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KLINIKINIAI TYRIMAI

rugstj ir jos metilinta esterj
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Laima Bloznelyté-Plésniené
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RaktaZodZiai: fluorescenciné diagnostika, 5-aminolevulininé riigstis, metilo aminolevulinatas,
odos navikai, protoporfirinas IX.

Santrauka. Tyrimo tikslas. Sergamumas piktybiniais epiteliniais odos navikais sparciai didéja.
Siekiant gery gydymo rezultaty, ypac svarbu kuo anksciau diagnozuoti navikus ir nustatyti tikslias
Jy ribas. Mes tyréme protoporfirino IX fluorescencijq odos piktybiniuose navikuose, lygindami
S-aminolevulininés riigsties ir jos metilinto esterio aplikacijas.

Tyrimo metodai. Fluorescenciné diagnostika atlikta 126 ligoniams, diagnozuojant ir nustatant
tikslias odos plokscialgstelinio, bazolgstelinio vézZio bei ikivéziniy dariniy ribas. 5-amino-
levulininés riigsties ar metilo aminolevulinato kremo buvo tepama ant jtartino odos darinio ir
laikoma 2—4 val. Tiriamq plotq apsvietus violetine diodo Sviesa, buvo jvertinta protoporfirino
1X svytéjimo ir morfologiniy tyrimy rodmeny koreliacija.

Rezultatai. Atliekant fluorescencine diagnostikq, navikinis audinys Svyti ryskiai raudona-
avietine spalva, aiskiomis ribomis melsvai-violetiniame sveiky audiniy fone. Naviko riby
fluorescencija, suzadinta 5-aminolevulinine riigstimi, 30 proc. atvejy buvo nezymiai silpnesné,
lyginant su jos metilintu esteriu sukelta fluorescencija. [vertintas odos piktybiniy naviky ap-
likacinés fluorescencinés diagnostikos jautrumas — 95,4 proc., specifiskumas — 88,6 proc.,
teigiama prognostiné verté — 86,1 proc., neigiama prognostiné verté — 96,3 proc.

Isvados. 5-aminolevulininés riigSties ar jos metilinto esterio aplikaciné fluorescencinée
diagnostika yra patikimas metodas piktybiniy epiteliniy odos naviky vaizdinimui. Jis ypac
tinkamas ankstyvajai pavirsinio odos vézio diagnostikai, tiksliam naviko riby nustatymui ir
stebéjimui. Po metilo aminolevulinato aplikacijos naviko ribos matomos Siek tiek ryskiau nei
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Odos naviky fluorescenciné diagnostika naudojant S-aminolevulining

naudojant 5-aminolevulinine rugstj.

Ivadas

Lietuvos veézio registro duomenimis, Lietuvoje
kaip ir visame pasaulyje sergamumas piktybiniais epi-
teliniais odos navikais sparciai did¢ja (1, 2). Siekiant
geru gydymo rezultaty, ypa¢ svarbu kuo anksciau
diagnozuoti navikus. Siais atvejais labai vertinga fluo-
rescenciné diagnostika (FD), medicinos literatiroje
taip pat vadinama fotodinamine diagnostika (FDD)
(3, 4), naudojant endogeniskai i§ S-aminolevulininés
rigsties (ALA) sintezuojamo protoporfirino IX
(PpIX) fluorescencija. Fluorescencinés diagnostikos
esmé ta, kad piktybiniy naviky audiniuose porfiriny
susikaupia kur kas daugiau nei sveikuose audiniuose
(5, 6), nes pastarieji turi daugiau fermento feroche-

latazés, pavercianc¢io protoporfiring IX hemu (7). Be
to, navikiniame audinyje Sie junginiai iSlieka ilgiau
nei sveikose lastelése (8). Porfirinai, sugére tam tikro
bangos ilgio Sviesos kvanta, turi savybeg Svyteéti (fluo-
rescuoti). [vedus porfirinus | navikinius audinius ir
juos apsvietus tinkamo bangos ilgio Sviesa, matoma
iy audiniy fluorescencija (9,10).

Aplikaciné fotodinaminé terapija (FDT), vartojant
egzogeninius fotosensibilizatoriaus pirmtakus: 5-ami-
nolevulining riigsti ar metilo aminolevulinata (MAL),
yra pagrista fotosensitizacijos principu (11) ir vis pla-
¢iau bei efektyviau taikoma pavirSiniams odos pik-
tybiniams navikams ir ikivéziniams dariniams gydyti
(12), todél galimas vis platesnis Sios diagnostikos pri-
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taikymas praktikoje. Prie§ skiriant gydyma, labai
naudinga ir biitina nustatyti tikslias naviky ribas, ap-
Svieciant tinkamu Sviesos Saltiniu, ir jvertinti pakitusiy
audiniy fluorescencija.

