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Summary:

Purpose: To estimate the objective and repeatable method for measurements of the retinal vessels' diameter. The

direct reason for creating this method was to use it to evaluate the influence of a exogenous estrogenes on a retinal

blood vessels.

Material and methods: Basing on a modern computer systems, using funduscamera Canon NF 505, the model of
active matrix for repeatible method for estimating the changes in vessels' diameter, was elaborated.

Results: After statistical analysis of a material of 3000 measurements, the degree of objectiveness and recurrence
and the potential scale for errors was acknowledged. This method enables the estimation of the changes in retinal
vessels diameter caused by many different factors in comparison to initial observations (set as 100%) in every

analysed case.

Conclusions: Presented method can be succesfuly used for objective, reliable evaluation of changes in the blood

vessels diameter caused by many different factors.

Stowa kluczowe: siatkéwka, srednica naczyn.
Key words:  retina, diameter of vessels.

Problem badan nad wptywem réznorodnych czynnikéw oraz
farmaceutykow na naczynia krwionosne w siatkéwce oka wynika
z braku skutecznych i wiarygodnych metod pomiaru rzeczywistych
rozmiaréw Srednicy tych naczyn, szczegoinie o matym kalibrze. Jak
wynika z literatury, od dawna podejmowano wiele préb, by spro-
sta¢ temu zadaniu, ale w praktyce nie doprowadzity one do osia-
gniecia sukcesu. W zwigzku z trudnosciami w uzyskaniu rzeczywi-
stych wymiaréw naczyn siatkdwkowych zaczely sie rozpowszech-
nia¢ metody tzw. wzglednego pomiaru naczyniowego.

Wiekszos¢ opisywanych w literaturze metod pomiarowych
sprowadza sie do oznaczania stosunku szerokosci naczynia do $red-
nicy tarczy nerwu wzrokowego. Zakfadajac a priori znajomos¢ roz-
miaréw $rednicy tarczy i przyjmujac tu wartos¢ 1,5 mm, wtérnie
dopiero, w odniesieniu do tej wartosci, obliczano rzeczywiste para-
metry naczynia. Takie pomiary obarczone byty ogromnym bfedem,
poniewaz juz Ishii obliczyt, Ze, w zaleznosci chocby od ptci, Srednica
dysku moze sie wahac, osiggajac rozmiar nawet 1,66 mm (informa-
Cja zaczerpnieta z podania E. Lobecka — 9). Z czasem spopularyzo-
wato sie raczej analizowanie stosunku tetniczo-zylnego, gtéwnie od
czasu rozpowszechnienia sie fotografii dna oka.

W ciagu wielu lat, bazujac na zasadach wspomnianej wzgled-
nosci badania, pomiaréw naczyn siatkéwkowych dokonywano
réznorodnymi sposobami (2). Na poczatku XX wieku Henriksson

