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STUDIUL PROPRIETATILOR FOTOFIZICE ALE CORZILOR VOCALE SI APLICATII IN LASER-CHIRURGIA CLINICA

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII TEMEI

1. Notiuni de anatomie si embriologie ale laringelui
1.1. Generalitati

Laringele este un organ impar, situat in regiunea anterioara cervicala, in pozitie mediana.
Este parte a tractului aero-digestiv superior, facind legatura intre faringe (situat superior) si
trahee (inferior). Limita sa superioara este reprezentata de marginea libera a epiglotei si de cele
doua plici ari-epiglotice, iar cea inferioara de marginea inferioara a cartilajului cricoid. Limita
anterioara este constituita de sus in jos de fata linguala a epiglotei, membrana tiro-hioidiana,
cartilajul tiroid si arcul anterior al cricoidului, iar cea posterioara de aritenoizi si pecetea
cricoidului.

Embriologic, laringele ia nastere prin dezvoltarea simultana a doua structuri: una de
origine ectodermica (lama epiteliala) si alta mezenchimala (ultimile arcuri branhiale). Astfel, pe
fata anterioara a intestinului cefalic anterior se formeaza un sant care se va inchide ulterior
pentru a forma caile respiratorii inferioare. Prima aparitie a tractului respirator este in jurul zilei
embrionare 21, iar epiglota este prima structura laringiana ce se diferentiaza, in ziua 30, cind
embrionul are aproximativ 6 mm [1].

1.2.Coarda vocala

Exista in prezent o parere unanima asupra structurii corzii vocale. Aceasta sustine
alcatuirea corzii vocale din mai multe straturi succesive, fiecare strat cu proprietati fizice
(mecanice) diferite, contribuind fiecare la miscarile de tip oscilatoriu ale mucoasei laringiene.
Astfel, pe o sectiune transversala a marginii libere a corzii vocale sint descrise urmatoarele
straturi:

1. epitelial

2. superficial

3. intermediar 2,3 si 4 —din lamina propria
4. profund

5. muscular — muschiul vocal [13]
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Muschi vocal

Figura 2. Sectiune transversala prin coarda vocala la adult (dupa Alexander Sevy, M.D.)

Epiteliul marginii libere a corzilor vocale este un epiteliu malpighian pluristratificat cu
celule pavimentoase prismatice, spre deosebire de restul epiteliului laringian (care este de tip
respirator — epiteliu cilindric pseudo-stratificat). Acest epiteliu are trei straturi:

a. stratul superficial — format din celule epiteliale scuamoase stratificate,
aplatizate, mari, cu un grad variabil de alterare, cu nuclei inca vizibili; nu prezinta cheratinizare;
pe suprafata externa a acestor celule exista proeminente (microcreste) care contribuie la marirea
suprafetei, iar la jonctiunea intercelulara au prelungiri (punti intercelulare) care se incruciseaza
cu cele ale celulelor adiacente, realizind astfel o legatura mai strinsa intre celule; aceste punti
intercelulare (desmozomi) sint mai putin numeroase pe masura ce respectivele celule devin mai
superficiale si pot chiar dispare cu timpul (cind celulele scuamoase ajung in ultimile straturi);
celulele epiteliale au organite celulare (nucleu, nucleol, aparat Golgi, lisosomi, reticul
endoplasmatic, mitocondrii si tonofilamente, acestea din urma conferind celulelor elasticitate,
forta de contractie si rigiditate); inflamatia cronica, iritarea sau actiunea substantelor toxice pot
transforma acest epiteliu, dindu-i un aspect cornos si facind ca prelungirile epiteliale sa se
infunde in submucoasa, papilele epiteliale crescind in inaltime;

b. stratul spinos — reprezentat de celule cu nucleul rotund si filamente de
unire, dispuse in 8 — 10 straturi; numarul straturilor variaza in functie de papilele epiteliale (care
la rindul lor depind ca numar si profunzime de conditiile locale);

c. stratul bazal (germinativ) — este format dintr-un singur strat de celule
cilindrice, cu nucleul oval, asezat pe membrana bazala.

Membrana bazala — reprezinta o zona de tranzitie intre epiteliu si stratul superficial din
lamina propria (spatiul Reinke); are un rol foarte important, desi este o structura anatomica cu
dimensiuni reduse, prin intermediul ei spatiul Reinke primind protectie din partea epiteliului.
Este alcatuita din 4 tipuri principale de substante: Colagen: tip 1V, IX; Laminina; Glicoproteine:
entactina si fibronectina; Proteoglicani.
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Lamina propria — poate fi impartita in trei straturi:

a. stratul superficial (spatiul Reinke) — este un strat dinamic, lax si pliabil, cu rol
determinant in vibratie in timpul fonatiei (aparitia valului mucos); contine o
retea de colagen, fibre elastice si vase sanguine impletite; orice proces
patologic (cicatrici, inflamatii, neoplasm) duce la rigidizarea acestui spatiu, cu
afectarea miscarilor de vibratie si aparitia tulburarilor vocale;

b. stratul mijlociu — format in special din fibre elastice; impreuna cu stratul
profund formeaza conus elasticus, care se insera pe marginea superioara a
cartilajului cricoid;

c. stratul profund — format in special din fibre de colagen, unele dintre ele
patrunzind in stratul muscular .

Histologic, stratul superficial este mult mai precis delimitat de stratul mijlociu decit este
acesta din urma de cel profund. Structura anatomica ce cuprinde straturile mijlociu si profund ale
laminei propria se numeste ligament vocal. Acest ligament este specific speciei umane si apare in
jurul virstei de 15 ani. In structura lui, fibrele elastice sint inlocuite de fibre de colagen pe masura
ce ne apropiem de muschiul vocal, scazind astfel elasticitatea regionala.

Fibrele elastice din lamina propria au traiect paralel cu marginea libera a corzii vocale si
spre deosebire de fibrele de colagen, ele se ramifica si se anastomozeaza, putindu-si dubla
lungimea initiala, revenind la dimensiunea normala dupa incetarea intinderii.

Fibrele de colagen au si ele o directie aproximativ paralela cu marginea libera si provin
din colagenul de tip Il (in membrana bazala gasim colagen de tip V). Formarea acestora este
favorizata de tensiunea mecanica din tesuturi si inhibata de cortizon. Substanta amorfa este
bogata in alanina, glicina, valina, prolina, in timp ce microfibrilele contin din abundenta
hidroxiprolina.

Muschiul vocal (tiro-aritenoidian) — constituie structura anatomica principala a corzii
vocale, avind fibrele parelele cu marginea sa libera, la fel ca si fibrele elastice si de colagen din
lamina propria, arhitectura ce favorizeaza astfel miscarile vibratorii.

2. Aspecte histo-patologice in cancerul laringian

Desi in arhitectura laringelui exista mai multe structuri histologice (mucoasa, cartilaje,
ligamente si muschi), marea majoritate (aproximativ 95%) a tumorilor maligne ale acestui organ
sint carcinoame ale epiteliului scuamos. Desi extrem de rare, sint descrise procese tumorale
maligne ce-si au originea in celelalte componente, altele decit epiteliul, sau, exceptional,
metastaze laringiene ale unor cancere situate la distanta. Vom incerca in continuare sa enumeram
toate aceste malignitati si sa le caracterizam din punct de vedere histo-patologic.

1. Carcinomul epidermoid spinocelular

Carcinomul epidermoid spinocelular este de departe cea mai frecventa tumora maligna a
laringelui (95-96%), reprezentind 1,6-2% din cancerele la barbati, respectiv 0,2-0,4% din
malignitatile sexului feminin [15,16], cu o incidenta mondiala in crestere si cu o usoara
dominanta in mediul urban, precum si in populatia de culoare [17,18]. Virsta de electie este
reprezentata de decadele 5-7, iar sex ratio este barbati:femei = 5:1 [19].
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Acest lucru isi are o posibila explicatie prin aceea ca mucoasa endolaringiana sufera in
timp, progresiv, un fenomen de “uzura” — un proces de metaplazie malpighiana, epiteliul
respirator prismatic ciliat transformindu-se in epiteliu de tip pavimentos stratificat (zonele de
electie unde se observa acest proces fiind marginea libera a corzilor vocale si a benzilor
ventriculare, repliul ari-epiglotic si epiglota subhioidiana).

Desi nu este clar elucidata carcinogeneza in acest caz, exista studii care demonstreza o
legatura directa intre cancerul de laringe si fumat, consumul de alcool [20,21,22,23,24],
obiceiuri alimentare si refluxul gastro-esofagian [25,26,27,28], expunerea profesionala la noxe
(azbest [29,30], nichel, hidrocarburi aromatice policiclice [31], radiatii ionizante [32]), infectii
virale (human papilloma virus) [33,34,35].

Macroscopic, carcinomul epidermoid spinocelular poate imbraca mai multe aspecte, de la
leziuni netede, plane, cu margini inalte, bine precizate, la leziuni vegetante, exofitice, polipoide
sau papiliforme si chiar leziuni infiltrative endofitice. Suprafata acestora este frecvent ulcerata
[36]. Se pot intilni si combinatii ale acestora (forme infiltro-vegetante, ulcero-vegetante etc.).

Microscopic, acest tip de cancer are doua caracteristici:

a. crestere invaziva — manifestata prin ruperea, penetrarea membranei bazale
si dezvoltarea celulelor tumorale in stroma subepiteliala (in insule, cordoane sau izolate);
tumorile mari pot invada structurile profunde, cum ar fi muschi, cartilaj si os; poate fi intilnita
uneori invazia perineurala sau invazia limfatica si a vaselor sanguine (dovada certa a invaziei
tumorale);

b. diferentiere scuamoasa — demonstrata prin prezenta de punti intercelulare
si depunere de cheratina intra sau extracelular; puntile intercelulare apar in microscopia optica
sub forma de filamente subtiri ce unesc marginile citoplasmatice ale celulelor vecine (aspect de
spita de roata); in functie de gradul de diferentiere, exista trei tipuri de carcinom epidermoid
spinocelular [37]: bine diferentiat, moderat diferentiat si slab diferentiat; in tipul bine diferentiat
putem observa microscopic prezenta de “perle” (cuiburi celulare centrale, cu o citoplasma mai
eozinofila fata de celulele periferice, adesea cu cheratinizare centrala); carcinomul slab
diferentiat are un grad mare de anaplazie, facind dificil diagnosticul microscopic optic si
impunind fie microscopie electronica (prezenta de desmozomi si tonofilamente [38]), fie
identificarea de markeri imuno-histo-chimici (cito-cheratine cu greutate moleculara medie si
mare [39] — subtipurile 8, 18, 19, sau antigenul epitelial de membrana, vimentina [40]).

Alaturi de gradul de diferentiere scuamoasa, apar si alte deosebiri, la nivelul nucleului si
a activitatii mitotice, dupa cum urmeaza:

- carcinomul bine-diferentiat seamana foarte bine cu epiteliul
scuamos normal, in care exista proportii variate de cheratocite mari, diferentiate si celule bazale
mici, care sint dispuse la periferia insulelor tumorale; prezinta punti celulare si cheratinizare
completa, iar mitozele sint rare;

- carcinomul  moderat-diferentiat se  caracterizeaza  prin
polimorfismul nucleilor si frecventa mare a mitozelor, care pot fi anormale;

- carcinomul slab-diferentiat prezinta mitoze foarte frecvente,
inclusiv anormale; predomina celulele bazale, mici, iar puntile intercelulare sint foarte rare;
cheratinizarea este minima sau absenta [41].
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Si reactia stromala este diferita. Astfel, ea este pronuntata in carcinomul bine si moderat
diferentiat, exprimata prin proliferarea miofibroblastilor, depozite excesive de matrix celular si
neovascularizatie [42,43], in timp ce in carcinomul slab diferentiat poate chiar lipsi, fiind
inlocuita de infiltratie limfocitara.

Diagnosticul de certitudine al carcinomului epidermoid spinocelular este desigur
histopatologic, iar biopsia trebuie luata din zona cea mai relevanta clinic, evitind ariile centrale
necrotice. De obicei criteriile de diagnostic pozitiv (cresterea invaziva si diferentierea
scuamoasa) nu pun probleme, fiind usor de identificat, iar in cazul carcinomului slab-diferentiat
se practica evidentierea markerilor imuno-histo-chimici.

Carcinomul cu celule fusiforme (carcino-sarcomul, pseudo-sarcomul)
Carcinomul verucos (tumora Ackerman)

Carcinomul scuamos bazaloid

Adenocarcinomul (carcinomul adenoid chistic, cilindromul)
Sarcoamele laringelui

Limfomul malign primar laringian

Plasmocitomul malign laringian

. Carcinoamele neuro-endocrine laringiene

10. Melanomul malign primar laringian

CoNO LN

11. Metastazele laringiene ale unor tumori aflate la distanta

3. Metode de explorare ale corzilor vocale

3.1. Anamneza si examenul clinic

3.2. Laringoscopia indirecta

3.3. Laringoscopia directa

3.4. Laringoscopia directa in suspensie

3.5. Explorarea radiologica a laringelui

3.6. Metode de evaluare obiectiva a vocii:

3.7. Metode optice de investigatie a corzilor vocale

Alaturi de metodele functionale (foniatrie, neurolaringologie), venind in sprijinul
chirurgiei laringiene, exista o serie de metode morfologice, fizice si chimice.

