgzeniem mleczanéw mierzonych w $wietle je-
lit a urazem niedokrwiennym jelit, a takze stgzeniem gli-

cerolu a poprawg stanu $luzéwki jelit w okresie reperfuzji
[184,193]. Jednoczesnie umieszczenie sondy w $cianie je-
lita dostarczato danych o ogélnoustrojowej hiperlaktatemii.
Przydatnos¢ kliniczna tych informacji w monitorowaniu
pacjentéw septycznych i w stanie krytycznym jest nieste-
ty ograniczona ze wzgledu na trudnosci techniczne w za-
ktadaniu sondy do Sciany jelita.

Réwniez u pacjentéw poddawanych zabiegom kardiochi-
rurgicznym, sonda mikrodializacyjna byta umieszczana
w migs$niéwce serca, dostarczajac danych o zaburzeniach
perfuzji tkanki [103]. Znaczacy wzrost stosunku mlecza-
néw do pirogronianéw w dializacie z monitorowanej §ciany
komory serca u pacjentéw po zabiegach CABG korelowat
z innymi biochemicznymi i biofizycznymi wskazZnikami
zawatu serca [164].

Transplantologia

Monitorowanie metabolizmu tkanek przeszczepionych,
szczegblnie w obrgbie glowy i szyi, znalazto swoje zasto-
sowanie w klinice (wczesne wykrywanie zaburzen perfuzji
umozliwito przyspieszenie interwencji i uratowanie prze-
szczepu) [169]. Zaburzenia ukrwienia §wiezego przeszcze-
pu skérnego sa powaznym problemem chirurgii plastyczne;.
Whikliwa obserwacja kliniczna nie zawsze wystarczajaco
wczesnie dostarcza informacji o zaburzeniach w lokalnym
krazeniu krwi. Dane ptynace z analizy perfuzatu alarmu-
ja o niedokrwieniu objawiajacym si¢ obnizeniem stgzenia
glukozy oraz wzrostem mleczandéw i glicerolu. Interwencje
mozna przyspieszy¢ o 2—6 godzin [98,177].

W transplantologii interesujace wyniki uzyskano zaktada-
jac sondy mikrodializacyjnej do watroby przed pobraniem
narzadu i kontynuujac pomiary po umieszczeniu w orga-
nizmie biorcy. Metoda ta pozwala nie tylko sledzi¢ zabu-
rzenia biochemiczne w przeszczepionej tkance we wcze-
snym okresie pooperacyjnym, ale jest przydatna w ocenie
narzadu przy kwalifikacji do przeszczepu [166]. Dotychczas
przeprowadzone badania pozwolity m.in. na ustalenie za-
leznosci pomigdzy wystgpowaniem kwasicy mleczanowe;j
w watrobie dawcy a péZniejszymi objawami uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego po przeszczepieniu narza-
du [179], jak réwniez na obserwacje metabolizmu watroby
po urazie zwiazanym z przeszczepieniem (przemiany ar-
gininy i mocznika) [178] i wczesnego rozpoznania ostre-
go odrzucania [152].

Posocznica, wstrzas

Monitorowanie st¢zenia mleczanéw i glukozy w stanach
krytycznych (posocznica, wstrzas septyczny, wstrzas po-
krwotoczny, wstrzas pourazowy) jest istotnym elemen-
tem postgpowania klinicznego [115,167,168,204]. Metode
mikrodializy w okreSlaniu lakcydemii i glikemii w tych
jednostkach chorobowych stosowano dotychczas jedy-
nie w eksperymentach na zwierzetach i nielicznych ob-
serwacjach w populacji dorostych [44,85,104,105,106,10
7,114,122,]. Przydatnos¢ tej metody wykazano we wcze-
snym rozpoznawaniu zaburzen metabolicznych poniewaz
wartosci stezen w ECF odzwierciedlaly st¢zenia badane
we krwi [51,104]. Monitorowanie za pomocg mikrodializy
prowadzone w stanach septycznych, klinicznych czy eks-
perymentalnych, pozwala réwniez na §ledzenie efektéw
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stosowanej terapii (uzycie wazopresoréw) [36,131,138].
Podobne dane o st¢zeniach markeréw niedotlenienia uzy-
skiwano umieszczajac cewnik w zyle udowej u septycz-
nych pacjentéw w stanie cigzkim [190].

