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Streszczenie

Obrazowanie molekularne jest szybko rozwijajaca sie dziedzi-
ng badan w zakresie biotechnologii i inzynierii biomedyczne;j.
W artykule przedstawiono przeglad technik stosowanych
w obrazowaniu molekularnym, wykorzystujacych metody me-
dycyny nuklearnej oraz optyczne techniki oparte na analizie
promieniowania fluorescencyjnego. W szczegolnosci opisano
metody optyczne obrazowania molekularnego stosowane
w skali mikroskopowej (mikroskopia konfokalna, obrazowa-
nie czasu relaksacji fluorescencyjnej, transfer energii Foer-
stera) oraz wykorzystywane w badaniach na zwierzetach do-
swiadczalnych. Oméwiono takze potencjalne wykorzystanie
technik optycznych w badaniach duzych objetosci tkanek.

Stowa kluczowe: metody optycznne, obrazowanie molekularne

Abstract

Molecular imaging (MI) is a rapidly emerging field of biome-
dical, biotechnological and engineering research. This study
provides a brief review of the state-of-the-art techniques and
methods of MI based on nuclear physics and fluorescent
agents. Special attention will be focused on optical methods
of MI applied in microscopic scale (multiphoton confocal mi-
croscopy, fluorescence lifetime imaging, Forster energy
transfer) and in experimental animals. Potential application
of MI in large tissue volumes will be also discussed.

Ke words: optical methods, molecular imaging

Wprowadzenie

Obrazowanie molekularne nalezy do technik biomedycznych i
biotechnologicznych pozwalajacych na analiz¢ molekularnych i
wewngtrzkomoérkowych zjawisk wystepujacych w organizmach
zywych 1 prowadzacych do zrozumienia proceséw fizjologicz-
nych i patologicznych w skali molekularnej. Obrazowanie zja-
wisk zachodzacych na poziomie molekularnym czy wewnatrzko-
moérkowym jest mozliwe dzigki wprowadzaniu do organizmow
zywych znacznikéw, ktorych wigzanie z elementami struktury
tkankowej pozwala na przestrzenng oceng tych struktur, a takze
monitorowanie procesow w nich zachodzacych [1].

Obrazowanie molekularne jest pochodng postepu w zakresie
biologii komérkowej i molekularnej oraz metod projektowania
lekéw. Rozw6j metod obrazowania molekularnego wymagat
opracowania nowych znacznikéw, wykorzystujac techniki nano-
inzynierii. Istotne znaczenie mialo takze opracowanie nowych,
wydajnych metod obrazowania biomedycznego oraz przetwarza-
nia i analizy obrazow.

Pierwsze proby znakowania i §ledzenia okreslonych obiektow mi-
krobiologicznych podjeto na poczatku lat 70. na potrzeby metod
medycyny nuklearnej. Szybki rozwoj technik obrazowania moleku-
larnego nastgpit w polowie latach 90., wraz z rosngcym zaintereso-
waniem medycyng komoérkowa i molekularng oraz powstaniem i
upowszechnieniem biotechnologii, rozwojem technik laserowych i
optoelektronicznych oraz dostgpnoscig duzych mocy obliczenio-
wych wymaganych do analizy uzyskiwanych obrazow.

Obrazowanie molekularne pozwala na przestrzenne i czasowe
lokalizowanie oddzialywan wewnatrzkomoérkowych oraz na obra-
zowanie oddzialywania komoérek w tkankach organizméw zy-
wych. Szczegolnie interesujaca jest mozliwos¢ wykorzystania tych
technik w analizie oddzialywan, ktére odpowiadaja za rozwoj pro-
cesOw chorobotworczych. Innym waznym polem zastosowan ob-
razowania molekularnego jest Sledzenie farmaceutykéw w trakcie
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ich interakcji z tkankami. Metody obrazowania majg szczegblne
znaczenie dla monitorowania nowych terapii dziatajgcych i stero-
wanych na poziomie komérkowym i molekularnym [2, 3].

Obrazowanie molekularne moze by¢ realizowane za pomocg
licznych technik, stosowanych czgsto razem, jednocze$nie lub
sekwencyjnie. Mogg one by¢ stosowane z wykorzystaniem egzo-
gennych Srodkéw kontrastujacych lub z zastosowaniem endo-
gennych markerow. Do najczeSciej stosowanych technik obrazo-
wania molekularnego nalezg: spektroskopia [4, 5] i obrazowanie
magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. magnetic resonance
imaging - MRI) [6], metody optyczne [7-13], ultrasonografia
oraz techniki medycyny nuklearnej: komputerowej tomografii
pojedynczego fotonu (ang. single photon emmission computed tomo-
graphy - SPECT) oraz emisyjnej tomografii pozytonowej (ang.
positron emismsion tomography - PET).

Szczegblne znaczenie dla obrazowania molekularnego miat
rozw0j technik SPECT oraz PET. Wysokoenergetyczne fotony
gamma powstajace w wyniku rozpadu promieniotworczego badz
anihilacji par pozyton-elektron stuzg do stworzenia trojwymiaro-
wego obrazu fizjologicznego rozmieszczenia radioaktywnych
znacznikoéw. Wprowadzenie znacznikow do organizmu umozli-
wia obrazowanie na poziomie molekularnym oraz pozwala na $le-
dzenie proceséw metabolicznych [14, 15, 16]. Wysoka czulosc
PET i SPECT w sledzeniu znacznikow oraz ich chemiczne cechy
pozwalaja wykorzystac t¢ technike w diagnostyce schorzei nowo-
tworowych i choréb neurodegeneracyjnych. Techniki te inten-
sywnie stosuje sie w badaniach przeptywéw moézgowych, udaréw,
wylewow, przewodnictwa molekularnego przez bariere krew-
-mézg, konsumpcji tlenu oraz zmian metabolicznych, ktére towa-
rzysza chorobom oraz powodowanym w wyniku stymulacji moz-
gu i jego aktywacji w trakcie aktywnosci poznawczej, stymulacji
wizualnej, motorycznej, emocjonalnej. Mozliwos$¢ §ledzenia dys-
trybucji oznakowanych czastek chemicznych na poziomie mole-
kularnym stawia PET i SPECT wsrdd najczulszych dostepnych
obecnie metod nieinwazyjnego obrazowania medycznego [1].

