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SANTRUMPOS

5-ALA -5 - aminolevulino ragstis (angl. 5 — aminolevulinic acid)
ASC-H - atipinés ploksciojo epitelio Igstelés, galimi Zymis plokscialgsteliniai
intraepiteliniai pakitimai (angl. atypical squamuos cell suggestion for high grade

squamous intraepithelial lesion)

CIN — intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija (angl. cervical intraepithelial

neoplasia)

CIN 1 — mazo laipsnio intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija

CIN 2 — vidutinio laipsnio intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija

CIN 3 — didelio laipsnio intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija

CIS — carcinoma in situ

CT — citologinis gimdos kaklelio tyrimas (Papanicolaou tyrimas, PAP testas)
FDT — fotodinaminé terapija

GK — gimdos kaklelis

HAL — heksa aminolevulinatas

HSIL — Zzyms plokscialasteliniai intraepiteliniai pakitimai (angl. high grade

squamous intraepithelial lesions)

HpD — hematoporfirino dariniai

kv — gimdos kaklelio kvadrantas (-ai)
KN —  klaidingai neigiami atvejai

KT —  Kklaidingai teigiami atvejai

LSIL — nezymis ploksc¢ialgsteliniai intraepiteliniai pakitimai (angl. low grade

squamous intraepithelial lesion)



NVI — Nacionalinis vézio institutas
NPV — neigiama tyrimo prognoziné verté
n — skaicius

pav. — paveikslas

PSO - Pasaulio sveikatos organizacija
Pl — pasikliautinieji intervalai

PplX — protoporfirinas IX

ROC - kreivés, skirtos diagnostinéms testo charakteristikoms apibiidinti (angl.

receiving operating curve)
SFS — sensibilizaciné fluorescencijos spektroskopija
TN —  teisingai neigiami atvejai

TPV — teigiama tyrimo prognozing verté

TT —  teisingai teigiami atvejai
TZ —  transformacijos zona
ZPV — 7mogaus papilomos virusas



DISERTACIJOJE VARTOJAMU TERMINU PAAISKINIMAI

1. Citologinio tyrimo terminai gimdos kaklelio ploks¢iojo epitelio Igsteliy
ikivézinéms bukléms apibudinti yra LSIL - nezymis plokscialgsteliniai
intraepiteliniai poky¢iai; HSIL — zymis plokscialgsteliniai intraepiteliniai
pokyc¢iai; ASC-H - atipinés ploksciojo epitelio lastelés, galimi zymis

plokscialasteliniai intraepiteliniai pakitimai.

2. Histologinio tyrimo terminai gimdos kaklelio ikivézinéms bikléms
apibiidinti yra trijy (mazo, vidutinio ir didelio) laipsniy intraepiteliné¢ gimdos
kaklelio neoplazija — (angl. cervical intraepithelial neoplasia) — CIN 1, CIN 2,
CIN 3 bei CIS (angl. carcinoma in situ), kuo didesnis laipsnis tuo Zymesné

patologija.

3. Gimdos kaklelio ikivéziniy biikliy rizikos progresuoti j vézj, dydis be
histologiniy poky¢iy, taip pat priklauso ir nuo kity salygy (pacientés amziaus,
infekuotumo didelés rizikos tipy ZPV, gimdymy skai¢iaus, socialinés biklés ir
kt.). Siame darbe pasirinkta vartoti terminus — didelés ir maZos rizikos gimdos

kaklelio pakitimai, atsizvelgiant tik j diagnozuotus histologinius pokycius.

o Didelés rizikos gimdos kaklelio pakitimai darbe laikomi esant >

CIN 2 pakitimams;

o Mazos rizikos gimdos kaklelio pakitimai - esant CIN 0-1

pakitimams (CIN O - histologiskai neoplazijos poZymiy nenustatoma).

4. Fluorescencija gali biiti matoma plika akimi (fluorescencijos vaizdinimas),
taip pat spektrometru galima objektyviai iSmatuoti fluorescencijos

intensyvumus, registruoti spektrus — tai fluorescencijos spektroskopija.

. Savitoji (nesensibilizaciné) audiniy fluorescencija pagrjsta
lastelése esanc¢iy molekuliy - endogeniniy fluorofory optiniu suzadinimu tam
tikro bangos ilgio Sviesa ir jy fluorescencijos steb¢jimu. Vykstant patologiniams

procesams lastelése ir audiniuose kei¢iasi endogeniniy fluorofory kiekis,
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pasiskirstymas bei jy mikroaplinkos cheminés ir fizinés savybés. Taigi
patologiniy audiniy savitosios fluorescencijos spektrai skiriasi nuo sveiky

audiniy spektry — dél to galima jy diferenciné diagnostika.

. Sensibilizaciné fluorescencija —tai tokia audiniy fluorescencija,
kai papildomai (vietiSkai ar sistemiskai) yra naudojama egzogeniné
sensibilizuojanti medziaga (pvz., 5-ALA), Kkuri intensyviau Kkaupiasi
patologiniame audinyje. Audinius ap$vietus tam tikro bangos ilgio Sviesa,

matoma fluorescencija, nurodanti patologijos zidiniy vietas.

5. R — tai gimdos kaklelio sensibilizacinés fluorescencijos intensyvumuy
santykis tarp PplX fluorescencijos maksimumo (bangos ilgio vertei esant ties
634 nm) ir savitosios fluorescencijos maksimumo (bangos ilgio vertei esant ties
510 nm). 634 ir 510 nm tai yra $viesos bangos ilgio vertés, ties kuriomis yra

fluorescencijos smailé:

I
R = l63¢

Is10

Sis santykis sumazina paklaidas atsirandan¢ias dél tyrimo atlikimo technikos.

6. D - diagnostinis koeficientas — santykis tarp kiekvieno gimdos kaklelio

kvadranto R ir tai paciai pacientei apskaiciuoto sveiko gimdos kaklelio audinio

R:

__ R (GK kiekvieno kvadranto)

R (sveiko GK audinio)

D

Sis santykis sumazina paklaidas, atsirandanéias dél individualiy kiekvienos

moters organizmo savybiy.

7. Judeno Kriterijus yra labiausiai nuo diagonalés nutoles ROC kreivés taskas.

Pagrindiné Judeno kriterijaus prasmé yra maksimaliai iSnaudoti skirtuma tarp

teisingai teigiamy (TT) atvejy daznio (jautrumas) ir klaidingai teigiamy (KT)

atvejy daznio (1- specifiSkumas). Judeno kriterijaus verté dalija tiriamus atvejus
8



1 dvi reikSmingai besiskiriancias grupes, kai tyrimo jautrumo ir specifiSkumo

rodikliai yra geriausi.
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Skiriamaja verte pasirenkama ta, kuriai esant Judeno kriterijus yra maksimalus.
J = max (jautrumas (c) + specifiSkumas (c)- 1)

¢ia J — Judeno kriterijus; ¢ — skiriamoji verté; jautrumas (c) — jautrumas esant c

skiriamajai vertei; specifiSkumas (c) — specifiSkumas esant c skiriamajai vertei.

8. Diagnostiné verté (skaitiné jos verté) — tai didziausia apskaiciuota D verté
tirlamoje srityje (visame gimdos kaklelyje arba atskirame gimdos kaklelio

kvadrante).

Didziausia (sensibilizacinés fluorescencijos atveju) arba maZiausia (savitosios
fluorescencijos atveju) diagnostiné verté pasirenkama todé¢l, kad ir histologinio
tyrimo (,,auksinio standarto*) diagnozé taip pat pateikiama pagal Zymiausig
nustatyta patologija (pvz.: jei viename kvadrante nustatyti pakitimai CIN 1 ir
CIN 3 — bendra diagnozé yra - CIN 3).

Klinikinis gimdos kaklelio diagnostikos tikslas yra nustatyti didelés rizikoS
pakitimy buvimg arba nebuvimg, kadangi nuo to priklauso gydymo taktikos

pasirinkimas.



9. Skaitiné skiriamoji verté — tai nepriklausoma verté (rizikos lygio riba), pagal
kurios dydj tiriamosios gimdos kaklelio sritys atliekant sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopija skirstomos ] turin€ias didelés ir turincias mazos

rizikos pakitimy.
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1. JVADAS

1.1. Tiriamoji problema

Nuolat daug¢ja Siuolaikinés medicinos laiméjimy kuriant jvairias priemones,
skirtas iSvengti vézio, jj gydyti ir iSgydyti, tac¢iau onkologinés ligos tebeislieka
itin aktuali visuomenés sveikatos problema. Kasmet pasaulyje uzregistruojama
apie 12,7 min. naujy vézio atvejy ir apie 7,6 min. mirciy dél Sios ligos [1].
Gimdos kaklelio vézys yra pirmaujanciose vietose tarp dazniausiai moterims
diagnozuojamy onkologiniy ligy, taip pat ir motery mirtingumo dé¢l piktybiniy
ligy priezasciy [1].

Gimdos kaklelio intraepiteliné neoplazija — tai gimdos kaklelio epitelio ikivéziné
buklé, laipsniskai besivystanti j véZj. Sis procesas, moteriai nesukeldamas
beveik jokiy nusiskundimy, tesiasi kelerius ar keliolika mety, todél laiku
diagnozavus ikivézines bukles galima iSvengti onkologinés ligos atsiradimo [2,
3, 4, 5, 6]. Daugelyje pasaulio Saliy vykdoma prevenciné atrankiné gimdos
kaklelio patikros programa, kuri zenkliai sumazino sergamumg ir mirtinguma
dél gimdos kaklelio vézio [3, 7, 8]. Lietuvoje prevenciné atrankiné gimdos
kaklelio patikros programa pradéta vykdyti 2004 m. Patikros programos tikslas
—anksti diagnozuoti ikivézines gimdos kaklelio bukles, kada, aptikus citologiniy
pokyc¢iy gimdos kaklelyje, esant indikacijoms, kontroliuojant kolposkopu,
atlickama tiksliné biopsija. Visoms 25-60 m. amziaus moterims kas trejus metus
yra atliekamas gimdos kaklelio citologinis tyrimas [4, 9]. Gimdos kaklelio
ikivézinéms biikléms apibtdinti citologiniame tyrime vartojami terminai
,.nezymis plokscialgsteliniai intraepiteliniai pokyc€iai’’ — tarptautiné santrumpa
LSIL (angl. low grade squamous intraepithelial lesion) ir ,,Zymis
plokscialgsteliniai intraepiteliniai poky¢iai’’ - tarptautiné santrumpa HSIL (angl.
high grade squamous intraepithelial lesion). Radus pakitimy gimdos kaklelio
citologiniame tyrime moteris pasiunciama atlikti kolposkopija ir gimdos
kaklelio biopsijg, t.y. patikslinti diagnozg¢. Kolposkopijos tikslas atpazinti

skirtumus tarp sveiko ir pakitusio gimdos kaklelio epitelio bei pasirinkti vietas
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biopsijai. Gimdos kaklelio ikivézinéms bikléms, nustatytoms histologinio
tyrimo metodu, apibadinti vartojami terminai: trijy laipsniy (mazo, vidutinio ir
didelio laipsnio) intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija (angl. cervical
intraepithelial neoplasia) — CIN 1-3 ir CIS (angl. carcinoma in situ) [4].
Pirmajame paveiksle pavaizduoti citologiniu ir histologiniu tyrimais nustatyty
diagnoziy atitikimai. Pagrindinis atliekamy tyrimy tikslas yra diagnozuoti
didelés rizikos, t.y. > CIN 2 pokycius, kadangi, gimdos kaklelyje radus zymiy
pakitimy, moteriai reikia atlikti pakitusiy ploty paSalinimg, t.y. intervencing

procediirg (gimdos kaklelio konizacijg elektros kilpa, skalpeliu ar destrukcija

lazeriu ir kt.).
NORMA, MAZO VIDUTINIO DIDELIO LAIPSNIO VEZYS
METAPLAZIJA, LAIPSNIO LAIPSNIO NEOPLAZUA/

HIPERPLAZIJA, NEOPLAZIA NEOPLAZIIA KARCINOMA IN SITU

CINo| CIN1 [CIN 2 [CIN 3/CIS .

néra LSIL HSIL
IPPN

MAZOS RIZIKOS DIDELES RIZIKOS
PAKITIMAI PAKITIMAI

CIN 0 — nenustatyta neoplazijos pozymiy;, CIN 1 — mazo laipsnio neoplazija;
CIN 2 — vidutinio laipsnio neoplazija; CIN 3 —didelio laipsnio neoplazija; LSIL
— nezymiis plokscialgstelinial intraepiteliniai  pokyciai; HSIL- Zymiis
plokscialgsteliniai intraepiteliniai pokyciai; néra IPPN — néra intraepiteliniy

pakitimy ar piktybinio naviko.

1 pav. Citologiniy ir histologiniy gimdos kaklelio audiniy tyrimy atitikimas
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Didziausias Siy intervenciniy gydymo metody Salutinis poveikis yra zymi
gimdos kaklelio stromos destrukcija, dél kurios gali atsirasti komplikacijy —
gimdos kaklelio striktiira, nepakankamumas. Tokios komplikacijos salygoja tali,
kad kartais néStumas nutruksta pries laikg, gimdymg tenka uzbaigti cezario
pjuvio operacija ar kt. [10, 11]. Gimdos kaklelio ikivézinés buiklés dazniau
diagnozuojamos jauno ir vidutinio amziaus moterims (t.y. reprodukcinio
amziaus), tod¢l yra svarbu gimdos kaklelio intervencinéms procediiroms turéti
kuo labiau pagrijstas indikacijas.

Pagrindiniai ikivéziniy gimdos kaklelio bukliy aptikimo truokumai yra gana
didelis klaidingai neigiamy citologinio tyrimo rezultaty skaicius bei mazas
kolposkopijos specifiskumas [13, 14, 15, 16, 17, 18]. Suprantama, kad yra
reikalingi nauji diagnostiniai metodai, leidZiantys tiksliau diagnozuoti ikivézines
gimdos Kkaklelio biikles bei iSvengti nebiiting chirurginiy procediry.
Mokslininky siekinys yra greity, jautriy, nebrangiy ir neinvaziniy diagnostikos
metody, kurie sudaryty galimybe¢ diagnozuoti ir gydyti didelés rizikos gimdos
kaklelio ikivézines bukles vieno pacientés apsilankymo pas ginekologa metu,
radimas.

Pastaruoju metu daug démesio skiriama optiniams diagnostiniams metodams.
Susidoméjimg Siais metodais didina jy neinvazinis pobiidis, didesnis jautrumas
ir skiriamoji geba, palyginti su jprastais diagnostikos metodais. Optiniais
metodais galima aptikti morfologinius ir biocheminius gimdos kaklelio epitelio
poky¢ius realiu tyrimo laiku ir iSvengiant chirurginés invazijos. Dauguma
optiniy tyrimy naudojamy diagnostikoje, remiasi jvairiy tipy spektroskopija:
atspindzio spektroskopija [19, 20, 21], fluorescencijos spektroskopija [22, 23,
24, 25], Ramano sklaidos spektroskopija [26, 27].

Optinés technologijos turi didel; pritaikymo klinikinéje praktikoje potencialg.
Gimdos kaklelio ikivéziniy buikliy diagnostika vieno apsilankymo metu (,,matau
ir gydau®), nereikalaujanti papildomy pacientés vizity, sutaupyty laiko ir 1€8y.
Visa tai ypa¢ aktualu ekonomiskai silpnose Salyse. Siuo laikotarpiu, viena ig
daugiausiai zadan¢iy naujy diagnostiniy priemoniy yra optiné biopsija.
Terminas ,,optiné biopsija“ taikomas jvairioms technologijoms, kai atliekama
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Sviesos ir audinio sgveika, siekiant nustatyti audinio morfologija, bet neatliekant
audinio biopsijos histologiniam tyrimui atlikti [28, 29, 30, 31, 32]. Optinés
biopsijos metodai pasizymi diagnostikos efektyvumu, optimaliais kastais,
nesudétingu procediiros atlikimu. Svarbiausia, kad optinés biopsijos tyrimas yra
neinvazinis, todél gali buti kartojamas kelis kartus, tinka diagnostikai ir
steb¢jimui po gydymo. Dauguma optinés diagnostikos metody remiasi

fluorescencijos reiskiniu.

Audiniai, kuriuose vyksta kancerogenezés procesai, skiriasi nuo sveiky savo
morfologija ir lasteliy augimo grei¢iu, dél to taip pat skiriasi ir jy optinés
charakteristikos. Pakitusiy audiniy spektry skirtumai atsiranda dél patologijos
nulemty fluorescenciniy medziagy sudéties pokyc¢iy [30, 32]. Tam, kad matytysi
rySkesnis kontrastas tarp sveiky ir patologiniy audiniy, gali biiti naudojamos
egzogeninés fluorescencinés medziagos arba jy pirmtakai (pvz., 5-
aminolevulininé rugstis (5-ALA)). Fluorescencinés diagnostikos metodai $iuo
metu tiriami kaip viena 1§ progresyviy priemoniy, diagnozuoti jvairias
ginekologines patologijas, tokias kaip gimdos kaklelio, vulvos intraepiteling

neoplazijg, endometriozg, kriities bei kiausidziy vézj [33, 34, 35, 36, 37, 38].

Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos metodas, lokaliai naudojant 5-
ALA, kaip sensibilizuojanc¢ig medziaga, labiausiai atitinka miisy iskeltus tikslus,
t.y. Sis metodas gali biti neinvaziné gimdos kaklelio neoplazijos diagnozavimo
priemoné, leidzianti aptikti pakitusj audinj bei pasizyminti mazu toksiskumu
sveikiems audiniams.

5-ALA yra endogeniné medZiaga, hemo pirmtakas jvairiose organizmo
lastelése, ji metabolizuojama iki protoporfirino IX (PplX), kuris yra endogeninis
fluoroforas. Sensibilizacinés fluorescencinés diagnostikos metodas yra
naudojamas ikivéziniy bukliy, naviky bei jy recidyvy ankstyvojoje
diagnostikoje, taip pat gydymo metu, nustatant tikslias naviko ribas. Tai
perspektyvus metodas onkologijoje, ta¢iau jo metodikos tiriant gimdos kaklelio
ikivézines bukles néra visuotinai patvirtintos, 0 metodas taikomas tik klinikiniy

tyrimy metu. Vertinant $io metodo specifiSkumg ir jautrumg tiriant gimdos
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kaklelio patologija yra sukaupta nepakankamai duomeny, todél svarbu atlikti
tyrimus ir nustatyti gimdos kaklelio ikivéziniy bukliy sensibilizacinés
fluorescencijos  spektroskopijos metodo diagnosting verte (jautruma,
specifiSkuma, tiksluma, teigiama prognozing vertg ir neigiamag prognozine verte)

bei jvertinti metodo ypatumus.

1.2. Darbo aktualumas

Lietuvoje sergamumas gimdos kaklelio véziu didziausias Baltijos Saliy regione
ir Ryty Europoje antroje vietoje po Rumunijos [39]. 2004 m. Lietuvoje buvo
pradéta ir toliau tgsiama atrankinés patikros dél gimdos kaklelio patologijos
programa, kurioje naudojamas profilaktinis testas - citologinis gimdos kaklelio
tyrimas. Pagal gimdos kaklelio citologinio tyrimo rezultatg atrenkamos moterys,
kurioms reikalingas detalesnis iStyrimas: kolposkopija, histologinis tyrimas ar
aktyvus stebéjimas. Diferencijuojant gimdos kaklelio patologijas kolposkopijos
jautrumas yra didelis, tadiau specifiskumas mazas. Zinoma, kad kolposkopijos
tikslumas tiesiogiai priklauso nuo tirian¢iojo klinikinés patirties [6, 40, 41, 42,
43]. Todél diagnozei patvirtinti tenka atlikti gimdos kaklelio intervencinius
diagnostinius tyrimus ne visada pagrijstai.

objektyviau diagnozuoti gimdos kaklelio ikivézines biikles neinvaziniu budu
[12]. Atliekant tokj tyrimag pakitimus turéty biiti galima atpazinti be histologinio
tyrimo (t.y. neatliekant biopsijos) ir tyréjo klinikiniai jgiidziai turéty kuo maziau
lemti tyrimo rezultatus. Daugéja tyrimy, kuriy tikslas analizuoti fluorescencijos
spektroskopijos diagnosting verte tiriant gimdos kaklelio ikivézines biikles.
Nustatyta, kad sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos metodas yra
tinkamas tirti biocheminius ir strukttirinius pakitimus audiniuose, kurie atsiranda
vystantis ikivéZinéms bikléms ir véZiui. Taigi Sis metodas tinka ,optinei

biopsijai* atlikti.
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1.3. Darbo tikslas

Ivertinti sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos metodo tikslumg

diagnozuojant ikivézines gimdos kaklelio biikles in vivo.

1.4. Darbo uzdaviniai

1. ISmatuoti savitosios fluorescencijos intensyvumg tiriamuosiuose gimdos
kaklelio audinio in vivo ir apskaiCiuoti skiriamajg verte didelés rizikos

ikivéziniams gimdos kaklelio pakitimams diferencijuoti.

2. ISmatuoti sensibilizacinés fluorescencijos intensyvumg gimdos kaklelio
audiniuose in vivo ir apskaiciuoti $io metodo skaiting skiriamaja verte (rizikos

lygio ribg) didelés rizikos ikivéziniams gimdos kaklelio pakitimams nustatyti.

3. Palyginti sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos, kolposkopijos ir
Siy metody derinio tikslumg bei jvertinti sensibilizacinés fluorescencijos
spektroskopijos metodo tinkamumg diagnozuojant didelés rizikos ikivézinius

gimdos kaklelio pakitimus.

1.5. Ginamieji teiginiai

1. Savitosios fluorescencijos spektroskopija yra tinkamas metodas didelés
rizikos ikivéziniams gimdos kaklelio pakitimams diagnozuoti, ta¢iau metodo
tiksluma salygoja matavimo sglygos (Sviesolaidzio zondo priglaudimo kampas,
prispaudimo stiprumas, organizmo skysc¢iai esantys matavimo vietoje, patalpos

apSvietimas ir kt.).
2. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos veréiy normavimas |

savitosios fluorescencijos vertes leidzia sumazinti gauty pacientés gimdos

kaklelio audinio fluorescencijos intensyvumy santykiy iSsibarstymg, o gauto
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santykio papildomas normavimas j sveiko audinio fluorescencijos verte leidzia

sumazinti diagnostiniy koeficienty iSsibarstyma tarp pacienciy.

3. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija yra objektyvus ir didelés
klinikinés patirties nereikalaujantis tyrimo metodas, kurio tikslumas nustatant
didelés rizikos pakitimus gimdos kaklelyje yra didesnis nei kolposkopijos

metodo.

1.6. Darbo mokslinis naujumas

Iprastinis tyrimo metodas jtariant gimdos kaklelio ikivéZines bukles, yra
kolposkopija. Sio tyrimo trikumas - nepakankamas tikslumas, kuris labiausiai
priklauso nuo gydytojo klinikinés patirties [12, 35, 44]. Tiriant ikivéZzines
gimdos kaklelio biikles, KlinisSkai svarbiausia nustatyti pakitimus, kuriy atveju
yra didelé rizika iSsivystyti gimdos kaklelio véziui. NustaCius didelés rizikos
pakitimus reikia atlikti diagnostines ir gydomasias intervencines procediiras
(biopsija, konizacija), o jy nenustacius — pacientéms reikalingas tik stebéjimas.
Taigi tiksliau diagnozuodami didelés rizikos pakitimus, taip pat galime iSvengti
nereikalingy intervencijy.

Diagnostikos taikant sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija tikslas —
atpazinti ir diferencijuoti audinius esant ikivézinéms bikléms, panaudojus
sensibilizuojanéia medziaga (Siame tyrime 5-ALA). Siuo metu moksliniy —
klinikiniy duomeny apie pakitusio gimdos kaklelio audinio sensibilizacinés
fluorescencijos matavimus in vivo dar nepakanka, sio perspektyvaus tyrimo
metodikos visuotinai néra patvirtintos, todél Siame darbe buvo atlikti tokiy
gimdos kaklelio audinio sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos tyrimai
bei jvertintas $io metodo tikslumas atskiriant didelés rizikos ikivézines biikles.
Atlikti gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos spektry matavimai pries ir po
sensibilizuojancios medziagos naudojimo, nustatyta skaitiné skiriamoji verte,

leidzianti atskirti didelés rizikos ikivézines gimdos kaklelio bikles tiriant juos
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sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos metodu. Taip pat palyginti
tarpusavyje kolposkopijos ir sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos
jautrumas, specifiSkumas, tikslumas, teigiamoOs ir neigiamos prognozings vertes,
iSanalizuotos netinkamy ir neapibrézty diagnoziy priezastys.

Mokslinio darbo metu Lietuvoje gimdos kaklelio ikivéziniy biikliy diagnostikai
pradéta taikyti sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija naudojant
sensibilizuojantj preparatg 5-ALA ir nustatyta, kad sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopija yra objektyvus tyrimas, tinkamas taikyti
klinikingje praktikoje, gimdos kaklelio didelés rizikos pakitimams identifikuoti,

t.y. atlikti opting biopsija.

1.7. Autoriaus indélis

Sio darbo autoré parengé tyrimo protokola bei dokumentus Biomedicininiy
tyrimy etikos komiteto leidimui atlikti tyrimg. Disertanté vykdé tiriamyjy
pacienciy apklausg, apzilira, kolposkopiniy vaizdy vertinimg, Savitosios bei
sensibilizacinés fluorescencijos spektry registravimg (darbas tiesiogiai su
paciente), biopsijy i$ gimdos kaklelio atlikimg, duomeny bazés pildyma. Autoré
analizavo ir interpretavo gautus tyrimo rezultatus, su bendraautoriais parengé

tris mokslinius straipsnius disertacinio darbo tema.

2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Literatiiros paieska

Literatiiros Saltiniy paieSka atlikta naudojant PUBMED, COCHRANE
DATABASE elektroninés bibliografijos duomeny Saltinius. Duomeny ieskota
literattiros Saltiniuose angly, lietuviy kalbomis. Pagrindiniai paieskos zodziai:
“cervical neoplasia diagnostics”, “cervical precancer optical diagnostics”,
“cervical neoplasia sensitized fluorescence diagnostics”, “cervical neoplasia

autofluorescence®,  “cervical neoplasia  spectroscopy”,  “gynecology

fluorescence diagnostic”, ,,cervical neoplasia photodynamic diagnostics”,
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“cervical neoplasia fluorescence imaging” ,,gimdos kaklelio neoplazija®,
“gimdos kaklelio diagnostika®, ,,optiné biopsija®, ,,fluorescenciné diagnostika‘“
ir kt. Taip pat naudotasi Lietuvos moksliniy medicininiy zurnaly, disertaciniy

darby bei tarptautiniy konferencijy spausdinta medziaga.

