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Ivadas

Fluorescenciné spektroskopija — vienas i§ labai i§vystyty ir placiai taikomy
spektroskopijos metody ivairiy medziagy analizei. Ja taikant galima aptikti labai
mazus fluorescuojanciy junginiy kiekius, identifikuoti juos  remiantis
fluorescencijos  spektrinémis ar laikinémis  charakteristikomis, nustatyti
neorganiniy ir organiniy medziagy chemine sudéti, aptikti struktarinius ir
funkcinius biologiniy objekty savitumus. Todél neatsitiktinai fluorescencinés
spektroskopijos metodai vaidina svarby vaidmenj sudétingy biomolekuliniy
sistemy, kaip, pavyzdziui, biologiniai audiniai, sandaros ir juose vykstanciy
procesy tyrimy sampratoje. Nors fluorescencijos reiskinys yra zinomas nuo 1852
m. (pirmg karta aptiktas stebint geltona fluorito emisija zadinant UV spinduliuote,
kuri tesiasi tol, kol nenutraukiamas zadinimas), taciau ilga laikq sis reiskinys nekelé
ypatingo susidomeéjimo biomedicinos srityje ir tik dvidesimto amziaus pabaigoje
pradétas sékmingai naudoti daugelyje medicinos sfery, ypa¢ navikiniy ir
ikinavikiniy dariniy diagnostikai.

Ivairiy lokalizacijy navikiniy dariniy iSplitimo riby lokalizacija 2 situ,
pirminiy struktariniy ir biocheminiy pokyc¢iy samprata dar pradiniy ligos
formavimosi stadijy metu yra vienos svarbiausiy Siuolaikinés praktinés
diagnostikos sprendziamy biomedicinos problemuy, | kurias atsakymy ieskoma
pasitelkiant optinés spektroskopijos vaizdinimo metodus. Patikimos metodikos

sukarimas nejmanomas be fundamentiniy fizikiniy, cheminiy ir biologiniy
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procesy, sukelianciy ir kontroliuojanciy ligos procesa, supratimo, nes butent visi
fiziniai sutrikimai gali buti susij¢ su biocheminiais, fiziologiniais ir morfologiniais
poky¢iais lasteliy ar audiniy lygmenyje, kurie savo ruoztu nulemia S$viesos ir
audinio saveikos savitumus. Zinios apie pagrindines audinio optines savybes
(sugertis, sklaida, fluorescencija) yra svarbios ne tik naujy diagnostikos metody
karimui bei tobulinimui, bet ir siekiant gauti svarbiy taikomyjy rezultaty
klinikinéms reikmems.

Atsizvelgiant | sudétingg biologinio objekto prigimtj, sukaupta nemaza
patirtis konstruojant {vairias eksperimentines diagnostikos sistemas ir analizuojant
tvairly biologiniy objekty lasteliy ar audiniy lygmenyje, vairiy lokalizacijy
piktybiniy naviky ar eksperimentiniy naviky modeliy, fluorescencijos spektring bei
vaizding informacija [1-3]. Nemaza S§iy tiriamyjy darby dalis yra susijusi su
ankstyvaja ikinavikiniy ir navikiniy dariniy fluorescencine diagnostika in vivo
siekiant nustatyti specifinius biologinio objekto sugerties, sandaros ar fiziologinés
busenos skirtumus, atspindincius ankstyvasias ligos formavimosi stadijas [4-7].
Fluorescencinés spektroskopijos metodika dar vadinama ankstyvaja “optine
biopsija® ir yra pagrista fluorescencijos jautrumu ir selektyvumu audinio busenai
[8-9]. Is fluorescencijos spektro formos ir intensyvumo specifiniy skirtumy galima
atpazinti audinio pokycius ankstyvyjy navikinio darinio formavimosi stadijy metu.
Fluorescencinio vaizdinimo metodais galima jvertinti naviko isplitimo ribas greta
esanciuose sveikuose audiniuose. Tos pacios audinio sritys fluorescenciniais
metodais gali buti tirlamos daug karty, o tai itin patogu vaizdinant in situ audiniy
pazaidos i$plitimo ribas bei nustatant optimalias vietas audinio méginiams paimti
vélesniems histopatologiniams tyrimams. Prognozuojama, jog fluorescencinés
spektroskopijos metodai greitu metu jgalins pagerinti navikinio darinio i$plitimo
lokalizacija bei audinio ankstyvyjy pakitimy zonos atpazinimg ne tik onkologijoje,
bet ir daugelyje kity praktinés medicinos sriciy.

Didé¢jant susidoméjima fluorimetriniy metody pritaikymu biomedicinos
sferoje rodo nuolatos augantis [vairiy lokalizacijy navikiniy dariniy atpazinimo
aplinkiniy sveiky audiniy fone tyrimy skaiCius, ypatingai tais atvejais, kai Kkiti

diagnostikos metodai néra patikimi arba jei ju taikymas ribotas [10]. Viena
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aktualesniy praktinés diagnostikos problemy yra galvos smegeny glijos naviky
i$plitimo riby nustatymas operacijy metu. Tikslus navikinio darinio i§plitimo riby
nustatymas pagerinty jo masés pasalinima makroskopiskai matomose ribose,
atitolinty  galima naviko ataugimg bei uztikrinty sékmingg tolesn gydyma.
Operacijos metu naviko i$plitimo riboms nustatyti daugeliu atvejy vadovaujamasi
iSankstiniais duomenimis apie naviko lokalizacija (neuronavigacija pvz.
kompiuteriné tomografija, branduoliy magnetinis rezonansas ar ultragarsas) bei
chirurginiu mikroskopu matomais isoriniais audinio pozymiais, tokiais kaip spalva,
tasumas, kraujotakos pokyciai. Siuo atveju chirurgo patyrimas turi didele jtaka
navikinio darinio $alinimo radikalumui, kartu ir paciento gyvenimo trukmei.
Fluorimetrinés sistemos sukonstravimas glijos naviky diagnostikai bei jos
panaudojimo  galimybiy jvertinimas sensibilizuoty eksperimentiniy galvos
smegeny naviky lokalizacijai in vivo yra vienas 1§ sSiame darbe iskelty ir
lgyvendinty uzdaviniy. Valstybinés mokslo programos . Sviesa biomedicinoje:
diagnostika ir terapija“ vykdymo metu bendradarbiaujant su Vilniaus Onkologijos
instituto bei Kauno medicinos universiteto Biomedicininiy tyrimy instituto
kolegomis buvo sukurta eksperimentiné fluorimetriné sistema, realizuotos salygos
atlikti intrachirurginés eksperimentiniy glijos naviky fluorescencinés diagnostikos
eksperimentus bei jvertintas tokio metodo jautrumas ir specifiskumas. Sio darbo
rezultate sukonstruota mobili fluorescencijos taskinio registravimo sistema, kuri
sekmingai panaudota klinikoje — piktybinio glijos naviko atpazinimui operacijos
metu.

Darbe taip pat atliktas organizmo fizinio aktyvumo suvarzymo salygoty
kraujagyslés sienelés strukturiniy pakitimy, atitinkanciy biocheminiy komponenty
disbalansa, savosios fluorescencijos tyrimas. Organizmo fiziologiniy salygu
pokyc¢iai jtakoja fluorescencijos skirtumus, kurie galéty buti informatyvas vertinant
audinio morfologine bakle. Sie tyrimai turi praktinés reik§més vertinant pradinius
biocheminius pokyc¢ius bei nustatant ankstyvuosius ligos formavimosi pakitimus,
kuomet  galimas  prevencinis medikamentinis  gydymas.  Papildomos
spektroskopinés informacijos gavimas leisty sudaryti pirminiy struktariniy

pazeidimy paveiksla ir atitinkamai identifikuoti pagrindinius biocheminius
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komponentus. Sio darbo pradziai tyrimy susijusiy su fizinio aktyvumo, kaip vieno
1§ aterosklerozés rizika sukelianciy veiksniy, salygojamy kraujagyslés sienelés
struktariniy pazaidy, panaudojant fluorimetrinius metodus, mokslinéje literataroje

nebuvo skelbta.

DARBO TIKSLAS

Eksperimentiniy tyrimuy, kurie apibendrinti siame darbe, tikslas buvo istirti
skirtingy biologiniy audiniy biocheminiy/metaboliniy procesy salygojamas
fluorescencijos spektrines savybes, sickiant jvertinti fluorescenciniy metody —
spektrofluorimetrinio ir fluorescencinio vaizdinimo - pritaikymo piktybiniy galvos
smegeny naviky ir kraujagysliy sienelés struktariniy pazaidy diagnostikoje

galimybes.
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DARBO UZDAVINIAI

1. Jvertinti fluorimetriniy metody pritaikomuma eksperimentiniy galvos

smegeny glijos naviky lokalizacijai in vivo:

v

v

Sukonstruoti eksperimentiniy galvos smegeny naviky fluorescencinés
diagnostikos sistema glijos naviky atpazinimui intraoperaciniu budu;

istirti 5-aminolevulininés ragsties sukelta selektyvu protoporfirino IX
(PpIX) kaupimasi eksperimentinése gliomose (101.8 ir C6);

istirti piktybiniy galvos smegeny naviky (101.8 ir C6 gliomos) savosios
fluorescencijos spektrines savybes; nustatyti specifinius spektry skirtumus
audiniy diferenciacijai;

tvertinti  ribines  fluorescencijos  intensyvumo  vertes optimaliam
sensibilizuoty glijos naviky atpazinimui;

palyginamyjy tyrimy metu, nustatyti spektrofluorimetrinio metodo
patikimumo  rodiklius  eksperimentiniy  glijos naviky lokalizacijai
intraoperaciniu budu;

tvertinti  fluorescencinio vaizdinimo galimybes eksperimentiniy galvos

smegeny naviky i§plitimo riby nustatymui.

2. lvertinti galimybe atpazZinti fizinio aktyvumo suvarZymo salygotus

kraujagyslés sienelés struktirinius pakitimus spektrofluorimetriniu

budu:

v

v

istirti - eksperimentiniy gyvuny Sirdies aortos bei periferiniy arterijy
bandiniy savaja fluorescencija taikant atranky zadinima;

nustatyti optimalius sveiky ir hipodinaminio streso paveikty kraujagysliy
fluorescencijos Zzadinimo/emisijos bangos ilgius struktiriniy pazaidy

identifikavimui.
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PUBLIKACIJOS DISERTACIJOS TEMA

[S1]

[S2]

[S3]

[S4]

A.Ciburys, D.Gadonas, R.Gadonas, J.Didziapetriené, I.Gudinaviciene,
G.Grazeliene, D.Kaskelyte, A.Piskarskas, K.Skauminas, V.Smilgevicius,
A.Sukackaité, 5-Aminolevulinic acid induced protoporphyrin IX
fluorescence for detection of brain tumor cells 7z 2o, Experimental

Oncology 25, 51-54 (2003).

K.Skauminas, L.Klumbys, V.Saferis, J.Didziapetriené, G.Grazelieng,
1.Gudinaviciené, D.Kaskelyte, R.Gadonas, V.Smilgevicius,
Spektrofluorimetrija  piktybiniy gliomy intraoperacinéje diagnostikoje.
Jautrumo ir specifiskumo jvertinimas eksperimente, Neurologijos seminarai

1(17), 66-73 (2003).

D.Kaskelyte, R.Gadonas, M.Kusleikaite, S.Stonkus, Study of fluorescence
spectra of peripheral arteries: intrinsic fluorophores emission expressivity in

intima under the hypodynamic stress, Biologija 18(1), 75-80 (2007).

M.Kusleikaite, R.Gadonas, D.Kaskelyte, S.Stonkus, R.Benetis, S.Kusleika,
V.Karabanovas, Recognition by laser-induced fluorescence spectroscopy ex

vivo of structural changes in thoracic aorta intina of rabbits subjected to

hypodynamic stress, Biologija 53(4), 67-73 (2007).

[K1] K.Skauminas, D.Kaskelyté, E.Keleras, P.Cikotas, A.RadZiinas, J.éidiékis,

V.P.Deltuva, A.Tamasauskas, Centrinés nervy sistemos naviky vaizdinimas,
Vitae Litera, Kaunas, 2008, ISBN 978-9955-920-48-9.

(Mokomoiji knyga parengta ES struktariniy fondy ir LR lésomis, jgyvendinant
projekta ,,Medicinos fizikos ir nanofotonikos aukstyjy studijy realizacija“ (paramos
sutartis Nt.ESF/2004/2.5.0-03-385/BPD-210/ES2006-01))
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Pranesimai pateikti konferencijose ir seminaruose

[P1] D.Kaskelyté, R.Gadonas, M.Kusleikaite, S.Stonkus. Periferiniy kraujagysliy
sieneliy struktaros pazaidy, sukelty hipodinaminio streso, atpazinimas
fluorescencinés spektroskopijos metodu. 36-0ji Lietuvos nacionaliné fizikos
konferencija: programa ir pranesimy tezés, 2005 m. birzelio 16-18, Vilnius,
p.87.

[P2] D.Kaskelyté, R.Gadonas, V.Smilgevicius, K.Skauminas, I.Gudinaviciene,
J.Didziapetriené, G.Grazeliené, A.Sukackaité. Fluorescence guided
intraoperative detection of malignant gliomas. Acta Bio-optica et
Informatika Medica 10 (1-2): International Symposium on New Trends in
Photodynamic Therapy and Diagnosis, 21-22 June, Wroclaw, Poland, p.32
(2004).

[P3] D.Kaskelyté, R.Gadonas, V.Smilgevicius, K.Skauminas, I.Gudinaviciené,
J.DidzZiapetriené, G.Grazeliené, A.Sukackaité. Fluorescence-guided detection
of in vivo experimental brain tumours, XVI Lithuanian-Belarussian seminar
,,Lasers and optical nonlinearity*, 27-29 October 2004, Vilnius, Lithuania.

[P4] R.Gadonas, M.Kusleikaite, D.Kaskelyté, V.Smilgevicius, V.Karabanovas,
S.Stonkus, S.Kusleika. Autofluorescence study of hypodynamic stress
affected aorta intima, XVI Lithuanian-Belarussian seminar ,lasers and
optical nonlinearity*, 27-29 October 2004, Vilnius, Lithuania.

[P5] L.Bruzaité, R.Gadonas, D.Kaskelyte, G.Grazeliene, A.Sukackaité. Biologiniy
audiniy autofluorescencijos tyrimas taikant atranky zadinima, Biomedicininé
inzinerija: tarptautinés konferencijos pranesimy medziaga, 2004 m. spalio 28-
29 d., Kaunas, p.216-220.

[P6] A.éiburys, D.Gadonas, R.Gadonas, ].Didziapetriene, I.Gudinavicieng,
G.Grazeliene, D.Kaskelyte, K.Skauminas, V.Smilgevicius, A.Sukackaite,
Eksperimentiniy galvos smegeny gliomy fluorescencinés diagnostikos
metodo kiekybiniy parametry jvertinimas, 35-oji jubiliejiné Lietuvos
nacionaliné fizikos konferencija: programa ir pranesimy tezeés, 2003 m.

birzelio 12-14 d., Vilnius, p.257.
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[P7] R.Gadonas, M.Kusleikaité, R.Smilgeviciate, D.Kaskelyté, V.Smilgevicius,
S.Stonkus,  V.Karabanovas,  L.Slavinskaité. Kraujagysliy  sienelés
fluorescencijos tyrimas taikant atrankyji Zadinima derinamo bangos ilgio
spinduliuote. 35-0ji jubiliejiné Lietuvos nacionaliné fizikos konferencija:
programa ir pranesimy tezés, Vilnius, 2003 m. birzelio 12-14 d., Vilnius, p.
258.

[P8] K.Skauminas, J.éidiékis, J.Didziapetriené, R.Gadonas, G.Grazeliene,
D.Kaskelyté, V.Smilgevicius. Experimental assessment of sensitivity and
specificity of the spectrofluorimetric method for intraoperative diagnosing
of malinant gliomas, Proceedings of the Latvian academy of sciences: 1 st

Scandinavian and Baltic congress on neurosurgery. ISSN 1407-009X. 2003,
vol. 57, N V2, p. A6, N abstr. SC5.

Autorés indélis

Sioje disertacijos aprasyti eksperimentiniai tyrimai atlikti Vilniaus universiteto
Kvantinés elektronikos katedros laboratorijoje vadovaujant prof. R.Gadonui.
Prof. R.Gadonas suformulavo eksperimentiniy tyrimy kryptis, konsultavo
metodiniais klausimais, bei jy metu gauty eksperimentiniy rezultaty interpretacijos
klausimais.

Tarpdisciplininiai moksliniai tyrimai atlikti glaudziai bendradarbiaujant su
Vilniaus Onkologijos instituto, Kauno medicinos universiteto Biomedicininiy
tyrimy instituto bei Kardiologijos instituto darbuotojais.

Pagrindiniai moksliniy publikacijy bendraautoriai yra prof. R.Gadonas, dr.
K.Skauminas, I.Gudinaviciené, dr. G.Grazeliené, A.Sukackaite, dr. M.Kusleikaité.

Dr.K.Skauminas atliko chirurgines eksperimentinés gliomos operacijas,
dalyvavo aptariant rezultatus bei ju interpretacijos klausimais, atliko statisting
metodo patikimumo vertinimo analiz¢ bei parengé S2 straipsnj spaudai.

[.Gudinaviciené atliko eksperimentiniy glijos naviky morfologinius tyrimus,

konsultavo rezultaty interpretacijos klausimais.
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Dr.G.Grazeliené ir A.Sukackaité¢ atliko naviko skiepijimo proceduras
eksperimentiniams gyvinams bei gyvuny priezitra eksperimentiniy operacijy
metu, taip pat dalyvavo aptariant eksperimentinius rezultatus.

Dr.M.Kusleikaité¢ dalyvavo aptariant kraujagysliy sienelés fluorescencijos
eksperimenty rezultatus, bei atliko méginiy ultrastruktaros ir spektroskopiniy
matavimy interpretacija.

Autor¢  dalyvavo  surenkant cksperimentines  sistemas, atlickant
cksperimentiniy galvos smegeny fluorescencing diagnostika, atliko kraujagyslés
bandiniy eksperimentinius tyrimus taikant atranky zadinima, taip pat kartu su

bendraautoriais atliko gauty eksperimentiniy rezultaty analiz¢ ir interpretacija.
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GINAMIE]I TEIGINIAI

Sukonstruota eksperimentiné taskinio matavimo spektrofluorimetriné
sistema jgalina selektyviai suzadinti endogeniniy potfirino tipo pigmenty
fluorescencija galvos smegeny audiniuose, bei tiksliau identifikuoti galvos
smegeny glijos navikg zz vivo vertinant integrinio intensyvumo santykj Is20 -
sco(sv. aud.)/TIe20 — sso(nav.) apibréziant] endogeninio protopotfirino IX
santykinio kiekio pokytj glijos naviko atveju.

5-ALA indukuotas PpIX selektyviai kaupiasi eksperimentiniuose 101.8
glijos navikuose, salygodamas optinj kontrastg tarp sveiky smegeny audiniy
ir naviko nuo 1:1,4 iki 1:87. Spektrofluorimetrinio metodo déka,
piktybinés 101.8 gliomos identifikuojamos su 83 % jautrumu, 84 %
specifiskumu ir 87 9% tikslumu. Tai jgalina panaudoti tasking
fluorescencijos spektry registravimo sistema kaip papildomg priemone
baltos $viesos chirurginiam mikroskopui, kontroliuoti naviko Salinima
operacijos metu. Pasitlyta mobili $viesolaidinio zondo sistema yra tinkama
klinikiniams taitkymams neurochirurgijoje.

Sukonstruota fluorescencijos vaizdinimo sistema, panaudojant mélynus
puslaidininkinius $viesos diodus (405 nm) ir raudonoje spektro srityje
jautria skaitmening kamera, yra optimizuota selektyviam endogeniniy
porfiriny suzadinimui ir smegeny audiniy fluorescencijos vaizdinei
detekcijai. Si priemoné yra tinkama eksperimentiniy C6 gliomos
fluorescencijos savitumy vaizdinimui in situ operacijos metu.

Savosios fluorescencijos spektro formos savitumy analizé jgalina detektuoti
fizinio aktyvumo suvarzymo salygotus kraujagyslés sienelés struktarinius
pakitimus eksperimentiniuose Sirdies aortos bei periferiniy arterijy

bandiniuose.
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1
Literataros apZvalga

1.1. Fluorescenciniy metody biomedicininiai taikymai
(trumpa raidos apZvalga)

Dar senovés egiptieciy rastuose galima rasti duomeny apie $viesos
gydomaji poveikj. Taciau prireiké Simtmeciy, kol $viesa visuotinai tapo pripazinta
ne tik kaip gydymo, bet ir veiksminga ligy diagnostikos priemoné. Jau tuomet,
atlikdami paprasta pacienty apziara, gydytojai, remdamiesi biologinio objekto
spalva, vertino ir galimos ligos diagnoze¢. Pavyzdziui, odos geltonumas buvo
siejamas su kepeny ligomis, o melsvy lupy spalva signalizavo apie galimas Sirdies
ar plauciy ligas. Taciau kryptingi dirbtinés $viesos panaudojimo ligy diagnostikai
tyrinéjimai prasidéjo mazdaug 20 amziaus pradzioje. Nauji laiméjimai medziagy
cheminés analizés srityje, remiantis elementy spektriniais savitumais, pasitelkiant
optinius metodus jgalino naujy metody sukurima kaip spektrofotometrija, o naujy
laboratoriniy prietaisy atsiradimas atvéré naujas galimybes tiesioginei objekty
optinei analizei atlikti [11]. Taigi, { biologinio objekto optines savybes, sugerties ir
emisijos spektrines (ar laikines) charakteristikas buvo pazvelgta kaip | specifinj tam
tikro audinio sandaros ar funkciniy procesy skiriamaji pozymj, pagal kurj galima jj
identifikuoti, apibrézti sandaros savitumus ar vykstanciy procesy désningumus.
Fluorescencijos, kaip priemonés skirtingy audiniy klasifikacijai, o véliau ir
ankstyvai naviky diagnostikai, taikymo idéja suintrigavo daugelj mokslininky dar

19 amziaus viduryje. Dvidesimtame amziuje §is metodas tapo svarbiausia
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priemone kiekybinei bioobjekty analizei, vaizdinimui ir diagnostikai [12]. Vieni
pirmuju tyrinéjimy atskleidé ne tik augaluose esanciy naturaliy fluorofory savaja
fluorescencija (pvz., meksikietisko medzio Lignum nephriticum ekstraktas, chininas,
chlorofilas, kurkuminas), bet ir Zmogaus audiniy savitaja fluorescencija. 1855 m.
H. von Helmholz vienas pirmuyju stebéjo ex vivo akies tinklainés Zalsvai-balta
fluorescencija zadinant UV spinduliuote. 1877 m. M. von Bezold ir G. Englehardt
patvirtino tinklainés fluorescencijos buvimg in vivo, bei nustaté, kad akies lgsiukui
ir ragenai taip pat budinga savita fluorescencija. 1862 m. Victor Pierre vienas
pirmuyjy savo straipsniuose iSdésté idéja fluorescencija panaudoti organiniy
junginiy detekcijai. Tirdamas pavieniy fluorescuojanciy junginiy ar skirtingy
junginiy miSiniy tirpalus tyréjas nustaté, kad remiantis fluorescencijos spektro
forma galima identifikuoti atskirus junginius zadinant to paties bangos ilgio §viesa.
Jis pabreéze, kad skirtinguose tirpikliuose arba reaguodami | terpés ragstinguma ar
sarmingumg fluorescuojanciy junginiy spektrai gali skirtis. 1911 m. Stiibel stebéjo
cksperimentiniy gyvany skirtingy audiniy savitag fluorescencija zadinant UV
spinduliuote [13]. Siy tyrimy metu fluorescencija buvo stebima akimi ir
klasifikuojama kaip melsvai balta kauliniam audiniui (dantis), tamsiai ruda — Sirdies
raumens audiniui ir geltona - riebaliniam audiniui. Prancuzy mokslininkas Polikard
1924 m. [14] pirmasis stebéjo endogeniniy porfiring  fluorescencija
cksperimentiniame ziurkiy sarkomos modelyje, zadinant kvarco lempos UV
spinduliuote. Endogeniniy porfiriny savybés selektyviai kauptis navikinése
lastelése aptikimas yra vienas pirmuyjy itin reik§mingy pasiekimy, paskatinusiy
tolimesnj fluorescencinés diagnostikos metody tobulinima bei panaudojima
daugelyje praktinés biomedicinos sriciy. Pirmieji darbai taip pat atskleide
porfiriny, kaip galimy patologiniy zidiniy zymeny, svarba. 1933 m. Sutro ir
Burman [15] atliko pirmuosius fluorescencinés diagnostikos tyrimus. Autoriai
pastebéjo, kad chirurginiu budu pasalinti kraties audiniai apsvietus kvarco
ultravioletine spinduliuote emituoja arba raudona sviesa (navikas), arba zalig
(sveikas audinys) ir tai galéty buti panaudota nustatant Salinamo audinio
(rezekcijos) ribas. Raudona fluorescencija taip pat buvo uzregistruota odos ir

burnos ertmés patologiniuose audiniuose [16]. Autoriai pazymi, kad raudona
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fluorescencija buvo charakteringa tik pazengusioms naviko stadijoms. Vélesniy
cksperimentiniy tyrimy metu buvo jvardinti ir kiti endogeniniai audinio
fluoroforai, kurie atsakingl uz savaja audinio fluorescencija, t.y. struktariniai
baltymai (elastinas ir kolagenas), aminorugstys (triptofanas), redukuotas
nikotinamidadenindinukleitidas (NADH), ir flavinai [17-20]. Audiniy savosios
fluorescencijos intensyvumo sumazéjimas (ypatingai zalioje spektro  srityje)
charakteringas patologijos sriciai [4-5,21], o taip pat sveiky ir navikiniy audiniy
fluorescencijos spektry formos skirtumai [21-23] yra pagrindiniai parametrai
fluorescencijos spektrinei analizei. Endogeniniy audinio fluorofory koncentracijos
bei pasiskirstymo audinyje skirtumai, audiniui transformuojantis | patologinj,
atsispindi audinio savosios fluorescencijos spektre ir apibrézia diagnostikai svarbig
informacija — morfologinés ir biocheminés busenos pokycius [24]. Skirtinga
tarplastelinés medziagos sandara bei medziagy apykaita sudaré prielaidas audiniy
klasifikacijai, naudojant fluorescencija [5-6,21-22,25-26]. D¢l biocheminiy ir
biofizikiniy audiniy savybiy fluorescencija galima buvo naudoti onkologijoje ne tik
naviky ankstyvoms stadijoms diagnozuoti, bet ir {vairiy audinio metaboliniy
vyksmuy studijoms [27-29] bei Sirdies ir kraujagysliy ligy diagnostikai [11,30-31].
Sukurtos pirmosios fluorescencijos vaizdinimo sistemos navikiniy pokyciy
diagnostikai savosios fluorescencijos pagrindu [5-6,9,32,33-35].

Egzogeniniy  fluorofory panaudojimo  fluorescencinei  diagnostikai
galimybiy tyrimo pradzia yra susijusi su $iy junginiy (sensibilizatoriy) paieska
fotodinaminei naviky terapijai (FNT) [36]. Porfirinai - vieni placiausiai tatkomy
egzogeniniy junginiy fotodinaminéje naviky terapijoje. Siy junginiy selektyvaus
kaupimosi navikiniuose audiniuose savybe imta intensyviai domeétis i§ karto po
karo. Pirmuosiuose tyrimuose buvo pademonstruotas hematoporfirino (Hp)
selektyvus kaupimasis vairiuose eksperimentiniuose navikuose ir Zmogaus
audiniuose bei galimybé panaudoti §f junginj diagnostikos ir terapijos tikslais [37-
39]. Pastebéta, kad po {vedimo | organizmag hematoporfirinas selektyviai kaupiasi
pirminiuose ir metastaziniuose navikuose bei limfiniuose mazguose. Figge ir
bendraautoriai [32] parodé, kad daugelis porfiriny pasizymi selektyviu kaupimusi

ne tik navikiniuose audiniuose, bet taip pat selektyviai kaupiasi grauziky
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embrionuose ir regeneruojanciuose audiniuose. 1951 m. Manganiello ir Figge [40]
nustaté, kad mazos hematoporfirino dozés nepakanka fluorescencinei galvos ir
kaklo naviky diagnostikai. 1955 m. Rassmussan-Taxdal ir bendraautoriai
panaudojo  intraveniskai [vesta hematoporfirino  hidrochlorida  audiniy
sensibilizacijai prie$ navikiniy ir ikinavikiniy audiniy chirurginj pasalinima in vivo
[41]. Beveik visuose navikiniuose ir ikinavikiniuose audiniuose buvo stebima
charakteringa raudona fluorescencija, kurios intensyvumas didé¢jo didinant
tvedamo sensibilizatoriaus doze. Daug geresnis naviko selektyvumas pasiektas
naudojant HpD, kuris yra sudétingas {vairiy porfiriny misinys. HpD pasirodé itin
patraukliu ir potencialiu sensibilizatoriumi skirtingy naviky vaizdinimui jvairiuose
audiniuose ir organuose [42-43]. Moore ir kolegos vieni pirmuyjy panaudojo
fluoresceing smegeny navikams identifikuoti in vivo [44]. Eksperimentiniy ir
klinikiniy tyrimy metu nustatyta, kad egzogeniniy fluorofory koncentracija
(fluorescencijos intensyvumas), kaupimosi kinetikos, eksperimentinés salygos yra
svarbus parametrai navikiniy dariniy diagnostikai ir vaizdinimui, kartu ir gydymui
[2,45]. Dvidesimto a. astunto deSimtmecio pabaigoje pasirodé pirmieji darbai,
kuriuose buvo panaudotas organizmo endogeninis sensibilizatorius, t.y. 1§ hemo
sintezés pirmtako - 5-aminolevulininés rugsties (5-ALLA) sintetinamos porfirininés
prigimties molekulés [46-49], kurios daug selektyviau lokalizuojasi navikiniuose
dariniuose ir kartu uztikrina didesnj optinj kontrastq tarp naviko ir aplinkiniy
sveiky audiniy. 5-ALA indukuoty porfiriny kaupimasis navikiniuose audiniuose
yra susijes su hemo sintezés fermenty aktyvumu: daugeliui naviky yra budingas
porfobilinogeno deaminazés aktyvumo padidéjimas ir ferochelatazés aktyvumo
bei gelezies koncentracijos sumazéjimas [50]. Kadangi 5-ALA bei indukuojamas
protoporfirinas IX (PpIX) yra nataralios organizmo hemo biosintezés ciklo
medziagos, ju, kaip sensibilizatoriy, panaudojimas klinikinéje praktikoje
patrauklesnis nei dirbtiniu budu sintetinamy sensibilizatoriy dél jy privalumy,
vertinant salygojamo toksiskumo ir saugumo praktinéms klinikinéms tyrimy

reikméms poziuriu [51].
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1.2. Fizikinis fluorescencijos principas: molekuliy
suzZadinimas ir deaktyvacija

Visi fotovyksmai organinése molekulése vyksta pirmiausiai sukuriant
suzadinta elektroning molekulés busena, o tuomet seka (vairGs procesai,
apibréziantys tolesn¢ suzadintos busenos deaktyvacija — perteklinés energijos
praradimo mechanizmai - fotofizikinio ar fotocheminio pobudzio [52-53].

Sugertas §viesos fotonas inicijuoja visa eile¢ fotofizikiniy ar fotocheminiy
vyksmy salygojanciy energinius, dinaminius arba struktarinius = pokycius
molekuléje. Galimy vyksmy analizé leidzia suprasti tiriamos sistemos (molekulés)
suzadinty buseny formavimosi, o tuo paciu ir pacios molekulés, jos struktaros bei
vidinés sandaros (elektrony, branduoliy bei elektrono sukinio konfigtracijos)
savybes bei galimus dinaminius procesus, apsprestus energijos relaksacijos
mechanizmuy.

Molekulé — daugelio atomy dalelé, turinti sudétinga energijos lygmeny
struktura, kuri yra salygota vidinés sandaros (atomuy, branduoliy, elektrony,
elektrony sukiniy) savybiy. Pagrindiniai organinés molekulés struktariniai
elementai — létai judantys branduoliai ir aplink juos skriejantys elektronai, kurie
sudaro tam tikras orbitales. Pagal Pauli principa, kiekvienoje orbitaléje gali buti ne
daugiau kaip du elektronai su prieSingais sukiniais. Kambario temperataroje

beveik visos molekulés yra pagrindinés (nesuzadintos) busenos S,. Molekulei

sugérus Sviesos fotona (M +hv—>"M ), $viesos energija transformuojama |
elektroninio suzadinimo energija - elektronas i pagrindinés busenos pereina |

laisva suzadintos busenos energijos lygmenj (S

n’

n>1). Dél fotono sugerties

pakinta molekulés elektroniné konfiguracija, o tuo paciu ir elektrony
pasiskirstymas apie branduolj. Sugerta energija gali buti panaudojama elektrony
konfiguracijos pertvarkymo, branduoliy virpesiniams judesiams, ar elektrono
sukinio inversijos vyksmams atlikti.

Fotono energija, kurios reikia sukurti elektroniskai suzadinta molekulés
busena (M +hv—'M), turi atitikt energijy skirtuma tarp Sios molekulés dviejy

elektroniniy lygmenuy:
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AE = E,(M)~E,(M)=hv=HY,) [
¢ia h=6,626-10""J-5 — Planko konstanta, v- daznis, A- bangos ilgis,
c=3-10°m/s - §viesos greitis, o E, ir E, (kur n>1) - molekulés pagrindinés
(M) ir elektronigkai suzadintos ("M ) busenu energijos. Sis sarysis sieja energiju
tarp dvieju molekulés buseny skirtuma AE su eksperimentiskai iSmatuojamais
dydziais: sugeriamo fotono dazniu v ar bangos ilgiu A.

Organiniy molekuliy Zzadinimui dazniausiai panaudojama ultravioletinés
(UV) arba regimosios spektro srities (VIS) spinduliuoté. Pavyzdziui, alifatinés
struktaros organiniy molekuliy suzadinimui 1§ pagrindinés busenos, S,, 1

elektroniskai suzadinta auksStesne busena, S , reikia didesnés nei 3,5 eV fotono

energijos (t.y. sugerti mazesnio nei 300 nm bangos ilgio spinduliuote), tuo tarpu
aromatiniy junginiy organinéms molekuléms suzadinti i§ S, — S, - fotono
energija turi siekti nuo 1,5 iki 3,5 eV (ty. sugerti 300 — 800 nm bangos ilgio
spinduliuotg).

Organiniy molekuliy, kaip sudétingos daugelio atomy sistemos, energijos
lygmeny diagramoje kiekvienas elektroninis energijos lygmuo turi savo virpesiniy
— rotaciniy energijos lygmeny struktara. Taciau tirpaluose ir kondensuotose
medziagose de¢l didelés tarpmolekuliniy susidarimy tikimybés vyksta itin sparti
virpesiné ir rotaciné relaksacija. Kondensuotoje fazéje molekulés sukimasis yra
beveik nejmanomas, todél esmine laitkoma virpesinés energijos relaksacija, o
energijos relaksacija tarp rotaciniy lygmeny ignoruojama.

Ivairas energijos deaktyvacijos keliai konkuruoja tarpusavyije ir $iy energijos
relaksacijos vyksmy greic¢io konstantos (vyksmo tikimybeé) priklauso nuo vidiniy
molekulés sandaros savybiy bei iSoriniy veiksniy — eksperimento salygy (aplinka,
temperatura, slégis, ir t.t.).

Daugiaatomés molekulés suzadinimo, suformuoty suzadinty buseny
deaktyvacijos bei energijos relaksacijos vyksmy mechanizmg paaiskina Perrin -
Jablonskio diagrama (1.1. pav.) [11,54-55]. Pagal elektrony konfiguracija gali buti
dvi skirtingos suzadintos elektroninés busenos. Bendru atveju laikoma, kad

branduoliy konfiguracija, visy diagramoje atvaizduoty energijos buseny, nedaug
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skiriasi nuo pusiausvyrosios branduoliy konfigaracijos, atitinkancios molekulés
pagrinding busena S,. Tokiu budu, S, S, ir 7, busenos yra viena kitos izomerai,
ty. skiriasi tik elektrony (ar sukiniy) konfiguracija Siose busenose. S, ir T,
tarpusavyje susijusios tik kaip elektrono - sukinio izomerai, ty. singuletinio
lygmens elektronu sukiniy konfigaracija (™), o tripletinio lygmens elektrony
sukiniy konfigaracija — (T1). Beveik visos biologiskai svarbios molekulés yra
singuletinés busenos pagrindinéje busenoje, i$skyrus deguonj, kuris pagrindinéje
busenoje yra tripletinés busenos.

