3. BIOLOGINIU AUDINIU OPTINE BIOPSIJA

Optiné biopsija — tai optin¢ diagnostin¢ technologija, apimanti daugybe
diagnostikos rusiy, galimy taikyti jvairiems tikslams, kuriu svarbiausieji yra: diagnozuoti
liga, nustatyti tikslia vieta, 1§ kur imti mégini, ir matuoti fiziologinius parametrus.
Svarbiausios optinés biopsijos technologijos dazniausiai grindZiamos tokiais fizikiniais
reiSkiniais: savitaja fluorescencija, sensibilizuota fluorescencija, Ramano spektroskopija,
elastine sklaida, konfokaline mikroskopija, optine koherentine tomografija ir kt.
Technologijos nuolatos vystomos ir tobulinamos, ju taikymo sritys pleciasi. Viena i§
placiausiai Siuo metu kliniking¢je praktikoje naudojamy yra savitaja fluorescencija grista
optiné biopsija. Ji taikoma vézio ligy ir ikivéziniy audiniy pokyCiy diagnostikai,
ateroskleroziniy ploksteliy formavimosi kraujagyslése tyrimui, Sirdies ritmo sutrikimus
sukelian¢iy priezas¢iy Sirdies audiniuose nustatymui, danty éduonies formavimosi

kontrolei.
3.1. Savitaja fluorescencija grjsta optiné biopsija véZio diagnostikai

Si optinés biopsijos riisis remiasi tiriamyjy audiniy endogeniniy fluorofory optiniu
suzadinimu ir ju fluorescencijos steb¢jimu, nes vézio pazeisty audiniy savitosios
fluorescencijos spektrai skiriasi nuo sveiky audiniy (Alfano ir kt., 1984; Alfano ir kt.,
1987; Bottiroli ir kt., 1995). Kadangi lastelése vykstant ligos sukeltiems pokyciams
kokybiskai ir kiekybiskai kinta ir endogeniniy fluorofory biklé, registruojant audiniy
savitosios fluorescencijos spektrus, galima aptikti navikinius darinius. Dazniausiai
navikiniy dariniy diagnozavimas ir tikslus naviko riby nustatymas susijes su
svarbiausiyju endogeniniy fluorofory — aminortgsciu (triptofano, tirozino), struktiiriniy
baltymy (kolageno, elastino), lasteliy kvépavimo grandinés dalyviy (NADH, flaviny)
pokyc¢iais. Fluorescuoja tik redukuota nikotinamidadenindinukleotido forma (NADH), tad
ligos sukelty oksiduotos—redukuotos formy koncentracijy pokycius galima identifikuoti
registruojant NADH fluorescencijos intensyvumo kitima.

Endogeniniy fluorofory spektrinés savybés priklauso nuo ju lokalizacijos audiniy
struktiiroje ir dalyvavimo lasteliy medziagy apykaitoje, todé¢l, taikant savitaja audiniy

fluorescencija gristus diagnostinius metodus, reikia atsizvelgti | tokius parametrus:
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e endogeniniy fluorofory koncentracija;

kiekvieno atskiro fluoroforo fluorescencijos spektra;

fluoroforuy pasiskirstyma audinyje, nes skirtinguose audinio sluoksniuose
(epitelyje, gleivinéje, pogleivyje ir raumenyje) yra skirtinga endogeniniy
fluorofory sudétis ir koncentracijos;

e fluorofory oksidacing—redukcing biikle;

e audinio pH wvert¢ ir deguonies koncentracija, nes nuo juy priklauso
fluorescencijos kvantinis nasumas ir spektro forma;

e audiniy morfologija, nes, pavyzdziui, navikui augant, stor¢jantis epitelio
sluoksnis dél fluorescencijos reabsorbcijos silpnina fluorescencija;

e kraujotaka tiriamame audinyje, nes nefluorescuojantis, bet Sviesa sugeriantis
hemoglobinas gali sugerti ir dali endogeniniy fluorofory spinduliuojamos
fluorescencijos ir iSkreipti tikraji fluorescencijos spektro vaizda.

Labai svarbu tinkamai parinkti fluorescencijos Zadinimo ir registravimo bangy
ilgius. Aromatinés aminortigtys suzadinamos tik UV ruozo S$viesa, kitus fluoroforus
galima zadinti regimosios $viesos ruozo spinduliuote.

Pries kelis deSimtmecius pradéti pirmieji optinés biopsijos moksliniai tyriné¢jimai
teike vil¢iy galimai naviky diagnostikai ir skatino tolesnius navikiniy audiniy savitosios
fluorescencijos tyrimus in vitro ir in vivo. Fluorescenciné diagnostika imta taikyti beveik

visy organy navikams aptikti.

3.1.1. Virskinimo trakto organy vézys

Atlikti vir§kinimo trakto organy opting biopsija yra sudétingas uzdavinys, nes ji
komplikuoja jvairios aplinkybés, sukelianc¢ios audiniy savitosios fluorescencijos
pokycCius. Tai gali biti 1étinés nepiktybinés ligos (pavyzdziui, Barretto stemplés
displazija), taip pat uZterSimas maisto liekanomis ar gleivémis; fluorescencijos
matavimus taip pat sunkina didelis ir labai judrus organy pavirsius.

Gana s¢kmingai savitaja fluorescencija grista optin¢ biopsija gali biiti taikoma
diagnozuojant gleivinés displazija. Displazija yra patologin¢ ikivéziné audinio buklé. Ji
dazniausiai vystosi tusciaviduriu organu (virSkinimo trakto, gerkly, Slapimo puslés,

gimdos kaklelio, bronchy) pavirSiaus gleivinése. Kadangi tokie pirminiai ankstyvos vézio
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stadijos sukelti pokyciai plika akimi yra nematomi, ieSkoma patikimy juos aptikti
padedan¢iy instrumentiniy metody. Tyrin¢jant sveiky ir displazijos paZzeistuy gleiviniy
fluorescencines savybes, nustatyta, kad jos yra skirtingos. Gaubtinés zarnos displazija —
adenoma — yra ankstyvoji stadija, i§ kurios iSsivysto {vairios Zarnyno vézio rasys.
Matuojant audiniy fluorescencija | kolonoskopa idétas Sviesolaidis sieké jtariama vieta.
Fluorescencija buvo zadinama silpnu 370 nm bangos ilgio lazerio spinduliuotés 1 ns
trukmés impulsu, o registruojama 400—700 nm spektriniame ruoze. Trumpesniy bangy
spektro ruoze sveiko audinio fluorescencijos intensyvumas yra didesnis negu displazijos
pazeisto, taCiau ilgesniy bangy srityje adenoma fluorescuoja intensyviau negu sveikas

audinys (3.1 pav.) (Zonios ir kt., 1998).
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3.1 pav. Zarnos audinio savitosios fluorescencijos spektras ir diagnostinio algoritmo sprendimo
rezultatai. Adaptuota pagal (Zonios ir kt., 1998)
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Audinio fluorescencija susijusi su jo biochemine sudétimi ir struktiira. Prasidéjus
displazijai vyksta Siy parametry pokyciai, o d¢l ju kinta audinio optinés savybés — Sviesos
sugertis, sklaida ir, zinoma, fluorescencijos charakteristikos. Sitie poky¢iai gali biiti
panaudoti  diagnostikos tikslams. Tam reikia Zinoti {vairiy fluorescuojanciy
mikrostruktiry spektrus, tu mikrostruktiry iSsidéstyma audinyje, taip pat audinio
sugerties ir sklaidos savybes. Taigi, jei galima pagal atskiry mikrostruktiiry savybes
sumodeliuoti spektrus, tai turéty buti galimas ir atvirks¢ias vyksmas — pamatavus in vivo
spektrus gauti informacija apie audinio fluorescencijos pokyc€ius ir su jais susijusias
patologijas. Tad audiniy optinés savybés patologui gali suteikti kiekybinés histologinés
informacijos ir padéti kuo tiksliau nustatyti diagnoze.

Metodas buvo taikytas tiriant gaubiamosios Zarnos adenoma (Zonios ir kt., 1998).
Trumpai aptarsime Zarnos morfologija. Zarnos siena sudaro trys pagrindiniai sluoksniai:
gleiving, pogleivio sluoksnis ir savasis raumeninis zarnos sluoksnis (muscularis propria)
(3.2 pav.). Bendras Siy sluoksniy storis paprastai biina apie 5 mm. Kadangi
fluorescencijos Zzadinimui naudojama Sviesa isiskverbia { audinius tik mazdaug iki pusés
milimetro, informacija bus gaunama tik i§ dviejy virSutiniy sluoksniy — gleivinés ir
pogleivio. Gleivinés sluoksnio pavirSius yra dantytas, sudarytas i§ ,kripty” — siaury
pailgu cilindriniy struktiiry, padengty epitelio lastelémis. Jas palaiko gleivinés savoji
plokstelé (lamina propria), sudaryta i§ daug kolageno turin¢io jungiamojo audinio.
Pogleivio sluoksni sudaro tankesnis kolageno turintis jungiamasis audinys, kuriame néra
epitelio Iasteliy. Gleiving ir pogleivi skiria plonas Svelniyju raumeny lasteliy sluoksnis

(muscularis mucosa).
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3.2 pav. Zarnos gleivinés displazijos (adenomos) skerspjivis

Sveikos gleivinés storis yra mazdaug 450 pm. Pradéjus vystytis displazijai,
tvarkinga kripty struktiira suyra, ima kisti ju forma ir dydis. Kriptos pradeda
nekontroliuojamai daugintis ir perauga jungiamaji audini. Be to, kadangi didéja
deguonies poreikis, ima formuotis naujy mikrokraujagysliy tinklas. Gleivinés displazija
gali buti dviejy formy — polipy ir plokscia. Ir viena, ir kita forma priskiriama adenomai.
Kripty lastelés dazniausiai ima proliferuoti 1 virSy (vertikaliai) ir uzauga net keliy
milimetry skersmens ataugos (3.2 pav.). Polipiné adenoma tiesiog ,,pakimba” i pilvo
ertme. PlokscCialastelinés adenomos pazaidos plinta i Sonus. Abi formos, nors vystosi
skirtingai, histologiskai yra identiSkos. Plokscialasteling adenoma vizualiai atskirti nuo
sveikos gleivinés yra labai sunku, tad aptikti ja endoskopinés apzitiros metu beveik
nejmanoma.

Tiriant audiniy mikrostruktiiry fluorescencija nustatyta, kad gleivinéje silpnai
fluorescavo kolagenas ir eozinofilai, o pogleivio sluoksnyje kolagenas fluorescavo gana
intensyviai (Zonios ir kt., 1998). Be to, buvo pastebéta, kad displazijos paZeisty kripty
epitelio lastelés, kitaip nei sveiky kripty, fluorescavo. Sis reikinys aigkinamas ne iki galo
vykstan¢ia hemo sinteze hiperaktyviose proliferuojacCiose lastelése. Gautieji rezultatai
leido sukurti supaprastinta zarnos fluorescencijos vaizda, kuriame visas audinys laikomas

elastinés sklaidos matrica, i1 kuria ispraustos fluorescuojancios mikrostruktiros.
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Kiekvienos mikrostruktiros fluorescencijos spektrai  (¢i(A)) buvo pamatuoti
mikrofluorimetriskai. Tad nuspéjamas klinikinis spektras F(A) buvo gautas susumavus
visy fluorescuojanciy struktiiry inasa i bendra fluorescencija:

F(A) = 2] ¢ (1) Di 2) T(A,z) dz (3.1)
¢ia: Dj(z) — kiekvienos mikrostruktiiros (i) pasiskirstymas audinio gylyje z; T(1,z2) —
apskaiciuota pernaSos funkcija, parodanti dél sugerties ir sklaidos zadinimo $viesos ir
griztanCios fluorescencijos silpnéjima ties tam tikru bangos ilgiu (A) ir tam tikrame
audinio gylyje (2).

Tokiomis salygomis sumodeliuoti spektrai puikiai sutapo su pamatuoty klinikiniy
sveiky ir adenomos pazeisty audiniy bandiniy spektry vidurkiais (3.1 pav.). Sis modelis
leido apibrézti keturis faktorius, su kuriais susij¢ pastebéti spektriniai poky¢iai:

e budinga displazijos kripty epitelio lasteliy fluorescencija;

e dél kripty sankaupos sumazejusi gleivinés kolageno fluorescencija;

e dél padidéjusios hemoglobino sugerties sumaz¢jusi adenomos fluorescencija;

e pogleivio sluoksnio inaSas i fluorescencija, kai matuojama sveiko ir naviko

pazeisto audinio fluorescencija (naviko paveiktas sustor¢jes epitelio sluoksnis
silpnina pogleivio fluorescencijos intensyvuma).

Visi Sie veiksniai susij¢ su audinio histologinémis savybémis. Sékmingas spektry
modeliavimas atveria naujas galimybes — i§ realiai pamatuoty fluorescencijos spektry
gauti histologing informacija.

Pagal sukurta modeli (3.1) lygtis buvo modifikuota panaudojant kitus parametrus,
tiesiogiai susijusius su audiniy histologinémis savybémis: Xcr atspindi epiteliniy
displastiniy lasteliy fluorescencijos intensyvuma ir nusako kripty epiteliniy lasteliu
iSsigimimo laipsni; X p atspindi gleivinés fluorescencija ir nusako gleivinés kripty tarj; k
susijgs su hemoglobino sugertimi ir informuoja apie mikrovaskuliarizacijos i$plitima; W
susijgs su pogleivio fluorescencijos inasu ir nusako gleivinés sluoksnio stori.

Modelis pritaikomas individualiems spektrams nustatant geriausiai tinkancias
keturiy parametry vertes. Pateikiamas pavyzdys, kaip sukurtasis modelis buvo pritaikytas
penkiems konkretiems (A—E) tyrimo atvejams (Zonios ir kt., 1998). I$ tiriamy audiniy

buvo ir sveiky, ir adenomos pazeisty (3.3 pav.).
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Paveiksle 3.3 a parodytas dydis x_p, atitinkantis kolageno kiekj gleivinéje. Autoriy
atlikty matavimy rezultaty apibendrinimas rodo, kad sveiky Zarny audinio Sio dydzio
vidurkis yra apie 11, o adenomos audinio — apie 6. Taigi bandiniai A, B ir C patenka {
sveikyju grupg, o D ir E — | adenomos pazeisty. Sumazéjes kolageno kiekis Siuose
meéginiuose, matyt, susijgs su tuo, kad displazijos kriptu epitelinés lastelés uzima
gleivinéje didesni tiiri, palyginti su sveika gleivine. Patologijos poziiiriu tai vertinama dél
adenominiy pokyciy atsiradusiu kripty i$sidéstymo pakitimu. Bandiniy A, B ir C kripty
epitelinés lastelés nefluorescuoja, o bandiniy D ir E — fluorescuoja (3.3 pav. b). Tai taip

pat sutampa su ankstesniame pavyzdyje pateiktais rezultatais.

(a) Kolagenas gleivinéje (b) Kripty lasteliy fluorescencija
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3.3 pav. Histologiniai parametrai, gauti i$ penkiy tyrimo pavyzdziy, taikant sukurtaji
modelj. Adaptuota pagal (Zonios ir kt., 1998)

D¢l hemoglobino sugerties did¢jantis Sviesos silpninimas désningai mazéja nuo

bandinio A iki E. Tai rodo, kad labiausiai vaskuliarizuotas yra bandinys E (3.3 pav. c).
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Paveiksle 3.3 d matyti parametro w mazéjimas bandiniuose nuo A iki E, t. y. sveikame
audinyje pogleivio sluoksnio inaSas i fluorescencija yra didesnis; storéjant gleivinés
sluoksniui, pogleivio itaka fluorescencijai mazéja.

Tokie pradiniai klinikiniy tyrimy rezultatai teikia vil¢iy, kad i§ fluorescencijos
spektry gauti duomenys gali biti panaudoti audinio histopatologinei buklei nustatyti
neimant bandinio. Taigi — tai vienas 1§ optinés biopsijos pavyzdziy.

Optinés biopsijos galimybiy taikymo stemplés vézio ir displazijos diagnostikai
studija buvo vykdyta tiriant 100 pacienty. Atlikus per 500 matavimy ir pritaikius
skirtuminiy fluorescencijos spektry normavima, gauti rezultatai puikiai sutapo su
histopatologiniy tyrimy duomenimis (Vo-Dinh ir kt., 1998; Panjehpour ir kt., 1996).

Matavimams naudota aparatiira pavaizduota 3.4 paveiksle). Audiniy savitoji
fluorescencija buvo zadinama impulsiniu azoto lazeriu kaupinamo dazy lazerio 410 nm
bangos ilgio spinduliuote. Sviesa i stemple buvo nukreipiama per i endoskopa 5d4tl
bifurkacini Sviesolaidj, kurio zadinimo atSaka sudaré¢ septynios, o emisijos — dvylika 200

pum skersmens skaiduly. Detektoriumi buvo fotodiodiné liniuoté su spektrografu.
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3.4 pav. Stemplés savitosios fluorescencijos in vivo matavimy aparatiiros schema
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“viesolaidzio antgalis Svelniai lieté tiriamojo audinio pavirSiy. Sistemos programa leido
matuoti audinio fluorescencija po kiekvieno lazerio impulso; duomenys buvo kaupiami
kompiuterio bazéje. Kiekvieno tiriamojo audinio tasko matavimas truko mazdaug 0,6 s.

Sveiky ir piktybiniy pakitimy paliesty audiniy fluorescencijos spektruose tam
tikruose spektriniuose ruozuose yra skirtumuy. Bendras désningumas toks, kad ligos
pazeisty audiniy fluorescencijos intensyvumas mazesnis nei sveiky audiniy, taciau juo
pasikliauti ne visada galima, nes didele itaka daro ivairiis kiti aplinkos parametrai:
kraujotaka, hemoglobino sugertis, audinio pavirsiaus morfologija, atstumas tarp audinio
pavirsiaus ir Sviesolaidzio antgalio.

