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Fluorescenciné naviky diagnostika
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RaktaZodZiai: fluorescencija, savitoji fluorescencija, endogeniniai fluoroforai, endogeniniai

porfirinai.

Santrauka. Straipsnyje pateikiama informacija apie audiniy savitqjq fluorescencijq, jos kilme
bei galimybes panaudoti jq navikinéms ligoms diagnozuoti. Aptariamos sveiky ir navikiniy audiniy
savitosios fluorescencijos ypatybés ir jy taikymas audiniy atpazinimui. Pateikiami in vivo matuoti
sveikos odos ir apgamy fluorescencijos spektrai. Atlikta skirtingy eksperimentinio naviko
hepatomos A22 sriciy lyginamoji savitosios fluorescencijos spektry skirtumy analizé. Nustatyta,
kad skirtingy augimo stadijy navikiniai audiniai turi skirtingus savitosios fluorescencijos spektrus.
Apibendrinus gautus eksperimentinius ir literatiiros duomenis, daroma isvada, kad audiniy
savitosios fluorescencijos spektrai suteikia papildomos informacijos, galincios padéti atpazinti
sveikq ir naviking audinj, taciau galutiné isvada turi biiti daroma atsizvelgiant ir § kitus poZymius,

nustatomus vizualinés apZziiros metu.

Ivadas

Navikiniy ligy diagnozavimas, ypa¢ naviko pa-
zeisty audiniy atskyrimas nuo sveiky yra viena opiau-
siy onkologijos problemy. Jai spresti ieSkoma ir naujy
optiniy neinvaziniy metody, kurivos naudojant bty
galima nustatyti audiniy buklg arba ivertinti jvairius
audiniy parametrus. Sie optiniai metodai daznai vadi-
nami ,,optine biopsija“, ta¢iau jie turi privaluma —
galima apseiti be audiniy méginio iSpjovimo ir gauti
informacijos apie audinj atliekant tyrima in situ. Zi-
noma, histopatologiniai tyrimai nepraras savo svarbos,
taciau tikslig vieta, i§ kur imti méginj, pirmiausia gali-
ma nustatyti neinvaziniu optiniu biidu.

IS optiniy metody labiausiai paplito fluorescen-
ciniai (1-9). Susidoméjima optinés biopsijos meto-
dais stiprina juy neinvazinis pobiidis, didesnis jaut-
rumas ir skiriamoji geba palyginus su jprastais diag-
nostikos metodais: branduolio magnetiniu rezonansu,
kompiuterine tomografija arba ultrasonografija. Tai-
kant optinius metodus, Sviesos signalai registruojami
ir apdorojami iSkart apzitiros metu, be to, tas pacias
sritis galima tirti daug kartu.

Fluorescenciniai diagnostikos metodai pagristi au-
dinio sudétyje esanciy molekuliy fluorescencijos ma-
tavimu. Biologinius audinius sudaro baltymai, nukleo-
rugstys, lipidai ir fluorescuojantys bei nefluorescuo-
jantys chromoforai. Biologiniy fluorofory fluorescen-
cija paprastai suzadinama ultravioletinio ruozo Svie-
sos, o fluorescuoja jie ultravioletinés ar matomos Svie-
sos spektriniame ruoze. Fluorescencinés diagnostikos

metodai skirstomi | nesensibilizuotosios ir sen-
sibilizuotosios fluorescencijos metodus. Nesensibili-
zuotoji fluorescenciné diagnostika pagrista audiniy
endogeniniy fluorofory optiniu suzadinimu ir jy fluo-
rescencijos stebéjimu. Endogeniniy audinio fluoro-
fory skleidziama fluorescencija vadinama savitaja
fluorescencija. Jau gana seniai pastebéta, kad navi-
kiniai audiniai ne tik savo morfologija, lasteliy forma
bei augimo greiciu, bet ir optinémis savybémis skiriasi
nuo sveikyjy. Ikinavikiniy ir navikiniy audiniy fluo-
rescencija skiriasi nuo sveiky audiniy fluorescenci-
jos. Sveiky ir naviko pazeisty audiniy fluorescencijos
spektry skirtumy atsiranda dél ligos sukelty endo-
geniniy fluorofory sudéties pokyciu. Audiniy fluo-
rescencijos spektrai dazniausiai esti platiis be ryskiy
juosty, nes biologinius audinius sudaro daug jvairiy
molekuliy, fluorescuojanciy skirtingose spektro sri-
tyse, todél vienareikSmiai jvertinti sveiky ir naviko
pazeisty audiniy sritis pagal ju savitosios fluorescen-
cijos spektrus gana sunku. Nors savitosios fluores-
cencijos metodai néra tokie tiksliis ir jautrts kaip sen-
sibilizuotos fluorescencijos, jie gali biiti s€kmingai
taikomi ankstyvajai naviky diagnostikai (10—-14).
Siekiant geresnio sveikuy ir paZeisty audiniy fluo-
rescencijos kontrasto, vartojamos egzogeninés fluo-
rescuojancios medziagos, geriau besikaupiancios na-
vikiniuose audiniuose. Tomis medziagomis gali buti
ir fotosensibilizatoriai, kurie taikomi fotosensibili-
zuotajai naviky terapijai (FNT). FNT — tai naujas na-
viky gydymo metodas, pagristas fotosensibilizatoriaus
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suzadinimu $viesa, t. y. sukeliant citotoksines reak-
cijas. Fluorescencinés diagnostikos atveju naudojamos
daug mazesnés sensibilizatoriy ir Sviesos dozés arba
parenkami tokie sensibilizatoriai, kurie fotochemiskai
neaktyviis.