2.2. Gimdos kaklelio ikivézinés buklés ir vézys

Pasaulyje gimdos kaklelio vézys pagal daznumg yra ketvirtoje vietoje tarp
motery onkologiniy ligy. 2012 m. diagnozuota 528000 naujy Sios ligos atvejy.
85 % gimdos kaklelio vézio atvejy uzregistruojama ekonomiskai silpnesnése
pasaulio Salyse [45]. 2012 m. pasaulyje uzregistruotos 266000 mirtys dél gimdos
kaklelio vézio, tai yra 7,5 % 1§ visy motery mirCiy priezas¢iy. NOrs
onkologinémis ligomis dazniau serga vyresnio amziaus zmonés, biitent gimdos
kaklelio vézys paplitgs tarp jauno ir vidutinio 35-50 mety amziaus motery [45].
Zinoma, kad gimdos kaklelio ikivéZzinés buiklés laipsniskai gali tapti véziu. Sis
procesas, dazniausiai nesukeldamas moteriai jokiy nusiskundimy, vystosi
kelerius ar keliolika mety, todél laiku diagnozavus ikivézines bukles ir laiku
iSgydzius nustatytus pazeidimus galima iSvengti onkologinés ligos atsiradimo
[3, 6,46, 47]. 2004 m. Lietuvoje pradéjus vykdyti atrankinés patikros dél gimdos
kaklelio patologijos programg, gerokai padidéjo naujai nustatyty gimdos
kaklelio vézio atvejy skaicius, o 2005-2008 m. CIN 3/CIS atvejy skaicius
pralenké invazinio gimdos kaklelio vézio atvejy skaiciy (2 ir 3 pav.) [48]. Tai
galime paaiSkinti tuo, kad patikrinta daugiau motery, neturin¢iy jokiy skundy
(zinoma, kad j gydytoja dazniau kreipiamasi esant skundy) ir dél to daugiau
diagnozuota gimdos kaklelio patologiniy pakitimy nei jprastai. Tai pat nustatyta
ir daugiau ankstyvyjy stadijy gimdos kaklelio vézio bei ikivéziniy gimdos
kaklelio biikliy, t.y. liga nustatyta ankstyvosios stadijos ir i§gydzius nustatytus

pazeidimus i§vengta invaziniy pakitimy ar iSplitusios onkologinés ligos.
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Atvejy skaitius

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Diagnozés nustatymo metai

CIN 3/CIS - didelio laipsnio neoplazija ir carcinoma in situ, C53- gimdos
kaklelio vezio ir DO6- gimdos kaklelio carcinoma in situ (pagal Tarptautine ligy
klasifikacijg TLK -10)

2 pav. Gimdos kaklelio vézio (C53) ir CIN 3/CIS (D 06) atvejy skaiCiaus
poky¢iai Lietuvoje 1999 - 2008 m [48]

& C53

» L .
00- 05- 10- 15 20- 25 30- 35- 40- 45 50- 55- 60- 65 TO- 75 B80- 85+
04 09 14 19 24 29 34 30 44 49 54 50 B84 80 T4 To B4

Amdus

Sergamumo rodiklis, atv /100000
»

C53-gimdos kaklelio vézio ir DO6-gimdos kaklelio carcinoma in situ (pagal
Tarptautine ligy klasifikacijqg TLK -10).

3 pav. Sergamumo gimdos kaklelio carcinoma in situ ir véziu rodikliai

Lietuvoje 2008 m. amziaus grupése [48]
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Lietuvos vézio registro duomenys rodo, kad sergamumas gimdos kaklelio véziu
siekia 19-23 atvejus 100 000 gyventojy, 0 mirtingumas 6-8 atvejy 100 000
gyventojy [48], 2011 m. buvo uzregistruoti 452 nauji gimdos kaklelio vézio
atvejai [49]. Lietuvoje sergamumo gimdos kaklelio véziu rodiklis didZiausias,
palyginti su Siuo rodikliu Baltijos bei Skandinavijos Salyse [50]. Tokie
duomenys dar kartg atkreipia musy démesj, kaip svarbu laiku diagnozuoti
pavojingus gimdos kaklelio pakitimus ir drauge atlikti tai kuo tiksliau, siekiant
1Svengti tirlamyjy psichologinio streso bei nereikalingy invaziniy procediry.
Svarby vaidmenj uzima atrankinés gyventojy sveikatos biiklés patikros, dél
kuriy jdiegimo daugelyje Saliy Zenkliai sumazéjo sergamumo ir mirtingumo nuo
gimdos kaklelio vézio, rodikliai [3, 39, 48].

2008 m. H. Zur Hauseno, Nobelio premijos laureato, jrodytas zmogaus
papilomos viruso (ZPV) vaidmuo gimdos kaklelio kancerogenezéje leido
pazvelgti | gimdos kaklelio vézj kaip i infekcing lytiniu keliu plintancig liga. Jau
yra sukurtos ir naudojamos vakcinos, apsauganc¢ios nuo placiausiai paplitusiy
didelés (16, 18 tipai) ir mazos (6, 11 tipai) rizikos tipy ZPV. Tai papildo pirminés
vézio profilaktikos priemones. Vakcinos, apsauganéios nuo minéty tipy ZPV
sukeliamy patologijy, daugiausia skirtos mergaitéms ir berniukams (pradedama
skiepyti nuo 9 mety), taip pat rekomenduojma skiepyti ir vyresniame amziuje
[51].

Derinant §ias dvi profilaktikos priemones — vakcinacijg ir motery patikrg t.y.
atliekant citologinj gimdos kaklelio tyrima, galima iSvengti Zenklios gimdos
kaklelio vézio atvejy dalies [52].

Siekdami paaiSkinti ikivéziniy biikliy patogeneze i§ pradziy trumpai aptarsime
gimdos kaklelio anatomines ypatybes. Gimdos kaklelis yra apatiné gimdos kiino
dalis, jo ilgis 2-3 cm. Gimdos kaklelio viduje yra siauras kanalas, kuris
vidinémis ziotimis atsiveria j gimdos ertme, iSorinémis - } makstj. [Soriné gimdos
kaklelio dalis yra iSklota daugiasluoksniu neragéjanciu ploks¢iuoju epiteliu,
kurio brendimg skatina estrogenai. Epitelis nuo gimdos kaklelio stromos

atskirtas plona jungiamojo audinio juostele — bazine membrana.
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Vidiné gimdos kaklelio dalis isklota liaukiniu epiteliu, kurj sudaro vienos eilés,
gleives (mucing) sekretuojancios stulpinés lgstelés. Liaukinis epitelis 5 mm.
gylyje jlinksta ; gimdos kaklelio stromg ir formuoja endocervikines liaukas.

Ginekologinés apzitros metu matyti, kad didzigjg dalj iSorinio gimdos kaklelio
pavirSiaus dengia Sviesiai rausvos spalvos epitelis (ploks¢iasis daugiasluoksnis).
Liaukinis epitelis sudarytas 1§ paprasty stulpiniy Igsteliy, yra raudonos spalvos,
iSkloja gimdos kaklelio kanalg ir siekia iSoring gimdos kaklelio dalj. Riba,
kurioje susisiekia abiejy tipy epiteliai, vadinama jungtimi. Didéjant moters
amziui, veikiant hormoniniams pokyc¢iams jos organizme, vyksta stulpinio
epitelio lasteliy virtimas ploks¢iuoju epiteliu (8is procesas vadinamas
metaplazija) ir dél to jungtis kyla gimdos kaklelio kanalo link. Pastebéta, kad
ikivéziniai gimdos kaklelio pakitimai prasideda transformacijos (pasikeitimo)
zonoje (TZ). Transformacijos zona — tai gimdos kaklelio sritis (4 pav.), kurioje
susitinka vienasluoksnis stulpinis ir daugiasluoksnis ploksciasis epitelis, joje

vyksta aktyvi metaplazija [4].

PLOKSCIALASTELINIS |}
EPITELIS . TRANSFORMACIIOS

GIMDOS KAKLELIS ZONA

4 pav. Gimdos kaklel; dengianio epitelio tipai ir jy jungties vieta -

transformacijos zona
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Neoplazija yra sutrikgs epitelio augimas ir vystymasis. Sutrikus normaliam
metaplazijos procesui vystosi daugiasluoksnio ploksciojo epitelio neoplazija ir
Sis patologinis procesas 1§ pradziy neiSplinta uz epitelio bazinés membranos
riby. Gimdos kaklelio neoplazija skirstoma j tris laipsnius (CIN 1-3)
atsizvelgiant ] neoplaziSkai pakitusio (matomas padid¢jes lastelés branduolys,
daugéja nebrandziy lgsteliy) epitelio gylj (CIN 1 — pakitimai matomi tik epitelio
virSutiniame trec¢dalyje, CIN 2 - pakitimai apima 2/3 epitelio storio, CIN 3 —
pakitimai matomi per visa epitelio sluoksnj iki bazinés membranos). Neoplazijos
procesui pazeidus bazinés membranos sluoksnj prasideda invaziniai poky¢iai [4,
6].

Pagrindinis Siuo metu atlickamy moksliniy tyrimy tikslas yra diagnozuoti > CIN
2 pokycius. Svarstoma, ar histologiskai patvirtinus CIN 2 pokycius galima
vadinti didelés rizikos biikle, nes tokia diagnozé rodo tarpinj variantg tarp didelio
laipsnio (CIN 3) ir mazo laipsnio (CIN 1) intraepiteliniy poky¢iy gimdos
kaklelyje, o jy gali atsirasti tiek dél maZos, tiek dél didelés rizikos genotipy ZPV
infekcijos [47]. Jei atliekant histologinj tyrima randami CIN 2 poky¢iai, o ZPV
nerandama, tai tokia buiklé gali biiti apibrézta kaip CIN 1 ir CIN 3 pokyciy
derinys, tadiau jei nustatomas 16 ZPV tipas, tai CIN 2 poky¢iai jau laikomi
didelés rizikos ikivézine bukle [53].

Daugumoje naujausiy tyrimy, kuriy metu nagrinéjama histologiskai
patvirtinty didelio laipsnio intraepiteliniy poky¢iy regresija, nepateikiama
CIN 2 bei CIN 3 diagnoziy atskirai. Praktikoje histologai atskirais atvejais
nurodo nevisai tikslius histologinius atsakymus: ,,CIN 1-2* arba ,,CIN 2-3,
Europos saliy rekomendacijose CIN 2 ir CIN 3 sitloma atskirti, Pasaulio
sveikatos organizacija Siuos du histologinius vienetus klasifikuoja atskirai
[46, 54, 55]. HistologiSkai patvirtintas CIN 3 yra svarbiausias veiksnys,

rodantis invazinio gimdos kaklelio vézio rizika [46, 56].

23



ooooo

Gimdos kaklelio neoplazijos poZymiai daZniausiai aptinkami atliekant citologini
tyrimg profilaktiSkai (t.y. moterims, Kurios neturi jokiy nusiskundimy).
Citologiniu tyrimu nustacius pakitimy, moterys siun¢iamos atlikti kolposkopija
ir biopsija (pastargja, jei atliekant kolposkopija randama pakitimy).
Kolposkopija yra iSoriniy lyties organy, maksties bei gimdos kaklelio makstinés
dalies apziiira optiniu (vaizdg didinanciu 8-50 karty) prietaisu (kolposkopu).
Kolposkopija atliekama gimdos kaklelio patologijai diagnozuoti, kai, kaip
minéta, citologiniame tyrime randama neoplazijos pozymiy. Atliekant §j tyrima
kolposkopas statomas apie 15-20 cm. atstumu nuo moters, gulinios ant
ginekologinés kédés, jjungiamas apSvietimas. Naudojant sterilius inStrumentus
ir medziagas, tamponu nuo gimdos kaklelio nuvalomos gleivés, zitrint pro
kolposkopo okuliarus sureguliuojamas vaizdas (galima keisti optinés sistemos
didinimo ir mazinimo rezimg bei spalvotus filtrus, kad iSrySkéty kraujagysliy
pieSinys). Gimdos kaklelio pavirSius suvilgomas 3 % acto rugsties tirpalu,
tuomet iSryskéja liauky angos, epitelio ektopijos, neoplazijos vietos. Gimdos
kaklelio vaizdai fotografuojami ir archyvuojami kompiuteryje. Pagrindiniali
gydytojo uzdaviniai atliekant kolposkopijg yra: nustatyti tikslig TZ lokalizacija,
patvirtinti arba paneigti citologiskai nustatytg neoplazijos laipsnj, esant reikalui
surasti vietas tikslinei biopsijai atlikti, atpazinti arba atmesti invazinius
poky¢ius, stebéti ikivéziniy bukliy regresijg ar progresija.

Siuo metu tobulinamos skaitmeninés kolposkopijos technologijos, taikoma
videokolposkopija, tyrimo metu yra galimybé padidinti, archyvuoti ir
pakartotinai perzitiréti gimdos kaklelio vaizdus, atsirado galimybés naudoti
telekolposkopija, t.y. persiysti tyrimy vaizdus ] kitag gydymo jstaiga, kad
patologija galéty vertinti keli specialistai. Dél to sumazéja diagnostiniy klaidy
kiekis. Patogus skaitmeninés kolposkopijos duomeny archyvavimas bei
galimybe po gydymo palyginti tyrimy vaizdus. Tai svarbu klinikinéje praktikoje

bei mokant medicinos darbuotojus [29].
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Jeigu moteriai citologinio tyrimo metu aptinkami HSIL, yra rizika, kad
negydomi pakitimai gimdos kaklelyje pradés vystytis j vézj. Citologinis gimdos
kaklelio tyrimas yra atrankinis tyrimas nustatant ikivézines gimdos kaklelio
bukles. Nacionalinés gimdos kaklelio patikros (Jungtiné Karalyste)
kolposkopinio tyrimo rekomendacijose (NHSCSP angl. National Health Service
Cervical Screening Programme) nurodoma, kad kolposkopijos tyrimo tikslumas
yra tik 65 % [57]. Galutiné i§vada diagnozuojant ikivézines biikles padaroma
atlikus pasalinty gimdos kaklelio audiniy histologinj tyrimg. Pasirenkant
chirurginj gimdos kaklelio gydymo biidg dazniausiai atlieckamos ekscizinés
gimdos kaklelio procediros t.y. atliekama gimdos kaklelio konizacija diatermine
Kilpa, pasalinant gimdos kaklelio dalj, kurioje yra TZ. Histologinio tyrimo metu
vientisame gimdos kaklelio audinio konuse galima tiksliai jvertinti
intraepitelinés gimdos kaklelio neoplazijos topografija, pazeisty gimdos kaklelio
kvadranty kiekj, intraepitelinés neoplazijos santyki su endocervikinémis
liaukomis ir operacinio pjivio krasty bukle bei taip nustatyti galuting diagnozg.
Siekiama, kad tiriant paciente dél ikivézinés gimdos kaklelio bikles
kolposkopijg atlikty patyres specialistas, ta¢iau net ir patyres kolposkopuotojas
gali nepastebéti kai kuriy CIN 2/CIN 3 gimdos kaklelio poky¢iy dél plono
epitelio sluoksnio, uzdegiminiy poky¢iy, anatominiy gimdos kaklelio ypatybiy
[59]. Pirmojoje lenteléje pateikiami literatiiros apzvalgy duomenys apie gimdos
kaklelio citologinio, histologinio tyrimo ir kolposkopijos tikslumo rodiklius. Is
pateikty duomeny matyti, kad atlikus didelés apimties tyrimy analize nustatomas
zymus tikslumo rodikliy varijavimas. Metodo jautrumas ir specifiSkumas
tiesiogiai priklauso nuo tirian¢iojo klinikinés patirties. Pakitimus gimdos
kaklelyje diferencijuojant patyrusiam kolposkopuotojui tyrimo jautrumas yra
didelis (96%), taciau specifiskumas mazas (48 %) [18]. Todél diagnozei
patvirtinti daznai tenka atlikti gimdos kaklelio biopsijas [15, 40, 41]. Naudojant
skaitmening kolposkopija Sio metodo specifiSkumas gali siekti 88 %, o
jautrumas, diagnozuojant mazo ir didelio laipsnio neoplazijas gimdos kaklelyje

— 79 %, [14]. Skaitmeninis kolposkopas turi automatizuota vaizdy analizés
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programg, gebancig atpazinti neoplazinius audiniy plotus ir pasiiilyti diagnozés

variantg.

1 lentelé. Gimdos kaklelio citologinio, histologinio tyrimo ir kolposkopijos

tikslumo rodikliai literattiros apzvalgose

Jautrumas, | Specifiskumas, | Tiriamyjy Literatiiros
% % skaicius Saltinis
Citologinis 80 99 277842 H.J.Soost ir
tyrimas bendr., 1991
[58]
30 - 87 86 - 100 12 -os tyrimy | K.Nanda ir
apzvalga bendr., 2000
[13]
Kolposkopija | 85-96 48 - 69 9 -iy tyrimy | M.F.Mitchel ir
apzvalga bendr.,1998 [18]
(5378)
30-90 67- 97 8 —iy tyrimy | O.B.Olaniyan ir
azvalga bendr., 2002
[17]
96 57 100 R.Zivadinovic ir
bendr., 2005
[16]
61 - 86 30-94 3040 L.S.Hammes ir
bendr., 2007
[15]
Skaitmeniné 85 75 198 G.Mehlhorn ir
kolposkopija bendr., 2010
[14]
Histologinis 75-90 83-98 1128 P.D.Palma ir
tyrimas bendr., 2008
[41]

Siekiant didesnio ikivéziniy gimdos kaklelio bikliy diagnostikos tikslumo,

kuriami jvairlis kolposkopija papildantys ar galintys ja pakeisti metodai.

Pagrindiniai

reikalavimai

naujam gimdos

kaklelio

ikiveziniy  bukliy

diagnostikos metodui turéty biiti neinvazinis, greitas ir nesudétingas atlikimo

budas.

26




Audiniy sudedamgsias dalis neinvaziniu biidu galima jvertinti naudojant
optinius metodus, kurie teikia informacijg apie audiniy sandarg Igsteliniu ar net
molekuliniu lygmeniu. Didelis $iy metody jautrumas pasiekiamas naudojant
papildomus detektorius, su kuriy pagalba yra uZregistruojami signalai
priklausomi nuo audiniy biocheminés sudéties, vykstanc¢iy metaboliniy procesy
ir audiniy struktiiriniy savybiy. Sviesai krintant ant audiniy atsispindi nuo
audinio pavirSiaus, o j audinj patekusi Sviesa yra sklaidoma ir sugeriama. Po to
Sviesa gali buti iSspinduliuojama arba sukelti Siluminius efektus. Sviesos
spinduliy $altinis, dazniausiai ultravioletinio diapazono, suzadina elektronus tam
tikry junginiy molekulése, kurie grizdami j nesuzadintas biisenas, energijos
pertekliy atiduoda iSspinduliuvodami Sviesos kvantus (vyksta fluorescencija).
Fluorescencijos spektroskopija analizuoja aps$viestame audinyje atsiradusig ir
iSspinduliuotg $viesg [60].

Audiniai esant jy ikivézinéms bukléms skiriasi nuo sveiky morfologiskai, t.y.
lasteliy forma, dydziu, branduolio ir citoplazmos santykiu, lgsteliy augimo
grei¢iu. D¢l to skiriasi ir optinés audiniy charakteristikos [28, 30, 31, 32].
Artimos ultravioletinés ir matomos Sviesos bangos ilgiuose, stipriausiai $viesg
sugeriantys komponentai gimdos kaklelyje yra oksigenuotas ir deoksigenuotas
hemoglobinas, esantis stromos kraujagyslése [61]. Neoplaziniame audinyje
atsiranda Zenkliis optiniy savybiy poky¢iai. Stromos absorbcija padidéja dél
angiogenezés ir padidéjusio mikrokraujagysliy tankumo, epitelio sklaida
padidéja del pasikeitusio citoplazmos ir branduolio santykio bei
hiperchromazijos. Stromoje sklaida, priesingai, neoplazijai progresuojant
mazéja dél ekstraceliulinio kolageno rysiy irimo [62].

Pasitelkus spektroskopijos metoda kuriami jvairlis prietaisai, skirti gimdos
kaklelio pakitimy diagnostikai. Aptarsime keletg i§ jy. Tai LuViva™
(multimodalinis spektrinis vaizdinimas, gimdos kaklelio fluorescencijos ir
atspindzio spektrai registruojami in vivo), LUMA™ (fluorescencijos, baltos
Sviesos atspindzio spektroskopijos ir vaizdinimo derinys), DySIS™ (registruoja
spektry pokyc€ius po acto riigsties poveikio, taip pat kartu atlickama jprastiné
kolposkopija), trimodaliné (trijy metody) spektroskopija (fluorescencijos,
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difuzinio atspindzio ir Sviesos sklaidos spektroskopijos derinys), elektrinio
impedanso spektroskopija (prietaiso daviklis priglaudziamas prie audinio ir
leidziant elektros srove uzregistruojama audinio varza), Truscreen® (registruoja
gimdos kaklelio audiniy atsaka j zadinimg optiniu ir elektriniu biidu, davikliu
lie¢iant gimdos kaklelio pavirSiy) [60]. Antrojoje lenteléje pateikiami tyrimuy,
atlikty su Siais kolposkopija papildanciais prietaisais bei kolposkopijos atskirai,

jautrumo ir specifiSkumo duomenys.

2 lentelé. Tyrimai, kuriy metu tirti gimdos kaklelio pakitimai jvairiais

spektroskopijos biidais

Jautrumas, % | Specifiskumas, %

Spektroskopijos | Mazo laipsnio CIN Literatiiros
prietaisai Saltinis
Didelio laipsnio CIN
LuViva™ 95 55-83 D.G.Ferris ir
bendr., 2001 [63];
T.DeSantis ir
bendr., 2007 [64]
LUMA™ 92 50 W.K.Huh ir
bendr., 2004 [65]
DySIS™ 79 76 W.P.Soutter ir
bendr., 2009 [66];
J.Louwers ir
bendr., 2011 [67]
Trimodaliné 92 71 I.Georgakoudi ir
spektroskopija bendr., 2002 [68]
Elektrinio 74 53 S.Abdul ir bendr.,
impendanso 2006 [69]
spektroskopija
Truscreen® 70 - A.Singer ir
bendr., 2003 [70]
Kolposkopija 61-86 30-94 L.S.Hammes ir
bendr., 2007 [15]

S. Hariri Tabrizi [71] su bendraautoriais atliko gimdos kaklelio ikivéziniy biikliy
optinés spektroskopijos apzvalga, kurioje buvo iSanalizuoti 44 tyrimai, atlikti

1994-2012 metais. Tirtos savitosios fluorescencijos metody galimybés.
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Tyrimuose gauti jautrumai ir specifiSkumai yra labai nevienodi, jautrumai
varijuoja tarp 52 ir 100 %, specifisSkumai tarp 9 ir 100 %. Kadangi savitosios
fluorescencijos rezultatai (intensyvumas) priklauso nuo kiekvieno matavimo
salygy, todé¢l geresni rezultatai gaunami atliekant ne taskinj tyrima, o visuming
intensyvumy analizg 1§ vaizdy (fluorescencijos vaizdinimas).

Nepaisant atlikty tyrimy ir matomy gery rezultaty, sukaupta dar nepakankamai
duomeny apie optinés spektroskopijos taikyma diagnozuojant gimdos kaklelio
ikivézines biikles, néra suvienodinty tyrimo algoritmy. Zinoma, kad metodas d¢l
savo neinvazinio pobiidzio bei gaunamo rySkaus kontrasto (identifikuojant
ikivézines biikles ir invazinius pakitimus jvairiuose audiniuose ir organuose)
gali turéti svarby vaidmenj Siuolaikinés medicinos praktikoje. Diegiant Siuos
metodus | kasdien¢ kliniking praktika, svarbiis tolesni tyrimai bei glaudus
mokslininky ir mediky bendradarbiavimas [71].

Reikia pazyméti, kad né vienas i§ iSvardyty prietaisy néra placiai taikomas
kasdienéje praktikoje, tac¢iau keli i§ jy jau yra sertifikuoti ir parduodami
Siuo metu pagrindiniu diagnostikos metodu, citologiniu tyrimu nusta¢ius
gimdos kaklelio pakitimy, iSlieka kolposkopija, nepaisant to, kad kontroliuojant
kolposkopu atlikty biopsijy jautrumas yra apie 70 %, o diagnozuojant ikivéZines
biikles gimdos kaklelyje kolposkopijos jautrumas yra 49-85 %, o specifiskumas
tik 69 % be to diagnozuojant didelio laipsnio pokycius dazni klaidingai teigiami
atsakymai [18, 40, 66, 67, 72].

2.4. Optiné biopsija

Mokslingje literatiiroje pateikti tyrimy rezultatai ir klinikiné praktika rodo, kad
Siuo metu né vienas i$ jprastai naudojamy neinvaziniy gimdos kaklelio
patologijos nustatymo metody ar jy deriniy neturi pakankamo tikslumo gimdos
kaklelio ikivézinéms bukléms diagnozuoti. Todél aktyviai ieSkoma alternatyviy
diagnostikos biidy. ISskirtinj mokslininky démes] Sioje srityje traukia

vadinamoji optiné biopsija. Optiné biopsija — tai neinvazinis diagnostikos
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metodas, kurio esmé - audiniy optiniy savybiy tyrimas [31, 73]. Taigi, optine
biopsija galima vadinti tyrimo metodus, kuriuos taikant informacija apie tiriama
objekta yra gaunama naudojant optines sistemas. Terminu ,biopsija“ yra
nurodoma, kad, neatlickant invazinés procediros, informacija gaunama ne tik
atskiry organy lygiu, o audiniy struktiiros, lagsteliniu ir dar smulkesniu
baltyminés sudéties lygiu. Optinei biopsijai atlikti gali biiti naudojama
fluorescencijos spektroskopija, optiné koherentiné tomografija, infraraudonasis
ar fotosensibilizacinis vaizdinimas, mikroskopija in vivo ir kt. [28, 29, 30, 31].
Sie metodai yra neinvaziniai, neskausmingi, neturi salutinio poveikio ir atrodo
patraukliai, kadangi leidzia diagnozuoti patologija ir nustatyti jprastinés
biopsijos vieta, jei tai reikalinga. Daznai optinei biopsijai atlikti yra naudojamas
fluorescencijos spektroskopijos metodas. Nors jis ir néra visiSkai naujas, tac¢iau

nuolat tobuléja vystantis medicinos technologijoms.

Fluorescencijos spektroskopijos metodas tinka tirti biocheminiams ir
struktliriniams pakitimams gimdos kaklelio audiniuose, kurie atsiranda vystantis
ikivézinéms bukléms [19]. Audiniai, kuriuose vyksta kancerogenezés procesai,
selektyviai kaupia jautrias Sviesai diagnostines medziagas — tuo remiasi
sensibilizacinés fluorescencijos diagnostikos metodas [77]. Pokyc¢iai aptinkami
vykstant fluorescencijai, kai jautrios Sviesai medziagos, suzadinamos tam tikro
bangos ilgio §viesa. Svytintys pakitusio audinio plotai rodo patologines sritis,
kurias galime matyti akimi ar iSmatuoti fluorescencijos spektrus specialiu

aparatu - spektrometru.

