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Дисертационният труд се базира на резултати, които са получени в лаборатория 

„Биофотоника” на  Институт по Електроника, Българска Академия на Науките, с 

инфраструктура изградена по проект ДО-02-112/2008 „Национален център по 

биомедицинска фотоника“, финансиран от Фонд „Научни изследвания“.  

Тъканните образци, обект на изследване в този дисертацонен труд са получени от 

Университетска многопрофилна болница за активно лечение „Царица Йоанна-ИСУЛ”, 

София с разрешение на Етична комисия на УМБАЛ „Царица Йоанна-ИСУЛ” (Разрешение 

на Етичната комисия #286/24.07.2012) в рамките на договор за съвместно 

научноизследователско сътрудничество между ИЕ-БАН и УМБАЛ „Царица Йоанна-

ИСУЛ”. 
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Обща характеристика на дисертационния труд 

Актуалност на темата 

Злокачествените заболявания (рак) са нарастващ обществен, икономически, 

социален и здравен фактор, както в България така и по света. По последни данни на 

Националния раков регистър през 2017 г. в България са регистрирани 31 905 нови случаи 

на злокачествени заболявания, а починалите през същата година са 17 339 [1]. Не 

случайно, ракът е един от основните приоритети на Европейската комисия в областта на 

здравеопазването, както и необходимостта от подпомагане на държавите от ЕС за 

подобряване на профилактиката и грижите в областта на раковите заболявания [2]. 

Заболяването засяга отделния индивид и води до психологически травми и значителни 

негативни икономически последствия. Поради тези причини разработката на нови методи 

за ранна диагностика и съвременни клинични програми за ранно откриване и 

диагностициране, намалена смъртност и подобряване на качеството на живот на 

онкологично болните са от изключителна важност. Съществуващите методи за 

диагностика на кожни новообразувания не са оптимални и в по-голяма част от случаите 

туморите се диагностицират в напреднал етап от равитието им, когато прогнозата за 

пациентите не е оптимистична. Поради тази причина съществува висок процент на 

смъртност при пациентите, особено при тези диагностицирани със злокачествен меланом 

на кожата [3, 4]. 

Оптичните методи са обещаващ, перспективен и неинвазивен подход за 

диагностика на тумори. Предимствата им са високата скорост на получаване на 

резултатите, висока разделителна способност и използването на ендогенни флуорофори 

съдържащи се в тъканите. Разработката и оптимизацията на апаратура и методика за 

оптична биопсия и внедряването ѝ в клиничната практика е нужна, с цел подобряване на 

съществуващите методи и спомагане за по-точното определяне на новообразуванията на 

кожата (поставянето на точна диагноза) и подбор на методите за лечение, съобразени с 

цялостното състояние на пациента. 

Автофлуоресценцията (флуоресценцията от ендогенните флуорофори) е доказано 

потенциално средство за откриване на кожни патологии, тъй като детектира биохимични 

промени (при белтъците, ензимите и коензимите) в ранен етап, които са свързани с 

развитието на туморите. Автофлуоресцентните матрици на кожни новообразования не са 
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достатъчно добре изучени. В тази връзка, като първа цел на дисертацията е чрез 

множество системни измервания върху различни кожни патологии да се разкрие 

спецификата на флуоресцентните методи за разграничаване на базоцелуларен карцином, 

спиноцелуларен карцином, малигнен меланом и някои доброкачествени образувания, като 

невус, както и на здрава кожа като база за сравнение. Особено важно е да се проследи как 

формата на спектрите зависи от възбуждащата дължина на вълната. Получените резултати 

трябва да бъдат добра основа, както за разработването на нови, така и за 

усъвършенстването на съществуващите вече диагностични модели и подходи, и 

съответната апаратура за ранна диагностика на различни кожни заболявания. 

Постигането на формулираните по-горе общи и конкретни цели на дисертационния 

труд предполага изпълнението на следните задачи: 

1. Усъвършенстване на експерименталните установки за автофлуоресцентна 

спектроскопия на кожа чрез използване на спектрофлуориметър със значително по-висока 

разделителна способност, по-широк работен спектрален диапазон и допълнително 

разширен към късовълновата част на спектъра. 

2. Изследване на автофлуоресцентни спектри на човешка кожа in vivo и немеланомни 

кожни тумори ex vivo, в зависимост от дължината на вълната на възбуждане. 

3. Оценка на повтаряемостта на получените спектри и приложимостта им за 

диагностика. 

4. Изследване на спектрите на ендогенни и екзогенни хромофори и диагностициране 

на базалноклетъчен карцином. 

СТРУКТУРА И ОБЕМ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 

 Дисертационният труд се състои от Увод, Цел и задачи на дисертационния труд, 

две глави. Глава I. – Обзорна част разделена в четири основни раздела, Глава II. – 

Експериментална част е разделена на два основни раздела и Глава III – Заключение и 

Основни приноси. Дисертационният труд е изложен на 152 страници и е онагледен с 60 

фигури и 6 таблици. Библиографията включва 195 литературни източника, списък на 

публикациите по дисертацията - 2 статии с импактфактор и 7 доклада, пълен текст, от 

международни конференции. 

 В Увода е обоснована актуалността на проведените изследвания и са формулирани 

основните цели и задачи на дисертационния труд. 
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ГЛАВА I. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ НА ОПТИЧНО ЛЪЧЕНИЕ С БИОЛОГИЧНИ 

ТЪКАНИ 

В Глава I от дисертационния труд e направен основен преглед и описание на 

физичните явления, свързани с взаимодействието на светлината с биологичната тъкан, 

както и на основните флуоресцентни методи и техники, позволяващи получаване на важна 

информация за изследвания обект, на базата на настъпили изменения във 

флуоресцентните спектри за различни видове патологии и състояния в норма. Промяната 

на тези параметри са в основата на разработването на различни видове оптични методи и 

техники, позволяващи изследването на характеристиките на средата, в резултат на което 

се определени важни промени, свързани с изменения на микро- и макро- ниво в тъканите. 

