~

-

dermatologie 5 06

3.10.2006 9:29 Str. 277 L :/E L

Klinické a laboratorni prace

Ces.-slov. Derm. 81, 2006, No. 5, p. 277-281

Fluorescen¢né spektra ako mozny marker procesu hojenia
rany in vivo — Experimentalna Studia

Mokry M.1, Gal P.1, Novotny M.!, Kusnir J.2, Dubayova K.2, Sabo J.1

1Ustav lekarskej biofyziky, Lekérska fakulta Univerzity Pavla Jozefa Safdrika v KoSiciach
prednosta doc. RNDr. Jan Sabo, CSc.

2Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie,

Lekdrska fakulta Univerzity Pavla Jozefa Safdrika v KoSiciach

prednosta prof. Ing. Juraj Guzy, CSc.

Suhrn

Fluorescenc¢né spektra ako mozny marker procesu hojenia rany in vivo —
Experimentalna stidia

Koza, podobne ako kazdé tkanivo v organizme, ma pevny set fluoroférov. Zmena metabolizmu, ku kto-
rej pocas procesu hojenia dochadza, je zakonite sprevadzana zmenou zostavy fluoroférov a tym aj zmenou
vo fluorescen¢nych spektrach. Cielom prace bolo zistit, ¢i fluorescen¢na spektroskopia méze byt vyuzita na
monitorovanie procesu hojenia koznych ran.

V experimente boli pouzité samice potkana Sprague-Dawley (n = 14). V aseptickych podmienkach boli
na chrbtoch laboratérnych zvierat prevedené 2 rovnobezné symetrické kozné incizie, ktoré boli nasledne
zoSité. Merania synchrénnych fluorescencnych spektier z ran boli uskutoc¢riované pomocou luminiscenc¢né-
ho spektrofluorimetra LS 55 (Perkin-Elmer) v 24hodinovych intervaloch pocas prvych troch dni hojenia.

U synchrénnych fluorescenénych spektier pre AA; = 30 nm, AA, = 60 nm a AA; = 90 nm bol zaznamena-
ny Statisticky relevantny narast intenzity fluorescencie pri excita¢nych vrcholoch 350 nm, 365 nm, 390 nm
a 450 nm.

Praca predstavuje dokaz moznosti popisat zapalovi fazu procesu hojenia akitnej experimentalnej koz-
nej rany pomocou fluorescencnej spektroskopie in vivo. Pre jej mozné praktické pouzitie bude v§ak potreb-
né uskutoc¢nit podrobni klinicka stadiu.

Kliicové slovd: spektralna fluorescencia — hojenie rany — synchrénne fluorescen¢né spektra — intenzita
fluorescencie — diagnostika

Summary

Fluorescence Spectra as a Possible Marker of the Wound Healing in vivo —
Experimental Study

Each tissue in organism, including the skin, has a specific set of fluorophores. Metabolic changes during
the healing process are related to changes in the configuration of fluorophores as well as fluorescent spect-
ra. The aim of this study was to find out if the fluorescence spectroscopy could be used for wound healing
monitoring.

Female Sprague-Dawley rats (n = 14) were used in this experiment. Two parallel full thicknes skin inci-
sions were done on the back of each experimental animal and immediately sutured under aseptic condi-
tions. Synchronous fluorescent spectra of skin wounds were measured using the luminiscent spectrometer
LS 55 (Perkin-Elmer) in 24 hour intervals during the first three days of healing.

In synchronous fluorescent spectra for AA; = 30 nm, AL, = 60 nm a A\; = 90 nm in excitation maxima
350 nm, 365 nm and 450 nm the statistically significant increase of fluorescence intesity was registered.

This study proves the possibility how to describe the inflammatory phase of acute skin wound healing
using the fluorescence spectroscopy in vivo. However, further detailed experimental and clinical studies are
needed before we can apply these results into the clinical practice.

Key words: spectral fluorescence — wound healing — synchronous fluorescence spectra — diagnosis
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METODY