2.4.1. Savitoji ir sensibilizaciné audiniy fluorescencija

Savitosios fluorescencijos diagnostika pagrista audiniy endogeniniy fluorofory
(1asteleése ir tarplasteliniame uzpilde) optiniu suzadinimu ir jy fluorescencijos
stebéjimu. Daugumos endogeniniy fluorofory fluorescencija nulemia biologiniy
audiniy struktiira bei juose vykstantys fiziologiniai ir patologiniai metaboliniai
procesai, todél taikant savitaja audiniy fluorescencija galima atskirti sveikg ir

patologinj audinj, taip pat atpazinti audinio morfologinius ar metabolinius
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specifiSkumus. Jei audinyje esanciy endogeniniy fluorofory fluorescencija néra
pakankamai informatyvi, naudojamos selektyviai tam tikruose audiniuose
(pavyzdziui, audiniuose esant ikivézinéms bukléms ir véziui) besikaupiancios
medZziagos — sensibilizatoriai ir registruojama sensibilizaciné fluorescencija.
ApSvietus tam tikro bangos ilgio Sviesa, kurig sugeria sensibilizatorius, matomas
patologiniy sri¢iy Svytéjimas [78]. Optinés biopsijos schema yra pateikta 5 —
ajame paveiksle. Pagrindiniai optinés diagnostinés aparatiiros elementai yra
Sviesos Saltinis, skirtas fluorescencijai Zadinti, detektorius, kuris uzregistruoja
optinj signala, bei zadinimo—surinkimo sistema, kuria Zadinancioji spinduliuoté

yra nukreipiama iki audinio ir kuria surenkama audinio fluorescencija.

Detektorius

FL fluorescencijos detektorius.
5 pav. Optinés biopsijos schema [79]

Svarbiausi audiniuose aptinkami fluoroforai yra: triptofanas, kolagenas ir
elastinas, redukuotas nikotinamidadenindinukleotidas (NADH) ir jo fosfatas
(NADPH), flavinai ir flavoproteinai, beta karotinas ir porfirinai. Pagrindiniai
fluoroforai lgstelése lokalizuoti mitochondrijose ir lizosomose. Tarplasteliniame
uzpilde pagrindiniai fluoroforai yra kolagenas ir elastinas, kuriy fluorescencija
yra susijusi su skersiniais rySiais tarp amino rugsciy [80, 81]. Kolagenas
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fluorescuoja 330 — 510 nm spektrinéje srityje (smailé ties 390 nm), o elastinas —
330 — 550 nm srityje (smailé ties 410 nm).

Kadangi lastelése, vystantis ikivéZinéms biikléms ir véziui, kokybisSkai ir
kiekybiskai kinta endogeniniy fluorofory biiklé, registruojant audiniy savitosios
fluorescencijos spektrus, S$ias patologijas galima aptikti. [32]. Atliekant
fluorescencing diagnostika, svarbu Zinoti gimdos kaklelio audiniy sudétj, t.y.
jame esancias medziagas, kurioms biidinga fluorescencija. Gimdos kaklelio
fluorofory fluorescencijos intensyvumas kinta vystantis neoplazijai (ikivéZinei
buklei). Neoplazijos srityje epitelio fluorescencijos intensyvumas didesnis negu
sveiko audinio, o stromos fluorescencijos intensyvumas sumazéja. Tiriant
audiniy oksidacing ir redukcing biikle buvo nustatyta, kad epitelio lasteliy
fluorescencijos intensyvumas padidéja, kadangi suintensyvéjus metabolizmui
pagaus¢ja NADH kiekis. Pakitusios epitelio Igstelés gali sgveikauti su stromos
kolagenu ir ardyti kolageno skersines jungtis ir dél to mazéja stromos
fluorescencijos intensyvumas [26].

Audiniai, esant ikivézinéms bukléms, skiriasi nuo sveiky morfologiskai, taigi
fluorescenciniy spektry skirtumai atsiranda dél patologijos sukelty
fluorescenciniy medziagy (endogeniniy fluorofory) sudéties pokyciy.

Audiniy savitoji fluorescencija priklauso nuo zadinanc¢ios bangos ilgio, nes
naudojant skirtingas Zadinimo bangas yra suzadinami skirtingi endogeniniai
fluoroforai. N. Ramanujam su kolegomis [21] atliko 18 biopsijy i§ gimdos
kaklelio sveiky ir jtarting viety zadinimo — emisijos matricos matavimus
(fluorescencijos zadinimo spektrai matuojami registruojant fluorescencijg ties
vienu bangos ilgiu, o Zadinama plataus intervalo bangos ilgiy Sviesa). Buvo
nustatyta, kad didziausi gimdos kaklelio sveiky ir patologiniy audiniy
fluorescencijos spektry skirtumai gaunami, kai zadinama ties 340, 380 ir 460
nm. Zadinant gimdos kaklelio audinius 460 nm ilgio $viesos bangomis,
ikivéziniai pakitimai aptikti esant 91 % jautrumui ir 75,5 % specifiskumui.
Kartojant tyrimus ir Zadinant 337 nm ilgio banga, buvo nustatytas specifiSkumas
ir jautrumas atitinkamai 92 % ir 90 %. Maziausiai tiksliis rezultatai gauti

zadinant 380 nm ilgio banga, kai specifiSkumas ir jautrumas buvo atitinkamai
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77 % ir 72 %. [20].

Remiantis §iais rezultatais, buvo atlikti sveiky ir neoplaziniy gimdos kaklelio
pakitimy in vivo fluorescencijos matavimai, zadinant 337 nm bangos ilgio
Sviesa. Gauti spektrai parodé, kad progresuojant neoplazijai, fluorescencijos
intensyvumas mazéja ir juostos smailé nezenkliai pasislenka j ilgabange spektro
puse. Sveiko ir patologinio audinio savitosios fluorescencijos skirtumas
aiSkinamas neoplazinio epitelio sustor¢jimu ir jo lagsteliy sutankéjimu, dél
padidéjusio branduolio ir plazmos santykio. Todél didesnio laipsnio epitelio
neoplazijos gali susilpninti suzadinimg ir sumazinti stromos kolageniniy
skaiduly fluorescencija [78].

2002 m. H. Weingandt ir bendraautoriy [82] atlikti tyrimai, fluorescencijai
suzadinti naudojant 375 — 440 nm bangos ilgio $viesa, parodé, kad histologiskai
patvirtinto CIN 3 gimdos kaklelio audinio fluorescencijos intensyvumas buvo
mazesnis negu sveiko audinio. Kiekybinis savitosios fluorescencijos spektry
jvertinimas, atliktas ties 520 nm. bangos ilgiu, rodo, kad sveiko audinio vidutiné
fluorescencijos intensyvumo verté buvo — 0,73, CIN 1 — 0,86, CIN 2 — 0,64 ir
CIN 3 — 0,32. I§ pateikty duomeny matyti, kad Zenklus skirtumas aptiktas tik
tarp sveiko ir CIN 3 audinio, o CIN 1-2 spektrai praktiskai nesiskyré nuo sveiko
epitelio spektry, taciau juos galima atskirti nuo CIN 3 spektry. Tyrimo metu
pasiektas CIN 2-3 diagnostikos jautrumas — 88 %, specifiskumas — 53 %,
teigiama prognoziné bei neigiama prognoziné vertes atitinkamai buvo 29 % ir
95 %. Atskirai tik CIN 3 atvejais diagnostikos jautrumas buvo 100 %,
specifiSkumas - 51 %, teigiama prognoziné bei neigiama prognoziné vertés
atitinkamai buvo 28 % ir 100 %. Tolesni tyrimai parodé¢, kad dauguma klaidingai
teigiamy diagnoziy buvo nustatyta moterims, Kurioms buvo tmus gimdos
kaklelio uzdegimas. Uzdegiminis procesas sukélé epitelio sustoréjimg ir taip
sumazino jo skaidrumg. Dél to uzdegiminése vietose buvo nustatyta mazesné
savitoji fluorescencija. Taip pat autoriai nustaté, kad nepriklausomai nuo CIN
buvimo, transformacijos zonos savitoji fluorescencija buvo Zenkliai mazesné nei
uz jos riby .

C.K. Brookner vadovaujama autoriy grupé [24], tyré fluorescencijos

33



priklausomybe nuo pacienciy amziaus. Tyrimui atlikti to buvo sukurtas
specifinis gimdos kaklelio audinio kulttiros fluorescencijos matavimo metodas
ex vivo, supjaustant audinj j plonus 200 um storio sluoksnius. Paimty méginiy
fluorescencijos mikroskopiniai vaizdai buvo gauti praéjus 1,5-5,0 valandoms po
biopsijos, naudojant 380 nm ir 460 nm ilgiy Zadinimo bangas. Tirta 31 pacienté,
18 kolposkopiskai sveikai atrodanciy audiniy paimti méginiai buvo suskirstyti i
tris grupes pagal epitelio ir stromos fluorescencijos intensyvumy santykj: (1)
meginiai, kuriy epitelio fluorescencija daug intensyvesné negu stromos; (2)
méginiai, kuriy epitelio ir stromos fluorescencijos intensyvumai beveik vienodi,
ir (3) méginiai, kuriy epitelis fluorescuoja silpnai, o stroma — intensyviai. Gauti
rezultatai parod¢, kad yra aiski gimdos kaklelio audinio fluorescencijos vaizdo
priklausomybé nuo pacientés amziaus: kuo moteris vyresné, tuo silpniau

fluorescuoja epitelis ir intensyviau fluorescuoja stroma (6 pav.).

Plonéja epitelio sluoksnis

A EPITELIS-\ /- Silpnéja fluorescencija

Daugéja skersiniy STROMA
kolageno rysiy
Stipréja fluorescencija

Storéja epitelio sluoksnis

B EPITELIS Stipréja fluorescencija

Mazéja skersiniy e —
kolageno rysiy dél STROMA
epitelio iSskiriamos
proteazeés. Silpnéja

fluorescencija

6 pav. Gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos pokyciai, vykstantys dél

amziniy poky¢iy (A) ir dél neoplazijos vystymosi (B)
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Histologiniy tyrimy rezultatai leidzia tai sieti su kolageno kiekiu, kurio
vyresnéms pacientéms daugiau aptikta stromoje. Kolageno fluorescencijos
gaus¢jimas did¢jant moters amziui yra biologiskai pagristas, nes kolageno
fluorescencija priskiriama jo skersinémis jungtimis, o Siy audiniuose didéjant
moters amziui daugéja. Be to, didéjant moters amZiui plonéja gimdos kaklelio
epitelio sluoksnio storis, tai sudaro geresnes sglygas skverbtis Sviesai | stromg ir
suzadinti kolageng [25].

Kita mokslininky grupé, matuodama in vivo gimdos kaklelio savitgjg
fluorescencija, Zadinant 337 nm bangos ilgio Sviesa, nustaté, kad acto rugstis
(naudojama kolposkopijos metu) padidina fluorescencijos intensyvumy
skirtuma tarp sveiko ir patologinio audinio, o gimdos kaklelio gleiviy buvimas,
nepaisant to, kad jos nefluorescuoja ir nesugeria $viesos, gali trukdyti matuoti
fluorescencijos spektrus [83].

Pagrindinis savitosios fluorescencinés diagnostikos trikumas yra tai, kad
gaunama informacija tik nuo pavirSinio audinio sluoksnio, nes Zadinti
naudojamos ultravioletinés/mélynos Sviesos bei suzadinty fluorofory savitosios
fluorescencijos prasiskverbimas j/i§ audinio yra ribotas (< 500 um), todél
fluorescencijai registruoti reikalinga labai jautri jranga. Geresniam kontrastui
tarp sveiky ir patologiniy audiniy gauti, yra naudojamos egzogeninés
fluorescencinés medziagos arba jy pirmtakai [19, 21,82].

Sensibilizaciné fluorescenciné diagnostika pagrista kai kuriy egzogeniniy
sensibilizatoriy savybe selektyviai kauptis patologiniuose audiniuose. D¢l
didesnés sensibilizatoriaus koncentracijos patologinése srityse, audinj apSvietus
tam tikro bangos ilgio $viesa, jos fluorescuoja intensyviau, palyginti su sveiku
audiniu. Tas audiniy fluorescencijos intensyvumo skirtumas ir leidzia
identifikuoti patologijas.

Pirmiausia fotodetekcijai buvo panaudotas pirmos kartos sensibilizatorius HpD
ir jo labiau iSgryninta versija — fotofrinas, taciau abu Sie preparatai pasizymeéjo
nedideliu selektyvumu bei sukeldavo ilgai trunkant] odos jjautrinimg Sviesai —
iki 60 dieny [77].

Vienas i8$ antros kartos sensibilizatoriy naudojamy diagnostikoje ir terapijoje yra
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PpIX, kurio pirmtakas hemo sintezés cikle yra 5-ALA. | organizma jterpus
egzogeninés 5-ALA, hemo sintezé vyksta intensyviau ir pasigamina daugiau
PpIX, prieSpaskutinio sintezés ciklo produkto. PplX pasizymi selektyviu
kaupimusi audiniuose esant ikivézinéms bukléms ir véziui. Naudojant
fluorescencinius metodus, galima Siuos pakitimus Vvizualizuoti arba registruoti
spektrus. PpIX pranasumas yra tas, kad junginys yra endogeninis, jo
metabolizmas greitas, dél to odos jjautrinimas S$viesai, net ir naudojant
sisteminiu budu, yra ne ilgesnis negu 24 valandos [84].

PpIX sugerties spektrg sudaro intensyvi juosta ties mazdaug 400 nm bangos ilgiu
(taip vadinamoji Soret‘o juosta) ir keturios maziau intensyvios juostos
regimojoje spektro srityje nuo 500 nm iki 635 nm (vadinamosios Q-juostos)
bangos ilgiu. Apsvietus PpIX molekules 400 - 405 nm bangos ilgio arba
regimosios Sviesos srities spinduliuote gaunamas jy fluorescencijos spektras su

dviem smailém ties 636 nm ir 703 nm bangos ilgiais [85].

2.4.2. 5 —aminolevulininé ragstis ir jos indukuota protoporfirino IX

gamyba

Endogeniniai porfirinai Igstelése yra gaminami hemo biosintezés ciklo metu (7
pav.). Pirmas hemo biosintezés ciklo zingsnis yra 5-ALA riigsties sintezé i$
glicino ir sukcinil-kofermento-A kaip katalizatoriui veikiant 5-ALA-sintazei. Sis
procesas vyksta mitochondrijose. Véliau citozolyje i§ dviejy 5-ALA molekuliy
susidaro  porfobilinogenas.  Veikiant porfobilinogeno deaminazei ir
uroporfirinogeno sintazei keturios porfobilinogeno molekulés kondensuojamos
1 uroporfirinogeng III. Kai citozolyje uroporfirinogeno dekarboksilazé atima i$
uroporfirinogeno Il keturias karboksilo grupes, susidaro koproporfirinogenas
[I. Koproporfirinogeno III Soninés propiono rugsties liekanos veikiamos
koproporfirinogeno oksidazes, yra dekarboksilinamos ir oksiduojamos j vinilo
grupes. Sios reakcijos vél vyksta mitochondrijoje. Kaip katalizatoriui veikiant

protoporfirinogeno oksidazei, tetrapirolo Ziedo metileno grupés oksiduojamos j
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metilo grupes — susidaro protoporfirinas IX. I§ astuoniy 5-ALA molekuliy
pasigamina viena PpIX molekulé (7 pav.). Kaip Kkatalizatoriui veikiant
ferochelatazei | tetrapirolo struktiiros centrg jterpiamas dvivalentés geleZies

atomas Fe (Il) — susidaro nefluorescuojanti hemo molekulé [84].

"NCITOPLAZMA
MITOCHONDRIJA )

GLICIN SUCCINIL -CoA

5-ALA

ALA[ SINTAZE > 5-ALA <

GRJZTAMOJO RYSIO KONTROLE
HEMAS

FEROCHELATAZE e
PORBOBILINOGENAS

PROTOPORFIRINAS IX \

P ROTOP(RRFI RINOGENAS

UROPORFIRINOGENAS Il

\ ﬁRANDUOLYS.

KOPROPORFIRINOGENAS llI

7 pav. Hemo biosintezés ciklas ir 5-ALA metaboliné seka

Iprastomis sglygomis organizme maksimalus 5-ALA sintezés greitis visada yra
mazesnis uz didziausig kiekvieno kito ciklo etapo greitj ir d¢l to tarpiniai
produktai lasteléje nesikaupia. ] organizmg patekus egzogeninei 5-ALA,
lasteléje susidaro jos perteklius ir Igsteléje intensyviau produkuojami PplX. Jei
PpIX virtimas hemu vyksta 1é¢iau negu PpIX sintezé, lastelése pradeda kauptis
PpIX perteklius [84, 86].
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Atliekami moksliniai tyrimai, siekiant issiaiskinti, Kaip ir kodél navikiniuose
audiniuose daugiau nei sveikuose kaupiasi endogeniniy porfiriny. Nustatyta, kad
difuzijos barjeras, trukdantis 5-ALA molekuléms skverbtis ir pasiskirstyti tarp
audiniy, navikiniuose audiniuose biina sumazg¢jes. 5-ALA patenka j Iasteles dél
aktyvios pernasos. Navikinése lastelése dél jvairiy priezasCiy yra didesnis
baltymy kanaly kiekis ir aktyvumas. Nustatyta, kad navikinése lgstelése
padidéjes fermento porfobilinogeno deaminazés, veikiancios kaip katalizatorius
endogeniniy porfiriny sintezés tarpinius etapus, aktyvumas. Veikiant
katalizatoriui ferochelatazei j PpIX molekulés centrg jterpiama dvivalenté
gelezis — susidaro nefluorescuojanti hemo molekulé. Navikinése Igstelése
nustatytas sumazgéjes ferochelatazés aktyvumas, todél jose susikaupia daugiau
PplX [84, 86].

2.5. Sensibilizacinés fluorescencijos diagnostikos pritaikymo sritys

medicinoje

Fluorescencinés diagnostikos metodai Siuo metu jau yra taikomi klinikoje jvairiy
lokalizacijy ikivézinés biukléms ir véziui diagnozuoti bei iSplitimo riboms

nustatyti.

1. Urologijoje fluorescenciné diagnostika taikoma Slapimo pislés ikivézinéms
bikléms ir véziui ir diagnozuoti. Analizuojant ilgalaikius gydymo ir
iSgyvenamumo rezultatus, nustatyta, kad cistoskopiné fluorescenciné
diagnostika daugeliu atvejy pranaSesné uz jprasting cistoskopija, ypac nustatant
Slapimo puslés ikivézines bukles ir papilinius navikus [87]. Fluorescencinei
diagnostikai naudojama 5-ALA ar jos heksilesteris - heksaminolevulinatas
(Hexvix®,  Photocure, Norvegija). 2006 m. FEuropos Sajungoje
heksaminolevulinatas patvirtintas kaip sensibilizatorius §lapimo piislés
fluorescencinei diagnostikai atlikti. Sis vizualizacijos metodas pagerina

transuretrinés naviky rezekcijos rezultatus [88].
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Iprastinés cistoskopijos metu gali biiti nepastebéti smulkiis papiliniai navikai ir
ploksti urotelio pazeidimai, tokie kaip displazija ar karcinoma in situ. Naudojant
5-ALA ar heksilaminolevulinata, fluorescencija Siuose pazeidimuose matoma
nuo 96,9 % iki 100 % atvejy [89]. Net 28 % pacienty Slapimo puslés ikivéziniy
poky¢iy nebuvo nustatyta jprastinés cistoskopijos metu, taciau jie buvo
diagnozuoti fluorescencinés diagnostikos metodu, ir 17 % pacienty pritaikius §j
metoda atliktas radikalesnis gydymas [90]. Kito tyrimo metu atliekant jprasting
cistoskopijg nebuvo pastebéti 47 vézio atvejai. Jie aptikti tik naudojant
fluorescencing diagnostikg — 40 % i$ $iy atvejy buvo diagnozuota karcinoma in
situ. Nustatytas $lapimo piislés naviky fluorescencinés diagnostikos jautrumas —

92,5% ir specifiskumas 60,1%, iStyrus 57 pacienty 301 darinj [91].

2. Pulmonologijoje fluorescenciné diagnostika taikoma ankstyvosioms bronchy
bei plaudiy véZzio stadijoms nustatyti. Siam  tikslui  naudojami
fotosensibilizatoriai HpD arba fotofrinas. Siuo metu atliekami tyrimai naudojant
5-ALA aerozolio pavidalu [92].

Diagnozuojant ankstyvyjy stadijy plauciy vézj fluorescencinés bronchoskopijos
metodu, inhaliavus 5-ALA, beveik dvigubai padidéja Sio tyrimO jautrumas,
palyginti su jprastine bronchoskopija [93]. Tirti pacientai, kuriems buvo
nustatytas arba jtarta onkologiné ligg i§ citologinés skrepliy analizés, bet
bronchoskopuojant pazeidimy plauciuose nenustatyta. Naudojant 5-ALA
suzadintg fluorescencijg Siems pacientams buvo diagnozuota karcinoma in situ
ar displazija. Gautas didelis Sio tyrimo jautrumas - apie 100 %, specifiSkumas-
apie 50 %.

3. Virskinamojo trakto ligoms nustatyti taip pat naudojama fluorescenciné
diagnostika. Kartais yra sudétinga endoskopiskai diagnozuoti gastrointestinius
ikivezinius ir smulkius piktybinius Zidinius. Naudojant fluorescencinés
diagnostikos metoda ikivézinés buklés diagnozuojamos beveik 2 kartus dazniau,
nei diagnozuojant jprastiniais metodais. Atliekant fluorescencing diagnostika

kolorektaliniy polipy nustatoma 28% daugiau, nei naudojant baltos $viesos
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endoskopijg [94]. 5-ALA suzadinta fluorescencija naudojama storosios zarnos
navikams, kolorektalinéms adenomoms, skrandzio polipams bei jvairioms
ikivézinéms biikléems, stemplés navikams, displazijoms bei Bareto pokyciams

diagnozuoti [95, 96, 97].

4. Tiriant galvos ir kaklo srities navikus registruojama audiniy savitoji
fluorescencija bei nustatyti 5-ALA indukuoto PplX fluorescencijos
intensyvumo skirtumai sveikame ir navikiniame audinyje [98]. Burnaryklés,
nosiaryklés bei gerkly gleivinéje sunku diagnozuoti navikus, esancius tarp randy
ar randuose, taip pat smulkius naviky recidyvus. Siais atvejais efektyvi 5-ALA
fluorescencijos diagnostika [99, 100]. Lyginant savitaja fluorescencing
diagnostikg ir 5-ALA fluorescencing diagnostikg nustatyta, kad abi S$ios
neinvazinés technikos informatyvios ankstyvojoje gerkly vézio diagnostikoje
[101]. 5-ALA suzadinta fluorescencija labiau tinka ikivéziniams ir véZiniams
gleivinés recidyvams diagnozuoti po operacinio gydymo, savitosios
fluorescencinés diagnostikos pranasumas - sugaiStama maziau laiko tyrimui, nes

nereikia laukti, kol pradés veikti sensibilizatorius.

5. Ginekologijoje daugiausia fluorescenciné diagnostika taikoma tiriant gimdos
kaklelio ikivézines biikles ir vézj [102, 36]. Taip pat atliekami tyrimai, kuriais
siekiama nustatyti fluorescencinés diagnostikos svarba, maksties, vulvos
intraepiteliniy pakitimy diagnostikoje bei operacijy metu vertinant kiausidziy
vézio ir endometriozés iSplitimg [37, 38]. M. Akoel su kolegomis [103] pateiké
duomenis 107 pacienciy, kurioms atlikta 1-3 laipsnio vulvos intraepiteliniy
neoplazijy florescenciné diagnostika lokaliai naudojant 5-ALA, inkubacinis
periodas - 180-360 min. Nustatytas Sio tyrimo 93 % jautrumas ir 90 %
specifiSkumas.

M. Léning su kolegomis [37] atliko fluorescencing diagnostikg laparoskopiskai,
naudodami intraperitoning 1% ALA aplikacijg, esant sensibilizatoriaus dozei 30
mg/kg 29 pacientéms seragn¢ioms kiausSidziy véziu. Nustatyta, kad §i procediira

nesukélé zenkliy Salutiniy reiSkiniy ir pasizyméjo didesniu jautrumu aptinkant
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epitelinio kiausidziy vézio metastazes pilvaplévéje, palyginti su jprastine
laparoskopija. Atliekant kitg tyrimg autoriai panaudojo 10 mg/kg doze
peroralinio 5-ALA tirpalo—laparoskopiskai buvo matomas tipinis metaziniy
limfmazgiy Svytéjimas. Po tyrimo pacientés 36 valandas buvo saugomos nuo
tiesioginés Sviesos Siekiant iSvengti fototoksiniy reakcijy. Fluorescencijos
diagnostika kiausidziy vézio diagnostikoje dar yra klinikiniy tyrimy etape, taiau
aiSku, kad Sis metodas gali padéti atlickant pirmines ir pakartotines operacijas

(recidyvy diagnostikoje, taip pat vertinant chemoterapijos efektyvumag).

6. Kriities véZio diagnostikoje fluorescencijos metodas dazniausiai taikomas
navikui aptikti bei jo riboms nustatyti operacijos metu. Kriities vézys dazniausiai
vystosi gilesniuose audiniy sluoksniuose, todél neinvaziniais metodais negalime

gauti tikslios informacijos [36].

7. Neurochirugijoje taikoma smegeny naviky fluorescenciné diagnostika.
ISgyvenamumas po piktybiniy galvos smegeny gliomy operacinio gydymo
priklauso nuo chirurginio naviko pasalinimo radikalumo, turint omeny, kad
biitina i§saugoti kuo daugiau sveiko smegeny audinio. Dél to naudojama 5-ALA
indukuota PplIX fluorescencija ir siekiama kuo tiksliau nustatyti gliomy ribas bei
jas kuo radikaliau paSalinti [86, 104, 105]. W. Stummer vadovaujama grupé
[106] atliko atsitiktinés atrankos III fazés multicentrinj tyrimg. IStyrus 322
pacientus, sergancius piktybinémis gliomomis, buvo nustatyta, kad naudojant 5-
ALA fluorescencine diagnostika 65 % pacienty buvo atlikta radikali naviko
pasalinimo operacija, o ]prastinés operacijos metu pasiektas tik 36 %
radikalumas. Taikant fluorescencing diagnostika naudojant 5-ALA po
operacinio gydymo 19,9 % pacienty tesési 6 ménesiais ilgesnis periodas iki
prasidedant recidyvui. Nustatyta, kad fluorescencinés diagnostikos jautrumas
neurochirurgijoje yra 85-98 %, specifiskumas — 100 % [107]. Sveikame
smegeny audinyje nenustatyta PplX fluorescencijos, o navike - ji ryskiai

raudona. Moksliniai darbai taikant §j smegeny naviky vizualizacijos metoda
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atliekami ir Lietuvoje, metodas taikomas taip pat neurochirurgijos klinikinéje
praktikoje [108, 109, 110].

