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Izvlecek

Zaradi edinstvenih zmozZnosti vizualizacije, analiz kompleksnih bioloskih sistemov in vsestranskosti, so
fluorescenéna barvila postala pomembna orodja na razli¢énih znanstvenih in medicinskih podro¢jih. V
prispevku osvetljujejmo njihovo vsestranskost in aplikativnost, posebno na podroéju raziskav razli¢nih rakavih
obolen;j. V zadnjem delu se posve¢amo tudi uporabi fluorescenénih oznacevalcev pri raku trebusne slinavke.

Uvod

Fluorescen¢na barvila, so zaradi zagotavljanja edinstvenih zmoznosti za vizualizacijo in analizo
kompleksnih bioloskih sistemov, postala nepogresljivo orodje razli¢nih znanstvenih in medicinskih
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podrodij. Fluorescenéne molekule, vklju¢no s fluoresceinom, absorbirajo svetlobo pri krajsi valovni
dolzini in oddajajo svetlobo pri vi§ji valovni dolzini. Med taks$na barvila, ki jih odrazajo visoka
intenziteta emisije fluorescen¢ne svetlobe in visoka aplikativnost, uvri¢amo fluorescein in njegove

derivate (Slika 1) (1).
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Slika 1: Fluorescein in njegovi analogi.

Fluorescein je trden organski fluorofor, rumeno-oranzne barve, ki izpostavljen svetlobi absorbira
svetlobo pri 460 nm ter oddaja zeleno-modro emisijo fluorescence pri 515 nm (2). Zaradi njegove
izjemne intenzivnosti fluorescence, ga lahko zaznamo celo pri razred¢itvi 1:50.000.000 (3). V primerjavi
z natrijevo soljo, je sam fluorescein tako v vodi kot v organskih topilih slabo topna u¢inkovina. Vodne
raztopine fluoresceina so zaradi procesa razgradnje obcutljive na dolgotrajno izpostavljenost svetlobi
(4). Uporablja se kot oznacevalec v medicinskih in bioloskih aplikacijah, zlasti kot sonda za lokalizacijo
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tumorskih tkiv (5). V nadaljevanju opisujemo nekaj primerov le-teh.

Mozganski tumorji

Natrijeva sol fluoresceina se Ze dolgo uporablja pri diagnosticiranje tumorjev v mozganih (6). Tumorji
v mozganih izvirajo iz nenormalne rasti celic v mozganih ali bliznjih strukturah, kot so Zivci, hipofiza,
epifiza in mozganske membrane. Primarni tumorji izvirajo iz mozganov, sekundarni tumorji pa so
metastaze iz drugih delov telesa (7). Pred kraniotomijo, kjer se del kosti odstrani za dostop do mozganov,
bolniki prejmejo injekcijo natrijeve soli fluoresceina (6). Med posegom se mozganska skorja pregleda
pod UV svetlobo; povrdinski tumorji se obarvajo rumeno-zeleno, kar olajsa njihovo prepoznavanje
in dolo¢anje meje (6). Za globlje tumorje se uporabljajo biopsijski materiali, ki jih testirajo na pojav
fluorescence, ki prikaze prisotnost ali odsotnost bolezensko spremenjenega tkiva (6). Benigni in pocasi
rasto¢i tumorji morda ne fluorescirajo, zaznamo pa lahko tudi bolezenske spremembe, ki motijo krvno-
mozgansko pregrado, kot so edem, kapsule abscesov in poskodovana tkiva (6,8). Metastatski tumorji
obi¢ajno kazejo svetlo fluorescenco, tudi v primeru nekroze (6).

Rak Zelodca

Rak Zelodca izhaja iz celic notranje plasti zelodca, pri ¢emer je najpogostejsi tip adenokarcinom,
ki se razvije v celicah, ki proizvajajo sluz (9). Bhunchet je s sodelavci (10) preucil novo metodo za
odkrivanje raka Zelodca z uporabo fluoresceinske elektronske endoskopije, namenjene odkrivanju raka
v zgodnji fazi. Studija je zajemala 16 bolnikov z zgodnjim rakom 7elodca (diagnosticiranim z belo
svetlobo endoskopije in kromoskopijo), ki so pred operacijo prejeli intravensko injekcijo natrijeve soli
fluoresceina in nato opravili fluoresceinsko elektronsko endoskopijo. Opravljena je bila tudi temeljita
histopatoloska analiza odstranjenih vzorcev. Priblizno 10 sekund po injiciranju fluorescenénega
oznacdevalca so opazili fluorescenco, ki se je hitro $irila po notranji povrsini Zelodca. Rak zelodca v
zgodnji fazi, z ve¢jim Stevilom stromalnih celic, je pokazal izrazitej$o fluorescenco v primerjavi z rakom
z manj stromalnimi celicami, ki je odrazal sibkejso fluorescenco. Mo¢nej$a fluorescenca je bila prisotna
tudi pri nediferenciranih rakih z razsirjeno stromo zaradi malignih invazij. Meje rakov v zgodnji fazi
so bile jasno opazne, nekatere spremljajoce bolezenske spremembe, ki so bile pri rutinski endoskopiji
spregledane, so bile zaznane med operacijo (10).