Daugelio jvairiuy studijy autoriai taip pat nustaté, kad navikiniy audiniy savitosios
fluorescencijos intensyvumas beveik visada yra mazesnis uz sveiky audiniy,
nepriklausomai nuo to, kokie yra audiniai. Sis reiskinys pastebétas raumenyse (Ankerst ir
kt., 1984; Svanberg ir kt., 1986), smegeny parenchimoje (Andersson-Engels ir kt., 1989),
burnos gleivinéje (Andersson-Engels ir kt., 1990), gimdos kaklelyje (Lohmann ir kt.,
1989; Glassman ir kt., 1992), bronchuose (Hung ir kt., 1991).

Norint geriau isryskinti nedidelius, bet esminius sveiko ir piktybinio darinio
pazeisto audinio spektry skirtumus, buvo sukurta spektry apdorojimo technologija,
daranti diagnostikl tikslesne (Vo-Dinh ir kt., 1998). Technologija pagrista spektry
normavimu. Kiekvienas pamatuotas fluorescencijos spektras normuojamas i integruota
viso spektro intensyvuma, tad jis tampa nepriklausomas nuo intensyvumo. Kitas svarbus
tokio normavimo dalykas — jis isryskina smulkias silpno fluorescencijos intensyvumo
spektro detales. Tai ypac svarbu matuojant piktybiniy pazaidy paliesty audiniu spektrus,
kuriy fluorescencija yra labai silpna. Po normavimo sveiky ir ligos pazeisty audiniy
spektry skirtumai yra daug labiau pastebimi.

Sveikos stemplés gleivinés ir stemplés adenokarcinomos normuoti fluorescencijos
spektrai pateikiami 3.5 paveiksle. Navikinio audinio spektre (B) atsirades fluorescencijos
intensyvumo sumazg¢jimas ties 470-480 nm rodo, kad pazeistame audinyje nebéra Sios
srities $viesa emituojanéiy fluorofory. Si ,,negatyvi” fluorescencijos juosta yra svarbus

piktybiniy pazaidy diagnostikos kriterijus.
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3.5 pav. Sveikos stemplés gleivinés ir stemplés adenokarcinomos normuoti skirtuminiai
fluorescencijos spektrai. Adaptuota pagal (Vo-Dinh ir kt., 1998)

Kadangi normuoti sveiky audiniu fluorescencijos spektrai buvo labai panasios
formos, sukurtas sveiky audiniy ,bazinis” spektras — normuoty sveiky audiniy
fluorescencijos spektry vidurkis. Tolesniuose matavimuose su $iuo baziniu spektru buvo
lyginami visi kity audiniy spektrai. Véliau rezultatai buvo patvirtinami histopatologiniais
tyrimais. Gauti duomenys pateikiami 3.6 paveiksle. Audiniy klasifikavimas i sveikus ir
karcinomos paZeistus pagal skirtuming normuota fluorescencija puikiai sutampa su

histologiniais rezultatais (sutapimas virsija 98 %) (Vo-Dinh ir kt., 1998).
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3.6 pav. Skirtuminés normuotos fluorescencijos (ties 480 nm) ir klinikiniy rezultaty
priklausomybé. Pagal histologiniy tyrimy duomenis audiniai skirstyti i sveikus (¢) ir karcinoma
(+). Zenklu (*) pazyméti audiniai pradzioje klasifikuoti kaip sveiki, véliau — kaip véZiniai.
Adaptuota pagal (Vo-Dinh ir kt., 1998)

Sukurta nemazai ir kity jvairiy algoritmy, tinkamy taikyti darant Zarnyno audiniy

savitosios fluorescencijos spektry analize¢ (Kapadia ir kt., 1990; Schomacker ir kt., 1992),

remiantis fluorofory sudétimi ir audiniy sluoksniy sukeltu Sviesos silpninimu, modeliuoti

savitosios fluorescencijos spektrai (Romer ir kt., 1995; Fiarman ir kt., 1995). Vélesniy

stadijy navikuose aptinkama raudona porfiriny fluorescencija, kurios priezastis gali biiti

didesné porfiriny koncentracija navikiniuose audiniuose arba juy sankaupa ant audinio

Fluorescencijos intensyvumas

3.7 pav. Zarny audiniy méginiy fluorescencijos
spektry vidurkiai: sveikos zarny gleivinés (.....),
adenomos (—), karcinomos (—) ir Seiminés
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juosta ties 635 nm.

Barretto metaplazijoms atskirti

nuo navikiniy dariniy buvo pasitelkti
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fluorescenciniai endoskopiniai matavimai (Bourg-Heckly ir kt, 2000). Zadinant
fluorescencija 330 nm bangos ilgio Sviesa, Barretto metaplazijos pazeistos stemplés
gleivinés savitosios fluorescencijos intensyvumas yra mazesnis negu sveikos, bet spektro
forma iSlieka nepakitusi, taciau spektro formos pokyciai biidingi vélyvosios stadijos
displazijai ir gleivinés karcinomai. Siekiant toliau analizuoti duomenis, buvo taikomi
savitosios fluorescencijos intensyvumy ties 390 nm ir 450 nm (kolageno ir NADH), 550
nm ir 450 nm (flaviny ir NADH) bei 390 nm ir 550 nm (kolageny ir flaviny) santykiai.
Pazaidy tipo nustatymo jautrumas buvo 86 %, o specifiSkumas — 95 %.

Apibendrinant galima teigti, kad savitaja fluorescencija gristos Zarnyno vézio
optinés biopsijos yra tokie bendrieji désningumai: prasidéje piktybiniai pokyciai
pasireiSkia zarny gleivinés sustoréjimu ir dél to silpnéja pogleivyje esancio kolageno
fluorescencijos intensyvumas; navika maitinantis sutankéjes mikrokraujagysliy tinklas
dél didesnés hemoglobino sugerties sukelia i§ gilesniy audiniu sluoksniy skleidziamos
fluorescencijos spektro netikslumus 500—600 nm srityje; dél vélesniy stadijuy navikams
budingos endogeniniy porfiriny fluorescencijos padidé¢ja gleivinés savitoji fluorescencija

raudonojoje spektro srityje.

3.1.2. Slapimo piislés véZys

Dazniausiai Slapimo puslés navikai yra pavirSiniai, iSsidéste puslés gleivinéje ir
pogleivio sluoksnyje. Daugelis ju yra papiliniai egzofitai, augantys i puslés vidy; jie gana
nesunkiai aptinkami apzitrint endoskopiskai. Be papiliniy egzofitiniy dariniy, $lapimo
pusléje gali buiti ploksc¢iuy neoplaziju, displazijuy ar karcinomy in situ (CIS). Ikiinvazini
vézi — karcinoma in situ — diagnozuoti iprastos cistoskopinés apziliros metu yra labai
sunku, nes Sios ploksCios Slapimo pislés sienos pazaidos baltoje Sviesoje beveik
nejmanoma pastebéti. Dariniai jau gali buti susiformave tose puslés srityse, kurios dar
atrodo visiskai sveikos. Tad laiku aptikti CIS ar kitus neoplazinius darinius yra labai
svarbu, nes nuo to priklauso tolesnis ligos vystymasis ir gydymo sé¢kmé.

Savitaja fluorescencija grista optiné biopsija buvo taikyta ieskant vézio pazeistuy,
sveiky ar Slapimo pislés gleivinés uzdegimo viety spektriniy skirtumy (Anidjar ir kt.,
1998). Fluorescencija zadinta triju bangos ilgiy (480 nm, 337 nm ir 308 nm) Sviesa.

Matavimo aparatiiros schema pateikta 3.8 paveiksle. IS viso tirti 25 asmenys (19 vyry ir
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6 moterys), tirty viety fluorescenciniai duomenys lyginti su histologiniy tyrimu
rezultatais. Fluorescencijos spektrai matuoti 25 sveikai atrodanc¢iy Slapimo pislés
gleivinés viety, 15 itartinai atrodanciy paraudusiy viety ir 26 plika akimi matomuy naviky
(16 papiliniy ir 10 ploks¢iy naviky). Penki CIS atvejai taip pat buvo tirti savitosios

fluorescencijos spektroskopijos metodu — trys atvejai aptikti sveikali

mpulsinis fluorescencijos
Zadinimo saltinis

" Filtras

Sviesolaidinis
kateteris

Sviesolaidis

© 200 ym adinima $viesalaidis T Bandinys
@ 200 gy matavimo Sviesolaidis

3.8 pav. Slapimo piislés audiniy fluorescencijos in vivo matavimo schema

atrodancioje gleivingje, kiti du — jtartinai atrodandiose paraudusiose vietose. Slapimo
puslés gleivinés ivairiy viety savitosios fluorescencijos spektrai, matuoti Zadinant
fluorescencija trimis skirtingais bangy ilgiais, pateikti 3.9—-3.11 paveiksluose

Pamatuoti, zadinant fluorescencija dazy lazerio 480 nm bangos ilgio spinduliuote,
sveikos, itartinai atrodancios (paraudusios dél nespecifinio uzdegimo) gleivinés vietos,
vizualiai aptikto naviko ir CIS fluorescencijos spektrai yra panasios formos, turintys
vieng rySkesng juosta su smaile ties mazdaug 580 nm. Visy pazeisty viety fluorescencijos
intensyvumas buvo mazesnis negu sveikos gleivinés (3.9 pav.). Taigi, lyginant
fluorescencijos intensyvumus, biity galima atskirti sveika gleiving nuo uzdegimo ir nuo
naviko pazeistos, taCiau vertinti sunkiau todél, kad, zadinant 480 nm bangos ilgio Sviesa,

fluorescencijos intensyvumas yra labai silpnas.
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3.9 pav. Slapimo piislés sveikos, nespecifinés uzdegiminés gleivinés, naviko ir CIS paZeistos
vietos savitosios fluorescencijos spektrai in vivo (Azaq =480 nm)
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3.10 pav. Slapimo piislés sveikos, nespecifinés uzdegiminés gleivinés, naviko ir CIS paZeistos
vietos savitosios fluorescencijos spektrai in vivo (Azaq =337 nm)
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3.11 pav. Slapimo pislés sveikos gleivinés, naviko ir CIS paZeistos vietos savitosios
fluorescencijos spektrai in vivo (A;q=308 nm)

Gerokai didesnis fluorescencijos intensyvumas gautas matuojant savitaja
fluorescencija, suzadinta azoto dujy lazerio skleidziama 337 nm ilgio spinduliuote (3.10
pav.). Visy matuoty viety savitosios fluorescencijos spektrai taip pat yra beveik
identiSkos formos su smaile ties mazdaug 450 nm. Audiniy fluorescencijos intensyvumas
maze¢ja nuo sveikos gleivinés iki CIS.

Paveiksle 3.11 pateikti sveikos gleivinés, cistoskopijos metu matomo navikinio
darinio ir CIS savitosios fluorescencijos spektrai, gauti zadinant 308 nm bangos ilgio
XeCl eksimerinio lazerio spinduliuote. Sveikos gleivinés spektra sudaro plati juosta su
nerySkiomis smailémis ties 380 ir 440 nm. Visy navikiniy dariniy spektrai,
neatsizvelgiant i ju iSsivystymo stadija, labai skiriasi nuo sveikos gleivinés spektro. Jiems
budingos dvi gana ryskios fluorescencijos juostos su smailémis ties 360 ir 440 nm. Ypac
rySki pirmoji smailé. Visoms kreivéms budinga jduba ties 420 nm. CIS fluorescencijos
intensyvumas labai mazas.

In vivo pamatuoty $lapimo pislés sveikos ir naviko pazeistos gleivinés savitosios
fluorescencijos spektry skirtumai gali buti priskiriami skirtingy fluorofory raiskai.
Zadinant 480 nm spinduliuote gautos pla¢ios fluorescencijos juostos ties 580 nm
greiCiausiai yra oksiduoty flavoproteiny fluorescencija. Daug mazesnis navikiniy dariniy

fluorescencijos intensyvumas rodo, kad juose yra mazesné¢ oksiduoty flavoproteiny
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koncentracija. Tokie duomenys sutampa su senokai atliktais tyrimais, kuriais nustatyta,
kad dél sumazéjusio deguonies kiekio navikuose biina mazesné oksiduoto riboflavino
koncentracija (Pollack ir kt., 1942).

Fluorescencija zadinant 337 nm bangos ilgio spinduliuote, visuose spektruose
(3.10 pav.) iSryskejusi fluorescencijos juosta ties 450 nm priskiriama NADH (NADH
fluorescencijos zadinimui 337 nm bangos ilgio Sviesa yra optimali (Chance ir kt., 1962)).
Tiek zadinant 480 nm, tiek 337 nm spinduliuote gautas fluorescencijos intensyvumo
maz¢jimas, susijgs su  sumazéjusiomis  oksiduoty flavoproteiny ir NADH
koncentracijomis navikiniuose dariniuose, leidzia daryti iSvada, kad Slapimo puslés
navikiniuose dariniuose yra pakitg oksidaciniai—redukciniai medziagy apykaitos vyksmai
(Pollack ir kt., 1942).

Nors NADH zadinti tinkamiausia yra 337 nm sviesa, 308 nm bangos ilgio sviesos
privalumas tas, kad ji suzadina ir kitus fluoroforus, emituojancius kitoje spektro srityje.
Pavyzdziui, sveikos Slapimo ptslés gleivinés placiame fluorescencijos spektre yra ir
neryski smailé ties 380 nm (3.11 pav.). Sios smailés tiesiogiai priskirti baltymy sudétyje
esan¢iam triptofanui (Trp) negalima, nes jo emisijos smail¢ yra mazdaug ties 350 nm.
Tad greiciausiai ¢ia fluorescuoja kolagenas, kurio fluorescencijos smailé yra ties 390 nm
(kai Azad = 335 nm) (Schomacker ir kt., 1992). Sveikoje Slapimo piislés gleivinéje matyt
fluorescuoja gleivinés savojoje plokstel¢je (lamina propria) esancios kolageno skaidulos.

Visu navikiniy dariniy, neatsizvelgiant 1 ju vystymosi stadija, fluorescencijos
spektrai, matuoti zadinant 308 nm spinduliuote, aiSkiai skiriasi nuo sveikos gleivinés
spektry ir yra pastumti jy atzvilgiu { trumpyjuy banguy pus¢ su smaile ties 360 nm, kuri
galéty biiti priskiriama Trp. RySkus fluorescencijos intensyvumo maz¢jimas ilgesniyju
bangu pusé¢je liudija, kad kolageno inasas i fluorescencija smarkiai maz¢ja. Tai atsitinka
todel, kad gleivinés savuju ploksteliy emisija ekranuoja dél navikiniy dariniy sustoréjgs
urotelio sluoksnis.

Tiesiogini fluorescencijos intensyvuma matuoti sunkiau dél jvairiy aplinkos
veiksniy, tad patogiau yra rezultatus vertinti pagal intensyvumuy ties tam tikrais bangu
ilgiais santyki: R = Iggo/lsgo. Tokiu atveju abiem intensyvumy matavimams vienoda
poveiki daro matavimo salygy parametrai. Kitas privalumas yra tas, kad hemoglobino

sugerties koeficientai ties 360 nm ir 440 nm yra beveik vienodi, o sklaidos koeficientai
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Siame spektro ruoze beveik nekinta (Das ir kt., 1993). Tad santykio skirtumai atsiranda
dél skirtingy audiniuose esanciy endogeniniy fluorofory (Trp, NADH) fluorescencijos
kvantiniy nasumy skirtumy. Taigi fluorescencijos intensyvumy ties dviem bangos ilgiais
santykis (R = lsgo/ls40) Zadinant fluorescencija ties 308 nm gali bati sékmingai taikomas

Slapimo piislés navikams diagnozuoti.

3.1.3. Gimdos kaklelio vézys

Gimdos kaklelio vézys Siuo metu pasaulyje yra antra pagal daznuma (po kriities
vézio) motery onkologiné liga ir treCia pagal mirStamuma. Per metus pasaulyje Sia liga
suserga apie 16, o mirSta 9 i§ 100 000 motery. Kasmet pasaulyje diagnozuojama apie
450 000 naujy gimdos kaklelio vézio atvejy. Rizika susirgti gimdos kaklelio véziu
didesné sulaukus 30 mety, o daugiausiai serga 45—55 mety amziaus moterys.

Gimdos kaklelio vézio atsiradimo priezastis néra visiskai aiski, bet, manoma, kad
didZiausia reik§me turi Zmogaus papilomos virusas (ZPV). Nustatyta apie 150 ZPV tipy,
taCiau gimdos kaklelio vézi dazniausiai sukelia 16 ir 18 tipy virusai. [ gimdos kaklelio
epiteli patekusio viruso DNR pakeicia lastelés genoma ir paleidzia onkoproteinus, kurie
yra svarbiis normaliai lastelei transformuojantis | vézing.

Gimdos kaklelio vézio diagnozé nustatoma po kruopstaus klinikinio iStyrimo,
remiantis simptomais ir atlikty tyrimu rezultatais. Gimdos kaklelio vézio néra specifiniy
Sios ligos simptomu. Vélesnése ligos stadijose simptomy atsiranda: skausmas pilvo
apacioje; gausus kraujavimas i§ maksties; kraujavimas i§ Slapimo pislés ir Slapinimosi
sutrikimai; kraujavimas i§ tiesiosios zarnos; svorio kritimas. Diagnozé patvirtinama
apzitrint kolposkopiskai, paémus citologinj tepinélj, atlikus histologinj biopsijos méginio
iStyrima. Tai tyrimai, kurie trunka gana daug laiko ir jiems atlikti reikia nemazai sanaudu.
Optinés biopsijos metodas galéty daug padéti ir supaprastinti apzitiros procediiras bei
mazinti sanaudas.