opracowat sposob heliometryczny, udoskonalony pdiniej przez
Lobecka w 1935 r. (9). Metoda ta, w ktdrej wykorzystywano oftal-
moskop Gillstranda oraz urzadzenie Noniusza, pozwalata na okre-
$lanie wzglednej do tarczy n. Il Srednicy mierzonego naczynia (1).
W latach 40. Mikuni samodzielnie sporzadzit aparat, za pomoca
ktérego prowadzit badania nad kalibrem naczyr (10). Dollery i wsp.
skonstruowali aparature, ktora na bazie fotografii mozna byto mie-
rzy¢ szerokos¢ naczyn siatkéwkowych w granicach od 25 do 110
mikronéw. Natomiast jednym z pierwszych polskich badaczy, zaj-
mujacych sie pomiarami naczyn, byt Stanistaw Rutkowski. Metoda
jego nie byta zbyt precyzyjna, zalete jej natomiast stanowito to, ze
nie wymagata specjalistycznego sprzetu, lecz jedynie wziernika
(12). Inna ciekawa metoda, z wykorzystaniem wizuskopu firmy Ocu-
lus, zaproponowana zostata réwniez przez polskich naukowcéw
(4). Polegata ona na dobieraniu w aparacie odpowiednich do szero-
kosci danego naczynia kwadracikéw i odczytywaniu z tabeli sto-
sownych wartosci w utamkach milimetra. W innych pracowniach
(powtdrzone za E. Brykiem — 3) pomiaréw dokonywano poprzez
wykonywanie najpierw zdje¢ dna oka na filmie diapozytywowym,
a nastepnie rzutowanie ich na ekran ze $cisle ustalonej odlegtosci.
W taki sposéb powtarzano pomiary w okreslonych odlegtosciach
od tarczy, co dawato mozliwos¢ poréwnania wynikéw z réznych
okreséw, np. przed leczeniem i po nim. Prébowano réwniez wyko-
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rzystania mikrodensytometrii w okreslaniu $rednicy naczyn siatkéw-
ki (powtdrzone za E. Brykiem — 3). Wszystkie sposréd wymienio-
nych metod charakteryzowaty sie, niestety, zbyt duzym btedem
pomiaru. Okredlania szerokosci naczyn siatkdwki podejmowata sie
réwniez w swoich pracach D. Karczewicz ze szczeciriskiej AM (6,7).
Pomiary naczyn wykonywano tam z fotograméw negatywowych za
pomoca Stecometru C firmy Carl Zeiss Jena z automatyczng rejestra-
cja danych na koordymetrze F. Aparat ten uzywany byt w kartografii
i geodezji do analitycznego okreslania potozenia punktu na ptasz-
czyznie. Szeroko$¢ naczynia zylnego i tetniczego mierzono na odcin-
ku miedzy tarcza n. Il a pierwszym jego rozgatezieniem.

Doktadniejsza metoda badania naczyr na dnie oczu, w poréw-
naniu z oceng bezposrednig za pomoca oftalmoskopu, jest angio-
grafia fluoresceinowa, ktéra oprécz obrazowania tetnic umozliwia
ocene zaburzeri dynamiki krazenia krwi oraz ptynu w siatkéwce
i naczyniéwee (11). Jednak jest to metoda wytgcznie jakosciowa
i wysoce subiektywna. Préby z wykorzystaniem angiografii podej-
mowano m. in. w Klinice Okulistyki w Bydgoszczy (5). Stosowano
tam metode rzutowania obrazu na ekran. Wykorzystanie kontrastu
w tego typu pomiarach poprawito jakos¢ i doktadnos¢ badania,
jednak nie wyeliminowato btedu samego pomiaru naczyn.

Do trudnosci, zwigzanych z brakiem dobrej i wiarygodnej meto-
dy precyzyjnej oceny Srednicy naczyn siatkéwkowych, dotacza sie
inny problem, tzw. powtarzalnosci badan. W ostatnich latach
ogromny postep w tym zakresie mogt sie dokonac za sprawg sprze-
tu komputerowego. Proby takich powtarzalnych pomiaréw podjeto
w | Klinice Okulistyki w Warszawie (8). Pierwsza z proponowanych
tam metod jest wprawdzie dokfadniejsza, ale wymaga ogromnego
naktadu pracy. Polega na wpisywaniu odcinka prostopadle do osi
naczyn i okreslaniu wspétrzednych przeciecia tego odcinka z brze-
gami naczyn. Na podstawie uzyskanych wspétrzednych przeciecia
oblicza sie $rednice. Drugi sposéb polega na interaktywnym wpisa-
niu okregu stycznie do brzegéw naczynia i odczytaniu jego promie-
nia w oknie pomiarowym monitora obrazowego systemu IPS Oph-
talmic. Podwojona warto$¢ promienia okresla Srednice naczynia.
Badania tego typu wykorzystywano u pacjentéw z retinopatig
cukrzycowa. Poréwnywano stosunek tetnic do zyt. W grupie kontro-
Inej réznica wynosita od blisko 0,75 do 0,5, u oséb z izolowana
cukrzycg <0,5, a z cukrzycg i nadcisnieniem — od 1 do 0,5 (8).