Molekulé sugérusi Sviesos fotona yra suzadinama i§ pagrindinés
elektroninés busenos (S,) zZemiausio virpesinio polygmenio | vieng i$
suzadintosios elektroninés busenos (.S,,...S,) bet kuri virpesini polygmen;.
Suzadintame buvyje molekulé egzistuoja tik tam tikra laiko tarpa, po kurio vyksta
perteklinés energijos deaktyvacija. Déka sparcios vidinés konversijos, praktiskai
visi | aukstesnius singuletinius lygmenis suzadinti organiniai chromoforai per
pikosekundes ar desimtis pikosekundziy pereina { S, lygmenj. Taigi, molekulei
sugerus $viesos fotona, tikimybé uzpildyti patj zemiausia S, ar 7, buseny virpesinj

polygmen;j yra pakankamai didelé ir tai yra salygota sparcios vidinés konversijos

v . .
(Kasa taisykle).
______________________ i
A I Molekulés elektroninio energijos lygmens sandara !
1
—A \ © 1 } Rotaciniai lygmenys :
- ) ]
VR (virpesiné relaksacija) % | 1
S, - ) l
2 o 5! /V\rpesiniai lygmenys |
VK (vidiné konversija) 2 ! |
=
T v g | !
‘W, 7‘ = i 1
- . T
o | - e - & @ o mmeea o
— - VR (virpesiné relaksacija) | C ! 1
o y—y | w |
—] w ! 4 1
O ©1 1 f A » |
sds E : ") g IK( interkombinacine = VR (virpesiné relaksacija)
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] ]
L 7]
(<]
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S,

1.1. pav. Organinés molekulés energijos lygmeny Perrin - Jablonskio
diagrama. VR - virpesiné relaksacija, VK — vidin¢ konversija, IK -
interkombinaciné konversija. So ir Sq (n=1) — molekulés pagrindiné singuletiné ir
aukstesnés suzadintos singuletinés busenos, T — suzadinta tripletiné busena
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Molekulé i§ aukstesnio suzadintos busenos S, virpesinio polygmenio
sparciai (~107" s) relaksuoja { Zemiausia virpesini polygmenj (virpesiné relaksacija
- VR). Véliau vidinés konversijos (VK) budu relaksuoja { pirmaja suzadinta
clektroning busena S, ir galiausiai vidinés relaksacijos budu pereina | zemiausig
S, busenos virpesinj polygmenj. Virpesinés relaksacijos ir vidinés konversijos
metu pertekliné energija virsta Siluma ir yra iSsklaidoma aplinkoje (tirpalas,
biologinis audinys, kt.).

Spinduliniy vyksmuy analizei pakanka apsiriboti tik Zemiausiu suzadintu
singuletiniu lygmeniu §,ir zemiausiu tripletiniu lygmeniu 7;. Aukstesni lygmenys
nedalyvauja emisijos vyksme dél itin sparcios nespindulinés relaksacijos
S, — S, ir T, > T,. Taigi, nagrinéjant spindulinius vyksmus, svarbios tik §, ir T
busenos.

Galimi spinduliniai vyksmai i§ ir § S, ir 7, busenas yra zadinancios

spinduliuotés fotono sugertis ir emisija (fluorescencija arba fosforescencija):

1. S;+hv—>S, - singuletinées — singuletinés busenos  sugertis,
eksperimentiskai nusakoma moliniu sugerties koeficientu &(S, — S,);

2. S, +hv —>T - singuletinés — tripletinés busenos sugertis, eksperimentiskai
nusakoma moliniu sugerties koeficientu &(S, > 7,) (,pagal sukinj
draudziamas suolis®);

3. S, —>S8,+hv - singuletinés — singuletinés busenos spindulinis vyksmas,
fluorescencija, apibréziama vyksmo spartos konstanta k'f,‘_’s" ;

4. T, > S, +hv - tripletinés — singuletinés busenos spindulinis vyksmas,
fosforescencija, apibréziama vyksmo spartos konstanta kITfS“, (;,pagal
sukinj draudziamas suolis);

Galimi nespinduliniai vyksmai i§ §, ir 7, buseny — vidiné konversija ir

interkombinaciné konversija:

5. 8, =8, +Siluma - vidiné konversija tarp singuletiniy buseny, nusakoma

vyksmo spartos konstanta, k. ;
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6. S, =7 +3iluma - interkombinaciné konversija 1§ singuletinés | tripleting
bisena, charakterizuojama vyksmo spartos konstanta, k, ", (,,pagal sukinj
draudziamas suolis®);

7. T, => S, + Siluma - interkombinaciné konversija i§ tripletinés | pagrinding -
singuleting busena, (,,pagal sukini draudziamas Suolis®), charakterizuojama

vyksmo spartos konstanta, k> ;

8. IS elektroniskai suzadinty S, ir 7, buseny taip pat galimos {vairios pirminés
fotocheminés reakcijos (laisvy radikaly susidarymas, fotoizomerizacija ir
kt.).

I8 elektroniskai suzadintos S, busenos zemiausio virpesinio polygmenio galimi
trys energijos relaksacijos vyksmai: pirmas - is$spinduliuojant fotona -—
fluorescencija (S, = S,). Sio spindulinio vyksmo tikimybé proporcinga energijos
tarpui tarp S, ir S, buseny (kuo didesnis AE, tuo didesné fluorescencijos vyksmo
tikimybé ir mazesné nespindulinio vyksmo tikimybé, ir atvirksciai); antras —
grizimas | pagrinding buseng nespinduliniu budu (vidiné konversija), sis vyksmas
gana létas ir sekmingai konkuruoja su fluorescencija; ir treciasis — Suolis | tripleting
bisena interkombinacinés konversijos badu, S, — T}, (nespindulinis vyksmas). Sis
vyksmas yra draudziamas pagal elektrono sukinj, taciau dél stiprios sukinio -
orbitos saveikos pasikeicia sukinio orientacijos kryptis ir molekulé pereina |
zemiausig tripleting busena. Elektrono sukinys vaidina svarby vaidmenj daugelyje
fotocheminiy (ar fotobiologiniy) reakcijy apsprendziant perteklinés energijos
deaktyvacija per ilgiau gyvuojancia tripleting busena. Lyginant su vidinés
konversijos vyksmo sparta, sukinio inversijos salygojamas vyksmas yra
10% — 10° karty létesnis.

Interkombinacinés konversijos tikimybé padidéja jei Zemiausias virpesinis
suzadintos singuletinés busenos lygmuo persikloja su vienu i$ aukstesniuoju
tripletinés busenos virpesiniu lygmeniu. Persiorientavus sukiniams, molekulé
virpesinés relaksacijos budu (dél susidurimy su terpés molekulémis) 1§ aukstesnio
virpesinio polygmenio pereina | zemiausia tripletinés busenos virpesinj polygment.

Sios busenos deaktyvacija gali vykti dviem badais: a) interkombinacinés
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konversijos budu molekulé gali grizti | pagrindinés busenos S, aukstesnj virpesinj
polygmenj ir galiausiai virpesinés relaksacijos budu grizta | zemiausia S, busenos
virpesinj polygmeni; b) pertekliné energija gali buti atpalaiduota iSspinduliuojant
fotona. Toks spindulinis vyksmas vadinamas fosforescencija. Kadangi 7, — S,
vyksmui reikalinga atlikti elektrono sukinio inversija, todél fosforescencijos
vyksmas létas ir tikimybé yra daug maZesné lyginant su fluorescencija. Zemiausias
tripletinés busenos virpesinis lygmuo yra zemesnés energijos nei analogiskas
virpesinis  lygmuo  Zemiausios suzadintos singuletinés busenos, todél
tosforescencijos fotono daznis yra mazesnis nei fluorescencijos.

Jei energijy skirtumas tarp 7, ir S;buseny yra nedidelis, tuomet organiniy
molekuliy tripletinés busenos deaktyvacija gali vykti ir kitu badu — uzdelstojt
fluorescencija. Paprastai Siam vyksmui yra butina termiskai suzadinti 7, buseng iki
aukStesniy virpesiniy polygmeniy, sutampanciy su busenos S, virpesiniy
polygmeniy energija. Interkombinacinés konversijos Suolio metu elektrono
sukinys yra invertuojamas, todél vyksmas yra létas. Uzdelstosios fluorescencijos
spektrinis pasiskirstymas sutampa su paprastos fluorescencijos, tac¢iau gyvavimo
trukmeé atitinka tripletinés busenos gyvavimo trukme.

Kadangi organiniy molekuliy tripletinés busenos gyvavimo trukme yra
pakankamai ilga (gali siekti desimtis sekundziy), todél nespinduliniai Suoliai gana
s¢kmingai konkuruoja su fosforescencija. Be to, $i busena ypac jautri gesinantiems
susidarimams su atsitiktinémis priemaisomis, pavyzdziui deguonies molekulémis.

Apibendrinant iSvardinty vyksmy laiking seka, galime sudaryti sekancia

perteklinés energijos deaktyvacijos vyksmy schema:

Suzadinimas (r ~ 10_15 - 10_16s) So +hvy e $,(S,....8,)
Virpesin é relaksacija (t ~ 1073 10712 s) V(im0 vipesine relalbackia Sn,v() + Siluma
Vidiné konversija (t ~ 10713 —10_10s) S-S, e S| + Siluma
Vidiné konversija (z ~ 1072 1071 S, P komersia_y Sy + Siluma

Interkombinaciné konversija

Interkombinaciné konversija (t ~ 1072210 s) S, > T, + siluma
Fluorescencija
.. — — —
Fluorescencija (r ~ 10 o 10 8s) S, Sy + hvﬂ

Interkombinaciné konversija

Interkombinaciné konversija (t ~ 1072 - 105) T > S, + Siluma

Fosforescencija
.. - —_rogjorescencya -
Fosforescencija (r ~ 10 o_ 102s) T So + hv/OS/
Uzdelstoji fluorescencija T, + siluma Uedelstoji fluorescencija S, =85, + hvﬂ
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Organiniy medziagy fluorescencija ar fosforescencija nepriklauso nuo
zadinancio fotono energijos (Vavilovo désnis). Svarbu tik tai, kad buty suzadinta

kuri nors aukstesne (S,,7,, n>1) elektroniné busena. D¢l sparcios nespindulinés

relaksacijos molekulé gri$ | suzadintos busenos S, (arba 7,) zemiausia virpesinj
polygmenj, 1§ kurio ir vyksta fluorescencija (arba fosforescencija). Taigi
i$spindulivoti fotonai yra mazesnés energijos nei molekulés sugerti. IS ¢ia seka
Stokso Lomelio désnis: fluorescencijos spektro maksimumas visada pasislinkes §
ilgesniy bangu puse sugerties spektro maksimumo atzvilgiu:
hvﬂmz‘ > hv},"aX 2]

Sis poslinkis (Stokso poslinkis) atsiranda dél to, kad molekulés konfigiiracija
suzadintoje ir pagrindinéje busenose beveik sutampa, o poslinkio dydis priklauso
nuo molekulés prigimties ir ja supancios aplinkos. Daznu atveju, molekulés
sugerties ir fluorescencijos spektrai dalinai persikloja t.y. dalis iSspinduliuoty
fotony yra trumpesnio bangos ilgio nei molekulés sugerti kas, i§ pirmo zvilgsnio,
prieStarauja  energijos tvermés principui. Tacdiau S§is prieStaravimas yra
kompensuojamas atsizvelgiant | tai, kad kambario temperataroje nedidelé dalis
molekuliy yra aukstesnéje virpesinéje busenoje nei Zemiausias v, virpesinis
polygmenis tieck molekulés pagrindinéje, tiek ir suzadintoje busenose. Zemose
temperatarose Sis priestaravimas iSnyksta.

Elektroniskai suzadinty molekulés baseny M (S))ir "M (T}) deaktyvacijos
vyksmuy spartos konstantos nusako stebimo vyksmo efektyvuma — busenos
kvantini nasuma:

O spinduliniy (ar nespinduliniy) akty sk.

3
sugerty fotony sk. Pl

Liuminescencijos kvantinis nasumas (®) nusako tikimybe i§ Zemiausios
suzadintos singuletinés busenos ar Zzemiausios tripletinés busenos spinduliniu
budu grizti | pagrinding nesuzadintg buseng ir yra iSreiSkiamas per spindulinio ir
nespinduliniy vyksmuy spartos konstantas:

*

k
D, concin = P——e—= Dk T 4
liuminescencijos ksp + ij sp [ ]
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kur “® - molekulés suzadintos busenos suformavimo efektyvumas (kvantinis
nasumas), i$ kurios galimas spindulinis vyksmas (S, arba T)); k,, - suzadintos
busenos spindulinio vyksmo spartos konstanta (fluorescencija ar fosforescencija);
ij - suma visy kity galimy vyksmu spartos konstanty deaktyvuojanciy Sia

buseng (vidinés konversijos ir interkombinacinés konversijos vyksmy konstantos);
—1
r=(k, +>k,)

Kai k, >> ij - ty. spinduliniy vyksmy spartos konstanta didesné nei
nespinduliniy vyksmy i$ tos pacios busenos, - molekulés suzadinimo energija yra
prarandama spinduliniu badu — fluorescuojant (ar fosforescuojant), o jei
ij >> k- energija bus prarandama nespinduliniu budu (vidinés konversijos ar

interkombinacinés konversijos budu).

Paprastai  organiniy molekuliy liuminescencijos kvantinis naSumas
(q)ﬁ +d)ff)<1, tai reiskia, kad vyksta stipri konkurencija tarp spinduliniy ir
nespinduliniy energijos deaktyvacijos keliy, dalis perteklinés energijos yra
prarandama vidinés konversijos ar interkombinacinés konversijos budu, o tam
itakos turi molekulés vidinés sandaros ypatumai bei iSoriniai aplinkos veiksniai
(slégis, temperatira ir kt.).

Kvantinj nasuma kiekvienam i§ galimy energijos deaktyvacijos vyksmy 1§

S, ir 7, buseny galime isreiksti sekanciai:

@ .
fluorescercija — S,—T, N
k + knevp + knevp
kSl -8,
o) nesp
vidiné konvervz]a NEY N
k + knesp + knesp
ksl‘)Tl
CI)S1 -1 nesp [5]
interkombinainé kon verﬂ/a - N NE
k + knevp + knevp
1)) _ (Dinterkomb konversija kﬁ‘
fosforescaicija — T, —>S,
ky+k,.,
81, S,
q)Tl_)SO _ interkombinainé konversija" nesp
interkombinainé konversija — k T,—S,
4 + k 1 0

nesp
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Suzadinty buseny S, ir 7, gyvavimo trukmés atvirkséiai proporcingos visy
galimy deaktyvacijos vyksmy sumai i$ atitinkamos buasenos:

1 1
T, = ir 7, = 6
Cl R k)T k) .

Skirtingy suzadinty molekuliy galimy fotofizikiniy vyksmy tikimybeé yra

skirtinga ir stipriai priklauso nuo aplinkos (biologinio audinio, tirpiklio, kt.).
Sugertos Sviesos dalis priklauso nuo terpés (biologinis audinys, tirpalas) savybiy
bei bandinio (terpés) storio. Sviesos sugertis homogeninéje terpéje yra nusakoma
pagal Bugerio - Lamberto — Bero désnj:

I =1,exp(—al) =1, exp(—knl) [7]
kur /- optinis kelias (bandinio storis), / ir I,- bandinj pra¢jusios ir | bandinj
kritusios $§viesos intensyvumas, « - sugerties koeficientas (a(1)) [em™'], n-
sugerian¢iy molekuliy tankis [em™], k- molekulinis sugerties koeficientas.
Paprastai dazniau naudojamas molinis sugerties koeficientas - ekstinkcijos
koeficientas &, [M 'em™']. Tuomet 7-3 iSraiska galime perrasyti sekanciai:

I=1,-10% 8]

>

&a ¢ - moliné sugerianéiy molekuliy koncentracija (M =mol-17"), el=D= A
kur D- bandinio optinis tankis (A:Ig(l%)). Priklausomai nuo zadinancios

spinduliuotés bangos ilgio {vairiy audiniy sugerties koeficientas paprastai kinta
ribose nuo 0,2 iki 25 em™" [56-57].
Esant nuolatiniam zadinimui, fluorescencijos intensyvumas gali buti
apibréziamas sekanciai [52]:
I, =1,60 ,cl
& - organiniy molekuliy (chromoforo) ekstinkcijos koeficientas; I - optinis kelias;

® , - fluorescencijos kvantinis naSumas; ¢ - molekuliy koncentracija. Bendru

atveju, fluorescencijos intensyvumas priklauso nuo chromoforo aplinkos (terpés
savybés), kuri turi jtakos chromoforo ekstinkcijos koeficientui bei fluorescencijos
kvantiniam naSumui, o taip pat ir paties chromoforo koncentracijos. Tuo atveju,
kai medziagos optinis tankis yra mazas, fluorescencijos intensyvumas bus tiesiog

proporcingas fluorescuojancio chromoforo koncentracijai.
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Fluorescencijos spektras (/= f (ﬂﬂ)) bendru atveju nepriklauso nuo
zadinancios spinduliuotés bangos ilgio - vyksta sparti nespinduliné relaksacija |
zemiausig suzadintos busenos S, virpesinj polygmenj, nepriklausomai nuo to, i
koki aukstesnés elektroninés busenos virpesini polygmenj buvo suzadinta. Tuo
atveju, kai terpé yra nevienalyté (pvz., biologinis audinys), t.y. egzistuoja daug
skirtingy molekuliy, atitinkanciy skirtingas elektronines busenas (kiekvienas
komponentas turi savo charakteringa sugerties ir fluorescencijos spektra),
fluorescencijos spektras priklausys nuo zadinancio bangos ilgio. Eksperimentiskai
registruosime suminj daugelio audinio chromorofory fluorescencijos spektra,
kurio forma ir intensyvumas priklausys nuo pasirinkto zadinancios spinduliuotés
bangos ilgio. Tinkamo Zadinimo bangos ilgio parinkimas jvairiy patologijy atveju
yra vienas 1§ pagrindiniy fluorescencinés spektroskopijos uzdaviniy. Tai tiesiogiai
susij¢ su galimybe identifikuoti specifines fluorescuojancias molekules jvairiy
pazaidy charakterizavimui ir klasifikacijai. Naudojant atranky zadinima (keleto
zadinimo bangos ilgiy sistema) galima selektyviai suzadinti tik tam tikras
fluorescuojancias molekules audinyje ir pagal registruojamus spektrinius savitumus
jas identifikuoti bei surinkti daugiau diagnostikai vertingos informacijos, susijusios
su bioobjekto struktaros, metaboliniy ar funkciniy procesy pokyciy jtaka
registruojamy fluorescencijos charakteristiky specifiskumui. Tokiy
eksperimentiskai uzregistruoty fluorescencijos zadinimo ir emisijos duomeny
masyvy (FZE matricos) analizé leidzia rasti tinkamg Zzadinimo bangos ilg] pazaidos
specifiniams spektriniams pozymiams i$ryskinti bei identifikuoti pazaida in vivo
realiu laiku, net ir tais atvejais, kai spektriniai skirtumai yra nezymaus. Tai itin
svarbu spektrofluorimetriniams taikymams jvairiy pazaidu (pvz., infekcijos

pazeistas audinys, uzdegiminis ar navikinis darinys) atpazinimui.
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1.3. Biologinio audinio optiniai savitumai

Optiniai spektroskopijos metodai itin patrauklas neinvazinei biologiniy
objekty struktaros ir funkcijy savitumuy analizei lasteliy ar audiniy lygmenyje.
Parametrai, apibréziantys biologinio audinio optines savybes, yra svarbus ne tik
optinei diagnostikai ir vaizdinimui, jvairiy pazaidy specifinius optiniy savybiy
skirtumus vertinant kaip diagnostinj (vaizdinj) audinio busenos Zymenj, bet ir
lazerinei terapijai, kur biologinio objekto optinés savybés salygoja zadinanciosios
spinduliuotés pasiskirstymg audinyje, o kartu nustato fotocheminio, terminio ar
fotomechaninio poveikio zong [58-59].

Biologinis audinys yra optiskai nevienalyté terpé, sudaryta 1§ daugelio
sudetingy lasteliniy  sistemy, turin¢iy savitas biochemines, fizikines ir
spektroskopines savybes [60]. D¢l $viesos ir biologinio audinio saveikos vienu
metu gali vykti keletas vyksmuy: | audinio pavirsiy krintanti spinduliuoté gali
atsispindéti arba lazti dviejy skirtingy lazio rodiklio aplinky riboje; buti sugeriama
tam tikry molekuliy bei salygoti fotocheminius vyksmus, arba sugerta pertekling
energija atpalaiduoti kaip fluorescencija; buti issklaidyta deél biologinés terpés
nevienalytiSkumo. Audinio savybés bei zadinancios spinduliuotés bangos ilgis
nulems, kuris i§ $iy vyksmy dominuos.

Vertinant biologinio objekto atspindzio savybes, yra registruojamas
kritusios ir atsispindéjusios $viesos intensyvumu santykis. Sviesos lazimas yra
svarbus, nagrinéjant skaidrius audinius (pvz., akies stiklakanis). Dvieju aplinky
stiklakanis - oras lazio rodiklio vertés pakankamai skirtingos, todél imanoma
tvertinti Sviesos lazio kampa. Tuo tarpu lazima neskaidriose biologinése aplinkose
del stiprios sklaidos ir sugerties yra labai sudétinga iSmatuoti.

Sugertis ir sklaida — du pagrindiniai fizikiniai reiSkiniai jtakojantys
spinduliuotés slopinima audinyje bei ribojantys spinduliuotés prasiskverbimo gyli.
Pagrindiniai  veiksniai, lemiantys audinio sklaidos savybes, yra: audinio
nevienalytiSkumas — audinio ar lastelés strukturiniy elementy (sklaidos centry)
dydis, forma, tankis bei atskiry komponenty lazio rodiklis. Lastelés branduoliai,
membranos, kiti Iastelés organoidai, liposomos, Goldzio aparatas, lipidy puslelés

riebaliniuose audiniuose yra pagrindiniai sklaidos centrai biologinése strukturose.
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Kiekvienas $iy centry turi savo budinga dydj, forma bei lazio rodiklj. Pavyzdziui,
zinduoliy lastelés dydis gali kisti nuo 10 iki 30 um, o vidulasteliniy komponenty
dydis pakankamai jvairus: mitochondrijos skersmuo apie 1 um, Goldzio aparatas —
apie 1 um ilgio, branduolio skersmuo — 7 pm, plazminés membranos stotis - 0.005
um; lizosomos skersmuo — 0,4 um; tuo tarpu baltymy skersmuo - maziau nei 7
nm. Luzio rodiklio vertés taip pat gana skirtingos: mazesnis lazio rodiklis
budingas tarplastelinei terpei — apie 1,35 (priklauso nuo elektrolity koncentracijos,
gliukozées, fruktozés kiekio ir kt.), citoplazmos — 1,37 -1,38; tuo tarpu didziausia
lazio rodiklio verte turi lipidai — 1,46 ir baltymai — 1,51. Bendru atveju, lazio
rodiklis yra didesnis nei oro, ir laikoma, kad audinio vidutiné lazio rodiklio verte
siekia apytikriai 1,4.

Sklaidos centry erdvinis pasiskirstymas, konfiguracija lastelés ar audiniy
lygmenyje, ivairios makromolekulés, lasteliy ir organoidy terpés mikroaplinkos
savybés turi didele jtaka biologinio audinio sklaidos savybéms [61-64]. Sklaidanciai
aplinkai apibtdinti yra naudojamas sklaidos koeficientas g, [cm™], kurio
atvirkscias dydis nusako laisva fotono kelia iki i$sklaidymo. [vairiy audiniy sklaidos
koeficientas priklauso nuo bangos ilgio ir mazéja didéjant bangos ilgiui. Kadangi
fotonai issklaidomi jvairiomis kryptimis (vyksta anizotropiné sklaida), dazniausiai

naudojamas sumazintas sklaidos koeficientas p!:

104 g ———y e = p, (1= g) [7]
10 1 da: g=(cos(®)) - anizotropiskumo
_ IO‘E ‘. 1 veiksnys, nusakantis, kokiomis kryptimis
EID’E ! bus i$sklaidomi fotonai, ir skaitine verte
< 1 yra lygus vidutinio sklaidos kampo
]OIE 1 kosinusui. Kai g=0— vyksta izotropiné
I \ H20 & ) 1 sklaida (fotonai issklaidomi | visas puses
0.1 0.3 A [Lll'l'l]l 3

vienodai), kai g =1 - vyksta anizotropiné
1.2. pav. Pagrindiniy audinio
chromofory sugerties spektrai [65]  sklaida (fotonai daugiausia iSsklaidomi
viena kryptimi). Daugelio minksty audiniy anizotropijos koeficienty vertés yra

tarp 0.7 — 0.98, o sklaidos koeficiento g, vertés, iSmatuotos daugeliui skirtingy
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bangos ilgiy, paprastai yra 10 - 1000 mm [56,66]. Sugerti salygoja audinyje
esantys jvairus chromoforai, kuriy skirtinga vidiné molekulés sandara (elektrony ir
branduoliy konfiguracijos), todél sugertis priklauso nuo zadinancios spinduliuotés
bangos ilgio. Biologiniame audinyje yra misinys jvairiy biomolekuliy, kuriy kiekis
ir pasiskirstymas erdvéje yra labai skirtingas. Tokia daugelio chromofory sistema
sugeria jvairig spektro srities spinduliuote, todél bendras audinio sugerties spektras
yra gana platus, be aiskios strukturos. Audinio pokyc¢iai daznai susij¢ su tam tikry
chromofory kiekio ar pasiskirstymo lasteléje ar audinio sluoksniuose skirtumais,
kurie kinta laike ir atspindi audinio fiziologing busena. Pagrindiniai chromoforai
atsakingi uz audinio optinés sugerties savybes, yra baltymai, dezoksiribonukleininé
ragstis (DNR), melaninas, hemoglobinas ir vanduo. Taciau jy daroma jtaka
skirtingiems bangos ilgiams yra nevienoda (1.2. pav.).

UV srityje (180 — 400 nm) dominuoja baltymy, DNR ir melanino sugertis.

Budingas optinis sugerties gylis (L [cm]), kuris nusako vidutinj laisvg fotono
sug

kelig ~ iki  sugerties  akto, kinta  nuo <0,5 um (A =190nm) ki
200 —400m (A =400 nm). Trumpiausiy bangos ilgiy srityje dominuoja peptidinés

jungties (O=C—-N—-H), kuri yra visy baltymy pagrindas, salygota sugertis

(sugerties maksimumas ties 190 nm). Zmogaus audiniuose baltymai yra vieni
gausiausiy sudétiniy elementy po vandens. Einant i ilgesniy bangos ilgiy spektro
srit], sugerties koeficientas stipriai sumazéja. Taigi, peptidinés jungties sugertis
audiniui islieka svarbi (dominuojanti) iki 240 nm. Ilgesniy UV bangos ilgiy srityje
deoksiribonukleininé ragstis (DNR), aromatiniy aminoragsciy liekanos ir
melaninas tampa dominuojanciais chromoforais. Tiek purino, tiek ir pirimidino
bazés yra atsakingos uz DNR sugerties smaile ties 260 nm. Aromatinés
aminorugstys - triptofanas, tirozinas ir fenilalaninas, - taip pat pasizymi placiomis
sugerties juostomis su smailémis ties 250 — 280 nm [67-68]. Melanino sugertis yra
svarbi, kai nagrinéjame pigmentinius audinius (pvz.: oda, akies rainel¢, tinklainés
pigmentinis epitelis). Sio chromoforo sugertis ima dominuoti nuo 300 nm.
Pradedant nuo sugerties maksimumo ties 335 nm, melanino sugertis mazéja einant

nuo UV artimosios IR srities link.
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Audinio sugerties savybes regimojoje spektro srityje (400 — 780 nm) lemia
melanino ir hemoglobino sugertis. Hemoglobinas (Hb) - baltymas turintis spalving
prosteting grupe — hemg (gelezies turintj porfiring), kuris dalyvauja deguonies
pernasoje organizme. Deguoniui jungiantis prie hemoglobino, vyksta jo molekulés
konformaciniai pokyciai, todél pakinta hemoglobino spalva bei sugertis. Taigi,
oksiduoto (HbO2) ir redukuoto (Hb) hemoglobino sugerties spektrai turi
skirtingus spektrinius braizus. Nors Hb ir HbO» sugeria ir UV srityje, tac¢iau ima
dominuoti regimoje spektro srityje lyginant su kitais audinio chromoforais. Hb ir
HbO:> pagrindinés sugerties smailés yra atitinkamai ties 433 ir 414 nm. Sugertis
stipriai sumazéja meélynoje srityje, o veliau veél padidéja zalioje spektro srityje,
kurioje HbOz sugerties smailés issidésciusios ties 542 ir 577 nm, o Hb — ties 556
nm ir nezymi smailé ties 750 nm bangos ilgiu. Hemoglobino koncentracija
mink$tuosiuose audiniuose siekia kelis procentus audinio turio vieneto, todél jo
itaka aktualesné kraujagysliniuose audiniuose. Skirtumai oksiduotos ir redukuotos
hemoglobino formy sugerties spektruose gali buti latkomi hemoglobino jsotinimo
deguonimi pokyc¢io rodikliu [69]. Paprastai tarp oksiduoto ir redukuoto
hemoglobino koncentracijy yra pusiausvyra, taciau ji gali pakisti dél pasikeitusiy
salygu (terpés pH, temperataros, kt.). Skirtumai sugerties spektruose gali suteikti
svarbios informacijos apie biologinio objekto fiziologing busena. Pavyzdziui,
nervinio audinio aktyvumo buklé gali buti identifikuojama pagal oksiduoto ir
redukuoto hemoglobino koncentracijos pokytj [70].

Pigmentiniuose audiniuose (oda, plaukai ar akies audiniai) melaninas turi
didziausia jtakq bioobjekto sugerties savybéms. Melaninas kaupiasi pigmentinése
granulése — melanosomose (~ iki 1um skersmens) issidésciusiose melanocituose
(lastelése atsakingose uz melanino sinteze), kuriam charakteringas didelis sklaidos
koeficientas, kuris regimojoje spektro srityje net iki 100 karty gali virSyti paties
audinio sugerties koeficiento verte [65,71].

Vanduo yra vienas svarbesniy chromofory IR srityje ir jo jtaka labai
padidéja spektrinéje srityje nuo 900 nm. Vandens sugerties spektrui budingos

kelios sugerties smailés: ties 0,96, 1,44, 1,95, 2,94, 4,68 ir 6,1 um. Artimojoje
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infraraudonoje srityje sugertis yra nezymi, taciau sparciai didéja einant link
tolimosios IR srities.

Minkstyjy audiniy sugerties koeficiento vertés kinta nuo 0.1 iki 10000 cm-!
einant nuo IR srities link UV srities, atitinkamai optinis prasiskverbimo gylis siekia
nuo 10 cm iki 0,1 mm [72]. Spektriné sritis nuo 600 nm iki 1200 nm yra audiniy
skaidrumo sritis (dar vadinama "terapiniu langu"), { kuria patenkanti spinduliuote,
sklisdama biologiniu audiniu, patiria maziausius nuostolius, salygojamus sugerties
ar sklaidos, ir kartu uztikrina didZiausia spinduliuotés prasiskverbimo gyl
o= ! [73]. Si sritis itin patraukli giluminei audiniy fluorescencinei

(/’lsug T H, )
diagnostikai arba fotosensibilizuotai terapijai, kai naudojami sensibilizatoriai,
sugeriantys $ios spektro srities spinduliuote.

Optiniy metody panaudojimas diagnostikos reikméms yra ribojamas
zadinancios spinduliuotés prasiskverbimo gylio [74]. Naudojant UV spektro srities
spinduliuotg, galima suzadinti bei stebéti tik pavirsiniuose audinio sluoksniuose
esanc¢iy biomolekuliy fluorescencija. Zadinanéios spinduliuotés sugertis bei
sklaida, o kartu ir fluorescencijos sugertis ir sklaida audinyje nulems jvairius
registruojamy spektry iskraipymus. Pavyzdziui, tyrimy metu pastebéta, kad
displazijos progresijos metu dél branduoliy atipiskumo stipriai padidéja sklaida
nuo lasteliy [61]. O angiogeneze, kuri yra svarbus ikinavikiniy ir navikiniy dariniy
formavimosi rodiklis, salygoja hemoglobino koncentracijos padidéjimag stromoje,
ir kartu padidina audinio sugertj [62]. Taigi, visuma spinduliuotés patiriamy
optiniy akty (sklaida, sugertis) audinyje yra tiesiogiai susijusi su jvairiais
biocheminiais ar struktariniais pokyciais, kurie neatsiejami nuo ligos vystimosi
eigos ir gali tarnauti kaip diagnostiniai zymenys praktiniams optiniy metody
taikymams biomedicinoje.

Reikia pabrézti, kad optinés audinio savybés in vitro sistemy (lasteliy ar
audiniy lygmenyje) zenkliai skiriasi nuo registruojamy in vivo [75-76]. Gyvybingy
audiniy morfologiné struktura skiriasi nuo paimty audinio bandiniy (biopsijy), o
tai gali nulemti sklaidos padidéjima. Bandiniy ruosimo metu gali atsirasti jvairas
poky¢iai ir deformacijos juos dziovinant, saldant ar tiesiog mirkant fiziologiniame

tirpale (pazeidziamas audinio gyvybingumas, temperatira, sutrikdoma kraujotaka
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ir t.t). Biocheminés, struktarinés ir metabolinés audinio busenos sutrikdymai
nulems skirtumus spinduliuotés sugerties, sklaidos ir emisijos vyksmuose in vivo ir
ex vivo [77]. Todél tik in vivo atlikti matavimai tiesiogiai atspindi tikrasias audinio

optines savybes.
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1.4. Savosios fluorescencijos taikymas naviky diagnostikoje

Tam tikros biomolekulés dalyvaujancios lastelés funkciniuose ir
metaboliniuose procesuose (aromatinés aminorugstys (svarbiausia ju yra
triptofanas), kofermentai (nikotinamido adenino dinukleotidas (NADH) ir jo
fosfatas (NADPH)), flavinai (flavinadenindinukleotidas (FAD)), lipopigmentai
(lipofuscinas ir ceroidai), porfirinai), bei biomolekulés susijusios su tarplastelinés
medziagos sandara (struktariniai baltymai — kolagenas ir elastinas) atlieka
endogeniniy fluorofory vaidmen; biologiniame audinyje [78]. Audinio
biocheminiy ir metaboliniy procesy pokyciai gali buti susij¢ su organizmo
senéjimu ir {vairiais patologiniais organizmo pakitimais, dél ko pakinta tam tikry
endogeniniy fluorofory pasiskirstymas, santykinis kiekis bei juos supanti
mikroaplinka (pvz., terpés pH). Visi sie pokyciai jvardijami kaip tam tikri
nukrypimai nuo normalios sveikos audinio (lastelés) buklés ir gali buti identifikuoti
remiantis audinio endogeniniy fluorofory fluorescencijos savitumais —
fluorescencijos intensyvumo bei spektro formos skirtumais.

Biologinis audinys — daugelio jvairiy §viesg sugerianciy ir fluorescuojanciy
biomolekuliy misinys, kuriy tiek sugerties, tiek ir fluorescencijos spektrai yra
platas ir vienas kita dengiantys [53]. Audinio endogeniniai fluoroforai daugiausia
sugeria ultravioletinés ir mélynos spektro srities $viesa, o fluorescuoja daugiausia
ultravioletinéje ir regimoje spektro srityje. Ju skleidziama fluorescencija vadinama
savaja fluorescencija, o metodas, pagristas endogeniniy fluorofory optiniu
suzadinimu bei fluorescencijos stebéjimu, vadinamas savosios fluorescencijos
metodu. Metodo esmé: aptikti specifinius audinio fluorescencijos skirtumus,
budingus navikui ir skiriancius ji nuo sveiko audinio, remiantis fluorescencijos
spektriniais savitumais [79-80].

Biologinio audinio fluorescencijos savitumai leidzia charakterizuoti
biologinés sistemos fiziologing bukle, aptikti pirminius morfologinius ar
citologinius  nukrypimus nuo normalios (sveikos buklés), detektuoti
mikroskopinius  piktybinius audiniy pokycius, nepakenkiant aplinkiniams
audiniams, neinvaziniu budu tirti jvairiy biomolekuliy saveikos mechanizmus ju

naturalioje aplinkoje. Paprastai uz tiriamo audinio fluorescencija atsakingi keli
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endogeniniai fluoroforai, kuriy fluorescencijos (ir sugerties) spektrai persikloja
tarpusavyje. Be to, §ios biomolekulés audinyje pasiskirsto nevienodai (ypac
gilesniuose sluoksniuose), o taip pat skiriasi jy koncentracijos atskirose audiniy
grupése [81-82]. Zinant pagrindiniy audinj sudaranciy endogeniniy fluorofory
spektrus, galime atlikti uzregistruoty spektry analiz¢ bei identifikuoti fluoroforus,
atsakingus uz tiriamojo bioobjekto savosios fluorescencijos spektra.

