6. SAVITOJI FLUORESCENCIJA

Fluorescencinés diagnostikos metodai skirstomi | nesensibilizuotosios ir
sensibilizuotosios fluorescencijos metodus. Nesensibilizuotoji fluorescenciné diagnostika
pagrista audiniy endogeniniy fluorofory optiniu suzadinimu ir juy fluorescencijos
steb¢jimu. Endogeniniy audinio fluorofory, esanciy lastelése ir tarplastelinéje terpéje,
skleidZiama fluorescencija vadinama savitaja fluorescencija.

Optiniai diagnostiniai metodai gristi tuo, kad ligos paZeisty audiniy spektrai
skiriasi nuo sveiky audiniy spektry. Norint tinkamiau panaudoti savitaja fluorescencija
gristos diagnostikos galimybes ir geriau suprasti jos ribotumus, biitina Zinoti patologijos
sukelty fluorescencijos pokyciy biochemines ir morfologines iStakas. Tam reikia nustatyti
sveiky ir pazeisty audiniy fluorescencijos signaly Saltinius.

Audinyje esancias su Sviesa saveikaujancias chemines grupes galima skirstyti i:
endogeninius fluoroforus — chemines grupes, kurios sugerta Sviesa iSspinduliuoja
fluorescencijos pavidalu, ir grupes, kurios Sviesa tik sugeria, bet nespinduliuoja
fluorescencijos, arba kurios tik sklaido Sviesa.

Sviesa su biologiniu audiniu gali saveikauti jvairiai (6.1 pav.). Krintanti Sviesa
gali atsispindéti nuo audinio pavirSiaus; prasiskverbti pro audini nesukeldama jame jokiy

vyksmy; biiti sugerta audinio
Krintanti Sviesa Atspindéta Sviesa

molekuliy ir inicijuoti
] N ) ISspinduliuota
fotochemines  reakcijas;  biti Sviesa
Issklaidyta $viesa (fluorescencija)

iSsklaidyta audinyje, nes jis yra
nehomogeniSkas; buti  sugerta
fluorofory  ir  iSspinduliuota
fluorescencijos pavidalu.

Fluorescencijos Sviesa taip pat yra Iisklaidyta S$viesa

Praéjusi Sviesa
sklaidoma audinio komponenty,
dali jos gali sugerti kiti 6.1 pav. Sviesos saveika su audiniu
chromoforai, kita dalis
iSspindulivojama nuo audinio pavirSiaus. Taigi audinio pavir§iuje matuojamos
fluorescencijos signalas nebus gryna fluoroforo fluorescencija, spektre atsispindés ir

Sviesg tik sugerianciy ar tik sklaidanciy daleliy ind¢lis. Fluoroforai netolygiai pasiskirste
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audinio pavirSiuje, taip pat ir nevienodame gylyje. Todé¢l fluorescencijos spektras,
iSmatuotas nuo audinio pavirSiaus, gali buti kitoks negu i§ gilesniy sluoksniy. [vairiy
gyliy sluoksniy fluorescencijos spektrai gali buti skirtingi.

Visiems chromoforams budingos tam tikros nuo bangos ilgio priklausomos
charakteristikos. Fluoroforai turi budingus: sugerties koeficientus, kurie nurodo tikimybg
sugerti Sviesos fotong Sviesos kelio ilgio vienete; sklaidos koeficientus, kurie nusako
fotono sklaidos Sviesos kelio ilgio vienete tikimybg; fluorescencijos kvantinj nasuma,
kuris priklauso nuo Zadinimo ir emisijos bangy ilgiy ir nurodo fluoroforo iSspinduliuotos
fluorescencijos energijos ties emisijos bangos ilgiu santyki su fluoroforo sugerta
Zadinimo bangos ilgio Sviesos energija.

Taigi norint tinkamai interpretuoti ligos sukeltus audiniy fluorescencijos spektry
pokycius, bitina atsizvelgti 1 visy rasiy audinio fluorofory pokycius. ApzZvelgsime
biologiniuose audiniuose esancius fluoroforus, kuriy optinés savybés jautriai reaguoja i

ligos sukeltus aplinkos pokycius.

6.1 Endogeniniai fluoroforai

Biologiniai audiniai silpnai fluorescuoja juos apSvietus tam tikro bangos ilgio
Sviesa. [prastoje baltos Sviesos aplinkoje plika akimi audiniy savitoji fluorescencija
praktiSkai nematoma. Taciau Zadinant reikiamo bangos ilgio Sviesa ir matuojant spektrus
jautriais spektriniais prietaisais, galima uzfiksuoti specifini ivairiy audiniy Svytéjima.
Audinius sudaro sudétingas ivairiausiy molekuliy miSinys, taiau uz audiniy
fluorescencija atsakingi keli fluoroforai (6.1 lentelé) (Richards-Kortum ir Sevick-Muraca,
1996), kuriy fluorescencijos spektry juostos yra placios ir viena kita dengiancios, tad
tiksliai identifikuoti Siuos fluoroforus yra sunku. Tam daZnai padeda tinkamai parinktas
fluorescencijos Zadinimo bangos ilgis (Koenig ir kt., 1996; Anidjar ir kt., 1996).

Mokslininkai jdéjo daug pastangy identifikuodami audiniy fluoroforus (Rava ir
kt., 1991; Richards-Kortum ir kt., 1991; Mahadevan ir kt., 1993). Svarbiausi audiniuose
pasitaikantys fluoroforai yra Sie: triptofanas (Hubmann ir kt., 1990), kolagenas ir
elastinas (Richards-Kortum ir kt., 1991; Andersson-Engels ir kt., 1991), redukuotas
nikotinamidadenindinukleotidas NADH ir jo fosfatas (NADPH) (Chance ir kt., 1962;
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Andersson-Engels, 1990), flavinai ir flavoproteinai (Benson ir kt., 1979; Alfano ir kt.,
1984), B-karotinas (Andersson-Engels ir kt., 1991) ir porfirinai (Rava ir kt., 1991; Yang ir
kt., 1987). Kai kuriy endogeniniy fluorofory sugerties ir fluorescencijos spektrai

pavaizduoti 6.2 paveiksle (Katz ir Alfano, 2000).

Triptofanas
; [x=—NAD*
-\ Kolagenas

Kolagenas
l Elastinas
NADH

Flavinai
~——
Elastinas l

Flavinai

> L

l APy | | |
250 300 350 400 450 500 300 350 400 450 500 550

Bangos ilgis (nm) Bangos ilgis (nm)

6.2 pav. Svarbiausiy endogeniniy fluorofory sugerties (kairéje) ir fluorescencijos
(deSingje) spektrai
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6.1 lentelé. Endogeniniy fluorofory spektrinés charakteristikos esant
fiziologiniam pH
Fluoroforas Sugerties Fluorescencijos | Fluorescencijos | Fluorescencijos
maksimumas, zadinimo maksimumas, kvantinis
nm maksimumas, nm nasumas
nm
HP, kolagenas, | 325 325 400
elastinas
LP, kolagenas, 325 400
elastinas
Kolageno 280; 265 310; 385
milteliai 330; 450 390; 530
Elastino 350; 410 420; 500
milteliai
Triptofanas 280 280 350 0,2
Tirozinas 275 300 0,1
Fenilalaninas 260 280 0,04
Piridoksolis 324 332 400
(vit.B6) (PN)
Piridoksalis 330 380
(PL)
Piridoksaminas 330 400
(PM),
piridoksal ~ 5°-
fosfatas (PLF)
NADH 260; 340 290; 340 440; 450
NAD" 260
FAD 450 515
Ceroidai 340-395 430-460; 540-
640
Lipofuscinas 340-395 430-460; 540-
640

Aromatinés aminoriigstys. IS baltymuose esanciy aminoriigs¢iy fluorescuoja trys

aromatinés aminortigStys: triptofanas, tirozinas ir fenilalaninas. Jei Zadinimo bangos ilgis

didesnis nei 295 nm, suZadinamas tik triptofanas (Lakowicz, 1986). Kai Zadinimo bangos

ilgis tarp 280 nm ir 295 nm, suzadinami ir triptofanas, ir tirozinas, taCiau paprastai

audiniuose fluorescuoja tik triptofanas, nes tirozino sugerta Sviesos energija yra

perduodama triptofanui. Trumpesnémis nei 280 nm bangomis
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tris baltymy aminortigstis, tac¢iau fenilalanino fluorescencijos kvantinis naSumas yra labai

mazas, palyginti su triptofano ir tirozino (Lakowicz, 1986).
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6.3 pav. Struktiiriniy baltymuy skersiniai rySiai: (a) hidroksilizilpiridinolinas
(HP) ir lizilpiridinolinas (LP); (b) ju fluorescencijos bei fluorescencijos
Zadinimo spektrai (Richards-Kortum ir Sevick-Muraca, 1996)

Fibriliniai (struktiiriniai) baltymai. Kolagenas ir elastinas yra jungiamojo audinio
fibriliniai baltymai. Kolagenas yra pagrindinis jungiamojo audinio baltymas ir sudaro
apie 25-33% Zinduoliy baltymy (Praskevicius ir kt., 2003). Kolageno randama kauluose,

kremzlése, sausgyslése, dantyse, odoje, akies ragenoje, plauciuose, kepenyse,
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kraujagyslése ir kituose organuose. Jis ieina | daugialas¢iy organizmy nelastelini matriksa
praktiSkai visuose organizmo audiniuose ir organuose, suteikdamas jiems forma ir
tvirtuma. Elastinas néra taip paplitgs kaip kolagenas, bet dideliy jo kiekiy randama
plauciuose, didelése arterijose, tampriuose raiS¢iuose, mazesniy — odoje, ausy kremzlése
ir kituose organuose (PraSkevicius ir kt., 2003).

Jungiamasis audinys pasiZymi labai didele savitaja fluorescencija. Kolageno
fluorescencijos smail¢ in vivo yra ties 330 nm, elastino — ties 350 nm (Haringsma ir
Tygat, 1999). Fluorescencijos smailés padeétis gali kisti priklausomai nuo audinio tipo,
todél kolageno ir elastino fluorescencija gali padéti nustatyti audinio tipa
(Schneckenburger, 1995).

Kolageno ir elastino fluorescencija susijusi su skersiniais rySiais (Fujimori, 1989;
Richards-Kortum ir Sevick-Muraca, 1996). Manoma, kad kolageno skersiniy rySiy
formavimasis vyksta dviem budais: vienas yra fermenty reguliuojamas skersiniy rySiy
susidarymas augant ir brgstant; kitas — susijgs su amZiumi, vykstantis fermentiniu btdu
dalyvaujant polisacharidams (Bailey ir kt., 1998). Struktiiras palaikanciuose audiniuose
aptinkami dviejy tipy skersiniai rySiai: hidroksilizilpiridinolinas (HP) ir lizilpiridinolinas
(LP). Molekuliy struktiiros ir fluorescencijos spektrai pateikiami 6.3 paveiksle. Abiejy
medZziagy savitosios fluorescencijos smailés yra ties 400 nm Zadinant 325 nm bangos
ilgio Sviesa (Richards-Kortum ir Sevick-Muraca, 1996). Skersiniy rySiy daugéja Zmogui
senstant (Bailey ir kt., 1998).

Piridininiai ir flavininiai nukleotidai. Endogeniniy fluorofory fluorescencija gali
suteikti informacijos apie audiniy buklg. Naviky fluorescencinei diagnostikai ypac
svarblis  yra  lastelés medziagy apykaitoje = dalyvaujantys  junginiai -
nikotinamidadenindinukleotidai (Lohmann ir kt., 1989) ir flavinai (Benson ir kt., 1979),
kurie aptinkami mitochondrijose ir citoplazmoje. Nikotinamidadenindinukleotidas
(NAD) yra elektrony akceptorius; jo redukuota forma (NADH) gerai fluorescuoja (2.4
pav.) (Richards-Kortum ir kt., 2003). Flavinadenindinukleotidas taip pat yra elektrony
akceptorius. Jo oksiduota forma FAD gerai fluorescuoja, o redukuota FADH, —
nefluorescuoja. NADH fluorescencijos smailé in vivo yra ties 500 nm, flaviny — ties 550
nm. Keli autoriai (Shomacker ir kt., 1992; Ramanujam ir kt., 1994) pastebéjo, kad,

zadinant audiniy savitgja fluorescencija artimojo ultravioletinio ruozo Sviesa, navikiniai
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audiniai fluorescuoja silpniau negu sveiki. Manoma, kad skirtumus sukelia oksiduoty
flaviny ir NADH kiekiy pokyc¢iai. Kadangi navikiniuose audiniuose vyksta intensyvesné
medziagy apykaita, tokiy audiniy NADH savitoji fluorescencija bus kitokia negu sveiky
(Halangk ir kt., 1991). Be to, sveiky ir navikiniy audiniy pH yra skirtingas, d¢l to taip pat
gali keistis redukuotos (NADH) ir oksiduotos (NAD") formy santykis. Kadangi oksiduota
forma fluorescuoja gerokai silpniau, mélyna navikiniy ir ikinavikiniy audiniy savitoji

fluorescencija yra silpnesné (Lohmann ir kt., 1989; Lohmann ir Paul, 1988).

