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EKSPERIMENTINIAI TYRIMAI

Fotovaisto pasiskirstymas Ziurkés ir embriono audiniuose
(spektroskopinis tyrimas)
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Santrauka. Darbo tikslas. Nustatyti fotosensibilizatoriaus fotofrino Il susikaupimq vaikingos
Ziurkés organuose, placentoje ir embrionuose bei istirti, kurios embriogenezés stadijos metu
fotosensibilizatorius efektyviausiai kaupiasi embrionuose.

Tyrimui naudotos Wistar linijos (160-240 g) ziurkés. Patelés nakciai buvo paliekamos kartu
su patinais. Po 24 valandy buvo daromas patelés maksties tepinélis ir ieskoma spermatozoidy.
Para, kai tepinélyje nustatomi spermatozoidai, laikoma 0 apvaisinimo para.

Pasirinktomis (7-gja, 14-qja, 16-qja, 18-qjq ir 20-qjq) embriogenezés paromis, Ziurkeéms j

uodegos venq buvo susvirksta fotosensibilizatoriaus fotofrino Il 5 mg/kg dozé. Praéjus 24
valandoms po fotovaisto susvirkstimo, ziurkes uzmigdzius, buvo imami Sie organai: smegenys,
bluznis, kepenys, inkstai, plauciai, gimda, placenta bei embrionai. IS paimty organy paruosiami
preparatai fluorescencinei spektroskopijai. Kiekvienam preparatui atliekama 10—15 matavimy
ivairiuose taskuose. Audiniy sensibilizuota fluorescencija ex vivo matuota naudojant ,, Ocean
Optics S2000-F1* $viesolaidini fluorimetrq Zadinant bandini mélyna $viesa (A=400 nm).
Lyginamieji fluorescencijos spektry tyrimai 7-qjq, 14-qja, 16-qja, 18-qjq ir 20-qjq embrio-
genezés paromis, parodé, jog 7-qjq embriogenezés parq fotovaisto embrione susikaupia
daugiausia, o kitomis paromis uzfiksuotas didelis fotosensibilizatoriaus susikaupimas gimdoje
bei placentoje. Tyrimo duomenys rodo, jog fotofrino Il kaupimasis embrione priklauso nuo
embriogenezés stadijos ir galbiit sqlygotas placentinio barjero pralaidumo. Tyrimo duomenimis,
Jfotovaistas gali sukelti embriono pazaidas, Svitinant fotosensibilizuotas vaikingas Ziurkes taskuose,

issidésciusiuose arti embriono.

Ivadas

Fotosensibilizuota naviky terapija (FNT) (litera-
tiiroje daznai vadinama fotodinamine terapija) yra vie-
nas gydymo metody, sékmingai aprobuotas jvairiose
pasaulio 3alyse piktybiniams navikams gydyti (1). Sis
metodas pagristas fotosensibilizatoriy savybe kauptis
navike ir, apSvietus ji tinkamo bangos ilgio Sviesa,
sukelti lasteliy pazaidas (2).

Porfirininiai sensibilizatoriai — vieni placiausiai
vartojamy fotovaisty. Fotofrinas II ir hematoporfirino
darinys jau vartojami klinikingje praktikoje gydant
plauciy, stemplés, gimdos kaklelio, §lapimo pislés,
tulzies piislés navikus ir mezoteliomas (3). Japonijoje
§is metodas aprobuotas gimdos kaklelio navikams
gydyti (1), todél neatmetama galimybé FNT metoda
taikyti ir néS¢ioms moterims (gydyti), nes navikiniy

ligy vis dauggja tarp jauno amziaus motery.

Literatiroje mazai duomeny apie FNT taikyma
néstumo laikotarpiu, taciau pavieniai tyrimai jau atlie-
kami. Marco de Santis (2004) su bendraautoriais tyré
fotosensibilizatoriy verteporfing (4), skirdami ji treCia
embriogenezés savaite néS¢ioms moterims, sirgusioms
patologine trumparegyste. Véliau buvo tiriami ka tik
gime kiidikiai bei 26 ménesiy sulauke vaikai. Sio fo-
tovaisto neigiamo poveikio tyréjai nenustate. Kiti ty-
réjai teigia (5), jog 10-aja embriogenezes para su-
Svirkstus ziurkéms 5-aminolevulinés riigsties ir pa-
veikus fotoaktyvuojanciaja Sviesa, sukeliamos embrio-
ny rezorbcijos.