Sensibilizuotosios fluorescencinés diagnostikos
metu, panasiai kaip ir FNT, sensibilizatorius varto-
jamas sistemiSkai arba iSoriSkai. Po keliy ar kelioli-
kos valandy (nelygu, kokia sensibilizatoriaus pri-
gimtis) daugiau sensibilizatoriaus susikaupia naviko
pazeistuose audiniuose. Suzadinus tinkamo bangos
ilgio Sviesa (bangos ilgis parenkamas toks, kuri gerai
sugeria sensibilizatorius) navike gausiau susikaupusi
sensibilizatoriy, matoma jo fluorescencija padeda
nustatyti naviko lokalizacija jvairiuose organuose, pa-
vyzdziui, Slapimo pusléje (15), virskinimo trakte (16)
arba plauciuose (17).

Fizikiniai fluorescencijos principai

Optiné biopsija, kurios duomenimis remiantis ga-
lima atpazinti audinius ir nustatyti jy pakitimus, pa-
grista §viesos saveika su audiniais. Sviesa su biolo-
giniu audiniu gali saveikauti ivairiai (1 pav). Krintanti
Sviesa gali atsispindéti nuo audinio pavirSiaus; prasi-
skverbti per audini, nesukeldama jame jokiy vyksmuy;
biti sugerta audinio molekuliy ir sukelti fotochemines
reakcijas; buti i$sklaidyta audinyje, nes jis yra neho-
mogeniSkas; biti sugerta tam tikry molekuliy ir is-
spinduliuota kaip fluorescencija.

Sios audinyje esangios molekulés vadinamos fluo-
roforais. Dar vartojamas terminas ,,pigmentai, nes

KrintantiSviesa  Atspindéta §viesa
ISspinduliuota
Sviesa
I$sklaidyta (fluorescencija)
Sviesa

Issklaidyta Sviesa
Pragjusi Sviesa

1 pav. Sviesos saveika su audiniu

daugelis audinio sudétyje esanciy fluorofory yra spal-
voti. Kaip pavyzdys pateikiamas Sirdies tarpskilve-
linés pertvaros fluorescencijos vaizdas, iSgautas ap-
$vietus ultravioletine Sviesa (2 pav.) Paveiksle matyti,
kad skirtingi audiniai spinduliuoja skirtingg Sviesa,
kurios bangos ilgis (spalva) priklauso nuo audiniy
struktiiros ir audinyje esanciy fluorofory. Audiniai,
turintys daugiau kolageno, elastino ar aromatiniy ami-
noriig§Ciy (triptofano, tirozino), spinduliuoja mélyna
Sviesa.

Visi fotofizikiniai ir fotocheminiai vyksmai prasi-
deda audinio chromoforo (pigmento) molekulei suge-
rus Sviesos fotona. Sugerties (absorbcijos) metu fo-
tonas savo energija gali atiduoti molekulei, kuri tampa
elektroniskai suzadinta (3 pav. 1). Kambario tem-
peratiiroje beveik visos molekulés yra pagrindinés

2 pav. Sirdies tarpskilveliné pertvara
Vaizdas dienos $viesoje (A), vaizdas apSvietus mélyna 366 nm bangos ilgio Sviesa (B).
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1 — sugertis
2 — fluorescencija

S 2 94 3 — vidiné konversija
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S konversija
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3 pav. Jablonskio daugiaatomés molekulés
energijos lygmeny diagrama
Sviesos sugertis i§ nesuzadintos pagrindinés molekulés
biisenos (S,) i elektroniskai suzadintas molekulés biisenas
(S, ) (1). Fluorescencija vykstant elektrono Suoliui i§ Ze-
miausios neuzpildytos biisenos (S,) i pusiausviring biisena
(Sy) (2). Nespinduliné suzadintos molekulés relaksacija i
energisSkai zemesng biseng (3). Interkombinaciné konversija
i§ suzadintos singuletinés busenos (S,) i tripleting
biiseng (T,), i$ kurios vyksta fotocheminiai procesai (4).

(nesuzadintos) biisenos (3 pav. S,). Tai busena, kai
molekulés energija maziausia ir elektronai iSsidéste
energiskai Zemiausiuose molekulés lygmenyse. Suza-
dinus molekulg, elektronas i§ auksciausio uZpildyto
lygmens (S) perSoka | aukStesnj neuzpildyta energini
lygmeni (S, ), turintj didesng energija — taip mole-
kulé suzadinama, tai reiSkia, kad ji turi energijos per-
tekliuy.

Suzadinti molekulg gali fotonas, kurio energija lygi
molekulés elektroniniy lygmeny energiju skirtumui:
Efotono =hv= Ez - El = DE,
kai: h yra Planko konstanta, v — fotono daznis, E, ir E,
nesuzadintos ir suzadintos molekulés biiseny energijos

(1.

