VILNIAUS UNIVERSITETAS

ROMUALDAS RUDYS

ENDOGENINIJ PORFIRINJ DETEKCIJA SPEKTROSKOPIJOS IR
MIKROSKOPIJOS METODAIS REUMATOIDINIO ARTRITO ATVEJU

Daktaro disertacija

Biomedicinos mokslai, biofizika (02B)

Vilnius, 2014 metal



Disertacija rengta 2010 — 2014 metais Vilniaus arsitete.

Eksperimentiniai darbai atlikti Valstybinio mokshin tyrimy instituto

Inovatyvios medicinos centre ir Vilniaus universit®©nkologijos institute.

Mokslinis vadovas

doc. dr. Saulius Bagdonas (Vilniaus universitethmmedicinos mokslai,
biofizika — 02 B)

Konsultantas:

dr. Gailug Kirdaite (Valstybinis moksliny tyrimy institutas, biomedicinos

mokslai, medicina — 06 B)

ISBN 978-609-459-356-7



Sutartiniai zyméjimai

AlA — antigenu indukuotas artritas

AL — albuminas is kiausinio

ALA — 5-aminolevuliniré ragstis

ALA-Me — 5-aminolevulinires igSties metilo esteris

CFA - pilnasis Froindo adjuvantas

FD — fotodiagnostika

FDT — fotodinamig terapija

FLIM — fluorescencijos gyvavimo trukmpimikroskopija

HA — natrio hialuronatas

HE — hematoksilino ir eozino histocheminio dazymetodas
l.a. — intragnariné

l.v. — intravenii

OA — osteoartritas

OA sinoviocitai — OA sergainy pacient sinoviocitai

PpIX — protoporfirinas 1X

TCSPC - laike koreliugtpavieniy fotony skatiavimas

T — fluorescencijos gyvavimo trukm

RA — reumatoidinis artritas

RA sinoviocitai — RA sergaty pacient sinoviocitai

RGB — 3 kanaj (raudonos, zalios, ¢élynos spalvos) detektorius

ROI — tiriamoji bandinio sritis
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1. IVADAS

Fluorescencijos matavimas yra vienas iS¢iplasiai taikong bidy optiniam
jvairiy molekuliy kontrastui gauti naudojant skirtingas spektroskep)
mikroskopines ar endoskopines sistemas. Fluoregaendeikia informacijos
ne tik apie tam tiky fluoroforg bandinyje, bet ir apie fluorescuojams
molekuks ar fluoroforo mikroaplink Skirtingi fluoroforai gali Iti
charakterizuojami remiantigy jzadinimo ir emisijos spektraisy jkvantiniu
nasumu, poliarizacija bei fluorescencijos gyvavindmemis' ™. Pagrindiniai
endogeniniai fluoroforai gygojantys lmdingag biologiniy audiny savibja
fluorescency yra aromatids aminofigStys (tirozinas, triptofanas,
fenilalaninas), strukiriniai baltymai (elastinas, kolagenas), fermgent
metaboliniai kofaktoriai (NAD(P)H, flavinai (FAD))iebal; komponentai ir
porfirinai, kuriy emisijos ir sugerties charakteristikos yrag@aistyrinetos .
Medicininiuose taikymuose savitoji fluorescencijea ynaudojama biologini
audiny ir lgsteliy fluorofory savybiy tyrimams. Fluorofay savybi; pokyiai
suteikia informacijos apie biocheminius, funkcinarsstrukarinius fluorofomn
pokyius audiniuose, kurie atsirandé iocheming, fiziologiniy, metabolini

110 savitosios fluorescencijos detekcija

ar morfologiny audiny pokyiy
paremtos technologijos audini charakterizavimui yra labai tinkamos
klinikiniuose tyrimuose, nes papildomai nereiki&ijpkontrastinij medziag,
jos yra minimaliai invaziés, t&iau itin jautrios. Kiekybig ir kokybiné
informacija apie biologinj audiniy sucktj ir patofiziologig gaunama naudojant
nuostoviosios ar kinetss spektroskopijos metodds Nuostoviosios
fluorescencias spektroskopijos sistemos yra negingjos ir pigios, lyginant
su kitomis, todl dazniausiai jos yra taikomos diagnostikaivivo. Jau yra
sukurtos kelios komerc#s naviky diagnostikos sistemos pritaikaos auding
savitosios fluorescencijos detekgijtatiau jy specifiSkumas yra ribotaseld
veiksniy apsukinatiy absoliutaus fluorescencijos intensyvumo registngvin

1

vivo''. Fluorescencijos intensyvumas priklauso nuo Zadinim detekcijos

sistemy geometrijos, audigi judéjimo, netolygaus audigi suzadinimo,



fotoblukimo ir fluorescency reabsorbuojafiy endogenini chromofor
koncentracijos bei jos poky. Papildomos informacijos apie audinius gali
suteikti gerai zinom fluorescencijos parameatregzogeniniai fluoroforai —
fluoresceinas, indocianinas Zzaliasis ar porfiriairsensibilizatoriai naudojami
fotodiagnostikoje (FD) ir fotodinaméje terapijoje (FDTy®*%*3 Alternatyvus
audiny fluorescencijos detekcijos metodas, kuriganjautrus nuostoviosios
spektroskopijos signalugtakojantiems veiksniams, yra laiks skyros
spektroskopija. Fluorescencijos gyvavimo trilsmgali padti atskirti
endogeninius biologini audiniyy fluoroforus net jeigu y fluorescencijos
spektrai yra plais ir persidengiantys. Taip pat biologjni audiny
fluorescencijos gyvavimo trukmpimataviny pranasumas yra tai, kad jos kinta
keiciantis fizikocheminei fluorofay aplinkai bei nepriklauso nuo
fluorescencijos intensyvumo. Nepaisanty Spranasum, visa potenciali
fluorescencijos gyvavimo trukmpiteikiama informacija kol kaséma pl&iai
taikoma klinikingje praktikoje. Sunkump sukelia suétinga ir brangi laiko
skyros detekcijos aparat bei ilga duomen rinkimo ir analizs procedra.
Daug fluorescencijos gyvavimo trukgntyrimy yra atlikta audiniuosex vivq
taciau ¢l pakitusios audinj biochemirs sudties (metabolizmo, hipoksijos) ir
audiny morfologijos Sy tyrimy rezultatai negali tiksliai prognozuat vivo
matavimy rezultay*>°***> Tod:| yra kuriamos metodikos leidZigios kuo
artimesrmisin vivo sglygomis tirti biologinius audinius bei atlikti lagkskyros
tyrimusin vivo">. Kadangi fluorescenciis spektroskopijos matavimo rezuitat
negalima susieti su biologipiaudiny morfologine strukira, tam naudojama
mikroskopire audiniy analiz, kuri vis dar iSlieka auksiniu standartu atjssant
audiny tipus ar nustatant diagnpzBiologiniy audini vaizdinimui gerinti,
Saliajprastos fazinio kontrasto mikroskopijos, labai dasitta fluorescencies
mikroskopijos taikymu, ypapo to, kai buvo sukurti konfokaks ir dvifotores
lazerir's  skenuojatios mikroskopijos  principait’.  Fluorescencis
mikroskopijos metodu galima uzregistruoti audisiavitja fluorescency ar
egzogenini dazikliy fluorescency, tafiau atskiyp endogeninj fluorofory

fluorescency yra sunku identifikuoti & persidengiatiy emisijos spekty. Si



probleny gali iSspesti fluorescencijos gyvavimo trukmi mikroskopija
(FLIM), kurios metu kiekviename vaizdo pikselyjevaizduojamos tdingos
endogeninj fluorofory gyvavimo truknés*>***8? Taip pat FLIM tyrirjamos

ir FDT naudojam sensibilizatoni savytes ir juy pokyiai®**% Sie tyrimai yra
labai svarias norint tiksliai realiu laikujvertinti FDT eig ir prognozuoti
gydymo rezultaf. FDT buvo susidogtia ieSkant nauj reumatoidinio artrito
gydymo lmdy***° Kadangi uzdegiminei reumatoidinei membranatlihga
daug pozymi, kuriais pasizymi neoplaziniai audiniai, t. y. @rmetabolinis
aktyvumas, aktyvi vaskuliarizacija, &tna, kad fotodinamig terapip baty
galima taikyti ir reumatoidiniam artritui. Fotosdmszuotos terapijos taikymo
principas gydant artgt bity selektyvi sinovijos destrukcija, karisukelia
aktyviy deguonies radika) susidariusj po fotosensibilizatogi apSvitinimo
tam tikro bangos ilgio Sviesa, inicijuotos citotoks reakcijos uzdegimise
lastekse.] organizm galimajvesti egzogeninius fotosensibilizatorius arbha |
pirmtakus. FDT toks pirmtakas galiih 5-aminolevulinire rigstis arba jos
dariniai, kurie hemo biosintég ciklo metu yra pavérami j endogenin
fotosensibilizaton protoporfirig 1X. Taip pat Sio ciklo metu susidaro ir Kkiti
porfirinai. Kadangi FDT metu fotopazaidos yra sikelos artimoje
fotosensibilizatony aplinkoje, labai svarbu tiksliai nustatyty jsudktj ir
pasiskirstyg audiniuose. Detektuoti endogeninius porfirinus irgal
spektroskopijos arba mikroskopijos metodaigjata norint gauti maksimal
skirtingy fluorofory kontrasy diagnostikos ar kitais tikslais, neuztenka
pasikliauti tik viena spektrine ar gyvavimo trukmdimensija, kai galima
atlikti detalesn to paties bandinio anatizapjungus kelis spektroskopijos ir

mikroskopijos metodus.



1.1. Aktualumas
Daugiau nei 100 min. eurogig serga bent viena reumatine liga. Jos pagal
sukely ilgalaiki nggalumg uzima 1g arba 23 vietg iS visy ligy, o iSlaidos
Sioms ligoms gydyti sudaro 25 % vwisSlaidy. Reumatoidiniu artritu (RA)
pasaulyje serga 0,5-1 % suaugusimoni, tai viena IS dazniausi ir
svarbiausi reumating ligy. Ligos paplitimo daznumas iSsivygsiose Salyse
yra nuo 5 iki 50 atvej 100000 Zzmonj*’. Be to, Sis skaius kasmet diga.
Geografiskai RA labiausiai papl# Siaués Amerikoje ir Siaurigje Europos
dalyje, lyginant su kita besivystéin pasaulio dalini?. Taigi, i liga yra labai
aktuali ir Lietuvoje. Visuomess sveikatos steélsenos fondoskelbiamo
epidemiologinio tyrimo duomenimis Lietuvoje 2013 taie RA sirgo 12081
pacient;, iS kurig net 80 % yra moterys. Nors atrogytkad RA nesukelia
tiesioginio pavojaus gyvybei, viséllb ligoniy sergagfiy Sia liga vidutiri
gyvenimo trukné yra 3-15 mef trumpesd negu apskritai y kartos
populiacijod®. D¢l sudttingos RA diagnostikos ir gydymo, RA uZinpirma
vietg tarp vigy létiniy ligy pagal tai, kokia dalis paciepntampa ngyaliaisiais;
per 10 maj tai nutinka net apie 50 % pacignKaip ir vigy kity ligy, ankstyva
diagnostika yra vienas svarbiawsstkmingo RA gydymo etap t&iau RA
ankstyva diagnostika yra labai stidga. Diagnostikai pasitelkiama keletas
laboratoriny ir instrumenting tyrimy metod;. IS instrumentinj tyrimy RA
diagnostikai svarbiausi yra rentgenologinis tyrigne@mpiuteriré tomografija,
magnetinio rezonanso tyrimas, ultragarsinis tyrimas artroskopija.
Diagnozavus lig, RA gydymui gali lati skiriamas medikamentinis gydymas
nesteroidiniais vaistais nuo uzdegimo, steroidmiadbrmonais, sintetiniais ir
biologiniais ligos eig modifikuojartiais vaistais’. Nors yra daug pasiekta RA
konservatyvaus gydymo srityje, ypdaikant biologig terapip, daugumai
ligoniy ank<giau ar \éliau prireikia ir chirurgigs pagalbos. Taigi vis dar yra
daug neiSsgsty problemy RA diagnostikoje ir terapijoje, kurios skatina
inovatyviy diagnostikos ir gydymo metqdpaieSlg. Taip pat norima pasiekti
ilgalaikj, slopinant uzdegiminius procesus poveikatliekant trumpus

intensyvius terapinius kursus, kurie sulgdigjos remisij. Siam tikslui pasiekti
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reikia nauy vaisy, biologiny Zymeny ir technologij, leidziar€iy tiksliai

jvertinti ligos stady ir paciento kkle.

1.2. Naujumas

Siuose tyrimuose pirgkars reumatoidinio artrito modelyjm vivo norint kuo
selektyviau sukelti protoporfirino X sintéz indukcip uzdegimije
sinovijoje buvo panaudotas 5-aminolevulisnmigSties metilo esteris, kuris

jau yra aprobuotas aktininei keratozei ir pamatlgsteliy karcinomai gydyti.

Norint iSsiaiskinti ar ligos pazeisti krenézl audiniai geba indukuoti
endogeninius porfirinus juos paveikus ALA ar josridiais, pirng kartg
pademonstruotos endogeniniporfiring kaupimosi kinetikos osteoartritu
sergadiy pacieny kremzEs bandiniuosex vivoir chondronuosen vitro po
inkubacijos su ALA ar ALA-Me. Taip pat pirgnkarty tirta hialurono #igsties
preparatojtaka endogenini porfiring indukcijai chondronuose, kurie buvo

inkubuojami kartu su natrio hialuronatu ir ALA.

Remiantis fluorescenais spektroskopijos duomenimis palygintos pirmtak
ALA ir ALA-Me savybés indukuoti endogeninius porfirinus po intravessirar
intragnarines injekcijos antigenu sukeltame triydmonoartrito modelyjen
vivo ir audiniuoseex vivo IS fluorescencijos spektr pokyiy nustatyta

endogeniny porfiriny sudcktis ir jy kiekiai sinovijos ir kremzs audiniuose.

Pirmg karg atlikti endogeniniais porfirinais sensibilizyot audini
fluorescencias gyvavimo trukmi mikroskopijos tyrimai. Taip pat atlikti
triusio kelio gnario kremzts pjiviai jos nedekalcinavus. Pigikar atlikti tos
paios bandinio vietos fluoresceném spektroskopijos bei intensyvumo ir
gyvavimo trukmy mikroskopijos tyrimai ir ¥liau sulyginti su histologiniu
vaizdu. Si metodikajgalina nustatyti endogenipi porfiring sudstj ir ju

lokalizacip biologiniy audiniy bandiniuose.
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1.3. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas

Spektroskopiniais ir mikroskopiniais metodais tstendogeniny porfiriny
susikaupimg ir pasiskirstym eksperimentinio reumatoidinio artrito modelyje ir
pacient pooperacigje medziagoje po 5-aminolevuliri® rmgsties ar jos

metilo esterio panaudojimo.
Darbo uzdaviniai:

1. Palyginti endogenimi porfiring kaupimgsi reumatoidiniu artritu ir
osteoartritu serg&n; pacieng sinoviocituose, chondronuose ir
kremzks bandiniuose inkubavus juos t&sp su ALA ar ALA-Me.

2. IStirti  hialurono fGgSties preparatojtakg endogeninj porfiriny
indukcijai chondronuose.

3. Palyginti ALA ir ALA-Me indukuoty endogeninj porfiring kaupingsi
triuSiy  eksperimentinio AIA modelyjein vivo intraveninio ir
intragnarinio preparat suleidimo atvejais

4. Ivertinti endogeninj porfiring susikaupim AIA triuSiy sinovijos ir
kremzks audiniuosex vivopo ALA ar ALA-Me injekcijos.

5. Nustatyti endogenini porfiriny lokalizacig sensibilizuotuose sinovijos

ir kremzks bandiniuose
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1.4. Ginamieji teiginiai

=

RA ar OA sinoviocitai 24 valangdlaikotarpiu sukaupia nuo 5 iki 10
karty daugiau PpIX negu krenm&d bandiniai ir chondronai po
inkubacijos su ALA ar ALA-Me. RA ir OA sinoviocitaukaupia tokius
pat PplIX kiekius po inkubacijos su Siais pirmtakais

ALA ir ALA-Me vienodai veiksmingai skatina PplX sksupimg
bandiniuosen vitro beiex vivo

Hialurono ngsties preparatai skatina PplX kaupsinchondronuosén
vitro.

TriuSiy eksperimentiniame AIA modelyjm vivo PplX fluorescencijos
intensyvumas uzdegiminio kelio odos pavirSiuje ypie 8 kartus
didesnis po intragarines 16 mM ALA injekcijos negu po ALA-Me. O
didziausias intensyvumas registruojamas¢jpia 2 valandoms po i
pirmtaky injekcijos.

PplX fluorescencijos intensyvumas po intravésinlé mM ALA
injekcijos uzdegiminio kelio odos pavirSiuje suriazapie 5 kartus
lyginant su intragnarine injekcija, o po intravenia 16 mM ALA-Me
injekcijos — praktiSkai neregistruojamas.

Vertinant indukuoto PplX fluorescencijos intensyvwmzdegimirje
sinovijoje intragnarine ALA-Me injekcija yra apie 5 Kkartus
veiksmingesd negu ALA. TriuSy, kuriems antigenu sukeltas
monoartritas, uzdegiminio ir kontrolinio keliogreario kremzse
kaupiasi vandenyje tifs porfirinai.

Prajus 3 valandoms po intrasarines ALA-Me injekcijosin vivo, PpIX

lokalizuojasi sinovijos ir kremzs audiny lastekse.
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1.5. Autoriaus indélis

Sioje disertacijoje apradyti eksperimentai atliktiilniaus universiteto
Kvantinés elektronikos katedros biofotonikos Ilaboratorijoj¥alstybinio
moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centre ir Vilniaus
universiteto Onkologijos instituto Biomedicigs fizikos laboratorijoje.
Biofotonikos laboratorijoje buvo sukurta ir surinkspektroskopih sistema.
Inovatyvios medicinos centre buvo atliekami pacjgraoperacias medziagos
ir is jy iSskirty lastely, eksperimentinj gyviiny in vivo ir jy audiniy ex vivo
spektroskopiniai tyrimai bei ruoSiami audjnibandiniai mikroskopijos
tyrimams. Biomedicinias fizikos laboratorijoje patobulinta mikroskopijos
sistema ir atlikti sensibilizugtaudiniy pjaviy spektroskopijos ir mikroskopijos

tyrimai.

Darbo vadovas doc. dr. Saulius Bagdonas suformudgperimentinj tyrimy
kryptis, konsultavo rezultat interpretavimo klausimais, dalyvavo rengiant

mokslines publikacijas ir medziag@ristatymui konferencijose.

Pagrindiniai mokslinj publikaciy bendraautoriai yra doc. dr. Saulius

Bagdonas, dr. GailatKirdaité, prof. Rcardas Rotomskis.

Dr. Gailug Kirdaité konsultavo medicininiais klausimais, dalyvavo aipiat

eksperimenf rezultatus, vyké organizacinius tyrimp darbus.
Prof. Riéardas Rotomskis konsultavo interpretuojant rezustat

Jaroslav Denkonskij parudSvisus bandinius iS pooperaésm pacieni
medziagos. Dr. Laima Leon&ené ir dr. Rata Bradinaitt vykdé visas
procediras su eksperimentiniais gyvais. Jurga Papkiené konsultavo

interpretuojant histologinipreparai mikroskopijos vaizdus.

Autorius planavo tyrimus, siké ir surinko spektroskopinsistem, atliko in
vitro, ex vivo ir in vivo spektroskopinius tyrimus, parengensibilizuog

audiny paruosSimo mikroskopijai metodjk paruog bandinius mikroskopijai,
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atliko mikroskopios tyrimus, atliko bandindazym, analizavo ir interpretavo
gautus rezultatus, juos pristatmoksliese konferencijose ir pareég

publikacijas.
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1.6. Publikacijy sarasas

1. Publikacijos, jraSytosj Thomson Reuters Web of Science duomeny
baze:

1. R. Rudys, G. Kirda#, S. Bagdonas, L. Leond@wené, R. Bradinait, G.
Streckye, R. Rotomskis. Spectroscopic assessment of endagen
porphyrins in a rheumatoid arthritis rabbit modééathe application of
ALA and ALA-Me. Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, 2013, 119:15-21.

2. R. Rudys, S. Bagdonas, G. KirdaitJ. Papé&kiené, R. Rotomskis.
Fluorescence morphology and fluorescence lifetimenaging
microscopy (FLIM) of rabbit knee tissues in the esimental arthritis
model. Medical Physics in the Baltic States: proosgs of the 10th
International Conference on Medical Physics. Kaunagetuva.
Technologija, 2012). 56-61.

3. J. Lesins, A. Lihache, R. Rudys, S. Bagdonas, JguBg. Skin

autofluorescence photo-bleaching and photo-memdwedical Laser

Applications and Laser-Tissue Interactions: Prooegdof SPIE-OSA
Biomedical Optics (Optical Society of America). 208092: 80920N.

4. J. Denkovskij, G. Kirda#t, G. Strecky, R. Rudys, S. Bagdonas.
Surface merkers of synovial mesenchymal stem cedfinement of
flow cytometric analysis. Medical Physics in thealiix States:
proceedings of the 9th International ConferenceMsmdical Physics.

Kaunas, Lietuva. Technologija, 2011, p. 23-26.

2. Straipsniai kituose recenzuojamuose mokslo leidinse:

1. R. Rudys, S. Bagdonas, G. KirdaiApplication of aminolevulinic acid
or its methyl ester in rabbit rhaumatoid arthritrodel: spectroscopy
study. Tarptautiss  konferencijos ,Biomedical Engineering
2010“medziaga. Kaunas, Lietuva. 2010, p. 170-174.
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. PraneSimai mokslinése konferencijose

1. R. Rudys, S. Bagdonas, G. KirdaiApplication of aminolevulinic acid

or its methyl ester in rabbit rhaumatoid arthritrodel: spectroscopy
study. Tarptauties konferencijos ,Biomedical Engineering 2010“
medziaga. Kaunas, Lietuva. 2010, p. 170-174.

. R. Rudys, S. Bagdonas, G. Streéky®. Kirdait. Spectroscopic study
of ALA and its methyl ester induced endogenous pgarps in human
synoviocytes and cartilage tissue. Book of Abssraxt 14th Congress
of the European Society for Photobiology. 2011 ém4$-6 d.; Zeneva,
Sveicarija, p. 116-117.

. S. Bagdonas, R. Rudys, G. StreekyG. Kirdait. A comparative

spectroscopic study of endogenous porphyrins imdiuceith
aminolevulinic acid (ALA) and its methyl ester iabbit rheumatoid
arthritis modelin vivo, and in human synoviocyte=x vivo.Book of
Abstracts of 14th Congress of the European Sodatyhotobiology.
2011 rugsjo 1-6 d.; Zeneva, Sveicarija, p. 94.

. R. Rudys, S. Bagdonas, G. StreekytG. Kirdaie. Endogenini
porfiriny indukuoty ALA ir jos metilo esteriu spektroskopiniai tyrimai
zmogaus sinoviocituose ir krem@. 39-0ji Lietuvos nacionalinfizikos
konferencija: programa ir prane§jntezs. 2011 m. spalio 6-8 d.;
Vilnius, Lietuva. Vilniaus universiteto leidykla, @98

. J. Denkovskij, G. Kirda#, G. Strecky, R. Rudys, S. Bagdonas.
Surface merkers of synovial mesenchymal stem cedfinement of
flow cytometric analysis. Medical Physics in thelii® States:
proceedings of the 9th International ConferenceMwmdical Physics.
Kaunas, Lietuva. Technologija, 2011, p. 23-26.

. R. Rudys, S. Bagdonas. Diagnostic aspects of lighiced skin
autofluorescence decay. International conferencepltBitonics in
Dermatology and Cardiology. 2012 m. kovo 30-31Rdga, Latvija, p.
21.
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7. R. Rudys, S. Bagdonas, G. KirdaitJ. Papé&kiené, R. Rotomskis.
Fluorescence morphology and fluorescence lifetimenaging
microscopy (FLIM) of rabbit knee tissues in the esqmental arthritis
model. Medical Physics in the Baltic States: proosgs of the 10th
International Conference on Medical Physics. Kaunagetuva.
Technologija, 2012,. 56-61.

8. R. Rudys, J. Papkieré, S. Bagdonas, G. Kirdait R. Rotomskis.
Biologiniy audiny diagnostinis vaizdinimas fluorescencijos gyvavimo
trukmiy mikroskopija (FLIM) modelinio reumatoidinio aritatveju.
40-0ji Lietuvos nacionalinfizikos konferencija. 2013 birzelio 10-12 d.;
Vilnius, Lietuva. Vilniaus universiteto leidykla, J29.

9. R. Rudys, S. Bagdonas, G. KirdaiR. Rotomskis. Application of FLIM
for diagnostic imaging of sensitized tissues. Bmiphics-Riga. 2013
rugpjacio 26-31 d.; Ryga, Latvija, p.50.

10.R. Rudys, S. Bagdonas, G. KirdgitR. Rotomskis. FLIM for the
characterization of sensitized tissues in rheurdadihritis model. 15th
European society for photobiology 2013 congres&32Qigsjo 2-6 d.;
Liege, Belgija, p.136-137.

11.S. Bagdonas, R. Rudys, R. Rotomskis. Time-resolihedrescence

spectroscopy of protoporphyrin IX and water soluplephyrins in
model biological systems and in sensitized tissuggh European
society for photobiology 2013 congress. 2013 &m<®-6 d.; Liege,
Belgija, p.137.

12.R. Rudys, J. Papkiené, S. Bagdonas, G. Kird&itR. Rotomskis. FLIM
of synovium and cartilage tissues in rheumatoidhrdais model.
International Multidisciplinary Microscopy CongressNTERM 2013.
2013 spalio 10-13 d.; Antalija, Turkija, p. 72.

13.R. Rudys, S. Bagdonas, G. KirdqitR. Rotomskis. Application of
steady state and time-resolved fluorescence tegblsifpr microscopic

discrimination of sensitized tissuesg vivo International Conference on
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Laser Application in Life Sciences 2014. 2014 Hi¢@8 d. — liepos 3
d.; Ulmas, Vokietija, p. 165.
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1.6. Padéka

Dékoju mokslinio darbo vadovui doc. dr. Sauliui Bagdo uz vertingas,
nuosSirdzias ir atsakingas konsultacijas bei digkssigytas Zinias, visapusigk

palaikymy studijuojant, patarimus ir pagalbengiant § disertacij.

Dékoju prof. habil. dr. Riardui Rotomskiui uz konstruktyvias diskusijas ir

konsultacijas bei sudagygalimyke atlikti eksperimentus su Siuolaikif&anga.

Dékoju dr. Gailutei Kirdaitei uz vertingas konsultas ir patarimus bei

organizacinius darbus.

Dékoju Jaroslav Denkonskij, Jurgai Pékienei, dr. Laimai Leonavienei ir
dr. Ratai Bradinaitei uz bendradarbiavimr pagalla atliekant eksperimentus

Su Bstekmis ir gyvinais.

Dékoju VUOI Biomedicinires fizikos laboratorijos ir VU Fizikos fakulteto
Kvantinés elektronikos katedros kolektyvams uz pagalgeranoriSkurg

profesionaly ir nuotaiking darbo aplink.

Tariu nuoSird ait savo Evams uz paramir visapusiSk palaikyny visais
studiy metais, visiems artimiesiems ir draugams uyz sppratingum ir
kantryl.
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2. LITERAT UROS APZVALGA

2.1. Biologiniy audiniy optinés savylés

Optiniy metod; plétra Siuolaikirts modernios medicinos diagnostikos, terapijos
ir chirurgijos srityse paskatingvairiy biologiniy audiny optiniy savybi
tyrimus, kadangi Sviesos paramgematavimu parengt metodiky diagnostinis
veiksmingumas priklauso nuo Sviesos sklidimo ir jaostensyvumo
pasiskirstymo audinyje. Metodai grindziami Sviessweika su biologiniu
audiniu diagnostikoje naudojami sétibkraujo jsotinimg deguonimi ir audinj

metabolizmo aktyvuai>®® pulso oksimetrijdf, fluorescencigie naviky

diagnostikojé®* spektrofometriniuose matavimu8%& ir jvairiose naujai
pasiilytose optinio vaizdinimo technologijo§&". Terapijoje $viesa naudojama
lazerirgje  chirurgijojé®*® lazerinei angioplastikai ir abliacifai*®* bei
fotodinaminei terapijd?*° Siuose taikymuose Zinios apie biologiraudini
optines savybes yraitnos norint tiksliai interpretuoti ir kiekybiSkavertinti
diagnostinius duomenis bei prognozuoti Sviesossgastymo ir sugertos dég
terapii poveilj. Taip pat Zinios apie audipioptines savybes yrautinos
siekiant iSvystyti naujas optines technologijasitagkomas fotodinamiée ir
fototermirgje terapijoje, optigje tomografijoje, optigje biopsijose ir t.t..
Fluorimetriniais metodais gali tbi labai tiksliai iStirti sugerties adygoti
fotofizikiniai ir fotocheminiai procesai skaidriosestemose, taau audiniuose
vis dar yra suétinga tiksliai jvertinti spektrin, laikinj ir erdvin Sviesos

pasiskirstym.

Audiniy optines savybes lemiay jstruk@ira ir hioklé: fiziologiné bisena,
hidratacijos lygis, homogeniSkumas, poigy in vivo ir in vitro. Audinius
galima apraSyti makroskopiskai ir mikroskopiskaiikMskopiniai parametrai
gerai apraso gbteliy monosluoksnius ir taikomi izoliuotiems biologiniam
objektams, o makroskopis audiniy savylés nustatomos eksperimentiskai.

Makroskopiniai parametrai daznai yra vadinami dptskoeficientais. Sviesos
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sklidimas audiniuose chrarakterizuojamas agtiskvarbos gylius. Sviesos
sgveika su biologiniu audiniu, kaip ir kiekviena neagkia aplinka, sukelia

jvairius vyksmus:izj, atsping, sklaid ir sugeri.

Sviesos iizis ir atspindys yra glaudziai susiarpusavyje ir aprasomi Frenelio
désniais. Sviesos atspindys suprantamas kaip elektoeatires spinduliuots
atsispindjimas nuo pavirSiaug,kur krinta spinduliuct. Paprastai atspindintis
pavirSius susidaro skirtingusiziy rodiklius turirtiy dviejy medziag riboje
(pavyzdziui, biologinio audinio ir oro). Kai pavius, | kurj krinta Sviesa, yra
glotnus, o nelygumai mazi, lyginant su krintens Sviesos bangilgiu, vyksta
veidrodinis atspindys (statmentai krintgos Sviesos veidrodinio atspindzio
koeficientas audiniui ore yra 3 %). Jei pavirSiaus nelygumai yra palyginamo
dydzio arba didesni nei krintéios Sviesos bangos ilgis, vyksta difuzinis
atspindys. Pagal paprastspindzio dsnj, krintantis ir atspinétas spinduliai ir
atspindintis pavirSius yra vienoje plokStumoje,tspmdzio kampas yra lygus
kritimo kampui. Taigi atspindys priklauso nuo Sweskritimo kampo: kuo jis
didesnis, tuo didesnis atspindys nuo pavirSiausigi2aisia Sviesos prasiskverbs
] audin, jei ji kris 90° kampu, t.y. Sviesos spindulys katatmenas audinio
pavirSiui. T&lau, kadangi visiems biologiniams audiniams yradibgas
difuzinis atspindys, apraSyti Sviesos intensyvumasigkirstyna audinio
pavirSiuje rra taip paprasta. Audinyje taip pat gali vykti idwis atspindys,
kai Sviesa audinio viduje atspindima nuo pavirSiaigslj audirj, ar atvirkgiai.
Svieg, audinyje gali sugerti ar iSsklaidyitrairis lasteliy ir tarphstelires tergs

struktiry elementai.

P e s

santykinio sugerties ir sklaidos #lob. Labiausiai pastebimas reiskinys
biologiniuose audiniuose yra Sviesos sklaida. Kkikteomagnetia banga
susiduria su kiitimi (dalele), ji sklaidatioje tergje indukuoja dipgl kuris
osciliuoja tokiu pat dazniu kaip ir banga. Tokiaukuoto dipolio virpesiai ir
sukelia iSsklaidyt bang. Sklaidos vyksmai audiniuose yra stidgi ir jvairas,

todel gali vykti elastire ir neelastig@ sklaida. Elastiés (Reikjaus ir Mie)
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sklaidos atveju krintainy ir iSsklaidytyy fotony daznis vienodas, neelasin
sklaidos atveju iSsklaidytir krintargiy fotony dazniai skiriasi. Sviesos banga,
susidirusi su sklaidatia dalele, difraguoja ir kéia sklidimo krypi. Kai daleks
dydis apytikriai lygus 0,1-0,2, difragavusi Sviesa mazdaug tolygiai sklinda
visomis kryptimis. Jeigu daks didesks, Sviesos difrakcija aprasoma
sucktingiau. Tada difragavusios Sviesos sklidimagairiomis kryptimis
priklauso nuo daleli dydzio, formos iriizio rodiklio. Kai sklaidatios daleés
yra mazesés uz krintadios bangos ilg vyksta Reitjaus sklaida ir Sviesa
iSsklaidomaj prielj ir atgal vienodai. Redjaus sklaidoa priklauso nuo bangos
ilgio proporcingail™, taigi trumpesés bangos sklaidomos stipriau. Mie sklaida
vyksta, kai sklaidatiy dalely dydis artimas Sviesos bangos ilgiui. Ji pasizymi
silpnesne nei Reijlaus sklaidos priklausomybe nuo bangos ilgid"
(biologiniams audiniams x ~ %2 o spinduliuot sklaidoma nedideliais

kampais.

Sklaicg audinyje apindinti yra gana suglinga, nes ji priklauso ir nuo audinio
morfologijos, ir nuo dsteliy formos, ir nuo jose esaim organel. Audinio
drumstum, jo nepralaidump Sviesai slygoja sudtiné sklaida nuo
heterogeninj audinio komponemt makromolekuly, Iasteliy organeli,
citozolio ir lasteks membranos, mikroskopinivandens sankayp(l pav.),
kuriy dydis, forma ir Sviesosizio rodikliai (n) yra skirtingi. Vanduo yra vienas
IS svarbiausj audiny sandaros elemant kurio lGzio rodiklis (n = 1,33) yra
maziausias tarp sk§s; ir minkStjy audiniy junginiy. Tuo tarpu melanino
dalely, randamy odos epidermyje,iakio rodiklis yra pats didziausias tarp
aptinkany minkStuosiuose audiniuose (n = 1.6). Citoplaznmasiiphsteliniy
sky<iiy n = 1,35-1,38. Taip pat yra iSmatuoti vidutiniasy audiny |Gzio
rodikliai, kurie pasiskirst 1,36-1,46 intervale: riebalipiaudiny n = 1,455,
inksty — 1,418, raumens — 1,41, kraujo ir bluznies — l1@l@wiy — 1,38,
kepem — 1,368**.  Sie tizio rodikliy skirtumai Siek tiek keia Sviesos
sklidimo audiniu kryptis, ir nors Sie polgi yra mazi, y visuma Sviesali

sklindant audiniu sukelia pastebimus vyksmus. T@ap yra stebimasiZio
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rodiklio sumagjimas mazests energijos bangos ilgisrityje, pavyzdziui,
galvijy raumenm Iazio rodiklis 390-700 nm banmglgio intervale kinta nuo 1,42
iki 1,39.

Ribosomos

Siuskstusis endoplazninis

Mitochondrija
tinklas

Plazminé membrana

Citoplazma Sienelé

Lizosoma

Branduolys

Branduolélis

Chromatinas
Branduolio poros
Branduolio sienelé

GoldZio kompleksas

Lygusis
endoplazminis
tinklas

Laisvos ribosomos

Centriolé

1 pav. lgsteliy strukiiros sklaidatios Svieg audinyje. P&oms organeims
budinga Mie sklaida, o organoidams #steliy membranai tdinga Rei¢jaus

sklaida [adaptuota IS www.sciencewriters.ca]

Pastebta, kad daugelyje biologini audinyy Sviesa sklaidoma nedideliais
kampais, taigi atrodyt kad audiniuose vyrauja Mie sklaidagita nustatyta
sklaidos kampo priklausomybnuo bangos ilgio yra kur kas artimésn
Reiléjaus sklaidai. Audinyje Reijaus sklaida tdinga hsteliy membranoms ir
lagsteliy  organely  struk@iriniams elementams bei tagpteliniams
komponentams, pvz., kaip kolageno fibmis. Mie sklaid sukelia 4steks
mitochondrijos, branduoliai ir targ@teliniai dariniai, pvz., kolageno skaidulos,
kuriy dydis yra nuo 1 iki 12 um. Mitochondrijos, kyrdydis 0,5-2 um, yra
pagrindires Svieg sklaidagios organeis. Kraujyje Svies labiausiai sklaido
eritrocitai, kurie yra apie 2 pm storio ir 7-9 prkessmens. Sie dydziai yra
palyginami su dazniausiai biomedicininiuose taikadpe+1l um Sviesos bangos

ilgiy diapazontf. DaZniausiaij audiri patekusi Sviesa yra sklaidoma wis
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minéty biologiniy elemend, kuriy dydziai labaijvairis, todl audiniuose

vyksta tiek Re#tjaus, tiek Mie sklaida.

Sklaidargiai aplinkai apiladinti yra naudojamas sklaidos koeficientagom™],

kurio atvirkgias dydis nusako laigvfotono kel iki iSsklaidymo. Sklaidos
koeficientas ir sklaidos anizotropijos koeficientgskinta ketiantis bangos
ilgiui: regimosios Sviesos srityje ir artiy infraraudomjy bang; spektro
srityje sklaidos koeficientas mga didjant bangos ilgiui, tuo tarpu
anizotropija lieka beveik pastovi. Kadangi foton&sklaidomi jvairiomis
kryptimis (vyksta anizotropisklaida), dazniausiai naudojamas supaprastintas

sklaidos koeficientag.:

Au.IS = AuS(l_ g)v

Cia g = (cos(0)) — anizotropijos koeficientas , kuris apytiksliggls sklaidos
kampo kosinusui. Kag = 1, sklaida vykstg prieki (spinduliuoés sklidimo
kryptimi), kaig = 0, sklaida gali vykti bet kokiais kampais (izqinee sklaida).
Audiniuoseg kinta nuo 0,70 iki 0,99, ir tai reiSkia, kad sklai dazniausiai
vyksta 8°— 45° kampais. Biologiniaudiny sklaidos koeficient ps veres,
iSmatuotos daugeliui skirtimgbangos ilgi, paprastai siekia 10 - 1000 ¢rf>*.

Biologinio audinio suminis sugerties koeficientas yspektrisSkai sudingas,
daugylés atskip chromofory ekstinkcijos spektrai yra kompleksiniai, kurie
kinta kartu su fiziologiamis ar metaboliemis audinio savymis.
Biomedicininiuose taikymuose Sviesos sugertis warls diagnostiniais ir
terapiniais tikslais. Sugerties atveju, kai elektagneti® banga susiduria su
kliatimi (dalele), Sijgauna perteklies energijos, kugi gali atiduoti aplinkai
Silumos pavidalu arba iSspinduliuoti elektromagmetfang. Fluorescencijos
bangos ilgis bus didesnis nei sugertos bangosgdingas tam tikrai molekulei,
tockl jy fluorescencijos spektrai yra kaip ,pirsSto antspatdkurie gali hiti
panaudoti diagnostikoje. Terapijoje Sviesos sugewytia pirminis veiksnys
reikalingas sukelti fotofizikinius, fotocheminiug fotobiologinius vyksmus.

Sios perteklias energijos migracijos ir relaksacijos ketiyrimai optiniais ar
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kitais metodais suteikia informacijos apie biomaoiiek ir biosisteny strukiirg

bei juose vykstatius procesus.

Vienalyttse sistemose Sviesos sugapraso Bugeriodbnis:
| =1,e";

Cia g yra kritusios, ol — prajusios Sviesos intensyvumas;- optinio kelio
ilgis. Dydis psq yra vadinamas sugerties koeficientu. Sieiimuose patogu

naudoti deSimtainius logaritmus, &dlésn galima parasSyti:
| =1,10".