Oksiduota forma Redukuota forma
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6.4 pav. Nikotinamidadenindinukleotido oksiduota ir redukuota
formos ir juy fluorescencijos spektrai (Az,g = 366 nm)
Porfirinai. Raudona nekroziniy naviko audiniy fluorescencija buvo aptikta dar
1924 metais (Policard, 1924). Po trisdeSimties mety pastebéta, kad iSopé¢jusiai
pokscialastelinei karcinomai biidinga raudona fluorescencija. Kadangi nepiktybiniai
iSop¢je audiniai raudonai nefluorescavo, buvo pasiiilyta $i reiSkini panaudoti
diagnozuojant piktybinius odos pokycius (Ronchese, 1954). Biidinga raudona navikiniy
audiniy fluorescencija 630—690 nm spektriniame ruoZe pastebéjo ir kiti autoriai ir
priskyreé ja porfirinamas, bitent protoporfirinui (Ghadially ir Neish, 1960). Nekroziniuose

naviky audiniuose esantys mikroorganizmai i§ S5-aminolevulino riigSties gali sintetinti
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raudonai fluorescuojancius porfirinus (Ghadially ir kt., 1963). Manoma, kad navikiniuose
audiniuose dél pakitusio metabolizmo (Moesta ir kt., 2001) ir naviky
hipervaskuliarizacijos (Kusunoki ir kt., 2000) kaupiasi daugiau porfiriny (Yang ir kt.,
1987; El-Sharabay ir kt., 1992).

Lipopigmentai. Tai grupé endogeniniy fluorofory, susijusiy su senéjimu ir
patologiniais organizmo poky¢iais. Pigmentai vadinami lipopigmentais, nes yra susijungg
su lipidy oksidacijos produktais. Svarbiausi jy — ceroidai ir lipofuscinai (Harman, 1990).
Zadinami UV ruoZo $viesa jie skleidZia geltonai oranZing fluorescencija. Zadinant 340—
395 nm 1ilgio bangomis jy fluorescencijos spektrai turi dvi smailes: vieng ruoZze nuo 340
nm iki 395 nm, kita — nuo 540 nm iki 640 nm (Richards-Kortum ir Sevick-Muraca,
1996).

Interpretuojant diagnostiniais tikslais atlieckamy fluorescencijos spektry matavimy
rezultatus biitina atsizZvelgti i tokius veiksnius:

e kiekvienas fluoroforas turi individualy fluorescencijos ir fluorescencijos

Zadinimo spektra;

e audinyje yra skirtingy koncentracijy jvairiy fluorofory misinys;

e fluoroforai audinyje pasiskirst¢ netolygiai, ju kiekis jvairiame audinio gylyje

yra skirtingas.

TuSc¢iaviduriai organai, tokie kaip bronchai, virSkinimo traktas ar Slapimo pisle,
sudaryti i$ atskiry sluoksniuy (gleivinés, pogleivio, raumeny), kuriy kiekviename yra
skirtingy fluorofory. Tad audinio pavirSiuje iSmatuotame fluorescencijos spektre
atsispindés jvairiy sluoksniy fluorofory inasas.

Be to, audiniuose yra medziagy tik sugerianc¢iy Sviesa, bet nefluorescuojanciy. Jos
gali sugerti ir Zadinimo Sviesa, ir fluorofory skleidZziama fluorescencija, iSkreipti
endogeniniy fluorofory spektry forma. Tokioms medziagoms priklauso baltymai ir
hemoglobinas. Baltymai gerai sugeria UV Sviesa, ju sugerties spektra sudaro gana plati
juosta su smaile ties maZzdaug 200 nm; sugertis Zenkliai silpnéja, kai A > 230 nm.
Hemoglobino, kurio visada yra vaskuliarizuotuose audiniuose, sugerties spektrui

budiningos trys juostos matomosios Sviesos ruoze (4.13 pav.). D¢l to, kad hemoglobinas

85



gali sugerti audiniy skleidziama fluorescencija, fluorescencijos spektruose atsiranda
idubos (reabsorbcijos reiskinys).

Beveik visi endogeniniai chromoforai sugeria UV-A, UV-B, UV-C ir regimosios
Sviesos meélynojo ir Zaliojo ruozo Sviesa (6.5 pav.) (Bednarkiewicz ir Strgk, 2004).
Porfirinams budinga gera sugertis UV srityje (Soret juosta) ir silpnesné sugertis
regimosios Sviesos srityje (Q juostos). Audiniuose Sviesg labiausiai sugeria hemoglobinas
ir melaninas, kuris apsaugo oda nuo gilesnio Sviesos jsiskverbimo. Nei hemoglobinas, nei

melaninas nefluorescuoja.

piridoksalio ragstis
piridoksalis
piridoksalfosfatas
— elastinas
kolagenas
melaninas
hemaglobinas
baltymai

riebaly ragstys
DNR

triptofanas
tirozinas

NAD

NADH

FAD

bilirubinas
porfirinai
karotinoidai

200 300 400 500 600 700
A, Nm

6.5 pav. Endogeniniy chromofory sugerties (juodi briuksniai) ir

fluorescencijos (raudoni bruks$niai) juosty padétys spektre

6.2 Sveiky ir navikiniy audiniy savitosios fluorescencijos ypatumai

Savitgja audiniy fluorescencija pagrista diagnostika remiasi tuo, kad navikiniy

dariniy fluorescencija skiriasi nuo sveiky audiniy (Alfano ir kt., 1984; Alfano ir kt., 1987;

Bottiroli ir kt., 1995). Daugumos fluorofory fluorescencijos charakteristikos yra
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susijusios su tarplastelinés medZiagos sandara ir medziagy apykaita lasteléje, todél ir
morfologiniai, ir citologiniai sveiky ir navikiniy lasteliy pokyc€iai gali buti nustatyti
registruojant  audiniy  savitosios  fluorescencijos  spektrus. Navikiniy dariniy
diagnozavimas ir tikslus naviko riby nustatymas susijgs su fluorofory (triptofano,
porfirino) koncentracijy, struktiriniais (kolageno, elastino) poky¢iais, kvépavimo
grandinés aktyvumu (NADH, flaviny) arba Siy pokyciy deriniais (Van Dam ir Bjorkman,
1996).

ATP ATP ATP
: 2 + 2+
SH NAD 1\ FADH |Fe3*|(\/nre'+| [Fe¥t) (Fe " | 0,
Cytb \ Cyte Cyta Cytal
J - %
S NADH>/ FAD [Fe'] [Fe) [Fe | (Fe’' | H,0
ADP ADP ADP

6.6 pav. Energijos pernasa kvépavimo grandinéje ir NADH/NAD oksidacinis-redukcinis
balansas. Kvépavimo grandinés sutrikimai gali pakeisti oksiduotos ir redukuotos formy
kiekius
Kadangi fluorescuoja tik redukuota NADH forma, oksiduotos-redukuotos formuy
koncentraciju pokyc€ius, susijusius su lasteliy kvépavimo grandinés veikla (6.6 pav.),
galima stebéti registruojant NADH fluorescencijos intensyvuma (Schneckenburger ir kt.,
1997). Sutrikus kvépavimo grandinei pakinta NAD/NADH koncentracijy pusiausvyra ir
redukuotos formos NADH fluorescencijos intensyvumas. Selektyviam NADH

fluorescencijos Zadinimui naudojamas azoto lazeris, kurio bangos ilgis 337 nm (Koenig ir

kt., 1996).

Epitelis

Pogleivis o

6.7 pav. Zadinant mélyna §viesa (A = 450 nm)
karcinoma in situ ir kiti epitelio navikai dél sustoréjusio
epitelio sluoksnio silpnina Zalig (matuojama 500—-600
nm ruoze) jungiamojo audinio savitaja fluorescencija




Intensyvesné triptofano fluorescencija pakitusios histologijos audiniuose buvo
pastebéta tiek atliekant in vitro eksperimentus (Pradhan ir kt., 1995), tiek in vivo
diagnozuojant Slapimo puslés véZi (Anidjar ir kt., 1996). Zadinant helio-kadmio lazerio
(A = 442 nm) spinduliuote flaviny ir jungiamojo audinio savitaja fluorescencija, buvo
aptikta bronchy karcinoma (Lam ir kt., 1998).

Navika diagnozuoti kartais padeda ir morfologinés prieZastys (6.7 pav.).
Jungiamaji audini suZadinti turintia $viesa silpnina epitelio sluoksnis. Sis silpninimas
rySkiau pasireiskia ten, kur epitelio sluoksnis sustor¢jes. Epitelinés kilmés navikams, net
ir ankstyvy stadiju, biidingas gleivinés sluoksnio sustoréjimas, dél kurio susilpnéja tiek

Zadinimo Sviesa, tiek jungiamojo audinio fluorescencija.

Fluorescencijos intensyvumas (snt.vnt.)

500 600 700 800
Bangos ilgis,nm

6.8 pav. Sveiko ir navikinio (hepatoma A22) audinio savitosios
fluorescencijos spektrai ex vivo: 1 — sveiko raumens audinio; 2 — navikinio
audinio (TamoSitnas ir kt., 2004)

Savaiming raudona eksperimentiniy naviky fluorescencija pirmasis pasteb¢jo ir
teisingai priskyré ja navike susikaupusiam porfirinui pranciizas A. Polikardas (Policard,
1924). Buvo manoma, kad raudonai fluorescuoja iSopé€j¢ navikai (Ronchese, 1954) ir
fluorescencija buvo priskirta endogeniniams porfirinams (Ghadially ir Neish, 1960).

Nekrozinése naviky zonose aptinkami endogeniniai porfirinai priskiriami bakterijuy
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veiklai (Ghadially, 1960; Harris ir Werkhaven, 1987). Misu tyrimy rezultatai rodo, kad

navikinio audinio nekrozinése srityse néra endogeninio porfirino (TamoSitunas ir kt.,

2004). Taciau greitai proliferuojanciose navikinio audinio lastelése kaupiasi endogeniniai

porfirinai, kurie pasiZymi fluorescencija raudonojoje spektro srityje. Navikiniy audiniy

savitosios fluorescencijos spektruose (6.8 pav.) gerai matyti endogeniniy porfiriny juosta

600-700 nm srityje.

Endogeniniu fluorofory spektrinés savybés priklauso nuo ju lokalizacijos audiniy

struktiiroje ir dalyvavimo Iasteliy metabolizme. Taikant savitaja audiniy fluorescencija

diagnostikai, reikia atsizvelgti { tokius parametrus:

1.
2.
3.

Fluorofory koncentracija.

Kiekvieno fluoroforo fluorescencijos spektra (6.2 pav.).

Fluorofory pasiskirstyma audinyje. Audinio sluoksniai (epitelis, gleiving,
pogleivis, raumuo) turi skirtinga fluorofory sudéti ir koncentracija. Paprastai
zadinant meélyna Sviesa pogleivio sluoksnio savitoji fluorescencija yra
mazdaug 10 karty intensyvesné negu epitelio (Qu ir kt., 1995; Gardner ir kt.,
1996.). Taigi nuo audinio pavirSiaus matuojama fluorescencija bus atskiry
audinio sluoksniy emisijuy suma. Burnos ertmés epitelinio sluoksnio
fluorescencijos spektras, iSmatuotas Zadinant 308 nm ilgio Sviesa, ir gryny
endogeniniy fluorofory spektrai parodyti 6.9 paveiksle.

Fluorofory oksidacing-redukcing biklge. Pavyzdziui, fluorescuoja tik
redukuota NADH forma. Kai kuriy flaviny fluorescencija taip pat priklauso
nuo oksidacinés-redukcinés biikleés.

Biocheming-biofiziking aplinka audinyje: pH vertg ir deguonies koncentracija.
Nuo $iy parametry priklauso fluorescencijos kvantinis naSumas ir spektro
forma.

Audiniy morfologija, nes, pavyzdziui, navikui augant stor¢jantis epitelio
sluoksnis d¢l fluorescencijos reabsorbcijos silpnina emisija (6.7 pav.).

Tiriamo audinio vaskuliarizacija: Sviesos susilpnéjimas susijgs su
nefluorescuojanciy, bet sugerianCiy Sviesa chromofory, pirmiausia
hemoglobino, koncentracija. Yra Zinoma, kad navikiniy audiniy kraujotakos

indy tankis padidéja.
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6.9 pav. Burnos ertmés epitelio ir gryny endogeniniy
fluorofory fluorescencijos spektrai (Azg = 308nm)

Kiek matuojamg fluorescencijos signala veikia minéti veiksniai labai priklauso
nuo to, ar tinkamai parinkti fluorescencijos Zadinimo ir registravimo bangy ilgiai.
Pavyzdziui, { audiniy baltymy sudét] jeinan¢ioms aromatinéms aminoriugStims Zadinti
tinka tik UV diapazono Sviesa, kitus fluoroforus galima Zadinti regimojo diapazono
Sviesa. Paprastai optimaliis fluorescencijos Zadinimo ir registravimo bangy ilgiai i
anksto néra Zinomi, jie nustatomi ex vivo méginiams, modeliams (fantomams) (Qu ir kt.,
1995; Qu ir kt., 1994; Wagnieres ir kt., 1997) arba in vivo (Hung ir kt., 1991; Zellweger
ir kt., 2001). Matavimy ex vivo pranaSumas tas, kad jie gali suteikti daug spektroskopinés
ir mikroskopinés informacijos, taciau visada yra pavojus, kad spektrai gali pakisti
pasikeitus metabolizmo biuklei ir netekus kraujo. Todél patikimiausi ir vertingiausi yra in

vivo matavimai, kurie, deja, ne visada imanomi.
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6.3. Savitosios fluorescencijos taikymas naviky diagnostikai

Pirmasis darbas, kuri atliekant buvo pastebéti sveiky ir navikiniy audiniy
savitosios fluorescencijos spektry kiekybiniai skirtumai, paskelbtas 1965 metais (Lycette
ir Leslie, 1965). Buvo matuoti stemplés, skrandzio, krities ir skydliaukés sveiky ir
navikiniy audiniy méginiy savitosios fluorescencijos spektrai Zadinant 330 nm Sviesa.
Visi audiniai fluorescavo 360—600 nm srityje; spektry forma buvo panasi i triptofano. To
paties ligonio navikiniy audiniy fluorescencijos intensyvumas buvo mazesnis negu
sveiky. Autoriai (Lycette ir Leslie, 1965) konstatavo, kad audiniy savitosios
fluorescencijos spektry skirtumai gali biiti susij¢ su naviky nekroze, ir pasiile
fluorescencing spektroskopija taikyti diagnostikos tikslais.