Fluorescenciné spektroskopija yra vienas pagrin-
diniy metody, kuris naudojamas fotovaisto susikau-
pimui jvairiuose organuose ar jo pasiskirstymui navi-
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kiniuose audiniuose tirti (6, 7).

Sio darbo tikslas — spektroskopiniais metodais jver-
tinti fotosensibilizatoriaus susikaupima ziurkiy emb-
rionuose, placentoje ir gimdoje bei nustatyti, kurios
embriogenezés stadijos metu fotosensibilizatorius
geriausiai kaupiasi embrionuose.

Tyrimo medZiaga ir metodai

Eksperimentai buvo atlieckami su Wistar linijos bal-
tosiomis Ziurkémis, sverianiomis 160-240 g. Ziurkés
gautos i§ Vilniaus universiteto Imunologijos instituto
Biomodeliy laboratorijos. Gautas Lietuvos Respubli-
kos Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas
Nr. 0019 atlikti laboratorinius bandymus su gyviinais.
Tirti 25 embrionai. Vartotas fotovaistas fotofrinas II
(AXCAN PHARMA INC. CANADA), doz¢ — 5 mg/kg.

Patelés nak¢iai buvo paliekamos su patinais. Po
24 valandy mikroskopu buvo nustatoma estralinio cik-
lo estruso stadija ir ieSkoma spermatozoidy. Diena, kai
patelés maksties tepinélyje rasta spermatozoidy, laiko-
ma nuline. Kiekviena tiriamaja grup¢ sudaré keturios
apvaisintos ziurkés. Nustatytomis (7-aja, 14-aja, 16-
aja, 18-aja ir 20-gja ) embriogenezes paromis Ziurkéms
1uodegos vena buvo susvirksta fotosensibilizatoriaus
fotofrino II. Praéjus 24 valandoms po fotovaisto su-
svirkstimo, ziurkés buvo uzmigdomos ir paimama
spektroskopiniams tyrimams smegenys, bluznis, ke-
penys, inkstai, plauciai, gimda, taip pat placenta bei
embrionai. I§ paimty organy buvo paruoS§iami prepa-
ratai matavimams fluorescencinés spektroskopijos
metodu. Kiekvienam preparatui ivairiuose taskuose
atlikta 10—15 matavimy. Audiniy fluorescencija ex
vivo matuota su ,,Ocean Optics S2000-F1*“ Sviesolai-
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diniu fluorimetru fluorescencija zadinant diodiniu
Sviestuku, spinduliuojan¢iu mélyna $viesa (A=400 nm).

Rezultatai ir jy aptarimas

Pirmame (a, b) paveiksle pateikti jvairiy ziurkés
organy fluorescencijos spektrai, iSmatuoti pragjus 4
ir 24 valandoms po fotovaisto fotofrino II susvirkstimo
1uodegos vena. Visy ziurkés organy audiniai pasizymi
savita fluorescencija, kurios intensyvumas mazéja
didéjant registruojamo spektro bangos ilgiui. Sensi-
bilizuotuose audiniuose raudonoje spektro srityje ties
600-700 nm registruojama fotovaisto fotofrino II
fluorescencija su jai budingomis fluorescencijos juos-
tomis ties 630 ir 705 nm (1 pav.).

Fotofrino II fluorescencijos intensyvumas raudo-
noje spektro srityje yra daug didesnis matuojant spekt-
rus pragjus 24 valandoms po jo susvirkstimo { ziurkés
uodegos vena (1 b pav.). Bandiniy, paimty i§ bluznies,
kepeny, plauciy, smegeny, ausies odos, inksty bei gim-
dos, fluorescencijos spektrai (sunormuoti ties 500
nm — audiniy savitosios fluorescencijos maksimalus
intensyvumas) pateikti antrame paveiksle.

Didziausias fluorescencijos intensyvumas, prag¢jus
24 valandoms po fotofrino II susvirkstimo uzfiksuotas
gimdos, odos ir kepeny audiniuose. Fotovaisto, susi-
kaupusio Siuose gausiai krauju apriipinamuose orga-
nuose, fluorescencijos intensyvumai panasiis. Manant,
kad fotofrino II saveika su aplinka jvairiuose orga-
nuose neturéty labai skirtis (tai rodo fluorescencijos
intensyvumo smailés padéties pastovumas matuojant
fluorescencijos spektrus ivairiuose organuose), susi-
kaupusio fotofrino II koncentracija minétuose orga-
nuose yra panasi.
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1 pav. Ziurkeés organy fluorescencijos spektrai
a—pragjus 4 val. ir b—24 val. po fotofrino 11 {$virk§timo:

1—kepenys 2—irkstai, 3 - blumis, 4 -
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b, c, d, e—14-0ji, 16-0ji, 18-0ji, 20-0ji embriogenezés paros: 1 —embrione, 2 — placentoje, 3— gimdoje.

fluorescencijos spektrai po 24 valandy po
fotofrino Il j$virkstimo

1-blumis, 2 —kepays, 3 —plagiai,
4-5 — smegenys, 6 — oda, 7 — gimda, 8—inkdal.