Rak ustne votline

Rak ustne votline zajema rake, ki nastajajo v razli¢nih delih ust, in se uvr$¢ajo med rake glave in vratu.
Zdravljenje raka ustne votline je pogosto podobno kot pri drugih rakih te skupine. Rak ustne votline
se obicajno za¢ne v ploscatih celicah, imenovanih skvamozne celice, ki oblagajo notranjost ust in ustnic
(11). V $tudiji Qaiserja s sodelavci (12) je sodelovalo 100 oseb, vklju¢no z 42 z oralnimi potencialno
malignimi spremembami (OPMD), 40 z oralnim skvamoznim celi¢nim karcinomom (OSCC) in 18
kontrolnih posameznikov z vnetnimi stanji, kot sta perikoronitis in benigni fibrozni polipi. §tudija je
prva dokumentirala vlogo fluoresceina pri odkrivanju raka ustne votline in OPMD. Bolniki so najprej
opravili vizualni pregled ust z belo in nato $e pregled z modro svetlobo v temni sobi za avtofluorescenco.
Lezije, ki so kazale avtofluorescenco, so bile izklju¢ene. Nato je bil na bolezensko spremembo in okolico
topikalno nanesena natrijeva sol fluoresceina, usta so bila sprana, sprememba pa pregledana glede
fluorescenco. Raziskovalci so ugotovili, da fluorescein omogoca hitro in ob¢utljivo prepoznavanje
potencialno malignih motenj (OPMD) in oralnega skvamoznega celi¢nega karcinoma (OSCC), saj
lahko razlikuje med zdravo ustno sluznico in displazijo/malignimi spremembami ustne votline (12).

Rak secnega mehurja

Rak se¢nega mehurja je deseti najpogostejsi rak na svetu, pogostejsi pri moskih kot Zenskah (13). Pravilno
presejanje in zgodnje zdravljenje lahko upocasnita napredovanje bolezni ter izboljsata terapevtski izid
(13). Zgodnje odkrivanje raka mehurja je klju¢no, kar je mogoce doseti s fluorescenénimi metodami,
ki vklju¢ujejo endogeno in eksogeno fluorescenco. Endogena fluorescenca ali avtofluorescenca temelji
na svetlobi, ki jo oddajajo tkivni fluorofori, kot sta NADH in kolagen. Pri raku se¢nega mehurja
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pride do sprememb v avtofluorescenci zaradi ve¢je absorpcije krvi, povecane debeline epitelijskih
celic in zmanjsane vzbujenosti kolagena in NADH. Natan¢nejsa diagnoza nadalje zajema obravnavo
dveh kljuénih valovnih dolzin (14). Vplivi debeline epitela in absorpcije krvi, lahko tako privedejo
do nezanesljivosti pri avtofluorescenci (14). Eksogena fluorescenca vklju¢uje vnos fluoroforjev v
mehur in njihovo vzbujanje z vidno svetlobo (14). Fotodinami¢na terapija (PDT) temelji na uporabi
fotosenzibilizatorjev, ki se kopidijo v tumorju in ob aktivaciji s svetlobo povzoro¢ijo njegovo nekrozo,
pri ¢emer je deformacija zdravega tkiva minimalna. Uporaba hematoporfirinov za fluorescenéno
vodenje diagnostike raka mehurja sega v leto 1976 (15). Koncept fotodinami¢ne diagnostike (PDD)
izkori$¢a fluorokrome, ki ob absorpciji svetlobe oddajajo fluorescenco, kar omogoca natanéno lokacijo
tumorskega tkiva. V rakavih celicah, 5-aminolevulinska kislina (ALA) sprozi kopi¢enje fluorescené¢nega
protoporfirina IX (PPIX), kar ustvari kontrast med rdee fluoresenénimi malignimi lezijami in
nefluorescenéno normalno sluznico (16).