8. Fluorescenciné diagnostika gana pla¢iai taikoma dermatologijoje. Siuo metu
odos ligos dazniausiai nustatomos vizualiai apzitrint. Jei audinys atrodo
jtartinas, imama biopsija arba i$§ karto atlickama operacija. 5-ALA indukuotas
porfirinas odos ir gleiviniy piktybiniame navike Svyti selektyviai rausva spalva,
kuri matoma apSvietus tiriamg zong Vudo lempa ar kitu tinkamu Sviesos Saltiniu
[111]. Fluorescencinés diagnostikos metodas gali bati naudingas, nustatant
tikslias navikinio pazeidimo ribas ir ankstyvuosius dauginius smulkius
recidyvus [112, 113, 114,115].

9. Fluorescenciné diagnostika taip pat taikoma aterosklerozinéms pazaidoms
kraujagyslése aptikti. Kadangi aterosklerozé yra létiné arterijy liga, tai jos
aptikimas pradinés, dar nepavojingos stadijos, padéty iSvengti didesniy
kraujotakos sutrikimy bei sudétingy operacijy. Sioje srityje daugiausia zadantys
yra fluorescencijos gyvavimo trukmiy matavimy rezultatai [116]. Lietuvoje
atliekami moksliniai darbai, kuriais siekiama vizualizuoti Sirdies laidZiaja

sistemg sensibilizacinés fluorescencinés diagnostikos metodu [117].

Jei diagnostikai yra naudojamas iSorinis sensibilizatorius, po sensibilizacinés
diagnostikos yra patogu taikyti fotodinaming terapija. Toks metodas tinka ir
jprastiniy operacijy metu t.y. stebint navike susikaupusio sensibilizatoriaus
fluorescencijg galima matyti naviko krastus ir pagal tai koreguoti operacijos eiga

[118].

Nors optin¢ biopsija yra patraukli, jautri ir palyginti nesudétingai atliekama
diagnostiné procediira, jos taikymas yra komplikuotas dél gausybés
fluorescuojanciy, sklaidanciy ir sugerianciy Sviesa molekuliy audinyje.
Pagrindiné uzduotis pries diegiant §] metoda j klinikg yra identifikuoti spektrines
sritis selektyviai zadinti bei registruoti tiriamojo objekto fluorescencijg. Ieskant
tinkamy tyrimo salygy yra naudojama sistema, kuria galima registruoti

fluorescencijos spektrus in vivo, keiciant zadinimo spinduliuotés bangos ilgius.
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Tokiu biidu yra sudaroma fluorescencijos Zzadinimo — emisijos matrica, kuri
parodo jvairiy fluorofory indé¢lj tam tikrame spektriniame ruoze [119].
Selektyvias sritis ne visada pavyksta surasti, todél yra pasitelkiami sudétingi
spektriniy duomeny analizés metodai, kuriamos jvairios metodikos ar

panaudojami iSoriniai Zymekliai.

2.6. Sensibilizacinés fluorescencijos diagnostika tiriant gimdos kaklelio

ikivézines bukles

Id¢ja, gimdos kaklelio neoplazijoms diagnozuoti naudoti 5-ALA sensibilizacing
fluorescencija, kilo 1996 m., kai P.G. Rossi ir bendraautoriai in vitro nustate,
kad 5-ALA kaupiasi HeLa (gimdos kaklelio epitelioidiniy Igsteliy karcinomos)
ir SiHa (gimdos kaklelio ploksc¢ialgstelinés karcinomos) lastelése [120].
StatistiSkai reik§mingg skirtumg tarp egzogeninés 5-ALA susikaupimo gimdos
kaklelio vézinése Hela lgstelése ir sveikose Zmogaus epitelio 1gstelése aptiko
mokslininkas E. Gallegos ir bendraautoriai [121]. Taip pat buvo nustatyta, kad
maksimalus PpIX susikaupimas Igstelése jvyksta praéjus 4 valandoms po 5-
ALA aplikacijos. Fotosensibilizuojanti medziaga palaipsniui pasiSalina ir po 24
val. jau nebeaptinkama. Sj fakta savo darbe taip pat patvirtino A. Marti ir
bendraautoriai, kurie pranesé, kad 5-ALA indukuoto PplX fluorescencijos
intensyvumas audiniuose tiesiSkai didéja 4 valandas, véliau pasiekia plato ir
palaipsniui mazéja [120]. S.A. Pahernik ir bendraautoriai [122] fluorescencinés
mikroskopijos metodu atliko 5-ALA indukuoty porfiriny farmakokinetikos,
selektyvumo ir pasiskirstymo tyrimus CIN audiniuose ex vivo. Nustatyta, kad
lokaliai panaudojus 3 % 5-ALA naudojimo, neoplazinés gimdos kaklelio sritys
ima selektyviai kaupti PpIX. Aukstos PpIX fluorescencijos intensyvumo vertés
CIN ir sveikame audinyje buvo uzfiksuotos praéjus 150 — 450 min. po 5-ALA
uztepimo ir pasieké maksimumg po 300 min. Porfiriny fluorescencija
pakitusiame CIN 1 ir CIN 2 epiteliniame audinyje, palyginti su sveiku, skyrési

nezymiai. Fluorescencijos intensyvumo santykiai tarp CIN 1 ir sveiko bei tarp
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CIN 2 ir sveiko audinio buvo atitinkamai 1,3 ir 1,21. Kita vertus, tiriant CIN 3
pakyc¢ius gautas vidutiniSkai 2,35 kartus didesnis PplX fluorescencijos
intensyvumas nei gretimame sveikame epitelyje.

1999 m. P. Hillemanns ir bendraautoriai [123] savo publikacijoje apie
fotodinaminés terapijos taikymag gimdos kaklelio intraepitelinei neoplazijai
gydyti, aprasé in situ fluorescencinés mikroskopijos matavimus. Tyrime
dalyvavo pacientés, kurioms buvo skirtingo laipsnio CIN. Pritaikius atitinkamo
dydzio gimdos kaklelio gaubteliais, lokaliai buvo naudojama po 10 ml 20 % 5-
ALA tirpalo. 5-ALA indukuoty porfiriny fluorescencija audiniuose buvo
vertinama po 4 — 5 valandy. Gauti rezultatai parodé, kad CIN audiniy porfiriny
fluorescencijos intensyvumas ne visuomet koreliavo su kolposkopijos vaizdais.
Didziausia fluorescencija pasizyméjo CIN pazeidimai esantys transformacijos
zonoje, taciau intensyvumas paZzeistame audinyje ne visada buvo pasiskirstes
tolygiai. Autoriai mano, kad taip gali biiti dél nehomogenisko 5-ALA uztepimo
ar del skirtingais greiciais vykstancios 5-ALA konversijos 1 PpIX.

V. Andikyan ir bendraautoriai [124] tyré, kokia 5-ALA koncentracija turi
didziausig diagnosting verte tiriant CIN pakitimus. Tam tikslui, 27 pacientéms
buvo atlikti CIN 1-3 audiniy ex vivo fluorescencinés mikroskopijos ir
spektroskopijos matavimai. Nuo 30 min. iki 12 val. pries konizacijg ant gimdos
kaklelio buvo uzteptas 10 ml termogelio su 4, 10 ar 20 % 5-ALA. Termogelis
kambario temperatiiroje yra skysCio konsistencijos, o zmogaus kiino
temperatiiroje tampa gelio konsistencijos. Tai turéjo padidinti 5-ALA adhezines
savybes. Gauti rezultatai parodé, kad ALA indukuoty porfiriny fluorescencijg
buvo maksimali naudojant 10 % 5-ALA preparatg. PplX fluorescencijos
intensyvumas neoplaziniy audiniy epitelyje pasieké maksimumg praéjus 3-6
valandoms po 5-ALA uztepimo. DidZiausiu selektyvumu pasizyméjo CIN 3
audiniai. Jy fluorescencijos intensyvumo santykis su sveiky audiniy
fluorescencijos intensyvumu buvo lygus 3,5.

Skirtingy koncentracijy ALA savo darbe naudojo ir P. Hillemanns su kolegomis
[33]. Fluorescencinei diagnostikai atlikti lokaliai ant gimdos kaklelio buvo

uzdedamas marlinis tamponas iSmirkytas 10 ml 0,5 % ir 1 % 5-ALA tirpale.
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Video ir spektriné fluorescencijos analizé atlikta praéjus 30 — 360 min. po ALA
aplikacijos. Tyrimas parodé¢, kad CIN audiniai endogeniniy porfiriny srityje
fluorescuoja intensyviau negu sveiki. Fluorescencijg, panaudojus 1 % 5-ALA,
buvo galima matyti ir plika akimi, ir per videokolposkopg. Naudojant 0,5 % 5 -
ALA, dél staigaus fotoblukimo, fluorescencijos uzfiksuoti nepavyko. Tyréjai
nustate, kad gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos intensyvumas priklauso
nuo laiko praéjusio po 5-ALA aplikacijos. Atliekant diagnostikg svarbu pasiekti
ne pati didZiausig fluorescencijos intensyvuma, bet pati didZiausig skirtumg tarp
fluorescencijos intensyvumy neoplaziniuose ir sveikuose gimdos kaklelio
audiniuose. Taigi, maksimalus kontrastas tarp CIN bei sveiko audinio
fluorescencijos buvo uzfiksuotas praéjus 60 - 90 min. po 1 % 5-ALA
panaudojimo ir sudaré santykj 11:1. Praéjus ilgesniam laikui po 5-ALA
preparato aplikacijos, santykis maz¢jo ir paaiSkejo, kad atsiranda nespecifine
fluorescencija, kuri apsunkina CIN diagnostika (audiniy kontrastinguma).
Audiniy, kuriy pazeidimas apibudinamas kaip CIN 2-3, fluorescencijos
intensyvumas buvo didesnis negu CIN 1, o visi CIN pazeidimai fluorescavo
labiau negu sveikas audinys. Tyrimo metu taip pat paaiskéjo, kad pazeidimams
esant teigiamam ZPV DNR testui biidinga Zenkliai intensyvesné fluorescencija
[125].

Siekiant istirti 5-ALA poveikj vartojant per 0s gimdos kaklelio neoplazijy
diagnostikai, L. Duska ir bendraautoriai [126] j §j tyrimg jtrauké 14 pacienciy.
Tyrimas parodé, kad naudojant 10 mg/kg 5-ALA tirpalo per os, optimali gimdos
kaklelio patologiniy audiniy fluorescencija pasiekiama praéjus 3 valandoms.
Pacientés gerai toleravo 5-ALA preparatg, nebuvo pastebéta jokiy Salutiniy
efekty, tarp jy jjautrinimo Sviesai ar pykinimo, biocheminiy kraujo rodikliy
poky¢iy. Atliekant gimdos kaklelio sveiky ir neoplaziniy audiniy mikroskopinés
fluorescencijos matavimus, buvo nustatyta, kad 5-ALA indukuotos PpIX
fluorescencijos intensyvumas plokscialgstelinio epitelio sluoksnyje buvo
zenkliai didesnis nei giliau esancioje gimdos kaklelio stromoje.

P. Collinet ir bendraautoriai [127] atliko panaSaus pobudzio tyrimus naudodami

5-ALA metilo esterj (MAL). Tyrime dalyvavo 14 motery esant histologiskai
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patvirtintam CIN. 160 mg/ml MAL buvo sutepamas gimdos kaklelio pavirsius
35— 160 min. pries konizacijg. Gimdos kaklelio pakitimai buvo vertinami (,,yra“
arba ,,néra‘*) stebint fluorescencija per videokolposkopa. Pagal gimdos kaklelio
fluorescencija, dviems pacientéms nustatyta klaidingai teigiama diagnozé, o
keturioms — klaidingai neigiama. Autoriai pabrézia, kad klaidingai neigiamos
diagnozés nustatytos moterims, kurioms fluorescencijos stebéjimas vyko praéjus
maziau nei 60 min. po MAL uZtepimo, taigi grei¢iausiai neoplaziniai audiniai
nepasizyméjo fluorescencija dél to, kad $io laiko neuzteko PpIX pakankamai
susikaupti audiniuose.

Fluorescencijos diagnostikos efektyvumo tyrimg diagnozuojant CIN paskelbé Z.
Nowakowski ir bendraautoriai [128]. Sio tyrimo metu 68 moterims, 2 val. pries
fluorescencijos matavimus, gimdos kaklelio buvo sutepamas 15 % 5-ALA
kremo. Audiniy fluorescencija buvo vertinama vizualiai. Rezultatai parodé, kad
taikant fluorescencijos diagnostika 62,9 % motery, kurioms pagal citologinj
tyrima buvo didelio laipsnio neoplazija, nustatyta teisinga diagnozeé. Siai grupei
motery atliktos kolposkopijos rezultatai koreliavo su histologinio tyrimo
rezultatais 55,6 % atvejy. Autorius pabrézé iSskirting fluorescencinés
diagnostikos metodo naudg nustatant daugiazidininius gimdos kaklelio
pakitimus. Z. Nowakowski ir bendraautoriai darbo i$vadose teigia, kad
diagnozuojant ikivézines gimdos kaklelio biikles fluorescencinés diagnostikos ir
kolposkopijos jautrumas bei specifiSkumas yra panasus.

Siekdami jvertinti fluorescencinés diagnostikos efektyvumg diagnozuojant
gimdos kaklelio neoplazijas, 2009 m. 4. Szafinska-Dolata ir bendraautoriai [34]
atliko tyrima, kurio metu palygino fluorescencing diagnostika su jprastai
naudojamu citologiniu tyrimu ir kolposkopija. Fluorescencijos diagnostika
atlikta vertinant gimdos kaklelio fluorescencijos vaizdus videokolposkopu,
pragjus 4 val. po 3 % 5-ALA gelio aplikacijos ant gimdos kaklelio. Siame
tyrime, nustatant CIN pazeidimus, fluoresceninés diagnostikos jautrumas buvo
lygus 91 %, specifiskumas — 93 %, teigiama prognoziné verté — 95 %, neigiama
prognoziné verté — 88 %, 0 citologinio tyrimo kartu su ZPV DNR testu gautos
vidutinés vertés buvo atitinkamai 97 %, 43 %, 71 %, 92 %. Kolposkopinio

46



tyrimo efektyvumas buvo 79 % jautrumo ir 77 % specifiskumo. Taigi, matome,
kad fotosensibilizaciné diagnostika pasizymi didesniu uz kolposkopija jautrumu
ir specifiSkumu bei Zenkliai didesniu specifiSkumu nei citologinis tyrimas ir
ZPV DNR testas.

Siame tyrime autoriai taip pat nagrin¢jo gimdos kaklelio pakitimus matuojant
audiniy fluorescencijos intensyvumus Skaitmeniniuose vaizduose. Taciau
spektry analizé parod¢, kad sveiky ir neoplaziniy audiniy PpIX fluorescencijos
intensyvumas reik§mingai nesiskyré. Taip pat nebuvo rasta koreliacijos tarp
neoplazijos laipsnio ir PplX fluorescencijos intensyvumo [34].

P. Hillemanns ir bendraautoriy [33] tyrimo metu, naudojant gimdos kaklelio
pakitimy diagnostikai 1 % 5-ALA tirpala, vaizdinimo fluorescencinés
diagnostikos metodo jautrumas buvo 94 %, o specifiSkumas — 51 %, taikant
fluorescencing spektroskopijg jautrumas buvo toks pat, o specifiSkumas
padidéjo iki 75 %. Siame tyrime kolposkopijos jautrumas buvo 95 % ir
specifiskumas — 50 %, o citologinio tyrimo atitinkamai 73 % ir 90 %. Matome,
kad sensibilizacinés diagnostikos jautrumas yra didelis, taCiau pasitaiko
klaidingai neigiamy rezultaty. Tai gali buti susij¢ su tuo, kad vienai pacientei
gali biiti diagnozuotos kelios patologijos, pavyzdZziui, nustatytas ir uzdegimas, ir
neoplaziniai pakitimai. Taip pat fluorescencinei diagnozei gali trukdyti tinkamai
nepasalintos gimdos kaklelio liauky gaminamos gleivés.

Papildomas fluorescencinés diagnostikos privalumas yra tai, kad naudojant
sensibilizatoriy galima nustatyti pakitimy ribas ir i§ karto atlikti jy fotodinamine
terapija.

ApSvietus navika, sensibilizatoriaus absorbcijos spektro maksimumag
atitinkancia Sviesa, sensibilizatorius sugeria fotong, tampa suzadintu, sgveikauja
su Salia esan¢iu deguonimi ir jj suaktyvina (tripletinés biisenos deguonj pavercia
singletiniu). Suzadintas deguonis aktyviai reaguoja su Igsteles citoplazmos bei
organeliy membranose esanciomis medziagomis. Prasideda fotocheminés
reakcijos sukeliancios navikiniy lasteliy Zutj.

A. Barnett ir bendraautoriai [129] atliko CIN audiniy fotodinaming terapija

naudodami 3 % ir 5 % 5-ALA preparatus. Atlikdami fluorescencing
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mikroskopija autoriai nustaté, kad praéjus 3 val. po 5-ALA panaudojimo
neoplaziniuose audiniuose susikaupia pakankamas PplX kiekis. Skirtumo tarp
jvairly koncentracijy nebuvo nustatyta. Prag¢jus trims ménesiamS po
fotodinaminés terapijos 33 % gydyty pacienciy CIN nebuvo rasta, 42 %
pacienciy CIN laipsnis nepasikeité, o 25 % pacien¢iy buvo nustatytas ligos
progresavimas.

Panasius tyrimus atliko K.A. Keefe su kolegomis [130]. Pacientéms esant CIN
2-3 pakitimy fotodinaming terapijg taiké praéjus 90 min. po 200 mg/ml 5-ALA
preparato uztepimo. Pakartotiniai motery patikrinimai atlikti po 4, 8 ir 12
ménesiy, parodé, kad gydymo efektyvumas buvo atitinkamai 51 %, 46 % ir 31
%. Taigi, Siuo atveju terapija netur¢jo ilgalaikio poveikio ir prag¢jus tam tikram
laikui (8-12 ménesiy) liga recidyvavo.

Geresni rezultatai pasiekti naudojant ant gimdos kaklelio aplikuojama
heksaminolevulinatg (HAL) 3 - 5 val. pries fotodinamine terapija. Po SeSiy
meénesiy pastebéta remisija 71 % - CIN 1, 50 % - CIN 2 ir 71 % - CIN 3 atvejy
[131].

Atsizvelgiant ] tai, kad 5-ALA esteriai dél didesnio lipofiliSkumo pasizymi
didesniu prasiskverbimu | lasteles, taip pat buvo tiriamas jy naudojimas CIN
diagnostikai. 2008 m. mokslininky grupé ex vivo tyré HAL indukuoto PpIX
farmakokinetika ir selektyvumg audiniuose esant CIN pakitimy. Tyrimo metu
24 moterims 5-720 min. prie§ konizacija gimdos kaklelis buvo sutepamas 4
mmol/L ar 10 mmol/L HAL. Véliau atliekami konizuoto audinio mikroskopiniai
fluorescencijos matavimai. Rezultatai parodé, kad po HAL uzZtepimo,
neoplazinio audinio fluorescencijos intensyvumas buvo didesnis negu sveiko.
Abiejy audiniy fluorescencijos intensyvumai didé¢jo laikui bégant ir pasieké
maksimuma po 180-540 min. Lygindami fluorescencijos intensyvuma
priklausomai nuo naudojamos HAL koncentracijos, mokslininkai nustaté, kad
10 mmol/L HAL pritaikymas sukelia zenkliai rySkesn¢ fluorescencijg negu 4
mmol/L. Sis metodas leido atskirti CIN laipsnius. CIN 2-3 audiniy vidutinis
porfiriny fluorescencijos intensyvumas buvo 2,8 kartus didesnis negu CIN 1

audiniuose. Visy tipy audiniy didziausia fluorescencija aptikta epitelio
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sluoksnyje. Analizuodami rezultatus fotodinaminio gydymo kontekste, autoriai
nustaté, kad didziausias fluorescencijos intensyvumo santykis sveikame ir CIN
audinyje pasieckiamas praéjus 300-540 min. po 10 mmol/L HAL aplikacijos
[125].

I$ pateikty literatiiros duomeny galima matyti, kad patologiniai gimdos kaklelio
audiniai pasizymi rySkesne PpIX fluorescencija. Toks 5-ALA indukuoto PplX
selektyvus kaupimasis patologiniuose audiniuose mokslinéje literatiroje yra
aiSkinamas keliais aspektais. PpIX selektyvumas yra salygotas padidéjusio 5-
ALA skvarbumo j pakitusius audinius. Navikiniy audiniy lastelése difuzijos
barjeras, ribojantis 5-ALA molekuliy skverbimasi, biina sumazéjes, todél jose
susikaupia daugiau PpIX. Be to, jrodyta, kad navikinése lastelese dél jvairiy
priezasCiy gali biiti didesnis baltymy neSikliy kiekis ir jy aktyvumas. Tai sudaro
palnkesnes sglugas 5-ALA patekti j lasteles, nes tai vyksta aktyvios pernasos
budu. Dar vienas svarbus veiksnys yra tai, kad navikinése Iastelése nustatytas
padidéjes fermento porfobilinogeno deaminazés ir sumazéj¢s ferochelatazés
aktyvumas. D¢l padidéjusio fermento porfobilinogeno deaminazés aktyvumo
pagreitéja endogeniniy porfiriny sintezés tarpiniai etapai, o dél sumazéjusio
ferochelatazés aktyvumo 1étéja dvivalentinés gelezies jterpimas j PpIX ir hemo
susidarymas, kas sglygoja didesnj PpIX kaupimasi Igsteléje [84].

Analizuojant literatlira mokslinio darbo tema, radome tik tris Saltinius, kuriuose
aprasomi tyrimai, kai taikant sensibilizacing fluorescencijos diagnostika
naudojant 5-ALA buvo atlickamas spektry matavimas spektrometru in vivo [33,
132, 133], ir kelivose Saltiniuose aprasoma, kad buvo registruojami
fluorescencijos intensyvumai i$ skaitmeniniy vaizdy [34, 127, 128, 134].
Kadangi misy darbe tirta gimdos kaklelio ikivéziniy biikliy sensibilizaciné
fluorescencijos spektroskopija naudojant 5-ALA in vivo, 3 — oje lentél¢je

pateiktos atlikty panasiy tyrimy metodikos.
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3 lentelé. Duomenys apie skirtingy autoriy, atlikusiy gimdos kaklelio
fluorescencijos tyrimus naudojant 5-ALA in vivo, pasirinktas ALA preparato

koncentracijas ir 5-ALA poveikio laikus iki fluorescencijos matavimo

Literatiiros Saltinis Tiriamyjy | 5-ALA  tirtas | 5-ALA preparatai ir

skai¢ius poveikio laikas | jy dozavimas

(n) (min.)
A.Zikov, 2011 [133] 20 120 Alasens

20% tepalas
A.Zikov, 2011 [133] 44 240-360 Alasens 20mg/kg
per os
A.Szafinska-Dolata  ir 73 240 5- ALA 3 % gelis
bendr., 2009 [34]
P.Collinet ir bendr., 14 35-150 Metvix®—160
2007 (tinkamiausias | mg/mL kremas
[127] laikas >75)
V.Sapoznikova ir bendr., 18 150-180 15mg/kg  5-ALA
2005 [132] tirpalas per os
L.R.Duska ir bendr., 14 60 - 240 10 mg/kg 5-ALA
2002 [126] (tinkamiausias | tirpalas per os
laikas - 180)
Z.Nowakowski ir bendr., 68 120 5- ALA 15 %
2002 [128] kremas
P.Hillemanns ir bendr., 68 30 - 360 0,5 % ir 1,0 % 5-
2000 [33] (tinkamiausias | ALA tirpalas
laikas 60-90)

A.Bogaards ir bendr., 16 60 — 120 5-ALA 10 %
2002 [134] tirpalas

Mokslinéje literatiiroje pateikti jvairiy tyrimy rezultatai rodo, kad sensibilizaciné
fluorescenciné diagnostika naudojant 5-ALA tinka gimdos kaklelio ikivéziniy
biikliy diagnostikai. Skirtingos metodo jautrumo ir specifiSkumo vertés
aiSkinamos skirtingos koncentracijos 5-ALA naudojimu, skirtingu pasirinktu 5-
ALA inkubacijos laiku, o taip pat skirtingu tyrimo pobudziu (ex vivo ar in vivo,
vertinant fluorescencijg akimi (vaizdinimas), ar matuojant fluorescencijos
intensyvumus ir fotodiagnostikos metodu (fluorescenciné mikroskopija,
fluorescencijos vertinimas pagal filmuota medziaga ar tiesiog plika akimi bei

fluorescenciné spektroskopija (kai spektrai matuojami spektrometru ar
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vertinami analizuojant skaitmeninius vaizdus bei taikant matematinius modelius
duomenims apdoroti). Moksliniuose straipsniuose pateikti duomenys rodo, kad
Siuo metu dar nesudaryta rekomenduojama sensibilizacinés fluorescencijos
spektroskopijos atlikimo metodika siekiant diferencijuoti gimdos kaklelio

ikivézines bukles in vivo.

3. TYRIMO METODIKA

3.1. Tyrimo medZiaga

Tyrimas atliktas 2012 - 2014 m. Nacionalinio vézio instituto (buvusio Vilniaus
universiteto Onkologijos instituto) Radiologijos, branduolinés medicinos ir
konsultacijy centre. Tyrimo protokolg jvertino ir patvirtino Vilniaus regioninis
biomedicininiy tyrimy etikos komitetas (2012 01-11 Nr. 158200).

Tyrime dalyvavo 64 pacientés, kurios atvyko konsultuotis j Nacionalinio vézio
instituto Konsultacinés poliklinikos skyriy i§ Vilniaus miesto, Vilniaus, Sirvinty,
Salgininky, Pasvalio Kupiskio, Zarasy, Utenos ir PanevéZio rajono dél atlikus
citologinj tyrimg jtariamy zymiy ploksciojo epitelio poky¢iy gimdos kaklelyje.

Tyrimo schema pateikiama 8 -ajame paveiksle.
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TIRTOS 64

PACIENTES
(citologiskai HSIL
arba ASC-H)

IS TYRIMO
AT§AUKT£A 16
PACIENCIU

] TYRIMA JTRAUKTOS 48
PACIENTES, ANALIZUOTI
174 GK KVADRANTU
DUOMENYS

U

| TAIKYTI TYRIMO METODAI |
SAVITOSIOS SENSIBILIZACINES HISTOLOGINIS

KOLPOSKOPIJA FLUORESCENCIJOS FLUORESCENCIOS TYRIMAS
SPEKTROSKOPIJA SPEKTROSKOPIJA

N — atvejy skaicius; HSIL — Zymiis plokscialgsteliniai intraepiteliniai pokyciai;
ASC-H - atipinés ploksciojo epitelio lgstelés, galimi Zymiis plokscialgsteliniai
intraepiteliniai pakitimai.