Zastosowanie techniki MRI w obrazowaniu molekularnym jest
mozliwe dzieki stosowaniu znacznikéw paramagnetycznych.
Koncentracja paramagnetycznych molekul wywoluje zmiany sy-
gnalu MR obserwowane jako zmiany kontrastu w obrazie struktu-
ralnym lub czynnosciowym. Obrazowanie procesow czynnoscio-
wych na poziomie molekularnym jest mozliwe dzigki monitoro-
waniu lokalnych zmian sygnatu pochodzacego z krwi [6, 17]. Jest
to jedna z najskuteczniejszych technik obrazowania przeplywow
krwi i perfuzji w mézgu i jego nowotworach oraz odwzorowywa-
nia aktywnosci neuronalnej mézgu. Zmiany w aktywnosci neuro-
nalnej sg powigzane ze zmianami przeplywu krwi moézgowej, jej
objetosci, 1 utlenowania, ktére wiaze si¢ z metabolizmem mdzgu
[18-22]. Zademonstrowano przydatnos¢ technik funkcjonalnego
MRI w obrazowaniu neuroczynno$ciowym iz vivo na poziomie po-
jedynczych komorek, z rozdzielczoscig dziesigtek mikronéw i roz-
dzielczoscig czasowg rzedu 100 ms [23].

Dynamicznie rozwijajaca si¢ galezig obrazowania molekularne-
go sa badania wykonywane z zastosowaniem metod optycznych,
a znaczniki stanowig barwniki wykazujace fluorescencje. Metody
optyczne s3 stosowane do analizy subkomoérkowej struktury z wy-
korzystaniem technik mikroskopowych oraz do oceny znaczni-
kow u matych zwierzat doSwiadczalnych. W dalszej czesci artyku-
Iu przeanalizujemy takze mozliwos¢ wykorzystania tych technik
w ocenie naptywu i klirensu fluoroforu in-vivo u ludzi.

Obrazowanie mikroskopowe

Fluorescencja jednofotonowa

Obrazowanie mikroskopowe zlozonych struktur komérkowych
jest mozliwe dzigki zastosowaniu fluorescencyjnych barwnikow
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i metod zwigkszajacych rozdzielczos¢: skanowania konfokalnego
oraz wykonywanej komputerowo dekonwolucji obrazu i funkcji
odpowiedzi instrumentu. Mikroskopia konfokalna opiera sie na
skanowaniu badanej probki i analizie Swiatla wylacznie z ogni-
ska optycznego obiektywu mikroskopu. Zwykle skanowanie od-
bywa si¢ za pomocg systemu galwanometrycznych luster, ktory
zapewnia przemieszczanie wigzki swiatta po powierzchni bada-
nego preparatu. Inna metoda polega na przesuwaniu preparatu
wzgledem obiektywu. Odpowiedni przesuw preparatu wzgledem
obiektywu pozwala na uzyskanie rozdzielczoSci pomiaru w Kie-
runku po osi wigzki promieniowania. Zastosowanie barwnikow
powigzanych z przeciwcialem lub czgstkami wnikajacymi
w strukture komorki i fgczacymi si¢ z wybranymi receptorami,
pozwala na wybidrcze obrazowanie substruktur w badanej ko-
morce. Wzbudzenie fluorescencji barwnika odbywa sie zwykle za
pomocg $wiatla laserowego. Dzigki nieznacznemu (kilka-kilka-
dziesigt nm) przesunieciu Stokesa diugosci fal pomiedzy szczy-
tem krzywej absorpcji i emisji oraz zastosowaniu filtrow dolnoza-
porowych mozliwe jest wyseparowanie sygnatu emisji fluorescen-
cyjnej, ktory wykorzystuje si¢ do odtworzenia obrazu mikro-
struktury. Dobierajgc barwniki, umieszczane selektywnie w ko-
morce, 1 odpowiednie zestawy filtrow, mozna uzyskaé obraz
struktur komoérkowych lub tkankowych. Wada tej techniki jest
wzbudzanie fluorescencji w objetoSci calego stozka, w ktorym
propaguje si¢ $wiatlo wewnatrz struktury preparatu, co pogarsza
rozdzielczo$¢ przestrzenng i istotnie utrudnia analiz¢ obrazu [24].

Fluorescencja wielofotonowa

Wspomniany problem rozdzielczosci przestrzennej eliminuje si¢
poprzez zastosowanie systemow wielofotonowych. Zjawisko
dwufotonowe zostato przewidziane w 1931 roku przez urodzong
w Katowicach Mari¢ Goeppert-Mayer, uhonorowang w roku
1963 Nagrodg Nobla za prace nad modelem powlokowym jadra
atomu. Zjawisko to zostalo potwierdzone eksperymentalnie w la-
tach 60., gdy powstaly pierwsze lasery [25]. Zjawisko polega na
jednoczesnej absorpcji dwoch identycznych fotonow (o suma-
rycznej energii bliskiej energii stanu wzbudzonego, w przeci-
wienstwie do zjawiska jednofotonowego, gdzie energia pojedyn-
czego fotonu jest bliska tej energii) i wzbudzeniu pierwszego sta-
nu singletowego. Jednoczesna absorpcja jest mozliwa ze wzgledu
na opisywang zasadg Heisenberga nieoznaczonos¢ czasu i prze-
strzeni na poziomie kwantowym. Jesli dwa fotony znajda si¢ w
podobnej chwili czasu, nie pdzniej niz 10°-10"¢ s w absorbujg-
cym atomie, to prawdopodobienistwo wzbudzenia rosnie na tyle,
ze zjawisko to moze by¢ wykorzystane w praktyce. Podobnie od-
bywa si¢ absorpcja wigkszej liczby fotonow, np. w zjawisku tréj-
fotonowym. Uzyskanie odpowiedniej kondensacji fotonéw jest
mozliwe tylko przy zastosowaniu laserowych zrodet swiatla,
zwykle femto- i pikosekundowych, oraz optycznych ukiadow
skupiajgcych wigzke Swiatla, co zapewnia wlasciwg gestos¢ foto-
néw tylko w bezposrednim otoczeniu punktu ogniskowego, a nie
w calym stozku propagacji, jak we fluorescencji jednofotonowe;j.
Zapewnia to znaczne poprawienie rozdzielczosci przestrzennej
obrazowania. Widma barwnikéw jednofotonowych sg dobrze
zbadane w przeciwienstwie do widm barwnikéw wielofotono-
wych [4].