Fluorescen¢né spektroskopia je rychla a neinvazivna
optickd metdda, pomocou ktorej je mozné sledovat bio-
chemické a morfologické vlastnosti tkaniv. V sicasnosti
je mozné pomocou tejto metddy diagnostikovat mnohé
koZzné choroby, pripadne prekancer6zne stavy niektorych
organov (napr. kr¢ka maternice, hrubého ¢reva, mlie¢ne;j
zlazy alebo bronchov) (14, 16, 19, 24). Tato diagnostika
je Casto presnejSia a citlivejSia ako Standardné metody,
priCom zataZ na pacienta je vzhladom na neinvazivnost
a rychlost merania minimélna (7). V kaZzdom tkanive sa
nachadzaju molekuly, ktoré dokdzu pohltit svetlo urcitej
vlnovej dizky a emitovat svetlo s vy$ou vinovou dizkou
a nizSou energiu — prirodzené fluoroféry. Tieto latky s
v tkanive zodpovedné za vznik fluorescencie. Medzi naj-
beZnejsie fluoroféry nachiadzajice sa v Zivych systémoch
patria: tryptofan, tyrozin, kolagén, elastin, FAD, NADH,
fosfolipidy, lipofuscin, vitaminy B4, By,, A, D, K,
a mnoho inych (15, 22). Hojenie rany je v prvych ditoch
nesmierne dynamicky proces, pocas ktorého sa v rane
meni zostava fluoroforov (5, 13, 23, 25). TaktieZ sa meni
prostredie, v ktorom sa nachddzaji a meni sa aj tvar rany
(4), ¢o ma zakonite vplyv na vysledné fluorescenéné
spektra (15). Hiss a kol. uvadzaju, Ze intenzita fluorescen-
cie histologickych rezov ran stiipa imerne s ¢asom, ktory
uplynul od okamihu, kedy bola incizia vykonand (6).
Tato metédu je mozné pouZivat v klinickej praxi iba
obmedzene a samotnd diagnostika je spojend so zavaz-
nym zdsahom do integrity organizmu.

Vyvoj rychlej, exaktnej a neinvazivnej metody, neza-
vislej na sktisenostiach lekdra hodnotiaceho proces hoje-
nia rany, schopnej odhalit uZ prvé naznaky patologického
hojenia eSte predtym, ako nastanu viditeIné zmeny zazna-
menatelné Tudskym okom, by bol prinosom najmi pre
rizikovych pacientov, medzi ktorych patria pacienti s dia-
betes mellitus, iktericki, uremicki a onkologicki pacienti,
stavy spojené s malnutriciou, imunosuprimovani jedinci
a mnoho inych (1, 2, 3, 9, 10, 11). Z naSich autorov pou-
7il podobni metodiku (namiesto fluorescenc¢nej spektro-
skopie vSak bola pouZitd remitencnd spektroskopia) Resl
a kol. pri hodnoteni hojenia chronickych vredov predko-
lenia (17, 18, 19, 20). Cielom naSej prace bolo aplikovat
metédu spektralneho fluorescenéného skenovania povr-
chov na objektivne posidenie hojenia povrchovych ran
a hladat parametre fluorescencnych spektier, ktoré sa
v zavislosti od fiazy hojenia menia a pokusit sa tdto
zmenu kvantifikovat. Na uspe$né splnenie tohto ciela
bolo potrebné upravit optosondu luminiscen¢ného spekt-
rofluorimetra tak, aby bolo moZné presne nastavit vzdia-
lenost zakoncCenia svetlovodnych vldkien od povrchu
rany, ndjst vhodné druhy fluorescen¢nych spektier a Stan-
dardizovat postupy merani.

Do sdboru boli zaradené samice potkanov Sprague-
-Dawley (n=14) vo veku 8-9 mesiacov, s hmotnostou
270-310 g. Anestézia pred operdciou pozostivala z kom-
binécie ketaminu (Calypsol, Gedeon Richter Ltd., Hun-
gary) v davke 30 mg/kg, xylazinu (Rometar a.u.v., Spofa
CR) v ddvke 10 mg/kg a tramadolu (Tramadol-K, Krka,
d.d. Novo mesto, Slovenia) v divke 5 mg/kg, ako preme-
dikdcia bol poddvany atropin (Atropin, Biotika SR)
v davke 0,05 mg/kg i.m.. Po¢as merania boli zvierata
sedované pomocou xylazinu (Rometar a.u.v., Spofa CR)
v davke 10 mg/kg.

Chrbty zvierat boli 24 hodin pred opera¢nym vykonom
depilované pomocou sulfidu barnatého. Po uvedeni zvie-
rat do celkovej anestézie, dezinfekcii operacného pola
a zaruSkovani, boli na chrbte kazdého zvierata uskuto¢ne-
né dve 2 centimetrové rovnobezné symetrické kozné inci-
zie, jedna vpravo a jedna vlavo od chrbtice. Incizie boli
nasledne zo§ité kazdd dvomi intradermilnymi sutdrami.
Ako Sijaci materidl bol pouZzity Chiraflon 5/0 (Chirmax
a.s., CR).

