
Fluorescenãné spektrá ako moÏn˘ marker procesu hojenia
rany in vivo – Experimentálna ‰túdia

Mokr˘ M.1, Gál P.1, Novotn˘ M.1, Ku‰nír J.2, Dubayová K.2, Sabo J.1

1Ústav lekárskej biofyziky, Lekárska fakulta Univerzity Pavla Jozefa ·afárika v Ko‰iciach
prednosta doc. RNDr. Ján Sabo, CSc.
2Ústav lekárskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, 
Lekárska fakulta Univerzity Pavla Jozefa ·afárika v Ko‰iciach
prednosta prof. Ing. Juraj Guzy, CSc.

Súhrn

Fluorescenãné spektrá ako moÏn˘ marker procesu hojenia rany in vivo – 
Experimentálna ‰túdia

KoÏa, podobne ako kaÏdé tkanivo v organizme, má pevn˘ set fluorofórov. Zmena metabolizmu, ku kto-
rej poãas procesu hojenia dochádza, je zákonite sprevádzaná zmenou zostavy fluorofórov a t˘m aj zmenou
vo fluorescenãn˘ch spektrách. Cieºom práce bolo zistiÈ, ãi fluorescenãná spektroskopia môÏe byÈ vyuÏitá na
monitorovanie procesu hojenia koÏn˘ch rán. 

V experimente boli pouÏité samice potkana Sprague-Dawley (n = 14). V aseptick˘ch podmienkach boli
na chrbtoch laboratórnych zvierat prevedené 2 rovnobeÏné symetrické koÏné incízie, ktoré boli následne
zo‰ité. Merania synchrónnych fluorescenãn˘ch spektier z rán boli uskutoãÀované pomocou luminiscenãné-
ho spektrofluorimetra LS 55 (Perkin-Elmer) v 24hodinov˘ch intervaloch poãas prv˘ch troch dní hojenia.

U synchrónnych fluorescenãn˘ch spektier pre ∆λ1 = 30 nm, ∆λ2 = 60 nm a ∆λ3 = 90 nm bol zaznamena-
n˘ ‰tatisticky relevantn˘ nárast intenzity fluorescencie pri excitaãn˘ch vrcholoch 350 nm, 365 nm, 390 nm
a 450 nm.

Práca predstavuje dôkaz moÏnosti popísaÈ zápalovú fázu procesu hojenia akútnej experimentálnej koÏ-
nej rany pomocou fluorescenãnej spektroskopie in vivo. Pre jej moÏné praktické pouÏitie bude v‰ak potreb-
né uskutoãniÈ podrobnú klinickú ‰túdiu.

Kºúãové slová: spektrálna fluorescencia – hojenie rany – synchrónne fluorescenãné spektrá – intenzita
fluorescencie – diagnostika

Summary

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

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

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

In synchronous fluorescent spectra for ∆λ1 = 30 nm, ∆λ2 = 60 nm a ∆λ3 = 90 nm in excitation maxima
350 nm, 365 nm and 450 nm the statistically significant increase of fluorescence intesity was registered. 

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

Key words: spectral fluorescence – wound healing – synchronous fluorescence spectra – diagnosis
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ÚVOD

Fluorescenãná spektroskopia je r˘chla a neinvazívna
optická metóda, pomocou ktorej je moÏné sledovaÈ bio-
chemické a morfologické vlastnosti tkanív. V súãasnosti
je moÏné pomocou tejto metódy diagnostikovaÈ mnohé
koÏné choroby, prípadne prekancerózne stavy niektor˘ch
orgánov (napr. krãka maternice, hrubého ãreva, mlieãnej
Ïºazy alebo bronchov) (14, 16, 19, 24). Táto diagnostika
je ãasto presnej‰ia a citlivej‰ia ako ‰tandardné metódy,
priãom záÈaÏ na pacienta je vzhºadom na neinvazívnosÈ
a r˘chlosÈ merania minimálna (7). V kaÏdom tkanive sa
nachádzajú molekuly, ktoré dokáÏu pohltiÈ svetlo urãitej
vlnovej dæÏky a emitovaÈ svetlo s vy‰‰ou vlnovou dæÏkou
a niÏ‰ou energiu – prirodzené fluorofóry. Tieto látky sú
v tkanive zodpovedné za vznik fluorescencie. Medzi naj-
beÏnej‰ie fluorofóry nachádzajúce sa v Ïiv˘ch systémoch
patria: tryptofán, tyrozín, kolagén, elastín, FAD, NADH,
fosfolipidy, lipofuscín, vitamíny B6, B12, A, D, K,
a mnoho in˘ch (15, 22). Hojenie rany je v prv˘ch dÀoch
nesmierne dynamick˘ proces, poãas ktorého sa v rane
mení zostava fluorofórov (5, 13, 23, 25). TaktieÏ sa mení
prostredie, v ktorom sa nachádzajú a mení sa aj tvar rany
(4), ão má zákonite vplyv na v˘sledné fluorescenãné
spektrá (15). Hiss a kol. uvádzajú, Ïe intenzita fluorescen-
cie histologick˘ch rezov rán stúpa úmerne s ãasom, ktor˘
uplynul od okamihu, kedy bola incízia vykonaná (6).
Túto metódu je moÏné pouÏívaÈ v klinickej praxi iba
obmedzene a samotná diagnostika je spojená so závaÏ-
n˘m zásahom do integrity organizmu. 