Разгледани са оптичните свойства на биологичните тъкани според тяхната структура и 

състав. От направения литературен обзор са определени и описани основните тъканни 

флуорофори (Раздел 2), оказващи влияние върху флуоресцентните свойства на 

биологичните тъкани. Направен е обзор на основните проблеми и предизвикателства пред 

неинвазивния метод „оптина биопсия“. Анализът на флуоресцентните спектри е усложнен 

от факта, че кожата представлява многослоен и нехомогенен орган, притежаващ 

променливи оптични свойства. Поради тази причина в настоящия дисертационен труд, за 

по-пълна информация за изследвания обект, бе решено да се използва комбинация от 

автофлуоресцентни, поляризационни и синхронни спектри. 

 

ГЛАВА II. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНА ЧАСТ 

В Глава II на дисертационният труд са описани експерименталната установка и 

основните резултати, получени от проведените изследвания, чрез метода на 

автофлуоресцентна спектроскопия на нормална и патологично изменена кожа. 

Раздел 1. Експериментална установка за автофлуоресцентна спектроскопия на 

кожа 

За целите на изследванията, в настоящия дисертационнен труд е използвана 

високо-чувствителна апаратура - спектрофлуориметър „FluoroLog 3“ на френската фирма 

HORIBA Jobin Yvon, която служи за флуоресцентен спектрален анализ с диапазон на 

работа 200-650 nm. 
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С цел разширяване на хардуерните възможностите на спектралната апаратура и 

измерването на големи по обем биологични образци, спектофлуориметърът е снабден с 

фиброоптичен модул – F-3000 с фиброоптична сонда – 1950а-1М. Благодарение на този 

модул могат да се извършват измервания на стационарни спектри на възбуждане, 

флуоресценция, матрици на възбуждане и излъчване на биологични тъкани in vivo и ех 

vivo, които са обект на изследване в настоящия дисертационнен труд. 

Спектрофлуориметричната система позволява поставяне на поляризационни елементи на 

пътя на възбуждащата и излъчващата се от пробата светлина. На Фиг. 1. е представена 

принципната схема на спектрофлуориметричната система (Фиг. 1 а)) и снимка на модул F-

3000 с прикачена фиброоптична сонда към него (Фиг. 1 б)) [5]. 

 

a)                                           б) 

Фиг. 1 а) Принципна схема на спектрофлуориметъра FluoroLog 3 и б) снимка на модула с 

прикачена фиброоптична сонда (1950-1M) към него. 

 

За целите на образната диагностика е използван цифров микроскоп Dino-Lite, 

модифициран с 4 сини диода, които излъчват на дължина на вълната 450 nm, 4 зелени на 

545 nm, 4 червени на 660 nm и 4 инфрачервени на 940 nm. Апаратът е приспособен за 

мониторинг на различни видове патологии [6, 7]. 

В изследването е използвано още прототипно устройство „SkImager” с 

поляризирана светодиодна светлина в няколко спектрални зони, които се използват за 

осветяване на тъканните образци, площта на изображенията е с диаметър 11 mm. 

Изображенията се детектират чрез CMOS сензор [6, 7]. 

 

 

 

 



7 
 

Раздел 2. Автофлуоресцентни спектри на тъканни образци 

Автофлуоресцентните данни, които са получени за всеки образец при стационарни 

флуоресцентни измервания, са получени чрез спектрофлуориметрична система 

FluoroLog 3. Точковите ex vivo измервания са проведени върху кожни тъканни образци - 

туморни лезии и заобикалящата ги здрава тъкан. Детектирани са автофлуоресцентни 

сигнали при различни дължини на вълните на възбуждане за диференциране на тумор от 

здрава тъкан за всеки пациент. Приложеното възбуждане при флуоресцентните 

измервания е в обхвата 280-440 nm. Флуоресценцията е детектирана в спектралната 

областта от 300 до 850 nm. 

За получаването на поляризационните флуоресцентни спектри на изследваните 

тъкани, като допълнение, са използвани линейни поляризатор и анализатор, съответно за 

възбуждане и излъчване. Бяха оценени три различни ситуации за всеки тъканнен образец. 

Представени са матрици на възбуждане и излъчване без поляризация и при успоредна и 

перпендикулярна позиция на двойката поляризатор – анализатор. 

Три различни ситуации са разиграни за съответните синхронни матрици при 

успоредна и перпендикулярна позиция на линейния поляризатор (за възбуждане) и на 

анализатора (за излъчване) и без поляризация. Автофлуоресцентните матрици са получени 

за дължини на вълните на възбуждане в спектралната област от 280-600 nm със стъпка от 

10 nm и интервал на дължината на вълната за спектралното отместване в диапазона 10-

270 nm при зададена стъпка от 10 nm за данните на излъчването. 

 

2.1. Изследване на различни патологии при кожата ех vivo чрез 

автофлуоресцентна спектроскопия и оптична образна диагностика 

Автофлуоресцентните спектри за здрава кожа и базално-клетъчен карцином са 

представени на Фиг. 2 а) и б). Направена е съпоставка на спектрите, получени при 

възбуждане на 360 nm от здрава кожа и тумор - представени на Фиг. 2 c). На следващите 

пет фигури (Фиг. 3 а) - д)) са представени резултатите от изследването на базално-

клетъчен карцином от същия тъканнен образец, получени с помощта на микроскопските 

системи Dino-Lite Digital Microscope и SkImager. 

В детектираните спектри се наблюдават силни сигнали от аминокиселините - 

тирозин и триптофан, структурни белтъци като колаген и еластин, техните кръстосани 
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връзки, както и кератин. Наблюдават се разлики в интензитета на измерените спектри, 

дължащи се на различните кожни фототипове и анатомични местоположения, където 

съществуват разлики в концентрацията на меланин и хемоглобин. В получените 

флуоресцентни спектри се идентифицират коензими като НАД.Н и ФАД. 