W Klinice Okulistyki Akademii Medycznej w Biatymstoku podije-
to prébe stworzenia nowych, obiektywnych standardéw pomiaru
naczyn dna oka. Koniecznos¢ takg stworzyta potrzeba oceny wpty-
wu estrogendw na naczynia siatkéwkowe oka. Badania nad dziata-
niem tego hormonu jako nowego neuroprotektora juz od 2 lat sta-
nowig przedmiot naszych szczegdlnych zainteresowan, ktére reali-
zowane sa we wspoétpracy z Klinikg Neurochirurgii, Zaktadem
Radiologii oraz Klinikg Ginekologii AMB.

Opis metody pomiaru srednicy

naczyn siatkéwkowych

Obrazy siatkéwkowe uzyskiwano za pomocg cyfrowego apara-
tu fotograficznego i funduskamery Canon NF505. Wprowadzano je
do systemu komputerowego, korzystajac z profesjonalnego opro-
gramowania komputerowego do retuszu i obrébki zdje¢ Photoshop
5.0 oraz Corel Draw 9.0. Pozwolito to na stworzenie ,aktywnej
matrycy”, przedstawiajgcej szes¢ wspétsrodkowych okregow. Wiel-
kos¢ srednicy kazdego z nich byfa $cisle okreslona, promien kazde-
go kolejnego okregu stanowit odpowiednio 10%, 20%, 30% itd.

w stosunku do okregu $rodkowego, najmniejszego, ktéry byt obry-
sem tarczy nerwu wzrokowego u osoby badanej (ryc. 1).

Punktem wyjscia dla przyjecia takiej koncepcji byfo poszukiwa-
nie statych miejsc odniesienia na dnie oka dla kolejnych pomiaréw,
gwarantujgcych powtarzalnos¢ i poréwnywalnos¢ pomiaréw
u danego pacjenta. Wazne byto, aby poszczegélne ,punkty odnie-
sienia” w danym uktadzie, w kolejno wykonywanych badaniach,
nie zmieniaty swoich cech, ograniczajgc do minimum btad operato-
ra i maksymalnie obiektywizujac wynik. Oczywiscie, godzono sig
z faktem, ze niemozliwe jest catkowite wyeliminowanie bteddw, ale
dazono do tego, by nawet btedy byty obiektywnie uwarunkowane,
powtarzalne i zawsze takie same lub podobne. Na powstawanie
btedéw mogty sie sktadac zaréwno cechy konstrukgji funduskamery,
jak i trudna do osiagniecia idealna doktadno$¢ operatora podczas
wykonywania kolejnych badan.

Kazdej z badanych oséb wykonywano po 10 zdje¢ dna oka pra-
wego i 10 zdje¢ dna oka lewego, tak wiec kazda z nich miata wyko-
nanych tacznie 20 zdje¢. Przetwarzanie zdje¢ odbywato sie na
wysokiej klasy specjalistycznym sprzecie fotograficznym, wykorzy-
stywanym w profesjonalnych laboratoriach fotograficznych. Wszyst-
kie pomiary byty wykonywane w warunkach do siebie zblizonych.
W trakcie kazdego badania, ogladajac dno oka w funduskamerze,
starano sie tak ufiksowac wzrok pacjenta za pomoca celownika, aby
tarcza nerwu wzrokowego znajdowata sie w tym samym miejscu.
Wszystkie badania wykonywano, stosujac to samo powiekszenie,
oraz w identycznym oswietleniu. Miato to stuzy¢ precyzyjnej, mak-
symalnej powtarzalnosci badan. Kolejny etap stanowity zeskano-
wanie uzyskanych zdjec¢ i ich komputerowa obrébka. Dazono przy
tym do uzyskania jak najwiekszej rozdzielczosci obrazu. Uzyskiwana
przez nas rozdzielczo$¢ wynosita ok. 1800 x 1200 pikseli. Badania
przeprowadzano w taki sposéb, by ani osoba badajgca, ani nieza-
lezna osoba oceniajaca nie miaty zadnego wptywu na wyniki.