Taciau prie panaSiy darby buvo grizta tik mazdaug po dvideSimties mety (Alfano

ir kt.,, 1984). Autoriai iSmatavo Ziurkiy

)y, =405 nm inksty, Slapimo puslés ir prostatos sveiky ir
acd

navikiniy audiniy bei peliy Slapimo pislés
sveiky ir navikiniy audiniy savitaja

fluorescencija, Zadindami 488 nm Sviesa, ir

pastebéjo sveiky ir navikiniy audiniy spektry
formos skirtumus, kuriuos priskyré skirtingai
flaviny ir porfiriny fluorescencijai sveiky ir

pakitusiy lasteliy terpése. Buvo iSmatuota

Fluorescencijos intensyvumas, sant.vnt.

ivairiy organy sveiky ir navikiniy audiniy

savitoji fluorescencija in vitro, Zadinant 365

500 600 700

. nm Sviesa (Yang ir kt., 1987). Navikiniy
,nm

L. ) ) audiniy savitosios fluorescencijos spektrai
6.10 pav. Liezuvio sveiky (2) ir
navikiniy (1) audiniy savitosios nuo sveiky skyrési naujai atsiradusiomis
fluorescencijos spektrai juostomis ties 630 nm ir 690 nm, kurios buvo
priskirtos endogeniniams porfirinams. IS 50
tirty audiniy pavyzdziy 44 (89%), pasiZyméje¢ intensyvia endogeniniy porfiriny
fluorescencija, atitiko histologiniy tyrimy duomenis ir buvo identifikuoti kaip navikiniai

(Yang ir kt., 1987).
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(Ankerst ir  kt., 1984

6.11 pav. Gaubiamosios Zarnos sveiky ir navikiniy Svanberg ir kt, 1986),
audiniy savitosios fluorescencijos spektrai smegeny parenchimoje

2, Nm

(Andersson-Engels ir  kt.,
1989), burnos gleivin¢je (Andersson-Engels ir kt., 1990), gimdos kaklelyje (Lohmann ir
kt., 1989; Glassman ir kt., 1992), virskinimo trakto gleivinéje (Kapadia ir kt., 1990;
Cothern ir  kt., 1990),

bronchuose (Hung ir kt,
100 4 Ngag=320 Nm
1991). ISmatuoti sveiky ir
< 7 I e )
s 6o | navikiniy liezuvio (6.10 pav.)
c
5 607 : I (Andersson-Engels  ir  kt.,
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6.12 pav. KiaugidZiy sveiky (1) ir navikiniy (2) ~ N\eNSyvumas - mazesnis - nel

audiniy savitosios fluorescencijos spektrai sveiky. Navikiniy audiniy
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savitosios fluorescencijos spektrams
taip pat budingi nespecifiniai formos
pokyciai, bet naujy juosty neiSryskéja.
Spektry formos pokyciai siejami su
rugsciy-baziy ir fluorofory oksiduoty-
redukuoty formy pusiausvyros
pokyciais.

Pirmieji moksliniai tyrin¢jimai

teike vil¢iy galimai naviky diagnostikai

Fluorescencijos intensyvumas, sant.vnt.

ir paskatino tolesnius navikiniy audiniy
savitosios fluorescencijos tyrimus in
vitro ir in vivo.

Fluorescenciné diagnostika buvo

taikoma beveik visy organy navikmas
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6.13 pav. Plauciy sveiky (2) ir navikiniy

aptikti. (1) audiniy savitosios fluorescencijos
g o spektrai
Virskinimo traktas. VirSkinimo
5 trakto fluorescenciné spektroskopija ir
vaizdinimas yra sudétingas uzdavinys,
5 4

Fluorescencijos intensyvumas
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6.14 pav. Zarny audiniy meéginiy

fluorescencijos spektry vidurkiai: sveikos

Zarny gleivings (.....), adenomos (—),

karcinomos (—) ir Seiminés adenomatozinés

polipozés (- - -)
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nes ji daZnai sunkina: létinés
nepiktybinés ligos (pavyzdziui, Bareto
stemplés displazija), kurios taip pat
sukelia audiniy savitosios
fluorescencijos pokycius; uZterSimas
maisto liekanomis ar gleivémis; didelis
ir judantis pavirSius. Atlikta nemazai
darby matuojant savitaja fluorescencija
ir vaizdinant virskinimo trakto audiniy
meéginius ex vivo (Wang ir kt., 1996).
Nustatyta, kad Zadinant 330 nm, 370
nm ir 410 nm Sviesa pasiekiamas

didziausias sveiky ir adenomos pazeisty



zarnyno audiniy fluorescencijos spektry skirtumas (Richards-Kortum ir kt., 1991). [vairiis
algoritmai buvo taikyti analizuojant Zarnyno audiniy savitosios fluorescencijos spektrus
(Kapadia ir kt., 1990; Schomacker ir kt., 1992; Cothren ir kt., 1996; Vo-Dinh ir kt., 1995;
Schomacker ir kt., 1992), taip pat méginta modeliuoti savitosios fluorescencijos spektrus
remiantis fluorofory sudétimi ir audiniy sluoksniy sukeltu Sviesos silpninimu
(Schomacker ir kt., 1992; Zonios ir kt., 1996; Romer ir kt., 1995; Fiarman ir kt., 1995).
Kaip minéta, ankstyvy stadijy navikiniams pokyciams budingas gleivinés sustoré¢jimas,
del kurio silpnéja zalia pogleivio sluoksnio savitoji fluorescencija; be to, tokiuose
audinivose dél padidéjusios mikrovaskuliarizacijos oksihemoglobinas sugeria gilesniy

sluoksniy skleidziama savitaja fluorescencija. Vélesniu stadiju navikuose aptinkama

raudona porfiriny fluorescencija, kurios

12+
g 10- A priezastis gali biiti didesné porfiriny
£ 87 koncentracija navikiniuose audiniuose
‘z’ i arba ju sankaupa ant audinio pavirSiaus
5 2. del bakterijy veiklos (Bottiroli ir kt.,
g 12_ 1995). Sveiky ir adenomos bei
-E 10- B karcinomos paZeisty Zarnyno audiniy
:g 2 méginiy  savitosios  fluorescencijos
é 4 spektry  vidurkiai  pateikiami  6.14
2 2 paveiksle. (Marchesini ir kt., 1992).

0 450 500 550 600 650 700 Sveiky audiniy fluorescencijos juosta

X (nm)

ties 460-530 nm yra intensyviausia,

6.15 pav. Stemplés audiniy fluorescencijos  karcinomos ir adenomos paZeisty
spektrai (Azog =410 nm): sveiko audinio

(A) ir naviko paZeisto audinio (B) audiniy Sios juostos intensyvumas

mazesnis, o juostos smailé Siek tiek

pasistimusi | ilgesniy bangy pusg, palyginti su sveiky audiniy juostos smaile. Taciau

svarbiausia, kad karcinomos audiniy spektre atsiranda endogeniniams porfirinams
budinga juosta ties 635 nm.

Taikant fluorescencing stemplés vézio diagnostika 48 pacientams endoskopinés

apziuros metu buvo atlikta 200 savitosios fluorescencijos matavimy (Vo-Dinh ir kt.,

1995). Fluorescencija buvo Zadinama 410 nm ilgio daZy lazerio spinduliuote. Sveiky ir
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adenokarcinomos pazeisty stemplés audiniy savitosios fluorescencijos intesyvmai labai
skirtingi ir paklusta budingam désningumui — navikiniy audiniy fluorescencija yra daug

silnesné¢ negu sveiky (6.15 pav.) (Vo-

4.0

Dinh ir kt, 1995). Sis intensyvumy 35 A
skirtumas gali buti aiSkinamas jvairiais 3.0
. ve . - 25
veiksniais, pavyzdZziui, kad *«; 210
navikiniuose audiniuose néra kai kuriy % 1.5
biologiniy komponenty, kad pakitusi éj :)g
Siy audiniy kraujotaka, hemoglobino g 0:0
sugertis, audiniy struktira ir g 23 &
morfologija. Autoriai mano, kad E 2:5
savitosios fluorescencijos intensyvumuy é 2.0
skirtumas gali biiti geras parametras < 13 \\N
pirminiam  audiniy  apibudinimui. 05
Norédami geriau iSryskinti navikiniy %0250 500 550 600 650 700

A (nm)
audini savitosios  fluorescencijos . . . .
b ] 6.16 pav. Normuoti stemplés sveiko (A) ir

spektry forma ir padidinti  naviko paZeisto (B) audinio fluorescencijos
diagnozavimo tiksluma, autoriai  SPekirai
duomenims apdoroti pritaiké skirtuminés normuotos fluorescencijos metodika:
intensyvumas ties kiekvienu bangos ilgiu buvo normuojamas { integruota spektro plota.
Toks normavimas gerai iSrySkina net ir labai menkus spektro formos pokycius (6.16
pav.). Didelis tikslumas atskiriant sveikus ir navikinius stemplés audinius in vivo buvo
pasiektas Zadinant ties 410 nm ir matuojant savitaja fluorescencija daugelyje stemplés
viety (Vo-Dinh ir kt., 1997). Taikant algoritma, grista audiniy fluorescencijos
intensyvumo ties 480 nm ir fluorescencijos spektro integruotos vertés santykiu, 90%
tikslumu atskirti sveiki audiniai, ankstyvosios ir vélyvosios stadiju displazija.
Kolonoskopijos metu matuojant fluorescencija 67 Zarnyno vietose, 97% tikslumu
buvo atskirti sveiki audiniai, hiperplaziniai polipai ir adenomos (Cothren ir kt., 1990).
Atskyrimas buvo gristas maz¢janciu fluorescencijos intensyvumu ties 460 nm ir

didéjanciu fluorescencijos intensyvumu ties 680 nm, sveikam audiniui keiciantis i

hiperplazijg ir adenoma.
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Fluorescencinés endoskopijos buidu tiriant stemplg dviem pacientams i$ 21 tirtojo
buvo diagnozuotas vélyvos stadijos Bareto véZys ir dviem — ankstyvosios stadijos Bareto
karcinomos (Haringsma ir Tytgat, 1999). Vélesni tyrimai taip pat patvirtino, kad
fluorescenciniai endoskopiniai matavimai pagerina navikiniy dariniy atskyrima nuo
Bareto metaplazijos (Bourg-Heckly ir kt., 2000). Zadinant fluorescencija 330 nm Sviesa
Bareto metaplazijos pazeista stemplés gleiviné fluorescuoja silpniau nei sveika, taciau jos
spektro forma iSlieka nepakitusi. Savitosios fluorescencijos intensyvumo sumazéjimas ir
spektro formos pokyciai biidingi vélyvosios stadijos displazijai ir gleivinés karcinomai.
Tolesnei duomeny analizei buvo taikomi savitosios fluorescencijos intensyvumy ties 390
nm ir 450 nm (kolageno ir NADH), 550 nm ir 450 nm (flaviny ir NADH) bei 390 nm ir
550 nm (kolageny ir flaviny) santykiai. Pazaidy tipo nustatymo jautrumas buvo 86%, o
specifiSkumas — 95%.

Su endoskopu sujungtos fluorescencijos vaizdinimo sistemos padeda apZitréti
didelius vidaus organy gleivinés plotus. Fluorescencijos vaizdai gali biti gaunami kartu
su endoskopiniais vaizdais, o tai labai nustatyti palengvina biopsijos vietas itarima
kelian¢iame audinyje. VirSkinimo trakto tyrimams gali biiti naudojama Sviesolaidinio
endoskopo pagrindu sukurta vaizdinimo sistema. Audinys Zadinamas mélyna Sviesa, o
fluorescencijos vaizdas registruojamas CCD kamera. Naudojant tokig sistemg buvo
sekmingai identifikuotos Bareto displazijos, kuriy nebuvo galima aptikti klasikinés
endodkopijos biidu (DuVall ir kt., 1997). Zadinant 325 nm bangos ilgio $viesa ir
vaizdinant skrandZio audiniy méginius ex vivo piktybiniuy naviky paZeisti audiniai buvo
nustatyti 96%, o nepiktybiniy — 80% tikslumu (Chwirot ir kt., 1997).

Apibendrinant galima teigti, kad ankstyvyjy stadiju piktybiniai Zarnyno pokyciai
prasideda Zarnos gleivinés sustor¢jimu, o tai sumazina Zarnos pogleivyje esancio
kolageno fluorescencijos intensyvuma. Sutankéj¢s mikrokraujagysliy tinklas lemia i
gilesniy sluoksniy emituotos fluorescencijos spektro iSkraipymus 500-600 nm srityje dél
padidéjusios hemoglobino sugerties. Be to, gleivinés savitoji fluorescencija gali padidéti
raudonojoje spektro srityje: vélesniy stadijy navikiniam audiniui budinga endogeniniy
porfiriny fluorescencija. Patikimesniems diagnostikos rezultatams gauti naudojami
algoritmai, kuriais siekiama palyginti sveiko ir tiriamojo audinio raudonos ir Zalios

savityjy fluorescencijy santykj.
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Plauciai ir kvépavimo takai. Naudojant klasiking baltos Sviesos bronchoskopija
pavyksta diagnozuoti tik 50% kvépavimo taky naviky, todél bitini alternatyvis bronchy
ir plauciy naviky diagnostikos metodai. Optiniai diagnostikos metodai ypa¢ tinkami
plauciy navikams aptikti, nes dél plauciy audiniy specifiSkumo Sviesos sugertis ir sklaida
plauciuose yra daug maZesné negu kituose organuose. Ankstyvi ikinavikiniai pokyciai
(displazijos) ar ankstyvosios vézio stadijos (pavyzdZziui, karcinoma in sifu) sunkiai
aptinkami tradiciniais bronchoskopiniais metodais, nes ligos pazeistos vietos skersmuo
esti tik keli milimetrai (Hayata ir kt., 1993). Fluorescenciniais diagnostikos metodais
ankstyvy navikiniy poky¢iy aptikimo tikimybé daug didesné.