Vienas dazniausiy gimdos kaklelio pakitimy yra neoplazija — sutrikgs epitelio
augimas ir vystymasis. Gimdos kaklelio kanalo gleivinés pavirSius dengtas
vienasluoksniu stulpiniu epiteliu, o 1 maksti iSsikiSusi kaklelio dalis apdengta
daugiasluoksniu neragé¢janciu epiteliu. Daugiasluoksnis plokscCiasis epitelis pereina i

vienasluoksni stulpini kaklelio gleivinés epiteli. Riba, kur susilieja Sie du epitelio tipai,
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vadinama jungtimi. Senstant stulpinés lastelés virsta plokS¢iosiomis lastelémis, jungtis
kyla link gimdos kaklelio kanalo. Si vieta vadinama transformacijos zona (TZ) (3.12

pav.) ir laikoma, kad 90-95 % atvejy gimdos kaklelio vézys vystosi $ioje zonoje.

Stulpinés lastelés
Gimdos kaklelio

kanalas
Makstis

3.12 pav. Gimdos kaklelio bei maksties epitelio strukttira

Gimdos kaklelio intraepiteliné neoplazija (CIN - cervical intraepithelial
neoplasia) — tai ikivéZiniai epitelio poky¢iai, nuo kuriy prasideda invazinis vézys. Sie
poky¢iai klasifikuojami pagal tai, kiek nediferencijuoty lasteliy yra sluoksnyje nuo
savosios plokstelés iki epitelio pavirSiaus. Jei jos uzima visa epitelio sluoksnio storj nuo
savosios plokstelés iki pavir$iaus, pazaida klasifikuojama kaip karcinoma in situ (CIS —
carcinoma in situ). Jei nediferencijuotos lastelés per pamating membrang skverbiasi |
stroma ar net pasiekia limftakius, pazaida vadinama invaziniu véziu.

Pap (Papanicolaou) tyrimas leidzia jtarti pirminj ar metastazini vézi. Tepinélis
imamas ir profilaktiniais tikslais, ir jtariant ikinavikinius pakitimus. Taciau Pap tyrimo
vidurkinis jautrumas yra 58 %, o specifiSkumas — 69 %. Intraepiteliné neoplazija vystosi
keleta mety, kol atsiranda vézj, tad kelioms moterims, nors ir kasmet biina atlickami
tyrimai, véziniai pokyciai laiku nebiina diagnozuojami. Kolposkopinés apzitiros
vidurkinis jautrumas yra 96 %, specifiskumas — 48 %. Sie rodikliai liudija, kad beveik
visos pazaidos yra aptinkamos, taciau ne itin didelis specifiSkumas reiskia, kad tenka
atlikti daug nebiiting biopsiju. Gana prieStaringas yra ankstyvy stadijy pazaidy
identifikavimas ir gydymas, nes nezinia, kurios pazaidos iSsivystys 1 vézi, o kurios vél
bus normalios biiklés. Optinés diagnostinés technologijos kaip tik ir galéty Cia pagelbéti.
Optiné biopsija — tai priemoné, jgalinanti apzitréti visa epitelio tarj in situ ir suteikti

informacijos apie audiniy biocheming ir morfologing biikle.
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Gimdos kaklelio audiniy fluoroforai. Gimdos kaklelio audiniuose aptinkami
daugelis 1§ endogeniniy fluorofory. Tai Iasteliy energijos gamybos procesuose
dalyvaujantys piridino nukleotidai ir flavinai, pagrindinis elektrony akceptorius
nikotinamidadenindinukleotidas, kurio redukuotoji forma NADH gerai fluorescuoja.
Kitas svarbus elektrony akceptorius yra flavinadenindinukleotidas, kurio oksiduotoji
forma FAD fluorescuoja. Daugelio tyréju pastebétas désningumas, kad navikiniy audiniy
fluorescencijos intensyvumas 500 nm spektrinéje srityje (zadinant artimojo UV ruozo
Sviesa) yra mazesnis negu sveiky, aiSkinamas oksiduotos flaviny formos ir NADH kiekio
sumaz¢jimu navikiniuose audiniuose. Kita grupé fluorofory — aromatinés aminoriigStys
triptofanas, tirozinas ir fenilalaninas. Intensyviausiai i§ visy triju aminorigsciu
fluorecuoja triptofanas. Kai zadinimo S$viesos bangos ilgis didesnis negu 295 nm,
suzadinamos tik triptofano molekulés. Jei zadinama Sviesa nuo 280 iki 295 nm,
suzadinamos tirozino ir triptofano molekulés, taciau dél energijos pernasos i§ tirozino i
triptofana vyrauja triptofano fluorescencija. Zadinant trumpesnémis nei 280 nm
bangomis, suzadinamos visy triju aromatiniy aminoriigs¢iy molekulés, taciau fenilalanino
fluorescecnijos kvantinis nasumas, palyginti su triptofano ir tirozino, yra labai mazas.

Gimdos kaklelio audiniuose fluorescuoja ir struktiiriniai baltymai kolagenas ir
elastinas, kuriy fluorescencijos intensyvumas susijes su skersiniais rysiais, kurie
intensyviausiai fluorescuoja ties 400 nm.

Kaip gimdos kaklelio fluoroforai susije su amZiumi? Sukirus specifini gyvo
gimdos kaklelio audinio kultiiros fluorescencijos matavimo metoda, buvo tirta, kaip
fluorescencija veikia pacientés amzius (Brookner ir kt., 2000) ar displazija (Drezek ir kt.,
2001). Paimty méginiy fluorescenciniai mikroskopiniai vaizdai buvo gauti pra¢jus 1,5-5
val. po biopsijos, o véliau méginiai analizuoti histopatologiskai. IS 31 pacientés paimty
kolposkopiskai apzitirint sveikai atrodziusiy audiniy méginiy vaizdai buvo suskirstyti 1
tris grupes pagal epitelio ir stromos fluorescencijos intensyvumy santyki: (1) meéginiai,
kuriy epitelio fluorescencija daug intensyvesné negu stromos; (2) méginiai, kuriy epitelio
ir stromos fluorescencijos intensyvumai beveik vienodi ir (3) méginiai, kuriu epitelis
fluorescuoja silpnai, o stroma — intensyviai. Rezultatai rodo, kad yra labai aiski gimdos
kaklelio audinio fluorescencijos vaizdo ir pacientés amziaus koreliacija (Brookner ir kt.,

2000): kuo moteris vyresne, tuo silpniau fluorescuoja epitelis ir intensyviau fluorescuoja
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stroma. Histologiniai tyrimai parodé, kad stromoje yra daug kolageno. Kadangi kolageno
fluorescencija susijusi su skersiniy rySiy kiekiu, o ju audiniuose su amziumi daugéja,
tokia koreliacija yra biologiskai pagrista. Be to, tos pacios studijos duomenimis, su
amziumi plonéja gimdos kaklelio epitelio sluoksnio storis (Brookner ir kt., 2000). Tai
paaiskina ir didesnj in vivo matuojamy vyresnio amziaus motery gimdos kaklelio audiniy
savitosios fluorescencijos intensyvuma (3.13 pav.). Zadinant fluorescencija triju bangos
ilgiy (337, 380 ir 460 nm) Sviesa, vyresnio amziaus ir pomenopauzeés periodo motery
gimdos kaklelio audiniy savitoji fluorescencija yra intensyviausia. Tokiy matavimy metu
1 epiteli krintanti zadinimo Sviesa turi prasiskverbti pro ji ir pasiekti stroma. Plonéjantis
vyresnio amziaus motery epitelio sluoksnis sudaro geresnes salygas skverbtis Sviesai |

stroma ir zadinti kolagena.

zadinimas zadinimas zadinimas
i 337 nm 380 nm 460 nm

—a— Jaunesneés nei 30m

| —a 3-40m.

T —a— vird 40 m. pried mp.

e = 1 == wird 40 . pomp

Fluorescencija, sant.vnt.

Bangos ilgis, nm

3.13 pav. [vairaus amziaus pacienciy gimdos kaklelio audiniy savitosios fluorescencijos spektrai,
pamatuoti zadinant fluorescencija ties 337, 380 ir 460 nm. Adaptuota pagal (Brookner ir kt.,
2000)

Tos pacios studijos metu buvo matuota dvieju gimdos vézio lasteliy kultury (HeLa ir
SiHa), zmogaus papilomos viruso infekuoty lasteliy (TCL-1) ir sveiky gimdos kaklelio
lasteliy (CrEC-Ec) suspensijuy fluorescencijos zadinimo—emisijos matricos (Brookner ir
kt., 2000). Keturios fluorescencijos smailés priskiriamos trims fluoroforams: triptofanui,
NADH ir FAD. Didziausio intensyvumo smail¢ ties 300 nm, gaunama zadinant 290 nm
ilgio Sviesa, priskiriama triptofanui. Kita smailé ties 370 nm (Az,q =440 nm) priklauso
NADH ir FAD, o smailé ties 530 nm (A;pq=370 ir A;¢=450) — FAD. Triptofano
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fluorescencija du kartus intensyvesné negu NADH, kuris savo ruoztu fluorescuoja 4—7
kartus intensyviau uz FAD.

Kita studija buvo skirta tyrimams, kaip fluorofory fluorescencijos intensyvumas
kinta vystantis displazijai (Drezek ir kt, 2001). Displazijos vietoje epitelio
fluorescencijos intensyvumas didesnis negu sveiko audinio, o stromos fluorescencijos
intensyvumas akivaizdziai sumazéja. Norint isitikinti, kokie metaboliniai pokyciai turi
itakos fluorescencijos intensyvumy kitimui, buvo tirta audiniy oksidaciné-redukciné
buklé. Epitelio Iasteliy fluorescencijos intensyvumo padidéjimas priskiriamas dél
suintensyvejusio metabolizmo padidéjusiam NADH kiekiui ir dél to intensyvesnei jo
fluorescencijai Zadinant 380 nm ilgio Sviesa. Pakitusios epitelio lasteles gali saveikauti
su stromos kolagenu ir ardyti kolageno skersinius rySius, o dél to mazéja stromos
fluorescencijos intensyvumas.

Apibendrinti dviejy aptarty studiju rezultatai, parodantys, kaip kinta gimdos
kaklelio audiniy fluorescencija su moters amziumi ir vystantis displazijai, pateikti 3.14

paveiksle.

Epitelis

Silpnéja
1 fluorescencija
Silpnéja medzia
ap)p.rkaljta Iqstelésgeq?
Stroma
Stipréja
fluorescencija
Daugéja kolageno
skersiniy rysiy?

Plonéja epitelio
sluoksnis

Epitelis
Stipréja
fluorescencija
Stipréja medzia
Stroma ap?kallta Iqstelégg?
Silpnéja
fluorescencija Storeja epitelio

Mazéja kolageno sluoksnis

skersiniy rysiy dél
epitelio isskiriamos
proteazés?

3.14 pav. Gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos pokyciai, vykstantys dél amziaus (virSutinis
pav.) ir vystantis displazijai (apatinis pav.) Adaptuota pagal (Richards-Kortum ir kt., 2003)

116



Gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos matavimai. Biologiniy audiniy,
kuriuose yra daug fluorofory, fluorescencijos intensyvumas ir spektro forma priklauso
nuo fluorescencijos zadinimo ir registravimo bangos ilgiy. Spektrai gali buti matuojami
tiesiogiai arba panaudojant atitinkamus algoritmus. Fluorescencijos spektrai registruojami
reikiamu bangy ilgiy intervalu Zzadinant fluorescencija vieno bangos ilgio Sviesa.
Fluorescencijos zadinimo spektrai matuojami registruojant fluorescencija ties vienu
bangos ilgiu, o Zadinama plataus intervalo bangos ilgiy Sviesa. IS daugelio fluorescencijos
ir fluorescencijos Zadinimo spektry matavimy duomeny sudaromos zadinimo—emisijos
matricos (EEM, angl. excitation—emission matrix), kuriose matoma fluorescencijos
intensyvumo priklausomybé nuo fluorescencijos zadinimo ir registravimo bangos ilgio.
Tokios matricos suteikia visa informacija apie matuojamo objekto fluorescencija kitaip
nei atskiri fluorescencijos matavimai, nes vienu bangos ilgiu negalima suzadinti visy
fluorofory.

Siekiant §] matavimo metoda pritaikyti gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos
matavimui in vivo, pirmiausia buvo ieSkoma, kokiy bangos ilgiy Sviesa suzadinti
diagnozavimui naudingiausius fluoroforus. Atlikus i§ 18 pacienciu gimdos kakleliu
sveiky ir jtartiny viety paimty méginiy EEM matavimus, nustatyta, kad didziausi sveiky
ir pazeisty audiniy fluorescencijos spektry skirtumai gaunami, kai Zadinama ties 340, 380
ir 460 nm. Ypac¢ tinkamas yra 340 nm bangos ilgis. Remiantis Siais rezultatais, buvo
sukonstruota matavimo sistema, jgalinanti matuoti fluorescencija in vivo zadinant 337 nm
Sviesa (Ramanujam ir kt., 1994). Vystantis displazijai, mazéja fluorescencijos

intensyvumas ir juostos smailé pasislenka i ilgabange spektro puse (3.15 pav.).
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3.15 pav. Sveiky gimdos kaklelio audiniy ir plokscialastelinés intraepitelinés pazaidos (PIP)
fluorescencijo sspektrai

Bandant isitikinti, ar zadinant fluorescencija ties kitais bangy ilgiais bus gauta daugiau
diagnozavimui vertingos informacijos, matavimo aparatiira buvo patobulinta taip, kad
EEM biity gaunama Zadinant fluorescencija ties 337, 380 ir 460 nm. Studijos, kurioje
dalyvavo 40 motery, rezultatai parod¢, kad, norint gauti patikimus diagnostinius
duomenis, igalinancius nustatyti plokscialastelines intraepitelines pazaidas ir jvertinti ju
stadijas, biitina matuoti ties trimis bangos ilgiais suzadinta fluorescencija (Ramanujam ir
kt., 1996).

IS gauty rezultaty matyti, kad optin¢ biopsija labai padéty nustatyti ankstyvas
gimdos kaklelio neoplazijas. Taciau, kad Sis metodas biity placiai idiegtas | kliniking
praktika, reikia iSspresti ne vieng sudétinga uzdavini. Pirmiausia reikia sukurti aparatiira,
kuri leisty optiskai patikrinti visa gimdos kaklelio epiteli ir biity jautri ir specifiSka. Taip
pat butina kuo nuodugniau i$nagrinéti biologiniy gimdos kaklelio audiniy pokyc¢iy sasajas
su optiniy spektry pokyciais. Pavyzdziui, atradus, kokius optinius pokycius sukelia
zmogaus papilomos virusas, galima biity daug greiCiau identifikuoti jtartinas pazaidas.
Taip pat, zinant, kad angiogenez¢ yra patikimas navikiniy poky¢iy Zymuo, nustacius
angiogenezés sukeliamus spektrinius pokyCius ir sukiirus opting aparatira jai

identifikuoti, buty gerokai patobulinta navikiniy dariniy diagnostika.
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3.1.4. Plaudiy ir kvépavimo taky vézZys

Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis, kasmet nuo plauciy vézio mirsta
mazdaug 860 000 vyry ir 330 000 motery. Plauciy vézys yra viena i§ dazniausiy mirciy
nuo vezio priezastis.

Laikoma, kad 80-90 % atveju plauciy vézi sukelia rikymas. Metusiems rtkyti
sulaukus 55 mety lieka didelé rizika susirgti plauciy véziu. Mazdaug pusé ligoniy,
kuriems diagnozuojamas plauciy vézys, yra buve rukaliai. Taigi, net ir labai s¢kmingai
kovojant su rikymu, plauciy vézys artimiausius deSimtmecius bus labai rimta sveikatos
problema.

Histologiskai  skiriami du plau¢iu vézio tipai: smulkialasteline ir
nesmulkialasteliné karcinoma. Nesmulkialgsteliné karcinoma gali buti skirstoma {
plokscialasteling,  stambialasteling ir  adenokarcinoma.  Plokscialasteliné  ir
smulkialasteliné karcinoma daZniausiai pasitaiko centriniuose kvépavimo takuose, o
adenokarcinoma — periferinése bronchiolése ir alveolése. Adenokarcinoma dazniausiai
serga moterys ir nertikantieji.

IS nesmulkialasteline karcinoma susirgusiy ligoniy penkerius metus iSgyvena apie
14 %, o 1§ smulkialasteline karcinoma — 5 % pacienty. Ilgiausiai i§gyvena tie, kuriems
diagnozuojamas ankstyvyjy stadijy vézys, kuri dar galima sékmingai iSoperuoti. Deja,
dazniausiai diagnozuojamas jau neoperuotinas veélyvuju (III arba IV) stadijy veézys. Taigi
Siuo metu ypac¢ svarbu sukurti patikimus diagnostinius metodus, jgalinancius aptikti ir
lokalizuoti ankstyvos stadijos nepradéjusi plisti plauciy vézi.

Optiniai diagnostikos metodai ypac¢ tinkami plauciy navikams aptikti, nes dél
plauciy audiniy specifiSkumo Sviesos sugertis ir sklaida plauciuose yra daug mazesné
negu kituose organuose. Ankstyvi ikinavikiniai pokyc¢iai ar ankstyvosios vézio stadijos
sunkiai aptinkami tradicine baltos Sviesos bronchoskopija. Tokiy pokyciuy aptikimo
tikimybé fluorescenciniais diagnostikos metodais daug didesné.