Przetworzone obrazy zostaty odpowiednio posegregowane,
z przyporzadkowaniem ich do odpowiadajgcych im oznaczen licz-
bowych. Z serii 10 zdje¢, dotyczacych jednego oka, po analizie
i ocenie komputerowej zostaty wybrane tylko te, na ktérych szcze-
g6ty anatomiczne byty najlepiej widoczne i najwyrazniejsze. Po
dokonanej selekgji pozostaty do oceny 2-3 komputerowo przetwo-
rzone obrazy dna oka kazdej badanej ochotniczki. Na przygotowa-
ne w ten sposob obrazy nanoszono wczesniej opisang ,aktywna
matryce” ze wspdtsrodkowymi okregami. Najmniejszy okrag tak
dostosowywano komputerowo, aby pokrywat sie z obszarem tarczy
nerwu wzrokowego. Tym sposobem mozliwe staty sie pomiary
$rednic naczyn u danej osoby w jednakowej odlegfosci od tarczy,
zawsze w tych samych miejscach, z zachowaniem statego punktu
odniesienia. Minimalne przesuniecia na poszczegélnych zdjeciach
byty weryfikowane komputerowo. Miejsca przecie¢ kolejnych okre-
géw z naczyniami odpowiednio oznaczano. Tak wiec pierwszy,
«zerowy" okragg pokrywat sie z tarczg nerwu wzrokowego, a nastep-
ne, ponumerowane kolejnymi cyframi od 1 do 6, byty okregami,
ktére przecinaty sie z naczyniami siatkéwkowymi. Tym sposobem
okrag nr 1 rzutowat sie na stosunkowo duze naczynia dna ocznego,
w poblizu tarczy nerwu wzrokowego. Na powiekszonym cyfrowo
0 300% skanie dokfadnie uwidaczniaty si¢ punkty przeciecia linii
okregu ze Scianami tych naczyn. W celu zwigkszenia precyzji pomia-
réw Sciany naczyniowe poddawano obrébce komputerowej, pro-
wadzacej do podwyzszenia kontrastowosci pomiedzy ich krawedzig
a tlem siatkdwkowym. Czasami wykorzystywane byty przy tym
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Ryc. 1. Obraz dna oka z nafozong matryca; miejsca pomiaréw oznaczono
strzatkami.

Fig. 1. The image of the eye fundus catches a matrix; the places of measu-
rements were marked with the arrows.

: G T
Ryc. 2. Obraz dna oka w powigkszeniu 300% z natozong siatka okregéw.
Fig. 2. The image of 300% magpnification of eye fundus with a grid of circles.

réwniez negatywy zdje¢. W celach pomiarowych oznakowywano
wyfacznie takie punkty, co do ktérych nie byto watpliwosci i ktore
byty wyrazne i w petni czytelne (ryc. 2, 3). W podobny sposéb
postepowano z kolejnymi, dalszymi okregami matrycy.

Oznakowane punkty faczono linig prosta, prostopadia do $ciany
naczynia, ktéra jednoczesnie wyznaczata wartos¢ bezwzgledng
pomiaru z wykorzystaniem profesjonalnego oprogramowania gra-
ficznego Photoshop 5.0. Odczyty byty automatycznie wprowadzane
do pamieci komputera. Rdznice w dfugosci poszczegdinych odcin-
kéw, odpowiadajgcych srednicom badanych naczyn, zaréwno przy-
rosty, jak i ubytki, okreslano w skali procentowej wzgledem pomia-
ru pierwotnego, przyjetego za 100%.

Ocena wiarygodnosci metody za pomoca analiz

statystycznych

Zaplanowano ocenianie kazdego skanu metodg ,podwdjnej
proby”, czyli przez dwie niezalezne osoby badajace, by w ten spo-
sOb rozszyfrowac rzeczywisty btad pomiaru. Przed sesjg pomiarowq
zeskanowane zdjecia segregowano starannie, odrozniajgc w gru-
pach oczy prawe i lewe poszczegolnych ochotniczek. Kazda z oséb

badajacych otrzymata do opracowania taki sam zestaw obrazéw
komputerowych.