 
                           a)                                                     б)                                                           в) 

Фиг. 2 а) Данни от автофлуоресцентните сигнали за здрава човешка кожа при възбуждане от 280 

до 440 nm, б) на базално-клетъчен карцином и в) възбуждане при 360 nm сравнение между здрава 

околна кожа и базално-клетъчен карцином 

 
                          a)                               б)                              в)                             г)                             д) 

Фиг. 3 a) Изображение на базално-клетъчен карцином получени с цифров микроскоп Dino-Lite 

след осветяване с бяла светлина, б) снимка с Dino-lite след осветяване с поляризирана бяла 

светлина и в) снимка получена със SkImager след осветяване с ултравиолетова светлина на 365 nm, 

г) изчисления за дермален меланин, д) изчисления за индекса на дермалния меланин 

 

Във флуоресцентните спектри в областта 300-350 nm с възбуждане в УВ диапазона 

(260 - 280 nm) доминират ароматните аминокиселини тирозин, фенилаланин и триптофан. 

Максимумът на възбуждане на метаболитния кофактор НАД.Н е при дължина на вълната 

от 340 nm с максимум на излъчване, който се наблюдава в спектралната област от 450 -

 470 nm, същите максимуми се наблюдават и за НАДФ.Н. Флавините се възбуждат в 

интервала от дължини на вълната от 420 - 460 nm и флуоресцират при 500 - 520 nm. 

В спектрите, представени на Фиг. 3 б), с приложено възбуждане от 360 nm се 

наблюдава пик на 450 nm, който се приписва на НАД.Н. Коензимите НАД.Н и НАДФ.Н са 
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основните флуорофори, отговорни за формата на АФ спектри на кожата, те играят важна 

роля в окислително-редукционните метаболитни процеси. 

Колагенът е белтъкът, който е най-разпространен в кожата и се характеризира с 

максимум на възбуждане около 320 - 390 nm и има максимум на излъчване около 390 -

 440 nm. Еластинът се възбужда при дължини на вълната около 280 nm и 360 nm, а 

излъчва съответно на 350 nm и 410 nm. Максимумът на възбуждане на белтъчните 

кръстосани връзки е около 380 - 420 nm, а максималните стойности на излъчване в 

областите 390 - 440 nm и 460 - 500 nm. Автофлуоресцентният сигнал, дължащ се на 

съединителната тъкан в областта на тумора, е по-нисък от този на нормалната кожа, като 

наблюдаваните разлики на са само в интензитета, а се забелязват и промени в 

спектралната форма. Тази разлика в спектралната форма може да бъде обяснена с 

намаленото съдържание на колагенови влакна и кръстосани връзки в единица обем от 

изследваната тъкан, от където е детектиран флуоресцентният сигнал. Междуклетъчната 

матрица, в случая на туморна лезия, е относително рехава поради увеличения размер на 

туморните клетки и общото намаляване на концентрацията на колаген и еластин в обема 

[8]. 

Друга основна разлика, наблюдавана между флуоресцентните спектри на здравата 

кожа и различните видове тумори, е в интензивността на флуоресценцията от 

аминокиселините - тирозин и триптофан, ензимите и коензимите НАД.Н и ФАД и от 

структурните белтъци - еластин и колаген, виж Фиг. 2 а) и б) и Фиг. 4 а). 

 

                                           a)                                                                               б) 

Фиг. 4 a) Данни от автофлуоресцентните спектри, снети при възбуждане от 280 до 440 nm, за 

злокачествен меланом и б) автофлуоресцентите спектри при възбуждане на 360 nm - сравнение 

между ММ и здравата околна кожа 
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             a)                             б)                              в)                             г)                             д) 

Фиг. 5 a) Изображения на ММ получени с цифров микроскоп Dino-Lite след осветяване с бяла 

светлина, б) картина с Dino-lite след осветяване с поляризирана бяла светлина, в) картина, 

получена със SkImager след осветяване с ултравиолетова светлина 365 nm, г) изчисления за 

дермален меланин и д) изчисления за индекса на дермален меланин 

 

Намаляването на флуоресцентния интензитет на злокачествените тъкани и 

доброкачествените невуси (BN) се дължи на раково индуцирано разрушаване на 

кръстосаните връзки на колаген и еластин около туморните клетки, когато тъканите 

прогресират към злокачествено заболяване. Друга причина за различията между двата 

вида тъкани се свързва с увеличаване на концентрацията на меланин в пигментните лезии, 

което причинява изкривяване на флуоресцентните спектри, виж Фиг. 4 а), б), Фиг. 5 а), 

Фиг. 6 а), б) и Фиг. 7 а). Разсейването на тъканите се променя поради структурните 

промени на съединителната тъкан, което е свързано с прогресията на тумора. Много 

изследвания върху тъкани от различни изследователски групи показват, че колагеновата 

матрица се редуцира в местата, където се намират туморните клетки. Процесът свързан с 

изменението на колагеновите структури в тумора се асоциира с ензима колагеназа, което и 

предопределя ролята на ензима за улесняване на разрушаването на извънклетъчна матрица 

и по-нататъшна туморна инвазия. Колагенът в дермата, обграждащ тумора е намален, в 

следствие на което разсейването намалява и става по-малко в сравнение с нормалната 

дерма. В допълнение, колагеновите и еластиновите кръстосани връзки са основните 

флуорофори на съединителната тъкан, следователно намалената флуоресценция дължаща 

се на колагена в туморната тъкан се свързва и с намаленият брой кръстосани връзки в 

раковата структура, което се предполага, че е резултат от разграждането на колагеновите 

влакна от колагеназата секретирана от тумора и стромалните клетки [8 - 12]. 
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а)                                                                               б) 