Kadangi atskiri audinio fluoroforai turi savo charakteringuosius zadinimo
ir emisijos spektrus, skirtingi zadinancios spinduliuotés bangos ilgiai suzadins
skirtingus audinio endogeninius fluoroforus. Todé¢l tinkamai parinktas Zzadinancios
spinduliuotés bangos ilgis (ar bangos ilgiy derinys) yra ypatingai reik§mingas
fluorescencijos registravimo rezultaty interpretacijai diagnostiniais tikslais.
Pavyzdziui, uz baltymy fluorescencija atsakingos trys fluorescuojancios
aromatinés aminorugstys — triptofanas, tirozinas ir fenilalaninas, kuriy
fluorescencijos savitumai (fluorescencijos intensyvumas, kvantinis nasumas)
priklauso nuo baltymo konfiguracijos (konformacinés busenos). Triptofanas ir
tirozinas turi sugerties juostos smailes ties 280 nm ir 275 nm bangos ilgiu
atitinkamai, o fenilalaninas — ties 260 nm. Taigi zadinant 280 - 295 nm bangos
ilgio spinduliuote paprastai dominuoja triptofano fluorescencija su nezymia
tirozino ir fenilalanino emisija. Triptofanui budinga stipriausia bei didziausia
kvantini nasumg turinti fluorescencija lyginant su kitomis aromatinémis
aminoragétimis (silpniausia ju yra fenilalanino). Zinoma, kad triptofano
fluorescencija (intensyvumas, fluorescencijos smailés bangos ilgis, fluorescencijos
kvantinis nasumas) yra jautri terpés poliSkumui ir gali buti gesinama
protonuotomis rugsties grupémis [53]. Paprastai triptofano fluorescencijos
intensyvumo pokytis tarnauja kaip baltymo busenos konformacinio pasikeitimo
zymuo, o fluorescencijos smailés bangos ilgio padétis — kaip fluoroforo terpés
rodiklis. Tirozinas fluorescuoja silpniau, taciau jo indélis | registruojama
fluorescencijos spektra irgi yra reik§mingas, kadangi paprastai jo santykinis kiekis
organizme yra didziausias. Tirozinas yra veiksmingai gesinamas triptofano dél
energijos pernasos. Fenilalanino fluorescencija registruojama tik nesant triptofano

ar tirozino, kadangi jo jautrumas - fluorescencijos kvantinis nasumas ir molinis
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sugerties koeficientas, yra zemas. Pazymeétina, kad fluorescencijos savybés
priklauso nuo fenilalanino struktaros. Pavyzdziui, papildomos hidroksilo grupés
(kaip tirozine) gali keliasdesimt karty padidinti fluorescencijos intensyvuma, tuo
tarpu jei yra prikabinamas indolo Ziedas (kaip triptofane) — fluorescencijos
intensyvumas iSauga kelis simtus karty lyginant su jprastos struktaros fenilalaninu.

Kolageno ir elastino fluorescencija ima dominuoti zadinant 337 nm bangos
ilgio spinduliuote (fluorescencijos smailés yra ties 395 nm ir 410 nm, atitinkamai).
Kolageno fluorescencija siejama su skersiniais rySiais — fermenty reguliuojamas
skersiniy rysiy (hidroksilizilpiridinolinas ir lizilpiridinolino) susidarymas [83-84],
arba skersiniai rysiai susidar¢ kaip glikacijos proceso galutiniai produktai dél
organizmo senéjimo procesy [85]. Be to, tam tikros chroninés ligos: diabetas,
aterosklerozé ar reumatoidinis artritas yra siejamos su pakitimais suformuojant
glikacijos proceso galutinius produktus, dalis kuriy pasizymi savita fluorescencija
[86-88]. Skirtingy tipy audiniams budingas savitas kolageno kiekis, kuris
organizmui senstant ar dél kity jvairiy iSoriniy ir vidiniy organizmo procesy
mazéja, bel savitas kolageny tipas. Identifikuotos kelios desimtys skirtingy
kolageno tipy, kuriy dominavimas skirtingo tipo audiniuose yra skirtingas.
Pavyzdziui, odoje vyrauja I tipo fibrilinis kolagenas (sudaro iki 80 proc. kolageno
dermoje). Apie 15 proc. fibrilinio kolageno dermoje yra III tipo kolagenas.
Organizmui senstant I tipo kolageno kiekis mazéja ir ima dominuoti III tipo
kolagenas. Sie kolageno tipai tarpusavyje skiriasi tik aminoragsciy seka [89].
Audinio tipas, {vairus patologiniai procesai jtakoja skersiniy rysiy susidaryma, o tai
atsispindi fluorescencijos smailés padéties kitimu. Tokiu budu kolageno ir elastino
fluorescencija, kuri yra maziau suprasta, tac¢iau panasi | kolageno [90], gali buti
panaudojama audinio tipui identifikuoti arba jvairiy epitelinio ar jungiamojo
audinio pakitimy diagnostikai [91-93].

Lasteles medziagy apykaitoje dalyvaujantys piridininiai ir flavininiai
nukleotidai (redukuotas nikotinamido adenindinukleotidas (NADH arba jo
fosfatas NADPH), flavinadenindinukleotidas (FAD) ir flavino mononukleotidas
(FMN)) yra savieji, vidulgsteliniai lastelés metabolinio aktyvumo bei

mitochondrijos anomalijy, koreliuojanciy su jvairiais patologiniais pakitimais,
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organizmo senéjimo procesais bei kitomis ligomis, biomolekuliniai Zymenys
fluorescencinei diagnostikai [94-96]. NADH yra elektrony akceptorius lIastelés
kvépavimo grandinéje ir pagrinde lokalizuojasi lastelés mitochondrijoje bei
citoplazmoje. Sis piridino nukleotidas yra svarbus lastelés metaboliniy, redukciniy,
antioksidaciniy, organizmo sené¢jimo, lastelés signalizavimo ir programuotos
lastelés  Zaties (apoptozés) procesu vyksmuose [53].  Sio  kofermento
fluorescencijos intensyvumas bei fluorescencijos gyvavimo trukmeé stipriai
priklauso nuo terpés savybiy (poliskumo, klampumo). Pavyzdziui, NADH
susijungus su baltymu jo fluorescensijos gyvavimo trukmé ir fluorescencijos
kvantiné iSeiga iSauga. NADPH (redukuotas nikotinamido dinukleotido fosfatas)
taip pat dalyvauja lastelés redukciniuose procesuose, ir jo fluorescencijos savitumai
tapatus NADH, ty. zadinant 340 nm bangos ilgio spinduliuote fluorescencijos
smailé¢ stebima ties 460 nm. Flavininiams nukleotidams (FAD ir FMN)
charakteringa dviejy smailiy sugerties spektry forma: FMN smailiy padétys ties
373 nm ir 445 nm, o FAD — ties 375 nm ir 450 nm. Tuo tarpu abiejy Siy
nukleotidy fluorescencijos spektre dominuoja viena smailé ties 525 nm bangos
ilgiu. Susijungus su baltymu, flaviny fluorescencija yra veiksmingai gesinama. Be
to, FMN fluorescencijos kvantinis nasumas yra didesnis nei FAD dél pastarojo
fluorescencijos gesinimo adenino grupe. Pazymeétina, kad
nikotinamidadenindinukleotido (NAD) fluorescuoja tik jo redukuota forma -
NADH, tuo tarpu flavinai fluorescuoja tik oksiduotos formos (FAD
nefluorescuojanti redukuota forma yra FADH»). Kadangi tick NADH, tiek ir
FAD fluorescencijos smailés gerai atsiskiria spektre, $iy biomolekuliy
fluorescencijos déka galime sekti audinio metabolinés buklés pakitimus, susijusius
su [vairiais biologiniais procesais (pvz., lastelés oksidacinis stresas, uzdegiminis
procesas), pasitelkiant keiciamo zadinimo bangos ilgio savosios fluorescencijos
registravimo sistema ir nesutrikdant nataralios $iy lastelés kofermenty bioaplinkos
[97]. Eksperimentiskai nustatyta, kad daugelio navikiniy ir ikinavikiniy dariniy
savoji fluorescencija mélynoje spektro srityje yra silpnesné nei sveiko audinio ir
sicjama su FAD ir NADH kiekiy pokyciu [98]. Nors lastelés savyjy piridino

nukleotidy fluorescencijos pokytis yra puikus vidulastelinis zymuo sekti lastelés
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metaboliniy procesy eiga, taciau NADH néra idealus fluoroforas — per mazas
sugerties skerspjuvis ir mazas kvantinis nasumas, kas daznu atveju komplikuoja
NADH fluorescencijos signalo atskyrima nuo foninio signalo.

Dar viena svarbi endogeniniy fluorofory grupé yra porfirinai (ypatingai
protoporfirinas IX), kuriems charakteringa fluorescencija raudonoje spektro
srityje [99]. Jau senai zinoma, kad nekroziniy navikiniy dariniy fluorescencija
salygota porfirininés kilmés biomolekuliy ir yra daugelio klinikiniy fluorescencinés
diagnostikos ar fotodinaminés terapijos sistemy pagrindas [92]. [vairus porfirinai,
kaip  pavyzdziui, protoporfirinas, hematoporfirinas, koproporfirinas  ar
uroporfirinas yra tarpiniai hemoglobino, mioglobino ar citochromo biosintezés
ciklo produktai [100]. Hemo biosintezés ciklo reguliaciniy mechanizmy
sutrikdymai, dél tam tikry fermenty, atsakingy uz ciklo reguliavima, veikos
sutrikimy, gali Zenkliai padidinti porfiriny kiekj audiniuose. Kai kurios ligos, kaip
potfirija, tam tikros kraujo ligos, anemija, alkoholizmas ar tam tikros toksinés
medziagos (pvz., $vinas) gali salygoti padidinta jvairiy porfiriny kaupimasi
organizme [101]. Taip pat nustatyta, kad kai kurios bakterijos (pvz.,
Propionibacterium acnes, Porphyromonas gingivalis ir kt.) gali sintetinti didelius kiekius
protoportfirino, todél savosios fluorescencijos taikymas yra daug Zzadantis odos
spuoguy (aknés), burnos ar net danty ligy diagnostikai [102-104].

Kadangi audinio savoji fluorescencija grieztai priklauso nuo biocheminiy ir
fizikocheminiy audinio savybiy, todél skirtingy morfologiniy ir citologiniy savybiy
audiniai gali buti klasifikuojami remiantis savosios fluorescencijos spektrais.
Ivairas patologiniai procesai (uzdegimai, pazaidos, displazijos ir kt.) salygoja
metabolinius pokycius, kurie veikia tam tikry fluorofory koncentracija, o tai
pakeicia savaja audinio fluorescencija [105]. Nors biologinio objekto
fluorescencijos braizo savitumams identifikuoti turime pakankama jvairove jo
sandaros ir gyvybiniuose procesuose dalyvaujanciy biomolekuliy, taciau del Siy
biomolekuliy zadinimo ir emisijos spektriniy panasumy ir mazo kvantinio nasumo
universalios, praktiniams taikymams tinkamos sistemos sukonstravimas yra
nelengvas uzdavinys. Paprastai savosios fluorescencijos spektriniam ar vaizdiniam

jautrumui padidinti, ty. pakankamam optiniam kontrastui tarp sveiko ir navikinio
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audinio uztikrinti, yra naudojamas selektyvus suzadinimas, parenkant optimaly
vieng ar kelis suzadinimo bangos ilgius, tiriamojo objekto specifiniy savitumy
paieskai [106].

Pirmieji darbai, panaudojant savosios fluorescencijos metoda in vivo ir ex
vivo, atlikti tiriant virSkinamojo trakto nepiktybinius (hiperplastinis polipas),
ikivézinius (adenoma) ir vézinius (karcinoma) gleivinés pokycius [5,25,105-108].
Sie tyréjai pazymi, kad, priklausomai nuo spektrinio intervalo, kuriame stebime
fluorescencija, ir nuo zadinimui pasirinkto spindulivotés bangos ilgio,
intensyviausia fluorescencija gali buti normalaus audinio arba adenomos; tuo tarpu
hiperplastinio polipo ir karcinomos fluorescencijos intensyvumas yra tarpe tarp ju.
Andersson-Engels ir bendraautoriai [8] teigia, kad, zadinant ties 400 nm, sveiko
audinio fluorescencija yra intensyvesne 450-550 nm spektrinéje srityje, bet
silpnesné 600-700 nm srityje.

Savosios fluorescencijos metodus jprasta naudoti ankstyvai diagnostikai,
kaip papildomg priemone, greta su kitais medicininéje praktikoje taikomais
diagnostikos  budais.  Atlikti moksliniai  tyrimai parodé, kad savosios
fluorescencijos metodas yra perspektyvus diagnostikos budas, kurj naudojant,
galima tiksliai identifikuoti patologinius zidinius ir sveikus audinius. Nors §is
metodas suteikia daugiau diagnostikai svarbios informacijos, remiantis tiriamojo
audinio spektriniy savitumy analize, nei prastiniai metodai diagnozuojant
ankstyvos stadijos vézinius susirgimus, taciau daznai neuztikrina pakankamo
fluorescencijos kontrasto tarp naviko ir sveiko audinio savosios fluorescencijos
vaizdinimo tyrimuose. Pavyzdziui, dél optinio kontrasto stokos, savosios
fluorescencijos metodas néra patikimas diagnozuojant mazas gaubtinés Zzarnos
adenomos pazaidas [109].

Sveiki ir pazeisti audiniai tiksliau identifikuojami, naudojant jvairius
sensibilizatorius, kuriems budingas selektyvus kaupimasis jvairiy lokalizacijy
navikiniuose dariniuose. Kadangi sensibilizatoriaus fluorescencijos intensyvumas
yra objektyvus jo susikaupimo audiniuose rodiklis, registruojant fluorescencijos
spektrus  ar  fluorescencijos  vaizdus  galima  objektyviau  lokalizuoti

besiformuojancio navikinio darinio i§plitimo ribas sveiky audiniy aplinkoje.
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1.5. Sensibilizuotos fluorescencijos taikymas naviky
diagnostikoje

Metodas, kurio metu naviky fluorescencija sensibilizuojama (jautrinama)
panaudojant  selektyviai juose besikaupiancius egzogeninius  fluoroforus,
vadinamas sensibilizuotos fluorescencijos metodu. Tai vienas labiausiai
tobuléjanciy naviky diagnostikos ir gydymo metody, pagristy biologiniy audiniy
sensibilizacija specialiais organiniais junginiais. Sensibilizuotus audinius ap$vieciant
tam tikro bangos ilgio Sviesa, galima sukelti ju nekroze¢ arba diagnostikos tikslais
suzadinti naudojamo sensibilizatoriaus fluorescencija, kurio signalas navikinio
darinio srityje bus stipresnis nei greta esancio sveiko audinio deél skirtingy
sensibilizatoriaus kaupimosi savybiy [110]. Sensibilizuotos fluorescencijos metodai
jgalina stebéti sensibilizatoriaus kaupimasi organizme po injekcijos [111-112],
lokalizuoti navikinio darinio iSplitimo ribas [113-114].

Daugybé jvairiy dirbtiniu budu susintetinty sensibilizatoriy buvo testuojami
tiek in vivo, tiek in vitro bei fotodinaminés naviky terapijos (FNT)
eksperimentiniuose tyrimuose [115]. Daugeliui sensibilizatoriy badingas padidéjes
odos fotojautrumas, trunkantis nuo 4 iki 6 savaiciy, ir silpna sugertis “terapinio
lango” spektrinéje srityje (600-1200 nm). Sensibilizuota fluorescencija (kaip ir
FNT) taip pat susijusi su galimais Salutiniais poveikiais, kuriuos gali sukelti paties
vaisto, jo fotolizés arba audinio nekrozés produkty toksinis poveikis [51].
Siekdami sumazinti neigiamus veiksnius, mokslininkai ir medikai susitelké ties
naturaliai organizmuose aptinkamais porfirinais, imtos tyrinéti ju panaudojimo
galimybés tiek fluorescencinés diagnostikos, tieck ir fotosensibilizuotos naviky
terapijos reikméms [116].

Atskira metody grupé remiasi endogeninés kilmés vaisto — 5-
aminolevulininés ragsties (5-ALA) — injekcija ir jos pertekliaus salygoto
endogeninio sensibilizatoriaus — protopotfirino IX (PpIX) panaudojimu. 5-ALA ir
PpIX yra naturalis organizmo kraujo hemo biosintezés tarpiniai produktai, todél
navikai jautrinami nenaudojant egzogeniniy preparaty, kurie daznai sukelia Salutinj
poveik] organizmui, bet sutrikdant naturaly hemo biosintezés ciklo reguliacijos

mechanizma.
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Porfiriny sintezé ir metabolizmas vyksta kiekvienoje lasteléje. Didzioji PpIX
dalis yra susintetinama lasteliy mitochondrijose. Endogeniniai porfirinai svarbus
lasteliy, o taip pat ir organizmo gyvybinei veiklai palaikyti. Protoporfirino IX ir
gelezies (II) kompleksas (hemas), besijungdamas prie jvairiy baltymuy, sudaro
tokias svarbias medziagy apytakoje dalyvaujancias makromolekules kaip
hemoglobinas, mioglobinas, citochromai, katalazé, peroksidaze.

Protoporfirinas IX yra tarpinis hemo biosintezés produktas [117-118]. 1.3
paveiksle pateiktas kraujo hemo biosintezés kelias bei jo eigoje susidarantys
tarpiniai produktai. Pradiniame hemo biosintezés etape i§ glicino ir sukcinil -
kofermento - A sintetinama 5 - aminolevulininé ragstis (5-ALA). Sia sinteze
reguliuoja lastelése esantis hemo kiekis. Batent 5-ALA atsakinga uz tolesnes §io
ciklo pakopas. Pradedant 5-ALA, toliau sintetinamas porfobilinogenas,
uroporfirinogenas, koproporfirinogenas, protoporfirinogenas IX, protoporfirinas

IX, hemas. Taigi, protoporfirinas IX yra paskutinysis tarpinis hemo biosintezés

ciklo produktas.
Glicinas +
Sukeinil-KoA PROTOPORFIRINAS IX
5-ALA ll
. .. Ferochelataze
5-aminolevulinine rugstisy, + Fe*
’ (5-ALA)
HEMAS

MITOCHONDRIJA

Porfobilinogenas CITOZOLIS Koproporfirinogenas 111
Uroporfirinogenas I Uroporfirinogenas 111

ll Koproporfirinogenas I [[

UroporfirinasI ~ KoproporfirinasI ~ Uroporfirinas III Koproporfirinas III

1.3. pav. Kraujo hemo biosintezés ciklo schema

Lastelése esantis fermentas ferochelatazé paveréia PpIX molekule § hemo
molekule, jterpdamas gelezies atomg | porfirino zieda. Kol kas geriausiai yra

istirtas  hemo biosintezés ciklas kepenyse, tac¢iau manoma, kad kiekviena
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metaboliskai aktyvi organizmo Iastelé geba sintetinti PpIX. Sveikuose audiniuose
sis ciklas yra grieztai kontroliuojamas, tad nickada neturime pakankamo PpIX
kiekio audiniy sensibilizacijai. Tuo tarpu navikinéms Iasteléms budingas padidéjes
porfobilinogeno deaminazés kiekis, sumazéjes gelezies kiekis ir ferochelatazés
aktyvumas - tai pagrindiniai veiksniai, salygojantys selektyvy 5-ALA-PpIX
kaupimasi Siose lastelése [47,117].

Hemo biosintezés ciklas gali buti sutrikdytas, pvz., organizmg paveikus
pertekliniu 5-ALA kiekiu. Toks badas naudojamas sickiant sukaupti navikiniuose
audiniuose pakankamg klinikiniams tyrimams PpIX koncentracija. Paveikus
pertekliniu 5-ALA kiekiu, ne visas pasigamings PpIX paverc¢iamas hemu ir
lastelése ima kauptis papildomas PpIX kiekis. Navikinis audinys sukaupia daugiau
5-ALA indukuojamo PpIX lyginant su greta esanciu sveiku audiniu. Remiantis
koncentracijos  skirtumu, galima atskirti sveika audinj nuo navikinio.
Eksperimentiniai tyrimai parode, kad sveikas audinys, dengiantis kiino pavirsiy ar
vidinius organus (pvz., epidermis, kvépavimo taky ar virskinamojo trakto
gleiviné), pagamina daugiau PpIX nei mezoderminés kilmés audinys (pvz., dermis,
raumuo, kraujo indai) [110]. Autoriai [119] teigia, kad padidéjes porfobilinogeno
deaminazés kiekis ir sumazéjes ferochelatazés aktyvumas budingas audiniams,
galintiems sukaupti didesnius PplIX kiekius. Taciau sarySis tarp fermenty
aktyvumo ir susintetinty porfiring koncentracijos skirtinguose audiniuose
pasireiskia nevienodai. Atlikti 7z wvivo tyrimai, stebint 5- aminolevulino rugsties
indukuoto PpIX susikaupimg skirtinguose audiniuose, parode, kad registruoti
fluorescencijos spektrai naviko, smegeny, Slapimo puslés, kepeny, plauciy,
raumens, kasos, bluznies, ir traché¢jos audiniuose skyrési fluorescencijos signalo
intensyvumu. Nustatyta, kad PpIX kaupimosi kinetikos priklauso nuo organo,
pavyzdziui, gaubiamojoje zarnoje, kepenyse, inkstuose, kasoje ir bluznyje PpIX
fluorescencijos intensyvumas pasiekia maksimuma per pirmaja valanda, odoje —

pra¢jus trims valandoms, o navike — praéjus Sesioms valandoms po 5-ALA

injekcijos [110].
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1.6. Fluorescencijos detekcijos sistemy konstravimo
principai

Atsizvelgiant | sudétinga biologinio objekto prigimtj, sukaupta nemaza
patirtis konstruojant jvairias eksperimentines diagnostikos sistemas ir analizuojant
vairiy biologiniy objekty, lasteliy ar audiniy lygmenyje, jvairiy lokalizacijy
piktybiniy naviky ar eksperimentiniy naviky modeliy, fluorescencijos spektring bei
vaizding informacija [1]. Visy fluorescencijos detekcijos sistemy pagrindas yra
sviesos $altinis, kurio spinduliuojamas bangos ilgis (ar spektriné sritis) turi atitikti
tirlamy biomolekuliy sugerties spektra, ir detektorius, kuris detektuoja
i$spindulivota fluorescencija. Registruojant fluorescencijos spektrus, spektro
formos ir intensyvumo specifiniai skirtumai leidzia atpazinti audinio pokycius,
budingus ankstyvuyjuy stadijy navikams, o detektuojant audinio fluorescencing
vaizda, galima vizualiai patikslinti naviko iSplitimo ribas greta esanciuose sveikuose
audiniuose. Tos pacios audinio sritys gali buti tirlamos daug karty, o tai itin patogu
vaizdinant audiniy pazaidos i$plitimo ribas bei nustatant optimalias vietas audinio
meéginiams paimti vélesniems histopatologiniams tyrimams.

Fluorescencinei diagnostikai naudojamas sistemas, atsizvelgiant |
registravimo buda, galima suskirstyti :

- taskinio matavimo fluorescencing sistema (fluorescencijos spektrai
registruojami 1§ tam tikry nedideliy biologinio objekto sric¢iy, dazniausiai
pasitelkiant Sviesolaidines skaidulas);

- fluorescencijos vaizdinimo sistemg (dideliy audinio sri¢iy fluorescencijos
vaizdy registravimas, itin aktualus naviko riboms patikslinti ar naujiems
dariniams aptikti dideléje apzvalgos srityje).

Taskiné fluorescencijos spektry registravimo sistema - viena pirmuyjy ir
dazniausiai naudojamy sistemy biomedicinoje [2,120-121]. Tokia sistema sudaro
trys pagrindiniai elementai: zadinancios spinduliuotés saltinis (lempinis spinduolis
su atitinkamy filtry rinkiniu ar monochromatoriumi Zzadinimo bangos ilgio
derinimui, arba lazeris), $viesolaidis (ar Sviesolaidiné pyné — daugelio optiniy
skaiduly sistema) zadinimo spinduliuotei nuvesti iki tiriamojo audinio srities ir

fluorescencijos signalui surinkti bei detektorius, kuris paprastai yra valdomas
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kompiuteriu, fluorescencijos informacijai kaupti ir apdoroti. Tokiose sistemose
detektorius dazniausiai yra spektrometras ir daugiakanalis analizatorius, kurio
pagrindas yra CCD kamera su tam tikro dydzio Sviesai jautriy elementy matrica.
Taskines fluorescencinés diagnostikos sistemos dazniausiai naudojamos savosios
fluorescencijos tyrimams arba sensibilizatoriaus koncentracijai navikiniame
darinyje jvertinti bei palyginti su greta esanciu sveiku audiniu. Naudojant tokia
sistema, galima neinvaziniu ar minimaliai invaziniu budu atlikti daug matavimy
realiu laiku jvairiose audinio srityse bei nustatyti optimalias vietas audiniy
meéginiams paimti. Tai itin patogu atsizvelgiant ir | tai, kad ne visuomet daugelio
biopsijy paémimas yra pageidaujamas ar galimas. Remiantis sukaupty
fluorescencijos duomeny analize, galima identifikuoti patologinius, fiziologinius ar
morfologinius skirtumus tarp patologinio ir sveiko audinio bei pateikti diagnosting
iSvada.

Fluorescencijos spektrai gali buti registruojami panaudojant tik viena
zadinimo bangos ilgj, arba panaudojant keletg zadinimo bangos ilgiy [122-124].
Bandinyje, kuriame yra tik vienos ruasies fluorofory, i§ esmés visa spektroskopiné
informacija gali buti gauta registruojant fluorescencijos spektra vieninteliam
zadinimo bangos ilgiui arba registruojant fluorescencijos zadinimo spektra tik
vienam emisijos bangos ilgiui. Taciau, tiriant audinj, turintj daug {vairiy Sviesa
sugerianciy bei fluorescuojanciy biomolekuliy, kuriy sugerties ir fluorescencijos
spektrai persidengia tarpusavyje, spektroskopinéms savybéms apibudinti butina
sukaupti fluorescencijos intensyvumy duomenis esant keletui Zadinimo ir emisijos
bangos ilgiy, t.y. optimizuoti zadinimo bangos ilgj [125-126,127-129].

Naudojant fluorescencijos vaizdinimo sistema, gaunama maziau svarbios
spektroskopinés informacijos apie tiriama audinj, taciau galima atlikti daug
didesniy biologiniy objekty vaizdinimg i§ karto. Taip galime identifikuoti naujus
pavienius navikinio darinio zidinius dideléje apZzvalgos erdvéje ar patikslinti naviko
i$plitimo ribas operacijos metu [130-132]. Fluorescencijos vaizdinimo sistemose
taip pat gali buti panaudojami vienas ar keletas skirtingy zadinimo bangos ilgiy.

Atitinkamai detekcijos kanale parenkami zadinimo atkirtimo filtrai (vienas ar keli),
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kurie diagnostiniu poziariu yra svarbus. Pazymétina, kad butent taskiné sistema
leidzia identifikuoti tas svarbias spektrines sritis pazaidy identifikavimui.

Taskine sistema galime surinkti spektroskoping informacija apie maza
audinio pavirsiy (paprastai apsprestq naudojamos optinés skaidulos skersmens),
kuri stipriai priklauso nuo pasirinktos vietos, t.y. turime pasirinkti keleta audinio
sriciy, norint jvertinti navikinio darinio ar pazaidos i$plitimo riba sveiky audiniy
fone. Tuo tarpu spektroskopiniu poziuriu maziau naudingos informacijos
teikiantis fluorescencijos vaizdinimas suteikia vizualinei apziGrai ir pazaidos
konturo identifikavimui butinos informacijos i$syk. Buatent Siy dvieju sistemy
kombinacija atitinka universalia diagnosting sistemg praktinems medicinos
reikméms [133-135].

Be paminétos nuostovios fluorescencijos metodikos, galima naudoti ir
laikinés skyros fluorescencijos metoda, ypac tinkant] endogeniniams fluoroforams
identifikuoti [8,53]. Siuo atveju, apibadinant tiriama audinj, informacijos suteikia
ne tik fluorescencijos spektro formos pokyciai, bet ir fluoroforo suzadintos
busenos gyvavimo trukmé. Eksperimentiskai nustatyta, kad, registruojant
fluorescencijos intensyvumo gesimo kinetikas, audinio endogeniniy fluorofory
fluorescencijos gyvavimo trukmeés skiriasi - gyvavimo trukmés siekia nuo sub-

pikosekundziy iki mikrosekundziy [136-138].
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1.7. Literataros apzZvalgos apibendrinimas

Fluorescenciniai diagnostikos metodai pasizymi dideliu jautrumu ir
specifiskumu identifikuojant pagrindinius audinio savitumus, tokius kaip lastelés
(audinio) metabolinio aktyvumo sutrikimai, jvairas morfologiniai pakitimai, kurie
daznu atveju koreliuoja su individualia klinikine problema. Nepaisant daugybés
tvairiy naudojamy techniniy ir metodiniy sprendimy gimsta naujos inovatyvios
id¢jos ir atitinkamai tobulinamos fluorescencinés diagnostinés sistemos [139-140].
Siai dienai galime vaizdinti vidulastelinius vyksmus ar net vienoje lasteléje
vykstanciy biocheminiy procesy eiga [141-143].

Nors fluorescenciniai metodai labiau orientuoti | audinio pavirsiaus
savitumy paieska, taciau yra patrauklas, nes lengvai adaptuojami vairiems
medicininiams prietaisams (endoskopams, chirurginiam mikroskopui). Déka savo
neinvazinio pobudzio, leidzia padidinti diagnostikos (ar gydymo) potenciala bei
sumazina komplikacijy rizika. Surinkta spektroskopiné informacija tarnauja kaip
unikali pagalbiné priemoné nusakant audinio morfologing ar fiziologing busena
realiu laiku, jgalina patikslinti $alinamo darinio apimtj operacijos metu, ja
vadovaujamasi audinio biopsiju parinkime (arba neretai eliminuoja butinybe imti
biopsija), o taip pat gali buti sé¢kmingai panaudota stebéti audinio atsaka terapinio
gydymo efektyvumo kontrolei.

Atlikty klinikiniy tyrimy gausa vertinant metodo tinkamuma tiriant
skirtingus audinius rodo, kad $is metodas yra labai placiai taikomas, o naudojama
diagnostiné priemoné yra [vairiapusé. [vairiapusiSkumas pasireiskia tiek zadinimo,
tiek ir emisijos bangos ilgiy parinkimu, zondo (optinés skaidulos) geometriniy
sprendimy gausa, bei analizés budy parinkimo spektrinei (vaizdinei) informacijai
apdoroti [10]. Kadangi Sis metodas leidzia identifikuoti navikinj darinj sveiky
audiniy fone neinvaziskai ir realiu laiku, jis s¢kmingai yra panaudojamas naviko
riby patikslinimui operacijos metu, pvz., galvos smegeny naviky chirurgija, arba
yra naudojamas jvairiy ankstyvyjuy audinio pakitimy diagnostikai, pvz., iki

aterosklerotiniy pakitimy kraujagyslés sieneléje spektriniy savitumy paieska.
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2

Eksperimentiniy galvos smegeny
glijos naviky fluorescencijos tyrimas

2.1. Jvadas

Galvos smegeny piktybinés gliomos yra vieni dazniausiai diagnozuojamuy
pirminiy centrinés nervy sistemos naviky, pasizyminciy blogiausia prognoze. JAV
sergamumo daznis pirminiais intrakranialiniais smegeny navikais yra 11,8 100
tukst. gyventoju per metus, tuo tarpu Lietuvoje - mazdaug 7,1 100 tuakst.
gyventojy [1]. Ivairiy autoriy duomenimis, apie 50-60 % pirminiy galvos smegeny
naviky sudaro neuroepiteliniai navikai, o pastaryjy didziaja dalj - gliomos (apie 90
%) [2]. Vienas efektyviausiy gydymo budy yra chirurginis naviko pasalinimas [3-4].
Taciau radikaly gliomy pasalinima komplikuoja infiltratyvus naviko augimas bei
daznai neaiskios naviko ribos. Dél infiltracinio galvos smegeny gliomy augimo bei
panasumo | aplinkinj sveika smegeny audinj sudétinga fvertinti tikras naviko ribas.
Lyginamieji tyrimai pasitelkus kompiuterinés tomografijos ar branduoliy
magnetinio rezonanso metodus parodé, kad issis¢jusias naviko lasteles galima
aptikti mazdaug iki 20 mm atstumu nuo navikinio darinio ribos [5-8]. Tolesnis
naviko augimas i$ infiltruoty, makroskopiskai sveikai atrodanciy, smegeny sriciy
aple pasalinto naviko guolj yra vienas i§ pagrindiniy gyvenimo trukmei jtakos

turinciy veiksniy Siy naviky atveju [9]. Todél tikslus navikinio darinio iSplitimo
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riby nustatymas operacijos metu yra butinas norint radikaliai pasalinti navika bei
i$vengti galimo naviko ataugimo (recidyvo).

Fluorescenciniai ~ diagnostikos metodai yra vieni perspektyviausiy
inovatyviy vaizdinimo metody, padedanciy nustatyti navikinius darinius jvairiuose
organuose, ypac tais atvejais, kai jprastiniai metodai neveiksmingi [10-13]. Pakitusi
piktybiniy lasteliy biochemija - specifiniy fermenty aktyvumas, pernasos
mechanizmai (metabolizmo ciklas), turi jtakos registruojamos fluorescencijos
intensyvumui, spektro formos skirtumams ar naudojamo sensibilizatoriaus
susikaupimui. Vienas pirmuyjy darby, kur stebéti zmogaus smegeny ir smegeny
naviky - astrocitomos ir meningiomos, savosios fluorescencijos spektry skirtumai,
paskelbtas 1987 m. [14]. Didziausiy skirtumy rasta tarp meningiomos ir baltosios
bei pilkosios smegeny substancijos savosios fluorescencijos spektry, zadinant 337
nm bangos ilgio spinduliuote, taciau astrocitomos atveju skirtumy nerasta.
S.Andersson-Engels ir bendraautoriai [15] panaudojo 405 nm bangos ilgio
spinduliuote savosios fluorescencijos zadinimui bei nustaté, kad smegeny naviky
pazeistiems audiniams charakteringas mazesnis fluorescencijos intensyvumas
meélynai zalioje spektro srityje ir intensyvesné endogeniniy porfiriny fluorescencija
raudonoje spektro srityje. Chung ir bendraautoriai [16], paskelbé, kad ex vivo
gliomos bandiniy savosios fluorescencijos intensyvumas yra mazesnis nei sveiky
smegeny (fluorescencijos smailés padeétis ties 470 nm). Autoriai teigia, kad
pagrindiné priezastis yra pakites navikiniy audiniy metabolinis aktyvumas lyginant
su sveiku smegeny audiniu. Bottiroli ir bendraautoriai [17] nustaté, kad didziausi
savosios fluorescencijos spektro ir intensyvumo skirtumai tarp naviko ir sveiko
audinio stebimi Zadinant 405 nm bangos ilgio spinduliuote. Tam jtakos turi keletas
skirtingy smegeny audinio endogeniniy fluorofory, o kiekvieno i§ jy santykinis
(nasas skiriasi lyginant navika ir sveikq audinj. Mazesnis navikinio audinio
fluorescencijos intensyvumas ir fluorescencijos spektro praplatéjimas | ilgesniy nei
500 nm bangos ilgiy sritj galéty buti salygotas lastelés flavininiy ir piridininiy
kofermenty oksiduotos ir redukuotos formuy pusiausvyros sutrikdymo, o tai
signalizuoja apie navikiniy lasteliy metaboliniy procesy sutrikdyma ar

migruojanciy lasteliy atsiradima. Navikiniy dariniy diagnozavimui itin svarbu
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tinkamai parinkti spindulivotés zadinimo bangos ilgj, isrySkinant esminius
navikinio ir sveiko audinio fluorescencijos savitumy skirtumus, kurie jgalinty
pakankamai tiksliai identifikuoti patj navika ar lokalizuoti jo i$plitimo ribas. Lin ir
bendraautoriai [18] paskelbé, kad vadovaujantis vien tik savosios fluorescencijos
intensyvumo verte negalima atskirti smegeny naviko nuo sveiko audinio zadinant
337 nm bangos ilgio spinduliuote, taciau nezymus fluorescencijos skirtumai visgi
matomi. Tuo tarpu kitos mokslininky grupés [17] atlikti tyrimai parode, kad
zadinant 366 nm spinduliuote galima atskirti navikgq nuo sveiko smegeny audinio
remiantis vien tik savosios fluorescencijos spektro formos ir intensyvumo
skirtumais. [vairiy smegeny glijos naviky metaboliniy vyksmuy eigos skirtumai bei
atskiry endogeniniy fluorofory pasiskirstymo bei juy kiekio kitima salygojanciy
veiksniy jtaka nepakankamai iStirta, taciau atlikti preliminaras tyrimai yra daug
zadantys. Taigi, nors savoji audiniy fluorescencija nesuteikia pakankamo
fluorescencijos kontrasto tarp naviko ir sveiko smegeny audinio, taciau gali buti
svarbi lokalizuojant navika aplinkiniy sveiky audiniy fone.