Sioje formutje ¢ vadinamas moliniu ekstinkcijos koeficientu arbasibg
ekstinkcija. Medziagos tirpalo koncentraci@ iSreiSkiama [mol/l] = [M],
optinio kelio ilgis| — [cm], tockl ekstinkcijos koeficiento matavimo vienetas
yra [Mcm]. Dydis T = /I, vadinamas bandinio pralaidumu,fo = ecl —

bandinio optiniu tankiu (Beroédnis):
Ig(L/T) = scl = AarbaTl =10".

Biologinio audinio sugerties koeficientas yra wiaudinp sudaratiy Svieg

sugeriadiy chromofory suma:
“Sg: |n1021 Ci&;.

Yra daugyk endogeninj ir egzogeninj chromofor, kurie gali paveikti
biologinio audinioysg Visy ju vidiné molekulire sandara yra skirtinga, téldy
sugerties spektrai taip pat yra skirtingi. Kadajwgiiriy chromofor kiekis ir
pasiskirstymas audinioafyje yra labai netolygus, audinys sugeiiairia
spinduliuot ir jo sugerties spektras yra platus, be aiSkiosikgtros.
Pagrindiniai audinio suggnulemiantys chromoforai yra kraujas ir vanduo, be
ju didek jtaka daro melanino, baltyq deoksiribonukleinias migsties (DNR),
kolageno, elastinoredukuoto nikotinamid-adenin-dinukleotido(NADH) jio

oksiduotos formos (NAD), porfiriny, riebal; sugertig®. Kiti chromoforai daro
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maz jtaka audinio sugetiai, taciau jie yra svarbs atliekant spektroskopinius
tyrimus.. Regimojoje spektro spektro srityje (40080 nm) audinio sugert
labiausiai nulemia hemoglobino ir melanino sugerfidelanino sugerties
spektro maksimumas yra ties 355 nm ir ji Bjazdickjant bangos ilgilf.
Hemoglobino spektras yra skirtingas redukuotoje )(Hb prisotintoje
deguonimi (HbQ) buasenoje. Nors Hb ir Hb&sugeria ir UV srityje, regimojoje
spektro srityje y sugertis dominuoja lyginant su kitais audinyje nésas
chromoforais. Pagrindés Hb sugerties spektro snimilyra atitinkamai ties
433 nm, 556 nm ir nezymi smailies 750 nm bangos ilgiu, o HpO ties 410
nm, 540 nm ir 575 nM® Jprastai oksiduoto ir redukuoto hemoglobino
koncentraciy santykis yra pastovus,ciau jis gali kisti kefiantis tergs pH,
temperairai ir kitoms glygoms. Vandens sugertis regimojoje spektro srityje
yra nezymi? taiau infraraudonosios (IR) spinduliést spektrigje srityje
vanduo yra pagrindinis suggraudinyje slygojantis chromoforas. Vandens
sugerties spektro smésl yra ties 970 nm, 1430 nm, 1925 Him Mink3ujy
audiny sugerties koeficiento ves kinta nuo 0,1 iki 6000 cf maZjant
bangos ilgiui nuo IR iki UV, taigi optinis prasisksbimo gylis (kuriame
intensyvumas sumaja e karty) siekia nuo 10 cm iki 0,17 nith

10000 ‘ Hemeglobinas

1000 - Melaninas
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10 3 \/‘
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001
0.001 -

T T T " D o ] | - T T T T T™T"T"T ‘
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Sugerties koeficientas {1/cm)

2 pav. Pagrindiniai endogeniniai chromoforai sug@ys Svies audinyje.

Pilkai pazynéta sritis yra audinj ,optinio skaidrumo langas” (600-1300 nfh)

Erdvinis Sviesos sklidimas apSviestame audiniyjé¢ priklauso ne tik nuo

sklaidos ir sugerties koeficiankiekviename audinio taske, bet taip pat ir nuo
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Siy savybi; heterogeniskumo, pavirSiaugkbés ir audinio formos beiitio. Kai
sklaidos koeficientas mazas, krintaos spinduliucts pluosto forma audinyje
iSlieka neisSplitusi ir difuzinio atspindzio poveskit.y. audinyje iSsklaidytas bei
atgal i$ audinio iSspinduliuotas Sviesos kiekig ymazas. Tokia situacija yra
minkStuosiuose audiniuose ultravioletini viduriniy bei tolimy infraraudonjy
spinduly spektro srityse. T@au, kai sklaida dominuoja sugerties atzvilgiu,
spinduliuoés pluoStas stipriai pdéasi audinyje, o difuzinis atspindys yra
didelis. MinkStuosiuose audiniuose Si situacij@ibga Sviesai 600 nm iki 1300
nm bang ilgiy intervale, taip vadinamajame audjnbptinio skaidrumo lange*
(2 pav.), kur audimj pigment; sugertis smarkiai susilpfa palyginus su
trumpesni bang; sritimi, o vandens sugertis maza palyginus susil@gebang;
sritimi. Tokios alygos leidzia pasiekti didegrspinduliuoés prasiskverbimo
gylj, todl Si sritis tinkamiausia giluminei audinifluorescencinei diagnostikai

ar fotodinaminei terapijai.

Kalbant apie audini optines savybes reikia p&hbti, kad hsteliy in vitro ir
audinij ex vivo otinés savyks skiriasi nuo registruojam in vive™*®®
Biologinius audinius dziovinant, laikant fiziologame tirpale ar Saldant
pakinta j; biochemirs, morfologires ir metaboligs savyls, o tai daratakg
spinduliuoés sugetiai, sklaidai ir emisijai. Toé tik in vivo atlikty tyrimy

rezultatai atspindi tikgsias audinio optines savybes.
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2.2. Fluorescencire diagnostika

Sviesos ir biologinio audinioagseika sukelia vis sely fizikiniy, cheminiy,
terminiy ir mechaniny vyksmy, kurie gali luti pritaikomi diagnostikos ir
gydymo tikslais. Sviesos sukelti vyksmai prasidekiai, biologinio objekto
pigmentai arba specialigiorganizm jterptos jautrurp Sviesai padidinaios
medziagos (fotosensibilizatoriai) sugeria Sviesmserl. Audinio endogeniniai
fluoroforai intensyviausiai sugeria ultravioleis ir melynos spektro srities
Svies, o fluorescuoja dazniausiai ultravioleja ir regimoje spektro srityje.
Kadangi atskiri audinyje esantys endogeninigvasti egzogeniniai fluoroforai
turi charakteringus zadinimo ir emisijos spektruskirtingi zadinagios
spinduliuoés bangos ilgiai suzadins skirtingus fluoroforus.ddlotinkamas
zadinaios spinduliuots bangos ilgio parinkimas yra ypatingai svarbus
fluorescencias diagnostikos rezultat interpretacijai. Sugusi fotory
molekuk suzadinama aukStesp energijos lygmen iS kurio nespinduliés
relaksacijos Bdu gfzta ; zemiausi suzadingj; lygmern. IS zemiausio
suzadinto energijos lygmens molekuks giztant j pagrindin lygmern
nespinduliniu  kdu, vyksta Silumos iSsiskyrimas, kuris panaudojamas
termiréje lazerirgje terapijoje ir chirurgijoje. Kai molekél j pagrindin
energin lygmen grizta iSspinduliuodama energijos pertgkliaplinka, vyksta
fluorescencijos reiskinys, kuriuo paspos jvairios medicinigs diagnostikos

metodikos.

Dazniausiai taikomi nesensibilizuotos ir sensibititos fluorescencis
diagnostikos metodai. Nesensibilizuotoji fluorestré diagnostika pagsta
audiny endogeninj fluorofory optiniu suzadinimu ir y fluorescencijos
stelzjimu. Endogenini audinio fluorofor, esakiy lastekse ir tarpistelinéje
terpeje, skleidziama fluorescencija vadinama sgait fluorescencija.
Sensibilizuotai fluorescencinei diagnostikai galtipanaudoti iS iSas jterpti

egzogeniniai arba organizme sintetinami endogerfioiasensibilizatoriai.
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2.2.1. Savitoji audiniy fluorescenciré diagnostika

Biologiniai audiniai silpnai fluorescuoja,diau juos apSvietus reikiamo bangos
ilgio Sviesa ir matuojant spektrus jautriais spiekdis prietaisais, galima
uzregistuoti specifin jvairiy audinyy Svykjima. Nors audini savitosios
fluorescencijos spektraira iSraiskingi ir juos gana sunku interpretuottjda
jais remiantis gana daznai galima auiimti biologinés sistemos fiziologin
busery, aptikti, ar ji atitinka normadi busery, nustatyti mikroskopinius
piktybinius audinj pakitimus nepakenkiant aplinkiniams audiniams. it
diagnostiniai metodai pagti tuo, kad ligos pazeistaudiny spektrai skiriasi

386667 Norint tinkamiau panaudoti Saaji

nuo sveik audiny spekty
fluorescencija gstos diagnostikos galimybes ir geriau suprastirjostumus,
reikia zinoti patologijos sukejt fluorescencijos pokyy biochemines ir
morfologines iStakas. Tam reikia nustatyti swveikr pazeisy audiny
fluorescencijos signalSaltinius. Navik ar kitokiy pazaidy audiniuose sukelti
biocheminiai ir morfologiniai pokgiai kei¢ia ir spektrines audigi savybes,
taciau biologiny ir fizikiniy pokyiy sarysis rera iki galo suprastas. Fluorotpr
pasiskirstymas audinio pavirSiuje yra netolygusskiriasi jvairiame gylyje,
todkl fluorescencijos spektrai, iSmatuoti nuo audin@avipSiaus, bus kitokie
negu iS gilesnj sluoksny. Be to, fluorofoy fluorescencijos Sviesa yra
sklaidoma kiy audinio komponent dal jos gali sugerti kiti chromoforai.
Todél audinio pavirSiuje matuojamos fluorescencijosnaigs nebus gryna
fluoroforo fluorescencija, o spektre atsisgiadir Svieg sugeriagiy, ir

sklaidargiy dalely indélis.

Nors audinius sudaro stithgas jvairiausiy molekuly misinys, td&iau uz
audiny fluorescency atsakingi keli pagrindiniai fluoroforai, kuyi
fluorescencijos spekjrjuostos yra pldos ir viena ki dengiaios, tocl

tiksliai identifikuoti Siuos fluoroforus yra sunkff"° Svarbiausi audiniuose
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pasitaikantys fluoroforai yra triptofanas, kolagena elastinas, redukuotas
nikotinamid-adenin-dinukleotidas (NADH) ir jo fosés (NADPH), flavinai ir
flavoproteinai,p karotenas ir porfirinai. Endogeninifluorofory sugerties ir
emisijos spektrai pateikti 3 pav. Pagrindiniai bgihiy audiny endogeniniai
fluoroforai yra kolagenas ir elastinas, kurie akdéimi jungiamajame
audinyj€*. Jungiamajame audinyje kolagenas fluorescuoja 33510 nm
spektrireje srityje (smait ties 390 nm), o elastinas — 330 — 550 nm srityje
(smaibt ties 410 nmf, taiau skirtingo tipo audiniuosey jfluorescencijos
smaibs gali kisti®>. Siy dviejy fluorofory fluorescencijos kvantinis nasumas,
palyginus su kitais endogeniniais fluoroforais, ydidziausias, tod
didZiausias iinasasi bendy audinio fluorescencijos spekff. Skirtingy tipy
audiniams bdingas savitas kolageno kiekis bei tipas, kurisaomgmui
senstant ar @ kity jvairiy iSoriniy ir vidiniy organizmo proces maja’.
Identifikuotos kelios deSimtys skirtiggkolageno tig, kuriy dominavimas

skirtingo tipo audiniuose yra skirtings
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spektrai (B

Kiti fluorescencinei diagnostikai svark endogeniniai fluoroforai yra su
lasteks medziag apykaita susg junginiai — tai redukuotas nikotinamid-
adenin-dinukleotidas (NADH) arba jo fosfatas (NADHRHflavinai, aptinkami
mitochondrijose ir citoplazmojé’® NADH fluorescencijos smailin vivo yra
ties 500 nm, flavig — ties 550 nm. Keiantis Bsteliy metaboliniam aktyvumui
ar vykstant mitochondnj pokyiams, susijusiems suvairiais auding
patologiniais pakitimais ir kitomis ligomis,sfluorofory fluorescencija kinta
ir gali bati panaudota fluorescencinei diagnostikai. Syerknavikiniy audiniy
pH skirtingas, d to gali kisti redukuotos (NADH) ir oksiduotos (NDA)
formy santykis, todl daugelio naviking ir ikinavikiniy dariny savoji

fluorescencija rdlynoje spektro srityje yra silpnesmei sveiko audinit"®
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Trumpiausio bangos ilgio (180 — 400 nm) spindukuoibloginiame audinyje
sugeria baltymai, DNR ir melaninas. Trumpiaudbangos ilgy srityje
dominuoja peptidiés jungties sugertis, kurios sugerties spektro nmalsias
yra ties 190 nm. llgespibangos ilgi srityje DNR, aromatinj aminotig<iy
liekanos ir melaninas yra pagrindiniai spindulgisugeriantys chromoforai.
DNR sugeria trumpesnnei 300 nm bangos ilgio spinduligbt Aromatires
aminofgstys, pvz., triptofanas, tirozinas ir fenilalarsnaaip pat turi pldas
sugerties juostas su smaiis ties 250 — 280 nth Jei Zadinimo bangos ilgis
didesnis nei 295 nm, suzadinamas tik triptofanagtdfanas turi didziaugi
ekstinkcijos koeficient ir placia sugerties juogt tokl audiniuosejprastai
stebima tik triptofano fluorescencija, nes suzadintirozinas ir fenilalaninas
energip perduoda triptofanui. Baltygnfluorescencijgprastai yra suzadinama
280 nm ar ilgesmi bangos ilgy spinduliuote, o fluorescencija stebima 300 —
430 nm srityje.

Raudonojoje, 600-700 nm spektro srityje fluoresayegiris porfirinai. 1924
metais raudonoji navikigi audiny fluorescencija taip pat buvo priskirta
porfirinam$®®%. Nafiralis porfirinai, pvz., protoporfirinas, hematoporfais
koproporfirinas ar uroporfirinas yra tarpiniai heghabino, mioglobino ar
citochromo biosintes ciklo produktd?. SutrikdZius hemo biosinteg cikla,
dél tam tikry fermenty, atsaking uz ciklo reguliavim, veikos sutriking, gali

zenkliai padidti porfiriny kiekis audiniuose.

Daznai audinj savosios fluorescencijos spektruose yra stebigkiisypokyiai
500-575 nm spektriniame ruoze. Buvo nustatyta, iads spekir pokyius
nulemia hemoglobino sugertis (fluorescencijos redisja) (4 pav.). Kadangi
audiny vaskuliarizacija yra skirtinga skirtinguose audwmse bei esant
jvairioms patologijoms ar ligoms, kraujo sugertiss@gkina savosios

fluorescencijos spekjranaliz.
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Savosios audini fluorescencijos metodai medicigje praktikoje jprastai
taikomi kaip papildoma priemeén ankstyvajai diagnostikai greta it
diagnostikos Bbdy. Atlikti moksliniai tyrimai parod, kad savosios
fluorescencijos metodas yra perspektyvus, ir palygiesudtingai atliekama
diagnosti® procedira. T&iau jos taikymas yra komplikuotaslddaugyles
veiksniyy, kaip fluorofoy koncentracijos,y pasiskirstymo audinyje, spektro,
audiny morfologijos, biochemiés ir biofizikinés audinio aplinkos bei
vaskuliarizacijos polkdiy, j kuriuos reikia atsizvelgti norint teisingai
interpretuoti gautus duomenis. Nors Sis metodasilsat daug diagnostikai
svarbios informacijos, téau daznai neuztikrina pakankamo fluorescencijos
kontrasto tarp pazeistir sveiky audinio savosios fluorescencijos. Ebd
kontrasto padidinimui organizm gali biati jvedami egzogeniniai Zzymekliai ar
susintetinti endogeniniai fluoroforai, kurie selpkii kaupiasi tiksligse

vietose.
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2.2.2. Sensibilizuota audiny fluorescencireé diagnostika

Norint pasiekti geresnsveiky ir pazeist audiny fluorescencijos kontragtj
organizmy yra jterpiamos egzogenia fluorescuojatios medziagos, geriau
besikaupiatios pazeistuose audiniuose. Taigi selektyvus fosibdizatory
kaupimasis navikiniuose audiniuose galtilpanaudotas ne tik terapijai, bet ir
fluorescencinei diagnostikai (FD), kurios metu jai$ detekcijos prietaisais
registruojama specifinkonkreiiy sensibilizaton fluorescencija DaZniausiai
tai tie patys fotosensibilizatoriai, kurie naudojafatodinamirgje terapijoje
(FDT). Fotosensibilizatoriai — tai junginiai, padidntys kit medziag
jautruny Sviesai. Biologiniuose objektuose fotosensibilizei lastekms ar j;
organetms suteikia jautrum Sviesai. Sensibilizatoriais daZniausiaiinh
heterociklires strukiros medziagos, kurios suggersviesos fotog energig
perduoda kitoms molekéns. Idealus fotosensibilizatorius fluorescencinei

diagnostikai tukty turéti tokias savybes:

e chemiskai grynas;
e gerai tirpstantis fiziologisSkai tinkamuose tirpase)
o turéti didelj ekstinkcijos koeficientties Zadinimo bangos ilgiu;
o turéti didelj fluorescencijos kvantimasumng;
e turéti maz singuletinio deguonies generavimo nagum
e turéti kuo didesmskirtumy tarp Zadinimo ir fluorescencijos banigiy;
e turéti kuo mazesp fluorescencijos spektro persidenginsu auding
savitosios fluorescencijos spektru;
e biti fotostabilus;
e selektyviai kauptis navikise hstekse;
e greitai pasiSalinti iS serumo ir sveikudiniy;
e sukelti minimat; toksin ir fototoksin poveilf organizmui.
.
Fluorescenciés diagnostikos atveju sensibilizuotas poveikispkaad aktywvi

deguonies formp generavimas iry sukeliamos citotoks#s pazaidos, yra
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nepageidaujamas. Tada naudojamos daug mezesgnsibilizatorj ir Sviesos
dozs arba parenkami tokie sensibilizatoriai, kumazas tripletias kisenos ir

singletinio deguonies generacijos kvantinis naSumas

Porfirinai — vieni pléaiausiai taikony fotodinamirtje naviky terapijoje
egzogenini junginiy. Porfirinai pasizymi tiek agstinemis, tiek baziamis
savylemis ir, priklausomai nuo teés pH, azoto atomai ir pakaifunkcinés
grupss gali protonuotis arba jonizudis Porfiring energines tsenas bei
strukiirg geriausiai atspindiyj sugerties ir fluorescencijos spektrai. FDT
naudojam porfiriny spektras yraetio tipo®. Siems spektrams tingas
sugerties juostintensyvumo magimas dictjant bangos ilgiui. Tokie yra uis
gamtiny porfiring (proto-, kopro-, uro-, deutero-, hemato-, piroporfy)
neutraliy vandeninj tirpaly sugerties spektrai. Hematoporfirino (Hp),
hematoporfirino darinio (HpD), hematoporfirino d&ato (Hp-Diac),
hematoporfirino dimetilo eterio (DMHp), FotosanoS{Fir Fotofrino (FF)
sucktyje esadiiy porfiring spektrai yraetio tipo. Pirmieji tyrimaiin vivo
pademonstrayselektywy Hp kaupimasi buvo atlikti dar 1942 metais, paskatino
ir tolimesnius selektyvaus porfitinkaupimosi audinyje tyrimi$® Po to, kai
1975 metais J. Kelly ir kt. pademonstravo selektirematoporfirino darinio
(HpD) kaupimysi zmogaus Slapimo aglés navike, FDT sulé didef
susidomgjima medicinos bendruomeje®. Tatiau, nepaisant didelimokslo ir
medicinos bendruomeni pastang, tik keletas fotosensibilizatayi ar jy
pirmtaky yra patvirtinti gydyti onkologiniams ir kitokiemsusirgimams (1
lentek). Ribotas FDT taikymas medicinoje buvo siejamas eaminiais
tradiciniy fotosensibilizaton trakumais. Pirmosios kartos sensibilizatoriai,
pvz., HpD pasizyrégo nehomogenine sétimi, mazu fluorescencijos kvantiniu
nasumu, nedideliu kaupimosi selektyvumu navikinaiasudiniuose, ilgai
ISliekartia odos sensibilizacija bei silpna sugertimi rauzjoje spektro srityje.
Pirmos kartos fotosensibilizatgri traikumai skatino antrosios kartos
sensibilizatony paieSkas. Tad dauguma fluorescencinei diagnostikali

naudojamy  egzogeninj sensibilizatony  pirmiausia  buvo  kuriami
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fotosensibilizuotai terapijai. Jiemsudinga intesyvi sugertis raudonojoje
spektro srityje ir didelis tripletiis bisenos uzpildos kvantinis naSumasjaa
ju selektyvumas navikiniams audiniams dazniausiéia ndidelis. Tokios
savyles rera optimalios, nes labai svarbu, kad fluoroforatyppakankamai
selektyvis, t.y. geriau kaupsi navikiniuose dariniuose negu sveikuose
audiniuose. Fluorescencijos signalasétiyrbuti stiprus ir zenkliai virSyti
savitosios fluorescencijos intensyvaim Siekiant iSvengti pirmos kartos
sensibilizatoriams dingy trakumy, antrosios Kkartos sensibilizatoriai
pirmiausia yra homogenis, Zzinomos strukiros medziagos. llgesnibang;
diapazone fluorescuojantys sensibilizatoriai, pawvyz ftalocianinai,
fluorescencinei diagnostikai tinkamesni, neslyiorescencijos spektrai maziau
persidengia su audipisavitosios fluorescencijos spektrais. Nemazaikdhiny
tyrimy atliekamy su antros ir pirmos kartos sensibilizatoriais,ipasinciais

gera sugertimi audigioptinio skaidrumo srityje, yra pateikiami 2 legjel
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1 lentek. FDT ir FD patvirtinti fotosensibilizatoriai ir pbriny pirmtakai

Dihematoporfirino
eteris

Benzoporfirino
darinio mono
rigSties ziedas A
(BPD-MA)

Tetra(meta-
hidroksifenil)
chlorinas
(mTHPC)
5-aminolevulininé
rigstis (ALA)

5-aminolevulininé
rugstis (ALA)

Metilo

aminolevulinatas

Heksilo
aminolevulinatas

Prekinis
pavadinimas
Photofrin

Visudyne

Foscan

Levulan

Giolan

Metvix

Hexvix

Gamintojas A

(nm)

Axcan Pharma 632

http://www.axcan.com

http://www.photofrin.com

QLT Inc. & Novartis 690

Opthalmics

http://www.gltinc.com/Qltinc

/main/mainhome.cfm

http://www.visudyne.com

Biolitec AG 652

http://www.biolitec.com

DUSA ~400

Pharmaceuticals, Inc.
http://www.dusapharma.com
http://www.levulanpdt.com

Medac GmbH 375
http://www.medac.de —
400
PhotoCure ASA 632
http://www.photocure.com
PhotoCure ASA 370
http://www.photocure.com -
400
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91,92

Taikymo sritis (Salis, metai)

PavirSini Slapimo fislés,
endobronchinj, stempés,
skrandZio, gimdos kaklelio
navikams (>120 Sajj 1993)
Gyslaigs
neovaskuliarizacijai & su
amziumi susijusios antrés
geltonosios émeés diggnosios
degeneracijos, patologinei
trumparegystei arba
numatomai akj
histoplazmozei (>70 3alj
2001)

Galvos ir kaklo navikams
(ES, Norvegija, Islandija,
2001)

Veido ir skalpo aktinei
keratozei (JAV, 1999)

Intraoperacigje PD ir
likutinei piktybinei gliomai
(ES, 2007)

Aktinei keratozei, pamatipi
Igsteliy karcinomai (ES,
Australija, Naujoji Zelandija,
2001)

Slapimo fisles neviky
fluorescencinei diagnostikai
(Svedija, 2004; ES 2005)



2 lentek. Fotosensibilizatoriai ir porfirip prekursoriai naudojami FDT ir FD

esantys kliniking tyrimy stadijoje

Prekinis
pavadinimas

Gamintojas A
(nm)

5-aminolevulininé Shanghai Fudan- 630
rugstis (ALA) Zhangjiang
Bio-Pharmaceutical Co.,
Ltd
5-aminolevulininé Cosmo Oil Co., Ltd 630
rigstis (ALA)
Paladzio bakterio- Tookad Negma-Lerads 762
feoforbidas Laboratories, Toussus Le
Nobel
Alavo etil- Purlytin Miravant Medical 660
etiopurpurinas Technologies
Liutecio LUTRIN Pharmacyclics Inc. 732
teksafirinas (Lu- ANTRIN
tex)
2-(1- Photochlor Roswell Park Cancer 660
heksiloksietil)-2- Institute
divinil
pirofeoforbidas-a
Boronuotas BOPP Pacific Pharmaceuticals 628
porfirinas Inc.
Mono-N-asparil-  Talaporfin  Light Sciences 664
chlorinas e6 Corporation, Inc.
(Npe6)
Chlorinas €6 Fotolon Apocare Pharma GmbH 665
konjuguotas su
polivinil
pirolidinu
Hipericinas VIMRxyn VIMRX Pharmaceuticals 600-
Inc. 1000
Hematoporfirino Hiporfin Chongging Huading 630
darinys Modern
Biopharmaceutics Co.,
Ltd (China)
Aliuminio Photosense State Research Center 675
ftalocianino (Russia)
tetrasulfonatas
(AlPcS)
Kadangi nei vienas fotosensibilizatorius

Taikymo sritis

Slapks smailiagaims
kondilomoms

Aknei

Prostatos &Ziui

Gyslaigs neovaskuliarizacijai
dél su amziumi susijusios
antrines geltonosios émés
drégnosios degeneracijos,
AIDS, Prostatos &Ziui
VietiSkai pasikartojantiems
kraties navikams, periferigi
arterijy angioplastikai
Bareto stemplei, stenéglir
plawiy navikams, odos
pamatiny lgsteliy karcinomai

Smegen navikams

Galvos, kaklo, plaiy,
prostatos, tiesiosios Zarnos
navikams

Boveno ligai

Glioblastomai, odos Taételiy
limfomai, Kaposi sarkomai,
karpoms ir psoriazei

Odos, platiy, Slapimo pslés,
kepem, virskinimo trakto ir
kitiems navikams

Odos, kitinés, pladiy,
virSkinimo trakto ir kitiems
navikams

nepasizydealiomis savyémis,

buvo padilyta j organizm jvesti ne pat fotosensibilizatorj, o jo sintez
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indukuojani pirmtaky . Pats pirmtakas éna aktyvus junginys, tdau po
jvedimo j organizma jis metaboliSkai pavéramas farmakologiSkai aktyviu
junginiu®™. 1990 metais buvo pademonstruota, kad tokiu pkmf&DT gabty
biti 5-aminolevulinire ragstis (ALA)*. Nuo tada navikinj ir kity ligy FDT ir
FD atliekamos egzogeniSkai skatinant PplX sigtestekse tapo vienomis
spatiausiai besivystatiy Sios krypties tyrim sriciy®>®". Daugelyje kliniking

ir ikiklinikini y tyrimy sisteminis ar vietinis ALA panaudojimas laikinai
padidina PpIX koncentragij tiriamuose audiniuose. Kadangi ALA
indukuojamas PplX yra naali organizmo hemo biosintéz ciklo medziaga,
jo, kaip sensibilizatoriaus, panaudojimas klingen praktikoje patrauklesnis

nei dirbtiniu ldu sintetinam sensibilizaton.

Pradiniu hemo biosintég ciklo etapu iS glicino ir sukcinil-kofermento-A
katalizuojant ALA-sintazei (ALAS) sintetinama amlawulino rmigstis. \&liau

IS dviey ALA molekuliy susidaro porfobilinogenas (PBG) ir iSsiskiria dvi
vandens molekak. Veikiant porfobilinogeno deaminazei (PBGD) ir
uroporforinogeno sintazei keturios PBG molekul kondensuojamosj
uroporfirinogen Ill. Toliau vyksta dekarboksilinimo ir oksidavimeakciy
seka, kol gelezies atomgterpiamasj tetrapirolo zied. Hemo biosintez
vyksta mitochondrijose ir citozolyje. Mitochondijgo susintetinta ALA
perneSama | citozol, ten susidaro PBG, uroporfirinogenas |llI,
koproporfirinogenas Ill. ¥liau mitochondrijoje pastarojo junginio Soam
propionires rigsties liekanos, veikiamos koproporfirinogeno o&sgid, yra
dekarboksilinamos ir oksiduojamosj vinilo grupes. Katalizuojant
protoporfirinogeno oksidazei tetrapirolo Ziedo regto grugs oksiduojamos$
metino grupes — susidaro protoporfirinas IX (5 paVienai PpIX molekulei
pasigaminti reikia aStuomi ALA molekuliy. Katalizuojant ferochelatazei
tetrapirilo strukiiros centg jterpiamas Fe(ll) katijjonas — susidaro hemo

molekuk, kuri nefluorescuojd®®
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Porfobilinogenas.__ !
Porfobilinogen- Uroporfirinas \
el Koproporfirinas

-
Uroporfirinogen Ill- 4 NHA+HO
kosintaze v

A
Sukcinil-KoA

& Griztamajo rysio
kontrole

Hemas

Fero- ? 2H"
chelataze ( Fe2+
Protoporfirinas IX

Protopor-
firinogen- 3H,
oksidaze

Uroporfirinogenas Il

i 4H"*
Uroporfirinogen- C_
dekarboksilazé 4CO,

 J
Koproporfirinogenas Il

rotoporfirinogenas |

Koproporfirinogen-
oksidaze

Koproporfirinas |

5 pav. Hemo biosinteés ciklas ir ALA metabolia sekd®

Hemo sintegs ciklo greitis sureguliuotas taip, kad atitinkartzepasisalinimo
IS sistemos grait Todl normaliomis glygomis hemo poreikis kontroliuoja
hemo, o kartu ir PpIX sintég greif. Diagnostikos, terapijos ar mokshni
tyrimy tikslais hemo biosintés ciklas gali ati sutrikdytas organize
paveikus egzogenine ALA. Paveikus pertekliniu ALAeKu, ne visas
pasigamigs PplX pavefiamas hemu irgstekse ima kauptis papildomas PplX
kiekis. Nors PplIX sintez vykdoma beveik visose branduoturin¢iose
lastekse, greitesnis ir didesnis PplX kaupimasis buvo epamhstruotas
lastebse pasizymitiose didesniu aktyvumu. Pagrindirtokio selektyvaus
kaupimosi priezastis iki Siol éna visiSkai suprasta. EksperimentiSkai buvo
jrodyta, kad kai kuriuose navikuose ferochelégaaktyvumas yra sumgzs, o
porfobilinogeno deaminas — padidjes'®-'%? Nepaisant to, aiskaus rysio tarp
auksto PBGD ir / ar mazo ferochelatazaktyvumo bei PpIX kaupimosi

nepavyko rastP**%

— ALA pertekliui sutrikdzius hemo biosintez ciklg iS
uroporfirinogeno ir koproporfirinogeno gali susigtrir vandenyje tirps
porfirinai — uroporfirinas ir koproporfirina®*%. Nors ALA yra nalralus
organizmo hemo biosintéz tarpinis produktas, jos perteklius gali sukelti
jvairiy Salutinyy poveikiy. Dél savo fizikochemini savybij egzogeninis ALA

néra idealus pirmtakas PplIX indukcijai. Nepais@miriausy trakumy, ALA
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naudojimu grindziama fluorescenéirdiagnostika ir fotodinamin terapija

greitai  paplito  jvairiose  medicinos  srityse:  urologijoj&*®

6111,112’ él3-115,

pulmonologijojé’®  smegen  chirurgijoj dermatologijoj

ginekologijojé*®*’

2.3. ALA ir jos dariniai

Nepaisant gerir daug zadafiy rezultat), ALA taikymu paremtos FDT ir FD
metodikos vis dar reikalauja reikSmingatobulinimy. Kadangi fiziologigmis
salygomis 90 % ALA molekuly yra cviterjono lasenos (turi teigiamamino ir
neigiany karboksilo grupes), jos prasiskverbimas pgtdly membranas ir
patekimag gilesnes audini sritis yra ribotas. Taigi, taikant ALA vietisSkdi,
indukuoja PplIX tik pavirSiniuose audini sluoksniuose, ir porfirip
pasiskirstymas yra labai nehomogeni§kasNorint ALA-FDT taikyti
gilesniuose sluoksniuose esan ligos zidiny gydymui, reikia ilg laika
naudoti dideles ALA dozes, tuo didinant komplikaaijzika'****° Naudojant
ALA preparag intraveniSkai ar geriant, jis greitai pasiSalira 2mogaus
organizmo. ALA kiekis plazmoje perpus surgaz per 50 min. naudojant
intraveniskai ir per 45 min. — geriaft Tyrimuosein vivo taikant ALA
sistemiskal, ji pasizygjo prastu selektyvumu ir sék visy audiny, iSskyrus
raumeninio ir riebalinio audinio, odos ir smegegensibilizaci'**. Be riboto
biologinio prieinamumo, parenterinis ALA naudojimamorems suklé
dideliy Salutinyy poveikiy, tokiy kaip pykinimas, ¥mimas, kepeq funkcijy
sutrikimas, reikSmingas sistolinio ir diastolinio rakjo spaudimo
sumazjimas?'* D¢l Siy ALA trikumy norint j taikyti terapijoje buvo
atlikta daugyb tyrimy siekiant pagerinti jos selektyvamr sustiprinti PpIX
sintez™***%" Yra sukurtajvairiy medZiag ir metodiky, pagerinatiy ALA
farmakologines  savybes, ¢tau jos  veiksmingos  pasiréd tik
eksperimentiniuose tyrimuose ir nepasiteisino |lesdije Klinikinéje

praktikoje.
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Daugiausiai zadantys ir geriausi endogapiporfiring sintezs ir kaupimosi
rezultatai buvo pasiekti prédis naudoti lipofiliSkesnius ALA darinius. Yra
parodyta, kad naudojant tokius ALA darinius vietdjeA, galima pasiekti
dvejomis eitmis didesn PplIX koncentracy>®'*? I§ esms ALA dariniy
pranasumas lyginant juos su ALA yra gekedPplX indukcija, geresnis
prasiskverbimag gilesnius audinj sluoksnius, homogeniskesnis indukyot
sensibilizatonj pasiskirstymas, trumpesnis inkubacijos laikas,p tgat
reikalingos mazesis dozs, mazesnis Salutinis poveikis ir geresnis stakaim
Tatiau ne visais atvejais jie yra pranasesni uz ALA&us sensibilizatorius.
Kol kas FDT ir FD taikymams yra patvirtinti du ALAariniai (1 lented): 5-
aminolevulinires rmgsties metilo esteris Metixir heksilo esteris Hexvik
Kad ALA ar jos dariniai sukeltterapin poveilj, pirmiausia Sie pirmtakai turi
su dideliu selektyvumu pasiekti taikinturi biati sukaupta pakankamay |
koncentracija, ir hemo biosintexz ciklo metu jie bty paversti fotoaktyviais
sensibilizatoriais. Taigi pirmtakas pirmiausia tpalikti terpes (kremo ar kt.),
kurioje yra, aplink, wéliau biti sugertas, perneStag gilesnius audinj
sluoksnius, pergsteks membrag patektij lasteks vidy, biti paverstag PplX,

0 jo perteklius greitai pasisalinti iS organizmo.

3 lentek. ALA hidrochlorido ir jos esteti fizikochemires savyls(HCI- RE,N—
CH,~CO-CH-CH,CO-OR=bendra strukira). P,, yra pasiskirstymo
koeficientas tarp oktanolio/vandens (pH 7,4, 23¥CX,, — pasiskirstymo

koeficientas tarp raginio odos sluoksnio/ vand&hs

Junginys R R?> Mol Zyméjimas log Py log Krey
masé
[a/mol]
ALA H H 167.6 ALA -1.51692 -1,37
ALA-metilo esteris nds H 181.6 ALA-Me -0.94233 0,21
ALA-etilo esteris CH,CH;z H 195.6 e-ALA 0.84113
ALA-butilo esteris (CHy)sCH; H 223.8 b-ALA 1.42315 0,30
ALA-heksilo esteris (CHy)sCH; H 251.8 h-ALA 1.83883 0,91
ALA-oktilo esteris (CHy)CHs; H 279.6 0-ALA 2.6199 1,02
ALA-cikloheksil esteris CgH11 H 249.8 ch-ALA 1.49392
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Pasyvus transportas per biologines membranas \aebiausias daugumos
junginiy patekimoj lasteles mechanizmas. Jis yra nulemta&§yppunginiy ir
biologiniy barjex fizikocheminiy savybi;. Siandien jau yra zinoma, kad ALA
lasteles patenka aktyvaus transporto keliu, kuri&lguso nuo Nair CI
koncentracij*>. Tuo tarpu ALA-Me patekimaglasteles nepriklauso nuo Tl
koncentracijos. Manoma, kad pasyvi difuzija ar emiaé yra pagrindiniai
lipofiliniy ALA dariniy patekimoj Igsteles mechanizmai. Viena iS svarbigusi
ALA dariniy savyby, jy lipifiliSkumas, palengvinay prasiskverbim per
lasteliy membranas. K#&au jeigu junginys yra per daug lipofilinis jis gal
istrigti membranoje ir nepasiekti citozolio, kurital dalyvauj endogeninj
porfiriny sintezs procese. Nustatyta, kad aliejaus / vandens pistisko
koeficientas P nulemia junginy gelejima prasiskverbti per biologines
membranas. ALA darigi lipofiliSkuma galima pakeisti trimis e&imis
naudojant skirtingus ALA esterius. ALA ir ALA-Me IgP,, verés yra
neigiamos ir parodo, kad Sios medziagos pasizydibflinémis savykmis (3
lentek). Visi kiti ALA esteriai, turintys ilgesnes 8mjy angliavandenilj
grandines, yra lipofiliSkesni, iryj logP,, verés yra teigiamos. Naudojant
lipofilinius ALA darinius dermatologijoje, svarbugra ne tik j; geresnis
tirpumas kremuose ir tepaluose, bet ir geresanigrasiskverbimas pro ragin
odos sluoksp Yra paskaiiuota, kad b-ALA prasiskverhti odg 50 kart
efektyviau negu ALA, tuo tarpu ALA-Me — tik dvigubgeriau.Dydis K¢, yra
svarbus kalbant apie vaisbiologin aktyvumy, nes medziagos, kurios yra per
daug lipofilines, gali jstrigti raginiame odos sluoksnyje, kuriame vyrauja
laisvosios riebal rtigStys, cholesterolis ir ceramidai. Buvo nustatyag h-
ALA ir o-ALA epidermyje ir dermoje uzsilaiko 2,5-8artus daugiau negu
ALA' Hidrofiliska ALA lengviau prasiskverbia kraujotakos tinkd, ir jos
indukuotas PplX bei pati ALA visikai pasi$alinacgganizmo per 24 vaf®
ALA esteriai sunkiau patenkekraujotal, o jy indukuotas PpIX gréiau negu
ALA indukuotas PpIX*" pasisalina i3 peli odos po suleidimg pilvaplkvés
ertie, vietinio panaudojimo ar suvartojimo. Taigi, s@ki norimo audiny

fotosensibilizacijos rezultato, reikia subalansug@irmtako pasiskirstymo
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koeficient, uztikrinant geg tirpumg vandenyje ir riebaluose. Manoma, kad
lipofiliniams pirmtakams, tokiems kaip h-ALA, vandaiai tirpalai kity
optimalis klinikiniams taikymam$® PraktiSkai $lapimoislés FD naudojami
vandeniniai tirpalai nesukelia jakiproblemy, tatiau lipofiliniai junginiai
vandenigje tergje gali iSkristi j nuogdas. Kita vertus, dermatologijoje
vietiSkai naudojami vandeniniai ALA darintirpalai neuztikring selektyvaus

pirmtako susikaupimo audinyje.

