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Всички експерименти и изследвания, описани в настоящия дисертационен труд, са 

проведени в Институт по Електроника, Българска Академия на Науките, с изключение на 

изрично упоменатите микроскопски изследвания, извършени в рамките на два научни 

проекта № ДФНП-183/14.05.2016 „Макроскопска и микроскопска флуоресцентна 

спектроскопия за изследване на тумори на гастроинтестиналния тракт” по Програма за 

подпомагане на младите учени в БАН, ръководител на проекта млад учен Цанислава 

Генова и научен ръководител доц. д-р Екатерина Борисова, и № ДНТС/Русия 

01/7/23.06.2017 „Разработка на нови оптически технологии за повишаване качеството 

на ранната диагностика на рака на стомаха” към Фонд Научни изследвания, с р-л доц. д-

р Екатерина Борисова,. Тъканните образци, обект на изследване в този дисертационен 

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”. 

 

 

 

Този дисертационен труд не би съществувал без подкрепата, насоките и разбирането, 

което моят многоуважаван ръководител доц. д-р Екатерина Борисова, прояви към 

мен. 
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Общи характеристики на дисертационния труд 
Актуалност на темата 

Ракът е едно от най-разпространените социално-значими заболявания, тъй 

като засяга голям брой хора и сред засегнатите смъртността е значително по-висока, 

отколкото при други заболявания.[1] 

Туморите на гастроинтестиналния тракт и в частност колоректалната област 

са на трето място по брой ново-диагностицирани случаи за година [2] и смъртността 

сред пациентите с колоректален рак е по-ниска, само в сравнение с тези, които имат рак 

на белите дробове, черния дроб и стомаха [3]. 

Ранната диагностика на колоректалния рак води до 92% преживяемост за 

пациентите след навременна ранна терапия съгласно оценки на 5-годишната им 

преживяемост [4], за разлика от случаите, когато диагностицирането е било в напреднал 

стадий на развитие на тумора, при прояви на процеси на метастазиране, при което 5-

годишната преживяемост на пациентите е едва 12% [5]. 

"Златният стандарт" при диагностиката на тумори на гастроинтестиналния 

тракт е ендоскопия или колоноскопия с биопсия на подозрителните тъканни области, 

която да се изследва хистологично. Точността на диагностициране на "златния стандарт" 

зависи най-вече от опита на ендоскописта, като при диагностициране на лезии с размер 

по-малък от 1cm експертите постигат диагностична точност около 76%, а 

ендоскопистите с по-малък опит около 61% [6]. 

Един от подходите за подобряване на диагностичната точност на 

ендоскопските изследвания е прилагането на биомедицински оптични техники, които 

са неинвазивни и чувствителни към биохимични и морфологични изменения в 

тъканта.[7, 8] 

Оптичните свойства на биологичните тъкани могат да бъдат използвани за 

получаването на диагностична информация за тяхното състояние, тъй като 

патологичните изменения в тъканите водят до промяната на тези свойства. Една от най-

интензивно разработваните методики, която се планира да се прилага за насочване на 

ендоскопистите към подозрителни тъканни области и новообразувания, е 

автофлуоресцентната спектроскопия.[7, 9, 10, 11]  

За сега техниката се прилага само като насочваща, заради недостатъци, 

които могат да се разделят в две групи: технически трудности и недостатъчна 

диагностична точност. Техническите трудности в прилагането на автофлуоресцентните 

методи за диагностика са свързани с оборудването, времето за обработка на сигнала, 

недостатъчна разделителна способност и др. Диагностичната точност на метода страда 

най-вече от недостатъчната специфичност на диагностичните параметри и високите 

стойности на фалшиво положителните резултати. [11] 

За разкриването на пълния диагностичен потенциал на 

автофлуоресцентната диагностика на тумори в колоректалната област на 

гастроинтестиналния тракт е нужно идентифицирането на ограничен брой, високо 

информативни и достатъчно специфични диагностични параметри, базирани на 

автофлуоресценцията на тъканите в норма и патология. За да се изпълни тази задача е 

необходимо детайлно изследване не само на флуоресцентните характеристики на 

туморна и здрава тъкан, но и на техния тъканен произход и диагностично значение. 



 

 

 

ЦEЛ И ЗАДАЧИ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
Целта на дисертационния труд е провеждане на систематично изследване 

на спектралните характеристики на тъкани на гастроинтестинален тракт (ГИТ), с 

използване на методите на флуоресцентната спектроскопия с честотна разделителна 

способност – построяване на матрици възбуждане - излъчване (excitation-emission 

matrix-EEM) и синхронна флуоресцентна спектроскопия (СФС), както и създаване на 

диагностични методики за ранна детекция на тъканни патологични изменения и 

диференциация на техните фази, на базата на получените резултати. 

За постигане на тази цел са поставени следните задачи: 

1. Да бъде създадена многофункционална експериментална база и протокол за 

изследване на емисионните характеристики на гастроинтестинални тъкани с 

възможност за получаване и анализиране на ЕЕМ и СФС характеристики. 

2. Да бъдат изследвани флуоресцентните свойства на човешки тъкани на долен ГИТ ex 

vivo за създаване на диагностични схеми за анализ на доброкачествени и злокачествени 

гастроинтестинални новообразувания. 

3. Да бъдe изследвана приложимостта на различни методи за анализ на спектрални 

данни и да се определят диагностично значимите спектрални характеристики, 

позволяващи диференциация по тип и степен на развитие на туморните 

новообразувания в гастроинтестинален тракт. 

4. На базата на идентифицираните спектрални ЕЕМ и СФС характеристики, да бъдат 

създадени комплексни подходи за ранна, безконтактна диагностика на изследваните 

човешки тъкани в реално време – оптична биопсия на тумори на долен 

гастроинтестинален тракт. 

 

СТРУКТУРА И ОБЕМ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
Дисертационният труд се състои от Увод, Цел и задачи на дисертационния 

труд, Глава 1-Обзорна част, Глава 2-Експериментална част, Глава 3 - Заключение и 

Основни приноси. Глава 1-Обзорна част е разделена на 6 основни раздела, а Глава 2-

Експериментална част на 6 раздела. В дисертационния труд са включени 42 графики и 

16 таблици. Списъкът на цитираната литература съдържа 178 литературни източника. 

Включен е и списък с публикации по темата на дисертационния труд, състоящ се от 3 

публикации в научни издания с импакт фактор и 7 публикации в международни научни 

издания, като 6 от тях са с SCImago Journal Rank. 

В увода е представена актуалността и въведение в проблематиката, която е 

засегната в целта и задачите на дисертационния труд. В Глава 1-Обзорна част са 

разгледани теоретичните основи на физичните явления и закономерности, на 

прилаганите експериментални техники, подробно са разгледани обектите на 

изследване и са представени основни понятия. В Глава 2-Експериментална  част на 

дисертацията са представени условията, методите и използваните материали, 

резултатите от проведените експерименти, анализ на получените спектрални резултати 

и статистически анализ за определяне на диагностични параметри и диференциация. В 

Глава 3-Заключение са систематизирани основните и съществени резултати от 

проведените експерименти и от анализа на експерименталните данни. 



 

 

Глава 1 ОБЗОРНА ЧАСТ 
В Глава 1, Раздел 1 са описани физичните процеси и явления при 

разпространение на светлина в биологична тъкан. В Раздел 2 са представени оптичните 

свойства на биологичната тъкан. В Раздел 3 и 4 са представени съответно теоретичните 

основи на процеса флуоресценция, базираната на него флуоресцентна спектроскопия 

на биологични тъкани и техники за флуоресцентна спектроскопия със спектрална 

разделителна способност - матрици на възбуждане и флуоресценция, синхронна 

флуоресцентна спектроскопия и поляризационна флуоресцентна спектроскопия.  

Матриците на възбуждане и флуоресценция (ЕЕМ) са триизмерни спектрални 

измервания, по които могат да се построят диаграми, където ясно си личи зависимостта 

на интензитета на детектираната флуоресценция от дължината на вълната на 

възбуждане и на детектиране. За разлика от стандартната флуоресцентна 

спектроскопия, при която се прилага възбуждане със светлина с фиксирана дължина на 

вълната и се детектира емисията в определен спектрален диапазон, то при синхронната 

флуоресцентна спектроскопия, както дължината на вълната на детектиране, така и 

дължината на вълната на възбуждане се изменят едновременно, с константна разлика 

помежду им - отместване. Поляризационната флуоресцентна спектроскопия позволява 

разграничаване на флуоресцентния сигнал от повърхностните и подлежащите тъканни 

слоеве както и селектирано възбуждане на базата на ориентацията на 

флуоресциращите молекули. В Раздел 5 са представени използваните флуоресцентни 

микроскопски техники за анализ на биологични тъкани-конфокална и двуфотонна 

флуоресцентна микроскопия, които дават възможност за детайлно оценяване на 

структурата на тъканта и провеждане на микро-спектрален анализ. Последният, 6-ти 

раздел е посветен на обекта на изследване в дисертационния труд- гастроинтестинални 

(ГИТ) тъкани в норма и патология, изменения в тъканта при канцерогенеза, изменения 

на флуоресцентните характеристики, идентифицирани до момента и техния потенциал 

за диференциране на здрава и туморна ГИТ тъкани. 

