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Uvod

Vyvoj optickych vlakien umoznil pouZit’ fluorescenc-
nu spektroskopiu na monitorovanie fluorescencnych vlast-
nosti povrchov tkaniv'.

Medzi najbeznejSie fluoroféry nachadzajiice sa
v Zivych systémoch, a teda aj v povrchovych vrstvach
pokozky, patria: tryptofan, tyrozin, kolagén, elastin,
FAD, NADH, fosfolipidy, lipofuscin, vitaminy B¢, B,
A, D, K, a mnoho inych®? (Tab. I). Biologické procesy,
akymi su naddorovy rast, alebo hojenie rany si nesmierne
dynamické, pocas nich sa kvalitativne aj kvantitativne
meni zostava fluoroférov’. Taktiez sa menia optické
vlastnosti  prostredia, v ktorom sa nachadzaji, ¢o ma
zékonite vplyv na vysledné fluorescenéné spektra®. Tie-
to javy su dostatoénym markerom patologickych proce-
sov.

V stcasnosti je mozné pomocou roznych typov fluo-
rescencnych spektier diagnostikovat’ prekancerdzne stavy
niektorych organov: krcka maternice, hrubého Ccreva,
mliegnej ZPazy alebo bronchov®~’. Tato diagnostika je &as-
to presnejsia a citlivejSia ako zauzivané Standardné metody
(endoskopia, cytodiagnostické metddy a iné), pricom zat'az
pacienta vzhl'adom na nizky stupen invazivnosti a rychlost
merania je minimalna®. Fluorescenéné metédy asto pouzi-
vaju ako excitacné svetlo laserové ziarenie len jednej vlno-

vej dizky, priom v emisnom spektre sa sustredia len na
jednu vybrana vinovu dizku. Takato metéda sice dokaze
lahko urcit hranice zdravého a patologicky zmeneného
tkaniva, avSak ma len obmedzené pouzitie pri blizSom
urceni patologického stavu (napr. diagnostikovanie kon-
krétneho podtypu nadoru, ainé). Tento problém mdzu
vyriesit’ metddy, ktoré by analyzovali celé spektrum emis-
nych a excitaénych vinovych dizok.

Vyvoj rychlej, exaktnej a minimalne invazivnej meto-
dy, nezavislej od skusenosti hodnotiaceho lekéra, schopnej
odhalit’ uz prvé patologického naznaky v tkanive eSte
predtym, ako nastanu viditelné zmeny zaznamenatelné
l'udskym okom, by bol prinosom najmi pre rizikovych
pacientov, medzi ktorych patria pacienti s diabetes melli-
tus, iktericki a onkologicki pacienti, stavy spojené
s malnutriciou, imunokompromitovani jedinci a mnoho
inych’ .

Ciel'om prace bolo technicky upravit' a dorieSit’ za-
koncenia komercného optického kabla luminiscenéného
spektrometra LS 55 (Perkin-Elmer), vyvinut' stojan
a drziak na sondu, ktory by umoznil presné nastavenie

Tabulka I
Prirodzené fluorofory v zivych systémoch aich fluores-
cenéné parametre’

Endogénne Excitacné Emisné
fluorofory maximum [nm] maximum [nm]
Tryptofan 280 350

Tyrozin 275 300
Fenylalanin 260 280

Kolagén 325 400, 405
Elastin 290, 325 340, 400
FAD 450 535

NADH 290, 351 440, 460
NADPH 336 464

Vitamin A 327 510

Vitamin K 335 480

Vitamin D 390 480
Pyridoxin 332, 340 400
Pyridoxamin 335 400
Pyridoxal 330 385
Pyridoxal 5'-fosfat 330 400

Vitamin By, 275 305
Fosfolipidy 436 540, 560
Lipofuscin 340-395 540, 430-460
Ceroid 340-395 430-460, 540
Porfyriny 400-450 630, 690
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sondy kolmo nad merany povrch, v definovanej vzdiale-
nosti od povrchu, ¢o ma umoznit reprodukovatelnost
merani ré6znych druhov fluorescen¢nych spektier koznych
povrchov.

Experimentalna cast’

Pristroje a zariadenia

Luminiscen¢ny spektrometer LS 55 (Perkin-Elmer)
vybaveny optickym kablom na externé meranie
s pripojenym pocitaom na spracovanie dat s progra-
mom FLWinLab, ktory je dodavany vyrobcom pristroja.

Spektra pokozky boli snimané u zdravych dobro-

volnikov, spektra ran boli snimané u experimentalnych
zvierat (potkan).