W celu oszacowania skutecznosci zastosowanej metody wszyst-
kie pomiary z oka prawego poréwnywano najpierw z odpowiada-
jacymi im pomiarami oka lewego, uzyskanymi przez te samg osobe
badajaca. Nastepnie wszystkie pomiary, wykonane przez jednego
z badajacych, zestawiano z pomiarami drugiego badajgcego. Wyni-
ki poddano analizie statystycznej (test t-Studenta dla zmiennych
niepowigzanych), dzieki czemu mozliwe stafo sie procentowe okre-
$lenie Srednich bteddéw, ktérych nie udafo sie catkowicie wyelimino-
wac w czasie stosowania opisywanej metody pomiarowej (tab. 1).

Omowienie

0 prébach poszukiwania standardéw pomiaru naczyn krwiono-
$nych wspomniano juz we wstepie. W odniesieniu do oceny duzych
gatezi trudnosci zostaty zazegnane, udato sie bowiem wypracowac
okreslone techniki, stuzace do doktadnej oceny tych naczyn. Proble-

Ryc. 3. Obraz dna oka w powiekszeniu 300% z natozong matryca po kom-
puterowym zwiekszeniu kontrastu dla poszczegélnych naczyn.

Fig. 3. The image of 300% magnification of eye fundus with a matrix after
a computer intensification contrast for each vessels.

A. OP/OL B. Cata badana grupa
A. RE/LE B. Total examine group
(p < 0,05) (p < 0,05)
badajacy nr 1 7,42% 11,33%
searcher no 1
badajacy nr 2 9,13% 11,33%
searcher no 2

Tab. I. Test na btad pomiaru $rednic naczyn siatkdwkowych.
A. Sredni btad pomiaru wynikajacy z poréwnania wynikéw, uzyskanych
z OP i OL tej samej ochotniczki, p < 0,05.
B. Sredni biad pomiaru na podstawie poréwnania wynikéw, uzyskanych
w badaniu catej grupy przez badajacego nr 1inr 2, p < 0,05.
Tab. I. The test for error of the measurement of diameters of retinal ves-

sels.

A.  The mean error as a comparison of results, obtained from RE and LE of
the same volunteer, p < 0.05.

B.  The mean error of measurement based on the comparison of the sco-
res, obtained in examination of total group by studying no. 1. and no.
2., p < 0.05.
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mem nadal pozostaje pomiar naczyh matego kalibru, w tym takze
naczyn siatkéwki oka, w ktérych zmiany sg czesto jednym z pierw-
szych, mozliwych do oceny, objawdéw choroby. Tak wiec opracowa-
nie wiarygodnych technik pomiaru, ktére mozna by stosowac
w trakcie badan klinicznych czy naukowych, stanowi duze wyzwa-
nie.

W metodzie, opracowanej do celéw wiasnych w naszej klinice,
postuzono sie nowoczesnym oprogramowaniem komputerowym.
Uzyskane wyniki $wiadcza o duzej obiektywnosci i powtarzalnosci
pomiaréw. Metoda ta umozliwia ocene dynamiki naczyniowej
w nastepstwie dziatania réznych czynnikéw. Odnosi sie to réwniez
do badan nad dziataniem neuroprotekcyjnym réznych Srodkéw,
w tym takze ich wptywem na reakcje naczyniowe. To wtasnie gra
najdrobniejszych naczyh uchodzi zazwyczaj za istote mechanizmu
dziafania wielu farmaceutykéw, a obiektywna ocena tego parame-
tru wcigz stanowi najwieksza trudno$¢. W opracowaniach dotycza-
cych tego zagadnienia nie spotkaliémy sie z analiza statystyczng
ewentualnego btedu pomiaru. Sg to dane okreslajace najczesciej
stosunek np. naczyn zylnych do tetniczych czy ewentualnie poréw-
nania do Srednicy tarczy nerwu wzrokowego.
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