Geresnis sveiky audiniy ir glijos naviky fluorescencijos kontrastas gautas
naudojant jvairius sensibilizatorius, kurie pasizymi savybe selektyviau kauptis
navikiniuose dariniuose. Kadangi sensibilizatoriaus fluorescencijos intensyvumas
yra objektyvus jo susikaupimo audiniuose rodiklis, registruojant fluorescencijos
spektrus  ar  fluorescencijos  vaizdus  galima  objektyviau  lokalizuoti
besiformuojancio navikinio ar ikinavikinio darinio iSplitimo ribas greta esanciuose
sveikuose audiniuose. [vairiy sensibilizatoriy selektyvus kaupimasis buvo stebétas
in vivo, in vitro bei klinikiniy tyrimy metu neurochirurginiu budu pasalintuose
navikiniuose audiniuose [19-22]. Taciau menkas kai kuriy eksperimentiniuose
tyrimuose naudoty sensibilizatoriy [23-24] prasiskverbimas | smegeny audinius,
neretai salygotas naudojamos dozés, nepakankamas kontrastas tarp sveiko ir
navikinio audiniy, jvairiy pasaliniy poveikiy atsiradimas paskatino naujy,
endogeniniy sensibilizatoriy panaudojimo galvos smegeny naviky chirurginei
fluorescencinei diagnostikai tyrimus. Itin gery rezultaty pasiekta smegeny gliomy
diagnostikoje naudojant 5-ALA indukuojama PpIX [13,20]. 5-ALA yra maza,

vandenyje tirpi molekulé, kuri gali patekti | lastele, kirtusi hematoencefalinj (blood-
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brain) barjera [17], islikti lastelés viduje ir dél savo metabolizmo sukelti porfiriny
sintez¢, tuo tarpu prie dideliy 5-ALA koncentracijy, gali salygoti neurotoksinj
poveiki [25,26]. In vivo atlikti eksperimentiniai tyrimai parodé, kad nepazeistas
hematoencefalinis barjeras tik silpnai pralaidus 5-aminolevulino rugsties
molekuléms, todél navikas yra potencialus taikinys 5-ALA indukuotam PpIX
[17,25]. Selektyvaus PpIX kaupimosi smegeny gliomose priezastys dar
nepakankamai istirtos. Taciau pazymima, kad tam jtakos turi didesnis
pasisavinamos 5-ALA kiekis glijos navike dél pazeisto hematoencefalinio batjero
bei hemosintez¢ reguliuojanéiy fermenty aktyvumo sutrikimy [22]. Esant
pazeistam hematoencefaliniam barjerui, 5-ALA lengvai patenka | smegeny lasteles
bei indukuoja porfiriny sinteze. Suaktyvéjusi navikiniy lasteliy pernasos sistema
bei geras aprupinimas krauju, o kartu ir deguonimi, sudaro salygas po tam tikro
laiko sukaupti didesnj 5-ALA kiekj, o tuo paciu inicijuoti pertekling porfiriny
sintez¢. Porfiriny sintezés padidéjimg nulemia ir greita navikiniy lasteliy
proliferacija bei gelezies jony koncentracija. Konfokalinés fluorescencinés
spektroskopijos  tyrimai [27] jrodé, kad 5-ALA gali prasiskverbti per
hematoencefalinj barjera ir salygoti porfiriny sintez¢ smegeny srityse, kur
nepazeistas hematoencefalinis barjeras. Taciau santykinis indukuojamo PpIX
fluorescencijos intensyvumas yra zymiai mazesnis nei tose smegeny srityse, kur
hematoencefalinis barjeras yra pazeistas. Autoriai pazymi [19], kad fluorescencijos
kontrastas tarp sveiko ir navikinio audinio yra esminis radikaliam naviko
pasalinimui. Fluorescencijos kontrastui gali turéti jtakos tiek savoji, tiek ir
sensibilizuota audinio fluorescencija bei registracijos sistemos jautrumas.

Siame skyriuje nagrinéjamo darbo tikslas - sukonstruoti eksperimenting
fluorimetring sistema eksperimentiniy piktybiniy galvos smegeny gliomy
diagnostikai in vivo, bei atlikti tieck fluorescencijos spektrinés, tiek ir
fluorescencijos vaizdinés informacijos analiz¢ siekiant jvertinti fluorimetrinio
metodo jautrumg ir specifiSkumag glijos naviky atpazinimui. Istirti perteklinés 5-
ALA sukelta selektyvy PpIX kaupimasi eksperimentinése gliomose - Ziurkiy
glioblastomos 101.8 ir Zmogaus cksperimentinés gliomos C6 — {(vertinant

integrinio fluorescencijos intensyvumo pokyt; nustatyti spektrofluorimetrinio
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metodo jautruma, specifiSkuma bei tikslumg chirurginés eksperimentiniy naviky
diagnostikos metu; {vertinti sensibilizuoty galvos smegeny gliomy fluorescencijos
spektry matavimo operacijos metu galimybes praktiniam taikymui klinikoje;
tvertinti  fluorescencinio  vaizdinimo metodo  galimybes  eksperimentinés
chirurginés operacijos salygomis lokalizuoti navikinio darinio ribas; istirti galvos
smegeny naviky savaja fluorescencija siekiant nustatyti specifinius fluorescencijos
spektry  formos pokycius audiniy diferenciacijai  bei {vertinti savosios

fluorescencijos tinkamuma galvos smegeny naviky identifikavimui.
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2.2. Medziagos ir metodai

2.2.1. Eksperimentiné spektrofluorimetriné sistema

Smegeny audiniy in vivo fluorescencijos spektry registravimo sistemos
schema pateikta 2.1. pav. Fluorescencijos zadinimui buvo naudojama halogeniné
lempa (150W), kurios spektriné sudétis - 370 — 500 nm spektriné sritis -
formuojama filtry CZC22 ir CC15 déka (2.2. pav.). Zadinanéios spinduliuotés
nuvedimui iki tiriamojo audinio bei fluorescencijos surinkimui buvo sukonstruota
speciali optiné skaiduly pyné (astuoniy skaiduly pagrindu). Septynios kvarcinés
skaidulos, iSdéstytos ratu aplink centring skaidula, suformuodavo Zzadinancios
spinduliuotés lauka mazdaug 3 mm skersmens. Tuo tarpu centrine pynés skaidula
(600 um, skaitiné apertara 0,22) buvo surenkama fluorescencija (i ~ 0,17 mm?
ploto) ir nuvedama iki registracijos sistemos. Fluorescencijos spektry registravimui
buvo naudojamas plokscio lauko polichromatorius (S380 Solar TII, Ltd) bei
optinis daugiakanalis analizatorius OMA IV (EG&G Instruments Corp.).
Fluorescencijos signalas i§ optinés skaidulos objektyvu nukreipiamas |
polichromatoriaus plysi taip, kad plysio plokstumoje buvo gaunamas tikras
apverstas optinés skaidulos galo vaizdas. Polichromatoriaus i§¢jimo plokstumoje
suformuoti fluorescencijos spektrai buvo registruojami optinio daugiakanalio
analizatoriaus OMA pagalba. Jo pagrindas yra CCD kamera, sudaryta i§ 256
eilu¢iy po 1024 Sviesai jautriy elementy kiekvienoje eilutéje. Sis analizatotius buvo
atS$aldomas skystu azotu iki —120 °C temperataros, siekiant sumazinti CCD
kameros savuosius triuksmus bei uztikrinti pakankamg spektrinei analizei santykj
signalas/triukSmas.  Fluorescencijai  atskirti nuo i$sklaidytos — Zadinancios
spinduliuotés pries polichromatoriaus j¢jimo plysi buvo pastatomas OC13 filtras.
Visi matavimai buvo atlikti naudojant 9 sekundziy ekspozicija fluorescencijos
signalo kaupimui. Kadangi tirti eksperimentiniai smegeny naviky dariniai yra keliy
kvadratiniy milimetry plocio, ir sunkiai jziarimi plika akimi, jiems stebéti buvo
naudojamas mikroskopas MBC-10 (dirbta 16 karty didinimo rezime).

Kiekviename tirtame taske buvo atliekama iki trijy matavimy ir vertinamas ju

vidurkis. Visi spektriniai matavimai atlikti tamsoje Zadinancios sviesos pluosta
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nukreipiant statmenai tirlamam pavirsiui, iSlaikant apie 0,8-1 mm atstuma nuo
optinés pyneés galo iki tiriamo audinio.

Audiniy fluorescencijos matavimus atlikome in vivo — gyvunui esant gyvam,
realiomis atviros kraniotomijos salygomis tuo maksimaliai priartindami bandymo
salygas realioms. Audiniy pjuviai ir dekompresiné kraniotomija atlickama steriliais
chirurginiais mikroinstrumentais. Kraujavimo stabdymui naudotas 3 proc.

peroksido tirpalas ir bipoliné elektrokaustika.

Pra¢jus 5 val. 30 min. po 5-ALA injekcijos, gyvunui atlikta dekompresiné
kraniotomija intraveninéje kalipsolio nejautroje. Tyrimo metu eksperimentinis
gyviunas buvo padedamas ant mikroskopo stalelio taip, kad neurochirurgas
regéjimo zonoje aiskiai matyty tiriamaji audinj, ir fiksuojamas reguliuojamais
laikikliais. PradZioje buvo atveriama pazeisty smegeny pusrutulio sritis ir
uzregistruojamos naviko bei abejotiny audiniy — naviko paribiniy sriciy
fluorescencinés  charakteristikos.  Sveiky smegeny fluorescencija  buvo
registruojama i§ priesingo galvos smegeny pusrutulio (desinysis smegeny
pusrutulis). Kiekvienas tirtas taskas buvo pazymimas specialiu, audinio rezekcijos
riby zyméjimui skirtu dazu (Indijos rasalo sintetinis pakaitalas). Sukaupty
eksperimentiniy duomeny patvirtinimui i§ tirty ir pazyméty viety buvo imamos

biopsijos morfologiniam tyrimui.

P OMA

2.1. pav. Eksperimentiné matavimy schema. S-
halogeniné lempa; Fy —CZC22 ir CC15 filtrai; OP-
M optiniy skaiduly pyné (zadinimo ir fluorescencijos
surinkimo  sistema); B-bandinio fiksavimo jtaisas; M-
mikroskopas; L — lesis; Fo — OC13 filtras; P-
polichromatorius; ~ OMA  —optinis  daugiakanalis
analizatorius
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2.2. pav. A — halogeninés lempos spektras, B — Zadinimo spinduliuotés spektras

suformuotas CZC22 ir CC15 filtry déka bei Zadinimo spinduliuote atkertancio

filtro OC13 charakteristika
C6 gliomos savosios fluorescencijos registravimas

C6 gliomos ir sveiky smegeny savosios fluorescencijos spektry matavimai
atlikti ex vivo zadinant derinamo bangos ilgio lazerine spinduliuote spektrinéje
srityje nuo 380 iki 440 nm (kas 10 nm) (3.1. pav.). Tyrimai atlikti praéjus 12 pary
po naviko implantavimo procedaros. Laboratoriniai gyvunai (n=2) buvo
numarinami intraperitonine neskiesto kalipsolio tirpalo 2-3 ml injekcija, atveriami
galvos audiniai bei iSimamos smegenys, kurios iki bandymo pradzios (apie 30 min)
buvo laikomos fiziologiniame tirpale. Eksperimento metu uzregistruota po 10
savosios fluorescencijos spektry sveiky smegeny (baltoji smegeny substancija
matuojant i§ desiniojo galvos smegeny pusrutulio) ir smegeny naviko srityse bei

apskaiciuoti ju vidurkiai spektrinei analizei atlikti.

2.2.2. Fluorescencijos vaizdinimo sistema

Smegeny naviky sensibilizuotos  fluorescencijos  vaizdinimui  buvo
naudojamas C6 gliomos eksperimentinis modelis. Tyrimai atlikti pra¢jus 12 pary
po naviko implantavimo proceduros. Fluorescencijos Zzadinimui sumontuota
mobili ziedo formos $viesos diody matrica (31 sviesos diodas, A;=405 nm, 5mW
vidutinés galios), kurios centre esanti kiaurymeé leido skaitmeniniu fotoaparatu per
atitinkamai  parinkta  Sviesos filtra  registruoti  eksperimentiniy  naviky
fluorescencijos vaizdus (2.3. pav.). Zadinancios spinduliuotés spektriné sudétis

buvo formuojama CZC22 filtro déka. 10 cm atstume nuo $viestuky matricos buvo
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suformuojamas tolygus zadinancios $viesos intensyvumo pasiskirstymo laukas (~
3mW/cm?).

Eksperimentiniy naviky fluorescencijos vaizdy registravimui naudota
skaitmeniné fotokamera (Minolta Dimage 7 (5,24 mln. vaizdo elementy)), kuri

buvo jtvirtinama vir§ tiriamo objekto (25 cm

atstumu  (ribinis atstumas dirbant makro
rezimu)) statmenai jo pavir§iui. 2.5 paveikslo
desinéje  pateikta naudoto  skaitmeninio

totoaparato CCD lusto jautrumo kreive RGB

signalui. Kadangi protoporfirinas IX sugeria
melynos spektro srities  spinduliuote (Sore
juostos maksimumas yra ties 405 nm), o

fluorescuoja  600-700 nm spektrinéje srityje

23. pav. Smegeny naviky (pagrindinés fluorescencijos smailés ties 636

fluorescencijos vaizdinimo
schema
1-  skaitmeninis  fotoaparatas  eksperimentinés salygos atitinka selektyvy

Dimage7; 2-KC10 filtras; 3-LED _ . _ Lo o
Sviestukai: 4-CZC22  filtras: B- butent endogeniniy porfiriny suzadinima bei ju

nm ir 706 nm), todél parinktos

bandinys fluorescencijos registravimg ~ skaitmenine

fotokamera, kuri pakankamai jautri 600-700 nm spektrinéje srityje.

Kiekvieno  eksperimentinio  naviko atveju  buvo  uzregistruojami
fluorescencijos spektrai (fluorescencijos surinkimui naudota centriné optinés
pynés skaidula (600 um)), o tuomet daromos trys nuotraukos: pirma - zadinancios
spinduliuotés fone; antra - naviko pazeistos smegeny srities fluorescencijos
vaizdas, tarp skaitmeninés fotokameros objektyvo ir bandinio jterpiant KC10 filtra
(kuris eliminuoja zadinancios spinduliuotés jtakgq < 600 nm, (2.4. pav.)); ir trecia -
baltoje $viesoje, prie§ tal pazyméjus tirtus taskus. Baltos ir Zadinancios
spinduliuotés fone objekto vaizdai uzregistruojami fotokamerai dirbant auto
rezimu, o smegeny naviko fluorescencija fotografuota naudojant 4 ir 10 s
ekspozicijos trukmes. Vaizdas analoginiu/skaitmeniniu keitikliu konvertuojamas i
8 bity kieckvienam RGB kanalui JPG fomata. Gauti vaizdai i§saugomi kompiuterio

atmintyje tolimesnei analizei.
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2.5. pav. Kair¢je: Standartiné RBG spalviniy verCiy priklausomybé nuo
bangos ilgio. DeSinéje: Skaitmeninio fotoaparato Dimage7 CCD lusto
pavienio pikselio RGB jautrumo spektrinés charakteristikos

Kiekvieno i§saugoto eksperimentinio bandymo nuotraukos dydis sudare

2560 x 1920 pikseliy matrica. Kiekvieng vaizda sudaro vienas po kito eilutémis ir

stulpeliais iSdéstyti vaizdo elementai (pikseliai), kurie tarpusavyje skiriasi tik

padétimi ir spalva. Visais atvejais informacija koduojama tuo paciu principu -

,taskas—spalva®. Vienos spalvos kodavimui naudojamas trijy skaitmeny kodas,

atitinkantis raudong (Red), zalia (Green) ir mélyna (Blue) spalvas. Kiekvienos

spalvos intensyvumas apibréziamas skaitine verte nuo 0 iki 255 (1 bitas 1 spalvos
komponentui). Pavyzdziui: (0,0,0,) — juoda; (255, 255, 255) — balta; (255, 0, 0) —
raudona; (0, 255, 0) — zalia; (0, 0, 255) — mélyna. Atitinkamai parinkus skaitiniy

verciy kombinacijas, nusakancias RGB spalviniy kanaly intensyvuma, galima gauti

bet kuria spalvg 380 — 780 nm spektro srityje.
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2.2.3. Eksperimentiniy smegeny naviky Igsteliy linijos

Ziurkiy 101.8  gliomos  lasteliy  kultira  gauta 1§ Kijevo
Neurorengenochirurgijos tyrimy centro mokslinio bendradarbiavimo pagrindu.
Eksperimentinio naviko lasteliy linijos atitikimas zmogaus gliomai vertintas
ruosiant smegeny naviko histologinius preparatus. Nustatyta, kad 101.8 gliomos
lasteliy augimo savybés pilnai atitinka PSO nustatytus Zmoniy smegeny gliomy

piktybiskumo kriterijus: branduoliy polimorfizmas, piktybiniy lasteliy infiltracija {

sveiky smegeny audinius, kraujagysliy proliferacija, lasteliy mitozé (2.6. pav.).

2.6. pav. 101.8 Ziurkiy gliomos histologiniai preparatai iliustruojantys

pagrindinius gliomos piktybiSkumo poZymius: navikiniy Iasteliy infiltracija {

sveiky smegeny audinius (A); branduoliy polimorfizmas (B); kraujagysliy

proliferacija (C); lasteliy mitozé (D)

Zmogaus C6 gliomos Iasteliy kultara gauta i§ Rygos organinés sintezés
instituto  (Latvija). Sis $tamas - vienas daZniausiai naudojamy gliomos
cksperimentiniy naviky modeliy savo piktybiskumu, angiogenezés bei naviko

augimo ir infiltracijos | sveikus smegeny audinius mechanizmais ypac artimas

zmogaus gliomai [28].
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2.2.4. Eksperimentinis glijos naviky modelis

2 - 3 savai¢iy amziaus Wistar linijos ziurkéms buvo iskiepijamas galvos
smegeny navikas - ziurkiy glioblastoma, naudojant C6 arba 101.8 gliomos lasteles.
Lasteliy kultaros gyvybingumas palaitkomas pastoviai perskiepijant i§ vienos
ziurkés smegeny kitai. Kita stamo dalis uzsaldoma pagal Kijevo institute {sisavinta
metodika.

Uzmigdzius gyvanus intraperitonine Sol. Kalipsoli 0.25 proc. tirpalo injekcija
(0.4 — 0.6 ml/50g k.s.) buvo atlickama galvos audiniy incizija. Kairéje momeninéje
uzpakalinéje paramedialinéje srityje buvo isgreziama dviejy mm skersmens ertmé,
pro kurig specialia adata (2 mm gylyje) létai suleidziama naviko lasteliy suspensija
(0.03-0.04 ml suspensijos, kurioje budavo apie 4 - 5 mln. navikiniy lasteliy).
Audiniy pjuvis sulipdomas biologiniais klijais. Sis $tamas auga 14 - 15 pary (C6
gliomos atveju — 12 pary). Pra¢jus 14 dieny po naviko implantavimo naviko
skersmuo sieké nuo 3 iki 6 mm. Navikas pilksvai rausvas, baltojoje smegeny
substancijoje neturintis aiskiy riby. Po inkubacinio periodo, $esios valandos pries
intervencija, eksperimentiniams gyvianams | uodegos vena buvo suleidziama 5-
aminolevulininés rugsties hidrochlorido tirpalo dozé. Po sensibilizatoriaus
tvedimo gyvunai penkias su puse val. latkomi tamsoje iki chirurginés intervencijos
pradzios. Tuomet gyvunai pakartotinai uzmigdomi. Gyvuno galva fiksuojama
specialiame réme, atnaujinus audiniy pjuvy, buvo atlickama abipusé dekompresiné
kraniotomija, atveriami smegeny dangalai ir atlickami fluorescencijos spektry
matavimai. C6 gliomos atveju uzregistravus audiniy fluorescencijos spektrus buvo
registruojami fluorescencijos vaizdai naviko skiepijimo srities (kairysis smegeny
pusrutulis) bei sveiky smegeny (desinysis smegeny pusrutulis). Baigus spektriniy
charakteristiky/vaizdy registravima, gyvanai budavo numarinami intraperitonine
neskiesto kalipsolio tirpalo 2-3 ml injekcija. Tirtos audiniy sritys pazymimos
specialiu dazu bei paimami §iy viety audiniy méginiai morfologiniams tyrimams.

Audiniy gabaléliai fiksuoti 10% buferinizuoto formalino tirpale. Histologiniai
preparatai paruosti pagal standarting metodika iliejant | parafing ir atlieckant 4 um
storio pjuvius. Vertinti tik tie preparatai, kuriuose buvo matomas audiniy

zyméjimui naudotas dazas.
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2.2.5. Eksperimentiniai gyvinai

Eksperimentams naudotos Wistar rasies ziurkés (svoris 35-120 g) gautos is
Imunologijos instituto. Darbui su gyvunais buvo gautas Lietuvos Laboratoriniy
gyvuny naudojimo etikos komisijos prie Valstybinés veterinarijos tarnybos

leidimas Nr. 0035.

2.2.6. Sensibilizatorius

Eksperimentiniy smegeny naviky (ziurkiy glioma 101.8) fluorescencijos
jautrinimui buvo naudojamas 5 - aminolevulininés ragsties hidrochloridas (Medac
GmbH, Hamburg). Tamsoje laikyti milteliai buvo iStirpinami steriliame
izotopiniame NaCl tirpale prie§ pat bandyma. Naudota 300 mg/kg
sensibilizatoriaus dozé. Preparato tirpalas buvo suleidziamas | ziurkiy uodegos
veng. Po 5-ALA jvedimo gyvanai buvo laikomi tamsoje iki bandymo pradzios.

C6 gliomos eksperimentiniai tyrimai atlikti naudojant kito gamintojo 5 -
aminolevulininés ragsties hidrochlorida (FLUKA). Preparato tirpalas buvo
suleidziamas intraveniskai. Naudotos dvi skirtingos dozés — 300 mg/kg ir 100

mg/kg.

2.2.7. Fluorescencijos spektry ir vaizdy apdorojimo procediira

Fluorescencijos spektry analizé atlikta Origin 6.0 Professional programiniu
paketu. I$ kiekvieno uzregistruoto spektro buvo atimamas CCD matricos foninis
triuk§mas bei spektrai pakoreguoti pagal OC13 (arba KC10, kuomet
fluorescencijos zadinimui naudoti §viesos diodai) filtro pralaidumo charakteristika.

Vaizdy apdorojimas atliktas Matlab programiniu paketu.

2.2.8. Eksperimentinio spektrofluorimetrinio metodo diagnostiniy
rodikliy apskaiciavimas

Kiekybiniam  spektrofluorimetrinio metodo  patitkimumo  [vertinimui
(statistinei duomeny analizei) buvo apskai¢iuotos integrinio intensyvumo vertes,
vertinant normuoty sveiky smegeny struktary ir naviko fluorescencijos spektry
vidurkiy integrinio intensyvumo vertes gautas suintegravus plota po pirmaja PpIX

smaile.
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Kiekvieno bandomojo gyvuno atveju buvo uzregistruojami fluorescencijos
spektrai 1§ keturiy skirtingy sriciy: naviko, sveiky smegenuy (priesingame smegeny
pusrutulyje) bei abejotiny audiniy — abejotinas sveikas audinys ir abejotinas
navikas (naviko skiepijimo pusrutulyje). Matavimy vieta pazymima specialiu dazu
ir tuomet bandomieji gyvunai priskiriami vienai 1§ triju grupiy (atsitiktinio
skaiciaus verte generuojama kompiuterio pagalba):

o 1 grupé (9 ziurkés) - pasirinkti taskai jvardijami (navikas, abejotinas
navikas, abejotinai smegenys, smegenys) mikroskopo kontroléje
(chirurgo vertinimas). Biopsija tik i§ pazymeéty tasky;

o 2 gupé (9 ziurkés) - pasirinkti taskai jvardijami remiantis
spektrofluorimetriniais matavimais (remiantis spektry analize).
Biopsija tik i§ pazymeéty tasku;

o kontroliné grupé (9 ziurkés) - pasirinkti ir pazymeti taskai jvardijami
morfologinio tyrimo metu: navikas yra arba naviko néra.
Morfologiniam tyrimui imtas visas pazeistas smegeny pusrutulis.

Eksperimentas budavo pabaigiamas imant i§ kiekvieno tirto tasko dazais
pazyméty audiniy biopsija morfologiniam istyrimui. I§ viso trijose bandymuy
grupése vertinta 99 biopsijos. Gavus morfologines i$vadas, {vertinti kiekvieno i§
diagnostikos metody (mikroskopinio ar spektrofluorimetrinio) jautrumas,
specifiskumas ir tikslumas. Siame tyrime “auksinio standarto” metodu laikyta
morfologinio tyrimo isvada.

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojant NCSS2000 ir SPSS 11.5
programinius paketus. Diagnozuojant mikroskopo pagalba ir
spektrofluorimetriniu metodu, jautrumas, specifiSkumas ir tikslumas skaiciuoti
lyginant su morfologinio tyrimo iSvadomis. Tam buvo sudaroma susijusiy
pozymiy lentelé:

2.1. lentelé. Susijusiy poZymiy lentelé spektrofluorimetrinio metodo
jautrumo, specifiSkumo ir tikslumo skai¢iavimams

Spektrofluorimetrinis Morfologinis tyrimas
metodas TAIP NE
TAIP Tikrai teigiamas TT Klaidingai teigiamas KT
NE Klaidingai neigiamas KN Tikrai neigiamas TN
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Spektrofluorimetrinio  metodo  jautrumo, specifiskumo ir  tikslumo
skai¢iavimai buvo atliekami pagal formules:
1T

TT+ KN’

TN
TN + KT’

TT +TN
TT+TN + KT + KN

Jautrumas =

Specifiskumas =

Tikslumas =

Klaidingo diagnozavimo tikimybéms (daznumams) palyginti buvo taikytas
tikslus FiSerio kriterijus. Taskas, skiriantis mazos ir didelés naviko rizikos grupes
nustatytas 1§ ROC (Receiver Operating Characteristics - imtuvo funkcinés
charakteristikos) kreiviy. Spektrofluorimetrinio metodo bei makroskopinio

vertinimo statistiné duomeny analiz¢ atlikta dr. K.Skaumino [29].
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2.3. Pagrindiniai rezultatai

2.3.1. Savosios fluorescencijos tyrimo rezultatai
2.3.1.1. 101.8 gliomos savosios fluorescencijos tyrimo in vivo rezultatai

Tiriant sveiky smegeny ir eksperimentiniy naviky - 101.8 gliomos savajq
fluorescencija, nustatyta, kad nedideli skirtumai matomi tarp to paties ar atskiry
gyvuny sveiky ir navikiniy audiniy, tuo tarpu lyginant atskiry gyvany tik sveiky
arba tik naviko audiniy fluorescencijos spektry formos skirtumai néra tokie
zenklas. Sunormavus vidutinius sveiky smegeny audiniy ir smegeny naviko

savosios fluorescencijos spektrus isryskéjo spektry formos skirtumai (2.7. pav. A).
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A) —— sv. smegeny audinys B)
124 A ----navikas ) 35 4 T
2y e sv. smegeny audinys -+
A (gyvinas be naviko) 304 I
> _
@ ;
s o 254
E %
3 g 204
@ ]
[= >
£ @ 154
= &
— a
= £ 404
54
0.0+— ‘ ; ; === 0
600 650 700 750 800 850 sv. smegeny audinys navikas

Bangos ilgis (nm)
2.7. pav. A) sveiky smegeny audiniy (kontroliné sritis) ir smegeny naviko
savosios fluorescencijos spektry vidurkiai (spektrai sunormuoti j vienetinj
intensyvuma ties 600 nm). B) sveiky smegeny audiniy ir smegeny naviko
integriniy fluorescencijos intensyvumy vertés gautos integruojant plota po
pirmaja PpIX smaile 620-660 nm spektrinéje srityje. Vertés pateiktos kaip
vidurkis * vidutinis kvadratinis nuokrypis (SD) (reik§mingumo lygmuo
p=0,05). (Nsv.sm...=10, SD=1,2; nn.v.=15, SD=1,8)

Eksperimentiniy gyvany su ir be smegeny naviko - 101.8 gliomos, sveiky
smegeny savosios fluorescencijos spektrai skiriasi spektrinéje srityje nuo 600 nm
iki 720 nm. Sie sveiky smegeny audiniy (kontroliné sritis) savosios fluorescencijos
spektro formos pokyciai galimai yra susij¢ su naviko implantacija t.y. smegeny
apsauginio - hematoencefalinio barjero pazeidimu arba dél gyvanui sukeliamo
streso naviko skiepijimo procedaros metu. Smegeny navikui, spektro formos
skirtumai Sioje srityje yra nezymiai didesni nei sveiko audinio gyvuno su naviku -
salyginai labiau isreiksta pirmoji endogeninio protoporfirino smailé ties 636 nm,
taciau $is skirtumas yra daug didesnis jei palyginsime su sveiky smegeny audiniu

gyvuno be naviko. Tiek sveiky audiniy, tiek ir naviko spektre matoma jduba ties
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580 nm, kuri yra salygota hemoglobino sugerties. Kadagi spektry registravimas
atlickamas in situ, nesutrikdant gyvuno gyvybiniy funkcijy, todél kraujas ir jo jtaka
daugiau ar maziau bus juntama analizuojant eksperimentinius duomenis. Nors
stebimi normuoty fluorescencijos spektry skirtumai tarp sveiky smegeny audiniy
(gyvuno su naviku) ir smegeny naviko néra dideli, taciau yra salygoti endogeninio
protoporfirino santykinio kiekio padidéjimu navikinio darinio srityje. Suintegravus
plota po kreive, 620 — 660 nm spektrinéje srityje, atitinkancioje pirmaja
endogeninio protoporfirino smail¢ (smailé ties 636 nm) buvo jvertintos integrinio
intensyvumo vertés, parodancios PpIX koncentracijos skirtumus tarp smegeny
naviko ir sveiko smegeny audinio. Nustatyta, kad sveiko smegeny audinio vidutine
fluorescencijos integrinio intensyvumo verté¢ — 30,2+1,2 s.v., tuo tarpu smegeny
naviko — 33,2+1,8 s.v. Taigi optinis kontrastas tarp sveiky smegeny audiniy
(gyvunas su naviku) ir smegeny naviko néra pakankamas audiniy diferenciacijai.
Taciau palyginus $iy audiniy skirtuminiy spektry, gauty i§ uzregistruoty sveiky
smegeny audiniy (gyvunas su naviku) ir naviko savosios fluorescencijos spektry
atémus gyvuno be naviko sveiky smegeny audiniy fluorescencijos spektra,
integrinio intensyvumo verte 620 — 660 nm spektrinéje srityje nustatyta, kad
sveiky smegeny audiniy vidutiné fluorescencijos integrinio intensyvumo verté —
3,8%1,2 s.v., tuo tarpu smegeny naviko — 6,8=1,8 s.v. (2.8. pav.). Taigi skirtuminiy
spektry analizés déka gaunamas didesnis optinio kontrasto skirtumas tarp

smegeny naviko ir sveiky smegeny audiniy (gyvunas su naviku), kuris galéty buti

0,6 124
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- - - - navikas
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0.4+ e ;
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2.8. pav. A) sveiky smegeny audiniy (kontroliné sritis) ir smegeny naviko
skirtuminiai savosios fluorescencijos spektrai. B) sveiky smegeny audiniy ir
smegeny naviko integriniy fluorescencijos intensyvumy vertés gautos
integruojant plotg po pirmaja PpIX smaile 620-660 nm spektrinéje srityje. Vertés
pateiktos kaip vidurkis * vidutinis kvadratinis nuokrypis (SD) (reik§mingumo
lygmuo p=0,05). (Nsv.sm...=10, SD=1,2; npn.v. =15, SD=1,8)
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reik§mingas rodmuo identifikuojant glijos navika pasitelkiant savosios
fluorescencijos metoda.

Pazymétina, kad gyvany su implantuotu smegeny naviku, sveiky smegeny
audiniy ir naviko spektry formos skirtumai yra saviti ir salygoti jvairiy endogeniniy
porfiriny santykinio kiekio skirtumy audiniuose. Siekiant isryskinti spektro formos
savitumy skirtumus bei iSskirti atskiry endogeniniy porfiriny daroma jtaka
registruojamam fluorescencijos spektrui, buvo atlikta detalesné palyginamoji
gyvany su implantuotu naviku sveiky smegeny audiniy ir smegeny naviko
skirtuminiy spektry analizé. Kaip matyti i§ pateikto skirtuminiy spektry paveikslo
(2.8. pav. A), navikui charakteringesné astresné (tuo paciu ir siauresné)
fluorescencijos smailé ties 636 nm bei fluorescencijos juosta ties 700 nm - su
praplatéjimu link 680 nm ir statesniu ilgabangiu $laitu, tuo tarpu sveiky smegeny
audiniy fluorescencijos juosta ties 636 nm yra platesné ir Iékstesné, o
fluorescencijos juosta ties 700 nm — labiau pasislinkusi link trumpabangés spektro
srities ir lékstesniu ilgabangiu $laitu. Sie spektro formos skirtumai rodo, kad siy
audiniy savosios fluorescencijos spektrg formuoja keletas skirtingy endogeniniy
porfiriny. Endogeniniam protoporfirinui IX budingos fluorescencijos smailés ties
636 nm ir 706 nm, tuo tarpu vandenyje tirpus endogeniniai porfirinai pasizymi
fluorescencijos smailémis ties 625 nm (koproporfirinas III) bei 620 nm
(uroporfirinas III). I§ smegeny naviko skirtuminio spektro atémus sveiky
smegeny skirtuminj spektra buvo gautas skirtuminis spektras, kuris savo forma ir
fluorescencijos smailiy padétimis (ties 636 nm ir 706 nm) atitinka endogeniniam
PpIX charakteringa fluorescencijos spektra (2.9. pav. L (B-A)). Taigi smegeny

naviko savosios fluorescencijos spektre dominuoja endogeninis PpIX, taciau taip

0.6 1
@ 2.9. pav. Sveiky smegeny audiniy it

T ®) naviko skirtuminiai ~ spektrai:

Lizire (A) - 18 sveiky smegeny audiniy
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smegeny audiniy spektra, L. (B-A)
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pat yra ir kity vandenyije tirpiy endogeniniy porfiriny, kurie dominuoja tik sveiky
smegeny audiniy savosios fluorescencijos spektre.

Siekiant parodyti, kad sveiky smegeny audiniy savosios fluorescencijos
spektre dominuoja tik vandenyje tirpus endogeniniai porfirinai, pasitelkiant Origin
Pro8 programinio paketo funkcijq ,,Fit multi-peaks buvo sumodeliuotas sveiky
smegeny audiniy fluorescencijos spektras (2.10. pav. A). Pasirinktos penkios
Gauso funkcijos, kuriy smailiy padétys atitiko 590 nm, 626 nm, 671 nm, 684 nm ir
715 nm bangos ilgius, t.y. laikoma, kad sveiky smegeny audinyje dominuoja tik
vandenyje tirpus endogeniai porfirinai, kuriy fluorescencijos smailés yra ties 626
nm ir 684 nm. Smailés ties 590nm, 715 nm formuoja savosios fluorescencijos
bazing spektro forma (t.y. pradinj lygmenj ties 600 nm ir ilgabangj slaita virs 710
nm), tuo tarpu smailé ties 671 nm buvo iskaityta atsizvelgiant | eksperimentinius
rezultatus bei spektro formos pokycius ties Siuo bangos ilgiu (gali buti salygota
fluorescuojancio pasaro pigmento, susidaranciy degradaciniy produkty arba kaip
kity vandenyje tirpiy endogeniniy porfiriny antroji smailé).

Gautas modelinis penkiy Gauso funkciju suminis spektras savo forma
sutampa su eksperimentiniu sveiky smegeny savosios fluorescencijos spektru
(2.10. pav. B). Taigi, galime teigti, kad sveiky smegeny audiniy savosios
fluorescencijos spektra formuoja vandenyje tirpus porfirinai. Antrosios
fluorescencijos smailés formai jtakos gali turéti ir fluorescuojancio pigmento

smailé ties 671 nm.
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2.10. pav. A) sveiky smegeny audiniy modelinis spektras gautas susumavus
penkias Gauso funkcijas: ties 590 nm(plotis — 27,7, intensyvumas — 0,68), 626 nm
(plotis — 43,4, intensyvumas — 0,89), 671 nm (plotis — 44,9, intensyvumas — 0,1),
684 nm (plotis — 44,9, intensyvumas — 0,28) ir 715 nm (plotis — 106,7, intensyvumas
- 0,18). B) normuoti sveiky smegeny audiniy ir modelinis spektrai bei jy
skirtuminis spektras
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Taigi smegeny naviko savosios fluorescencijos spektre dominuoja PpIX, o
taip pat yra ir vandenyje tirpiy endogeniniy porfiriny, kuriy santykinis kiekis
identiskas sveiky smegeny audiniy atvejui. Tuo tarpu gyvany su implantuotu
naviku sveiky smegeny audiniy savosios fluorescencijos spektre isskirtinai
dominuoja tik vandenyje tirpus endogeniniai porfirinai, taciau sie porfirinai néra
stebimi gyviny be naviko sveiky smegeny audiniuose (kontroliné sritis).

Uzregistruoti gyvuny su implantuotu naviku sveiky smegeny audiniy ir
smegeny naviko savosios fluorescencijos spektrai in vivo buvo palyginti su iy
audiniy fluorescencijos spektrais post-mortem (ex vivo) (2.11. pav.). Nustatyta,
kad tiek savosios fluorescencijos spektro smailiy padétys, tiek ir naviko sutampa

su fluorescencijos spektry smailiy padétimis uzregistruotomis in vivo (2.7. pav.).
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2.11. pav. Normuoti sveiky smegeny audiniy ir smegeny naviko savosios
fluorescencijos spektrai post-mortem (ex vivo). Spektrai sunormuoti | vienetinj
intensyvuma ties 600 nm

Smegeny naviko fluorescencijos spektre, uzregistruoto navikinio darinio
pjuvyje po gyvuano mirties, dominuoja endogeninis protoporfirinas IX. Tuo tarpu
sveiky smegeny audiniy savosios fluorescencijos spektre (post-mortem,
uzregistruota pjuvyje), matomos aiskios, vandenyje tirpiy endogeniniy porfiriny
fluorescencijos smailés (ties 628 nm ir 688 nm). Be to, skiriasi ir fluorescencijos
santykinis intensyvumas spektrus registruojant nuo audinio pavirsiaus ar padarius
tirlamo audinio pjuvi ir uzregistravus giliau esanciy audiniy savosios
fluorescencijos spektra.