Bronchy ir bronchy naviky (vélyvosios stadijos displazijos, karcinomos in situ,
invazinio naviko) savitoji fluorescencija in vivo buvo tirta zadinimui naudojant 405 nm,
442 nm bei 488 nm Sviesa (Hung ir kt., 1991). Spektrams biidingos dvi smailés ties 520
nm ir 595 nm, o fluorescencijos intensyvumas nuosekliai maz¢ja pereinant nuo

displazijos i karcinoma in situ bei i invazinio naviko stadija (3.16 pav).
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medziagos histologiniy tyrimy 3,16 pav. Plau¢iy sveiky (2) ir navikiniy (1)
duomenys lyginti su fluorescencijos audiniy savitosios fluorescencijos spektrai

matavimy rezultatais. Apibendrinus
tyrimo rezultatus konstatuota, kad ikinavikiniy ir navikiniy audiniy fluorescencijos
intensyvumas yra daug mazesnis negu sveiky audiniy, ypa¢ Zaliojoje spektro srityje, o
zadinimui geriausiai tinka 405 nm ilgio $viesa (Zellweger ir kt., 2001a). Zadinant $io
bangos ilgio sviesa pasiekiamas optimalus jautrumas, nes galima atskirti sveikus audinius
nuo ikinavikiniy pazaidu ir optimalus specifiSkumas, nes galima atskirti uzdegiminius,
hiperplazijos ar metaplazijos paZzeistus audinius nuo ikivéziniy pazaidy. Sveiko ir
uzdegimo pazeisto audinio spektry forma panasi, taciau ikinavikiniy pazaidy spektro

forma yra kitokia (3.17 pav.).
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3.17 pav. Normuoti sveiky ir ikivéziniy pokyciy pakenkty zmogaus bronchy gleivinés
savitosios fluorescencijos spektrai in vivo (A;q=405 nm) ir ju skirtumas. Adaptuota pagal
(Wagnieres ir kt., 2003)

Daugelis autoriy, tyrg plauciy ir kvépavimo taky vézio fluorescencing
diagnostika, pastebé¢jo daug mazesnio intensyvumo naviko pazeistu audiniy savitaja
fluorescencija ir aiSkina ja su liga susijusiais biocheminiais ir struktiiriniais pokyciais:
NADH ir flavinu oksidacine—redukcine biisena, struktiriniy baltymu kiekybiniais
pasikeitimais, epitelio sluoksnio sustor¢jimu ar kraujagysliy tankio padidéjimu (Keith ir

kt., 2000; Pitts ir kt., 2001; Zellweger ir kt., 2001 a).

3.2. ATEROSKLEROZINIU PAZAIDU FLUORESCENCINE DIAGNOSTIKA
3.2.1. Arterijy sieneliy patologija

Ateroskleroziniai kraujagysliy pazeidimai tapo svarbiausia ligy ir mirciy
priezastimi visame pasaulyje. Pagrindinis aterosklerozinio proceso taikinys yra endotelis.
Vystantis kraujagysliy endotelio pazaidoms, pakinta tiek vainikinés, tiek periferinés
arterijos. Anksciausiai pazeidziama aorta, kiek véliau — vainikinés, kojy bei smegeny
arterijjos. Kiekviena pazaidos lokalizacija sukelia budingy reiSkiniy ir pasireiSkia

tvairiomis ligomis. Pagrindinius aterosklerozés timinius sindromus sudaro Sirdies ir
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kraujagysliy sistemos ligos, 1§ kuriy dazniausia — iSemin¢ Sirdies liga, iminiai iSeminiai
sindromai ir galvos smegeny insultas (Kozlovaite, 2002).

Taigi aterosklerozé¢ yra nepastebimai prasidedanti ir tyliai besivystanti létiné
arteriju sieneliy liga. Jos metu arterijy sienelése trinka medziagy apykaita ir atsiranda
lasteliy pazaidos. Siuos poky¢ius sukelia jvairlis patologiniai vyksmai: uzdegimas, jo
plitimas, degeneracija, nekroze, kalcinozé ir trombozé (Falk ir kt., 1995; Shah, 1996;

Stary ir kt., 1995).

3.18 pav. Sveikos arterijos sienelé

Arterijy sienel¢je yra trys sluoksniai: vidinis (intima), sudarytas i$ vieno
endoteliniy lasteliy sluoksnio, vidurinis (medija), sudarytas i§ lygiyju raumeny ir elastiniy
skaiduly ir iSorinis (adventicija), sudarytas i§ jungiamojo audinio elastiniy ir kolageniniy
skaiduly (3.18 pav). Vidini sluoksni sudaro endotelio lastelés, esancios ant savosios
plokstelés. Vidurinio sluoksnio lygiyjy raumenu skaidulose yra elastino, kolageno ir
proteoglikano. D¢l ju itakos arterijos sienelés iSlaiko elastinguma ir vazomotoring
funkcija. Netaisyklingose iSorinio sluoksnio jungiamojo audinio skaidulose

perivaskuliniai i§sidéste fibroblastai ir kolagenas (Kozlovaite, 2002).
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3.19 pav. Ateroskleroziniy ploksteliy susidarymas kraujagysliy endotelyje: a — riebalai
pro paZzeista endoteli prasiskverbia i intima; b — susidaro lipidinis ruozelis, lygiyju raumeny
lastelés proliferuoja ir migruoja; ¢ — susidaro skaiduliné plokstelé; d — komplikuota plokstelé:
iplyses skaidulinis stogelis ir susidargs trombas

Ateroskleroze — 1étine arterijuy sienelés liga, skatinanti ateroskleroziniy ploksteliy
(ateromy) susidaryma joje. Formuojantis aterosklerozinéms pazaidoms pirmiausia
pazeidziamas vidinis arteriju dangalas — endotelis. Viduriniajame sluoksnyje atsiranda
antriniy poky¢iy. Vidini arteriju sluoksni sudaro neskaidulinis jungiamasis audinys,
lygiyju raumeny lastelés, elastinés skaidulos (elastinas ir mikrofibriliniai komponentai) ir
kolagenas. Svarbiausi arterijuy sieneliy fibriliniy baltymy komponentai yra kolagenas ir
elastinas, kurie yra ir pagrindiniai sveiky arteriju endogeniniai fluoroforai. Siy baltymy
kiekio santykis priklauso nuo kraujagyslés tipo, rusSies ir arterijos sienelés sluoksnio.
Aortoje paprastai biina apie 20 % kolageno ir 50 % elastino; smulkesnése arterijose —
apie 40 % kolageno ir 20 % elastino. Senstant aortoje mazéja elastino, daugéja kolageno
ir vidiniame arterijos sienelés sluoksnyje ima kauptis lipidai (daugiausia cholesterolis ir

JO esteriai).
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Ateroskleroziniy ploksteliy susidarymas kraujagysliu vidiniame sluoksnyje susij¢s
su cholesterolio koncentracijos did¢jimu kraujyje. Aterogeniskiausi yra mazo tankio
lipoproteinai (MTL), turintys gana daug cholesterolio. Didelio tankio lipoproteinai (DTL)
taip pat turi daug cholesterolio, taciau jie neturi jtakos susidarant aterosklerozinéms
ploksteléms. Lipoproteinai jgauna aterogeniniy savybiy, kai jvyksta ju peroksidacija ir
susidaro peroksidy modifikuoti lipoproteinai (Praskevi¢ius ir kt., 2003). Sis procesas
dazniausiai vyksta arteriju sienelése, kur susidariusius modifikuotus MTL atakuoja
makrofagai. Jie sukaupia daug cholesterolio ir jo esteriy, patys virsdami vadinamosiomis
»putotomis” lastelémis, kurios dél jose esancio didelio cholesterolio kiekio Ziiva, i§ ju
iSsiskiria laisvasis cholesterolis ir ima kauptis vidingje arteriju sieneléje (3.19 pav.).
Cholesterolis yra netirpi kristaliné medziaga, jos neskaido fermentai. Dél to vidiniame
sluoksnyje besikaupiantis cholesterolis zaloja arteriju sieneliy lygiuosius raumenis ir
inicijuoja trombocity agregacija. Trombocitai ir makrofagai iSskiria augimo faktorius,
skatinanc¢ius lygiyju raumeny proliferacija. Pazeistos lastelés gamina jungiamojo audinio
baltymus — kolagena, elasting ir glikozaminoglikanus. Aplink cholesterolj, ,,riebaling
démg”, ima formuotis skaidulin¢ kapsulé, kurioje kaupiasi jvairios lastelés ir medziagos,
i$ kraujo jungiasi kalcio jonai (Ca?*) — susidaro ateroskleroziné plokstelé (3.19 pav.).
Didé¢janti plokstel¢ siaurina arterija ir trukdo tekeéti kraujui. Kraujagyslés praranda
elastiSkuma, tampa trapios ir gali plysti. Aterosklerozinés plokstelés paZzeidzia gyvybiSkai
svarbias kraujagysles — arterijas, kuriomis kraujas nesa organizmo audiniams deguoni ir
maisto medziagas.

Taigi biocheming ateroskleroziniu ploksteliy sudét; sudaro keturi svarbiausieji
komponentai (Falk ir kt., 1995; Shah, 1996; Stary ir kt., 1995; Fuster, 1996; Felton ir kt.,
1997):

e lastelés (makrofagai, lygiyju raumeny lastelés ir limfocitai);

e tarplastelinis dangalas (kolageno ir elastino skaidulos, proteoglikanai);

e vidulastelinés ir tarplastelinés lipidy sankaupos;

e kalcio sankaupos.

Ateroskleroziniy pazaidu klasifikacija grindziama ju biochemine sudétimi ir

komponenty struktira. Pagal Pasaulio sveikatos organizacijos eksperty rekomendacija
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démelés, fibrozinés plokstelés, komplikuotos plokstelés, arba komplikuoti pazeidimai, ir
kalcinozé. Pastarieji trys apibendrinami kaip ,,iskilieji pazeidimai” (3.1 lentel¢)

(Stalioraityté ir kt., 2001).

3.1 lentelé. Ateroskleroziniy pazaidy apibiidinimas

Pazaida Apibudinimas

Lipidinis ruozelis, arba démele Bet koks intimos pazeidimas, nepereinantis i kitus
arterijos sienos sluoksnius

Fibroziné plokstelé Standus, blizgantis, blyskiai pilkos spalvos,

asimetriSkas, plokstelés formos intimos iskilimas,
be kraujosruvy, trombozés, iSop¢jimo  ar

kalcinozés

Komplikuota plokstelé Plokstele, kurioje yra kraujosruva arba trombozé
su kalcio nuosédomis arba be ju

Kalcinozé Ploteliai, kuriuose yra kalcio nuosédy, be
kraujosruvy, iSopé&jimy arba trombozés

Iskilieji pazeidimai Fibrozinés, komplikuotos plokstelés ir kalcinozé
kartu

Pazaidy lygis skirstomos pradedant nuo minimaliy intimos pokyc¢iy ir baigiant
sudétingomis klinikines pasekmes sukelian¢iomis pazaidomis (Fuster, 1996). Pirmosios
fazés pazaidos apima bepradedancias formuotis ir smulkias paZzaidas, kurios pagal
morfologinius poZymius savo ruoztu skirstomos { tris tipus. Pirmajam ir antrajam tipams
priklauso ankstyvos, o treciajam — tarpinio lygio pazaidos. Pirmojo (I) tipo pazaidoms
budingos mazos izoliuotos makrofagy grupelés, turincios ,,putoty” lasteliu. Antrojo (II)
tipo pazaidoms budingas didelis kiekis ,,putoty” makrofagu lasteliy, besiskverbianciy i
artimiusius sluoksnius. Kai yra ankstyvy pazaidy, didzioji dalis lipidy kaupiasi lastelése.
Treciojo (III) tipo pazaidoms bidingos lipidy sankaupos tiek ,,putotose” makrofagy
lastelése, tiek tarplastelinéje terpéje. Sio tipo pazaidos yra pereinamosios | paZzengusiy
pazaidy fazes.

Labiau paZengusiai antrajai fazei priskiriamos pazaidos, kuriose jau ivyko
struktliriniy pakitimy, intimos atsinaujinimo procesy, storéjimo ir arterijos sienelés
deformaciju (IV, V ir VI tipo pazaidos). Ketvirtojo (IV) tipo pazaidos — tai daug
susikaupusiu lipidu (lipidinés Serdys), dél to kyla ploksteliy atplySimo pavojus. Penktojo
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(V) tipo pazaidos — padaugeje skaidulinio jungiamojo audinio. Kai apie lipiding Serdi
susikaupia naujai susiformaves skaidulinis audinys, susidaro skaidulinis stogelis, kuris
morfologiskai priskiriamas V, tipui (fibroateroma). Jei penktojo tipo pazaidos
kalcinuojasi, jos priskiriamos V, tipui (kalcinuotos). Kai yra penktojo tipo pazaiduy,
kraujagyslés praranda elastiskuma, jos standéja ir siauréja. Sestojo (VI) tipo pazaidos
(komplikuotos) susidaro daugiausia dél ketvirtojo ar penktojo tipo pazaidose
susiformavusiy ploksteliy iplySimu. Ties iplySimu formuojasi hematoma arba trombas
(kreSulys). Paveiksle 3.20 pavaizduotos koronarinés arterijos pazaidos.

| Intima Putotos lastelé

a ” A -

Intima Medi

sluoksnis storéja, jame kaupiasi makrofagai (putotos lastelés); ¢ — lipiding Serdj gaubia skaidulinis
audinys; d — susidariusi ateroskleroziné plokstelé (fibroateroma), sustoréjes intimos sluoksnis,
apie lipiding Serdi susiformaves skaidulinis stogelis. Adaptuota pagal (Marcu ir kt., 2003)

126



3.2.2. Ateroskleroziniy pazaidy klinikiné diagnostika

Ilga laika ateroskleroziné plokstel¢ auga nesukeldama jokiy simptomy. Ligos
paimeéjimus dazniausiai sukelia prie aterosklerozinés plokstelés iplySimo susidargs ir
kraujo tékme trikdantis kreSulys (trombas). Todé¢l, siekiant sékmingo aterosklerozes
gydymo, nepaprastai svarbu laiku pastebéti ir kiekybiskai jvertinti, kiek toli pazenggs
aterosklerozés procesas. Aterosklerozinés plokstelés iplySimo priezastys ir tikslus
mechanizmas néra visiSkai aiSkiis. PlokSteliy plySimo mechanizmai daugiausia tirti
histopatologiskai, taciau svarbiausias tokiy tyrimu triikumas tas, kad jie pateikia tarsi tik
aterosklerozinés plokstelés ,,momenting nuotrauka” (Felton ir kt., 1997; Vallabhajosula ir
Fuster, 1997; Lee ir Libby, 1997).

Pastaryjy mety tyrimai rodo, kad ne anatominés priezastys ar stenozés lygis, o
pazaidy biocheminé sudétis ir morfologija lemia ploksteliy nestabiluma. Sie duomenys
leidzia spresti, kiek yra pazengusi liga ir kokia ploksteliy plySimo rizika. Jau nustatyta,
kad pavojingiausios yra ne didziausios ir labiausiai siaurinancios arterija plokstelés, bet
nestabilios, kartais visai nedidelés minkstos, su didele riebaline Serdimi, plokstelés. Tuo
tarpu, kai yra paZengusi stenoz¢, kolageno skaidulomis apaugusios pazaidos, nors ir
trukdo tekeéti kraujui, stabilizuoja ploksteles (Falk ir kt., 1995; Shah, 1996; Felton ir kt.,
1997; Vallabhajosula ir Fuster, 1997; Lee ir Libby, 1997). Kai kurios ateroskleroziniy
ploksteliy struktiirinés savybés, tokios kaip skaidulinio stogelio plon¢jimas, mazas kiekis
lygiyjuy raumeny lasteliy, proteinaziy sukeltas kolageno skilimas ir minkstos, daug riebaly
turin¢ios Serdys, susijusios su ju nepatvarumu ir galimais plySimais. Todél fibroateromuy
komponenty tyrimas yra labai svarbus.
fvertinti stenozés lygi, taciau nesuteikia informacijos apie ploksteliy sudét;. Tam
pasitelkiamos kitos jvairios diagnostinés technologijos: magnetinio rezonanso
vaizdinimas (Vallabhajosula ir Fuster, 1997; Shinnar ir kt., 1999), IR (Moreno ir kt.,
1999), Ramano (Romer ir kt., 1998) ir fluorescenciné spektroskopija (Christov ir kt.,
2000; Marcu ir kt., 2001 a). Optinés spektroskopijos metodai pagristi tuo, kad ligai

progresuojant vykstantys ateroskleroziniy plokSteliy biocheminiai ir morfologiniai
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pokyciai sukelia audiniy optiniy savybiy pokycius, kurie gali biiti jvertinti atliekant

greitus ir tiesioginius spektrinius matavimus pasitelkus sviesolaidines technologijas.

3.2.3. Ateroskleroziniy ploksteliy savitoji fluorescencija

Pirmieji ateromy chromatografiniai tyrimai parodé¢, kad kai kurie komponentai
fluorescuoja silpng §viesiai Zalia §viesa (Blankenhorn ir Braunstein, 1956). Si
fluorescencija buvo priskirta jvairiems karotinoidams ir/ar vitaminui A, susikaupusiems
aterosklerozinése pazaidose, o ju koncentracija siejama su pazaidos amziumi. Vélesni
tyrimai patvirtino hipotezg¢, kad aterosklerozés pazeistoje aortoje susikaupusios
fluorescuojancios medziagos ieina i intimos ploksteliy sudéti ir yra tiesiogiai susijusios su
elastino degeneracija. Siy komponenty Zadinimui ir jy fluorescencijos registravimui buvo
parinkti tokie bangy ilgiai: 350/405 nm ir 380/450 nm (Banga ir Bihari-Varga, 1974).