In ultimile doua decenii se observa o explozie a utilizarii metodelor optice in medicina,
atit in domeniul diagnosticului, cit si in cele ale terapiei si laser-chirurgiei. Dintre cele mai
cunoscute si folosite in diagnosticul optic putem aminti: tehnici de spectroscopie optica pentru
masurarea neinvaziva a caracteristicilor tesutului si a oxigenarii singelui (masurarea modificarii
absorbtiei), masurarea cu laser a vitezei de curgere a singelui (efect Doppler), oximetria in
impuls (determinarea fizica a gradului de saturatie cu oxigen a hemoglobinei), detectia tesutului
neoplazic prin metode de fluorescenta si, mai recent, diferite tehnici pentru imagistica optica (de
exemplu video-endoscopia de contact, narrow band imaging sau tomografia in coerenta optica).
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Aceste metode de explorare folosesc o serie de masuratori fizice bazate pe proprietatile
optice ale luminii si interactia acesteia cu tesuturile si permit medicului sa incerce punerea unui
diagnostic “de certitudine” chiar in momentul examinarii (in timp real), in vivo, in situ si
neinvaziv (sau minim invaziv) [97].

Trebuie reamintit ca este unanim acceptat in rindul specialistilor ORL faptul ca
“standardul de aur” in diagnosticul procesului malign il reprezinta examenul histologic facut de
un anatomopatolog dupa recoltarea fragmentului tisular tumoral. Biopsia propriu-zisa poate fi
simpla, la indemina oricarui specialist ORL pentru zonele usor accesibile (orofaringe, fose
nazale) sau anevoioasa, necesitind uneori tehnici endoscopice sub anestezie generala (cavum,
hipofaringe, laringe).

Pentru a depasi aceste neajunsuri si riscuri anestezico-chirurgicale, pentru a grabi punerea
diagnosticului de certitudine si pentru a scadea costurile, s-au dezvoltat noi metode de explorare
care incearca sa-i ofere clinicianului noi criterii de diferentiere intre tesutul sanatos/tumora
benigna/tumora maligna. Noile descoperiri tehnologice in domeniul fibrelor optice, a surselor de
lumina, a senzorilor, au dus la dezvoltarea fara precedent a numeroase metode optice rafinate
care imbunatatesc semnificativ posibilitatea vizualizarii si evaluarii diagnostice a epiteliului in
vivo [98,99,100]. Acestea incearca sa adauge tehnicilor endoscopice standard o imbunatatire a
rezolutiei imaginii, a contrastului, a penetrarii tisulare in profunzime, oferind informatii la nivel
molecular si biochimic despre leziunile mucoaselor.

3.7.1. Videoendoscopia de contact
3.7.2. Spectroscopia
3.7.2.1. Autofluorescenta endoscopica
3.7.2.2. Spectroscopia Raman
3.7.3. Tomografia in coerenta optica (OCT)
3.7.4. Narrow band imaging (NBI)
3.7.5. Endomicroscopia confocala

Ca o concluzie a acestui capitol, putem afirma faptul ca aceste metode morfologice nu
ating membrana bazala, lucru esential in lupta chirurgului cu cancerul laringian, atit pentru
stabilirea diagnosticului cit si pentru alegerea tehnicii chirurgicale adecvate.
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ELEMENTE ORIGINALE SI CONTRIBUTIA
PERSONALA LA STUDIUL PROPRIETATILOR
FOTOFIZICE ALE CORZILOR VOCALE SI
APLICATII IN LASER-CHIRURGIA CLINICA

1. Ipoteza de lucru/Obiective generale

Dupa cum am aratat in prima parte a acestei lucrari, conceptul actual unanim acceptat
sustine alcatuirea corzii vocale din mai multe straturi succesive, fiecare dintre acestea cu
proprietati fizice (mecanice) si biochimice diferite, contribuind astfel la miscarile de tip
oscilatoriu ale mucoasei laringiene.

Atunci cind intervine un proces patologic (inclusiv de transformare maligna), la nivelul
corzii vocale apar modificari semnificative calitative si cantitative atit biochimice, cit si
biofizice.

Studiul nostru incearca sa puna in evidenta o parte din aceste modificari, folosind metode
foto-fizice. Vom face masuratori optice asupra corzii vocale normale, comparativ cu coarda
vocala carcinomatoasa, pe probe obtinute de la pacienti laringectomizati. Vom incerca sa
stabilim daca exista corelatii intre rezultatele obtinute in urma masuratorilor si modificarile

biofizice si biochimice identificate.
2. Selectia si analiza lotului de examinat

Masuratorile optice s-au efectuat pe piese ex vivo, recoltate de la nivelul corzii vocale
sanatoase, respectiv carcinomatoase (pereche), de la pacienti care au suferit o laringectomie
totala.

Pentru a obtine aceste piese, am luat in studiu pacientii operati (laringectomizati) pentru
Carcinom laringian si faringo-laringian in Clinica ORL a Spitalului Universitar de Urgenta
Militar Central Bucuresti in perioada 2011-2016, fiind implicat in mod direct in diagnosticul si

procedura chirurgicala efectuate. Vorbim aici despre un numar de 107 cazuri. Dintre acestia,
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am format un lot din pacientii care indeplineau urmatoarele criterii de includere:

1.barbati;

2.nefumatori (am prezentat in prima parte a tezei modificarile induse de carcinogenii din
tutun — vezi pagina 29);

3.fara alt cancer in antecedentele personale patologice;

4.nu au efectuat preoperator polichimioterapie sau radioterapie;

5.nu au suferit o alta interventie asupra laringelui (nici nu erau traheostomizati);

6.cu diagnostic de carcinom epidermoid spinocelular bine diferentiat;

7.stadiul T: T3 glotic cu fixarea unei singure corzi vocale, cea contralaterala fiind
indemna;

8.stadiul N: NO;

9.stadiul M: MO;

Au fost exclusi pacientii care suferisera o laringectomie totala extinsa si cei la care
postoperator s-au constatat modificari macroscopice ale corzii vocale sanatoase.

Aplicind cu strictete aceste criterii de includere/excludere, lotul asupra caruia s-au
efectuat masuratorile optice a cuprins in final un numar de 4 cazuri. Pentru a vedea semnificatia
statistica a acestor cazuri fata de totalul laringectomiilor efectuate in perioada 2011-2016, am
facut o prelucrare statistica a datelor, dupa cum urmeaza.

Am alcatuit doua loturi: unul format din pacientii asupra carora nu s-au facut masuratori
(103 pacienti) si altul format din cei 4 pacienti asupra carora am efectuat masuratori foto-fizice.
Am analizat diferentele semnificative statistic intre cele doua loturi.

Ca si concluzie a acestei analize statistice, putem afirma ca singura diferenta dintre cele
doua loturi studiate este obiceiul de a fuma, iar intre restul parametrilor (demografici, factori de
risc, caracteristici patologice) nu sint diferente semnificative statistic.

3. Metodologie generala
Dupa cum am aratat anterior, lotul de examinat a fost alcatuit dintr-un numar de 4
pacienti diagnosticati cu Carcinom epidermoid spinocelular cheratinizant bine diferentiat al

corzii vocale, stadiul tumoral T3 (Figura 3b).
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Figura 3b. Aspectul macroscopic si microsopic al piesei de exereza in cazul unuia din
cazurile pe care am afectuat masuratori foto-fizice

Toti pacientii sint barbati, cu virste intre 57 si 68 de ani, nefumatori, fara alte antecedente
personale semnificative. Pentru fiecare din cele 4 cazuri am stabilit si respectat in aplicare un
protocol de obtinere a probelor tisulare dupa cum urmeaza.

Imediat dupa laringectomie, laringele extirpat a fost “spalat™ cu solutie Custodiol (HTK —
histidina-triptofan-ketoglutarat). Aceasta este o solutie folosita initial in chirurgia deschisa a
inimii, ulterior ca mediu de perfuzie/spalare si prezervare pe durata transportului a organelor
pentru transplant (rinichi, ficat, inima). Contine histidina (200 mM), manitol (30 mM), triptofan,
acid alfa-ketoglutaric, sodiu, potasiu si magneziu.

Am folosit aceasta solutie si in timpul transportului piesei excizate spre Laboratorul de
Anatomie Patologica, laringele fiind acoperit in totalitate de aceasta, depus imediat in lada
frigorifica cu gheata. Este demonstrat faptul ca hipotermia este una din cele mai simple si
eficiente tehnici de prezervare a organului de transplant, in lipsa ei acesta rezistind ischemiei
normotermice maxim 1 ora [140,141].

Am incercat astfel sa respectam cit mai fidel regulile de prezervare-transport ale
organelor de transplantat, reducind la minimum procesele de degradare consecutive ischemiei,
obtinind mostre cit mai aproape de statusul “in vivo”.

Timpul scurs intre recoltare si prepararea lamelor a fost de fiecare data maxim 3 ore,
respectind inca odata regulile de transplant (5 ore pentru inima, 40 ore pentru rinichi, 5 ore
pentru pancreas, 6 ore pentru ficat).

In Laboratorul de Anatomie Patologica, laringele a fost “clatit” cu ser fiziologic, s-a
sectionat apoi la nivelul comisurii posterioare, s-a evidentiat coarda vocala carcinomatoasa de la

nivelul careia s-a recoltat un fragment tumoral (suspicionat macroscopic neoplazic) cu grosimea

10
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3-4 mm. Acelasi lucru s-a petrecut “in oglinda” la nivelul corzii vocale normale, recoltindu-se
tesut cordal sanatos.

Cele doua fragmente astfel recoltate au fost inghetate, apoi cu ajutorul microcriotomului
s-au obtinut sectiuni de 5 um, respectiv 25-30 um, in duplicat (cite doua pentru fiecare fragment
si dimensiune).

Sectiunile de 5 um au fost folosite pentru examen histopatologic extemporaneu, pentru
reconfirmarea din punct de vedere histologic a fragmentelor recoltate (tesut sanatos, respectiv
tesut malign).

Sectiunile cu grosime 25-30 pum au fost recoltate pe lamele de quartz (oferite de
Laboratorul de Spectroscopie Laser — LSL din cadrul Institutului National de Fizica Laserilor,
Plasmei si Radiatiei — INFLPR). Ulterior ele au fost transportate (la gheata) si depozitate in
conditii optime la LSL unde s-au efectuat urmatoarele studii spectroscopice si optice:

1. Studiul autofluorescentei induse laser;

2. Studiul timpului de viata al autofluorescentei induse laser;

3. Studiul FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy);

4. Studiul LIAF si FTIR pe substante pure;

5. Studiul spectroscopic al substantelor anestezice folosite.

4. Studiul autofluorescentei induse laser (LIAF)

4.1. Ipoteza/Obiective

Dupa cum am mentionat in prima parte a acestei lucrari, aparitia si gradul
autofluorescentei depind in special de continutul in fluorofori la nivelul tesutului analizat.
Fluoroforii sint predominent proteine, cum ar fi de exemplu colagenul, elastina, cheratina sau
NADH-ul Alti factori ce influenteaza aceasta proprietate optica sint modificarile metabolice
locale, reactia stromala adiacenta procesului patologic, grosimea epiteliului, atipiile nucleare.

Folosind probele recoltate si preparate dupa cum am prezentat anterior, vom face o serie
de masuratori pentru a caracteriza autofluorescenta indusa laser a tesuturilor carcinomatoase in
comparatie cu cele normale.

4.2. Material si metoda

Sistemul experimental (Figura 4) consta in expunerea probelor tisulare la un fascicul laser

pulsat emis de o dioda laser in domenul picosecundelor (Alphals, type PicoPower LD-375-50) la
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o0 lungime de unda de 375 nm, cu o rata de repetitie a pulsurilor de 31MHz, largimea temporala
a pulsului la semi-inaltime de 87 ps si 0 energie medie de 0,5 mW.

Fascicul laser cu dimensiuni ale spotului de 1.6x1.8 mm (eliptic) este trimis catre proba
intr-o geometrie de iradiere verticala cu trecere dubla utilizand o oglinda dicroica (355 nm) la
unghi de incidenta de 45° si o oglinda cu reflectanta totala.

Doua tipuri de masuratori au fost efectuate in cazul probelor ce contin tesut sanatos si
tumoral: autofluorescenta indusa laser (LIAF) si timpul de viata al autofluorescentei. Semnalul
de autofluorescenta a fost colectat utilizand doua fibre optice pozitionate la 45° in acelasi plan
fata de fasciculul laser pompat. Diametrul interior al fibrei utilizate pentru monitorizarea
semnalului LIAF este de 400 um, iar al celei pentru monitorizarea timpului de viata al
autofluorescentei este de 1500 pm.