 
Глава 2 ЕКСПЕРИМЕНТАЛНА ЧАСТ 

Използвани спектрални методи 
Основната система, използвана в дисертационен труд е 

спектрофлуориметър Fluorolog 3 (Horiba Jobin Yvon). Източникът на светлина е 

ксенонова лампа с мощност 300W и стабилизиран непрекъснат спектър на излъчване в 

диапазона 240÷800nm (Фигура 1). За дадената дължина на вълната на възбуждане се 

селектира от двоен сканиращ монохроматор с дифракционни решетки. Тъй като 

тъканните образци, обект на изследването в дисертационния труд са с размери и 

форми, които не позволяват тяхното изследване в стандартни кювети е използван 

фиброоптичен модул F-3000 (Фигура 1). Оптичното влакно на модула е с У-образен 

профил, съставено от произволно разпределени влакна за провеждане на 

възбуждащата и излъчената от образеца светлина, изработени от кварц-полимер, с общ 

диаметър 0,5mm. Двоен сканиращ монохроматор селектира дължината на вълната на 

детектираната светлина. Детекторът на системата е фотоумножител. Системата 

позволява автоматично коригиране на сигнала за тъмнинния ток на детектора и 

коригиране на детектирания сигнал спрямо интензитета на възбуждащата светлина. 



 

 

В случая за изследване на тъканните образци, повърхността на оптичното 

влакно е приведена в контакт с тъканния образец, за да се ограничи максимално 

ефектът на дифузно-отразената светлина, но без да се оказва натиск, който би повлиял 

на оптичните свойства на тъканта. Оптичното влакно е позиционирано 

перпендикулярно на изследвания образец, тъй като тази геометрия минимизира 

ефектите на обратно разсеяната от образеца възбуждаща светлина. 

  
Фигура 1: Схематично 

представяне на Fluorolog-3: 
1. източник на светлина-

ксенонова лампа; 2. 
монохроматор за 
селектиране на 

възбуждащата светлина; 3. 
камера с кювето-държател; 
4. фиброоптичен модул F-
3000; 5. монохроматор за 
детектирана светлина; 6. 

детектор-фотоумножител. 
 

                 Флуоресцентния сигнал е коригиран спрямо интензитета на източника на 
възбуждане. Флуоресцентния сигнал от всеки образец е детектиран в областта на 
туморната тъкан и в осигурителната зона на здравата тъкан, ексцизирана според 
хирургичния протокол. 
ЕЕМ флуоресцентна спектроскопия 

Съгласно литературния обзор за изследването на ГИТ тъкани 

флуоресцентните свойства на ГИТ тъкани в норма и патология и техническите 

възможности на използваната апаратура ЕЕМ, измерванията бяха проведени с 

възбуждане в диапазона 280÷440nm, със стъпка 10nm и детектиране в диапазона 

300÷800nm, със стъпка 1nm. 

СФС флуоресцентна спектроскопия 

Този метод е сравнително нов и има ограничен брой източници с описание 

на изследване на ГИТ тъкани, затова бе решено да приложим по-широк диапазон на 

възбуждане 280÷720nm, с отместване в диапазона 10÷280nm, със стъпка 10nm. В случая 

на отместване от 20nm, флуоресценцията ще бъде детектирана в спектралния диапазон 

300÷740nm. 

Поляризационни спектрални методи 

При тези измервания е поставен поляризатор на пътя на възбуждащата 

светлина и анализатор на пътя на излъчената от образеца светлина. В системата са 

използвани два филтъра - линейни поляризатори, Coherent UV polarizer Mag. 7001 и 

Edmund 43781. След поставяне на поляризатора и анализатора отново се извършват 

измервания чрез ЕЕМ и СФС със същите параметри, описани по-горе. 

Използвани микроскопски методи 
Конфокална флуоресцентна микроскопия 

За провеждане на конфокална флуоресцентна микроскопия бе използвана 

системата в Университет Политехника Букурещ, Център по микроскопия - микроанализ 

и обработка на данни. Системата се състои от конфокален лазерен сканиращ микроскоп 



 

 

Leica TCS SP (Leica Inc.) в комбинация с твърдотелен лазер (Leica TCS SPE PE supply unit) с 

дължина на вълната използвана за възбуждане 488nm. 

Конфокални флуоресцентни микроскопски изследвания на подбрани 

образци бяха проведени и в Саратовски Държавен Университет, където 

експерименталната микроскопска система Leica TCS SP8 X (Leica Inc.) в комбинация с 

диоден лазер, излъчващ на 405 nm позволява не само получаване на изображения на 

изследваните образци, но и флуоресцентен спектър от избрани зони на интерес, така 

наречения Lambda-scan® режим. Детектирания флуоресцентен спектър е в спектралния 

диапазон 420÷680nm. Тази техническа възможност позволява директно да се сравнят 

спектралните данни от изследването на микроскопски образци с резултатите от 

спектроскопските изследвания върху необработени тъкани, проведени със 

спектрофлуориметър FluoroLog3 на макроскопско ниво. 

Двуфотонна микроскопия 

Двуфотонната микроскопия също бе проведена в Университет Политехника 

Букурещ, Център по микроскопия-микроанализ и обработка на данни. Използваната 

микроскопска система се състои от Ti:Sapphire лазер (Spectra Physics Tsunami) с изходна 

мощност до 3W, дължина на вълната на генерация в диапазона от 650 nm до 1200 nm, 

продължителност на импулса 80fs и честота 80MHz и конфокален лазерен сканиращ 

микроскоп Leica TCS SP. При изследването на образците бе приложена светлина с 

дължина на вълната 780nm, което предполага възбуждане и генериране на 

флуоресценция от флуорофори с поглъщане на 390nm. 

 

Изследвани обекти 
ГИТ тъкани ex vivo 

Тъканните образци, изследвани в настоящия дисертационен труд са 31 на 

брой. Тъканните образци с произход от сигмоидално дебело черво-Sigmae, са 16 на 

брой, от възходящата част на колона-Coli Asc., са 9 на брой, 5 образеца от ректума-Recti, 

1 образец от напречната част на колона-Transversi. Сред изследваните образци има: два 

метастатични лимфни възела, като единият е от карцином на стомаха; три полипа и 

няколко предракови патологии - тубуловилозен аденом и дивертикулоза.  

Съществуват различни класификации на стадиите на развитие на туморните 

лезии, които описват прорастването на тумора, засягането на околните тъкани и 

наличието на здрави клетки или степента на клетъчна диференциация в туморния 

обем.[12] 

Според степента на диференциация туморите се разделят на 

високодиференциран G1, с наличие на здрави клетки, умеренодиференциран-G2, с 

наличие на по-скоро здрави клетки, нискодиференциран-G3, с наличие на по-скоро 

абнормални клетки и недиференциран-G4, клетките не са нормални, за съответния тип 

тъкан. 

Изследваните тъканни образци от гастроинтестинален тракт са 

ексцизирани по време на хирургична интервенция за отстраняване на новообразувания 

в УМБАЛ „Царица Йоанна - ИСУЛ. С цел съхраняване на тъканните образци в състояние 

възможно най-близко до in vivo, веднага след ексцизирането те се поставят в 

модифициран разтвор на Кребс (NaCl, KCl, глюкоза, таурин, хепес, C3H4O3,CaCl2.2H2O) и 

изотермични условия. 



 

 

Флуоресценцията на избрания за съхранение на биологичните тъкани 

разтвор бе изследвана и флуоресцентния сигнал на разтвора е с пренебрежимо нисък 

интензитет спрямо автофлуоресценцията на изследваната биологична тъкан, което 

позволява да го пренебрегнем при анализа на експерименталните данни. 

Флуоресцентните измервания са проведени, възможно най-скоро след 
ексцизирането на тъканта. При измерването тъканта е поставена свободностояща, без 
фиксиране, което може да доведе до деформации, извън разтвора, но периодично 
омокряна, за да се предотврати изсъхване и допълнителна промяна в оптичните ѝ 
свойства. 

След приключване на флуоресцентните измервания тъканните образци се 

съхраняват във формалинов разтвор. 

Хистологични проби 
За провеждането на микроскопски анализ са използвани стандартни 

хистологични срезове от четири предракови образувания, шест карцинома на колон, 

два на ректум и два на стомах. Хистологичните срезове позволяват детайлно 

наблюдение на изменението на структурата на тъканта при канцерогенезата. 

Хистологични срезове от препарати на различни типове туморни 

образования бяха подготвени в Отделение по патологична анатомия, УМБАЛ „Царица 

ЙоаннаИСУЛ”. 

За подготовката на образците са използвани микроскопски стъкла Leica X-tra Adhesive, 

стандартни багрила хематоксилин и еозин, бор-силикатни покривни стъкла Menzel 

Glaser и включваща среда Leica MicroMount. Хематоксилинът е багрило, което се 

свързва с ДНК и РНК, които след прилагането му се оцветяват в син до виолетов цвят. 

Еозинът се свързва със структурните протеини, които след прилагането му се оцветяват 

в червен до розов цвят. Еозинът е флуорофор с максимум на възбуждане на 532nm и 

флуоресцентен максимум на 555nm.[13] Предметните и покривните стъкла са избрани, 

заради високото им качество, коефициент на пречупване изключително близък до този 

на фиксираната тъкан и коефициент на пропускане от 91,7% за светлина с дължина на 

вълната в диапазона 300-800nm. Включващата среда е ксилен-базирана, бързосъхнеща, 

нефлуоресцираща и с коефициент на пречупване 1.49, максимално близък до този на 

фиксирани тъкани от ГИТ – 1.44.[14]  

За всеки образец бяха подготвени по два среза един чрез стандартна 

обработка и оцветяване с хематоксилин и еозин (H&E) и един без допълнителна 

обработка. Този модел бе избран с цел на това да се идентифицира до каква степен 

детектирания сигнал се дължи на използваните багрила и до каква степен на 

съдържащите се в образеца флуорофори и източници на втора хармонична. 

Експериментални резултати 
Експерименталните резултати са представени като флуоресцентните 

спектри са нормализирани спрямо интегрираната им площ и са осреднени спрямо 

изследваните образци. От осредняването са изключени данните за образците, които са 

с диагноза предраково състояние, не произхождат от колона и са престояли в 

хранителния разтвор повече от 5 часа. 