Фиг. 6 а) Данни от автофлуоресцентните спектри от 280 до 440 nm на доброкачествен невус (BN) и 

б) възбуждане на 360 nm - сравнение между BN и здравата околна кожа 

 
                       a)                       б)                         в)                         г)                       д)                        е) 

Фиг. 7 a) Изображение на BN, получено с цифров микроскоп Dino-Lite, след осветяване с бяла 

светлина, б) изображение с Dino-lite след осветяване с поляризирана бяла светлина, в) картина, 

получена със SkImager след осветяване с ултравиолетова светлина 365 nm, г) изчисления за 

меланин, д) изчисления за дермален меланин, е) изчисления за индекса на дермален меланин 

 

Хромофорните карти на кожните проби получени с цифров микроскоп Dino-Lite 

след осветяване с бяла светлина и снимка с помощта на поляризирана светлина, направена 

с цел премахване на отражението от бялата светлина (Фиг. 3, 5, 7 a) и б)). Изображенията, 

направени с поляризатор, са подходящи при наблюдение и изучаване на суб-дермалния 

слой на кожата. Направеният набор от изображения, които са заснети със SkImager, след 

осветяване с ултравиолетова светлина с дължина на вълната от 365 nm, синьо, зелено, 

червено и инфрачервено са представени на Фиг. 3 в), 5 в), 7 в). Хромофорните карти 

отразяват пространственото разпределение и концентрацията на хромофорите в пробите 

от различните патологии. Комбинациите от монохромни изображения се използват за 

изчисляване на три хромофорни карти за хемоглобин, билирубин и меланин. Тези 
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параметри се изчисляват съгласно методологията, описана в предишни разработки на 

Bekina и колектив и Spigulis и колектив [6, 7]. 

Хемоглобиновата карта се изчислява чрез сравняване на оптичната плътност на 

кожата при осветяване в зелена (540 nm, където поглъщането на хемоглобина е най-

високо) и червена (650 nm, където поглъщането на хемоглобина е най-ниско) спектрална 

област. В случая при ex vivo измерване хемоглобиновите карти не дадат полезна 

информация, поради намаленото количество хемоглобин в ексцизираните тъканни проби. 

Представяме ги обаче, като възможност за по-нататъшни in vivo измервания [6, 7]. 

Билирубиновата карта е изчислена чрез сравняване и наслагване на оптичната 

плътност на кожата при осветяване в синя (450 nm) и зелена (540 nm) спектрална област. 

За изчисление на меланиновата карта се използват оптичната плътност на кожата при 

червената (660 nm) и близката инфрачервена (940 nm) спектрална област, а дермалната 

меланинова карта се изчислява от изображението при осветяване със светлина в близката 

инфрачервена област [6, 7]. 

Параметричните карти на осветените петна за разпределението на епидермален 

меланин, дермален меланин при кожните проби са показани на следните фигури, както 

следва Фиг. 3 г), 5 г) и 7 д), разпределението на билирубина, карта на еритема индекса и 

разпределение на интензитета на флуоресценцията. Изображенията могат да бъдат 

припокрити (наложени едно върху друго) с цел получаване на по-подробна диагностична 

информация за изследваните проби [6, 7]. Първоначалните резултати доказват, че 

автофлуоресцентните спектри могат да бъдат използвани за разграничаване на различни 

патологии от нормалните тъкани и биха могли да бъдат полезен инструмент в клиничната 

практика за диференциране на нормална спрямо ракова тъкан. Посочените по-горе 

резултати потвърждават добри бъдещи перспективи за in vivo изследвания и приложение 

на разработените технологии за широк спектър от клинични приложения в 

дерматологията в реално време, елиминирайки инвазивността на стандартната биопсия и 

необходимите в настоящия момент хистологични процедури и добавяйки оптична техника 

разширяваме дагностичната точност при оценка на лезиите. 
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2.2. Определяне на произхода на тъканната флуоресценция чрез 

методите на ЕЕМ 

Данните от стационарните автофлуоресцентни спектри и матриците на възбуждане 

и излъчване за нормална (здрава) кожа са представени на Фиг. 8. а) и б). При така 

получените спектри се наблюдават сигнали от аминокиселини - тирозин и триптофан, 

структурни белтъци (колаген и еластин) и техните крос връзки, както и кератин [13]. 

По-ниският флуоресцентен интензитет на злокачествените тъкани (Фиг. 9), в 

сравнение с този на здравата кожа, се дължи на раково-индуцирано разкъсване на колаген 

- еластиновите кръстосани връзки около туморните клетки, поради прогресивно 

увеличаване на обема на формиращата се злокачествена маса. Разсейването от тъканите 

също се променя поради структурните промени в съединителната тъкан, свързани с 

израстването и развитието на тумора [14]. 

 

а)                                                                          б) 

Фиг. 8 а) Данни от стационарни автофлуоресцентни спектри и б) матрица на възбуждане и 

излъчване (EEM) от нормалната човешка кожа ех vivo. 

 

a)                                                                        б) 

Фиг. 9 а) Данни от стационарни автофлуоресцентни спектри и б) матрица на възбуждане и 

излъчване от злокачествен меланом ex vivo. 
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В допълнение е използвана линейно поляризирана светлина, която е регистрирана в 

две позиции на поляризатора - успоредно и перпендикулярно. Колагенът е доминантен 

кожен структурен белтък, който образува фиброзна структура, за която се смята, че играе 

важна роля при определяне степента на анизотропия на кожата [15, 16]. Забелязват са 

значителни разлики в автофлуоресцентните сигнали в случаите на кръстосана 

поляризация, в частност при максимума на 400 nm, който съответства на 

автофлуоресценцията на колагена, виж Фиг. 9 а) и Фиг. 10 б). При по-дълговълновата 

спектрална област, за дължини на вълната на възбуждане по-големи от 360 nm, където 