Spectrul semnalului LIAF este inregistrat utilizand un spectrograf (Princeton Instruments,
type Acton SpectraPro 2750) cu o rezolutie optica de 0,8 nm, iar in cazul inregistrarii timpului de
viata al semnalului LIAF este utilizat un fotodetector cu amplificare (Hamamatsu, type H6780-
20) caracterizat de un timp de raspuns de 0,78 ns al carui semnal de iesire este trimis catre un
osciloscop digital (Tektronix, type DPO7254). Semnalul achizitionat de catre spectrograf si
fotodetector este sincronizat cu pulsurile laser prin intermediul semnalului de sincronizare tip
TTL emis de sursa de alimentare si control a diodei laser. In cazul spectrografului, pentru
operarea la frecventa de 31 MHz s-a utilizat optiunea pentru pulsuri rapide (frecvente mai mari
de 1 MHz) integrata in programul de control al acestuia.

I/_/—mm
A% sample transparent |
| substrate :

Dichroic
mirror

Optical
fiber

______________

—
.-

Hamamatsu,
Photosensor
module

400nm Long

. stage
Pass Filter

Acton SpectraPro

L

| Tektronix

oscllloscope

TIL signal

________ 2750 spectrograph | '\
i = =1
1 -
5igna|5i “r
D e i
(

Figura 4. Sistemul experimental utilizat pentru determinarea autofluorescentei induse
laser si a timpului de viata al autofluorescentei pentru probele cu tesut sanatos si tumoral

12



STUDIUL PROPRIETATILOR FOTOFIZICE ALE CORZILOR VOCALE SI APLICATII IN LASER-CHIRURGIA CLINICA

In timpul masuratorilor LIAF, probele (tesutul aplicat pe lamela de sticla) au fost plasate
pe 0 masa de translatie XY avand o rezolutie de deplasare de 5 um. Probele continand tesutul
sanatos si tumoral au fost preparate in duplicat, iar pentru fiecare s-au efectuat in jur de 6-8
masuratori in diferite puncte ale tesuturilor. Masuratorile s-au efectuat mentinandu-se o directie
de deplasare liniara de la un punct la altul (specificata in imaginile foto ale probelor). Distantele
dintre puncte au fost de 1 sau 2 mm (in functie de latimea probelor) astfel incat la o traversare a
probei s-au efectuat 4-5 masuratori. Restul de masuratori de pana la 6-8 s-au efectuat pe o
directie paralela cu prima (in puncte echivalente celor de pe prima directie de deplasare) si la o
distanta (deplasare) in lateral de 2 mm.

Semnalul LIAF reprezinta un spectru mediat la 50 de pulsuri laser generate si a fost
prelucrat astfel: s-a scazut semnalul inregistrat pentru sticla (substrat) din cel al probei si s-a
mediat spectrul utilizand metoda de netezire adjacent-averaging pe un numar de 120 de puncte,
urmata de integrarea spectrului si determinarea urmatorilor parametri:

1. Lungimea de unda a maximului (Amax);

2. Intensitatea (1) acestuia;

3. Largimea benzii la semi-inaltime (FWHM);

4. Aria (A);

5. Raportul I/FWHM.

Comparatia intre spectrul initial si cel prelucrat este redata in Figura 5, in cazul tesutului

sanatos al primului pacient.
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2,2x10* 1
7 lamela de sticla

spectrul LIAF inregistrat
spectrul LIAF prelucrat

Intensitate (uit. rel.)

0,0 - 71 - 1 - 1 r 1+ 1 1 v 1T *© 1T * 1
425 450 475 500 525 550 575 600 625
Lungime de unda (nm)

Figura 5. Comparatie intre spectrul LIAF neprelucrat si cel prelucrat al unei probe de

tesut
Diferenta de intensitate dintre spectrul LIAF brut/neprelucrat inregistrat si cel prelucrat

rezulta din scaderea contributiei lamelei de sticla la intensitatea semnalului LIAF.

4.3 Rezultate
Pacientul nr. | — probele de tesut sanatos
Asupra celor doua probe (in duplicat — Figura 6) s-au efectuat masuratori in 14 puncte iar

rezultatele sunt centralizate in Tabelul 1 si sunt reprezentate grafic in Figura 7:

Figura 6. Aspectul probelor de tesut sanatos in duplicat: A) Sl si B) SllI; sageata indica
sensul in care s-au realizat masuratorile
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Tabelul 1. Parametrii extrasi din spectrele LIAF ale probelor de tesut sanatos si variatia
acestora fata de parametrii spectrului LIAF mediat.

Proba Amax | ) Al/Im FWHM | AFWHM / Arie ) AA_rie/ I_/FWHM A (IFWHM) /

(nm) (x 10* unit. rel.) (nm) FWHMM | (x10%nm X unit. rel.) | Ariem (unit. rel./ nm) | (/FWHM)wm
SI-1 457 1,38 -69,2% 112 +5,66% 1,65 -67,1% 123,49 -70,8%
SI-2 457 3,53 -21,3% 106 0% 3,99 -20,4% 333,46 -21,3%
SI-3 454 1,97 -56,1% 109 +2,83% 2,30 -54,1% 180,77 -57,3%
Sl-4 454 1,26 -71,9% 109 +2,83% 1,51 -69,9% 115,53 -12,7%
SI-5 458 1,64 -63,4% 112 +5,66% 1,96 +60,9% 146,64 -65,4%
SI-6 455 1,70 -62,2% 105 -0,94% 1,94 -61,3% 161,66 -61,8%
SI-7 458 0,35 -92,2% 105 -0,94% 0,41 -91,7% 33,38 -92,1%
Sli-1 454 2,43 -45,9% 107 -0,94% 2,77 -44,7% 227,04 -46,4%
SlI-2 457 8,01 +78,2% 102 -3,77% 8,67 +73,1% 785,41 +85,2%
SlI-3 458 11 +143,8% 102 -3,77% 11,8 +135,3% 1074,24 +153,4%
Sll-4 457 5,35 +19,0% 106 0% 5,98 +19,3% 504,86 +19,1%
SlI-5 459 13 +189,7% 109 +2,83% 14,7 +194,2% 1194,70 +181,8%
Sll-6 456 4,25 -5,3% 105 -0,94% 4,74 -5,5% 405,05 -4,4%
SlI-7 457 7,10 +57,9% 103 -2,83% 7,71 +53,8% 688,87 +62,5%

f’ni‘i;:t“' 457 4,49 106 501 423,92

i—x - X;(‘—‘X unde X= 1, FWHM, Arie sau I/FWHM
M M
——SI-1
—3SI-2
1,4x10° - —SI-3
] ——Sl4
. | ——SI-5
1,2x10 e
] —SI-7
~ 1,0x10° —SilI-1
o ] —3SII-2
= 8,0x10° —SII-3
5 | ——SlI-4
P a ——SII-5
ki 6,0x10 ——SII-6
Z ] —S8lI-7
g = spectrul mediat

Lungime de unda (nm)

Figura 7. Spectrele LIAF inregistrate pentru probele de tesut sanatos (in duplicat, Sl si
SII) pe 14 puncte de colectare si spectrul LIAF mediat.
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Pacientul nr. | — probele de tesut tumoral

Asupra celor doua probe (in duplicat — Figura 8) s-au efectuat masuratori in 14 puncte iar

rezultatele sunt centralizate in Tabelul 2 si sunt reprezentate grafic in Figura 9:

Figura 8. Aspectul probelor de tesut tumoral in duplicat: A) Tl si B) TII; sageata indica

sensul in care s-au realizat masuratorile

Tabelul 2. Parametrii extrasi din spectrele LIAF ale probelor de tesut tumoral si variatia
acestora fata de parametrii spectrului LIAF mediat

brops | Ame ! AU PO | AFWHM/ Arie AArie/ | UFWHM | A (IFWHM)/
(nm) | (x10*unit. rel.) (nm) FWHMwm | (x206nm x unit. rel.) | Ariem | (unit. rel./ nm) | (I/FWHM)wm
TI-1 459 4,03 +2,4% | 93,58 +0,3% 4,16 +2,3% 430,33 +2,1%
TI-2 456 3,13 -20,3% | 98,37 +5,4% 3,36 -17.2% 318,40 -24,4%
TI-3 458 2,57 345% | 101,59 | +8,9% 2,84 -30,1% 253,32 -39,8%
TI-4 455 1,34 65,9% | 107,95 | +15,7% 1,58 61,1% 124,10 -70,5%
TI5 457 0,93 76,3% | 112,22 | +20,2% 1,12 72,3% 82,93 -80,3%
TI-6 457 1,69 -56,8% | 100,83 | +8,1% 1,88 -53,7% 168,07 -60,1%
TI-7 458 1,28 -675% | 98,56 +5,6% 1,38 -65,9% 129,64 -69,2%
Th-1 457 9,46 +140,7% | 91,24 -2,2% 9,46 +133,0% 1036,94 +146,1%
TI-2 458 3,18 192% | 97,71 | +4,73% 3,36 -17.1% 325,00 -22,8%
TI-3 444 1,22 +209,5% | 7348 | -21,24% 10,1 +147,6% 1655,33 +292,9%
TI-4 450 1,87 525% | 103,76 | +11,21% 2,12 -47,8% 179,74 -57,3%
TI-5 458 0,76 -80,6% | 99,73 +6,8% 0,83 -79,5% 76,36 -81,8%
TI-6 450 1,82 -53,6% | 107,34 | +151% 2,13 -47,6% 169,69 -59,7%
TN-7 445 11,7 +196,9% | 98,12 +5,1% 12,6 +209,5% 1189,29 +182,3%
Spectrul |40, 3,93 93,3 4,06 421,22
mediat
= =22 unde X= I, FWHM, Arie sau I/FWHM
M M
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Figura 9. Spectrele LIAF inregistrate pentru probele de tesut tumoral (in duplicat, Tl si

TII) pe 14 puncte de colectare si spectrul LIAF mediat

1,4x10° -
1,2x10°

1,0x10° -

Intensitate (unit. rel.)

8,0x10*
6,0x10"

4,0x10" -

20x10' || £

—TI-1
—TI-2
—TI-3
—TI-4
—TI-5
—TI-6
—TI-7
—TIlI-1
—TIlI-2
—TII-3
—TII-4
—TII-5
—TII-6
—TII-7

Lungime de unda (nm)

e spectrul mediat

| -
550 600

Analizind datele obtinute din masuratorile spectrale ale celor doua tipuri de tesut

(sanatos/tumoral) ale pacientului nr.I, obtinem valorile din Tabelul 3 si graficul din Figura 10:

Tabelul 3. Parametrii extrasi din spectrul LIAF al probei de tesut sanatos si tumoral

Lungime de unda (nm)

Proba Kmax | AL FWHM | A FWHM Arie AArie/ IIFWHM A (IIFWHM)
(nm) | (x10*unit. rel.) S| (m) |/FWHMs | (x10°nm x unit. rel) | Aries | (unit. rel./ nm) (IFWHM) s
Tesut sanatos | 457 449 106 5,01 423,92
Tesut tumoral | 454 393 -125% | 933 10,1% 4,06 -19% 421,22 -0,6%
5x10" tesut sanatos
tesut tumoral
4x10"
B
s 3x10°%
s
2
I 2x10*
5]
=
1x10*
0 T T T T T T T T T T
400 425 450 475 550 575 600 625

Figura 10. Spectrele LIAF inregistrate pentru probele de tesut sanatos si tumoral rezultate
din spectrele mediate in cazul pacientului nr. |
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Comparand valorile obtinute, se observa pentru pacientul nr. I:
1. Scaderea intensitatii maxime (I) a LIAF pentru tesutul tumoral cu 12,5% fata de tesutul
sanatos;
2. Scaderea ariei (A) LIAF pentru tesutul tumoral cu 19% fata de tesutul sanatos ;
3. Scaderea largimii benzii la semi-inaltime (FWHM) pentru tesutul tumoral cu 10,1% fata de
tesutul sanatos;
4. Scaderea lungimii de unda a maximului intensitatii (Amax) pentru tesutul tumoral cu 3 nm
fata de tesutul sanatos;
5. Scaderea raportului I/FWHM pentru tesutul tumoral cu 0,6% fata de tesutul sanatos.

Aceleasi masuratori au fost efectuate in aceleasi conditii si celorlalti 3 pacienti inclusi in
lot.

4.4. Discutii

Coroborind valorile masuratorilor de LIAF efectuate pe perechile de probe ale celor 4
pacienti, putem caracteriza urmatorii parametri:

A. Intensitatea maximului spectrului LIAF care variaza de la pacient la pacient atit
pentru tesutul sanatos, cit si pentru cel tumoral, si care, in marea majoritate a cazurilor este mai

mica pentru tesutul tumoral fata de tesutul sanatos (Figura 26).