PpIX indukcija taip pat priklauso nuo pirmtako kentracijos. Nustatyta, kad
susidaratio PplIX kiekis tiesiogiai auga didinant pirmtako ricentraciy iki
optimalios €op), O ja pasiekus ima staigiai métz Optimali koncentracija kinta
ne tik nuo pirmtako pasirinkimo, bet ir nuo skiginlasteliy tipy. Visais
atvejais ALA-Me ir e-ALA ¢, veries yra didesés negu ALA, o esteui
turinciy alkilo grupes is ketugi ar daugiau anglies atggnatveju optimaliPplX
indukcija pasiekia esant maZeésrs koncentracijoms. Siais ALA dariniais
indukuojamo PplX kiekio priklausomygbyra labiau priklausoma nuaqy j
koncentracijos, t.y., reikia tiksliau parinkti pitaky koncentracijas, norint
uztikrinti optimal; PpIX susikaupirp audiniuose. Kadangi ilgesnes grandines
turintys ALA esteriai pasizymi mazesigg,, atrodyt;, kad jie yra efektyvesni,
negu ALA-Me ar e-ALA, nors pastarieji taip pat yipofiliSkesni, negu ALA.
Efektyvuny nulemia keli procesai; nors visi esteriai yra fipgkesni uz ALA

ir lengviau patenka lasteles, prieS patekdami i hemo biosiétezikla jie turi
buti suskaldomi nespecifini esterazj, kurios taip pat gali téti didesn ar
maZesih poveiki esteri funkcijoms*®. Taigi, lengvesnis ALA darini
patekimag lgsteles neiitinai reiks, kad bus susintetintas didesnis Pplekis.
Nustatyta, kad asteliy lizate ilgesnes grandines tutip ALA estery
fermentire hidroliz¢ yra greitesé negu turigiy trumpesnes grandingsin
vivo eksperimentais buvo parodyta, kad naudojant AL#&rass intraveniskai
ar vietiSkai, daugiau endogenirporfiring susikaup peks odoje negu navike,
nes sveikame audinyje esterpaiktyvumas buvo didesnis negu navikiniame

audinyje“®.
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Yra Zinoma, kad ALA perteklius gali sukelti citosiki poveik lastebms™"
2 Inkubavus 4steles didesimis neic,, pirmtaky dozmis, PpIX indukcijos
mazjimas hstely kultiroje sutampa su mazesnigsteliy iISgyvenamumu.
Tokia priklausomyb buvo stebta visoms dsteliy linjjoms ir visiems
pirmtakam&*® Inkubacija maZesmis ALA ar jos darini dozmis jtakos
lasteliy gyvybingumui nedaro. Tatl tik tiksliai parinkus ALA dariny dozes,
galima pagerinti PplX indukcijosiygasin vivo.

Fiziologine pH vert taip pat yra labai svarbi PplIX sintezei. Kasteliy
kultdros tergs pH yra 7,5£0,5, stébas maksimalus susintetinto PplX kiekis, o
pH vertei sumasus nuo 7,4 iki 5,5, bendras PplX kiekis sugjazrigubat*®
Naudojant ALA, PpIX sintels mazjimas mgstircje tergje yra stipresnis
negu Sarmigie™> ' Kita vertus, jon kanalas reguliuojantis ALA patekini
lasteles taip pat yra priklausomas nuo pH ir yra adpis esant pH 5,0
vertet®®

Naudojant ALA ar jos darinius efektyviai PplX indujai taip pat labai
svarbus pé&y pirmtalky stabilumas, kuris priklauso nuo pH, koncentragijos
temperairos ir deguonies kiekio tege™*'*° ALA ilgalaikiu stabilumu
pasizymi tik ngstireje tergje (pH 2), todl daugelis tyéy ruoSia ALA
tirpalus Ggstirgje tergje, ir tik prieS pat naudojimparuoSiamas fiziologinio
pH (5,5-7,4) tirpalas. Didinat ALA koncentragifirpale jos degradacijai yra
budinga antrojo laipsnio kinetik¥. Taigi, tokiomis pat flygomis ALA
koncentracy padidinus du kartus, degradacija paditteturiais. Temperaity
intervale nuo 37 °C iki 85 °C, tempanat didinant po 10 °C, ALA degradacija
kiekvienasyk padidja pusantro kart8 Iki Siol labai mazai tyrim atlikta
tyrinégjant ALA dariniy stabilum. Visi ALA esteriai in vivo gali buti
hidrolizuoti nespecifinj esterazj esakiy odoje ar kraujyje. PrieS hidrofizar
po jos esteriaiin vitro ar in vivo taip pat gali suformuoti pirazino tipo
degradacijos produkt taciau ilginant esteri grandines, §i degradacijos

produkty susidarymo tikimyb mazja*®”.
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Sunkuny aiskinantis skirtumus tarp ALA ir jos dannpendogeninj porfiriny
indukcijos sukelia ir tai, kad, pavyzdziui, kai kwrporfiring sugerties ir
emisijos spektruoseéra jokiy skirtumy (pvz., PpIX ir PpIX dimetilo esterio,
potencialaus sensibilizatoriaus), tad po inkubacga ALA-Me hstekse Si
porfiring nelity galima spektroskopiskai atskirti. Taip patan stebima jokj
porfiriny fluorescencijos lokalizacijos skirtupgstebse po inkubacijos ALA

ar jos esteriai§'*®2

Nepaisant to, kad ALA metilo esteris (Met¥)xyra patvirtintas odos navik
FDT, o ALA heksilo esteris (Hexvi) FD urologijoje, ALA darini gekgjimas
indukuoti didesnius PplIX kiekium vivo vis dar iSlieka kontraversiSkas. Yra
parodyta, kad ALA dariniaigbkteliy linijjose indukuoja didesnius endogemini
sensibilizatonj kiekius uz ALA net naudojant mazesnes
koncentracijas®***'®3 Taip pat ALA esteriai indukuoja didesnius enddgin
sensibilizaton kiekus ir kiauliy $lapimo mslés modelyjé®® Tai patvirtina ir
Klinikiniai tyrimai, jrodantys, kad ALA heksilo esteris pasizymi geresne
pernasaj audinius ir sensibilizatogi indukcija negu ALA*!*® Tatiau
literatiroje pateikiami ir prieSingi rezultatai, kad vié&s panaudotas ALA-Me
pliky peliy odoje indukavo maZiau PpIX negu AR Remiantis
fluorescencijos intensyvumo matavimais po ALA ir AMe vietinio taikymo
zmony aktinines keratozs atveju, padaryta iSvada, kad ALA indukavo
didesnius kiekius endogenini sensibilizatoy, o ALA-Me buvo
selektyvesni€®. Sie rezultaf nesutapimai daugiausia gali priklausyti nuo
pirmtaky gelejimo jveikti biologinius barjerus (pvz., ragimdos sluoksj ir
transportoj tiksling sritt mechanizm, uztikrinartiy didziausy susikaupimo
selektyvum. ALA ir jos esteny savybes Bty galima apibendrinti remiantis
tyrimais, atliktais paSalinus ragindos sluoksp kuriejrode, kad ALA esteriali
yra tokie pat efektyws kaip ir ALA, nors ilgesnes grandines tufiip estery
indukuoto PplX fluorescencijos signalo maksimumeagistruojamas pegus

ilgesniam laiko tarpui po prepagapanaudojim&™°©1® Be to, kadangi ALA
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esteriai selektyviau indukuoja porfirinus, jie nkslia tokio sisteminio efekto,

kokiu pasizymi ALA.

Siame darbe endogeninporfiriny sintezei indukuoti buvo pasirinkti ALA ir
ALA-Me pirmtakai. ALA pasirinkta todl, kad ji yra hidrofilire molekuk, tad
tam tikromis glygomis ji gali kiti tinkames®g FDT ir FD. Taip pat Kiti tygjai
ALA jau taiké reumatoidinio artrito atveju. ALA-Me pasirinktasckl, kad jis
jau yra patvirtintas aktininei keratozei ir pamajitgsteliy karcinomai gydyti.
Be to, ALA-Me yra lipofiliSkesnis uz ALA. Nors jogsiskirstymo koeficientas
Poy Yra neigiamas, o taitdinga hidrofiliremis savylmis pasizymintiems
junginiams, pasiskirstymo koeficientas tarp ragioaos sluoksnio ir vandens
Kisy Yra teigiamas ir artimesnis ilgesnes grandinesndiiyi estery Kgy

koeficientams.

2.4. Fluorescencijos gyvavimo trukmiy mikroskopijos (FLIM)

principai ir taikymas

Skirtingi fluoroforai gali lti charakterizuoti pagalyj fluorescencijos ir
fluorescencijos zadinimo spektrus, kvantimasSum, poliarizacin atsalg ir
fluorescencijos gyvavimo trukmes. Pavyzdziui, nbgariau atskirti pazeistus
audinius nuo sveik dazniausiai nepakanka kontrasto, gaunamo taikang
optini metod, tockl, kai jmanoma, reikia remtis keliais metodais. Greta
nuostoviosios spektroskopijos ar mikroskopijos rdetodaug svarbios
papildomos informacijos gali suteikti laikis skyros metodai. Fluorescencijos
gyvavimo trukmiy matavimai gali bti atlikti laikiniais arba dazniniais
registravimo metodais. Norint iSmatuoti fluoresagrsc gyvavimo trukmes
laikiniais metodais, bandinys yra apsV¥@nas Zzadinatios spinduliucis
impulsu, kurio trukm yra daug trumpesn uz tiriam; molekuly
fluorescencijos truk Jprastai biologini objekty fluorescencijos trukéyra

nanosekundai eilés. Siame darbe naudotas 50 ps impulso téskiazeris,
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skleidziantis 405 nm bangos ilgio spinduligiotFluorescencijos gyvavimo
trukmiy matavimuose yra registruojamas fluorescencijo®riptskatiaus
skirstinys laike. Laiko momentas, kuriame yra sktandaugiausia fotap yra
laikomas fluorescencijos pradzia. Tada registruagdvygjimo intensyvumo
mazjimas laikui kkgant ir iS gaut duomemn apskatiuojama fluorescencijos
gyvavimo trukn¢ t. Gyvavimo trukné — tai laikas, per kurfluorescencijos
intensyvumas nuo maksimalios vertsumagja dydziu e (6 pav.). Kai kur
gyvavimo trukné apibgziama kaip vidutinis laikas, kirfluoroforas po

suzadinimo iSbna suzadintosisenos:
T= ll(K"'knr),

Cia k — spindulis relaksacijos spartos konstanta, k nespindulias

relaksacijos spartos konstanta.

Fluorescencijos gyvavimo truknpriklauso ne tik nuo spinduks relaksacijos
spartos konstantos, bet ir nuo nespindulimelaksacijos spartos konstantos.
Sios konstantos kinta pakitus fluoroforo aplinkaiad fluorescencijos

gyvavimo trukng yra tiesioginis fluoroforo aplinkos indikatorius.

Tuo tarpu dazniniuose ar f& moduliavimo metoduose bandinys yra
apSvi€iamas moduliuoto intensyvumo Zzadidggpa  spinduliuote, ir
registruojama iS bandinio gisio signalo fags ir amplituags priklausomyb
nuo zadinadio, periodiskai kintafio signalo daznio. Laiko skirtumas tarp
maksimaly intensyvung yra uZzregistruojamas kaip faziposlinkis, kuriuo
remiantis apskaiuojama fluorofoy fluorescencijos gyvavimo trukin Sie du
registravimo Iidai yra susieti Fugjtransformacijos ir bendru atveju suteikia t
patia informacip apie tiriamo objekto fluorescencijos gyvavimo mg®°.
Nors rezultatas gaunamas praktiSkai tas pats, oéotpniai sprendimai ir

matavimo metodikos kiekvienu atveju yra skirtingos.

Fluorescencijos gyvavimo trukim skirtingai negu intensyvumas, tiesiogiai
nepriklauso nuo fluoroforo koncentracijos. Sis &akir tai, kad fluorescencijos

gyvavimo trukné priklauso nuo fluoroforo aplinkos, fluorescenciggsavimo
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trukmiy vaizdinimui suteikia unikal pranaSump Taigi, net ir nezinant
fluorofory koncentracijos, kuri gali kisti skirtingose audinivietose, ir
nepaisant kif chromofor silygotos reabsorbcijos, — veiksni keianciy
fluorescencijos spekir galima tirti fluorofoy lokalizacip konkre&ioje
heterogenigje aplinkoje. Fluorescencijos gyvavimo trukmtaip pat
nepriklauso nuo zadinimo intensyvumo, spinduksatklidimo kelio, sklaidos
ar fluoroforo fotovirsng audinyje . Tdiau yra keletas veiksyj j kuriy jtaka
fluorescencijos gyvavimo trukéms reikia atsizvelgti, ir kuriuos galima firti

laikinés skyros spektroskopijos ar mikroskopijos metodais.

Fluorofony fluorescencija yra gesinanigairiy jony'. Gesikly koncentracija
gali bati tiesiogiai apskaiuota jvertinus bandinio fluorescencijos gyvavimo
trukmeés sumagjima, nes gesinimo spartos konstanta tiesiSkai priklauso
gesiklio koncentracijos. Tokia informacija svarbpavyzdziui, 4steliy
biologijoje, kur C&" ir CI” jony svyravimai ypa veikia neuron ir kity sisteny

funkcijas'’®!"*

Deguonis taip pat yra efektyvus fluorescencijosikliss ypa® fluorofory
pasizymirtiy ilgomis fluorescencijos gyvavimo trukmis. Didziausi poveik

deguonis daro endogeniniams fluoroforams NADH iDEX,

Daugelis fluorescuojaiy molekuliy biologinése tergse sudaro kompleksus su
kitomis molekuémis, yp& baltymais. Skirting kompleks; fluorescencijos
spektrai gali bti labai panass, ta&iau fluorescencijos gyvavimo trulkés
paprastai skiriasi. Fluoroforui aggeikaujant su baltymu, pakinta jo
konformacija, todl pakinta ir nespindulinio fluorescencijos gesimgaros
konstanta. Yra zinoma, kad NADH ir FADweikaujant su baltymu, kintay |
fluorescencijos gyvavimo trukég'’>. Fluorofor; fluorescencijos gyvavimo
trukmes ir santykigs amplitugs taip pat priklauso nuo metabalgsteliy ir
audiny bakles>17

Daugelis fluorescuojainy molekuliy btna protonuotos ir deprotonuotos

formos, kuriy pusiausvyra priklauso nuo pH. Jeigu skirtingosmios turi
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skirtingas fluorescencijos gyvavimo trukmes, tamaguota trukra atliks pH
indikatoriaus vaidmeh’™®. Fluorescencijos gyvavimo trukms jtakos taip pat
turi ir Fiorsterio rezonansénenergijos pernasa (FRET), aplinkagib rodiklis,

klampa, temperata.

Siuo metu fluorescencijos gyvavimo trukmimatavimams daZniausiai
naudojami laikiniai metodai, o plmusiai naudojamas laike koreliuot
pavienij fotony skatiavimo (angl. ,Time-correlated single photon cougti—
TCSPC) metodas. Fluorescencijos zadinimui paprastidojami didelio
impulsy pasikartojimo daznio lazeriai. Molekusuzadinus lazerio impulsu, po
tam tikro laiko intervaloAt ji iSspinduliuos foton, kuris uZzregistruojamas
detektoriuje. ISmatavust daugel karty, gautos veds pasiskirsto proporcingai
iSspinduliavimo  tikimybei, ty., pagal tai, kada zadinta moleku
ISspinduliavoa fotom Fluorescencijos fotonaijvairiais laiko momentais
registruojami skirtinguose detektoriaus kanaluoseiiormuoja fluorescencijos
gesimo histogram kanalai, kurie atitinka dazniausias fluorescesgij
gyvavimo trukmes, sukaupia didziausias fet@mkatiaus vertes, o tgausias
vertes atitinkantys kanalai uzregistruoja vos keletony (6 pav., A). Paprastai
matavimai vyksta tol, kol kuriame nors detektorikasale sukaupiama 10000
fotony, tafiau, pavyzdziui, biologini audini savitosios fluorescencijos
kvantinis naSumas yra labai nedidelis,édddk; kiekj fotony sukaupti yra labai

sucktinga.
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6 pav. A — TCSPC metodikos principasélyma kreive — zZadinantis impulsas,
uzpildyta raudona kreé&v— fluorescencijos intensyvumas, histogramacapa
vaizduoja foton, uzregistruaf detektoriaus kanaluose tam tikru laiko

momentu po suzadinimo, skirstiid — eksponentinis fluorescencijos gesimas

Kad TCSPC metodika veit batina iSpildyti viery s3lyga: per matavimo
trukme detektory turi pasiekti ne daugiau nei vienas fotonas. Tesigkiama,
naudojant mazo intensyvumo ir didelio pasikartojidaznio impulsus. Taigi
Siai metodikai nereikia didejilazerio intensyvum ir IS esnés nesvarbus
lazerio spinduliuats stabilumas. Kadangi metodas yra kaupiamasismgali
skatiuoti fotonus tol, kol signalo-triukSmo santykisgpeks noring riba ir iS
gauty duomem bus galima gana tiksliai apskaioti fluorescencijos gyvavimo
trukmes. Taip pat Sis metodas yra pigus palyginuskigis laiko skyros
fluorescencijos metodais. TCSPC metodas yra elekiio metodas, tad
pagrindinis jo tikumas — ribota laikiél skyra. Laikire skyrm apsprendzia
aparatig funkcija (angl. IRF — ,instrument response funitip kurig sudaro
Zzadinaio impulso laikire forma, optiks sistemos dispersija, detektoriaus

lékio trukmés silygotas iSplitimas ir neapibztumas elektronije registravimo
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sistemoje. Nors aparatinfunkcija uzgozia dal informacijos apie laikia
signalo form, yra matematinis tmas Siai informacijai iSgauti. Tai vadinama
dekonvoliucijos procetta, kurios @ka galime rastit vertes mazesnes uz
Zzadinaio impulso pusplat Praktikoje TCSPC metodas leidzia pasiekti apie
<30 ps laikig skym. TCSPC pastaruoju metu piai naudojamas
fluorescencijos gyvavimo trukmpi mikroskopijoje, kur konfokaliniu
mikroskopu registruojamas ne tik fluorescencijosemsyvumas bet ir jos

gesimo trukm.

Vienalyttje aplinkoje panasi fluorescuojatiy molekuliy fluorescencijos
gesimo funkcija yra eksponentir(6 pav. B). Tdiau kely fluorescuojatiy
medziag, kurios gali lti skirtingos molekuds,tokios paios tik skirtingy
konformacijy molekuks ar skirtingoje mikroaplinkoje eséns molekuts,
fluorescencijos gesimas yra keleto ekspénensuma. Uzregistravus
fluorescencijos gesimo charakteristikas atliekamasematinis modeliavimas,
kurio tikslas yra nustatyti, kiek maziausiai kintgm reikia, norint tiksliai
apraSyti eksperimentiSkai gautus rezultatus. Tajgigu gesimo krei&
aprasoma vienu kintamuoju, vadinasi fluorescuopneitipo molekus, jei
dviem — fluorescuoja dvigjtipy, ir t.t. Fluorofor fluorescencijos gyvavimo

trukmes yra apsk&iuojamos modeliavimo proceso metu.

Fluorescencijos gyvavimo trukmimikroskopija gyvylks moksluose buvo
practta taikyti daugiau nei pries 20 mét’. Fluorescencijos gyvavimo trukmi
mikroskopijos (FLIM) metodas gali ai bati realizuojamas dviem
technologijomis: | — skenuojanti konfokalinmikroskopija, kuria vaizdas
gaunamas pikselis po pikselio, registruojant trukmene vaizdo atkimo
detektoriumi, o, pavyzdziui, fotodaugintuvu, ir4lplataus lauko FLIM, kuria
vaizdas registruojamas kamera su laikine sk§raSiame darbe naudota
skenuojatio konfokalinio mikroskopo su TCSPC metodika. Sioetodikos
privalumai yra neribojamas dinaminis diapazonas ij&is su fotom
registravimo technologija, vieno fotono registrawirfautris, tiesid signalo

registravimo charakteristika, nepriklausanti nuadidartios spinduliucis
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intensyvumo, fliuktuacij bei fotoblySkimo ir paprastas fluorescencijos
gyvavimo trukmy atvaizdavimas. T@au tai yra éta metodika, nes kiekvienas
fotonas kiekviename pikselyje registruojamas a#skitad norint surinkti
statistiSkai patikimus duomenis, matavimas galaialyai uztruktt’®. Taip pat

reikalingas tam tikro eksperimentui tinkamo banidgis impulsinis lazeris.

Skanuojanio konfokalinio mikroskopo su TCSPC metodika FLIMizdali
gaunami skenuojant banglirpikselis po pikselio. Kiekviename pikselyje
impulsinio lazerio spinduliuétsuzadina fluorofay fluorescency. Tada tame
pikselyje TCSPC moduliu valdomu detektoriumi uzségiojama
fluorescencijos gesimo charakteristika. Jeigu ngudas vienas detektorius,
fluorescencijos registravimo spektrinis diapazommmenkamas filtru , o
viename pikselyje gaunama tik vieng 8iapazon atitinkanti gesimo
charakteristika. Galiitii naudojamos ir ketugikanal, registravimo sistemo$
ar, multi-anodinio fotodaugintuvo ategjnet 16 kanal sistemo¥°*%! Tada i3
uzregistruai  fluorescencijos gesimo charakterigtik apskagiuojama
fluorescencijos gyvavimo trukénr atvaizduojama paveiksle tam tikra spalva.
ISmatuotame FLIM vaizde atvaizduojanma verg yra trukne, per kury
fluorescencijos intensyvumas nuo maksimalioségesumagja e karto. Taigi,
tai yra vidutire fluorescencijos gyvavimo vest kuri apibendrina vig tame
taSke esany suzading fluorofory fluorescencijos gyvavimo trukés. FLIM
vaizdo registravimo metodika pavaizduota 7 pavliaWl detalesé vaizd
analiz atliekama apskaiuojant tikmsias bandinyje esam fluorofory
fluorescencijos gyvavimo trukmes in jamplitudes. Atliekant detalesn
trukmiy analiz batina atsizvelgti irj IRF atsalk. Atsizvelgiantj tikrasias
vertes perskdiuojamas ir FLIM vaizdas, kuris leidzigvertinti tam tiki
fluorofory pasiskirstym ir kiekj tiriamajame bandinyje. Biologiniuose
audiniuose dazniausiai fluorescuoja keletas flumgf turiniy skirtingas
fluorescencijos gyvavimo trukmes, tbd fluorescencijos gesimo
charakteristikos apraSomos keliomis ekspotraist. Kiekybire FLIM vaizdy

analiz, ypa& biologiniy audiny, yra sudtinga procedra, nes reikia tuti
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tiksly mode] bandinio glygoms aprasyti,jvertinti tikéting komponegiy
skatiy ir parametrus dargrus jtakg jy fluorescencijos gyvavimo trukéms.
Todél FLIM vaizdy analiz gakty supaprastinti papildomi duomenys gauti
kitais tyrimo metodais.

Vieno kaljalo TCSPC modulis Fotony pasiskirstymas
detektorius

Fotonas Kanaly
( Kanalas|  registratorius | Bangos ilgis
/ (bandos ilgis)

Pikseliai —— X

T1<12<T3
T
\>\ #Z

Eksponentinis gesimas
F(t)=ae"

4

o o
S—
Gyvavimo trukme @

b D

T1 T2 T3

Intensyvumas (t)

Laikas (ns)

7 pav. FLIM vaizdy registravimo principas skenuofao konfokaliniu

mikroskopu su TCSPC metodika. Naudojamas vieno lkaiotodetektorius ir
TCSPC modulis. Kiekviename pikselyje uZregistru@arfluorescencijos
gesimo charakteristika, iS kurios apskaojama fluorescencijos gyvavimo
trukmeé tame pikselyje. ¥liau skirtingos apskaiuotos verés atvaizduojamos

skirtingomis spalvomis.

Vis didéja susidonjjimas audinyg savitosios fluorescencijos tyrimais pesdy,
neinvaziny diagnostikos metagdpaieSka medicininiams taikymams. Spektrinis
savitosios fluorescencijos vaizdinimas yra ganaldetistyrinctas. Atlikti
FLIM tyrimai siekiant gauti geresn biologiniy audiniy savitosios
fluorescencijos gyvavimo trukmikontrass atrodo daug zadanty§*®> tatiau

del sudttingy technologiy ir sucktingos duomen analizs tik nedaugelis
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laboratorijy atlieka FLIM tyrimus su biologiniais objektais. d&, kol kas
audiny savitosios fluorescencijos gyvavimo trukyriyrimai daugiausia buvo
atliekami matuojant viename taSke. Audinyje ranganfluorofory
fluorescencijos gyvavimo trukis pasiskir&iusios nuo 100 ps iki 10 HS.
FLIM tyrimy rezultatai ieSkant fluorofgr gyvavimo trukmy biologiniuose
audiniuose yra labai svarb tikintis laikines skyros spektroskopijos ar FLIM
metodus pritaikyti diagnostikan vivo. Saldyt; ar fiksuot; audiny pjaviai yra
vieni tinkamiausi bandiniy FLIM tyrimams. T&iau, kadangi fluorescencijos
gyvavimo truknés priklauso nuo aplinkosx vivo bandiniy fluorescencijos
gyvavimo truknés ne visada atitiksn vivo audiny fluorescencijos gyvavimo
trukmes. Skirtingi FLIM vaizdai bus gauti ir fikspamt audinius metanoliu,
formalinu ir gluteraldehidu, nes nors ir iSliekasgno trukmi kontrastas,
naudojant skirting tirpikli gaunamos skirtingos fluorescencijos gyvavimo

trukmes®. Jau yra atlikta nemazai ateroskleratipiokstely*®**" % navikiniy

audinig*®*%%1% odos Iakles 1241% akiy ligy™*®**®FLIM tyrimy. Yra atliktas ir
sgnario kremzts savitosios fluorescencijos FLIM tyrimas, kuriuaug
rezultatai leidzia atskirti svedkir pazeisy kremzk pagal fluorofoy gyvavimo
trukmes®®. FLIM metodu taip pat buvo tirta FDT naudojarsensibilizatorni
agregacija?°*?* ki Siol vis dar gra surinkta daug biologiniaudinij FLIM
tyrimy duomen, o jy rezultat interpretacija yra sutinga, be to, duomenys
gautiin vitro ar ex vivotyrimuose ne visada sutampa iswivo duomenimis.
Kadangijprasta FLIM aparata yra sudtinga, kuriamogvairios endoskopis
FLIM sistemos, kuriosjgalina atlikti fluoresecncijos gyvavimo trukgi
matavimusin vivo, o kai kuriais atvejais — realaus laiko rezimij®29%2%
Naudojant tokias vaizdinimo sistemas ir endogesifiiuoroforus, pvz. PplX,
indukuotus ALA ar jos dariniais,ily galima labai tiksliai aptikti navikinius
darinius ar uzdegimines sritis. Kadangi FDT tem@pijmetu per didés
sensibilizatonj dozs gali pazeisti aplinkinius audinius, o per mazoz:d gali
palikti gyvybingus audinj displazijos ar #%ziniy Iasteliy zidinius,
sensibilizaton fluorescencijos gyvavimo trukmpiregistravimas gstekse ir

audiniuose taikant laiko skyros spektroskopijos/aizdinimo metodus leigt
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toliau tobulinti FDT doai in vivo vertinimg. ISmatuotos PplX fluorescencijos
gyvavimo truknés jvairiose terpse yra 10-16,8 ns intervale, ilgiausia
gyvavimo trukne yra tergje su DMSG®?® Tatiau in vitro atlikty FLIM
tyrimy rezultatai yra labai skirtingi, juose skelbiamogP fluorescencijos
gyvavimo truknés yra nuo 6,3 ns iki 14 ff5>2% Audiniy sensibilizuog PpIX

in vivo FLIM tyrimy yra labai mazai, ir juose nustatytos PpIX fluossssjos
gyvavimo trukngs yra 18-20 ¥’ Taip pat reikty pamireti, kad daZniausiai
FLIM tyrimy rezultatuose yra pateikiamos vidusrfluorofor fluorescencijos
gyvavimo truknés arba duomenys, aproksimuoti viena ar dviem
eksponerémis, jokiu kitu metodu neertinant galimo tikro fluorofay
skatiaus. Taigi, norint FLIM metodik taikyti sensibilizuog audiny
diagnostikai ar FDT proceseigai vertinti, reikia atlikti daugiau biologipi

audiny gyvavimo trukmi tyrimy kuo artimesamisin vivo glygomis.

2.5. Reumatinés ligos

2.5.1. Reumatoidinis artritas

Reumatoidinis artritas (RA) yra autoimuaitiga®®. Remiantis literdtroje
pateikiamais statistiniais duomenimis, RA serga daag 0,5-1 proc.
suaugusj ?moni®l. Lietuvoje pastaraisiais metais buvo atliktas RA
epidemiologinis tyrimas ir nustatytas RA paplitima$,55 proc. suaugugi.
Taigi Lietuvoje RA serga apie 12 000-13 000 ZzmoMoterys RA serga 2—3
kartus dazniau negu vyrai. RA gali susirgti betikoamziaus zmais, ta&iau
dazniausiai susergama 5-ame-6-ame gyvenimo deSiggmeNors RA
nesukelia tiesioginio pavojaus gyvybei, liggnsusirgusi Sia liga, vidutig
gyvenimo truknmé yra 3-15 maei trumpesd negu vidutig jy kartos
populiacijos®. Prie ankstyvos mirties prisideda kai kurios RArikacijos

(amiloidoz, visceritai ir jj padariniai), zymiai spartesmteroskleroé&s raida ir
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su tuo susijusiosimios kraujagysli sistemos pazaidos, vajstpasaliniai
poveikiai ir sukeltos komplikacijos,étlligos atsirandantys gyvenimaidbo ir
gyvenimo kokylss pokyiai. RA yra ir polietiologig liga, nes jos atsiradimui
reikSmes gali tuéti genetinis polinkis, persirgta infekcija, endakniai

sutrikimai, psichikos veiksniai ir patirtos traumifs*2

Iki Siol néra tiksliai Zinoma, koks antigenas sukelia autoimjuproceg. Tai
gakty bati tokie auto-antigenai, kaip pakitusios stiukis IgG, Il tipo
kolagenas, proteoglikanai, chondrgciéntigenai arba tokie hetero-antigenai
kaip bakterijos ir virusai. Svarbiausi procesakediantys gnario uzdegim ir
jo audiny (kaul epifiziy, kremzks) ardyma, vyksta sinoviniame audinyje.
Pastagjj IS gnario ertnés pugs sudaro dvigj tipy sinoviocitai: A-tipo
(panafis i makrofagus) ir B-tipo (panas i fibroblastus}'® Tiek sinovijos
vidinio dangalo makrofagai, tiek ir fibroblastaiieka svarbiaugi vaidmern
RA patogenege. Sinovinio dangalo gilesniuose sluoksniuose R#&eja
randamajvairiausiy imunokompetentinj lgsteliy: T-limfocity, dendriting ir
putliyjy lasteliy, makrofag. Sinovinis audinys yra panasudimfiny audirj.
Dideli T-limfocity kiekiai yra aptinkami sergéiyjy RA sinovijos dangale ir
sinoviniame skystyjé*. Laisvieji deguonies radikalai padidina kraujagysl
laidumg, veikia citotoksiskai, depolimerizuoja hialuronmsf, proteoglikanus
ir kolagery — labai svarbius gmario hialinires kremzés komponentus.
Sinovijos dangaloabkteliy gaminami tromboksanai ir prostaglandinai skatina
vieting audiniy edem ir daugyle kity uzdegimo mechanizim Visi Sie procesai
sukelia gnario uzdegim. Véliau prasideda gnmario audiny destrukcija dl
agresyvios sinovinio dangalo invazijgskitus gnario audinius. RA atveju
sinovija labai suvesSa, IS daliesil gpartaus sinovioait dauginimosi. Tokios
hiperplazijos mechanizmasina aiSkus. Greiausiai tai apoptas sutrikimo
rezultata$™. Sinovinis dangalas pradeda hipertrofuotis ir ayxéai skverbtisi
kitus audinius — kremg] kaub (8 pav.). Tokia suvefusi, besiskverbiantj
kitus audinius sinovijos dalis vadinama parfuSusvegjusiame sinoviniame

audinyje prasideda angiogegekurig stimuliuoja sinovijosdsteliy gaminami
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faktoriai: fibroblast augimo faktorius, kraujagysli endotelio augimo

faktorius, kai kurios adhezijos molekst"’.

Reumatoidinis

Sveikas sanarys ) :
Osteoartritas  artritas

Raumuo e
'_/Kat.llas. . erozijz:’
E S L e N
TR Sinovinis :r 1 ( S |
| _#(&fi‘*‘ﬂskvstis a ]
X , i \"‘Sqnario i b H J
Sausgysl OV || kapsulé Suplonéjusi
Kremzlé Kaiily LT ag
trintis sinovija

8 pav. Sveikas, osteoartrito ir reumatoidinio &tripazeistas amarys

[adaptuota iS www.medicinenet.com]

RA gydymui yra taikomi medikamentiniai gydymoudai nesteroidiniais
vaistais nuo uzdegimo, steroidiniais hormonais,sikiaiais patogeniés
terapijos vaistais ar biologia terapijos preparatais. diau nezirint vis
tobukjancio RA gydymo, iSlieka pacient kuriems jprastinis gydymas
nepadeda, ird ligos jie greitai tampa rigaliais™® D¢l Sios prieZasties kartais
siuilomi tokie terapijos bdai kaip plazmafere&z imunosorbcija, kamienigi
kraujodarosdsteliy transplantacij@®. Nepaisant to, kad yra daugyimaZiau ar
daugiau veiksming gydymo kidy, ank€iau ar \liau daugeliui ligony
prireikia gydomosios, koreguojéins, artrodegs ar gnariy endoprotezavimo

(pakeitimo) chirurgias operacijos.

2.5.2. Osteoartritas
Osteoartritas (osteoartrgz— tai ktiné degeneracinsanariy liga, pasireiskianti
Zidinine kremzts destrukcija, lydima pokyy pokremzliniame kaule ir nawj

dariniy — osteofity formavimosf?®. Tai daZniausia artrito forma. DaZniausiai
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osteoartritas pazeidzia plastakluby, keliy, p&iy ir stuburo gnarius. Zmogui
senstant jo gariy kremzks plorgja, susiauja snariniai tarpai, gnario
judesiai tampa skausmingi, jtdtampa sunkiau,smarys gali patinti (8 pav.).
Osteoartritas taip pat stebimas kaip paciesergatiy uzdegimigmis snariy
ligomis, pvz. reumatoidinis artritas, anginartrito forma. Osteoartritas
paprastai nelaikomas pirminiu uzdegiminiu sindrokadangi dazniausiaémn
pagrindiny uzdegimo simptomp — paraudimo, kat$o, patinimo, t&iau
skausmas ir funkcijos sutrikimas pasireiSkia bewadais simptominiais ligos
atvejais. Nors osteoartritas yra degenekasinariy liga, osteoartritu sergaiy
pacieny sanario dangalo biopsija daZnai rodo uZdegiminius ypile®?,
Kartais pakitimai yra tokie rysis, kad juos sunku atskirti nuoadingyjy

reumatoidiniam artritui.

2.5.3. Sgnariné kremzlé
Kremzlinis audinys yra specializuotas jungiamojodiaio tipas. Krema
sudaryta IS retai iSsésCiusiy kremzling lasteliy chondrociy ir daug
tarplstelines medziagos. Kol pilnai panyra tagplelintje medziagoje,
chondroblastai gali dalintis ir sekretuoti taigieline medziag. Véliau Sios
savyles silpsta, jie tampa chondrocitais. Maisto medzagkremzk patenka
difuzijos hiodu, per tarpisteline medziag iS antkremzlio. Suaugusiame
organizme kremgl dengia snarinius kaul pavirSius, jos yra Sonkayli
galuose, tarpslanksteliniuose diskuose, igggirausyje, nosyje, Kpavimo
takuose, ji susiformuoja ir kaulaidio vietoje. Kremz} yra tvirta, atspari
tempimui ir spaudimui, svarbi jégmui ir kauly augimui. Kadangi kremgje

néra kraujagysli ir nerw, jos regeneracés galimyles yra menkos.

Atsizvelgiant | lasteliy iSsidestyma, kolageno ir elastino skaidul kiekj
tarplstelineje medziagoje bei bengikremzks strukiirg, yra skiriamos trys
kremzliy gruges: hialinire, elastiré ir skaidulire. Hialininé kremzk organizme
yra paplitusi labiausiai, ji yra skaidri, auga irsticiniu bidu. Sioje kremzije

yra dviej tipy Igsteliy: chondroblastoadit ir chondrocit. Apie penki
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embriogeneZs menesg, biasimos kremzls vietoje mezenchimosadteks
kondensuojasi ir formuoja chondrogeninius centmigo pat metu kintayj
forma ir palaipsniui jos virsta chondroblastocitgeunomis, ovalios formos,
sferiSku branduoliugstekmis, kurios geba sekretuoti tagplelines medziagos
komponentus. Kai susintetintos tagielines medziagos padaéjg, jie
palaipsniui vienas nuo kito atsiskiria ir pasiliak@azose ertmése — lakunose.
Ten jie diferencijuojasj chondrocitus — subrendusias kreészhsteles, kurios
formuoja izogenines grupes, chondronus. Chondrama [i-4 chondrocitai.
Chondrocity forma priklauso nuayj diferenciacijos ir buvimo vietos; krenésl

gilumoje jie yra sferiski, o iSéje — plok&ios formod*

Sgnariré kremzk, tai speciali hialinias kremzés forma, neturinti antkremzlio.
Ji kaulj sgnarinius pavirSius daro paslankiais, neleidzia datmtis. Maisto
medziagos] jg patenka iS sinovinio sky®, kuris uzpildo sgnario ertng.
Priklausomai nuo chondrogitir kolageno skaiduwl iSsickstymo, gnarinese
kremzkse iSskiriamos gbkteliy iSsictstymo zonos: tangentin (pavirSirg),
pereinamoji (tarpi@), radialire (gilioji) ir kalcifikacijos (9 pav.). Tangentis
zonos chondrocitai mazi, suploigt Paiame jos pavirSiuje gbteliy néra,
kolagenirgs skaidulos plonos ir iSsigiusios lygiagréiai kremzEs pavirSiui.
Pereinamosios zonos chondrocitai didesni, apval chondronuose jietna
daZniausiai po vien Sios zonos tarpstelines medzZiagos kolageris
skaidulos iSsiélsto jstrizai. Radialigje zonoje chondrocitai yra dideli ir
ISsidkste statmenais krem&t pavirSiui stulpeliais suformuoja kolonas, o
kolageno skaidulos orientuotgschondrocity stulpelius. Kalcifikacijos zona
yra vir$ kaulinio audinio, ir jos targdteline medziaga hematoksilino ir eozino

daZais nusidaZo tamsiau negu kitose zoffase
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4 »— Tangentiné zona
. y— Pereinamoji zona

+ > Radialiné zona

g Kalcifikacijos zona
- »—Subchondrinis kaulas

f« Tinklinis skaidulinis
A kaulinis audinys
™

E‘223

9 pav. $narire kremz

Esant nepakankamam &pmimui maisto medziagomisaasarines kremzés
gilumoje chondrocitai gali atrofuotis. Suméfls vandens, targtelincje
medZziagoje atsiranda smullplySely. Tuomet maisto medziggatekimas ja
sutrinka, chondrocitai tsta ir kremzs kalcifikuojasi. Nors chondrocitai
gamina tarpjstelines medziagos komponentus iki pafitiés, t&iau, po
kremzks pazeidimo jos greitai atstatyti negali, ir deésktuzpildomas
jungiamuoju audiniu arba skaiduline kremzle. Sidimiai tikrosios kremzis

funkcijos neatliek&?