Optiniy Sviesolaidiniy technologijy pritaikymas ateroskleroziniy ploksteliy
Salinimui lazerio spinduliuote (lazeriné angioplastika) sukéle dideli susidoméjima ir
inicijavo klinikinius tyrimus (Isner ir Klarke, 1984; Isner ir kt., 1987). Kad bty iSvengta
kraujagysliy perforacijos, reikéjo labai tiksliai ir patikimai nustatyti pazaidos vieta. Tam
buvo pasitlyta arterijos sieneliy fluorescencinius matavimus atlikti panaudojant ta pati
Sviesolaidi, per kuri sklinda didelés galios lazeriniai impulsai, skirti ateroskleroziniy
ploksteliy Salinimui. Pirmieji matavimai patvirtino, kad fluorescenciné spektroskopija
padeda atskirti sveika aorta nuo skaidulinés plokstelés (3.21 pav.) (Kittrell ir kt., 1985).
Véeliau buvo paskelbta nemazai darby, skirty ateroskleroziniy ploksteliy diagnostikai.
Dazniausiai 8ie tyrimai buvo derinami kartu su bandymais tobulinti lazerinius
Sviesolaidinius angiochirurginius kateterius. Sveiky ir aterosklerozés pazeisty arteriju
sieneliy fluorescencija buvo matuojama zadinant UV ir regimosios $viesos spektrinio

ruozo sviesa (Deckelbaum ir kt., 1987; Bergeron ir kt., 1988; Leon ir kt., 1988).
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3.21 pav. Sveikos ir aterosklerozinés arterijos fluorescencijos spektrai (Azg= 480 nm).
Aterosklerozinés plokstelés fluorescencijos intensyvumas ties 600 nm yra mazesnis negu sveikos
arterijos

Keic¢iant Zadinimo bangos ilgi mazais intervalais (< £ 20 nm), didziausi poky¢iai arteriju
sieneliy fluorescencijos spektruose matomi zadinant nuo 306 iki 310 nm ilgio Sviesa.
Sveikos aortos fluorescencijos spektre iSryskéja trys maksimumai ties 335, 380 ir 440
nm; maksimumo ties 335 nm intensyvumas mazéja did¢jant Zadinimo bangos ilgiui (3.22
pav. a) (Baraga ir kt., 1990). Jei aortos sienelé¢ biidavo tokia plona, kad reabsorbcijos
reiSkiniai netur¢jo didesnés itakos, fluorescencijos spektruose, zadinant 306-310 nm
ruozo Sviesa, iSrySkédavo tik du maksimumai — ties 335 ir 380 nm. Todél iduba spektre
ties 418 nm (3.22 pav. b) autoriai priskiria oksihemoglobino reabsorbcijai (audiniy
fluorescuojamos Sviesos sugerciai). Maksimumas ties 380 nm priklauso kolageno ir

elastino fluorescencijai.
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3.22 pav. Aortos savitosios fluorescencijos spektrai zadinant 306, 308 ir 310 nm bangos ilgio
Sviesa (a). Arterijos intimos spektre silpninimo maksimumas yra ties 420 nm (b). Labai plono
arterijos sluoksnio fluorescencijos spektruose nematyti reabsorbcijos poveikio, matomos tik dvi
fluorescencijos smailés ties 335 ir 380 nm (c). [duba ties 418 nm priskiriama oksihemoglobino
reabsorbcijai (d) (Baraga ir kt., 1990)

Zadinant arterijy méginiu in vitro fluorescencija azoto lazerio spinduliuote (A = 337 nm),
sveiky arterijy sieneliy ir ateroskleroziniy pazaidy spektruose matomi ryskiis skirtumai.
Jie aptikti visuose méginiuose, paimtuose i$ aortos, $launinés, plauciy ir vainikiniy
kraujagysliy (Andersson-Engels ir kt., 1987; Andersson-Engels ir kt., 1989).

Ieskant morfologiniy skirtumy, kurie lemia sveikos ir pazeistos arterijos skirtinga
fluorescencija, nustatyta, kad, tiek zadinant 350 nm, tiek 476 nm ilgio Sviesa, sveikuy
arterijy savitoji fluorescencija daugiausia priskirtina kolagenui ir elastinui (Fitzmaurice ir
kt., 1989; Verbunt ir kt., 1992). Ploksteliy Serdyje esancios kietos sankaupos, Zadinant
tiek UV, tiek regimosios Sviesos ruozo bangy ilgiy spinduliuote, fluorescavo geltona
Sviesa, tacCiau fluorescencijos intensyvumas buvo skirtingas. Tokiu sankaupu
fluorescencija priskirta ceroidams. Si ceroidy fluorescencija, jgalinanti gana patikimai

atskirti pazaidy vietas nuo sveiky arteriju sieneliy, kuriose vyrauja kolageno ir elastino
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savitoji fluorescencija, gerai padéty Salinant aterosklerozines ploksteles lazerinés
abliacijos metu (Verbunt ir kt., 1992).

Kurie fluoroforai bus suzadinti ir juy fluorescencija atsispindés arterijos spektre,
nulemia Zadinimo bangos ilgio parinkimas. Cia svarbiis du aspektai. Viena, suzadinami
tik tie chromoforai, kurie sugeria Zadinimo bangos ilgio Sviesa. Antra, pamatuoti galima
tik ty chromofory fluorescencija, kurie arteriju audiniuose yra tokiame gylyje, kur juos
pasiekia Zadinimo S$viesa ir jy skleidziama fluorescencija galima fiksuoti nuo audinio
pavirSiaus (Gmitro ir kt., 1988). Pasiiilytas paprastas modelis apskaiciuoti audinio gyliui,
i$ kurio emituojama apie 95 % nuo audinio pavirsiaus uzfiksuojamos fluorescencijos,
pagal priklausomybe nuo spinduliuotés susilpninimo ties zadinimo ir registravimo bangos
ilgiais koeficienty. Autoriai parode¢, kad pagal §i modelj, Zadinant fluorescencija ties 325
nm, galima tiksliai nustatyti fluorescencijos priklausomybg¢ nuo gylio audinyje, ir
tvertino, kad 95 % fluorescencijos sklinda i§ 150 pum virSutinio arterijy sieneliy sluoksnio
(Gmitro ir kt., 1988).

Zadinant fluorescencija XeCl eksimerinio lazerio spinduliuote (bangos ilgis 308
nm) buvo tirtos ankstyvos aterosklerozés stadijos fluorescencinés diagnostikos taikymo
galimybés (Oraevsky ir kt., 1993). Lipidiniy ruozeliy fluorescencijos spektrai yra platesni
ir daugiau pasislinke i raudonaja spektro puse, palyginti su sveikos aortos spektru, kurio
fluorescencijos smailé yra ties 430 nm, o juostos pusplotis lygus 170 nm. Autoriai
(Oraevsky ir kt., 1993) Siuos spektrinius pokycius priskiria oksiduoty mazo tankio
lipoproteiny sankaupoms. Fibroateromose pastebimas triptofano fluorescencijos
intensyvumo maz¢jimas (Baraga ir kt., 1990). IStyrus 60 meéginiy, remiantis
fluorescencijos intensyvumy santykiu, sveikos aortos atskirtos nuo ateroskleroziniy
pazaidy 93 % tikslumu. Pastebima, kad Siuo atveju tinkamiausias fluorescencijos
zadinimo bangos ilgis yra 308 nm, nes, zadinant 325 ir 337 nm bangos ilgio sviesa,
triptofanas nesuzadinamas ir toks audiniy identifikavimas nejmanomas.

Aprasyti kiekybiniai aortos ir vainikiniy kraujagysliy spektry skirtumai zadinant
fluorescencija 325 nm bangos ilgio Sviesa (Leon ir kt., 1988). Visu audiniy
fluorescencijos spektruose rySkéja viena juosta su smaile ties 465 nm. Aterosklerozes
pazeisty bandiniy fluorescencijos intensyvumas buvo vidutiniskai 45 % maZesnis negu

sveiky.
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Tiriant biocheminius komponentus, dél kuriy skiriasi sveiky ir aterosklerozés
pazeisty kraujagysliy fluorescencija (zadinant He-Ne lazerio 325 nm Sviesa), buvo
iSmatuoti sveiky ir ateroskleroziniy audiniy bandiniy spektrai ir palyginti su i$ ty paciy
audiniy iSskirty kolageno ir elastino spektrais (Laifer ir kt., 1989). Elastino
fluorescencijos spektro forma buvo labai panasi | sveikos arterijos spektro, o kolageno — 1
aterosklerozinés aortos (3.23 pav.). Sukurtas sveiky ir ateroskleroziniy aortos audiniy
klasifikavimo algoritmas, pagristas kolageno ir elastino spektry analize. Klasifikavimo
jautrumas buvo 92%. Taigi, zadinant 325 nm bangos ilgio Sviesa, svarbiausias

ateroskleroziniy ploksteliy fluoroforas yra kolagenas, o sveikos aortos — elastinas.

Aterosklerozingé ——— Sveika aorta
aorta

|
\ — Kolagenas

Elastinas
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3.23 pav. Aterosklerozinés aortos ir kolageno (A) ir sveikos aortos ir elastino (B)
fluorescencijos spektrai. Adaptuota pagal (Laifer ir kt., 1989)

Zadinant fluorescencija ties 458 ir 476 nm, arterijy spektruose matomos trys smailés: ties
520, 550 ir 600 nm (Sartori ir kt., 1987). Sveikos aortos fluorescencijos smailés ties 520
ir 600 nm yra intensyvesnés nei ties 550 nm, o idubos tarp spektro juosty gana ryskios.
Tokie spektro bruozai atsiranda dél savitosios kolageno, elastino ir ceroido
fluorescencijos ir oksihemoglobino sukeliamo reabsorbcijos reigkinio derinio. Zadinant
476 nm Sviesa nekalcinuoty ploksteliy fluorescencijos intensyvumas yra didesnis nei
sveikos aortos ar vainikinés kraujagyslés.

[Sanalizavus sveikos ir aterosklerozinés aortos ir vainikiniy kraujagysliy

fluorescencijos spektrus, pasirodé, kad, vykstant skleroziniy ploksteliuy formavimosi
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procesams, struktiiriniy baltymy fluorescencijos inasas mazéja, o ceroido — did¢ja
(Richards-Kortum ir kt., 1989). Pagal sukurtus spektrinés analizés algoritmus bandiniai
92 % tikslumu gali buti klasifikuoti i sveikus audinius, kalcinuotas ar nekalcinuotas
aterosklerozines ploksteles.

Tobulinant lazerinés abliacijos technologijas, skirtas ateroskleroziniy ploksteliu
Salinimui, buvo sukurta aparatiira, galinti Zadinti fluorescencija dviem bangos ilgiais
(Lucas ir kt., 1990). Informacija apie ploksteliy riebaling dali teiké fluorescencija,
suzadinta 325 nm ilgio Sviesa, o apie struktiirinius baltymus ir kalcinozés lygi — 476 nm
Sviesa. Analizuojant spektry duomenis pagal fluorescencijos intensyvumy santykius ties

fibrozinés plokstelés.

3.2.4. Ateroskleroziniy ploksteliy tyrimas fluorescencinés spektroskopijos su
laikine skyra metodu

Fluorescenciné spektroskopija su laikine skyra yra dar viena optinés biopsijos
Saka. Sis metodas, palyginti su nuostoviaja spektroskopija, technologiskai yra
sudétingesnis ir tyrimas uZtrunka ilgiau, taciau gaunami duomenys yra labai vertingi ir,
svarbiausia, kitais metodais jy neijmanoma gauti. Nuostoviosios spektroskopijos metodais
registruojamas audinyje esanciy molekuliy fluorescencijos intensyvumas, kuris yra
tiesiogiai proporcingas fluorofory koncentracijai ir juy fluorescencijos kvantiniam
nasumui. Smarkiai sklaidancioje ir nehomogeninéje aplinkoje, toks yra biologinis
audinys, absoliutaus fluorescencijos intensyvumo pamatuoti beveik negalima, nes dél
nevienodai iSsidésCiusiy Sviesa sklaidanciy ir sugerianciy molekuliy, audinio optinés
savybés zadinanciosios spinduliuotés kelyje yra skirtingos. Be to, registruojamam
fluorescencijos intensyvumui turi jtakos pasirinktas Zadinimo—surinkimo sistemos tipas
bei fluorescuojanc¢iy molekuliy blukimas — t. y. ju suirimas dé¢l Zadinancios spinduliuotés
poveikio. Cia taip pat reikéty paminéti, kad registruojamas fluorescencijos intensyvumas
priklauso ir nuo to, kaip sviesolaidinio zondo antgalis yra priglaudziamas prie tiriamosios
vietos. Taciau, svarbiausia — nuostoviosios spektroskopijos metodais nejmanoma isskirti
molekuliy, kuriy fluorescencijos spektrai persidengia, o ju suzadinimui naudojama tokio

paties bangos ilgio spinduliuoté. Tuo tarpu laikinés skyros optin¢je biopsijoje
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registruojamas signalas pirmiausia priklauso nuo molekuliy kvantinio nasumo arba
Svytéjimo trukmés ir nepriklauso nuo absoliutaus fluorescencijos intensyvumo ar
audinyje esanciy molekuliy koncentracijos. Taigi rySkéja tokie optinés biopsijos su
laikine skyra privalumai:

e (Galima atskirti audinyje esancius endogeninius fluoroforus, kuriy emisijos
spektrai  persidengia, o pasikeitus fluorescuojanciy  molekuliy
koncentracijai, pasikei€ia ir Svytéjimo trukme.

e Kol fluorescencija yra gerokai intensyvesné uz triukSmus, registruojamam
signalui beveik neturi ijtakos audinyje esancios Sviesa sugerianc¢ios
medziagos (hemoglobinas) arba pasirinktas zadinimo—-surinkimo sistemos
tipas.

e Metodas yra jautrus molekuliy mikroaplinkai (pH, fermentiniam
aktyvumui, temperattrai), mat fluorescencijos gyvavimo trukmé apibtidina
laika, per kuri molekulé gali saveikauti su ja supancia aplinka. IS Siy
duomeny galima spresti apie audinio metabolini aktyvuma ir uzdegimo
reakcijas.

Neabejotinai laikinés skyros optiné biopsija yra perspektyvus metodas ir norint
ateroskleroziniy pazaidy aptikti in situ. Net keletas mokslininky grupiu pademonstravo,
kad laikinés skyros spektroskopija gali pagerinti fluorescenciniy metody specifiSkuma ir
apeiti tam tikrus nuostoviosios spektroskopijos apribojimus (Andersson-Engels ir kt.,
1990; Baraga ir kt., 1989; Andersson-Engels ir kt., 1991). Tyrimy metu buvo pamatuotos
skirtingos fibroateromy pazeisty arterijuy sieneliy fluorescencijos gyvavimo trukmés, taip
pat nustatyta, kad audinyje esantis kraujas neturi jtakos arterijos sieneliy fluorescencijos
gesimo charakteristikoms. Buvo numatyta, kad laikinés skyros spektroskopija gali padéti
geriau aptikti jvairiy lygiy ateroskleroziniy pazaidy. Siy dieny tyrimais mokslininkai taip
pat patvirtino, kad informacija, gaunama pamatavus sveiky ir aterosklerozés pazeisty
arterijos sieneliy fluorescencijos laikines charakteristikas, gali pagelbéti atskiriant jvairiy
ateroskleroziniy ploksteliy tipus, ir yra ypa¢ naudinga identifikuojant lipidy sankaupas

(Marcu ir kt., 2001 a; Marcu ir kt., 2001 b; Maarek ir kt., 2000 a).
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Ateroskleroziniy pazaidy nustatymui daZniausiai naudojami laikiniai arba
impulsiniai metodai. Be jau aptarto per laika koreliuoty pavieniy fotony skai¢iavimo dar
yra tiesiogiai stebimas fluorescencijos gesimas optinés sklendés metodu. Pagrindiné Sio
metodo idéja yra uzregistruoti intensyvuma kelis kartus, kol fluorescencija visiskai
uzgesta. Taigi turimas intensyvumas pradiniu laiko momentu, po 1 ns arba maziau
(trukmé pasirenkama priklausomai nuo fluorescencijos gesimo laiko), po 2 ns ir t. t., ir
Sitaip skenuojama visa gesimo trukmé. Galimi jvairiis $io metodo variantai, t. y. pats
detektorius gali buti jjungiamas labai trumpam laikui At (~ 1 ns) ir tada uZregistruojamas

vidutinis intensyvumas per ta

laika (1 ns) arba detektorius gali

buti jjungtas visa laika ir priesais
ji itaisyta tam tikra sklendé, kuri
atsidaro labai trumpam laikui At

(~ 1 ns) (3.24 pav). Siuo metodu

Intensyvumas, S.v.

~— detektoriaus  jjungimo  arba

o Laikas, ns sklendés atsidarymo trukmé turi

3.24 pav. Optinés sklendés detektorius yra jjungiamas  bti daug  trumpesné  nei
arba atidaroma optiné sklendé labai trumpam laikui At. B ) )
Tokiais trumpais intervalais yra skenuojama visa fluorescencijos gesimo trukmeé.

gesimo trukme Pavyzdziui, jei tiriamojo objekto

fluorescencija trunka kelias nanosekundes, tai {jungimo arba atsidarymo trukmé turi buti
pikosekundziy eilés.