1axi0°] AN S/ T s/ T 6.0x10° s/ s/
—=— tesut sanatos
. _|—=— tesut sanatos =— tesut tumoral
1.2x10" o .
—m=— tesut tumoral 5,0x10" —
= 1.0x10" B
- - S oA40x10' o b N
S 8,0x10" - 5 R
@ @ 3.0x10" -
B eo0x10" - B
% % 2.0x10"
AT - .Ox 1
£ 4.0x10"q = e | £
= [ =
i '\.\ Ox10* | o T e .
. . - - 1 x1 B it
2,0x10" 4 - s - i
0.0 T T T T T T T T T T T T T T 0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 i 2 3 4 5 6 7 8 98 10 11 12 13 14 15 16
masuratori efectuate masuratori efectuate
9,0x10" 4
C s/ - si/ T roxior- [ sU/T s/ T
8,0x10" - A\ -
= tesut sanatos f\ . | —m— tesut sanatos
7,0x10" [\ 8,0x10"
. = tesut tumoral ’f | —m— tesut tumoral
—_ [
F 6.0x10" o [ ___ 5,0x10°
- . 1\ E
g S.0x10 / \ B a.0x10°
@D 4 .0x10% - \ = = X
8 - I ! 7\ 2 3,0x10°
Z / - \ \ 5
2 30x10* o / - I / Y a \ 2
S s T 7 I ~ == 20x10°
= 20x10°4 / N SN/ - d
1.0x10° ™ - - - - 1,0x10°
e e e L
0.0 T T T T T T T T T T T T 0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
masuratori efectuate wavelength (nm)

Figura 26. Variatia intensitatii maximului de LIAF ca functie de numarul de masuratori
efectuate pe tesuturile sanatoase si tumorale pentru: A) pacientul I, B) pacientul Il, C) pacientul
[11, D) pacientul 1V
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B. Aria intensitatii LIAF este mai mica pentru tesutul tumoral fata de cel sanatos in

toate cele 4 cazuri, asa cum reiese si din graficele de mai jos:

a6a

s/ s/ Tn N sI/TI s/ T
as2 35
aeo | AN B
E E
= =
© @
= =
5 S
@ @
= =
@ @
E £
= 2
= =
—=— tesut sanatos 446 | —=— tesut sanatos
442 1 = tesut tumoral —=— tesut tumoral
440 by R R R R R
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
masuratori efectuate masuratori efectuate
460 -
aes | C s/ s/ D s1/TI snsTn
asa
,,,,,,,,,,,,,,,, as6 |
E E  a5a
= =
= 3 452
g g
4 4 450 |
= =
2 444 3 aas
5 a4 =
\ S A 444 -
436 —=— tesut sanatos —=— tesut sanatos
—=— tesut tumoral 442 | —=— tesut tumoral
432 T T T T

5 6 7 a 9

10 11 12 13 14 15
masuratori efectuate

o 1 2 3 4 5 6 7 8

2 10 11 12 13 14 15 16

masuratori efectuate

Figura 27. Variatia ariei ca functie de numarul de masuratori efectuate pe tesuturile
sanatoase si tumorale pentru: A) pacientul 1, B) pacientul Il, C) pacientul Ill, D) pacientul IV

C. Lungimea de unda a maximului intensitatii este mai mica pentru tesutul tumoral
decit pentru cel sanatos in toate cele 4 cazuri cercetate, asa cum reiese si din figura de mai jos:
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Figura 28. Variatia lungimii de unda a maximului de LIAF ca functie de numarul de
masuratori efectuate pe tesuturile sanatoase si tumorale pentru: A) pacientul 1, B) pacientul Il, C)
pacientul 111, D) pacientul 1V
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D. Largimea benzii la semiinaltime (FWHM) este un parametru care este mai mare la

tesutul tumoral fata de cel sanatos in 3 din cele 4 cazuri analizate, iar intr-un caz (pacientul nr. 1)

tendinta nu se respecta, asa cum observam si in graficele de mai jos:
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Figura 29. Variatia FWHM ca functie de numarul de masuratori efectuate pe tesuturile
sanatoase si tumorale pentru: A) pacientul I, B) pacientul 11, C) pacientul 111, D) pacientul 1V

E. Raportul I/FWHM este mai mic pentru tesutul tumoral decit pentru cel sanatos in 3

din cele 4 cazuri si neconcludent in cazul pacientului nr. 1.
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F. Impactul radiatiei laser emise la 375 nm asupra tesutului sanatos

In timpul masuratorilor LIAF, am observat ca pentru acelasi cimp masurat la distanta de
citeva secunde obtinem valori ale parametrilor LIAF care scad pe masura ce iradierea se repeta.
Am sistematizat aceste masuratori pentru proba de tesut sanatos al pacientului nr. Il in tabelul de

mai jos, dupa ce am efectuat cite trei examinari succesive pe acelasi punct:

Tabelul 12. Impactul radiatiei laser asupra tesutului sanatos la pacientul nr. |1

Proba Amax | ) Al/Iu FWHM | AFWHM / Arie ) AA_rie/ I_/FWHM A (I/FWHM) /
(nm) | (x10*unit. rel.) (nm) FWHMwm | (x10 nm x unit. rel.) | Ariem (unit. rel./nm) | (I/FWHM) m
1.1 459 2,27 109 2,61 207,8
1.2 459 2,20 -2,8% 109 0% 2,55 -2,4% 202,0 -2,8%
13 458 2,05 -9,7% 110 +0,9% 2,37 -9,0% 186,0 -10,5%
2.1 456 4,61 102 4,99 451,9
2.2 457 4,52 -2,0% 102 0% 4,87 -2,4% 4427 -2,0%
2.3 458 3,87 -16,1% 104 +2% 4,24 -15,1% 371,7 -17,7%
3.1 457 2,72 106 3,06 256,4
3.2 457 2,62 -3,4% 107 +0,9% 2,96 -3,1% 245,3 -4,3%
3.3 456 2,52 -7,4% 106 0% 2,84 -7,1% 237,3 -7,4%
4.1 456 3,96 102 4,29 388,2
4.2 457 3,86 -2,5% 103 +1% 4,22 -1,6% 375,0 -3,4%
4.3 457 3,77 -4,8% 103 +1% 4,10 -4,4% 365,9 -5,8%
5.1 457 4,24 103 4,60 411,6
5.2 457 4,17 -1,6% 103 0% 4,55 -1% 405,1 -1,6%
5.3 457 4,14 -2,3% 104 +1% 4,54 -1,2% 398,2 -3,3%
6.1 457 5,07 103 5,45 492,1
6.2 457 4,90 -3,3% 103 0% 531 -2,7% 475,9 -3,3%
6.3 458 4,83 -4,8% 103 0% 5,25 -3,7% 468,5 -4,8%
7.1 457 4,13 100 4,37 412,8
7.2 457 3,95 -4,2% 102 +2% 4,23 -3,2% 387,7 -6,1%
7.3 458 3,87 -6,3% 102 +2% 4,13 -5,4% 379,1 -8,2%
8.1 457 3,15 103 3,44 305,5
8.2 457 3,06 -2,8% 104 +1% 3,34 -2,8% 294,1 -3,8%
8.3 457 2,92 -7,2% 105 +1,9% 3,22 -6,3% 278,1 -9,0%

Dintre acesti parametri ne-am indreptat atentia asupra intensitatii LIAF, a carei scadere
progresiva o putem observa pentru fiecare punct masurat pentru cele trei masuratori consecutive

in Figura 31:
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Figura 31. Impactul radiatiei laser emise la 375 nm asupra intensitatii LIAF pentru tesutul
sanatos al pacientului nr.11 pentru cele 8 puncte de colectare.
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4.5.Concluzii

Metoda de masurare a caracteristicilor tesuturilor normale si maligne pe baza
autofluorescentei induse cu fascicule laser este aplicata intr-un numar de discipline medicale, chiar
prin utilizarea de echipamente disponibile comercial. Sunt cunoscute in acest sens realizarile din
pneumologie si gastro-enterologie, dar si cercetarile privind tumorile maligne ale creierului [143,144].

Aplicarea acestei metode in chirurgia ORL poate aduce un progres in stabilirea in timp real a
limitelor dintre tesuturile normale si tumorale in timpul unei operatii. Stabilirea de parametri
reproductibili ai sistemelor de masura si a marimilor care trebuie masurate pentru spectrele LIAF ale
tesuturilor normale si ale celor tumorale, in vederea evidentierii diferentelor dintre cele doua tipuri de
tesuturi constituie un prim pas in aceasta directie. Datele prezentate in teza contribuie tocmai la
identificare unor marimi fizice care sa permite o astfel de decelare, printre marimi aflandu-se:

intensitatea maximelor de fluorescenta,

largimea spectrala a radiatiei de fluorescenta si a maximelor (daca aceasta este masurabila
pentru maxime in mod precis),

raportul intensitate a maximului/largime spectrala,

timpii de viata ai fluorescentei si altele care decurg din acestea.

Desi in cazul studiului nostru masuratorile au fost efectuate pe piese ex vivo, marimile
mentionate pot fi masurate si/sau calculate in situ, in timp real, neinvaziv, astfel incat sa dea
informatii in timp real chirurgului privind caracteristicile tesuturilor cu care opereaza, eventual sa
delimiteze “safety edge”. Aceste rezultate vor trebui comparate si contrapuse cu examenul
histopatologic extemporaneu, considerat pina in acest moment mai “medical” si “adecvat” de catre

chirurgii oncologi, admis in plus si ca proba medico-legala in caz de recidiva sau metastaza.

5. Studiul timpului de viata al emisiei LIAF
5.1. Ipoteza/Obiective

Timpul de viata al emisiei autofluorescentei induse laser este un parametru spectrometric
distinct si foarte sensibil. Vom face determinari ale acestuia pe diferite probe tisulare si vom
incerca sa stabilim o legatura intre valorile acestuia si posibilitatea de discriminare tesut

sanatos/tesut canceros.
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5.2. Material si metoda

Pentru analiza timpului de viata al autofluorescentei induse laser s-a folosit sistemul
experimental descris in capitolul anterior si prezentat in Figura 4. S-au folosit aceleasi probe
tisulare in tandem, sanatos/tumoral in dublu exemplar, obtinute de la cei patru pacienti
laringectomizati.

Valorile timpilor de viata ai LIAF au fost determinate analizand graficele semnalelor
LIAF (Figurile 32-35) cu functia de fitare a scaderii exponentiale a semnalului a carei constanta
de timp t reprezinta timpul de viata al procesului analizat. In Tabelele 13-16 sunt prezentate
valorile timpilor de viata determinate punct cu punct pentru probele de tesut sanatos (Sl si Sll) si
tumoral (T1 si TII) la fiecare din cei 4 pacienti. In cazul fiecarei probe, investigatia s-a realizat pe
doua directii paralele corespunzatoare latimii acesteia.

Pentru a evidentia evolutia timpului de viata al semnalului LIAF dealungul directiilor
analizate, in Tabelele 13-16 valorile au fost ordonate pe doua coloane corespunzatoare celor
doua directii liniare si paralele de investigatie. De asemenea, in cazul fiecarei probe s-a calculat
valoarea medie corespunzatoare timpilor de viata obtinuti. Distanta intre cele doua zone liniare
de investigatie a fost 2 mm. Valorile au fost plasate pe perechi acolo unde punctele analizate s-au
aflat pe aceeasi linie longitudinala (raportat la dimensiunile probelor).

Numarul investigatiei a fost indexat cu valoarea ,,2” pentru a marca masuratorile realizate
pe a doua directie. Pentru campurile unde nu s-au specificat valori nu au fost efectuate
masuratori, iar acolo unde este specificat semnalul ,,-* valoarea nu a putut fi determinata din
graficul aferent masuratorii (intensitatea semnalului detectat a fost mica).

Pe durata masuratorilor sistemul de detectie a fost operat la treapta cea mai ridicata de
amplificare a semnalului din cauza fluorescentei naturale scazute a tesuturilor analizate. Din
aceasta cauza, raportul semnal — zgomot a fost mic, acest lucru reflectandu-se in zgomotul
electric inregistrat sub forma unui semnal periodic cu perioada de aproximativ 2 ns care

moduleaza semnalul util detectat.

5.3. Rezultate
In cazul fiecarui grafic analizat pentru Pacientii I-1V, liniile curbe de culoare rosie
reprezinta curba de fitare cu functia exponentiala de descrestere a semnalului care furnizeaza

prin intermediul constantei de timp t timpul de viata al semnalului LIAF.
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Pacientul nr. |

In Figura 32 sunt prezentate graficele aferente semnalelor LIAF inregistrate pentru

Pacientul nr. I pe probele SI —I1si TI - Il. Acestea au avut intensitati relativ egale pentru probele

sanatoase si au fluctuat in cazul probelor tumorale. Rezultatele analizei graficelor cu functia de

fitare a descresterii exponentiale a semnalului pentru determinarea timpului de viata sunt

prezentate in Tabelul 13.
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Figura 32. Graficele semnalelor LIAF obtinute pentru Pacientul nr. I pe probele A) Sl, B)

SlI, C) Tl si D) TII. Linia rosie reprezinta functia de fitare exponentiala.

Tabelul 13. Valori ale timpului de viata a LIAF pentru Pacientul nr.1.