Kiekviena elektroniné energiné biisena atitinka tam
tikra skaiciy vibraciniy lygmenu, o kiekvienas vib-
racinis lygmuo — tam tikra skai¢iy rotaciniy lygmenuy.
Sugérusi fotona, molekulé suzadinama | aukstesni
didesnés energijos lygmeni S, .. Paveiksle pavaiz-
duotoje Jablonskio daugiaatomés molekulés lygmeny
diagramoje (3 pav.) pazyméti galimi elektrony Suoliai
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bei suzadintos molekulés energijos praradimo budai.
Suzadintoje molekuléje per labai trumpa laika (1013 s)
elektronas i§ auksStesniy didesnés energijos lygmeny
nespinduliniu biidu persoka i energiskai zemiausio
suzadinto elektroninio lygmens nulinj virpesinj poly-
gmenj, atiduodamas aplinkai energija Silumos pavi-
dalo (virpesiné relaksacija). Nespindulinis Suolis tarp
elektroniniy lygmeny vadinamas vidine konversija.
I§ Zemiausio suzadinto elektroninio energinio lygmens
S, galimi trys relaksacijos vyksmai: vidin¢ konversija
S —S, (3 pav. 3) (energija atiduodama aplinkai Silumos
pavidalo), interkombinacin¢ konversija S,—T, (3 pav.
4) (elektronas persoka i tripleting energing biisena, i$
kurios molekulé gali sukelti fotocheminius vyksmus,
kurie FNT atveju sukelia vélesng lastelés ziti) ir fluo-
rescencija S8, + hvy oo (3 pav. 2) —molekules
sugrizimas | pagrinding S, biisena iSspinduliuojant
fotona. Kaip tik $i audini sudaranciy molekuliy is-
spinduliuota Sviesa ir yra savitoji fluorescencija. Kiek-
vieno fluoroforo savitoji fluorescencija pasizymi spe-
cifinémis charakteristikomis, kurios priklauso nuo
fluoroforo saveikos su aplinkos molekulémis, nuo
audinio struktiiros ir audinyje vykstanciu apykaitos
procesu. Ligos pazeisty audiniy struktara ir apykaitos
procesai dazniausiai biina pakite, todél sveiky ir pa-
zeisty audiniy savitosios fluorescencijos spektrai ski-
riasi ir tai sudaro prielaidas audinius aptikti fluores-
cencinés diagnostikos metodais.

Endogeniniai fluoroforai

Biologiniai audiniai silpnai fluorescuoja juos ap-
$vietus tam tikro bangos ilgio Sviesa. [prastoje baltos
$viesos aplinkoje akimi audiniy fluorescencija beveik
nematoma. Taciau, Zadinant reikiamo bangos ilgio
$viesa ir matuojant spektrus jautriais spektriniais prie-
taisais, galima uzfiksuoti specifini jvairiy audiniy
Svyté€jima. Audinius sudaro sudétingas ivairiausiy mo-
lekuliy miSinys, taciau uz audiniy fluorescencija at-
sakingi keli fluoroforai (lentelé) (18), kuriy fluores-
cencijos spektry juostos yra placios ir persiklojancios,
todél tikslus $iy fluorofory atpazinimas yra sunkus.
Tam daznai padeda tinkamai parinktas fluorescencijos
zadinimo bangos ilgis (19, 20).

Pagrindiniai biologiniy audiniy endogeniniai fluo-
roforai — kolagenas ir elastinas (21) lokalizavgsi skai-
duliniame jungiamajame audinyje. Kolageno fluores-
cencijos smailé in vivo yra ties 330 nm, elastino — ties
350 nm (22). Fluorescencijos smailés padétis gali kisti
priklausomai nuo audinio tipo. Jungiamajame audi-
nyje kolageno fluorescencijos smailé yra ties 390 nm,
elastino — ties 410 nm (18). Jungiamasis audinys, ku-
riame daug kolageno ir elastino, pasizymi labai inten-
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Lentelé. Endogeniniai fluoroforai
Fluoroforas Zadipimo bangos Apytikslis fluorescencijos Fluoroforo $altinis
ilgis, nm bangos ilgis, nm
Triptofanas 275 350 baltymai
Kolagenas 335 390 jungiamasis audinys
Elastinas 360 410 jungiamasis audinys
NADH 340 470 kvépavimo grandiné
Flavinas 450 520 kvépavimo grandiné
Porfirinas 405 635 bakterinés infekcijos,
hemo biosintezé

syvia savitaja fluorescencija. Jungiamojo audinio fluo-
rescencijos spektrai yra daug platesni negu grynyju
kolageno ir elastino spektrai.

Kiti endogeniniai fluoroforai, ypa¢ svarbiis navi-
ky fluorescencinei diagnostikai, yra su lastelés me-
dziagy apykaita susij¢ junginiai — tai redukuotas ni-
kotinamidadenindinukleotidas (NADH) (23) ir fla-
vinai (24), aptinkami mitochondrijose ir citoplazmo-
je. NADH fluorescencijos smailé in vivo yra ties 500
nm, flaviny — ties 550 nm. Kadangi navikiniuose au-
diniuose vyksta intensyvesné medziagy apykaita,
NADH fluorescencija tokiuose audiniuose gali biti
kitokia negu sveikuose (25). Be to, sveiky ir navikiniy
audiniy pH skirtingas, dél to gali kisti redukuotos
(NADH) ir oksiduotos (NAD") formy santykis. Ka-
dangi oksiduota forma fluorescuoja gerokai silpniau,
mélyna navikiniy ir ikinavikiniy audiniy savitoji fluo-
rescencija yra silpnesné (23, 26).

Kiti endogeniniai fluoroforai — tai trumpabanggéje
spektro srityje fluorescuojancios aromatinés amino-
rugstys (triptofanas, tirozinas, fenilalaninas). Paprastai
audiniuose fluorescuoja tik triptofanas, nes baltymi-
n¢je globulgje kity aminortigsciy sugerta Sviesos ener-
gija yra perduodama triptofanui. Be minéty biomo-
lekuliy audiniy fluoroforais gali biiti lipopigmentai
bei endogeniniai porfirinai (27). Endogeniniy porfi-
riny fluorescencijos spektry fiksavimas tapo ypac svar-
bus atradus endogeniniais porfirinais sensibilizuotaja
naviky terapija (28).