Wiasciwosci fluorescencyjne biatek, naturalnych chromofo-
row 1 sktadnikéw biologicznych tkanek wykorzystuje si¢ do ba-
dania widma autofluorescencji, np. skory. Wzbudzajac chromo-
fory tkankowe jednofotonowo, obserwuje sie emisj¢ zalezng od
sktadowych skoéry [26]. Podobnie, widmo emisyjne powstaje
przy wzbudzeniu nieliniowym, dwu- lub wiecej fotonowym.
Réznicujgc czasy relaksacji autofluorescencji dla poszczegdlnych
skladowych tkanki skory, mozna wyodrebnic jej komponenty
i przeprowadzi¢ diagnoze stanu skory. Metody te pozwalajg zo-
brazowa¢ mitochondria wewnatrzkomérkowe, melanosomy,
morfologie jadra komérkowego, oraz skiadniki okotokomoérko-
we. W ten sposob obrazuje i okresla si¢ obecno$¢ oksydazy
NAD(P)H, melaniny, elastyny, kolagenu, nanoczastek i wprowa-
dzonych do tkanek lekarstw [13].

Pomiar czasu relaksacji fluorescencyjnej

Inng technika obserwowania struktur komoérkowych i pojedyn-
czych molekul fluorescencyjnych jest czasowo-rozdzielcze zli-
czanie fotonéw [27]. Uklad mikroskopowy jest w tym przypadku
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wyposazony w szybkie ukiady fotodetekcyjne (fotopowielacze
lub diody lawinowe) i elektronike, pozwalajaca na skorelowane
w czasie zliczanie pojedynczych fotonéw. W tej konfiguracji
przyrzad pozwala wyznaczy¢ rozklady czasow przelotow fotonow
dla réznych diugosci fali swiatla fluorescencyjnego, dystrybucje
natezenia Swiatla fluorescencyjnego, dystrybucje czasow relaksa-
¢cji fluoroforu, anizotropie i polaryzacj¢ fluorescencyjng czy flu-
orescencyjne widmo korelacyjne [28]. Alternatywnym pomiarem
jest ocena przesuniecia fazowego modulowanej czestotliwoscio-
wo fali swietlne. Przesunigcie fazowe jest bezposrednio powiaza-
ne z czasem przelotu fotonéw, ktorego sktadnikiem jest czas re-
laksacji fluorescencyjnej [29, 30]. Pomiar rozktadu czasu relaksa-
cji fluorescencyjnej jest szczeg6lnie warto$ciowy, poniewaz zale-
zy on istotnie od wiasciwosci oSrodka, w ktorym znajduje si¢ ba-
dany fluorofor [31].

Obrazowanie czasu relaksacji fluorescencyjnej FLIM (ang.
fluorescence life-time imaging) to, oprocz widma i nat¢zenia pro-
mieniowania fluorescencyjnego, kolejny sposdb obrazowania za
pomocg fluoroforu. Ponadto stuzy do separacji emisji réznych
fluoroforéw, badania koncentracji jonéw, ich przechwytywania
w komorkach, oddzialywania migdzy biatkami. Szczegdlnie
przydatne jest w rozréznianiu skiadowych widma autofluore-
scencji tkanki [12]. Czas zycia fluoroforu jest bezposrednim
znacznikiem stopnia zaniku fluorescencji w zwigzku z lokal-
nym oddzialywaniem wzbudzonej molekuly z otoczeniem [32].
Czas zycia fluoroforu, w przeciwienstwie do nat¢zenia, nie zale-
zy od koncentracji fluoroforu i jest wykorzystywany do okresla-
nia stezenia jondw oraz utlenowania [9, 33]. Fluorofory wyste-
puja zaré6wno w formie sprotonowanej, jak i zdeprotonowanej,
aich réwnowaga zalezy od pH. Jesli obie formy majg rézne cza-
sy zycia, to Sredni czas zycia fluoroforu jest wyznacznikiem lo-
kalnego pH [10, 34, 35]. Czasy zycia r0znig si¢ rOwniez w zalez-
nosci od tego, z czym zwigzany jest fluorofor, czy jest to biatko,
lipid czy DNA [5, 7, 8], co pozwala na rozr6znianie elementow
komorki. Réznice czasow zycia wykorzystano roéwniez jako
znaczniki wartosSci lokalnego wspoéiczynnika zatamania swiatfa
w o$rodku [11].

Kolejnym sposobem badania oddzialywan miedzy molekula-
mi jest obserwowanie zjawiska FRET (ang. Fluorescence/Foerster
Resonance Energy Transfer). Zjawisko to wystepuje, gdy widmo
absorpcji akceptora pokrywa si¢ z widmem emisji donora ener-
gii. W trakcie transferu energii nie jest emitowany foton. FRET
zachodzi, gdy donor i akceptor sg w odleglosci 10-100 angstrema
(10"°m). Zjawisko zachodzi wedlug schematu: wzbudzenie dono-
ra, relaksacja do pierwszego stanu singletowego, transfer energii
do akceptora i jego wzbudzenie, emisja fotonu z akceptora [4].

FRET jest wykorzystywany do badania przekazywania sygna-
16w do i z komorek na poziomie molekularnym, oddzialywan po-
miedzy biatkami w zywych komoérkach, kompozycji bialek na
powierzchni komorki w skali nanometrowej. W praktyce pomia-
ry z wykorzystaniem zjawiska FRET wykonuje si¢ poprzez po-
miar anizotropii fluorescencji [36].