Bronchy ir bronchy navikuy (vélyvosios stadijos displazijos, karcinomos in situ,
invazinio naviko) savitoji fluorescencija in vivo buvo tirta Zadinimui naudojant 405 nm,
442 nm bei 488 nm Sviesa (Hung ir kt., 1991). Spektrams budingos dvi smailés ties 520
nm ir 595 nm, o fluorescencijos intensyvumas nuosekliai mazéja pereinant nuo
displazijos | karcinoma in situ bei i invazinio naviko stadija.

Naudojant klasikini Sviesolaidini bronchoskopa buvo atliktas sveiky ir navikiniy
audiniy vaizdinimas (Lam ir kt., 1993). Savitosios fluorescencijos vaizdai buvo
modifikuojami iSrySkinant santykj tarp audiniy endogeniniy fluorofory raudonos ir Zalios
fluorescencijos. Naudojant Sia metodika vidutinés ir vélyvosios stadijos displazijos
nustatymo jautrumas buvo 73%, specifiSkumas — 94%. Diagnozuojant intraepitelinius
navikus plauciy savitosios fluorescencijos vaizdinimui sukurta sistema kartu su jprasta
baltos Sviesos bronchoskopija, pasiektas Sesis kartus didesnis jautrumas negu viena baltos
Sviesos bronchoskopija (Lam ir kt., 1998).

Sveicarijoje tirti 48 ligoniai, kuriems jau buvo nustatytas arba jtariamas plaudiy
vezys (Zellweger ir kt., 2001a; Zellweger ir kt., 2001b). Bronchoskopijos metu matuoti
sveiky ir metaplazijos ar displazijos paZeisty audiniy savitosios fluorescencijos spektrai,
Zadinimui naudojant 350—480 nm ruoZo Sviesa. IS itartiny viety paimtos biopsinés
medziagos ir histologiniy tyrimy duomenys lyginti su fluorescencijos matavimy
rezultatais. Apibendrinus tyrimo rezultatus konstatuota, kad ikinavikiniy ir navikiniy
audiniy fluorescencijos intensyvumas yra Zenkliai maZesnis negu sveiky audiniy, ypac
zaliojoje spektro srityje, o Zadinimui geriausiai tinka 405 nm ilgio Sviesa (Zellweger ir

kt., 2001a). Zadinant tokio bangos ilgio §viesa pasiekiamas didZiausias spalvy kontrastas
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tarp sveiky bronchy audiniy bei metaplazijos ir displazijos (Goujon ir kt., 2000). Esant
bronchy uZdegimui arba metaplazijai, savitosios fluorescencijos spektry pokyc¢iai,
lyginant su sveiky bronchy audiniy spektrais, yra nedideli. Sunormavus spektrus ties 500
nm, 600—-680 nm srityje iSrySkéja skirtumai tarp bronchy sveiky ir navikiniy audiniy
savitosios fluorescencijos (6.17 pav.) (adaptuota i§ Goujon ir kt., 2000).

Daugelis autoriy, tyr¢ plauciy ir kvépavimo taky véZio fluorescencing

diagnostika, pastebéjo Zenkliai maZesng naviko paZeisty audiniy savitaja fluorescencija ir

Vaizdas baltoje Sviesoje DISPLAZIJA

Savitosios fluorescencijos spektrai

— sveikas audinys
—displazija
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6.17 pav. Bronchy savitosios fluorescencijos spektrai ir

vaizdinimas
aiSkina ja anksciau aptartais su liga susijusiais biocheminiais ir struktiiriniais poky¢iais:
NADH ir flaviny oksidacine-redukcine biisena, strukturiniy baltymy kiekybiniais
pasikeitimais, epitelio sluoksnio sustoré¢jimu ar kraujagysliy tankio padidéjimu (Qu ir kt.,
1994; Keith ir kt., 2000; Pitts ir kt., 2001; Zellweger ir kt., 2001 a).

Slapimo piislé. Mazus papilinius $lapimo paslés navikus, o ypa¢ karcinoma in
situ, sunku diagnozuoti klasikinés cistoskopijos budu. Taikant savitaja fluorescencija
Slapimo puslés véziui diagnozuoti pastebéta, kad naviko (karcinoma in sifu) ir sveikos
$lapimo piislés sienos spektro forma yra skirtinga (Anidjar ir kt., 1996). Zadinant §lapimo

puslés audiniy savitaja fluorescencija 337 nm Sviesa ir matuojant fluorescencijos
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intensyvumy santyki ties 385 nm ir 455 nm, navikiniy ir sveiky audiniy identifikavimo
jautrumas ir specifiSkumas buvo 95% (Koenig ir kt., 1996).

Cistoskopijos metu matuojamai Slapimo puslés audiniy fluorescencijai Zadinti
tinkamiausia buvo 400 nm ilgio Sviesa (Arendt ir kt., 1997). Audiniy savitosios
fluorescencijos maksimumas buvo ties 460 nm; karcinomos in situ fluorescencijos
intensyvumas, lyginant su sveiko Slapimo puslés sienos audinio fluorescencijos
intensyvumu, sumazéjo 1,6 karto, o invazinio naviko — 3,2 karto. Karcinomos in situ ir
invazinio naviko savitosios fluorescencijos spektruose iSryskéjo endogeniniy porfiriny
juostos ties 635 nm. Manoma, kad svarbiausi fluoroforai §lapimo pusléje yra kolagenas ir
porfirinai.

Kriities véZys. Fluorescencing spektroskopija bei vaizdinima imanoma taikyti
krities invazinés endoskopijos metu (Love ir Barsky, 1996), taip pat matuojant savitosios
fluorescencijos spektrus ex vivo (Alfano ir kt., 1987; Lohmann ir kt., 1990).

Tiek sveiko, tiek navikinio kruties audinio, Zadinto 488 nm ir 457,9 nm S$viesa,
savitosios fluorescencijos spektruose in vitro buvo matomas fluorescencijos intensyvumo
padid¢jimas ties 515 nm. Sveiky audiniy spektruose buvo papildomos fluorescencijos
smailés ties 556 nm ir 592 nm (Alfano ir kt., 1987).

Nagrin¢jant navikiniy ir sveiky kriities audiniy savitosios fluorescencijos spektrus
ex vivo buvo nustatyta, kad, Zadinamy 340-380 nm ruoZo Sviesa, kriities audiniy savitaja
fluorescencija lemia jungiamojo audinio skaidulos, esancios tarp pieno liauky ir
skilteliniy kompleksy (Lohmann ir kt., 1990). Paaiské&jo, kad greta kriities naviko esancio
sveiko jungiamojo audinio savitoji fluorescencija yra intensyvesné negu to paties sveikos
krities audinio fluorescencija.

Zadinant i§ 63 pacienciy paimty sveiky kriities audiniy, nepiktybiniy naviky
(fibroadenomos) ir piktybiniy naviky (karcinomos) méginiy savitaja fluorescencija azoto
lazerio Sviesa (337 nm), nustatyta, kad visy trijy grupiy audiniy savitosios fluorescencijos
spektry forma panaSi, taciau labai skirtingas audiniy integruotos savitosios
fluorescencijos intensyvumas: piktybinio naviko didZiausias, nepiktybinio — maZiausias.
Taikant multivariacing duomeny analiz¢ tirtyjy audiniy grupiy atskyrimo specifiSkumas ir

jautrumas buvo labai didelis (~98-99%) (Gupta ir kt., 1997).
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Galvos ir kaklo véZys. Kelios mokslininky grupés paskelbé daug vil€iy teikiancius
rezultatus, gautus taikant savitosios fluorescencijos spektroskopijg virSutiniy kvépavimo
taky naviky diagnostikai. Visy pastebétas bendras bruozas, kad sveikos gleivinés
savitosios fluorescencijos intensyvumas ties 500 nm yra didZiausias ir ima mazéti
sveikam audiniui peraugant | navikinj (Ingrams ir kt., 1997; Harries ir kt., 1995).

Burnos gleivinés naviky meéginiy savitosios fluorescencijos spektre ex vivo
matomos juostos ties 635 nm ir 700 nm. Parenkant jvairius fluorescencijos Zadinimo
bangos ilgius nustatyta, kad didZiausi skirtumai tarp burnos gleivinés sveiky ir navikiniy
audiniy savitosios fluorescencijos spektry iSrySkéja Zadinant 410 nm Sviesa (Roy ir kt.,
1995; Ingrams ir kt., 1997). Raudonojoje spektro srityje padidéjusi savitoji fluorescencija
buvo priskirta endogeniniams porfirinams.

Smegeny véZys. Dideli mirtinguma nuo smegeny naviky lemia dazni ju recidyvai.
Daugeliu atveju yra labai sunku nustatyti naviko iSplitima i Salia esancius smegeny
audinius, o operacijos metu vykstantys audiniy poslinkiai iSkraipo pradinius naviko
diagnostikos rezultatus. Nepaisant sunkumuy, fluorescenciniai diagnostikos metodai ir
navikiniy audiniy vaizdinimas gali buiti sékmingai taikomi operuojant smegeny navikus.

Smegeny naviko meningiomos savitoji fluorescencija, matuota Zadinant 337 nm
Sviesa, skiriasi nuo baltosios bei pilkosios smegeny dalies fluorescencijos, taciau
astrocitomos naviko atveju jokiy skirtumy tarp navikinio ir sveiko audinio fluorescencijos
nepastebéta (Montan ir kt., 1987).

Sveiky ir neoplazijos paZeisty smegeny audiniy méginiy savitoji fluorescencija
matuota in vitro Zadinant 308 nm Sviesa (Richards-Kortum ir Sevick-Muraca, 1996). Tiek
sveiky, tiek pakitusiy smegeny audiniy spektrus sudaré triptofano fluorescencijos juostos
ties 352 nm ir 363 nm, kolageno bei elastino fluorescencijos juostos ties 383 nm ir
NADH juosta ties 460 nm. Pilkosios smegeny medZiagos savitoji fluorescencija ties 453
nm buvo 25% intensyvesné nei baltosios; pilkojoje smegenuy medZiagoje yra daugiau
mitochondrijy ir dél to NADH fluorescencija intensyvesné. IS savitosios fluorescencijos
juosty intensyvumuy santykiy spektre buvo galima gerai atskirti sveikus audinius nuo
navikiniy.

Gimdos kaklelio véZys. Anksti diagnozuoti gimdos kaklelio véZi yra viena

svarbiausiy klinikinés ginekologijos problemy, kurig sprendziant galima pasitelkti
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fluorescencing spektroskopija. Yra paskelbta gana daug duomeny, gauty matuojant
gimdos kaklelio audiniy savitaja fluorescencija ex vivo (Lohmann ir kt., 1989; Glassman
ir kt., 1992; Glassman ir kt., 1994) ir in vivo (Ramanujam ir kt., 1996; Ramanujam ir kt.,
1996). Ypa¢ daug ankstyvos gimdos kaklelio vézio fluorescencinés diagnostikos srityje
yra pasiekg¢ amerikieCiy mokslininkai (Richards-Kortum ir kt., 2003b). Spektriniai
matavimai buvo atliekami Zadinant keliy banguy Sviesa, o rezultatams ivertinti sukurti
atitinkami algoritmai.

Oda. 7Zmogaus odoje yra daug endogeniniy chromofory, kuriy sugerties ir
fluorescencijos spektry smailiy padétys gali kisti, nelygu aplinkos salygos. Kaip matyti 1§
6.2 paveikslo, endogeniniy chromofory sugerties ir fluorescencijos juostos viena kita
dengia, todél odos fluorescencijos spektra sudaro placios juostos, susidedancios i§ viena
kita dengianciy jvairiy fluorofory juosty.

Pirmasis bandymas fluorescenciniu metodu aptikti melanomas buvo atliktas 1988
metais (Lohmann, 1988). Autoriai nustat¢, kad Zadinant 365 nm S$viesa ir matuojant
fluorescencija ties 470 nm, galima atskirti melanoma nuo ikivéZiniy odos pakitimy.
Pastebéta, kad melanomos srityje fluorescencijos intensyvumas buvo labai mazas, o
pereinant | srit] tarp melanomos ir sveikos odos fluorescencijos intensyvumas didé¢jo.
Savo hipotezg autoriai patikrino iSsamiu didelio skai¢iaus pacienty tyrimu (Lohmann ir
kt., 1991). Kitos grupés atlikti tyrimai nepatvirtino duomeny apie biidinga savitosios
fluorescencijos intensyvumo pasiskirstyma Zzmogaus odos melanomos atveju (Chwirot ir
kt., 1998). Siy tyrimy metu buvo atliktas 408 pacienty odos savitosios fluorescencijos
vaizdinimas (jtariant melanoma), Zadinimui naudojant 366 nm Sviesa ir registruojant
signalg ties 475 nm. Odos melanoma formuojasi stipriai pigmentuoty audiniy vietose,
dazniausiai apgamuose, kuriuose yra dideli kiekiai pigmento melanino. Pigmentuota oda
— apgamai pasiZymi skirtingu nei normali oda savitosios fluorescencijos spektru, kurio
forma kinta priklausomai nuo apgamo atspalviy. D¢l to i§ savitosios odos fluorescencijos
spektry sunku tiksliai identifikuoti melanomines odos ligas. Tiksliam melanominiy ligy
identifikavimui fluorescenciniai duomenys buvo lyginami su histologiniy tyrimy
rezultatais. Buvo sukurtas melanomos nustatymo algoritmas, pagristas santykio tarp
maksimalios savitosios fluorescencijos melanomos iSor¢je (iki 40 mm nuo melanomos

krasto) bei minimalios fluorescencijos melanomos viduje apskai¢iavimu. Naudojant §i
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algoritma, melanomos atskyrimo nuo nemelanominiy odos dariniy jautrumas buvo 82%,

o specifiSkumas — 78%.