Sveiky ir navikiniy audiniy savitosios

fluorescencijos ypatybés

Savitaja audiniy fluorescencija pagrista diagnos-
tika remiasi tuo, kad navikiniy dariniy fluorescencija
skiriasi nuo sveiko audinio (1,10,29). Daugumos fluo-
rofory fluorescencijos charakteristikos yra susijusios
su tarplastelinés medziagos sandara ir medziagy apy-
kaita lasteléje, todél ir morfologiniai, ir citologiniai
sveiky ir navikiniy lasteliy pokyciai, ju iSsigimimas

gali buti nustatyti registruojant audiniy fluorescenci-
jos spektrus. Navikiniy dariniy diagnozavimas ir tiks-
lus naviko riby nustatymas susijes su fluorofory (trip-
tofano, porfirino) koncentracijy pokyciais, strukttiri-
niais (kolagenas, elastinas) pakitimais, kvépavimo
grandinés aktyvumu (NADH, flavinai) arba §iy poky-
¢iy deriniais (30). Intensyvesné triptofano fluores-
cencija pakitusios histologijos audiniuose pastebéta
tiek in vitro eksperimentuose (31), tiek in vivo diag-
nozuojant §lapimo piislés vézi (20). Jungiamojo audi-
nio fluorescencija slopina ji dengiantis gleivinés
sluoksnis. Epitelinés kilmés navikams (net ir anksty-
vy stadijy) budingas gleivinés sluoksnio sustoréjimas,
dél kurio susilpnéja jungiamojo audinio fluorescencija
(32). Kadangi fluorescuoja tik redukuota NADH for-
ma, oksiduotos-redukuotos formy koncentraciju po-
kycCius, susijusius su lasteliy kvépavimo grandinés
veikla, galima pastebéti registruojant NADH fluores-
cencijos intensyvuma (33).

Pirmasis savaiming raudona eksperimentiniy na-
viky fluorescencija pastebéjo ir teisingai priskyré ja
navike susikaupusiam porfirinui pranciizas A. Poli-
kardas (34). Manyta, kad raudonai fluorescuoja i$-
opéje navikai (35), todél fluorescencija buvo priskirta
endogeniniams porfirinams (36). Nekrozinése naviky
zonose aptinkami endogeniniai porfirinai priskiriami
bakterijy veiklai (37, 38). Sio tyrimo duomenimis, navi-
kinio audinio nekrozinése srityse néra endogeninio
porfirino (39). Taciau greitai proliferuojanciose navi-
kinio audinio Iastelése kaupiasi endogeniniai porfi-
rinai, kurie pasizymi fluorescencija raudonoje spektro
srityje. Navikiniy audiniy savitosios fluorescencijos
spektruose (4 pav.) gerai matoma endogeniniy por-
firiny juosta 600—700 nm srityje. Nekroziniuose na-
viky audiniuose esantys mikroorganizmai i§ 5-ami-
nolevulino riigSties gali sintetinti raudonai fluorescuo-
jancius porfirinus (40). Manoma, kad navikiniuose au-
diniuose dél pakitusio metabolizmo (41) ir naviky hiper-
vaskulizacijos (42) kaupiasi daugiau porfiriny (43, 44).

Medicina (Kaunas) 2004, 40(12)
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Fluorescensijos aktyvumas (snt. vnt.)
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Bangos ilgis, nm

4 pav. Sveiko ir navikinio (hepatoma 22) audinio savitosios fluorescencijos spektrai ex vivo
1 — sveiko raumens audinio fluorescencija; 2 — navikinio audinio savitosios fluorescencijos spektras.

Savitosios fluorescencijos pritaikymas naviky

diagnostikai

Pirmasis darbas, kur buvo pastebéti sveiky ir na-
vikiniy audiniy savitosios fluorescencijos spektry for-
mos skirtumai, paskelbtas 1984 metais (1). Buvo
matuota ziurkiy inksty, $lapimo puslés ir prostatos
sveiky ir navikiniy audiniy bei peliy Slapimo piislés
sveiky ir navikiniy audiniy savitoji fluorescencija Za-
dinant 488 nm S§viesa. Sveiky ir navikiniy audiniy
spektriniai skirtumai priskirti skirtingai flaviny ir por-
firiny fluorescencijai sveiky ir pakitusiy lasteliy ter-
pése. Pirmieji moksliniai tyrinéjimai teiké vil¢iy ga-
limam naviky diagnozavimui ir paskatino atlikti to-
lesnius navikiniy audiniy savitosios fluorescencijos
tyrimus in vitro ir in vivo.

Tiriant jvairiy organy: plauciy, skrandzio, zarny-
no, gerklés, Slapimo piislés, smegenu naviky pazeistus
audinius, pastebimas zymus fluorescencijos intensy-
vumo sumaz¢jimas mélynai zalioje spektro srityje (12,
23, 45). Sumazéjes fluorescencijos intensyvumas, Za-
dinant azoto lazerio 337 nm bangos ilgio impulsu,
siejamas su kofermento NAD*/NADH oksiduotos ir
redukuotos formy kiekiy pokyciais. Oksiduota forma
fluorescuoja silpniau negu redukuota.

ISmatuoti sveiky ir navikiniy liezuvio (46), gau-
biamosios Zarnos (47), kiausidziy (12) ir plauciy (13)
audiniy savitosios fluorescencijos spektrai patvirtino,
kad navikiniy audiniy fluorescencijos intensyvumas
mazesnis uz sveikuy.