Fluorescencyjna spektroskopia korelacyjna

Fluorescencyjna spektroskopia korelacyjna (ang. fluorescence cor-
relation spectroscopy - FCS) jest technikg mikroskopowa, pozwa-
lajaca na analize proceséw dyfuzji molekut fluoroforu w obrebie
badanej struktury komoérkowej [28, 37, 38, 39]. Wykorzystanie
uktadu mikroskopu fluorescencyjnego pozwala na uzyskanie
z pojedynczego potozenia wigzki laserowej fluktuacji sygnatu
poddawanego detekcji. Fluktuacja ta jest powigzana ze stocha-
stycznym charakterem interakcji pomiedzy molekutami fluoro-
foru oraz pola fotondw w obrebie ogniska obiektywu. Zjawiska
naplywu badZz odplywu molekul z obszaru ogniska skutkujg
zmianami sygnalu notowanego na detektorze. Analiza autokore-
lacji sygnalu poddawanego detekcji pozwala na ocen¢ wspol-
czynnika dyfuzji molekut barwnika w badanym medium.

Fluorescencyjna spektroskopia korelacyjna znajduje zastoso-
wanie w biologii, ale rowniez w inzynierii materialowej. W bio-
logii wykorzystywana jest m.in. do badania dynamiki molekular-
nej w zyjacych komoérkach. Pozwala wyznaczy¢ iloSciowe wspot-
czynniki dyfuzji, parametrow hydrodynamicznych, srednich ste-
zen fluoroforéw lub skojarzonych z nimi molekut oraz kinetycz-
nych wlasciwosci reakcji chemicznych [40, 41, 42].
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Mikroskopia fluorescencyjna z catkowitym
wewnetrznym odbiciem

Metoda ta (ang. rotal internal reflection fluorescence - TIRF) opie-
ra sie na zjawisku calkowitego wewnetrznego odbicia fali swietl-
nej w osrodku o nizszym wspolczynniku zalamania i wytwarza-
niu zanikajgcego pola energii penetrujgcej w giab tkanki na gle-
bokos¢ do kilkuset nm. Dobierajac wiasciwy kat padania fali
swietlnej, mozliwe jest takie oswietlenie preparatu, aby Swiatlo
wzbudzajgce nie wnikato do jego struktury. Uzyskana fluore-
scencja pochodzi wtedy tylko od fali zanikajacej, powstajacej
podczas catkowitego wewnetrznego odbicia. Zbierajac sygnat
fluorescencyjny, mozna badaé zjawiska, ktore zachodzg na bar-
dzo nieduzych glebokosciach w badanej probce (do kilkuset
nm). Jest to obszar o grubos$ci mniejszej niz dilugosé fali swiatla,
ktore wykorzystuje si¢ do wzbudzenia fluoroforu. Pozwala to na
unikalne zastosowania, do ktorych nalezg m.in.: badanie adhezji
na powierzchniach komorek, tréjwymiarowe obrazowanie dyna-
miki pojedynczych molekut, wnikanie jonéw wapnia w pojedyn-
cze kanaly wapniowe, rownoczesne $ledzenie optycznych i elek-
trycznych wiasciwosSci kanaléw jonowych [43].

Obrazowanie molekularne w duzych
objetosciach tkanek

Metody mikroskopowe opisane powyzej moga by¢ stosowane
w ograniczonym zakresie w badaniach na organizmach zywych
in vivo. W szczegolnosci bardzo szybkie metody obrazowania po-
krewne mikroskopii konfokalnej sa wykorzystywane w bada-
niach ukrwienia mézgu malych zwierzat doswiadczalnych, np.
szczura, z dyskryminacjg przeptywow zylnych, t¢tniczych i kapi-
larnych [44, 45]. Mikroskopia dwufotonowa jest takze wykorzy-
stywana do oceny struktury skory, przy czym zastosowanie obra-
zowania czasu relaksacji fluorescencyjnej pozwala na dyskrymi-
nacje stezenia podstawowych fluoroforéw zawartych w tkance
[12]. Metoda ta byla takze stosowana do analizy wplywu srodkow
farmakologicznych na skore [13].

Optyczne metody obrazowania molekularnego mogg by¢ sto-
sowane takze w badaniach makroskopowych na organizmach zy-
wych. Wykorzystanie tych technik pozwala na analizg fizjologii
tkanek i ich wspoldzialania w warunkach rozwijajacej si¢ patolo-
gii.

Obrazowanie molekularne w tkankach zwierzat eksperymen-
talnych z wykorzystaniem metod optycznych mozliwe jest dzig-
ki:

a) dostepnosci znacznikow, ktore selektywnie 1aczg si¢ z wy-
branymi tkankami;

b) penetracji tych znacznikoéw przez bariery biologiczne, ta-
kie jak Sciany naczyniowe czy blony komdrkowe;

¢) dostepnosci metod obrazowania znacznikéw fluorescen-
cyjnych o odpowiedniej rozdzielczoSci, czutosci i szybko-
Sci detekcji promieniowania [46].

Obrazowanie molekularne oparte na ocenie fluorescencji
barwnikow krgzacych w organizmach zwierzat doswiadczalnych
stalo si¢ istotnym elementem procedur projektowania lekow i
wykorzystywane jest w trakcie ich weryfikacji. Technika ta po-
zwala istotnie skroci¢ czas wymagany dla przedklinicznej oceny
uzytecznosci lekow. Analiza akumulacji znacznikéw w wybra-
nych narzgdach wewnetrznych malych zwierzat doSwiadczal-
nych jest mozliwa dzigki stosunkowo dobrej przeziernosci ich
organizmOw dla promieniowania z zakresu bliskiej podczerwie-
ni. Pozwala ona na uwidocznienie skupisk fluoroforu oraz na to-
mograficzng analize ich lokalizacji w organizmie badanego zwie-
rzecia [47, 48].

Do celow obrazowania optycznego stosuje si¢ uklady wielu
swiattowodow transmitujacych $wiatlo laserowe o diugosci fali
wzbudzenia do badanego obiektu, np. zwierzecia, oraz kamer
CCD do detekcji promieniowania fluorescencyjnego reemitowa-
nego z badanej tkanki badZ transmitowanego przez nig [49]. Re-
konstrukcja tomograficzna rozkiadu fluoroforu w badanym or-
ganizmie oparta jest na wykorzystaniu:
® teorii perturbacji, ktéra pozwala na powigzanie uzyskanych

rozkladow intensywnosci promieniowania na powierzchni
badanej tkanki z rozkladem przestrzennym stezenia fluoro-
foru przy zalozeniu, ze st¢zenie to jest bardzo mate;
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® wspoOlczynnikéw czuloSci pomiaru dla réznych przestrzen-
nych konfiguracji polozen optody emisyjnej i detekcyjnej.
Do obliczenia tych wspdtczynnikéw stosuje si¢ rownanie
dyfuzji fotonéw dla zalozonego homogenicznego rozktadu
wlaSciwosci optycznych badanego medium badZ metode sy-
mulacji Monte Carlo dla medium niejednorodnego o wlasci-
wosciach optycznych przyjetych na podstawie informacji o
anatomii badanego zwierzecia;

® iteracyjnych rozwiagzan zagadnienia odwrotnego [50, 51, 52].