коензимите като НАД.Н и флавините се активират и флуоресцират не са наблюдавани 

значителни промени в спектралната форма за успоредната и перпендикулярната позиция 

на двойката поляризатор/анализатор [17]. Само флуоресцентни максимуми, който са 

свързани със структурните белтъци и техните кръстосани връзки разкриват/проявяват 

спектрални различия във формата при това изследване. Структурните белтъци - колаген, 

еластин, коензимите и флавините допринасят за поляризационните флуоресцентни 

спектри, получени при по-голяма дължина на вълната на 460 nm. Приносът в 

автофлуоресцентните спектри на НАД.Н доминира с възбуждане при 340 nm и различните 

форми на флавините доминират при възбуждане на 460 nm [18, 19]. При нашите 

измервания най-значими изменения са наблюдавани между успоредна и перпендикулярна 

поляризирана флуоресценция за спектралната област с възбуждане в диапазона 280-

360 nm, където преобладават спектрите дължащи се на структурните белтъци. 

 

 

а)      б) 

Фиг. 10 а) Матрици на възбуждане и излъчване от злокачествен меланом, измерени ex vivo, когато 

възбуждането и излъчването са детектирани след преминаване през успоредна и б) 

перпендикулярна позиция на поляризатора и анализатора 
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Дебелината на тъканта екранира синьо-зелената автофлуоресценция от колагена и 

еластина от дермата, което води до изкривяване на флуоресцентния сигнал и увеличаване 

на концентрацията на оптични поглътители в туморната област, като хемоглобин (поради 

нео-васкуларизация в туморите), които поглъща в синьо-зелената спектрална област с 

максимуми при 420-450 nm, 543 nm и 575 nm за окси-хемоглобин и един широк пик при 

550-580 nm за редуцираната форма на хемоглобина. Бързото разграждане на НАД.Н и 

флавините, което се наблюдава при автофлуоресцентните спектри на оперативно 

отстранените тъканни проби, се дължи на разграждането на коензимите в такива тъкани. 

Техните спектри могат да бъдат наблюдавани в току що отстранени проби или при 

неотстранени тъкани с възбуждане на 340-380 nm и излъчване в диапазона 440-480 nm за 

НАД.Н, както и 340-400 nm възбуждане и 500-550 nm излъчване за флавините [18, 19]. 

Автофлуоресцентният сигнал дължащ се на съединителната тъкани в туморната 

област е по - нисък от този на нормалната кожа, виж Фиг. 8. Друга съществена разлика 

при сравнението на автофлуоресцентните спектри от двата вида тъкан е изменение в 

спектралната форма на флуоресценцията на колагена, еластина и кръстосаните връзки на 

белтъците. Междуклетъчната матрица в случая при туморната лезия е относително рехава, 

поради увеличения размер на туморните клетки и общото намаляване на концентрацията 

на колаген и еластин в обема. Флуоресцентното затихване на сигнала от структурните 

белтъци също се свързва с вариациите в дебелината на тъканнта, което екранира и 

намалява флуоресценцията в диапазона 480-500 nm. Друга наблюдавана промяна е общото 

намаляване на флуоресцентния сигнал на НАД.Н спрямо нормалната кожа. Това се дължи 

на факта, че НАД.Н преминава в оксидирана нефлуоресцентна форма НАД+ в туморните 

клетки Фиг. 10 а) и б). Други групи са наблюдавали флуоресцентен пик при 380 nm, който 

се дължи основно на колагена и друг с максимум на 470 nm дължащ се на НАДФ.Н. 

 

Таблица 1. Ендогенни флуорофори и техните максимуми на възбуждане и флуоресценция 

Ендогенни флуорофори Възбуждане [nm] Излъчване [nm] 

Аминокиселини 280-300 350-400 

Структорни белтъци   

Колаген 335 350-450 

Еластин 350-390 400-570 

Кръстосани връзки 350-390 400-570 

Кератин 480 500-570 

Ензими и коензими   
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НАД.Н 360 380-550 

Флавини 480 500-570 

Порфирини 390-410 610-700 

 

За конкретния експеримент наблюдавахме, че когато нормалната тъкан е възбудена 

в края на ултравиолетовата и началото на синята спектрална област, автофлуоресцентният 

спектър е супер позиция от флуоресценцията на колагена, еластина, белтъчните 

кръстосани връзки, НАД.Н и флавини. Въз основа на получените ЕЕМ, определихме 

основните ендогенни флуорофори, съдържащи се в изследваните тъканни образци 

Таблица 1. 

 

2.3. Поляризационни ефекти при автофлуоресцентните спектри на 

кожа и немеланомни кожни тумори 

Направена е оценка на съотношението за максимумите при 450 и 400 nm, които се 

преписват на флуоресценцията от НАД.Н и колаген. Установихме, че това съотношение 

може да се използва като индикатор за структурни промени в човешката кожа in vivo и би 

могло да бъде от полза за предстоящите нужди на поляризационната флуоресцентна 

спектроскопия при развитието ѝ като диагностичен метод за ранно откриване на кожни 

образования. 

Така получените флуоресцентни спектри разкриват разлики в спектралния 

интензитет, които са свързани с общото отслабване на интензивността поради 

филтриращи ефекти на използваната двойка поляризатор/анализатор. Значителни промени 

се наблюдават и при спектралната форма за изследвания комплексен автофлуоресцентен 

отговор, който е съвкупност от флуоресцентните спектри на колагена и кръстосаните 

връзки именно тези флуорофори дават информация за тъканната екстрацелуларна матрица 

и общото състояние на изследваната кожа. 

При поляризирано възбуждане флуоресцентният сигнал също е поляризиран, а 

деполяризацията зависи от броя актове на разсейване в тъканта по време на светлинния 

пренос - при възбуждане и индуцираната флуоресценция. В биологичните тъкани, като 

например кожата, където има силно разсейване, деполяризиращите ефекти са много силно 

проявени. Въпреки това неразсеяната светлина (на възбуждане и флуоресценция) може да 

бъде оценена при сравнение на флуоресцентните сигнали, които са детектирани за 
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успоредна и перпендикулярна позиция на двойката поляризатор-анализатор Фиг. 14. 