Идентифицирането на флуорофорите, които имат принос за наблюдаваната 

флуоресценция от ГИТ тъкани се основава на сравнителен анализ между изследвания 



 

 

на флуоресценцията на флуорофорите в чисто състояние и други изследвания на 

тъканната флуоресценция.[14-25] 

 

Флуоресцентни ЕЕМ данни на ГИТ образувания 
На Фигура 2 са представени флуоресцентните спектри на здрава и туморна 

тъкан за приложената възбуждаща светлина с дължина на вълната в диапазона 280 ÷ 

440nm, със стъпка 10nm. 

На Фигура 3 са представени матриците на възбуждане и флуоресценция на 

здрава и туморна тъкан, конструирани въз основа на спектрите, представени на Фигура 

2. при подобен тип представяне на експерименталните данни флуоресцентните 

максимуми за даден тип флуорофор се наблюдават като "острови" на контурната 

графика на матриците на възбуждане и флуоресценция. 

 
 (а) (б) 

Фигура 2: Флуоресцентни спектри на здрава (а) и туморна тъкан (б) за възбуждаща светлина с 

дължина на вълната в диапазона 280 ÷ 440nm, през стъпка 10nm. 

 
 (а) (б) 

Фигура 3: Матрици на възбуждане и флуоресценция на здрава (а) и туморна тъкан (б) с 

дължина на вълната на възбуждащата светлина по абсцисата, дължината на вълната на 

детектираната флуоресценция по ординатата и цветна скала, отговаряща на интензитета на 

флуоресцентния сигнал в относителни единици. 

 



 

 

Първият максимум, който се наблюдава при флуоресцентните спектри в 

следствие на възбуждане с 280, 290, 300nm, с позиция 300 ÷ 400nm, се дължи на 

флуоресценцията на аминокиселините тирозин и триптофан. 

Вторият максимум, който се наблюдава при флуоресцентните спектри в 

следствие на възбуждане с 310 ÷ 350nm , с позиция 350 ÷ 420nm се дължи на 

флуоресценцията на структурните протеини колаген, колагенови крос-линкове и 

еластин. 

Третият флуоресцентен максимум, който се наблюдава при 

флуоресцентните спектри в следствие на възбуждане с 370 ÷ 440nm, с позиция 400 ÷ 

600nm се дължи на флуоресценцията на ФАД, НАД.Н и НАДФ. 

Във флуоресценцията на туморната тъкан се наблюдават още три 

максимума, в следствие на възбуждане с 400, 410, 420, 430nm, с позиция 600 ÷ 650nm, 

които се дължат на флуоресценцията на ендогенните порфирини. 

Сравнявайки ЕЕМ на туморна и здрава тъкан се отличават четири основни 

разлики. Флуоресцентния максимум на аминокиселините в ЕЕМ на туморната тъкан е с 

по-висок интензитет спрямо флуоресцентния им максимум в ЕЕМ на здрава тъкан. 

Максимумите, дължащи се на флуоресценцията на структурните протеини са с 

приблизително 1/3 по-нисък интензитет в ЕЕМ на туморната тъкан спрямо ЕЕМ на 

здравата тъкан. Изменение в приноса на излъчването на аминокиселините и на 

структурните протеини във флуоресценцията на туморната тъкан може да се забележи 

и в отместването на първия максимум при възбуждане на 320nm, в здравата тъкан 

флуоресцентен принос към него има както от аминокиселините, така и от структурните 

протеини и позицията му е на 380nm, докато във флуоресцентния сигнал получен от 

туморната тъкан този максимум е с късовълново отместване от 30nm, което предполага 

изменение в отношението аминокиселини/ структурни протеини в полза на 

аминокиселините. В максимумите на излъчване, дължащи се на флуоресценцията на 

ФАД и НАД.Н се наблюдава по-нисък интензитет в ЕЕМ на туморната тъкан, особено при 

по-дълговълново възбуждане, което предполага намален принос във флуоресценцията 

от ФАД. 

Флуоресцентни СФС данни на ГИТ образувания 
На Фигура 4 са представени СФС спектрите на туморна и здрава тъкан за 

възбуждане в диапазона 280 ÷ 720nm и отместване 10 ÷ 280nm, със стъпка 10nm. На 

Фигура 5 са представени триизмерни изображения, базирани на СФС спектрите, където 

абсцисата отговаря на дължината на вълната на възбуждащата светлина, ординатата на 

приложеното отместване, а цветната скала на интензитета на детектираната 

флуоресценция, представена в относителни единици. 

Максимумите на флуоресценция при възбуждане в диапазона 280 ÷ 325nm 

и отместване 10 ÷ 70nm се дължат на флуоресценцията на аминокиселините тирозин и 

триптофан. В случая с нарастване на отместването приносът на флуоресцентния сигнал 

на триптофана доминира във формирането на максимума на излъчване в късовълновия 

спектрален диапазон.[26] 

Вторият флуоресцентен максимум при отместване в диапазона 10 ÷ 70nm 

и възбуждане 320÷360nm се дължи на флуоресценцията на колагена и еластина, като с 

нарастване на отместването, приносът на еластина към получавания сигнал също 

нараства.[27] 



 

 

(а)                                                                                   (б) 

Фигура 4: Синхронни флуоресцентни спектри на здрава тъкан (а) и туморна тъкан (б) за 

възбуждане в диапазона 280 ÷ 720nm и отместване 10 ÷ 280nm, със стъпка 10nm. 

При отместване в диапазона 10÷70nm се наблюдава още един 

флуоресцентен максимум, за възбуждане в спектралния диапазон 430 ÷ 550nm, който 

е в следствие на флуоресценцията на ФАД. 

 

(а)                                                                                   (б) 

Фигура 5: Триизмерни изображения на снетите от здрава (а) и туморна (б) тъкан синхронни 

флуоресцентни спектри. Абсцисата отговаря на дължината на вълната на възбуждащата 

светлина, ординатата на приложеното отместване, а цветната скала - на интензитета на 

детектираната флуоресценция в относителни единици. 
 

За отмествания в диапазона 50÷100nm и възбуждане 360÷420nmсе 

наблюдават флуоресцентните максимуми на триптофан и на колагеновите крос-

линкове. 

При възбуждане в диапазона на 300÷400nm се наблюдават още две групи 

от максимуми, съответно при отместване в диапазона 110÷160nm и 160÷280nm. 

Флуоресцентните максимуми за първия диапазон на отместване са в резултат на 

флуоресценцията на НАД.Н, а за втория основен принос има флуоресценцията на 

липофусцин, към която е възможно да има принос и от някои флуоресциращи 

мастноразтворими витамини. 



 

 

За отместване в диапазона 100 ÷ 160nm и възбуждане на 450 ÷ 550nm се 

наблюдава флуоресцентен максимум със сравнително по-нисък интензитет, чиито 

източник е ФАД. 

Допълнително към вторите флуоресцентни максимуми се наблюдават 

няколко ясно изразени максимуми при възбуждане на 350 ÷ 420nm, които се дължат 

на флуоресценцията на порфирините. 

Приложената възбуждаща светлина с дължини на вълните по-големи от 

550nm, не водят до значима флуоресценция. 

Имайки предвид идентифицираните флуорофори и характерните им 

Стоксови отмествания, синхронните флуоресцентни спектри с отместване 60, 90, 120, 

240nm могат да бъда посочени като най-информативни, тъй като включват 

флуоресцентните максимуми на всички основни диагностично значими флуорофори. 

На Фигура 6 (а) на СФС с отместване 60nm се наблюдават четири 

флуоресцентни максимума. Най-късовълновият и с най-висок интензитет, спрямо 

другите е максимумът, който произлиза от флуоресценцията на аминокиселините 

тирозин и триптофан (297, 357nm). Вторият максимум е резултат от флуоресценцията на 

структурните протеини колаген и еластин (331, 391nm). Третият максимум се дължи на 

флуоресценцията на колагеновите влакна (390, 450nm), а последният и найдълговълнов 

на ФАД (457, 517nm). 

 
 

 

 

 

 

 

(а)             (б) 

 

 

 

 

 

 

 
(в)              (г) 

 

Фигура 6: СФС с отместване 60nm (а), 90nm (б), 120nm (в), 240nm (г), съответно за здрава тъкан 

(черна линия) и туморна тъкан (червена линия) и стандартните отклонения от осредняването 

на спектрите. На всяка графика има две абсциси, съответно за дължината на вълната на 

флуоресценция и дължината на вълната на възбуждащата светлина, а ординатата представя 

интензитета на детектираната флуоресценция в относителни единици. 

 

На Фигура 6 (б) на СФС с отместване 90nm се наблюдават три максимума. 

Доминиращият източник за първия максимум е триптофана (294, 384nm), а вторият и 

третият се дължат, съответно на флуоресценцията на колагеновите влакна (366, 456nm) 

и ФАД (455, 545nm). 



 

 

На Фигура 6 (в) на СФС с отместване 120nm, в спектъра на здравата тъкан са 

детектирани два флуоресцентни максимума, докато в спектъра на туморната тъкан- 

общо пет максимума. Три са флуоресцентните максимуми, които се наблюдават само в 

СФС на туморната тъкан. Най-късовълновият може да се дължат на флуоресценцията на 

триптофана (300, 420nm), по-дълговълновите (491, 611nm) и (512, 632nm) се дължат на 

флуоресценцията на порфирини. Двата максимума, които се наблюдават във 

флуоресценцията на здрава и туморна тъкан са (338, 458nm) и (458, 578nm) произлизат 

от флуоресценцията на НАД.Н и ФАД. На Фигура 4.4.2.3 (в) на СФС с отместване 240nm 

има два флуоресцентни максимума. Единият (313, 583nm) се дължи на 

флуоресценцията на липофусцин, а другият (394, 633nm) на порфирините. 