Metody optyczne stosowane w eksperymentach na zwierzetach
doswiadczalnych pozwalajg na monitorowanie procesow nowo-
tworowych, stanow zapalnych i infekcji tkanek, stanéw chorobo-
wych przebiegajacych z nasileniem zjawiska przenikania znacz-
nika z ukladu naczyniowego do tkanek, a takze proceséw angio-
genezy i apoptozy [46].

Techniki opierajace si¢ na analizie skupisk fluoroforu sg
czesto wykorzystywane w powigzaniu z innymi technikami obra-
zowanymi (rentgenografia, CT, MRI). Takie badania pozwalaja
na uwidocznienie tych skupisk na tle struktury anatomicznej ba-
danego zwierzecia. Wykorzystanie metod obrazowania optyczne-
go podczas dozylnego wstrzykniecia fluoroforu pozwala takze na
selektywna ocene¢ naplywu znacznika do wybranych narzadéw
wewnetrznych i ich rozpoznanie. Pomiary tego typu pozwalajg
na réwnoczesng ocen¢ anatomicznej struktury badanego zwie-
rzgcia 1 okreslenie potozenia skupisk fluoroforu z zastosowaniem
wylacznie optycznych metod badawczych [53].

Techniki optyczne stosowane w eksperymentach na zwierze-
tach dosSwiadczalnych mogg by¢ potencjalnie stosowane in vivo
u ludzi. Jednak ich wykorzystanie ograniczone jest do tkanek zew-
netrznych lub odkrytych w wyniku dziatan chirurgicznych. Uwi-
docznienie skupisk fluoroforu znajdujacych si¢ na wiekszych
glebokosciach in vivo u ludzi jest utrudnione ze wzgledu na ogra-
niczong glebokos¢ penetracji i nasilone rozpraszanie swiatla. Je-
dynie $wiatlo z zakresu bliskiej podczerwieni (700-900 nm) pe-
netruje w tkankach na glebokos¢ rzedu centymetréow. Dla fal
swietlnych o dlugosciach krotszych obrazowanie optyczne jest
niemozliwe ze wzgledu na wysokg absorpcje §wiatta przez hemo-
globine, ktora jest istotnym skiadnikiem krwi krazacej w organi-
zmie [54], natomiast fale swietlne diuzsze niz 900 nm sg silnie
absorbowane przez wodg.

W badaniach teoretycznych [S5], eksperymentach na fanto-
mach [56] oraz w eksperymentach na zwierzetach doswiadczal-
nych wykazano mozliwos¢ detekeji promieniowania fluorescen-
cyjnego pochodzacego ze skupiska fluoroforu w duzych objeto-
sciach tkanek. Na przykiad pokazano mozliwos¢ obrazowania
nowotworu sutka psa z wykorzystaniem znacznika fluorescen-
cyjnego [57].

W aplikacjach u ludzi obrazowanie skupisk fluoroforéw w du-
zych objetosciach tkanek jest mozliwe tylko dla fluoroforow,
ktorych widma absorpcyjne i emisyjne sg zawarte w zakresie bli-
skiej podczerwieni. Dodatkowym wymogiem jest zapewnienie
niskiego stopnia toksycznosci wykorzystywanego fluoroforu.
Barwnikiem spelniajacym te kryteria jest zielen indocyjaninowa
(ICQ), ktora jest preparatem o niskiej toksycznoSci stosowanym
w niektorych procedurach medycznych i moze byé wykorzysty-
wana do celéow diagnostycznych u ludzi [58].

W badaniach u ludzi wykazano mozliwo$¢ wykorzystania
ICG w ocenie nowotwordw sutka, przy czym zaobserwowano
zgodnos$¢ obrazow uzyskanych metodg optycznej tomografii
dyfuzyjnej i obrazowaniem MRI [59]. Wstepnie wykazano
mozliwos¢ detekcji na powierzchni glowy swiatta fluorescen-
cyjnego wzbudzonego barwnika - zieleni indocyjaninowej po
jej dozylnym wstrzyknigciu i podczas naptywu do mézgu [60].
Wykorzystanie efektu przenikania barwnika do przestrzeni ze-
wnatrznaczyniowej moze pozwoli¢ na ocen¢ zaburzen bariery
krew-mozg, wywolanych np. udarem moézgu [Steinbrink, Lie-
bert i inni 2008].

Znaczniki optyczne

Znaczniki biooptyczne mozna podzieli¢ na wykorzystujace zja-
wisko bioluminescencji samoistnej lub wywolywanej czynni-
kiem biochemicznym (np. obecno$cig danej molekuly) oraz
oparte na zjawisku fluorescencji, czyli emisji Swiatta pod wply-
wem napromieniowania Swiattem o nieco krétszej dtugosci fali
[62]. Wspolczesnie dostepne fluorofory sg wzbudzane Swiatlem
z zakresu UV i pasma widzialnego, a emitujg swiatlo fluore-
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scencyjne w zakresie widzialnym i bliskiej podczerwieni [4].
W przypadku bioluminescencji powszechnie wykorzystuje si¢
swiecace bialko, np. lucyferaze i pochodne [63, 64]. Istnieje
wiele sposobow na wprowadzenie tego biatka do organizmu, je-
go aktywacje 1 dezaktywacj¢ z wykorzystaniem Kkinaz, w tym
enzymoOw oraz ich ekspresji z genéw raportujacych - znaczni-
kowych [65, 66].