Taigi navikiniy dariniy lokalizavimui, o tuo paciu ir smegeny audiniy
diferenciacijai, taikant savosios fluorescencijos metoda, tikslinga vertinti to paties

gyvano sveiky audiniy ir smegenuy naviko integriniy intensyvumy santykj
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L >0 650(SViaud.)/ 1, oo(nav.), apibréziantj endogeninio protoporfirino santykinio
kiekio pokyti glijos naviko atveju. Norint gauti didesnj optinj kontrasta, integrinio
intensyvumo verte galima skaiciuoti vadovaujantis sveiky smegeny audiniy ir

naviko skirtuminiais spektrais.

2.3.1.2. Eksperimentiniy gyviny skirtingy audiniy savosios
fluorescencijos tyrimo ex vivo rezultatai

Tiriant (vairiy Wistar linijos ziurkiy (gyvinai su naviku) skirtingy audiniy
savajq fluorescencija pastebéta, kad kai kurie audiniai (pvz., oda, antkaulis ir kt.)
pasizymi daug intensyvesne fluorescencija raudonoje spektro srityje su
endogeniniam  protoporfirinui  charakteringomis  fluorescencijos smailémis
registruojamame spektre. Atlikti tyrimai ex vivo parodé, kad beveik visuose
(iSskyrus sveiky smegeny baltaja substancija, kontroliné sritis) Wistar linijos
ziurkiy audiniy savosios fluorescencijos spektruose dominuoja endogeninio
protoporfirino smailés ties 636 nm ir 707 nm, taciau skiriasi ju santykinis
intensyvumas (2.12. pav. A). Didziausia santykiné endogeninio protoporfirino
koncentracija nustatyta odoje ir virskinamajame trakte (skrandis, pl. ir st. Zarna), o
maziausia - plaukuose. Tuo tarpu sveiky smegeny (kontroliné sritis) savosios
fluorescencijos spektre jokiy endogeniniam porfirinui charakteringy smailiy néra.
Taigi fluorescencijos intensyvumo pokyciai ties 636 nm atspindi PplIX

koncentracijos skirtumus eksperimentiniy gyvany audiniuose.

L.y —— navikas 209 By
A —— sv. smegeny aud. —— raumuo
157 [\ uodegos oda ——— kepeny audinys (vidus)
144 In —— skrandis inkstai (vidus)
- ‘ plaukai ~ 1.5 antkaulis
> 4o ] I galvos oda = $lapimo paslés sienelé
‘umj i / —— pl. zama :‘% —— sv. smegeny audinys
g —— inkstai 8
5 8. /A —— st. zama 5 1.04
: /W H
S 6 y 5
g \ / \ c
— \\ — 0,5
o 44 \ [
2 .
0 T T T e T 1 0.0 T T T T T 1
600 650 700 750 800 850 600 650 700 750 800 850
Bangos ilgis (nm) Bangos ilgis (nm)

2.12. pav. Normuoti skirtingy audiniy (gyvinai su smegeny naviku) savosios
fluorescencijos spektry vidurkiai uZregistruoti ex vivo (n=3). Spektrai sunormuoti |
vienetinj intensyvuma ties 600 nm
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Ivertinus integrinio fluorescencijos intensyvumo verte (suintegravus plota po
kreive 620 — 660 nm spektrinéje srityje) nustatyta, kad naviko fluorescencija 2,6
karto intensyvesné nei sveiky smegeny audinio. Tuo tarpu odos savoji
fluorecencija 3,6 karto intensyvesné nei naviko ir 9,4 karto nei sveiky smegeny
audinio.

Atlikta palyginamoji normuoty skirtuminiy spektry analizé (i$ tiriamo
audinio spektro atimant sveiky smegeny savosios fluorescencijos spektra, kaip
atraminj déka endogeniniams porfirinams nebudingy fluorescencijos smailiy)
parodé, kad Siy audiniy fluorescencijos spektro formos skirtumai 650 — 700 nm
spektrinéje srityje, galimai yra salygoti fluorescuojancio pigmento ties 670 nm

(2.13. pav.).

2,54
—— st. Zamna
ﬂ —— inkstai
2,0 ) —— pl. Zzarna
—— skrandzio sienelé
- —— plaukai
S
2 15
s
(1]
E
g
S 1,0
E
0.54
0,0

600 650 700 750 800 850
Bangos ilgis (nm)

2.13. pav. Normuoti skirtuminiai skirtingy audiniy savosios fluorescencijos
spektrai. Spektrai sunormuoti | vienetinj intensyvuma ties 710 nm

Tiriant kai kuriy kity audiniy savaja fluorescencija ex vivo, buvo nustatytas ir
vandenyje tirpiy endogeniniy porfiriny indélis | registruojamg spektra (2.12. pav.
B). Antkaulio ir slapimo puslés savosios fluorescencijos spektre atsiranda dvi
papildomos smailés: iSraiSkinga smailé ties 620 nm ir 680 nm. Inksty vidaus
audiniy fluorescencijos spektre taip pat stebime spektro formos iskraipymus ties
625 nm. Tuo tarpu kepeny tiek isorées, tiek vidaus audiniy savosios fluorescencijos
spektrai pasizymeéjo tik nedideliais spektriniais pokyciais ties 620 nm su nezymia
smaile ties 636 nm.

Skirtuminiy spektry analizé parodé, kad slapimo puslés sienelés savosios
fluorescencijos spektre dominuoja vandenyje tirpas endogeniniai porfirinai su
smaile ties 619 nm ir 684 nm (uroporfirinas III), tuo tarpu nugaros raumens

savosios fluorescencijos spektre vyrauja endogeninis protoporfirinas (smailés ties
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636 nm ir 706 nm) (2.14. pav. A). Antkaulio skirtuminiame spektre matomos tick
vandenyje tirpiy endogeniniy porfiriny, tiek ir protoporfirino fluorescencijos
smailés.

Inksty ir kepeny skirtuminiuose savosios fluorescencijos spektruose matoma
endogeninio protoporfirino smailé ties 636 nm bei stebimas spektro formos
i8kraipymas ties 625 nm ir 690 nm atitinkamai (2.14. pav. B). Be endogeninio
protoportfirino, $iuose audiniuose yra ir vandenyje tirpiy endogeniniy porfiriny

fluorescuojanciy ties 625 nm ir 691 nm (koproporfirinas III).

109 a) 107 g)
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619 nm | o e inkpstaiq d
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= AN ¢ 4 ------ §lapimo paslés sienele =
8 0,64 V0 i < 064
w w
o @
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=] 3
> >
% 044 > 044
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] L
= £
0,24 0.2 .
i ¥ "”mﬂ ki 9
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2.14. pav. Skirtingy audiniy skirtuminiai savosios fluorescencijos spektrai

Galima pazymeéti, kad gyvany, kuriems implantuotas smegeny navikas,
skirtingy audiniy savosios fluorescencijos spektrai pasizymi savitu jvairiy
endogeniniy porfiriny kiekiu, todél fluorescencijos intensyvumo, kaip audinyje
susikaupusio endogeninio protoporfirino IX santykinio kiekio vertinimas galimas
tik lyginant to paties tipo audinius. Nataralus endogeniny porfiriny kaupimasis
vairiuose audiniuose skirtingais kiekiais gali buti charakteringas Sios veislés
gyvuny bruozas ir yra salygotas jgimty ir specifiniy organizmo hemo biosintezés

ciklo reguliaciniy mechanizmuy.

2.3.1.3 C6 gliomos savosios fluorescencijos tyrimo ex vivo rezultatai

Atrankiai zadinant savaja fluorescencija nustatyta, kad dél pakitusiy
apykaitos procesy smegeny navike (eksperimentine C6 glioma) registruojami
spektrai pasizymi specifiniais skirtumais lyginant su sveiky smegeny struktaromis
(kontroliné sritis). Priklausomai nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio,

sveikose smegenyse intensyviausia fluorescencija 420-580 nm spektriniame
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intervale, kur fluorescuoja NADH, flavinai arba jy dariniai, o naviko
fluorescencijos intensyvumas didziausias 600-700 nm spektrinéje srityje, dél
endogeniniy porfiriny indélio | registruojama fluorescencijos spektra (2.15. pav. A

ir B).

504 A) 509 B) ——380nm
——— 380 nm
454 ——390 nm
4,0 —— 400 nm
410 nm
3,54 420 nm
—— 430 nm

3,0

' —— 440 nm

2,54
2,04

Fl. Intensyvumas (s.v.)

1,54

Fl. Intensyvumas (s.v.)

1,0
0,54

0,0 st . . . . 1 — T T T T T )
400 450 500 550 600 650 700 750 450 500 550 600 650 700 750
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2.15. pav. Normuoty sveiky smegeny (A) ir C6 smegeny gliomos (B)
savosios fluorescencijos spektry vidurkiai uZregistruoti Zadinant skirtingy
bangos ilgiy spinduliuote, (n=2). Spektrai sunormuoti | vienetinj intensyvuma
ties 605 nm

Lyginant apskaiciuoty integriniy intensyvumuy vertes 450 — 570 nm ir 606 -
706 nm spektriniuose intervaluose nustatyta, kad endogeniniy porfiriny
fluorescencija (606 -706 nm) smegeny navike daug intensyvesné nei sveiky
smegeny audiniy zadinant 380 — 440 nm bangos ilgio spinduliuote, tuo tarpu
naviko fluorescencijos intensyvumas mélynoje — zalioje spektrinéje srityje (450 —
570 nm) yra didesnis zadinant 400 — 410 nm bangos ilgio spinduliuote (2.16. pav.
A). Skaiciuodami integriniy intensyvumy santykj raudonoje ir mélynoje — zalioje
spektrinéje srityse, naviko atveju gautume didesnes santykio vertes nei sveiky
smegeny audiniui, o tai galima buty panaudoti $iy audiniy diferenciacijai (2.16.
pav. B). Naviko atveju, apskaiciuoty integrinio intensyvumo santykio verciy
issibarstymas yra daug didesnis nei sveiky smegeny audiniy, bei parodo Siy
audiniy metaboliniy procesy skirtumus - atsiranda tam tikry endogeniniy
fluorofory santykinio kiekio pakitimai dél patologijos.

Taciau vertindami fluorescencijos integrinio intensyvumo reiksmes tik
raudonoje  spektro  srityje, kurioje dominuoja  endogeniniai  porfirinai,
fluorescencija turéty buti zadinama 400-420 nm bangos ilgio spinduliuote. Tokiu
budu, deka efektyvaus PpIX fluorescencijos suzadinimo galimybé atskirti sveika

smegeny audinj nuo C6 gliomos padidéja.
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2.16. pav. A - sveiky smegeny audiniy ir smegeny naviko (C6 glioma)
fluorescencijos integriniy intensyvumy vertés skirtinguose spektriniuvose
intervaluose. B - sveiky smegeny audiniy ir smegeny naviko (C6 glioma)
fluorescencijos santykiniy integriniy intensyvumy verCiy pasiskirstymo
Zemélapis

Pazymeétina, kad tiek 101.8 gliomos, tiek ir C6 gliomos sveiky smegeny

audiniy savosios fluorescencijos spektre stebime vandenyje tirpiy endogeniniy

porfiriny fluorescencijos savitg braiza (2.7. pav. ir 2.17. pav.).
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2.17. pav. Normuoti sveiky smegeny audiniy savosios fluorescencijos
spektrai (A) bei jy skirtuminiai spektrai (a) Zadinant skirtingo bangos ilgio
spinduliuote. Spektrai sunormuoti | vienetinj intensyvuma ties 605 nm

Zadinant 380 — 400 nm bangos ilgio spinduliuote sveiky smegeny audiniy

(gyvunas su C6 glioma) savosios fluorescencijos spektre vyrauja nedideli spektro

formos iskraipymai 600 — 700 nm spektrinéje srityje. Atémus sveiky smegeny

audiniy spektra be charakteringyjy spektro iSkraipymy minétoje srityje (paimtas

sv. smegeny spektras zadinant 440 nm bangos ilgio spinduliuote), gautas

skirtuminis spektras iliustruojantis vandenyije tirpiy porfiriny, fluorescuojanciy ties

625 nm ir 686 nm, buvima (2.17. pav.).

Lyginant normuoty smegeny naviko savosios fluorescencijos spektry

formos skirtumus nustatyta, kad keiciant Zadinancios spinduliuotés bangos ilgj
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fluorescencijos spektruose vyrauja endogeniniams porfirinams charakteringos
smailés, tuo tarpu zadinant nuo 400 nm iki 430 nm - iSryskéja dar viena
fluorescencijos smailé ties 590 nm. Sveikam smegeny audiniui §i smailé beveik
néra charakteringa. Tik labai nezymus spektro formos pokytis jzvelgiamas ties 590

nm zadinant 410 ir 420 nm bangos ilgio spinduliuote.
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2.18. pav. Normuoti smegeny naviko (A,B) ir sveiky smegeny audiniy savosios
fluorescencijos spektrai bei jy skirtuminiai spektrai (a ir b) Zadinant skirtingo
bangos ilgio spinduliuote. Spektrai sunormuoti | vienetini intensyvumg ties 605 nm

Panasiai kaip ir 101.8 gliomos atveju, C6 gliomos savosios fluorescencijos
spektruose dominuoja endogeninis protoporfirnas IX bei, taip pat, matoma
vandenyje tirpiy porfiring daroma jtaka. Zadinant 440 nm bangos ilgio
spinduliuote, skirtuminiame spektre iSryskéja fluorescencijos smailé ties 671 nm,

kuri stebima tik navike (2.18. pav. b).

2.3.2. Eksperimentinio spektrofluorimetrinio metodo diagnostiniy
rodikliy skaiciavimo rezultatai
Panaudojus pertekling egzogeninio 5-ALA dozg, biologiniame audinyje

sutrikdomas nataralus hemo biosintezés ciklas, dél to organizme ima kauptis

-81 -



2 skvrius Eksperimentiniy galvos smegeny glijos naviky tyrimas

endogeninis protoporfirinas IX. Dél navikinéms lasteléms budingy metaboliniy
poky¢iy, PpIX selektyviau kaupiasi navikiniame audinyje nei sveikame.
Fluorescencijos intensyvumo pokyciai ties 636 nm atspindi PpIX koncentracijos
kitima eksperimentiniy gyvuny audiniuose, tokiu budu galima jvertinti per kiek
laiko po 5-ALA intraveninés injekcijos susikaupia maksimali fotosensibilizatoriaus
koncentracija. Tiriant 5-ALA indukuoto protoporfirino IX kaupimasi nustatyta,
kad didziausias kontrastas tarp sveiko ir eksperimentinio glijos naviko gautas
pra¢jus 6 valandoms po intraveninés 5-aminolevulininés ragsties injekcijos
(naudojant 300 mg/kg doze). Normuoti sveiky smegeny ir gliomos savosios bei
5-ALA sensibilizuotos fluorescencijos spektrinés charakteristikos pateiktos 2.19 A

ir B paveiksluose.
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2.19 pav. A) sveiky smegeny audiniy savosios ir 5-ALA indukuoto PpIX (6
val. po 300 mg/kg iv. injekcijos) fluorescencijos spektry vidurkiai. B)
smegeny naviko 101.8 gliomos savosios ir 5-ALA indukuoto PpIX (6 val. po
300 mg/kg iv. injekcijos) fluotescencijos spektry vidurkiai. (a) it (b) —
skirtuminiai spektrai prie§ it po 5-ALA injekcijos. Spektrai sunormuoti
vienetinj intensyvuma ties 600 nm

Lyginant sveiky smegeny fluorescencijos spektrus po intraveninés 5-ALA
injekcijos ir prie§, matome, kad fluorescencijos spektry forma bei intensyvumas

beveik nepasikeité (2.19. pav. A). Eksperimento metu nustatyta, kad gyvany su
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navikais sveiki smegeny audiniai beveik nekaupia PpIX - budingas tik nezymus
fluorescencijos padidéjimas pirmosiomis valandomis po 5-ALA injekcijos, o
fluorescencijos spektruose dominuoja vandenyje tirpus endogeniniai porfirinai
(kaip ir savosios fluorescencijos atveju) (2.19. pav. a). To priezastimi matomai yra
nepazeistas hematoencefalinis barjeras ribojantis 5-ALA ir PpIX apykaita bei
hemo biosintezés cikla reguliuojanciy fermenty aktyvumas. Tuo tarpu smegeny
navike po 5-ALA injekcijos stebime selektyvy indukuoto PpIX kaupimasi dél ko
fluorescencijos spektre isryskéja dvi protoporfirinui IX budingos smailés ties 636
nm ir 707 nm (2.19. pav. B).

Istirus jvairiy kity ziurkés audiniy fluorescencijos savitumus nustatyta, kad
skirtingi audiniai geba sukaupti skirtingus protoporfirino IX kiekius praéjus
seSioms valandoms po intraveninés injekcijos. Lyginamoji jvairiy audiniy
sensibilizuotos  fluorescencijos spektry analizé atlikta sunormavus spektry
vidurkius | vienetinj intensyvuma ties 600 nm bei suskai¢iavus integriniy
intensyvumy  vertes 620-660 nm spektrinéje srityje, atitinkancioje PpIX
intensyviausios smailés padét; (2.20. pav.). Intensyviausia PpIX fluorescencija
uzregistruota odoje (mazdaug 9 kartus didesné nei sveiky smegeny audinio). Tuo
tarpu antkaulio fluorescencija 1,4 karto intensyvesné nei naviko ir 5,7 karto nei
sveiky smegeny audinio. Gauti eksperimentiniai duomenys rodo, kad operacijos
metu itin svarbu atidziai parinkti tiriama vieta siekiant iSvengti klaidinancios

informacijos dél greta esanciy intensyviau fluorescuojanciy kity audiniy.

450
40r T 2.20. pav. Skirtingy audiniy PpIX
_3s0F fluorescencijos intensyvumas
> 300 [ praégjus 6 val. po 5-ALA
T intraveninés injekcijos. Vertés
! / T pateiktos  kaip vidurkis *
2 200 H T e . . .
g | % vidutinis kvadratinis nuokrypis
£ 1501 7 (SD) (teikdmingumo lygmuo
© 100} p=0,05). (n..=5, SD=89,7; n;1.=6,
5ol _ 7 SD=3,9; Nuna =6, SD=27.7; N =6,

ol V. 2z SD=60,8; nev.sm =6, SD=5,4)

oda plaukai antkaulis navikas sv. smegeny
audinys

Palyginus kity sensibilizuoty Ziurkés audiniy fluorescencijos intensyvumo

verte su savosios fluorescencijos intensyvumu nustatyta, kad sensibilizuotos odos
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fluorescencijos intensyvumas iSauga iki dviejuy karty, plauky fluorescencijos
intensyvumas nepakinta, tuo tarpu antkaulio fluorescencijos intensyvumas
padidéja iki keturiy karty.

Eksperimento metu nustatyta, kad registruojamo optinio kontrasto dydj
itakojo smegeny dangalas. Gauta, kad smegeny dangalas iki dviejy karty padidina
smegeny audiniy fluorescencijos signala. Tai itin aktualu vertinant sveiky smegeny
audinio 5-ALA indukuojamo PpIX fluorescencijos intensyvuma. Todél visy
atliekamy bandymy metu dangalai buvo pasalinami ir registruojama baltosios
smegeny substancijos fluorescencija.

Kiekvieno eksperimentinio gyvuno atveju buvo registruojami fluorescencijos
spektrai 1§ keturiy skirtingy smegeny audinio viety: pasirenkamos trys skirtingos
sritys pazeistame smegeny pusrutulyje (atitinkancios navika, abejoting navika bei
abejoting sveika audinj) ir viena kontroliné sritis - sveiky smegeny audiniy
fluorescencijai i$ priesingo smegeny pusrutulio. 2.21 pav. pateikti naviko pazeisto
smegeny pusrutulio skirtingy viety ir sveiky smegeny fluorescencijos spektry
vidurkiai. Pazymétina, kad fluorescencijos intensyvumai skirtinguose naviko
pazeisto smegeny pusrutulio taskuose yra skirtingi. To priezastimi yra sparti
navikiniy lasteliy proliferacija ir infiltratyvus naviko augimo pobudis bei neaiskios
ribos, ko pasékoje greta centrinés gliomos vietos (skiepijimo vieta) atsiranda
[vairios paribinés sritys, kuriose vyksta navikiniy lasteliy infiltracija { greta esancius
sveikus smegeny audinius. Tokiu budu, dalis Zadinancios spinduliuotés

formuojamo $viesos lauko apima navikines lasteles, o kita - sveikas smegeny

lasteles.
5
—— skirtingos sritys naviko paZeistame
smegeny pusrutulyje
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Lyginant normuoty sveiky smegeny (kontroliné sritis) ir abejotino audinio
srities (naviko pazeistas smegeny pusrutulis) fluorescencijos spektry vidurkius
nustatyta, kad tais atvejais, kai neturime naviko pazeisty smegeny audiniy
struktary (navikinés lastelés buvo implantuotos | eksperimentini gyving taciau
navikas neuzaugo (2.22. pav. B) arba jo lastelingumas néra didelis (2.22. pav. A)),
fluorescencijos spektruose dominuoja PpIX budingos smailés, taciau ju

intensyvumas zenkliai mazesnis nei navikinio darinio atveju (2.21. pav. ir 2.22.

pav.).
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2.22. pav. Skirtingy gyviny (A ir B) normuoti sveiky smegeny ir naviko
paZeisty smegeny audiniy struktiry fluorescencijos spektry (uZregistruoty
kontrolinéje srityje ir naviko paZeistame smegeny pusrutulyje) vidurkiai. A)
naviko lgstelingumas mazZas, B) naviko néra. Spektrai uzregistruoti praéjus 6 val.
po 5-ALLA dozés i.v. injekcijos (sunormuoti ties 600 nm)

2.22 paveikslo A iliustracijoje pateikti eksperimentinio gyvuno smegeny
audiniy fluorescencijos tyrimo rezultatai, kuomet pra¢jus 12 pary po naviko
implantacijos, naviko lastelingumas yra mazas ir mikroskopu stebimas infiltratyvus
naviko augimas smegeny paviriuje. Siuo atveju, abejotinas audinys skiepijimo

vietoje (pazyméta 1) yra naviko uzuomazga, o Salia pasirinkta abejotino audinio
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sritis (pazyméta 2) — sveikas smegeny audinys (remiantis morfologo isvada).
Skirtuminiy spektry analizé¢ parodé, kad pirmu numeriu pazenklintos abejotino
audinio srities spektre dominuoja protoporfirino IX fluorescencijos smailés, tuo
tarpu antruoju numeriu pazenklintos srities spektre vyrauja vandenyje tirpiy
endogeniniy porfiriny braizas, kuris stebimas ir sveiky smegeny spektre
(kontroliné sritis) tik mazesnio santykinio intensyvumo. Tuo atveju, kai pra¢jus 12
pary po naviko implantacijos eksperimentinio naviko neturime (navikas
neuzaugo), tik nezymus PpIX fluorescencijos pédsakas stebimas naviko skiepijimo
vietoje (2.22. pav. B, pazyméta 1 numeriu). Salia esanéiy abejotiny smegeny sriciy
fluorescencijos spektrai savo forma ir santykiniu intensyvumu labiau panasus i
sveiky smegeny audiniy (kontroliné sritis) fluorescencijos spektra.

Protoportfirino kaupimasis pazeisto pusrutulio smegeny strukturose yra
salygotas pazeisto hematoencefalinio barjero naviko skiepijimo proceduros metu,
bei léme 5-ALA ir PpIX apykaita. Todél nezymus PpIX fluorescencijos pédsakas
gali buti registruojamas skiepijimo pazaidos vietoje, bei nezymiai jtakoti sveiky
smegeny fluorescencija déka vandenyje tirpiy porfiriny santykinio kiekio
padidéjimo. Pazymeétina, kad net ir tais atvejais, kai naviko lastelingumas mazas,
salia naviko esanciy audiniy fluorescencijos signalas santykinai padidéja labiau, nei
tais atvejais, kai naviko neturime. T.y. navike vyksta spartesné PpIX sintezé bei
didesné dalis vandenyje tirpiy porfiring yra iSplaunama | aplinkinius sveikus
smegeny audinius déka edemos. Tokiu budu fluorescencijos vazidinimo
eksperimentuose padidéjusi porfiriny koncentracija gali klaidinti  vertinant
paribines naviko isplitimo ribas | greta esancius sveikus smegeny audinius. Taciau
spektriniai poky¢iai aiskiai parodo vandenyje tirpiy porfiriny ir PpIX indélj, bei
leidzia atskirti edemos salygota smegeny sensibilizacija bei navika — déka navikui
budingos PpIX apykaitos.

Siekiant statistiSkai jvertinti spektrofluorimetrinio metodo galimybes
identifikuoti eksperimentinj galvos smegeny navika — 101.8 glioma, buvo atlikti
eksperimentiniai  tyrimai nustatyti viduting sveiky smegeny ir naviko
fluorescencijos intensyvumuy skiriamaja ribing verte. Vertinant normuoty sveiky

smegeny struktary ir naviko fluorescencijos spektry vidurkiy integrinio
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intensyvumo vertes, gautas suintegravus plota po pirmaja PpIX smaile (620 — 660
nm spektriniame intervale), nustatyta, kad vidutiné sveiko smegeny audinio
fluorescencijos intensyvumo verté siekia 40£13 s.v., tuo tarpu navikui — 116+73
s.v. (sveiky smegeny struktaros analizé atlikta vertinta 20 bandiniy duomenis ir
esant morfologinio tyrimo atsakymui — sveikas audinys; naviko analizé atlikta
vertinant 19 bandiniy duomenis ir esant morfologinio tyrimo atsakymui - navikas).
Gautos skaitinés vertés atspindi PpIX indelj { bendra registruojama tam tikros
smegeny srities fluorescencijos spektra.

Remiantis atliktos analizés duomenimis buvo nustatytos ribinés vertés galvos
smegeny navikui ir sveiky smegeny audiniui atskirti: navikui — 87 s.v. (verté gauta
() 1oy )/ 2 sveikam smegeny audiniui — 43,5 (=87/2) s.v. Tiriamasis
audinys, kurio integrinio intensyvumo verte > 87 s.v. buvo priskiriamas navikui
(IV sritis), jei verte < 87 s.v. bet > 43,5 s.v. — abejotinam audiniui (II ir III sritis),
tuo tarpu vertés < 43,5 s.v. — priskiriama tikrai sveikam smegeny audiniui (I sritis).
Abejotino audinio stitis papildomai buvo padalinama j dvi lygias dalis ((87-43,5)/2
= 065,2). Integriniy intensyvumy sritis nuo 43,5 s.v. iki 65,2 s.v.— bandiniai
priskiriami abejotinam sveikam audiniui (II sritis), tuo tarpu srityje 65,2 s.v. iki 87
s.v. — abejotinas navikas (III sritis).

Kiekybiniam 5-aminolevulininés rugsties indukuotu protoporfirino IX
sensibilizuoty  galvos  smegeny gliomy intraoperacinés  fluorescencinés
diagnostikos metodo patikimumo jvertinimui eksperimente naudojome 27 gyvuny
duomenis. Eksperimentinio bandymo metu kiekvienai gyvuno tirtai smegeny
struktury vietai buvo apskaiciuota integrinio intensyvumo verté atitinkanti PpIX
indeélj { bendra registruojama spektra bei priskiriama vienai i§ anksciau jvardinty
sriciy: IV sritis - navikas, III sritis - abejotinas navikas, II sritis - abejotinas sveikas
audinys ir I sritis - sveikas smegeny audinys. 2.23 paveiksle pateiktos kiekvienai
paimtai biopsijai apskaiciuotos integriniy intensyvumuy vertés bei skaitiniy verciy
ribos, pagal kurias eksperimentiskai tirty audinio sriciy duomeny vertés priskirtos
atitinkamai grupei. Bandymo metu i§ viso paimta 105 biopsijos, taciau
spektrofluorimetrinio metodo jautrumo, tikslumo ir specifiskumo skaiciavimai

atlikti naudojant tik 99 biopsiju duomenis, kuriose rastas audiniy zymeéjimo dazas.

-87 -



2 skvrius Eksperimentiniy galvos smegeny glijos naviky tyrimas
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2.23. pav. Tirty smegeny struktary skirtingy viety, i§ kuriy buvo imama
biopsija morfologiniam tyrimui, apskaiCiuoty integriniy intensyvumy vertés
gliomos 101.8 Stamui. Horizontalios linijos zymi apskaiciuotas ribines vertes
bandiniy paskirstymui { atskyras sritis: I — tikrai sveikas audinys; II — abejotinas
sveikas audinys; III — abejotinas navikas; IV — tikrai navikas. (kiekvieno pazyméto
stulpelio spalva atitinka morfologinio tyrimo i$vada)

Kaip matyti 1§ pateikto paveikslo, beveik pusé apskaiciuoty skaitiniy verciy
patenka | paribing sritf — abejotinas navikas/abejotinas sveikas audinys.
Pazymeétina, kad pazeisto pusrutulio sveiky smegeny fluorescencijos intensyvumas
yra santykinai didesnis nei sveiky smegeny fluorescencija registruojant
priesingame smegeny pusrutulyje (kontroliné sritis). Tai gali salygoti tam tikras
paklaidas vertinant naviko paribines sritis gretimuose sveikuose smegeny
audiniuose.

Remiantis gautomis morfologinio tyrimo iSvadomis buvo apskaic¢iuotos
vidutinés integrinio intensyvumo vertés (pateiktos kaip vidurkis T vidutinis
kvadratinis nuokrypis (SD)) galvos smegeny 101.8 gliomai ir sveiky smegeny
audiniui. Nustatyta, kad vidutiné integrinio intensyvumo verté galvos smegeny
navikui — 115%70,5 s.v. (minimali verté¢ — 42 s.v., maksimali verté¢ — 291 s.v.; 33
biopsijos, i§ kuriy 29-iose rastas audiniy zyméjimo dazas), tuo tarpu sveikam
smegeny audiniui — 45+15,5 s.v. (minimali verté — 28 s.v., maksimali verté — 85,5
s.v.; 71 biopsija, i$ kuriy 70-yje rastas audiniy zymeéjimo dazas). Pastaraja grupe
galima suskirstyti { dvi: sveikas smegeny audinys naviko pazeistame smegeny

pusrutulyje — vidutiné verte siekia 491+16,6 s.v. (min — 29,2 s.v., max — 85,5 s.v.) ir

-88 -



2 skvrius Eksperimentiniy galvos smegeny glijos naviky tyrimas

sveikas smegeny audinys fluorescencija registruojant prieSingame smegeny
pusrutulyje — 381+10,7 s.v. (min — 28 s.v., max — 73 s.v.).

Eksperimentiniy duomeny analizé parodé, kad mazdaug 40% visy integrinio
intensyvumo verciy patenka | paribing stitj — abejotinas navikas/abejotinas sveikas
audinys (2.23. pav.). Nustatyta, kad naviko atveju 36,4% integrinio fluorescencijos
intensyvumo skaitiniy vercéiy yra mazesnés nei 87 s.v. (riba tarp abejotino audinio
ir tikrai naviko), i§ kuriy 18,2 % yra mazesnés nei 65,2 s.v. (apskaiciuota ribiné
verte tarp abejotino sveiko audinio ir abejotino naviko). Tuo tarpu sveikam
audiniui tik 10 % visy verciy (70 biopsijy) didesnés nei 65,2 s.v.

Remiantis tirty audinio sri¢iy atlikta klasifikacija, pagal integrinio
intensyvumo skaitines vertes buvo sudarytos susijusiy pozymiy lentelés bei
apskaiciuotas taikyto metodo — vertinimas mikroskopo pagalba arba vertinimas
remiantis spektrofluorimetriniais duomenimis - jautrumas (t.y. teisingai nustatyty
patologijos (gliomos) diagnoziy skaicius), specifiskumas (t.y. teisingai nustatyty
sveiky atvejuy (sveikas smegeny audinys) procentas) ir tikslumas (t.y. teisingy
diagnoziy ir visy diagnoziy santykis). Siekiant optimizuoti spektrofluorimetriniy
duomeny vertinima, kiekvienai apskaiciuotai skaitinei vertei, apibrézianciai PpIX
kiekj tirlamajame audinyje, buvo sudaryta jautrumo ir specifiSkumo linijiné
diagrama, kurios déka nustatyta optimali skaitiné verté, apibrézianti minimalig
naviko nediagnozavimo rizika (kuo didesnis spektrofluorimetrinio metodo
jautrumas) isliekant kuo didesniam specifiSkumui. ROC kreiviy sankirtos taskas
ties 62,2 skaitine verte butent ir yra ta skiriamoji skaitiné verté tarp mazos ir
didelés naviko rizikos grupiy. Pazymeétina, kad remiantis atliktu integriniy
fluorescencijos intensyvumo verciy skai¢iavimu, pagal kurias atliktas bandiniy
suskirstymas | tirlamasias grupes statistineli analizei, skaitiné verté skirianti
abejoting sveika smegeny audinj ir abejoting navika lygi 65,2 s.v. Eksperimentiniy
duomeny statistiné analizé parodeé, kad eksperimentinés operacijos metu galvos
smegeny gliomos diagnozuotos 83 % jautrumu, 69 % specifiSkumu ir 73 %
tikslumu vertinant mikroskopu. Tuo tarpu intraoperaciniu spektrofluorimetriniu
budu Ziurkiy galvos smegeny piktybinés gliomos identifikuotos su 83 % jautrumu,

84 % specifiskumu ir 87 % tikslumu. Abieju grupiy metody jautrumas,
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specifiSkumas ir tikslumas skaic¢iuoti ,auksiniu standartu® (Simtaprocentinis
patikimumas) laikant morfologinio tyrimo iSvadas. Musy tyrimo duomenimis
spektrofluorimetrinio metodo tikslumas (teisingy diagnoziy skaicius) yra didesnis
nei diagnozuojant mikroskopo kontroléje. Pazymétina, kad selektyvus PpIX
kaupimasis galvos smegeny navike jgalina tiksliau diagnozuoti eksperimenting
glioma operacijos metu. [vertinti kiekybiniai parametrai rodo, kad
spektrofluorimetrija galéty buti papildoma efektyvi priemoné lokaliai gliomy
chirurginiai diagnostikai.