Metastaze raka dojke v mozgane

Natrijeva sol fluoresceina je bila uporabljena tudi pri operacijah metastaz raka dojke v mozganih (17).
Rak dojke je najpogostejsa vrsta raka in glavni vzrok smrti zaradi raka pri Zenskah (18). Prekomerna
izpostavljenost estrogenom lahko prispeva k poskodbam DNA in genetskim spremembam, kar
spodbuja napredovanje raka dojke (18). Mutacije v genih BRCAI in BRCAZ2, ki naj bi delovali kot
genski supresorji, lahko povzrodijo razvoj raka dojk in jajénikov (19). Razsoj tumorja je odgovoren
za 90 % smrti in je glavni vzrok smrti pri raku dojke (18). Rak dojke se najpogosteje $iri v mozgane,
aksilarne bezgavke, kosti, plju¢a in jetra. Rakave celice dojke lahko prodrejo v moigane preko
krvozilnega sistema, kjer se razmnozijo, kar vodi do metastaz v moZganih (18). Studija Xiao s
sodelavci (17), izvedena med majem 2012 in junijem 2016, je zajela 38 bolnic z razsojem raka
dojke v mozZgane. Cilj $tudije je zajemal primerajvo kirurskega posega ob uporabi fluoresceina,
glede na standardno nevrokirur$ko metodo. Izsledki so pokazali, da je z natrijevo soljo fluoresceina (5
mg/kg, intravensko: po alergijskem testu in splo$no anastezijo) voden poseg izboljsal vidnost tumorja
in imel boljsi vpliv na stanje bolnic v primerjavi s standardno mikrooperacijo. Poleg omenjenega je
bilo skupno prezivetje po zdravljenju metastaz v mozganih nekoliko vi$je pri bolnikih, ki so prejeli
fluoresen¢ni marker, kar kaZe na varnost in izvedljivost postopka za odstranjevanje metastaz raka dojke

v mozganih (17).
Rak trebusne slinavke

Fluorescen¢na barvila so postala klju¢no orodje pri odkrivanju, slikovni diagnostiki in zdravljenju raka
trebusne slinavke, saj pomenijo pomemben napredek tako v predklini¢nih kot klini¢nih okoljih. Rak
trebusne slinavke ostaja ena najbolj smrtonosnih oblik raka zaradi pozne diagnoze in zapletenosti,
povezanih s kirurskim zdravljenjem. V zadnjih letih se je uporaba fluorescenénih barvil v bliznjem
infrarde¢em spektru (NIRF) izkazala za obetavno pri izbolj$anju natan¢nosti kirurskega odstranjevanja
tumorjev in izboljfanju izidov za bolnike (20). Pomemben napredek zajema razvoj konjugatov
hialuronske kisline, ki so natan¢no prirejeni za ciljno dostavo v celice raka trebusne slinavke. Kot so
pokazali Qi in sodelavci (20), so ti konjugati zasnovani za izbolj$anje intraoperativnega slikanja z
zagotavljanjem izboljSanega kontrasta, kar omogoc¢a kirurgom natan¢nejso vizualizacijo mej tumorja
med odstranitvijo. Ta natan¢na slikovna zmogljivost je klju¢na, kjer so ¢iste kirurS$ke meje bistvenega
pomena za zmanj$anje stopnje ponovitve bolezni in izbolj$anje dolgoro¢nega prezivetja.

Fluorescen¢no barvilo indocianin zeleno (ICG) (Slika 2), ki ga je odobrila Ameriska uprava za hrano in
zdravila (FDA), je bilo med drugim uporabljeno za izbolj$anje kontrasta pri odkrivanju raka trebusne
slinavke. Li in sodelavci (21) so raziskali uporabo slikovne diagnostike s fluorescenco z ICG v prvem
in drugem bliznjem infrarde¢em oknu, kar znatno izbolj$a prikaz tumorjev v tkivu trebusne slinavke.
Natan¢na sposobnost razlikovanja med malignimi in zdravimi celicami tako pripomore pri zgodnjem
odkrivanju raka trebusne slinavke, povecuje tudi natan¢nost odstranjevanja tumorja, kar lahko vodi do

boljsih kirurskih izidov.
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Cianinski del molekule:
polimetinski most med dvema atomoma dusika
Z delokaliziranim nabojem
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Slika 2: Indocianin zeleno (ICG) je heptametin cianinska spojina z ved dolgimi konjugiranimi metinskimi
verigami. V srediscu obeb dusikovih heterociklicnih motivov, ki ima lipofilne lastnosti, velik molarni

absorpcijski koeficient, visok kvantni izkoristek fluorescence, hiter metabolizem v telesu in redke stranske
utinke (22).