Przeprowadzone w latach 60. studia nad fluoryzujacg meduzg
Aequorea victoria pozwolily wyodrebnié akworyne - biatko emi-
tujace Swiatlo, oraz w pozniejszym okresie biatko GFP (green flu-
orescent protein). W ciele meduzy biekitne Swiatlo emitowane
przez akworyng bylo pochlaniane i wzbudzalo GFP, skutkujac
zielong fluorescencjg organizmu. To odkrycie zostalo uhonoro-
wane w 2008 roku Nagrodg Nobla w dziedzinie chemii. Dalsze
badania doprowadzity do wyodrebnienia wielu innych fluoryzu-
jacych biatek, a nowoczesne techniki biotechnologiczne pozwa-
laja taczy¢ je z wigkszoScig molekut i komorek. Dostgpne dzi$
fluorofory obejmujg kilka tysiecy wyspecjalizowanych barwni-
kow. Barwniki te charakteryzuja si¢ wysokimi wartoSciami ja-
snosci [67].

Bardzo obiecujace sg znaczniki wielofunkcyjne, umozliwiajace
jednoczesne obrazowanie w réznych trybach (np. PET, MR
i bioluminescencyjnie). Pozwalaja one na sledzenie pracy syste-
mu immunologicznego in vivo oraz iloSciowe obrazowanie od-
dzialywan komorkowo-molekularnych i ekspresji genow [68].
Inng nows grupg znacznikéw sg inteligentne sondy. Aktywujg
si¢ one w momencie, gdy zachodzi pewien rodzaj oddzialywan
lub pojawia si¢ w poblizu okreslona molekuta, np. enzym, lub
komoérka. Pozwalaja na selektywne obrazowanie wybranych
obiektow. Poniewaz do momentu aktywacji znacznik nie wyka-
zuje fluorescencji, to jego wykorzystanie pozwala na obrazowa-
nie bez sygnatu z tkanek pobocznych w stosunku do znakowane-
go obiektu, co skutkuje wysokim kontrastem uzyskanego obrazu
i wickszg dokladnoscig przestrzenng [47].

Istotnym problemem jest toksyczno$¢ stosowanych znaczni-
kéw fluorescencyjnych. Niestety w przypadku wielu barwnikow
fluorescencyjnych informacje o ich toksycznosci sg bardzo ogra-
niczone. W praktyce problem toksycznosci znacznikéw powodu-
je, ze metody optyczne sg stosowane glownie w eksperymentach
na zwierzetach doswiadczalnych. Jedynym barwnikiem, wykazu-
jacym fluorescencje w zakresie bliskiej podczerwieni i dopusz-
czonym obecnie do zastosowan klinicznych u ludzi, jest zielen
indocyjaninowa [58, 69, 70].

Podsumowanie

Przedstawiono przeglad nowoczesnych metod obrazowania
optycznego stosowanych w skali mikroskopowej oraz w organi-
zmach matych zwierzat doswiadczalnych. Techniki te pozwalajg
na oceng¢ zjawisk zachodzacych w tkankach i komorkach dzieki
zastosowaniu sond-znacznikdéw, ktore selektywnie wigzg sie
z elementami struktury komorki badz struktury tkankowej. Wy-
korzystanie metod obrazowania optycznego pozwala na dyna-
miczne monitorowanie naptywu i klirensu znacznikow oraz oce-
n¢ ich farmakokinetyki. Techniki te juz obecnie pozwalajg na
ocene efektywnos$ci nowych lekow i metod terapeutycznych oraz
na poglebione rozumienie zjawisk patologicznych na poziomie
molekularnym. Wraz z rozwojem genomiki i proteomiki ko-
nieczne bedzie poszukiwanie nowych znacznikéw i srodkoéw do
obrazowania, a w szczeg6lnosSci metod pozwalajacych na obrazo-
wanie ilosciowe [63, 71].

Techniki optyczne stosowane u ludzi in vivo mogg pozwoli
na uproszczenie procedur diagnostycznych. Mogg one znalezé
zastosowanie w szczegdlno$ci w badaniach zmian nowotworo-
wych [59] oraz w badaniach uszkodzen bariery krew-mozg [61].
Postep w tej dziedzinie jest ualezniony w szczeg6lnosci od roz-
woju nowych, nietoksycznych barwnikéw o wysokiej wydajno-
sci kwantowej oraz czulych systeméw detekcji promieniowania
Swietlnego. B

Literatura

1. C.S. Levin: Primer on molecular imaging technology, Eur
J Nucl Med Mol Imaging vol. 2, 2005, s. 325-345.

2. J.Bil, M. Winiarska: Molekularne mechanizmy aktywnosci
terapeutycznej rytuksymabu, przeciwciata monoklonalnego

334

10.

11.

12.

13.

14.

1.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

—p—

anty-CD20, Postepy biologii komorki 34, vol. 2, 2007,
s. 335-359.

T. Soltysinski: Targets and strategies for imaging dynamics of
molecular-cell interactions in autoimmune disorders, Molecu-
lar Imaging vol. 6, 2007, s. 365.

J. Lakowicz: Principles of Fluorescence Spectroscopy, Klu-
wer Academic 1999.

R.J. Paul, H. Schneckenburger: Oxygen concentration and
the oxidation-reduction state of yeast: determination of free/bo-
und NADH and flavins by time-resolved spectroscopy, Natur-
wissenschaften, vol. 83, 1996, s. 32-35.

R. Buxton: An introduction to functional magnetic resonance
imaging: principles and technics, Cambridge University
Press 2002.

J.R. Lakowicz, , H. Szmacinski, i in.: Fluorescence lifetime
imaging of free and protein-bound NADH, Proc Natl Acad
Sci USA, vol. 89, 1992, s. 1271-1275.

J.P. Knemeyer, N. Marme, i in.: Probes for detection of spe-
cific DNA sequences at the single-molecule level, Anal Chem,
vol. 72, 2000, s. 3717-3724.

H.C. Gerritsen, M. A. Asselbergs, i in.: Fluorescence lifeti-
me imaging in scanning microscopes: acquisition speed, photon
economy and lifetime resolution, J Microsc, vol. 206, 2002,
s. 218-224.

K.M. Hanson, M.]. Behne, i in.: Two-photon fluorescence
lifetime imaging of the skin stratum corneum pH gradient, Bio-
phys J, vol. 83, 2002, s. 1682-1690.