Pacient nr. |

Tesut S| Si| ! Tl | TIl

NI Timp de viata t(ns)

investigatie i ! 1 l i l i !
2-1 1 29 3,06 4,21 4,46 5,65 5,65
2-2 2 3,34 4 4,24 5,49 51 3,42 3,76
2-3 3 4,37 3,69 4,5 4 4,32 4,27 2,53
2-4 4 3,69 3,75 3,67 4,24 3,56 3,8 3,29 3,3

medie t(ns) 3,5 4.1 4.4 3.9

deplasare 2mm  <---" 2mm  "<---" 2mm  "<---" 2mm  '<---"
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In cazul Pacientului nr. | se observa ca valorile timpului de viata sunt relativ uniforme pe
zonele analizate pentru tesuturile sanatoase.
In cazul tesuturilor tumorale, valorile sunt neuniforme, variind intre 3,56 ns si 5,49 ns

pentru TI si intre 2,53 ns si 5,65 ns pentru TIl. Valorile medii ale timpului de viata pentru
probele de tesut sanatos si tumoral au fost 3,5 ns si 4,1 ns, respectiv 4,4 ns si 3,9 ns. In acest caz
distanta intre punctele analizate a fost de 2 mm. Din datele masurate rezulta ca timpul de viata al
autofluorescentei masurat pe probele de tesut este mai mare pentru radiatia de autofluorescenta
emisa de tesutul tumoral in puncte alese aleatoriu fata de cel al autofluorescentei masurate pe
tesut sanatos in puncte alese tot aleator si fara legatura evidenta cu zonele utilizate din tesutul
tumoral.

Aceleasi masuratori au fost efectuate in aceleasi conditii si celorlalti 3 pacienti inclusi in
lot.

5.4. Discutii

Analizand diferentele maxime inregistrate intre valorile medii calculate pentru cei patru
pacientii (diferenta dintre maximul valorilor TI si TII si minimul valorilor SI si SlI) se observa
pentru pacientului nr. I valoarea de 0,9 ns, pacientul nr. 1l valoarea de 1,2 ns, pacientul nr. 111
valoarea de 1,1 ns si pacientul nr. IV valoarea de 0,5 ns. Daca, calculam diferenta minima
inregistrata intre aceste valori (diferenta dintre minimul valorilor T1 si TH si maximul Sl si SII)
vom obtine pentru pacientul nr. I valoarea -0,2 ns, pentru pacientul nr. 11 valoarea 0,5 ns, pentru
pacientul nr. 111 valoarea 1 ns, si pentru pacientul nr. IV valoarea 0 ns.

Diferenta negativa in cazul pacientului nr. I inseamna ca timpii de viata inregistrati pentru
cele doua tipuri de tesut au domenii de valori care se suprapun. Valoarea negativa de 0,2 ns
masurata in acest caz este datorata in primul rand erorilor de fitare ale curbelor experimentale cu
cele teroretice care permit estimarea timpului de viata al autofluorescentei. In cazul de fata
erorile au fost de + 0,13 ns. O alta cauza a acestei valori poate fi si calitatea, componenta
biochimica si structura fizica a probelor de tesut utilizate in studiu.

In Figura 36 sunt prezentate graficele obtinute in urma medierii semnalelor
corespunzatoare emisiei LIAF pentru probele SI, SlII, TI si TII la fiecare din cei 4 pacienti. Se
observa ca intensitatea medie a semnalelor variaza, in cazul fiecarui pacient, de la o proba la alta.

In cazul Pacientului nr. | (Figura 36A) intensitatile semnalelor pentru probele tumorale

sunt similare, in timp ce cele pentru tesut sanatos prezinta variatii de 57% in raport cu
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intensitatea semnalului maxim. Pentru Pacientul nr. | valorile medii ale timpilor de viata pentru
probele SI, SII, Tl si Tl au fost 3,75 ns si 4,24 ns, respectiv 4,76 ns si 3,85 ns.

Pentru Pacientul nr. Il (Figura 36B), intensitatile semnalelor LIAF au fost similare in
cazul tipurilor de tesut, sanatos si tumoral, cel sanatos fiind in medie cu 80% mai intens. Timpii

de viata aferenti au avut valorile medii 3.87 ns si 3,76 ns, respectiv 5,19 ns si 5,03 ns.
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Figura 36. Timpul de viata al semnalului LIAF mediat pentru probele SI —11si TI- Il la A)
Pacientul nr. I, B) Pacientul nr. Il, C) Pacientul nr. Il si D) Pacientul nr. 1V. Fiecare grafic a fost

obtinut prin medierea tuturor semnalelor LIAF obtinute pentru o proba; linia rosie reprezinta
functia de fitare exponentiala.

In cazul Pacientului nr. Il (Figura 33 C), intensitatile semnalelor LIAF au fost similare
pentru tesutul sanatos si mult diferite pentru tesutul tumoral (80% fata de valoarea maxima).
Timpii de viata au avut valorile medii 3,79 ns si 3,73 ns, respectiv 6,76 ns si 5,42 ns.

La Pacientul nr. IV (Figura 33 D), la fel ca in cazul pacientului nr. Il, intensitatile
semnalelor LIAF au fost similare pentru tipurile de tesut, sanatos si tumoral, cel sanatos fiind in
medie cu 65% mai intens decat cel tumoral. Timpii de viata aferenti au avut valorile medii 3,78
ns si 4,12 ns, respectiv 3,86 ns si 4,00 ns.
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5.5.Concluzii

Valorile medii ale timpilor de viata obtinuti prin analiza semnalelor LIAF mediate pentru
fiecare proba (SI, SII, Tl si TII) au aratat un trend al valorilor asemanator cu cel indicat de
mediile timpilor de viata obtinuti pentru fiecare punct de investigatie (Tabelele 13 — 16) si
anume, valorile medii sunt mai mari in cazul tesuturilor tumorale.

O exceptie se regaseste in cazul Pacientului nr. IV unde valorile obtinute pentru tesutul
tumoral se incadreaza intre cele obtinute pentru tesutul sanatos. Insa, daca coroboram acest
rezultat cu datele obtinute prin medierea valorilor timpilor de viata obtinuti pentru fiecare punct
investigat, 3,8 ns, 4,0 ns, 4,0 ns si 4,3 ns (Tabelul 16), putem spune ca si in acest caz exista o
tendinta de crestere a timpului de viata al semnalului LIAF pentru tesutul tumoral. Aceasta
evolutie poate reprezenta un indicator in stabilirea tipului de tesut analizat prin medierea
semnalelor inregistrate dealungul unei directii de investigatie a probei si determinarea din acest
semnal a timpului de viata mediu al semnalului LIAF.

La analiza privind diferentele maxime inregistrate intre valorile medii calculate pentru cei
patru pacienti se observa pentru Pacientul nr. | valoarea de 1,03 ns, pentru Pacientul nr. Il
valoarea de 1,43 ns, pentru Pacientul nr. 11l valoarea de 3 ns si pentru Pacientul nr. IV valoarea
de 0,22 ns. Daca, calculam diferenta minima inregistrata intre aceste valori vom obtine pentru
Pacientul nr. | valoarea -0,39 ns, pentru Pacientul nr. Il valoarea 1,16 ns, pentru Pacientul nr. I11
valoarea 1,63 ns, si pentru Pacientul nr. IV valoarea -0,26 ns.

Diferenta negativa in cazul Pacientilor | si 1V indica faptul ca timpii de viata inregistrati
pentru cele doua tipuri de tesut au domenii de valori care se suprapun. In acest caz, fata de cazul
valorilor obtinute prin medierea aritmetica a timpilor de viata (Tabele 13 — 16), diferentele sunt
mult mai accentuate, indicand mult mai precis separarea sau apropierea domeniilor de valori ale
timpilor de viata.

Valorile negative de 0,39 ns si 0,26 ns masurate in acest caz sunt de asemenea
determinate de erorile de fitare ale curbelor experimentale cu cele teoretice care permit estimarea
timpului de viata al autofluorescentei. In cazul de fata erorile au fost de + 0,2 ns (rezultate din
estimarea facuta de programul de fitare). O alta cauza o reprezinta si calitatea, componenta si

structura probelor de tesut utilizate in studiu.
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Comparand diferentele inregistrate intre valorile medii calculate prin metoda medierii
aritmetice a timpilor de viata obtinuti pentru fiecare esantionare in parte cu valorile timpilor de
viata determinati prin analiza semnalelor mediate pentru aceleasi esantionari (la fiecare tip de
proba in parte), rezulta ca analiza prin medierea semnalelor corespunzatoare emisiei LIAF
este mai utila pentru diferentierea calitativa a celor doua tipuri de tesut.

Din punct de vedere experimental aceasta este o recomandare de principiu dar trebuie
tinut cont si de faptul ca dispunerea de doua metode de masura a caracteristicilor tesuturilor
tumorale si normale poate constitui un avantaj in estimarea corecta a calitatii tesuturilor, cu atat
mai mult cu cat masurarile de semnale sunt afectate de erori de ordinul celor mentionate in acest
capitol. Ca si in cazul parametrilor LIAF din capitolul anterior, trebuie facuta comparatia cu
examenul extemporaneu atit din punct economic, al resursei umane folosite, cit si medico-

chirurgical si oncologic.

6. Studiul FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
6.1. Ipoteza/Obiective

Metodele spectroscopice folosite pentru detectarea vibratiilor atomilor din molecule au la
baza fenomenele de absorbtie a radiatiilor din domeniul infrarosu si de Tmprastiere inelastica
Raman. Aceste metode sunt folosite in practicd pentru a colecta date despre structura moleculard,
in scopul de a identifica substantele pe baza unor ,,amprente” spectrale caracteristice si pentru a
determina cantitatea de substanta de analizat dintr-o proba. Probele pot fi studiate in orice stare
de agregare, la orice temperatura, ca particule microscopice sau in straturi de suprafata. Spectrul
FTIR contine informatii privind prezenta unor grupari functionale/tipuri de legdturi in moleculele
probei studiate [Colthup et al 1978]. Spectroscopia FTIR si spectroscopia Raman sunt tehnici
complementare. Vibratiile puternice din spectrul IR sunt de obicei slabe in spectrul Raman si
invers. Din punct de vedere calitativ, modurile de vibratie antisimetrice datorate legaturilor
polare O-H, N-H, C=0 au in general benzi proeminente in IR, in timp ce Tn spectrul Raman apar

vibratii implicate in legaturi simetrice C=C, C-C, S-S.

Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier este tehnica cea mai potrivita de

identificare si caracterizare a vibratiilor caracteristice dintr-o molecula asimetrica ale gruparilor
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functionale. Dupa absorbtia de radiatie IR de catre o molecula, energia rezulatata este
transformata in moduri de rotatie si vibratie. Cele din urma sunt clasificate astfel: vibratii de

deformare ( balans, rotire, forfecare si torsiune) si de alungire (asimetrice si simetrice)[145].

Utilizarea spectroscopiei FTIR ca instrument de investigare si analiza a tesuturilor sanatoase
sau tumorale este limitata de dificultatea de a interpreta schimbarile subtile intre spectrele IR.
Modificarile morfologice nucleare si citoplasmatice au loc dupa cele biochimice, si, prin urmare,
tehnica FTIR ar putea detecta modificarile chimice in timpul dezvoltarii cancerului, inainte ca

modificarile citologice-morfologice sa fie detectabile sub microscop.

Multe studii au aratat ca FTIR poate diferentia semnificativ biochimia celulelor normale fata
de a celor neoplazice [146]. Multe tipuri de cancer au fost studiate prin spectroscopie FTIR, cum
ar fi carcinomul de col uterin [147], [148], de colon [149], de san [150], [151], de esofag [152],
de stomac [153], [154] si pancreas [155].

6.2. Material si metoda

Spectrele IR au fost inregistrate cu spectrometrul FT-IR Nicolet™ iS™50 — modul ATR
(reflexie totala atenuata), in domeniul 3700 — 850 cm™ la o rezolutie de 4 cm™ si 0 mediere pe 16
de spectre. S-a utilizat cristalul ZeSe ce are urmatoarele caracteristici: 2 mm diametru, 2,4 indice

de refractie si 2 pm adancime de penetrare la 45°.

Probele de tesut sanatos Sl, SlI, Tl si TIlI de pe lamelele de sticla au fost investigate prin
metoda FTIR-ATR in 2-3 puncte de masurare, in functie de dimensiunea probelor, in aceeasi
directie ca si in cazul masuratorilor de LIAF.

Figura 37. Proba de tesut sanatos Sl a pacientului nr. 11, analizata in 3 puncte utilizand
metoda FTIR-ATR.
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Spectrul FTIR a fost inregistrat in 3 puncte distincte ale tesutului sanatos cat si tumoral

pentru pacientii nr. I si 1l si in 2 puncte pentru pacientii nr. 11 si V.
In literatura de specialitate exista identificate vibratiile legaturilor gruparilor functionale

caracteristice tesuturilor sanatoase si tumorale [156] ce se regasesc in Tabelul 17.

Tabelul 17. Frecventele vibratiilor legaturilor gruparilor functionale din molecule in regiunea IR

de mijloc a spectrului electromagnetic.