Naudojant fluorescencinius metodus, galima jver-
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tinti odos vézio i$plitima. Odoje yra keletas fluoroforuy,
taciau dazniausiai fiksuojama kofermento NADH
fluorescencija. Pirmasis bandymas — fluorescenciniu
metodu aptikti melanomas atliktas 1988 metais (48).
Autoriai nustaté, kad, zadinant 365 nm S§viesa ir ma-
tuojant fluorescencija ties 470 nm, galima atskirti me-
lanoma nuo ikivéziniy odos pakitimy. Pastebéta, kad
melanomos srityje fluorescencijos intensyvumas buvo
labai mazas, o pereinant i sritj tarp melanomos ir
sveikos odos fluorescencijos intensyvumas didéjo.
Savo hipotezg autoriai patikrino atlike studija, kur
atrinkta daug pacienty (49). Kitos mokslininky grupés
atlikti tyrimai nepatvirtino duomeny apie savitosios
fluorescencijos intensyvumo pasiskirstyma esant zmo-
gaus odos melanomai (50). Siy tyrimy metu atliktas
408 pacienty odos savitosios fluorescencijos vaizdi-
nimas (jtarus melanoma) Zadinimui naudojant 366 nm
$viesa ir registruojant signala ties 475 nm. Melanoma
odoje formuojasi stipriai pigmentuoty audiniy vieto-
se, dazniausiai apgamuose, kuriuose yra dideli kiekiai
pigmento melanino. Pigmentuota oda — apgamai pa-
sizymi skirtingu savitosios fluorescencijos spektru (5
pav. B), kurio forma kinta priklausomai nuo apgamo
atspalviy. Dél to i§ savitosios odos fluorescencijos
spektry sunku tiksliai atpazinti melanomines odos
ligas. Tiksliam melanominiy susirgimy identifikavi-
mui fluorescenciniai duomenys buvo lyginami su his-
tologiniy tyrimy rezultatais. Buvo sukurtas melanomos
nustatymo algoritmas, pagristas santykio tarp mak-
simalios savitosios fluorescencijos melanomos iSoréje
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5 pav. Skirtingy Zmoniy rankos jvairiy viety odos savitosios fluorescencijos in vivo spektrai (A). Normalios
ir pigmentuotos odos savitosios fluorescencijos in vivo suvidurkinti spektrai (B): (1) apgamy spektry
vidurkis, (2) nepigmentuotos odos spektry vidurkis (visi spektrai normuoti j vienetinj intensyvuma, ties
488 nm)
Fluorescencijos zadinimui naudotas diodinis mélynos $viesos $altinis, spinduliuojantis 406 nm bangos ilgio Sviesa. Visi
spektrai matuoti vienodomis salygomis.

(iki 40 mm nuo melanomos krasto) bei minimalios Diagnozuojant lytiniy organy navikus, tinkamiau-
fluorescencijos melanomos viduje apskai¢iavimu. sias fluorescencijos zadinimo ruozas yra 300—340 nm
Naudojant $i algoritma, melanomos atskyrimo nuo  (12). Raudona navikiniy audiniy savitoji fluorescen-
nemelanominiy odos dariniy selektyvumas buvo 82  cija, suzadinama UV diapazono $viesos, panaudota
proc., o specifiskumas — 78 proc. diagnozuojant gerklés, skrandzio ir lytiniy organy
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navikus (43).

Nustatyta, kad endoskopiniai fluorescenciniai ma-
tavimai padeda geriau atskirti navikinius darinius nuo
Bareto metaplazijos (51). Zadinant 330 nm §viesa,
Bareto metaplazijos pazeista stemplés gleiviné fluo-
rescuoja silpniau negu sveika, taciau jos spektro forma
iSlicka nepakitusi. Savitosios fluorescencijos intensy-
vumo sumazéjimas bei spektro formos pakitimai pa-
stebéti esant vélyvos stadijos displazijai bei gleivinés
karcinomai. Tolesnei duomeny analizei naudoti savi-
tosios fluorescencijos intensyvumuy santykiai ties 390
ir 450 nm (kolageno ir NADH), 550 ir 450 (flaviny ir
NADH) bei 390 ir 550 (kolageno ir flaviny). Taikant
pastaraji santyki, neoplazijos nuo Bareto metaplazijos
nustatymo selektyvumas buvo 86 proc., specifisku-
mas — 95 proc.

Naudojant jprasta baltos Sviesos bronchoskopija,
pavyksta diagnozuoti tik 50 proc. kvépavimo taky na-
viky, todél biitini alternatyviis bronchy ir plauciy navi-
ky diagnostikos metodai. Bronchy bei bronchy naviky
(vélyvos stadijos displazijos, karcinomos in situ, inva-
zinio naviko) savitoji fluorescencija in vivo tirta Zadi-
nimui naudojant 405, 442 bei 488 nm Sviesa (13).
Spektrams buidingos dvi smailés ties 520 ir 595 nm, o
fluorescencijos intensyvumas palaipsniui mazéja, kai
displazija virsta karcinoma in situ bei pereina i inva-
zinio naviko stadija.

Kelios mokslininky grupés paskelbé daug vilciy
teikianCius rezultatus, kai savitoji fluorescencija nau-
dota virSutiniy kvépavimo taky navikams diagnozuo-
ti. Visais atvejais pastebétas désningumas: ties 500 nm
normalios gleivinés fluorescencijos intensyvumas yra
didziausias, tadiau jis pradeda mazéti sveikam audiniui
peraugant | navikini (52, 53).

Panasiis savitosios fluorescencijos intensyvumo
pakitimai pastebéti esant bronchy navikams (54). Bur-
nos gleivinés naviky savitosios fluorescencijos spekt-
re, zadinant 410 nm $viesa, matomos juostos ties 635
ir 700 nm (52, 55). Panasius duomenis pateikia ir kiti
autoriai (56), tyrg virSutiniy kvépavimo taky displa-
zijos savitaja fluorescencija. Santykinai padidéjusi
savitoji fluorescencija raudonoje spektrinéje srityje
buvo priskirta endogeniniams porfirinams.