2.5.4. Fotodinaminés terapijos taikymas reumatoidinio artrito

gydymui

leSkant nauj reumatoidinio artrito gydymo doly buvo susidorta
fotodinamine terapija. Kadangi uzdegiminei reungitei membranaiidinga
daug pozymi, kuriais pasizymi neoplaziniai audiniai, t. y. @imetabolinis

aktyvumas, aktyvi vaskuliarizacija, fotodinamiterapip baty galima taikyti ir
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reumatoidiniam artritui. Fotosensibilizuotos tejapiprincipas gydant artgit
primena ¢zio terapip: fotosensibilizatorius susitelkia uzdegirijm sinovijoje,
paveikus tam tikro bangos ilgio Sviesa, jis suzadias, po to susidaaktyvis
deguonies radikalai sukelia citotoksines reakcijgglegimirése hstekse.
Atlikta nemazai tyring su triusy ir peliy eksperimentinio reumatoidinio artrito
modeliais naudojanjvairius pirmos ir antros kartos sensibilizatoridgeni
primyjy tyrimy pritaikant fotodinamia terapip RA gydymui buvo pragi V.
Tauratio 1988 metais Eksperimengmir klinikinés medicinos institute (dabar
Valstybinis tyrimy institutas Inovatyvios medicinos centras). Buvangjamas
sensibilizatoriaus chlorino e6 ir helio-neono lazespinduliuoés poveikis
eksperimentinio artrito gydymfif’. Véliau pasirod ir kity autoriy publikacijos
taikantjvairius fotosensibilizatorius ijvairius artrito modelius. Chowdhary ir
kt. pademonstravo uzdegimo simptpnsumazjima ir pageéjima peliy
adjuvantu indukuoto artrito modelyje, panaudojushZogorfirino darinio
(BPD-MA) sensibilizatori?*>?*® Buvo gautas galipipeliy gakiniy patinimo
sumazjimas nuo 70 % iki 19 % bei histologiSkai nustasytaazesnis panuso
susidarymas bei mazesni kaulr kremzks pazeidimai. Triugi antigenu
indukuotame artrito (AlA) modelyje naudojant BPD-MAIVO gautas panuso
sumazjimas 75-85 procentdi§?® Tokiame pat triusi modelyje
spektroskopiniai ir mikroskopiniai tyrimai pa@dkad BPD-MA didziausias
kiekis po intraveninio suleidimo susikaupia sinojgjir audiniuose su didesne
vaskuliarizacija, tuo tarpu krenépgk, meniske, rauose ir kauliniame
audinyje nebuvo aptiktas. Po intraversrsensibilizatoriaus injekcijos jis labai
spatiai pasiSalina iS sinovijos. Geresnis BPD-MA susiiano sinovijoje
rezultatas buvo gautas sensibilizajoguleidziant tiesiaij snar, tada jo

koncentracija sinovijoje iSlieka pastovi keletaland;®,

Atlikus intragnarin
Svitinimg, po dviej savatiy 50 % gydys sgnariy buvo stebima sinovijos
nekroz, o po 4- savatiy — 43 %, be to, joki kremzks pazeidim nebuvo
matyt®’. Panaudojus BPD-MA Ig-G indukuotame triyirtrito modelyje taip
pat buvo gauta sinovijos nekigZ’. Tyrimai naudojant Fotofrintriusiy AIA

modelyje pademonstravo, kad Fotofrino didziausiaki& sinovijoje susikaup
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pragjus 48-ioms valandoms po sisteminio poveikio, hentd spektroskopiniais
nei mikroskopiniais matavimais nebuvo aptiktas B®iEatoriaus
susikaupimas meniske, r&igose, kauluose, raumenyse ir kreggd?®. Tatiau
pragjus 2-iems savaims po atliktos fotodinamis terapijos, tik 43 % triugi
buvo stebta sinovijos nekraz o po 4-ij savatiy — tik 29 %' Naudojant
Fotosan-3 taip pat buvo gauta sinovijos hemoragimekroz?3??3 Pradti
daug Zadantys tyrimai ir su antros kartos sensdiiriais. Naudojant
tetrahidroporfirino tetraetoksilat turint sugerties spektro maksimgm
infraraudonojoje srityje, tyrimuosen vitro pademonstruotagrairiapusiskas
FDT poveikis, o tyrimuosdan vivo atlikta audiny fotodinamire abliacija
nepazeidziant 0dé¥. Taip pat pademonstruotas statistiskai patikinrasta
uzdegiming rodikliy sumazjimas AlA peliy modelyje naudojant liposomjin
tetra(meta-hidroksifenil)-chlorin (MTHPCY*. Fotosensibilizatorius

talaporfinas yra veiksmingas Ziugkkolagenu indukuotame artrito modeKjje

Prasig¢jus ALA naudojimu pargstiems FDT taikymams onkologijoje, 3Si
terapip buvo bandoma pritaikyti ir reumatoidinio artritdveju. Pirmieji
tyrimai taikant ALA RA atveju buvo atlikti Huttmanin kt.**2  Triusiy artrito
modelyje prajus 2 ir 4 valandoms po int@garinio ar intraveninio ALA
suleidimo buvo uzregistruotas ryskus PplIX fluoresges signalas sinovijoje,
kuris buvo stebimas iki 24 valandPplX fluorescencija uzregistruota odoje,
raumenyse, ragfuose taip pat isliko iki 24 val. Eau didziausi susitipinima
sulkelé tai, kad praus net 24 valandoms po ALA panaudojimo PplX
fluorescencija buvo stebima chondrocituose. Buveprsta, kad FDT gali
pazeisti sveikus chondrocitus ir kregwl pavirSy, tocl tyrimai buvo
sustabdyti. ¥liau, prasidjus tyrimams su lipofiliniais ALA dariniais, é
pasiro@ publikacijos apie ALA ar jos daripinaudojing RA atveju. Pelj AIA
modelyje buvo nustatyta, kad uzdegigesinovijoje susikaupapie 4 kartus
daugiau PpIX negu sveikuose audiniuose po iat@sio ALA heksilo
esterio (h-ALA) suleidimo prgus 3 valandonfé. Histologiniais tyrimais buvo

nustatyta, kadgbteks sukaupusios didziausius kiekius PpIX buvo makyaifa
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endotelio ir sinovijosgsteks. Taip pat pademonstruota, kad parinkus tinkamas
FDT slygas, pirmtako ir Svitinimo dozes, galima iSverigiemzks pazaid ir
sumazinti sinovijos uzdegimRA ir OA sergatiy pacient; sinovijos biopsijos
bandinius inkubavus su h-ALA 6 valandas buvo nyisakad didesnius PplX
kiekius sukaupia RA o ne OA sinovijos bandifflaiALA indukuotas PpIX
kaupimasis buvo tiriamas triuSiAIA artrito modelyjé®. Po intragnarinio ir
intraveninio ALA suleidimo didziausia endogenjriluorofory fluorescencija
buvo uzregistruota uzdegiminiuose audiniuoséiatataip pat pasireigkir
sistemire sensibilizacija. Didziausias PplX fluorescencijastensyvumas
audiniuoseex vivo buvo sinovijoje. KremZje taip pat buvo uzregistruota
porfiring fluorescencija, @@au remiantis fluorescencijos spektrais buvo
padaryta iSvada, kad jsucktis kitokia negu sinovijojeALA, ALA-Me ir h-
ALA salygoti PplX sintezs skirtumai buvo tiriamin vitro pacient; sergagiy
RA ir OA sinoviocituos€. Inkubavus dsteles 100 kangt mazesne h-ALA
koncentracija negu ALA ir ALA-Me, jis indukavo dwdpai daugiau PplX.
Nepaisant to, koks pirmtakas ar koncentracija bo&odoti, RA sinoviocitai
sukaug apie du kartus daugiau PpIX negu OA sinoviockaieSingi rezultatai
naudojant ALA (10 mg) ir h-ALA (0,1 mg) buvo gautiurkiy kolagenu
indukuotame artrito modelyjdn vivo ALA indukavo apie 4 kartus daugiau
PpIX negu h-ALA prajus 4 valandoms po intrasarinio preparat
suleidim@®. Pastaraisiais metais atlikti tyrimai paéodchondrocii
rezistentiSkur FDT naudojant ALA®**#" Tai mus paskatinocsti anksiau
practtus tyrimus, ieSkant optimali ALA ar jos dariny panaudojimo
paramety, tinkartiy FDT ar FD, siekiant padidinti endogenjnporfiriny
kaupimosi sinovijoje selektyvuanr kartu apsaugoti kremzlines strakids nuo
fotosensibilizatony sukelty pazaidj, bei sumazinti sisteminendogeninj

porfiriny poveil organizmui.
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3. MEDZIAGOS IR METODAI

3.1. Medziagos

3.1.1. Sensibilizacijai
5-aminolevulinires rigsSties hidrochloridas (angl. 5-Aminolevulinic acid
hydrochloride) — ALA, (Sigma Aldrich Chemie, Miunshas, Vokietija).
Formuk — GHgNO;3 - HCI;

5-Amino-4-oksipentanoiis mgsties metilo esteris, 98 (angl. Methyl 6-
aminolevulinate hydrochloride) — ALA-Me, (Fluka Ghee GmbH,
Miunchenas, Vokietija). Forméi- GH{;NO3 - HCI.

3.1.2. Eksperimentinio reumatoidinio artrito modelio sukeélimui
Sinsily veisks triusiy pateés (kino svoris apie 3,5 kQ);
Albuminas i$ vistos kiausinio (angl. Albumin frorhicken egg) — AL, (Sigma-

Aldrich, Miunchenas, Vokietija);

Pilnasis Froindo adjuvantas (angl. Freund’'s Adjuv&omplete) — CFA,
(Sigma-Aldrich, Miunchenas, Vokietija);

Kremas depiliacijai ,Veet* (Reckitt Benckiser, Dams Lane Hull, Didzioji

Britanija).

3.1.3. Darbui su lastekemis, chondronais, kremzés bandiniais
Dulbecco modifikuota Eagle tetp- DMEM (su 1g/1 dmD-gliukozs, natrio

piruvato, L-Glutamino, fenolio raudonojo), (Invigen: 21885025);

10% galviy vaisiaus serumas (angl. Foetal bovine serum) — BiSchrom:
S0615);
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0,1 % kolagenaz(angl. Collagenase), (Tipas I, Biochrom, Cat. #£22);

Penicilino (10 000 units/ml), streptomicino (10 mmd)/ ir amfotericino B
(0.025 mg/ml) tirpalas, (Biological Industries: 033-1B);

0.25% tripsino/ 0.2 % etilendiamintetraactaig$ties (EDTA) tirpalas,
(Biological Industries: 03-050-1);

Tyroido terg (angl. Tyroid's medium) — sétls: 1-ame drh dejonizuoto
vandens istirpinta 8g NaCl, 0,2g KCI, 0,2g Ca®©|,21g MgCjx6H,0, 0,059
NaH,PO,, 1g NaHCQir 1 g gliukozs;

Fosfato buferinis fiziologinis tirpalas (angl. Pbbate-buffered saline) — PBS,
(Biochrome AG: L182-01);

Kolagenags Il tirpalas (angl. collagenase 1l solution) (546i), (Biochrom
AG: C2-22);

0.25% vidutirgs molekulires mags (800-1500 kDa) natrio hialuronato tirpalas

(angl. sodium hyaluronate) — HA, (GO-GNRottapharm, Airija).

3.1.4. Audiniy preparaty mikroskopjai paruoSimui
Aerozolis audini $aldymui Solidofi®, (Carl Roth GmbH + Co.KG, DidZioji

Britanija);

Silanizuoti, teigiamu kwviu jkrautu pavirSiumi, stikliukai mikroskopijai
Histobon&+ (76x26 mm), (Carl Roth GmbH + Co. KG, DidZiojii&mija);

Hematoksilinas 2, (Fisher Scientific, Didzioji Battija);

Eozinas Y 0,5 %, (Fisher Scientific, Didzioji Bmiiga);

Etanolis 99,5 %, ekstra Svarus, (Fisher Scientididzioji Britanija);

Tirpalas rySkinimui, naudojamas po dazymo hemalioksi Sudtis: 70%

etanolis ir 0.5% HCI;
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Ksilenas >98 %, (Fisher Scientific, Didzioji Britig).

3.2. Prietaisai

Spektrofluorimetras USB 2000-FL (Ocean Optics Inoynedin, Florida,
JAV), matavimo ribos 339-1026 nm);

Spektrofluorimetras QE65000 (Ocean Optics Inc., ddiim, Florida, JAV)

matavimo ribos 348-1115 nm);
CASY® (Roche Innovatis AG) -asteliy skatiavimui;

Fast-read 102 vienkartiniai stiklukasteliy skatiavimui (Biosigma: BVS100)

— chondron skatiavimui;

Sviesos $altinis LS-450-L (Ocean Optics Inc., DumedFlorida, JAV) su
jmontuotu Sviesos diodu (403/20 nm, FWHM);

Bifurkacinis Sviesolaidis (SOMTA, Latvia). Naudotagsaulugs® tipo
Sviesolaidis® , kuriame viena 200 pm 3viesolaidija gra centrig, o kitos

SeSios 200 um gijos iSsske aplink g ratu.

Filtras praleidziantis ilgegnnei 500 nm bangos ilgio spinduligo{>KC18,

»Kpacusiii ['urant”, Penza, Rusija);

Pagaminta speciali stikkn kiuvet, kurig bty galima pozicionuoti virs

Sviesolaidzio ir matuoti bandupifluorescency mikro tariuose (5-50 pl);

Fluorescencinis mikroskopas TE-2000U su konfokaliskanavimo sistema

C1si (Nikon, Japonija);

Impulsinis diodinis lazeris, kurio emituojamos gifiuotts smai¢ yra ties
405 nm PDL 800-B, (PicoQuant GmbH, Berlynas, Vajagt
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Vieno kanalo pavienilaike koreliuot; fotony registravimo modulis (angl. time
correlated single photon counting — TCSPC) PicoHaf®, (PicoQuant
GmbH, Berlynas, Vokietija);

Vieno kanalo paviemi fotony registravimo detektorius (angl. Single photon
avalanche diode — SPAD), (PicoQuant GmbH, BerlyWagjetija);

Kriotomas Leica CM1100 (Leica Biosystems, Vokiégtija

Programig jranga: SymPhoTime v.5.2 (PicoQuant GmbH, Berlynas,
Vokietija), OOIBase3?" ir SpectraSuite (Ocean Optics Inc., Dunedin, Bri
JAV), OriginPro v.8 (Northamptonas, JAV), Nikon EZL Bronze v.3.80
(Nikon, Japonija), ImageJ 1.43.

3.3. Pacienty tiriamoji medziaga

Reumatoidiniu artritu (RA, g¥ 6) ir osteoartritu (OA, n= 15) sergatiy
pacieng sinovijos ir kremzls audiniai buvo paimti iS pooperaémgnariy
transplantacijos medziagos. Pacientams osteoartriitavo diagnozuotas
remiantis radiologiniais kriterijais, o0 reumatoigirartritas remiantis Amerikos
reumatolog klasifikaciniais kriterijai§*®. Darbui su i§ paciegt paimtais
bandiniais buvo gautas Bioetikos komiteto leidimdsdr. 158200-12-270-63.

3.3.1. Sinoviocity paruoSimas
Sinoviocitai buvo isskirti iS OA (n= 6) ir RA (n, = 6) pacient sinovijos
audinio pooperaciés medziagos. Susmulkintas sinovijos audinys 12negla
buvo inkubuojamas DMEM (su 1g/1 dnD-gliukozs, natrio piruvato, L-
Glutamino, fenolio raudonojo) be FBS 5 % £i® 37°C glygomis. Audinio
fermentacija vykdoma beserunjja tergje su 0,1% | tipo kolagenégz tirpalu,

pastoviai purtant 4 val. 37C vandens vonioje. Fermentu paveiktas audinys
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filtruojamas per 40 um fily. ISskirtos 4steks 10 min centrifuguojamos 400g
salygomis ir resuspenduojamos DMEM tém kurioje yra 10% FBS,
penicilino (10 000 units/ml), streptomicino (10 mmd)y ir amfotericino B
(0,025 mg/ml). lgsteliy tankiui virSijus 95 % priaug sinoviocitai buvo
pergjami naudojant 0,25 % tripsino/ 0,2 % EDTA tirpdjsteliy atskyrimui.
Eksperimentams naudotos 2 - 4 ggnso lasteks. Lasteks buvo patalpintog
75 cnf kultary auginimo kolbas su DMEM ir 10% FBS. 12 val. ikkirbacijos
su ALA ar ALA-Me eksperiment Iasteks buvo iSétos | 12 Sulireliy
auginimo ploksteles su DMEM. Eksperimentams nau@ot200 0004steliy,
toks Bsteliy skatius gaunamas esant 95 %steliy monosluoksnio tankiui
konfluencijai. Neprikibusiosgkteks buvo nuplautos PBS ir teérpakeistaj
Tyroido terg. Inkubacijai buvo naudotas 1 mM ALA ar ALA-Me
koncentracijos tirpalas. Kiekvienam prekursoriuipniolinei grupei bei
visiems laiko taSkams buvo @¥s po du Suliglius lagsteliy. Po inkubacijos su
Siais preparatais te¥ouvo pasSalinta irasteks skalautos tris kartus su PBS.
Tada jsteks buvo nugramdytos ir resuspenduotos 2Gipfi¢. Suspenduotos
lastebs buvo skafiuojamos naudojantsteliy skatiuotuva CASY®. Lasteliy
suspensij fluorescencijos spektrai buvo matuojami po 2, 4r 84 valand
inkubacijos su ALA arba ALA-Me. Taip pat matuotaimkubacires tergs

fluorescencija.

3.3.2. Kremzlés bandiniai
Kremzks audinys buvo paimtas iS pacikgnsergadiy OA (n, = 15)
pooperacidas medziagos, nuplautas PBS ir susmulkintaa3 mm dydzio
(visomis kryptimis) kremzis bandinius (KB). lki eksperimaptKB buvo
laikomi inkubatoriuje 37°C, tege be serumo (DMEM, 1 g/ 1 dngliukozs ir
antibiotikai). KB buvo inkubuojami 2, 4, 8 ir 24 leadas su 1 mM ALA ar
ALA-Me. Kontroliniai KB inkubuoti Tytoide. PrieS gktroskopinius tyrimus
inkubaciré terpe paSalinta ir bandiniai tris kartus skalauti PBSIlik& visy

bandiny ir inkubacirés tergs spektroskopiniai tyrimai.

70



3.3.3. Chondronuy iSskyrimas
Chondronai buvo isskirti iS paciensergagdiy OA (n, = 9) snariy kremzks
audinio. Kremzis audinys praskalautas PBS ir susmulkintds3 mm dydzio
gabaliukus. Tyrimams naudota apie 7 g kiekviendguao kremzts audinio.
Chondrom iSskyrimui kremzts gabaliukai buvo inkubuojami 12 valand
(37°C ir 5 % CQ) kolagenags Il tirpale (545U/ml) nuolat maiSant (purtant). 1
g kremzés audinio naudota 10 ml kolagesazll tirpalo (545U/ml). Po
inkubacijos chondronai buvo centrifuguojami 5 mies 4009 ir pasalintas
supernatantas. Tada chondronai resuspenduoti lyridb tergs (be serumo
ir antibijotiky) ir suskatiuoti naudojant Fast-read 102 vienkartinigstéliy
skatiavimo stikliukus. \liau iSskirti chondronai igs$i j 12 Sulirtliy lasteliy
auginimo ploksteles po 2xi@hondrom j 3ulirelj ir inkubuoti 12 valand
Tyroido tergje iki eksperiment su ALA. Kiekvieno paciento (h= 3)
chondronai buvo padalinii kontroline grupg, kuri inkubuota tik su Tyroido
terpe, ir eksperimentingrupe inkubuot su 1 mM ALA. Endogenimi porfiriny
kaupimasis buvo matuojamas po 2, 4, 8 ir 24 vajandkubacijos.
Eksperimentuose su hialuronaigstimi chondronai (n = 6) padalinti j
kontroline grupe, inkubuo su 1 mM ALA, ir eksperimentiy kuri buvo
inkubuota su 1 mM ALA ir 0,25 % vidutés molekulirts masgs (800-1500
kDa) natrio hialuronato (HA) preparatu (GO-&NChondronai inkubuoti 12
val. Visiems eksperimentiniams taskams buvo parudiblikatai. Po
inkubacijos terp buvo pasSalinama, chondronai tris kartus nuplautPBS ir
resuspenduoti 20 piityje. Spektroskopiniai tyrimai atlikti su wjschondrom
suspensij ir inkubacires tergs bandiniais.
Chondronai iSskirti iS paciempsergatiy OA kremzks bandini yra sudaryti iS
vieno ar daugiau chondrogitjj supagios matricos ir dengiaios kapsuis?>®
241 pasirenkant chondronus kaip kreészimodel in vitro nuléme tai, kad
zmogaus chondrocitus yra labai sunku iSlaikyti raras lisenosn vitro, kai

ju natiralios augimo sygos ir aplinkos strukira yra pakitusios. Be to, iSskirti
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chondronai su islikusia chondrocitus sufian matrica yra fiziologiskai
artimesnis chondrogjtmetabolizman vivo vertinimo modelis.

Visi inkubacijos tyrimai buvo atliekami prieblan@oj

3.4. Eksperimentiniai gyviinai

Eksperimentinio reumatoidinio artrito modelinei temai sukurti buvo
naudotos Sindil veisks triusy pateks. Gywino pasirinkim Iémé tai, kad
triusio kelio gnarys yra didesnis negu pelar ziurks, primenantis zmogaus
rankos gnai, taip pat kiy mokslininky darbuose triuSiai naudojami FDT
tyrimams. 34 triuSiai, kugi svoris apie 3,5 kg, buvo laikomi standagtims
salygomis po vieg narve neribojant triugiédalo ir Svaraus vandens. Gyai
buvo laikomi pastovios tempefabs, dégnumo ir apSvietimo ciklo (12 val.
Sviesos/12 val. tamsosjlggomis. Eksperimento metu triuSiai buvo Seriami
avizomis norint sumazinti chlorofilo degradacijosogukty fluorescency
raudonojoje spektro srityje. Triugkeliy depiliacija atlikta prieS 5 dienas iki
spektroskopinj tyrimy naudojant normalios odos depiliavimo keepveet".
Visi veiksmai su gyunais buvo atliekami laikantis Europos Parlamento ir
Tarybos direktyvos 2010/63/ES ir Lietuvos Respuisik jstatymy.
Eksperimentams buvo gautas Lietuvos Respublikosstyl@ines maisto ir

veterinarijos tarnybos leidimas Nr. 0218 atliktbdmatorinius bandymus su

gyvinais.

3.4.1. Eksperimentinio antigenu indukuoto reumatoidinio artrito
modelio sukélimas
TriuSiy kelio ggnario monoartikulinis antigenu indukuotas artrifd8A) yra
vienas iS reumatoidinio artrito (RA) modeli kuris panasus ji pagal
histopatologinius pokyus, prieSuzdegiminiprieSreumatinj vaistyy aktyvumo

veikimo profili. Tai yra Etinis artritas, kurio metu persistuojantys poigy
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stebimi net iki trijy ménesiy***** Beveik visos triugi rudys gali [nti
naudojamos, taau egzistuoja aSinés jautrumo variacijos. Naujosios
Zelandijos triuSiai yra jautresni ir dazniausiaudajami Siose studijose. AIA
yra artimiausias eksperimentinis Zmgmrtrito modelis d sinovinio audinio
infiltracijos  limfoidinémis  lastekmis  (limfocitai, polimorfonuklearai,
sustogjusi infiltruota sinovija). Pozymi pasireiSkimas priklauso nuo antigeno
dozs ir artrito trukngés. Literatiroje apraSytos artrito sékmo procediros
varijuoja ir tai liggia antigeno priginjt sensibilizacijos gygas, naudojamo
antigeno dog Pavyzdziui, triuSiams imunizuotiems nepilnu FASs&ysto
uzdelsto tipo hiperjautrumas ir neissivysttiriis artritas. Kaip antigenai gal
bati naudojami ovalbuminas (AL), j&iw serumo albuminas (JSA) bei Kiti
baltyminiai preparatai. Taip pat labai svarbus dakis yra antigeno deéz

minimali AL batina sukelti étinj artrita yra 0,1 mg™.

Siame darbe tirtiems trius§iams monoartritas sukedtdiekant tris AL ir pilno
Froindo adjuvanto (CFA) imunizacijas. Sios imunife jSvirk&iant
preparatusj nugaros srit buvo kartotos kas 2 savaites. Pirmoms dviem
imunizacijoms leidziamas 1 ml AL ir CFA miSinys tpoainiame steriliame
tirpale, kuf sudaro 0,5 ml su 20 mg/ml AL ir 0,5 ml CFA, o diee
imunizacijai naudojamas 0,5 ml su 10 mg/ml AL i5nl CFA miSinys.
TreCios imunizacijos metu sumazinama AL koncentradiagd neiSsivystyt
imuniné tolerancija AL. Nugaros srityj¢ odg keturiose vietose leidziama po
0,25 ml tirpalo. Prgus 5 dienoms po téos imunizacijosj nugag, visiems
triuSiams depiliuotos uzpakalini gakiniy snariy sritys, odos pavirSius
sterilizuotas spiritu ir atlikta imunizacija deSirts kojos gnario ertng
suleidziant 1 ml AL tirpalo (5 mg/ml).kairés kojos gnario ertng suleidziama
1 ml sterilaus izotoninio tirpalo. Taip yra suketas Etinis artritas, kurio metu
persistuojantys pokyai stebimi net iki trip ménesiy. AIA sukélimo schema

pavaizduota 4 lentgk.
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4 lentet. Antigenu indukuoto artrito sgkmas.

Dienos Procedira AL Adjuvantas Suleidimo badas
(vieta)
0 Pirmin¢ imunizacija 10 mg CFA Po oda (nugara)
14 Antriné imunizacija 10 mg CFA Po oda (nugara)
28 Tretiné imunizacija 5 mg CFA Po oda (nugara)
32 Intragynaring 5 mg Nera | ;anario ertmg
injekcija

Antigenu indukuoto gyeny artrito raidaijvertinti buvo matuojamas kelio
Ssgnariy patinimas, nes artrito iSsivystymas sgsij Su - persistuojaiu
uzdegiminiu atsaku paveiktame kelignaryje ir pasireiSkiagmario apimties
padictjimu. Literafiroje nurodoma, kadamario patinimas po intrgearinés
AL injekcijos CFA imunizuotiems triuSiams maksimgipasiekia po 24 val. ir

nestebi patikimoahariy patinimo sumasjimo per 42 tyrimo dien&8”.

3.4.2. Tyrim y triuSiy eksperimentinio reumatoidinio artrito
modelingje sistemoje eiga
TriuSiai suskirstyti tris grupes ir ne ank&u kaip trys dienos po ovalbumino
suleidimo j deSires kojos gnario ertnrg buvo leidziami sensibilizatoriaus
protoporfirino IX pirmtakai — ALA arba ALA-Me prepatai. Atlikto tyrimo
metu buvo panaudoti du prekursprisuleidimo Idai: intragnarinis ir
intraveninis, noringvertinti prekursoriaugvedimoj organiznm privalumus ir
trikumus. Intragnarirg injekcija atliekama ALA ar ALA-Me tirpal leidziantj
centrirg sgnario daj po girnele (10 pav.).
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10 pav. ALA ar ALA-Me preparato suleidinf45

Pirmg tirlamyjy grupe sudaé 12 triusiy, kuriems po 1 ml 16 mM (2,69 mg/ml,
t.y. 0,9 mg/kg) ALA tirpalo suleistasgnario ertng (n, = 7) arj ausies veq (ny
=5).

Antra grupe sudaé 16 triusy, kuriems po 1 ml 16 mM (2,92 mg/ml, t.y. 0,97
mg/kg) ALA-Me tirpalo suleista ssnario ertmg (n, = 9) arj ausies ven(n, =
5).

Trecig kontroline grupe sudaé 4 triuSiai, kuriems nebuvo leistas nei ALA nei
ALA-Me tirpalas.

Prajus 4 val. nuo ALA ar ALA-Me preparato suleidimo atlikus auding
fluorescencijos matavimus vivo triuSiai buvo numarinti ir paimti audipi

bandiniai j; fluorescencijos matavimanex vivo
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3.5. Fluorescenciré spektroskopija

In vitro

In vivo

Ex vivo
6 ‘ 77 g :\ﬂ'\{, 75 7—

11 pav.Fluorescencijos spektregistravimo shema

11 pav. pavaizduota fluorescencijos spgktiregistravimo sistema.
Fluorescencijos spektrain vitro, ex vivoir in vivo buvo registruojami
spektrofluorimetru Ocean Optics USB 2000 (FL), &umatavimo ribos yra
nuo 339 nm iki 1026 nm. Fluorecencijos zadinimuigh@a Ocean Optics LS-
450 lempa (L) suimontuotu nélynos Sviesos diodu, kurio emituojamos
spinduliuoés smait yra ties 403 nm (403/20 nm, FWHM) (FWHM — spektro
plotis pugs intensyvumo aukstyje). Lempos jungtiekal diodo emituojama
spinduliuo¢ sufokusuojamg bifurkacin Sviesolaigl Bifurkacin Sviesolaidl
(BF) sudaro du tarpusavyje sujungti Sviesolaidzaifretiame gale atskiy
Sviesolaiday optines skaidulos sueing vierg. Naudotas ,saulés® tipo
Sviesolaidis™® , kuriame viena Sviesolaidzio gija gemtrire, o kitos SeSios
ISsidéste aplink jg ratu. Fluorescencijos zadinimui naudota ceatmgna, o
fluorescencijos signalo surinkimui naudojamos dpltentrire gija iSdestytos
Sviesolaidigs skaidulos. Kiekvienos Sviesolaidzio gijos diamgt200 pm.

Siekiant atskirti bandini fluorescenc nuo iSsklaidytos Zzadinimo
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spinduliuogs, bifurkacinio Sviesolaidzio iSvado gale statonsdesna iS dviej
leSiy ir filtro (F), nepraleidziatio Zadinimui skirtis spinduliués (12 pav.), pro
kurj bandinio skleidziama Sviesa Sviesolaidziu patgri@ektrofluorimets. 1S
spektrofluorimetro signalai perduodanji kompiutef (PC), kuriame jie

registruojami ir iSsaugomi OOIBASE32 programa.

— PplX zadinimo spektras
— PplX fluorescencijos spektras

— Sviesos $altinio spektras

> filtro pralaidumo spektras
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Bangos ilgis (nm)
12 pav. Protoporfirino 1X zadinimo (juodas) ir fiescencijos (raudonas)

spektrai, bei spektroskomiie sistemoje naudoto Sviesos Saltinio spektras

(mélynas) ir emisijos filtro pralaidumo charakteristik

PpIX fluorescencijos intensyvumo vést buvo gaunamos iS sensibilizgot
audiny atmus kontroling audiniy spektrus, sunormuotug sensibilizuog
audiny spektrus ties 600 nm, ir intensyvumas matuojan@s porfiring
smaiks maksimalia verte. Audiniuose, kym@endogeninj porfiring spektruose
registruojamos persidengigios PplX ir vandenyje tirpi porfiriny
fluorescencijos juostos, fluorescencijos intensyasrmaertinamas matuojamas
sumodeliuojant PplX ir vandenyje titpiporfiring fluorescencijos spekir
indél; § bends spekts (13 pav.). Tada ties atitinkamais bangos ilgiais
iSmatuojami kiekvieno IS porfirin fluorescencijos intensyvumai. PplX
fluorescencijos intensyvumas registruotas ties 685 o vandenyje tirpi

porfiring — 615-620 nm intervale. Matome, kad jei sumodesisoporfiring
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spektras ne visiSkai atitinka audinyje iSmaguporfiring spekts, tai reiskia,
kad be PplX ir vandenyje tinpi porfiriny, yra ir kity fluoroforty
fluorescuojatiy Sioje spektro srityje, juos suzadinus 403 nm ggdindte

(pvz., fotoproduky).

;\ nr protoporfirinas IX

@; 618 nm sum.o_deliuotas porfirihq _spektras

% porfiriny spektas audinyje

e vandenyje tirpQs porfirinai

S
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‘© 25}
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13 pav. Porfirim spektras audinyje (juodas) ir protoporfirino Dagdonas) ir
vandenyje tirpi porfiring (mélynas) spektrai, Zalias — suminis PpIX ir

vandenyje tirpi porfiring spektras

3.5.1. In vitro

Visy bandini; fluorescencijos spektrai buvo matuojami po 2, #, 81 valand
inkubacijos su ALA arba ALA-Me. IS kiekvieno pactenaudingy iSskirty
lasteliy ir chondrom buvo paruoSiami dvigubi bandiniai kiekvienam laiko
tasSkui. Kiekvienas bandinys buvo matuojamas parfuk. Kiekvieno paciento
bandiniams tdingas porfiri fluorescencijos intensyvumas kiekvienu laiko
momentu buvo gautas suvidurkinus visas apgkatas porfiring
fluorescencijos intensyvumo vertes (viso — n = 10ada apskaiuotos
kiekvieno paciento bandiniams udingos porfirip  fluorescencijos

intensyvumo vedis buvo suvidurkintos ir taip gautos eksperimeigtigrugs
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porfiriny fluorescencijos intensyvumo veést kiekvienu laiko momentu. Taip

pat matuota ir inkubacés tergs fluorescencija.

3.5.2. Ex vivo
Kremzks bandiny fluorescencijos spektrai buvo matuojami po 2, 4t 24
valandy inkubacijos su ALA arba ALA-Me. Buvo paruosti kiekno paciento
kremzks audinio gabaliuk dvigubi bandiniai kiekvienam laiko taskui.
Tolimesnis matavimp protokolas buvo analogiSkas tyrimamsa vitro.
Kiekvienas kremzs bandinys buvo matuojamas po 5 kartus. Kiekvieno
paciento kremzks bandiniamsiidingas porfirim fluorescencijos intensyvumas
kiekvienu laiko momentu buvo gautas suvidurkinusasiiSmatuotas porfimgn
fluorescencijos intensyvumo vertes (n = 10). Tagdakatiuotos kiekvieno
paciento bandiniamstdingos porfiring fluorescencijos intensyvumo veést
buvo suvidurkintos ir gautos eksperimegasirgrugs porfiring fluorescencijos
intensyvumo veds kiekvienu laiko momentu. Taip pat matuota irub&cires

terpes fluorescencija.

Po triusiy audiny fluorescencijos matavignin vivo atrinkti triusiai buvo
numarinti ir paimami audigi pavyzdziai. Endogenigi porfiriny
fluorescencijos tyrimamsex vivg buvo imami sinovijos, krem&, odos,
raumens, rai8o, sausgysis audiniai IS uzdegimés deSigs ir kontrolires
kairés kojy. Audiniy fluorescencijos spektraix vivobuvo matuojami pkgus 4
valandoms po ALA ar ALA-Me preparato suleidimo,askpo to, kai triuSiai
buvo numarinti. Kiekvienas audinio bandinys matgota kartus. Tada
apskatiuoti porfiriny fluorescencijos intensyvumai suvidurkinti ir gauteno
triusio audiniams iddingi porfiring fluorescencijos intensyvumai. éWau
apskafiuoti vieno triusio audiniuose esan porfiring fluorescencijos
intensyvumai suvidurkinti su kjt triuSiy ir gauta eksperimentinei grupei

budinga vidutiré vert.
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3.5.3. In vivo
Prajus trims dienoms po AL suleidimpdeSires kojos gnario ertng buvo
iISmatuoti vig triusSiy autofluorescencijos spektrai. Visi fluorescencgpgktrai
matuoti trijuose kiekvienoggario taskuose: vienas — vidja snario pusije,

vienas — centrigje ir vienas — iSoriégje (14 pav.).

14 pav. a) kair koja — sveikas kelias; b) des8ikoja — reumatoidinio artrito
pazZeistas kelias; fluorescenciniams matavimamsiplasis sritys: A —

vidinéje; B — centrigje; C — iSorirkje gnario pusse

Prajus 1, 2, 3 ir 4 valandoms po intgasirines ar intravenias ALA ar ALA-
Me injekcijos buvo iSmatuota po du fluorescencigyektrus kiekviename
taSke. Tada apskdioti porfiriny fluorescencijos intensyvumai suvidurkinti ir
gauta vienam triuSiui talinga porfiring intensyvumo veé kiekvienu laiko
momentu. \éliau triuSiams hdingos porfiring fluorescencijos intensyvumo
verts suvidurkintos ir gauta eksperimentinei grup&dibga veré¢ tam tikru

laiko momentu po pirmtaksuleidimo.

3.6. Biologiniy audiniy sensibilizuoyy endogeniniai porfirinais

paruoSimas mikroskopijai

Po intragnarines ALA-Me injekcijos prgjus 3 valandoms triugikremzks ir
sinovijos audiniai ruoSiami mikroskopijos tyrimam&adangi PplX yra
nestabilus Sviesoje, visas bandiniparuoSimas turi vykti minimalaus
apSvietimo sglygomis. Be to, endogeniniais porfirinais sensiibty audiniy

negalima fiksuoti formaldehido tirpalu. Teldaudiniy preparatai buvo Saldomi
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aerozoliu Solidofi® (propano/ butano dujos), kuris bandinius susakile50
°C, ir pjaustomi kriomikrotomu 15 p storiodpjais. Banding pjaustymas
kriomikrotomijos kidu atliktas préus ne daugiau kaip 30 min. nuo audini

ISpreparavimo.

Norint gauti tos pé&os vietos histologin vaizdy, atlikus fluorescencis
intensyvumo ir gyvavimo trukmi mikroskopijos tyrimus, audiniai nudazyti
greituoju hematoksilino — eozino (HE) dazymo metodireito dazymo
metodas buvo optimizuotas krerglir sinovijos audinj dazymui. Dazymo
eiga:

Etanolis 96 % — 1 min.;

Vanduo — 1 min.;

Hematoksilinas — 40 sek.;

Vanduo — 3 min.;

70% etanolis ir 0.5% HCI — kol iSsirySkina (5 —g€Kk.);

Vanduo — 2 min.;

Etanolis 80 %, 96 % — po 5 pamerkimus;

Eosinas Y 0,1% — 20 sek.;

Etanolis 96 %, 100 % — po 10 pamerkim

Ksilolas.
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3.7. Biologiniy audiniy pjaviy mikroskopija ir spektroskopija

Detektorius
=
@ ‘-i -__F,F—" T
> SPAD
- 650/130 nm
7R = 637/13 nm
y; uorescencla
Spektrofotometras /
QE65000 7
™ Invertuotas sk janti
3 nvertiuoas .S. enl..JOJan 1S Duomenu
konfokalinis Nikon surinkiias

"Eclipse TE2000"+C1
mikroskopas

Sinchronizacija
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-

Fluorescencijos
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| = F \
] * e . 1= .
iim R
T tany

PDL 800-B

15 pav. Fluorescencijos intensyvumo ir gyvavimokimniy mikroskopijos

schema su fluorescencijos spegktegistravimo galimybe

3.7.1. Pralaidumo mikroskopija
Histologiniai vaizdai buvo gauti pralaidumo mikroghjos rezimu naudojant
Eclipse TE2000 mikroskap (Nikon, Japonija) ir x40 NA 0,95 Plan Fluor
objektywvy. Pralaidumo mikroskopijos vaizdai registruoti sfpah DFC-290
RGB CCD (Leica, Vokietija) kamera.

3.7.2. Fluorescenciré mikroskopija
Lazerire konfokalire fluorescencid mikroskopija atlikta Nikon Eclipse
TE2000 mikroskopu su Nikon C1si skenavimo sistem@4D NA 0,95 Plan

Fluor objektyvu. Fluorescencijos zadinimui naudothsdinis lazeris, kurio
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emituojamos spinduliués smai¢ yra ties 405 nm. Detekcijai naudotas
standartinis triy spalyy RBG detektorius, kurio spektrinio pralaidumo ssity
yra: B — ntlynas kanalas, 433-467 nm; G — zalias kanalas,3@0nm; R —
raudonas kanalas, 620-755 nm. Vaizdai apdoroti Ni@-C1 Bronze version

3.80 ir ImageJ 1.43 programifranga.