Numar de unda Grupare Mod de L.
4 . . . Componente biochimice
(cm™) functionala vibratie
3500-2500 Vibratie de alungire a legaturii X-H (X=C,O,N)
~3300 N-H v(N-H) Amida A: peptida, proteina
~3100 N-H v(N-H) Amida B: peptida, proteina
2957 C—CHs Vas(CH3)
2920 _(CHz)n _Vas(CHZ) ..
Lipide
2872 C—CHs v¢(CH3)
2851 —(CH2)n — V5(CH,)
2000-1500 Vibratii de alungire fundamentale ale legaturilor duble (C=0, C=C, C=N)
~1740 —CH2-COOR v(C=0) Esteri fosfolipidici
80% v(CO), 20% ) . .
~1655 O=C-N-H Amida |, peptida, proteina
v(CN)
~1645 H—-O—H y(HOH) Apa
60% y(N—H),
~1545 O=C-N-H 30% v(C—N), Amida ll, peptida, proteina
10%v(C—C)
~1500-600 Regiune de amprenta: multe suprapuneri de vibratii
—(CH 8,s(CH
~1450 (CHs)n =s(CHs) Lipide, proteine
_(CHZ)n 6as(CHB)
_(CHS)n_ 6S(CH3)
~1395 —(CH»)n O5(CHs) Lipide, proteine
-0-C=0 v(C=0)
Fosfolipide, acizi grasi,
~1380 C—CH; vs(CH3) L
trigliceride
v(N-H), v(C-
N), v(C=0), Amida lll, peptide, proteine,
1400 - 1200 0O=C—N-H, CH3 2 ) pep P
v(C-C) colagen
and v(CHs)
~1245 - 1230 RO-PO,—OR Vas(PO™)
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~1170 R-COO-R’ Vas(C—-0) Esteri
~1160, ~1120 v(C-0) ARN ribozomal
~1150 C-0, C-0O-H v(CO), y(COH) Carbohidrati
~1095, ~1084, ADN, ARN, fosfolipide,
RO-PO,—OR vs(PO2-) . .
~1070 proteine fosforilate
~1078 Cc—C v(CC) Glicogen
~1060, 1050, 1015 c-0 v(CO) ADN si ARN ribozomal
~1050 C-0-P v(COP) Esteri fosforici
~1028 C-0O-H def(CHO) Glicogen
~965 PO,> v(PO5%) ADN si ARN ribozomal
~950 P-O v(PO5%) Proteine fosforilate
~920 C-O-P v(COP) Proteine fosforilate

v-alungire; 6 — deformare in plan - forfecare; y — deformare in plan — rotire, deformare in afara
planului-balans - torsiune; def — deformare; as — asimetric; s — simetric;

Celulele biologice contin glicogen, proteine si acizi nucleici. Raportul dintre aceste
structuri variaza in functie de starea/tipul celulelor. Atunci cand radiatia in infrarosu
interactioneza cu aceste structuri, energia cuantica specifica este absorbita.

Spectrele FTIR ale lipidelor (de exemplu, fosfolipide) se gasesc in regiunea 2800-3000
cm™. Ele se datoreaza vibratiilor de alungire asimetrica si simetrica ale legaturilor din lanturile
alchil/acil CH3 (2956 si 2874 cm™) si CH, (2922 si 2852 cm™). Deoarece exista un numar mai
mare de grupari metilen in fosfolipide, intensitatea vibratiilor legaturilor CH; este de 10-20 de
ori mai mare decat cea corespunzatoare gruparii CHs.

Benzile IR din regiunea 1600-1800 cm™ sunt legate de vibratii de alungire ale legaturii
C=0 [157], [158]. Amida I, care este una dintre cele mai importante componente ale proteinelor,
are benzi de absorbtie in regiunea cuprinsa intre 1600-1800 cm™ rezultate din vibratia de
alungire a legaturii amidice C=0.

Absorbtia amidei 1l se datoreaza vibratiilor de deformare-forfecare a legaturii N-H
cuplate cu vibratia de alungire a legaturii C-N, ce se poate observa in domeniul 1500-1560 cm™.

Benzile IR ale amidei Il se datoreaza vibratiei de alungire a legaturii C-N si vibratiei

de deformare in plan a N-H si se regasesc in domeniul 1250-1350 cm™.
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Regiunea 1000-1250 cm™ prezinta benzi de absorbtie datorate modurilor de vibratie ale
gruparilor fosfat. Acizii nucleici sunt compusi din legaturi fosfodiester care prezinta doua benzi
in infrarosu: vibratie de alungire simetrica (1087 cm™) si asimetrica (1224 cm™) a gruparii
functionale PO,. Benzile de absorbtie ale carbohidratilor (inclusiv glicogen) se gasesc in
regiunea cuprinsa intre 1000-1200 cm™ si sunt atribuite vibratiilor de alungire ale legaturii C-O.

In regiunea 1800-2800 cm™ celulele biologice nu absorb radiatie [146].

6.3. Rezultate

Pacientul nr. |

In cazul Pacientului nr. I, sunt prezentate in Figura 38 spectrele FTIR atat pentru
tesuturile sanatoase cat si pentru cele tumorale. In continuare se urmaresc modificarile
biochimice ce au loc atat intre diferite straturi de tesut sanatos si tumoral, cat si cele intre tesutul
sanatos si tumoral, cu evidetierea diferentelor dintre acestea.

Benzile de absorbanta proeminente observate pentru ambele tipuri de tesuturi sunt
caracteristice modurilor de vibratie ce reprezinta grupari functionale din molecule celulare,
inclusiv proteine, carbohidrati si acizi nucleici [159, 160, 161]. In toate spectrele, s-au observat
maxime majore caracterizate de absorbtiile amidei I si 1l la 1650 cm™ si, respectiv, 1540 cm™.
Un al doilea set proeminent de maxime a fost observat in zona caracterizata de vibratiile
legaturilor din carbohidrati si din acizi nucleici, mai exact intre 1000 cm™ si 1150 cm™.
Diferentele dintre spectrele IR ale tesutului tumoral si sanatos pot fi observate in special in
regiunea 1000 cm™ si 1150 cm™ [162].

Benzile de la 1650 cm™ si 1550 cm™ reflecta in mod caracteristic vibratia de alungire a
legaturii C=0 si vibratia de deformare (torsiune) a legaturii N-H (in plus fata de vibratia de
deformare a legaturilor C-N) in legaturile amidice ale proteinelor. Banda de la 1042 cm™
reflecta vibratiile de alungire si de deformare ale legaturii C-O care sunt atribuite carbohidratilor
[162].

Pentru probele de tesut sanatos (SI si SII) si tumoral (TI si TII) analizate prin metoda
FTIR-ATR, in 3 puncte de masurare distincte, se poate observa in Figura 38A si Figura 38B
faptul ca tesuturile sunt uniforme si nu exista diferente intre acelasi tip de tesut, spectrele FTIR

fiind caracterizate de aceleasi benzi de vibratie.
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Figura 38. Spectrele FTIR ale probelor Pacientului nr. | in domeniul 3600-850 cm™
pentru A) tesut sanatos (SI si SI) si B) tumoral (T1si TI) .

Comparatia dintre tesutul sanatos si cel tumoral, in cazul Pacientului nr. I, este prezentata

in Figura 39, unde pentru ambele probe se pot identifica benzile specifice amidei A, B, I, 11 si 111

si vibratia caracteristica acizilor nucleici caracterizata de vibratia de alungire simetrica a gruparii

functionale PO.,.
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0,20 H
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Figura 39. Spectrele FTIR ale probelor Pacientului nr. I in domeniul 3600-850 cm™ pentru tesutul
sanatos si cel tumoral.
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Pentru acest pacient, nu exista modificari majore intre spectrele IR ale probelor de tesut
sanatos si tumoral, cu exceptia aparitiei benzii de la 2929 cm™ responsabila de vibratia de
alungire simetrica a CH, din cadrul lipidelor si cea de la 965 cm™ responsabila de vibratia de
alungire a gruparii POs* (AND si ARN - riboza).

Aceleasi masuratori au fost efectuate in aceleasi conditii si celorlalti 3 pacienti inclusi in
lot.

6.4. Discutii.Concluzii

Modificarile produse in spectrele FTIR ale tesuturilor tumorale indica lipsa benzilor
de absorbtie IR la 2929 cm™, la 1745 cm™ si la 1160 cm™ si 1120 cm™, comparativ cu
rezulatele obtinute pentru tesutul sanatos.

De asemenea, in cazul tesutului tumoral, pentru toate spectrele IR s-au observat
modificari ale intensitatii absorbantei benzilor amidelor I si Il, ceea ce reflecta modificari
structurale ale proteinelor, cat si interactii intramoleculare si intermoleculare ale acestora cu alte
molecule [162].

Un caz atipic il constituie Pacientul nr. | pentru care nu s-au observat diferente intre
tesutul tumoral si cel sanatos comparativ cu pacientii 11 — IV. Totusi, si in cazul acestui pacient
sunt observabile diferente intre spectrele FTIR masurate pe tesutul tumoral si cel sanatos.
Comportarea diferita a spectrelor FTIR la Pacientul | fata de ceilalti pacienti poate fi datorata
faptului ca pentru acesta grosimea probelor masurate a fost de 25 um fata de 30 um in cazul

pacientilor Il — IV (artefact).
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7. Studiul LIAF si FTIR pe substante pure

7.1. Ipoteza/obiective

Originea LIAF la nivel tisular nu este pe deplin inteleasa. Diferentele parametrilor LIAF intre
tesutul normal si cel tumoral sunt puse pe seama urmatorilor factori:

a. Modificarea arhitecturii tisulare (ingrosarea anumitor straturi celulare sau, din contra,
scaderea grosimii acestora);

b. Modificari ale retelei sanguine locale (neovascularizatie tumorala, aport sanguin modificat);

c. Modificari in distributia colagenului (celulele neoplazice ce infiltreaza submucoasa secreta
metaloproteaze — identificabile prin teste de imunohistochimie — care participa la ruperea puntilor de
colagen[164]);

d. Modificari in continutul tisular de fluorofori: NADH (Nicotinamida Adenin Dinucleotida),
FAD (Flavina Adenin Dinucleotida), riboflavina, NADHP (Nicotinamida Adenin Dinucleotida
Fosfat)[165].

Pentru a intelege caracteristicile de absorbtie in UV-Vis, de autofluorescenta indusa laser, de
timp de viata al fluorescentei induse laser si absorbtie in IR ale tesuturilor sanatoase si tumorale
laringiene, au fost investigate aceleasi proprietati pentru fluoroforii cu relevanta biologica ce se
regasesc in acestea, precum NADH (C21H27N7Na,014P,), FAD (Cy7H31NgNa,O15P; ), cheratina  si
colagen (C;HsNOCsHgNOCsH1oNO5).

7.2. Material si metoda

Solutiile preparate, solventul si concentratiile corespunzatoare sunt prezentate in tabelul
urmator.

Tabelul 18: Solutiile si solventii utilizati si concentratiile corespunzatoare

Solvent Concentratie
NADH 0.01 M NaOH 10°M
FAD apa ultrapura 10°M
Cheratina apa ultrapura 12,5 mg/mL
Colagen 17,5 M acid acetic 1 mg/mL

Pentru a putea compara cu probele de tesuturi, s-a preparat o solutie de amestec ce cuprinde
NADH, FAD, cheratina si colagen in raport 1:1:1:1 (V:V:V:V — raport de volum). Solutiile au fost
analizate prin metode spectroscopice: absorbtie UV-Vis, absorbtie IR (FTIR-ATR) si LIAF.
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7.3. Rezultate

7.3.1. Analiza UV-Vis-NIR

Spectrele de absorbtie au fost inregistrate intre 200 si 1500 nm utilizand spectrofotometrul
Perkin Elmer, model Lambda 950 (eroare standard de +0.004%.) pentru un drum optic de 1 mm.

Spectrele de absorbtie sunt prezentate in Figura 46.

colagen 1 mg/mL
——FAD 10°M

cheratina 12,5 ng/mL
—— NADH 10°M

amestec (1:1:1:1, V:V:VV)

203 nm 265 nm 0,124

0,08
0,06
0,04

0,024 275 nm

Absorbanta

260 nm {90,004

04
y T L T L T : T : T : T L 1
200 250 300 350 400 450 500 550

Lungime de unda (nm)

Figura 46. Spectrele de absorbtie ale solutiilor de NADH, FAD, cheratina si colagen in
domeniul 200-550 nm. Figura in-set evidentiaza spectrele solutiilor de cheratina si colagen in
domeniul 250-400 nm

Spectrul de absorbtie al solutiei de NADH este caracterizat de 3 benzi de absorbtie la 230 nm,
260 nm si 340 nm si cel al solutiei de FAD este caracterizat de 4 benzi de absorbtie la 213 nm, 265
nm, 375 nm si 451 nm. Cheratina si colagenul prezinta in domeniul 200-1500 nm cate o singura
banda de absorbtie la 275 nm si respectiv, 273 nm. In domeniul 550-1500 nm solutiile nu prezinta
benzi de absorbtie.