Remiantis gautomis morfologinio tyrimo isvadomis buvo jvertintas optinis
kontrastas tarp galvos smegeny naviko — 101.8 gliomos ir aplinkiniy sveiky
smegeny audiniy. Padalinus to paties gyvano naviko integrinio intensyvumo verte,
apskaiciuoty integruojant plota po kreive 620 — 660 nm spektriniame intervale, 1§
sveiko smegeny audinio vertés (fluorescencija registruojant kontrolinéje srityje)
tvertinome optinio kontrasto dydi. Nustatyta, kad stebimas fluorescencijos
kontrastas tarp sveiky smegeny ir naviko svyravo nuo 1:1,4 iki 1:8,7 (2.24. pav.).
Vidutiné optinio kontrasto tarp sveiky smegeny audinio ir gliomos skaitiné verté

siekia 2,9%1,9.
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2.24. pav. Sveiky smegeny ir naviko optinio kontrasto verCiy statistinis
pasiskitstymas. NV/SV — naviko ir sveiky smegenu santykis (apskai¢iuotas
kiekvienam gyvanui atskirai); SVP/SV — sveiky smegeny, naviko pazeistame
pusrutulyje, santykis su sveiku smegeny audiniu i§ priesingo smegeny pusrutulio
(kontrolinés srities); SV/SV vidurkio — sveiky smegeny ir visy bandomujy gyvany
sveiky smegeny vidurkio santykis. Vertés pateiktos kaip vidurkis T vidutinis
kvadratinis nuokrypis (SD) (reik§mingumo lygmuo p=0,05). (nsp/sv=32, SD=0,5;
Nav/sv=34, SD=1,9; ngv/svwidy=29, SD=0,3; % — zymi maksimalig ir minimalia vertes)
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2.25 paveiksle pateiktas vienas i$ eksperimentinés chirurginés operacijos
vaizdy, kuriame dazu pazymétos trys abejotino audinio vietos naviko pazeistame
smegeny pusrutulyje bei sveiky smegeny sritis prieSingame smegeny pusrutulyje
(kontroliné sritis). Greta pateikti fluorescencijos spektrai uzregistruoti pasirinktose
vietose. Remiantis morfologinio tyrimo isvada: kairysis smegeny pusrutulis visas
apimtas naviko, ka iliustruoja ir musy uzregistruoti spektrai (iSraiSkingos PpIX
smailés zymincios sensibilizatoriaus santykinj kieki audinyje), desinysis smegeny
pusrutulis — sveikas smegeny audinys (fluorescencijos spektre néra PpIX budingy

smailiy).
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2.25. pav. Eksperimentinés chirurginés intervencijos vaizdas su
paZymétomis tirtomis audiniy vietomis bei jose uZregistruoti
fluorescencijos spektrai (matavimai atlikti pra¢jus 6 val. po 300 mg/kg 5-ALA
dozés i.v. injekcijos)
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2.3.3. C6 gliomos fluorescencijos vaizdinimo in vivo tyrimo rezultatai

Remiantis skirtingose smegenuy struktarose uzregistruoty fluorescencijos
spektry analizés rezultatais nustatyta, kad fluorescencijos kontrastas tarp sveiky
smegeny baltosios substancijos ir naviko svyruoja nuo 1:1,4 iki 1:8,7 ir yra
pakankamas tikslesnei gliomos diagnostikai operacijos metu. Zenklis sukaupto
PpIX kiekio skirtumai lyginant sveika smegeny audini ir smegeny navika
patvirtino, kad 5-ALA indukuotas PpIX selektyviai kaupiasi galvos smegeny
gliomose. [verting spektrofluorimetrinio metodo galimybes atpazinti navika in
vivo chirurginés operacijos metu, atlikome papildomus eksperimentinius tyrimus
smegeny naviky atpazinimui in vivo remiantis registruojamu fluorescencijos
vaizdu. Fluorescencijos zadinimui sumontuota mobili ziedo formos Sviesos dioduy
matrica. Fluorescencijos vaizdy registravimui buvo naudojamas skaitmeninis
fotoaparatas DIMAGE 7. Tokio pobudzio mobili audiniy fluorescencijos
vaizdinimo sistema gali buti nesunkiai pritatkyta klinikoje ir kity lokalizacijy
navikiniy dariniy (pvz., odos naviky) fluorescencijos vaizdy tyrimui ir
dokumentavimui. Fluorescencijos zadinimui naudoti meélyni $viesos diodai
(A:aa.=405 nm), kuriy spinduliuvojamas bangos ilgio maksimumas atitiko
protoporfirino IX pagrinding sugerties juosta (Soret juosta). Eksperimentiniai
fluorescencijos vaizdinimo tyrimai atlikti dirbant su C6 eksperimentiniu galvos
smegeny naviku. Matavimai atlikti in vivo praéjus 12 pary po naviko iskiepijimo.
Bandymo metu naudotos dvi skirtingos 5-ALA dozés — 100 mg/kg ir 300 mg/kg.
Kiekvienam gyvunui pirmiausiai buvo uzregistruotos fluorescencijos spektrinés
charakteristikos gliomos centrinéje srityje, abejotino audinio vietose bei sveiky
smegeny audiniy (matavimai atlikti prieSingame smegeny pusrutulyje). Atlikus
fluorescencijos spektry matavimus buvo uzregistruojami fluorescencijos vaizdai:
zadinancios spinduliuotés fone, fluorescencijos vaizdas naudojant KC10 filtra ir
nuotrauka baltos §viesos fone su pazymétais tirty viety taskais.

Remiantis uzregistruotais skirtingy smegeny struktary fluorescencijos
spektrais, naudojant skirtingas 5-ALA dozes, buvo atlikta lyginamoiji integriniy
fluorescencijos ver¢iy analizé. Kiekvienai tirtai audinio sriciai buvo jvertinta

integrinio intensyvumo verté, gauta suintegravus plota po spektrine kreive,
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atitinkancia pirmaja PpIX smaile (620-660 nm spektriné sritis). Kadangi
fluorescencijos spektrai registruoti skirtingais laiko tarpais po 1.v. injekcijos, todél
naviko centrinés srities bei abejotino audinio (matuota toje pacioje smegeny
pusé¢je) suskaiciuotos integriniy intensyvumy vertés buvo padalinamos i$ to paties
gyvuno sveiky smegeny apskaiciuotos integrinio intensyvumo vertés. Sveiky
stityje)

intensyvumo verté buvo padalijama i$ vidutinés eksperimentiniy gyvuny sveiky

smegeny (matuota prieSingoje  smegeny apskaiciuota  integrinio
smegeny integrinio intensyvumo vertés (apskaic¢iuotas visy gyvuny vidurkis tam
tikram latko momentui po 5-ALA injekcijos).

Lyginant apskai¢iuoty integriniy intensyvumy vertes nustatyta, kad
didziausias skirtumas tarp naviko ir sveiky smegeny baltosios substancijos
stebimas praéjus 6 val. po 5-ALA injekcijos naudojant 300 mg/kg doze (~2,2
karto) (2.26. pav.). Tuo tarpu naudojant 100 mg/kg 5-ALA doz¢ nustatyta, kad

didziausia PpIX koncentracija navike pasiekiama praéjus 3 val. po injekcijos,

is taciau didziausias optinis
404 5-ALA dozé ; :
2 i kontrastas tarp sveiky smegeny ir
5 354 . ..
@ naviko gautas praéjus 6 val. po 5-
2 a0 g pracj p
= P ..
3 254 T ALA  injekcijos (~3 kartus).
8
£ 201 .. S )
z l T Abiejy naudoty sensibilizatoriaus
= 1,54
g 1 . . . .
£ 101 : pirmtako doziy atveju, sveiky
0,5+ .. i
smegeny uzregistruoty naviko
0,0
navikas abejotinas audinys sv. smegeny audinys v - . .
pazeistoje smegeny srityje
2.26. pav. Skirtingy smegeny struktiry . )
fluorescencijos integriniy intensyvumuy ﬂuorescena]os intensyvumas
apskaiciuoty suintegravus plota po spektrine . .. . ) . )
P U g plota po Sp zenkliai  didesnis nei  sveiky

kreive, atitinkanCia pirmaja PpIX smaile

abejotino  smegeny audinio  (naviko

paZeistas smegeny pusrutulis) ir sveiky smegenuy pusrutulio: naudojant
smegeny audinys i§ priesingo smegeny . V.
pusrutulio (kontroliné sritis). 00 mg/kg doze naviko paZeistos
Fluo'rescencijos ' spektrai. . uzt'registruoti smegeny srities sveiky smegeny
praéjus 6 val. po i.v. 5-ALA injekcijos. Vertés

pateiktos  kaip vidurkis * vidutinis audiniy fluorescencija 1,8 karto

kvadratinis nuokrypis (SD) (reik§mingumo

lygmuo p=0,05). (Nn.=8, SD=0,7; nab...=4,
SD=O,4; nsv.sm.a.=5, SD=0114)
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pustutulio, kontroliné sritis), tuo tarpu naudojant 100 mg/kg doz¢ — 1,3 karto po

2 val., 1,8 karto po 3 val. ir 2,5 karto po 6 val. (2.27 pav.)
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2.27. pav. Naviko ir sveiky smegeny (naviko paZeista ir kontroliné sritis)
fluorescencijos integriniy intensyvumy (620-660 nm spektriné sritis) vertes
skirtingais laiko momentais naudojant 100 mg/kg 5-ALA doz¢ skirtingais
laiko intervalais po 5-ALA i.v. injekcijos (n2va. =3, Nsva. =3, N6val.=6)

Pazymeétina, kad tiek naudojant 100 mg/kg, tiek ir 300 mg/kg 5-ALA dozes
gautas beveik tokio paties dydzio fluorescencijos kontrastas (santykis
navikas/sveikos smegenys mazdaug trys kartai).

Galvos  smegeny eksperimentiniy naviky fluorescencijos  vaizdai
uzregistruoti naudojant dvi skirtingas ekspozicijos trukmes signalo kaupinimui —
4s ir 10 s. Lyginant pradiniy fluorescencijos vaizdy tam tikros pasirinktos srities
pjavius (iSilgai naviko srities) charakterizuojancius intensyvumy skirstinius
raudonam, zaliam ir mélynam (RGB) CCD kameros spalviniams kanalams
nustatyta, kad tiek zalio, tiek mélyno kanaly intensyvumy skirstiniai néra
informatyvus ir bendrame fluorescencijos vaizde duoda tik tam tikrg foninj
triuk§ma. Tuo tarpu lyginant raudono kanalo intensyvumy skirstinius stebimas
zenklus kreivés formos iskraipymas, leidziantis nustatyti naviko pazeista srit],
registruojamg kaip fluorescencijos intensyvumo pokytis isilgai pjavio (2.28. pav.).
Nustatyta, kad naudojant 4 ar 10 sekundziy ekspozicijos trukmes naviko srities
fluorescencijos intensyvumas 3 kartus didesnis nei gretimy sveiky audiniy (4
sekundziy atveju - maksimumas 122 s.v., o minimumas 40 s.v.; 10 s - maksimumas
210 s.v., o minimumas 70 s.v). Pazymétina, kad ilgesnés ekspozicijos trukme tiek
naviko, tiek ir sveiko audinio fluorescencijos signalg padidina mazdaug 1,7 karto.
Be to, tick trumpesné ekspozicijos trukmé, tiek ir ilgesné, naviko fluorescencijos

intensyvuma padidina iki trijy karty lyginant su greta esanciu sveiky smegeny
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audiniu. Gautas skaitines fluorescencijos intensyvumo vertes palyginome su
vertémis apskai¢iuotomis 1§ uzregistruoty fluorescencijos spektry. Suintegravus
nenormuoty fluorescencijos spektry visa plota po kreive intervale 580 — 850 nm
nustatyta, kad naviko santykinis intensyvumas yra 1,3 karto didesnis nei sveiko
smegeny audinio. Spektrinés audinio sriciy charakteristikos buvo registruojamos
pirmiau, nesivadovaujant vaizdine informacija, tokiu budu apskaiciuota i$
spektriniy duomeny naviko/sveiko smegeny audinio santykiné integtriné
fluorescencijos intensyvumo verté skiriasi lyginant su gautaja atlickant vaizdinés
informacijos analiz¢. Kadangi eksperimento metu fluorescencijg surinkdavome i§
pakankamai nedidelio ploto ~0,17 mm?, todél matomai ne visuomet tiksliai
pataikydavome | naviko didZiausio fluorescencijos intensyvumo sritj. Pazymeétina,
kad esant akivaizdziam navikui (kuomet vizualiai galéjome atskirti pilk§vai melsva
navika baltoje smegeny substancijoje) uzregistruoty spektry skaitinés
fluorescencijos kontrasto vertés sutapo su gautomis vertémis analizuojant
fluorescencijos vaizdus. Taciau tais atvejais, kai neturéjome akivaizdaus naviko
(morfologinio tyrimo isvada — navikas ir sveikas smegeny audinys) didesnj
fluorescencijos intensyvumo kontrasta tarp naviko ir aplinkiniy sveiky smegeny
gaudavome analizuojant vaizding informacija, kurios analizé jgalino objektyviau

identifikuoti skirtingo intensyvumo sritis.
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2.28. pav. Fluorescencijos vaizde (A) iSskirtos naviko srities pjavio RGB
spalviniy kanaly intensyvumy skirstiniai. Naviko sritis 400 - 550 tasky
intervale. B: naudojant 4 s ekspozicijos trukme; C: naudojant 10 s ekspozicijos
trukme. Fluorescencijos vaizdas uzregistruotas praéjus 6 val. po 300 mg/kg 5-ALA
dozés 1.v. injekcijos

Eksperimentiniy galvos smegenu naviky fluorescencijos vaizdinimui
naudojome dvi skirtingas 5-ALA dozes: 100 mg/kg ir 300 mg/ke. Kadangi
kiekvieno eksperimentinio gyvino atveju pirmiausiai buvo uzregistruojamos

spektrinés pasirinkty audinio sriciy charakteristikos, todél atlikus spektry analize
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nustatéme, kad 100 mg/kg 5-ALA dozei didziausias fluorescencijos intensyvumo
kontrastas tarp naviko ir sveiky smegeny stebimas paréjus 6 valandoms po
intraveninés injekcijos, taciau maksimali PpIX koncentracija navike pasiekiama
pra¢jus 3 val. Panagrinékime $ias valandas atitinkancius fluorescencijos vaizdus
kuomet morfologinio tyrimo i$vada yra teigiama (navikas). 2.29 paveikslo kairé¢je
pateiktas  tikras (realus) fluorescencijos vaizdas uzregistruotas Dimage7
skaitmenine fotokamera per KC 10 filtra. Oda, plaukai, antkaulis — vieni i$
dominuojanciy vaizde pagal fluorescencijos intensyvuma. Naviko pazeistame
smegeny pusrutulyje (kairysis sm. pusr.) matome keletq intensyvesniy sriciy, tuo
tarpu prieS§ingame smegeny pusrutulyje matoma nezymi sveiky smegeny
fluorescencija. Paveikslo desinéje pateiktas tas pats vaizdas tik gautas atvaizdavus
tik R spalvinio kanalo informacija (mélyno ir zalio spalviniy kanaly vertes

prilyginant nuliui).

]

250

2.29. pav. Kairéje: bandymo metu uZregistruojamas fluorescencijos vaizdas.
Desinéje: vaizdas gautas atvaizdavus tik R spalvinio kanalo informacija. (3
val. po 100 mg/kg 5-ALA dozés i.v. injekcijos)

2.30 paveikslo kairé¢je pateiktas naviko pazeistos ir sveikos smegeny dalies vaizdas
(R kanalas, juodai baltoje spalvinéje intensyvumy skaléje). Vaizde iskirpus sriti,
atitinkancia naviko pazeista smegeny dalj (pazyméta punktyrine linija), buvo

atvaizduotas kaip fluorescencijos intensyvumy skirstinys.
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Intensyvumas (s.v.)

2.30. pav. Kairé¢je: eksperimentinio gyviino paZeisto ir sveiko smegeny
pusrutulio fluorescencijos vaizdas (atvaizduotas tik R kanalas). DeSinéje:
iSskirtos naviko srities fluorescencijos intensyvumy skirstinys. (3 val. po 100
mg/kg 5-ALA dozés iv. injekcijos). Geltona ir juoda rodyklés Zzymi pasirinkta
audinio sritj, kurioje buvo uzregistruotas fluorescencijos spektras bei paimta
biopsija morfologiniam tyrimui. Rausvos rodyklés Zymi naujus naviko plitimo
zidinius

Tokiu budu apdorojant vaizding informacija galime tiksliau iSrysSkinti sritis
besiskirianc¢ias PpIX charakteringomis fluorescencijos intensyvumo vertémis.
Kaip matome 1§ pateikto intensyvumuy skirstinio, naviko pazeistoje smegeny
pusé¢je galima identifikuoti kelis zidinius atvaizduotus Zzalsvai geltona spalva
(pazymeéti rausvomis rodyklémis), kuriy intensyvumas siekia 60-70 s.v. Juoda
rodykleé atitinka vieta, kurioje buvo pamatuotas fluorescencijos spektras bei imta
biopsija morfologiniam tyrimui. Morfologinio tyrimo isvada — navikas.

Analogiska veiksmy seka atlikta apdorojant fluorescencijos vaizda gauta
pra¢jus Sesioms valandoms po intraveninés injekcijos (2.31 — 2.32 pav.).
Pazymeétina, kad ties §ia valanda mazdaug 1,5 karto sumazéja sveiky smegeny
fluorescencijos intensyvumas. Atvaizdavus naviko srities fluorescencijos
intensyvumy skirtinj, isryskéja naviko pazeistos sritys. Juoda rodykle pazyméta

vieta, kurioje uzregistruotas fluorescencijos spektras bei imta biopsija.
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2.31. pav. Kairéje: bandymo metu uZregistruojamas fluorescencijos vaizdas.
Desinéje: vaizdas gautas atvaizdavus tik R spalvinio kanalo informacija.
Fluorescencijos vaizdas uzregistruotas praé¢jus 6 val. po 100 mg/kg 5-ALA dozés i.v.
injekcijos

S

5]

2.32. pav. Kairéje: eksperimentinio gyviino paZeisto ir sveiko smegeny
pusrutulio fluorescencijos vaizdas (atvaizduotas tik R kanalas). DeSin¢je:
Isskirtos naviko srities trimatis intensyvumuy skirstinys. Fluorescencijos vaizdas
uzregistruotas praé¢jus 6 val. po 100 mg/kg 5-ALA dozés i.v. injekcijos

Apibendrinant gautos vaizdinés informacijos analize, galima teigti, kad
naudojant 100 mg/kg 5-ALA doz¢ naviko pazeistos stities atpazinimas duotu
atveju yra sudétingas vadovaujantis vien tik tikru fluorescenciniu vaizdu. Tiksliau
abejotinos audinio sritys yra lokalizuojamos vadovaujantis tiriamos smegeny pusés
fluorescencijos intensyvumy skirstiniu. Tokiu buadu vertinant naviko lokalizacija
tikslinga papildomai apdoroti gaunamus vaizdus. Pazymétina, kad vienas is
nepageidaujamy veiksniy — santykinai padidéjusi sveiky smegeny fluorescencija

ypac¢ naviko pazeistoje smegeny dalyje, kas jtakoja registruojamo fluorescencijos
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kontrasto dydj tarp naviko ir sveiky smegenu bei gali jnesti tam tikry paklaidy
atsiradima naviko zonos atpazinimui registruojamame fluorescencijos vaizde.
Naudojant 300 mg/kg 5-ALA doze¢ uzregistruotuose fluorescencijos
vaizduose akivaizdziai matoma naviko pazeistos smegeny srities fluorescencija
(2.33. pav. kair¢je). Atvaizdavus R spalvinio kanalo informacija, gautame vaizde
itin aiskiai galime lokalizuoti navika, tuo tarpu aplinkiniai sveiki smegeny audiniai

fluorescenija zenkliai silpniau.

2.33. pav. Kairéje: bandymo metu uZregistruojamas fluorescencijos vaizdas.
Desin¢je: vaizdas gautas atvaizdavus tik R spalvinio kanalo informacija.
Fluotescencijos vaizdas uzregistruotas praéjus 6 val. po 300 mg/kg 5-ALA dozés
1.v. injekcijos

2.34 paveiksle pavaizduotas naviko ir sveiky smegenuy tirtos srities vaizdas,
kuriame geltona rodykle pazymétas navikas. Eksperimento metu taip pat buvo
paimta biopsija ir i§ Zemiau esancios abejotinos audinio srities (pazyméta balta
rodykle). Morfologinis tyrimas parodé, kad geltona rodykle pazenklintoje srityje
yra navikas, tuo tarpu baltos rodyklés sritis — smegenys.

Isskyrus vien tik naviko sritj (punktyrine linija pazymétas laukas) buvo
gautas §ios naviko pazeistos srities fluorescencijos intensyvumy skirstinys (2.34
pav. desinéje). Kaip matome, navikas neturi grieztos ribos, taciau aiskiai matoma
centriné jo dalis (maksimali intensyvumo verté 122 s.v.) bei keletas intensyvesniy

,,saleliy aplinkiniuose audiniuose.
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2.34. pav. Kairé¢je: eksperimentinio gyvino paZeisto ir sveiko smegeny
pusrutulio fluorescencijos vaizdas (atvaizduotas tik R kanalas). DeSiné¢je:
iSskirtos naviko srities trimatis intensyvumy skirstinys. Fluorescencijos vaizdas
uzregistruotas praéjus 6 val. po 300 mg/kg 5-ALA dozés i.v. injekcijos

Sis vaizdas yra vienas 1§ akivaizdziy pavyzdziy, kuomet dél labiau isreikstos
aplinkiniy smegeny sensibilizacijos naviko pazeistoje smegeny dalyje galima
suklysti bei sveikq audinj palaikyti naviku (rausva rodykle pazenklinta sritis).

Dar vienas akivaizdziy naviko vaizdinimo pavyzdziy pateiktas 2.35 ir 2.36
paveiksluose. Sio bandymo metu gautas itin aiskiai isreik$to naviko, apémusio visa

kairjji smegeny pusrutulj, fluorescencijos vaizdas.

EE ‘ |
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2.35. pav. Kair¢je: bandymo metu uZregistruojamas fluorescencijos vaizdas.
Desinéje: vaizdas gautas atvaizdavus tik R spalvinio kanalo informacija.
Fluotescencijos vaizdas uztegistruotas praéjus 6 val. po 300 mg/kg 5-ALA dozés i.v.
injekcijos

Siuo atveju turime gerai iSreikSta naviko centring dali bei aplink ja
netaisyklingai iSsiséjusiy piktybiniy lasteliy plotelius. 2.37 paveiksle pateiktas
suminis vaizdas (C), gautas naviko pazeistos ir sveikos smegeny srities vaizda (A),

uzregistruota meélynos $viesos fone, susumavus su §ios srities fluorescencijos
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vaizdu (B). D paveiksle pateiktas biopsijai paimto navikinio audinio

fluorescencijos vaizdas, kuriame aiskiai matyti naviko infiltracinis augimo pobudis.

250

250

Intensyvumas (sv.)

1]

2.36. pav. Kairéje: eksperimentinio gyvino paZeisto ir sveiko smegeny
pusrutulio fluorescencijos vaizdas (atvaizduotas tik R kanalas). Desinéje:
iSskirtos naviko srities trimatis intensyvumy skirstinys.Fluorescencijos vaizdas
uzregistruotas praé¢jus 6 val. po 300 mg/kg 5-ALA dozés i.v. injekcijos

2.37. pav. A: eksperimentinio gyviino naviko paZeisto ir sveiky smegeny
sri¢iy vaizdas Zadinancios Sviesos fone. B: suminis vaizdas gautas
susumavus mélynos Sviesos vaizda su fluorescencijos vaizdu. C: suminis
vaizdas fluorescencijos vaizda sunormavus j intensyvumo maksimuma. D:
biopsijai paimto navikinio audinio méginio fluorescencijos vaizdas.
Fluorescencijos vaizdas uzregistruotas praéjus 6 val. po 300 mg/kg 5-ALA dozés
1.v. injekcijos

Apibendrinant galima pazyméti, kad registruojamo fluorescencijos

intensyvumo kontrasto dydis tick naudojant 100 mg/kg, tiek ir 300 mg/kg gautas
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panasus (vidutiniSkai apie tris kartus). Vaizdinés informacijos analizé jgalina daug
objektyviau isskirti stipriau fluorescuojancias sritis sveiky smegeny fone, bei
nurodyti vietas biopsijoms, vélesniam morfologiniam tyrimui. Akivaizdu, jog esant
geral iSreik§tam navikui, kuomet naviko lastelingumas nedideléje srityje yra didels,
gaunamas daug didesnis fluorescencijos intensyvumy skirtumas, dél ko galime
tiksliau jvertinti navikinio darinio i$plitimg vadovaujantis fluorescencijos vaizdu.
Taciau isplitimo ribos visgi lieka neaiskios. Fluorescencijos vaizdy analizé leidzia
vertinti platesnes gliomos i$plitima vaizduojancias sritis, vertinant intensyvumo
pasiskirstyma, taciau naviko atpazinimo patikimumui butina atlikti audinio

morfologinius tyrimus.
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2.4. Aptarimas

Audinio biocheminiy ir metaboliniy procesy pokyciai gali buti susij¢ su
{vairiais patologiniais organizmo pakitimais, dél ko pakinta tam tikry endogeniniy
fluorofory pasiskirstymas, santykinis kiekis bei juos supanti mikroaplinka (pvz.
terpés pH). Visi sie pokyciai jvardijami kaip tam tikri nukrypimai nuo normalios
sveikos audinio (lastelés) buklés ir gali buti identifikuoti remiantis audinio
endogeniniy fluorofory fluorescencijos savitumais — fluorescencijos intensyvumo
bei spektro formos skirtumais. Butent specifiniai navikiniy audiniy fluorescencijos
skirtumai daveé pradzia savosios fluorescencijos metoduy taikymui navikiniy dariniy
diagnostikai in vivo daugelyje praktinés medicinos sri¢iy [30-31]. Viena j{domesniy
savosios fluorescencijos taitkymo sriciy yra navikinio darinio atpazinimas
ankstyvose jo formavimosi stadijose bei naviko iSplitimo riby vaizdinimas ir
kontrolé chirurginés operacijos metu.

Eksperimentiniy tyrimy metu nustatyta, kad naudoty piktybiniy galvos
smegeny glijos naviky (ziurkiy gliomos 101.8 linija ir Zmogaus gliomos C6 linija)
savosios fluorescencijos spektrams charakteringa endogeniniy porfirino tipo
pigmenty fluorescencija. Skirtingy naviky fluorescencijos spektrams budingos
juostos ties 636 nm ir 706 nm, kuriy santykinis fluorescencijos intensyvumas
atspindi audinyje sukaupto endogeninio protoportfirino kieki. Gyvuny su glijos
naviku, sveiky smegeny savosios fluorescencijos spektruose stebéti tik nezymaus
formos pokyciai ties pirmaja protoporfirino fluorescencijos juosta (636 nm)
matuojant in vivo. Tuo tarpu gyvany be glijos naviko, sveiky smegeny audiniy
savosios fluorescencijos spektruose jokiy endogeniniams porfirinams budingy
formos pokyciy néra (2.7. pav.). Skirtuminiy spektry analizés déka nustatyta, kad
sie spektro formos iSkraipymai yra salygoti vandenyje tirpiy endogeniniy porfiriny
(smailé ties 628 nm) (2.9. pav.). Panasus spektro formos savitumy pastebéjimai
gauti ir registruojant C6 gliomos savaja fluorescencijg ex vivo (2.17. pav.). Taigi
naviko implantacija turi jtakos sveiky smegeny audiniy savosios fluorescencijos
spektro formai 600 — 700 nm spektrinéje srityje déka vandenyje tirpiy porfiriny
daromos jtakos, taciau sveikose smegenyse endogeninis protoporfirinas IX

nesikaupia. Tokiu budu navikiniy dariniy lokalizavimui ir smegeny audiniy
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diferenciacijai yra tikslinga vertinti integrinio intensyvumo santyki Is20 - 660(sV.
aud.)/Is20 — ss0(nav.) apibrézianti endogeninio protopotfirino IX santykinio kiekio
pokyti glijos naviko atveju.

Praktiniu poziuriu, savosios fluorescencijos metodo taikymo navikiniy
dariniy lokalizacijai ir smegeny audiniy diferenciacijai vienas 1§ pagrindiniy
rodmeny — pakankams optinis kontrastas glijos naviko atpazinimui sveiky
smegeny audiniy fone. Eksperimentiniai rezultatai parodé, kad fluorescencijos
integrinio intensyvumo vertés apskaiciuotos i§ pradiniy smegeny audiniy savosios
fluorescencijos spektry neduoda pakankamo optinio kontrasto, taciau skirtuminiy
spektry analizés déka galima gauti didesnes optinio kontrasto vertes glijos
atpazinimui. Pazymétina, kad registruojant C6 gliomos savaja fluorescencija ex
vivo gavome didesnj fluorescencijos kontrasta tarp naviko ir sveiky smegeny
(mazdaug 2,6 karto zadinant 400 nm bangos ilgio spinduliuote) nei atliekant
matavimus in vivo su 101.8 glioma. Siy skirtumy priezastys gali buti kelios: visy
pirma nevienodos eksperimentinés salygos — 101.8 gliomos matavimai atlikti in
vivo, tuo tarpu C6 — ex vivo, t.y. galéjome tiksliau parinkti vizualiai besiskirianciy
audiniy - naviko vietas spektrams uzregistruoti, be to, priklausomai nuo
cksperimento metu naudoto spinduliuotés bangos ilgio (ar isskirtos spektrinés
srities) fluorescencijos zadinimui skiriasi ir PpIX suzadinimo efektyvumas; antra —
Siems navikams gali buti charakteringas skirtingas porfiring kaupimasis
priklausomai nuo naviko savybiy (augimo, metaboliniy vyksmy spartos ir t.t.);
trecia — sensibilizuotos fluorescencijos taikymuose, skirtingy gamintojy 5-ALA
taip pat gali salygoti savita porfiriny kaupimasi [32].

Zinoma, kad audiniy ex vivo sistemose negtiztamai sutrikdyti organizmo
apykaitos mechanizmai (pvz.: kraujotaka), be to atsiranda jvairus histologiniai
pakitimai, kurie pakeicia audinio optines savybes, dél ko pakinta S§viesos
prasiskverbimo gylys, o tuo paciu ir audinio storis i§ kurio surenkama
fluorescencija [12,16]. Todél daugelis autoriy pazymi, kad egzistuoja neatitikimai
fluorimetriniuose matavimuose lyginant ex vivo eksperimentinius duomenis bei
duomenis gautus dirbant su in vivo sistema. Musy tyrime, in vivo ir ex vivo

sistemy neatitikimg iliustruoja ne tik C6 glijos tyrimas, bet ir 101.8 gliomos
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savosios fluorescencijos spektrai uzregistruoti po gyvano mirties ex vivo (2.11.
pav.). Pazymétina, kad dirbant su ex vivo sistemomis daznai tiriamo audinio
(navikas ar sveikas audinys) sritis fluorescencijos spektrams uzregistruoti yra
parenkama tiksliau, todél gaunamas optinis kontrastas neatitiks duomeny gauty
realiomis salygomis (in vivo) bei matuojant nuo audinio pavirsiaus.

Ivairiy autoriy duomenimis, vieni esminiy skirtumy tarp naviko ir sveiko
audinio yra daug mazesnis navikiniy audiniy fluorescencijos intensyvumas
trumpesniy bangos ilgiy srityje (zaliai-geltonoje spektro srityje), ir intensyvesné
raudonoje spektro srityje (600 — 700 nm spektro srityje) [15,33]. Pazymima, kad
zadinancios spinduliuotés bangos ilgis yra svarbus siekiant isryskinti esminius
skirtumus. Chung ir bendraautoriai [16] paskelbé¢, kad ex vivo gliomos bandiniy
savosios fluorescencijos intensyvumas yra mazesnis nei sveiky smegeny
(fluorescencijos smailés padétis ties 470 nm). Autorial teigia, kad tam jtakos turi
pakites navikiniy audiniy metabolinis aktyvumas lyginant su sveiku audiniu, o
pagrindiniai endogeniniai fluoroforai atsakingi uz savosios fluorescencijos spektry
skirtumus yra NAD(P)H, flavinai ir porfirinai. Be to, nustatyta, kad pilkojoje
smegeny medziagoje porfiriny santykinis kiekis yra daug mazesnis nei baltojoje
smegeny substancijoje déka intensyvesnés hemo biosintezés. Tyrimy rezultate
buvo pasialyti trys optimalus zadinimo ir emisijos bangos ilgiai sveiky smegeny ir
glijos naviky diferenciacijai (360nm/470nm, 440 nm/520nm, 490nm/630nm).
Kity autoriy darbuose, taip pat stebéta fluorescencijos smaile ties 460 nm,
zadinant 337 nm bangos ilgio spinduliuote, kuri priskiriama Iastelés
metaboliniuose procesuose dalyvaujanciam endogeniniam fluoroforui - NAD(P)H
[18,34-35]. Saraswathy ir bendraautoriai [36] panaudojo keturis skirtingus
zadinimo bangos ilgius sveiky smegeny audiniy ir skirtingy smegeny naviky
diferenciacijai in vitro. Nustatyta, kad sveiky smegeny fluorescencijos
intensyvumas visiems zadinimo bangos ilgiams buvo didZiausias (didziausias
skirtumas gautas zadinant 320 nm bangos ilgio spinduliuote) nei navikui. Autoriai
teigia, kad 410 — 470 nm bangos ilgio spinduliuoté yra tinkamiausia smegeny
naviko atpazinimui savosios fluorescencijos déka. [vairiy autoriy nuomone,

endogeniniy fluorofory santykinis kiekis (bei jo pokytis patologijos atveju) gali
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skirtis ne tik lyginant sveikq smegeny audinj ir navika, taciau jis gali buti skirtingas
lyginant skirtingo tipo smegeny navikus [12,18,34,35-306].

Musy tyrimy rezultatai sutampa su kity autoriy skelbtais duomenis. Tiriant
C6 gliomos savaja fluorescencija ex vivo taikant atranky zadinima nustatyta, kad
priklausomai nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio, sveiky audiniy
fluorescencija intensyviausia 420 — 580 nm spektro srityje (iSskirus zadinant 400
nm ir 410 nm bangos ilgio spindulivote), tuo tarpu naviko fluorescencijos
intensyvumas didziausias 600 — 700 nm spektrinéje srityje (2.16. pav A). Navikui
charakteringos dvi intensyvios fluorescencijos smailés 636 nm ir 706 nm, kurios
salygotos endogeninio protoporfirino IX fluorescencijos. Tuo tarpu sveiky
smegeny fluorescencijos spektre (kaip ir 101.8 gliomos atveju) vyrauja vandenyje
tirpus endogeniniai porfirinai zadinant 380 — 400 nm bangos ilgio spinduliuote.
Nustatyta, kad didziausi skirtumai raudonoje spektro srityje registruojami zadinant
400 — 420 nm bangos ilgiu, kuomet dé¢ka efektyvaus endogeninio protoporfirino
IX suzadinimo, galime atpazinti C6 glioma. Smegeny audiniy diferenciacijai
galima naudoti ir fluorescencijos integriniy intensyvumy (606 — 706) nm ir (450 —
570) nm spektriniuose intervaluose santykio vertes (Sis metodas daznai
naudojamas fluorescencijos vaizdinimo sistemose optinio kontrasto padidinimui
[30]) - C6 gliomai Siy verciy issibarstymas yra daug didesnis lyginant su sveiku
audiniu (2.16. pav B).

Pazymétina, kad Zadinant 400-430 nm spinduliuote fluorescencijos spektre
ima dominuoti smailé ties 590 nm, kuri charakteringesné navikui nei sveikam
smegeny audiniui. Si smailé priskiriama endogeniniams metaloporfirinams, o
butent cinko-protoporfirinui (ZnPp) [37]. Cinko- protoporfirinas (ZnPp) turi
charakteringa fluorescencijos smaile ties 590 nm, kurios atsiradimas buvo stebétas
kepeny lastelése bei kraujo eritrocituose in vitro [38]. Kadangi nedidelis kiekis
ZnPp gali buti eritrocituose, tikétina, kad matuojant ex vivo, kuomet pazeista
audiniy kraujotaka, galime uzregistruoti §io pigmento fluorescencija. Taip pat,
nustatyta, kad ZnPp gali buti suformuotas kaip $alutinis produktas hemo
biosintezés metu. Esant gelezies stygiui audinyje ferochelatazé vietoj gelezies gali

iterpti cinka § PpIX molekulg¢ bei padidinti ZnPp santykinj kiek; [39]. Kiti autoriai
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stebéjo metaloporfiriny formavimasi hematoporfirino tirpaluose bei lastelése
[40,41] arba po $vitinimo, kuomet PpIX kickis Zzenkliai sumazéja [42]. Padidéjes
lasteliy metabolinis aktyvumas, deguonies kiekis, terpés pH, temperatara bei
mikroaplika gali salygoti metaloporfiriny formavimasi.

Tiriant Wistar linijos ziurkiy (gyvunai su naviku) skirtingy audiniy savaja
fluorescencija  nustatyta, kad endogeniniam  protoporfirinui  budingy
fluorescencijos smailiy atsiradimas dominuoja beveik visuose tirtuose audiniuose
(iSskyrus sveikas smegenis). DidZiausia endogeniniy porfiriny koncentracija

nustatyta odoje, virskinamajame trakte (skrandis, plonoji ir storoji Zzarna).
Nataralus $iy pigmenty kaupimasis {vairiuose audiniuose skirtingais kiekiais gali
buti charakteringas sios veislés gyvany bruozas ir galimai yra salygotas jgimty ir
specifiniy organizmo hemo biosintez¢ reguliuojanciy mechanizmy. Pavyzdziui,
hemo biosintezés sutrikimai yra charakteringi sergant porfirija [43]. Kiekvienas
portfirijos tipas yra susij¢s su tam tikry specifiniy fermenty aktyvumo sutrikimais,
kurie svarbus hemo biosintezés cikle. Taigi, déka skirtingo endogeninio
protoportfirino IX kiekio jvairiuose audiniuose, jo fluorescencijos intensyvumo
santykinio kiekio vertinimas galimas tik lyginant to paties tipo audinius.
Registruojant skirtingy audiniy savaja fluorescencija nustatyta, kad kai kuriems
audiniams (virSkinimo sistemos organai) budingi nedideli spektro formos
i8kraipymai ties 670 nm. Be to, sios smailés atsiradimas buvo stebétas C6 gliomos
savosios fluorescencijos spektre (ex vivo) zadinant 440 nm bangos ilgio
spinduliuote, tuo tarpu sveiky smegeny audiniy savosios fluorescencijos spektre $i
smailé nebudinga. Fluorescencijos spektro formos iskraipymai ties 670 nm gali
buti salygoti fluorescuojancio pasaro pigmento - chlorofilo - a arba dél organizme
susidariusiy $io pigmento degradaciniy produkty (feofitinas — a arba feoforbidas -
a) [44-45].