Tkanka thuszczowa i miesSnie szKkieletowe —
gospodarka weglowodanowa i thuszczowa

Podskoérna tkanka tluszczowa ze wzgledu na tatwosé za-
fozenia sondy mikrodializacyjnej zostata poddana wielu
badaniom [65,89,93,108]. Szczegdlna uwage poswigco-
no chorym z cukrzyca [22,38], insulinoopornoscia [101]
oraz otyloscia [65,91,205]. Mikrodializa w diabetologii
pozwala na Sledzenie stgzenia glukozy, wykrywanie epi-
zodéw niedocukrzenia i modyfikowanie podazy insuliny
[69,99,137,181]. Stegzenie glukozy, mleczandw i glicerolu
w tkance podskdrnej badano po stymulacji insuling oraz po
pobudzeniu uktadu wspéiczulnego, przerwaniu insulino-
terapii i w epizodach hiperglikemii [6,7,64,200]. Badania
Janssona wykazaty udziat podskérnej tkanki tluszczowe;j
w wytwarzaniu mleczandw, jak rowniez zidentyfikowaty
drugie wazne ich Zrédto — skérg [90,92].

Miesnie szkieletowe sa tkanka bardzo ciekawa z metabolicz-
nego punktu widzenia. Tkanka ta jest waznym konsumen-
tem glukozy i producentem mleczanéw, Zrédtem substratéw
do glukoneogenezy (aminokwasy). Badania z zastosowa-
niem mikrodializy wykazaty, ze w ECF tkanki migsnio-
wej stezenia mleczandw przekraczaja wartosci spotykane
w tkance ttuszczowej i w osoczu [128]. Podobnie stgze-
nie glicerolu jest wyzsze w tkance mig$niowej niz w 0so-
czu i bardzo znacznie wzrasta w trakcie wysitku fizycz-
nego o niewielkim i §rednim nasileniu [66,188]. Znaczne
ilosci triacylogliceroli obecnych w tkance migsni szkiele-
towych sa substratem dla glukoneogenezy (glicerol), od-
grywajac rolg w wystgpowaniu hiperglikemii i zaburzo-
nej utylizacji glukozy (cykl glukoza-kwasy tluszczowe)
[129,180]. Stezenie glukozy w migsniach szkieletowych
jest nizsze niz w tkance tluszczowej i osoczu, a po poda-
zy insuliny, obserwowane obnizenie glikemii trwa znacz-
nie dluzej niz w osoczu [137]. Dodatkowo, w hiperinsuli-
nemii wzrasta wytwarzanie i uwalnianie mleczanéw przez
migsnie szkieletowe i inne tkanki [151]. Nasilenie glikoli-
zy tlenowej aktywuje rowniez Na+K+ATP-aze, co moze
by¢ Zrédlem powstawania mleczandw i ttumaczyé wzrost
ich stezenia w ECF w obecnosci tlenu nawet o 135% [151].
Zwigkszonego stezenia mleczanéw nie obserwowano na-
tomiast przy zahamowaniu Na+K+ATP-azy poprzez po-
daz oubainy [151].

Farmakologia

Mikrodializa okazuje si¢ rowniez pomocnym narzg¢dziem
w farmakologii. Pozwala ona bada¢ wtasciwosci farmakoki-
netyczne i farmakodynamiczne bezposrednio w ptynie po-
zakomorkowym réznych tkanek [46,176,201]. Wprawdzie
nowe techniki obrazowania: pozytronowa tomografia emi-
syjna (PET) i spektroskopia rezonansu magnetycznego
(MRS) umozliwiaja oceng st¢zenia lekow w narzadach,
jednak nie pozwalaja czgsto na rozréznienie lekéw od ich
metabolitéw oraz substancji zwiazanych i niezwiazanych.
Stosowanie znacznikéw radioaktywnych jest dobra, lecz
czasochtonng metoda, dodatkowo narazajaca na promie-
niowanie jonizujace [28].

Mikrodializa odwrotna (reverse microdialysis) polega na
podazy leku poprzez sond¢ mikrodializacyjna bezposred-
nio do tkanki. Jednoczes$nie poprzez drugg zatozong son-
de dializat jest zbierany i analizowany. W warunkach eks-
perymentalnych badano w taki sposéb dziatanie lokalne
lekéw w osrodkowym uktadzie nerwowym, watrobie, ser-
cu, ciatku szklistym i skérze. U ludzi najczesciej metode
t¢ wykorzystywano w ocenie lokalnego st¢zenia i prze-
mian lekéw w tkance migsniowej, tluszczowej, plucach
i skorze [78].