8 pav. Tyrimo schema

Kadangi S$io darbo tikslas - nustatyti sensibilizacinés fluorescencijos
spektroskopijos metodo tikslumg diagnozuojant gimdos kaklelio ikivézines
biikles, buvo nutarta gimdos kaklelj tirti suskirséius jj j kvadrantus pagal
laikrodZio rodykle, ir kiekvieng jy nagrinéti kaip atskirg tiriamajj atveji. Bendra
gimdos kaklelio kvadranty diagnozé rodo atskiros pacientés klinking bukle (9
pav.).
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9 pav. Diagnostikoje naudojamas gimdos kaklelio skirstymas j kvadrantus

siekiant tiksliau aprasyti patologijos lokalizacijg

I tyrimg jtrauktos 48 moterys, analizuoti 174 gimdos kaklelio kvadranty
duomenys. Pacientés atvyko konsultuotis dél patologiniy radiniy aptikty
atliekant citologinj tyrimg 37 (77 %) HSIL ir 11 (23 %) ASC — H atsakymai.

18 gimdos kaklelio kvadranty tyrimo duomenys nebuvo analizuojami, tarp kuriy
8 — dél netikslaus gimdos kaklelio kvadranty zyméjimo, ar kvadranto medziagos
nebuvimo po gimdos kaklelio konizacijos arba biopsijos; 5 — dél intensyvios
koaguliacijos poveikio gauto netikslaus histologinio atsakymo; bei esant
nepatenkinamiems fluorescencinés spektroskopijos rezultatams dél kraujavimo
tyrimo metu -4 ir 1- matavimas nepavyko dél spektrometro gedimo.

I tyrimg jtraukty pacien¢iy amzius svyravo tarp 23 ir 57 m., amZiaus mediana 36

m. (10 pav.).
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<35m
40%

>35m
60%

H>35m M<35m

m — metai.

10 pav. Pacienciy pasiskirstymas amziaus grupése < ir >35 m.

60 % pacienciy buvo vyresnés nei 35 m., 31 % pacienciy buvo riikkancios, 69 %

- neriiké (11 pav.).

80%

69%
70%
60%
50%

40%

31%

30%

PROCENTINE DALIS

20%

10%

0%

mRiko m Neriko

11 pav. Duomenys apie pacienciy rilkymo jprocius
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Tiriamoje grupéje 79 % buvo gimdziusios moterys, 7 % turéjusios néStumo

nutraukimg ir né karto negimde, 14 % - nebuvo tur¢jusios néstumy (12 pav.)

40%
=1
33%

NESTUMU IR GIMDYMU SKAICIUS
=

46%
46%

14%

0
I 1%

0% 10% 20% 30% 40% 50%
PROCENTINE DALIS

Néstumai B Gimdymai

12 pav. Duomenys apie pacien¢iy néStumus ir gimdymus

Ginekologinés apzitros metu gimdos kaklelio transformacijos zona (vieta,
kurioje dazniausiais vystosi ikivézinés buklés) yra vertinama pagal jos
matomumg ir skirstoma j tris grupes: I-visa transformacijos zona yra gimdos
kaklelio makstin¢je dalyje (egzocervikse), epiteliy jungtis matoma gerai; II-
transformacijos zona ar jos dalis yra gimdos kaklelio kanale, visgi
kolposkopuojant epiteliy jungtis yra matoma; Ill-visa ar dalis transformacijos
zonos yra gimdos kaklelio kanale, taciau, nepaisant pastangy, kolposkopuojant
epiteliy jungtis nematoma ar matoma ne visa [4].

Aptariant tiriamyjy pacienciy gimdos kaklelio anatomijos savybes ir CIN 2-3
zidiniy dydj, i§ 13-jame ir 14-ajame paveiksluose pateikty duomeny matyti, kad
gerai ir patenkinamai transformacijos zona buvo matoma 94 % atvejy, o didelés
rizikos pakitimy dydis gimdos kaklelyje varijavo ir net 47 atvejai i§ 90 CIN 2-3

pazeidimy buvo smulkis, t.y. maZesni nei 3 mm dydZio.

55



80%
70% 67%
60%
50%
40%

30% 27%

PROCENTINE DALIS

20%

10% 6%

0% ]

| 1l ]
TRANSFORMACIJOS ZONOS TIPAS

13 pav. Tiriamyjy pacien¢iy suskirstymas pagal gimdos kaklelio

transformacijos zonos tipa

NEOPLAZIJOS SRITIES DYDIS

41 42 43 44 45 46 47 48
ATVEJY SKAICIUS

mm — milimetrai.

14 pav. CIN 2-3 zidiniy dydis gimdos kaklelyje
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Kolposkopinius vaizdus vertino du gydytojai ginekologai. Tiriantis gydytojas —
kolposkopinius vaizdus vertino realiu laiku, Kkitas gydytojas — pagal
kolposkopinius video vaizdus. Kolposkopijos tyrimo atsakymai buvo skirstomi
taip: norma, mazo laipsnio poky¢iai, didelio laipsnio pokyciai, neinformatyvus
arba nepatenkinamas kolposkopinis tyrimas [136]. Atlieckant kolposkopija
diagnozé buvo nustatyta kiekvienam gimdos kakleliui ir atskiriems gimdos
kaklelio kvadrantams. Didelés rizikos pakitimais buvo laikomi tie atvejai, kai
vienas arba abu tyréjai nustatydavo Siuos pakitimus, pateikiant diagnozg

kiekvieno gimdos kaklelio kvadranto ir viso gimdos kaklelio (15-16 pav.).

120

100

80

X 60

40

20

0
Jautrumas Specifiskumas SROC
H BENDRA KOLPOSKOP1JOS DIAGNOZE (pacientés n=48) | TYREJAS Il TYREJAS

N—atvejy Skaicius; %-procentai; TPV-teigiama prognoziné verté, NPV-

neigiama prognoziné verté; Sroc-tyrimo verte.

15 pav. Bendra kolposkopijos diagnozé tiriant dviems gydytojams (n=48

pacientés)
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100

90
80
70
60
X 50
40
30
20
10
0
lautrumas  Specifiskumas SROC
m BENDRA KOLPOSKOPIJOS DIAGNOZE n=174 m | TYREJAS Il TYREJAS

N—atvejy skaicius; Y%-procentai; TPV-teigiama prognoziné verté; NPV-

neigiama prognoziné verté; Sroc-tyrimo verte.

16 pav. Bendra kolposkopijos diagnozé tiriant dviems gydytojams (n=174
gimdos kaklelio kvadrantai)

Biopsijos/konizacijos histologiniai tyrimai buvo suskirstyti taip: cervicitas, CIN
1, CIN 2, CIN 3 gimdos kaklelio poky¢iai.
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n=48

80%
70% 67%

60%

50%

40%

30% 23%

20%

10% 9% 6%

0%

CIN 3 CIN 2 CIN1 Cervicitas

n-atvejy skaicius, %Y-procentai; CIN 1-mazo laipsnio intraepiteliné gimdos
kaklelio neoplazija; CIN 2-vidutinio laipsnio intraepiteliné gimdos kaklelio

neoplazija; CIN 3-didelio laipsnio intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija.

17 pav. Viso gimdos kaklelio histologinio tyrimo atsakymai (48 pacienciy)

n=174
60%
49%
50% 46%
40%
30%

20%

10%
4%
1%

0% | —

CIN 3 CIN 2 CIN 1 Cervicitas

n- atvejy skaicius;, %-procentai; CIN 1-mazo laipsnio intraepiteliné
gimdos kaklelio neoplazija; CIN 2-vidutinio laipsnio intraepiteliné
gimdos kaklelio neoplazija; CIN 3-didelio laipsnio intraepiteliné

gimdos kaklelio neoplazija.

18 pav. Atskiro gimdos kaklelio kvadranto (174 kvadranty)

histologinio tyrimo atsakymai
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Gimdos kaklelio ikivéziniy bukliy rizikos progresuoti | vézj dydis yra salygotas
ne tik intraepitelinés neoplazijos, nustatytos histologiskai, bet ir pacientés
amziaus, infekuotumo didelés rizikos tipy ZPV, lytinio gyvenimo ypatumy,
gimdymuy skaiciaus, rikymo jproc¢iy, bendros sveikatos ir socialinés buklés bei
kt. Siame darbe tiriamyjy gimdos kaklelio pakitimus pavadinome didelés ir
mazos rizikos gimdos kaklelio pakitimais, atsizvelgiant tik j diagnozuotus

histologinius poky¢ius.
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B CERVICITAS BE PAKITIMU)

19 pav. Histologiniame tyrime nustatyti létinio uzdegimo pozymiai (cervicitas)

Analizuodami histologinio tyrimo duomenis, matome, kad i§ visy pacienciy
atvykusiy konsultuotis dél atlikus citologinj tyrima jtariamos didelio laipsnio
neoplazijos — $i diagnozé nustatyta 71 % pacienciy, bei 51 % visy gimdos
kaklelio kvadranty atvejy (17 ir 18 pav.). Svarbu taip pat pazyméti, kad beveik
pusei tirty pacienciy (bei atitinkamai gimdos kaklelio kvadranty) buvo
diagnozuotas létinis cervicitas (19 pav.).
Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija vertinta matuojant spektrus ir
analizuojant jy intensyvumy santykius bei diagnozuojant didelés ir mazos
rizikos gimdos kaklelio pakitimus pagal apskaiciuotg skaiting verte.
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Pacienc¢iy anketiniai duomenys, kolposkopiniai vaizdai, jy jvertinimai buvo
registruojami specialiai sukurtoje kompiuterinéje duomeny bazéje, apdoroti

fluorescencinés spektroskopijos spektrai - archyvuojami kompiuterio atmintyje.

Pacienciy jtraukimo Kriterijai:

e > 18 m amzZiaus moterys ;

 citologiskai diagnozuota gimdos kaklelio ASC-H, HSIL,;

e néra alergijos 5-ALA preparatui;

o anamnezgje néra nustatyta porfiriny apykaitos sutrikimo;

o numatyta gimdos kaklelio konizacija ar biopsija po iStyrimo;

o pasiraSytas sutikimas dalyvauti tyrime.
Pacienc¢iy nejtraukimo Kriterijai:

« citologiskai nepatvirtinta gimdos kaklelio ASC-H, HSIL,
e NéStumas;

e pacientei < 18 mety;

« anamnezgje buves porfiriny apykaitos sutrikimas;

« alergija 5-ALA preparatui;

« nesutikimas dalyvauti tyrime.
Pacienciy atSaukimo Kkriterijai:

« alergija 5-ALA preparatui;
« neatlikta gimdos kaklelio biopsija ar konizacija po iStyrimo;

» neuzregistruoti fluorescencijos spektrai.
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3.2. Tyrimo schema, vykdyty procediiry ir pacien¢iy vizity apraSymas

Tirtos pacientés, kurioms atlikus gimdos kaklelio citologinj tyrimg buvo jtarti
zymis intraepiteliniai pokyciai. Musy tikslas buvo diagnozuoti CIN pakitimus
ir atskirti atvejus, kada reikalinga intervencija (biopsija ar konizacija), t.y.
atskirti didesnés rizikos atvejus (CIN 2-3). Pacienciy gimdos kaklelio pakitimus
salyginai pavadinome didelés ir mazos rizikos véziui iSsivystyti pakitimais,
atsizvelgiant tik j histologine diagnozg.

Kiekvienai pacientei buvo atlikta kolposkopija, savitoji ir sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopija, histologinis tyrimas, duomenys archyvuoti
tolesnei analizei. 5-ALA koncentracija, vaistiné forma bei inkubacinis periodas
pasirinkti, remiantis kity autoriy jau atliktais moksliniais tyrimais Sia tema [33,

127, 128, 134].

Duomenys apdoroti statistiSkai, duomeny tikslumui gerinti atliktas
fluorescencijos matavimy normavimas, siekiant iSvengti iSoriniy ir vidiniy
aplinkybiy bei saglygy nulemty paklaidy.

Suplanuoti pacienciy apsilankymai ir atliekamy procediiry tvarka (20 pav.) :

62



PIRMASIS
APSILANKYMAS

KOLPOSKOPUA,

NAUDOJANT 3 %
ACTOR.

SAVITOSIOS
FLUORESCENCNOS
SPEKTROSKOPIA

3% 5-ALA KREMO
APLIKACIJA ANT
GIMDOS KAKLELIO
PAVIRSIAUS

20 pav. Pirmojo pacientés apsilankymo tyrimy schema

Pirmiausia buvo atlickamas detalus klinikinis pacientés iStyrimas: buvo
surenkama moters gyvenimo bei ginekologiné anamnezé (ménesiniy ciklo
pobiidis, lytinés gyvensenos ypatumai, néStumai, gimdymai, paskutiniy
mesntruacijy data, persirgtos ligos, anksCiau atlikti gimdos kaklelio tyrimai,
operacijos, vartojami vaistai, zinomos alerginés reakcijos). Tada buvo
atlickamas jprastinis ginekologinis iStyrimas - moteriai gulint ant ginekologinés
keédés apziiiréti iSoriniai lyties organai, steriliais makstiniais skétikliais iSplétus
maksties sienelés (apzitirima makstis, gimdos kaklelis). Atlikta kolposkopija
Wallach gamybos Zoomscope with Trulight kolposkopu, naudojant 3 % acto
rugsties tirpala, gimdos kaklelio vaizdai vertinti tyrimo metu, vaizdy nuotraukos
iSsaugotos kompiuterio atmintyje. Kolposkopiniai vaizdai vertinti nustatant
preliminariag diagnozg¢ - viso gimdos kaklelio ir kiekvieno gimdos kaklelio

kvadranto (21, 22 pav.). Po to, naudojant fluorescencijos spektry registravimo
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sistemg matuoti kiekvieno gimdos kaklelio kvadranto fluorescencijos
intensyvumai (2-5 taskuose). Gydytoja, registruodama spektrus spektroskopo
Sviesolaidzio zondg kuo tolygiau glausdavo prie tiriamo gimdos kaklelio
pavirSiaus taSko ir spektras fiksuotas kompiuterio atmintyje (kiekvienam
spektrui suteikiamas pavadinimas, nurodantis matavimo vietg gimdos
kaklelyje). Apsvietus gimdos kaklelj 405 nm bangos ilgio Sviesa buvo matoma
fluorescencija plika akimi (gimdos kaklelio fluorescencijos vaizdy nepavyko

nufotografuoti dél techniniy galimybiy stokos).

21 pav. Kolposkopijos metu matomo gimdos kaklelio pavirSiaus schematinis

suskirstymas i kvadrantus laikrodzZio rodyklés principu

22 pav. Kolposkopijos metu matomo gimdos kaklelio pavirSiaus schematinis

suskirstymas j kvadrantus I, I, Il1, IV
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Apzitiros pabaigoje gimdos kaklelio pavir§ius buvo padengiamas 3 % 5 — ALA
kremu (viena dozé 3g). Po to buvo atlickamas bimanualinis tyrimas per makstj
vertinant gimdos bei gimdos priedy bikle (padet;, dydi, skausminguma,
darinius).

Toliau pateikiama antrojo pacientés apsilankymo tyrimy eiga (23 pav.).

ANTRASIS
APSILANKYMAS

PO =135 min.

GIMDOS KAKLELIO
PAVIRSIAUS

NUVALYMAS

SENSIBILIZACINES
FLUORESCENCIOS
SPEKTROSKOPIA

GIMDOS KAKLELIO
BIOPSIJA/ KONIZACIA
HISTOLOGINIAM
TYRIMUI

23 pav. Antrojo pacientés apsilankymo tyrimy schema

Antrojo apsilankymo pacienté atvykdavo tg pacig dieng po 1,5-2,5 val. (mediana
135 min.). Buvo atlickama pakartotiné ginekologiné apziiira, marliniu tamponu
nuvalomas gimdos kaklelio pavirSius. Naudojant fluorescencijos spektry
registravimo sistemg buvo iSmatuojamas fluorescencijos intensyvumas
kiekviename gimdos kaklelio kvadrante (2-5 taskuose) transformacijos zonos
srityje. Spektrai registruoti prilieciant gimdos kaklelio pavirSiaus taska

spektroskopo sviesolaidzio zondu, fiksuojant spektrg kompiuterio atmintyje.
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Esant indikacijy (jei kolposkopijos vaizduose nejtariama zymios gimdos
kaklelio neoplazijos ar planuojama neeksciziné procediira (pvz., destrukcija
lazeriu) ir kt.) pacientei biopsinémis znyplémis buvo atlickamos biopsijos i$
kiekvieno gimdos kaklelio kvadranto, arba dienos stacionaro salygomis
suplanuojama gimdos kaklelio konizacija, atliekama taikant bendring
(intravening) nejautra.

Atlikus biopsijas (biopsinémis znyplémis), medziaga i§ kiekvieno gimdos
kaklelio kvadranto buvo dedama j atskirg indelj su 10 % buferiniu formalino
tirpalu ir pazymint kvadranto numerj (1, 11, 111, V). Jei buvo atliekama gimdos
kaklelio konizacija — elektros kilpa iSpjautas vientisas gimdos kaklelio konusas
markiruotas, pritvirtinant prie specialios plokstelés suzymétos laikrodzio

valandy principu (24 pav.).

24 pav. Kamstinés medziagos plokstelé histologiniam preparatui markiruoti po

konizacijos (A) ir gimdos kaklelio konusas pritvirtintas prie plokstelés (B)

Biopsiné medZziaga arba i$pjautas gimdos kaklelio konusas buvo dedami j 10 %
formalino tirpalg ir siunCiami ] patologinés diagnostikos laboratorijg
(Patologijos diagnostika) gydytojui patologui istirti. Suzyméti pagal gimdos
kaklelio kvadrantus histologiniai audiniy preparatai buvo ruoSiami
standartizuotai. Tiriamosios medziagos mikropjiaviai buvo perkeliami ant
objektinio stikliuko ir dazomi hematoksilinu-eozinu pagal standarting metodika.

Gydytojas patologas pateikdavo kiekvieno gimdos kaklelio kvadranto galuting
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diagnoze, nurodydamas pazeidimo lokalizacijg ir plotj (mm). Gimdos kaklelio
histologinio tyrimo rezultatai buvo vertinami pagal PSO 2003 m. patvirtintg
Kriity ir moters genitalijy piktybiniy naviky klasifikacijg bei gimdos kaklelio
intraepitelinés neoplazijos trijy laipsniy sistema: mazo laipsnio neoplazija (CIN
1), vidutinio laipsnio neoplazija (CIN 2) ir didelio laipsnio neoplazija bei
carcinoma in situ (CIN 3/CIS).

Pacienté buvo supazindinama su tyrimy rezultatais (po konizacijos/biopsijos
pragjus 10 dieny gaunamas histologinio tyrimo atsakymas) bei tolesnémis jos
steb¢jimo ar gydymo rekomendacijomis.

Toliau pacientés stebétos ar gydytos remiantis galutiniu histologinio tyrimo
atsakymu. Fluorescencijos ir morfologiniy tyrimy atsakymai buvo lyginami ir
analizuojami.

Tyrimus padéjo atlikti ir vertinti Nacionalinio véZio instituto Konsultacinés
poliklinikos skyriaus vedéja gydytoja ginekologé onkologé dr. Daiva Kanopiené
ir medicinos fizikos studenté magistranté Olga Zukovskaja.

Disertaciniame darbe pateikty paveiksly publikavimui gauti autoriy leidimai.

3.2.1. Tiriamasis preparatas, dozavimas

Taikant sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija buvo naudotas
preparatas 5-ALA. Vaistiné forma buvo ruosiama i§ 5-ALA hidrochlorido (5-
aminolevulinic hydrochloridum) milteliy Gintarinéje vaistinéje (Vilnius, P.
Baublio g. 2), turinCioje vaisty gamybos skyriy. Ex tempore buvo ruoSiamas 3
% tepalas, riebaus kremo (Excipial) pagrindu. Preparatas buvo tinkamas naudoti
iki 24 valandy, saugant nuo $viesos.

Ruosiantis diagnostinei procediirai, ginekologinés apzitiros metu, naudojant
sterily marlinj tampong, plonu 5-ALA tepalo sluoksniu sutepamas gimdos
kaklelio pavirSius. Po 1,5-2,5 val. inkubacinio periodo, gimdos kaklelio
tirlamasis pavirSius buvo S§variai nuvalomas tamponu ir atliekama
sensibilizacinés fluorescenciné diagnostika, naudojant fluorescencijos spektry

registravimo sistema.

67



3.2.2. Naudota aparatira

Darbo pradzioje buvo sudarytas darbo protokolas bei medicinos fiziky
sumontuota speciali jranga, spektroskopinei analizei atlikti. Atliekant tyrimus
paaiskéjo, kad nors fluorescencija matoma akimi, tac¢iau jos nefiksuoja
kolposkope irengta video jranga, taigi archyvuoti fluorescencijos vaizdy
negaléjome. Fluorescencijos spektry registravimo sistemos schema pavaizduota
25 — ajame paveiksle.

Glaudziamieji lesiai
L L

N1

]@nkacinis kabelis L Ocean Optics
Filtras SR

Puslaidininkinis lazeris, Kompiuteris
Lo Gimdos kaklelis

25 pav. Fluorescencijos spektry registravimo sistemos schema

Fluorescencijai zadinti naudojamas puslaidininkinis lazeris, spinduliuojantis
405 nm bangos ilgio Sviesg. Prie §io Sviesos Saltinio tiesiogiai jungiamas
zadinimo S$viesolaidis, kuriuo spinduliuot¢ nuvedama iki audinio. Audinio
optinis atsakas — fluorescencija — per spinduliuotés spektrinés sudéties
modifikavimo sistema (glaudziamieji lesiai L1 ir L2 bei geltonas filtras F),
kurioje yra nufiltruojama Zadinancioji spinduliuoté, surinkimo atSaka eina |
spektrometrg QE65000 (Ocean Optics). Spektrometro $viesolaidzio zondo
skersmuo 3,175 mm. Centre yra surinkimo skaidula 600 pm skersmens, aplink
zadinimo skaidulos-200 pm skersmens. (26 pav.) Spektry matavimas vyksta

uztemdytoje patalpoje.
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SVIESOLAIDZIO
ZONDAS

SURINKIMO
SKAIDULOS

ZADINIMO
SKAIDULOS

SURINEIMD
SKAIDULOS

ZADINIMO SKAIDULA

26 pav. Spektroskopo $viesolaidzio zondo schema

3.2.3. Fluorescencijos spektry matavimo metodika

Jjungus spektrometrg, buvo nustatomas integravimo laikas 500 ms.,
iSmatuojamas tamsinis triuk§Smo signalas, t.y. prietaiso parodymai registruoti
tamsoje. Sis tamsinis triuk§mo signalas véliau automatiskai atimamas i3
registruojamy duomeny. Tokia kalibravimo seka atlickama prie§ kiekvieng
nauja pacientés tyrima. Spektrai registruojami prilieCiant gimdos kaklelio
pavirSiaus taska spektrometro Sviesolaidzio zondu ir fiksuojant spektra

kompiuterio atmintyje.

3.3. Statistiné duomenuy analizé

Didelés ir mazos rizikos pakitimy gimdos kaklelio kvadrantuose diagnostiniy
koeficienty (D) statistiné analiz¢ atlikta naudojant ,,Origin Pro 8“ kompiutering
programa.
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Skirstiniy normalumui patikrinti buvo taikomas gapiro-VilkO testas, esant < 0,05
reikSmingumo lygmeniui. Nustacius, kad skirstiniai yra nenormalieji, tolesnei
analizei taikyti neparametriniai testai. Buvo atlikti Mano-Vitnio-Vilkoksono
nepriklausomy imciy testai. Skirtumai buvo vertinami Kkaip statistiSkai
reikSmingi, jei P(Ho=0)<0,05.

Diagnostiniam tyrimo tikslumui nustatyti buvo naudotos ROC kreivés, kurios
atvaizduoja tyrimo jautrumo priklausomybe nuo specifiskumo bei parodo tyrimo
verte. Diagnostinio tyrimo verté (arba tyrimo tikslumas) nustatoma
apskaiCiuojant plota po ROC kreive. MatematiSkai Sis plotas yra lygus
tikimybeli, kad atsitiktiniam sergan¢iam asmeniui bus nustatytas didesnis tyrimo
matavimo dydis nei atsitiktiniam sveikam asmeniui. Diagnostin¢ tyrimo verté
pagal plota po kreive vertinama taip: kai plotas po kreive 0,9 — 1- tyrimas yra
puikus, 0,8 — 0,9 — labai geras, 0,7 — 0,8 — geras, 0,6 — 0,7 — patenkinamas, 0,5 —
0,6 — nepakankamas. ROC kreivés nubraizytos naudojant ,,MedCalc* programa.
StatistiSkai apdorojant tyrimo rezultatus apskaiciuotas kiekvieno tyrimo metodo
jautrumas, specifiSkumas, tikslumas, teigiama ir neigiama prognozinés vertes.
Taip pat kiekvienam metodui sudaryta kryzminé 2x2 lentelé, nustatant teisingai
teigiamy (TT), teisingai neigiamy (TN), klaidingai neigiamy (KN) ir klaidingai
teigiamy (KT) i§vady skaicius i$ rezultaty visumos, kai analizuojamas tiriamasis

metodas analizuojamas j histologinj tyrima, kaip ,,auksinj standartg*,

AUKSINIS LIGA LIGOS
STANDARTAS YRA NERA
(Histologinis tyrimas) (teigiamas) (neigiamas)
LIGA TEISINGAI KLAIDINGAI
YRA TEIGIAMI TEIGIAMI
TIRIAMASIS | (teigiamas) | ATVEJAI (TT) | ATVEJAI (KT)
METODAS LIGOS KLAIDINGAI TEISINGAI
NERA NEIGIAMI NEIGIAMI

(neigiamas) | ATVEJAI (KN) | ATVEJAI (TN)
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Apskaiciuoti tiriamyjy metody jautrumas, specifiSkumas, tikslumas, teigiama
bei neigiama prognozingé verte.
Jautrumas - rodiklis, apibudinantis diagnostikos metodo tikslumg ir rodantis

tikimybe, kad serganc¢io zmogaus tyrimo duomenys patvirtina liga,
T
TT + KN

Specifiskumas - rodiklis, apibiidinantis diagnostikos metodo tikslumg ir rodantis

Jautrumas =

tikimybe, kad sveiko Zzmogaus tyrimo duomenys patvirtina, jog jis yra tikrai
sveikas,

TN
KT +TN

Tikslumas — rodiklis, apibtdinantis diagnostikos metodo tikslumg ir rodantis

Specifiskumas =

teisingai identifikuoty atvejy santykj su visais tiriamais atvejais,
TT+TN
TT + TN + KT + KN
Teigiama prognoziné verté (TPV) nusako teisingo ligos atpazinimo tikimybe¢

Tikslumas =

tarp serganciyjy,

TPV = ————
TT + KT

Neigiama prognoziné verté (NPV) apraso tikimybe nenustatyti ligos, kai jos
nera,

TN
KN +TN

NPV =
Diagnostiniy koeficienty skiriamajai vertei, pagal kurig galima atskirti gimdos
kaklelio audinius turin¢ius didelés ir mazos rizikos pakitimy, nustatyti buvo
skai¢iuojamas Judeno kriterijus. Tuo tikslu buvo jvertintas jautrumas ir
specifiSkumas kiekvieng diagnostinj koeficienta nagrinéjant kaip skiriamaja
vertg. Véliau buvo braizomos ROC kreivés, o atstumas tarp labiausiai link
kairiojo virSutinio krasto priartéjusio ROC kreivés taSko ir diagonalés - yra
Judeno kriterijus. Kuo Judeno kriterijus (atstumas) didesnis, tuo skiriamoji verté

tiksliau dalija visus diagnostinius koeficientus j didelés ir mazos rizikos
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pakitimus apibtidinancias vertes. Paprastai skiriamgja verte (c) pasirenkama ta,

kuriai esant Judeno kriterijus yra maksimalus (A formulé).