Флуоресцентните максимуми, които се дължат на флуоресценцията на триптофана имат 

по-висок интензитет в СФС на туморна тъкан, спрямо СФС на здрава тъкан. Тази разлика 

проличава най-отчетливо в СФС с отместване 90 и 120nm. Флуоресценцията на 

структурните протеини и техните влакна е с по-висок интензитет в СФС на здрава тъкан, 

спрямо максимума им в СФС на туморна тъкан. Изменения се наблюдават и във 

флуоресценцията на НАД.Н и ФАД в СФС на туморна и здрава тъкан. Найотчетливата 

промяна е значителното нарастване на интензитета на флуоресцентните максимуми на 

порфирините в СФС на туморната тъкан, спрямо СФС на здравата тъкан. 

 

Поляризационни флуоресцентни характеристики на ГИТ образувания 
Представените в този раздел резултати са за данните, получени при СФС 

измервания с поляризационна чувствителност и отместване между възбуждането и 

излъчването съответно на 60, 90 и 120nm. Представените спектри са нормализирани по 

интегрираната им площ и осреднени за 9 тъканни образеца. 

 
                            (а)                                                             (б)                                                        (в) 

Фигура 6: Синхронни флуоресцентни спектри на туморна и здрава ГИТ тъкан, с отместване 

60nm. Без поляризационна чувствителност (а), с детектиране на флуоресценцията с 

поляризация, успоредна на поляризацита на възбуждането (б) и с детектиране на 

флуоресценцията с поляризация, перпендикулярна на поляризацита на възбуждането (б). 

 

На Фигура 6 са представени СФС за възбуждане в диапазона 280÷440nm и 

отместване 60nm. В този диапазон има два основни флуоресцентни максимума, като по-

късовълновият се дължи на аминокиселините тирозин и триптофан, а подълговълно-

вият на структурните протеини колаген и еластин. Флуоресценцията, която е запазила 

поляризационното състояние на възбуждащата светлина -успоредната е претърпяла по-

малко актове на разсейване, спрямо перпендикулярната на поляризационното 

състояние на възбуждането и произлиза от повърхностните тъканни слоеве. За тази 

флуоресценция (Фигура 6 (б)) се наблюдава нарастване на приноса на максимума на 



 

 

структурните протеини, към флуоресценцията на повърхностния тъканен слой на ГИТ-

мукозния, спрямо флуоресценцията на тъканта като цяло (Фигура 6 (а)). Във 

флуоресценцията с линейна поляризация перпендикулярна на поляризацията на 

възбуждащата светлина се наблюдава доминиране на максимумите на структурните 

протеини и техните влакна, спрямо максимума на аминокиселините, 

 
                              (а)                                                           (б)                                                           (в) 

Фигура 7: Синхронни флуоресцентни спектри на туморна и здрава ГИТ тъкан, с отместване 

90nm без поляризационна чувствителност (а), с детектиране на флуоресценцията с 

поляризация, успоредна на поляризацита на възбуждането (б) и с детектиране на 

флуоресценцията с поляризация перпендикулярна на поляризацията на възбуждането (в). 

 

тъй като по-дълбокия слой на ГИТ тъканта-субмукозата е с по-високо съдържание на 

структурни протеини от повърхностната лигавица (мукоза). Друга причина за по-високия 

принос на структурните протеини във флуоресценцията с поляризационна 

чувствителност е тяхната подредена структура, съчетана със селективността на 

възбуждане на светлината със зададена поляризация. 

СФС спектрите с възбуждане в диапазона 280÷440nm и отместване 90nm, 

представени на Фигура 7 имат два основни максимума. Максимумът на 390nm се дължи 

на флуоресценцията на триптофана, а доминиращия максимум на 460nm на 

флуоресценцията на колагеновите влакна. По-високият интензитет, който се наблюдава 

и за двата максимума в спектъра с поляризация, успоредна на поляризацията на 

възбуждащата светлина, може да се отдаде за триптофана на специфичните клетки, 

съдържащи се в мукозния слой, а за колагеновите влакна на тяхната подреденост. 

 
                            (а)                                                         (б)                                                     (в) 

Фигура 8: Синхронни флуоресцентни спектри на туморна и здрава ГИТ тъкан, с отместване 

120nm. Без поляризационна чувствителност (а), с детектиране на флуоресценцията с 

поляризация успоредна на поляризацита на възбуждането (б) и с детектиране на 

флуоресценцията с поляризация перпендикулярна на поляризацита на възбуждането (б). 

 



 

 

Във флуоресцентния спектър с поляризация перпендикулярна на поляризацията на 

възбуждащата светллина е доминиращ спектъра на колагеновите влакна, тъй като 

тяхната концентрация е по-висока в подлежащите слоеве на ГИТ тъканта. 

Спектралните резултати представени на Фигура 8 са на СФС с възбуждане в 

диапазона 280÷440nm и отместване 120nm. Подобно на флуоресцентните максимуми 

наблюдавани в СФС с отместване 90nm, за спектъра на туморната тъкан се наблюдават 

два флуоресцентни максимума, на 420nm от флуоресценцията на триптофана и на 

470nm от флуоресценцията на НАД.Н. За здравата тъкан не се наблюдава ясно изразен 

флуоресцентен максимум за флуоресценцията на триптофана. Във флуоресцентните 

спектри с поляризация, успоредна на поляризацията на възбуждащата светлина, се 

наблюдават флуоресцентни максимуми с по-висок интензитет спрямо флуоресцентния 

спектър с поляризация, перпендикулярна на поляризацията на възбуждащата светлина 

 

Микроскопски изображения на доброкачествени и злокачествени ГИТ 

образувания 
Срезове от тъканни биопсии на ГИТ доброкачествени и злокачествени 

лезии бяха изследвани с конфокална флуоресцентна микроскопия и флуоресцентна 

микроскопия с двуфотонно възбуждане. Тъканните срезове са преминали през 

стандартна обработка и оцветяване с хематоксилин и еозин. Хематоксилинът оцветява 

в синьо клетъчните ядра, докато еозинът оцветява в розово цитоплазмата и 

извънклетъчната матрица на съединителната тъкан. Възбуждащата светлина при 

конфокалната флуоресцентна микроскопия е 488nm, а при флуоресцентна микроскопия 

с двуфотонно възбуждане 780nm. Основните флуорофори са ендогенните флуорофори 

- структурните протеини, НАД.Н, ФАД и порфирини и хистологичното багрило еозин. 

На Фигура 9 са представени двете изображения на образец от полип, 

предраково новообразувание на ГИТ, постигнати с конфокална флуоресцентна 

микроскопия и флуоресцентна микроскопия с двуфотонно възбуждане. И при двете 

изображения се наблюдават патологични изменения най-вече в размера на криптите, 

който е по-малък от обичайния и компрометира функционалността им, и липсата на 

ламина проприа-т.е. нормална съединителна тъкан между тях. Наличието на шум в 

изображението направено с двуфотонна микроскопия е резултат от специфичните 

условия на възбуждането, което се осъществява само във фокалната равнина на 

възбуждащата светлина и съотношението сигнал/шум е значително по-малко спрямо 

това за изображенията направени с конфокална флуоресцентна микроскопия. 

Фигура 10 представя измененията в мукозния слой на G2 аденокарцином 

на колон. Размера, формата и ориентацията на криптите са изменени, което води до 

загуба на диференцияция и на функционалност в засегнатата от туморния растеж тъкан. 

Освен стандартно обработените хистологични тъканни срезове бяха 

изследвани и тъканни срезове, които са депарафинирани и не са допълнително 

оцветявани. Образците бяха изследвани чрез конфокална флуоресцентна микроскопия 

в режим Lambda-scan®, който позволява не само заснемане на изображението, но и 

записване на флуоресцентния спектър, с възбуждаща светлина с дължина на вълната 

405nm и детектиране в диапазона 420÷680nm. Наблюдаваната l тях флуоресценция се 

дължи изцяло на ендогенните тъканни флуорофори, като доминират структурните 

протеини. Приносът на НАД.Н, ФАД и порфирините е ограничен след тъканната 



 

 

обработка, , поради постепенна деструкция на коензимите в тъканите ex vivo и 

тъканните срезове.[28] 

 

 (а) (б) 

Фигура 9: Микроскопски изображения с конфокална флуоресцентна микроскопия (а) и 

двуфотонна флуоресцентна микроскопия (б) на полип, предраково новообразувание на колон 

(дебело черво). 

 

 (а) (б) 
Фигура 10: Микроскопски изображения с конфокална флуоресцентна микроскопия (а) и 

двуфотонна флуоресцентна микроскопия (б) на G2 аденокарцином на колон, мукозен слой. 

 

На Фигура 11 (а) е представено конфокално флуоресцентно изображение 

на тубуловилозен аденом, предраково новообразувание, където се забелязват област 

със здрави крипти, гранична област и област с абсолютна загуба на диференцияция и 

тъканна структура. Флуоресцентните спектри на тези области са представени на Фигура 

11 (б), а на Фигура 11 (в) са представени осреднените стойности за интензитета на 

флуоресценцията на 600nm, за туморна и здрава тъкан, от два тъканни среза с 

хистологична диагноза-тубуловилозен аденом. 



 

 

  
                     (а)                                                         (б)                                             (в) 

Фигура 11: Микроскопски изображения на тубуловилозен аденом с конфокална 

флуоресцентна микроскопия при възбуждане на 405nm (а), флуоресцентните спектри на три 

зони-здрава, гранична и полип (б) осреднените стойности на интензитета на флуоресценцията 

на туморна и здрава тъкан на 600nm. 

 

Освен разликата в интензитета на флуоресценцията на туморна и здрава 

тъкан на 600nm, където интензитета на флуоресценцията от туморната тъкан е повисок, 

в резултат на флуоресценцията на порфирините, която се наблюдава и дълговълново 

отместване на спектъра на туморната тъкан, спрямо спектъра на здравата тъкан. 