V̆ voj r˘chlej, exaktnej a neinvazívnej metódy, nezá-
vislej na skúsenostiach lekára hodnotiaceho proces hoje-
nia rany, schopnej odhaliÈ uÏ prvé náznaky patologického
hojenia e‰te predt˘m, ako nastanú viditeºné zmeny zazna-
menateºné ºudsk˘m okom, by bol prínosom najmä pre
rizikov˘ch pacientov, medzi ktor˘ch patria pacienti s dia-
betes mellitus, ikterickí, uremickí a onkologickí pacienti,
stavy spojené s malnutríciou, imunosuprimovaní jedinci
a mnoho in˘ch (1, 2, 3, 9, 10, 11). Z na‰ich autorov pou-
Ïil podobnú metodiku (namiesto fluorescenãnej spektro-
skopie v‰ak bola pouÏitá remitenãná spektroskopia) Resl
a kol. pri hodnotení hojenia chronick˘ch vredov predko-
lenia (17, 18, 19, 20). Cieºom na‰ej práce bolo aplikovaÈ
metódu spektrálneho fluorescenãného skenovania povr-
chov na objektívne posúdenie hojenia povrchov˘ch rán
a hºadaÈ parametre fluorescenãn˘ch spektier, ktoré sa
v závislosti od fázy hojenia menia a pokúsiÈ sa túto
zmenu kvantifikovaÈ. Na úspe‰né splnenie tohto cieºa
bolo potrebné upraviÈ optosondu luminiscenãného spekt-
rofluorimetra tak, aby bolo moÏné presne nastaviÈ vzdia-
lenosÈ zakonãenia svetlovodn˘ch vlákien od povrchu
rany, nájsÈ vhodné druhy fluorescenãn˘ch spektier a ‰tan-
dardizovaÈ postupy meraní.

METÓDY

Do súboru boli zaradené samice potkanov Sprague-
-Dawley (n=14) vo veku 8–9 mesiacov, s hmotnosÈou
270–310 g. Anestézia pred operáciou pozostávala z kom-
binácie ketamínu (Calypsol, Gedeon Richter Ltd., Hun-
gary) v dávke 30 mg/kg, xylazínu (Rometar a.u.v., Spofa
âR) v dávke 10 mg/kg a tramadolu (Tramadol-K, Krka,
d.d. Novo mesto, Slovenia) v dávke 5 mg/kg, ako preme-
dikácia bol podávan˘ atropín (Atropin, Biotika SR)
v dávke 0,05 mg/kg i.m.. Poãas merania boli zvieratá
sedované pomocou xylazínu (Rometar a.u.v., Spofa âR)
v dávke 10 mg/kg.

Chrbty zvierat boli 24 hodín pred operaãn˘m v˘konom
depilované pomocou sulfidu bárnatého. Po uvedení zvie-
rat do celkovej anestézie, dezinfekcii operaãného poºa
a zarú‰kovaní, boli na chrbte kaÏdého zvieraÈa uskutoãne-
né dve 2 centimetrové rovnobeÏné symetrické koÏné incí-
zie, jedna vpravo a jedna vºavo od chrbtice. Incízie boli
následne zo‰ité kaÏdá dvomi intradermálnymi sutúrami.
Ako ‰ijací materiál bol pouÏit˘ Chiraflon 5/0 (Chirmax
a.s., âR).