J = max (jautrumas (c) + specifiSkumas (c)- 1) (A)

¢ia J — Judeno Kriterijus; ¢ — skiriamoji verté; jautrumas (c) — jautrumas esant c

skiriamajai vertei; specifiSkumas (C) — specifiSkumas esant ¢ skiriamajai vertei.

4. DARBO REZULTATAI

Darbo pradzioje atliktas zvalgomasis tyrimas, kuriame dalyvavo 18 pacienciy.
Tyrimo metu buvo sudarytas didelés ir mazos rizikos gimdos kaklelio pakitimy
diferencijavimo skaiciavimo algoritmas, taip pat buvo identifikuoti metodo
tikslumg mazinantys veiksniai, kurie tolesniame tyrime buvo eliminuoti.
Kiekvienai pacientei buvo atlikta kolposkopija ir registruota gimdos kaklelio
audiniy fluorescencijos spektrai pries 5-ALA kremo aplikacijg ir praéjus
vidutiniSkai 135 min. (90-150 min.) po Sios aplikacijos, bei atliktas histologinis
tyrimas (po gimdos kaklelio konizacijos). Kolposkopijos ir histologinio tyrimo
diagnozé buvo pateikiama viso gimdos kaklelio ir kiekvieno atskiro gimdos
kaklelio kvadranto (kaip atskiro tiriamojo atvejo). Fluorescencijos spektrai buvo
iSmatuoti 3-5 skirtingose kiekvieno gimdos kaklelio kvadranto vietose
transformacijos zonos srityje. Kiekvienos pacientés fluorescencijos spektrai
buvo sugrupuoti pagal gimdos kaklelio kvadrantus (I, I, I, V).

Vienas i§ pagrindiniy veiksniy, lemianciy fluorescencinio metodo tiksluma, yra
registravimo sglygy pastovumas. Registravimo salygy pastovuma tiriant in vivo
iSlaikyti yra sudétinga. Todél siekiant eliminuoti paklaidas, kurios gali atsirasti
glaudziant SviesolaidZzio zondg prie gimdos kaklelio pavirSiaus, kiekvieno
spektro PplX fluorescencijos intensyvumo maksimumo ties 634 nm bangos ilgiu

verté buvo padalyta i$ savitosios fluorescencijos srities maksimumo vertés ties

I34

510 nm bangos ilgiu ir gautas intensyvumy santykis R: R = 1
510
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Apskaiciuoti R buvo sugrupuoti pagal histologinio tyrimo diagnozes (27 pav.).

140 -

1(634)/1(510)

4

CIN 3 cervicitas CIN 1

CIN 1 - mazo laipsnio intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija; CIN 3 - didelio
laipsnio intraepiteliné gimdos kaklelio neoplazija;, [ - fluorescencijos

intensyvumas.

27 pav. Fluorescencijos intensyvumy Santykio R=I(634)/I(510) reikSmes

priklausomybé nuo pakitimy gimdos kaklelio audiniuose

Kaip matyti i§ 27 — ame paveiksle pateikty duomeny, dalies gimdos kaklelio
kvadranty, kuriuose néra neoplazijos R yra didesnis, nei esant didelio laipsnio
neoplazijai, kai neoplaziniuose audiniuose fluorescencijos intensyvumas las)

dél susikaupusio didesnio PpIX kiekio turéty buti didesnis nei sveikuose

.. . .. . I e L 1 . e
audiniuose, todél ir neoplaziniy audiniy R = fﬁ turéty buti didesnis. Statistiskai
510

reik§mingos koreliacijos tarp gimdos kaklelio neoplazijos laipsnio, diagnozuoto
histologiskai, ir R nebuvo nustatyta. Tai galéjo lemti atvejai, kai patologiné sritis
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gimdos kaklelyje yra labai maza ir fluorescencijos spektrai joje nebuvo
uzregistruoti, taciau pakitimas nustatomas histologiskai ir lemia viso tiriamo
gimdos kaklelio kvadranto histologing diagnoz¢. Histologiné diagnozé yra
pateikiama pagal didziausig neoplazijos laipsnj (pvz., jei gimdos kaklelyje
aptinkami CIN 1 ir CIN 3 pakitimai, galutin¢ diagnoze bus CIN 3), nes kliniSkai
yra aktualiausia rasti didZiausig esamg patologija ir tuomet spresti dél gydymo
taktikos. Kadangi fluorescencija yra matuojama daugelyje tiriamyjy tasky, (tiek
nesant neoplazijos, tiek esant neoplazijai), todél apskaiciuojant tik atlikty
matavimy Vvidurkj netenkama dalies diagnostinés informacijos. Taigi,
atsizvelgiant | tai, kad gimdos kaklelio kvadranto fluorescencijos spektry
vidurkio apskaiCiavimas yra nekorektiskas, todel atliekant sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopija buvo nutarta diagnoz¢ formuluoti pagal
auksciausig R verte tiriamojoje gimdos kaklelio srityje. Auks¢iausia tiriamo
gimdos kaklelio kvadranto R wverté turéty atitikti zZymiausig diagnozuota

neoplazija, kurios buvimas lemia taip pat ir viso kvadranto diagnozg.

4.1. Savitosios fluorescencijos spektry analizé

I tyrimg jtrauktos 48 pacientés. Analizuoti 174 gimdos kaklelio kvadranty
duomenys. Atliekant spektry matavimus tirta savitoji ir sensibilizaciné
fluorescencija. Pirmiausia aptarsime savitosios fluorescencijos matavimy
analize¢. Tipiniai jvairiy audiniy savitosios fluorescencijos spektrai parodyti 28 —
ame paveiksle. IS Siame paveiksle pateikty savitosios fluorescencijos spektry,
uzregistruoty sveikame, neoplaziniame gimdos kaklelio audinyje bei odoje,
matyti, kad savitosios fluorescencijos srityje maksimumas yra ties 510 nm
bangos ilgiu, neoplazinio audinio fluorescencijos intensyvumas yra mazesnis nei
sveiko audinio. Smailé savitosios fluorescencijos spektre yra sglygota

spektrometre esancio filtro optiniy parametry.
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28 pav. Sveiky ir neoplaziniy gimdos kaklelio audiniy bei odos savitosios

fluorescencijos spektrai (be 5-ALA)

Siekiant nustatyti skaiting skiriamaja verte gimdos kaklelio mazZos ir didelés
rizikos pakitimams atskirti savitosios fluorescencijos spektroskopijos metodu
buvo nustatyta kiekvieno gimdos kaklelio kvadranto savitosios fluorescencijos
srityje maksimalaus intensyvumo verté ties 510 nm, kiekvienai i§ jy
apskaiciuotas Judeno kriterijus. Literatiiros duomenimis, maziausias savitosios
fluorescencijos intensyvumas koreliuoja su didziausio laipsnio neoplazija [135],
todél gimdos kaklelio kvadranto diagnozei nustatyti buvo pasirinktas maziausig
intensyvumo verte turintis spektras.

Atlikus skai¢iavimus gauta, kad Judeno Kriterijaus auksciausia verté yra 0,27 ir
ji buvo pasiekta, kai savitosios fluorescencijos verté buvo 108. Sia verte
pasirinkome skiriamgja verte mazos ir didelés rizikos pakitimams gimdos

kaklelyje atskirti (29 pav.), ty. savitosios fluorescencijos didZiausio
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intensyvumo vertés mazesnés nei 108 buvo vertinamos kaip gimdos kaklelio
didelés rizikos pakitimai CIN 2-3.

0,3
+~ SKIRIAMOJI
VERTE 108
0,2 4
JUDENO
KRITERIJUS |
0,1
0,0

x 1 b T ~ 1 L] 1 ] 1
0 200 400 600 800 1000
SAVITOSIOS FLUORESCENCIJOS INTENSYVUMAS
TIES 510 nm (s.v.)

s.v. — santykiniai vienetai

29 pav. Skiriamos vertés nustatymas i$ apskai¢iuoty Judeno kriterijy kiekvieno

gimdos kaklelio kvadranto savitosios fluorescencijos intensyvumui ties 510 nm

Nustacius skiriamajg verte visos savitosios fluorescencijos vertés padalytos j dvi
grupes (N (CIN 0-1 kvadrantai) = 86; N (CIN 2-3 kvadrantai) = 88). Savitosios fluorescencijos
metodu nustatyty didelés rizikos pakitimy tiriamoje grupéje apskai¢iuota
mediana 98,5, vidurkis — 242,9, mazos rizikos pakitimy grupéje - atitinkamai
116,5 ir 387,1. Atlikus statisting analiz¢ taikant, Mano-Vitnio-Vilkoksono testg
nustatyta, kad CIN 0-1 grupés savitosios fluorescencijos vertés, esant
reik§mingumo lygiui < 0,05, yra statistiskai reikSmingai didesnés negu CIN2-3
grupés vertés. Savitosios fluorescencijos vertes lyginant su ,,auksiniu standartu*
histologiniu tyrimu visam gimdos kakleliui ir atskiriems gimdos kaklelio
kvadrantams sudarytos kryzminés lentelés 2x2 (4 lent.), apskaiciuotas

kolposkopijos ir savitosios fluorescencijos jautrumas, specifiSkumas, tikslumas,
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teigiama ir neigiama prognozinés vertés bei jvertintas plotas po ROC kreive,

apraSantis tyrimo verte (5 lent.).

4 lentelé. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos ir histologinio tyrimo

palyginimas analizuojant gimdos kaklelio kvadranty duomenis (n=174)

Histologinis tyrimas DR MR

Savitosios fluorescencijos DR 52 39
spektroskopija

P Pl MR 36 47

MR - mazos rizikos gimdos kaklelio pakitimai; DR - didelés rizikos gimdos

kaklelio pakitimai.

IS 4 — oje lenteléje pateikty rezultaty (analizuojant 174 gimdos kaklelio
kvadrantus) matyti, kad tiriant savitosios fluorescencijos spektroskopijos
metodu buvo teisingai diagnozuoti 52 didelés rizikos atvejai ir 47 — mazos
rizikos atvejai. Mazos rizikos pakitimai klaidingai diagnozuoti kaip didelés — 39
atvejais ir 36 atvejai diagnozuoti kaip mazos rizikos, nors histologiskai buvo

patvirtinti didelés rizikos pakitimai.
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5 lentelé. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos jautrumo,
specifiSkumo, tyrimo vertés bei teigiamos ir neigiamos prognozinés vertés

palyginimas analizuojant gimdos kaklelio kvadranty duomenis (n=174)

Metodas Jautr;;omas, SpeCI%ZkumaS’ TPV, | NPV, Sroc
0 0 0
(95%Pl) | (95% PI) %o % | (95%PI)
Savitosios 0,569
. 59,1 54,7 ’
fluorescencijos ’ ’ 57,6 56,2 (0,492 -
spektroskopija (48,1-69.5) | (435-654) 0,643)
Kolposkopija 67,4 86,6 0,770
(56,8-76,8) (77,3-93,1) 84,9 | 70,3 (0,700-
0,830)

TPV- teigiama prognoziné verté; NPV - neigiama prognoziné verté; Sroc -tyrimo

verte; %-procentai; Pl - pasikliautinasis intervalas.

30 —ame paveiksle pateikti duomenys savitosios fluorescencijos ir kolposkopijos

tyrimy statistiniams rodikliams palyginti.
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TPV - teigiama prognoziné verté; NPV- neigiama prognoziné verté; S roc —

tyrimo verté; Y%-procentai; n- atvejy skaicius.

30 pav. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos jautrumo,
specifiskumo, tikslumo, tyrimo vertés (S roc) bei teigiamos ir neigiamos
prognozinés vertés palyginimas analizuojant gimdos kaklelio kvadranty

duomenis (n=174)

IS 30-ame paveiksle pateikty duomeny matyti, kad lyginant savitosios
fluorescencijos spektroskopijos metoda su jprastine kolposkopija tiriant gimdos
kaklelio kvadrantus, metody jautrumas yra atitinkamai 59,1 % ir 67,4 %, 0
specifiSkumas 54,7 % ir 86,6 %.

Toliau tirtas viso gimdos kaklelio savitosios fluorescencijos spektroskopijos
tikslumas. Sudarytos kryzminés lentelés 2x2 teisingai teigiamy ir neigiamy bei
klaidingai teigiamy ir neigiamy atvejy analizei savitosios fluorecencijos
spektroskopijos diagnozes lyginant su histologiniu tyrimu.

IS 6-0je lentel¢je pateikty rezultaty matyti, kad tiriant savitosios fluorescencijos
spektroskopijos metodu buvo teisingai diagnozuota 27 i§ 33 didelés rizikos
gimdos kaklelio pakitimy atvejy bei 7 i§ 15 mazos rizikos pakitimy atvejy.

Mazos rizikos pakitimai diagnozuoti kaip didelés rizikos 8 atvejais ir 6 atvejais
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diagnozuoti kaip mazos rizikos, nors histologiskai buvo patvirtinti didelés

rizikos pakitimai.

6 lentelé. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos ir histologinio tyrimo

palyginimas analizuojant viso gimdos kaklelo duomenis (n = 48)

Histologinis tyrimas DR MR
Savitosios fluorescencijos DR 27 8
spektroskopija MR 6 7

MR - mazos rizikos gimdos kaklelio pakitimai; DR - didelés rizikos gimdos

kaklelio pakitimai.

7-oje lenteléje pateikiami duomenys savitosios fluorescencijos ir kolposkopijos

tyrimy statistiniams rodikliams palyginti.

7 lentelé. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos jautrumo,
specifiskumo, tyrimo vertés bei teigiamos ir neigiamos prognozinés vertés

palyginimas analizuojant viso gimdos kaklelio duomenis (n=48)

Jautrumas, | SpecifiSkumas,
Metodas TPV, | NPV, Sroc
% %
% % (95% PI)
(95% PI) (95% PI)
Savitosios 0,642
3 81,8 46,7
fluorescencijos 77,3 | 53,6 (0,491-
1 (645-93,0) | (21,3-73,4)
spektroskopija 0,775)
0,834
. 88,2 78,6
Kolposkopija 90,9 |733 (0,699-
(72,5-96,6) (49,2-95,1)
0,925)

TPV- teigiama prognoziné verté;, NPV - neigiama prognoziné verté; S roc -

tyrimo verté; %-procentai; Pl - pasikliautinasis intervalas.
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TPV - teigiama prognoziné verté; NPV- neigiama prognoziné verte,

S roc — tyrimo verté; Y%-procentai; n — atvejy skaicius.

31 pav. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos jautrumo,
specifiskumo, tikslumo, tyrimo vertés (S roc) bei teigiamos ir neigiamos
prognozinés vertés palyginimas analizuojant viso gimdos kaklelio duomenis
(n=48)

Buvo atliktas apskaiciuotos savitosios fluorescencijos spektroskopijos ir
kolposkopijos jautrumo, specifiSkumo, tyrimo vertés bei teigiamos ir neigiamos
prognozinés vertés palyginimas analizuojant visg gimdos kaklel} (t.y. viso
gimdos kaklelio diagnoze¢ lemia gimdos kaklelio kvadrantas, kuriame nustatyta
didziausio laipsnio neoplazija ). IS 31-ame paveiksle pateikty duomeny matyti,
kad lyginant savitosios fluorescencijos spektroskopijos metodg su kolposkopija
analizuojant visg gimdos kaklelj, $iy metody jautrumas yra atitinkamai 81,8 %
ir 88,2 %, 0 specifiskumas - 46,6 % ir 78,6 %.

Kadangi savitosios fluorescencijos spektroskopijos diagnostika remiasi tik
fluorescencijos intensyvumy skirtumais, $io metodo tikslumas tiesiogiai
priklauso nuo tyrimo atlikimo salygy pastovumo (Sviesolaidinio zondo
priglaudimo kampo, prispaudimo stiprumo, organizmo skys¢iy esanciy
matavimo vietoje, patalpos apsvietimo ir kt.), kurias iSlaikyti nekintancias
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tyrimo in vivo atlikimo metu sudétinga. Gauti rezultatai rodo, kad savitosios
fluorescencijos spektroskopija yra jautrus gimdos kaklelio neoplazijos
diagnostikos metodas, taCiau, kaip minéta, yra sudétinga iSlaikyti vienodas
tyrimo salygas tiriant in vivo, o tai lemia paklaidas registruojant spektrus.
Nustatyti savitosios fluorescencijos spektroskopijos metodo tikslumo rodikliai
yra reikSmingai mazesni nei jprasto tyrimo metodo — kolposkopijos, todel,
matyti, kad siekiant diegti §] metoda klinikin€je praktikoje reikalingi papildomi
veiksmai, sumazinantys matavimy paklaidas. Tai, kad tiriant savitosios
fluorescencijos spektroskopijos metodu negaut pakankamo kontrasto tarp mazos
ir didelés rizikos gimdos kaklelio pakitimy paskatino mus ieskoti Kkity
diagnostiniy metody, misy atveju pasirinkta sensibilizaciné fluorescencijos

spektroskopija naudojant 5- ALA.

4.2. Sensibilizacinés fluorescencijos spektry analizé
Misy tyrime, panaudojus 5-ALA, PplX fluorescencija buvo stebima ir

sveikuose, ir patologiniuose gimdos kaklelio audiniuose (smailés ties 634 nm ir

703 nm).
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32 pav. Sveiky ir neoplaziniy gimdos kaklelio audiniy bei odos fluorescencijos
spektrai po 5-ALA panaudojimo, normuoti ] savitosios fluorescencijos smailg
ties 510 nm

Tipiniai gimdos kaklelio audiniy ir odos fluorescencijos spektrai naudojant 5-
ALA parodyti 32-ame paveiksle. Sveiko gimdos kaklelio audinio
fluorescencijos spektre panaudojus 5-ALA naudojimo matome PplX
fluorescencijos maksimumg (smailés ties 634 nm ir 703 nm) ir savitosios
fluorescencijos srityje maksimumga (smailé ties 510 nm). Esant gimdos kaklelio
neoplazijai fluorescencijos intensyvumas ties 634 nm ir 703 nm yra didesnis
negu sveiko audinio, kas rodo gausesnj PpIX susikaupimg patologijos srityse.
ISmatuoti odos spektrai, neturéjo PpIX biidingos smailés, 0 tai rodo, kad,
vietiskai naudojant 3 % 5-ALA krema gimdos kaklelio diagnostikai, pertekliné
PpIX gamyba kituose organuose nevyksta (sisteminio poveikio néra) ir
nesukeliama Salutiniy poveikiy.

Analogiskai kaip ir savitosios fluorescencijos atveju, gimdos kaklelio kvadranto

ir viso gimdos kaklelio diagnozé buvo nustatoma pagal vieng verte (verte, kuri
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nurodo didziausig tiriamos srities neoplazijos laipsnj). Tiriant sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopijos metodu didziausig patologija atitinka

didZiausias PpIX fluorescencijos intensyvumas, todel nustatant diagnoze buvo

. e . I .
Imamas didziausig intensyvumy santykio R = Isﬁ verte turintis spektras.

510

Buvo nustatytas kiekvieno gimdos kaklelio kvadranto R. Taip pat buvo
apskaiciuotas sveiko gimdos kaklelio audinio R. Sveiko gimdos kaklelio audinio
spektry matavimas atliekamas toliau nuo transformacijos zonos, toje srityje
kolposkopu neaptikus patologiniy poky¢iy. Viso gimdos kaklelio
sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos diagnozé buvo nustatyta pagal

didziausig R vertg turintj gimdos kaklelio kvadrants.

4.3. Diagnostinio koeficiento apskaic¢iavimo algoritmas

Ivairiy tyréjy yra nustatyta, kad tos pacios pacientés (skirtinguose taskuose) ir
skirtingy pacienciy fluorescencijos reikSmiy Kitimus gali lemti individualios
organizmo savybés pavyzdziui, rasé, kiino masés indeksas, néstumy/gimdymy
skai¢ius, ménesiniy ciklo fazé, hormoniniai kitimai, socialiné ekonominé
pacientés buklé [23,136], ieSkojome biido, kaip .Sias paklaidas maksimaliai
sumazinti. Siekiant atlikti pacien¢iy visumos analizg, kiekvienos pacientés
gautos vertés buvo sunormuotos. Normavimas atliktas dalinant kiekvieno
gimdos kaklelio kvadranto intensyvumy santykj R Gk kiekvieno kvadranto 18
apskaiciuoto tos pacios pacientés sveiko gimdos kaklelio audinio intensyvumy
santykio R sveiko Gk audinio (A formulé). Gauta verté pavadinta diagnostiniu

koeficientu — D. Tolesni skai¢iavimai atlikti naudojant D vertes.

_ R (GK kiekvieno kvadranto)
B R (sveiko GK audinio)

(A)

Neoplaziniy audiniy fluorescencijos intensyvumas ilgabangéje srityje yra

didesnis, palyginti su sveiky audiniy fluorescencijos intensyvumu.
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Fluorescencijos spektry normavimas pagal savitosios fluorescencijos smaile
gerina metodo tinkamuma, nes eliminuoja kintan¢iy matavimo sglygy sukeliamy
paklaidy kiekj.

Prie§ 5-ALA naudojimg gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos spektruose
PpIX fluorescencijos nebuvo uzfiksuota. Savitosios fluorescencijos
maksimumas yra ties 510 nm, sveiko gimdos kaklelio audinio — fluorescencijos
intensyvumas yra didesnis nei neoplazinio audinio (prieSingai nei

sensibilizacinés fluorescencijos atveju).

4.4, Skaitinés skiriamosios vertés gimdos kaklelio didelés rizikos

pakitimams diagnozuoti, nustatymas

Siekiant nustatyti sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos skaiting
skiriamajg vert¢ gimdos kaklelio mazos ir didelés rizikos pokyciy diagnostikai
— kiekvienam gimdos kaklelio kvadrantui buvo apskai¢iuotas diagnostinis
koeficientas D ir kiekvienai gautai D vertei apskaiciuotas Judeno Kriterijus (34
pav.)

0.5+
Skiriamoji verté: 3,87
/ Judeno kriterijus: 0,427

0.4+
=)
172}
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2
2
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e
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=
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Diagnostinis koeficientas (D)

34 pav. Judeno kriterijaus priklausomybé nuo skaitinés skiriamosios vertés
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Is 34 — ame paveiksle pateikty duomeny matyti, kad Judeno Kriterijaus
auk§¢iausia verté yra 0,427 ir ji buvo pasiekta, kai D verté yra 3,87. Si verté
parodo, kad esant tokiai ribinei vertei (jei D verté yra mazesné nei 3,78 — gimdos
kaklelio kvadrante yra mazos rizikos pakitimy, jei D verté didesné nei 3,78,
gimdos kaklelio kvadrante yra didelés rizikos pakitimy) pasiekiamas geriausias
metodo tikslumas, todél skaitiné verté 3,87 ir buvo pasirinkta skiriamaja verte
t.y. rizikos lygio riba, mazos ir didelés rizikos pakitimams gimdos kaklelyje
atskirti.

Nustacius skiriamagjg verte visos D vertés suskirstytos j dvi grupes (N ciN o0-1
kvadrantai) = 88; N (CIN 2-3 kvadrantai) = 86). Statistinei analizei pritaikius Sapiro-Vilko
testa nustatyta, kad reikSmingumo lygiui esant < 0,05 Sie tiriamieji skirstiniai
néra normalieji. Skirstiniy normaluma svarbu nustatyti pasirenkant tolesnius
statistinés analizés metodus.

Didelés rizikos gimdos kaklelio pakitimy grupéje apskaiciuota mediana 5,9,
vidurkis — 9,7, esant mazos rizikos poky¢iams atitinkamai 2,1 ir 3,2. Siekiant
patikrinti, ar susidariusios didelés ir maZos rizikos grupés (jy vertés) reikSmingai
skiriasi statistinei analizei pritaikytas Mano-Vitnio-Vilkoksono nepriklausomy
imciy testas. Nustatyta, kad, esant reikSmingumo lygiui esant < 0,05, didelés
rizikos pakitimy grupés D vertés yra didesnés uz mazos rizikos pakitimy grupés
D vertes P(Ho=0)=2,53E-9.

Taigi, iSmatavus gimdos kaklelio kvadranty fluorescencijos spektrus ir nustacius
D vertes, visi kvadrantai, kuriy D yra daugiau nei 3,87 buvo priskirti didelés

rizikos pakitimams, lik¢ atvejai— maZzos rizikos pakitimams.

4.5. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos, kolposkopijos

bei $iy metody derinio diagnostinio tikslumo palyginimas

Siekiant palyginti savitosios ir sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos

bei kolposkopijos rezultatus, kiekvienas i$ taikyty diagnostiniy metody buvo
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palygintas su ,,auksiniu standartu* — histologiniu tyrimu ir sudarytos kryzminés

lentelés 2x2 duomeny analizei.

8 lentelé. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos, kolposkopijos ir Siy
metody derinio palyginimas su histologiniu tyrimu analizuojant gimdos kaklelio

kvadranty duomenis (n =174)

Histologinis tyrimas DR | MR | Histologinis tyrimas DR | MR
Sensibilizacinés
fluorescencijos DR |66 |20 looskopi DR 162 111
spektroskopija Kolposkopija

MR |26 |62 MR |30 |71
Histologinis tyrimas DR | MR

DR
Metody derinys 81 125

MR 11 |57

MR-mazos rizikos gimdos kaklelio pakitimai; DR-didelés rizikos gimdos kaklelio

pakitimai.

Atliekant sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija 86 kvadrantuose
diagnozuoti didelés rizikos gimdos kaklelio pakitimai ir 88 — mazos rizikos
pakitimai. Pagal histologinj tyrima sensibilizacinés fluorescencijos
spektroskopijos metodu teisingai nustatyta didelés rizikos pakitimy diagnozé 66
atvejais i§ 86, teisingai nustatyti mazos rizikos pakitimai 62 i$ 86. I§ pateikty
duomeny taip pat matyti, kad 20 mazos rizikos kvadranty buvo klaidingai
priskirti didelés rizikos pakitimy kvadrantams, o 26 kvadrantuose priesingai -
buvo aptikti mazos rizikos pakitimai, kai histologiskai buvo jrodytas didelés
rizikos pakitimy buvimas.