Намаленият флуоресцентен интензитет се приписва на загубата на недеполяризирана 

флуоресцентна компонента идваща от флуорофора, който излъчва в дадената спектрална 

област. 

 

Фиг. 14. Матрици на възбуждане и излъчване на човешка кожа, измерени in vivo, когато 

излъчването се детектира след преминаване през успоредно (ляво) и перпендикулярно (дясно) 

позициониран поляризатор и анализатор. 

 

Максималните стойности на флуоресцентните пикове, които са наблюдавани при 

измерванията, са адресирани според нашите познания и спрямо докладите на различни 

изследователи, които работят в областта на автофлуоресцентното охарактеризиране на 

кожни тъкани. Известно е, че флуоресцентният интензитет зависи от анатомичното място, 

физичното състояние и типа на кожата на изследваното лице [20]. Спектроскопските 

характеристики на основните ендогенни флуорофори съдържащи се в кожата са 

представени в Таблица 4. 

 

Таблица 4. Ендогенни флуорофори, които са адресирани във флуоресцентните спектри in vivo на 

човешката кожа. 

Ендогенен флуорофор Възбуждане [nm] Излъчване [nm] 

Аминокиселини   

Тирозин 275 300 

Триптофан 280 350 

Структурни белтъци   

Колаген 280, 320 - 350 370 - 440 



18 
 

Еластин 290 - 325 340, 400 

Колагенови кръстосани 

връзки 

380 - 420 440 - 500 

Еластинови кръстосани 

връзки 

320 - 360, 400 480 - 520 

Кератин 380 - 400, 450 - 470 500 - 550 

Ензими и коензими   

НАД.Н 290, 350 - 370 440, 460 440, 460 

ФАД, Флавини 420 - 450 520 - 550 

 

Флуоресцентният интензитет зависи от вида и фототипа на кожата на изследваното 

лице, поради тази причина за по-добро сравнение на промените в интензитета на 

флуоресценцията, които са свързани с биохимичното съдържание на изследваните тъкани 

са нормирани по отношение на максимумите получените спектри. 

 

 

Фиг. 15. Автофлуоресцентни спектри при различни дължини на вълните на възбуждане за 

неполяризирано и поляризирано (успоредно и перпендикулярно) възбуждане и излъчване за 22-

годишен пациент. 
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Открояват се значителни разлики при така получените флуоресцентни сигнали за 

перпендикулярната поляризация, тъй като максималната стойност при 400 nm, която 

съответства на автофлуоресценцията на колагена, зависи силно от възрастта на 

изследваното лице. Флуоресцентният сигнал при 400 nm, който е получен от по-

възрастния доброволец след възбуждане в спектралната област 280-320 nm е с по-висок 

интензитет спрямо този при по-младите Фиг. 15 и Фиг. 16. 

 

 

Фиг. 16. Автофлуоресцентни спектри при различни дължини на вълните на възбуждане за 

неполяризирано и поляризирано (успоредно и перпендикулярно) възбуждане и излъчване за 35-

годишен пациент. 

 

В спектралната област при по-дълги дължини на вълната с обхват на възбуждане 

по-голям от 360 nm, където се възбуждат коензимите и флавините при флуоресцентните 

сигнали не се наблюдават значителни промени в спектралната форма за успоредна и 

перпендикулярна позиция на двойката поляризатор/анализатор. При това сравнение 

основно флуоресцентните максимуми, които се свързват със структурните белтъци и 

техните кръстосани връзки, разкриват различия във формата на спектъра. 

Някои от биологично важните флуорофори по своя характер са анизотропни поради 

специфичната структура на хиралността. Като типичен пример за разсейваща и 

флуоресцентно анизотропна молекула, която е едно от основните структурно определящо 
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съединение, намиращо се в човешката кожа е колагена, което се дължи на структурата на 

влакното. Структурата на колагеновите влакна е отговорна за по-високата степен на 

поляризация при флуоресцентния сигнал наблюдаван от този флуорофор. 

Други изследователи съобщават, че всички съединения намиращи се в кожата като 

колаген, еластин, коензими и флавини, допринасят за поляризационните флуоресцентни 

спектри, получени за по-дългите дължини на вълната към 460 nm. Приносът на НАД.Н в 

автофлуоресцентните спектри се наблюдава като доминиращ при възбуждане на 340 nm, а 

различните форми на флавините доминират при възбуждане на 460 nm [21]. 

Лекото спектрално отместване на флуоресцентните максимуми между успоредните и 

перпендикулярните поляризационни спектри се наблюдава за дебели тъканни слоеве 

(≈ 2 mm), както и при in vivo измерванията, което може да бъде свързано с поглъщащите 

свойства на изследваната тъкан. При тези измервания най-значимите изменения, които са 

наблюдавани между успоредната и перпендикулярната поляризирана флуоресценция са за 

спектралната област с по-късите дължини на вълната при приложено възбуждане в 

диапазона 280-360 nm, където спектрално се възбуждат структурните белтъци. 

Най-съществена разлика се наблюдава между флуоресцентните спектри получени от 

различните доброволци, който могат добре да бъдат свързани с техните възрасти. Не може 

да се направи общо заключение за тази корелация, поради ограничения брой изследвани 

доброволци, но тенденцията е явно наблюдавана. На Фиг. 16. са представени 

флуоресцентни спектри без поляризатори приложени към експеримента, също нормирани 

по отношение на максимума. Открояват се значителни разлики в автофлуоресцентните 

спектри за максимума при 450-460 nm, който съответства на флуоресцентния сигнал на 

НАД.Н. Подобни наблюдения на увеличена флуоресценция в тази спектрална област се 

свързва с възрастта на пациентите и се дискутират и от други групи, които работят в 

областта. 