Nuo 1990 m. fluorescencinei diagnostikai ir foto-
dinaminei terapijai vartojamas labai perspektyvus fo-
tosensibilizatorius — 5-aminolevulininé riigstis. 1998 m.
susintetintas 5-aminolevulininés riigSties metilintas
esteris, kurio registruota Europoje vaistiné forma
aplikacinei FDT — Metvix (metilo aminolevulinatas)
(13). Abi Sios medziagos yra PplX, gana selektyviai
besikaupiancio navikiniuose audiniuose, biosintezés
pirmtakai, nukonkurave hematoporfirino darinius
(HpD), sukeliancius ilgalaike (iki 1 mén.) fotosensi-
bilizacija (14, 15). Tuo tarpu po ALA aplikacijos jjaut-
rinimas Sviesai iSlieka ne ilgiau kaip 24 valandas ir
tai pasireiskia labai retais atvejais.

Fluorescencinés diagnostikos tikslas — navikiniy
audiniy atpazinimas ir ju riby nustatymas naudojant
sensibilizatoriy. Atsizvelgiant i tai, kad néra pakan-
kamai duomeny apie PpIX sukelta fluorescencija pa-
zeistoje bei sveikoje odoje (12), Sio tyrimo tikslas —
palyginti ALA ir MAL galimybes, fluorescencinése
odos naviky diagnostikose tapatumus bei skirtumus.

Tirtyjy kontingentas ir tyrimai

Fluorescenciné diagnostika atlikta 126 ligoniams
Vilniaus universiteto Onkologijos instituto Lazerinés
ir fotodinaminés terapijos laboratorijoje, diagnozuo-
jant ir nustatant tikslias plokscialastelinés, bazo-
lastelinés karcinomos bei ikivéziniy dariniy ribas.
Atlikti biomedicininj tyrima ,,Odos ir gleiviniy navi-
kuy fotodinaminé diagnostika® gautas Lietuvos
bioetikos komiteto leidimas (2006-09-08 Nr. 38 ir
2006-12-22 Nr. 62). Kiekvienas pacientas buvo su-
pazindintas su tyrimu ir pasira$¢ informuoto asmens
sutikimo forma.

Tyrime dalyvavo vyresni nei 18 mety pacientai
(vyryu—42 proc., motery — 58 proc.), kuriems kliniskai
buvo itartas arba morfologiskai nustatytas odos epi-
telinis vézys. Tirlamyjy amzius svyravo nuo 35 iki
91 mety (amziaus vidurkis =+ standartinis nuokry-
pis — 68,8£13,1 mety). Pusei ligoniy buvo tiriamas
vienas darinys, kitiems — daugiau nei vienas. IStirti
162 odos dariniai. Dariniy skirstinys pagal lokalizacija
ir morfologija pateikiamas 1 lenteléje.

Aplikacinei fluorescencinei diagnostikai naudoti
fotopreparatai: S-aminolevulininé riigstis arba metilo
aminolevulinatas (MAL). IS 5-ALA (5-aminolevu-
linsaurehidrochlorid; Medac; Vokietija) buvo ruosia-
mas 20 proc. tepalas, riebaus kremo (Excipial) pa-
grindo. Tepalas mentele tepamas plonu (apie 1 mm)

1 lentelé. Tirty odos naviky skirstinys atsiZvelgiant
i lokalizacija ir morfologija

Odos naviky lokalizacija Skaicius
ir morfologija (proc.)
Lokalizacija
Periorbitaliné sritis ir vokai 16
Veidas 38,2
Ausis 6,8
Plaukuotoji galvos dalis ir kaklas 13
Kitos sritys 26
Zidinio pobidis
Bazolasteliné karcinoma 48,2
Plokscialasteliné karcinoma 5,5
Ikivéziniai dariniai 14,8
Gerybiniai poky¢iai 31,5

sluoksniu ant tiriamojo odos ar gleiviniy pavirSiaus ir
aplinkiniy sveiky audiniy 5-10 mm atstumu nuo ti-
riamojo zidinio, uzdengiamas polietilenine plévele ir
fiksuojamas medicininiu pleistru. Laikomas 2—4 val.,
po to Svariai nuvalomas tamponu, sumirkytu fizio-
loginiame tirpale (16). Ant identisky dariniy tokiu pat
principu buvo tepamas MAL (Metvix — registruotas
vaistinis PhotoCure ASA (Norvegija) preparatas. Sio
kremo aktyvioji sudedamoji dalis 160 mg/g metilo
aminolevulinatas (kaip hidrochloridas), ekvivalentas
16,0 proc. metilo aminolevulinato). MAL buvo lai-
komas 3 val., po to nuvalomas (17).