Implantacja sondy do skéry pozwala réwniez mierzyc¢ ste-
zenia lekéw aplikowanych zewngtrznie i odpowiedzieé na
pytania zwiazane z zasadno$cia stosowania lekéw miej-
scowych (czy osiagaja wystarczajace stgzenie w tkan-
kach) czy rodzaju podloza i substancji wspomagajacych
[14,39]. Metoda umozliwia tez badanie miejscowego me-
tabolizmu i odpowiedzi tkankowej, np. jakie jest rzeczy-
wiste nasilenie hamowania aktywnosci fosfodiesterazy
mierzone wzrostem stgzenia cAMP po podaniu milrino-
nu i teofiliny [141].

Waznym kierunkiem badar farmakologicznych jest oce-
na farmakokinetyki i farmakodynamiki r6znych zwiazkéw
podawanych ogélnie (enteralnie i parenteralnie) i porow-
nywanie wynikOw z pomiarami uzyskiwanymi z osocza,
w szczegdlnosci stgzeniami lekéw w tkankach (antybio-
tyki, cytostatyki, leki przeciwbdlowe, leki przeciwdrgaw-
kowe) po ich podazy ogélnej (dystrybucja lekow w tkan-
kach, przenikanie do kompartmentéw w réznych stanach
chorobowych, przemiany do metabolitéw posrednich, od-
dziatywanie na naczynia i perfuzje obwodowa) oraz po-
rownanie wartosci stgzen ze skutecznoscia preparatu [18,
25,26,45,96,113,139,140,154]. Celem tych badari jest roz-
woj tzw. farmakologii interaktywnej (interactive pharma-
cology), zaktadajacej mozliwos¢é dawkowania specyfikéw
z dostosowaniem do metabolizmu tkanek i ich odpowie-
dzi na dany lek. Oznaczajac st¢zenia lekéw w tkankach
1 poréwnujac ze stgzeniami w osoczu krwi, trzeba wziaé
pod uwage frakcje¢ zwiazana z biatkami. Catkowite zasta-
pienie analizy stg¢zenia lekéw pomiarami tkankowymi nie
jest jeszcze mozliwe, ale w przypadku niektérych specy-
fikow stwierdzono, ze ich tkankowe poziomy dobrze ko-
reluja z poziomami osiagganymi w surowicy (np. fenobar-
bital, teofilina) [117,144,187].

Badania stgzen tkankowych gentamycyny u zdrowych ochot-
nikow wykazaty dobra tkankowa penetracje leku (st¢zenie
maksymalne leku w tkance podskérnej stanowito okoto
40% stgzenia leku w surowicy) i osiaganie zadowalaja-
cych wartosci minimalnego stezenia hamujacego (mini-
mal inhibitory concentration — MIC) wobec wybranych pa-
togen6éw [121]. Podobnie u osobnikéw po operacji guzéw
pluc, ale bez cech zakazenia st¢zenie cefopiromu w miaz-
szu ptucnym stanowito 66% st¢zenia osoczowego i prze-
kraczato znaczaco MIC dla wigkszosci bakterii w zakre-
sie swojego dziatania [70]. St¢zenia levofloksacyny byty
natomiast dwukrotnie nizsze niz mierzone w tkankach ob-
wodowych [208]. U pacjentéw z zapaleniami ptuc i rop-
niakami optucnej st¢zenia i pole pod krzywa dla pipera-
cyliny w ptucach wynosity 50-60% wartosci osoczowych,
co uznano za wartosci satysfakcjonujace [196]. W miej-
scowych procesach zapalnych (dotyczacych skory i tkan-
ki podskérnej) dystrybucja antybiotykéw (chinolony, flu-
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orochinolony, cefalosporyny 4-tej generacji) do tkanek nie
byta uposledzona [13,30,34,142].