Taikant savitosios fluorescencijos diagnostika $la-
pimo puslés véziui aptikti taip pat pastebéta, kad na-
viko (karcinoma in situ) ir sveikos Slapimo puslés sie-
nos spektro forma skirtinga (20). Zadinant §lapimo
puslés audiniy savitaja fluorescencija 337 nm Sviesa
ir matuojant fluorescencijos intensyvumy santyki ties
385 nm ir 455 nm, navikiniy ir sveiky audiniy atpazi-
nimo selektyvumas ir specifiSkumas buvo 95 proc.

(19).
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Odos savitosios fluorescencijos spektrai

Optinés odos savybés atspindi odos struktiira bei
chemine sudéti. Sviesai saveikaujant su oda, fotonai
sugeriami arba iSsklaidomi. Dalis §viesos atspindima
nuo odos pavirsiaus, o 1 oda patekusios Sviesos dalis
sugeriama, kita gi, daug karty atspindéta, iSeina per
odos pavirSiy (1 pav.). Kuo stipresné odos sugertis,
tuo maziau Sviesos bus atspindéta arba iSsklaidyta.
Odoje yra fluorofory, kurie fluorescuoja suzadinus
juos UV arba trumposiomis regimosios spektro srities
bangomis. Net maziausi odos pakitimai atsispindi
fluorescencijos spektruose. Taigi fluorescencijos
spektry matavimai igalina pastebéti netgi ir neZymius
odos pazeidimus ir i$ ju diagnozuoti navikines ligas.

Sveikos odos savitosios fluorescencijos matavimai
450-800 nm spektriniame ruoze, atlikti in vivo Svie-
solaidiniu spektrofluorimetru S2000-F1 (Ocean Op-
tics) zadinimui naudojant 10 mW galios mélynos Svie-
sos dioda, spinduliuojanti ties 407 nm, parodé, kad
odos fluorescencijos spektry intensyvumas ir forma
priklauso nuo zmogaus odos tipo ir jautriai reaguoja i
bet kokius odos pazeidimus arba pakitimus.

Tiriant sveikos odos savitaja fluorescencija, nu-
statyta, kad atskiry Zmoniy odos spektrai skiriasi. To
paties zmogaus skirtingy kiino viety odos fluores-
cencijos spektrai taip pat turi nedideliy skirtumuy. [vai-
riy rankos viety nenormuoti odos fluorescencijos
spektrai pateikti 5 pav. A. Sunormavus spektrus, is-
ryskéja spektry formy skirtumai. Didziausi skirtumai
matomi tarp skirtingy Zzmoniy odos fluorescencijos
spektry, o to paties zmogaus skirtingy viety odos
fluorescencijos spektrai gana pana$iis. Apgamo sa-
vitosios fluorescencijos spektrai matuoti keliose vie-
tose 1§ esmés savo forma nesiskiria. Ties 488 nm su-
normuoti apgamo fluorescencijos spektrai pateikiami
drauge su bendru dviejy Zzmoniy odos fluorescencijos
spektro vidurkiu (5 pav. B). Skirtumai tarp $iy spektry
yra gerokai didesni nei tarp atskiry asmeny sveikos
odos savitosios fluorescencijos spektry, todél galima
teigti, jog apgamas turi specifing savitaja fluores-
cencija, kuri apsunkina tikslia melanominiy odos su-
sirgimy diagnostika.

Apibendrinant gautus rezultatus, galima pazyméti,
kad atskiry zmoniy odos savitosios fluorescencijos
spektrai yra skirtingi, todé¢l, taikant opting biopsija
navikiniams odos pazeidimams aptikti, reikéty remtis
ne apibendrintu Zmoniy odos fluorescencijos spektru,
o atlikti lyginamuosius matavimus registruojant to
paties zmogaus sveikos odos ir jtartiny odos viety
fluorescencijos spektrus. Tokiu atveju specifiniai
fluorescencijos spektry pokyciai jtartinose vietose gali
biti naudojami tam tikry odos ligy arba véziniy odos
pakitimy diagnozavimui bei juy diferenciacijai.
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Eksperimentinio naviko hepatomos A22

savitosios fluorescencijos matavimai ex vivo

Dél pakitusiu apykaitos procesu navikiniuose audi-
niuose ju savitosios fluorescencijos spektrai turi spe-
cifiniy skirtumy palyginus su sveiky audiniy spektrais.
Vieni esminiy skirtumy, salygojanciy sékminga navi-
kiniy dariniy diagnostika fluorescencinés spektrosko-
pijos metodu, yra daug mazesnis navikiniy audiniy
savitosios fluorescencijos intensyvumas zaliojoje
spektro srityje (490—580 nm) ir intensyvesné endo-
geniniy porfirino tipo pigmenty fluorescencija 600—
700 nm srityje (4 pav. 2 kreivé). Sveiky audiniy spekt-
rams biidinga juosta su smaile ties 560 nm ir ju savitoji
fluorescencija yra zZymiai intensyvesné negu navikiniy
audiniy (4 pav. 1 kreivé). Misy matavimai patvirtino
kity autoriy (57, 58) duomenis apie tai, kad navikiniy
audiniy savitoji fluorescencija 490—600 nm ruoze yra
silpnesné negu sveikuy, taip pat iSrySkino atskiry naviko
sri¢iy fluorescencijos specifiSkuma.