Prvé meranie bolo uskutoãnené 24 hodín po v˘kone.
ëal‰ie boli vykonaná v 24 hodinov˘ch intervaloch poãas
prv˘ch troch dní hojenia. Na meranie fluorescenãn˘ch
spektier z povrchu rany medzi dvomi stehmi bol pouÏit˘
luminiscenãn˘ spektrofluorimeter LS 55 (Perkin-Elmer)
vybaven˘ optick˘mi vláknami prepú‰Èajúcimi vlnové
dæÏky od 260 nm vy‰‰ie, ktoré boli ‰peciálne upravené na
meranie fluorescenãn˘ch spektier z povrchov tkanív.
Zakonãenie optick˘ch vlákien bolo vybavené modifiko-
vanou sondou, umoÏÀujúcou pohodlnú manipuláciu.
Polohovacie zariadenie vedenia sondy, ktoré umoÏnilo
presné nasmerovanie sondy kolmo nad incíziu a taktieÏ
presné nastavenie vzdialenosti sondy od incízie (sonda sa
rany nedot˘kala), bolo skon‰truované ‰peciálne pre uve-
den˘ úãel (8). Tieto faktory zabezpeãovali opakovate-
ºnosÈ meraní. V̆ stupom meraní na uvedenom zariadení
bol graf synchrónneho fluorescenãného spektra (intenzita
fluorescencie bola uvádzaná v relatívnych bezrozmer-
n˘ch ãíslach). V experimente boli vyhodnocované tri
synchrónne spektrá, ∆λ1 = 30 nm, ∆λ2 = 60 nm a ∆λ3 =
90 nm. Tieto druhy spektier boli zvolené preto, lebo roz-
diel medzi excitaãnou a emisnou vlnovou dæÏkou väã‰iny
v˘znamn˘ch fluorofórov nachádzajúcich sa v koÏi leÏí
práve v tejto oblasti. 

Vyhodnocovaná bola zmena intenzity fluorescencie
píkov (v˘‰ka píkov) poãas hojenia pri excitaãnej vlnovej
dæÏke 350 nm, 390 nm, 450 nm (pre ∆λ1 = 30 nm, ∆λ2 =
60 nm) a 395 nm (pre ∆λ3 = 90 nm). Údaje boli ‰tatistic-
ky vyhodnocované Studentov˘m t-testom pomocou pro-
gramu Statistica Cz 6.1 (Statsoft USA, Inc.). Za ‰tatistic-
ky v˘znamné boli povaÏované hodnoty pre p < 0,05.
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V¯SLEDKY

Intenzita fluorescencie v synchrónnych spektrách
nameran˘ch poãas experimentu bola v˘razne niÏ‰ia, ako
intenzita fluorescencie intaktnej pokoÏky. Predpokladá-
me preto, Ïe úmerne s ãasom bude narastaÈ aj intenzita
fluorescencie koÏn˘ch incízií, pretoÏe poãas procesu
hojenia sa organizmus snaÏí dostaÈ do v˘chodiskového
stavu, a preto aj intenzita fluorescenãn˘ch spektier bude
poãas procesu hojenia stúpaÈ (obr. 1). Pri porovnaní

synchrónnych spektier rán a zdravej pokoÏky neboli
zistené Ïiadne nové excitaãné vrcholy. V rane sa teda
pravdepodobne nachádza ten ist˘ set fluorofórov, ako
v intaktnej pokoÏke, menia sa len ich vzájomné pomery.
TaktieÏ dochádza ku zmene optick˘ch vlastností merané-
ho materiálu.

Pri vyhodnocovaní zmeny relatívnych intenzít fluores-
cencie jednotliv˘ch vrcholov bolo zistené, v súlade
s na‰ím predpokladom, Ïe v niektor˘ch ãasov˘ch interva-
loch dochádza k ‰tatisticky signifikantnému nárastu
intenzity fluorescencie u vybran˘ch píkov (obr. 2, tab. 1).

porovnání spektier hojacej sa rany so spektrom intaktnej pokožky
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Obr. 1. Tri synchrónne fluorescenãné spektrá rany merané v 24-hodinov˘ch intervaloch v porovnaní so synchrónnym fluo-
rescenãn˘m spektrom intaktnej pokoÏky. Merané pre ∆λ = 60 nm (1 – 24 hodín po operácii; 2 – 48 hodín po operácii; 3 – 72
hodín po operácii; 4 – intaktná pokoÏka. Podobne sa správajú aj parametre spektier merané pri ∆λ = 30 nm a ∆λ = 90 nm.