Bet kokio audinio fluorescencijos spektra sudaro keliy fluorofory emisija, todél,
siekiant optinés biopsijos technologijas pritaikyti diagnostikai, labai svarbu identifikuoti
tas molekules, kurios yra atsakingos uz tiriamojo audinio (tiek sveiko, tiek ligos pazeisto)
fluorescencija. Svarbiausieji arteriju sieneliu fluoroforai yra elastinas, jvairiy tipu
kolagenas ir lipidai — laisvasis cholesterolis, esterifikuotas cholesterolis bei lipoproteinai
(Marcu ir kt., 2001 a ir b; Maarek ir kt., 2000 b; Marcu ir kt., 2000; Marcu ir kt., 1998).
Sie fluoroforai buvo isskirti i§ audiniy ir buvo pamatuotos ju laikinés optinés
charakteristikos (fluorescencijos gyvavimo trukmés). Fluorescencijos spektrai su laikine
skyra pateikiami 3.25 paveiksle. Kiekvieno fluoroforo emisijos gesimas yra skirtingas.

Didziausi skirtumai matomi zadinant trumpesne nei 430 nm spinduliuote. Paprastai
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3.25 pav. Arterijos sienelés endogeniniy fluorofory spektry su laikine skyra ir
fluorescenciniy parametry pavyzdziai: a — elastinas; b — kolagenas I; ¢ — kolagenas III. d — Per
laika integruoty elastino ir kolageno bandiniy spektrai. d — Gesimo konstantos. f — Santykinés
amplitudziy vertés. Adaptuota pagal (Marcu ir kt., 2003)

riebaliniy dariniy Svytéjimas trunka trumpiausiai, o struktiiriniai baltymai Svyti
gerokai ilgiau. Dél to audiniy vietos, kuriose yra Sie fluoroforai, gali biiti atskiriamos. Dar
daugiau — optine biopsija su laikine skyra vienus nuo kity galima atskirti skirtingy tipy
cholesterolius, lipoproteinus bei ivairiy tipy kolagenus (3.26 pav.) (Marcu ir kt., 2001 b;
Maarek ir kt., 2000; Marcu ir kt., 2000). Taip pat buvo nustatyta hidratacijos jtaka
registruojamam audiniy optiniam atsakui (Maarek ir kt., 2000; Marcu ir kt., 1998). Dél
jos kolageno ir esterifikuoto cholesterolio fluorescencijos trukmé sutrumpé¢jo. Labiausiai

Sis efektas buvo pastebimas mélynosios spektro srities fluorescencijoje.

136



! 0.9
8k ]
7 £ ’
; [ ] 0.8
@6 ; L Sl {
= Ll : Z 4
5+ : 7 0.7
o ¥ g ; W <
R S S 17 1
= . E 106
3 S | Lt 1
. g
2 5 I
u 0.5
B, 11
1 o .
T “i§ ]

- i . . 0.4
EL  COLLI COLLH FC oL LIN LDL VLDL

Fluoroforas

3.26 pav. Fluorescencijos ties 390 nm gesimo parametrai (71,7, , A;1). Kairéje puséje:
elastino (EL), kolageno I (COLLI) ir kolageno III (COLLIII). DeSingje puséje: laisvo
cholesterolio (FC), cholesteriloleato (OL), cholesterillinoleato (LIN), mazo tankio lipoproteiny
(LDL) ir labai mazo tankio lipoproteiny (VLDL). Adaptuota pagal (Marcu ir kt., 2003)

IStyrus uz arterijy sieneliy fluorescencija atsakingy fluorofory savybes, tolesni
eksperimentai buvo atliekami su sveiky ir pazeisty aortos sieneliy preparatais (Marcu ir
kt., 2001 a; Maarek ir kt., 2000). Tyrimai daryti Sviesolaidine zadinimo-surinkimo
sistema, nes Sitaip galima tiksliai parinkti tiriamaja vieta. Sveika aorta nuo pazeistos buvo
atskiriama pagal intimos storj: sveikos aortos intimos storis mazesnis nei 200 um, 0
aterosklerozés pazeistos aortos intimos storis — didesnis nei 200 um. Laikantis Amerikos
Sirdies asociacijos sitilomos klasifikacijos (Stary ir kt., 1995), pagristos pazaidy sudétimi
ir morfologija, jos buvo suskirstytos { septynias grupes: néra pazaidos, I tipo (ankstyva
pazaida), II tipo (lipidinis ruozelis), III tipo (iki aterominés pazaidos), IV tipo (ateroma),
V, tipo (fibroateroma) ir Vy, tipo (sunkios pazaidos ir pazengusi kalcinozé). Priklausomai
nuo pazaidos tipo, keitési ir intimos storis — nuo 80pum iki 1400 um (aortoje). Zinant, kad
zadinancioji spinduliuoté, o ypa¢ UV srities, yra stipriai sugeriama biologiniy audiniy,
buvo ivertintas tyrimui taikytos spinduliuotés (~ 337 nm, azoto lazeris) isiskverbimo
gylis, kuris sieké 150 — 200 um. Taigi sveiky bei I tipo pazaidu (kai intimos storis maziau
nei 200 um) fluorescencija registruojama ne tik i§ intimos, bet ir i$ kity sluoksniy, o

smarkiau pazeisty arterijy fluorescencija registruojama tik i§ pazeistos intimos.
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Zmogaus aortos nuostoviosios fluorescencijos spektruose yra matoma tam tikry
skirtumy, taciau tai daugiau yra kiekybiniai skirtumai, kurie priklauso ir nuo registravimo
salygu, todel i§ laikinés skyros matavimy gaunama papildoma informacija yra labai
naudinga. Zmogaus aortos audiniy fluorescencijos gesimo kreivés pateiktos 3.27
paveiksle. Sveiky audiniy bei ankstyvuju pazaidu (I ir II tipo) viety emisija ties 390 nm
sumazéja iki 5% maksimalaus intensyvumo per ~11-12 nanosekundziy. Siy méginiy
fluorescencijos gesimas yra panaSus ties visais bangy ilgiais. Labiau pazeisty audiniy
fluorescencija trunka ilgiau: ~13 nanosekundziy IV tipo ir ~16 nanosekundziy V, tipo
pazaidy. Siy audiniy fluorescencijos trukmés mazéja raudonojoje spektro srityje. Taigi
fluorescencijos gesimas ties 390 nm gali biiti s€kmingai taikomas riebaliniy (IV tipo) ir

kolageniniy (V, tipo) pazaidy atskyrimui.

Hornuotas intensywimas

»

Hornuotas intensywamas

g

3.27 pav. Aortos sienelés bandiniy spektrai, matuoti su laikine skyra: a — sveikos aortos;
b —esant [V tipo pazaidai (didelés riebaly sankaupos); ¢ — V, tipo pazaidos (kolageno sankaupos)
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IS gauty rezultaty taip pat galima jvertinti fluorofory inasa i bendra audinio
emisijos spektra. Aortos fluorescencijos trukmé ties emisijos maksimumu yra 11-12
nanosekundziy, o vainikinés arterijos — apie 14 nanosekundziy. Turint galvoje, kad Siy
dviejy audiniy fluorescencija labiausiai priklauso nuo elastino ir I tipo kolageno, kuriy
fluorescencijos trukmés yra atitinkamai ~11 ir ~20 nanosekundziy, galima daryti iSvada,
kad didesng itaka tiek aortos, tiek vainikinés arterijos fluorescencijai turi elastinas (nes ju
fluorescencijos trukmés yra beveik kaip elastino). Yra zinoma, kad I ir III tipo kolagenai
yra daZniausiai arterijy sienelése aptinkami kolageno tipai. I§ imunologiniy tyrimy
nustatyta (Stary ir kt., 1992), kad Il tipo kolagenas yra lokalizuotas sveikos intimos
subendotelinéje erdvéje, taCiau Sioje vietoje néra I tipo kolageno. Taigi III tipo kolagenas,
kurio fluorescencijos trukmé ~15 nanosekundziy, greiCiausiai taip pat turi jtakos
kraujagysliy sieneliy fluorescencijai.

V. tipo pazaidy optinés laikinés charakteristikos yra labai panaSios | I tipo
kolageno. Aortos audiniy ilgiausios fluorescencijos gyvavimo trukmés buvo aptiktos
fibroziniuose pazeidimuose, tad, matyt, kad $iu pazaidy fluorescencija yra smarkiai
veikiama 1 tipo kolageno. Sie rezultatai glaudziai siejasi su histopatologinés analizés
metu gautais duomenimis, kai buvo nustatyta, kad V, tipo pazeidimuose yra susidarg stori
kolageno skaiduly sluoksniai. Si informacija buvo patvirtinta ir dar vienu badu — istyrus
aortos sienele su fibroziniais pazeidimais chromatografinés analizés metodu nustatyta,
kad I tipo kolagenas sudaro ~70 % viso Siame audinyje esancio kolageno (Stary ir kt.,
1995).

II tipo pazaidy emisija, kuri pasizymi greitesne fluorescencijos dinamika bei
poslinkiu i raudonaja spektro puse palyginti su sveikais audiniais, rodo, jog Siuo atveju uz
fluorescencija yra atsakingas fluoroforas, kurio fluorescencijos gyvavimo trukmé yra
trumpa. Sios II tipo pazaidy laikinés charakteristikos labai gerai koreliuoja su laisvo ir
esterifikuoto cholesterolio fluorescencija, kurios trukme taip pat yra trumpa (Marcu ir kt.,
2001 b; Marcu ir kt., 1998). Taigi II tipo pazaidu fluorescencija gali buti sudaryta i$
lipidu fluorescencijos, persiklojusios su gilesniuose sluoksniuose esanciu elastino ir
kolageno fluorescencija. Sia hipoteze patvirtina vainikiniy arteriju bandiniy
histopatologiniai tyrimai, kuriy metu intimoje buvo aptikta daug makrofagy. Yra Zinoma,

kad makrofagai atakuoja pazeistas kraujagysliu sieneles ir sukaupia daug cholesterolio ir
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jo esteriy. Galimybé atskirti makrofagy indélj i registruojama fluorescencija yra labai
svarbi, kadangi makrofagai (putotosios lastelés) gali buti kaip ateroskleroziniu ploksteliu
nestabilumo zymenys (Falk ir kt., 1995; Shah, 1996; Stary ir kt., 1995).

HI ir IV tipo pazaidy emisija greiCiausiai sudaro dviejy tarpusavyje
konkuruojanciy komponenty fluorescencijos: giliau intimoje esanc¢iu didelio kiekio lipidy
(trumpa fluorescencijos gyvavimo trukmé), ir arti endotelio pavirSiaus esanciy kolageno
skaiduly (ilga fluorescencijos gyvavimo trukmé). Nors heterogeniné intimos struktiira
atspindi visas ateroskleroziniy pazaidy vystymosi stadijas ir ja analizuojant galima aptikti
sieneliy pazaidu, optinés biopsijos su laikine skyra rezultatai patikimai informuoja apie
riebaly kaupimosi sukeltus intimos sudéties pokyCius ir gali biiti panaudojami
ateroskleroziniy pazaidy identifikavimui.

Apibendrinant galima pasakyti, kad optin¢ biopsija su laikine skyra gali buti
sekmingai taikoma jvairioms ateroskleroziniy pazaidu stadijoms nustatyti. UzZregistravus
audiniy laikines charakteristikas ties vienu bangos ilgiu (~390 nm) bty galima atskirti
beveik visus, i§skyrus I, arteriniy pazeidimy tipus. Riebalinés sankaupos taip pat gali biiti
atskiriamos nuo kity tipu (fibroziniy) pazaidy bei sveiky arterijos sieneliy. Naujausiais
duomenimis, lipidiniy ruozeliy emisija labiausiai yra veikiama paciy riebaly
fluorescencijos, o fibroziniy pazaidy emisija lemia I tipo kolageno fluorescencija.
Didé¢jantis riebaly/kolageno santykis yra susijgs su ateroskleroziniy ploksteliy mechaninio
atsparumo silpn¢jimu. D¢l to did¢ja sienelés plySimo rizika, todél gebéjimas optiniais
metodais nustatyti riebalu/kolageno kieki sudaro nemenkas prielaidas opting biopsija

taikyti klinikoje identifikuojant jtartinas vietas bei stebint pazaidy vystymasi in vivo.

3.3. Optiné biopsija, taikoma véziui diagnozuoti panaudojant endogeninius
sensibilizatorius

Kadangi savitaja fluorescencija gristi optiniai diagnostiniai metodai ne visada
tinka, o gauti rezultatai gana sunkiai interpretuojami, daznai taikomi sensibilizuotos
fluorescencijos  diagnostiniai metodai —organizmai paveikiami  egzogenin€émis

medziagomis, tam tikrais fluoroforais, kuriems selektyviau besikaupiant ligos pazeistose
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ar kitais tikslais tiriamose vietose, ju fluorescencija gali suteikti reikiamos diagnostinés
informacijos.

Sensibilizuota fluorescencija gali biiti taikoma:

e pazaidoms ar navikiniam dariniui aptikti in vivo;

e navikui vaizdinti ir jo riboms nustatyti chirurginés operacijos metu;

e sensibilizatoriaus koncentracijai nustatyti jvairiuose audiniuose in Vvivo;

e sensibilizatoriaus  pasiskirstymo audiniuose arba lastelése  tyrimui

fluorescencinés mikroskopijos metodu.

Kaip tam tikra navikiniy dariniy sensibilizuotos optinés biopsijos risis gali biiti
i§skirta biopsija panaudojant endogeninius sensibilizatorius. Jau senokai pastebéta, kad
navikiniai audiniai pasizymi ryskesne raudona fluorescencija negu sveiki. Tokia
fluorescencija biidinga porfirininés kilmés molekuléms.

5-aminolevulino riigstis (ALA) yra kraujo hemo sintezés pirmtakas. | organizma
iterpus egzogeninés ALA, hemo sintez¢ vyksta intensyviau ir pasigamina daugiau
prieSpaskutinio sintezés ciklo produkto protoporfirino IX (PpIX). Sveikuose
organizmuose hemo biosintezés ciklas veikia taip, kad PpIX perteklius Iastelése
nesusikaupia, taciau paveikus organizma papildomu ALA kiekiu cikla galima sutrikdyti.
Tokiu atveju fermentai nebespéja paversti viso besigaminancio PpIX hemu ir lastelése
ima kauptis PpIX perteklius. Navikinése lastelése dél sumaZzéjusio fermento
ferochelatazés (FeC) aktyvumo arba padidéjusio fermento porfobilinogeno deaminazés
(PBGD) aktyvumo ALA-indukuoti porfirinai kaupiasi geriau. Siuo reidkiniu pagristi
fluorescenciniai diagnozavimo metodai ypa¢ tinkami ankstyvy stadijuy navikams ir kai
kuriems ikinavikiniams dariniams aptikti. Naudojant ALA arba ALA esterius isoriniu ar
sisteminiu btidu, fluorescencinémis vaizdinimo sistemomis galima aptikti ankstyvy

stadijy navikus, nustatyti ju paplitima, matmenis, iSryskinti naviko krastus.

3.3.1. Endogeniniy porfiriny biosintezé
Hemo biosintezé. Pradinis hemo biosintezés ciklo etapas yra 5-aminolevulino

rugsties (ALA) sinteze 1§ glicino ir sukcinil-kofermento-A katalizuojant 5-ALA-sintaze

(ALAS). Toliau i$ dviejuy ALA molekuliy susidaro porfobilinogenas (PBG). Veikiant
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porfobilinogeno deaminazei (PBGD) ir uroporfirinogeno sintazei keturios PBG
molekulés kondensuojamos i uroporfirinogena III. Toliau vyksta dekarboksilinimo ir
oksidavimo reakciju seka, kol gelezies atomas iterpiamas i tetrapirolo zieda (3.28 pav.).
Dalis hemo biosintezés vyksta mitochondrijose, dalis — citozolyje. Mitochondrijoje
susintetinta ALA perneSama | citozolj, ten susidaro PBG, o i$ jo — uroporfirinogenas I1I.
Citozolyje uroporfirinogeno dekarboksilazé atima i§ uroporfirinogeno III keturias
karboksilo grupes ir taip susidaro koproporfirinogenas III, kurio Soninés propiono
rugsties liekanos, veikiamos koproporfirinogeno oksidazés, yra dekarboksilinamos ir
oksiduojamos i vinilo grupes. Sios reakcijos vél vyksta mitochondrijoje. Katalizuojant
protoporfirinogeno oksidazei, tetrapirolo ziedo metileno grupés oksiduojamos i metino
grupes — susidaro protoporfirinas IX (PpIX). IS aStuoniy ALA molekuliy pasigamina
viena PpIX molekulé (3.29 pav.). Katalizuojant ferochelatazei { tetrapirolo struktiiros
centra jterpiamas dvivalentés gelezies atomas Fe(Il) — susidaro nefluorescuojanti hemo

molekulé.

Citozolis

Poarfobilinogen-
deaminaze

+ g
Uroporfirinogen Ili- |
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3.28 pav. Hemo biosintezés ciklas ir 5-ALA metaboliné seka
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3.29 pav. Protoporfirino IX cheminé struktiira

Hemo biosintezés kontrolé. Hemo sintezés ciklo greitis sureguliuotas taip, kad
atitinka hemo pasiSalinimo 1§ sistemos greiti. Ji kontroliuoja griztamosios reguliacijos
procesas, dé¢l kurio susidargs laisvo hemo perteklius stabdo ALA sintezg. Jei hemas
suvartojamas tokiu pat grei¢iu kaip ir sintetinamas, laisvo hemo bus nedaug ir ALA
sintez¢ nebus stabdoma. Kai ALA koncentracija padidéja, atitinkamai paspartéja hemo
sinteze. Jei hemas sintetinamas grei¢iau negu pasisalina, susikaupes jo perteklius stabdo
ALA sintezg, o tai savo ruoztu slopina tolesn¢ hemo sintez¢. Taigi normaliomis
salygomis hemo poreikis kontroliuoja hemo, o kartu ir PpIX sintezés greiti.