15¢

0,0

7-0ji embriogenezés para

H”p 1
LA P
“'nl.

h

500

600 650 700
A, nm

550

14-0ji embriogenezés para

)
N @

500

600 650

A, Nm

550

700

Fluorescencijos intensyv.
snt. vnt.

snt. vnt.

Fluorescencijos intensyv.

Fluorescencijos intensyv.
snt. vnt.

=
o
\

Uy
o

0,5

16-0ji embriogenezés para

0,0 L L L L
500 550 600 650 700
A, nm
18-0ji embriogenezés para
30+
20
10} 5
1
ot s AN s s e
500 550 600 650 700
A, nm
Or 20-0ji embriogenezés para
8F
6F
4t
Al 1
0 1 MR P
500 550 600 650 700
A, nm

3 pav. Fotofrino |1 susikaupimo fluorescencijos spektry vidurkiai ir norma ties savitosios
fluorescencijos maksimaliu intensyvumu (500 nm)

a— 7-0ji embriogenezés para: 1 —embrione, 2 — gimdoje;
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Nustatyta, kad fotofrino II fluorescencijos intensyvu-
mas priklauso ne tik nuo audinio, bet ir nuo embrioge-
nez¢és paros. Tai rodo embriono ir gimdos audiniy fluo-
rescencijos spektrai, pateikti 3 a, b, c, d, e paveiksluose.

Septintaja embriogenezés para, kai placenta dar
nesusiformavusi ir embrionus sieja tiesioginé kraujo-
taka su motina, fotovaisto embrione susikaupia gerokai
daugiau nei gimdoje (3 a pav.). Sia para yra tik embrio-
no uzuomazga, taciau fluorescencijos matavimai rodo,
kad embriono formavimosi vietoje fotofrino II susikau-
pimas yra didesnis nei aplinkiniuose gimdos audiniuo-
se. 14-aja embriogenezés para embrionuose fotovaisto
susikaupia maziau nei placentoje ar gimdoje (3 b pav.).
16-3ja, 18-aja bei 20-aja embriogenezés paromis emb-
rionuose susikaupusio fotofrino II fluorescencijos in-
tensyvumas ties 630 nm islieka nedidelis ir varijuoja
nezymiai (3 c, e, pav.). Siomis embriogenezés paromis
placentos ir gimdos audiniy fluorescencijos spektrai
pasizymi didesniu fluorescencijos intensyvumu nei
embriony. Matuojant placentos fluorescencija motini-
néje placentos dalyje ir chorione (vaisiaus placenta),
uzfiksuotas panasus susikaupusio fotovaisto fluores-
cencijos intensyvumas. Jis padidéja tik chorione, virks-
telés prie placentos prisitvirtinimo vietoje (4 pav.). Tai
rodo, kad, esant aktyviai ziurkés kraujotakos sistemos
veiklai, kai per placentg aktyviai pristatomos embrio-
nui biitinos maisto ir kitos medziagos, tiek motininéje
placentos dalyje, tiek chorione susikaupia ir fotovais-
tas. Mazas fluorescencijos intensyvumas embrione,
matyt, yra todél, kad ji sustabdo placentos barjeras.
Todél i embriono audinius fotovaisto patenka nedaug
ir jo koncentracija vaisiy apripinancioje kraujotakos
sistemos dalyje yra Zymiai mazesné nei placentoje.

20-aja embriogenezés para uzfiksuotas didesnis
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fotovaisto susikaupimas chorione ir embrione (4 pav.).
Toks fotovaisto koncentracijos padidéjimas vaisiaus
audiniuose paskuting embriogenezés para gali buti
siejamas su placentos persitvarkymu prie§ gimdyma.
Be to, pastebéta, jog vaisiaus placentoje, virkstelés
prisitvirtinimo vietoje, kur esti vaismaisio liekanos,
fluorescencijos intensyvumas dar didesnis. Todél ma-
noma, jog fotovaisto patekimui i embriona didelés jta-
kos turi ir kiti embriono dangalai, pvz., vaismaisis.