Obr. 2. Jednotlivé hodnoty sú kvôli znaãnej variabilite normalizované na hodnotu nameranú po 24 hodinách (intenzita fluo-
rescencie po 24 hodinách = 1). Vo v‰etk˘ch prípadoch bol zaznamenan˘ nárast intenzity fluorescencie poãas prv˘ch 72 hodín
od zaãiatku hojenia.

zmena intenzity fluorescencie jednotlivých píkov počas hojenia
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DISKUSIA

Zistili sme, Ïe poãas prv˘ch 72 hodín hojenia
dochádza k postupnému nárastu intenzity fluorescencie
pri charakteristick˘ch vlnov˘ch dæÏkach. Túto fázu hoje-
nia rany moÏno povaÏovaÈ za najdynamickej‰iu
a najdôleÏitej‰iu z hºadiska prognózy. V tejto fáze
dochádza k najv˘raznej‰ím morfologick˘m a bioche-
mick˘m zmenám (5, 25). Intenzita fluorescencie synch-
rónnych spektier nameran˘ch poãas experimentu bola
niÏ‰ia, ako intenzita fluorescencie intaktnej pokoÏky.
Poãas procesu hojenia sa intenzita fluorescenãn˘ch
spektier koÏnej incízie pribliÏuje k intenzite fluores-
cenãn˘ch spektier intaktnej pokoÏky. Dá sa predpokla-
daÈ, Ïe po hypotetickom zhojení rany ad integrum by
intenzita fluorescencie dosiahla, spolu s ostatn˘mi para-
metrami fluorescenãn˘ch spektier, hodnoty veºmi blízke
fluorescenãn˘m spektrám intaktnej pokoÏky. Otvorenou
otázkou ostáva, do akej miery sa budú kvôli vzniknut˘m
jazvám spektrá zahojenej rany a intaktnej pokoÏky zho-
dovaÈ, keìÏe dermis sa hojí reparáciou (regeneráciou sa
hojí len epidermis).

Podarilo sa potvrdiÈ, Ïe fluorescenãná spektroskopia
je metóda, pomocou ktorej je moÏné neinvazívne moni-
torovaÈ proces hojenia in vivo, podobne ako je uÏ
v súãasnosti moÏné pomocou fluorescencie monitorovaÈ
nádorov˘ rast alebo starnutie (12, 16, 24). V˘sledky uve-
denej práce sú analogické s v˘sledkami ‰túdie, ktorú
publikoval Hiss a kol., s t˘m rozdielom, Ïe na‰a metóda
získavania fluorescenãn˘ch spektier je neinvazívna
a r˘chla (6). 

Práca predstavuje dôkaz moÏnosti popísaÈ zápalovú
fázu procesu hojenia akútnej experimentálnej koÏnej
rany pomocou zvolen˘ch parametrov fluorescenãn˘ch
spektier in vivo. Na uplatnenie spektrofluorimetrick˘ch
metód v klinickej praxi bude potrebné exaktne interpre-
tovaÈ zmeny v spektrách a uskutoãniÈ podrobnú klinic-
kú ‰túdiu, v ktorej sa porovná presnosÈ a spoºahlivosÈ
metódy s in˘mi spôsobmi vyhodnocovania hojenia rán.
TaktieÏ bude nevyhnutné zhodnotiÈ vplyv anestetík,
síranu bárnatého a betadínu na v˘sledné fluorescenãné
spektrá.
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Vyhlá‰ení vítûzÛ nejlep‰ích publikací âesko-slovenské dermatologie v roce 2005

Na slavnostním zahájení II. kongresu slovensk˘ch a ãesk˘ch dermatovenerologÛ v Bratislavû byli dne 15. 6. 2006
vyhlá‰eni vítûzové nejlep‰ích publikací roku 2005. Poradní sbor âeské akademie dermatovenerologie, sloÏen˘ z pfied-
nostÛ a ‰kolsk˘ch zástupcÛ pfiednostÛ v‰ech dermatologick˘ch klinik v âR a SR, vybral nejlep‰í práce ve tfiech katego-
riích. Jejich první autofii byli odmûnûni díky sponzorské podpofie firmy Hermal, a to ãástkou 20 000,- Kã pro kaÏdou
kategorii. Vítûzi se staly kolegynû:

Pfiehledné ãlánky – Prim. MUDr. Ivana Krajsová, MBA (1. LF UK Praha) 
PÛvodní práce – Doc. MUDr. Eli‰ka Dastychová, CSc. (MU Brno)
Kazuistická sdûlení – As. MUDr. Denisa Kacerovská (LF PlzeÀ)

Dále  prezident kongresu pan docent MUDr. Danilla, CSc., vylosoval v˘herce, kter˘ obdrÏel, opût od firmy Hermal,
odmûnu ve v˘‰i 3000, Kã, za odeslání vyplnûného dotazníku s vûdomostním testem v prÛbûhu roku 2005. Vítûzkou se
stala paní MUDr. Helena Nûmeãková ze Îatce.

V‰em v˘hercÛm blahopfiejeme a tû‰íme se na nové vítûze 81. roãníku!

Dûkujeme firmû Hermal za sponzorství tûchto cen.

Vaši šéfredaktoři
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