3.7.3. Fluorescencijos gyvavimo trukmiy mikroskopija (FLIM)

Audiniy fluorescencijos gyvavimo trukmpivaizdinimas atliktas Nikon Eclipse
TE2000 mikroskopu su Nikon C1si skenavimo sistem@4D NA 0,95 Plan
Fluor objektyvu. Fluorescencijos suzadinimui naadotmpulsinis diodinis
lazeris (PDL 800-B), kurio emituojamos spinduligmsmait yra ties 405 nm.
Impulsy pasikartojimo daznis 20 MHz leidzia patikimai r&guoti
fluorescencijos gyvavimo trukmes iki 50 ns. FLIMiki vieno kanalo laike
koreliuoty pavieniy fotony skatiavimo (time correlated single photon counting
— TCSPC) moduliu PicoHarp 300 su 16 ps skyra pamjantd 3200
detektoriaus kanal Fluorescencijos gyvavimo trulds registruotos vieno
kanalo pavienj fotony registravimo detektoriumi (angl. Single photon
avalanche diode — SPAD) 650/160 nm ir 637/13 nnktsipése srityse (16
pav.). Vieno matavimo metu fluorescencijos gyvavitngkmés matuojamos
viename spektriniame intervale, #hdnorint atlikti registraving kitame
intervale reikia pakartoti matavigrpakeitus filtg. FLIM vaizdai registruojami
tol, kol maksimalijvykiy vert pasiekia 1000 vienet Vaizdy dydis 256x256
ar 512x512 pikseli. Fluorescencijos gyvavimo trukmiaizdai apsk&iuoti
SymPhoTime v.5.2 programa. Charakteringos gyvavitnokmes t ir
komponeni skatius bei santykiniai y kiekiai apskaiiuoti naudojant
SymPhoTime v.5.2 progragnVertinant itin trumpas fluorescencijos gyvavimo
trukmes (ps eds) buvo atliekama fluorescencijos gesimo signalo
dekonvoliucijos procetta. Sios proceitos metu, skaiuojant gyvavimo
trukmes, yra atsizvelgiamalazerio spinduliuais impulso trukm bei paties

prietaiso techninius parametrus ir pasirinkignalo registravimo schemVisa
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tai vadinama prietaiso atsako funkcija (IRF - angistrument response
function), kuri buvo i¥matuojama naudojant eritrazi**®
—— 650/160 nm

——637/13 nm
— PplIX fluorescencijos spektras
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16 pav. FLIM naudai filtry pralaidumo charakteristikos ir PplX

fluorescencijos spektras

3.7.4. Fluorescenciré audiniy pjaviu spektroskopija
Fluorescencié audiny pjaviy spektroskopija atlikta naudojant Nikon Eclipse
TE2000 mikroskop su Nikon C1si skenavimo sistema ir x20 NA 0,95nPla
Fluor objektyvu bei OceanOptics QE65000 spektrafaty. Fluorescencijos
Zzadinimui naudotas diodinis lazeris, kurio emituogs spinduliuais smait
yra ties 405 nm. Vienas fluorescencijos spektragsteiojamas 5 sekundes
pazymeta bandinio vied skanuojant zadin&m spinduliuote. Atliekant PplX
fotoblukimo (Sviesos sukelto fluorescencijos iniensno magzjimo)
eksperimenrt pazyntta bandinio vieta buvo skenuojama iki 15 min., atol
registruojant fluorescencijos spektrus. Matavintéki naudojant Nikon EZ-
C1 Bronze version 3.80 ir OOIBASE32 programas.
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3.8. Statistika

Rezultaty iSsibarstymui grugse jvertinti buvo apska&iuoti vidurkiy
standartiniai nuokrypiai ir 95 % pasikliovimo imt@fai.  Standartinis
nuokrypis nusako atsitiktinio dydzigyjamy reikSmiy sklaida apie vidurk.
Pasikliovimo intervalas, tai intervalas, kuriamg&gtina, yra tikroji matuojamo
dydzio veré. ReikSmingumo lygmuo (pvz. 95 %) yra tikingybjog tikrasis
matuojamo dydzio vidurkis iS tigg/ra Siame intervale. Pasikliovimo intervalai

apskatiuojami pagal formules:

o= \/ﬁ io1( — %)% a= %,
kur ¢ — standartinis nuokrypisn — mataving skatius, x — mataviny
aritmetinis vidurkis, x; — i-ojo matavimo reikS# t(n,P) — Stjudento
koeficientas esam-1 laisws laipsni (miasy atvejun yra pacienj ar triusy
grupeje skatius) ir P pasikliovimo lygmeniui,a — didziausia reikSé kuria
gali skirtis nustatytas vidurkis nuo realiai ed&an (esant pasirinktam
pasikliovimo lygmeniui). Taigi, didinant imt mazinamas pasikliovimo
intervalo ilgis. Kuo didesnisn, tuo trumpesnis pasikliovimo intervalas.
Pasikliovimo intervalo ilgis su 95 % pasikliovimggimeniu apytiksliai lygus
3 249, i

o
da— —

2 x =, esant matavim skatiui n = 10, ir 4 x =, kai n =
n n n

vn Vn
standartig paklaida.

Porfiring  fluorescencijos  intensyvum skirtumams toje  p#oje
eksperimentigje gruggje jvertinti (pvz., PpIX intensyvum skirtumams RA
sergadiy pacienty lastekse po inkubacijos ALA ar ALA-Me; triugi
kontrolingje ir uzdegimigje kojose) buvo taikomas Vilkoksono Zzenkl
kriterijus  priklausomoms imtims.  Skirtum jvertinimui  skirtingose
eksperimentidse grugse (pvz., PplX intensyvugn skirtumai RA ar OA

sergadiy pacienty lagstekse po inkubacijos ALA; triug§i uzdegimirgs kojos
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audiniuose po ALA ar ALA-Me injekcijos) buvo taik@s Manio-Vitnio-

Vilkoksono kriterijus.

Duomenys pateikti atvaizduojant aritmetimidurkj, standartin nuokryg ir
pasikliovimo intervalus esant 95 % pasikliovimo rygniui. Apskatiuotai
tikimybés reikSmei (p) esant mazesnei uz pasiginidikSmingumo lygmen

0,05, jvertinti dviejy im¢iy skirtumai buvo laikomi statistiSkai reikSmingais.
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4. REZULTATAI

4.1. RA ir OA pacienty sinoviocity bei OA pacienyy chondrony ir
kremzlés bandiniy, sensibilizuoyy endogeniniais porfirinais,

spektroskopiniai tyrimai

Norint iSsiaiskinti, ar didesnis RA serdgaip pacienty sgnariy uzdegimas negu
OA atveju dargtaka endogeninj porfiring kaupimuisi audiniuoseyjsintez
indukavus ALA ar ALA-Me pirmtakais, buvo atlikti sseibilizacijos
eksperimentai iS RA ar OA sergaup pacient; iSskirtuose sinoviocituose. Taip
pat endogenini porfiring kaupimasis buvo tirtas OA pacigrthondronuosen

vitro ir kremzks bandiniuosex vivo

4.1.1. Sinoviocity sensibilizacijos tyrimai
Atlikti spektroskopiniai tyrimai patvirtino, kad RAar OA sergatiy pacient
sinoviocitai sugeba sukaupti perteklinius endogeniporfiriny kiekius po
inkubacijos su ALA ar ALA-Me. Bdingi kontroliny ar inkubuoiy su ALA ar
ALA-Me sinoviocity suspenci spektrai pateikti 17 pav. Sensibilizyot
lasteliy suspensij spektruose aisSkiai matomos PplX fluorescencijaibgos
dvi smaiks ties 635 nm ir 700 nm. Kontrolinigsteliy suspensij, nepaveiki
jokiu pirmtaku, fluorescencijos spektruose nebuvbregistruotos jokios
smaiks lidingos endogeniniams porfirinams 24 vakandaikotarpiu

inkubuojant 4steles Tyroido terge.
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kontroliniy lasteliy suspensija
sensibilizuoty Igsteliy suspensija (8 val.)

o]
o
o

‘635nm

a

o

o
1

4004

300+

200+

703 nm
100 1

Fluorescencijos intensyvumas (s. v.)

o

500 ' 6(I)0 ' 7(I)0
Bangos ilgis (hm)
17 pav. Bidingi kontroliny ir sensibilizuog (inkubuota 8 val. su ALA arba

ALA-Me) sinoviocity suspensij PBS fluorescencijos spektrai

Apskaktiuotas vidutini PplX fluorescencijos intensyvupkitimas RA (n, = 6)

ir OA (n, = 6) pacieni sinoviocituose per 24 valandas pavaizduotas 18 pav
Didesnis vidutinis PpIX fluorescencijos intensyvianéiek RA, tiek OA
pacieng sinoviocituose buvo po inkubacijos su ALA, lyginau ALA-Me.
Didziausi skirtumai stebimi po 24 valandnkubacijos, téiau statistiSkai
patikimas skirtumas nustatytas tik RA sinoviociweioso 4 ir 24 valangd
inkubacijos. Remiantis spektroskopiniais matavimadsa statistiSkai patikimo
skirtumo (p>0,128) ir tarp RA bei OA sinoviogitsukaupto PplX kiekio,
jvertinto tais paiais laiko momentais. Teau reilkety pamireti, kad ryski
PpIX fluorescencijos intensyvumr kaupimosi skirtumg buvo pastedia tarp

individualiy pacient Igsteliy bandini; tiek RA, tiek OA pacient grupese.
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18 pav. Vidutigs PplX fluorescencijos intensyvumo et sinoviocity,
iSskirty iS RA (A, rn, = 6) ar OA (B, g = 6) sergadiy pacient;, suspensijose
skirtingais laiko momentais po inkubacijos su 1 PAMA ar 1 mM ALA-Me.
Pavaizduoti vidurkiai, standartiniai nuokrypiai9b % pasikliovimo intervalai
(taskires linijos)

IS karto po sinoviocit suspensy spekty matavimy buvo matuojami ir
inkubacires tergs fluorescencijos spektrai. Jgkendogeniniams porfirinams
budingy smailiy nebuvo uzregistruota inkubagja tergje po 2, 4 ir 8 valangd
inkubacijos su ALA ar ALA-Me. Po 24 valandnkubacijos su ALA ar ALA-
Me RA ir OA pacieni sinoviociyy inkubacirgje tergse buvo uzregistruota
endogeniny porfiring fluorescencija (19 pav. A). Endogenjniporfiriny
spektre matomos smédl ties 630 nm ir 700 nm atitinka PplIX fluoresceogij
smailes vandenépe tergje (19 pav. B). Taip pat porfirinspektre matoma ir

vandenyje tirpi porfiriny fluorescencijai bdingos juostos.
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19 pav. A — iSmatuoti kontroligiir sensibilizuog Iasteliy inkubacires tergs
fluorescencijos spektrai po 24 val. inkubacijos AluA ar ALA-Me; B —

skirtuminis endogeniniporfiriny spektras

Apskatiuoti vidutiniai PpIX fluorescencijos intensyvumankubacirgje
lasteliy terpsje po 24 valand inkubacijos su ALA ar ALA-Me yra apie 100
karty mazesni RA atveju ir 200 kart— OA atveju negu @@uose
sinoviocituose (20 pav.). Remiantis spektroskosniaduomenimis
inkubacirgje tergje esatio PplX kiekis nepriklauso nuo naudoto pirmtako,
taCiau statistiSkai patikimas PpIX kiekio skirtumasayRA ir OA pacieni

sinoviocity inkubacirese tergse (20 pav.).
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20 pav. Vidutigs PplX fluorescencijos intensyvumo \ext sinoviocity,
iSskirty iS RA (A, n, = 6) ar OA (B, p = 6) serga¢iy pacient;, inkubacirgse
terpése prgjus 24 valandoms po inkubacijos su 1 mM ALA ar 1 millA-
Me. Pavaizduoti vidurkiai, standartiniai nuokrypiai 95 % pasikliovimo

intervalai (taskias linijos)

4.1.2. Kremzl és bandiniy sensibilizacijos tyrimai
Budingi kremzks savitosios fluorescencijos ir sensibiliayokremzks
bandiny spektrai pavaizduoti 21 pav. A. Skirtuminiame gpektre aiskiali
galima identifikuoti tik PplX fluorescengijsu smaimis ties 635 nm ir apie
700 nm. Viso tyrimo metu kontroliniuose krerel bandiniuose nebuvo

uzregistruota jokj endogeninj porfiriny fluorescencija.
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21 pav. A — ladingi kontroliniy (juoda linija) ir sensibilizuai (raudona linija),
t.y., inkubuoty 24 val. su 1 mM ALA ar ALA-Me, OA sergény pacieni
kremzks bandiniy fluorescencijos spektrajklija — skirtuminis spektras. B —
vidutinés PplIX fluorescencijos intensyvumveris OA pacient (n, = 6)
kremzks bandiniuose skirtingais laiko momentaispo inkibacsu 1 mM
ALA ar 1 mM ALA-Me pirmtakais. Pavaizduoti vidurkia standartiniai

nuokrypiai ir 95 % pasikliovimo intervalai (tasSk#linijos)

Vidutiniy PplIX fluorescencijos intensyvunverciy kitimas OA pacient (n, =
6) kremzés bandiniuose skirtingais laiko momentais po inkijoa su 1 mM
ALA ar 1 mM ALA-Me pirmtakais pavaizduotas 21 paB. Nei vienu laiko
momentu nebuvo gautas statistiSkai patikimas skiati(p > 0,184) tarp PplIX
fluorescencijos intensyvuimkremzEs bandiniuose po inkubacijos su ALA ar
ALA-Me. Taciau svarbu yra tai, kad PplX fluorescencijos inisngnas
kremzks bandiniuose yra nuo pegkiiki deSimt kari maZesnis negu
sinoviocity suspensijose (p = 0,005 kiekvienu laiko momenRijiziausias
intensyvung santykis (8-10) yra iki 8 valandnkubacijos laikotarpiu, o po 24
valand; Sis santykis (apie 5) suniga. Kontroliniy ir sensibilizuog kremzks
bandiniy inkubacirese terpgse nebuvo uzregistruota joki endogeninj

porfiriny fluorescencija viso tyrimo metu.

Kadangi sinoviocii ir kremzks bandini paruoSimo bdas buvo skirtingas,

siekiant tiksliaujvertinti endogeninj porfiriny kaupimsi kremzés audinyje,
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buvo atlikti tyrimai kremzis modelyjein vitro — chondronuose. Pasirinkus
chondrom mode] iki minimumo sumazinamos galimos paklaidogl d

nevienodo chondrogjtir lasteliy kiekio bei j fluorescencijos suzadinimo

salygu.
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22 pav. Vidutigs PpIX fluorescencijos intensyvumvergts OA pacienj
chondrom suspensijose: A — skirtingais laiko momentais mkaubacijos su 1
mM ALA (n, = 3); B — po 12 valangdinkubacijos tik su 1 mM ALA ar kartu
su 0,25 % natrio hialuronatu (HA)r 6). Pavaizduoti vidurkiai, standartiniai

nuokrypiai ir 95 % pasikliovimo intervalai (tasSk#linijos)

Apskatiuotos vidutirts PpIX fluorescencijos intensyvumo \ertchondrog
suspensijose (22 pav. A) ir krerézlbandiniuose éna reikSmingai skirtingos
(p> 0,366) per pirmas 8 inkubacijos valandas su AL&iau po 24 valang
inkubacijos, PplIX fluorescencijos intensyvumas $eiingai (p = 0,028)
sumazjo, lyginant su intensyvumu krengésl bandiniuose. Remiantis
spektroskopiniais duomenimis gauta, kad OA sefigapacient; chrondronai,
panasiai kaip ir kremg$ bandiniai, sukaupapie deSimt kagt maziau PpIX
negu sinoviocitai (18 pav.). Kaip ir titasi, porfiriny fluorescencija kontroliss

grupes chondronuose ir visose inkubasa tergse uzregistruota nebuvo.

Norint iSsiaiskinti, ar HA turi jtakos endogenigi porfiring sintezei
chondronuose, juos inkubuojant su 1 mM ALA,nkubacire terp buvo

pridéta 0,25 % natrio hialuronato preparato ir inkubudid valand.
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Kontrolinés grugs chondronai buvo inkubuojami tik su 1 mM ALA. Vithés
PpIX fluorescencijos intensyvumo vé&st sensibilizuag tik su ALA bei su
ALA ir HA OA sergartiy pacient (n, = 6) chondron suspensijose palygintos
22 pav. B. Sios vers po 12 valang inkubacijos yra reikdmingai (p = 0,031)
didesrés grugje inkubuotoje kartu su HA. Taigi HA daitaka PplX sintezei

chondronuose.

4.1.3. Tyrim y su pacienty pooperacine medziaga rezultag
aptarimas

Kadangi vis dar éra minimaliai invazinio metodo, ypasmulkiyjy s3nariy
atveju, RA sergahy pacieny uzdegiminei sinovijai paSalinti, bandoma
endogeniniais porfirinais pagta sensibilizacy taikyti diagnostikai ir terapijai
reumatoidinio artrito atveju. Kad fotodinaniterapija ity saugus ir tinkamas
metodas slopinti sinovijos uzdegimnariuose, pirmiausia reikigitikinti, ar
nebus sukelti kremé&$ pazeidimai. Tog labai svarbu iStirti endogenini
porfiring kaupimosi skirtumus sinovijos ir krenésl audiniuose po ALA ar jos

dariniy panaudojimo.

RA ir OA sergafiiy pacieni sinoviociy spektroskopiniai tyrimai parédkad
dominuojantis endogeninis porfirinas po inkubacgosALA ar ALA-Me yra
PplIX. Vidutinis PpIX fluorescencijos intensyvumalsiggose 4steliy grupese
buvo nereikSmingai didesnis beveik visais laiko reamis po inkubacijos su
ALA negu su ALA-Me (18 pav.). Toks pat rezultatas/b gautas ir Dietze ir
kt. darbé®, kuriame pademonstruota, kadra PpIX kaupimosi skirtum po
ALA ar ALA-Me inkubacijos sinoviocituose, iSskirtge iS pacient sergagiy
RA bei OA. Sis PplIX kaupimosi skirtuymebuvimas patvirtina ir kittyrimy
rezultatus, kadn vitro ALA-Me indukuoja mazesnius ar beveik tokius pat
PpIX kiekius, kaip ir ALA**% Tuo tarpu tyrimuosein vivo yra
pademonstruoti prieSingi rezultatai, ir ALA-Me piatamas kaip pranasesnis

PpIX pirmtaka$”*®” Skirtingai negu Dietze ir K, kurie pademonstravo, kad
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RA serganiy pacient sinoviocitai sukaupia dvigubai daugiau PplX negd O
pacient, mes negavome reikSmipgskirtumy tarp Si pacient grupiy
sinoviocity. Sis nesutapimas galiath dél § masy tyrima jtraukto didesnio
individualiy pacient skatiaus (RA n = 6; OA n,= 6) grugse, kuriose buvo
aptikta zymy PpIX kaupimosi skirtump tarp individualy pacient lgsteliy.
Taip pat Dietze ir k&> PpIX fluorescencijos intensyvumo vertes pateikia
sunormuotas baltymy kiekj Iastekse, o tai apsunkina rezuljainterpretavin

ir vertinimag. Masy tyrime apskaiuotas panasus PplX kiekis RA ar OA
sergakiy pacient sinoviocituosein vitro gali bati sglygotas specifias
mikroaplinkos, kdingos sinoviocitamsin vivo tam tikros ligos atveju,
nebuvimo. Pavyzdziui, aktyvesnis uzdegimas RA atvggli labiau skatinti

sinoviociyy metabolizg negu OA atveju ir, tiktina, kaupti didesnius PplX
kiekius>'22

Remiantis atlikto tyrimo duomenimis akivaizdziai tmma, kad OA serg&n;
pacieny kremzks bandiniai (21 pav.) ir chondronai (22 pav.) kaupplX po
inkubacijos su ALA, téiau zymiai maziau negu sinoviocitai. Viduis1PplX
fluorescencijos intensyvumo vést reikSmingai nesiskyr kremzks
bandiniuose po inkubacijos su ALA ar ALA-Me, ir lnbeveik tokios pat
kaip, ir chondronuose pradiniu inkubacijos laikptar(per pirmas 8 valandas).
PpIX fluorescencijos intensyvumas chondronuose $wd@and; inkubacijos
su ALA buvo apie 6 kartus mazesnis negu krémtandiniuose, kuriuose
PpIX fluorescencijos intensyvumas augo viso ekspento metu (21 pav. B).
Toks PplIX fluorescencijos intensyvumo su@jamas chondronuose negali
buti paaisSkintas PplX iSskyrimy inkubacirg terp, nes jos fluorescencijos
spektruose nebuvo uzregistruota jokiorfiriny fluorescencija. Zinoma, kad
OA sergatiiy pacieniy chondrocitai gamina perteklinius tagplelines matricos
metaloproteinazi (MMP) ir reaktyviyjy deguonies formp (ROS) kiekius, kurie
aktyviai dalyvauja RA ir OA patologijofé®*? Gauti spektroskopiniai

duomenys neleidzia tiksliai paaiskinti PpIX kielsamazjimo chondronuose,
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todkl vienas IS galim veiksny, paaiSkinatiy § sumagjima, gakty bt

oksidacire PpIX degradacija sukelta padjdsio ROS kiekio chondronuose.

Norint iSsiaisSkinti, koka jtaka hialurono figsties prepargtnaudojimas gaty
turéti PplX indukcijai kremzts audinyje, chondronai, kaip krerdzlmodelis,
buvo inkubuojami kartu su ALA ir HA. Spektroskopaniduomenys paragl
kad chondronuose po 12 val. inkubacijos su ALA & RplX kiekis buvo
reikSmingai (p = 0,031) didesnis negu chondronuisgbuotuose tik su ALA.
Didesnis PplX kaupimasis chondronuose gud HA gali kiti sglygotas
keleto faktorij. Remiantis literalra, HA palengvina vaistperna$ j lastele$™,
taigi HA gakjo palengvinti ir ALA patekim j chondrocitus per juos
gaubiagia matrig. Be to,ALA gveikaujant su HA g&jo padicti jos
stabilumas, suma&js dimerizacijos galimybei. Yra Zzinoma, kad HA
sinoviniame skystyje prie chondragifungiasi per CD44 receptaff®?®’ ir
taip stimuliuoja chondroaijt metabolin aktyvumy ir proliferacij, o tai juose
gakty padidinti ir PpIX sintegs aktyvum. HA pasizymi antioksidaciniu
poveikiu ir yra taikinys reaktyviosioms deguoniesmiom$>, tock! taip gali

biti sumazinta oksidacénchondrocituose eséio PplX degradacija.
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4.2. Spektroskopiniai EP tyrimai eksperimentiniame triusiy AlA

modelyje

4.2.1. In vivo

Kadangiin vitro tyrimy metu gauti rezultatai daznaiifa netapdis ar netgi
priesingi in vivo gautiems rezultatams, ALA ir ALA-Me sawb indukuoti
PpIX kaupimgsi reumatoidinio artrito atveju buvo tiriamos tiigSAIA
monoartikulinio artrito modelyje. Gywny pasirinking lémé tai, kad triusio
kelio gnarys yra didesnis negu pelar ziurks ir primena zmogaus rankos
sanai®®. Kity mokslininky darbuose triusiai kaip eksperimentiniai gy
naudojami FDT vyksmams tirti. SpektroskopiSkai buwvertinamas PplX
susikaupimas gyiny odojein vivo bei audiniuoseex vivopo intragnarines
(i,a.) ar intravenigs (i.v.) ALA ar ALA-Me injekcijos. Artrito iSsivystmas
susigs su persistuojaiu uzdegiminiu atsaku imunizuotame kelignaryje ir
pasireiSkia gnario apimties padigimu, todl viso eksperimento metu buvo
matuojamos triugi keliy apimtys. 23 pav. matyti, kad po AL injekcijas
sgnario ertng staigiai padidjo imunizuoto kelio apimtis, t.y. buvo sukeltas
imus uzdegimas, kuris skatina artrito iSsivystynsis uzdegiminio kelio
sgnario apimties padigimas iSliko reikSmingai nepakis viso eksperimento
metu. Tuo tarpu kontrolés kojos gnario apimtis nepakito po AL injekcijos

bei iSliko tokia pati viso eksperimento metu.
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—®&— uzdegiminis sgnarys
18- ~—A kontrolinis sanarys

Apimtis (cm)

14+
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0 3 6 s 12 15

Laikas (dienos)
23 pav. Triudi (n, = 28; kiekviename eksperimentiniame taske ne madzadp
4) gnariy apimtys po intragiarires AL injekcijos. e — uzdegiminis gnarys,

A — kontrolinis gnarys. StatistiSkai patikimas apim skirtumas: * — p < 0,05

Pratjus ne maziau kaip trims dienoms po ingremines AL injekcijos buvo
ISmatuoti vig triusiy uzdegimirs ir kontrolires kojos gnariy savitosios
fluorescencijos spektrai. UZregistryotsavitosios fluorescencijos spektr
didziausias intensyvumas yra trumpabgegpektro srityje ir maga ilgéjant
bangos ilgiui. Vidutinis uzdegimingisgnariy savitosios fluorescencijos spektro
intensyvumas srityje nuo 500 nm iki 700 nm yra nsaie negu kontrolimj
kelio gnariy (24 pav.). Taip pat net 61 % triySsavitosios fluorescencijos
spektruose buvo aptikti vandenyje tirpporfiring fluorescencijos ¢sakai,
kuriy fluorescencijos juosta yra ties 620 nm¢ida nebuvo aptikta PplX

fluorescencija.

98



400+

uzdegiminis sgnarys
kontrolinis sgnarys

200+

100+

Fluorescencijos intensyvumas (s. v.)

0 T T T T T T T T M 1
500 550 600 650 700 750
Bangos ilgis (nm)

24 pav. Vidutiniai triugj (n, = 28) uzdegiminj (raudona linija) ir kontrolinj

(juoda linija) kelio gnariy savitosios fluorescencijos spektrai

Atlikus sveilg ir uzdegiming sgnariy spektroskopinius matavimus,triusSiy
uzdegiminio gnario ertng arj ausies veq buvo suleidziamas ALA ar ALA-
Me tirpalas. Po preparatsuleidimo fluorescencijos spektrai matuoti kas
valandy iki 4 valand;. Skirtingai negu savitosios fluorescencijos spesdge,
sensibilizuog audiniy spektruose matoma PplX fluorescencija su smmad
ties 635 nm ir 700 nm (25 pav.). DidZiausias vidigtiPpIX fluorescencijos
intensyvumas matuojant odos pavirSiuje buvo uzdegame gnaryje po 2
valand; nuo i.a. ALA injekcijos. Si veétbuvo apie penkis kartus didesmegu
kontroliniame gnaryje. Tuo tarpu po i.a. ALA-Me injekcijos PpIX
fluorescencijos intensyvumas uzdegiminiam@asyje buvo labai silpnas ir

beveik neaptinkamas kontroliniamgnaryje (25 pav.).
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25 pav. Vidutiniai uzdegimini (raudona linija) ir kontrolinj (juoda linija)
kelio gnariy fluorescencijos spektrai gijas 2 valandoms po i.a. ALA ¢+ 7)
(A) ar ALA-Me (ny = 9) (B) injekcijos. BtikSniremis linijomis pavaizduoti
atitinkamy snariy savitosios fluorescencijos spektrai, tagkas — 95 %

pasikliovimo intervalai

26 pav. pateiktos vidutas PplX fluorescencijos intensyvumo et
skirtingais laiko momentais. Remiantis spektrosk@$ duomenimis
didziausias PplX kieki skirtumas tarp uzdegiminio ir kontrolinigreario buvo
prasjus 2 val. po i.a. ALA injekcijos, o statistiSkaagikimas skirtumas isliko 3
valandas (26 pav., A). Po i.a. ALA-Me injekcijostigamas PplX kiekio
skirtumas buvo viso tyrimo metu,c¢tau PplIX fluorescencijos intensyvumas
buvo nykstamai mazas, o didziausia ¥ermet 8 kartus mazesmegu po ALA

injekcijos.
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26 pav. Vidutirs PplIX fluorescencijos intensyvumo \Etuzdegiminiame ir
kontroliniame gnariuose registruojant odos pavirSiuje skirtingdasko

momentais po i.a. ALA ¢h= 7) (A) ar ALA-Me (n, = 9) (B) injekcijos.
Pavaizduoti vidurkiai, standartiniai nuokrypiai9b % pasikliovimo intervalai

(taskires linijos). StatistiSkai patikimas intensyvyrskirtumas: * — p < 0,05

Po intravenids ALA injekcijos PpIX fluorescencijos intensyvumeerts
matuojant odos pavirSiuje buvo apie penkis kartuEzesds negu po i.a.
injekcijos, o statistiSkai patikimas skirtumas tarpdegiminio ir kontrolinio
sgnario buvo tik pirm valand, po suleidimo (27 pav. A). Suleidus ALA-Me
intraveniskai, tiek uzdegiminiame, tiek kontrolima gnariuose buvo
registruojamas nykstamai mazas PplX fluorescesgijtensyvumas (27 pav.
B).
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27 pav. Vidutiks PplIX fluorescencijos intensyvumo \ertuzdegiminiame ir
kontroliniame gnariuose registruojant odos pavirSiuje skirtingdasko

momentais po i.v. ALA (i = 5) (A) ar ALA-Me (n, = 3) (B) injekcijos.
Pavaizduoti vidurkiai, standartiniai nuokrypiai9b % pasikliovimo intervalai

(taskires linijos). StatistiSkai patikimas intensyvyrskirtumas: * — p < 0,05

4.2.2. Ex vivo

Atlikus spektroskopinius tyrimusn vivo triuSiai buvo numarinti ir paimti
audiny bandiniai tyrimam®x vivo Audiniy fluorescencijos spektrai iSmatuoti
ne \liau kaip 5 min. po bandigi pa&gmimo. Sinovijos ir kremzs audiny
fluorescencijos spektrai po i.a. ALA ar ALA-Me ifkj@jos skygsi
endogenini porfiring juosy sucktimi bei intensyvumu. Kremzé bandiniuose
raudonojoje spektro srityje uzregistruotos daugreai dvi fluorescencijos
juostos. Tai reiSkia, kad krenég yra kely raSiy endogeninj porfiriny.
Atlikus spekty modeliaving (ziaréti skyrel 6.5.) buvo iSsiaiSkinta, kad, be
PpIX fluorescencijos smaijj spektruose yra ir fluorescencijos juostos tie@ 62
nm ir 650-680 nm. Remiantis litefma Sios fluorescencijos smasl buvo
priskirtos  endogeniniams  vandenyje  tirpiems  urdpodms  ir
koproporfirinam$®®%"#*? Tuo tarpu sensibilizuotos sinovijos audinyje pa |

ALA ar ALA-Me injekcijos uzregistruota tik PplX florescencija (28 pav.).
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28 pav. Vidutiniai iSmatuoti sensibilizuptsinovijos ir kremazls audini
fluorescencijos spektrax vivopo intragnarines ALA (n, = 7) (A) ar ALA-
Me (n, = 6) (B) injekcijos.Jklijos — skirtuminiai porfiring spektrai sinovijos ir
kremzks audiniuose, apskaioti atmus atitinkang audiniy savitosios

fluorescencijos spektrus

Palyginus vidutinius PplIX fluorescencijos intensgus sinovijos ir kremzbk
audiniuose po i.a. ALA injekcijos nustatyta, ka@kizkje intensyvumas buvo
daugiau nei du kartus didesnis negu sinovijoje (29.). T&iau prieSingi
rezultatai gauti po i.a. ALA-Me injekcijos, Siuovaju dvigubai didesnis PplX
fluorescencijos intensyvumas gautas sinovijoje negemzkje. Taigi,
remiantis spektroskopiniais duomenimis, sinovijpgei.a ALA-Me injekcijos
susikaup apie penkis kartus daugiau PplX nei po ALA injgssi Po i.v. ALA
ar ALA-Me injekcijos uzdegiminiogario sinovijoje uzregistruotas nykstamai
mazas PplX fluorescencijos signalas, o kreézlbei kontrolinio gnario

audiniuose signalas visiSkai neuzregistruotas.
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29 pav. Vidutigs PplX fluorescencijos intensyvumo V&t sinovijos ir
kremzks audiniuoseex vivopo i.a. ALA (n, = 7) ar ALA-Me (i, = 6)
injekcijos. Pavaizduoti vidurkiai, standartiniaiakuypiai ir 95 % pasikliovimo

intervalai (taskias linijos)

Vandenyje tirpy porfiriny fluorescencija, kug pagrindire smaik yra apie 620
nm, kremzs audinyje buvo uzregistruota ne tik po i.a. pitkgtanjekcijos bet
ir po i.v. injekcijos (30 pav.). Net ir kontrolipitriuSiy kelio sgnariy kremzkse
buvo uzregistruota vandenyje tigpiporfiring fluorescencija. Be to, @i
endogeniny porfiriny fluorescencijos intensyvumas buvo beveik viendads
uzdegiminio ir kontrolinio gnario kremztse, tiek ir visose triugigrupsse. Tik
po i.a. ALA injekcijos buvo uZregistruotas staBgAi nepatikimas didesnis

intensyvumas.
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30 pav. Vidutigs vandenyje tirpi porfiring fluorescencijos intensyvumo
verts uzdegiminio ir kontrolinio ghario kremzts audiniuoseex vivopo i.a.
ALA (ny = 7) ar ALA-Me (i, = 6) bei i.v. ALA (n, =5) ar ALA-Me (i, = 3)
injekcijy, ir kontroliniy triusiy (n, = 4) atveju. Pavaizduoti vidurkiai,

standartiniai nuokrypiai ir 95 % pasikliovimo intafai (taskirgs linijos)

4.2.3. Tyrim y atlikt y triuSiy eksperimentinio AIA modelyje,
rezultaty aptarimas
Uzdegiminiy ir kontroliniy sgnariy spektroskopiniai tyrimain vivo, matuojant
fluorescencijos spektrus odos pavirSiuje, atsklekid vidutinis uzdegimimni
sanariy savitosios fluorescencijos spektro intensyvumagjsmuo 500 nm iki
650 nm yra maZzesnis negu kontralinkelio gnariy. Remiantis literaira,
panasi tendencija matoma ir lyginant naviiirbei sveiky audiny savigja

fluorescencij®°%%%*

Atlikus sensibilizuog audiny fluorescencijos matavimus, nustatyta, kad
nepaisant to, koks ALA injekcijosidas buvo naudotas, endogeniporfiriny
spektruose dominavo PplX fluorescencija. cida PplX fluorescencijos
intensyvumas uzdegiminiame ir kontroliniama@nariuose priklauso nuo
pirmtako injekcijos bdo. Didziausias PplIX fluorescencijos intensyvumgs i
santykis tarp uzdegiminio ir kontrolinigrsario buvo uzregistruotas gas 2

valandoms po i.a. ALA injekcijos. Po i.v. ALA injelos patikimas kontrastas
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buvo tik pirmg valand po suleidimo, o &iau PplX fluorescencijos
intensyvumas buvo beveik vienodas uzdegiminiame kantroliniame
sanariuose (27 pav., A). Sis kontrasto iSnykimasjrigigt su ankSau atlikty
tyrimy rezultatais, kuriuose kontrastas iSliko net tradamdas po i.v. ALA
injekcijos’®, gali hiti dél Siame tyrime naudotos dvigubai didesALA dozs.
Palyginus PplIX fluorescencijos intensyvaipo skirtingy ALA injekcijos bidy
nustatyta, kad uzdegiminiamensiryje po i.a. injekcijos jis buvo apie penkis
kartus didesnis, o kontroliniuosgngariuose Sis skirtumas nebuvo statistiSkai
reikSmingas (26 pav., A ir 27 pav., A). Nors yraugg tyrimo metod
taikomy aptikti jvairius reumatoidinio artrito pozymius,étau kol kas #ra re
vieno, kuris galty galutinai patvirtinti RA diagnaz Norint gauti objektyvius
diagnostinius rezultatus ir sekti ligosikbe, turi bati kartu taikomi kel
metodai. Taigi spektroskopinis uzdegimirgriciy identifikavimas, taikant i.v.
ALA injekcij g, gakty bati iSplétotasj viemg iS pagalbing diagnostikos metad
Remiantis gautais duomenimis, diagnostikos tiksl&ed iSlikyy patikimas
kontrastas tarp uzdegiminir kontroliniy audini, reikéty naudoti mazesnes
ALA dozes arba spektroskopinius matavimus atliktiwaliau kaip 1 valang

po pirmtako injekcijos.

Po i.a. ALA-Me injekcijos PplX fluorescencija tagat dominavo endogenini
porfiring  spektre. PpIX kaupimosi audiniuose farmakokinetikaei
fluoresencijos intensyvugn santykis uzdegiminiame ir kontroliniame
sgnariuose buvo toks pat, kaip ir po ALA ia. injgks. T&iau PplX,
indukuoto po ALA-Me injekcijos, fluorescencijos amsyvumai buvo apie
astuonis kartus mazesni negu po ALA injekcijos [f26.). Tuo tarpu ALA-Me
suleidusj audies ves tiek uzdegiminiuose, tiek kontroliniuose audirsao
buvo uzregistruota nykstamai silpna PpIX fluoresgen Toks mazas PplX
fluorescencijos intensyvumas odos pavirSiuje po AkA-Me injekcijos yra
salygotas ir pirmtako suleidimodolo, nes ir ALA indukavo Zymiai mazesnius

PplX kiekius, ir paties pirmtako savypi
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PpIX kaupimosi skirtumai audiniuose, kurie paskéiSmazesniu PplX
fluorescencijos intensyvumu odos pavirSiuje po ABRA-Me injekcijos negu
po ALA, gali atsirasti @ skirtingo pirmtaky pasiskirstymo audiniuose.
Kadangi pirmtakas, o ne endogeninis PplX patepkaaujotak'’, PpIX
fluorescencijos detektavimas neilgai trukus po idutl@ reiskia, kad PplX
buvo indukuotasiitent tirtuose audiniuose ir netiesiogiai nusako ALALA-
Me, prasiskverbusij kelio pavirSy, kiekj. Kity autoryy darbuose mazesnis
ALA-Me skverbimasisj kraujotalg, lyginant su ALA, buvojrodytas peis
odoje stebta lokalia PplX fluorescencija po vietinio ALA-Maikyma*’, bei
maZesne kepensensibilizacija naudojant ALA esterfd& Taigi, didesnis
PplX fluorescencijos intensyvumas odos pavirSigeAhA injekcijos negu po
ALA-Me reiSkia, kad ALA sukelia didesrsistemin efekt, bendg audiny
sensibilizaciy. Taip pat, greitesnis ALA pasiskirstymas organizigekjo
salygoti PplIX fluorescencijos santykio uzdegiminianmie kontroliniame
sgharyje sumagima pragjus 2 valandoms po i.v. ALA injekcijos. Nykstamai
maza PplX fluorescencija uzregistruota uzdegimimabei kontroliniame
sagnariuose po i.v. ALA-Me injekcijos galitti paaiSkinta apsunkintu ALA-Me
pasiSalinimu iS kraujotakos irg#eika su plazmos baltymais bei greitesniu

ALA-Me indukuoto PplIX pasisalinimu i§ audigff'"-2°32%°

Norédami suzinoti, ar endogeninporfiring fluorescencijos skirtumai, Stéto
in vivo po ALA ar ALA-Me injekcijos, atspindi uzdegiminio kontrolinio
sagnario vidiniuose audiniuose susikaupusporfiring kiekj, buvo atlikti
sinovijos ir kremzts auding spektroskopiniai tyrimaiex vivo Remiantis
spektroskopiniais duomenimis, uzdegiminignaio sinovijoje po i.a. ALA
injekcijos susikaup du kartus maziau PplX negu krewjel (28 pav.). Toks
endogeniniy porfiring pasiskirstymas sinovijos ir krendsl audiniuose gély
buti nulemtas daug greite&n jy farmakokinetikos sinovijoje ir mazo
susikaupusio ALA kiekio & labai intensyvios kraujotakos joje. Pradiniu
laikotarpiu, po injekcijos, krem&e susikaups ALA kiekis nebuvo kraujo

iISneSiotas po organizn o buvo paverstas PplX. Kontroliniogrario
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audiniuose PplIX fluorescencija nebuvo uzregistrutda reisSkia, kad ALA
kiekis kraujotakoje buvo per mazas sukelti vidiraudiny sensibilizacy,
kurig biity galima uzregistruoti pegus 4 val. po injekcijos. ALA darini
pranaSumas pasireiSkia derinant tokias savybes tkafing sriti pasiekusio
preparato kiekis, geresnig jprasiskverbimas per biologines membranas ir
patekimas j lasteles bei fermentigi reakciy greitis, juos paverant
fotoaktyviomis medziagomi&. Uzdegimini} audiniy spektroskopiniai tyrimai
ex vivopademonstravo priesingus PplX kaupimosi audiniuezaltatus po i.a.
ALA ar ALA-Me injekcijos neguin vivo. Po ALA-Me injekcijos PpIX
fluorescencijos intensyvumas uzdegiépn sinovijoje buvo apie 2 kartus
didesnis negu krem¥ke ir net apie penkis kartus didesnis negu po ALA
injekcijos (29 pav.). Tai géfy biti paaiskinta geresniu ALA-Me géjimu
prasiskverbti per biologines membranas ir susikaaginkiniuose audiniuose,
taigi, po suleidimg sgnario ertng daugiausia ALA-Me susikagpvidiniuose
sgnario audiniuose. ALA ir ALA-Me aliejaus/ vandensagiskirstymo
koeficientas, kuris nulemia junginigelejimg prasiskverbti per biologines
membranas, yra neigiamas, rodantig §inginiy hidrofilines savybée$®
Tactiau ALA-Me pasiskirstymo koeficientas tarp raginmdos sluoksnio/
vandens, kuris parodo junginigelejimg Kirsti biologinius barjerus, yra
teigiamas ir artimesnis ilgesnes grandines tugirestery koeficientui negu
ALA, todél galkjo salygoti tai, kad gnario vidiniuose audiniuose susika&up
didesnis ALA-Me kiekis negu ALA. Selektyvesnis ALMe susikaupimas ir
mazesnis paplitimas po organigreulkélé mazesn organizmo sensibilizagj]
ka patvirtina ir ki tyréjy atlikti tyrimai®®’. Taigi, ¢l maZesnio ALA kiekio ir
greitesnio jos pavertimo PplX, lyginant su ALA-Me&tu farmamakokinetikos
momentu (po 4 val. po injekcijos) ALA selektyviaindukavo didesnio PplX

kiekio sinovijoje negu kremgje.