Wistar linijos ziurkés priskiriamos albinosiniy gyvuny klasei (budinga
naturalaus pigmento melanino - stygius) bei turi tam tikra jgimta apsaugos
priemong nuo aplinkinés $viesos. Protoporfirinas IX yra naudojamas kaip akies
tinklaing saugantis pigmentas nuo galimy aplinkinés $viesos fotopazaidy ir tokiu

budu kompensuojant melanino stoka siuose organizmuose [46-47]. Uz pertekling
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protoporfirino IX sinteze¢ grauziky organizme yra atsakinga Harderiné liauka [48-
49]. Sio pigmento sintezé yra skatinama tam tikry liaukoje esanéiy hemo ciklo
fermenty padidéjusiu aktyvumu. Tam tikry hemo ciklo fermenty stygius gali
sumazinti galutinio produkto — hemo sinteze, taciau kaip kompensacinis procesas
- padidintt ALA sintazés aktyvumg. D¢l $iy veiksniy turime tarpiniy hemo
produkty, kurie susidaro iki fermenty trokumo, pertekliy [50]. Pavyzdziui, dél
uroporfirinogeno kosintazés trukumo gali pasireiksti uroporfiriny susikaupimas,
tuo tarpu dél ferochelatazés aktyvumo sumazéjimo bei daznai greta pasireiskiancio
gelezies trukumo itin padidéja PpIX kiekis. Nors hemo biosintezés ciklas vyksta
kiekvienoje metaboliskai aktyvioje lasteléje, taciau porfiriny bei ju pirmtaky
perteklius skirtingy porfirijy atveju yra salygotas kepeny lasteliy arba raudonyjy
kauly ciulpy (erythropoietic). Jgimtos porfirijos atveju raudonyju kauly ciulpai yra
pagrindinis Saltinis porfiriny perteklinés sintezés. Sumazéjes ferochelatazés
aktyvumas dél tam tikry jgimty genetiniy sutrikimy salygoja protoporfirino
perteklinio kiekio kaupimasi bei i§saukia odos fotojautruma [51]. Nustatyta, kad
protoporfirinas i§ organizmo yra pasalinamas per kepenis ir tulzj. Esant kepeny
disfunkcijai gali atsirasti didesnis porfiriny kiekis $lapimo pusléje (pagrinde
vandenyje tirpas porfirinai) [43]. Kadangi protoporfirinas i§ organizmo
pasalinamas per iSmatas, tai paaiskinty musy eksperimentiniy tyrimy pastebéjimus,
kad didziausias PpIX fluorescencijos intensyvumas yra virskinamajame trakte
(skrandis, plonoji ir storoji zarna). Tuo tarpu vandenyje tirpiy porfiriny
fluorescencija buvo stebima slapimo pusléje, antkaulyje. Registruojant inksty
vidaus ir iSorés audiniy savaja fluorescencija nustatyta, kad vidaus audiniams
charakteringi nedideli PpIX smailés bei spektro formos iskraipymai ties 620 nm,
tuo tarpu iSorés audiniams charakteringos intensyvios PpIX smailés. Vandenyje
tirpiy porfiriny, kaip uroporfirinas (Up) (Amax=618-620 nm) ir koproporfirinas
(Cp) (Amax=0625 nm) fluorescencija buvo stebéta ir kity autoriy darbuose [52].
Apibendrinant literataroje skelbtus duomenis apie savosios fluorescencijos
metodo taitkyma smegeny naviky diagnostikai, galima pazymeéti, kad kol kas
troksta tikslesniy duomeny, patvirtinanciy metodo tatkymo galimybes siy naviky

intraoperacinei lokalizacijai. [vairiy glijos naviky metaboliniy vyksmuy eigos
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skirtumai bei atskiry endogeniniy fluorofory pasiskirstymo bei jy kiekio kitima
salygojanciy veiksniy jtaka néra pilnai istirta. Taciau atlikti preliminaras tyrimai yra
daug zadantys [12,16,34,36]. Atkreiptinas démesys ir | tai, kad registruojant
chirurginiu budu pasalinty smegeny audiniy savaja fluorescencija ex vivo (ar in
vitro), audiniy preparaty paruosimas gali salygoti fluorescencijos spektro formos
bei intensyvumo pokycius. Todél vertinant metodo perspektyvas labai svarbus yra
in vivo atliekami tyrimai specifiniy navikiniy dariniy fluorescencijos skirtumy
atpazinimui bei galimy gyvo organizmo operacijos metu pasireiskianciy veiksniy
(kraujavimas, smegeny brinkimas ir t.t.) jtakos {vertinimui.

Nors savoji audiniy fluorescencija neduoda pakankamo fluorescencijos
kontrasto tarp naviko ir sveiko smegeny audinio, taciau, autoriy nuomone, gali
buti svarbi nustatant naviko lokalizacija [12,15,19]. Kai kurie navikiniai dariniai
naturaliai sukaupia didesnj endogeninio PpIX kiekj lyginant su sveiku audiniu ir $is
skirtumas  teikia daug privalumy fluorimetrinio metodo panaudojimui
diagnostiniams tikslams [53]. Taciau tais atvejais, kai savoji fluorescencija
neuztikrina pakankamo optinio kontrasto arba néra aiskiai iSskiriancio spektro
formos braizo lyginant navika ir sveikq audinj, papildomas perteklinis 5-ALA
kiekis organizme galéty pagerinti fluorimetrinio metodo jautrumg navikinio
darinio fluorescenciniam atpazinimui.

Geresnis sveiky ir pazeisty audiniy fluorescencijos kontrastas gautas
naudojant vairius sensibilizatorius, kuriems budingas selektyvus kaupimasis jvairiy
lokalizacijy navikiniuose dariniuose [30]. Kadangi sensibilizatoriaus fluorescencijos
intensyvumas yra objektyvus jo susikaupimo audiniuose rodiklis, registruodami
fluorescencijos spektrus ar fluorescencijos vaizdus galime objektyviau lokalizuoti
besiformuojancio navikinio darinio i$plitimo ribas greta esanciuose sveikuose
audiniuose.

Spektrofluorimetrinio metodo jautruma, specifiskuma bei tikslumg
fvertinome analizuodami eksperimentiniy galvos smegeny naviky - Ziurkiy
gliomos 101.8 — sukauptus eksperimentinius duomenis. Morfologiskai patvirtintas
$iy lasteliy pagrindiniy Zmoniy gliomoms budingy piktybiskumo pozymiy

(mitoze, branduoliy polimorfizmas, piktybiniy lasteliy infiltracija i sveiky smegeny
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audinius, kraujagysliy proliferacija, lasteliy mitozeé) atitikimas. Tiriant 5-ALA
indukuoto PpIX kaupimasi smegenuy navike ir aplinkiniuose sveikuose audiniuose
nustatyta, kad PpIX selektyviai kaupiasi smegeny navike ir didziausia PpIX
koncentracija pasiekiama praéjus 6 val. po intraveninés injekcijos, tuo tarpu sveiky
smegeny fluorescencijos intensyvumas Sick tiek padidéja pirmosiomis valandomis
po injekcijos, taciau ties SeSta valanda susitapatina su savosios smegeny
fluorescencijos intensyvumo verte. Kiekviena metaboliskai aktyvi lastele vykdo
hemo biosintezés cikla. Normaliomis salygomis S§is ciklas yra grieztai
kontroliuojamas griztamosios reguliacijos mechanizmo, ty. kiek pagaminama
ALA, tiek ir suvartojama hemo sintezei. Egzogeniné 5-ALA dozé sutrikdo hemo
biosintezés cikla, bei stimuliuoja tarpiniy ciklo porfiring kaupimasi lasteléje
(audinyje). Ferochelatazé nebepajégia paversti viso PpIX | hema, todél PpIX ima
kauptis audiniuose ir stebime sensibilizacijos reiskini. Naudojant egzogening 5-
ALA selektyvus porfiriny kaupimasis labiau charakteringas navikams nei sveikam
audiniui. Tai susij¢ su mazu FeC aktyvumu [32] ir, tikriausiai, dél padidéjusio
porfobilinageno deminazés (PBGD) aktyvumo, kuris yra vienas i$ sintezés greitj
ribojanciy veiksniy navikiniuose audiniuose [54]. Kai kurie autoriai pazymi, kad
vairas medziagy apykaitos spartos procesy skirtumai taip pat gali jtakoti 5-ALA
pasisavinima bei porfiriny sintez¢ [55-56].

Selektyvaus PpIX kaupimosi smegeny gliomose priezastys néra iki galo
i$nagrinétos, taciau pazymima, kad tam jtakos turi didesnis pasisavinamo 5-ALA
kiekis glijos navike (dél pazeisto hematoencefalinio barjero) bei hemo sinteze
regulivojanc¢iy  fermenty aktyvumo  sutrikimai  [22]. Esant pazeistam
hematoencefaliniam barjerui 5-ALA lengvai patenka | smegeny lasteles bei
indukuoja porfiriny sintez¢. Manoma, kad dél suaktyvéjusios navikiniy lasteliy
transporto sistemos bei gero apsirpinimo krauju, o tuo paciu ir deguonimi, po
tam tikro laiko juose susikaupia didesnis 5-ALA kiekis. Porfiriny sintezeés
padidéjima taip pat lemia greita navikiniy lasteliy proliferacija, gelezies jony
koncentracija ir kai kuriy hemo ciklo fermenty veiklos aktyvumas. S.C.Garcia ir
bendraautoriai [17] atliko in vitro 5-aminolevulininés ragsties pernesimo per

hematoencefalinj barjera eksperimentiniy ziurkiy smegenyse tyrima. Nustatyta,
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kad 5-ALA i$ kraujo gali patekti i Iastele kirtusi hematoencefalinj barjera, taciau
negali buti atiduota atgal | krauja. Taciau in vivo atlikti eksperimentiniai tyrimai
parodé, kad nepazeistas hematoencefalinis barjeras tik silpnai pralaidus 5-
aminolevulininés ragsties molekuléms [25]. Todél navikas yra potencialus taikinys
5-ALA indukuotam PpIX.

Mausy gauti eksperimentiniai rezultatai parodé, kad ziurkiy smegeny navikas
— glioma selektyviai kaupia zenkliai daugiau PpIX nei sveikos smegenys
(fluorescencijos kontrastas siekia 1:1,4 — 1:8,7). Panasius duomenis pateikia ir kiti
autoriai, tyre 5-ALA indukuoto PpIX selektyvy kaupimasi skirtinguose
eksperimentiniuose glijos navikuose [22,27,57]. Pazymétina, kad didelés 5-ALA
dozés gali sulétinti porfiring biosinteze [25]. Tam jtakos gali turéti
porfobilinogeno deminazés (PBGD) ir uroporfirinogeno deminazés fermenty
veiklos aktyvumas. Tai galéty paaiskinti musy gautus eksperimentinius rezultatus
tiriant protopotfirino IX kaupimasi C6 gliomose. Naudojant 100 mg/kg 5-ALA
doze¢ maksimali koncentracija navike pasickiama praé¢jus 3 val. po injekcijos, tuo
tarpu didziausias fluorescencijos intensyvumy santykis tarp sveiky smegeny ir
naviko gaunamas pra¢jus 6 val. po injekcijos. Naudojant tris kartus didesng 5 -
ALA doz¢ (300 mg/kg) gautas panasus fluorescencijos intensyvumy santykis
praéjus 6 val. po 5 - ALA injekcijos, kuomet sveiky smegeny fluorescencijos
intensyvumas nukrenta iki savosios fluorescencijos lygio.

Tyrimy metu gauta, kad sveiky smegenuy audiniy naviko pazeistame
smegeny pusrutulyje fluorescencija intensyvesné nei sveiky smegeny i$ priesingo
smegeny pusrutulio. Pazeistas hematoencefalinis barjeras palengvina porfiriny
patekima | gretimus sveiky smegeny audinius bei jtakoja juy sensibilizacija.
Padidéjes sveiky smegeny fluorescencijos fonas jnesa tam tikry paklaidy vertinant
naviko i$plitimo ribas. Ypac tai aktualu fluorescencijos vaizdinime. Taip pat
pazymétina, kad smegeny dangalas, antkaulis pasizymi pakankamai intensyvia
PpIX budinga fluorescencija. Panasius pastebéjimus atliko ir keletas kity
moksliniy grupiy [57,22]. Autoriai pabrézia, kad tiek in vitro, tiek ir in vivo buvo
stebimas 5 — ALA indukuoto PpIX kaupimasis kai kuriose normaliose smegeny

struktirose — kraujagysliniame rezginyje, didziojoje smegeny jungtyje, kraujagysliy
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endotelyje, bei baltojoje smegeny substancijoje esancioje Salia naviko riby. PpIX
kaupimasis kraujagysliniame rezginyje esant nepazeistam hematoencefaliniam
barjerui aiSkinamas dviem galimais mechanizmais: nepriklausomas nuo Na*
transporto sistemy mechanizmas, susijgs su pH (mazesnis pH stimuliuoja
kaupimasi); arba priklausomas nuo Na* ir HCOs mechanizmas, susij¢s su
organiniy anijony transportu [58]. W. Stummer ir bendraautoriai [59] atliko
tyrimus, kuriuose parodé, kad sensibilizatorius dél vazogeninés edemos, kuri
atsiranda pazeidus hematoencefalinj barjera, gali pasiekti gretimus, uz naviko riby
esancius sveikus audinius. Nustatyta, kad protoporfirino IX prasiskverbimo gylis
yra tapatus edemos prasiskverbimui i gilesnius audinius (siek¢ mazdaug 5 mm
pra¢jus 4 val. po injekcijos). Savo vélesniuose tyrimuose [13] autoriai, tirdami 5-
ALA indukuoto PpIX kaupimasi eksperimentiniuose C6 navikuose, jrode, kad
praéjus 6 val. po injekcijos PpIX dél edemos prasiskverbia mazdaug 1,5 mm, ir Sis
atstumas islieka nepakites praé¢jus 9 val. po 5-ALA injekcijos (naudota 100mg/kg
dozé). Autoriai pazymi, kad glijos naviky infiltracijos mastai yra didesni nei
registruojami, aplink navika esanciy sveiky smegeny padidéjusi fluorescencija.
Taigi, edemos salygota sveiky smegeny fluorescuojanti 1,5 mm sritis néra kritiné
paribinei naviko sriciai jvertinti. Utsuki ir bendraautoriy [60] atlikti klinikiniai
tyrimai parode, kad PpIX fluorescencija registruojama ne tik metastaziniuose
galvos smegeny navikuose, bet ir aplinkinése infiltruotose arba neinfiltruotose
sveiky audiniy srityse, kurios buvo paveiktos naviko sukeltos edemos. Sveiky
smegeny sensibilizacija taip pat stebéta eksperimentiniuose navikuose naudojant ir
kitus sensibilizatorius [61]. Taigi, pasalinus naviko centring dalj, gali kilti sunkumy
identifikuojant isplitusias naviko liekanas gretimose sveikose smegenyse. Tai ypac
aktualu lokalizuojant naviko isplitimo ribas fluorescencijos vaizdo déka ar
fotodinaminés terapijos veiksmingumui uztikrinti. Pazymeétina, kad skirtingos
zmogaus gliomos lasteliy kultaros taip pat pasizymi labai savitu PplIX
fluorescencijos intensyvumu [62]. Tai reiskia, jog pasalinus naviko centring dalj
nedideli navikiniy lasteliy segmentai paribinéje srityje gali fluorescuoti skirtingu
intensyvumu priklausomai nuo paciento. Ne visuomet galime turéti pakankama

optinj kontrastaq sveiko ir navikinio audinio diferenciacijai. Savitas PpIX
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kaupimasis glijos lastelése taip pat gali turéti jtakos fotodinaminés terapijos
veiksmingumui, nes lasteléje sukaupto endogeninio porfirino koncentracija yra
esminis rodiklis gydymo veiksmingumui uztikrinti.

Atlikta  eksperimentiniy duomeny  statistiné  analizé parodé, kad
cksperimentinés operacijos metu galvos smegeny gliomos diagnozuotos 83 %
jautrumu, 69 % specifiskumu ir 73 % tikslumu vertinant mikroskopo kontroléje.
Tuo tarpu intraoperaciniu spektrofluorimetriniu budu Ziurkiy galvos smegeny
piktybinés gliomos identifikuotos su 83 % jautrumu, 84 % specifiskumu ir 87 %
tikslumu. Abiejuy metody jautrumas, specifiskumas ir tikslumas skaiciuoti
»auksiniu standartu® (Simtaprocentinis patikimumas) laikant morfologinio tyrimo
i$vadas. Sie tyrimo duomenys jrodo, kad spektrofluorimetrinio metodo tikslumas
(teisingy diagnoziy skaicius) yra didesnis nei tais atvejais, kai diagnozé nustatoma
mikroskopo kontroléje. Taigi, siekiant atskirti smegeny navika ir sveika audinj,
pakanka atlikti sensibilizuotos fluorescencijos spektry analiz¢ ir jvertinti
spektrinius pokycius ties pirmaja PpIX fluorescencijos smaile. Statistiné duomeny
analizé atlikta apskaiciuojant integrinio intensyvumo vertes, vertinant normuoty
sveiky smegeny audiniy ir glijos naviko fluorescencijos spektry vidurkiy
integrinius intensyvumus, gautus suintegravus plotg po pirmaja PpIX smaile.
Gauti fluorescencijos intensyvumo pokyciai parode, kad dél selektyvaus PpIX
kaupimosi eksperimentiniame galvos smegeny navike spektrofluorimetrinis
metodas yra tikslesnis budas gliomai atpazinti. Gautus parametrus sunku palyginti
su spaudoje skelbiamais, kadangi daugelis moksliniy grupiy naudoja skirtingas
cksperimentines  salygas bei skirtingus analizés buadus. Intraoperaciné
fluorescenciné navikiniy dariniy iSplitimo riby lokalizacija bei naviko pasalinimas
dazniausiai atliekami remiantis fluorescencijos vaizdu [19,13] ir vizualiai jvertinant
besiskirian¢iy audiniy segmentus. Taciau infiltruojamos naviko sritys paprastai
pasizymi daug silpnesne fluorescencija. Siekiant kiekybiskai jvertinti sukaupto
PpIX kieki proliferuojancio naviko audinyje ir naviko infiltravimo | sveikus
audinius srityje patogu pasinaudoti taskine fluorescencijos spektry registravimo
sistema. Darbe palyginome du metodus — vizualinj vertinimg mikroskopu, bei

spektrofluorimetrinio metodo duomenis — fluorescencijos integrinio intensyvumo,
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apskaiciuoto integruojant plotag po spektrine kreive 620 — 660 nm spektrinéje
srityje, ~ vertés  pokytis.  Ivertinti  kiekybiniai  parametrai rodo, kad
spektrofluorimetrija yra daug tikslesnis budas gliomos atpazinimui bei galéty buti
papildoma efektyvi priemoné lokaliai gliomy chirurginei diagnostikai. Nors
nedaugelis autoriy nagrinéja spektriniy skirtumy savitumus, taciau mes
akivaizdziai parodéme, kad S§is budas yra veiksmingas ir pakankamai tikslus
gliomos identifikavimui pasitelkiant optinius metodus.

Kombinuotas fluorescencijos spektry bei vaizdy taikymas kartu jgalinty
objektyviau jvertinti naudojamo sensibilizatoriaus individualius kaupimosi
efektyvumo rodiklius (inkubacijos trukme ir sukaupto PplIX kiekj). Tokie
duomenys buty itin naudingi apibréziant individualias vaisto  dozes,
sensibilizatoriaus kaupimosi ypatumus priklausomai nuo individo ar naviko tipo
bei tikslesniam naviko paribinés - infiltracinés srities identifikavimui. Kadangi
pagrindinis veiksnys, neigiamai veikiantis gliomos paSalinimo pasitelkiant
fluorescencijos vaizdinimg rezultatus, yra nedideli navikiniy lasteliy segmentai po
naviko masés pasalinimo chirurginiu budu, sialoma ir fotodinaminé terapija, kaip
pagalbinis metodas siekiant sunaikinti navikiniy lasteliy likucius, iSsiséjusius
navikui gretimuose sveiky smegeny audiniuose [63-65]. Siuo atveju, taskiné
spektrofluorimetriné sistema suteiks reikiamos informacijos paribinés srities
identifikavimui bei PpIX kiekiui jvertinti, o tuo paciu galéty buti panaudojama
sekti fotodinaminés terapijos vyksmui ir jos sukeliamo poveikio kontrolei.

Atlikta glijos naviky fluorescencijos vaizdinés informacijos analizé jgalino
tiksliau iSskirti stipriau fluorescuojancias, naviko pazeistas sritis greta esanciy
sveiky smegeny audiniy, bei galéty buti tinkamu rodikliu audiniy biopsijoms
veélesniam morfologiniam tyrimui. Akivaizdu, jog esant neabejotinam navikui,
kuomet naviko lastelingumas nedideléje srityje yra pakankamai didelis, stebimas
daug geresnis fluorescencijos intensyvumo kontrastas, kas leidzia aiskiau apibrézti
naviko pavirSiaus kontara (lokalizacija) vadovaujantis fluorescencijos vaizdu.
Taciau tikrosios isplitimo ribos visgi lieka neaiskios. Fluorescencijos vaizdy analizé
leidzia is$syk jvertinti glijos naviko iSplitimo sritj dideliame sveiky audiniy

apzvalgos plote vadovaujantis fluorescencijos intensyvumo kontrastu, taciau
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spektroskopiniu pozitriu suteikia maziau naudingos informacijos ir vertinimo
patikimumui butina atlikti morfologinius tyrimus.

Atsizvelgiant | iSkelta Sio darbo tiksla, galime teigti, kad fluorimetriniy
metody déka galime ne tik atpazinti glijos navika, bet ir tiksliau lokalizuoti
piktybinj darinj gretimuose sveikuose audiniuose, nurodant jtartinas smegeny
audinio sritis audiniy biopsijoms. Taskiné PpIX fluorescencijos spektriniy
savitumy paieskos sistema yra itin veiksmingas ir tikslus budas aptikti navikinj
darinj bei, tikétina, taps pagrindine alternatyvia priemone galvos smegeny naviky
i$plitimo riby nustatymui klinikiniams tatkymams. Fluorescencijos vaizdinimo
sistema taip pat yra tinkama priemoné lokalizuoti naviko zidinius, taciau butina
tam tikra duomeny analizés metodika, kuri padéty tiksliau atvaizduoti abejotino
audinio srities savitumus.

Siai dienai yra atlikti ne tik eksperimentiniai ikiklinikiniai tyrimai [66], bet ir
vykdomi jau III fazés klinikiniai tyrimai piktybinés gliomos $alinimui
fluorescencijos vaizdo kontroléje [67-68]. Autoriy duomenimis, pagrindiniai
faktoriai jtakojantys iSgyvenamuma po gliomos rezekcijos fluorescencijos vaizdo
pagalba yra nedideli navikiniy lasteliy segmentai, kurie lieka nepastebéti, bei
ribotas mélynos $viesos prasiskverbimo gylis (< 0.5 mm) [69]. Kaip alternatyvi
papildoma priemoné sitloma fotodinaminé terapija po naviko masés pasalinimo
padidinant intervencijos agresyvuma [67,70-71], arba padidinti registruojamy
fluorescencijos vaizdy kontrastinguma: pasitelkiant jautresnes CCD kameras,
naudoti keleta zadinanciy/emisijos bangos ilgiy analize tikslesnei vaizdinei

informacijai gauti operacijos metu [72].
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Apibendrinimas — 5-ALA indukuoto PpIX fluorescencijos taikymas
klinikoje

Nepaisant chirurginio naviko pasalinimo, radioterapijos ir chemoterapijos,
vidutiné i$gyvenamumo trukmé, pacienty, kencianciy nuo galvos smegeny
gliomos, vis dar nevirsija 15 ménesiy. Dél infiltracinio galvos smegeny gliomy
augimo bei panasumo | aplinkinj sveika smegeny audinj, radikalus naviko
pasalinimas islieka esminiu veiksniu, turinciu jtakos paciento gyvenimo trukmei.
Net ir tais atvejais, kai naviko Salinimas atlickamas pasitelkiant neuronavigacines
priemones (magnetinj branduoliy rezonansa, kompiutering tomografija), tik
maziau nei 20 proc. atveju pasiekiamas pilnutinis naviko pasalinimas [73].
Pagrindiné problema, su kuria susiduria neurochirurgas, - sunku tiksliai nustatyti
naviko iSplitimo ribas operacijos metu. Taigi, inovatyviy, efektyviy ir saugiy
metody gliomos diagnostikai poreikis yra akivaizdus.

Fluorimetriniai metodai suteikia svarbios informacijos apie audinio sandara,
morfologija ir biochemija jvairiu aspektu, todél neatsitiktinai yra itin patrauklas ir
placiai taikomi daugelyje praktinés medicinos sri¢iy. Nors kiekvienai metodikai
paprastai taitkomi skirtingi algoritmai kiekybiniy pokyciy paieskai (parenkant
charakteringiausius tiek zadinimo, tiek ir emisijos bangos ilgius), naviko
identifikavimui ar jo iSplitimo riby vaizdinimui aplinkiniuose sveikuose
audiniuose, taciau fluorimetriniy metody jautrumas biologinio objekto busenai, ju
vairiapusiskumas bei adaptyvumas yra pagrindiniai kriterijai apsprendziantys ju
patraukluma ir tinkamuma klinikai. Kombinuojant esamas metodikas kartu su
optinémis galima pasiekti daug geresniy rezultaty, padidinti chirurgo galimybes
audiniy klasifikacijai, sukaupti papildomos informacijos apie skirtingy glijos
naviky PpIX kaupimo savitumus, bei kontroliuoti ir vaizdinti navikinio darinio
ribas in vivo, net ir tais atvejais, kai spektriniai skirtumai yra nezymas.

Pirmasis  klinikinis taikymas 5-ALA  indukuoto PpIX pacientams,
kenciantiems nuo piktybinio galvos smegeny naviko — gliomos, buvo paskelbtas
1998 m. Stummer ir bendraautoriy [13]. Butent Siy tyréju grupé pasialé
patobulinimus standartiniam chirurginiam mikroskopui, papildomai jdiegiant
fluorescencijos vaizdinimo sistemg (tai jgyvendino Carl Zeiss kompanija), siekiant

pagerinti pacienty iSgyvenamumg bei suteikti chirurgui galimybe tiksliau
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lokalizuoti navikinj darinj Salinimo metu. Panaudojant 20 mg/kg 5-ALA doz¢
(medikamentinis preparatas - Gliolanas), yra indukuojamas pakankamas PpIX
kiekis, kuris selektyviai kaupiasi galvos smegeny navike ir remiantis fluorescencijos
vaizdu jgalina atpazinti navikinj darinj [74]. Pilnutinis naviko pasalinimas
pasitelkiant fluorescencinj vaizda siekia iki 65 proc. atvejy, lyginant su 20 proc.
pasiekiamu operuojant jprastu budu (baltoje mikroskopo §viesoje).

Galvos smegeny naviko fluorescencija néra homogeniska: naviko centriné
dalis — nekrotinis audinys, paprastai nefluorescuoja arba labai fluorescuoja
nezymiai, taciau aplink ji esanti gyvybinga - sparciai proliferuojanciy lasteliy -
navikinio audinio sritis pasizymi gana intensyvia fluorescencija, kuri ima slopti
einant giliau | sveiky smegeny audiniy puse¢. Butent §i blyskesné fluorescencija
atspindi naviko infiltratyvy augima — navikiniy lasteliy tankis kra$tuose stipriai
sumazéja ir nepalieka aiskios ribos su sveiku smegeny audiniu. Atlikti klinikiniai
tyrimai patvirtino, kad butina paSalinti ir tas blyskiai fluorescuojancias sritis
siekiant pagerinti pacienty iSgyvenamumg. Taciau tai néra paprastas uzdavinys
operuojanciam chirurgui. Pagrindiniai veiksniai, jtakojantys fluorescencijos
vaizdinimo informacija, yra mikroskopo objektyvo atstumas iki operacinio lauko,
nepakankamai intensyvus meélynos sviesos srautas (ribojama mikroskopo optikos),
séseliy susidarymas dél pavirsiaus reljefo netolygumuy, kraujavimas bei mikroskopo
objektyvo orientavimas vairiais kampais. Todél lengviausia atpazinti ir pasalinti
intensyviausiai fluorescuojancia navikinio darinio sritj, taciau blyskesné sritis gali
lengvai likti nepastebéta. Fluorescencijos vaizdo panaudojimas galvos smegeny
naviky $alinimui vis dar intensyviy tyrimy eigoje.

Visgi daugelio eksperimentiniy ir klinikiniy tyrimy rezultate buvo jsitikinta,
kad vien tik fluorescencijos vaizdo nepakanka ir butinos papildomos priemonés
glijos naviko riby kontrolei operacijos metu. Mazy naviko infiltracijos zidiniy
aptikimui yra siulomas $viesolaidinis zondas, kuris suteikty papildomos
informacijos audiniy spektriniy savitumy analizei. Mobili, mazy matmenuy, rankoje
latkoma $viesolaidiné sistema, panaudojant puslaidininkinj 405 nm bangos ilgio
lazerj, leisty selektyviai suzadinti PpIX, identifikuoti skirtingus galvos smegeny

audiniy spektrinius savitumus bei daug tiksliau lokalizuoti naviko isplitimo ribas, o
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tuo paciu padidinty Salinimo radikaluma. Eljamel ir bendraautoriai [75] paskelbé
114 piktybiniy galvos smegeny naviky (S ju 39 piktybinés gliomos) tyrimo
rezultatus naviko Salinimo riby kontrolei panaudojant S$viesolaiding sistema.
Zadinant 405 nm GaN lazeriu piktybinés gliomos buvo identifikuotos 85,7 proc.
jautrumu, plauciy metastazés — 83,3 proc., o hipofizés adenoma — 87,5 proc.
jautrumu. VisiSkas naviko pasalinimas pasiektas 77 proc. visu naviky. Tai vienas
pirmuyjy klinikiniy tyrimy jrodanciy taskinés fluorescencijos spektriniy savitumy
paieskos sistemos potencialg neurochirurgijoje.

Bendradarbiaujant su Vilniaus greitosios pagalbos universitetinés ligoninés
neurochirurgais (neurochirurgu A.Sitkausku) buvo atliktas ikiklinikinis tyrimas
panaudojant spektrofluorimetrinj metoda galvos smegeny naviky atpazinimui
intraoperaciniu  budu. Siam tikslui buvo surinkta mobili §viesolaidinio zondo
sistema galvos smegeny audiniy spektriniy savitumy analizei atlikti (2.29 pav.).
Fluorescencijos  zadinimui buvo panaudotas nuolatinés veikos GaN
puslaidininkinis lazeris, spinduliuojantis 405 nm bangos ilgio spinduliuote. Lazerio
spinduliuoté aliumininiu veidrodziu nukreipiama | fluorescencijos zadinimo —
surinkimo mazga, nuo dichroinio pluosto daliklio atsispindéjusi zadinancioji
spinduliuoté lgsiu surenkama | zadinimo — surinkimo $viesolaidj (suvedimo
efektyvumas apie 75 proc. (§viesolaidzio i$¢jime gaunama apie 12 mW), skaidulos
skersmuo — 600 pum, ilgis 2 m). Fluorescencijos signalas tuo paciu $viesolaidziu
patenka atgal | fluorescencijos zadinimo — surinkimo mazga, praeina dichroinj
pluosto dalikl; ir papildoma filtra Zzadinimo spinduliuotei atkirsti bei lesiu
surenkama | registravimo $viesolaidj sujungta su Avantes spektrometru.

Didesnio  diametro  fluorescencijos  Zzadinimo-surinkimo  $viesolaidis
pasirinktas tam, kad galima buty ne tik uzregistruoti jtartinos srities spektra
nekontaktiniu budu esant kuo mazesnei signalo kaupimo trukmei (pasirinkta 50
ms signalo kaupimo trukme), taciau ir atlikti vizualing apziura — akimi stebéti

fluorescuojant navikinj darinj ir taip kontroliuoti jo Salinima.
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GaN lazeris, 405 nm
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2.29 pav. Mobilios fluorescencijos Zadinimo-surinkimo sistemos schema

Sviesolaidiné fluorescencijos Zadinimo — surinkimo sistema igalino aptikti
PpIX charakteringa fluorescencija glijos navikuose operacijos metu ir tokiu budu
leido lokalizuoti jo iSplitimo ribg greta esanciuose sveikuose smegeny struktarose,
o tuo paciu padidino Salinimo radikaluma. Operacijos metu uzregistruoty
fluorescencijos spektry pavyzdziai pateikti 2.30 pav.
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2.30 pav. Zmogaus galvos smegeny naviko ir greta esandiy sveiky smegeny
audiniy fluorescencijos spektrai uZregistruoti naudojant mobilig
§viesolaiding fluorescencijos Zadinimo-surinkimo sistema (20mg/kg 5-ALA
dozé, Gliolanas)

Pasitelkiant taskine fluorescencijos detekcijos sistema, galime iSsyk atlikti
naviko guolio zondavima, aptikti net ir silpnai fluorescuojancias naviko liekanas
bei parinkti teisingas audinio sritis histopatologiniam tyrimui. Tokia sistema galéty
papildyti baltos $viesos chirurginius mikroskopus bei stipriai padidinty $iy naviky
salinimo radikaluma, o tuo paciu suteikty chirurgams didesnio pasitikéjimo
kontroliuojant Salinimo apimtj bei, tikétina, padidinty pacienty iSgyvenamumo
trukme. Be to, Sig sistema galima buty nesunkiai modifikuoti jvedant antraj
zadinimo bangos ilgi - raudona lazerio spinduliuote (630 nm), atitinkancia
paskutiniaja PpIX sugerties smailg, kurios prasiskverbimo gylis | smegeny audinius

yra didesnis nei mélynos spinduliuotés. Tokiu budu fluorescencijos intensyvumo
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pokytis ties antraja PpIX smaile, ties 705 nm, tarnauty kaip diagnostinis zymuo,
atspindintis giliau esanciy navikiniy lasteliy sankaupas, arba kaip rodmuo
sensibilizatoriaus blyskimo fotodinaminés terapijos poveikyje.

Akivaizdu, kad fluorescenciné spektroskopija galéty tapti svarbia papildoma
diagnostine priemone patologijos zidiniy identifikavimui, uzdegiminiy ar
infekcijos pazaidy lokalizavimui in vivo praktinés medicinos reikméms. Ji
perspektyvi klinikinése situacijose, kuomet kiti taitkomi metodai yra nenaudingi
identifikuojant piktybinj darin arba ji salinant. Klinikiniy taikymuy sritys Zenkliai
prasiplésty, jei atsirasty galimybé iSsyk isgauti histocheminés informacijos
remiantis  audinio  fluorescencijos  savitumais. Pagaliau, fluorescencine
spektroskopija gali buti panaudota neinvaziniu budu testuoti ligos savybes, ko
dabartiniai patologai negali, atlikti metaboliniy vyksmuy, iSemijos ar net nekrozés
monitoringg laike. Si papildoma informacija galéty praplésti turimas zinias apie
vairiy ligy etiologija ir patogeneze bei tapty efektyvesne diagnostikos priemone

ankstyvai ligy diagnozei.
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3

Hipodinaminio streso paveikty
kraujagysliy sienelés fluorescencijos
tyrimas

3.1. Jvadas

Sergamumas Sirdies ir kraujagysliy ligomis yra viena aktualiausiy $iy dieny
problemy. Mokslininky ir mediky démesys nukreiptas | ankstyva - prading
aterosklerozés diagnostika ir galimybes sustabdyti §i procesa. Aterosklerozé — tai
létiné arterijy sienelés liga, pasireiSkianti per struktarinius (lipidy kaupimasis,
lygiyju raumeny lasteliy proliferacija bei kolageno, elastino skaiduly ir
proteoglikany gamyba intimoje) bei funkcinius (susilpnéjusi vazodilatacija ir
antitrombinis aktyvumas) pakitimus [1]. Endotelis — pagrindinis ypac aktyvus
kraujagyslés sienelés funkcijos reguliavimo organas. Endotelio lasteliy pazeidimas
siejamas su svarbiausiais aterosklerozés rizikos veiksniais, kuriy poveikj galima
paaiskinti traktuojant ateroskleroze¢ kaip reakcija | pazeidima [2]. Nezymus
poveikis arterijoms salygoja tik endotelio funkcinius sutrikimus. Taciau esant
ilgalaikiams poveikiams atsiranda negriztami pakitimai, dél ko padidéja sienelés
pralaidumas kraujo plazmos komponentams bei lipidams. Palaipsniui dél
specifiniy biocheminiy pokyciy intimoje atsiranda struktariniai kraujagyslés

sienelés pokyciai. Dabartiniu metu yra visa eilé metody, leidzianciy jvertinti
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kraujagysliy struktarg ir funkcijg [3]. Taciau, sickiant dar ankstyvesnés struktariniy
pakitimy diagnostikos, buty aktualts tyrimo metodai, kurie jgalinty atpazinti
pradinius biocheminiy procesy pakitimus bei pritaikyti tinkamas profilaktines
priemones dar neissivyscius struktariniams kraujagysliy pakitimams. Siuo metu
néra placdiau zinomy neinvaziniy metody, kurie leisty stebéti biocheminius
procesus kraujagyslése in vivo.