Vertinant gimdos kaklelio kvadrantus kolposkopiskai diagnozuota, kad 73
kvadrantuose yra didelés rizikos pakitimy ir 101 — mazos rizikos pakitimy (8
lent.). Pagal gautus duomenis, 30 didelés rizikos pakitimy atvejy nebuvo aptikta
ir 11-oje kvadranty buvo klaidingai diagnozuoti didelés rizikos pakitimai jy
neesant.
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Vienas 1§ potencialiy sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos
naudojimo tiksly yra papildyti jau naudojama jprastinj tyrima (,,antra nuomoné*)
patikslinti jprastinj iStyrimg (misy atvejy — kolposkopijg) atliekanc¢io gydytojo
iSvadas, t. y. naudoti tyrimy derinj (8 lent.). Taikant metody derinj didelés rizikos
pakitimai laikyti nustatytais, jei bent vienu is tyrimo metody jie aptikti. Atliekant
metody derinio tyrimg 106 kvadrantai diagnozuoti kaip turintys didelés rizikos
ir 68 — mazos rizikos pakitimus (8 lent.). I§ pateikty duomeny matyti, kad
teisingai nustatyta didelés rizikos diagnozé 81 atveju i§ 106, ir mazos rizikos
pakitimai - 57 i§ 68 atvejy. Tenka taip pat pazyméti, kad derinant kartu
kolposkopija ir sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija, tik 11 didelés
rizikos atvejy buvo diagnozuoti neteisingai, tad galime teigti, jog metody derinys
duoda geriausius rezultatus. Vis délto, 25 mazos rizikos pakitimy atvejai buvo
klaidingai priskirti didelés rizikos pakitimams.

Pagal gautus rezultatus buvo apskaiciuoti visy taikyty diagnostiniy metody
savitosios fluorescencijos spektroskopijos, sensibilizacinés fluorescencijos
spektroskopijos ir kolposkopijos bei pastaryjy dviejy metody derinio Statistiniai
rodikliai: jautrumas, specifiSkumas, tikslumas, tyrimo verté bei teigiama ir
neigiama prognoziné verté. Rezultatai pateikti 9-oje lenteléje ir 35 —ame

paveiksle.
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9 lentelé. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos, sensibilizacinés

fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos bei pastaryjy dviejy metody

derinio jautrumas, specifiSkumas bei tyrimo verté analizuojant gimdos kaklelio

kvadranty duomenis (n=174)

Tyrimo metodas Jautrumas | Specifiskumas | S roc
Savitosios n 52/88 47/86 -
fluorescencijos % 59,1 54,7 0,569
spektroskopija 95% Pl | 48,1-69,5 43,5-65,4 0,492-0,643
Kolposkopija n 62/92 71/82 -
% 67,4 86,6 0,770
95% Pl | 56,8-76,8 77,3-93,1 0,700-0,830
Sensibilizacinés n 66/92 62/82 -
fluorescencijos % 71,7 75,6 0,737
spektroskopija 95% Pl | 61,4-80,6 64,9-84,4 0,665- 0,800
Metody derinys n 81/92 57182 -
% 88,0 69,5 0,788
95% Pl | 79,6-93,9 58,4-79,2 0,719-0,846

Sroc -tyrimo verté; Pl-pasikliautinasis intervalas; %-procentai; n—atvejy

skaicius.

89




100

88
90 86,6 84,9 83,8
79
80 75,6 76,7 7
71,7 73, 5 70.5
7 4 69,5 70,3
70 ’
59,
60 54,
R 50
40
30
20
10
0
lautrumas  Specifiskumas  Tikslumas SROC
B Savitosios fluorescencijos spektroskopija B Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija
B Kolposkopija Metody derinys

TPV - teigiama prognoziné verté; NPV- neigiama prognoziné verté; S roc —

tyrimo verté; Y%-procentai; n — atvejy skaicius.

35 pav. Savitosios, sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos ir
kolposkopijos bei pastaryjy dviejy metody derinio jautrumo, specifiSkumo bei
tikslumo palyginimas analizuojant gimdos kaklelio kvadranty duomenis
(n=174)

Kaip matyti 1§ 35 — ame paveiksle pateikty duomeny, savitosios fluorescencijos
spektroskopijos metodo tikslumo rodikliai yra maZesni tiek uz kolposkopijos,
tiek uz sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos tiriant gimdos kaklelio
kvadrantus.

Pagal Siuos duomenis sensibilizacinés fluorescencijos diagnostikos jautrumas
yra didesnis nei kolposkopija (71,7 % vs 67,4 %), taCiau kolposkopijos
specifiSkumas yra aukstesnis (86,6 % vs 75,6 %). Metody derinio jautrumas
buvo didesnis, ta¢iau mazesnis specifiskumas (88,0 % vs 69,5 %).

10-oje lenteléje pateikti tiriamy diagnostiniy metody TPV, NPV ir tikslumo
rodikliai.
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10 lentelé. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos, sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos bei pastaryjy dviejy metody
derinio teigiama ir neigiama prognoziné vertés bei tikslumas analizuojant

gimdos kaklelio kvadranty duomenis

Tyrimo metodas TPV NPV Tikslumas
Savitosios n 52/91 47/83 99/174
fluorescencijos
% 57,6 56,2 56,9
spektroskopija
Kolposkopija n 62/73 71/101 133/174
% 84,9 70,3 76,4

Sensibilizacinés n 66/86 62/88 128/174

fluorescencijos

% 76,7 70,5 73,5
spektroskopija
Metody derinys n 81/106 57/68 138/174
% 76,4 83,8 79,3

TPV - teigiama prognoziné verté, NPV- neigiama prognoziné verté; %-

procentai;n — atvejy skaicius.

Kaip minéta, pritaikius metody derinj dazniausiai teisingai diagnozuojami
didelés rizikos pakitimai ir gautas metody derinio tikslumas S§iuo atveju yra
didziausias (79,3 %), palyginti su kity taikyty diagnostiniy metody (10 lent.)

Metody diagnostinei vertei nustatyti yra skai¢iuojamos ir braizomos ROC
kreivés. Plotas po ROC kreive parodo metodo vertg. Analizuojant ROC kreives
matyti, kad tiriant gimdos kaklelio kvadrantus Sroc vertés yra labai panasios tiek
sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos, tiek kolposkopijos ir metody
derinio diagnostiné verté yra gera, 0 savitosios fluorescencijos spektroskopijos
vert¢é yra patenkinama (36 pav.). Reikia pazyméti, kad metody derinio
diagnostiné verté yra didziausia (Sroc = 0,788), nors skirtumas néra statistiskai

reikSmingas (36 pav.).
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36 pav. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos (A), kolposkopijos (B),

metody derinio (C) ROC kreivés analizuojant gimdos kaklelio kvadrantus

Salygiskai mazas sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos jautrumas
nustatant neoplazija gimdos kaklelio kvadrantuose gali biiti paaiskintas tuo, kad
atliekant tiek kolposkopija, tick sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija,
o0 labiausiai konizacijos atlikimo metu yra sudétinga visiskai tiksliai pazyméti
gimdos kaklelio kvadranty ribas (nuo to priklauso kvadranto histologinio tyrimo
iSvady tikslumas (maziau viso gimdos kaklelio). Taciau jprastiniy procediry
metu tokiy aplinkybiy visiSkai iSvengti nejmanoma, taigi S$iuos galimus
netikslumus, apskai¢iuojant jautrumg ir specifiSkuma, reikéty priskirti
atsitiktinéms paklaidoms. Kita vertus, Sie veiksniai neturéty veikti bendrosios
sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos diagnozés rezultaty - taigi
pacientés (viso gimdos kaklelio) diagnoze turéty buti korektiska. Atsizvelgdami
] jau minétas tyrimo atlikimo aplinkybes galime numatyti, kad tikrasis
sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos tyrimo tikslumas yra didesnis.
Viso gimdos kaklelio tyrimo analizé turéty iliustruoti auksciau pateiktus
teiginius.

Siekiant gauti bendrg viso gimdos kaklelio diagnoze - kaip buvo apraSyta
anksCiau, gimdos kaklelio diagnozé¢ nustatoma pagal Zymiausig neoplazijg
turint] kvadrantg pavyzdziui, jei nors vienas kvadrantas jvertintas CIN 3, viso

gimdos kaklelio diagnoz¢ yra CIN 3.
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Pacientés sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos

duomeny pacientei palyginimas su histologiniu tyrimu pateikti 11 lenteléje.

11 lentelé. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos, kolposkopijos, $iy
metody derinio palyginimas su histologiniu tyrimu analizuojant viso gimdos

kaklelio duomenis (n=48)

Histologinis tyrimas  |DR | MR | Histologinis tyrimas |DR | MR
SenSIblllzaClneS DR 31 4 DR 30 3
fluorescencijos Kolposkopija
spektroskopija MR |3 |10 MR | 4 11

Histologinis tyrimas DR | MR
Metody derinys DR |33 |6
MR (1 |8

MR - maZos rizikos gimdos kaklelio pakitimai; DR- didelés rizikos gimdos

kaklelio pakitimai.

Tiriant sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos metodu teisingai
nustatyti didelés rizikos pakitimy 31 1§ 35, 0 mazos rizikos pakitimy - 10 1§ 13
atvejy. Atliekant sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija neaptikti tik 3
didelés rizikos atvejai i§ 34, o atliekant kolposkopija neteisingai diagnozuoti 4
atvejai. Remdamiesi $iais rezultatais matome, kad abu Siuos metodus galima
laikyti lygiaverciais. Be to, fluorescencija yra objektyvus metodas, reikalaujantis
tik trumpo apmokymo tinkamiems fluorescencijos spektry registravimo
igiidziams jgyti, 0 kolposkopinis tyrimas labai priklauso nuo gydytojo klinikinés
patirties, tod¢l apziiirg atliekant maziau patyrusiam specialistui netikslumy yra
daugiau [17, 18]. Atliekant tyrimg naudojant metody derinj gautas didesnis
jautrumas — daugiau teisingai diagnozuoty didelés rizikos pakitimy atvejy — 33
i§ 39 (11 lent.) ir tik vienas didelés rizikos atvejis diagnozuotas neteisingai.

Reikia pazyméti, kad klaidingai teigiamy didelés rizikos pakitimy diagnoziy
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skaiCius taip pat padidéjo - 6 pacientéms klaidingai nustatyti didelés rizikos
poky¢iai jy neesant.

37 — ame paveikste pateikti duomenys savitosios fluorescencijos
spektroskopijos,  sensibilizacinés ~ fluorescencijos  spektroskopijos ir
kolposkopijos bei pastaryjy dviejy metody derinio jautrumui, specifiskumui ir

tikslumui palyginti analizuojant viso gimdos kaklelio duomenis.

120
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80 714 73,3
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40
20
0
Jautrumas Specifiskumas Tikslumas S ROC
W Savitosios fluorescencijos spektroskopija H Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija
Kolposkopija Metody derinys

TPV - teigiama prognoziné verté; NPV- neigiama prognoziné verté;

S ROC — tyrimo verte, %-procentai; n — atvejy skaicius.

37 pav. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos, sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos bei pastaryjy dviejy metody
derinio jautrumo, specifiskumo ir tikslumo palyginimas analizuojant viso

gimdos kaklelio duomenis (n=48)
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12 lentelé. Savitosios fluorescencijos spektroskopijos, sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopijos ir kolposkopijos bei pastaryjy dviejy metody
derinio jautrumas, specifiSkumas ir tyrimo verté analizuojant viso gimdos

kaklelio duomenis (n=48)

Tyrimo metodas Jautrumas | Specifiskumas Sroc
Savitosios n 27/33 7115 -
fluorescencijos
spektroskopija %o 818 46,7 0,642
95% PI | 64,5-93,0 21,3-73,4 0,491-0,775
Kolposkopija n 30/34 11/14 -
% 88,2 78,6 0,834

95% PI | 72,5-96,6 49,2-95,1 0,699-0,925

Sensibilizacinés n 31/34 10/14 -
fluorescencijos
spektroskopija %o 912 1.4 0,813
95% PI | 76,3-98,0 41,9-91,4 0,674-0,911
Metody derinys n 33/34 8/14 -
% 97,1 57,1 0,771

95% Pl | 84,6-99,5 28,9-82,2 0,627-0,880

Pl — pasikliautinasis intervalas; %-procentai; n- atvejy skaicius.
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13 lentelé. Kolposkopijos, savitosios ir sensibilizacinés fluorescencijos
spektroskopijos bei metody derinio (kolposkopijos ir sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopijos) tikslumas, teigiama ir neigiama prognoziné

verté analizuojant viso gimdos kaklelio duomenis (n=48)

Tyrimo metodas TPV NPV Tikslumas
Savitosios n 27/35 7/13 34/48
fluorescencijos
spektroskopija % 773 53,6 70,8
Kolposkopija n 30/33 11/15 41/48
% 90,9 73,3 85,4
Sensibilizacinés n 31/35 10/13 41/48
fluorescencijos
spektroskopija % 88,6 76,9 85,4
Metody derinys n 33/39 8/9 41/48
% 84,6 88,9 85,4

TPV - teigiama prognoziné verté; NPV- neigiama prognoziné verté; %-

procentai; n - atvejy skaicius.

Kaip matyti i§ 12 -oje, 13 — oje lentelése pateikty duomeny, Ssavitosios
fluorescencijos spektroskopijos metodo visi tikslumo rodikliai yra mazesni tiek
uz kolposkopijos, tick uz sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos tiriant
visg gimdos kaklelj, o taip pat ir atskirus gimdos kaklelio kvadrantus.
Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos jautrumas yra 91,2 % ir jis yra
didesnis nei kolposkopijos (88,2 %) (36 pav.). Didesnis klaidingai teigiamy
diagnoziy skai¢ius mazina fluorescencijos metodo specifiskumg — 71,4 %,

palyginti su kolposkopijos metodo specifiSkumu, kuris yra 78,6 %.
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38 pav. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos (A), kolposkopijos (B)
ir metody derinio (C) ROC kreivés analizuojant viso gimdos kaklelio duomenis
(n=48)

Abiem atvejais metody tikslumas yra toks pat 85,4 %, o efektyvumas (Sroc) yra
daugiau nei 80 %, kas reiskia, kad abiejy metody verté diagnozuojant didelés
rizikos pokycCius yra labai gera (38 pav.), 0 metody derinio efektyvumas yra
mazesnis kaip 80 % (t. y. 77 %). Nepaisant to, metody derinio jautrumas yra

97,1%, taigi Sis variantas yra tinkamiausias didelés rizikos pokyc¢iams atpazinti.

Apibendrinant reikia pazyméti, kad sensibilizaciné fluorescencijos
spektroskopija turi potencialg didelés rizikos gimdos kaklelio pakitimy
diagnostikoje. Tiriant Siuo metodu pasickiamas panaSus jautrumas ir
specifiSkumas kaip ir tiriant kitais $iuo metu taikomais patikros metodais, be to,
sensibilizaciné fluorescencijos spektroskopija turi aiSky privalumg, kadangi
pateikia objektyvius rezultatus (t.y. mazai priklausan€ius nuo tyr¢jo).
Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija yra tyrimo metodas, kuriam
ISmokti naudoti reikalinga trumpa praktika, tuo tarpu kokybiskai kolposkopijai
atlikti reikalinga ilgalaiké praktika ir patirtis, t.y. tyrimo tikslumas labai

priklauso nuo tyréjo jgudziy, kas tiesiogiai veikia tyrimo kokybe.
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5. REZULTATU APTARIMAS

Gimdos kaklelio véZys yra vienas 1§ daZniausiai diagnozuojamy onkologiniy
ligy tarp motery, o taip pat ir viena dazniausiy mirtingumo dél piktybiniy naviky
priezastis [1].

Laiku diagnozavus gimdos kaklelio ikivézines bukles ir taikant gydyma
pasveiksta 95 - 100 % pacienciy [2]. Iprastinis tyrimo metodas, kai citologiskai
yra jtariama gimdos kaklelio ikivéziné biikle, yra kolposkopija. Sio tyrimo
trikumas yra varijuojantis metodo tikslumas, tiesiogiai priklausantis nuo
gydytojo jgudziy (atlikty tyrimy kiekis, daznis) [18, 35, 44, 72]. D¢l to ieSkoma
naujy objektyvesniy diagnostikos metody, kurie biity greitai ir nesudétingai
taikomi, kuo maziau priklausyty nuo tirian¢iojo patirties ir bty pakankamai
tikslas, kad galéty padidinti gimdos kaklelio ikivéziniy bukliy diagnostikos
tiksluma.

Optiniai diagnostikos metodai pagristi audiniy optiniy savybiy neinvaziniu
tyrimu. Diagnostika, taikant savitaja audiniy fluorescencija, remiasi endogeniniy
fluorofory optiniu suzadinimu tam tikro bangos ilgio Sviesa ir jy fluorescencijos
stebéjimu. Patologiniy audiniy spektrai skiriasi nuo sveiky audiniy spektry — deél
to galima jy diferenciné diagnostika. Siekiant labiau padidinti metodo tikslumag
gali biiti naudojamos papildomos medziagos (sensibilizatoriai), kurios kaupiasi
patologiniuose audiniuose ir registruojant jy fluorescencijg nustatomi pakitg
audiniai (sensibilizaciné fluorescencijos diagnostika).

Misy darbe siekta nustatyti sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos
verte identifikuojant audinius esant ikivézinéms bukléms gimdos kaklelyje,
lokaliai panaudojus sensibilizatoriy (5 - ALA).

Tiriant ikivéZines gimdos kaklelio biikles, kliniSkai svarbiausia nustatyti didelés
rizikos gimdos kaklelio pakitimus, kadangi laiku nediagnozavus ir nepasalinus
didelés rizikos pakitimy atsiranda invazinio proceso vystymosi rizika.

Tirdami sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos metodo tikslumg
diagnozuojant didelés rizikos gimdos kaklelio pakitimus, palyginome Sio

metodo tiksluma su savitosios fluorescencijos spektroskopijos metodo tikslumu.
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Nustatyta, kad esant mazos rizikos gimdos kaklelio pakitimy audiniy savitoji
fluorescencija yra intensyvesné nei esant didelés rizikos gimdos kaklelio
pakitimy. Taigi Siuo metodu galima registruoti gimdos kaklelio audiniy
pakitimus, taciau pakitimy diferenciavimo tikslumas néra pakankamas, tiek
diagnozuojant pakitimus gimdos kaklelio kvadrantuose, tiek visame gimdos
kaklelyje: atitinkamai jautrumas — 59,1 % ir 81,8 %, o specifiskumas — 46,7 %
ir 54,7 %.

Atliekant savitosios fluorescencijos matavimus in vivo stebimas zenklus
fluorescencijos intensyvumy iSsibarstymas ir t0S pacios pacientés (tiriant
skirtingus taSkus), ir skirtingy pacienciy, o tai sudaro sglygas paklaidoms
atsirasti bei apsunkina duomeny interpretavima. Gauti savitosios fluorescencijos
spektroskopijos metodo tikslumo rodikliai yra reikSmingai mazesni nei jprasto
tyrimo metodo — kolposkopijos, todél siekiant diegti §j metoda klinikinéje
praktikoje reikalingi papildomi veiksmai, sumazinantys matavimy paklaidas.
Keletas autoriy tyré galimybe¢ naudoti savitgja fluorescencijg gimdos kaklelio
neoplazijy diagnostikai [19, 20,82], taciau matomas Zenklus tos pacios pacientés
ir skirtingy pacienéiy spektry varijavimas komplikuoja metodo taikyma [137].
Gauti rezultatai leidzia teigti, kad savitosios fluorescencijos spektroskopija yra
jautrus gimdos kaklelio pakitimy diagnostikos metodas, tac¢iau technisSkai yra
sudétinga islaikyti vienodas tyrimo salygas in vivo, kurios papildomai veikia
spektry intensyvumus bei Jy iSsibarstyma. Sukurti tyrimo algoritmai is dalies
ISsprendzia Sias problemas, ta¢iau pakankamo kontrasto tarp sveiky ir pakitusiy
audiniy trikumas skatina ieskoti kity diagnostiniy metody.

Miisy darbe taip pat jvertintos sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos,
naudojant 5-ALA, galimybés diagnozuoti ikivéziniy bukliy sritis gimdos
kaklelyje. Patologiniy sri¢iy identifikavimas atlickamas remiantis PplX
fluorescencija, kurig indukuoja perteklinis 5-ALA susikaupimas, lokaliai
panaudojus egzogeninj 5-ALA preparata. Dél tikslesnio kiekybinio jvertinimo
apskaiciuojamas santykis (R) tarp porfiriny fluorescencijos ir audiniy savitosios
fluorescencijos. Papildomas $iy santykiy normavimas su sveiky gimdos kaklelio

audiniy R verte leido apskaiCiuoti diagnostin] koeficientg D ir nustatyti
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skiriamagjg vert¢ mazos ir didelés rizikos pakitimams gimdos kaklelyje
diagnozuoti. Fluorescencijos spektry santykiy normavimo algoritmai buvo
taikyti ir kity autoriy N. Ramanujam [19], atliekant savitosios fluorescencijos
spektry matavimus bei P. Hillemanns, N. Sapozhnikova ir A. Bogaards su bendr.
[33, 132, 134], atliekant sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija.
Analizuojant jvairiy autoriy tyrimy rezultatus pastebéta, kad jy gauti rezultatai
varijuoja tiek lyginant skirtingy pacienc¢iy duomenis, tiek lyginant tos pacios
pacientés atskiry tiriamyjy sri¢iy duomenis. Siekiant universalizuoti tyrimo
metodg, svarbu nustatyti rezultaty tikslumg mazinanéius Vveiksnius ir
maksimaliai juos eliminuoti.
E. Vargis su bendraautoriais [138] savo tyrime analizavo kiekvienos pacientés
individualiai keturis, galimai spektroskopijos rezultatams darancius jtaka
veiksnius. Nustatyta, kad zenkliausiai spektroskopijos rezultatus veikia
pacientés gimdymy skaiCius ir kiino mases indeksas, mazesnj poveikj turi rasé
bei socialiné padétis. V.T. Chang su kolegomis pastebéjo, kad tyrimo rezultatus
gali veikti pacientés ménesiniy ciklo fazé bei maksties mikrofloros ypatumai
[23].
Reikia pazyméti, kad analizuodami literatiirg radome tik kelis saltinius, kuriuose
aprasomi tyrimai, kai atliekant gimdos kaklelio sensibilizacinés fluorescencijos
diagnostika, naudojant 5-ALA, buvo in vivo matuojami spektrai [33, 132,133],
ir keliuose literattiros Saltiniuose aprasoma, kad gimdos kaklelio fluorescencijos
intensyvumai buvo analizuojami i§ skaitmeniniy vaizdy [34,134].
P. Hillemanns su kolegomis [33] nustaté, kad, siekiant atlikti sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopija, 10 ml 1 % 5-ALA tirpalo yra minimali, tinkama
lokaliai naudoti sensibilizatoriaus dozé, o optimalus inkubacinis periodas yra 60-
90 min. Taip pat autorius pabrézia, kad, per ilgai laikant 5-ALA, atsiranda
gimdos kaklelio audiniy nespecifiné fluorescencija, kas apsunkina CIN
diagnostika. Atliekant fluorescencinj vaizdinimg gautas jautrumas sieké 91-94
%, specifiskumas - 25-51 %, atliekant fluorescencijos spektroskopija atitinkamai
- 91- 94 % ir 72-75 %. Pazymétina, kad Siame tyrime dalyvavusios pacientés
buvo atrinktos atsitiktiniu btidu (pagal histologinj tyrimg gauta: CIN 1- 37 %;
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CIN 2/3- 26 %; norma- 37 %). Atliekant fluorescencinj vaizdinimg Siame tyrime
diagnozé buvo vertinama arba neoplazija yra (+), arba neoplazijos néra (-) t.y.
nebuvo nurodoma neoplazijos laipsnio [23].

Misy tyrime dalyvavo pacientés, kurioms CT jtariama Zzymi neoplazija,
sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos tyrimo jautrumas gautas 72 ir
91 % (viso gimdos kaklelio ir GK kvadranty), 0 specifiskumas - 76 ir 71 %
atitinkamai.

V. Sapozhnikova su kolegomis [132] atliko tyrima, naudojant 5-ALA per os ir
atliekant sensibilizacing fluorescencijos spektroskopija bei optine koherentine
tomografija. Sio tyrimo tikslas buvo kuo tiksliau pazyméti sveiky ir patologiniy
audiniy ribas gimdos kaklelyje. Tiriamyjy grupéje 14 —ai pacienciy i§ 18 —0S
diagnozuoti invaziniai pakitimai, taigi daugumoje atvejy gimdos kaklelyje
diagnozuoti Zymis pakitimai, kas galéjo salygoti didesnj diagnostinj
efektyvumg. Autoriy pateikiamoje informacijoje teigiama, kad 79,5 % (31/39)
atvejy sensibilizaciné fluorescencijos spektroskopija buvo efektyvi nustatant
neoplaziniy pakitimy ribas, naudojant metodus kartu — diagnostinis efektyvumas
padidéjo iki 94,9 % (37/39).

A.Zikov [133] savo darbe naudojo 5-ALA lokaliai (20 % tepalg) ir per os (20
mg/kg), tiriamyjy grupes sudaré atitinkamai 20 ir 44 pacientés, atkreiptinas
démesys, kad trecdaliui i$ jy nustatyti jau invaziniai gimdos kaklelio pakitimai.
Autorius teigia, kad lokaliai panaudota 5-ALA taikymas sukelia pakankamag
diagnostinj kontrastg tarp neoplaziniy ir sveiky gimdos kaklelio audiniy, jei
pakitimai néra lokalizuoti gimdos kaklelio kanale. Nustatytas 100 % metodo
jautrumas diagnozuojant neoplazija (+) ir diagnozuojnt neoplazijos nebuvimag
(-) tiek naudojant 5-ALA lokaliai, tiek per os.