ISvados

Sio tyrimo duomenimis, fotofrinas II kaupiasi vi-
suose tirtuose audiniuose. Fotovaisto pasiskirstymas
ziurkés organuose, praéjus 4 valandoms po injekcijos
1 uodegos vena, yra panasus, taciau, praéjus 24 va-
landoms po fotovaisto injekcijos, daugiau jo susikau-
pia kepenyse, bluznyje, inkstuose, taip pat gimdoje.

Fotovaisto kaupimasis embrione priklauso nuo
embriogenezés stadijos: intensyvi fotosensibilizato-
riaus fluorescencija nustatyta 7-aja embriogezes parag —
placentos formavimosi pradzioje; mazesné — 14-3ja,
16-aja, 18-aja, kai placenta jau susiformavusi. Padi-
déjusi fluorescencijos intensyvuma embrione, uzfik-
suota 20-aja embriogenezes para, matyt, salygoja pla-
centos persitvarkymas prie§ gimdyma.

Palyginus fotovaisto fluorescencijos intensyvuma
placentoje bei embrione, nustatyta, kad, susiformavus
placentai, embrione fotosensibilizatoriaus susikaupia
daug maziau, o pacioje placentoje registruojama in-
tensyvi fotovaisto fluorescencija, salygota didelio jo
susikaupimo placentos audinyje. Todél manoma, jog
placenta atlieka barjero funkcija fotovaistui ir foto-
frino kaupimasis embrione priklauso nuo placentos
barjero pralaidumo.
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4 pav. Placentos fluorescencijos spektrai, pamatuoti motinos (a) ir vaisiaus (b) dalyse
praéjus 24 val. po fotofrino II jSvirkStimo

1-14-0ji, 2 - 16-0ji, 3 — 18-0ji, 4 — 20-0ji embriogenezés paros.
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Padéka

Straipsnio autoriai dékoja Lietuvos valstybiniam
mokslo ir studijy fondui, finansavusiam Siuos moks-
linius tyrimus (tema Nr. T-90/05).

Fotovaisto kaupimasis embrione gali turéti nei-
giama jtaka embriono vystymuisi, taciau §i prielaida
gali biti patvirtinta tik nuodugniai iStyrus FNT emb-
riotoksinj bei teratogenini poveiki.

Accumulation of photosensitizer in rat embryos
(a spectroscopic study)
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Summary. The aim of the present study was to investigate the accumulation of photosensitizer Photofrin
IT in the different organs as well as the placenta and embryos of pregnant rats and to determine during which
stage of embryogenesis the photosensitizer is accumulated the most effectively.

Materials and methods. The experiments were carried out on 25 fetuses from 10 Wistar rats (weight 160-
240 g). Female rats were mated with male rats in the evening. Vaginal smears were collected from each female
rat next morning and were examined by microscope in order to determine the presence of sperm. The day
when sperm was detected in the vagina was considered to be pregnancy day 0. Photoftrin II (a dose of 5 mg/kg)
was administered intravenously to pregnant rats on days 7, 14, 16, 18 and 20 of embryogenesis. Rats were
euthanized 24 hours after intravenous injection of Photofrin II and the following organs were taken: brain,
spleen, liver, kidneys, lungs, uterus, placenta, and embryos. The accumulation of the photosensitizer was
observed in the samples prepared from these parts of body. Fluorescence measurements ex vivo were performed
with an S2000-FI fluorescence spectrometer (Ocean Optics Inc., Florida, USA) by exciting the samples with
a blue light emitting diode (A=400 nm).

Results. A comparative study of fluorescence spectra on days 7, 14, 16, 18 and 20 of embryogenesis showed
that the most intense accumulation of Photofrin II in the embryo was on day 7, while on the other days of
embryogenesis the accumulation of Photofrin II increased obviously in the uterus and placenta.

Conclusions. The obtained data show that the accumulation of Photofrin II in the embryo depended on the
stage of embryogenesis as well as on permeability of the placental barrier. Further photodynamic therapy
studies are necessary to determine the total effect of Photoftrin II on the embryo.

Correspondence to G. Grazeliené, Laboratory of Biomedical Physics, Institute of Oncology, Vilnius University,
Polocko 2, 01204 Vilnius, Lithuania. E-mail: grazina.grazeliene@takas.It
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