Egzogeniné ALA skatina endogeniniy porfiriny kaupimgsi. Didziausias ALA
sintezés greitis visada yra mazesnis uz didziausia kiekvienos kitos ciklo pakopos greitj ir
tarpiniai produktai nesikaupia, taciau | organizma iterptas ALA perteklius gali sutrikdyti
cikla. D¢l jo apeinama grieztai reguliuojama, viso sintezés kelio greitj lemianti ALAS
katalizuojama reakcija ir aktyvinama PBGD (antroji greiti ribojanti stadija), todél
lastelése intensyviau sintetinami endogeniniai porfirinai. Jei PpIX virtimas hemu vyksta
lé¢iau negu PpIX sintezeé, lastelése susikaupia daugiau PpIX. Kadangi uroporfirinai
susidaro i$ uroporfirinogeno, o koproporfirinai — i$ koproporfirinogeno, ALA pertekliui

sutrikdzius hemo biosintezés cikla, gali susikaupti ir $iy porfiriny perteklius.
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3.3.2. Protoporfirino IX fluorescencija

PpIX sugerties spektra sudaro intensyvi juosta ties mazdaug 400 nm (vadinamoji

Soret juosta) ir keturios ne tokios intensyvios juostos regimojoje spektro srityje nuo 500

PpIX

635 nmm
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3.30 pav. Protoporfirino IX sugerties ir
fluorescencijos spektrai

Ti

nm iki 635 nm (vadinamosios Q-juostos).
Zadinant PplX molekules ties 400 nm (arba
regimosios S$viesos srities spinduliuote), jos
fluorescuoja raudona Sviesa: PpIX
fluorescencijos spektra sudaro dvi juostos ties
635 nm ir 700 nm (3.30 pav.).

ALA-indukuoto PplX fluorescencijos
intensyvumas  sveikame ir  navikiniame
audinyje priklauso nuo ivairiy farmakologiniy
ir fiziologiniy veiksniy. Klinikiniu poziiiriu
svarbus ALA-indukuoto PplX pranasumas
pries Kitus sensibilizatorius tas, kad junginiai
yra endogeniniai, jy metabolizmas greitas,
praktiSkai néra Salutinio poveikio. Optinés
biopsijos poziiiriu svarbu tai, kad gerai
zinomos PpIX spektrinés savybés. Taciau
ALA-indukuotas PpIX, kitaip negu daug kity
egzogeniniy  fluorofory—fotosensibilizatoriy,
kurie sveikuose audiniuose kaupiasi beveik
homogeniskai, [vairiy  tipy sveikuose
audiniuose kaupiasi skirtingai. Tai daugiausia
priklauso nuo skirtingo hemo sintezés greicio

{vairiose organizmo vietose.

3.3.3. Selektyvus PplX kaupimasis navikiniuose audiniuose

Kaip ir kodé¢l navikiniuose audiniuose susikaupia daugiau endogeniniy porfiriny

negu sveikuose, dar tebetiriama. Nuo ALA patekimo i organizmga iki PpIX susintetinimo
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ir jo apykaitos keli vyksmo etapai gali biiti atsakingi uz selektyvy porfiriny kaupimasi
pazeistose audiniuose:

ALA skvarbumas | audinius. Difuzijos barjeras, trukdantis ALA molekuléms
skverbtis ir pasiskirstyti tarp audiniy, navikiniuose audiniuose biina sumazéjgs. Manoma,
kad, pavyzdziui, dél akyto keratino sluoksnio, dengiancio odos bazolastelini vézi, jame
susikaupia daugiau PpIX, kurio fluorescencija padeda diagnozuoti navika ir nustatyti jo
ribas.

ALA patekimas | lgsteles. ALA patenka i lasteles dél aktyvios pernaSos.
Navikinése Iastelése dél jvairiy priezas¢iy gali biiti didesnis baltymu kanaly kiekis ir
aktyvumas.

Plazmos fermenty aktyvumas. Nustatyta, kad navikinése lastelése padidéjes
fermento porfobilinogeno deaminazés, katalizuojancio endogeniniy porfiriny sintezés

tarpinius etapus, aktyvumas.

Ferochelatazés aktyvumas. Katalizuojant ferochelatazei 1 PpIX molekulés
centra iterpiama dvivalent¢ gelezis — susidaro nefluorescuojanti hemo molekulé.
Navikinése lastelése nustatytas sumazgjes ferochelatazés aktyvumas, todél jose

susikaupia daugiau PplX.
Vidulgstelinis PpIX pasiskirstymas ir pasiSalinimas. Vidulastelinis endogeninio
porfirino pasiskirstymas navikiniame audinyje lemia fluorescencijos intensyvuma ir

pasiSalinimo i§ audiniy greiti.
3.3.4. Slapimo piislés véZio optiné biopsija

Apie 70 % atvejuy Slapimo puslés navikai yra pavirSiniai ir iSsidéstg puslés
gleivingje ir pogleivio sluoksnyje. Daugelis ty naviky yra papiliniai egzofitai, augantys {
Slapimo pislés ertmg. Tokie navikai paprastai lengvai aptinkami endoskopiskai. Taciau
greta papiliniy egzofitiniy dariniy, Slapimo pisléje gali biti plokS¢iy neoplazijy,
displaziju ar karcinomy in situ, kurios tiriant endoskopiskai lieka nepastebétos. Dariniai
jau gali biiti susiformave tose puslés srityse, kurios apzitiros metu dar atrodo visiskai
sveikos. Kad gydymas biity s€kmingas, labai svarbu aptikti neoplazinius darinius, tokius

kaip displazijos ar karcinoma in situ. Taciau didelé¢ tikimybé, kad $ie mazi papiliniai
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egzofitiniai dariniai, ypa¢ jei navikas daugiazidinis, tiriant endoskopiskai, gali likti
nepastebéti.

Recidyvy skaicius po Slapimo pislés vézio rezekcijos yra didelis — iki 75 %. Per
antraja endoskoping apziiira, pra¢jus kelioms savaitéms po papilinio naviko pasalinimo,
naviko liekanos aptinkamos mazdaug tre¢daliui pacienty. Todél stengiamasi sukurti
efektyvesnius diagnostikos metodus, padedancius aptikti neoplazijas in vivo. Nuo 1992
mety urotelio navikiniy dariniy diagnostikai taikoma ALA indukuoto PpIX fluorescencija

grista optiné biopsija.

(% Ag, Azad)
[(x, Ag)

a b

3.31 pav. Audiniy fluorescencija zadinant balta (a) ir monochromatine Sviesa (b)

Atliekat in vivo fluorescencing opting biopsija, reikia tinkamai parinktos
matavimo aparatiiros ir filtry sistemos. Tiriant Slapimo puslés sienos audinius baltos
Sviesos cistoskopijos metodu, Sviesa nuo kiekvieno audinio pavirSiaus tasko (x) ivairiy
bangos ilgiu (Ag) Sviesa sklaidoma skirtingai (3.31 pav. a). Stebétojas mato audinio
struktiiros ir spalvos poky¢ius, gali susieti juos su audinio biikle ir, pasiremdamas savo
patirtimi, daryti iSvadas apie atsiradusias pazaidas.

Jei Slapimo piislés sienoje susikaupusio fluoroforo pasiskirstymas koreliuoja su
navikiniy pazaidy sukeltais audinio pokyciais, fluorescencijos stebéjimas gali suteikti
daugiau ir patikimesnés informacijos. Tokiu atveju audinys apSvieCiamas ne balta, o
monochromatine fluorofora Zzadinancia Sviesa (Azqg) (3.31 pav. b). | sistema istatytas
stebéjimo filtras (geltonas briksnys) sulaiko i$sklaidyta zadinimo Sviesa ir atskiria ja nuo

raudonos fluoroforo skleidziamos fluorescencijos sviesos. Sistema leidzia keisti zadinimo
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bangos ilgi (Azd) pritaikant ji konkre¢iam fluoroforui. Stebéjimo filtrai parenkami tokie,
kad padéty iSskirti daugiausia informacijos teikian¢io fluoroforo fluorescencija (Ag). Jei
sistema tinkamai suderinta, stebétojas gerai mato fluorescuojancias audinio sritis ir gali
spresti apie ju priezastis.

Ypac¢ daug Slapimo pislés navikuy diagnostikos srityje yra nuveike¢ Miuncheno
(Vokietija) universitetinés ligoninés mokslininkai ir gydytojai. Apzvelgsime tik keleta i$
ju paskelbty darby. [ Slapimo piislg instiliavus 3 % ALA tirpalo ir po 2-3 valandy atlikus
fluorescencing cistoskopija, zadinant ALA-indukuota PpIX kriptono jony lazerio
spinduliuote (406,7 nm), urotelio pazeidimai Svyt¢jo raudona Sviesa (Kriegmair ir kt.,
1994; Kriegmair ir kt., 1996). Pazeistos vietos ir normalaus urotelio fluorescencijos
intensyvumy santykis buvo 17:1. Tiriant 104 pacientus, sergancius Slapimo pislés
karcinoma, naviko diagnozavimas fluorescencine cistoskopija buvo gerokai tikslesnis
(96,9 %), palyginti su jprasta baltos Sviesos cistoskopija (72,7 %) (Kriegmair ir kt.,
1996). Sioje ligonin¢je sukonstruota speciali fluorescenciné diagnostiné sistema,
sudaryta 1§ modifikuoty iprastiniy komponenty (Sviesos S$altinio, endoskopy, CCD
kameros) (3.32 pav.).

3.32 pav. Diagnostiné sistema, skirta fluorescencinei cistoskopijai
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Me¢élyna fluorescencijos zadinimo Sviesa spinduliuoja specialiai tam tikslui sukurta
didelio galingumo §viesos sistema. Si sistema, vadinama ,D-LIGHT”, gali biti
naudojama ir kaip baltos Sviesos Saltinis. Tiek mélynos, tiek baltos Sviesos intensyvuma
galima tolygiai keisti. Prireikus balta Sviesa gali biiti perjungta { fluorescencija zadinancia
melyna Sviesa ir atvirk$ciai. Prietaisa galima sujungti su visais {prastais endoskopiniais
instrumentais, tam tereikia specialios optikos. Integruoti sviesolaidziai leidzia atlikti
endoskoping apziiira zitirint tiesiai arba 30 laipsniy kampu. Prie okuliaro tvirtinamas
steb¢jimo filtras, kurio paskirtis — blokuoti didziaja dalj i$sklaidytos atspindétos zadinimo
Sviesos, kad geriau iSrySkéty raudona fluorescencija. Galima ne tik matyti plika akimi,
bet ir fiksuoti rezultatus jautria CCD kamera.

Biity ,,idealus atvejis®, jei fluoroforas biity labiausiai susikaupgs tik navikiniame
audinyje ir jo fluorescencija zadinty vieno bangos ilgio Sviesa. Tada sveikas audinys
atrodyty juodas, o navikinis — fluorescuoty fluoroforui biidinga spalva, pavyzdziui,
raudona, jei fluoroforas yra PpIX. Taciau realiai toks atvejis nejmanomas.

Realiuose fluorescencijos vaizduose sveiki audiniai atrodo tamsiai raudoni, o
navikiniai — Sviesesni. Taciau atskirti vienus nuo kity gana sunku. Tolygiai apSviesti
iSgaubta Slapimo pislés siena nejmanoma, tod¢l biina neaiSku, ar fluorescencijos
intensyvumas padidejgs del didesnio fluoroforo kiekio, ar ji sukelia didesnis
ap§viestumas. Sia problema galima i§spresti taip konstruojant stebéjimo filtra, kad jis iek
tiek praleisty meélyna zadinimo Sviesa. Ir praleisty jos tiek, kad raudona endogeniniy
fluorofory ir nebiidinga PpIX fluorescencija biity slopinama, o sveiki audiniai dél to
atrodyty tarsi ,,melsvi* (3.33 pav.). Taip atsiranda raudonos/mélynos spalvy kontrastas,
leidziantis atskirti sveikus ir ,.jtartinus* audinius. Sis spalvy kontrastas suteikia daug
daugiau tikrumo identifikuojant sveikus ir navikinius audinius. Be to, spalvu kontrastas
nepriklauso nuo steb¢jimo geometrijos. Spalvy kontrastu gristas vaizdinimas taip pat
padeda iSspresti trukdymus, atsirandancius dél kraujo sugerties. Tose vietose, kur
intensyvesnis kraujo tekéjimas arba dél uzdegimo paraude audiniai, Zadinimo Sviesa

sugeria nefluorescuojantis kraujo pigmentas — hemas. D¢l to suzadinama maziau PpIX
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molekuliy ir sumazéja porfirino fluorescencijos intensyvumas. Taciau, kadangi Zadinimo

Sviesos maziau ir iSsklaidoma, spalvy kontrastas lieka nepakites.

Zadinimo §viesos §altinis
4

Filtras

Fluorescencijos spektras (x10)

Zadifimo Suissos
dalis,
prasiskverbusi
per ohuiarg

Intensyvumas

>

&y rE
|Raudona

Sugertis S

h |

arfitinas

s Spalvyy kortrastas

3.33 pav. Audiniy fluorescencijos stebéjimo schema

Apzitrint Slapimo puslg baltoje Sviesoje kai kurie navikai kartais atrodo
intensyvesnio raudonumo negu sveiki audiniai. Tokiais atvejais, net jei navike ir yra
nemazai susikaupusio PplIX, sveiko ir navikinio audinio fluorescencijos intensyvumuy
skirtumo nebus galima jzvelgti. Netaikant spalvy kontrasto vaizdinimo navikas liks
neaptiktas. Toks pavyzdys pateiktas 3.34 paveiksle. Virsutinis vaizdas yra gautas
panaudojant spalvy kontrasta, o apatiniai — monochroming spektrinio diapazono
fluorescencija: raudona (kairéje), zalia (viduryje) ir mélyna (deSinéje). Taigi, jei audinys
yra paraudgs, o stebéjimui naudojama monochrominé fluorescencija, didesnysis 1§ dvieju
naviky sunkiai jZiirimas, 0 maZzasis visai nematomas (apatinis kairysis). Vaizdas Zalioje
Sviesoje gali suteikti naudingos informacijos, nes jame navikiniams audiniams budingas
savitosios fluorescencijos intensyvumo sumazéjimas pastebimas naviky vietose (apatinis
vidurinis). Tiesa, vaizda kiek gadina patamsé¢jimai, atsirandantys dél didesnés Zadinimo
Sviesos sugerties, taiau navikams biidingas savitosios fluorescencijos intensyvumo

maz¢jimas padeda sudaryti geresnj spalvy kontrasta.
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PplX fluorescencija
Savitoji fluorescencija

3.34 pav. Spalvy kontrasto taikymas atskiriant dvieju naviky vaizdus fluorescencinés
cistoskopijos metu

Literatiira

Alfano R.R., D.B. Tata, J. Cordero, P. Tomashefsky, F. Longo, M. Alfano (1984) Laser
induced fluorescence spectroscopy from native cancerous and normal tissue. IEEE J.
Quant. Electron., 20, 1507-1511.

Alfano R.R., G.C. Tang, A. Pradhan, W. Lam, D.S.J. Choy, E. Opher (1987)
Fluorescence spectra from cancerous and normal human breast and lung tissues. IEEE J.
Quant. Electron., 23, 1806-1811.

Andersson-Engels S., A. Brun, E. Kjellen, L.G. Salford, L.-G. Stromblad, K. Svanberg,

S. Svanberg (1989) Identification of brain tumours in rats using laser-induced
fluorescence and hematoporphyrin derivative. Lasers Med. Sci., 4, 241-249.

150



Andersson-Engels S., A. Elner, J. Johansson, S.-E. Karlsson, L.G. Salfford, , L.-G.
Stromblad, K. Svanberg, S. Svanberg (1990) Clinical recordings of laser-induced
fluorescence spectra for evaluation of tumour identification feasability in selected clinical
specialities. Lasers Med. Sci., 6, 415-424.

Andersson-Engels S., L.Baert, R. Berg, M.A. D’Hallewin, J. Johansson, U. Stenram, K.
Svanberg, S. Svanberg (1991) Fluorescence characteristics of atherosclerotic plague and
malignant tumors. SPIE Proc., 1426, 31-40.

Andersson-Engels S., A.Gustafson, U. Stenram, K. Svanberg, S. Svanberg (1987)
Diagnosis of arterial atherosclerosis using laser-induced fluorescence. Lasers. Med. Sci.,
2, 261-266.

Andersson-Engels S., A. Gustafson, J. Johansson, U. Stenram, K. Svanberg, S. Svanberg
(1989) Laser-induced fluorescence used in localizing atherosclerotic lesions. Lasers.
Med. Sci., 4, 171-181.

Andersson-Engels S., J. Johansson, S. Svanberg (1990) The use of time-resolved
fluorescence for diagnosis of atherosclerotic plaque and malignant tumours. Spectrochim.
Acta, 40A, 1203-1210.

Anidjar M., O. Cussenot, S. Avrillier, D. Ettori, P. Teillac, A. Le Duc (1998) The role of
laser-induced autofluorescence spectroscopy in bladder tumor detection. Ann. of the NY
Acad.Sci., 838, 130-142.

Ankerst J., S. Montan, K. Svanberg, S. Svanberg (1984) Laser-induced fluorescence
studies of hematoprophyrin derivative in normal and tumour tissue of rat. Appl.
Spectrosc., 38, 890-896.

Baraga J.J., R.P. Rava, P. Taroni, C. Kittrell, M. Fitzmaurice, M.S. Feld (1990) Laser
induced fluorescence spectroscopy of normal and atherosclerotic human aorta using 306-
310 nm excitation. Lasers Surg. Med., 10, 245-261.

Baraga J.J., P. Taroni, Y.D. Park, K. An, A. Maestri, L.L. Tong, R.P. Rava, C. Kittrell,
R.R. Dasari, M.S. Feld (1989) Ultraviolet laser induced fluorescence of human aorta.
Spectrochim. Acta, 45A, 95-99.