 

Анализ и обобщение на получените резултати. 
Основните характеристични разлики във флуоресцентните спектри на 

туморна и здрава тъкан, установени при проведените изследвания са в резултат на 

флуоресценцията на аминокиселините тирозин и триптофан, структурните протеини 

колаген и еластин, коензимите НАД.Н и ФАД и порфирините. 

Спектралните данни, представени в предходния раздел, във всички случаи 

показват по-висок интензитет на флуоресцентния максимум на аминокиселините 

тирозин и триптофн във флуоресцентния спектър на туморната тъкан, спрямо 

максимума им във флуоресцентния спектър на здравата тъкан на ГИТ. Тази 

флуоресцентна характеристика предполага завишено съдържание на тирозин и 

триптофан в туморната тъкан. Една от причините за това увеличение е по-интензивния 

метаболизъм, стимулиран растеж и развитие на туморните клетки, което изисква синтез 

на протеини в абнормално високи количества. Освен като структурна единица за 

протеините триптофанът участва и в имунорегулативни процеси. 

Един от механизмите, които туморните клетки използват, за да създадат 

микросреда, подходяща за тяхното развитие, е свързан с поглъщането на абнормално 

високи количества триптофан. Тъй като ниските нива на метаболитите на триптофана, 

провокират имунен отговор, привличайки Т-лимфоцити [29], докато 

свръхекспресирането им има обратния, имуносупресивен ефект.[30] Още повече, 

изчерпването на триптофана в микросредата води до апоптоза на локалните Т-

лимфоцити.[31, 32] И в двата случая високите нива на триптофан в туморните клетки се 

асоцират с механизмите им за предпазване от разпознаване и унищожаване от 

имунната система на организма. Друга причина за високото съдържание на триптофан 

в туморните клетки е блокирането на рецепторите, чиято функция е да възпрепятстват 

абнормалния растеж на клетката, за което е нужен кинуренин-метаболит на 

триптофана, подсигуряващ растежа и деленето на туморните клетки.[33] 



 

 

Във флуоресцентните спектри се наблюдава значително намаляване на 

интензитета на флуоресценцията на структурните протеини колаген и еластин в 

туморната тъкан, спрямо здравата тъкан. Структурните протеини изграждат 

екстрацелуларната и интрацелуларната матрица. 

Екстрацелуларната матрица има съществена роля в изграждането на 

тъканите, осигуряване на сигнализацията между клетките, регулиране на растежа и 

миграцията на клетките.[34] Процесът на канцерогенеза води до редица изменения в 

екстрацелуларната матрица (ЕЦМ). Деградирането на ЕЦМ е свързано със 

секретирането на протеолитични ензими като металопротеинази [35] и изменения в 

морфологията ѝ причинени от експресирането на матрични протеини от туморните 

клетки, като ламинини [34] или гени, като p53, които причиняват изместване на ъгъла 

на разположение на колагеновите влъкна от 60◦ на 90◦ спрямо границата на тумора и 

промотират миграцията на туморните клетки.[36] Най-активно секретираните от 

туморните клетки металопротеинази MPP-2 и MPP-9 засягат и относително по-

устойчивия от колагена, еластин, като също водят до неговото разлагане.[37] 

Еластинолитичната активност на туморните клетки е установена още в едни от първите 

изследвания на процесите на канцерогенезата.[38, 39, 40] При достигането на туморни 

клетки до кръвоносни съдове са наблюдава повишаване на секретирането на 

протеинази, които разграждат еластина и улесняват инвазията на туморните клетки в 

кръвоносния съд.[37] 

Тези патологични изменения обосновават по-ниския интензитет на 

флуоресценцията на структурните протеини във флуоресцентния спектър на туморната 

спрямо здравата тъкан. 

Интересен е ефектът на канцерогенезата върху нивата на НАД.Н в 

засегнатите тъкани. В зависимост от специфичните метаболитни изменения се 

наблюдава увеличаване или намаляване на интензитета на флуоресцентния максимум 

на НАД.Н.[41] Метаболитните изменения в туморните клетки зависят от специфичните 

им мутации, микросредата, в която се развиват и от стадия им на развитие.[42, 43] 

Изменения в цикъла на Кребс водят до намаляване на интензитета на флуоресценцията 

на НАД.Н с от 15 до 30%, а изменения в дихателната верига водят до повишаване на 

интензитета на флуоресценцията на НАД.Н с от 58 до 65%.[41] 

За туморни клетки в начален стадий на развитие се наблюдава ефектът на 

Warburg или преминаване към аеробна гликолиза за енергетично осигуряване на 

клетките.[44] За този процес е характерно повишаването на отношението на оксидиран 

НАД.Н-НАД+, спрямо НАД.Н. Оксидираната форма на НАД.Н не флуоресцира, съответно 

за клетките в ранен стадий на развитие, при които енергетичното осигуряване се 

извършва чрез аеробна гликолиза се очаква флуоресценцията на НАД.Н да е с по-нисък 

интензитет, спрямо флуоресценцията му от здрави клетки. 

В по-напреднал стадий на развитие туморите преминават в състояние на 

хипоксия.[45] Това води до компрометиране на работата на дихателната верига и 

изменение на отношението НАД.Н:НАД+ в полза на НАД.Н. В резултат на това се очаква 

при тумори в по-напреднал стадий на развитие да се наблюдава флуоресцентен 

максимум на НАД.Н с по-висок интензитет, спрямо флуоресцентния му максимум от 

здрава тъкан. 

По-ниският интензитет на флуоресценцията на ФАД във флуоресцентния 

спектър на туморната тъкан, спрямо интензитета на флуоресценцията му във 



 

 

флуоресцентия спектър на здравата тъкан може да е резултат от няколко изменения, 

свързани с канцерогенезата. Присъствието на тирозинови и триптофанови остатъци 

води до гасене на флуоресценцията на ФАД.[46] Излишъкът от тирозинови и 

триптофанови остатъци, в резултат на интензивното им метаболизиране в туморните 

клетки е предпоставка за по-нисък интензитет на флуоресценцията на ФАД от туморни 

тъкани, спрямо флуоресценцията от здрави тъкани.[47] Хипоксията също води до 

намаляване на съдържанието на ФАД в туморните клетки.[47] 

Флуоресцентните спектри на туморната тъкан, представени в предходния 

раздел, демонстрират и характерните за туморната тъкан флуоресцентни максимуми 

около 630nm, които се дължат на ендогенните порфирини.  

Сред изследваните тъканни образци има два случая, в които по три образеца от тумори 

в различен стадий на развитие принадлежат на един пациент. Това ни даде възможност 

да наблюдаваме флуоресцентните спектри на тумори в различни стадии на развитие без 

да са повлияни от специфични междупациентни условия разлики при еднакви условия за 

всичките изследвани образувания. 
 

 
                           (а)                                                       (б)                                                 (в) 

Фигура 12: Флуоресцентни спектри от тумори в различен стадии на развитие и здрава тъкан, 

при възбуждане със светлина с дължина на вълната 310 (а), 340 (б) и 410nm (в). 

 

На Фигура 12 са представени флуоресцентните спектри на шест тумора от 

двама пациенти, нормирани по интегрираната площ и осреднени по стадий на развитие 

и флуоресцентните спектри на здрава тъкан, при възбуждане със светлина с дължина на 

вълната 310, 340 и 410nm. 

Флуоресцентният спектър на тумор 1, който е в начален стадий на растеж, 
е най-близък до флуоресцентния спектър на здрава тъкан, но все пак проявява 
характерни за туморната тъкан изменения. Тумор 3 е в най-напреднал стадий на 
развитие от трите тумора, в случая аденокарцином на колон G3. 

На Фигура 12 (а) се наблюдават два флуоресцентни максимума, като по-

късовълновия се дължи на флуоресценцията на аминокиселините тирозин и триптофан, 

а по-дълговълновия на флуоресценцията на НАД.Н. Забелязва се, че интензитета на 

флуоресценцията на аминокиселините нараства, а интензитета на флуоресцентния 

максимум на НАД.Н намалява с напредване на стадия на развитие на изследваните 

тумори. 

На Фигура 12 (б) се проявяват общо три флуоресцентни максимума. В 

спектрите на туморна тъкан са два, единият на 460nm, който се дължи на 

флуоресценцията на НАД.Н и ФАД и втори на 630nm който се дължи на флуоресценцията 

на порфирините. Във флуоресцентния спектър на здрава тъкан също се наблюдават два 

максимума, по-късовълновият, на 390nm се дължи на флуоресценцията на структурните 



 

 

протеини, а по-дълговълновият е максимума на флуоресценцията на НАД.Н и ФАД, 

който се наблюдава и във флуоресцентния спектър на туморната тъкан. В случая при 

тази дължина на възбуждане, съществената разлика във флуоресцентните спектри на 

туморна и здрава тъкан е наличието на максимум на структурните протеини в спектъра 

на здравата тъкан и тумор 1, който отсъства в спектъра на туморите в по-напреднал 

стадии на развитие и формиране на ясно изразен максимум на порфирините в спектъра 

на туморите в по-напреднал стадии на развитие, който отсъства в спектъра на здравата 

тъкан и тумор 1. Като резултат, може да твърдим, че възбуждаща светлина с дължина 

на вълната от 340nm е подходяща за диференциране на тумори в по-напреднал стадии 

на развитие, но не и на тумори в начален стадии на развитие. 

За възбуждане със светлина с дължина на вълната 410nm се наблюдават 

два флуоресцентни максимума - Фигура 12 (в). Първият се дължи на флуоресценцията 

на ФАД, а вторият на порфирините. Флуоресцентния максимум на ФАД е със значително 

по-висок интензитет в спектрите на здрава тъкан и на тумор 1, спрямо спектрите на 

тумор 2 и 3. Отново се наблюдава флуоресценцията на порфирините в спектрите на 

туморната тъкан, като за разлика от възбуждането на 340nm, тук е много по-ясно 

изразена и макар и с по-нисък интензитет се наблюдава и за тумор 1, поради факта, че 

410nm е по-близко до оптималната дължина на вълната на светлината за възбуждане 

на флуоресценцията на порфирините, спрямо 340nm. 