In cazul iradierii probelor de tesuturilor sanatoase si tumorale la 375 nm, contributia
semnificativa a semnalelor este oferita de FAD ce prezinta o absorbanta de 0,76 comparativ cu
NADH (0,16) ambele solutii avand aceeasi concentratie. Colagenul prezinta la 375 nm o absorbanta

mai mica decat cele doua solutii mentionate, respectiv 0,42.
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7.3.2.Analiza LIAF si a timpului de viata a semnalului LIAF

Analiza LIAF a fost efectuata in aceleasi conditii ca si in cazul probelor de tesuturi sanatoase
si tumorale. Cantitatea de 20 pL de solutie a fost aplicata pe o lamela de sticla unde s-a permis
evaporarea solventului. Probele in stare solida au fost expuse la 50 pulsuri laser emise la 375 nm,
inregistrandu-se semnalul LIAF si timpul de viata corespunzator. Spectrele solutiilor sunt prezentate
in Figura 47.

colagen 1 mg/mL ——FAD 10°M

cheratina 12,5 mg/mL
A 1200 B —  _NADH 10°M
1,0x10° 4

1,8x10"

1,5%x10" 4 amestec (1:1:1:1, V:V:V:V)

1,3x10"

8,0x10°
1,0x107 4

o 6,0x10°
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Figura 47. Spectrele LIAF ale solutiilor de A) colagen si B) NADH, FAD si cheratina in
domeniul 400-700 nm.

Spectrul de fluorescenta al solutiei de NADH este caracterizat de o banda de fluorescenta cu
maxim la 452 nm, al solutiei de FAD la 553 nm, al solutiei de colagen la 442 nm si cel al cheratinei
este caracterizat de o banda cu maxim la 446 nm. Solutia de amestec 1:1:1:1 prezinta doua benzi de

fluorescenta la 423 nm si 542 nm.

Tabelul 19. Parametrii extrasi din spectrele LIAF ale solutiilor de NADH, FAD, cheratina si
colagen.

Proba Amax (nm) ! FWHM Arie

(x10° unit. rel.) (nm) (x10” nm x unit. rel.)
NADH 452 8,6 95 9
FAD 553 3,1 100 3,3
Colagen 442 153 70 114,4
Cheratina 446 2,6 130 3,6
Amestec 423 /542 6,2/11,8 40/108 15,2
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Valoarea timpului de viata al autofluorescentei pentru NADH este de 2,7 ns, pentru FAD de

1,3 ns, pentru cheratina de 2,7 ns, colagen 1,99 ns si pentru amestec 2,54 ns. Spectrele timpului de

viata al autofluorescentei induse laser sunt prezentate in Figura 48.
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Figura 48. Spectrele timpului de viata al autofluorescentei si valorile corespunzatoare pentru
solutiile de NADH, FAD, cheratina, colagen si amestec.

7.3.3. Studiul FTIR (Spectroscopia in infrarosu cu tranformata Fourier)

Spectrele IR au fost inregistrate cu spectrometrul FT-IR Nicolet™ iS™S5(0 — modul ATR (reflexie

totala atenuata), th domeniul 3700 — 850 cm™ la o rezolutie de 4 cm™ si 0 mediere pe 16 de spectre.

S-a utilizat cristalul ZeSe ce are urmatoarele caracteristici: 2 mm diametru, 2,4 indice de refractie si 2

um adancime de penetrare la 45°. Spectrele FTIR ale probelor sunt prezentate in Figura 49.
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Figura 49: Spectrele FTIR-ATR ale probelor de NADH, FAD, colagen, cheratina si de
amestec in domeniul A) 3600-2500 cm™ si B) 1750-850 cm™

In Figurile 50-54 sunt prezentate spectrele IR ale probelor si vibratiile caracteristice legaturilor
moleculare ale acestora. Spectrele FTIR ale probelor prezinta benzi de absorbtie caracteristice
datorate in mare parte legaturilor peptidice (-CONH-). Vibratiile legaturilor peptidelor sunt cunoscute
ca amida A, amida B, amida I, amida Il si amida I11.

In spectrul FTIR al probei de colagen (Figura 50) avand o concentratie de 1mg/mL sunt
identificate benzile corespunzitoare amidei A (3308 cm™) si amidei B (2923 cm™) si cele trei benzi
principale ale amprentei colagenului la 1650 cm™ (vibratie de alungire C-H, din cadrul amidei 1),
1552 cm™ (vibratii de intindere a legaturilor N-H si N-C din cadrul amidei II) si la 1230 cm™
(corespunzand vibratiilor de intindere ale legaturii C-N si de deformare a legaturii N-H din cadrul

amidei I11).
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Figura 50. Spectrul FTIR-ATR al solutiei de 1Img/mL colagen.
Benzile din regiunea cuprinsa intre 3100 cm™ si 3400 cm™ se datoreaza vibratiilor de intindere
ale legaturilor O-H si N-H din compozitia amidei A. Benzile identificate la 1451 cm™ si in regiunea

cuprinsa ntre 1394 cm™ si 1337 cm™ corespund stereochimiei inelelor pirolidinici ai prolinei si

hidroxiprolinei [163].
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Spectrul IR al FAD este asemanator cu cel al colagenului, unde banda amidei A este situata la
3346 cm™ si banda amidei B la 2985 cm™. Benzile amidei I, 11 si 11l sunt situate la 1656 cm™, 1541

cm™ si respectiv, la 1247 cm™. Spectrul FTIR a 10°M FAD este prezentat in Figura 51.

0089 —FAD10°M

0,07 1
0,06

0,05- Amida |l

0,04 1

0,03

Absorbanta

Amida A

Amida |
0,02 -

Anida
0,01 -

0,00

I | ! | | ! | ! |
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numar de unda (cm”)

Figura 51. Spectrul FTIR al solutiei de 10°M FAD
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Spectrul IR al NADH este si el asemanator cu cel al colagenului si al FAD, unde banda amidei

A este situata la 3342 cm™ si banda amidei | este situata la 1656 cm™. Spectrul FTIR a 10°M NADH

este prezentat in Figura 52.
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Figura 52. Spectrul FTIR al solutiei de 10°M NADH
De asemenea, spectrul IR al cheratinei este asemanantor cu cel al probelor mentionate mai sus.

Banda corespunzatoare amidei A situata la 3430 cm™ se datoreaza vibratiei de intindere a legaturii

N-H. Banda amidei | se datoreaza vibratiei de intindere a legaturii C=0 si se regaseste in domeniul

spectral 1700-1600 cm™, iar banda amidei I1 este situata la 1465 cm™.
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Figura 53. Spectrul FTIR al solutiei de 12,5 mg/mL cheratina
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7.4 .Discutii

Pentru a determina influenta fluoroforilor cu relevanta biologica ce se regasesc in tesuturi

in cazul probelor de tesut sanatos si tumoral s-au comparat spectrele LIAF si cele FTIR ale

fluoroforilor cu cele ale tesuturilor sanatoase si tumorale. In Figurile 54 si 55 sunt prezentate

spectrele LIAF atat pentru solutiille pure cat si pentru tesuturi.
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Figura 54. Spectrele LIAF ale solutiilor pure (FAD, cheratina, NADH,
amestec) si ale probelor de tesut sanatos pentru toti pacientii investigati
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Figura 55. Spectrele LIAF ale solutiilor pure (FAD, cheratina, NADH,
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In Figurile 56-58 sunt comparate spectrele FTIR ale probelor de tesut sanatos si tumoral

cu cele ale solutiilor de FAD, NADH, cheratina, colagen si amestecul lor cu scopul de a

identifica contributia fiecarului fluorofor in tesut.
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Figura 56. Spectrele FTIR-ATR pentru ale solutiilor pure (FAD, cheratina,
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Figura 57. Spectrele FTIR-ATR pentru ale solutiilor pure (FAD, cheratina,
colagen si amestec) si ale probelor de tesut sanatos pentru Pacientul nr. 11
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Figura 58. Spectrele FTIR-ATR pentru ale solutiilor pure (FAD, cheratina, NADH,
colagen si amestec) si ale probelor de tesut sanatos pentru Pacientul nr. 111
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Figura 59. Spectrele FTIR-ATR pentru ale solutiilor pure (FAD, cheratina, NADH,
colagen si amestec) si ale probelor de tesut sanatos pentru Pacientul 1V

7.5. Concluzii

In cazul tesuturilor sanatoase, spectrele LIAF sunt influentate de prezenta fluoroflorilor
FAD, cheratina si NADH.

In cazul tesuturilor tumorale, se poate observa ca spectrele lor LIAF sunt influentate in
cea mai mare masura de prezenta NADH, maximele de fluorescenta a probelor de tesut tumoral

sunt aceleasi ca si in cazul fluoroforului NADH insa la diferite concentratii in fiecare tesut.

In cazul spectrelor FTIR se poate observa o influenta minora a colagenului atat in proble
de tesut sanatos cat si tumoral; cu alte cuvinte intre 3700 cm™ si 2500 cm™ spectrele FTIR pentru
toate tesuturile urmeaza, in mare, comportarea colagenului si nu sunt influentate diferit de restul

fluoroforilor.

8 Studiul spectroscopic al substantelor anestezice folosite
8.1. Ipoteza/Obiective

Intrucat probele de tesuturi pe care s-au facut masuratori au fost recoltate de la pacienti cu

anestezie generala, in acest capitol sunt prezentate caracteristicile spectrale ale anestezicelor utilizate,

pentru a observa daca exista o interferenta a acestora in spectrele LIAF si FTIR masurate pe probele

de tesuturi prelevate de la acestia. S-au avut in vedere in primul rand spectrele de absorbtie si FTIR

ale Fentanyl (concentratie 0.05 mg/mL) si Tracrium (concentratie 10mg/mL). Formulele chimice ale

acestora sunt prezentate in Figura 60 si Figura 61, respectiv:
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@1{}%

Figura 60. Structura chimica a Fentanyl (N-(1-(2-phenylethyl)-4-piperidinyl)-N-phenyl-

propanamide).

Figura 61. Structura chimica a Tracrium (5-[3-[1-[(3,4-dimetoxifenil)metil]- 6,7-
dimetoxi-2-metil-3,  4-dihidro-1H-isochinolin-  2-il]  propanoiloxi]  pentil  3-[1-[(3,4-

dimetoxifenil)metil]- 6,7-dimetoxi-2-metil- 3,4-dihidro-1H-isochinolin-2-il] propanoate).
8.2. Material si metoda

Spectrele de absorbtie au fost inregistrate intre 200 si 1000 nm utilizand
spectrofotometrul Perkin Elmer, model Lambda 950 (eroare standard de +0.004%.) pentru un
drum optic de 1 mm. Spectrele de absorbtie in cazul solutiilor apoase (apa ultrapura) de Fentanyl
(concentratie 0.025 mg/mL) si Tracrium (concentratie 1.25 mg/mL), sunt prezentate in Figura
62. S-au diluat solutiile in apa utrapura deoarece spectrul de absorbtie al probei de Fentanyl era

saturat in domeniul 250-280 nm.
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Figura 62. Spectrele de absorbtie pentru Fentalyn si Tracrium in domeniul 250-300 nm.
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8.3. Rezultate. Discutii

Spectrul de absorbtie al solutiei de Tracrium este caracterizat de o singura banda de
absorbtie la 280 nm, pe cand solutia de Fentanyl nu absoarbe in domeniul 250-1000 nm. In
concluzie, ambele anestezice nu absorb la 375 nm si nu influenteaza masuratorile efectuate pe

tesuturile sanatoase sau tumorale.

Spectrele IR au fost inregistrate, ca si in cazul probelor de tesut sanatos si tumoral, cu
spectrometrul FT-IR Nicolet™ iS™5(0 — modul ATR (reflexie totala atenuata), in domeniul 3700
— 850 cm™ la o rezolutie de 4 cm™ si o mediere pe 16 de spectre. In Figura 63 sunt comparate
spectrele FTIR ale solutiilor de Fentanyl (concentratie 0.05 mg/mL) si de Tracrium (concentratie

10mg/mL) cu cele ale tesuturilor sanatoase si tumorale in cazul Pacientului nr. I1.
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Figura 63. Comparatie intre spectrele FTIR ale solutiilor de Fentanyl (concentratie 0.05

mg/mL) si de Tracrium (concentratie 10mg/mL) si cele ale tesuturilor sanatoase si tumorale in

cazul Pacientului nr. 11.
8.4. Concluzii

Se poate observa ca benzile IR ale anestezicelor folosite nu corespund cu cele ale
tesuturilor tumorale si sanatoase recoltate, astfel incat spectrele FTIR ale probelor investigate nu

sunt influentate de anestezicele administrate in timpul operatiei.

Aceste rezultate sint oarecum in concordanta cu “bunul simt” medical, stiut fiind faptul
ca anestezicele se adreseaza structurilor eminamente nervoase (sinapse, cai si centrii nervosi),

unde realizeaza concentratii corespunzatoare.
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9. Contributii personale si elemente de originalitate ale studiului

9.1. Studiul se afla in frontul actual al cercetarilor medicale, oncogeneza reprezentind
inca o carte cu multe pagini nescrise.