Navikiniy dariniy savitosios fluorescencijos tyri-
mams naudotos C,,B1 linijos pelés (patelés, 21-25 g
svorio, 8—10 savaiciy), kurioms buvo iskiepyta he-
patoma A22. Matavimai pradéti praéjus septynioms
dienoms po iskiepijimo esant naviko dydziui 0,07 cm?;
kiti matavimai atlikti pragjus 9, 12, 14, 16 ir 19 dieny
po iskiepijimo (kol naviko dydis pasieké 1 cm?). Kont-
roliniams matavimams paimti ty paciy peliy sveiky
audiniy (raumens) bandiniai.

Fluorescencijos matavimams mazdaug 3 mm storio
méginiai buvo patalpinti tarp dviejy stiklo ploksteliy.
Naviko zonos — nekroziné, nepazeista nekrozés ir
hemoraginé nustatytos mikroskopiskai.

Meéginiy savitoji fluorescencija buvo matuota 450-
800 nm spektriniame ruoze Sviesolaidiniu spekt-
rofluorimetru S2000-F1 (Ocean Optics). Fluorescen-
cijos zadinimui naudotas mélynos $viesos Saltinis
LED (A,,, =405 nm).

Morfologiné navikiniy dariniy analizé parodé, kad
didelio turio navikams biidingos nekrozinés ir
nekrozés nepazeistos sritys (6 pav.). Taip pat nustatyta,
kad savitosios fluorescencijos spektrai gali biiti is-
kreipti kraujo ekranavimo efekto, atsirandancio dél
kraujavimo pjiivio vietoje (6 pav.). Sis ekranavimo
efektas gali paslépti specifinius sveiko ir navikinio
audinio savitosios fluorescencijos skirtumus, uztik-
rinancius tiksly navikiniy audiniy atpazinima. Tiek
sveiky, tiek ir navikiniy audiniy savitosios fluores-
cencijos spektrai pasizymi heterogeniSkumu. Todél
buvo iSmatuoti 90 nekrozés nepazeisty sriciy, 60 nek-
roziniy naviko sri¢iy, 33 hemoraginiy naviko sri¢iy ir
25 sveiky audiniy méginiy savitosios fluorescencijos
spektrai, kuriuos iSanalizave galéjome pateikti api-

bendrinancias iSvadas, rodancias jvairiy morfologiskai
atpazinty atskiry navikinio audinio sri¢iy savitosios
fluorescencijos spektry specifiskuma (39).
Lyginamoji savitosios fluorescencijos spektry for-
mos skirtumy analizé atlikta sunormavus spektry
vidurkius (7 pav.). Skirtingy naviky savitosios fluo-
rescencijos spektry vidurkiuose iSryskéja du nekrozés
nepazeisty navikiniy audiniy spektry tipai (7 pav. 1 ir
2 kreivés). Esminiai skirtumai matomi 610-700 nm
ruoze. Spektrai, turintys siaura juosta ties 633 nm ir
placia juosta ties 700 nm (7 pav. 2 kreivé), budingi
ribotoms nekrozés nepazeistoms sritims didelio turio
navikuose (praéjus 14 ir daugiau dieny po iskiepi-
jimo). Kitas spektry tipas (7 pav. 1 kreivé) neturi Siy
juosty ir forma yra panasus i nekroziniy naviko audiniy
(3 kreive) ir sveiky audiniy (4 kreivé) spektrus 610—
710 nm ruoze. Pirmojo tipo spektrams biidingos fluo-
rescencijos juostos ties 633 ir 700 nm priskiriamos
endogeniniam protoporfirinui IX (28). Taigi didelio
tirio navikams biidingas netolygus endogeniniy
porfiriny pasiskirstymas atskirose nekrozés nepazeis-
tose srityse. Antrojo tipo savitosios fluorescencijos
spektrai (neturintys endogeniniams porfirinams bi-
dingy juosty) biidingi mazo turio navikams ir kai ku-
rioms didelio tiirio naviky nekrozés nepazeistoms sri-
tims. Remiantis §iais duomenimis, darytina i§vada, kad
endogeniniy porfiriny kaupimasis navikiniame (he-
patoma A22) audinyje priklauso nuo naviko augimo
stadijos: kol navikas mazas, jame endogeniniy porfiri-
ny neaptinkama; dideliuose navikuose endogeniniai
porfirinai aptinkami tik atskirose nekrozés nepazeis-
tose naviko srityse. Sie eksperimentiniy tyrimy duo-
menys rodo, kad, norint atskirti sveika ir navikini au-
dini, nepakanka iSanalizuoti savitosios fluorescenci-
jos poky¢ius vien raudonoje spektro srityje (600700
nm), biitina atlikti platesnio spektrinio ruozo (495—
750 nm) savitosios fluorescencijos spektry analizg.
Nekroziniy navikiniy audiniy sri¢iy savitosios fluo-
rescencijos spektry forma (7 pav.) gerokai skiriasi nuo
nekrozés nepazeisty naviko sriciy ir sveiky audiniy
spektry 490-600 nm srityje. Nekroziniy sri¢iy spekt-
rams budingas mazesnis fluorescencijos intensyvu-
mas ir idubos ties 536 ir 577 nm. Tokios pat idubos
budingos ir navikiniy audiniy hemoraginéms sritims
(7 pav.). Kraujo sugerties juosty smailiy padétis su-
tampa su navikiniy audiniy hemoraginéms sritims bii-
dingomis idubomis ties 536 ir 577 nm. Taigi Sios
idubos gali biiti kraujo hemoglobino reabsorbcijos
pasekmé. Pirma, toks spektry formos pokytis hemo-
raginése naviky srityse apsunkina tiksly navikiniy ir
sveiky audiniy riby atskyrima, antra, tokie savitosios
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Pazymeétos skirtingos morfologijos navikinio audinio sritys ir intarpuose pavaizduoti atitinkamuy sriciy savitosios
fluorescencijos ir kraujo sugerties spektrai: a — nekrozés nepazeistos navikinio audinio sritys, pasizymincios intensyvia
endogeniniy porfiriny fluorescencija 600-700 nm ruoze; b — nekrozés nepazeistos navikinio audinio sritys, neturinéios
endogeniniy porfiriny; ¢ —nekrozinés navikinio audinio sritys; d — kraujosruvy audinyje sritys (1 — audinio fluorescencijos