Na podro¢ju zgodnjega odkrivanja so Kalubowilage in sodelavci (23) razvili ultraobéutljive
fluorescen¢ne nanobiosenzorje, ki lahko preko tekocinskih biopsij prepoznajo raka trebusne slinavke v
najzgodnejsih fazah. Ti nanobiosenzorji izkori$¢ajo obcutljivost fluorescenénega odkrivanja za zajem in
analizo biomarkerjev, povezanih z rakom trebusne slinavke, kar omogoca neinvazivno in zelo natan¢no
diagnosti¢no orodje. Zgodnje odkrivanje je e posebej pomembno pri raku trebusne slinavke, kjer se
simptomi pogosto pojavijo Sele, ko je bolezen ze napredovala, in so u¢inkovite moznosti zdravljenja
omejene. Velik napredek je bil dosezen pri razvoju konjugatov fluorescenénih protiteles, ki ciljajo
na specifi¢ne biomarkerje celic raka trebusne slinavke. Olson in sodelavci (24) so se osredotodili na
preucevanje konjugata z bliznjo infrardeco fluorescenco, ki cilja na MUC16. Slednji je pokazal mo¢no
ojacanje fluorescence v rakavih celicah. Konjugat med operacijo omogoca bolj$o vizualizacijo tumorjev,
kar olajsa njihovo popolnejSo odstranitev in zmanjsuje verjetnost preostalih rakavih celic, ki bi lahko
povzroéile ponovitev bolezni.

Prehod od predklini¢nih raziskav h klini¢ni uporabi je prikazan v Studiji, ki so jo izvedli Lu in sodelavci
(25), kjer so v klini¢nem preizkusanju (faza 1) testirali konjugat panitumumab-IRDye800CW. Slednje
je zaznamovalo pomemben korak k tumorsko specificnemu kirurskemu vodenju s fluorescenco pri
obravnavi raka trebusne slinavke. Konjugat cilja na receptor za epidermalni rastni faktor (EGFR), ki
je prekomerno izrazen v mnogih primerih raka trebusne slinavke. Nadaljnje bliznje infrardece barvilo
pa zagotavlja visoko kontrastno slikanje med operacijo. Studija je pokazala izvedljivost in varnost
uporabe omenjenega konjugata za intraoperativno slikanje med kirur$kim posegom, kar lahko izboljsa
natan¢nost odstranjevanja tumorjev in izide za bolnike. Drugi inovativen pristop vkljutuje razvoj
konjugatov fluorescenénih protiteles z zdravili (ADC) za molekularno slikanje in ciljno zdravljenje.
Knutson in sodelavci (26) so razvili fluorescentni ADC, ki se specifi¢no veze na celice raka trebusne
slinavke, ki izrazajo karcinoembrionski antigen (CEA). Dvojno funkcionalno sredstvo omogoca tako
vizualizacijo tumorjev kot tudi dostavo citotoksi¢nih zdravil neposredno v rakave celice, s ¢imer se
poveca terapevtska uc¢inkovitost in zmanjsa poskodba zdravih tkiv. Hoogstins in sodelavci (27) so pri
fluorescen¢no vodenem kirurskem posegu raziskovali uporabo novega karcinoembrionskega antigena
SGM-101, ki cilja na fluorescenéno barvilo v bliznjem infrarde¢em spektru. Izsledki so pokazali
potencial uporabljenega barvila za izbolj$anje intraoperativnega prepoznavanja tumorjev trebusne
slinavke, s ¢imer omogoca natanénejso odstranitev tumorjev in izbolj$anje stopnje prezivetja bolnikov.
Za utisanje genov pri raku trebusne slinavke je bila raziskana tudi uporaba polimernih nanodelcev
z vezanim barvilom za emisijo, povzroteno z agregacijo (AIE). Hu in sodelavci (28) so razvili
nanovektorje, ki so uspesno transfecirali siRNA v celice raka trebusne slinavke, kar je bilo potrjeno tudi
s fluorescen¢nim slikanjem. Pristop poudarja potencial kombiniranja fluorescen¢nih barvil z gensko
terapijo za ciljno zdravljenje raka trebusne slinavke na molekularni ravni.

Zakljucek

Vkljuditev fluorescen¢nih barvil v diagnostiko in zdravljenje rakavih obolenj predstavlja pomemben
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napredek vse od znanstvenih do klini¢nih poti. Tovrstna barvila izbolj$ajo vizualizacijo tumorjev,
omogocajo zgodnje odkrivanje z neinvazivnimi metodami in izbolj$ujejo natanénost kirurskih posegov.
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