B. Treanor, P.M. Lanigan, i in.: Imaging fluorescence lifeti-
me heterogeneity applied to GFP-tagged MHC protein at an
immunological synapse, ] Microsc, vol. 217, 2005, s 36-43.
K. Konig, I. Riemann: High-resolution multiphoton tomo-
graphy of human skin with subcellular spatial resolution and
picosecond time resolution, J Biomed Opt, vol. 8, 2003,
s. 432-439.

K. Konig, A. Ehlers, i in.: In vivo drug screening in human
skin using femtosecond laser multiphoton tomography, Skin
Pharmacol Physiol, vol. 19, 2006, s. 78-88.

F.G. Blankenberg: Molecular imaging with single photon
emission computed tomography. How new tracers can be em-
ployed in the nuclear medicine clinic, IEEE Eng Med Biol
Mag, vol. 23, 2004, s. 51-57.

S. Guccione, K.C. Li, i in.: Molecular imaging and therapy
directed at the neovasculature in pathologies. How imaging can
be incorporated into vascular-targeted delivery systems to gene-
rate active therapeutic agents, IEEE Eng Med Biol Mag, vol.
23, 2004, s. 50-56.

M.G. Pomper, D.A. Hammoud: Positron emission tomogra-
phy in molecular imaging. Could the promise of personalized
patient care be reaching fruition?, IEEE Eng Med Biol Mag,
vol. 23, 2004, s. 28-37.

D. Noll: A primer on MRI and functional MRI. Technical
Raport, University of Michigan, 2001.

J.A. Detre, V. H. Subramanian, i in.: Measurement of regio-
nal cerebral blood flow in cat brain using intracarotid 2H20
and 2H NMR imaging, Magn. Reson. Med., vol. 14, 1990,
s. 389-395.

J.A. Detre, ].S. Leigh, i in.: Perfusion imaging, Magn Re-
son Med, vol. 23, 1992, s. 37-45.

K.K. Kwong, A.L. Hopkins: Proton NMR imaging of cere-
bral blood flow using H2(17)O, Magn Reson Med, vol. 22,
1992, s. 154-158.

J.W. Belliveau, K.K. Kwong, i in.: Magnetic resonance
imaging mapping of brain function. Human visual cortex, In-
vest Radiol, vol. 27, 1992, s. 59-65.

K.K. Kwong, ].W. Belliveau, i in.: Dynamic magnetic reso-
nance 1maging of human brain activity during primary sensory
stimulation, Proc Natl Acad Sci USA, vol. 89, 1992,
s. 5675-5679.

A. Jasanoff: Functional MRI using molecular imaging agents,
Trends Neurosci, vol. 28, 2005, s. 120-126.

D. Spector, D. Goldman, Eds.: Basic Methods In Microsco-
py, NY, Cold Spring Harbor, 2006.

A. Diaspro, P. Bianchini, i in.: Multi-photon excitation mi-
croscopy, Biomed Eng Online 5, 2006, s. 36.

Acta Bio-Optica et Informatica Medica 4/2008, vol. 14

o



IB_11-2008

26.
27.
28.

29.

30.

31
32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.
47.

48.
49.

50.

[PL_4] .gxd 2008-12-29 20:12 Page 335 $

A. Graczyk, (red.): Fotodynamiczna metoda rozpoznawania
1 leczenia nowotworow, 1999.

W. Becker: Advanced Time-Correlated Single Proton Coun-
ting Techniques, Springer, 2005.

K.M. Berland: Fluorescence correlation spectroscopy: a new
tool for quantification of molecular interactions, Methods Mol
Biol, vol. 261, 2004, s. 383-398.

E.M. SevickMuraca, G. Lopez, i in. : Fluorescence and ab-
sorption contrast mechanisms for biomedical optical imaging
using frequency-domain techniques, Photochemistry And
Photobiology, vol. 66, 1997, s. 55-64.

E.M. Sevick-Muraca, J.S. Reynolds, i in. : Fluorescence li-
fetime 1maging of tissue volumes using near- infrared frequency
domain photon migration, Photochemistry And Photobio-
logy, vol. 69, 1999, s. 66-66.

K. Suhling: Fluorescence life time imaging. Cell imaging,
D. Stephens, Scion Publishing 2006.

J.R. Lakowicz, I. Gryczynski, i in. : Correction for incom-
plete labeling in the measurement of distance distributions by
frequency-domain fluoromerry, Anal Biochem, vol. 195,
1991, s. 243-254.

W. Bayens, D. de Keukeleire, i in. : Luminescence techni-
ques in chemical and biochemical analysis, New York 1991.
R.M. Andersson, K. Carlsson, i in. : Characterization of
probe binding and comparison of its influence on fluorescence li-
fetime of two pH-sensitive benzo[c]xanthene dyes using inten-
sity-modulated multiple-wavelength scanning technique, Anal
Biochem, vol. 283, 2001, s. 104-110.

K. Carlsson, A. Liljeborg, i in. : Confocal pH imaging of
microscopic specimens using fluorescence lifetimes and phase
Sfluorometry: influence of parameter choice on system perfor-
mance, ] Microsc, vol. 199, 2000, s. 106-114.

R. Varma, S. Mayor: Homo-FRET measurements to investi-
gate molecular-scale organization of preoteins in living cells.
Cell imaging, D. Stephens, Scion Publishing 2006.

K.M. Berland, P.T. So, i in. : Two-photon fluorescence cor-
relation spectroscopy: method and application to the intracellu-
lar environment, Biophys ], vol. 68, 1995, s. 694-701.

K.M. Berland: Fluorescence correlation spectroscopy: new me-
thods for detecting molecular associations, Biophys J, vol. 72,
1997, s. 1487-1488.

K. Berland, G. Shen: Excitation saturation in two-photon
fluorescence correlation spectroscopy, Appl Opt, vol. 42, 2003,
s. 5566-5576.

R.H. Kohler, P. Schwille, i in. : Active protein transport
through plastid tubules: velocity quantified by fluorescence cor-
relation spectroscopy, J Cell Sci, vol. 113, 2000, s. 3921-3930.
M.A. Medina, P. Schwille: Fluorescence correlation spectro-
scopy for the detection and study of single molecules in biology,
Bioessays, vol. 24, 2000, s. 758-764.

0.A. Mayboroda, A.van Remoortere, i in. : A new appro-
ach for fluorescence correlation spectroscopy (FCS) based im-
munoassays, ] Biotechnol, vol. 107, 2004, s. 185-192.