Remiantis Pasaulinés sveikatos organizacijos duomenimis [4], fizinio
aktyvumo sumazéjimas yra tiesiogiai susijes su sergamumu Sirdies ir kraujagysliy
ligomis [5-6]. Nejudrumas gali sukelti {vairiy bioelementy kiekybinius pokycius,
kurie dalyvauja daugelyje metaboliniy procesy [7-8]. Nustatyta, kad uzsiteses
nuolatinis stresas salygoja bioenergijos stygiy bei fermenty aktyvumo sumazéjima
[9]. Ilgalaikis hipodinaminis stresas gali salygoti ne tik biocheminius ar
fiziologinius pakitimus, bet ir inicijuoti struktarinius endotelio pakitimus. Tyrimy
eigoje nustatyta, kad hipodinaminis stresas sukelia mikroelementy kiekybinius
poky¢ius, kurie yra svarbus jvairiy fiziologiniy patologiniy ir biocheminiy procesy
katalizatoriai, aktyviai dalyvaujantys medziagy apykaitoje [10]. 48 pary
hipodinaminis stresas sukelia mikroelementy (cinko, mangano ir vario) ir
cholesterolio kiekio kitima, dél to ultrastruktaroje stebime kraujagyslés endotelio
lasteliy dezintegracija, endotelio pavir§iaus vingiuotumga, vidinés elastinés
membranos fragmentacija, lipidy kaupimasi po endoteliu [11-12]. PavyzdZiui,
vario sumazéjimas neigiamai veikia jungiamojo audinio bukle — sutrikdo kolageno,
ypa¢ elastino biosintez¢. Nustatyta, kad hipodinaminis stresas sukelia aortos
intimos strukturinius pakitimus, todél galéty buti naudojamas kaip eksperimentinis
modelis ankstyvyjuy kraujagyslés sienelés pazaidy diagnostikai. Masy duomenimis,
$iai dienai spaudoje néra jokiy moksliniy darby nagrinéjanciy fizinio aktyvumo
sumazéjimo salygoty pakitimy atpazinima spektrofluorimetriniy metody pagalba.

Siame skyriuje nagrinéjamo darbo tikslas - jvertinti galimybe atpaZinti
fizinio aktyvumo suvarzymo salygotus kraujagyslés sienelés strukturinius
pakitimus Sirdies aortos bei periferiniy arterijy bandiniuose spektrofluorimetriniu
budu, bei nustatyti optimalius zadinimo/emisijos bangos ilgius struktiriniy

pazaidy identifikavimui.
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3.2. Medziagos ir metodai

Eksperimentiniai tyrimai atlikti bendradarbiaujant su Kauno medicinos

universiteto Kardiologijos instituto moksliniais bendradarbiais.

3.2.1. Eksperimentiné spektrofluorimetriné sistema

Atrankaus zadinimo savosios fluorescencijos registravimo eksperimentiné
schema pateikta 3.1. pav. Fluorescencijos zadinimui buvo naudojama
pikosekundiné lazeriné sistema — sinchronizuoty mody Nd:stiklo lazerio
,» Twinkle® (Light Conversion Ltd.) antraja harmonika (527 nm) kaupinamas
optinis parametrinis $viesos generatorius ,, Topas® (Light Conversion Ltd.).
Fluorescencijos spektry  registravimui naudojamas plokscio lauko
polichromatorius (S380 Solar TII, Ltd) bei optinis daugiakanalis analizatorius
OMA IV (EG&G Instruments Corp.). Optinio parametrinio §viesos
generatoriaus i§¢jime buvo generuojami tolydziai derinamo bangos ilgio 1 ps
trukmes ir 20 Hz pasikartojimo daznio impulsai, kuriy vidutiné energija sieké nuo
35 — 50 uJ. PSG is¢jime turédavome dvi bangas — signaling ir skirtumine.
Signalinés bangos atskyrimui nuo skirtuminés panaudojome filtra (dalis
eksperimentiniy matavimy atlikta naudojant jvairiy filtry rinkinius skirtumineés
bangos nuslopinimui bei signalinei bangai i$skirti (340 nm — UFS 2; 350-380 nm —
SZS11 ir UFS2; 385-420 — SZS21 ir S§4) ir fluorescencijai atskirti nuo i$sklaidytos
zadinancios spindulivotés (370-405 nm — ZS11; 410-420 nm — ZS12)). Skirtingo
bangos ilgio impulsy energijos matavimai buvo atlickami su “Ophir” energijos
Vv DH- PSG Lazeris

oo | 3

L L, PL OMA .

matuokliu.

B PC /&~

3.1. pav. Atrankaus Zadinimo fluorescencijos spektry registravimo
sistemos schema. Nd: stiklo lazeris, PSG — optinis parametrinis generatorius,
D - filtras, V - veidrodis, L1 — kvarcinis lesis, B — bandinys, OS — optiné
skaidula, Lo — objektyvas, PL. — ploks¢io lauko polichromatorius, OMA -IV—
optinis daugiakanalis analizatorius, PC - kompiuteris
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Parametriniu $viesos keitikliu Zadinancios spinduliuotés bangos ilgis buvo
kei¢iamas 320 — 420 nm spektrinéje srityje (kas 5 nm) atitinkancioje pagrindiniy
audinio struktariniy baltymy — elastino ir kolageno — sugerties maksimuma.
Zadinancios §viesos pluostelis (signaliné banga) veidrodziu M buvo nukreipiamas
kvarcinj lgsi L1 ir fokusuojamas | bandinio pavirsiy (~ 1 mm? déme). Bandinio
fluorescencija buvo surenkama optine skaidula jtvirtinta statmenai bandinio
pavirsiui (1-2 mm atstumu) ir objektyvu L2 nukreipiama | polichromatoriaus plys;
taip, kad plysio plokstumoje buvo gaunamas tikras apverstas fluorescuojancio
bandinio  vaizdas. Polichromatoriaus  i$¢jimo  plokstumoje  suformuoti
fluorescencijos spektrai buvo registruojami optinio daugiakanalio analizatoriaus
OMA-IV pagalba. Jo pagrindas yra CCD kamera, sudaryta i§ 256 eiluciy, kuriy
kiekvienoje yra 1024 $viesai jautriy elementy. Sis analizatorius buvo at$aldomas
skystu azotu iki —120 °C temperataros, atSaldymas reikalingas sumazinti CCD
kameros savuosius triuksmus bei uztikrinti pakankama spektrinei analizei santyki
signalas/triuk$mas.

Registravimo sistemos aparatinés funkcijos {vertinimui buvo isSmatuotas
baltos $viesos Saltinio (halogeniné-kaitriné lempa) spektras kalibruotu
spektromentru QE65000 (OceanOptics Inc.) ir musy naudota registracijos
sistema - plokscio lauko polichromatoriaus ir optinio daugiakanalio analizatoriaus
(OMA-IV). Ismatuoti eksperimentiniai fluorecencijos spektrai buvo padauginami
18 jvertintos sistemos aparatinés funkcijos.

Savosios fluorescencijos spektry registravimui kraujagysliy bandiniai buvo
perpjaunami isilgai kraujagyslés bei padedami ant nefuorescuojancio padékliuko
taip, kad vidiné kraujagyslés pusé (intima) buty apsvieciama zadinancios
spinduliuotés.  Stumdant  padékliuka  (horizontalioje  plokstumoje)  buvo
registruojami fluorescencijos spektrai i§ skirtingy audinio paviriaus sriciy.
Kiekvieno bandinio atveju buvo pasirinkta nuo 5 (periferinéms arterijoms) iki 10
(aorta) skirtingy audinio tasky, kuriuose uzregistruoti fluorescencijos spektrai.
Fluorescencijos spektry registravimo metu bandiniai papildomai buvo suvilgomi
Ringerio tirpalu. Kiekvienas fluorescencijos spektras uzregistruotas naudojant 9 s

signalo kaupinimo trukme.
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3.2.2. Eksperimentinis ankstyvyjy kraujagyslés sienelés struktiriniy
pakitimy modelis

Eksperimentiniai tyrimai atlikti remiantis Lietuvos Respublikos Valstybinés
maisto ir veterinarijos tarnybos liedimu (Nr.0064) atlikti laboratorinius bandymus
su gyvunais.

Remiantis B.M.Fiodorovo metodu [9], sinsilos veislés triusiams (svoris apie
2,5-3 kg) buvo sukeltas 48 pary trukmés hipodinaminis stresas imobilizuojant
gyvung | riboty matmeny metalinj narvelj. Tuo tarpu kontroliniai triusiai (svoris
apie 2,5-3 kg) buvo laikomi jprastomis vivariumo salygomis. Pasibaigus
imobilizacijos laikui, eksperimentiniai gyvanai buvo anestezuojami tiopentaliu (35
mg/kg, intraveniskai). Chirurginiu budu buvo paimami hipodinaminio streso
paveikty ir kontroliniy triusiy kratinés aorty (4 -5 cm nuo Sirdies, n= 10) ir
centrinés ausies arterijy (n=3) segmentai bei fiksuojami modifikuotame Ringerio
tirpale, kad islaikyty pirminj bavy, drégmés balansg ir elastinguma. Du kraujagysliu
segmentai (~ 2 cm ilgio — centrinei ausies arterijai ir ~ 3 cm — kratinés aortai)
buvo paimami i§ vieno gyvano — vienas spektroskopiniams tyrimams, o kitas

ultrastruktaros tyrimams.
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3.3. Pagrindiniai rezultatai

Vieni pagrindiniy endogeniniy fluorofory, atspindinc¢iy kraujagyslés
sienelés pakitimy laipsnj remiantis savaja fluorescencija, yra struktariniai baltymai
— eclastinas ir kolagenas bei [vairas lipopigmentai. Sickiant spektroskopiskai
identifikuoti hipodinaminio streso salygotus strukturinius pakitimus arterijos
vidinéje sieneléje bei identifikuoti spektrines sritis, atitinkancias didZiausius
fluorescencijos spektry pokycius, lyginant su sveika kraujagyslés sienele, buvo
atlikti savosios fluorescencijos spektry matavimai ex vivo taikant atranky
zadinimg. Struktariniy baltymy zadinimui buvo naudojama parametrinio $viesos
generatoriaus spinduliuoté, derinama 320-420 nm spektriniame intervale.

Tiriant hipodinaminio streso paveikty ir sveiky aortos méginiy savajq
fluorescencija, nustatyta, kad atskyry tos pacios grupés (kontrolinés arba streso
paveiktos) individy fluorescencijos spektrai turi nedideliy formos skirtumuy.
Norint iryskinti hipodinaminio streso jtakotus pakitimus kraujagyslés intimoje
buvo vertinami ju vidurkiai. Uzregistruotus sirdies aortos vidinés sienelés savosios
fluorescencijos spektrus sunormavus | vienetinj plota isrySkéjo ju formos
skirtumai (3.2. pav.). Be to, keic¢iant zadinimo bangos ilgj, kito ir registruojamo

fluorescencijos spektro forma.
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3.2 pav. Kairéje: normuoti sveikos aortos vidinés sienelés fluorescencijos
spektry vidurkiai Zadinant skirtingo bangos ilgio impulsais. DeSinéje:
normuoti (j vienetinj plotg) hipodinaminio streso paveikty aortos vidinés
sienelés fluorescencijos spektry vidurkiai Zadinant skirtingo bangos ilgio
impulsais (spektrai sunormuoti | vienetinj plota po kreive)

Tiek sveiky, tiek pazeisty aortos vidinés sienelés fluorescencijos spektrams
budinga smaile ties 440 nm, kuri islicka dominuojancia zadinant 340 - 400 nm
bangos ilgio spinduliuote. Kei¢iant zadinancios spinduliutés bangos ilgj,

fluorescencijos spektruose ima ryskéti dvi smailés: smailé ties 480 nm, kuri tampa
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dominuojancia zadinant ilgesniy bangos ilgiy srityje (410 — 420 nm) ir smailé ties
550 nm. Spektriniai skirtumai ties 540 nm yra salygoti hemoglobino
rearbsorbcijos, kaip ir nezymi jduba ties 420 nm. Hipodinaminio streso paveikty
aortos bandiniy savosios fluorescencijos spektre stebimi spektro formos skirtumai
trumpabangéje srityje ties 390 nm zadinant 340 nm bangos ilgio impulsais, tuo
tarpu sveikos aortos vidinés sienelés spektre Sioje srityje matome tik nezymiai
praplatéjusi $laita.

Siekiant identifikuoti pagrindinius fluorescencijos bangos ilgius, Zymincius
didziausius skirtumus tarp sveikos ir hipodinaminio streso paveiktos aortos
vidinés sienelés, buvo apskaiciuoti skirtuminiai visy tirty bandiniy spektrai bei
atlikta ju lyginamoiji analizé. Gauti skirtuminiai hipodinaminio streso paveikty ir
sveiky Sirdies aortos vidinés sienelés fluorescencijos spektrai pateikti 3.3 pav. Siy
spektry Seimoje galime isskirti penkis charakteringiausius emisijos bangos ilgius
atitinkancius aortos fluorescencijos spektrinius pokycius dél hipodinaminio streso.
Trys pagrindinés spektrinés smailés ties 390 nm (zadinant 340 nm ir 360 nm), 480
nm ir 550 nm yra priskiriamos hipodinaminio streso paveiktiems aortos
bandiniams, tuo tarpu sveikoms aortoms charakteringa smailé ties 440 nm ir
neiSraiskinga smailé ties 410 nm. [dubos ties 420 nm ir 540 nm yra salygotos
hemoglobino sugerties. DidzZiausi skirtumai hipodinaminio streso pazeistos aortos
vidinés sienelés fluorescencijos spektre ties 480 nm gaunami zadinant 390 — 400
nm bangos ilgio spinduliuote. Apskaiciuojant fluorescencijos intensyvumy santyki
ties Siais charakteringaisiais emisijos bangos ilgiais galime sudaryti sveikos ir
hipodinaminio streso pazeistos sienelés atskyrimo algoritma, atspindintj sienelés

biocheming sudétj — tam tikry savyjy fluorofory atsako pokyti dél pazaidos.
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Keiciant zadinimo bangos ilg] keicasi ne tik fluorescencijos spektro forma,
taciau taip pat kinta ir santykinis fluorescencijos intensyvumas. Tiek sveiky, tiek
pazeisty aortos vidinés sienelés fluorescencijos intensyvumas didziausias zadinant

370 nm bangos ilgiu (3.4 pav.). Didé¢jant zadinancios spinduliuotés bangos ilgiui

fluorescencijos intensyvumas didéja, pasiekia maksimuma ties 370 nm ir vél

krenta.
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3.4 pav. Kairéje: sveikos aortos vidinés sienelés fluorescencijos Zadinimo-
emisijos matrica. Desinéje: hipodinaminio streso paZeistos aortos vidinés
sienelés fluorescencijos Zadinimo-emisijos matrica (spektrai sunormuoti |
vienetinj plota)

Nustatyta, kad hipodinaminio streso paveikty aortos bandiniy
fluorescencijos intensyvumas tik nezymiai mazesnis lyginant su sveiky aorty
sienele. Todél fluorescencijos spektro formos skirtumai suteikia daugiau
naudingos informacijos pazaidos identifikavimui.

Siekiant apibrézti fluorescencijos intensyvumo bei formos skirtumus tarp
hipodinaminio streso paveikty ir sveiky aortos bandiniy buvo apskaiciuota
skirtuminé zadinimo-emisijos matrica (3.5 pav.).
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3.5. pav. Skirtuminé Zadinimo emisijos matrica (ZEM). (spektrai
normuoti | vienetinj plota; matrica gauta i§ sveikos kraujagysles ZEM atémus
hipodinaminio streso paveiktos kraujagyslés ZEM)
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Kaip matyti, skirtuminéje matricoje iSryskéja dvi sritys: teigiama santykinio
intensyvumo verciy sritis apibrézianti fluorescencijos spektro formos skirtumus
ties 440 nm — Sioje spektro srityje fluorescuoja struktariniai baltymai, tuo tarpu
neigiama sritis apibrézia spektro skirtumus ties 480 nm — dél lipidy jtakos ir
nezymiai ties 390 nm dél struktariniy baltymy santykinio kiekio pokycio.
Didziausi skirtumai matomi zadinant 370 — 410 nm bangos ilgio spinduliuote.

Kadangi egzistuoja funkcinis rysSys tarp vainikiniy arterijy ir periferiniy
arterijy, pastaryjy pazaidy tyrimai gali duoti itin svarbios informacijos vertinant
didziyjy organizmo kraujagysliy bukle. Tiriant periferiniy kraujagysliy savaja
fluorescencija, nustatyta, kad sveiky ir hipodinaminio streso paveikty kraujagysliy
spektrai skiriasi. 3.6 ir 3.7 paveiksluose pateikti normuoty sveiky ir pazeisty
periferiniy arterijy vidinés sienelés savosios fluorescencijos spektry vidurkiai
zadinant skirtingo bangos ilgio impulsais. Keic¢iant zadinancios spinduliuotés
bangos ilgi nuo 320 nm iki 360 nm sveiky arterijy spektre dominuoja smailé ties
410 nm, kuri ryskéja didinant zadinancios spinduliuotés bangos ilgi. Nezymus
spektriniai iskraipymai ties 420 nm yra salygoti hemoglobino reabsorbcijos, kurio

itaka spektro formai matoma ir pazeistos kraujagyslés fluorescencijos spektruose.
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3.6. pav. Kairéje: sveikos centrinés arterijos vidinés sienelés fluorescencijos
spektry vidurkiai Zadinant skirtingo bangos ilgio impulsais. DeSinéje:
sveikos centrinés arterijos vidinés sienelés fluorescencijos Zadinimo-emisijos
matrica. (Spektrai sunormuoti | vienetinj plota)
Hipodinaminio streso paveikty periferiniy arterijy vidinés sienelés
fluorescencijos forma turi savita braiza lyginant su sveika arterijos sienele. Keiciant

zadinimo bangos ilgi ima ryskeéti fluorescencijos smailé ties 440 nm tuo tarpu

smailé ties 410 nm nyksta.
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3.7. pav. Kairéje: hipodinaminio streso paZeistos centrinés arterijos vidinés
sienelés fluorescencijos spektry vidurkiai Zadinant skirtingo bangos ilgio
impulsais. Desinéje: hipodinaminio streso paZeistos centrinés arterijos
vidinés sienelés fluorescencijos Zadinimo-emisijos matrica (spektrai
sunormuoti | vienetinj plota)

Pazymeétina, kad Zzadinant 340 nm spinduliuotés bangos ilgiu, kuris atitinka
struktariniy baltymy sugerties maksimuma, fluorecencijos smailés ties 410 nm
santykinis intensyvumas sumazéja mazdaug 1,3 karto pazaidos atveju.

Apskaiciavus  skirtuminius  fluorescencijos  spektrus, 1§  vidutinio
hipodinaminio  streso  paveiktos periferinés arterijos vidinés  sienelés
fluorescencijos spektro atémus vidutin} sveikos arterijos sienelés fluorescencijos
spektra, buvo gauta periferinéms arterijoms budingy spektry seima. Kaip matyti is
3.8 paveikslo, hipodinaminio streso paveiktoms periferiniy arterijy sienelems
charakteringa plati fluorescencijos juosta ilgesniy bangos ilgiy srityje — 450-500
nm. Tuo tarpu sveikai sienelei budinga fluorescenijos smailé trumpesniy bangos
ilgiy srityje — ties 410 nm.
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3.8. pav. Skirtuminiai hipodinaminio streso paveikty ir sveiky centrinés
ausies arterijos vidiniy sieneliy fluorescencijos spektrai Zadinant
skirtingo bangos ilgio impulsais
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Apskaiciavus ~ skirtuming zadinimo-emisijos matrica, nustatyta, kad

didziausi skirtumai stebimi zadinant 340 ir 360 nm spinduliuotés bangos ilgiu.
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3.9. pav. Skirtuminé Zadinimo emisijos matrica. Spektrai normuoti | vienetinj
plota; matrica gauta i§ sveikos kraujagyslés ZEM atémus hipodinaminio streso
paveiktos kraujagyslés ZEM

Pazymétina, kad lyginant aortos ir periferiniy kraujagysliy savosios
fluorescencijos spektrus, matome zenklius formos skirtumus. Periferiniy
kraujagysliy spektre dominuoja smailé ties 410 nm, bei keiciant zadinimo bangos
ilgi ima dominuoti smailé ties 440 nm, tuo tarpu aortos atveju — dominuoja smailé
ties 440 nm (Zadinant 340-360 nm spinduliuote) bei spektro formos pokytis
ilgabangéje spektro srityje, ties 480 nm. Spektro formos pokyciai ties 390 nm
stebeéti tik aortos kraujagysliy savosios fluorescencijos spektre zadinant 340 — 360
nm spindulivotés bangos ilgiais. Sie spektriniai savitumai greiéiausiai yra susije su
skirtinga §iy tirty kraujagysliy struktara, bei skirtingu endogeniniy fluorofory
pasiskirstymu bei jy kitimu pazaidos atveju.

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad hipodinaminis stresas
salygoja struktarinius pakitimus kraujagysliy sienelése, dél ko pakinta tam tikry
endogeniniy fluorofory santykinis kiekis, o tuo paciu stebime spektrinius
skirtumus vidinés sienelés savojoje fluorescencijoje. Tiek aortos, tiek ir periferiniy
arterijy atveju, skirtuminiy spektry analizés budu galime nustatyti pagrindinius
charakteringiausius fluorescencijos bangos ilgius, kurie yra informatyvus vertinant
sienelés biochemine sudéti ar jos pirminius pakitimus dél hipodinaminio streso.
Tuo tarpu skirtuminis fluorescencijos intensyvumy zemeélapis leidzia iSsyk
identifikuoti tuos zadinimo bangos ilgius, kurie atspindi didziausius santykinio

fluorescencijos intensyvumo pokycius.
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3.4. Aptarimas

Ankstyviausia aterosklerozés stadija — kraujagyslés vidinio sluoksnio, t.y.
kraujagysliy endotelio, funkcijos sutrikimas, susijes su subtiliais biocheminiais
pokyciais  kraujagyslés sieneléje, palaipsniui  perauganciais | struktarinius
kraujagyslés sienelés pokycius. Norint sustabdyti progresavimg ir neleisti atsirasti
uminei ligai, pagrindinis démesys turi buti skiriamas ankstyvai diagnostikai ir
gydymui. Remiantis spaudoje  skelbtais darbais, kraujagysliy savosios
fluorescencijos spektre dominuoja du pagrindiniai endogeniniai komponentai [13-
15]. Tai pagrindiniai audinio struktariniai baltymai — elastinas ir kolagenas.
Kraujagyslése elastinas pagrinde randamas vidinéje elastinégje membranoje
skiriancioje endotelj ir giliau esantj lygiyjuy raumeny sluoksnj. Tuo tarpu kolagenas
yra pagrindinis ekstralastelinio matrikso komponentas. Fluorescenciné medziaga
elastine yra trikarboksilo triamino piridino dariniai, kurie spektrinémis savybémis
labai panasus i kolagena [16].

Spaudoje paskelbta nemazai darby, kuriuose pateikiami aterosklerotiniy
pazaidy specifiniy skirtumy duomenys taikant fluorescencinius metodus [13,17-
21]. Tyrimy metu nustatyta, kad spektro formos bei intensyvumo pokyciai jgalina
atpazinti [vairaus laipsnio strukturines pazaidas kraujagyslés sieneléje [22-27].
Ivairts matematiniai algoritmai, remiantis spektro smailiy santykio skaic¢iavimu, ar
registruojamo spektro modeliavimo, pagal Zinomus endogeniniy fluorofory
fluorescencijos spektrines charakteristikas, budai buvo panaudoti siekiant
padidinti pazeisty kraujagyslés sieneliy atskyrimo efektyvuma [13,15,28-30]. Taciau
reikia pazyméti, kad dauguma tyrimy atlikta esant pazengusiai aterosklerozés
stadijai, todél tik dalinai iSsprendzia ankstyvos diagnozés problema.

Kraujagyslés sienelés fluorescencijos spektrg jtakoja keletas endogeniniy
fluorofory su savitomis fluorescencijos charakteristikomis. Struktariniai baltymai
— clastinas ir kolagenas yra priskiriami prie pagrindiniy fluorescuojanciy
komponenty. Tyrimy metu nustatyta, kad intimos ir medijos sluoksniuose esanciy
elastiniy skaiduly fluorescencija dominuoja sveikose Sirdies arterijos ir aortos
bandiniuose, tuo tarpu kolageno fluorescencija zenkliai padidéja pazeistose

fibrozinése aterosklerotinése plokstelése [13,15]. Be to, besiformuojant fibrozinei
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plokstelei arterijos intimos sluoksnyje gali kauptis jvairus lipidai (pvz., laisvasis ar
esterinis cholesterolis), lipopigmentai (karotenoidai ir ceroidai), pakeiciantys
sienelés intimos morfologines savybes, o tuo paciu pakeicia pacios kraujagyslés
sienelés fluorescencijos spektrines savybes [31-34]. Kuo labiau pazengusi
ateroskleroze, tuo siy pigmenty jtaka yra didesné ir atsispindi fluorescencijos
spektro ilgabanggje srityje (> 460 nm).

Mausy tyrimy rezultatai parode, kad 48 pary hipodinaminis stresas salygoja
[vairius struktarinius pakitimus kraujagysliy sieneléje. Nustatyta, kad santykinis
fluorescencijos intensyvumas trumpabangéje srityje yra didesnis sveikoje
kraujagysléje nei hipodinaminio streso pazeistoje. Stebimi spektriniai skirtumai
matomai yra salygoti kolageno sintezés ir degradacijos balanso sutrikdymo.
Autoriy duomenimis, sveikos kraujagyslés fluorescencijos spektre dominuoja
clastinas (fluorescencijos smailé¢ ties 410 nm) [13,15], kuris lokalizuojasi
daugiausiai intimoje ir medijoje [35] su labai nezymiu kolageno indé¢liu ties 390
nm. Tuo tarpu pazaidos atveju isryskéja kolageno fluorescencija. Zinoma, kad
kolageno tipas I ir III yra pagrindiniai fibriliniy baltymy tipai kraujagysliy sieneléje
svarbus kraujagysliy fiziologijai [36]. Kolagenas III daugiausiai lokalizuojasi
intimos dalyje. Kolageno tipy I ir III santykinio kiekio pokytis dél sintezés ir
degradaciniy mechanizmy sutrikimo atspindi aterosklerozés pazaidos laipsnj [37].
Kadangi  uz  kolageno  fluorescencija  atsakingi  skersiniai  rysiai
(hidroksipiridinolinas), todél manoma, kad kolageno molekulés erdviné struktara
turi jtakos skersiniy ryS$iy susidarymui fibrilése [38]. Siu  skersiniy rysiy
formavimasis turi jtakos aterosklerozés atsiradimui, o tuo paciu pakinta ir audinio
elastingumas bei, atitinkamai, pasikeicia registruojamas fluorescencijos spektras.
Be to, pazaidos atveju savosios fluorescencijos spektre ryskéja lipidy jtaka —
ilgabangé spektro dalis, o tai taip pat gali reiksti trumpabangés spektro dalies
santykinj intensyvumo sumazéjima. Siekiant jvertinti spektrines sritis, kuriose
stebimi didziausi skirtumai tarp sveiky ir hipodinaminio streso paveikty
kraujagyslés sieneliy, buvo apskaiciuotos skirtuminés zadinimo emisijos matricos.
Nustatyta, kad teigiama sritis atitinka elastino ir kolageno santykinio kiekio

pokycio salygotus skirtumus, tuo tarpu neigiama — lipidy.
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Atlikti ultrastruktaros tyrimai parodé, kad pazeisty kraujagysliy vidiné
clastiné membrana ir subendotelinis sluoksnis yra fragmentuoti, vietomis
susiauréje, kai kur matosi cholesterolio kaupimasis (3.10, 3.11 pav.). Streso
poveikyje taip pat matoma endotelio branduoliy invaginacija, piknozé rodo siy
lasteliy pazeidimg susijusi su bioenergetikos stygiumi (sutrikdomi lastelés
oksidaciniai - redukciniai procesai), o tai gali atsiliepti lastelés ultrastruktaros,
integralumo palaikymui.

Sveikos kraujagyslés ultrastruktaros vaizde, matome aiskia viding elasting
membrana bei poendotelini sluoksnj. Kadangi elastinas yra vienas pagrindiniy
vidinés elastinés membranos komponenty, tikétina, kad stebimi fluorescencijos
spektro skirtumai yra salygoti kolageno santykinio kiekio pokycio deél 48 pary
hipodinaminio streso, kuris atitinkamai modifikuoja trumpabanges spektro srities

smaile, ja praplésdamas.

3.10. pav. Periferiniy kraujagysliy intimos ultrastruktara. (A) - sveika
kraujagyslés sienele; (B,C) — hipodinaminio streso pazeista kraujagyslés sienele (N -
branduolys, END — endotelis, IEL — vidin¢ elastiné membrana, CH — cholesterolio
dalelés, S-subendotelinis sluoksnis). Skalés dydis -1pm
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3.11. pav. Sirdies aortos intimos ultrastruktira. (A) — hipodinaminio streso
pazeista kraujagyslés sienele; (B) sveika kraujagyslés sienelé (N — branduolys, S —
poendotelinis sluoksnis, E— vidiné elastiné membrana, rodyklés zymi cholesterolio
kaupimasi). Skalés dydis -1um

Eksperimentiniy tyrimy metu nustatyta, kad pazeistai aortos ir periferinés
arterijos vidinei sienelei charakteringas platesnis spektro $laitas | ilgabange puse
(450-600 nm). To priezastimi galéty buti lipidy kaupimasis pazeistoje sieneléje
(3.10 pav. C). Kiti autoriai taip pat nurodo, kad kai kurie lipidai gali kauptis
sieneléje vystantis aterosklerozei bei salygoti spektro poslinki i ilgesniy bangy puse
[31-32,39-40].  Kratinés aortos  ultrastruktaroje matome  cholesterolio
inkorporacija, ka iliustruoja ir skirtuminiy spektry formos pokyciai ilgabangéje
spektro srityje. Periferiniy arterijy atveju, ilgabangés spektro srities Slaitas yra
siauresnis nei aortos atveju, ir tai galimai yra susij¢ su tirty arterijy morfologiniais
skirtumais bei savyjy endogeniniy komponenty pasiskirstymu sieneléje. Zinoma,
kad sveikoje vainikinéje arterijoje santykinis elastino ir kolageno kiekis vidinéje
elastinéje membranoje yra daug didesnis nei kity mazesniy arterijy bei budingas
savitas Siy fibriliniy baltymy pasiskirstymas sienelés sluoksniuose [41]. Tokiu
budu, keiciant zadinimo bangos ilgj, kinta ir storis, i§ kurio surenkamas
fluorescencijos signalas, bei, atitinkamai, fiksuojame didesn; ar mazesnj
struktdriniy baltymy santykinio kiekio pokyti. Zadinant 337 nm bangos ilgio
spinduliuote, paprastai pasieckiamas 150-200 pm spinduliuotés prasiskverbimo
gylis, kuris didéja didinant zadinimo bangos ilgj. Vadinasi, surenkama informacija
ne tik i§ intimos, bet ir i§ vidinio — medijos, sluoksnio. Priklausomai nuo zalingo
poveikio intensyvumo bei arterijos sienelés sandaros yra sutrikdomi nataralas
fibriliniy baltymy formavimo mechanizmai, pakinta skersiniy rysiy skaicius, vidiné
sienelé  tampa  taikiniu  jvairiems lipidams. Todél arterijos  sienelés

charakterizavimui svarbus veiksnys yra zadinimo bangos ilgio parinkimas.
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Zinoma, kad periferinés arterijos yra atsparios aterosklerozei, tadiau jvairiu
poveikio veiksniy salygoti vidinés sienelés pakitimai koreliuoja su didziyjy
organizmo arterijy sienelés bukle. Todél jos yra puikus tyrimo objektas siekiant
tvertinti  atsparios kraujagyslés vieno ar kito iSorinio poveikio, priskiriamo
aterosklerozés rizikos faktoriui, daromg jtaka sienelés biocheminés sudéties
sutrikdymui, o tuo paciu prognozuoti didZiuju organizmo kraujagysliu bikle. Sia
diena atlickami tyrimai, kaip padidéjes kraujospudis, persivalgymas ar fizinio
aktyvumo stoka veikia butent mazyjy arterijy sienelés bukle ir kaip tai atsiliepia
sirdies, inksty ar tinklainés kraujagysliy buklei [42-43].

Apibendrinant gautus rezultatus, galima teigti, kad hipodinaminis stresas
itakoja struktarinius pakitimus tiek aortos, tiek ir periferiniy arteriju vidinés
sienelés sandaroje ir galéty buti latkomas ankstyvyju kraujagyslés sienelés pazaidy
formavimosi modeliu. Parodéme, kad fluorescencinés spektroskopijos déka
galime identifikuoti pagrindinius spektrinius skirtumus, leidziancius atskirti
hipodinaminio streso paveikta aorta nuo sveikos aortos bei pazeista perifering
arterija nuo sveikos periferinés arterijos. Vidinés sienelés ultrastruktariniai
pazeidimai glaudziai siejasi su endotelio disfunkcija, ypatingai su jo sutrikusiu
relaksuojanciu  poveikiu lygiyju raumeny kontraktiliSkumui.  Literaturos

duomenimis §i savybé ir i$ryskéja ankstyvyju aterosklerozés stadijy atveju [44].
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Datbo tikslas - istirti skirtingy biologiniy audiniy biocheminiy/metaboliniy
procesy salygojamas fluorescencijos spektrines savybes, sickiant jvertinti
fluorescenciniy metody panaudojimo piktybiniy galvos smegeny naviky ir
kraujagysliy sienelés struktariniy pazaidy diagnostikoje galimybes, s¢kmingai

lgyvendintas.

Pagrindiniai darbo rezultatai ir iSvados

1. Savosios fluorescencijos tyrimai parodé, kad piktybiniy galvos smegeny
glijos naviky (ziurkiy gliomos 101.8 linija ir Zmogaus gliomos C6 linija)
savosios fluorescencijos spektrams charakteringa endogeniniy porfirino
tipo pigmenty fluorescencija: naviky fluorescencijos spektruose dominuoja
endogeninis protoporfirinas IX, tuo tarpu gyvany su naviku sveiky
smegeny audiniy spektre — vandenyje tirpus endogeniniai porfirinai.
Kadangi sveikose smegenyse endogeninis protoporfirinas IX nesikaupia,
navikiniy dariniy lokalizavimui ir smegeny audiniy diferenciacijai yra
tikslinga vertinti integrinio intensyvumo santyki Is20 — seo(sv. aud.)/Is20 -
sso(nav.) apibréziant] endogeninio protoporfirino IX santykinio kiekio

pokyti glijos naviko atveju.
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2. Fluorescencijos spektry analizé parodé, kad 5-ALA indukuotas

protoporfirinas IX selektyviai kaupiasi eksperimentinése gliomose (101.8).
Nustatyta, kad stebimas optinis kontrastas tarp sveiky smegeny audinio ir
naviko, gautas apskaiciavus integriniy intensyvumuy vertes 620 — 660 nm
spektrinéje srityje, atitinkancioje PpIX intensyviausios smailés padétj, siekia
nuo 1:1,4 iki 1:8,7, o tai jgalina panaudoti spektrofluorimetrini metoda
glijos naviky atpazinimui in vivo.

Atlikti integriniy fluorescencijos intensyvumy skaiciavimai parode, kad
intraoperaciniu  spektrofluorimetriniu  budu zZiurkiy galvos smegeny
piktybinés gliomos gali buti identifikuojamos 83 % jautrumu, 84 %
specifiskumu ir 87 9% tikslumu. Taskiné fluorescencijos spektry
registravimo sistema yra tinkama papildoma priemoné baltos Sviesos
chirurginiam mikroskopui, kontroliuoti naviko $alinimg operacijos metu.
Pasitlyta mobili $viesolaidinio zondo sistema klinikiniams tatkymams
neurochirurgijoje galvos smegeny audiniy spektriniy savitumy analizei bei
naviko Salinimo apimties kontrolei.

Galvos smegeny C6 gliomos fluorescencijos vaizdinimo eksperimentiniy
tyrimy metu nustatyta, kad fluorescencijos vaizdy analizé, sudarant tam
tikros smegeny srities fluorescencijos intensyvumo skirstiniy zemélapius,
lgalina tiksliau identifikuoti abejotino audinio sritj remiantis santykinai
didesne fluorescencijos intensyvumo verte bei galéty buti tinkamu rodikliu
audiniy biopsijoms paimti. Taigi nors fluorescencijos vaizdas jgalina i$syk
tvertinti fluorescencijos intensyvumo pokyti dideliame apzvalgos plote,
taciau spektroskopiniu poziuriu suteikia maziau naudingos informacijos ir
diagnozés patikimumui butina atlikti morfologinius tyrimus.

Tiriant hipodinaminio streso paveikty Sirdies aortos ir periferiniy
kraujagysliy sieneliy savaja fluorescencijg taitkant atranky Zzadinima
nustatyta, kad fizinio aktyvumo stoka indukuoja aortos bei periferiniy
kraujagysliy strukturines pazaidas, dél ko stebimi fluorescencijos spektry
formos pokyciai lyginant su sveika kraujagyslés sienele. Lyginamoiji

skirtuminiy fluorescencijos spektry analizé jgalina identifikuoti zadinimo ir
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emisijos bangos ilgius atspindincius vidinés sienelés biocheminés sudéties
poky¢ius dél pazaidos. Manome, kad spektrinius pokycius meélynoje
spektro srityje salygoja elastino ir kolageno santykinio kiekio pokytis, tuo
tarpu santykinj fluorescencijos intensyvumo padidéjima bei spektro
praplatéjima i ilgabange puse salygoja lipidai.

Remiantis  eksperimentinio tyrimo rezultatais, galime teigti, kad
hipodinaminio streso sukelti struktariniai pokyciai kraujagysliy vidinéje
sienelé¢je (intimoje) gali buti atpazinti remiantis savosios fluorescencijos
spektry analize. Kadangi egzistuoja koreliacija tarp aortos vidinés sienelés
buklés ir mazesniy arterijy, todél hipodinaminio streso sukelty ankstyvy

pazaidy atpazinimui galima buty naudoti periferiniy kraujagysliy modelj.
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