Inaczej przedstawia si¢ sytuacja w zakazeniach uogol-
nionych, posocznicy i wstrzasie septycznym. Wprawdzie
w przypadku metronidazolu podawanego pacjentom sep-
tycznym, wartosci stgzen tkankowych, chociaz nizsze niz
w osoczu, byly osiagane w czasie poréwnywalnym z cza-
sem dystrybucji we krwi i wystarczajace do utrzymania
wiasciwosci bakteriostatycznych leku; jednak nie wszyst-
kie antybiotyki powielaty ten schemat [17,100]. Badania
Joukhadara i Miillera wykazaly, ze stgzenia antybioty-
kéw beta-laktamowych w przestrzeni migdzykomorkowe;j
u 0s6b zdrowych sa poréwnywalne z wartosciami stwier-
dzanymi w surowicy, ale u pacjentéw z posocznica czy
we wstrzasie septycznym tkankowe stezenia lekéw moga
by¢ podprogowe i nieskuteczne, nawet przy prawidtowych
stgzeniach osoczowych [96,97]. Takze karbapenemy (imi-
penem, ertapenem) sa antybiotykami, ktére w kompart-
mentach objetych procesem zapalnym (model zapalenia
otrzewnej u szczura) i u pacjentéw z posocznicg lub we
wstrzasie septycznym charakteryzuja si¢ mniejsza szyb-
koscia dystrybucji i nizszym st¢zeniem w tkankach niz
w osoczu, co wskazuje na konieczno$¢ podazy specyfi-
kéw w krétkich odstgpach czasu lub we wlewie ciaglym
[18,33,35,192]. Gorsza penetracj¢ tkankowa leku obserwo-
wano takze u pacjentow septycznych leczonych cefpiro-
mem [174], linezolidem [31], chinolonami czy makrolida-
mi [97]. Poréwnywalne obserwacje poczyniono u chorych
po cigzkich operacjach i cierpiacych na cukrzyce [29,182].
Spostrzezenia te moga ttumaczy¢ tzw. opornos¢ na lecze-
nie pomimo wrazliwosci na lek in vitro oraz szybkie po-
jawianie si¢ szczepow opornych.

Podobnie, badania stgzeni lekéw przeciwnowotworowych
w tkankach guzéw (melanoma, rak piersi) wykazaty sta-
ba korelacje ze stgzeniami tych lekéw w osoczu [139,143].
Mikrodializa stworzyta mozliwos¢ okreslenia lokalnego
stezenia cytostatyku, szczegdlnie u pacjentéw stabo odpo-
wiadajacych na chemioterapig [86,139]. Nowatorskim za-
stosowaniem mikrodializy odwrotnej jest podaz substan-
cji terapeutycznych bezposrednio do guza (glioblastoma)
z dobrym efektem miejscowym i ogélnym [15].

Pediatria

Trzy podstawowe zalety mikrodializy, jak brak ubytku
krwi w trakcie monitorowania, jednorazowe naktucie tka-
nek zwigzane z zatozeniem sondy i mozliwos¢ relatyw-
nie czgstych oznaczen dializatu, od lat sktaniaja badaczy
i klinicystow do stosowania tej metody diagnostycznej
w szczegdlnej grupie pacjentéw, jaka sa noworodki, nie-
mowleta i dzieci. Ilo$¢ publikacji dotyczaca uzycia meto-
dy mikrodializy u dzieci jest jednak ograniczona (35 ty-
tutéw w bazie PubMed).

W latach 1993-1994 Korf i Boer opisali przezskérne (tran-
sepidermal microdialysis) badanie stezent glukozy i mle-
czanéw u noworodkéw, wykazujac dobra korelacje uzy-
skanych pomiaréw z wartosciami stwierdzanymi we krwi
[109]. Podobnych wynikéw nie mozna osiagnaé u pacjen-
téw w starszych grupach wiekowych, u ktérych skéra nie
jest tak cienka, a warto$¢ odzysku wzglednego sigga za-
ledwie kilku procent. W kolejnych publikacjach badacze

skupili si¢ na monitorowaniu stgzeni glukozy i mleczanéw
w réznych stanach klinicznych: po zabiegach chirurgicz-
nych [74], u noworodkéw hipotroficznych [80], donoszo-
nych i urodzonych przedwczesnie [11] oraz noworodkéw
matek cukrzycowych [95,189]. Wspdlnym wynikiem ob-
serwacji tych badaczy byty dobre korelacje stezent gluko-
zy i mleczanéw w ptynie pozakomérkowym i we krwi, ale
tez znaczne fluktuacje stezen glukozy w tkance podskor-
nej, nieuchwytne w okresowo wykonywanych pomiarach
glikemii. Wahania te nie bytly artefaktami, co zostato wy-
kazane na podstawie pomiaréw wykonywanych po zatoze-
niu dwéch sond i poréwnaniu wynikéw [74]. Obserwowano
réwniez wyzsze stezenia mleczanéw w ECF w poréwnaniu
z krwia [73,74,80,130], a w pracy Hildingssona takze wyz-
sze stgzenia glicerolu w ECF niz w osoczu [74].