Tiriamojo ploto audinius 2—10 sek. apSvietus tin-
kamo bangos ilgio Sviesa (tam pritaikéme labai mazos
galios (401 nm ir 405 nm) milivatiniy Sviesos diody
Sviesa, kuri nesukelia jokio pavojaus, nereikia ap-
saugos priemoniy), buvo vertinama fluorescencija.
Fluorescencija kiekvieng karta buvo vertinama at-
skirai dviejy ar trijuy gydytojuy, rezultatai sumuojami
ir pateikiamas vidurkis. Tyrimo pradZzioje kartu buvo
atlickama deSimties dariniy spektroskopiné analizé,
kuria remiantis pavyko sudaryti ir pagristai naudoti
matoma vaizding skalg. Fluorescencija fotografuota
skaitmeniniu fotoaparatu, duomenys saugomi kom-
piuteryje.

FD procediiry metu i$ visy fluorescuojanciy sriéiy,
o itarus piktybinj procesa, tiek i§ fluorescuojanciy,
tiek 1§ nefluorescuojanciy zidiniy buvo imama me-
dziagos citologiniams ar bioptatas histologiniams ty-
rimams ir vertinama tiriamojo audinio morfologijos
ir fluorescencijos koreliacija.

Statistiniai metodai. Atlikta apraSomoji duomeny
analizé. Skai¢iavimams naudotas statistinis programy
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paketas ,,SPSS 16.0* (version for Windows). Apskai-
Ciuoti jprasti testo kokybe charakterizuojantys ro-
dikliai: jautrumas, specifiSkumas, teigiama prognos-
tiné verte, neigiama prognostiné verté (18). Tiriant
fluorescencijos intensyvumo ir darinio tipo (ploks-
Cialastelinio, bazolastelinio vézio bei dariniy) priklau-
somybg, taikytas chi kvadrato ()?) testas. Duomeny
skirtumas statistiskai reikSmingas, kai p<0,05.

Rezultatai

IStyrg 162 odos darinius, nustatéme, kad piktybiniy
naviky audinys fluorescuoja ryskiai raudona-avietine
spalva, aiskiomis ribomis melsvai-violetiniame svei-
ku audiniy fone, nes PpIX fluorescencijos pikas —
635 nm (raudona spalva).

ALA ir MAL fluorescencija sukelta beveik visis-
kai nesiskyré. Galima isskirti tik labai nezymy fluo-
rescavimo skirtuma, kuris uzfiksuotas 30 proc. atveju.
Ribas tarp sveiko ir paZeisto audinio buvo galima Siek
tiek tiksliau nustatyti aminolevulinatu sukelta fluo-
rescencija, nes ALA sukelta fluorescencija neturéjo
tokiy aiskiy riby (jos lyginant su MAL sukelta fluo-
rescencija atrodo ,,isiliejusios* (pav.)). Tai buvo labai
nezymis skirtumai, kurie klinikoje gali buti pastebimi
tik tuomet, kai specialiai atkreipiamas démesys i $i
pozymi.

Plokscialastelinés karcinomos (Ca) ir Ca in situ
zidiniy fluorescavimas ryskiai avietine spalva inten-
syvesnis nei kity tirty fluorescuojanciy zidiniy. Du
ligoniai su $ia patologija buvo imunodeficitinés bii-
senos dél Salutiniy ligy ir tai galbut salygojo inten-
syvesni fluorescavima.

Siuo metodu diagnozuotos bazolastelinés kar-

cinomos — dazniausi odos navikai. I$ viso iStyréme
78 bazaliomas (i$ juy 8 dariniai diagnozuoti fluores-
cencija). 23 FD nustatéme tikslias iSplitimo ribas prie$
gydyma (patvirtinta morfologiniais tyrimais). Tai ypac
svarbu siekiant radikalaus gydymo.

Tyrimo metu jprastinés violetinés §viesos (skleidzia-
mos $viesos Saltinio) fone stebétas arba nestebétas
fluorescavimas, kurio spalva varijavo nuo avietinio iki
alyvinio atspalvio, priklausomai nuo tirtojo darinio —
ar tai buvo ikivéziniai, ar piktybiniai odos dariniai.
Viena zidini i8 trijy Ca in situ diagnozavome pasitelke
FD.