Banga 1., M. Bihari-Varga (1974) Investigations of free and elastin bound fluorescent

substances present in the atherosclerotic lipid and calcium—plaques. Connective Tissue
Research, 237-241.

Bergeron A., Y. Douville, G. Duplain (1988) Complete fluorescence spectrum of a
normal and atherosclerotic aorta. Can. J. Phys., 66, 1035-1039.

Blankenhorn D.H., H. Braunstein (1956) Carotenoids in man Ill. The microscopic pattern
of fluorescence in atheromas, and its relation to its growth. J. Clin. Invest., 35, 160-165.

151



Bottiroli G., A.C. Croce, D. Locatelli, R. Marchesini, E. Pignoli, S. Tomatis, C. Cuzzoni,
S. Dipalma, M. Dalfante, P. Spinelli (1995) Natural fluorescence of normal and
neoplastic human colon: a comprehensive ex vivo study. Lasers Surg. Med., 16, 48-60.

Bourg-Heckly G., J. Blais, J.J. Padilla, O. Bourdon, J. Etienne, F. Guillemin, L. Lafay
(2000) Endoscopic ultraviolet-induced autofluorescence spectroscopy of the esophagus:
tissue characterization and potential for early cancer diagnosis. Endoscopy, 32, 756-765.

Brookner C., M. Follen, I. Boiko, J. Galvan, S. Thomsen, A. Malpica, S. Suzuki, R.
Lotan, R. Richards-Kortum (2000) Tissue slices autofluorescence patterns in fresh
cervical tissue. Photochem. Photobiol., 71, 730-736.

Chance B., P. Cohen, F. Jsbsis, B. Schoener (1962) Intracellular oxidation-reduction
states in vivo. Science, 137, 499-505.

Chance B., B. Schoener (1966) Fluorimetric studies of the flavin component of the
respiratory chain. In: Flavins and Flavoproteins. Ed. E.C. Slater, Elsevier Publishing
Company, New York, 510-5109.

Christov A, E. Dai, M. Drangova, L.Liu, G.S. Abela, P. Nash, G. McFadden, A. Lucas
(2000) Optical detection of triggered atherosclerotic plaque disruption by fluorescence
emission analysis. Photochem. Photobiol., 72, 242—-252.

Das B.B., K.M. Yoo, F. Liu, J. Cleary, R. Prudente, E. Celmer, R.R. Alfano (1993)
Spectral optical-density measurements of small particles and breast tissues. Optics, 32,
549-554,

Deckelbaum L.1., J.K. Lam, H.S. Cabin, K.S. Clubb, M.B. Long (1987) Discrimination of
normal and atherosclerotic aorta by laser—induced fluorescence. Lasers Surg. Med., 7,
330-335.

Drezek R., C. Brookner, I. Pavlova, I. Boiko, A. Malpica, R. Lotan, M. Follen, R.
Richards-Kortum (2001) Autofluorescence microscopy of fresh cervical tissue sections
reveals alterations in tissue biochemistry with displasia. Photochem. Photobiol., 73,
636-641.

Falk E., S.K. Prediman, V. Fuster (1995) Coronary plaque disruption. Circulation, 92,
657-671.

Felton C.V., D. Crook, M.J. Davies, M.F. Oliver (1997) Relation of plaque lipid
composition and morphology to the stability of human aortic plaque. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol., 17, 1337-1345.

Fiarman G.S., M.H. Nathanson, A.B. West, L.l. Deckelbaum, L. Kelly, C.R. Kapadia
(1995) Differences in laser-induced autofluorescence between adenomatous and

152



hyperplastic polyps and normal colonic mucosa by confocal microscopy. Digest. Dis.
Sci., 40, 1261-1268.

Fitzmaurice M., J.O. Bordagaray, G.L. Engelmann, R. Richards-Kortum, T. Kolubayev,
M.S. Feld, N.B. Ratliff, J.R. Kramer (1989) Argon ion laser-excited autofluorescence in
normal and atherosclerotic aorta and coronary arteries: morphologic studies. Am. Heart
J., 118, 1028-1038.

Fuster V. (1996) Syndromes of atherosclerosis. Correlations of clinical imaging and
pathology. Armonk, NY: Futura.

Gmitro A.F., F.W. Cutruzzola, M.L. Stetz, L.l. Deckelbaum (1988) Measurement depth

of laser—induced tissue fluorescence with application to laser angioplasty. Appl. Optics,
27,1844-1849.

Glassman W., C.H. Liu, G.C. Tang, S. Lubicz, R.R. Alfano (1992) Ultraviolet excited
fluorescence spectra from non-malignant tissues of the gynecologic tract. Laser Life Sci.,
5, 49-58.

Hung J., S. Lam, J. LeRiche, B. Palcic (1991) Autofluorescence of normal and malignant
bronchial tissue. Lasers Surg. Med., 11, 99-105.

Isner J.M., R.H. Clarke (1984) The current status of lasers in the treatment of
cardiovascular disease. IEEE J. Quantum Electron., QE-20, 1406-1420.

Isner J.M., P.G. Steg, R.H. Clarke (1987) Current status of cardiovascular laser therapy.
IEEE J. Quantum Electron., QE-23, 1756-1771.

Kapadia C.R., F.W. Cutruzzola, K.M. O’Brian, M.L. Stetz, L.l. Deckelbaum (1990)
Laser-induced fluorescence spectroscopy of human colonic mucosa. Gastroenterology,
99, 150-157.

Keith R.I., Y.E. Miller, R.M. Gemmill et al (2000) Angiogenic squamous dysplasia in
bronch of individuals at high risk for lung cancer. Clin. Cancer Res., 6, 1616—1625.

Kittrell C., R.L. Willett, C. de los Santos-Pacheo, N.B. Ratiff, J.R. Kramer, E.G. Malk,
M.S. Feld (1985) Diagnosis of fibrous arterial atherosclerosis using fluorescence.
Appl.Optics, 24, 2280-2281.

Kozlovaité V. (2002) Aterosklerozé ir trombocity disfunkcija. Biomedicina, 2, 81-83.
Kriegmair M., R. Baumgartner, R. Knuechel, P. Steinbach, A. Ehsan, W. Lumper, F. F.
Hofstadter, A. Hofstetter (1994) Fluorescence photodetection of neoplastic urothelial

lesions following intravesical instillation of 5-aminolevulinic acid. Urology, 44,
836-841.

153



Kriegmair M., R. Baumgartner, R. Knuechel, H. Stepp, F. Hofstadter, A. Hofstetter
(1996) Detection of early bladder cancer by 5-aminolevulinic acid induced porphyrin
fluorescence. J.Urol., 155, 105-110.

Laifer L.1., K.M. O’Brien, M.L. Stetz, G.R. Gindi, T.J. Garrand, L.l. Deckelbaum (1989)
Biochemical basis for the difference between normal and atherosclerotic arterial
fluorescence. Circulation, 80, 1893-1901.

Lee R.T., P. Libby (1997) The unstable atheroma. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 17,
1859-1867.

Leon M.B., D.Y. Lu, L.G. Prevosti, W.W. Macy, P.D. Smith, M. Granovsky, R.F.
Bonner, R.S. Balaban (1988) Human arterial surface fluorescence: atherosclerothic
plagque identification and effects of laser atheroma ablation. J. Amer. Coll. Cardiol., 12,
94-112.

Lohmann W., J. Mussmann, C. Lohmann, W. Kunzel (1989) Native fluorescence of the
cervix uteri as a marker for dysplasia and invasive carcinoma. Eur. J. Obstet. Gynecol.
Reprod. Biol., 31, 249-253.

Lucas A., M.J. Radosavljevic, E. Lu, E.J Gaffney (1990) Characterization of human
coronary artery atherosclerotic plaque fluorescence emission. Can. J. Cardiol., 6, 219.

Maarek J.M., L. Marcu, M. Fishbein, W.S. Grundfest (2000 a) Time-resolved
fluorescence of aortic wall: use for improved identification of atherosclerotic lesions.
Lasers Surg.Med., 27, 241-254.

Maarek J.M., L. Marcu, W.J. Snyder, W.S. Grundfest (2000 b) Time-resolved
fluorescence spectra of arterial fluorescenct compounds recostruction with Laguerre
expansion technique. Photochem.Photobiol., 71, 178-187.

Marchesini R., M. Brambilla, E. Pignoli, G. Bottiroli, A.C. Croce, M.D. Fante, P.
Spinelli, S. di Palma (1992) Light induced fluorescence spectroscopy of adenomas,
adenocarcinomas and non-neoplastic mucosa in human colon. J. Photochem. Photobiol.
B: Biol., 14, 219-230.

Marcu L., D. Cohen, J.M. Maarek, W.S. Grundfest (2000) Characterization of type I, II,
I, IV and V collagens by time-resolved laser-induced fluorescence spectroscopy.
Optical biopsy Ill. SPIE Proc., 3917, 93-101.

Marcu L., J.M. Maarek, W.S. Grundfest (1998) Time-resolved laser-induced fluorescence

of lipids involved in development of atherosclerotic lesion lipid-rich core. Optical biopsy
Il. SPIE Proc., 3250, 158-167.

154



Marcu L., M. Fishbein, J.M. Maarek, W.S. Grundfest (2001 a) Discrimination of lipid-
rich atherosclerotic lesions of human coronary artery by time-resolved laser-induced
fluorescence spectroscopy. Atheroscler. Thromb. Vasc. Biol., 21, 1244-1250.

Marcu L., W.S. Grundfest, J.M. Maarek, (2001 b) Arterial fluorescenct components
involved in atherosclerotic plaque instability: differentiation by time-resolved
fluorescence spectroscopy. Advanced characterization, therapeutics, and systems XI.
SPIE Proc., 4244, 428—-433.

Marcu L., W.S. Grundfest M. Fishbein (2003) Time-resolved laser-induced fluorescence
spectroscopy for staging atherosclerotic lesions. In: Ed. M.-A. Mycek, B.W.Pogue.
Handbook of biomedical fluorescence, Marcel Dekker, Inc., New-York-Basel, 397-430.

Moreno P.R., R.A. Lodder, W.N. O’Connor, V.A. Vyalkov, K.R. Purushothaamn, J.E.
Muller (1999) Characterization of vulnerable plaques by near infrared spectroscopy in an
atherosclerotic rabbit model. J. Am. Coll. Cardiol., 33, 66 A.

Oraevsky A.A., S.L. Jacques, G.H. Petit, R.A. Sauerbrey, F.K. Tittel, J.H. Nguy, P.D.
Henry (1993) XeCl laser—induced fluorescence of atherosclerotic arteries. Circ. Res., 72,
84-90.

Panjehpour M., B.F. Overholt, T. Vo-Dinh, R.C. Haggitt, D.H. Edwards, F.P. Buckley
(1996) Endoscopic fluorescence detection of high-grade dysplasia in Barrett’s esophagus.
Gastroenterology, 111, 93.

Pitts J., R. Sloboda, K. Dragnev, E. Dmitrovsky, M. Mycek (2001) Autofluorescence
characteristics of immortalized and carcinogen-transformed human bronchial epthelial
cells. J. Biomed. Opt., 6, 31-40.

Pollack M.A., A. Taylor, J. Taylor, R.J. Williams (1942) B vitamins in cancerous tissues
I. Riboflavin. Cancer Res., 2, 739-742.

PraskeviCius A., L. Ivanoviené, N. Stasitniené, J. Burneckiené, H. Rodovicius, L.
LukoSevicius, D. Kondratas (2003) Biochemija. Kaunas: KMU leidykla.

Ramanujam N., M.F. Mitchell, A. Mahadevan, S. Thomsen, E. Silva, R.R. Richards-
Kortum (1994) In vivo diagnosis of cervical intraepithelial neoplasia using 337 nm laser
induced fluorescence. Proc.Natl.Acad.Sci., 91, 10193-10197.

Ramanujam N., M.F. Mitchell, A. Mahadevan, S. Thomsen, A. malpica, T. Wright, N.
Atkinson, R.R. Richards-Kortum (1996). Spectroscopic diagnosis of cervical
intraepithelial neoplasia (CIN in vivo using laser induced fluorescence spectra at multiple
excitation wavelenghts). Lasers Surg. Med., 19, 63-74.

Richards-Kortum R.R., R.P. Rava, R. Cothren, A. Metha, M. Fitzmaurice, N.B. Ratliff,
J.R. Kramer, C. Kitrell, M.S. Feld (1989) A model for extraction of diagnostic

155



infromation from laser induced fluorescence spectra of human artery wall. Spectrochim.
Acta, 45A, 87-93.

Richards-Kortum R.R., R.Drezek, K. Basen-Enquist,S.B. cantor, U. Utzinger, C.
Brookner, M. Follen (2003) Cervical dysplasia dzagnosis with fluorescence spectroscopy.
In: Ed. M.-A. Mycek, B.W.Pogue. Handbook of biomedical fluorescence, Marcel
Dekker, Inc., New-York-Basel, 265-313.

Romer T.J., J.F. Brennan Ill, M. Fitzmaurice, M.L. Feldstein, G. Deinum, J.L. Myles,
J.R. Kramer, R.S. Lees, M.S. Feld (1998) Histopathology of human coronary
atherosclerosis by quantifying its chemical composition with Raman spectroscopy.
Circulation, 97, 878-885.

Romer T., M. Fitzmaurice, M. Cothren, R. Richards-Kortum, R. Petras, M. Sivak, J.
Kramer (1995) Laser-induced fluorescence microscopy of normal colon and dysplasia in
colonic adenomas: implications for spectroscopic diagnosis. Am. J. Gastroenterol., 90,
81-87.

Sartori M., R. Sauerbrey, S. Kubodera, F.K. Tittel, R. Roberts, P.D. Henry (1987)
Autofluorescence maps of atherosclerotic human arteries — A new technique in medical
imaging. IEEE J. Quantum Electr., QE-23, 1794-1797.

Schomacker K., J. Frisoli, C. Compton, T. Flotte, J.M. Richter, N. Nishioka, T. Deutch
(1992) Ultraviolet laser-induced fluorescence of colonic tissue: basic biology and
diagnostic potential. Lasers Surg. Med., 12, 63-78.

Shah P.K. (1996) Pathophysiology of plaque rupture and the concept of plaque
stabilization. Cardiol. Clin., 14, 17-29.

Shinnar M., J.T. Fallon, S. Wehrli, M. Levin, D. Dalmacy, Z.A. Fayad, J.J. Badimon, M.
Harrington, E. Harrington, V. Fuster (1999) The diagnostic accuracy of ex vivo MRI for
human atherosclerotic plaque characterization. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 19,
2756-2761.

Stalioraityt¢ E., R. Ptasekas, D. Pangonyté, J. LaSien¢, L. Griciite, R. Gailys, M.
Simanaitis, A. Laurinavicius, Z. Stukonien¢ (2001) Patologiné anatomija, Kaunas.

Stary H.C., D.H. Blankenhorn, A.B. Chandler, S. Glagov, W. Insull Jr., M. Richardson,
M.E. Rosenfeld, S.A. Schaffer, C.J. Schwartz, W.D. Wagner, R.W. Wissler (1992) A
definition of the intima of arteries and of its atherosclerosis-prone regions: a report from
the Committee on Vascular Lesions of the Council on Arteriosclerosis, American Heart
Association. Circulation, 85, 391-405.

Stary H.C., A.B. Chandler, R.E. Dinsmore, V. Fuster, S. Glagov, W. Insull Jr., M.E.
Rosenfeld, C.J. Schwartz, W.D. Wagner, R.W. Wissler (1995) A definition of advanced

156



types of atherosclerotic lesions and a histological classifization of atherpsclerosis. A
report from the Committee on vascular Lesions of the Council on Artheroscelosis,
American Heart Association. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 15, 1512-1531.

Svanberg K., E. Kjellen, J. Ankerst, S. Montan, E. Sjoholm, S. Svanberg (1986)
Fluorescence studies of hematoporphyrin derivative in normal and malignant rat tissue.
Cancer Res., 46, 3803-3808.

Vallahajosula S., V. Fuster (1997) Atherosclerosis: imaging techniques and the evolving
role of nuclear medicine. J. Nucl. Med., 38, 1788-1796.

Verbunt R.J., M.A. Fitzmaurice, J.R. Kramer, N.B. Ratliff, C. Kittrell, P. Taroni, R.M.
Cothren, J. Baraga, M.S. Feld (1992) Characterization of ultraviolet-induced auto-
fluorescence of ceroid deposits and other structures in atheroscelrothic plaques as a
potential diagnostic for laser angiosurgery. Am. Heart J., 123, 208-216.

Vo-Dinh T., M. Panjehpour, B.F. Overholt (1998) Laser-induced fluorescence for
esophageal cancer and displasia diagnosis. Ann. of the NY Acad.Sci., 838, 116-122.

Wagnieres G., A. McWilliams, S. Lam (2003) Lung cancer imaging with fluorescence
endoscopy. In: Ed. M.-A. Mycek, B.W.Pogue. Handbook of biomedical fluorescence,
Marcel Dekker, Inc., New-York-Basel, 361-396.

Zellweger M., P. Grosjean, D. Goujon, P. Monnier, H. Van Den Berg, G. Wagnieres
(2001 a) Autofluorescence spectroscopy to characterize the histopathological status of
bronchial tissue in vivo. J. Biomed. Opt., 6, 41-52.

Zellweger M., D. Goujon, M. Forrer, H. Van Den Berg, G. Wagnieres (2001 b) Absolute
autofluorescence spectra of healthy bronchial tissue in vivo. Appl. Opt., 40, 3784-3791.

Zonios G., R. Cothren, J.M. Crawford, M. Fitzmaurice, R. Manoharan, J. van Dam, M.S.
Feld (1998) Spectral pahtology. Ann. of the NY Acad.Sci., 838, 108—115.

157