На Фиг. 17. са представени изчисленото съотношение R = I450/I400, което 

съответства на флуоресценцията на колагена (при 400 nm) и НАД.Н (при 450 nm) в 

зависимост от възрастта на пациента. Това съотношение може да се използва като 

индикатор за промени при стареенето на кожата, които могат да бъдат открити 

неинвазивно като се използва детектираният автофлуоресцентен сигнал. 
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Фиг. 17. Автофлуоресцентни спектри in vivo на различни лица на възраст от 22, 35 и 61 години, 

при приложени различни дължини на вълните на възбуждане 280, 300, 360, 400 nm съответно, 

нормирани по отношение на максимума. 

 

Фиг. 18. Съотношение на флуоресцентните максимуми при 400 и 450 nm за доброволци на 

различна възраст при приложено възбуждане на 320 nm. 

 

Фиг. 19. Поляризационните съотношения 𝑃 изчислени за основните флуоресцентни максимуми, 

които са наблюдавани при възбуждане от 280 nm а) и при възбуждане от 360 nm б) като 

доброволците са на възраст от 22, 35 и 61 години. 
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Когато се сравняват поляризираните флуоресцентни сигнали, може да се изчисли 

коефициентът на поляризация 𝑃 за успоредно и перпендикулярно поляризираните сигнали 

снети от различните доброволци. Наблюдава се, че поляризацията намалява с увеличаване 

на дължина на вълната при доброволците под 40 години, а за по-възрастите поляризацията 

се увеличава с дължината на вълната за детектираната флуоресценция. Тези съотношения 

се наблюдават за различните дължини на вълните на възбуждане Фиг. 19 а) и б). 

Поляризацията е изчислена за наблюдаваните основни флуоресцентни максимуми 

адресирани по следния начин: триптофан - при 360 nm, колаген - при 400 nm, НАД.Н - при 

450 nm и кръстосаните колагенови връзки - при 490 nm. Изследванията на здрава човешка 

кожа измерени in vivo показва корелация между поляризацията спрямо дължината на 

вълната на снетата флуоресценция и възрастта на изследваните доброволци. 

Значителни разлики се наблюдават при сравняване на флуоресцентни данни от 

матриците на нормална кожа и базално-клетъчен карцином, които са още по-изразени в 

случаите с приложена поляризирана светлина. Наблюдава се общо намаляване на 

флуоресценцията в дълго-вълновата част на спектъра при тумор в сравнение с нормалната 

кожа и бързо увеличаване на излъчването от аминокиселините, което се дължи на 

наличието/развитието на неопластични промени в тъканта. На Фиг. 20. са представени 

експериментални данни за автофлуоресцентните спектри на нормална кожата и базално-

клетъчен карцином от един пациент за по-добро сравнение и откриване на разликите 

между излъчената флуоресценция на здрава и болна тъканна за цялата спектрална област 

на възбуждане от 280 до 440 nm. Наблюдават се значителни разлики при получените 

автофлуоресцентни спектри при перпендикулярната поляризация на нормална кожа и 

базално-клетъчен карцином, тъй като максимумът на 400 nm, който съответства на 

автофлуоресценцията от колагена силно зависи от възрастта на изследваното лице и 

физичното състояние на изследваната тъкан. При спектрална област за дължина на 

вълната на възбуждане, които са по-дълги от 360 nm, където се възбуждат коензимите 

като НАД.Н и флавините се наблюдават значителни промени във флуоресцентния 

интензитет за успоредна и перпендикулярна позиция на двойката поляризатор/анализатор. 

Флуоресцентните максимуми, които са свързани със структурните белтъци и техните 

кръстосани връзки, разкриват спектрални различия и във формата при това сравнение. 
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За сравнение на поляризираните флуоресцентни сигнали може да се изчисли 

съотношението на поляризацията, като се изразят сигналите за успоредна и 

перпендикулярна поляризация, които са снети от различните пациенти. Тези съотношения 

се наблюдават за различните приложени дължини на вълните на възбуждане. 

Поляризацията е изчислена за наблюдаваните основни флуоресцентни максимуми, 

адресирани по следния начин: триптофан – 360 nm, колаген – 400 nm, НАД.Н – 450 nm и 

за кръстосаните връзки на колагена – 490 nm. 

 

 

а)                                                                   б) 

 

в)                                                                  г) 

Фиг. 20. Сравнение на матрици на възбуждане-излъчване на нормална кожа а) и базално-клетъчен 

карцином б) и сравнение със стационарните автофлуоресцентни спектри на нормална кожа в) и 

базално-клетъчен карцином г) при възбуждане с дължини на вълните в областта от 280 nm до 

440 nm. 

 

Корелацията, която се свързва с влиянието на структурните белтъци върху 

поляризираните измервания, се наблюдава и при изследваните немеланомни тумори, а 

именно при базално-клетъчен карцином, виж Фиг. 21. На фигурите се наблюдава силно 
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влияние върху нивото на флуоресцентния сигнал и максимумите, които се приписват на 

структурните белтъци и техните кръстосани връзки, а именно максимума при 400 nm, 

който се свързва с флуоресценцията на колаген тип I и максимума в областта 480-500 nm, 

който сигнал е на кръстосаните белтъчни връзки. 

Други значими разлики, които са наблюдавани при това сравнение за двойката 

нормална - анормална тъкан при успоредна и перпендикулярна позиция на 

поляризаторите при светлината на възбуждане и излъчване са свързани със значителното 

намаляване на флуоресценцията (около 2 пъти) на белтъците и кръстосаните връзки. Тази 

промяна не се дължи на разлики в приложената геометрия при случаите на поляризация. 