Aktining keratoze — tai ikivézinis odos susirgimas.
16 atvejy fluorescavo ir buvo patvirtinta morfolo-
giskai. Si fluorescencija turéjo labiau alyvini nei
avietinj (blidinga karcinomai) atspalvi.

Reaktyviis pokyciai — tai 20 morfologiskai pa-
tvirtinty atsakymu. I8 20 zidiniy tik keturi fluorescavo
ir ne itin intensyviai. Raudona fluorescencija taip pat
turéjo labiau alyvini nei avietinj atspalvi.

Tik vienu atveju registravome Salutinj reiskini, tai
yra neintensyvy skausma apsvietus akies kampa vio-
letine $viesa ir vertinant fluorescencija. Daugiau Salu-
tiniy reiSkiniy neuzfiksavome.

Fotodinaming diagnostika naudojome pries apli-
kacing fotodinaming terapija, jos metu ir iSkart po
jos. Naudojant Sia diagnostika, ivertintas FDT radi-
kalumas.

Tyrimo kokybg charakterizuojantys rodikliai: jaut-
rumas, specifiSkumas, teigiama prognostin¢ verte,
neigiama prognostiné verté pateikiami 2 lentel¢je,
priklausomybé tarp zidinio pobtidzio ir fluorescavimo
3 lentel¢je.

Pav. Bazolastelinés karcinomos fluorescencijos skirtumai
A — bazolastelinés karcinomos fluorescencija po metilo aminolevulinato (MAL) aplikacijos;
B — fluorescencija po 5-aminolevulininés riigsties (ALA) aplikacijos, maZziau ryskios ribos tarp piktybinio
audinio ir sveikos odos; C — bazolasteliné karcinoma kaktos-smilkinio srityje.
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2 lentelé. Tyrimo kokybe charakterizuojantys rodikliai
Jautrumas Specifiskumas Teigiama prognostiné verté Neigiama prognostiné verté
95,4 proc. 88,6 proc. 86,1 proc. 96,3 proc.

3 lentelé. Priklausomybé tarp Zidinio pobiidZio ir fluorescavimo

. ) Fluorescencija (proc.) )
Zidinio pobudis IS viso (proc.)
intensyvi nezymi néra

Bazolasteliné karcinoma 58 (74,3) 18 (23,1) 2 (2,6) 78 (100,0)
Plokscialasteliné karcinoma 8 (88,9) 0 (0,0) 1(11,1) 9 (100,0)
Ikivézinis darinys 7 (29,1) 16 (66,7) 1 (4,2) 24 (100,0)
Gerybinis darinys 1(2,0) 10 (19,6) 40 (78,4) 51 (100,0)
I viso 74 (45,8) 44 (27,1) 44 (27,1) 162 (100,0)

Rezultaty aptarimas

Iverting ALA ir MAL galimybes epiteliniy odos
naviky fluorescencingje diagnostikoje, irodéme, kad
abu fotovaistai yra tinkami piktybinio proceso is-
plitimui ir tikslioms riboms nustatyti. Turint galimybe,
reikéty rinktis metilo aminolevulinata tikslesniy riby
nustatymui, taciau pasirodo duomeny, jog MAL la-
biau linkes sukelti kontaktines alergines reakcijas nei
ALA (19). Svarbu pazyméti, kad tyrimy metu stebéta
fluorescencija visada turéjo labai aiskias ribas, nau-
dojant MAL, o kiek labiau ,,i$siliejusias* — panau-
dojus ALA. Tai buty galima sieti su didesniu 5-ALA
esteriy lipofiliSkumu, dél kurio pastarieji geriau pra-
siskverbia per lastelés membrang (20) ir didesniu spe-
cifiSkumu pazeistoms bei pakitusioms lastelems nei
normaliai odai (21). Taciau fluorescuojanti darinj vi-
sais atvejais galima buvo i$skirti milimetro daliy tiks-
lumu.

Pastebéjome, kad, laikant ALA trumpesni laika,
t.y. 2 val. (22), piktybiniy audiniy fluorescavimas
biina panasesnis i sukelta MAL, t. y. navikiniai audi-
niai ryskiau apriboti nefluorescuojancios sveikos odos.
Tai galima susieti su PpIX sukeltu fluorescavimu,
kuris palaipsniui, per ilga laika, atsiranda ir sveikoje
odoje, patepus ja S-aminolevulinine ragstimi (12).
Todél, atliekant fluorescencing diagnostika, 5-ami-
nolevulininés rigsties tepala rekomenduotina laikyti
2-3 val., nevirSijant 4 valandy, rySkesnéms riboms
tarp sveiko ir pazeisto audinio nustatyti.