На Фигура 13 са представени синхронните флуоресцентни спектри от 

тумори в различен стадии на развитие и здрава тъкан, при отместване от 60, 90, 120 и 

240nm. 

Четири са флуоресцентните максимуми, които се наблюдават в СФС с 

отместване 60nm, те се дължат на флуоресценцията на: аминокиселините тирозин и 

триптофан, структурните протеини колаген и еластин, НАД.Н и ФАД. За максимума на 

аминокиселините отново се наблюдава нарастване на интензитета с напредване на 

стадия на развитие на тумора, а за максимумите на структурните протеини и НАД.Н се 

наблюдава понижаване на интензитета с напредване на стадия на развитие на 

туморите. Намаляването на интензитета на структурните протеини с напредване на 

стадия на развитие на туморите се дължи на установения факт, че секретирането на 

металопротеинази количествено се увеличава с напредването на стадия на развитие на 

туморите в ГИТ. 

На Фигура 13 (б) на СФС с отместване 90nm се наблюдават два отчетливи 

максимума. Доминиращият източник за първия максимум е триптофана, а вторият се 

дължи на флуоресценцията на колагеновите крос-линкове. За разлика от максимума 

при отместване 60nm, които се дължи на флуоресценцията на тирозина и триптофана и 

интензитета му в спектрите на тумор 2 и тумор 3, за който няма разлика, в късовълновия 

максимум, който се дължи по-скоро на триптофана при отместване 90nm ясно се 

отличава по-високия интензитет на максимума за тумор 3. Във флуоресцентния спектър 

на колагеновите крос-линкове също се наблюдава по-отчетлива разлика в интензитета 

на максимумите между тумор 2 и тумор 3. За тумор 2 и тумор 3 се наблюдава и 

максимум на 630nm, който се дължи на порфирините. 
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          (в)                                                                                                                                                    (г) 

Фигура 13: Синхронни флуоресцентни спектри от тумори в различен стадии на развитие 

и здрава тъкан, при отместване от 60 (а), 90 (б), 120 (в) и 240nm (г). 

 

При отместване от 120nm 13 (в) в СФС спектъра се наблюдава 

флуоресценцията на триптофана и порфирините, които са с най-висок интензитет за 

тумор 3 и флуоресценцията на НАД.Н, която е с най-нисък интензитет за тумор 3. 

На Фигура 13 (г) на СФС с отместване 240nm има два флуоресцентни 

максимума. По-късовълновият се дължи на липофусцина. В осреднения спектър между 

всички изследвани туморни и здрави тъкани, не се забелязва съществена разлика в 

интензитета на максимума на липофусцините между туморна и здрава тъкан. В случая 

обаче се наблюдава разграничаване най-вече между здрава тъкан и тумор 1 от една 

страна и тумор 2 и тумор 3 от друга. Това може да се дължи на факта, че ламина проприа 

е наситена с липофусцинови гранули и тъй като тази част от ГИТ тъканта прогресивно 

намалява с напредването на стадия на развитие на ГИТ тумори се наблюдава и 

намаляване на интензитета на флуоресценцията на липофусцина. Тази особеност на 

измененията в туморната тъкан не е подробно изследвана и няма ясна диагностична 

стойност. Вторият максимум е в резултат на флуоресценцията на порфирините. 

За някои от флуорофорите с диагностична значимост се наблюдава плавно 

изменение на интензитета на флуоресцентните им максимуми с напредване на стадия 

на развитие на туморните образувания, което е обещаващ фактор за прилагането на 

флуоресцентните техники, не само при диагностициране на туморни новообразувания, 

но и за определяне на техния стадий на развитие, което е ключово при избор на успешна 

терапия. 

Въпреки че за някои от идентифицираните флуорофори разликите в 

спектрите на туморна и здрава тъкан са ясно изразени, остава въпроса дали са 

статистически значими. За да отговорим на този въпрос избрахме да проведем тест за 

статистическа значимост между параметри, отговарящи на интегралната площ на 



 

 

флуоресцентните максимуми с диагностична стойност. Интегралната площ на 

флуоресцентния максимум зависи, както от интензитета така и от формата му. 

Изчисленията са направени за СФС спектри с отместване 60, 90 и 120nm, с и без 

поляризационна чувствителност. За флуоресцентния спектър с отместване 60nm са 

избрани два спектрални диапазона: “a” от 340 до 380nm и “b” от 380 до 420nm. За 

флуоресцентния спектър с отместване 90nm са избрани два спектрални диапазона: ”c” 

от 380 до 420nm и “d” от 420 до 500nm. За флуоресцентния спектър с отместване 120nm 

е избран един спектрални диапазона: “e” от 420 до 530nm. 

За всеки от диапазоните е изчислена интегралната площ на 

флуоресцентния максимум, намиращ се в този диапазон, съответно за спектъра на 

здрава и туморна тъкан. Допълнително са изчислени и някои отношения на получените 

параметри, с цел по-детайлен анализ на тяхната статистическа значимост. Върху така 

получени те данни 

 
Таблица 1: Резултати от Ман-Уитни тест за значимост на разликите между спектралните 

параметри, маркирани в съответствие на спектралната област, чиито характеристики отразяват 

съответно “a”, “b”, “c”, “d”, “e” за отместване 60, 90 и 120 nm. Полученото ниво на значимост р 

е с граничната стойност 0,05. 

Спектрален 

параметър 

р без 

поляризация 

р при успоредна 

поляризация 

р при перпендикулярна 

поляризация 

Sa60 6,25338E-4 0,00844 0,01246 

Sb60 6,27569E-4 0,00376 0,03001 

Sc90 4,90015E-4 0,03536 0,00703 

Sd90 0,05645 0,01234 0,00309 

Se120 0,10019 0,00702 0,03001 

Sa60/Sb60 2,984E-4 7,83921E-4 0,0016 

Sc90/Sd90 0,01789 0,00703 0,00703 

Sa60/Sc90 0,11452 0,51093 0,64539 

Sa60/Sd90 0,00702 0,00376 0,00702 

Sa60/Se120 6,27569E-4 0,00703 0,01497 

Sb60/Sc90 2,3101E-4 3,85346E-4 0,00128 

Sb60/Sd90 0,18846 0,04121 0,4696 

Sb60/Se120 0,00101 0,00855 0,0759 

Sc90/Se120 4,91827E-4 0,03005 0,00855 

Sd90/Se120 0,04853 0,00703 0,0016 

 

беше приложен Shapiro–Wilk тест за нормално разпределение с ниво на значимост 0,05. 

Някои от параметрите не отговориха на критерия за нормално разпределение и в 

резултат на това за тестване на статистическата им значимост бе избран 

непараметричен Mann–Whitney тест с ниво на значимост 0,05 и нулева хипотеза- "няма 

статистически значими разлики между флуоресцентните параметри на туморна и 

здрава ГИТ тъкан". Резултатите от теста са представени в Таблица 1. 

Някои от параметрите не покриват критерия за значимост от 0,05 на 

приложения тест. Параметърът Sd90, който отразява флуоресценцията на колагеновите 

крос-линкове не демонстрира статистически значими разлики между туморна и здрава 

тъкан, въпреки че вероятностната му стойност е почти на границата. Но внасянето на 



 

 

поляризационна чувствителност, особено при детектиране на флуоресцентната 

компонента с линейна поляризация перпендикулярна на поляризацията на 

възбуждащата светлина, води до статистически значима разлика между туморна и 

здрава тъкан за този параметър. 

Параметърът Se120, който отразява флуоресценцията на НАД.Н не отговаря 

на критерия за статистическа значимост на стойностите му за туморна и здрава ГИТ 

тъкан, без приложението на поляризационна чувствителност. Но стойностите му за 

флуоресцентните компоненти с определена поляризация са със статистически значими 

разлики в туморната и здравата тъкан, особено за детектираната флуоресценция с 

линейна поляризация успоредна на поляризацията на възбуждащата светлина. Една от 

възможните причини е по-слабия ефект от разсейването във флуоресцентната 

компонента с линейна поляризация успоредна на поляризацията на възбуждащата 

светлина, което предполага произход от повърхностния тъканен слой (мукоза). 

Отношението на параметрите Sa60 и Sc90, очаквано не дава статистически значима 

разлика, тъй като и двата параметъра отразяват флуоресценцията на аминокиселините. 

Сред разгледаните параметри, тези които демонстрират максимално 

статистически значими разлики между флуоресцентните характеристики на туморна и 

здрава тъкан (с ниво на значимост под 0,001) са: за спектралните данни без 

поляризационна чувствителност-Sa60, Sb60, Sc90; за спектралните данни от 

флуоресценцията с линейна поляризация успоредна на поляризацията на 

възбуждащата светлина Sa60/Sb60 и Sb60/Sc90; но нито един за спектралните данни от 

флуоресценцията с линейна поляризация перпендикулярна на поляризацията на 

възбуждащата светлина. 

За осреднените спектри на туморна и здрава ГИТ тъкан статистически 

значими разлики се наблюдават за флуоресцентните максимуми на аминокиселините и 

структурните протеини. Другият флуоресцентен максимум с диагностична значимост е 

този получен от НАД.Н, който силно зависи от стадия на развитие на туморната тъкан 

като дава статистически значими разлики, в случаите на тумори в напреднал стадии на 

развитие, но не и за тези в начален стадий на туморен растеж. 

 
 (а) (б) 

Фигура 14: Сравнение между флуоресцентните спектри от хистологични срезове и тъканни 

образци при възбуждане на 405nm. 