6.4. Odos savitosios fluorescencijos spektrai

n

(42

o
1

N

o

o
1

Fluorescencijos intensyvumas, s.v.
) @
o o
1 1

! T T
400 500 600 700 800 900
Bangos ilgis, nm

o
(o]
]

o
N
1

Fluorescencijos intensyvumas, s.v.

0,0 42 T T T T T T T T T
400 500 600 700 800

Bangos ilgis, nm

1
900

6.18 pav. Skirtingy asmeny ivairiy rankos viety odos
savitosios fluorescencijos in vivo spektrai (a). Normalios ir
pigmentuotos odos savitosios fluorescencijos in vivo spektry
vidurkiai (b): (1) apgamu spektry vidurkis, (2)
nepigmentuotos odos spektry vidurkis (visi spektrai

sunormuoti { vienetinj intensyvuma, ties 488 nm)
Fluorescencijos Zadinimui naudotas diodinis mélynos Sviesos Saltinis,
spinduliuojantis 406 nm bangos ilgio Sviesa. Visi spektrai matuoti
vienodomis salygomis
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Optinés odos savybés atspindi odos struktiira ir cheming sudéti. Sviesai
saveikaujant su oda, fotonai sugeriami arba iSsklaidomi. Dalis Sviesos atspindima nuo
odos pavirSiaus, o { oda patekusios Sviesos viena dalis sugeriama, kita, daug karty
atspindéta, iSeina per odos pavirSiy (6.1 pav.). Kuo stipresné odos sugertis, tuo maziau
Sviesos bus atspindéta arba iSsklaidyta. Odoje yra fluorofory, kurie fluorescuoja suzadinti
UV arba trumposiomis regimosios spektro srities bangomis. Net maZiausi odos pakitimai
atsispindi fluorescencijos spektruose. Taigi fluorescencijos spektry matavimai leidZia
pastebéti netgi nedidelius odos pazeidimus ir i§ ju diagnozuoti odos ligas.

Sveikos odos savitosios fluorescencijos matavimai 450-800 nm spektriniame
ruoze, atlikti in vivo Sviesolaidiniu spektrofluorimetru S2000-FI (Ocean Optics),
Zadinimui naudojant 10 mW galios mélynos Sviesos dioda, spinduliuojantj ties 407 nm,
parod¢, kad odos fluorescencijos spektry intensyvumas ir forma priklauso nuo Zmogaus
odos tipo ir jautriai reaguoja i bet kokius odos paZzeidimus arba pakitimus.

Tiriant sveikos odos savitaja fluorescencija nustatyta, kad jvairiy Zmoniy odos
spektrai skiriasi. To paties Zmogaus skirtingy kiino viety odos fluorescencijos spektrai
taip pat turi nedideliy skirtumy. [vairiy rankos viety nenormuoti odos fluorescencijos
spektrai pateikiami 6.18 pav.a. Sunormavus ir suvidurkinus spektrus, iSrySkéja spektry
formy skirtumai. DidZiausi skirtumai matomi tarp skirtingy Zmoniy odos fluorescencijos
spektry, o to paties Zmogaus skirtingy viety odos fluorescencijos spektrai gana panasis.
Apgamo savitosios fluorescencijos spektrai matuoti keliose vietose 1§ esmés savo forma
nesiskiria. Ties 488 nm sunormuoti apgamo fluorescencijos spektrai pateikiami drauge
su bendru dviejy Zmoniy odos fluorescencijos spektro vidurkiu (6.18 pav.b). Skirtumai
tarp Siy spektry yra gerokai didesni nei tarp atskiry asmeny sveikos odos savitosios
fluorescencijos spektry, todél galima teigti, jog apgamas turi specifing savitaja
fluorescencijq ir dél to sunku tiksliai diagnozuoti melanomines odos ligas.

Apibendrinant gautus rezultatus galima paZymeéti, kad Zmoniy odos savitosios
fluorescencijos spektrai yra skirtingi, todél, taikant opting biopsija navikiniams odos
pazeidimams aptikti, reikéty remtis ne apibendrintu Zmoniy odos fluorescencijos spektru,
o atlikti lyginamuosius matavimus registruojant to paties Zmogaus sveikos odos ir jtartiny

odos viety fluorescencijos spektrus. Tokiu atveju specifiniai fluorescencijos spektry
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pokyciai jtartinose vietose gali biiti naudojami tam tikroms odos ligoms arba véziniams

odos pokyc¢iams diagnozuoti ir jiems diferencijuoti.

6.5. Eksperimentinio naviko hepatomos A22 savitosios fluorescencijos
matavimai ex vivo

D¢l pakitusiy apykaitos procesy navikiniuose audiniuose jy savitosios
fluorescencijos spektrai turi specifiniy skirtumy, palyginti su sveiky audiniy spektrais.
Vieni esminiy skirtumy, lemianc¢iy sékminga navikiniy dariniy diagnostika
fluorescencinés spektroskopijos metodu, yra daug mazesnis navikiniy audiniy savitosios
fluorescencijos intensyvumas Zaliojoje spektro srityje (490-580 nm) ir intensyvesné
endogeniniy porfirino tipo pigmenty fluorescencija 600-700 nm srityje (6.8 pav. 2
kreiveé). Sveiky audiniy spektrams biidinga juosta su smaile ties 560 nm ir ju savitoji
fluorescencija yra daug intensyvesné negu navikiniy audiniy (6.8 pav. 1 kreiveé). Misy
matavimai patvirtino kity autoriy (Andersson-Engels ir kt., 1991; Marchesini ir kt., 1992)
duomenis apie tai, kad navikiniy audiniy savitoji fluorescencija 490-600 nm ruoZe yra
silpnesné negu sveiky, taip pat iSrySkino atskiry naviko sri¢iy fluorescencijos
specifiSkuma.

Navikiniy dariniy savitosios fluorescencijos tyrimams naudotos Cs;B1 linijos
pelés (patelés, 21-25 g svorio, 8—10 savaiciuy), kurioms buvo iskiepyta hepatoma A22.
Matavimai pradéti pragjus septynioms dienoms po iskiepijimo, kai naviko dydis 0,07
cm’; kiti matavimai atlikti pragjus 9, 12, 14, 16 ir 19 dieny po jskiepijimo (kol naviko
dydis pasieke 1 Cm3). Kontroliniams matavimams paimti ty paciy peliy sveiky audiniy
(raumens) bandiniai.

Fluorescencijos matavimams mazdaug 3 mm storio méginiai buvo idéti tarp
dvieju stiklo ploksteliy. Naviko zonos — nekroziné, nepaZeista nekrozés ir hemoraginé —
nustatytos mikroskopiskai.

Meéginiy savitoji fluorescencija buvo matuota 450-800 nm spektriniame ruoze
Sviesolaidiniu spektrofluorimetru S2000-Fl (Ocean Optics). Fluorescencijos Zadinimui
naudotas mélynos Sviesos Saltinis LED (Az,g = 405 nm).

Morfologiné navikiniy dariniy analizé parodé, kad didelio turio navikams

budingos nekrozinés ir nekrozés nepazeistos sritys (6.19 pav.). Taip pat nustatyta, kad
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savitosios fluorescencijos spektrai gali biati iSkreipti kraujo ekranavimo efekto,
atsirandan¢io dél kraujavimo pjiivio vietoje (6.19 pav.). Sis ekranavimo efektas gali
paslépti specifinius sveiko ir navikinio audinio savitosios fluorescencijos skirtumus,
uztikrinancius tiksly navikiniy audiniy atpazinima. Tiek sveiky, tiek ir navikiniy audiniy
savitosios fluorescencijos spektrai pasizymi heterogeniSkumu. Todél buvo iSmatuoti 90
nekrozés nepaZzeisty sri€iy, 60 nekroziniy naviko sri¢iy, 33 hemoraginiy naviko sri¢iy ir
25 sveiky audiniy meéginiy savitosios fluorescencijos spektrai, kuriuos iSanalizave
gal¢jome pateikti apibendrinancias iSvadas, rodancias jvairiy morfologiskai atpaZinty
atskiry navikinio audinio sriiy savitosios fluorescencijos spektry specifiSkuma

(Tamositnas ir kt., 2004).
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Lyginamoji savitosios fluorescencijos spektry formos skirtumy analizé atlikta

sunormavus spektry vidurkius (6.20 pav.). Skirtingy naviky savitosios fluorescencijos

spektry vidurkiuose iSrySkéja du nekrozés nepazeisty navikiniy audiniy spektry tipai

(6.20 pav. 1 ir 2 kreivés). Esminiai skirtumai matomi 610-700 nm ruoZe. Spektrai,
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6.19 pav. ISoperuoto naviko pjuvio vaizdas. Pazymétos skirtingos morfologijos navikinio

audinio sritys ir intarpuose pavaizduoti atitinkamy sri¢iy savitosios fluorescencijos ir kraujo

sugerties spektrai: a — nekrozés nepazeistos navikinio audinio sritys, pasiZyminc¢ios intensyvia

endogeniniy porfiriny fluorescencija 600—700 nm ruozZe; b — nekrozés nepazeistos navikinio

audinio sritys, neturin¢ios endogeniniy porfiriny; ¢ — nekrozinés navikinio audinio sritys; d —
kraujosruvy audinyje sritys (1 — audinio fluorescencijos spektras; 2 — kraujo sugerties

spektras).

turintys siaurg juosta ties 633 nm ir placia juosta ties 700 nm (6.20 pav. 2 kreivé), budingi

ribotoms nekrozés nepazeistoms sritims didelio tiirio navikuose (prag¢jus 14 ir daugiau

dieny po iskiepijimo). Kitas spektry tipas (6.20 pav. 2 kreive) neturi Siy juosty ir forma

yra panasus ] nekroziniy naviko audiniy (3 kreivé) ir sveiky audiniy (4 kreivé) spektrus
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6.20 pav. Sunormuoti sveiko ir navikinio (hepatoma A22) audiniy
savitosios fluorescencijos spektrai ir jy vidurkiai, iSmatuoti ex
vivo: 1 — sveiko audinio (odos vir§ raumens); 2, 4 — nekrozés
nepazeisto navikinio audinio; 3 — nekrozinio navikinio audinio
610-710 nm ruoze. Pirmojo tipo spektrams buidingos fluorescencijos juostos ties 633 nm
ir 700 nm priskiriamos endogeniniam protoporfirinui IX (Rotomskis ir kt., 2002). Taigi
didelio tiirio navikams buidingas netolygus endogeniniy porfiriny pasiskirstymas atskirose
nekrozés nepazeistose srityse. Antrojo tipo savitosios fluorescencijos spektrai (neturintys
endogeniniams pofirinams budingy juosty) budingi maZo turio navikams ir kai kurioms
didelio turio naviky nekrozés nepazeistoms sritims. Remiantis Siais duomenimis darytina
iSvada, kad endogeniniy porfiriny kaupimasis navikiniame (hepatomos A22) audinyje
priklauso nuo naviko augimo stadijos: kol navikas mazas, jame endogeniniy pofiriny
neaptinkama; dideliuose navikuose endogeniniai porfirinai aptinkami tik atskirose
nekrozés nepaZeistose naviko srityse. Sie eksperimentiniy tyrimy duomenys rodo, kad,
norint atskirti sveika ir navikinj audinj, nepakanka iSanalizuoti savitosios fluorescencijos
poky€ius vien raudonojoje spektro srityje (600-700 nm), butina atlikti platesnio
spektrinio ruozo (495-750 nm) savitosios fluorescencijos spektry analizg.
Nekroziniy navikiniy audiniy sri¢iy savitosios fluorescencijos spektry forma (6.

20 pav.) gerokai skiriasi nuo nekrozés nepazeisty naviko sriciy ir sveiky audiniy spektry

107



490-600 nm srityje. Nekroziniy sri¢iy spektrams biidingas mazesnis fluorescencijos
intensyvumas ir idubos ties 536 nm ir 577 nm. Tokios pat jdubos biidingos ir navikiniy
audiniy hemoraginéms sritims (6.20 pav.). Kraujo sugerties juosty smailiy padétis
sutampa su navikiniy audiniy hemoraginéms sritims buidingomis {dubomis ties 536 nm ir
577 nm. Taigi Sios idubos gali buti kraujo hemoglobino reabsorbcijos padarinys. Pirma,
toks spektry formos pokytis hemoraginése naviky srityse apsunkina tiksly navikiniy ir
sveiky audiniy riby atskyrima, antra, tokie savitosios fluorescencijos spektry pokyciai
gali padéti spektroskopiskai atpaZinti kraujosruvas audiniuose arba kraujo indy pazaidas.
Apibendrinant galima teigti, kad santykinai mazesnis fluorescencijos
intensyvumas 495-600 nm spektriniame ruoZe ir endogeniniy porfiriny fluorescencijos
juosty 600—700 nm spektriniame ruoze formavimasis navikiniy audiniy spektruose galéty
padéti aptikti navikinius audinius. Taciau tokie audiniai tiksliai atpaZistami tik juos
apziuréjus, t. y. nustaCius, ar néra kraujosruvy, suirusio audinio. Taigi savitosios
fluorescencijos spektry analizé suteikia daug papildomos informacijos, padedancios
atpazinti sveika ir navikinj audinj, taCiau galutiné iSvada turi buti daroma atsizvelgus ir |

kitus apziiiros veiksnius.