Pd7niejsze doniesienia dotyczyty zastosowania mikrodia-
lizy w oznaczaniu stgzeri aminokwasow [20,62,170], mo-
nitorowania dzieci i noworodkéw z cukrzyca lub zagro-
zonych ta jednostka chorobowa [10,79,99], czy tez dzieci
z wrodzonymi wadami metabolicznymi (inborn errors of
metabolizm — IEM) [62,63].

Czasokres utrzymywania sondy w tkance podskérnej wa-
hat si¢ od kilku do kilkunastu dni, a najczg¢sciej opisywa-
nym powiktaniem byto krwawienie w miejscu wktlucia.
Nie obserwowano miejscowych ani uogélnionych zaka-
zen. Wszystkie sondy usuwano bez komplikacji i bez po-
zostawienia blizny.

Inne

W kilku pracach klinicznych z dziedziny ginekologii i po-
loznictwa podjgto badania metabolizmu endometrium
(w poszukiwaniu zaburzei mogacych mie¢ wptyw na nie-
ptodnos¢ — sonde umieszczono na wewnegtrznej powierzch-
ni macicy) [116]; badano tez gruczot sutkowy w okresie
menopauzalnym pod katem zwiazkow przyczynowo-skut-
kowych pomigdzy lokalnym metabolizmem, gospodarka
hormonalng a wystgpowaniem raka piersi [42,43].

Obiecujacym rozwigzaniem technicznym dla potrzeb cia-
glego monitorowania podstawowych parametrow bioche-
micznych wydaje si¢ mikrodializa krwi [160,190]. Wysokie
wartosci odzysku wzglednego przy stosunkowo prostym
uzyskiwaniu prébek co 30-60 min i jednoczesnym nie-
skrwawianiu pacjenta stanowia niewatpliwe zalety me-
tody. W obu opisanych obserwacjach czasokres badania
byt jednak relatywnie krétki (do 24 h), co nie pozwolito
na jednoznaczne rozstrzygnigcie znaczenia potencjalnego
problemu spadku odzysku/braku dializatu spowodowanego
osadzaniem si¢ wtoknika na sondzie mikrodializacyjne;j.
Brak szerszego wdrozenia mikrodializy krwi w kliniczne
procedury diagnostyczne wskazuje na potrzebg dopraco-
wania metodyki w tym zakresie i kontynuowania badan
szczegblnie w grupie pacjentow niestabilnych, wymagaja-
cych czestych analiz biochemicznych.

PobpsumowaNIE

Otrzymywane wyniki stezen badanych substancji wyma-
gaja ostroznego interpretowania, szczeg6lnie w odniesie-
niu do wynikéw uzyskiwanych z prébek krwi. Nalezy za-
wsze pamigtaé, ze mikrodializa daje obraz biochemiczny

396



Maruniak-Chudek I. i wsp. - Mikrodializa - zastosowanie metody w badaniach...

okreslonej tkanki/narzadu (badanie kompartmentu), a nie
calego organizmu. Na wynik pomiaréw wptywa¢ moga
czynniki ogblne (np. ci¢zka niedokrwisto$¢ — niedobdr no-
$nika tlenu — hipoksja tkankowa), ale tez czynniki lokal-
ne (np. niedokrwienie przeszczepionego narzadu spowo-
dowane zaburzeniami droznosci lokalnej tetnicy). Jest to
jednoczesnie jedyna znana dotychczas metoda badania me-
tabolizmu okreslonego obszaru, ktéra daje wglad w war-
tosci stezen substancji w danej tkance, a nie jedynie glo-
balnych réznic tgtniczo-zylnych badanego regionu (pomiar
przeptywu tkankowego krwi i réznicy tgtniczo-zylnej wg
zasady Ficka: uwalnianie badanej substancji przez tkanke
= (stezenie substancji w osoczu krwi tgtniczej - stezenie
substancji w osoczu krwi wiosniczki zylnej)/100 x prze-
ptyw krwi w badanej tkance x (1 hematokryt/100), jed-
nostka: pmol/min/100 g tkanki) [5].