D. Zenisek: Total internal reflection fluorescence microscopy.
Cell imaging, D.Stephens, Scion Publishing 2006.

E.M. Hillman, A. Devor, i in. : Depth-resolved optical ima-
ging and microscopy of vascular compartment dynamics during
somatosensory stimulation, Neuroimage vol. 35, 2007, s. 89-
-104.

S.A. Burgess, M.B. Bouchard, i in. : Simultaneous multiwa-
velength laminar optical tomography, Opt Lett, vol. 33, 2008,
s. 2710-2712.

R. Weissleder, U. Mahmood: Molecular imaging, Radiolo-
gy, vol. 219, 2001, s. 316-333.

R. Weissleder, C.H. Tung, i in. : In vivo imaging of tumors
with protease-activated near-infrared fluorescent probes, Natu-
re Biotechnology, vol. 17, 1999, s. 375-378.

R. Weissleder, V. Ntziachristos: Shedding light onto live
molecular targets, Nat Med vol. 9, 2003, s. 123-128.

V. Ntziachristos, R. Weissleder: Charge-coupled-device ba-
sed scanner for tomography of fluorescent near-infrared probes
in turbid media, Med Phys, vol. 29, 2002, s. 803-809.

V. Ntziachristos, R. Weissleder: Experimental three-dimen-
sional fluorescence reconstruction of diffuse media by use of

Acta Bio-Optica et Informatica Medica 4/2008, vol. 14

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

a normalized Born approximation, Optics Letters, vol. 26,
2001, s. 893-895.

V. Ntziachristos, C. Bremer, i in. : In vivo tomographic ima-
ging of near-infrared fluorescent probes, Mol Imaging, vol. 1,
2002, s. 82-88.

R. Weissleder: Scaling down imaging: Molecular mapping
of cancer in mice, Nature Reviews Cancer, vol. 2, 2002,
s. 11-18.

E.M. Hillman, A. Moore: All-optical anatomical co-registra-
tion for molecular imaging of small animals using dynamic con-
trast, Nat Photonics, vol. 1, s. 526-530.

S. Wray, M. Cope, i in. : Characterization of the near infra-
red absorption spectra of cytochrome aa3 and haemoglobin for
the non-invasive monitoring of cerebral oxygenation, Biochim
Biophys Acta, vol. 933, 1988, s. 184-192.

V. Ntziachristos, J. Ripoll, i in. : Would near-infrared flu-
orescence signals propagate through large human organs for cli-
nical studies?, Optics Letters, vol. 27, 2002, s. 1652-1652.
E.M. Sevick-Muraca, J.P. Houston, i in. : Fluorescence-en-
hanced, near infrared diagnostic imaging with contrast agents,
Curr Opin Chem Biol, vol. 6, 2002, s. 642-650.

J.S. Reynolds, T.L. Troy, i in. : Imaging of spontaneous ca-
nine mammary tumors using fluorescent contrast agents, Pho-
tochem Photobiol, vol. 70, 1999, s. 87-94.

T. Desmettre, ].M. Devoisselle, i in. : Fluorescence proper-
ties and metabolic features of indocyanine green (ICG) as rela-
ted to angiography, Surv Ophthalmol, vol. 45, 2000,
s. 15-27.

A. Corlu, R. Choe, i in. : Three-dimensional in vivo fluore-
scence diffuse optical tomography of breast cancer in humans,
Optics Express, vol. 15, 2007, s. 6696-6716.

A. Liebert, H. Wabnitz, i in. : Non-invasive detection of flu-
orescence from exogenous chromophores in the adult human bra-
in, Neuroimage, vol. 31, 2006, s. 600-608.

J. Steinbrink, A. Liebert, i in. : Towards noninvasive mole-
cular fluorescence imaging of the human brain, Neurodegener
Dis, vol. 5, 2008, s. 296-303.

C. Bremer, V. Ntziachristos, i in. : Optical-based molecular
imaging: contrast agents and potential medical applications,
Eur Radiol, vol. 13, 2003, s. 231-243.

J. Hardy, M. Edinger, i in. : Bioluminescence imaging of
lymphocyte trafficking in vivo, Exp Hematol, vol. 29, 2001,
s. 1353-1360.

K.E. Luker, M.C. Smith, i in. : Kinetics of regulated prote-
n-protein interactions revealed with firefly luciferase comple-
mentation imaging n cells and living amimals, Proc Natl
Acad Sci USA, vol. 101, 2004, s. 12288-12293.

G.D. Luker, J.P. Bardill, i in. : Noninvasive bioluminescen-
ce imaging of herpes simplex virus type 1 infection and therapy
in living mice, ] Virol, vol. 76, 2002, s. 12149-12161.

G.D. Luker, V. Sharma, i in. : Noninvasive imaging of pro-
tein-protein interactions in living animals, Proc Natl Acad Sci
USA, vol. 99, 2002, s. 6961-6966.

R.N. Day, F. Schaufele: Fluorescent protein tools for studying
protein dynamics in living cells: a review, ] Biomed Opt, vol.
13, 2008, s. 031202.

A.A. Alizadeh, M.B. Eisen, i in. : Distinct types of diffuse
large B-cell lymphoma identified by gene expression profiling,
Nature, vol. 403, 2000, s. 503-511.

M. Hope-Ross, L.A. Yannuzzi, i in. : Adverse reactions due
to indocyanine green, Ophthalmology, vol. 101, 1994,
s. 529-533.

S. Mordon, J.M. Devoisselle, i in. : Indocyanine green: phy-
sicochemical factors affecting its fluorescence in vivo, Micro-
vasc Res, vol. 55, 1998, s. 146-152.

C.]J. Shu, S. Guo, i in. : Visualization of a primary anti-tumor
immune response by positron emission tomography, Proc Natl
Acad Sci USA, vol. 102, 2005, s. 17412-17417.

otrzymano / received: 01.12.2008 r.
zaakceptowano / accepted: 16.12.2008 r.

335

o

[y
=3
N

<
=)
=8
@
-
[
Qo
=
=
Q
=
@
(o

£
o
N
=]
V]
~
=
o
=]
=
@
o
=y
o
Qo
iy
@
=)
®.
=)
@
@
-
.
=3
as