 

Вече бяха представени флуоресцентните спектри от тъканни хистологични 

срезове на тумори на ГИТ с различна диагноза. На Фигура 14 (а) е представен 

флуоресцентния спектър от хистологичен срез, а на Фигура 14 (б) флуоресцентния 



 

 

спектър от тъканен образец за възбуждане със светлина с дължина на вълната от 405nm. 

Представените флуоресцентни спектри са нормирани към единица по максимум. И при 

спектрите получени от хистолгични срезове и при спектрите от тъканни образци се 

наблюдава леко червено отместване на флуоресценцията на туморната тъкан спрямо 

здравата. 

Флуорофорите, които имат принос в наблюдаваните флуоресцентни 

спектри, които могат да са структурните протеини, НАД.Н, ФАД и порфирини. В 

хистологичните срезове, заради обработката, която тъканта преминава голяма част от 

флуорофорите липсват, но структурните протеини са запазени и частично присъстват 

НАД.Н и ФАД. Част от измененията в интензитета на сигнала, който се детектира, може 

да се отдаде и на фиксацията на хистологичните тъканни образци с формалин. Няколко 

са причините, на които може да се дължи това червено отместване. Тази характеристика 

е констатирана като резултат и при други подобни изследвания и се предполага, че това 

отместване е свързано с изменението на средата и по-точно с наличието на молекули с 

негативен заряд, тъй като взаимодействието с такива причинява червено отместване 

във флуоресцентния спектър на НАД.Н и ФАД. 

 

Създаване на алгоритми за диагноза и диференциация на базата на 

спектрални характеристики 
Въпреки че представените разлики във флуоресцентните характеристики на 

туморна и на здрава тъкан от гастроинтестиналния тракт са диагностично и 

статистически значими определянето на диагностични критерии базирани на тях не е 

тривиална задача. За обработката и класификацията на спектралните характеристики с 

цел разграничаване на туморната от здравата тъкан в клиничната практика се прилагат 

оптимизирани математически алгоритми. Сред математическите алгоритми за 

класифициране на данни с диагностична цел, сме избрали метода на мултиспектрален 

анализ и метода на опорните вектори. 

Мултиспектралният анализ се основава на сравнение между спектрални 

характеристики на туморна и здрава тъкан. Най-често се избират отношения между 

максималния интензитет за две дължини на вълната на детектираната флуоресценция 

съответно за здравата и туморната тъкан. Безразмерните параметри, които се получават 

са независими от особеностите на провеждане на експеримента, като нестабилности в 

геометрията и интензитет на възбуждащата светлина от една страна и на 

нехомогенностите в тъканта и флуктоации на флуоресценцията, дължащи се на 

индивидуални особености на пациента, като възраст, цялостно здравословно 

състояние, приемани допълнително лекарствени средства и др. Предимство на метода 

е, че не изисква изчислително време, което да е прекалено дълго, за да не бъде 

съвместимо с клиничната практика, а получените резултати носят диагностично 

значение, корелиращо с определени морфологични и/или биохимични свойства на 

тъканите. 

Методът на опорните вектори (МОВ) се характеризира с висока 

достоверност на класифицирането дори при незначими на пръв поглед разлики в 

сравняваните данни. 



 

 

Методът на опорните вектори е класифициращ алгоритъм, при който 

оригиналните данни се преобразуват нелинейно в пространство с по-висока 

размерност, където да могат да бъдат линейно разделени. 

При този метод въз основа на опорни точки, които реално са гранични за 

двете групи сравнявани данни в многомерното пространство, се изчисляват разделящи 

повърхнини, за които разстоянието между граничните точки, за двата класа данни е 

максимално. 

Едно от основните предимства на методът на опорните вектори е 

„самообучаващият” му характер. Задават се n на брой елементи, на базата на които 

алгоритъмът определя най-подходящите критерии, които се прилагат за класифициране 

на данните. За да се достигне достоверност на класифициращия алгоритъм са нужни 

данни от минимум 20 образеца, 10 за „обучение” на алгоритъма и 10, върху които да се 

приложи вече „обучения” алгоритъм. 

При сравняването на диагностичен алгоритъм със "златния стандарт"или 

вече установената хистологична диагноза една лезия може да е определена като: 

истински положителна (TP-“True Positive”)-диагнозата за туморно новообразувание от 

"златния стандарт" съвпада с класификацията на алгоритъма; фалшиво положителна (FP 

– “False Positive”)-изследваната тъкан е определена като един тип лезия от "златния 

стандарт"и като друг тип от алгоритъма; истински отрицателна (TN – “True Negative”)-

изследваната тъкан е определена като здрава и от "златния стандарт" и от алгоритъма; 

Фалшиво отрицателна (FN – “False Negative”)-изследваната тъкан е определена като 

здрава от класифициращия алгоритъм и като туморно новообразувание от "златния 

стандарт". 

На базата на резултатите от класифициращия алгоритъм, разпределени 

според описаните по-горе дефиниции, се определят статистически критерии за оценка 

на възможностите и представянето на приложения алгоритъм за класифициране. Тези 

критерии са чувствителност (Sn–“Sensitivity”), специфичност (Sp–“Specificity”) и 

диагностична точност (DA-"Accuracy"), дефинирани съгласно следните уравнения: 

   
Спектралните данни, получени по двата основни метода, приложени в 

експерименталната работа по дисертационния труд- матрици на възбуждане и 

флуоресценция и синхронна флуоресцентна спектроскопия бяха обработени и 

класифицирани по един и същи модел. Посредством метода на опорните вектори са 

отличени за ЕЕМ - дължините на вълните на възбуждащата светлина и за СФС 

отместването, които водят до диференциране на здрава и туморна ГИТ с оптимални 

чувствителност, специфичност и точност. Отличените спектри бяха анализирани на 

базата на мултиспектрален анализ. 

За обработката на данните от ЕЕМ беше използван класически МОВ 

алгоритъм с линейна функция, която определя хипер-равнината отделяща двата класа, 

в случая спектри от туморна и здрава тъкан. За да се направи сравнение между 

диагностичния капацитет на двата метода за флуоресцентна спектроскопия СФС 



 

 

спектрите бяха разгледани в същия диапазон на възбуждане, като използвания при ЕЕМ 

- от 280nm до 440nm. За "обучение" на МОВ алгоритъма са използвани спектралните 

данни за 20 случайно избрани тъканни образци, а останалите 12 са автоматично 

класифицирани от него. Получените стойности за чувствителност, специфичност и 

точност на класифициращия алгоритъм са представени в Таблица 2. 

Дължините на вълната на възбуждащата светлина, които се отличават с оптимални 

параметри при класифициране на туморна и здрава ГИТ тъкан са 310, 340, 370 и 420nm 

(Таблица 2). 

Върху така изчислените параметри за всяка от четирите дължини на 

вълната на възбуждане беше приложен МОВ, за класифициране на туморна и здрава 

тъкан. Резултатите са представени в Таблица 3. 

 
Таблица 2: Чувствителност, специфичност и диагностична точност на класифицирането на 

туморна и здрава тъкан на базата на спектрални флуоресцентни данни, получени при 

възбуждане със светлина с дължина на вълната в диапазона 280÷440nm. 

Дължина на вълната на 
възбуждащата светлина 

[nm] 

Чувствителност 

[%] 

Специфичност 

[%] 

Диагностична точност 

[%] 

280 60.00 71.43 66.67 

290 50.00 66.67 58.33 

300 100.00 55.56 66.67 

310 100.00 75.00 91.67 

320 71.43 100.00 83.33 

330 80.00 57.14 66.67 

340 85.71 100.00 91.67 

350 75.00 50.00 58.33 

360 33.33 100.00 50.00 

370 100.00 80.00 91.67 

380 100.00 55.56 66.67 

390 80.00 71.43 75.00 

400 100.00 66.67 83.33 

410 100.00 71.43 83.33 

420 100.00 83.33 91.67 

430 80.00 71.43 75.00 

440 75.00 62.50 66.67 

 

Параметрите, представени в Таблица 3, използвани за класифициране на 

туморна и здрава ГИТ тъкан водят до диференциране на двата вида тъкан със 

сравнителни висока точност от 83,33% и 91,67%, спрямо диагностичната точност, която 

демонстрират ендоскописти без съществен опит-69,1% или специалисти ендоскописти 

77,6%. Параметрите, изчислени за дължини на вълната на възбуждащата свет лина от 

310nm и 420nm се характеризират с висока чувствителност и по-ниска специфичност, 

особено за 420nm, където основната диагностична значимост носи флуоресценцията на 

порфирините. 

 



 

 

Таблица 3: Чувствителност, специфичност и точност на разгледаните спектрални параметри, 

изчислени на базата на флуоресцентните спектри с възбуждане на 310, 340, 370, 420nm. 

Дължина на 
вълната на 

възбуждане [nm] 
Параметър 

Чувствителност 

[%] 

Специфичност 

[%] 

Диагностичн точност 

[%] 

310 I350/I450 100.00 75.00 83.33 

340 I390/I460 80.00 100.00 91.67 

370 I460/I635 60.00 100.00 83.33 

420 I480/I635 100.00 66.67 83.33 

 

Параметрите, изчислени на базата на флуоресцентния спектър в следствие 

на възбуждане с 340nm и 370nm, демонстрират висока специфичност и по-ниска 

чувствителност, което предполага висок процент на фалшиво негативните резултати при 

класифицирането на туморна и здрава ГИТ тъкан. Най-висока диагностична точност, 

сред разгледаните параметри демонстрира параметра I390/I460 за възбуждане на 

340nm. 

 
Таблица 4: Чувствителност, специфичност и точност на класифицирането на туморна и здрава 

тъкан на базата на спектрални флуоресцентни данни, получени при СФС с отместване в 

диапазона 10-200nm. 