Po intraveninio ALA ar ALA-Me preparatsuleidimo nykstamai maza PplX
fluorescencija buvo uzregistruota uzdegimininaio sinovijoje, o kremgzje

ir kontrolinio gnario sinovijoje bei kremgje ji nebuvo uzregistruota. Kijt
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autoryy atliktuose darbuose, naudojant apie 250ukditiesnes ALA preparato
dozes, teigiama, kad po 4 val. nuo intravesi\LA injekcijos didziausias
PplIX intensyvumas uzregistruojamas odoje ir sirm®|j 0 kremzlje apie 9
kartus mazesni&. Sie rezultatai nepriestarauja Sio tyrimo rezafta, kad
PplIX fluorescencija uzregistruota uzdegimingnario odoje ir sinovijoje, o
kremzEkje neaptiktas @ naudotos mazos, bet netoksiSkos, ALA preparato

dozs.

Kremzks audiniuose, be PplX fluorescencijos, buvo apiikteandenyje tirpy
porfiriny fluorescencija, kurios nebuvo sinovijoje (28 pa®anasus vidutinis
vandenyje tirpi porfiring fluorescencijos intensyvumas iSmatuotas tiek
uzdegiminio gnario, tiek kontrolinio gnario kremztse, nepaisant, koks
pirmtakas ar jo suleidimo tlas buvo naudotas, patvirtina, kad artrito
sukélimas glygoja silprg viso organizmo sensibilizagij(30 pav.). Tiktina,
kad Sie porfirinai yra sintetinami uzdegiminiamgnaryje, per tam tiky laika
pasklinda po vig organizm, ir gali biti absorbuoti bei susikaupti uzdegiminio
ir kontrolinio gnario kremztse. Kadangi kremgje néra nery, kraujotakos ir
limfinés sistem, bei jai hidinga elastid strukiira, kurios tarpistelingje
matricoje yra apie 65-80 % vandens, o medrziagykaita vyksta difuzijos
badu per sinovin skysi, kremzEt gali sukaupti vandenyje tirpius porfirinus,

kuriy metabolinis pasiSalinimas, atrodo, ytak.
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4.3. EP lokalizacijos tyrimai triusiy AIA modelio audiniuose

Atliekant fluorescenciés spektroskopijos tyrimus negalima nustatyti
fluorofory pasiskirstymo audinyje. Rezultataniskos turi audinio optis
savyles, fluorofoly skatius ir koncentracija, y kvantinis nasSumas, Kiti
chromoforai, sugeriantys fluorescegcij(reabsorbcija). Be to, gaunami
rezultatai labai priklauso nuo registravimo sisterparamety bei procedros.
Su Siais tiikumais susiduria ir fluorescenéirmikroskopija. Suderinti visus
parametrus, ygadirbant su biologiniais objektais, yra labai &tnga, tocl
yra kuriamosijvairios naujos metodikos, tobulinamos sistemos @uge
apjungiamos kelios metodikos. Siuo metu tyrimuoskadigi taikoma
fluorescencijos gyvavimo trukmpispektroskopija, kurios metu registruojamos
fluorofory suzadintos iisenos gyvavimo trukés. Kiekvienas fluoroforas
pasizymi savita fluorescencijos gyvavimo trukmerilgali kisti nuo aplinkos
pH, lizio rodiklio, temperairos ir kt., t&iau nepriklauso nuo fluoroforo
koncentracijos, sklaidos, reabsorbcijos bei tyrimygygy. Fluorescencijos
gyvavimo trukmi mikroskopija (FLIM) apjungia mikroskopijir fluorofory
gyvavimo trukmi matavimy. Taigi, pritaikant § metodily galima ne tik
tiksliai aptikti fluorofony lokalizacip, bet irjvertinti fluorofony skatiy ar jy
buisery tam tikroje aplinkoje. Kadangi FDT atveju labai agvi yra
sensibilizatonj lokalizacija, nes fotopazaidos sukeliamos tik Yaisto
aplinkoje, reikia tiksliai nustatyti, kur audinyjga sukaups sensibilizatorius.
RA atveju labai svarbu yra suzinoti, kur sinovijokremzks audiniuose yra
pasiskirsgs pirmtak; indukuotas PpIX. Remiantis spektroskopiniais tyisn
buvo nustatyta, kad krengal audinyje yra ne tik PplX, bet ir vandenyje tirpi
porfiriny, kuriy fluorescencijos spektrai yra persidersy PplX spektru. Tadl
vien tik fluorescenciéh mikroskopija negali uztikrinti, ar PplX yra vienelis
audinyje fluorescuojantis porfirinas. PplX fotobilolas yra spartus,j j
apsSvietus spinduliuote, kuri atitinka PplX sugestspektro Soret juastTaigi,
atliekant ilgesnius fluorescenésm mikroskopopijos tyrimus, PplX

fluorescencijos intensyvumas labai greitai sujm? Sioms problemoms
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ISspesti buvo surinkta sistema ir sukurta metodikgalinanti iS tos p&os
bandinio vietos gauti fluorescenésm intensyvumo ir gyvavimo trukmpi
mikroskopijos vaizdus, kurieéliau sulyginami su HE dazytais histologiniais

vaizdais, ir fluorescencijos spektrus.

4.3.1. Vidutini u fluorescencijos gyvavimo trukmiy FLIM vaizd y

analizé

00

0 5 10
d Laikas (1)

31 pav. Sveiko triuSio kelio kremé&d bandinio vaizdai: a — konfokatis
fluorescencias mikroskopijos vaizdas G ir R kanaluose; b — HEyta
bandinio pralaidumo mikroskopijos vaizdas; ¢ — iy fluorescencijos
gyvavimo trukmy FLIM vaizdas650/160nm spektrigje srityje; d — normuoti
vidutiniy fluorescencijos gyvavimo trukmi skirstiniai sveikoje kremzje
650/160 nm spektrigje srityje (I kreiv) bei sensibilizuotoje kremgke
650/160 nm (Il kreiwe) ir 637/13 nm (lll kreivé) spektrirese srityse, laiko

intervalai: geltonas — 3-5 ns¢hynas — 5-6,5 ns, zalias — 6,5-10 ns, raudonas —

10-15 ns; e, f — vaizdai atitinkajrfluorescencijos gyvavimo trukmilaiko

intervaluose. Didinimas x40
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31 pav. pavaizduoti sveiko triusio krerzl bandinio fluorescencijos
intensyvumo ir gyvavimo trukmibei to paties bandinio histologiniai vaizdai.
Didziausias sveikos kren#d fluorescencijos intensyvumas uZzregistruotas
Zaliojoje spektro srityje 520-590 nm, kuri regisiama mikroskopo G kanalu,
0 raudonojoje spektro srityje 621-755 nm fluoresgamebuvo uzregistruota.
Remiantis histologiniu vaizdu (31 pav., b) nustatyad tai yra sveikagsario
pereinamasis krem& sluoksnis. Histologiniame vaizde matomi tamtaskai
yra lasteliy, chondrocity, branduoliai, o Sviesiai rausva spalva nudazytigss
yra tarphstelinis matriksas. Fluorescenciniame vaizde matoyskiai zali
taSkai tiksliai atitinka histologiniame vaizde e&antamsi task) lokalizacip.
Atlikus FLIM matavimus (31 pav., c) nustatyta, kadeikoje kremazlje
esadiy endogeninj fluorofory vidutinés gyvavimo trukms yra
pasiskirgiusios tarp 5 ns ir 10 ns (31 pav., d, | kégivlaip pat pasteia, kad
lasteks pasizymi trumpesmis gyvavimo trukmdmis negu tarpistelinis
matriksas. Kadangi FLIM vaizdus galima iSskaidyti skirtingus laiko
intervalus, kuriuose vidutés gyvavimo truknas atitinka tam tikrus fluoroforus
tam tikroje aplinkoje, sveiko triusio bendras FLMizdas buvo iSskaidytgs
trumpesnius vidutini gyvavimo trukmy intervalus. leSkant, kokiuose laiko
intervaluose galima geriausiai iSskiristeles ir tarpistelinn matriks, buvo
nustatyta, kadabteliy fluorofory savitosios fluorescencijos vidués gyvavimo
trukmes yra tarp 5 ns ir 6,5 ns, o taggtelinio matrikso — 6,5-10 ns (31 pav., e,

f).
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32 pav. a —idingi sveikos ir sensibilizuotos kremgliluorescencijos spektrai,
spalvotos sritys atitinka fluorescencinio mikros&qggalio” G ir ,raudono” R

kanaly registravimo sritis. Sensibilizuotos triusio kelloemzEs bandinio

vaizdai: b — konfokaliés fluorescenciés mikroskopijos vaizdas G ir R
kanaluose; ¢ — HE dazyto bandinio pralaidumo mikopgos vaizdas; d —
vidutiniy fluorescencijos gyvavimo trukmpi FLIM vaizdas 650/160 nm

spektrireje srityje; e-h — vaizdai, gauti atitinkanfluorescencijos gyvavimo
trukmiy laiko intervaluose (intervalai pavaizduoti pavéikse). Didinimas
x40

Budingi sveiko triusio kremzk ir triusio su AlA uzdegiminio kelio kremz

mikronuopjow; fluorescencijos spektrai, iSmatuoti ges 3 valandoms po
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ALA-Me injekcijos, pavaizduoti 32 pav., a. Fluorescijos spektruose, taip
pat, kaip ir matuojant krem& gabaliukuose, matoma endogenipbrfiring
fluorescencija raudonojoje spektro srityje, kuriogbuvo sveiko triusio
kremzkse. T&iau, skirtingai negu matuojant kreraglgabaliukuosex vivq
endogeniny porfiring spekty sudaé tik PplX fluorescencija, o vandenyje
tirpiy porfiring nebuvo uzregistruota. Nepaisant to, kad sengiotas
kremzks fluorescencijos spektruose registruojamas endioigerporfiriny
signalas, fluorescencia mikroskopijos vaizde jis labai silpnas (32 pa).,
PplX fluorescencijos signalo lokalizacija labai dliai atitinka bsteliy
lokalizacijg histologiniame vaizde (32 pav., c). Histologiniameaizde, be
tamsi tasky, kurie zymi chondrocit branduolius, virSuje matoma ir tange#tin
kremzks sritis su paplok$ais chondrocitais, Zzemiau — pereinamosios ir
kalcifikuotos kremazls sritys. Apdioje tamsiai nusidaziusi sritis yra
subchondrinio kaulo sritis. Jakikremzks pazeiding histologiniame vaizde

nematyti.

Atlikus sensibilizuotos kremé&s FLIM matavimus (32 pav., d) nustatyta, kad
juose yra ilgesmi ir trumpesny vidutiniy gyvavimo trukmi negu sveikoje
kremzkje. Sensibilizuotoje kremge esadiy fluorofory fluorescuojatiy
650/160 nm spektrije srityje vidutires fluorescencijos gyvavimo trulkés
pasiskirgiusios 3-13 ns intervale (31 pav., d). ISskaidzikldM vaizdy |
trumpesnius fluorescencijos gyvavimo trukntaiko intervalus, matoma, kad
intervale nuo 3,5 ns iki 5 ns fluorescuoja subchiomsl kaulas (32 pav., e), o
tarplstelinise matriksas, taip pat kaip ir sveikoje kegnpe, fluorescuoja 6,5-
10 ns intervale (32 pav., g). PrieSingai negu yjeikkremztje, vidutiniy
gyvavimo trukmi intervale nuo 5 ns iki 6,5 ns negalima iSskigstély, taciau
galima atskirti silpnai fluorescuojéia kalcifikuotos kremazs strukiirg (32
pav., f). Sensibilizuotos kren#d lasteliy vidutinés fluorescencijos gyvavimo
trukmeés yra 10-15 ns intervale (32 pav., h),yfluorescencijos lokalizacija
labai tiksliai sutampa swdteliy pacttimi histologiniame vaizde ir raudonos

fluorescencijos signal lokalizacija fluorescencés mikroskopijos vaizde.
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Taigi, atsizvelgiani sensibilizuotos kremés$ fluorescencijos spelgtr matyti,
kad didziaugj jtaka ilgiausioms vidutieéms fluorescencijos gyvavimo

trukméms 650/160 nm spektie srityje daro PplX fluorescencijos gyvavimo

trukmés.
2600, -10-15 ns
) 635nm
@
S
%400
8
£
2
5 200|
=
S 705 nm
o
S
L o .
500 600
a Bangos ilgis (nm)

33 pav. a — sensibilizuotos krerlfluorescencijos spektras, spalvotos sritys
atitinka FLIM registravimo sritis: Zalia 650/160nm, raudona 637/13nm. b

— sensibilizuotos krem& vidutiniy fluorescencijos gyvavimo trukmiFLIM
vaizdas637/13nm spektrigje srityje; ¢ — FLIM vaizdas 10-15 ns gyvavimo

trukmiy laiko intervale. Didinimas x40

Norint jsitikinti, kad sensibilizuotoje kremgk ilgiausioms vidutidms
gyvavimo truknéms didziaug jtaka turi PplX, to paties bandinio FLIM buvo
atlikta pasirinkus siauresrspektrire sriti — 637/13 nm. Sioje spekttije srityje
didziausias fluorescencijos intensyvumas tenka PpiXremzés savitosios
fluorescencijos intensyvumas santykinai mazas (83.,pa). FLIM vaizdai
650/160 nm (32 pav., d) ir 637/13 nm (33 pav., p¢kérintse srityse yra
panasis, t&iau fluorofom vidutiniy gyvavimo trukmi pasiskirstymas yra
skirtingas (31 pav., d, Ill kre&). Sensibilizuotos kremé&s fluorofor vidutinés
fluorescencijos gyvavimo trukés, iSmatavus siaurege spektrikje srityje,
pasiskirst daug siauresniame, 10-16 ns, gyvavimo trukimiervale (31 pav.,
d, Il kreivé) ir buvo ilgesiés negu iSmatuotos @i@je spektrije srityje. Kaip
Ir buvo tikétasi, pasirinkus gyvavimo trukmiintervah nuo 10 ns iki 15 ns,
abiejose spektrirse srityse buvo gauta tokia pati PplX fluorescerscgignalo

lokalizacija (32 pav. h, 33 pav. c).
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34 pav. a, b — sensibilizuotos kregwlvidutiny fluorescencijos gyvavimo
trukmiy FLIM vaizdai, pazynita sritis (ROI) priesS (a) ir po (b) Svitinimo; ¢ —
HE dazyto bandinio pralaidumo mikroskopijos vaizdds— sensibilizuotos
kremzks fluorescencijos spekir kitimas Svitinimo metu; e — normuoti
vidutiniy fluorescencijos gyvavimo trukmi skirstiniai ROl 650/160 nm
spektrirgje srityje pries (I kreig) ir po (Il kreivé) Svitinimo, laiko intervalai:
geltonas — 3-5 ns, étynas — 5-6,5 ns, zalias — 6,5-10 ns, raudonas-1510s.

e — fluorescencijos speltkitimas ROI Svitinant 405 nm spinduliuote

Sensibilizuotos kremé$ FLIM vaizduose pazyéta sritis, kuri buvo Svitinama
lazerine spinduliuote (34 pav., a ir b). Svitinimasvo atliekamas 10 min.
skenuojant ROI sijit 405 nm skenuojaio konfokalinio mikroskopo
spinduliuote, ta paa, kuri naudojama fluorescencijos vaizdegistravimui.
Pries Svitinim vidutinés fluorofory gyvavimo truknés ROl matuojant 650/160
nm spektrigje srityje buvo pasiskitsusios nuo 6,5 ns iki 13 ns (34 pav., d, |
kreivé). Toks vidutinij gyvavimo trukmy skirstinys idingas visiems

sensibilizuotos kremes bandiniams, ir kinta tik esant kitoms ar papildons
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morfologintms strukiroms (32 pav.). Po Svitinimo vidutia fluorofom
gyvavimo truknés ROI pasislinko link trumpespiveriy (4-10 ns) (34 pav., d,
Il kreivé) ir tapo tokiomis, kaip sveikos krenéglfluorofon (31 pav., d). Viso
Svitinimo metu buvo matuojami ROI fluorescencijgsektrai (34 pav., d).
Juose matomos ne tik PplIX fluorescencijos sésaihudonojoje spektro srityje
ties 635 nm ir 700 nm, bet ir jo fotoprodykémaik ties 671 nm, kuri buvo
spektre jau ir pradiniu laiko momentu. Svitinimo tmespatiausiai ma#jo
PpIX fluorescencijos juostintensyvumas, kugi beveik neliko po Svitinimo.
Taciau Siek tiek mago ir kremzks savitosios fluorescencijos intensyvumas.
Taigi, ilgiausiy vidutiniy fluorescencijos gyvavimo trukmiiSnykimas po
Svitinimo yra nulemtas PplX fotoviram nes PplX yra labai nestabilus
Svitinant spinduliuote, kurios bangos ilgis patenkdplX Soret juostos

sugerties srijt
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35 pav. Sveiko triuSio sinovijos bandinio vaizdaa - konfokaligs
fluorescencias mikroskopijos vaizdas G ir R kanaluose; b — HEyta
bandinio pralaidumo mikroskopijos vaizdas; ¢ — vy fluorescencijos
gyvavimo trukmiy FLIM vaizdas650/160nm spektrigje srityje; d — normuoti
vidutiniy fluorescencijos gyvavimo trukmpipasiskirstymai sveikoje (I krety
ir sensibilizuotoje (Il kre¥) sinovijoje 650/160nm spektrigje srityje, laiko

intervalai: Zalias — 4-8 ns, raudonas — 8-10 ndirldmas x40

Sveiko triuSio sinovijos fluoresceném intensyvumo ir gyvavimo trukmpi
vaizdai bei histologinis vaizdas pavaizduoti 35.gauorescenciniame sveikos
sinovijos vaizde dominuoja Zalia savitoji fluorescga, o raudonojoje spektro
srityje ji yra per silpna ir neuzregistruojama (av., a). Tamss taskai
histologiniame vaizde yra atskiri sinoviocitai, @iesiai rausva spalva yra

nudazyti skaiduliniai sinovijos audinio elementdb(pav., b). Morfologiskai
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patvirtinta, kad tai yra sveikos sinovijos audinyglikus sveikos sinovijos
FLIM matavimus gauta, kad vidutia fluorescencijos gyvavimo trulés yra
pasiskirgiusios intervale nuo 4 ns iki 8 ns (35 pav. d,dik). Skaidant FLIM
vaizdg | trumpesni vidutiniy gyvavimo trukmi laiko interval; vaizdus,
nepavyko atskirti gsteliy ir skaidulinio audinio ir surasti jiemsuabtingy

vidutiniy fluorescencijos gyvavimo trukmi

36 pav. Sensibilizuotos triusio sinovijos bandimaizdai: a — konfokaliés

fluorescencidas mikroskopijos vaizdas G ir R kanaluose; b — HEyta
bandinio pralaidumo mikroskopijos vaizdas; ¢ — vidiwy fluorescencijos
gyvavimo trukmiy FLIM vaizdas650/160nm spektrigje srityje; d, e — vaizdai
atitinkamy fluorescencijos gyvavimo trukmpilaiko intervaluose (intervalai
pavaizduoti paveiksluose); f — FLIM vaizdas 8-10 rgyvavimo trukmi

intervale (e) ir dsteliy lokalizacijos vaizdas gautas iS histologinio vaizd

Didinimas x40
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Budinga zalia audimi fluorescencija taip pat dominavo sensibilizuotos
sinovijos audinyje, o PplX fluorescencijos intensgas buvo labai silpnas (36
pav. a). Aktyvuoti sinovijos fibroblastai ir uzdeginés lasteks, pasizymitios
apvaliais branduoliais, histologiniame vaizde yrdadegimires sinovijos
zenklai (36 pav., b). Sensibilizuotos uzdegigsirsinovijos FLIM vaizduose
pastebimos strulitos su ilgesémis fluorescencijos gyvavimo trulémis,
kuriy nebuvo sveikoje sinovijoje (36 pav., c). Vidusn sensibilizuotos
sinovijos fluorescencijos gyvavimo truksiyra pasiskitgusios intervale nuo
4 ns iki 10 ns (35 pav., d, Il kreiy ISskaidzius FLIM vaizg j trumpesni
vidutiniy gyvavimo trukmy intervaly vaizdus, gauta, kad skaidussinovijos
struktiros gali luti atskirtos, kaip ir sveikos sinovijos audinyje84ns laiko
intervale (36 pav., d). Tuo tarpu fluorescencijayi¢s vidutires gyvavimo
trukmés yra 8-10 ns intervale (36 pav., e), labai tikskditinka ksteliy

lokalizacip histologiniame vaizde.

4.3.2. Apskaiciuoty FLIM vaizd y analizé

Sensibilizuotoje kremzje jg apSvietus 405 nm spinduliuote galime suzadinti
kolagen, elastim, PpIX bei jo fotoprodukf®® Vidutine fluorescencijos
gyvavimo trukn¢ susideda iS skirtingo ws tam tikrame taske esén
fluorofory, kuriuos suzadina pasirinkta spinduligioluorescencijos gyvavimo
trukmiy indélio. Skirtinguose audiniuose yra skirtingas fluanaf skatius bei
kiekis, o jj fluorescencijos gyvavimo trukéa priklauso nuo aplinkos, kuri
skirtinguose audiniuose yra skirtinga. Ebdorint FLIM vaizde tiksliai surasti
tik PpIX fluorescency, reikia zinoti ne tik jo, bet ir jo fotoproduktbei
audinio savitosios fluorescencijos suzadintassemos gyvavimo trukmes.
Audinio savitoji fluorescencija taip pat susideda keletos fluorofay
gyvavimo trukmy. Tatiau sensibilizuotuose audiniuose esant dideliantska
fluorofory, beveik n@gmanoma iSskirti vig fluorofory fluorescencijos

gyvavimo trukmi;. Tuomet, pasirinkus fluoroforus ir Zinant fluorescencijos
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gyvavimo trukmes, galima apskaioti FLIM vaizdus tik tam tikroms

fluorescencijos gyvavimo trukéms.

Sensibilizuog audiniy FLIM vaizdai buvo registruojami dviejose spekése
srityse, kuriose vidutiés fluorescencijos gyvavimo trulé® yra
pasiskirgiusios skirtingai @l skirtingo fluorofory fluorescencijos indio.
Atlikus FLIM matavimus, gauta ir kiekviename bandinaizdo taske esainy
fluorofory fluorescencijos gyvavimo trukminulemta gesimo kredv(37 pav.,
b). Tokig gesimo kreig galima gauti ir iS didess pasirinktos srities, ar viso
paveikslo. Tada buvo pasirinktos vaizdo sritysjdsg yra skirtingas skirting

fluorofory fluorescencijos gyvavimo trukmpiindélis, ir atliktas matematinis

gesimo kreivy modeliavimas keiant kintanyjy skatiy (37 pav., a).
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37 pav. a — fluorescencijos gesimo keésiviSmatuotos tam tikrose audinio
vietose. b — tidinga fluorescencijos gyvavimo trukgnnulemta gesimo kredv
audinyje aproksimuota trimis ekspon@nts. Raudona linija — prietaiso atsako
funkcija (IRF)
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Fluorescencijos gyvavimo trukmi silygotos gesimo kreids buvo
aproksimuojamos dvigj arba trijj eksponediy suma. Kaip ir tiktasi, cl
kiekviename audinyje eséin keliy fluorofory, daug tikslesnis rezultatas buvo
gaunamas aproksimuojant trimis ekspoaens. Gautos fluorescencijos
gyvavimo truknés sinovijos ir krem&s audiniuose pateiktos 5 lerdel.
Kiekvienos komponets amplitugs néra pateiktos, nes kiekviename
bandinyje y dydis gali labai skirtis. Amplitudgi dydis priklauso nuo audinio
morfologijos, sukaupto PpIX ir jo fotoprodukkiekiy, spektrirés registravimo
srities, todl kiekvienam bandiniui ar jo sfiai jos turi kiti apskatiuojamos

atskirai.

5 lenteé. Skirtinguose audiniuose esanfluorofory fluorescencijos gyvavimo
trukmeés apskaiiuotos iS FLIM matavim 650/160 nm ir 637/13 nm
spektrirese srityse. Pateikti apskaioty trukmiy vidurkiai ir jy standartiniai

nuokrypiai (bandinj skatius n = 10).

Fluorescencijos gyvavimo trukngns)

Audinys
tl T2 3

Sveika krem# 0,75+0,1 3,1+0,2 9,7+0,5

Sensibilizuota kremzl(637/13 nm) 0,8+0,3 3,0+0,1 15,7+0,3

Sensibilizuota kremzl(650/160 nm) 1,2+0,2 4,3+0,3 15,6£0,7

Sveika sinovija 0,8+0,1 2,910,2 8,9+0,2

Sensibilizuota sinovija (637/13 nm) 0,9%0,2 2,840,3 15,4+0,6

Sensibilizuota sinovija (650/160 nm)| 1,2+0,1 4,2+0,4 15,2+0,9

Apskatiavus fluorescencijos gyvavimo trukmes sveikuosseimsibilizuotuose
audiniuose, buvo apskaiiojami tik trijy fluorescencijos gyvavimo trukmi
FLIM vaizdai. Siuose vaizduose galima tiksliai ntgtykur lokalizuojasi
fluoroforai su tam tikromis fluorescencijos gyvawmtrukmemis, o IS

intensyvumo jvertinti fluoroforny kiekj tam tikrame tasSke. Apskauotame
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sensibilizuotos sinovijos FLIM vaizde matyti, kaddroforai su skirtingomis
fluorescencijos gyvavimo trukémis yra pasiskirgt skirtingose bandinio
vietose (38 pav., a). Taip pat matyti, kad Siamedbaje 650/160 nm
spektrirgje srityjet2 (4,1 ns) irt3(15,4 ns) fluorescencijos gyvavimo trukmi
indélis yra beveik vienodas (38 pav., ¢). Sulyginuskagsuota FLIM vaizdy
su bsteliy lokalizacija histologiniame vaizde, nustatyta, k&dluorescencijos
gyvavimo truknés yra hstekse esatio PplX (38 pav. b), nes sveikoje
sinovijoje fluorofory su tokiomis ilgomis fluorescencijos gyvavimo trukmis
néra (5 lentet). Be to, sensibilizuotoje sinovijoje 637/13 nm Iip@éje srityje

ir sveikoje sinovijojer2 yra trumpesés negu sensibilizuotos sinovijos 650/160
nm spektrigje srityje (5 lentad).
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38 pav. a — apskauotas sensibilizuotos sinovijos su iSskirtomis tikmomis
fluorescencijos gyvavimo trukémis FLIM vaizdas (650/160 nm): zalia spalva
—1l1 = 1,3 ns, myna spalva 42 = 4,1 ns, raudona spalva3-= 15,4 ns. b —
apskatiuotas FLIM vaizdas (a) séths kartu sugsteliy lokalizacijos vaizdu
gautu IS histologinio vaizdo. ¢ — apskaptos fluorescencijos gyvavimo

trukmes ir jy amplitudZiy indéliai sensibilizuotos sinovijos bandinyje
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Apskatiuotame sensibilizuotos krendsl FLIM vaizde didziausiast3
fluorescencijos gyvavimo trukmiiintensyvumas yragstekse (39 pav., b).
Lyginant su viduting fluorescencijos gyvavimo trukmivaizdu, matoma, kad
3 trukmiy lokalizacija ir didziausias intensyvumas sutampa ilgiausi
vidutiniy trukmiy lokalizacija (39 pav., a, b). Be to, srityse, lkuidutinés
gyvavimo truknés yra trumpests, apskaiiuoty gyvavimo trukmi t3
intensyvumas yra mazesnis. Atlikus bandinio Switgni405 nm spinduliuote,
fluorescencijos spektruose matomas PpIX fluorespencintensyvumo
sumazjimas, ir jo fotoprodukto padigimas (39 pav., d). Apsk&uoti FLIM
skirtingo fluorescencijos gyvavimo trukgindélio. Prie$ Svitinima didziausia
amplituct buvo t3 apskatiuotos fluorescencijos gyvavimo truks (39 pav.,
e), 0 po Svitinimo <2 (39 pav., f).
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39 pav. a — sensibilizuotos krerl vidutiniy fluorescencijos gyvavimo
trukmiy FLIM vaizdas 650/160 nm spektépe srityje. Apskaiiuoti
sensibilizuotos kremzs su tam tikromis fluorescencijos gyvavimo trumnis
FLIM vaizdai pries Svitinim (b) ir po jo (c): zalia spalva#l = 1,2 ns, rdyna
spalva —12 = 4,2 ns, raudona spalvat3 = 15,7 ns. d — sensibilizuotos
kremzks fluorescencijos spektr kitimas Svitinimo metu. Apsk&uotos
fluorescencijos gyvavimo trukés ir jy amplitudzy indéliai sensibilizuotos

kremzks bandinyje pries Svitinign(e) ir po jo (f)
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Apskatiuotas sensibilizuotos krenézl FLIM vaizdas 637/13 nm spektéja
srityje yra labai panasSug apskaiiuota FLIM vaizdg atlikus matavimus
650/130 nm spektrige srityje, t&iau apskaiiuotos gyvavimo trukms ir jy
intensyvumai yra skirtingi. Vidutin fluorescencijos gyvavimo trukin(3 ns)
yra pasislinkusij trumpesni veriy pug lyginant su platesie spektrigje
srityje apskaiiuota verte (5 lenté). Fluorescencijos gyvavimo trukis t3
néra statistiSkai patikimai skirtingos,¢iau jy amplitudzi indéliai yra labai
skirtingi. Sensibilizuotos krem&t fluorescencijoje, iSmatuotoje 637/13 nm

spektrirgje srityje, gyvavimo trukres t3 amplitud yra dominuojanti (40 pav.,

2 e 0,8 ns 3ns 15,8 ns

3 @ 3% 13% 84 %

T w

2

< 10

g A

- 0 2 4 6 10 12 14 16 18 20
Laikas (ns)

C =0

40 pav. a — sensibilizuotos krerzl vidutiniy fluorescencijos gyvavimo
trukmiy FLIM vaizdas 637/13 nm spektéje srityje. b — apskaiuotas
sensibilizuotos kremgé su tam tikromis fluorescencijos gyvavimo trukms
FLIM vaizdas: Zalia spalva #1 = 0,8 ns, rdyna spalva <2 = 3 ns, raudona
spalva -3 = 15,8 ns. ¢ — apskailotos fluorescencijos gyvavimo trukshir jy

amplitudziy indéliai sensibilizuotos kremz$ bandinyje

126



4.3.3. Vidutini y fluorescencijos gyvavimo trukmu vaizdy analizés
rezultaty aptarimas

Endogeniny porfiring detekcijai spektroskopiniais ir mikroskopiniais towais
sinovijos ir kremzts audiniuose fluorescencijos Zadinimui buvo pakia05
nm bangos ilgio spinduliuet Sios spinduliuais bangos ilgis patenkaPplX
intensyvios sugerties Soret jupstuo tarpu savitajai fluorescencijai zadinti
tinkamesg yra trumpesnio bangos ilgio spinduliiot Tad gaunamas
santykinai didesnis porfirip fluorescencijos, o ne savitosios fluorescencijos

signalas.

Atlikus fluorescencias spektroskopijos ir mikroskopijos tyrimus, nustaty
kad sveiko triusio kelio ghario kremzt pasizymi intensyvia fluorescencija
Zaliojoje registruojamo spektro srityje, o endogéams porfirinams tdinga
raudona fluorescencijaéra registruojama. Fluorescenesn mikroskopijos
vaizdas, kuriame matyti ryskesigsteliy savitoji fluorescencija targtelinio
matrikso fone, tiksliai sutampa su histologiniu aci. Papildomos
informacijos suteik ir FLIM tyrimai, kuriais remiantis nustatyta, kaelutinés
fluorescencijos gyvavimo trukés yra pasiski§usios 5-10 ns intervale (31
pav., d). FLIM vaizd iSskaidziug trumpesnius laiko intervalus galima atskirti
struktiras, kury vidutinés fluorescencijos gyvavimo truk® yra 5-6,5 ns ir
6,5-10 ns intervaluose, o remiantis histologiniuzeta identifikuoti, kad tas
struktiras atitinka dsteks ir tarphstelinis matriksas. Nustatytos sveikos
kremzks vidutires fluorescencijos gyvavimo truk® sutampa su liter@oje
pateiktomis sveikos kremd fluorescencijos gyvavimo trukkmis (~6 ns)®,
FLIM tyrimy metu gautus duomenis aproksimavus viena ekspon@ate

atitikty viduting visy fluorofory fluorescencijos gyvavimo trukgh

Sensibilizuotos kremg$ fluorescencijos spektruose, iSmatuotuose kr&mz|
pjaviuose, matyti, kad po i.a. ALA-Me injekcijos krehge susikaup PplX
(32 pav., a). Nors sensibilizuotos kregwlfluorescenciégs mikroskopijos

vaizde raudonos endogenjmorfiriny fluorescencijos intensyvumas mazas ir
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zalia kremzts savitoji fluorescencija yra dominuojanti, FLIM ixdas yra
visiSkai kitoks negu sveikos kremgl Jame matomos strakds turirtios
ilgesnes ir trumpesnes vidutines fluorescencijosgiyno trukmes. I1Sskaidzius
FLIM vaizda j trumpesnius laiko intervalus, nustatyta, kad trasms negu
sveikoje kremazje vidutinés fluorescencijos gyvavimo truké® yra glygotos
skirtingy morfologiniy struktiry, kuriy nebuvo pateiktame sveikos kregwl
bandinio vaizde. Tikina, kad toky pat morfologing struktiry vidutinés
fluorescencijos gyvavimo trukés tokios pat bty ir sveikoje kremzje.
Taciau, kadangi triusio krem&b storis yra tik apie 0,3 mm (zmogaus 2,2-2,5
mm), nebuvo atliktas skersinis sveikos kremzlpjivis’®®. Tuo tarpu
sensibilizuotos kremgs FLIM vaizde 4steks pasizymjo ilgiausiomis
vidutinémis fluorescencijos gyvavimo trukmis (10-15 ns) (32 pav., h),
kuriose didziausias iritls tenka PplX fluorescencijai. Kad ilgiausios viohgs
fluorescencijos gyvavimo trukés yra nulemtos PplXjrodé ir Svitinimo
eksperimentas. Sensibilizuotos kreészifluorescencijos spektruose, bandin
Svitinant 405 nm spinduliuote, galima stglPplX fotoblukimg (34 pav., d) ir
fotoprodukty susidarym. Taigi vidutiny fluorescencijos gyvavimo trukmni
skirstinys sensibilizuotos krenésl bandinyje po Svitinimo pasislinkg
trumpesny veriiy pug ir tapo beveik toks, kaip sveikos kregglnetgi su Siek
tiek trumpesamis gyvavimo trukmamis. Sios trumpesss fluorescencijos
gyvavimo truknés yra nulemtos PplX fotoprodukfluorescencijos, kuri taip

pat yra registruojama 650/160 nm speldersrityje.

Atlikus sveikos sinovijos FLIM tyrimus nustatyta, ack vidutires
fluorescencijos gyvavimo trukés yra pasiskirgusios nuo 4 ns iki 8 ns (35
pav., d) ir yra panasigdasteliy gyvavimo trukmes sveikoje krenép. Tatiau
remiantis vidutiemis fluorescencijos gyvavimo trukimis sinovijos 4steliy
atskirti nuo fibrilinio audinio ngnanoma. Ankstesniuose darbuose buvo
parodyta, kad ir sinovijoje galima atskirti didesneorfologines strukitas,
pvz. kraujagysles, nuo fibrilinio audifid. Sensibilizuotos sinovijos, kaip ir

kremzks, fluorescenciés mikroskopijos vaizduose sunku identifikuoti sgpn
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raudory porfiring fluorescencyg. T&iau FLIM vaizde aisSkiai matomos
struktiros, kuriy vidutinés fluorescencijos gyvavimo trukés yra 8-10 ns (36
pav., €). Sulyginus su histologiniu vaizdu aiSki@toma, kad Sios strukbs
atitinka hsteliy lokalizacig. Sensibilizuotos sinovijos trumpesn vidutires
fluorescencijos gyvavimo trukés 650/160 nm spektrire srityje lyginant su
sensibilizuotos kremg$, gali kiti dél santykinai mazesnio PplX

fluorescencijos gyvavimo trukmiindélio.

4.3.4. Apskaiciuoty FLIM vaizd y analizés rezultaty aptarimas
Apskatiuotos sveikos sinovijos ir kremé&d fluorescencijos 650/160 nm
spektrireje srityje, gyvavimo trukrs yra beveik vienodos (5 lentgl Tai
salygoja panasios audirsudaratios medziagos. Yra zinoma, kad sinovijos
tarplstelineje medziagoje yra |, lll, V, VI tipo kolagenir labai mazas kiekis
elasting”?"2 Kremzk sudaryta i§ Il tipo kolageno ir agrekano, kuri
kiekvieno yra apie 45 %, mazo kiekio kiproteoglikam ir 1X bei Xl tipo
kolagem?’®. Kremzks pavirsiniuose sluoksniuose yra ir elastificSveikuose
sinovijos ir kremzts audiniuose fluorescencijos gyvavimo tridemtl
amplituck yra maziausia, tad Si trukme gakty bati priskirta elastinui, kurio
labai mazi kiekiai yra abiejuose audiniuose. Literaje 1 ns fluorescencijos
gyvavimo trukn¢ yra priskiriama dsteliy savitajai fluorescencijai, taigi tai
tikrai ne kolageno gyvavimo trukff®. Apskakiuotos trumpests
fluorescencijos gyvavimo trukés (apie 3 ns) amplitédsveikuose audiniuose
yra apie 10 % didegnnegu ilgiausios (apie 10 ns) truksa Gryno I-1V tipo
kolagem fluorescencijos gyvavimo trukéie 510-700 nm spektriniame
intervale yra 2,8-4,04 fs PanaSus fluorescencijos gyvavimo trugmi
amplitudzy skirstinys, kaip ir gautasis sveikoje sinovijojei lkremzéje, buvo
apskafiuotas kity autori matavimus atlikus jungiamajame audifyfe
Kadangi sinovijoje yra daugiausia Il tipo, o krd&e — Il tipo kolageno, tod
fluorescencijos gyvavimo trukémapie 3 ns géty bati priskirta jiems. ligiausia

fluorescencijos gyvavimo trukintikétina, yra glygota kito tipo kolagen
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Sensibilizuog sinovijos ir kremzls audiniy fluorescencijos gyvavimo trukéa
taip pat yra panasios (5 lertelDidZiausias fluorescencijos gyvavimo trukmi
skirtumas sensibilizuotuose audiniuose yra nulemtlisorescencijos
registravimo spektrige  srities.  Sensibilizuotos  sinovijos  fluorofor
fluorescencijos gyvavimo trukés t2 ir t3 650/160 nm spektréfe srityje,
lyginant su sveikos sinovijos trukmis, yra pasislinkusiog ilgesniy veriy
pus;. PplX fotoprodukd, kuriy fluorescencijos smail yra apie 670 nm,
fluorescencijos gyvavimo trukénterpsje su baltymu yra 6,1-8,2 nsastekse
3,6-5 ns, o audinyjén vivo 5-5,2 ng®?3207:276.277 Togs| apskakiuota 4,2 ns
vidutiné fluorescencijos gyvavimo trukérsensibilizuotoje sinovijoje 650/160
nm spektrigje srityje yra sumié Ill tipo kolageno (3 ns) ir fotoprodukt
fluorescencijos gyvavimo trukén Tai taip pat patvirtita ir matavimai 637/13
nm spektrigje srityje, j kurj nepatenka fotoproduktfluorescencija. Sioje
spektrireje srityje apskaiuota fluorescencijos gyvavimo truknt2yra 3 ns,
tokia pat kaip ir sveikoje sinovijoje (5 lentel Apskatiuotame sensibilizuotos
sinovijos FLIM vaizde matoma, kadastekse esantis PplX pasizymi
ilgiausiomis fluorescencijos gyvavimo trukmis (38 pav.). Bl santykinai
didelio fotoproduki kiekio Sios trukms amplitué 650/160 nm spektrije
srityje réra didziausia (38 pav., c). Sensibilizgoaudiny FLIM tyrimais
apskadiuota PplIX fluorescencijos gyvavimo trukml15,2-15,7 ns, yra labai
artima literatiroje pateikiamai pé|e in vivo iSmatuotai PpIX trukmei, kuri yra
17-20 nd'?"°2"" Tuo tarpu ALA indukuoto PpIX FLIM tyrimai yra akti tik
lastekse, ir j metu apskaiuotos PplX fluorescencijos gyvavimo truksyra
6,3-14 n&??  Taxijau Siuose tyrimuose fluorescencijos gesimo
charakteristikos aproksimuotos viena arba dviem pehksnémis, 0 j
fluorescencijos registravimo grjpatenka ir fotoprodukto fluorescencija, kurios
gesimo trukm yra trumpesé Taip pat autoriai, kurigg$tekse apskaiavo 6,3
ns PpIX fluorescencijos gyvavimo trukm lagsteliy suspensijoje, kurioje
tikétina buvo maziau susidariusio fotoprodukto, fluosewijos gyvavimo

trukme gavo apie 13 A€ llgiausios, 14 ns, ir artimiausios Siame darbe
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apskatiuotoms truknéms, verés buvo gautos kai kuriosgskeliy linijose PpIX

fluorescencii matuojant siaurose spekise sritysé™.