Vysledky a diskusia

Pristroj bol vybaveny dvojitym svetlovodnym kéb-
lom, z ktorého jedna polovica je urcend na privod excituji-

Obr. 1. Schéma spodnej ¢asti svetlovodného kabla; a) zakonce-
nie vlakna privadzajuceho excitaéné svetlo k meranému povrchu,
b) zakonéenie vlakna odvadzajiiceho emitované svetlo
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Obr. 2. Synchrénne fluorescenéné spektrum tej istej koZnej
rany pre AL = 60 nm, pri roznej vzdialenosti zakoncenia svet-
lovodnych kablov od rany
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Obr. 3. Schéma sondy so sklenenou koncovkou; A — merana
pokozka, B — kozna rana, C — sklenena koncovka z optického
skla, D — telo sondy. Podkozie je tlakom sondy deformované
a ischemizované, ¢o ma negativny vplyv na reprodukovatelnost’
takto nameranych spektier

ceho svetla z pristroja a druhd na zachytdvanie svetla emi-
tovaného povrchom. Konce oboch kablov st umiestnené
v jednoduchej koncovke tesne vedl'a seba (Obr. 1).

Ked’ze intenzita signalu je aj funkciou vzdialenosti
zakonéenia svetlovodnych vlakien od meraného objektu’
(Obr. 2), pre reprodukovatel'nost’ merania bolo nevyhnutné
zabezpe(it’ jej presné nastavenie.

Problém sme spociatku riesili pomocou upravenej
koncovky, kde nastavenie vzdialenosti zabezpecovalo
1 mm hrubé optické sklo oddel'ujuce povrch rany od za-
koncenia svetlovodnych vlakien (Obr. 3).

Ukazalo sa, ze charakter a intenzita nameranych spek-
tier sa menia v zavislosti od tlaku a ¢asu, ktorym posobila
koncovka na povrch (Obr. 4). Tieto rozdiely st pravdepo-
dobne sposobené okrem iného hlavne zmenou intenzity
prekrvenia rany. Pri meniacej sa intenzite prekrvenia sa
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Obr. 4. Synchrénne fluorescenéné spektra pre AL = 30 nm tej
istej koZznej rany merané pomocou sondy so sklenenou kon-
covkou; Ked’Ze nie je mozné zabezpecit’ konstantny tlak sondy na
pokozku spektra nie su reprodukovatelné
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Obr. 5. Schéma sondy s koncovkou na bezdotykové meranie;
A — merana pokozka, B — kozna rana, C — koncovka s 0,7 mm
dlhym ocelovym hrotom, D — telo sondy, E — drziak sondy, F —
mikroskrutka. Podkozie nie je deformované ani ischemizované,
vd’aka ¢omu st namerané spektra reprodukovatelné

Obr. 6. Luminiscen¢ny spektrometer spolu s pridavnymi za-
riadeniami po¢as merania

meni aj mnozstvo hemoglobinu v réznych vrstvach rany
a hemoglobin je zodpovedny za znizovanie intenzity
signalu®.

Kvoli tymto problémom sme zvolili bezdotykové
nastavenie vzdialenosti pomocou d’alSej upravy koncovky,
ktorti sme vybavili 0,7 mm dlhym kontaktnym ocelovym
hrotom (Obr. 5). Na zabezpecenie presnej vzdialenosti sme
skonstruovali stojan s mikroskrutkou umoziujiaci pohyb
sondy v troch rovinach. Takto sme boli schopni nastavit
presnt vzdialenost’ sondy od rany. Tato vzdialenost sa
kontrolovala vizualne pomocou lupy (Obr. 6).

Data ziskané zo spektrofluorimetra boli spracované
v programe FLWinLab.

Vyhodnocovali sme synchronne fluorescenéné spek-
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tra pre Al 30 nm, AA, = 60 nm a Ak; = 90 nm, pre
tento typ spektier a parametre vinovych diZzok sme sa roz-
hodli preto, lebo ndm umoznili zachytit maximum rele-
vantnych fluoroférov pri relativne malom pocte merani.
Ramanujam’® uvadza, 7e vi&sina relevantnych fluoroforov,
ktoré sa nachadzaju v zivych systémoch, ma rozdiel exci-
ta¢ného a emisného maxima prave v tomto intervale.

Analyza nameranych spektier a ich interpretacia nie je
predmetom tejto prace.

Zaver

Po technickej uprave optosondy fluorescenéného
spektrofotometra je mozné reprodukovatelne merat’ fluo-
rescencné spektra zpovrchu koznej rany u potka-
nov, povrchu pokozky a sliznic ¢loveka. Merenie fluores-
cenénych spektier je neinvazivna, rychla a objektivna dia-
gnostickd  metéda na  posudenie norméalneho
a patologického stavu hojenia ran. V budticnosti bude po-
trebné vyriesit’ problémy spojené s nizkou intenzitou sig-
nalu a vysokou variabilitou koznych ran, pravdepodobne
pouzitim vhodnych fluorescenénych markerov na monito-
rovanie meniacich sa parametrov v hojacej sa rane.
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One end of the double cable in commercial instru-
ments is installed in the cuvette space of the instrument
and the other one is free. As the optical cables do not in-
clude either optical components or an optimal fixation
mechanism for the distance adjustment, the measurements
using those accessories do not give reproducible results.
Our modification including addition of other components
to the cable terminal enables the instrument to monitor
biological processes on skin surface.