Jednoczesnie metoda charakteryzuje si¢ dostgpnoscia
i pozwala na bezposrednie, czgste 1 wielokrotne pomiary
(w przeciwienistwie do badari metabolizmu tkanek za po-
moca pozytronowej tomografii emisyjnej czy spektrosko-
pii rezonansu magnetycznego).

Do niewatpliwych zalet metody nalezy zblizony do cia-
gtego pomiar wybranych substancji oraz brak koniecz-
nosci odbiatczania probki przed wykonaniem analizy.
Nieobecnos¢ enzyméw w dializacie chroni substancje
mierzone przed ich rozktadem. W przypadku konieczno-
$ci czgstego monitorowania biochemicznego parametrow
badanych zaréwno w krwi jak i ECF, i przy ich wzgled-
nie dobrej korelacji, mozna zmniejszy¢ cz¢stotliwos¢ na-
ktu¢ (wtosniczka, tetnica, zyta) i ilos¢ pobieranej krwi, co
ma szczegdlne znaczenie w pewnych populacjach pacjen-
téw (noworodki, niemowlgta, pacjenci ze znaczng niedo-
krwistoscia, Swiadkowie J ehowy). Réwnoczesnie zatoze-
nie sondy jest jednorazowym zabiegiem o umiarkowanej
traumatyzacji tkanek.

Zwigkszenie czgstotliwosci pomiaréw, np. co 15-20 mi-
nut, pozwala na wczesne wykrywanie standéw hipoglikemii
i zapobieganie nasilonemu deficytowi glukozy w tkankach.
Wazna jest réwniez mozliwos¢ réznicowania przyczyn pod-

PismiennicTwo

Wyzszonego stezenia mleczanéw w oparciu o wspotczynnik
L/P oraz oznaczanie markera stresu tkankowego — glicero-
lu. Nie bez znaczenia pozostaje opcja dlugoterminowego
analizowania wybranych parametréw metabolizmu z wie-
loma czynnikami potencjalnie wptywajacymi na pomiary
(wentylacja mechaniczna, leki, ptyny, zdarzenia).

Niedogodnosé metody to jej inwazyjnos$¢ zwiazana z na-
ktuciem skéry i wprowadzaniem prowadnicy, a w przypad-
ku monitorowania w neurochirurgii — zatozenie 2 lub 3 do-
datkowych sond do mézgu. Nalezy tez wzia¢ pod uwage
to, ze dane ptynace z analizy dializatu odzwierciedlaja tyl-
ko lokalne (z danej czgsci mézgowia) zaburzenia metabo-
liczne i neurochemiczne. Poza tym, wprowadzenie sondy
do mézgowia moze powodowac zmiany otaczajacych tka-
nek (w Srednicy okoto 500 pum), jak: mikroskopijne krwa-
wienia, tagodne astrogliozy, nacieki makrofagéw i waku-
olizacje [161]. W tym ostatnim przypadku nalezy jednak
rozpatrywac te inwazyjnos¢ z punktu widzenia docelowych
korzysci dla pacjenta.

Jak w przypadku kazdego naruszenia ciagtosci skory i obec-
nosci ciata obcego w tkankach, metoda mikrodializy wiaze
si¢ z ryzykiem zakazenia miejscowego i miejscowego od-
czynu zapalnego, chociaz doniesienia na temat tego powi-
ktania sg bardzo skape. Realnym, aczkolwiek réwniez rzad-
kim powiklaniem jest krwawienie z miejsca wklucia.

Nie mozna takze nie wspomnie¢ 0 ograniczeniu zastoso-
wania w praktyce klinicznej zwiazanym z cenag zestawow
do mikrodializy, ktéra przekracza kilkaset ztotych.

Im wigcej otrzymywanych danych z monitorowania biofi-
zycznego i biochemicznego, tym wigksza sposobnos¢ po-
znania patofizjologii zaburzen, ale tez trudniejsza inter-
pretacja obrazu klinicznego. Mikrodializa niesie ze soba
szerokie mozliwosci lepszego poznania funkcjonowania or-
ganizmu, ale wymaga rozwaznego zastosowania i dalszych
prac eksperymentalnych oraz obserwacji w warunkach kli-
nicznych w celu opracowania schematéw i rekomendacji
(stany chorobowe, substancje monitorowane, wartosci i tren-
dy referencyjne) dla jej powszechnego uzycia.
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