9.2. Studiul nostru reprezinta o altfel de abordare a patologiei neoplazice a corzii
vocale, incercind ca prin folosirea metodelor (masuratorilor) neinvazive fotofizice (cantitative)
sa obiectiveze modificarile histo-chimice (calitative) asociate cu tesutul canceros. Este cunoscut
faptul ca modificarile histo-chimice din cancer le preced pe cele detectabile anatomo-patologic,
iar prin identificarea acestora putem sa mutam depistarea intr-un stadiu precoce.

9.3. Sistemul experimental folosit pentru studiul parametrilor autofluorescentei induse
laser este unul original si a constat in expunerea probelor tisulare la un fascicul laser pulsat emis
de o dioda laser in domenul picosecundelor (Alphals, type PicoPower LD-375-50) la o lungime
de unda de 375 nm, cu o rata de repetitie a pulsurilor de 31MHz, largimea temporala a pulsului
la semi-inaltime de 87 ps si o0 energie medie de 0,5 mW. Fascicul laser cu dimensiuni ale
spotului de 1.6x1.8 mm (eliptic) este trimis catre proba intr-o geometrie de iradiere verticala cu
trecere dubla utilizand o oglinda dicroica (355 nm) la unghi de incidenta de 45° si o oglinda cu
reflectanta totala. Spectrul semnalului LIAF este inregistrat utilizand un spectrograf (Princeton
Instruments, type Acton SpectraPro 2750) cu o rezolutie optica de 0,8 nm, iar in cazul
inregistrarii timpului de viata al semnalului LIAF este utilizat un fotodetector cu amplificare
(Hamamatsu, type H6780-20) caracterizat de un timp de raspuns de 0,78 ns al carui semnal de
iesire este trimis catre un osciloscop digital (Tektronix, type DPO7254). Semnalul achizitionat de
catre spectrograf si fotodetector este sincronizat cu pulsurile laser prin intermediul semnalului de
sincronizare tip TTL emis de sursa de alimentare si control a diodei laser. In cazul
spectrografului, pentru operarea la frecventa de 31 MHz s-a utilizat optiunea pentru pulsuri
rapide (frecvente mai mari de 1 MHz) integrata in programul de control al acestuia.

9.4. Lucrul in echipa cu fizicienii a permis ca toate masuratorile sa fie facute in conditii
optime si riguros stiintifice. Am beneficiat de colaborarea cu o echipa cu experienta, formata din
cercetatorii Laboratorului de Spectroscopie Laser din cadrul Institutului National de Fizica
Laserilor, Plasmei si Radiatiei. Acestia au participat atit la efectuarea masuratorilor optice, cit si

la interpretarea rezultatelor obtinute.
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9.5. Studiul s-a efectuat pe piese proprii, obtinute de la pacienti laringectomizati, imediat
postoperator. Pacientii sint barbati, cu virste intre 57 si 68 de ani, nefumatori, fara alte
antecedente personale semnificative. Prin analiza statistica am aratat ca intre lotul pacientilor
asupra carora s-au efectuat masuratorile optice si lotul celorlalti pacienti laringectomizati in
perioada 2011-2016 in Clinica ORL a SUUMC nu exista diferente semnificative statistic. S-au
recoltat probe pereche si in duplicat, atit de la coarda vocala carcinomatoasa cit si de la cea
normala (dublu obiectivate anatomopatologic), care s-au conservat si manipulat in conditii
optime (asemanator transplantului de organ). Am incercat astfel sa creem ca o prima etapa un
model de cercetare pe laringele ex vivo imediat, urmind ca intr-o etapa ulterioara sa il
extrapolam comparativ la corzile vocale in vivo pentru cancerele unicordale.

9.6. Rezultatele obtinute ofera un punct de plecare in stabilirea de parametri
reproductibili ai sistemelor de masura si a marimilor care trebuie masurate pentru a putea
diferentia tesutul sanatos de cel malign. Au fost astfel identificati:

- in studiul autofluorescentei induse laser: pentru tesutul canceros: scaderea fata de

tesutul normal a valorilor: intensitatii maxime a LIAF, ariei LIAF, lungimii de unda a

maximului intensitatii;

- in studiul spectroscopiei in infrarosu cu transformata Fourier: pentru tesutul canceros:

lipsa benzilor de absorbtie IR la 2929 cm™, la 1745 cm™ si la 1160 cm™ si 1120 cm™,

comparativ cu rezulatele obtinute pentru tesutul sanatos.

S-a mai observat ca masurate in acelasi punct, valorile parametrilor LIAF scad usor pe
masura ce iradierea se repeta.

O alta serie de rezultate observate prin comparatie cu solutii pure de fluorofori (colagen,
cheratina, FAD, NADH) arata ca:

- spectrele LIAF in cazul tesutului sanatos sint influentate de prezenta FAD, cheratina si

NADH, in timp ce pentru tesutul canceros doar de prezenta NADH;

- spectrele FTIR urmeaza pentru toate tesuturile comportarea colagenului.

9.7. Desi studiul a fost realizat pe piese ex vivo, rezultatele sint incurajatoare. Ele pot si
vor trebui sa fie realizate si in vivo, eventual corelate si completate cu evaluari imuno-histo-
chimice (pe proba bioptica) si pe un numar mare de cazuri. Dincolo de aceste limite inerente la
crearea unui model experimental, am identificat o serie rezultate concrete ale masuratorilor

efectuate.
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10. Concluzii

Lucrarea si-a propus sa studieze proprietatile fizice ale corzilor vocale, aplicind un
protocol original, folosind masuratori optice bazate pe interactia dintre radiatia laser si tesuturi.
Ideea se inscrie in frontul cercetarilor actuale legate de oncogeneza, incercind sa obiectiveze prin
metode fotofizice (cantitative) modificarile histochimice (calitative) asociate transformarii
maligne. Au fost luate in studiu si comparate doua stari particulare in care poate fi surprinsa

coarda vocala: tesutul sanatos, respectiv tesutul care a suferit o transformare carcinomatoasa.

In acest scop s-au realizat probe pereche (sanatos/malign), in duplicat, de la patru pacienti
laringectomizati, care dupa ce au fost reconfirmate histopatologic au fost pastrate si manipulate
in conditii optime. Selectia acestor pacienti s-a facut dupa criterii de includere/excludere riguros
respectate, dintre care amintim: barbati nefumatori, fara alt cancer in antecedentele personale
patologice, care nu au efectuat preoperator polichimioterapie sau radioterapie,care nu au suferit o
alta interventie asupra laringelui (nici nu erau traheostomizati), cu diagnostic de carcinom
epidermoid spinocelular bine diferentiat, stadiul T3 glotic cu fixarea unei singure corzi vocale,
cea contralaterala fiind indemna, stadiul N: NO, stadiul M: MO. Au fost exclusi pacientii care
suferisera o laringectomie totala extinsa si cei la care postoperator s-au constatat modificari
macroscopice ale corzii vocale sanatoase.

Conditiile de prezervare-transport au fost cele aplicate in transplantul de organ, facind ca

probele analizate sa fie mai aproape de statusul “in vivo” decit de cel “ex vivo”.

Asupra acestora s-au facut o serie de masuratori spectrofotometrice pentru a determina
parametri cit mai specifici uneia sau alteia dintre conditiile histologice date. Aceste tehnici
apartin domeniului optic al autofluorescentei induse laser (LIAF), respectiv spectroscopiei in

infrarosu cu tranformata Fourier (FTIR). Prezentam in continuare concluziile acestor masuratori:

I. Pentru studiul LIAF s-a folosit un dispozitiv original, bazat pe un fascicul laser pulsat
emis de o dioda laser in domenul picosecundelor (Alphals, type PicoPower LD-375-50) la o
lungime de unda de 375 nm, cu o rata de repetitie a pulsurilor de 31MHz, largimea temporala a
pulsului la semi-inaltime de 87 ps si 0 energie medie de 0,5 mW. Fascicul laser cu dimensiuni
ale spotului de 1.6x1.8 mm (eliptic) este trimis catre proba intr-o geometrie de iradiere verticala
cu trecere dubla utilizand o oglinda dicroica (355 nm) la unghi de incidenta de 45° si o oglinda

cu reflectanta totala. Pentru fiecare proba de tesut au fost facute masuratori in 14-16 puncte,
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obtinindu-se rezultate concordante,fiecare in parte, iar impreuna putind oferi intr-un grad destul
de inalt valori ce ar putea duce la diferentierea sanatos/malign. Astfel:

a. Intensitatea maximului spectrului LIAF, in marea majoritate a cazurilor este mai mica
pentru tesutul tumoral fata de tesutul sanatos;

b. Aria intensitatii LIAF este mai mica pentru tesutul tumoral fata de cel sanatos in toate
cele 4 cazuri;

c. Lungimea de unda a maximului intensitatii este mai mica pentru tesutul tumoral decit
pentru cel sanatos in toate cele 4 cazuri cercetate;

d. Largimea benzii la semiinaltime (FWHM) este un parametru care este mai mare la
tesutul tumoral fata de cel sanatos in 3 din cele 4 cazuri analizate;

e. Raportul I/FWHM este mai mic pentru tesutul tumoral decit pentru cel sanatos in 3 din
cele 4 cazuri,

f. Valorile medii ale timpului de viata al LIAF sunt mai mari in cazul tesuturilor
tumorale in 3 din cele 4 cazuri.

Stabilirea de parametri reproductibili ai sistemelor de masura si a marimilor care trebuie
masurate pentru spectrele LIAF permite aplicarea acestei metode neinvazive in chirurgia corzii
vocale pentru stabilirea limitei de siguranta oncologica. In acelasi timp poate insemna un pas
inainte in detectia timpurie a unei neoplazii sau in urmarirea postoperatorie.

I1. In ceea ce priveste spectroscopia FTIR, rezultatele obtinute ne permit sa afirmam
urmatoarele:

a. Modificarile produse in spectrele FTIR ale tesuturilor tumorale indica lipsa benzilor
de absorbtie IR la 2929 cm™, la 1745 cm™ si la 1160 cm™ si 1120 cm™, comparativ cu rezulatele
obtinute pentru tesutul sanatos.

b. In cazul tesutului tumoral, pentru toate spectrele IR s-au observat modificari ale
intensitatii absorbantei benzilor amidelor 1 si Il, ceea ce reflecta modificari structurale ale
proteinelor, cat si interactii intramoleculare si intermoleculare ale acestora cu alte molecule.

Aceste rezultate ne permit sa afirmam ca si spectroscopia FTIR poate constitui 0 metoda
alternativa celor deja folosite in diferentierea celor doua tipuri tisulare (sanatos/malign).

I11. Incercind sa facem o legatura intre compozitia chimica si proprietatile optice ale
respectivelor probe, am studiat parametrii solutiilor pure ale fluoroforilor intilniti mai frecvent la

acest nivel, obtinind urmatoarele rezultate:
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a. In cazul tesuturilor sanatoase, spectrele LIAF sunt influentate de prezenta fluoroflorilor
FAD, cheratina si NADH. In cazul tesuturilor tumorale, se poate observa ca spectrele lor LIAF
sunt influentate in cea mai mare masura de prezenta NADH, maximele de fluorescenta a
probelor de tesut tumoral fiind aceleasi ca in cazul fluoroforului NADH insa la diferite

concentratii in fiecare tesut.

b. In cazul spectrelor FTIR se poate observa o influenta minora a colagenului atat in
proble de tesut sanatos cat si tumoral; cu alte cuvinte intre 3700 cm™ si 2500 cm™ spectrele FTIR
pentru toate tesuturile urmeaza, in mare, comportarea colagenului si nu sunt influentate diferit de
restul fluoroforilor. Acest lucru este in concordanta cu proprietatile anatomo-chimice cunoscute,
stiut fiind faptul ca neoplasmul laringian este in 95% epitelial.

IV. O alta directie a studiului se refera la influenta substantelor anestezice administrate
asupra proprietatilor optice cercetate. Rezultatele acestor masuratori dovedesc ca benzile IR ale
anestezicelor folosite nu corespund cu cele ale tesuturilor tumorale si sanatoase, neschimbind

deci parametrii studiati.

In final, putem afirma ca masuratorile fotofizice efectuate ne-au permis obtinerea de
rezultate concrete, concordante, ce fac din aceste metode fizico-chimice instumente utile in
diferentierea tesutului carcinomatos de cel sanatos. Ele ar putea fi aplicate in scop
diagnostic in timp real al cancerului laringian, cit si in urmarirea postoperatorie, incercind
sa echilibreze balanta in “competitia” cu biopsia si examenul histopatologic (care
reprezinta inca “golden standard”), alaturi de celelalte metode optice neinvazive deja
aplicate in practica ORL (videoendoscopia de contact, narrow-band imaging,
autofluorescenta endoscopica).

Studiul reprezinta un punct de plecare in incercarea de a realiza o schimbare a
opticii clinicianului in raport cu folosirea unor metode fizice bazate pe radiatia laser,
neinvazive, de evaluare a morfologiei tesutului canceros “in vive”. Vom continua
cercetarea bazindu-ne pe colaborarea foarte buna in acest colectiv (medici si fizicieni), iar
odata validate, aceste metode pot constitui un instrument viabil diagnostic, intraoperator si
postoperator in evaluarea cancerului laringian.
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