6.6. Zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos fluorescencinis vaizdinimas

Spektroskopinis audiniy savybiy vertinimas nusipelno iSskirtinio démesio.
IeSkoma buduy, kaip plika akimi nematomi skirtumai tarp skirtingas funkcijas atliekanciy
audiniy galéty buti iSrySkinami analizuojant ju fluorescencijos spektrus, ir tiriama, kaip
audiniy optiniai parametrai susij¢ su organizmo fiziologiniais pokyc¢iais ar ligomis.
Vienas i§ tokiy sékmingy pavyzdziy —baltoje Sviesoje sunkiai atskiriamy skirtingas
funkcijas organizme atliekanCiy audiniy — Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo
vaizdinimas, parenkant fluorescencijos Zadinimo bangos ilgius ir registruojant audiniy
savitosios fluorescencijos vaizda tam tikroje spektro srityje.

Sirdies laidZioji sistema yra specializuotas raumeninés kilmés audinys,
generuojantis ir perduodantis bioelektrini impulsa, sukeliantj miokardo susitraukima.

Impulsai yra generuojami sinusiniame mazge ir prieSirdZio raumens specifinémis
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skaidulomis 0,5 m/s grei¢iu sklinda { atrioventrikulini (AV) mazga, kuriame impulso
sklidimo greitis sumazéja iki 0,05 m/s. Sutrikus sinusinio mazgo veiklai, AV mazgas taip
pat gali generuoti bioimpulsus, tik gerokai retesnius. AV mazgo apatinis galas pereina {
prieSirdini skilvelio pluosta, o Sis sujungia skilvelius su prieSirdZiais ir vadinamas Hiso
pluostu. Jame bioimpulsas sklinda didZiausiu — 5 m/s grei¢iu. Sis pluotas paciame
tarpskilvelinés pertvaros virSuje suskyla i dvi Sakas, kurios skilveliy miokarde i$siSakoja.

Kairioji Hiso pluosto Saka yra gana plati (6.21 pav.), o deSinioji — sitilo formos.

Kylancioji aorta

Desiné¢ aortos voztuvo bure /. Uzpakaliné aortos voZtuvo buré

Tarpskilvelinés pertvaros

membraniné dalis L N X
Priekiné aortos voztuvo buré

Kair¢ artrioventrikulinio pluosto -
kojyteé

+—Sausgyslinés stygos
#— Priekinis spenelinis raumuo

Uzpakalinis spenelinis raumuo

6.21 pav. Kairysis priesirdis ir skilvelis su Hiso pluosto kairiaja Saka

Sirdies laidZioji sistema yra sudétingas lasteliy tinklas, koordinuojantis irdies
veikla. S laidy tinkla sudaranéiy lasteliy veikla regulivojantis molekulinis mechanizmas
néra aiSkus. Nedaug Zinoma ir apie Zinduoliy Sirdies laidZiosios sistemos vystymasi, o
histologiné laidZiosios sistemos identifikacija taip pat tebéra problemiska. Morfologiniai
tyrimai, iSrySkinantys Sirdies raumens ir laidZiosios sistemos audiniy lastelinés
architektiiros skirtumus, atlieckami histologiniuose preparatuose dazant ne raumeni ir
laidZiaja sistema, o retikulines ir kolageno skaidulas (Morita ir Shimada, 1992). Jau yra
aiSkiy irodymy, kad miocitai nesudaro iStisinés visumos, kaip manyta anksciau.
Mikroskopiniai skilveliy miokardo tyrimai rodo, kad miocitai sudaro atskirus sluoksnius

su placiais tarpais tarp juy. Tokia sluoksniné struktira yra sujungta spinduliSkos
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orientacijos raumeny sluoksniais ar pluostais. Kaip tokia struktiira veikia Sirdies
elektrines savybes, néra aiSku (Hooks ir kt., 2002). Atrioventrikulinio mazgo fiziologines
savybes lemiancios anatominés ir funkcinés priezastys taip pat yra ginCytinos (Billete,
2002).

Sergamumas Sirdies ritmo ir laidumo sistemos sutrikimais yra aktuali niidienos
problema. Sirdies ritmo sutrikimai sudaro apie 12% staigiy mirties atvejy, kuriy
priezas¢iy nepaaiSkina nei anatominiai, nei mikroskopiniai, nei biocheminiai kraujo
tyrimai (Cohle ir kt., 2002). Plétojantis kardiochirurgijai susiduriama su problema, kaip
atliekant jvairias Sirdies operacijas i§vengti laidZiosios sistemos paZeidimy. Sirdies
laidZiosios sistemos anatomija daugelio sudétingy igimty Sirdies ydy atvejais néra tiksliai
zinoma ir tai komplikuoja chirurging Siy ydu korekcija, nes operacijoms naudojant
modelines Sirdies laidZiosios sistemos schemas galima tik apytikriai nustatyti Hiso
pluosto ir jo Saky padéti. Todél operuojant Sirdi kartais pazeidziama Sirdies laidZioji
sistema. Tai labai komplikuoja pooperacini gydyma, o kartais ir negriZtamai pazeidZia
Sirdies darba. Pasisekus rasti biidy ir metody Sirdies laidZiajai sistemai vaizdinti, biity
galima nustatyti jos anatomines ypatybes sergant jvairiomis Sirdies ydomis ir taikyti
tausojancias Sirdies yduy operaciniy korekciju metodikas. Taip pat biity galima lengviau ir
tiksliau jvertinti Sirdies laidZiosios sistemos biukle atlieckant morfologini Sirdies tyrima.
Siuo metu taikoma histologinio tyrimo metodika reikalauja daug laiko ir &8y, todél néra
labai paplitusi. Tai, kad kliniSkai pasireiSkiantys Sirdies ritmo sutrikimai daZnai yra
sunkiai paaiSkinami Sirdies laidZiosios sistemos morfologiniais pokyciais, rodo Sios
histologinés metodikos nevisavertiSkuma. Diagnostikos metodas, kuris operuojant padéty
atskirti Sirdies laidZiaja sistema nuo miokardo, labai palengvinty Sirdies chirurgy darba ir
sumazinty pooperaciniy komplikacijuy rizika. Kadangi savitoji fluorescencija atspindi
audiniy sudétj ir struktiira, ji puikiausiai turéty tikti plika akimi neatskiriamy audiniy
diferenciacijai.

Iki Siol fluorescencinés spektroskopijos metodu atlikty Sirdies laidZiosios sistemos
tyrimy yra labai nedaug. LaidZiosios sistemos AV mazgo lokalizacijos ieSkota Suns
Sirdyje (Aziz ir kt., 1992). Fluorescencija Zadinta 308 nm ir 364 nm bangos ilgio

spinduliuote, taciau didesniy AV mazgo ir miokardo fluorescencijos skirtumy nerasta.
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Ieskant audiniy ateroskleroziniy poky¢iy buvo tirta kiaulés Sirdies miokardo, aortos
bei pluostinio audinio fluorescencija, Zadinama azoto lazerio 337 nm bangos ilgio
spindulivote (Nilsson ir kt., 1997). Visuose spektruose iSrySkéjo fluorescencijos juosta
390-410 nm srityje, kuri priskiriama kolagenui (smailé ties 390 nm) ir elastinui (smailé
ties 410 nm). Elastino fluorescencija dominuoja ir tai leidZia daryti prielaida, kad aortoje
elastino koncentracija yra didesné¢ nei miokarde. Miokardo savitosios fluorescencijos
spektre taip pat matyti plati fluorescencijos juosta, kurios intensyvumo smailé yra ties
46313 nm. Gauti spektrai buvo analizuojami principiniy komponenty analizés metodu ir
atskleide keleta buidingy bruozy, pagal kuriuos galima klasifikuoti audinius.

Buvo tirta jauny aviy miokardo bandiniy, paimty i$ prieSirdziy ir skilveliy, savitoji
fluorescencija (Kochiadakis ir kt., 2001), Zadinama argono jony lazerio spinduliuote ties
457,9 nm. Fluorescencija registruota spektriniame ruoZe nuo 500 nm iki 700 nm.
Nustatyta, kad prieSirdziy fluorescencija intensyvesné negu skilveliy. LaidZiosios
sistemos neieskota.

Perk su bendraautoriais tyré Zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos sinusinio ir AV
mazgy fluorescencija (Perk ir kt., 1993). PaaiSkéjo, kad Siy mazgy savitoji fluorescencija,
zadinama eksimeriniu XeCl lazeriu (308 nm), aiSkiai skiriasi nuo miokardo
fluorescencijos. Sirdies laidZiosios sistemos mazgy fluorescencijos intensyvumas spektro
ruoze nuo 440 nm iki 500 nm maZesnis uZ prieSirdZiy fluorescencijos intensyvumg ir
didesnis uz skilvelio fluorescencija. Taigi lazerio spinduliuote suzadinta fluorescencija
padeda atskirti sinusinio ir AV mazgu audinius nuo prieSirdZiy endokardo. Tai teikia
vil¢iuy sukurti diagnostikos metodika, padedancia atpazinti Sirdies laidZiaja sistema ir
kitus Sirdies audinius.

Literatiros duomenys apie Sirdies laidZiosios sistemos ir darbinio miokardo
strukttirinius skirtumus gana prieStaringi. Rusy mokslininkas V. Jelisejevas 1963 m.
nustateé, kad Sirdies laidZiojoje sistemoje yra daug sukcinatdehidrogenazeés ir specifinés
cholinesterazés. Kiti autoriai mané, kad Sirdies laidZiojoje sistemoje esanti specifiné
cholinesterazé¢ yra analogiSka periferiniy nervy cholinesterazei, ir ja siejo su impulso
sklidimo mechanizmu. Buvo ir tokiy darby, kai tiriant periferiniy nervy ir Sirdies
laidZiosios sistemos cholinesterazés aktyvuma Sirdies laidZiojoje sistemoje neaptikta

jokiy jos pédsaky. Toki duomeny nesutapima galima paaiskinti tuo, kad buvo tiriamos
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skirtingos Sirdies laidZziosios sistemos dalys — AV mazge gausu nerviniy rezginiy, todél

tikétina didesné cholinesterazés koncentracija nei kitose srityse.

Daugelio publikacijy autoriai nevienareikSmiSkaiai vertina vienus ar Kitus
pastebétus skirtumus, taCiau duomeny analizé rodo, kad skirtumai tarp Siy dviejy
skirtingas funkcijas atliekanciy Sirdies audiniy vis délto yra. Todél miisy tyrimais buvo
tikimasi pasitelkiant spektroskopinius metodus uZzfiksuoti skirtumus tarp Sirdies
laidZiosios sistemos ir miokardo ir sukurti fluorescencinio Sirdies laidZiosios sistemos

vaizdinimo pagrindus (Zurauskiené ir kt., 2001; Zurauskas ir kt., 2004).

Sirdies audiniy sugerties spektrai. Struktiiriniy Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo
skirtumy, galin¢iy lemti skirtingas ju savybes ir funkcijas, buvo ieSkoma UV sugerties
spektroskopijos metodais. Biologiniuose audiniuose S$ios srities Sviesa intensyviausiai
sugeria { baltymy sudétj jeinancios aromatinés aminoriig§tys, ypac triptofanas (Trp) ir
tirozinas (Tyr). Sirdies audiniy bandiniai buvo paimti i$ atsitiktinai pasirinkty SirdZiy
preparaty, neatsizvelgiant i amZiy ir patologija. Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo
audiniy méginiai buvo fiksuojami 10% neutraliame formalino tirpale, apliejami parafinu,
supjaustomi 15 pm storio sluoksniais ir dedami tarp kvarco ploksteliy. Audiniy UV
sugerties spektrai buvo matuojami Sviesolaidiniu spektrometru PC 1000 (Ocean Optics
Inc., FL, USA).

Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo sugerties spektrai pateikiami 6.22
paveiksle. Sirdies audiniy spektrai buvo lyginami su kasos audinio, turin¢io daug Tyr ir
Trp, spektrais. Visais atvejais buvo matuojami nuo 8 iki 12 meéginiy spektrai, paskui jie
sudedami ir suvidurkinami. Sviesos sklaidos inafas { sugerties spektrus buvo
eliminuojamas (Zurauskiené ir kt., 2001).

Sirdies laidZiosios sistemos ir kasos meéginiy sugerties spektrai yra panasis, jiems
budinga juosta ties 270-280 nm (6.22 pav. 1 ir 3 kreivés). Miokardo méginiy sugerties
intensyvumas yra daug mazesnis ir spektre §i juosta labai silpna (6.22 pav. 2 kreive).

UV spektrinio ruozo $viesa audiniy meéginiuose sugeria endogeniniai chromoforai
— aromatinés aminorugstys, elastinas ir kolagenas (Katz ir Alfano, 2000). Baltymus
sudaro dvideSimt aminoriig§¢iy, bet tik trys i§ ju — Trp, Tyr ir fenilalaninas (Phe) — turi

konjunguotas m elektrony sistemas ir gali sugerti UV srities Sviesa. DidZiausig
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ekstinkcijos koeficienta Sioje spektro srityje turi Trp; Phe sugertis yra silpna ir jos {nasas |

spektra labai menkas. Taigi Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo meéginiy sugerties

spektry skirtumus lemia nevienodos Trp ir Tyr koncentracijos juose.
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Sugertis (0.t.v.)