Sensibilizuotoje kremgje fluorescencijos gyvavimo trulkés ir jy skirstinys
yra beveik tokie patys kaip ir sensibilizuotoje aiijoje (5 lentet). Kad
apskatiuota 4,2 ns fluorescencijos gyvavimo trukmyra savitosios
fluorescencijos ir PplX fotoprodukto sundinveré, parodo ir Svitinimo
eksperimentas. Prie§ Svitiim sensibilizuotoje kremgzje 650/160 nm
spektrirgje srityje didziausias yra PplX fluorescencijos dll bendroje viso
paveikslo fluorescencijos gesimo krg®, o po Svitinimo — fotoprodukto ir
savitosios fluorescencijos iélhi (39 pav., e, f). Sis skirtumas aiSkiai matomas
ir apskatiuotuose FLIM vaizduose (39 pav., b, c). Uzregiaisa
fluorescencijos gesimo kreivsiauroje 637/13 nm spektéje srityje ir
apskafiavus sudtines jos gesimo trukmes matome, kad jas sudar@pik
fluorescencijos ir savitosios fluorescencijos gesitrukmes (5 lented). Taip
pat labai svarbu, kad savitosios fluorescencijasnge trukmi amplituds yra
labai mazos palyginus su PplX (40 pav., c). Taski@i, kad ilgiausia sveik
audiny fluorescencijos gesimo trukmdaro labai mag jtakg ilgiausiai
sensibilizuoto audinio fluorescencijos gesimo treknkuri priskirta PplX. Be
to, tai patvirtina ir FLIM vaizd registravimo trukré, kuri sveiky audiny

atveju yra apie 10 kartilgesre.
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5. REZULTAT U APIBENDRINIMAS

Sie tyrimai atlikti tikintis ateityje endogeniniaisporfirinais pagjst
sensibilizaciy pritaikyti diagnostikos ir terapijos tikslais reatnidinio artrito
atveju. Kad fotodinamin terapija Ity saugus ir tinkamas metodas slopinti
sinovijos uzdegirmp sgnariuose, pirmiausia reikigsitikinti, ar nebus sukelti
kremzks pazeidimai. Tod yra svarbi optimalj ALA ar jos dariny
panaudojimo gygy, tinkartiy FDT ar FD, paieSka, siekiant padidinti
endogeniny pofiring kaupimosi sinovijoje selektyvumir kartu apsaugoti
kremzlines strukiras nuo fotosensibilizuotpazaid, bei sumazinti sistemjn
endogenini porfiring poveik organizmui. Siame darbe buvo atlikti
endogenin porfiring detekcijos tyrimaiin vitro, ex vivoir in vivo pacient

pooperacigje medziagoje ir triugi antigenu indukuoto monoartrito modelyje.

Atlikus tyrimus su paciengt pooperacine medziaga, buvo nustatyta, kad
vidutinis PplIX fluorescencijos intensyvumas RA ah Ginoviocituose beveik
visais laiko momentais buvo nereikSmingai didegosinkubacijos su ALA
negu su ALA-Me (18 pav). Sie pirmtakai taip pattkdvo vienodus PplX
kiekius ir OA kremzés bandiniuose. Taigi,a$tekse in vitro ar kremzés
bandiniuoseex vivo Sie pirmtakai vienodai veiksmingai indukuoja PpIX

sintez.

SpektroskopisSkai nenustatytas PplX kaupimosi skigsi RA ar OA sergany
pacient) sinoviocituosen vitro po inkubacijos su ALA ar ALA-Magali bati
dél savitos mikroaplinkos, tingos sinoviocitamsn vivo tam tikros ligos
atveju, nebuvimo. T@au abiejoseadsteliy grupese buvo aptikta zymi PplX
kaupimosi skirtumg tarp individualij pacienty lasteliy populiaciy. Manoma,
kad aktyvesnis uzdegimas RA atveju gali labiau iskatsinoviocity
metabolizna negu OA atveju ir, tiétina, kaupti didesnius PpIX kiekitrs?>?
Kita vertus, atlikta tyrip parodzigiy, kad ir OA sergatiy pacienty sgnario
dangalo biopsijai daZnaiitingi uzdegiminiai pok§iai***. Taigi, tikétina, kad

RA ir OA pacieniy grupsse ga¢jo biti RA pacient; su silpnesniu uzdegimu ir
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OA pacienty su aktyvesniu uzdegimu. Tédnegalima atmesti prielaidos, kad

FDT gakty buti pritaikyta uzdegimui mazinti ir OA ligos atveju.

Svarbiausias tyrimp su pacienf pooperacine medziaga rezultatas yra tai, kad
OA serganiiy pacienty kremzks bandiniai (21 pav.) ir chondronai (22 pav.) po
inkubacijos su PpIX pirmtakais 24 valanthikotarpiu sukaupia nuo 5 iki 10
karty maziau PpIX negu RA ar OA pacignsinoviocitai. Didziausias PplX
intensyvung skirtumas yra stebimas pradiniu inkubacijos sumgakais
laikotarpiu (iki 8 val.). Sis PplIX fluorescencijastensyvuny skirtumas tarp
kremzks bandini ar chondron ir sinoviociiy gali biti nulemtas apie Sesis
kartus mazesnio mitochondyijkiekio chondrocituose, kuyi metabolizmas
prisitaikes prie hipoksias aplinkosn vivo, kurioje deguonies koncentracija yra
nuo 1 iki 7 prod’®?® Tai patvirtina galimyb selektyviai sensibilizuoti
uzdegimirg sinovijg ir atliekant FDT iSvengti krem& pazaid, nes
fotopazaidas daugiausia sukelia aktyvideguonies formp inicijuotos

citotoksires reakcijos.

Kadangi RA ir OA gydymui yra naudojamjvairis hialurono w#gsties
preparatai bei uzdegiminio proceso metmagiuose yra pakitusi hialurono
ragsSties suékis, buvo atlikti tyrimai, siekiant iSsiaiskintiokia jtaka hialurono
ragSties prepargt panaudojimas gétly turéti indukuotai PpIX sintezei
kremzks audinyje. Spektroskopiniai duomenys paro#tad PplX kiekis
chondronuose po 12 val. inkubacijos su ALA ir HAvbueikSmingai didesnis
negu chondronuose inkubuotuose tik su ALA. Atjikyrimy duomenimis
ALA ir HA saveikos glygotas didesnis PplX kaupimasis chondronuose Inega
buti paaiskintas, to#d reikalingi tolimesniin vitro ir in vivo jvairiy audiny
tyrimai Siai ALA ir jos darini sgveikai su hialuronoagsties preparatais istirti,

kuri gali bati svarbi ir kitose FDT taikymo srityse, pvz., dextologijoje.

Kadangiin vitro tyrimy metu gauti rezultatai daznaiifa netapdis ar netgi
priesSingi in vivo gautiems rezultatams, ALA ir ALA-Me sav§® indukuoti

PpIX sintez reumatoidinio artrito atveju buvo tiriamos trigSantigeno
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indukuoto monoartrito modelyje. Uzdegimini ir kontroliniy sanariy
spektroskopiniai tyrimaiin vivo, matuojant fluorescencijos spektrus odos
pavirSiuje, atskleiel kad vidutinis uzdegimini snariy savitosios
fluorescencijos spektro intensyvumas srityje nud® %0n iki 650 nm yra
mazesnis negu kontrolipi kelio snariy. Tafiau &l daugyles veiksni,
darartiy jtakg absoliutaus fluorescencijos intensyvumo matavimams
audiniuose, Sis uzregistruotas skirtumas yra pemasjekad juo remiantisiby

galima diagnozuoti uzdegimines vietas.

Atlikus sensibilizuog audiniy fluorescencijos matavimus vivo, nustatyta,
kad nepaisant to, koks ALA injekcijosittas buvo naudotas, endogenini
porfiriny spektruose dominavo PplX fluorescencijaiaa jo fluorescencijos

intensyvumas priklauso nuo pirmtako injekcijaslb.

Po i.a. ALA injekcijos PpIX fluorescencijos intenvaymai uzdegiminiame ir
kontroliniame gnariuosein vivo matuojant odos pavirSiuje buvo apie astuonis
kartus didesni negu po i.a. ALA-Me injekcijos. Dialdsias PplX
fluorescencijos intensyvumas uzdegiminiame ir kalivtame gnariuose buvo
uzregistruotas pggus 2 valandoms po i.a. pirmtgaknjekcijos. Didesnis PplX
fluorescencijos intensyvumas odos pavirSiuje po Almfekcijos negu po
ALA-Me reiskia, kad ALA sukelia didegrsistemin efeky — bendg audiniy

sensibilizaciy, kuri yra nepageidautina.

Po i.v. ALA injekcijos patikimas kontrastas buvd tpirmg valand po
suleidimo, o ¢liau PplIX fluorescencijos intensyvumas buvo bewadnodas
uzdegiminiame ir kontroliniamegsariuose (27 pav., A), &&u maksimalus
intensyvumas uzdegiminiamenaryje buvo apie penkis kartus mazesnis negu
po i.a. ALA injekcijos. Taigi, remiantis Siais rdtatais, kad iSliki patikimas
kontrastas tarp uzdegimipir kontroliniy audiny, diagnostikos tikslais redky
naudoti mazesnes ALA dozes arba spektroskopiniutavimaus atlikti ne

véliau kaip 1 valang po i.v. pirmtako injekcijos.
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Siekiant suzinoti, ar endogenjnporfiriny fluorescencijos skirtumai, stéibin
vivo po ALA ar ALA-Me injekcijos, atspindi uzdegiminiar kontrolinio
sagnario vidiniuose audiniuose susikaupusporfiring kiekj, buvo atlikti
sinovijos ir kremzts audiniy spektroskopiniai tyrimaex viva Uzdegimini
audiny spektroskopiniai tyrimaiex vivo pademonstravo priesingus PplX
kaupimosi audiniuose rezultatus po i.a. ALA ar AMe injekcijos negun
vivo. Po ALA-Me injekcijos PplX fluorescencijos intengaymas uzdegimigje
sinovijoje buvo apie 2 kartus didesnis negu kréfazlr net apie penkis kartus
didesnis negu po ALA injekcijos (29 pav.). Be tol.A\indukavo apie du
kartus daugiau PplX krenigé negu uzdegimije sinovijoje tirtu
farmakokinetikos momentu (pijas 4 val. po injekcijos). Sis rezultatas yra
prieStaringasn vitro atlikty tyrimy rezultatams, kugi metu ALA OA kremzts
bandiniuose indukavo apie 8 kartus maziau PpIX ndg@y ar OA
sinoviocituose. Taigi, FDT tikslais tik ALA-Me, oenALA, gakty bdti

naudojamas mazinti sinovijos uzdegimui.

Kremzks audiniuose, be PplIX fluorescencijos, buvo apiikteandenyje tirpy
porfiriny fluorescencija, kurios nebuvo sinovijoje (28 paanasus vidutinis
vandenyje tirpp porfiring fluorescencijos intensyvumas iSmatuotas tiek
uzdegiminio gnario, tiek kontrolinio gnario kremztse, nepaisant, koks
pirmtakas ar jo suleidimo tblas buvo naudotas, patvirtina, kad artrito
sulkelimas sglygoja silpry viso organizmo sensibilizagij(30 pav.). Téiau Si
porfiring buvimas kremzs audinyje nesukelia problenFDT metu, nesyj
kiekiai, palyginus su PplX, yra mazi ir jie gmusiai lokalizagsi ne

gyvybiskai svarbioseybteks srityse.

Kadangi FDT atveju labai svarbi yra sensibilizajoriokalizacija, nes
fotopazaidos sukeliamos tik fotovaisto aplinkojeikia tiksliai nustatyti, kur
audinyje yra sukaws sensibilizatorius. Remiantis spektroskopiniaismigis
buvo nustatyta, kad sensibilizuotame tusiemzEs audinyje yra ne tik PplX,
bet ir vandenyje tirpi porfiriny, kuriy fluorescencijos spektrai yra persideng

su PpIX spektru. Atlikti fluorescencia spektroskopijos tyrimai fgalina
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nustatyti fluorofoy pasiskirstymo audinyje. TébtriuSiy sinovijos ir kremzis
audiny pjaviuose endogeniniporfiring detekcija buvo atlikta fluorescencijos
intensyvumo ir gyvavimo trukmimikroskopijos metodikomis, kuyirezultatai
véliau sulyginti su HE dazytais histologiniais vaimjair fluorescenciés
spektroskopijos rezultatais. Atlikus  sensibiliayot audiny  pjuviy
fluorescencias mikroskopijos tyrimus, nustatyta, kad tirtame képeiame
intervale Zalia audini savitoji fluorescencija yra dominuojanti, o raudon
endogenini porfiring fluorescencija yra labai silpna. diau viduting
fluorescencijos gyvavimo trukmpi FLIM vaizduose galima nustatyti
endogeniny porfiring lokalizacip. Be to, FLIM vaizd iSskaidzius j
trumpesnius laiko intervalus, galima atskirti Skigas audinj morfologines
struktiras. Sulyginus i p&iy bandiniy FLIM ir histologinius vaizdus,
nustatyta, kad sensibilizuotoje sinovijoje ir krdépz endogeniniai porfirinai
yra lastekse. Sensibilizuat sinovijos ir kremzls bandiny fluorescencias
spektroskopijos tyrimp rezultatai atskleiel kad endogenini porfiriny
spektruose uzregistruotos tik PplX ir jo fotoprotulspekty juostos. Taiau
reikia pamirti, kad bandini paruoSimo metodai ggb turéti jtakos vandenyje
tirpiy endogeninj porfiring neaptikimui bandiniuose. Atlikus detalesiRLIM
vaizdy analiz, buvo apskaiuotos tikrosios fluorofay fluorescencijos
gyvavimo trukngs. PpIX fluorescencijos gyvavimo truknyra daug ilgesh
negu savija sveilky audiny fluorescencl sudaratiy fluorofory, tockl ji
gakty buti panaudota tiksliai navikigi dariny ar uzdegimini sriciy, kuriose
aptinkami didesni PplIX kiekiai, diagnostikai. Taipat apskaiuotos ir
fluorofory fluorescencijos gyvavimo trukmpiamplitucs. 4 kitimas, pvz.,
blunkant PpIX magantis jo gyvavimo trukres incklis, gakty bati panaudoti

tobulinant FDT procageigos ir dozi vertinimg in vivo.

Taigi, suleidus ALA-Me intraghariniyp budu, galima sukelti diden
uzdegimirgés sinovijos sensibilizaaj negu aplinkini audini. Tatiau, norint

selektyviai atlikti sinovijos abliaci FDT, dar reikia tiksliai kiekybiskai
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jvertinti PpIX kiel§ audiniuose ir apkaéuoti Sviesos sklidimm sgnario

audiniuose, kadiy galima tiksliai apsk&iuoti FDT doz.
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6. ISVADOS

1. Atlikus spektroskopinius tyrimus, nustatyta, kad RADA sergasiyjy
sinoviocitai po inkubacijos su 1 mM ALA ar ALA-Maikaupia nuo 5
iki 10 karty didesnius PplX kiekius, negu OA sergagy kremzks
bandiniai ir chondronai. Te&au RA ir OA sinoviocituose po inkubacijos
su Siais pirmtakais PpIX kaupimosi skirtumai neatyt.

2. PplIX fluorescencijos intensyvumas chondronuose boktuose kartu
su ALA ir hialurono figSties preparatu reikSmingai didesnis negu
inkubuotuose tik su ALA.

3. Didziausias PplX fluorescencijos intensyvumas tgudlA modelio
uzdegiminio gnario odos pavirSiuje, uzregistruotas vivo prajus 2
valandoms po intrasariniy 16 mM ALA ar ALA-Me injekcijy, buvo
apie 8 kartus didesnis ALA atveju. Po intravesinlé mM pirmtaly
injekcijos PpIX fluorescencijos intensyvumas uzdagio kelio odos
pavirSiuje ALA atveju buvo apie 5 kartus mazZesnisgun po
intragnarines  injekcijos, o ALA-Me atveju - praktiSkai
neregistruojamas.

4. PplX fluorescencijos intensyvumas uzdegi@ensinovijojeex vivopo
intragnarines 16 mM ALA-Me injekcijos buvo apie 5 kartus didesn
negu ALA atveju ir apie 2 kartus virSijo intensyvainiSmatuog
kremzEkje. TriuSyy uzdegiminio ir kontrolinio gnario kremzs
audiniuose ex Vivo uZregistruota ir vandenyje timpi porfiriny
fluorescencija.

5. IStyrus triusy snariy audinius fluorescencds spektroskopijos,
fluorescencijos intensyvumo ir gyvavimo trukmimikroskopijos
metodais bei gautus vaizdus sulyginus su HE daZytatologiniais
vaizdais nustatyta, kad po intgasrines ALA-Me injekcijos pra&jus 3
valandoms PpIX yra susikagg uzdegiminio gnario sinovijos ir

kremzks audiny lastekse.

138



7. LITERAT UROS SARASAS

10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Lakowicz JR. Principles of fluorescence spectroscopy: Springer; 2007.
Richards-Kortum R, Sevick-Muraca E. Quantitative optical spectroscopy for tissue
diagnosis. Annual review of physical chemistry. 1996;47:555-606.

Wagnieres GA, Star WM, Wilson BC. In vivo fluorescence spectroscopy and imaging
for oncological applications. Photochem Photobiol. Nov 1998;68(5):603-632.

Elson DS, Galletly N, Talbot C, et al. Multidimensional fluorescence imaging applied
to biological tissue. Reviews in Fluorescence 2006: Springer; 2006:477-524.

Chorvat D, Chorvatova A. Multi-wavelength fluorescence lifetime spectroscopy: a
new approach to the study of endogenous fluorescence in living cells and tissues.
Laser Phys Lett. Mar 2009;6(3):175-193.

Berezin MY, Achilefu S. Fluorescence lifetime measurements and biological imaging.
Chemical reviews. May 12 2010;110(5):2641-2684.

Haj-Hosseini N, Richter J, Andersson-Engels S, Wardell K. Optical Touch Pointer for
Fluorescence Guided Glioblastoma Resection Using 5-Aminolevulinic Acid. Lasers in
Surgery and Medicine. Jan 2010;42(1):9-14.

Andersson-Engels S, Klinteberg C, Svanberg K, Svanberg S. In vivo fluorescence
imaging for tissue diagnostics. Physics in medicine and biology. May 1997;42(5):815-
824.

Cubeddu R, Comelli D, D'Andrea C, Taroni P, Valentini G. Time-resolved fluorescence
imaging in biology and medicine. J Phys D Appl Phys. May 7 2002;35(9):R61-R76.
Bigio 1J, Mourant JR. Ultraviolet and visible spectroscopies for tissue diagnostics:
fluorescence spectroscopy and elastic-scattering spectroscopy. Physics in medicine
and biology. May 1997;42(5):803-814.

Marcu L. Fluorescence lifetime techniques in medical applications. Annals of
biomedical engineering. Feb 2012;40(2):304-331.

Kobayashi H, Ogawa M, Alford R, Choyke PL, Urano Y. New strategies for fluorescent
probe design in medical diagnostic imaging. Chemical reviews. May 12
2010;110(5):2620-2640.

Dognitz N, Salomon D, Zellweger M, et al. Comparison of ALA- and ALA hexyl-ester-
induced PplIX depth distribution in human skin carcinoma. Journal of photochemistry
and photobiology. B, Biology. Dec 11 2008;93(3):140-148.

Das BB, Liu F, Alfano RR. Time-resolved fluorescence and photon migration studies
in biomedical and model random media. Rep Prog Phys. Feb 1997;60(2):227-292.
Marcu L. Fluorescence lifetime in cardiovascular diagnostics. Journal of biomedical
optics. Jan-Feb 2010;15(1):011106.

Minsky M. Memoir on inventing the confocal scanning microscope. Scanning.
1988;10(4):128-138.

Denk W, Strickler JH, Webb WW. Two-photon laser scanning fluorescence
microscopy. Science. Apr 6 1990;248(4951):73-76.

Phipps J, Sun Y, Saroufeem R, Hatami N, Marcu L. Fluorescence lifetime imaging
microscopy for the characterization of atherosclerotic plaques. Proceedings - Society
of Photo-Optical Instrumentation Engineers. 2009;7161:71612G.

Siegel J, Elson DS, Webb SED, et al. Studying biological tissue with fluorescence
lifetime imaging: microscopy, endoscopy, and complex decay profiles. Applied
Optics. Jun 1 2003;42(16):2995-3004.

Kress M, Meier T, Steiner R, et al. Time-resolved microspectrofluorometry and
fluorescence lifetime imaging of photosensitizers using picosecond pulsed diode

139



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

lasers in laser scanning microscopes. Journal of biomedical optics. Jan 2003;8(1):26-
32.

Cubeddu R, Pifferi A, Taroni P, et al. Fluorescence lifetime imaging: An application to
the detection of skin tumors. leee J Sel Top Quant. Jul-Aug 1999;5(4):923-929.
Scully A, Ostler R, Phillips D, et al. Application of fluorescence lifetime imaging
microscopy to the investigation of intracellular PDT mechanisms. Bioimaging.
1997;5(1):9-18.

Ruck A, Lorenz S, Hauser C, Mosch S, Kalinina S. Multiwavelength FLIM: New
concept for fluorescence diagnosis. Multiphoton Microscopy in the Biomedical
Sciences Xii. 2012;8226.

Kirdaite G, Lange N, Busso N, Van Den Bergh H, Kucera P, So A. Protoporphyrin IX
photodynamic therapy for synovitis. Arthritis and rheumatism. May
2002;46(5):1371-1378.

Dietze A, Berg K. ALA-induced porphyrin formation and fluorescence in synovitis
tissue: In-vitro and in vivo studies. Photodiagnosis and photodynamic therapy.
2005;2(4):299-307.

Bagdonas S, Kirdaite G, Streckyte G, et al. Spectroscopic study of ALA-induced
endogenous porphyrins in arthritic knee tissues: targeting rheumatoid arthritis PDT.
Photochemical & photobiological sciences : Official journal of the European
Photochemistry Association and the European Society for Photobiology. Jul
2005;4(7):497-502.

Rudys R, Kirdaite G, Bagdonas S, et al. Spectroscopic assessment of endogenous
porphyrins in a rheumatoid arthritis rabbit model after the application of ALA and
ALA-Me. Journal of photochemistry and photobiology. B, Biology. Feb 5
2013;119:15-21.

Hasan T, Trauner K. Photodynamic therapy for the destruction of the synovium in
the treatment of rheumatoid arthritis and the inflammatory arthritides: Google
Patents; 1994.

Torikai E, Kageyama Y, Kohno E, et al. Photodynamic therapy using talaporfin
sodium for synovial membrane from rheumatoid arthritis patients and collagen-
induced arthritis rats. Clinical rheumatology. Jun 2008;27(6):751-761.

Trauner KB, Gandour-Edwards R, Hasan T, Shortkroff S, Sledge C, Bamberg M.
Photodynamic synovectomy using benzoporphyrin derivative in an antigen-induced
arthritis model for rheumatoid arthritis. Photochemistry and Photobiology. 1/1/1998
1998;67(1):133-139.

Jordan K, Clarke AM, Symmons DPM, et al. Measuring disease prevalence: a
comparison of musculoskeletal disease using four general practice consultation
databases. Brit J Gen Pract. Jan 2007;57(534):7-14.

Kalla AA, Tikly M. Rheumatoid arthritis in the developing world. Best Pract Res Cl Rh.
Oct 2003;17(5):863-875.

Wasserman AM. Diagnosis and management of rheumatoid arthritis. American
family physician. Dec 1 2011;84(11):1245-1252.

Scott DL, Wolfe F, Huizinga TW. Rheumatoid arthritis. Lancet. Sep 25
2010;376(9746):1094-1108.

Hamaoka T, Katsumura T, Murase N, et al. Quantification of ischemic muscle
deoxygenation by near infrared time-resolved spectroscopy. Journal of biomedical
optics. Jan 2000;5(1):102-105.

Liu H, Song Y, Worden KL, Jiang X, Constantinescu A, Mason RP. Noninvasive
investigation of blood oxygenation dynamics of tumors by near-infrared
spectroscopy. Appl Opt. Oct 1 2000;39(28):5231-5243.

140



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43,

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Zourabian A, Siegel A, Chance B, Ramanujan N, Rode M, Boas DA. Trans-abdominal
monitoring of fetal arterial blood oxygenation using pulse oximetry. Journal of
biomedical optics. Oct 2000;5(4):391-405.

Betz CS, Mehlmann M, Rick K, et al. Autofluorescence imaging and spectroscopy of
normal and malignant mucosa in patients with head and neck cancer. Lasers Surg
Med. 1999;25(4):323-334.

Andersson-Engels S, Canti G, Cubeddu R, et al. Preliminary evaluation of two
fluorescence imaging methods for the detection and the delineation of basal cell
carcinomas of the skin. Lasers Surg Med. 2000;26(1):76-82.

Bigio 1J, Bown SG, Briggs G, et al. Diagnosis of breast cancer using elastic-scattering
spectroscopy: preliminary clinical results. Journal of biomedical optics. Apr
2000;5(2):221-228.

Benavides J, Chang S, Park S, et al. Multispectral digital colposcopy for in vivo
detection of cervical cancer. Opt Express. May 19 2003;11(10):1223-1236.
Arnoldussen ME, Cohen D, Bearman GH, Grundfest WS. Consequences of scattering
for spectral imaging of turbid biologic tissue. Journal of biomedical optics. Jul
2000;5(3):300-306.

Benaron DA, Hintz SR, Villringer A, et al. Noninvasive functional imaging of human
brain using light. Journal of cerebral blood flow and metabolism : official journal of
the International Society of Cerebral Blood Flow and Metabolism. Mar
2000;20(3):469-477.

Demos SG, Gandour-Edwards R, Ramsamooj R, deVere White R. Spectroscopic
detection of bladder cancer using near-infrared imaging techniques. Journal of
biomedical optics. Jul-Aug 2004;9(4):767-771.

Sadick NS, Weiss RA, Goldman MP. Advances in laser surgery for leg veins: bimodal
wavelength approach to lower extremity vessels, new cooling techniques, and
longer pulse durations. Dermatologic surgery : official publication for American
Society for Dermatologic Surgery [et al.]. Jan 2002;28(1):16-20.

Trelles MA, Brychta P, Stanek J, et al. Laser techniques associated with facial
aesthetic and reparative surgery. Facial plastic surgery : FPS. May 2005;21(2):83-98.
Abela GS, Hage-Korban EE, Tomaru T, Barbeau GR, Abela OG, Friedl SE. Vascular
procedures that thermo-coagulate collagen reduce local platelet deposition and
thrombus formation: Laser and laser-thermal versus balloon angioplasty. Lasers in
Surgery and Medicine. 2001;29(5):455-463.

Ross EV, Domankevitz Y, Anderson RR. Effects of heterogeneous absorption of laser
radiation in biotissue ablation: Characterization of ablation of fat with a pulsed CO2
laser. Lasers in Surgery and Medicine. 1997;21(1):59-64.

Dougherty TJ. Photodynamic therapy. Clinics in Chest Medicine. 1985 1985;6(2):219-
236.

Henderson BW, Dougherty TJ. How does photodynamic therapy work?
Photochemistry and Photobiology. 1992;55(1):145-157.

Xu M, Alfano RR. Fractal mechanisms of light scattering in biological tissue and cells.
Optics letters. Nov 15 2005;30(22):3051-3053.

Bard MPL, Amelink A, Hegt VN, et al. Measurement of hypoxia-related parameters
in bronchial mucosa by use of optical spectroscopy. American journal of respiratory
and critical care medicine. May 15 2005;171(10):1178-1184.

Bolin FP, Preuss LE, Taylor RC, Ference RJ. Refractive index of some mammalian
tissues using a fiber optic cladding method. Applied Optics. 1989;28(12):2297-2303.
Duck FA. Physical properties of tissue: a comprehensive reference book: Academic
Pr; 1990.

141



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Tuchin VV, Tuchin V. Tissue optics: light scattering methods and instruments for
medical diagnosis. Vol 642: SPIE press Bellingham; 2007.

Cheong W-F, Prahl SA, Welch AJ. A review of the optical properties of biological
tissues. IEEE Journal of Quantum Electronics. 1990;26(12):2166-2185.

Vo-Dinh T. Biomedical photonics handbook: CRC press; 2010.

Jacques SL. Optical properties of biological tissues: a review. Physics in medicine and
biology. Jun 7 2013;58(11):R37-61.

Bashkatov AN, Genina EA, Kochubey VI, Tuchin VV. Optical properties of human
skin, subcutaneous and mucous tissues in the wavelength range from 400 to 2000
nm. J Phys D Appl Phys. Aug 7 2005;38(15):2543-2555.

Jacques SL, McAuliffe DJ. The melanosome: threshold temperature for explosive
vaporization and internal absorption coefficient during pulsed laser irradiation.
Photochem Photobiol. Jun 1991;53(6):769-775.

Prahl S. Optical absorption of hemoglobin. http://www.omlc.ogi.edu/spectra/. 1999.
Smith RC, Baker KS. Optical properties of the clearest natural waters (200-800 nm).
Appl Opt. Jan 15 1981;20(2):177-184.

Kou L, Labrie D, Chylek P. Refractive indices of water and ice in the 0.65- to 2.5-
microm spectral range. App/ Opt. Jul 1 1993;32(19):3531-3540.

Wilson BC, Jeeves WP, Lowe DM. In vivo and post mortem measurements of the
attenuation spectra of light in mammalian tissues. Photochem Photobiol. Aug
1985;42(2):153-162.

Roggan A, Schadel D, Netz U, Ritz JP, Germer CT, Muller G. The effect of preparation
technique on the optical parameters of biological tissue. Saratov Fall Meeting 2000:
Optical Technologies in Biophysics and Medicine li. 2001;4241:186-199.

Papazoglou TG. New Trends in Photobiology (Invited Review) - Malignancies and
Atherosclerotic Plaque Diagnosis - Is Laser-Induced Fluorescence Spectroscopy the
Ultimate Solution. J Photoch Photobio B. Apr 1995;28(1):3-11.

Sweeny L, Dean NR, Magnuson JS, Carroll WR, Clemons L, Rosenthal EL. Assessment
of Tissue Autofluorescence and Reflectance for Oral Cavity Cancer Screening.
Otolaryng Head Neck. Dec 2011;145(6):956-960.

Richards-Kortum R, Drezek R, Sokolov K, Pavlova I, Follen M. Survey of endogenous
biological fluorophores. Handbook of Biomedical Fluorescence, Marcel Dekker Inc.
New York, Basel. 2003:237-264.

Koenig F, McGovern FJ, Althausen AF, Deutsch TF, Schomacker KT. Laser induced
autofluorescence diagnosis of bladder cancer. J Urol. Nov 1996;156(5):1597-1601.
Anidjar M, Ettori D, Cussenot O, et al. Laser induced autofluorescence diagnosis of
bladder tumors: dependence on the excitation wavelength. J Urol. Nov
1996;156(5):1590-1596.

Richards-Kortum R, Rava RP, Petras RE, Fitzmaurice M, Sivak M, Feld MS.
Spectroscopic diagnosis of colonic dysplasia. Photochem Photobiol. Jun
1991;53(6):777-786.

Stepp H, Sroka R, Baumgartner R. Fluorescence endoscopy of gastrointestinal
diseases: basic principles, techniques, and clinical experience. Endoscopy. May
1998;30(4):379-386.

Schneckenburger H, Gschwend MH, Paul RJ, et al. Time-gated spectroscopy of
intrinsic fluorophores in cells and tissues. Paper presented at: International
Symposium on Biomedical Optics Europe'941995.

Monici M. Cell and tissue autofluorescence research and diagnostic applications.
Biotechnology annual review. 2005;11:227-256.

Goldring SR. Pathogenesis of bone and cartilage destruction in rheumatoid arthritis.
Rheumatology (Oxford). May 2003;42 Suppl 2:iil1-16.

142



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Bornstein P, Sage H. Structurally distinct collagen types. Annual review of
biochemistry. 1980;49:957-1003.

Heikal AA. Intracellular coenzymes as natural biomarkers for metabolic activities and
mitochondrial anomalies. Biomark Med. Apr 2010;4(2):241-263.

Benson RC, Meyer RA, Zaruba ME, McKhann GM. Cellular autofluorescence--is it due
to flavins? The journal of histochemistry and cytochemistry : official journal of the
Histochemistry Society. Jan 1979;27(1):44-48.

Lohmann W, Mufmann J, Lohmann C, Kiinzel W. Native fluorescence of the cervix
uteri as a marker for dysplasia and invasive carcinoma. European Journal of
Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology. 1989;31(3):249-253.

Lohmann W, Paul E. In situ detection of melanomas by fluorescence measurements.
Die Naturwissenschaften. Apr 1988;75(4):201-202.

Sontag W, Weigezahn KF. Absorption of DNA in the region of vacuum-uv (3-25 eV).
Radiation and environmental biophysics. Oct 2 1975;12(3):169-174.

Holiday ER. Spectrophotometry of proteins: Absorption spectra of tyrosine,
tryptophan and their mixtures. Il. Estimation of tyrosine and tryptophan in proteins.
The Biochemical journal. Oct 1936;30(10):1795-1803.

A. P. Etude sur les aspects offerts par des tumeurs expérimentales examinées a la
lumiére de Wood. CR Soc. Biol. 1924;91:1423-1424.

Ghadially FN, Neish WJ. Porphyrin fluorescence of experimentally produced
squamous cell carcinoma. Nature. Dec 24 1960;188:1124.

Ajioka RS, Phillips JD, Kushner JP. Biosynthesis of heme in mammals. Biochim
Biophys Acta. Jul 2006;1763(7):723-736.

Ricchelli F. Photophysical properties of porphyrins in biological membranes. Journal
of photochemistry and photobiology. B, Biology. Aug 1995;29(2-3):109-118.
Josefsen LB, Boyle RW. Unique diagnostic and therapeutic roles of porphyrins and
phthalocyanines in photodynamic therapy, imaging and theranostics. Theranostics.
2012;2(9):916-966.

Auler H, Banzer G. Untersuchungen (iber die Rolle der Porphyrine bei
geschwulstkranken Menschen und Tieren. Journal of cancer research and clinical
oncology. 1942;53(2):65-68.

Figge FH, Weiland GS, Manganiello LO. Cancer detection and therapy; affinity of
neoplastic, embryonic, and traumatized tissues for porphyrins and
metalloporphyrins. Proc Soc Exp Biol Med. Jul-Aug 1948;68(3):640.

Kelly J, Snell M, Berenbaum M. Photodynamic destruction of human bladder
carcinoma. British Journal of Cancer. 1975;31(2):237.

O'Connor AE, Gallagher WM, Byrne AT. Porphyrin and nonporphyrin
photosensitizers in oncology: preclinical and clinical advances in photodynamic
therapy. Photochem Photobiol. Sep-Oct 2009;85(5):1053-1074.

Peng Q, Juzeniene A, Chen J, et al. Lasers in medicine. Rep Prog Phys. May
2008;71(5).

Albert A. Chemical aspects of selective toxicity. Nature. Aug 16 1958;182(4633):421-
422.

Kennedy JC, Pottier RH, Pross DC. Photodynamic therapy with endogenous
protoporphyrin IX: basic principles and present clinical experience. Journal of
photochemistry and photobiology. B, Biology. Jun 1990;6(1-2):143-148.

Peng Q, Berg K, Moan J, Kongshaug M, Nesland JM. 5-aminolevulinic acid-based
photodynamic therapy: principles and experimental research. Photochem.Photobiol.
1997 1997;65(2):235-251.

Peng Q, Warloe T, Berg K, et al. 5-aminolevulinic acid-based photodynamic therapy:
clinical research and future challenges. Cancer. 1997 1997;79(12):2282-2308.

143



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Kennedy JC, Pottier RH. Endogenous protoporphyrin IX, a clinically useful
photosensitizer for photodynamic therapy. Journal of photochemistry and
photobiology. B, Biology. Jul 30 1992;14(4):275-292.

FRYDMAN RB, FRYDMAN B, VALASINAS A. Protoporphyrin: Synthesis and
biosynthesis of its metabolic intermediates. The Porphyrins V6: Biochemistry. 1979.
Voet D, Voet J. Biochemistry. NY: John Wiley and Sons; 1990.

Rotomskis R. SG, Bagdonas S., Venius J. Optinés diagnostikos technologijos (optiné
biopsija): Vilnius: VU leidykla; 2008.

Kondo M, Hirota N, Takaoka T, Kajiwara M. Heme-Biosynthetic Enzyme-Activities
and Porphyrin Accumulation in Normal Liver and Hepatoma-Cell Lines of Rat. Cell
Biol Toxicol. Jan-Mar 1993;9(1):95-105.

Hinnen P, de Rooij FWM, van Velthuysen MLF, et al. Biochemical basis of 5-
aminolaevulinic acid induced protoporphyrin IX accumulation: a study in patients
with (pre)malignant lesions of the oesophagus. British Journal of Cancer. Sep
1998;78(5):679-682.

Gibson SL, Havens JJ, Metz L, Hilf R. Is delta-aminolevulinic acid dehydratase rate
limiting in heme biosynthesis following exposure of cells to delta-aminolevulinic
acid? Photochem Photobiol. Mar 2001;73(3):312-317.

Krieg RC, Messmann H, Rauch J, Seeger S, Knuechel R. Metabolic characterization of
tumor cell-specific protoporphyrin IX accumulation after exposure to 5-
aminolevulinic acid in human colonic cells. Photochem Photobiol. Nov
2002;76(5):518-525.

EL-FAR M, Ghoneim M, Ibraheim E. Biodistribution and selective in vivo tumour
localization of endogenous porphysrins induced and stimulated by 5-aminolevulinic
acid: a newly developed technique. Journal of tumor marker oncology. 1990;5(1):27-
34,

Dietel W, Fritsch C, Pottier RH, Wendenburg R. 5-aminolaevulinic-acid-induced
formation of different porphyrins and their photomodifications. Lasers in Medical
Science. 1997 1997;12:226-236.

Dietel W, Bolsen K, Dickson E, Fritsch C, Pottier R, Wendenburg R. Formation of
water-soluble porphyrins and prptoporphyrin IX in 5-aminolevulinic-acid-incubate
carcinoma cells. J.Photochem.Photobiol.B:Biol. 1996 1996;33:225-231.