Дължина вълната 

отместване [nm] 
Чувствителност [%] Специфичност [%] Диагностична точност [%] 

10 80.00 100.00 90.00 

20 66.67 75.00 70.00 

30 87.50 66.67 75.00 

40 90.00 80.00 85.00 

50 100.00 66.67 80.00 

60 91.67 87.50 90.00 

70 88.89 81.82 85.00 

80 42.86 100.00 60.00 

90 80.00 100.00 90.00 

100 100.00 75.00 85.00 

110 83.33 87.50 85.00 

120 80.00 100.00 90.00 

130 88.89 81.82 85.00 

140 70.00 90.00 80.00 

150 90.91 88.89 90.00 

160 63.64 88.89 75.00 

170 50.00 87.50 65.00 

180 69.23 100.00 80.00 

190 77.78 81.82 80.00 

200 45.45 77.78 60.00 

 

Дължините на вълната на отместване от 60, 90 и 120nm, които бяха посоче- 

ни като подходящи за диференциране на туморна от здрава ГИТ тъкан, тъй като 

отразяват флуоресценцията на диагностично значими флуорофори, демонстрират 

оптимални стойности за Sn, Sp и DA (Таблица 4).  



 

 

При отместване 60nm, в разглеждания диапазон, се наблюдават три 

флуоресцентни максимума, дължащи се на флуоресценцията на аминокиселините и 

структурните протеини. Тъй като интензитета на флуоресценцията на аминокиселините 

нараства, а интензитета на флуоресценцията на структурните протеини намалява в 

процеса на канцерогенезата е подходящо да се разгледа параметър от отношението на 

двата интензитета, съответно I358/I390 и I358/I450. 

Два са флуоресцентните максимуми, които се наблюдават във СФС с 

отместване от 90nm. Като диагностичен параметър в случая може да бъде изследвано 

отношението на двата максимума I385/I457. 

 
Таблица 5: Чувствителност, специфичност и диагностична точност на разгледаните спектрални 

параметри, изчислени на базата на синхронни флуоресцентни спектри с отместване от 60, 90, 

120nm и възбуждане на 280÷440nm. 

Дължина на 
вълната на 

отместване [nm] 
Параметър 

Чувтвителност 

[%] 

Специфичност 

[%] 

Диагностична точност 

[%] 

60 I358/I390 100.00 75.00 90.00 

 I358/I450 100.00 77.78 90.00 

90 I385/I457 100.00 88.89 95.00 

120 I420/I458 100.00 66.67 80.00 

 

В СФС с отместване 120nm има един максимум в спектъра на туморната 

тъкан, дължащ се на флуоресценцията на триптофана и един максимум в спектъра на 

туморната и на здравата тъкан, чийто произход е свързан с флуоресценцията на НАД.Н. 

За СФС с отместване 120nm може да се разгледа параметъра I420/I458, където 

диагностичната значимост носи стойност на интензитета от флуоресценцията на 

триптофана, а поставянето на интензитета на флуоресценцията на НАД.Н в знаменател 

осигурява безразмерност на сравнявания диагностичен параметър и елиминиране на 

някои ефекти от процеса на детектиране на сигнала на флуоресценция без диагностична 

значимост. 

Всеки от изследваните параметри води до диференциация на туморна и 

здрава ГИТ тъкан с еднакво висока чувствителност, но с различна специфичност. Най-

обещаващи са резултатите получени за отношението на I385/I457, в режим на измервани 

СФС с отместване 90nm. Чувствителността, специфичността и диагностичната точност на 

класифицирането на базата на този параметър надминават и всички стойности, 

получени за параметрите от флуоресцентните спектри, представени в Таблица 5. 

На базата на получените резултати може да се предположи, че 

диагностични параметри на базата на СФС са по-обещаващи за по-точно класифициране 

на туморна и здрава ГИТ тъкан, на базата на флуоресцентните спектрални 

характеристики, измерени в режим на синхронна флуоресцентна спектроскопия. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В дисертационния труд са изследвани флуоресцентните характеристики на 

туморна и здрава ГИТ тъкани чрез матрици на възбуждане и флуоресценция и 

синхронна флуоресцентна спектроскопия, както и на тъканни хистологични срезове, 

чрез конфокална флуоресцентна микроскопия и двуфотонна флуоресцентна 

микроскопия. 



 

 

На базата на проведените изследвания и анализи на получените резултати 

бяха идентифицирани няколко спектрални особености във флуоресценцията на 

туморна и здрава тъкан, някои от които с ясно изразено диагностично значение. 

Флуорофорите, за които се наблюдава флуоресцентен сигнал с по-висок 

интензитет в туморната тъкан спрямо здравата лигавица са аминокиселините тирозин и 

триптофан, и ендогенните порфирини. Флуоресценцията на триптофана има 

специфична диагностична стойност с високо приложно значение. Друга флуоресцентна 

характеристика със специфична диагностична стойност е по-ниския интензитет на 

флуоресцентните сигнали на структурните протеини колаген и еластин, и на 

колагеновите влакна във флуоресценцията на туморната тъкан. Флуоресцентните 

сигнали на тези ендогенни флуорофори внасят ясно изразени статистически значими 

спектрални разлики във флуоресценцията на туморната и здравата тъкани. 

Интензитетът на флуоресценцията на идентифицираните флуорофори 

аминокиселините тирозин и триптофан, структурните протеини колаген и еластин, и 

колагеновите влакна, НАД.Н, ФАД, липофусцин и порфирини зависи от стадия на 

развитие на туморното образувание. За аминокиселините, структурните протеини, ФАД, 

липофусцина и порфирините тази зависимост е еднопосочна, съответно за всеки 

флуорофор интензитета се увеличава или намалява с напредване на стадия на развитие 

на тумора. Докато стойността на интензитета на флуоресцентния сигнал, получен от 

НАД.Н в туморната тъкан е по-висока или по-ниска от интензитета му във 

флуоресцентния сигнал на здравата тъкан в зависимост от стадия на развитие на тумора 

и специфичния му метаболизъм и може да сменя посоката на нарастване или 

намаляване на нивото на сигнала за различни стадии на развитие на туморите. 

Червено отместване на флуоресцентния максимум на туморната тъкан, 

спрямо флуоресцентния максимум на здравата тъкан се наблюдава при изследването 

на флуоресценцията от хистологични срезове. Въпреки някои предположения за 

произхода на това изменение във флуоресценцията на туморната тъкан, спрямо 

здравата, то няма ясно изразен диагностичен характер. 

След провеждане на статистически анализ на получените флуоресцентни 

спектри дължините на вълните на възбуждащата светлина от 310, 340, 370 и 420nm бяха 

отличени като най-подходящи за приложение за получаване на флуоресцентни сигнали 

с максимално диференциране на туморна и здрава тъкан. 

По подобен метод за синхронната флуоресцентна спектроскопия бяха 

определени дължините на вълните на отместване от 60, 90, 120nm като най-подходящи 

за диференциране на туморна и здрава тъкан. 

Тъй като диференциране въз основа на флуоресцентен спектър в 

определен диапазон ще доведе до неприемливо удължаване на диагностичната 

процедура с времето за запис и обработка на съответните флуоресцентни спектри, бяха 

избрани параметри, базирани на съотношения на флуоресцентни интензитети за 

определени дължини на вълните, чиито диагностичен потенциал бе тестван с 

класификация по метода на опорните вектори. 

Най-висока диагностична точност сред изследваните параметри демонстрира 

съотношението I385/I457, което носи информация както за повишеното съдържание на 

триптофан (I385), поради по-интензивния метаболизъм и ролята му в имуносупресивни 

процеси, така и за деструкцията на екстрацелуларната матрица чрез разкъсване на 



 

 

колагеновите крос-линкове (I457), поради абнормалния ускорен растеж на туморното 

новообразувание. 

 

ОСНОВНИ ПРИНОСИ 
1. Създадена е многофункционална експериментална база и протокол за 

изследване на флуоресцентните характеристики на гастроинтестинални тъкани с 

възможност за получаване и анализиране на ЕЕМ и СФС характеристики. За първи път е 

приложен метода на СФС за анализ на тъкани на долен ГИТ. 

2. Изследвани са флуоресцентните свойства на човешки тъкани на долен ГИТ ex vivo 

и са определени диагностично-значимите изменения, настъпващи във 

флуоресцентните спектри при патологични промени. Диференцирани са основните 

новообразувания на долен ГИТ и техните степени на развитие по техните флуоресцентни 

характеристики. Разработени са диагностично-прогностични модели на основата на 

спектралните характеристики на различни тъкани на долен ГИТ. Създадени са 

диагностични схеми за анализ и диференциация на гастроинтестинални туморни 

новообразувания на базата на флуоресцентните им свойства. 

3. Създадени са алгоритми за ранно откриване на тумори на долен ГИТ и са 

определени диагностично-значимите флуоресцентни характеристики, позволяващи 

диференциация по тип и степен на развитие на туморните новообразувания в 

гастроинтестиналния тракт. Показано е, че при така подбраните спектрални параметри, 

се достигат по-високи чувствителност и специфичност на новите диагностични методи, 

базирани на ЕЕМ и СФС детекция на тумори на ГИТ в сравнение със стандартно 

прилаганите клинични методи. 

4. Създадени са комплексни подходи за ранна, неинвазивна диагностика на тъкани 

на долен ГИТ в реално време, основани на спектралните ЕЕМ и СФС характеристики. За 

пръв път е приложен методът на опорните вектори за анализ на СФС спектрални данни 

от ГИТ тъкани. Получените резултати дават възможност за разширяване на клиничното 

приложение на флуоресцентната спектроскопия за ранна и точна диагностика на 

злокачествените ГИТ новообразувания, с което да се постигне намаляване на 

заболяемостта и смъртността от тях в България. 
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