Prvé meranie bolo uskuto¢nené 24 hodin po vykone.
Dalsie boli vykonand v 24 hodinovych intervaloch pocas
prvych troch dni hojenia. Na meranie fluorescen¢nych
spektier z povrchu rany medzi dvomi stehmi bol pouZity
luminiscen¢ny spektrofluorimeter LS 55 (Perkin-Elmer)
vybaveny optickymi vldknami prepuaStajicimi vlnové
dizky od 260 nm vys3ie, ktoré boli Specidlne upravené na
meranie fluorescenénych spektier z povrchov tkaniv.
Zakoncenie optickych vlakien bolo vybavené modifiko-
vanou sondou, umoZiiujicou pohodlnd manipuléciu.
Polohovacie zariadenie vedenia sondy, ktoré umoZnilo
presné nasmerovanie sondy kolmo nad inciziu a taktiez
presné nastavenie vzdialenosti sondy od incizie (sonda sa
rany nedotykala), bolo skonS§truované Specidlne pre uve-
deny ucel (8). Tieto faktory zabezpeCovali opakovate-
Inost merani. Vystupom merani na uvedenom zariadeni
bol graf synchrénneho fluorescencného spektra (intenzita
fluorescencie bola uvadzand v relativnych bezrozmer-
nych ¢islach). V experimente boli vyhodnocované tri
synchrénne spektra, AL, = 30 nm, AA, = 60 nm a AA; =
90 nm. Tieto druhy spektier boli zvolené preto, lebo roz-
vyznamnych fluoroférov nachiddzajicich sa v kozi lezi
prave v tejto oblasti.

Vyhodnocovand bola zmena intenzity fluorescencie
pikov (vySka pikov) pocas hojenia pri excitacnej vinovej
dizke 350 nm, 390 nm, 450 nm (pre AL, = 30 nm, AL, =
60 nm) a 395 nm (pre AL; = 90 nm). Udaje boli Statistic-
ky vyhodnocované Studentovym t-testom pomocou pro-
gramu Statistica Cz 6.1 (Statsoft USA, Inc.). Za Statistic-
ky vyznamné boli povaZované hodnoty pre p < 0,05.
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VYSLEDKY

Intenzita fluorescencie v synchrénnych spektrach
nameranych pocas experimentu bola vyrazne nizia, ako
intenzita fluorescencie intaktnej pokozky. Predpoklada-
me preto, Ze imerne s ¢asom bude narastat aj intenzita
fluorescencie koZznych incizii, pretoZze pocas procesu
hojenia sa organizmus snazi dostat do vychodiskového
stavu, a preto aj intenzita fluorescencnych spektier bude
poCas procesu hojenia stapat (obr. 1). Pri porovnani
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synchronnych spektier ran a zdravej pokozky neboli
zistené Ziadne nové excitacné vrcholy. V rane sa teda
pravdepodobne nachddza ten isty set fluoroférov, ako
v intaktnej pokoZzke, menia sa len ich vzdjomné pomery.
Taktiez dochddza ku zmene optickych vlastnosti merané-
ho materialu.

Pri vyhodnocovani zmeny relativnych intenzit fluores-
cencie jednotlivych vrcholov bolo zistené, v stlade
s naSim predpokladom, Ze v niektorych ¢asovych interva-
loch dochiddza k Statisticky signifikantnému nérastu
intenzity fluorescencie u vybranych pikov (obr. 2, tab. 1).
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Obr. 1. Tri synchronne fluorescencné spektra rany merané v 24-hodinovych intervaloch v porovnani so synchrénnym fluo-
rescenénym spektrom intaktnej pokozky. Merané pre AA = 60 nm (1 — 24 hodin po operacii; 2 — 48 hodin po operacii; 3 — 72
hodin po opericii; 4 — intaktna pokozka. Podobne sa spravajii aj parametre spektier merané pri A\ = 30 nm a AA = 90 nm.
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Obr. 2. Jednotlivé hodnoty su kvdli zna¢nej variabilite normalizované na hodnotu namerani po 24 hodinach (intenzita fluo-
rescencie po 24 hodinach = 1). Vo vSetkych pripadoch bol zaznamenany narast intenzity fluorescencie pocas prvych 72 hodin

od zaciatku hojenia.
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Tab. 1. Nérast relativnej intenzity fluorescencie vo vybranych vrcholoch

Vrchol Statistick4 Statistick4
vyznamnost vyznamnost Hlavny zdroj fluorescencie
nérastu medzi narastu medzi
1 a 2 meranim 2 a 3 meranim
350 nm p<0,01 p<0,01 NAD(P)H, kolagén
AL 1= 30 nm 390 nm p<0,05 p<0,001 NAD(P)H, kolagén
450 nm p<0,01 p<0,01 FAD, fosfolipidy
350 nm p<0,001 p<0,01 NAD(P)H, kolagén
A?‘Z =60 nm 390 nm p<0,001 p<0,01 NAD(P)H ,kolagén
450 nm p<0,001 p<0,01 FAD, fosfolipidy
A?x3 =90 nm 365 nm p<0,05 p<0,01 NAD(P)H, kolagén
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