Jichlinski P, Forrer M, Mizeret J, et al. Clinical evaluation of a method for detecting
superficial surgical transitional cell carcinoma of the bladder by light-induced
fluorescence of protoporphyrin IX following the topical application of 5-
aminolevulinic acid: preliminary results. Lasers Surg Med. 1997;20(4):402-408.
Baumgartner R, Kriegmair M, Stepp H, et al. Photodynamic Diagnosis Following
Intravesical Instillation of Aminolevulinic Acid (Ala) - 1st Clinical-Experiences in
Urology. Proceedings of Optical Methods for Tumor Treatment and Detection :
Mechanisms and Techniques in Photodynamic Therapy li. 1993;1881:20-25.
Baumgartner R, Huber RM, Schulz H, et al. Inhalation of 5-aminolevulinic acid: a new
technique for fluorescence detection of early stage lung cancer. Journal of
photochemistry and photobiology. B, Biology. Nov 1996;36(2):169-174.

Friesen SA, Hjortland GO, Madsen SJ, et al. 5-Aminolevulinic acid-based
photodynamic detection and therapy of brain tumors (review). International journal
of oncology. Sep 2002;21(3):577-582.

Schucht P, Beck J, Abu-Isa J, et al. Gross Total Resection Rates In Glioblastoma
Surgery: Combining 5-ALA Intraoperative Fluorescence Imaging And Brain Mapping.
J Neurosurg. Aug 2013;119(2):A539-A540.

van der Beek N, de Leeuw J, Demmendal C, Bjerring P, Neumann HAM. PpIX
fluorescence combined with auto-fluorescence is more accurate than PpIX

144



114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

fluorescence alone in fluorescence detection of non-melanoma skin cancer: An
intra-patient direct comparison study. Lasers in Surgery and Medicine. Apr
2012;44(4):271-276.

Morton CA. The emerging role of 5-ALA-PDT in dermatology: is PDT superior to
standard treatments? J Dermatol Treat. Mar 2002;13(1):525-529.

Darlenski R, Fluhr JW. Photodynamic therapy in dermatology: past, present, and
future. Journal of biomedical optics. Jun 2013;18(6):061208.

Soergel P, Loning M, Staboulidou I, Schippert C, Hillemanns P. Photodynamic
Diagnosis and Therapy in Gynecology. J Environ Pathol Tox. 2008;27(4):307-320.
Soergel P, Loning M, Staboulidou I, Schippert C, Hillemanns P. Photodynamic
diagnosis and therapy in gynecology. Journal of environmental pathology, toxicology
and oncology : official organ of the International Society for Environmental
Toxicology and Cancer. 2008;27(4):307-320.

Webber J, Kessel D, Fromm D. Side effects and photosensitization of human tissues
after aminolevulinic acid. Journal of Surgical Research. Feb 15 1997;68(1):31-37.
Fiedler DM, Eckl PM, Krammer B. Does delta-aminolaevulinic acid induce genotoxic
effects? J Photoch Photobio B. Mar 1996;33(1):39-44.

Dalton JT, Yates CR, Yin D, et al. Clinical pharmacokinetics of 5-aminolevulinic acid in
healthy volunteers and patients at high risk for recurrent bladder cancer. J
Pharmacol Exp Ther. May 2002;301(2):507-512.

van den Boogert J, van Hillegersberg R, de Rooij FW, et al. 5-Aminolaevulinic acid-
induced protoporphyrin IX accumulation in tissues: pharmacokinetics after oral or
intravenous administration. Journal of photochemistry and photobiology. B, Biology.
Jun 15 1998;44(1):29-38.

Waidelich R, Hofstetter A, Stepp H, Baumgartner R, Weninger E, Kriegmair M. Early
clinical experience with 5-aminolevulinic acid for the photodynamic therapy of
upper tract urothelial tumors. J Urol. Feb 1998;159(2):401-404.

Waidelich R, Stepp H, Baumgartner R, Weninger E, Hofstetter A, Kriegmair M.
Clinical experience with 5-aminolevulinic acid and photodynamic therapy for
refractory superficial bladder cancer. J Urol. Jun 2001;165(6 Pt 1):1904-1907.

Malik Z, Kostenich G, Roitman L, Ehrenberg B, Orenstein A. Topical application of 5-
aminolevulinic acid, DMSO and EDTA: protoporphyrin IX accumulation in skin and
tumours of mice. Journal of photochemistry and photobiology. B, Biology. Jun
1995;28(3):213-218.

De Rosa FS, Marchetti JM, Thomazini JA, Tedesco AC, Bentley MV. A vehicle for
photodynamic therapy of skin cancer: influence of dimethylsulphoxide on 5-
aminolevulinic acid in vitro cutaneous permeation and in vivo protoporphyrin IX
accumulation determined by confocal microscopy. Journal of controlled release :
official journal of the Controlled Release Society. Apr 3 2000;65(3):359-366.

Casas A, Fukuda H, Di Venosa G, Batlle AM. The influence of the vehicle on the
synthesis of porphyrins after topical application of 5-aminolaevulinic acid.
Implications in cutaneous photodynamic sensitization. The British journal of
dermatology. Sep 2000;143(3):564-572.

Ziolkowski P, Osiecka BJ, Oremek G, et al. Enhancement of photodynamic therapy
by use of aminolevulinic acid/glycolic acid drug mixture. Journal of experimental
therapeutics & oncology. Jul 2004;4(2):121-129.

Choudry K, Brooke RC, Farrar W, Rhodes LE. The effect of an iron chelating agent on
protoporphyrin IX levels and phototoxicity in topical 5-aminolaevulinic acid
photodynamic therapy. The British journal of dermatology. Jul 2003;149(1):124-130.
Chang SC, MacRobert AJ, Porter JB, Bown SG. The efficacy of an iron chelator (CP94)
in increasing cellular protoporphyrin IX following intravesical 5-aminolaevulinic acid

145



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

administration: an in vivo study. Journal of photochemistry and photobiology. B,
Biology. Apr 1997;38(2-3):114-122.

Turchiello RF, Vena FCB, Maillard P, Souza CS, Bentley MVBL, Tedesco AC. Cubic
phase gel as a drug delivery system for topical application of 5-ALA, its ester
derivatives and m-THPC in photodynamic therapy (PDT). J Photoch Photobio B. Apr
2003;70(1):1-6.

Auner BG, Valenta C, Hadgraft J. Influence of lipophilic counter-ions in combination
with phloretin and 6-ketocholestanol on the skin permeation of 5-aminolevulinic
acid. International journal of pharmaceutics. Apr 14 2003;255(1-2):109-116.
Hurlimann AF, Hanggi G, Panizzon RG. Photodynamic therapy of superficial basal cell
carcinomas using topical 5-aminolevulinic acid in a nanocolloid lotion. Dermatology.
1998;197(3):248-254.

Lopez RF, Bentley MV, Delgado-Charro MB, Guy RH. lontophoretic delivery of 5-
aminolevulinic acid (ALA): effect of pH. Pharmaceutical research. Mar
2001;18(3):311-315.

Fang JY, Lee WR, Shen SC, Fang YP, Hu CH. Enhancement of topical 5-
aminolaevulinic acid delivery by erbium:YAG laser and microdermabrasion: a
comparison with iontophoresis and electroporation. The British journal of
dermatology. Jul 2004;151(1):132-140.

Moan J, Van den Akker JTHM, Juzenas P, et al. On the basis for tumor selectivity in
the 5-aminolevulinic acid-induced synthesis of protoporphyrin IX. J Porphyr
Phthalocya. Feb 2001;5(2):170-176.

Juzeniene A, Juzenas P, Kaalhus O, lani V, Moan J. Temperature effect on
accumulation of protoporphyrin IX after topical application of 5-aminolevulinic acid
and its methylester and hexylester derivatives in normal mouse skin. Photochem
Photobiol. Oct 2002;76(4):452-456.

Ma L, Moan J, Peng Q, lani V. Production of protoporphyrin IX induced by 5-
aminolevulinic acid in transplanted human colon adenocarcinoma of nude mice can
be increased by ultrasound. International journal of cancer. Journal international du
cancer. Nov 9 1998;78(4):464-469.

Marti A, Lange N, Van den Bergh H, Sedmera D, Jichlinski P, Kucera P. Optimisation
of the formation and distribution of protoporphyrin IX in the urothelium: An in vitro
approach. J Urology. Aug 1999;162(2):546-552.

Kloek J, Beijersbergen van H. Prodrugs of 5-aminolevulinic acid for photodynamic
therapy. Photochem Photobiol. Dec 1996;64(6):994-1000.

Kloek J, Akkermans W, Beijersbergen van Henegouwen GM. Derivatives of 5-
aminolevulinic acid for photodynamic therapy: enzymatic conversion into
protoporphyrin. Photochem Photobiol. Jan 1998;67(1):150-154.

Gaullier JM, Berg K, Peng Q, et al. Use of 5-aminolevulinic acid esters to improve
photodynamic therapy on cells in culture. Cancer Research. 4/15/1997
1997;57(8):1481-1486.

Lange N, Jichlinski P, Zellweger M, et al. Photodetection of early human bladder
cancer based on the fluorescence of 5-aminolaevulinic acid hexylester-induced
protoporphyrin IX: a pilot study. BrJ Cancer. Apr 1999;80(1-2):185-193.

Uehlinger P, Zellweger M, Wagnieres G, Juillerat-Jeanneret L, van den Bergh H,
Lange N. 5-Aminolevulinic acid and its derivatives: physical chemical properties and
protoporphyrin IX formation in cultured cells. Journal of photochemistry and
photobiology. B, Biology. Jan 2000;54(1):72-80.

De Rosa FS, Tedesco AC, Lopez RF, et al. In vitro skin permeation and retention of 5-
aminolevulinic acid ester derivatives for photodynamic therapy. Journal of

146



145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

controlled release : official journal of the Controlled Release Society. Apr 29
2003;89(2):261-269.

Rud E, Gederaas O, Hpggset A, Berg K. 5-Aminolevulinic Acid, but not 5-
Aminolevulinic Acid Esters, is Transported into Adenocarcinoma Cells by System
BETA Transporters. Photochemistry and Photobiology. 2000;71(5):640-647.

Rick K, Sroka R, Stepp H, et al. Pharmacokinetics of 5-aminolevulinic acid-induced
protoporphyrin IX in skin and blood. J.Photochem.Photobiol.B:Biol. 1997
1997;40:313-319.

Moan J, Ma LW, Juzeniene A, et al. Pharmacology of protoporphyrin IX in nude mice
after application of ALA and ALA esters. International journal of cancer. Journal
international du cancer. Jan 1 2003;103(1):132-135.

Marti A, Jichlinski P, Lange N, et al. Comparison of aminolevulinic acid and
hexylester aminolevulinate induced protoporphyrin IX distribution in human bladder
cancer. J Urol. Aug 2003;170(2 Pt 1):428-432.

Tunstall RG, Barnett AA, Schofield J, et al. Porphyrin accumulation induced by 5-
aminolaevulinic acid esters in tumour cells growing in vitro and in vivo. Br J Cancer.
Jul 15 2002;87(2):246-250.

Fraga CG, Onuki J, Lucesoli F, Bechara EJ, Di Mascio P. 5-Aminolevulinic acid
mediates the in vivo and in vitro formation of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine in DNA.
Carcinogenesis. Oct 1994;15(10):2241-2244.

Hermes-Lima M. How do Ca2+ and 5-aminolevulinic acid-derived oxyradicals
promote injury to isolated mitochondria? Free Radic Biol Med. Sep 1995;19(3):381-
390.

Berg K, Anholt H, Bech O, Moan J. The influence of iron chelators on the
accumulation of protoporphyrin IX in 5-aminolaevulinic acid-treated cells. Br J
Cancer. Sep 1996;74(5):688-697.

Krammer B, Uberriegler K. In-vitro investigation of ALA-induced protoporphyrin IX.
Journal of photochemistry and photobiology. B, Biology. Nov 1996;36(2):121-126.
Fuchs C, Riesenberg R, Siegert J, Baumgartner R. pH-Dependent formation of 5-
aminolaevulinic acid-induced protoporphyrin IX in fibrosarcoma cells. J Photoch
Photobio B. Aug 1997;40(1):49-54.

Wyld L, Reed MWR, Brown NJ. The influence of hypoxia and pH on aminolaevulinic
acid-induced photodynamic therapy in bladder cancer cells in vitro. British Journal of
Cancer. May 1998;77(10):1621-1627.

Novo M, Huttmann G, Diddens H. Chemical instability of 5-aminolevulinic acid used
in the fluorescence diagnosis of bladder tumours. Journal of photochemistry and
photobiology. B, Biology. Jul 1996;34(2-3):143-148.

Gadmar OB, Moan J, Scheie E, Ma LW, Peng Q. The stability of 5-aminolevulinic acid
in solution. Journal of photochemistry and photobiology. B, Biology. Jul
2002;67(3):187-193.

de Blois AW, Grouls RJ, Ackerman EW, Wijdeven WJ. Development of a stable
solution of 5-aminolaevulinic acid for intracutaneous injection in photodynamic
therapy. Lasers Med Sci. 2002;17(3):208-215.

Bunke A, Zerbe O, Schmid H, Burmeister G, Merkle HP, Gander B. Degradation
mechanism and stability of 5-aminolevulinic acid. J Pharm Sci. Oct
2000;89(10):1335-1341.

Elfsson B, Wallin I, Eksborg S, Rudaeus K, Ros AM, Ehrsson H. Stability of 5-
aminolevulinic acid in aqueous solution. European journal of pharmaceutical
sciences : official journal of the European Federation for Pharmaceutical Sciences.
Jan 1999;7(2):87-91.

147



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

McCarron PA, Donnelly RF, Andrews GP, Woolfson AD. Stability of 5-aminolevulinic
acid in novel non-aqueous gel and patch-type systems intended for topical
application. J Pharm Sci. Aug 2005;94(8):1756-1771.

Vena FC, Turchiello RF, Laville I, Pigaglio S, Blais J, Tedesco AC. 5-aminolevulinic acid
ester-induced protoporphyrin IX in a murine melanoma cell line. Lasers Med Sci.
2004;19(2):119-126.

Brunner H, Hausmann F, Knuechel R. New 5-aminolevulinic acid esters - Efficient
protoporphyrin precursors for photodetection and photodynamic therapy.
Photochemistry and Photobiology. Nov 2003;78(5):481-486.

Sorensen R, Juzenas P, lani V, Moan J. Formation of protoporphyrin IX in mouse skin
after topical application of 5-aminolevulinic acid and its methyl esther. Paper
presented at: BiOS Europe'981999.

Fritsch C, Homey B, Stahl W, Lehmann P, Ruzicka T, Sies H. Preferential relative
porphyrin enrichment in solar keratoses upon topical application of delta-
aminolevulinic acid methylester. Photochem Photobiol. Aug 1998;68(2):218-221.
van den Akker JT, lani V, Star WM, Sterenborg HJ, Moan J. Topical application of 5-
aminolevulinic acid hexyl ester and 5-aminolevulinic acid to normal nude mouse
skin: differences in protoporphyrin IX fluorescence kinetics and the role of the
stratum corneum. Photochem Photobiol. Nov 2000;72(5):681-689.

Juzeniene A, Juzenas P, lani V, Moan J. Topical application of 5-aminolevulinic acid
and its methylester, hexylester and octylester derivatives: Considerations for
dosimetry in mouse skin model. Photochemistry and Photobiology. Sep
2002;76(3):329-334.

van den Akker JTHM, lani V, Star WM, Sterenborg HICM, Moan J. Systemic
component of protoporphyrin IX production in nude mouse skin upon topical
application of aminolevulinic acid depends on the application conditions.
Photochemistry and Photobiology. Feb 2002;75(2):172-177.

Hedstrom J, Sedarous S, Prendergast F. Measurements of fluorescence lifetimes by
use of a hybrid time-correlated and multifrequency phase fluorometer.
Biochemistry. 1988;27(17):6203-6208.

Gilbert D, Franjic-Wurtz C, Funk K, Gensch T, Frings S, Mohrlen F. Differential
maturation of chloride homeostasis in primary afferent neurons of the
somatosensory system. International journal of developmental neuroscience : the
official journal of the International Society for Developmental Neuroscience. Nov
2007;25(7):479-489.

Kuchibhotla KV, Lattarulo CR, Hyman BT, Bacskai BJ. Synchronous hyperactivity and
intercellular calcium waves in astrocytes in Alzheimer mice. Science. Feb 27
2009;323(5918):1211-1215.

Chance B, Schoener B, Oshino R, Itshak F, Nakase Y. Oxidation-reduction ratio
studies of mitochondria in freeze-trapped samples. NADH and flavoprotein
fluorescence signals. J Biol Chem. Jun 10 1979;254(11):4764-4771.

Paul RJ, Schneckenburger H. Oxygen concentration and the oxidation-reduction
state of yeast: determination of free/bound NADH and flavins by time-resolved
spectroscopy. Die Naturwissenschaften. Jan 1996;83(1):32-35.

Ghukasyan VV, Kao FJ. Monitoring Cellular Metabolism with Fluorescence Lifetime
of Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide. J Phys Chem C. Jul 9
2009;113(27):11532-11540.

Skala MC, Riching KM, Bird DK, et al. In vivo multiphoton fluorescence lifetime
imaging of protein-bound and free nicotinamide adenine dinucleotide in normal and
precancerous epithelia. Journal of biomedical optics. Mar-Apr 2007;12(2).

148



176. Hanson KM, Barry NP, Behne MJ, Mauro TM, Gratton E, Clegg RM. Two-photon
fluorescence lifetime imaging of the skin's stratum corneum pH gradient. Biophys J.
Jan 2002;82(1):494a-494a.

177. Bugiel |, Kdnig K, Wabnitz H. Investigation of cells by fluorescence laser scanning
microscopy with subnanosecond time resolution. Lasers Life Sci. 1989;3(1):47-53.

178. Webb SED, Gu Y, Leveque-Fort S, et al. A wide-field time-domain fluorescence
lifetime imaging microscope with optical sectioning. Rev Sci Instrum. Apr
2002;73(4):1898-1907.

179. Becker W, Bergmann A, Hink MA, Konig K, Benndorf K, Biskup C. Fluorescence
lifetime imaging by time-correlated single-photon counting. Microscopy research
and technique. Jan 1 2004;63(1):58-66.

180. Becker W. Advanced time-correlated single photon counting techniques. Vol 81:
Springer; 2005.

181. Dimitrow E, Riemann |, Ehlers A, et al. Spectral fluorescence lifetime detection and
selective melanin imaging by multiphoton laser tomography for melanoma
diagnosis. Experimental dermatology. Jun 2009;18(6):509-515.

182. Dowling K, Dayel MJ, Lever MJ, French PM, Hares JD, Dymoke-Bradshaw AK.
Fluorescence lifetime imaging with picosecond resolution for biomedical
applications. Opt Lett. May 15 1998;23(10):810-812.

183. Tadrous PJ, Siegel J, French PM, Shousha S, Lalani el N, Stamp GW. Fluorescence
lifetime imaging of unstained tissues: early results in human breast cancer. The
Journal of pathology. Mar 2003;199(3):309-317.

184. Siegel J, Elson DS, Webb SE, et al. Studying biological tissue with fluorescence
lifetime imaging: microscopy, endoscopy, and complex decay profiles. App! Opt. Jun
1 2003;42(16):2995-3004.

185. Konig K, Schneckenburger H, Hibst R. Time-gated in vivo autofluorescence imaging
of dental caries. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand). Mar 1999;45(2):233-239.

186. Mycek M-A, Pogue BW. Handbook of biomedical fluorescence: CRC Press; 2003.

187. ParkJ, Pande P, Shrestha S, Clubb F, Applegate BE, Jo JA. Biochemical
characterization of atherosclerotic plaques by endogenous multispectral
fluorescence lifetime imaging microscopy. Atherosclerosis. Feb 2012;220(2):394-
401.

188. PhippsJ, SunY, Saroufeem R, Hatami N, Fishbein MC, Marcu L. Fluorescence lifetime
imaging for the characterization of the biochemical composition of atherosclerotic
plaques. Journal of biomedical optics. Sep 2011;16(9):096018.

189. Hegyi L, Talbot C, Monaco C, et al. Fluorescence lifetime imaging of unstained
human atherosclerotic plaques. Heart. Feb 2007;93(2).

190. Galletly NP, McGinty J, Dunsby C, et al. Fluorescence lifetime imaging distinguishes
basal cell carcinoma from surrounding uninvolved skin. The British journal of
dermatology. Jul 2008;159(1):152-161.

191. Provenzano PP, Eliceiri KW, Keely PJ. Multiphoton microscopy and fluorescence
lifetime imaging microscopy (FLIM) to monitor metastasis and the tumor
microenvironment. Clinical & experimental metastasis. 2009;26(4):357-370.

192. Kantelhardt S, Leppert J, Petkus N, Huttmann G, Rohde V, Giese A. Multiphoton
microscopy and fluorescence lifetime imaging of brain and brain tumor tissue.
Neuro-Oncology. Oct 2006;8(4):494-494.

193. SunYH, Hatami N, Yee M, et al. Fluorescence lifetime imaging microscopy for brain
tumor image-guided surgery. Journal of biomedical optics. Sep-Oct 2010;15(5).

194. Roberts MS, Dancik Y, Prow TW, et al. Non-invasive imaging of skin physiology and
percutaneous penetration using fluorescence spectral and lifetime imaging with

149



195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

multiphoton and confocal microscopy. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics. Apr 2011;77(3):469-488.

Sanchez WY, Prow TW, Sanchez WH, Grice JE, Roberts MS. Analysis of the metabolic
deterioration of ex vivo skin from ischemic necrosis through the imaging of
intracellular NAD(P)H by multiphoton tomography and fluorescence lifetime
imaging microscopy. Journal of biomedical optics. Jul-Aug 2010;15(4).

Schweitzer D, Hammer M, Schweitzer F, et al. In vivo measurement of time-resolved
autofluorescence at the human fundus. Journal of biomedical optics. Nov-Dec
2004;9(6):1214-1222.

Schweitzer D, Quick S, Klemm M, Hammer M, Jentsch S, Dawczynski J. Time-
resolved autofluorescence in retinal vascular occlusions. Der Ophthalmologe :
Zeitschrift der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft. Dec 2010;107(12):1145-
1152.

Schweitzer D, Quick S, Schenke S, et al. Comparison of parameters of time-resolved
autofluorescence between healthy subjects and patients suffering from early AMD.
Der Ophthalmologe : Zeitschrift der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft.
Aug 2009;106(8):714-722.

Manning HB, Nickdel MB, Yamamoto K, et al. Detection of cartilage matrix
degradation by autofluorescence lifetime. Matrix biology : journal of the
International Society for Matrix Biology. Jan 2013;32(1):32-38.

Connelly JP, Botchway SW, Kunz L, Pattison D, Parker AW, MacRobert AJ. Time-
resolved fluorescence imaging of photosensitiser distributions in mammalian cells
using a picosecond laser line-scanning microscope. J Photoch Photobio A. Sep 14
2001;142(2-3):169-175.

Scully AD, Ostler RB, MacRobert AJ, et al. Laser line-scanning confocal fluorescence
imaging of the photodynamic action of aluminum and zinc phthalocyanines in V79-4
Chinese hamster fibroblasts. Photochem Photobiol. Aug 1998;68(2):199-204.
Ardeshirpour Y, Chernomordik V, Hassan M, Zielinski R, Capala J, Gandjbakhche AH.
In-vivo fluorescence lifetime imaging for monitoring the efficacy of the cancer
treatment. Clinical cancer research : an official journal of the American Association
for Cancer Research. Mar 26 2014.

Sparks H, Warren S, Guedes J, et al. A flexible wide-field FLIM endoscope utilising
blue excitation light for label-free contrast of tissue. Journal of biophotonics. Feb 27
2014.

Elson DS, Jo JA, Marcu L. Miniaturized side-viewing imaging probe for fluorescence
lifetime imaging (FLIM): validation with fluorescence dyes, tissue structural proteins
and tissue specimens. New journal of physics. 2007;9:127.

Munro I, McGinty J, Galletly N, et al. Toward the clinical application of time-domain
fluorescence lifetime imaging. Journal of biomedical optics. Sep-Oct 2005;10(5).
Requejo-Isidro J, McGinty J, Munro |, et al. High-speed wide-field time-gated
endoscopic fluorescence-lifetime imaging. Optics letters. Oct 1 2004;29(19):2249-
2251.

Brancaleon L, Magennis SW, Samuel ID, Namdas E, Lesar A, Moseley H.
Characterization of the photoproducts of protoporphyrin IX bound to human serum
albumin and immunoglobulin G. Biophys Chem. Jun 1 2004;109(3):351-360.

Russell JA, Diamond KR, Collins TJ, et al. Characterization of fluorescence lifetime of
Photofrin and delta-aminolevulinic acid induced protoporphyrin IX in living cells
using single- and two-photon excitation. leee J Sel Top Quant. Jan-Feb
2008;14(1):158-166.

Firestein GS. Evolving concepts of rheumatoid arthritis. Nature. May 15
2003;423(6937):356-361.

150



210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

Anderson KO, Bradley LA, Young LD, McDaniel LK, Wise CM. Rheumatoid arthritis:
review of psychological factors related to etiology, effects, and treatment.
Psychological bulletin. Sep 1985;98(2):358-387.

Aoki S, Ikuta K, Shimizu M. [Symposium: Etiology of rheumatic diseases. 3. (A) Their
relationship with infection--the role of bacterial component in the course of
experimental induction of chronic rheumatoid arthritis]. Ryumachi. [Rheumatism].
Oct 1973;13(4):338-341.

Bennett JC. The infectious etiology of rheumatoid arthritis. New considerations.
Arthritis and rheumatism. Jun 1978;21(5):531-538.

Smith MD. The normal synovium. The open rheumatology journal. 2011;5:100-106.
Janossy G, Panayi G, Duke O, Bofill M, Poulter LW, Goldstein G. Rheumatoid
arthritis: a disease of T-lymphocyte/macrophage immunoregulation. Lancet. Oct 17
1981;2(8251):839-842.

Mountz JD, Wu J, Cheng J, Zhou T. Autoimmune disease. A problem of defective
apoptosis. Arthritis and rheumatism. Oct 1994;37(10):1415-1420.

Hau M, Schultz H, Tony HP, et al. Evaluation of pannus and vascularization of the
metacarpophalangeal and proximal interphalangeal joints in rheumatoid arthritis by
high-resolution ultrasound (multidimensional linear array). Arthritis and
rheumatism. Nov 1999;42(11):2303-2308.

Fava RA, Olsen NJ, Spencer-Green G, et al. Vascular permeability factor/endothelial
growth factor (VPF/VEGF): accumulation and expression in human synovial fluids
and rheumatoid synovial tissue. The Journal of experimental medicine. Jul 1
1994;180(1):341-346.

O'Dell JR. Therapeutic strategies for rheumatoid arthritis. The New England journal
of medicine. Jun 17 2004;350(25):2591-2602.

Gelderman KA, Hultqvist M, Olsson LM, et al. Rheumatoid arthritis: the role of
reactive oxygen species in disease development and therapeutic strategies.
Antioxidants & redox signaling. Oct 2007;9(10):1541-1567.

Garnero P, Delmas PD. Biomarkers in osteoarthritis. Current opinion in
rheumatology. Sep 2003;15(5):641-646.

Brooks P. Inflammation as an important feature of osteoarthritis. B World Health
Organ. 2003;81(9):689-690.

V. Zalgevi¢iené, Laurinavi¢iené A. Bendrosios histologijos pradmenys. Vilnius: Vaisty
Zinios; 2012.

James CB, Uhl TL. A review of articular cartilage pathology and the use of
glucosamine sulfate. J Athl Training. Oct-Dec 2001;36(4):413-419.

Tauraitis VA, Shishporenok SI, Grubina LA, et al. [Assessment of the possibility of
using the photodynamic effect in rheumatology]. Biofizika. Mar-Apr 1992;37(2):345-
351.

Chowdhary RK, Ratkay LG, Neyndorff HC, et al. The Use of Transcutaneous
Photodynamic Therapy in the Prevention of Adjuvant-Enhanced Arthritis in Mrl/Lpr
Mice. Clin Immunol Immunop. Aug 1994;72(2):255-263.

Ratkay LG, Chowdhary RK, Neyndorff HC, Levy JG, Waterfield JD. Treatment of
Experimental Murine Arthritis with Transdermal Photodynamic Therapy. 5th
International Photodynamic Association Biennial Meeting. 1995;2371:596-600.
Ratkay LG, Chowdhary RK, lamaroon A, et al. Amelioration of antigen-induced
arthritis in rabbits by induction of apoptosis of inflammatory cells with local
application of transdermal photodynamic therapy. Arthritis and rheumatism. Mar
1998;41(3):525-534.

Trauner KB, Hasan T. Photodynamic treatment of rheumatoid and inflammatory
arthritis. Photochem Photobiol. Nov 1996;64(5):740-750.

151



229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242,

243.

Chowdhary RK, Ratkay LG, Canaan AJ, Waterfield JD, Richter AM, Levy JG. Uptake of
verteporfin by articular tissues following systemic and intra-articular administration.
Biopharmaceutics & drug disposition. Sep 1998;19(6):395-400.

Hendrich C, Huttmann G, Vispo-Seara JL, Houserek S, Siebert WE. Experimental
photodynamic laser therapy for rheumatoid arthritis with a second generation
photosensitizer. Knee surgery, sports traumatology, arthroscopy : official journal of
the ESSKA. 2000;8(3):190-194.

Trauner K, Gandour-Edwards R, Bamberg M, et al. Influence of light delivery on
photodynamic synovectomy in an antigen-induced arthritis model for rheumatoid
arthritis. Lasers Surg Med. 1998;22(3):147-156.

Huttmann G, Hendrich C, Birngruber R, et al. Protoporphyrin IX distribution after
intra-articular and systemic application of 5-aminolevulinic acid in healthy and
arthritic joints. Optical Methods for Tumor Treatment and Detection: Mechanisms
and Techniques in Photodynamic Therapy V, Proceedings Of. 1996;2675:238-242.
Hendrich C, Hittmann G, Droge G, et al. Experimental Photodynamic Laser Therapy
for Rheumatoid Arthritis Using Photosan-3, 5-ALA-Induced PPIX and BPD
Verteporfin in an Animal Model. Lasers in the Musculoskeletal System: Springer;
2001:69-74.

Funke B, Jungel A, Schastak S, Wiedemeyer K, Emmrich F, Sack U. Transdermal
photodynamic therapy--a treatment option for rheumatic destruction of small
joints? Lasers Surg Med. Oct 2006;38(9):866-874.

Hansch A, Frey O, Gajda M, et al. Photodynamic treatment as a novel approach in
the therapy of arthritic joints. Lasers in Surgery and Medicine. 2008;40(4):265-272.
Egli RJ, Di Criscio A, Hempfing A, et al. In vitro resistance of articular chondrocytes to
5-Aminolevulinic acid based photodynamic therapy. Lasers Surg Med. Apr
2008;40(4):282-290.

Bastian JD, Egli RJ, Ganz R, Hofstetter W, Leunig M. Differential response of porcine
osteoblasts and chondrocytes in cell or tissue culture after 5-aminolevulinic acid-
based photodynamic therapy. Osteoarthritis and cartilage / OARS, Osteoarthritis
Research Society. Apr 2009;17(4):539-546.

Arnett FC, Edworthy SM, Bloch DA, et al. The American Rheumatism Association
1987 revised criteria for the classification of rheumatoid arthritis. Arthritis and
rheumatism. Mar 1988;31(3):315-324.

Poole CA, Ayad S, Schofield JR. Chondrons from articular cartilage: I.
Immunolocalization of type VI collagen in the pericellular capsule of isolated canine
tibial chondrons. J Cell Sci. Aug 1988;90 ( Pt 4):635-643.

Horikawa O, Nakajima H, Kikuchi T, et al. Distribution of type VI collagen in
chondrocyte microenvironment: study of chondrons isolated from human normal
and degenerative articular cartilage and cultured chondrocytes. Journal of
orthopaedic science : official journal of the Japanese Orthopaedic Association.
2004;9(1):29-36.

Ross JM, Sherwin AF, Poole CA. In vitro culture of enzymatically isolated chondrons:
a possible model for the initiation of osteoarthritis. Journal of anatomy. Dec
2006;209(6):793-806.

Henderson B. Alterations in the activity of lysosomal hydrolases in the synovial lining
cell population of the knee joint of the rabbit during the development of chronic
arthritis. Pathology, research and practice. Oct 1981;172(4):363-371.

Henderson B, Glynn LE. Metabolic alterations in the synoviocytes in chronically
inflamed knee joints in immune arthritis in the rabbit: comparison with rheumatoid
arthritis. British journal of experimental pathology. Feb 1981;62(1):27-33.

152



244,

245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252,

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

Etherington DJ, Taylor MA, Henderson B. Elevation of cathepsin L levels in the
synovial lining of rabbits with antigen-induced arthritis. British journal of
experimental pathology. Apr 1988;69(2):281-289.

Howson P, Shepard N, Mitchell N. The antigen induced arthritis model: the
relevance of the method of induction to its use as a model of human disease. J
Rheumatol. Apr 1986;13(2):379-390.

Pettipher ER, Henderson B. The relationship between cell-mediated immunity and
cartilage degradation in antigen-induced arthritis in the rabbit. British journal of
experimental pathology. Feb 1988;69(1):113-122.

Edwards JC, Read N, Trefty B, Coulstock J, Henderson B. Quantitative histological
analysis of antigen-induced arthritis in the rabbit. British journal of experimental
pathology. Oct 1988;69(5):739-748.

Szabelski M, llijev D, Sarkar P, et al. Collisional Quenching of Erythrosine B as a
Potential Reference Dye for Impulse Response Function Evaluation. Applied
spectroscopy. Mar 2009;63(3):363-368.

Cumming G, Fidler F, Vaux DL. Error bars in experimental biology. The Journal of cell
biology. Apr 9 2007;177(1):7-11.

Rodriguez L, de Bruijn HS, Di Venosa G, et al. Porphyrin synthesis from
aminolevulinic acid esters in endothelial cells and its role in photodynamic therapy.
Journal of photochemistry and photobiology. B, Biology. Sep 4 2009;96(3):249-254.
Lefevre S, Knedla A, Tennie C, et al. Synovial fibroblasts spread rheumatoid arthritis
to unaffected joints. Nature medicine. Dec 2009;15(12):1414-1420.

Bartok B, Firestein GS. Fibroblast-like synoviocytes: key effector cells in rheumatoid
arthritis. Immunological reviews. Jan 2010;233(1):233-255.

Henrotin Y, Kurz B. Antioxidant to treat osteoarthritis: dream or reality? Current
drug targets. Feb 2007;8(2):347-357.

Henrotin Y, Bruckner P, Pujol J-P. The role of reactive oxygen species in homeostasis
and degradation of cartilage. Osteoarthritis and Cartilage. 2003;11(10):747-755.
Schanté CE, Zuber G, Herlin C, Vandamme TF. Chemical modifications of hyaluronic
acid for the synthesis of derivatives for a broad range of biomedical applications.
Carbohydrate polymers. 2011;85(3):469-489.

Salter DM, Godolphin JL, Gourlay MS, Lawson MF, Hughes DE, Dunne E. Analysis of
human articular chondrocyte CD44 isoform expression and function in health and
disease. The Journal of pathology. Aug 1996;179(4):396-402.

Knudson W, Loeser RF. CD44 and integrin matrix receptors participate in cartilage
homeostasis. Cellular and molecular life sciences : CMLS. Jan 2002;59(1):36-44.
Hendrich C, Huttmann G, Lehnert C, Diddens H, Siebert WE. Photodynamic laser
therapy for rheumatoid arthritis. Cell culture studies and animal experiments. Knee
surgery, sports traumatology, arthroscopy : official journal of the ESSKA.
1997;5(1):58-63.

Dietel W, Pottier R, Pfister W, Schleier P, Zinner K. 5-Aminolaevulinic acid (ALA)
induced formation of different fluorescent porphyrins: a study of the biosynthesis of
porphyrins by bacteria of the human digestive tract. Journal of photochemistry and
photobiology. B, Biology. Jan 3 2007;86(1):77-86.

Haringsma J, Tytgat GN. Fluorescence and autofluorescence. Baillieres
Best.Pract.Res.Clin.Gastroenterol. 4/1999 1999;13(1):1-10.

Lycette RM, Leslie RB. Fluorescence of Malignant Tissue. Lancet. Aug 28
1965;2(7409):436.

Endlicher E, Rummele P, Hausmann F, et al. Detection of dysplastic lesions by
fluorescence in a model of chronic colitis in rats after local application of 5-

153



263.

264.

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.

aminolevulinic acid and its esterified derivatives. Photochem Photobiol. Feb
2004;79(2):189-192.

Juzenas P, Sorensen R, lani V, Moan J. Clearance of protoporphyrin IX from mouse
skin after topical application of 5-aminolevulinic acid and its methyl ester.
Photohemotherapy of Cancer and Other Diseases, Proceedings. 1999;3563:161-166.
Kristiansson S, Juzeniene A, Juzenas P, lani V, Lofgren L, Moan J. Kinetics of
protoporphyrin IX formation in rat oral mucosa and skin after application of 5-
aminolevulinic acid and its methylester. Photochemistry and Photobiology. Mar-Apr
2005;81(2):394-397.

Donnelly RF, McCarron PA, Woolfson AD. Derivatives of 5-aminolevulinic Acid for
photodynamic therapy. Perspectives in medicinal chemistry. 2008;1:49-63.

Fotinos N, Campo MA, Popowycz F, Gurny R, Lange N. 5-Aminolevulinic acid
derivatives in photomedicine: Characteristics, application and perspectives.
Photochem Photobiol. Jul-Aug 2006;82(4):994-1015.

Krammer B, Verwanger T. Photodynamic therapy with aminolevulinic acid or its
methyl ester: Which one is superior? Medical Laser Application. 2009;24(4):221-226.
He B, Wu JP, Chen HH, Kirk TB, Xu J. Elastin fibers display a versatile microfibril
network in articular cartilage depending on the mechanical microenvironments.
Journal of orthopaedic research : official publication of the Orthopaedic Research
Society. Sep 2013;31(9):1345-1353.

Frisbie DD, Cross MW, Mcllwraith CW. A comparative study of articular cartilage
thickness in the stifle of animal species used in human pre-clinical studies compared
to articular cartilage thickness in the human knee. Vet Comp Orthopaed.
2006;19(3):142-146.

Rudys R, Bagdonas S, Kirdaite G, Papeckiene J, Rotomskis R. FLUORESCENCE
MORPHOLOGY AND FLUORESCENCE LIFETIME IMAGING MICROSCOPY (FLIM) OF
RABBIT KNEE TISSUES IN THE EXPERIMENTAL ARTHRITIS MODEL. In: Adliene D, ed.
Medical Physics in the Baltic States2012:56-61.

Ashhurst DE, Bland YS, Levick JR. An immunohistochemical study of the collagens of
rabbit synovial interstitium. J Rheumatol. Nov 1991;18(11):1669-1672.

Lovell CR, Nicholls AC, Jayson M, Bailey AJ. Changes in the collagen of synovial
membrane in rheumatoid arthritis and effect of D-penicillamine. Clinical science and
molecular medicine. Jul 1978;55(1):31-40.

Kelley WN, Firestein GS, Budd RC, Gabriel SE, Mclnnes IB, O'Dell JR. Kelley's textbook
of rheumatology. Vol 1: Elsevier Health Sciences; 2012.

He B, Wu JP, Chen HH, Kirk TB, Xu JK. Elastin fibers display a versatile microfibril
network in articular cartilage depending on the mechanical microenvironments. J
Orthopaed Res. Sep 2013;31(9):1345-1353.

Venius J, Bagdonas S, Zurauskas E, Rotomskis R. Time-Resolved Fluorescence
Spectroscopy of the Heart Tissues. Lithuanian Journal of Physics. 2011;51(4):370-
376.

Schneckenburger H, Konig K, Kunzi-Rapp K, Westphal-Frésch C, Riick A. Time-
resolved in-vivo fluorescence of photosensitizing porphyrins.
J.Photochem.Photobiol.B:Biol. 1993 1993;21:143-147.

Konig K, Schneckenburger H, Riick A, Steiner R. In vivo photoproduct formation
during PDT with ALA-induced endogenous porphyrins. J.Photochem.Photobiol.B:Biol.
1993 1993;18:287-290.

Mignotte F, Champagne AM, Froger-Gaillard B, et al. Mitochondrial biogenesis in
rabbit articular chondrocytes transferred to culture. Biology of the cell / under the
auspices of the European Cell Biology Organization. 1991;71(1-2):67-72.

154



279. Grimshaw M, Mason R. Modulation of bovine articular chondrocyte gene expression
in vitro by oxygen tension. Osteoarthritis and Cartilage. 2001;9(4):357-364.

155