Atlikus tyrima, nustatyta, jog tyrimo kokybg cha-
rakterizuojantys rodikliai beveik sutampa su Y. Won
ir jo bendraautoriy paskelbtais analogiskais rodikliais,
ju nustatytas jautrumas — 95 proc., specifiskumas —
88 proc. (23). Kiek skirtingus Siuos duomenis biity

galima paaiskinti tuo, kad jie tyré tik bazolastelinés
karcinomos fluorescencija, sukelta MAL. Kity lo-
kalizacijy fluorescencinés diagnostikos rodikliai taip
pat labai auksti: burnos ertmeés plokscialastelinio vé-
zio jautrumas ir specifiskumas atitinkamai — 99 proc.
ir 60 proc. (24), o gerkly — 89 proc. ir 100 proc. (25).
Geri rezultatai apraSomi ir neurochirurgy: FD padeda
tiksliau nustatyti galvos smegeny naviko ribas ir atlikti
radikalesng operacija (26, 27).

Idomu tai, kad skirtingo histologinio tipo dariniai
skleide kiek skirtingo atspalvio fluorescencija. Ka-
dangi Sie skirtumai buvo labai neZymiis, mes manome,
kad reikalingi tolesni ir iSsamesni tyrimai. Jau Zinoma,
kad atskiry Zmoniy odos savitosios fluorescencijos
spektrai yra skirtingi (28), galbiit tai budinga ir skir-
tingo histologinio tipo dariniams.

Sio tyrimo metu nustatéme tik viena Salutinj reis-
kini —neintensyvy skausma. Taciau negalima pamirsti
Salutiniy reiskiniy jautriems pacientams skiriant ALA
ar MAL. Jie gali pasireiksti odos jautrumu Sviesai
(15), kuris trunka iki 24 val., kontaktiniu dermatitu
(0,4 proc. gydomy Metvix’u) (17), pykinimu. Labai
retai gali atsirasti praeinanti bilirubinurija.

ISvados

1. Musy duomenimis, fotodinaminé diagnostika,
naudojant 5-aminolevulininés riigsties ar jos metilinto
esterio aplikacija, yra informatyvus diagnostikos me-
todas nustatant tiek pirminius piktybinius epitelinius
odos navikus, tiek galimus jy ataugimus po gydymo
bei tikslinant neaiskias piktybinio proceso ribas.

2. MAL nedaugeliu atvejy tinkamesnis fluorescen-
cinei diagnostikai nei ALA, tikslesniy piktybinio pro-
ceso riby nustatymui.
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Fluorescence diagnostics of skin tumors using S-aminolevulinic acid
and its methyl ester

Jurgita Liutkeviciaté Navickiené, Aleksandras Mordas, Saulé Simkuté,
Laima Bloznelyté-PléSniené
Laboratory of Laser and Photodynamic Treatment, Institute of Oncology, Vilnius University, Lithuania

Key words: fluorescence diagnostics; 5-aminolevulinic acid; methyl aminolevulinate; skin tumors;
protoporphyrin IX.

Summary. Objective. The incidence of malignant skin tumors is rapidly increasing. Early diagnosis,
determining the margins of the tumor, is extremely important to achieve good treatment results. We investigated
fluorescence of protoporphyrin IX in skin carcinomas. The study aimed to compare the effectiveness of
topical 5-aminolevulinic acid and methyl-aminolevulinate in determining the exact margins of skin tumors.

Materials and methods. Fluorescence measurements were performed in 126 patients with malignant,
premalignant, and benign skin lesions for detection of the margins of squamous cell carcinoma and basal cell
carcinoma. 5-Aminolevulinic acid or its methyl ester was applied to the skin lesion for 2—4 h, and the data of
evaluated protoporphyrin IX fluorescence were correlated with the data of morphological tissue examination.

Results. Malignant tissue shows a specific red fluorescence when illuminated with blue-violet light, whereas
no fluorescence was observed in normal skin. In 30% of cases, the delineation of neoplastic lesions excited
by S-aminolevulinic acid was slightly weaker than using methyl-aminolevulinate. A sensitivity of 95.4% and
a specificity of 88.6% as well as positive and negative predictive values of 86.1% and 96.3%, respectively,
were obtained.

Conclusions. Fluorescence diagnostics can be used for complete visualization of malignant skin lesions
after topical application of 5-aminolevulinic acid or methyl aminolevulinate. It has been shown to be highly
effective in the diagnostics of malignant superficial skin lesion. This method is applicable for detecting early
superficial tumors, margins of tumors, and follow-up after therapy. Topical application of methyl
aminolevulinate is slightly superior to 5-aminolevulinic acid in detection of lesion margins.
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