spektras; 2 —kraujo sugerties spektras).
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7 pav. Normuoti sveiko ir navikinio (hepatoma 22) audiniy savitosios fluorescencijos spektrai ir jy

vidurkiai i§matuoti ex vivo

1 — sveiko audinio (odos virs raumens); 2, 4 — nekrozés nepaZzeisto navikinio audinio; 3 — nekrozinio navikinio audinio.
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fluorescencijos spektry pokyciai gali padéti spektro-
skopiskai atpazinti kraujosruvas audiniuose arba
kraujo indy pazaidas.

Apibendrinant galima teigti, kad santykinai ma-
zesnis fluorescencijos intensyvumas 495-600 nm
spektriniame ruoze ir endogeniniy porfiriny fluores-
cencijos juosty 600—700 nm spektriniame ruoze for-
mavimasis navikiniy audiniy spektruose galéty biiti
panaudotas navikiniams audiniams aptikti. Taciau
tikslus navikiniy audiniy atpazinimas galimas tik re-
miantis vizualia apziiira, t. y. nustacius, ar apZziirimoje
vietoje néra kraujosruvy ar nekrotizavusio audinio.
Taigi savitosios fluorescencijos spektry analiz¢ sutei-
kia daug papildomos informacijos, galinCios padéti
atpazinti sveika ir navikinj audini, taciau galutiné is-
vada turi buti daroma atsizvelgus ir i kitus faktorius,
nustatomus vizualios apziliros metu.

Zadinant audinio fluoroforus UV ar mélyna $viesa
ir naudojant jautrius fluorescencijos spektry matuok-
lius, galima vizualizuoti naviko pazeistas audinio sritis
arba aptikti ankstyvos stadijos navika, kai morfologi-
niai audinio pakitimai akimi dar sunkiai pastebimi.
Eksperimentiniai savitosios fluorescencijos matavi-
my duomenys sudaré prielaidas optinés biopsijos prie-
taisui sukurti. Toks prietaisas (8 pav.) (59) gali padéti
tiksliau nustatyti pazeisto ir sveiko audinio ribas vizua-
lios apzitiros metu, apSvieCiant itartinas vietas mély-
no Saltinio skleidziama $viesa. Tai dar néra galutiné
optinés biopsijos metodo, pagristo audiniy savitosios

fluorescencijos matavimu, realizacija, taciau sukur-
tasis prietaisas yra kompaktiskas ir paprastas naudoti,
todél gali buti naudojamas kaip papildoma diagnostiné
priemong.

Padéka. Autoriai dékoja Vilniaus universiteto On-
kologijos instituto darbuotojoms prof. L. Griciiitei ir
dr. J. Didziapetrienei uz svarbias pastabas ir patarimus
audiniy morfologijos ir histologijos klausimais; J. La-
banauskienei ir A. Sukackaitei — uz pagalba dirbant
su eksperimentiniais gyviinais. Taip pat dékojame
Vilniaus universiteto Fizikos fakulteto Biofotonikos
grupés studentams ir doktorantams J. MakarycCevai,
M. TamoSitinui, J. Veniui ir V. Legeniui, kurie per
kelerius metus padéjo surinkti didelg audiniy savi-
tosios fluorescencijos duomeny baze, kuria remda-
miesi autoriai galéjo iSanalizuoti Simtus fluorescen-
cijos spektry ir pasitilyti navikiniy ir sveiky audiniy
atpazinimo galimybes naudojant optinés biopsijos me-
toda. Reiskiame padéka Odos ir lazerinés chirurgijos
centro vadovui dr. K. Babajanui uz pateiktus odos
bandinius, Valstybinio patologijos centro darbuotojui
E. Zurauskui — uz pateiktus $irdies audiniy bandinius.
Tyrimai buvo finansuojami Lietuvos valstybinio
mokslo ir studijy fondo remiamos mokslo programos
»Sviesa biomedicinoje: diagnostika ir terapija“ ir
kompleksinio tyrimo darbo ,,Zmogaus Sirdies laidzio-
sios sistemos vizualizacija fluorescencinés spektro-
skopijos metodu® 1éSomis.

B

8 pav. Portatyvus mélynos Sviesos Saltinis, skirtas pavirSiniy audiniy vizualiai apZiurai

Fluorescence diagnostics of tumors
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Summary. The intrinsic autofluorescence properties of biological tissues can change depending on altera-
tions induced by pathological processes. In this paper, autofluorescence properties of normal and tumor tissue
are presented and possibilities of the application of autofluorescence as a parameter for in situ cancer detec-
tion in different organs are discussed. Data obtained during in vivo measurements of normal and pigmented
skin autofluorescence are presented. Autofluorescence of experimental tumor (hepatoma A22) was measured
to discriminate the optical differences between necrotic, non-necrotic and hemorrhagic areas of tumor and
healthy tissue. It was concluded that the uneven distribution of endogenous porphyrins fluorescence in non-
necrotic tumor tissue as well as the absence of endogenous porphyrins fluorescence in the small experimental
tumors complicated the diagnosis of cancerous tissue based on the autofluorescence measurements.
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