2

o
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6.22 pav. Pasalinus sklaida suvidurkinti Sirdies laidZiosios sistemos (SLS), miokardo
(MK) ir kasos (K) audiniy sugerties spektrai. Intarpas: Sviesos intensyvumo silpnéjimas
sklindant SLS, MK ir K audiniais

Sugerties spektroskopijos metodas daznai taikomas ivairiy biologiniy objekty

kiekybinei analizei. Taikymas grindZiamas tuo faktu, kad miSinio optinis tankis yra lygus

jo komponenty optiniy tankiy sumai. Sudarius atitinkamas lygéiy sistemas (Zurauskiené

ir kt., 2001) buvo apskaiCiuotos aminoriig§¢iy Tyr ir Trp koncentracijos tirtuose

audiniuose (6.2 lentelé).

6.2 lentelé. Aminorugsciu kiekiai kasos, Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo

audiniuose
Audinys Cryr, kM Crrp, ptM
Sirdies laidZioji sistema 21,0 1,5
Miokardas 5,2 0,6
Kasa 15,0 4,0
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Sirdies laidZiosios sistemos ir kasos audiniuose yra gerokai daugiau aromatiniy
aminortgs$ciy negu miokarde. Kadangi tiriamy audiniy spektrinés savybés susijusios su
aromatiniy aminorugS$¢iy koncentracijomis juose, Sios rugStys galéty buti
fluorescenciniais Zymenimis vaizdinant Sirdies audinius. Sirdies laidZioji sistema, turinti
didesni kieki aromatiniy aminortg$ciy, fluorescencinés spektroskopijos metodais galéty
buti atskiriama nuo aplinkiniy audiniy Zadinant audiniy fluorescencija 260-295 nm
srityje, kurioje Sirdies laidZiosios sistemos sugertis yra daug intensyvesn¢ negu miokardo.

Sirdies audiniy fluorescencijos spektrai. Baltymy fluorescencija i§ kity
biocheminiy junginiu fluorescencijos iSsiskiria unikaliomis savybémis ir dél to yra labai
placiai taikoma biologiniams objektams tirti. Lipidinés membranos ir polisacharidai
nefluorescuoja, o DNR fluorescencija yra per silpna, kad ja buty galima naudoti.
Baltymuose fluorescuoja trys aminorigsStys: Trp, Tyr ir Phe. Jos ¢ia santykinai retos:
vyraujantis fluoroforas Trp sudaro ne daugiau kaip 1% aminorugsciy kiekio. Daugumos
baltymuy fluorescencija priklauso nuo Trp liekany, i kuriy sudéti ijeinantis indolas yra
labai jautrus artimos aplinkos pokyciams. Baltymy fluorescencijos spektrus taip pat
veikia asociacijos, denatiiracijos ir kitokios reakcijos. Todél galima tikétis, kad ne tik
skirtingas aromatiniy aminoriigS§¢iy kiekis miokardo ir laidZiosios sistemos audiniuose,
bet ir ju aplinka bei iSsidéstymas baltyminéje globuléje gali lemti skirtingg audiniy
fluorescencija, o kartu ir galimybg atskirti Sirdies laidZiosios sistemos fluorescencija
miokardo fluorescencijos fone.

Detalia baltymy fluorescencijos analiz¢ sunkina tai, kad ja veika daugybé
aplinkos veuksniy ir kad daugelyje baltymuy yra ne viena, o kelios Trp liekanos. Jei
kiekviena ju yra skirtingoje aplinkoje, ju spektrinés savybés gali skirtis. Kai Trp liekany
spektrai vienas kita dengia, sunku iSskirti kiekvienos i§ juy indéli i baltymo spektra.
Sudétinga indolo heterociklo fotofizika reikalauja iSsamiy baltymy fluorescencijos tyrimy
ir sunkina rezultaty interpretacija. Taciau, nepaisant tokio baltymy fluorescencijos
sudétingumo, pastaraisiais metais gauta daug idomiy spektroskopiniy rezultaty. Tik viena
Trp liekana turinCiy baltymy iStyrimas leidzia sukurti jo spektriniy savybiy bazg,
naudinga interpretuojant sudétingus fluorescencijos atvejus. Baltymuy fluorescencija vis
placiau taikoma tiriant baltymy funkcijas, ju struktira, dinamikg ir juose vykstancius

procesus (Chen ir Barkley, 1998; Gutierrez ir kt., 2001).
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Intensyviausiai i§ visy aminoriig8¢iy fluorescuoja Trp (Lakowicz, 1986). Jis
sugeria didZiausio bangos ilgio spinduliuotg. Tyr ir Phe sugeria trumpesniy bangy Sviesa
ir sugertg energija dazniausiai perduoda to paties baltymo Trp liekanoms. Phe sugeria ir
fluorescuoja trumpiausiy bangy ilgiy Sviesa. Jo fluorescencijos juostos smailé yra ties
282 nm. Tyr vandeninio tirpalo fluorescencijos juosta yra ties 303 nm, ir jos padétis
mazai priklauso nuo tirpiklio poliSkumo. Trp vandeniniy tirpaly fluorescencijos juostos
smailé yra ties 350 nm, o jos padétis labai priklauso nuo tirpiklio poliSkumo ir aplinkos.
Baltymy fluorescencija paprastai Zadinama ties 280 nm (sugerties juostos smailé¢) arba
didesniy bangy ilgiy spindulivote. Taigi Phe daZniausiai yra nesuzadinamas. Trp
fluorescencija gali buti selektyviai Zadinama 295 nm—305 nm bangos ilgio spinduliuote.

Trp fluorescencija sékmingai taikoma tiriant struktiirinius biomolekuliy pokycius
tirpaluose, iSskirtose biologinése membranose ir lastelése (Kronman ir Holmer, 1971;
Vekshin, 1999; Strambini ir Connell, 1990). Tyr fluorescencijos paprastai nepaisoma,
taiau tam tikromis salygomis Tyr pasizymi sudétingomis spektrinémis savybémis.
Suzadintosios biisenos Tyr liekana gali netekti aromatinio Ziedo hidroksilo grupés
protono. Sio hidroksilo pagrindinés biisenos pK yra apie 10; suZadintosios biisenos —
sumazéja iki 4. Neutraliame tirpale per suzadintosios busenos gyvavimo trukme
hidroksilo grupé gali disocijuoti. Tai sukelia Tyr fluorescencijos juostos ties 303 nm
gesinima, bet atsiranda silpna tirozinato fluorescencija ties 345 nm, ir ji klaidingai gali
bti priskirta Trp fluorescencijai.

Sirdies laidZiosios sistemos bandiniai buvo imami i§ Hiso pluo$to. Jame yra
didziausias bioimpulso sklidimo greitis, todél tikétasi, kad jo spektrai labiausiai skirsis
nuo miokardo bandiniy spektry. Miokardo bandiniai buvo imami i§ Sirdies skilveliy
audiniy. Kadangi operuojantis chirurgas turi Zinoti Hiso pluosto kairiosios ir deSiniosios
Sakuy lokalizacija Sirdies pavirSiuje, buvo tiriami ir bandiniai, paimti i§ Sirdies skilvelio
pavirSiaus. Hiso pluosto Sakos yra gana plonos. Ju matmenys siekia vos 1-2 mm, todél
jos nebuvo atskiriamos nuo miokardo. Tyrimams buvo naudojami 2-3 cm dydZzio
miokardo gabaliukai su Hiso pluosto Sakomis, kuriy padétis nustatyta mikroskopu.

Gauti spektrai buvo lyginami su kasos bandiniy ir Tyr bei Trp 10°M
koncentracijos vandeniniy tirpaly spektrais. Fluorescencijos ir jos Zadinimo spektrai buvo

registruojami  liuminescenciniu  spektrofotometru ~ “Perkin ~ Elmer  LS-50B”.
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Monochromatoriy plySiu spektriniai plo¢iai matavimo metu buvo pastovis: Zadinimo
monochromatoriaus — 5 nm, fluorescencijos monochromatoriaus — 7 nm. Bandiniai buvo
metu jy spektrinés savybés nekisdavo.

Audiniy fluorescencijos spektrai pateikiami 6.23 paveiksle. Ties 255 nm
suzadinamos visos baltymus sudarancios aminortgStys ir fluorescencijos spektruose
turéty i8rysketi skirtingos audiniy histologijos nulemti skirtumai. Visy audiniy spektruose
matoma plati ir intensyvi fluorescencijos juosta 300-400 nm srityje. Palyginus su Trp
vandeninio tirpalo fluorescencijos juosta (smail¢ ties 353 nm) galima teigti, kad visy
tirtyju audiniy spektruose Sios juostos priklauso Trp, nors juy padétys ir nevisiSkai
sutampa — kasos audinio spektre juostos smailé 10 nm pasislinkusi { ilgesniyju bangy
pusg, o miokardo — 15 nm i trumpesniujy bangy puse. Sirdies laidZiosios sistemos

fluorescencijos juosta platesné ir jos smailé beveik sutampa su Trp tirpalo smaile.

1-Trp 10°M
2-K i
3-SLS
4 -MK

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

300 400 500 600 700 800
Bangos ilgis (nm)

6.23 pav. Trp vandeninio tirpalo (c=10" M), §irdies laidZiosios sistemos (SLS), miokardo
(MK) ir kasos (K) audiniy fluorescencijos spektrai, normuoti i didZiausia smailés vertg
(kiad.=255 nm)
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Yra Zinoma, kad Zmogaus kraujo serumo albumino fluorescencijos spektras yra
trumpesnéje bangy ilgiy srityje negu Trp vandeninio tirpalo spektras (Vekshin ir kt.,
1992). Poslinkis i trumpyjy bangy pusg atsiranda dél to, kad baltyminé matrica ekranuoja
Trp liekanas nuo hidratinio vandens ir tirpiklio. Baltymy fluorescencijos juosty padétis
kinta dél skirtingos Trp liekany lokalizacijos natyviniuose baltymuose. Ilgabangis spektro
poslinkis pasireiSkia Trp liekanoms kontaktuojant su hidratiniu vandeniu. Fluorescencijos
juosty poslinkio mechanizmas aiSkinamas Trp saveika su vandens molekulés hidroksilo
grupés virpesiais (Vekshin ir kt., 1992). Manoma, kad batochrominis poslinkis priklauso
nuo Trp liekanos solvatacinio apvalkalo tarpmolekuliniy virpesiy, perimanciy suZadinty
Trp molekuliy energija. Si energijos perdavima lemia stipri saveika tarp Trp
suZadintosios buisenos ir aplinkiniy vandens molekuliy.

Miokardo fluorescencijos juostos poslinkis | trumpyju bangy pus¢ Trp vandeninio
tirpalo spektro atzvilgiu (6.23 pav.) rodo, kad Trp liekanos miokarde yra izoliuotos nuo
vandens molekuliy. Kadangi Trp vandeninio tirpalo ir Trp liekany Sirdies laidZiosios
sistemos fluorescencijos juosty padétys sutampa, galima daryti iSvada, kad Trp liekanos
joje yra hidratuotos. Juosta iSplinta d¢l skirtingose aplinkose esanc¢iy Trp liekany vienas
kita dengianciy spektry.

Ilgesniy bangy srityje (A>410 nm) tirty audiniy spektruose matomos kelios daug
siauresnés juostos (6.23 pav.). Jy intensyvumas didZiausias kasos audiniy spektre,
maziausias — miokardo. Smailiy padétys kasos ir Sirdies laidZiosios sistemos spektruose
sutampa ir yra ties 423 nm, 445 nm, 458 nm ir 481 nm. Miokardo fluorescencija Sioje
stityje yra daug silpnesné ir atskiros juostos neiSsiskiria. Si mélynosios spektro srities
fluorescencija nepriklauso Trp. Cia fluorescuoja ivairiis Trp apykaitos produktai, kurie
gali buti gaunami Svitinant UV ir net regimosios Sviesos spinduliuote Trp vandeninius
tirpalus esant CaCl, ir kity drusky priemaiSy (Creed, 1984; Vorobei ir kt., 1992; Truong,
1980; Borkman ir kt., 1977).

Trp fotodestrukcijos produktai néra vieninteliai meélynojoje spektro srityje
fluorescuojantys fluoroforai. Biologiniuose audiniuose ties 440 nm fluorescuoja
kolagenas, elastinas ir NADH. Zadinant 337 nm lazerio spinduliuote spektro srityje nuo
370 iki 510 nm fluorescuoja sveiki ir aterosklerozés pazeisti Zmogaus aortos bandiniai

(Baumgartner ir kt.,1996). Autoriu nuomone, kraujagysliy sieneliy fluorescencijos
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spektruose labiausiai pasireiSkia elastino juosta (jos smailé yra ties 410 nm), kuri beveik
sutampa su kolageno, tarplastelinés medZziagos baltymy ir pirminiy glikozaminoglikany

fluorescencijos juostomis.