За това се съди от факта, че се наблюдава и при двете позиции на поляризационните 

елементи. Наблюдаваното понижение във флуоресцентният сигнал е в резултат от 

разрушаване на извънклетъчната матрица и частично нарушаване на тъканта в случая на 

развитие на тумор. 

 

а)                                                                                б) 

 

в)                                                                         г) 

Фиг. 21. Сравнение на автофлуоресцентни спектри на нормална кожа а) и базално-клетъчен 

карцином в) използвайки успоредна позиция на поляризатора и сравнение между 

автофлуоресцентните спектър на нормална кожа б) и базално-клетъчен карцином г) при 
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перпендикулярна позиция на поляризатора. Спектрите са получени като са използвани дължини на 

вълните за възбуждане в областта от 280 nm до 440 nm със стъпка между всяка от 10 nm. 

Диагностиката на кожни неоплазии може да се развие въз основа на разлики в 

метаболизма и структурата на нормалните и анормалните тъкани. Измерването на 

флуоресцентната анизотропия на кожа показва висока чувствителност към структурните и 

морфологични промени, които съпътстват стареенето на кожата. Корелацията между 

такива малки промени във автофлуоресцентният сигнал, които са свързани с изменение на 

структурата и целостта на извънклетъчната матрица е по-изразена в случаите на кожни 

лезии, поради развитие на патологичното образувание. Поляризираните флуоресцентни 

измервания могат да осигурят неинвазивен метод за откриване и детектиране на ракови 

заболявания. За да се мотивира и демонстрира надеждността на този метод, трябва да 

бъдат извършени многобройни изследвания и измерване на флуоресцентната анизотропия 

на доброкачествени и злокачествени лезии на кожата. Нашите предварителни изследвания 

на здрава кожа на доброволци и базално-клетъчен карцином демонстрират корелации 

между поляризацията спрямо детектираната флуоресценция и възрастта за изследваните 

кожни проби при доброволците и спектрални промени при лезията съпоставена със здрава 

кожа. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В дисертационния труд са изследвани автофлуоресцентните характеристики на 

туморна и здрава тъкан (кожа) чрез матрици на възбуждане и излъчване и синхронна 

флуоресцентна спектроскопия. 

На базата на получените изследвания и анализи на получените резултати са 

идентифицирани няколко спектрални особенности във флуоресценцията на здрава кожа и 

злокачествени новообравования, някои от които с ясно изразено диагностично значение. 

Ендогенните флуорофори, за които се наблюдава по-висок интензитет на 

флуоресцентния сигнал спрямо здравата околна тъкан са аминокиселините тирозин и 

триптофан. Друга флуоресцентна характеристика със специфична диагностична стойност 

е по-ниския интензитет на флуоресцентните сигнали от структурните белтъци колаген и 

еластин и на белтъчните кръстосани връзки при флуоресценцията на туморната тъкан. 
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Автофлуоресцентните сигнали на тези флуорофори имат ясно изразени статистически 

значими спектрални разлики във флуоресценцията на изследваните тъканни образци. 

Наблюдават се характерни зависимости между флуоресценцията на нормална кожа 

и BCC за късовълновата област на възбуждане - от 280 – 500 nm и Δλ между възбуждането 

и излъчването в диапазона от 10 до 90 nm. Наблюдава се общо намаляване на 

дълговълновата част на флуоресценцията при туморните лезии, в сравнение с нормална 

кожа, и бързо увеличаване на излъчването на аминокиселините, поради неопластичните 

промени в тъканта. Максимална диференциация между СФС сигналите на нормалната и 

раковата тъкан е наблюдавана за Δλ = 20 nm, Δλ = 60 nm и Δλ = 70 nm. 

Синхронната флуоресцентна спектроскопия (СФС) позволява подобряването на 

спектралната резолюция, което би могло да бъде полезно средство за охарактеризиране на 

флуоресценцията от биологичните тъкани и би могло да увеличи диагностичната точност 

при откриване на тумори. 

При измерванията in vivo се наблюдават характерни зависимости за 

флуоресцентните сигнали при перпендикулярна поляризация, тъй като максималната 

стойност при 400 nm, която съответства на автофлуоресценцията на колагена, зависи 

силно от възрастта на изследваното лице. Флуоресцентният сигнал при 400 nm, получен 

от по-възрастния доброволец in vivo след възбуждане в спектралната област 280-320 nm е 

с по-висок интензитет спрямо този на по-младите. 

Наблюдават се характерни зависимости при автофлуоресцентните спектри за 

максимума при 450-460 nm, който съответства на флуоресцентния сигнал на НАД.Н. 

Подобни наблюдения на увеличена флуоресценция в тази спектрална област се свързва с 

възрастта на пациентите. 

Наблюдават се значителни разлики при получените автофлуоресцентни спектри 

при перпендикулярната поляризация на нормална кожа и базално-клетъчен карцином. 

Максимумът на 400 nm, който съответства на автофлуоресценцията от колагена, силно 

зависи от възрастта на изследваното лице и физичното състояние на изследваната тъкан.  
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ОСНОВНИ ПРИНОСИ 

1. Създадена е експериментална база и протокол за изследване на флуоресцентните 

характеристики на кожа и кожни неоплазии с възможност за получаване и анализиране на 

матрици на възбуждане и излъчване и синхронна флуоресцентна спектроскопия. 

2. Получена е добра съгласуваност между данните от флуоресцентната спектроскопия 

и извършените хистологични анализи на различни видове лезии. 

3. Показано е, че флуоресцентната спектроскопия има потенциал да осигури диагноза 

в реално време, което ще доведе до премахване на инвазивни процедури като биопсията и 

ще намали времето и грешките при хистопатологията. 

4. Показано е, че използването на ендогенна и екзогенна флуоресцентна 

спектроскопия за диагностика на кожни лезии може да бъде използвана за създаването на 

инструментариум за клиничната практика, даващ възможност за неинвазивна оценка в 

реално време на голямо разнообразие от тъканни патологии. 
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