A. Szafinska-Dolata su kolegomis [34] vertindami gimdos kaklelio
fluorescencijos vaizdus videokolposkopu, fluorescencing diagnostika atliko
praéjus 4 val. po 3 % 5-ALA gelio lokalaus panaudojimo. Siame tyrime,
nustatant CIN pazeidimus, fluoresceninés diagnostikos jautrumas buvo 91 %,
specifiSkumas — 93%. Kolposkopijos jautrumas Siame tyrime buvo 79 %, 0

specifiSkumas — 77 %. A. Szafinska-Dolata su kolegomis taip pat tyré gimdos
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kaklelio pakitimus matuodami audiniy fluorescencijos intensyvumus (naudojo
IRIS PDD programa, kuri registruoja fluorescencijos intensyvumg matuojant
viduting rySkumo vertg). Spektry analizé parodé, kad sveiky ir neoplaziniy
audiniy PpIX fluorescencijos intensyvumas reik§mingai nesiskyré. Koreliacijos
tarp neoplazijos laipsnio ir PpIX fluorescencijos intensyvumo nebuvo nustatyta.
A.Bogaards su kolegomis [134] savo tyrime analizavo sensibilizacinés
fluorescencijos  vaizdinimo  duomenis,  vertindamas  fluorescencijos
intensyvumus 1§ skaitmeniniy vaizdy. Tirtos 16 pacienciy, atlikta 19 biopsijy.
Apibendrinant rezultatus fluorescencijos vertés buvo normuojamos ir pagal
gautus duomenis tirti atvejai suskirstyti j grupes: sveikas audinys -3, CIN 1- 7,
CIN 2 - 3, CIN 3 — 6 atvejai. Autoriai teigia, kad sensibilizacinés fluorescencijos
diagnostika tinka gimdos kaklelio ikivéziniy buikliy diagnostikai ir jy laipsniui
nustatyti neinvaziniu btdu.

Maisy atliktame tyrime dalyvavo 48 pacientés, kurioms atlikus citologinj tyrimag
buvo jtariama gimdos kaklelio zymi neoplazija. Atlikus histologinj tyrimg né
vienos pacientés gimdos kaklelyje nerasta invaziniy pokyciy. Analizuojant
histologinio tyrimo rezultatus matyti, kad beveik puséje tyrimy atsakymy
nustatyti 1étinio uzdegimo pozymiai. Kaip zinome i§ literatiiros duomeny,
uzdegiminiai pokyciai gali lemti fluorescencijos tyrimo tikslumo poky¢cius,
kadangi uzdegimo zidiniuose, kaip ir neoplazijos atveju suaktyvéja PpIX
gamyba, taigi uzdegimo buvimas gali imituoti neoplazija [33,82].

Lyginant kolposkopija ir sensibilizacing fluorescencijos spektroskopija
naudojant 5-ALA viena vertus, turime gydytojo kliniking patirtj atliekant
kolposkopija, kita vertus — didesnj objektyvuma taikant sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopijos metoda. Zvelgiant j $iuo metu esanéia situacija
turime daryti tam tikra kompromisg, kadangi iki Siol néra vieno metodo ar
metody derinio, kuris tobulai atitikty visus pageidaujamus diagnostinius
reikalavimus.

Reikia pazyméti, kad sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos atveju taip
pat stebimos paklaidos, atsirandancios dél analogisky priezas€iy kaip ir
savitosios fluorescencijos atveju, taciau pritaikius duomeny apdorojimo ir
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analizés metodus galima maksimaliai eliminuoti sensibilizacinés fluorescencijos
spektroskopijos tiksluma nulemiancius veiksnius, todél misy tyrime gauta gera
metodo diagnostiné verté (Sroc = 0,813). Pazymétina, kad tolesniy tyrimy etapy
metu reikéty pagerinti fluorescencijos matavimy technologijas siekiant gauti dar
tikslesnius rezultatus. Svarbu atsizvelgti ir j tai, kad misy tyrimo metu
matavimai buvo atlikti tik toms pacientéms, kuriy gimdos kaklelio citologinis
tyrimas rodé zymios neoplazijos pozymius. Tai gali biiti papildomas veiksnys,
apsunkinantis sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos diagnostika (jos
specifiSkumg), kadangi patologiniai gimdos kaklelio pakitimai, nustatyti
citologiniu tyrimu, gali lemti gausesnj porfiriny kaupimas;j ir galiausiai sukelti
klaidingai teigiamus rezultatus bei mazinti tyrimo specifiSkumg, neesant
histologiskai patvirtintos neoplazijos (pvz., esant tik lasteliy hiperplazijai, t.y.
dar neesant neoplazijos pozymiy). Atkreiptinas démesys, kad tirtoms moterims,
kurioms nenustatyta neoplazijos pozymiy ar nustatyta tik maZos rizikos
pakitimy, daznai gimdos kaklelyje buvo diagnozuoti ir uzdegiminiai poky¢iai.
Uzdegimas néra ikivéziné bukle, taciau uzdegiminis procesas keifia gimdos
kaklelio audiniy optines savybes, taigi galimybé atskirti uzdegiminius ir
neoplazinius gimdos kaklelio pakitimus turéty pagerinti sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopijos diagnosting verte.

Sukonstravus miisy tyrimo aparatiirg bei sudarius diagnostinius algoritmus,
buvo apskaiiuota sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos skaitiné
skiriamoji verté (rizikos laipsnio riba) mazos ir didelés rizikos pakitimams
gimdos kaklelyje atskirti (D skiriamoji = 3,87). Tyrimas su $ia skiriamaja verte
parodé, kad sensibilizaciné fluorescencijos spektroskopija yra tinkamas
diagnostinis metodas didelés rizikos gimdos kaklelio pakitimy diagnostikai.
Nustatytas Sio metodo analogiskas jautrumas ir specifiskumas, palyginanti su
kity $iuo metu taikomy patikros metody jautrumu ir specifiSkumu. Be to
sensibilizaciné fluorescencijos spektroskopija turi aiSky privaluma, kadangi ja
naudojant gaunami objektyvis (t.y. minimaliai priklausomus nuo tyréjo)
rezultatai. ISmokti taikyti sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos

metoda reikalinga trumpa praktika, siekiant jgusti tinkamai atlikti matavimus, o
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kokybiskai kolposkopijai atlikti reikalinga ilgalaiké praktika ir klinikiné patirtis,
t. y. tyrimo tikslumas labai priklauso nuo tyréjo jgudziy, kas tiesiogiai veikia
tyrimo kokybe.

Nustatyta 3,87 skiriamoji verté yra nepriklausoma, aptinkant didelés rizikos
ikivézines biikles gimdos kaklelyje jos tikslumas 85,4 %. Taigi, sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopija naudojant 5-ALA turi dideles galimybes gimdos
kaklelio ikivéZziniy bukliy diagnostikoje. Vis délto reikia pazymeéti, kad siekiant
idiegti §] metoda klinikingje praktikoje, skiriamgja verte reikeéty tikslinti
tobulinant tyrimo atlikimo metodika bei jtraukti j tolesnius tyrimus daugiau
pacienciy.

Svarbu paminéti, kad atliekant tyrimus in vivo dazniausiai susiduriama su
papildomais sunkumais atlickant matavimus, $iuo atveju tiek paties matavimo
metu (priklausomai nuo moters anatomijos ypatumy, bendros biuklés (tiek
fizinés, tiek psichologinés)), taip pat dél aparatiros pritaikomumo — zondo
priglaudimo tikslumo ir pastovumo (tirianciojo rankos judesiy), matomumo
salygy, bei galimo patalpos uztamsinimo santykinio kitimo.

Svarbu suvokti, kad, nustatant diagnoz¢ kolposkopiskai, gimdos kaklelis
kvadrantais suskirstomas ,,kontroliuojant akimis* ir patologijos lokalizacija
nurodoma pasirenkant vaizda (dar neatlikus intervencijos). Histologinis tyrimas
buvo atliekamas kiekvienam gimdos kaklelio kvadranto, todél ir fluorescencinés
diagnostikos atveju buvo nustatoma atskiro kvadranto diagnozé, kurig nulémé
didziausias fluorescencijos intensyvumy santykis tame kvadrante.

Atliekant tokj kaip musy tyrimg galutiné teisinga diagnozé priklauso nuo keleto
atskiry veiksniy t.y. tyrimo tikslumga lemia biopsijos atlikimas (tikslus biopsijos
vietos nustatymas, méginio paémimas i§ pasirinktos vietos; atlieka gydytojas
ginekologas), jei atliekama gimdos kaklelio konizacija — gimdos kaklelio
kvadranty tikslus pazyméjimas (tai daro gydytojas ginekologas chirurgas) ir
gimdos kaklelio preparato kokybiskas paruosimas (tai atlieka gydytojas
patologas) — Sios aplinkybés taip pat gali keisti tam tikrus parametrus atliekant
gimdos kaklelio pakitimy navigacija — ir nulemti galutinius fluorescencinés

spektroskopijos tikslumo duomenis.
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Atlikto darbo rezultatai rodo, kad bitina toliau testi tyrimg tobulinant atlikimo
technikg (t.y. jsigyti endoskoping aparatiirg, su kuria bty galimybé vaizdo
kamerg bei spektroskopo SviesolaidZio zondg laikyti viename lygyje (movoje) ir
taip dar pagerinti matavimy ir biopsijos paémimo tiksluma).

Taip pat bty svarbu, kad gydytojas atliekantis pacientés iStyrima
atlikty ir gimdos kaklelio konizacijg to paties vizito metu — (Siekiant padidinti
gimdos kaklelio kvadranty markiravimo tikslumg) bei taip pat reikéty jtraukti j
tyrimg daugiau pacienciy.

Diagnostikos metodas sensibilizaciné fluorescencijos
spektroskopija geriausiai galéty buti taikomas specializuotosios medicinos
istaigose, skirtose konkreciai gimdos kaklelio patologijos diagnostikai ir
gydymui (pvz., reikéty jkurti Gimdos kaklelio tyrimy centra).

Bty prasminga paruosti 5- ALA diagnostinj preparata kaip
vaginalines Zvakutes ar 5-ALA tirpale i§mirkytus tamponus. Siuo atveju Zvakute
ar tampong pacient¢ ] makst] galéty jsidéti pati ir po keliy valandy atvykti i
gydymo jstaigg tirtis — taip biity iSvengta mediky ir pacienciy laiko gaiSimo, 0
tai yra vienas i§ tyrimo nepatogumy.

Taip pat rekomenduotina pacientg tyrimui paruosti i§ anksto, t. Y.
gydyti maksties ir gimdos kaklelio uzdegima, tai dar pagerinty tyrimo tiksluma.

Reikalingi tolesni tyrimai, siekiant jdiegti sensibilizacine
fluorescencijos spektroskopija j kliniking praktikg diagnozuojant gimdos
kaklelio ikiveZines bukles. Turime skirti daugiau démesio neoplaziniy ir
uzdegiminiy pokyc¢iy identifikacijai/diferenciacijai bei tyrimo visuose gimdos
kaklelio taskuose uztikrinimui ir galimybei archyvuoti pokycius, siekiant turéti
kuo tikslesnj ir objektyvesnj gimdos kaklelio pakitimy vaizda (zemélapi).
Apibendrindami rezultatus galime teigti, kad sensibilizaciné fluorescencijos
spektroskopija yra perspektyvi technologija gimdos kaklelio ikivéziniy bukliy

diagnostikoje.
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6. ISVADOS

1. Nustatyta savitosios fluorescencijos spektroskopijos skiriamoji verté didelés
ir mazos rizikos ikivéziniams pakitimams gimdos kaklelyje diferencijuoti
(skiriamoji verté yra 108). Taikant savitosios fluorescencijos spektroskopijos
metoda apskaiCiuotas tyrimo tikslumas néra pakankamas didelés ir mazos

rizikos ikivéZiniams pakitimams gimdos kaklelyje diferencijuoti.

2. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos metodo skaitiné skiriamoji
verté (rizikos lygio riba), pagal kurig diagnozuoti didelés rizikos ikivéziniai
pakitimai gimdos kaklelyje, yra apskai¢iuota atlickant dviguba normavima. Sis
normavimas leidzia lyginti tos pacios pacientés ir skirtingy pacienc¢iy matavimy
duomenis. Nustatyta Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos skaitiné

skiriamoji verte yra 3,87.

3. Palyginus sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos, kolposkopijos bei
1y metody derinio tikslumo rodiklius (jautruma, specifiskumg) nustatant didelés
rizikos pakitimus gimdos kaklelyje, statistiSkai reikSmingo skirtumo
nenustatyta, S§iy metody tikslumas yra panaSus. Taigi sensibilizacinés
fluorescencijos spektroskopija yra objektyvus ir didelés klinikinés patirties
nereikalaujantis metodas tinkamas didelés rizikos ikivéziniams pakitimams

gimdos kaklelyje diagnozuoti.

7. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopija rekomenduojame taikyti gimdos
kaklelio ikivézinéms bukléms diagnozuoti t.y. optinei biopsijai atlikti. Sj metoda
galima pasirinkti kaip alternatyva kolposkopijos metodui, kai tyréjui triiksta
klinikinés patirties. Sensibilizacinés fluorescencijos spektroskopijos metodas

tinka siekiant nustatyti diagnozg ir gydyti paciente to paties vizito metu.
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10. PRIEDAI

1 priedas. Leidimas atlikti biomedicininj tyrima
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2 priedas. Asmens informavimo forma

ASMENS INFORMAVIMO FORMA

Gerbiama Paciente,

Kvie€iame dalyvauti moksliniame klinikiniame tyrime: ,,MODIFIKUOTOS
KOLPOSKOPIJOS PANAUDOJIMAS NUSTATANT  GIMDOS
KAKLELIO PRIESVEZINES BUKLES IR VEZI IN VIVO*

Kadangi sitilome Jums dalyvauti Siame tyrime, norédami padéti suvokti tyrimo
esme, pateikiame Jums $ig informacijg. PraSome bitinai klausti, jei pateikta

informacija Jums neaiski, - mes pasistengsime kuo i§samiau viskg paaiskinti.

TYRIMO TIKSLAS

Jis zinote, kad, atlikus onkocitologinj tepinélj (tai tyrimas, kuriuo nustatoma ar
yra pakitusiy lgsteliy gimdos kaklelio pavir§iuje) Jums jau nustatyti prieSvéziniai
pakitimai gimdos kaklelyje, dél kuriy reikalinga operacija (gimdos kaklelio
dalies, su pakitusiomis Igstelémis, pasalinimas).

Mes Jums sitilome saugy ir neskausmingg tyrimo metoda, kuris galéty pagerinti
Siy pakitimy diagnostika, patikslinti pakitimy vietas, jy plota, ribas,
daugiazidiniskuma (t.y. pamatyti ar pakitimai yra vienoje ar keliose gimdos
kaklelio vietose). Tai, kg mes Jums sitilome, yra tik klinikinis tyrimas ir mes
negalime duoti garantijy, kad §i diagnostika visais atvejais bus pakankamai
efektyvi, nors to ir tikimés, remdamiesi anksc¢iau atliktais tyrimais, literatiros
duomenimis.

Tyrimo tikslas - issiaiskinti fluorescencinés diagnostikos (tai yra tyrimo metodas
naudojant specialy Sviesos Saltinj gimdos kaklelio apziiirai) efektyvuma,
diagnozuojant Jums jtariamus prie$vézinius pakitimus gimdos kaklelyje. Sis
tyrimas gali padéti patikslinti pakitimy vietas, plota, ribas, daugiazidiniSkuma,
véliau - po gydymo — jvertinti galimus liekamuosius ar naujai atsiradusius,
pakitimus toliau stebéti gimdos kaklelio buikle. Tai leis mums ateityje jvertinti

fluorescencinés diagnostikos jautrumg ir specifiSkumg taikant §j diagnostinj
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metoda onkologijoje ir nustatyti, fluorescencinés diagnostikos svarbg ir
patikimuma vertinant gimdos kaklelio prie§vézinius pakitimus. Sj diagnostikos
metoda galima taikyti neribotg kiekj karty.

Informuojame Jus, kad bet kuriame tyrimo etape Jus galite atsisakyti tolimesnio

dalyvavimo Siame tyrime. UZ dalyvavimg tyrime mokestis nenumatytas.

TYRIMO EIGA
Jeigu Jus dalyvausite Siame tyrime, Jums bus atliekamos Sios procediiros:
Iprastiné ginekologiné apZiura ir kolposkopija:

(atlickama moteriai gulint ant ginekologinés keédés, maksties skétikliais
iSpleCiama makstis, apzitrimas gimdos kaklelis, tuomet gimdos kaklelis
sutepamas acto riigties tirpalu, bei Lugolio tirpalu (preparatas su jodu), tuomet
gimdos kaklelis apZzilirimas specialiu vaizda didinan¢iu aparatu kolposkopu,
jvertinamai matomi pakitimai. Esant reikalui bus paimtas onkocitologinis
tyrimas 1§ gimdos kaklelio, bei tyrimas Zmogaus papilomos viruso infekcijai
nustatyti.

Po to ant gimdos kaklelio pavirSiaus bus uZtepamas preparatas -
fotosensibilizatorius — ALA (5-aminolevulininé raigstis), kurio veikiami
1SrySkéja pakitimai gimdos kaklelyje. Pakartotiné apZiiira bus atliekama po 2-3
valandy (tiek laiko reikia, kad iSrySkéty pakitimai). T.y. nurodytu laiku, ta pacia
dieng, Jums reikés sugrjzti pakartotinai apziiirai.

Fluorescencinés gimdos kaklelio pakitimy diagnostika, ginekologinés apziiiros
metu, atliekama 3- 5 minutes, ji visiSkai neskausminga ir saugi. Taikant
fluorescencinés diagnostikg audiniai bus apSvieCiami mazo intensyvumo
pasirinkto bangos ilgio Sviesa. Bus vertinama apSvietimo metu atsirandanti
audiniy fluorescencija (tai yra matomo pakitusiy lasteliy Svyt¢jimo plotai,
intensyvumas). Tiriami vaizdai (t.y. tik gimdos kaklelio vaizdai) bus matomi
videokolposkopo ekrane ir duomenys i§saugomi kompiuterio atmintyje. Véliau

atvaizdus galima lyginti, esant reikalui vaizdus gali konsultuoti daugiau

gydytojy.

132



Po $io iStyrimo, jums bus paaiskinta kada atvykti gimdos kaklelio operacijai ir
kaip jai pasiruosti.

Jeigu Jisy neatrinksime dalyvauti tyrime, Jums paaiskinsime to prieZastis. Tokiu
atveju Jums bus atlikta jprastiné ginekologiné apzitra, kolposkopija ir bisite

nukreipta gydymui.

Mes negalime Jiisy jtraukti j tyrima, jeigu:
o Jums citologiskai nepatvirtinta gimdos kaklelio HSIL ar Ca in situ.
« Jums yra alergija jodui ar 5-aminolevulino rtigsties preparatui.
« Jums anksciau nustatytas porfiriny apykaitos sutrikimas (reta liga).
e Jis jaunesné nei 18 mety.
e Jis laukiatés kudikio.

e Jis nesutinkate dalyvauti Siame tyrime.

TYRIMO RIZIKA

Ispéjame Jus, kad vartojant 5-aminolevulino riigSties preparatg (kaip ir bet kurj
medicininj preparata) galimos sisteminés alerginés reakcijos. Misy
duomenimis, iki Siol jokiu kity su vieti§kai vartojamais aminolevulinatais,
susijusiy nepageidaujamy reiSkiniy po fluorescencinés diagnostikos
nepastebéta (neradome tokios informacijos miisy iSnagrinétuose literatiiros
Saltiniuose). Kaip ir bet kuri medziaga — Sis preparatas iSskirtinai retais atvejais
gali sukelti bendrgsias alergines reakcijas: odos paraudima, dilgélinj bérima,

audiniy patinimg, niezulj, apsunkintg kvépavima, dusulj, daZng Sirdies plakima.

KOKIA GALI BUTI TYRIMO NAUDA

Tyrimas gali padeéti patikslinti pakitimy gimdos kaklelyje vietas, plota, ribas,
daugiazidiniSkumg. Tyrimy metu sukaupta medziaga leis nustatyti, koks yra
fluorescencinés diagnostikos specifiSkumas ir jautrumas diagnozuojant, bei

patikslinant intraepiteliniy pakitimy gimdos kaklelyje vieta.
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ALTERNATYVUS DIAGNOSTIKOS BUDAI

Jeigu atsisakytuméte dalyvauti Siame tyrime, Jums biity taikomas jprastinis
iStyrimas ruoSiant gimdos kaklelio operacijai — t.y. ginekologiné apzitra ir
kolposkopija (tai jprastinis iStyrimas, atlieckamas pagal Vilniaus universiteto

Onkologijos Institute patvirtintus tyrimo ir gydymo standartus).

KONFIDENCIALUMAS

Tyrimo metu uZraSyti duomenys apie Jiusy sveikata visg laikg bus laikomi
grieztai konfidencialiais. Taciau Etikos komiteto nariams ir medicinos
prieziliros institucijoms bus leidZiama susipaZinti su S§iais duomenimis.
PasiraSydamas sutikimo formg, Jis duodate leidimg naudotis duomenimis
dabartinio tyrimo metu ir véliau bet kokiame kitame, su Siuo tyrimu susijusiame
tyrime (net jei pasitrauksite 1§ tyrimo). Mes pasiliekame teis¢ publikuoti gautus
gydymo rezultatus, tiriamyjy gimdos kaklelio vaizdy fotografijas arba filmuota
medZiagg, nenurodant asmens dokumentiniy duomeny. IS gimdos kaklelio

vaizdy fotografijy niekaip nebus jmanoma identifikuoti paciento.

SAVANORISKAS DALYVAVIMAS

Dalyvavimas Siame tyrime yra savanoriSkas. Pacientai iSsaugo visas savo
juridines ir etines teises. Jis galite be jokio pasiaiSkinimo pasitraukti i$ tyrimo.
Jeigu Jus pasitraukiate i§ tyrimo dél Salutinio poveikio, praSome apie tai
informuoti savo gydytoja. Jeigu gydytojas manys, kad Jums biity naudingiau
nutraukti tyrima, jis gali tai padaryti bet kuriuo metu be Jiisy sutikimo. Jeigu Jus
pats nutarsite nedalyvauti ar nutraukti tyrimg, tai jokiu biidu neatsilieps Jusy
tolesniam gydymui ir priezitrai. Gydytojas Jums paaiskins dalyvavimo tyrime

nutraukimo procediirg.

PAPILDOMA INFORMACIJA
Jeigu turite klausimy apie Sio tyrimo rizika, galimas Salutines reakcijas ar Jisy,

kaip paciento, teises arba jei Jus jauciate kokius nors simptomus, kurie galéty
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buti susij¢ su tyrimu, ar reikéty ekstrinés pagalbos, praSom susisiekite su
gydytoja Rasa Vanseviciiite
mob. tel +37068612360; el.pastas: rasa.vanseviciute@nvi.lt

Taip pat dél informacijos galite kreiptis 1 Vilniaus regioninj biomedicininiy
tyrimy komiteta

Adresas: M.K. Ciurlionio 21/27, 228 kab., LT-03101, Vilnius
Tel./faksas: (8 5) 2686998, el. pastas: rbtek@mf.vu.lt
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3 priedas. Informuoto asmens sutikimo forma

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA

Gimimo data

Pagrindinio tyréjo vardas, pavardé: Simona Letautiené

v —

1. Patvirtinu, kad perskaiCiau ir supratau man pateikta informacija apie
anksCiau minétg tyrimg ir turéjau galimybe gauti atsakymus ] mano
klausimus. Tyréjas paaiSkino tyrimo esmg¢ bei tikslg ir a$ suprantu, kas man
yra sitiloma.

2. Suprantu, kad mano dalyvavimas Siame tyrime yra savanoriskas ir, kad as
galiu pasitraukti 1§ tyrimo bet kuriuo metu, nenurodydama jokios prieZasties.
De¢l to nenukentés mano sveikatos prieziiira bei nebus pazeistos mano teises.

3. Suprantu, kad mano individualiis tyrimo duomenys liks paslaptyje ir duodu
leidimg publikuoti mano fotografijas ar filmuota medziagg (gimdos kaklelio
vaizdus), nenurodant asmens duomeny.

4. Sutinku dalyvauti anks¢iau apraSytame tyrime.

Paciento paraSas, data
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AS, pagrindinis tyr¢jas, atsakingas uz §j tyrimg, patvirtinu, kad paaiskinau

anksCiau minétam pacientui biisimo tyrimo esmg ir tiksla, atsakiau j klausimus.

Pagrindinio tyréjo paraSas, data

Jeigu Jums i8kils problemy dél Sio tyrimo,

prasSome pranesti pagrindiniam tyréjui:

dr. Simonai Letautienei darbo tel : (85)2190962

arba tyr¢jai gydytojai Rasai Vanseviciiitei mob. tel. +37068612360,

el.pasStas : rasa.vanseviciute@nvi.lt

Taip pat dél informacijos galite kreiptis 1 Vilniaus regioninj biomedicininiy
tyrimy komitet3.

Adresas: M.K. Ciurlionio 21/27, 228 kab., LT-03101, Vilnius
Tel./faksas: (8 5) 2686998, el. pastas: rbtek@mf.vu.lt
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11. PADEKA

Dékoju Nacionalinio vézio instituto administracijai ir vadovams prof. Eduardui
Aleknaviciui, prof. Narimantui Evaldui Samalaviciui, prof. Konstantinui Povilui
Valuckui uz suteikta galimybe ir paramg vykdant §; mokslinj darbg. Dékoju
disertacinio darbo recenzentams ir disertacijos gynimo komisijos nariams uZz $10
darbo jvertinima.

Esu nuoSirdziai dékinga mokslinio darbo vadovei doc. Simonai Ritai
Letautienei uz palaikymg, pagalbg organizuojant mokslinio darbo rengima,
supratimg ir gera nuotaikg visose situacijose. Dr. Jonui Veniui dékoju uz
mokslines diskusijas, id¢jas ir dosniai skirta laikg raSant straipsnius ir
disertacijos rezultatus bei jy aptarima.

Dékoju gerbiamai prof. Janinai Didziapetrienei uz kantrybe, supratima, svarbias
mokslines pastabas ir skatinimg tobuléti, prof. Ricardui Rotomskiui ir dr.
Vydmantui Atkociui uz vertingus patarimus darbo eigoje. Taip pat dékoju
medicinos fizikos studentei magistrei Olgai Zukovskajai uz pagalba
registruojant ir analizuojant fluorescencijos spektry duomenis, bei statistinius
skai¢iavimus. Dékoju kalbos redaktorei Grazinai Pruskuvienei uz disertacijos
teksto redagavima.

Dékoju visoms tyrime dalyvavusioms pacientéms uz sutikimg dalyvauti tyrime.
Taip pat esu dékinga kolegéms gydytojoms, nukreipusioms pacientes
konsultavimui. Labai ac¢it kolegoms Konsultacinés poliklinikos vedéjai dr.
Daivai Kanopienei uz dalyvavima tiriant pacientes, bei palaikymg ir supratima,
onkoginekologijos skyriaus gydytojams ir slaugos personalui uz pagalbg
atliekant intervencines procediiras — kaip mokslinio darbo etapa, dr. Jolitai
Rimienei uz histologiniy tyrimy atlikimg. NuoSirdziai dékoju savo kolegei
slaugytojai Onutei StankeviCienei uz kasdien; palaikyma, supratima,
profesionaly darbg ir geb¢jimg sudaryti pozityvy psichologinj klimata nepaisant
gausaus sudétingy pacienty srauto.

Taip pat esu labai dékinga savo Seimai Mamai, TéCiui ir savo artimiausiam
zmogui Vaidui uz visapusiSska palaikyma, supratimag, kantrybg ir riipest]
mokslinio darbo rengimo metu.
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