1 1 T 1 T T 1 T 1 T 1

- 1-255 nm
> 8007 ] 2 -330 nm 1
< 3-340 nm
é 4 - 350 nm

600- 5-366 nm i
s 6 - 385 nm
2 7 - 430 nm
~°C~’ 8 - 450 nm
o 4007 9 - 460 nm .
= 10 - 480 nm
(&}
C
8
@ 2004 i
o
o
3
E -

01+ i

300 350 400 450 500 550 600
Bangos ilgis (nm)

6.24 pav. Hiso pluosto fluorescencijos spektrai esant skirtingiems Az,q. (fluorescencijos
intensyvumai, kai Azq= 460 nm ir 480 nm, pateikti 10 karty didesniu masteliu)

Bandant rasti optimaly vaizdinimui Zadinanc€ios $viesos bangos ilgi ir identifikuoti
fluoroforus, mazais intervalais buvo keiiamas ZadinanCios spinduliuotés bangos ilgis.
Apibendrinti Hiso pluosto fluorescencijos spektrai pateikiami 6.24 pav. Keiciant Az, kinta
ir fluorescencijos spektras, taigi bandinyje yra ne viena fluorescuojanti medziaga. Didinant
Asag Muo 255 nm iki 480 nm iSskiriamos vis naujos viena kita dengiancios mazesnio
intensyvumo fluorescencijos juostos. Zadinant 255 nm yra isskiriama intensyvi 100 nm
plocio juosta su smaile ties 340 nm (I juosta) (6.3 lentel¢), priskiriama Trp (Wagnieres ir
Star, 1998). Taip pat suZadinama ir palyginti mazo intensyvumo fluorescencija mélynojoje
spektro srityje. Pakeitus Zadinanc¢ios spinduliuvotés ilgi 1 330 nm, Trp fluorescencija
nebesuzadinama, o juosty, kuriy smailés yra ties 390 nm (I juosta) ir 425 nm (III juosta)
(6.3 lentele), intensyvumai padidéja. Idubos tarp juosty padétis — 410 nm. Juosta ties 390
nm buty galima priskirti baltymams — piridoksinui, kolagenui (Menter ir kt., 1995),

argpirimidinui ir pentozidinui (Kessel ir kt., 2002), o ties 425 nm — elastinui (Maarek ir
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kt., 2000). Trp fluorescencijos juostos petys ilgesniyju bangu puséje gali atsirasti dél
piridoksino fluorescencijos. Juosta ties 390 nm yra intensyvesné uZz juosta ties 425 nm.
Taciau kai Azg = 350 nm, $iy juosty intensyvumai persiskirsto, ir juostos ties 390 nm
intensyvumas sumazéja, o ties 425 nm — iSauga. Be to, iSrySkéja petys ilgesniyju bangy
puséje. Kai Azg = 366 nm, atsiranda nauja juosta su smaile ties 445 nm (IV juosta) (6.3
lentel¢). Toliau didinant Zadinancios spinduliuotés ilgi iki 385 nm, S$ios juostos
intensyvumas dar labiau sumaZz¢ja, o smailés padétis pasislenka iki 465 nm. III ir IV
juostos gali buti suma dvieju fluorofory fluorescencijos juosty, prie kuriy prisideda
elastino ir lipopigmenty fluorescencija. Sioje spektro srityje fluorescuoja ir
nikotinamidadenindinukleotido redukuota forma (NADH). Esant dar didesniam
Zadinancios spinduliuotés bangos ilgiui atskiros fluorescencijos juostos nebeiSskiriamos
(V fluorescencijos sritis) (6.3 lentelé), nors fluorescencija dar suzadinama ir 480 nm
bangos ilgio §viesa. Sioje srityje fluorescuoja lipopigmentai (nuo 450 nm iki 650 nm) ir
flavinai (nuo 500 nm iki 600 nm); flavinadenindinukleotido (FAD) fluorescencijos smailé
yra ties 520 nm (Croce ir kt., 2003).

Sirdies audiniuose esanéiy endogeniniy fluorofory sugerties spektrams i$skirti ir ju
prigimciai tiksliau i8aiSkinti buvo matuojami Siy audiniy fluorescencijos Zadinimo spektrai
registruojant fluorescencijq ties skirtingais bangy ilgiais (6.25 pav.). Gauti rezultatai
patvirtina, kad fluorescuoja keli skirtingi fluoroforai. Kaip ir matuojant fluorescencija,
spektrai susideda i§ keliy viena kita dengianciuy juosty, kuriy intensyvumas maZzéja
registruojant fluorescencija ties ilgesnémis bangomis. Registruojant fluorescencijg ties 340
nm (I fluorescencijos juostoje) fluorescencijos Zadinimo spektre matoma tik viena juosta,
kurios smail¢ yra ties 285 nm. Smailés padétis sutampa su Trp sugerties juostos smaile,
taciau spektry forma skirtinga. Registruojant spektra ties 390 nm (II juosta) iSrySkéja
juostos ties 285 nm ir 330 nm. Si sritis gali biiti priskiriama piridoksinui, kurio
fluorescencijos Zadinimo juosta yra nuo 280 nm iki 350 nm, o smailé — ties 300 nm ir
kolagenui, kurio sugerties smailé yra ties 330 nm. Registruojant fluorescencijq ties 422 nm
(IIT' juosta), juostos ties 285 nm nebeimanoma iSskirti, o juosta ties 330 nm beveik
sutampa su juosta, matoma registruojant fluorescencija ties 390 nm, tik ilgesniyjuy banguy
pus¢je iSrySkéja petys. Registruojant fluorescencija ties 445 nm S$is petys dar labiau

matomas — galima identifikuoti nauja fluorescencijos Zadinimo juosta ties 383 nm. Taip
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pat ties Siuo bangos ilgiu rySkéja ir petys trumpesniy bangy puseje. Fluorescencijos
Zadinimo spektro juostin¢ struktira matoma registruojant fluorescencija ties 485 nm.
ISskirty juosty padétys tokios: 312 nm, 334 nm, 383 nm ir 430 nm. Registruojant spektrus
ties didesniais bangy ilgiais — 510 nm, 537 nm — spektry forma nebekinta, tik mazéja
fluorescencijos Zadinimo intensyvumas ir juosty struktiira tampa nebeiSskiriama. Lyginant
fluorescencijos ir fluorescencijos Zadinimo spektrus, buvo nustatyti galimi Hiso pluoSto
fluoroforai (6.3 lentelé).

6.3. lentelé. Hiso pluoSto endogeniniy fluorofory fluorescencijos ir jos Zadinimo spektry
juosty bangy ilgiai

Fluorescencijos | Fluorescencijos Fluorescencijos | Galimas fluoroforas
Jjuosta Zadinimo spektro | spektro smailés,
smailés, nm nm
1 285 340 Triptofanas
1T 285, 330 390 Kolagenas, piridoksinas
I 330 425 Piridoksinas, elastinas,
N-formilkinureninas
v 330, 383 445 Ceroidai, kinureninas
\% 312,334, 383, 430 nuo 450 Lipopigmentai, flavinai
250 ' ' - -
' 1 1-340 nm
2-390 nm
200+ 3-422 nm .
4 - 445 nm
5-485nm
150+ 6-510 nm 7

7 -537 nm
100+

o
@

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

T 7 T T T T T T T —
250 300 350 400 450 500
Bangos ilgis (nm)
6.25 pav. Hiso pluosto fluorescencijos Zadinimo spektrai registruojant fluorescencija ties
skirtingais bangu 1ilgiais (registruojant ties 340 nm fluorescencijos intensyvumas

sumazintas 4 kartus)
Tokiu pat biidu buvo iSmatuoti ir miokardo audinio fluorescencijos (6.26 pav.) bei

fluorescencijos Zadinimo spektrai (6.27 pav.). Miokardo audiniy fluorescencijos
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intensyvumas melynojoje spektro srityje yra daug mazesnis negu Hiso pluosto. IS to galima
daryti iSvada, kad ir fluorofory koncentracija miokarde yra maZesné. Buvo pabandyta
identifikuoti miokardo audinio endogeninius fluoroforus. Miokardo meélynosios srities
fluorescencijos spektrai padidinus mastelj pateikiami 6.26 pav., B. Zadinant 320 nm ir 330
nm bangos ilgio Sviesa yra suzadinamos trys juostos ties 380 nm (II), 445 nm (III) ir 530 nm
(IV) (6.4 lentelé). Zadinant didesniy bangy ilgiy spinduliuote spektry forma ir iSskirty juosty
padétys iSlieka tos pacios, tik iSnyksta juosta ties 380 nm. Fluorescencijos Zadinimo spektrai
(6.27 pav.) patvirtina, kad ir miokardo audiniuose fluorescuoja keletas endogeniniy
fluorofory, tik juy fluorescencija yra gerokai silpnesné. Registruojant fluorescencija ties 330
nm matoma juosta 280 nm srityje. Registruojant fluorescencija ties 390 nm Zadinimo
spektre iSsiskiria nauja juosta ties 330 nm. Registruojant ties didesniais bangy ilgiais (450
nm ir 482 nm) pasikeiCia juostos smailés padétis, ji pasislenka iki 312 nm, be to, iSrySk¢ja

mazo intensyvumo juosta ties 380 nm. Gauti rezultatai apibendrinti 6.4 lenteléje.
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6.26 pav. Miokardo audiniy fluorescencijos spektrai esant skirtingiems Azaq

121



100 T T T T T

1-330nm
2 -390 nm
3-450 nm 7
4 -482 nm

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

T T T T T T T T .
250 300 350 400 450 500
Bangos ilgis (nm)

6.27 pav. Miokardo audiniy fluorescencijos Zadinimo spektrai registruojant fluorescencija

ties skirtingais bangy ilgiais (registruojant ties 330 nm fluorescencijos intensyvumas
sumazintas 4 kartus)

6.4 lentelé. Miokardo endogeniniy fluorofory fluorescencijos ir jos Zadinimo spektry
juosty bangy ilgiai

Fluorescencijos | Fluorescencijos Fluorescencijos | Galimas fluoroforas
juosta Zadinimo spektro | spektro smailés,

smailés, nm nm
I 285 330 Triptofanas
1T 285, 330 380 Kolagenas, piridoksinas
I 312, 380 445 Kinureninas
v - 530 Lipopigmentai, flavinai

ISmatavus Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo fiksuoty audiniy fluorescencijos
spektrus matyti, kad fluorescencijos juosty padétys nuo Zadinancios Sviesos bangos ilgio
nepriklauso, taCiau jai kintant keiciasi fluorescencijos juosty intensyvumy santykiai.
Apibendrinant galima pasakyti, kad Zadinant fluorescencija Trp ir Tyr sugerties juosty
ruozo Sviesa (255 nm ir 280 nm), tiek Sirdies laidZiosios sistemos, tiek miokardo audiniy
fluorescencijos spektruose matoma intensyvi Trp fluorescencijos juosta su smaile ties 340
nm. Nors Trp fluorescencijos juosty padétis ir plotis Siek tiek skiriasi, ji buidinga abiems

audiniams ir negali padéti ju atskirti. Daug didesni spektriniai Sirdies audiniy skirtumai
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matomi 400-500 nm ruoze. Cia laidZiosios sistemos fluorescencija yra akivaizdZziai

intensyvesné negu miokardo (6.28 pav.).

1,0

0,5

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

0,0 : _
300 400 500

Bangos ilgis (nm)

6.28 pav. Suvidurkinti (SeSiy méginiy) ir i smailiy maksimumus sunormuoti Hiso pluosto
ir miokardo fluorescencijos spektrai (Zadinimo bangos ilgis 255 nm). Trikios linijos
nurodo paklaidas

Ieskant budy, kaip pagal spektrinius duomenis atskirti Sirdies laidZiaja sistema nuo
miokardo, iSmatavus i§ trijy skirtingy donory organy paimty meéginiy fluorescencijos
spektrus, buvo apskaiciuoti abiejy audiniy fluorescencijos intensyvumy ties 340 nm ir 450
nm santykiai, Zadinant skirtingy bangy ilgiy Sviesa (6.5 lentel¢). Skirtingy audiniy
fluorescencijos juosty intensyvumy santykiai nevienodi ir priklauso nuo Azg. Sirdies
laidZiosios sistemos $is santykis kinta nuo 1,8 iki 2,8, o miokardo — nuo 3,3 iki 8,6.
Zadinant fluorescencija 280 nm ir 295 nm bangy ilgiy $viesa, irdies laidZiosios sistemos
ir miokardo audiniy fluorescencijos intensyvumy santykiai skiriasi daugiau nei du kartus.
Taigi pagal Siuos santykius galima gana patikimai atskirti Sirdies laidZiosios sistemos
audini nuo miokardo. Deja, d¢l Zalingo Zadinancios UV S§viesos poveikio toks metodas

néra tinkamas taikyti in vivo.
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6.5 lentelé. Skirtingy audiniy Trp fluorescencijos juostos ir fluorescencijos juostos ties

450 nm intensyvumy santykiai

Zadinimo bangos | Kasos audinys| Sirdies laidZioji Miokardas
ilgis, nm sistema
1,37 1,82 4,55
255 2,23 1,85 3,27
3,11 1,79 4,81
1,89 2,86 7,69
280 2,45 2,78 7,55
3,53 2,72 8,58
2,03 2,73 8,33
295 5,19 2,68 8,31
2,36 2,81 7,14

Kadangi Sirdies audiniy savitosios fluorescencijos spektry juostos yra placios ir
siekia 500 nm ir ilgesnes bangas (6.28 pav.), audiniy meéginiy fluorescencija buvo
Zadinama ilgesniy bangu spinduliuote, kurios nesugeria aromatinés aminoriigstys, ieSkant
tokiy Zadinimo bangos ilgiy, kurie buty tinkami selektyviam audiniy fluorescencijos
Zadinimui.

Lyginant suvidurkintus SeSiy méginiy laidZiosios sistemos ir miokardo audiniy
fluorescencijos Zadinimo spektrus matyti, kad didZiausias laidZiosios sistemos ir miokardo
audiniy fluorescencijos intensyvumy skirtumas yra spektro ruoze nuo 320 nm iki 370 nm,
kai spektrai matuojami ties 450 nm (6.29 pav., A). Zadinant fluorescencija ties 360 nm,
didZiausias Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo savitosios fluorescencijos intensyvumuy

skirtumas matomas nuo 420 nm iki 465 nm (6.29 pav., B).
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6.29 pav. Suvidurkinti (SeSiy meéginiy) Hiso pluoSto ir miokardo fluorescencijos

Zadinimo (Aep= 450 nm) (A) spektrai, sunormuoti i 282 nm, ir fluorescencijos spektrai

(Msag= 360 nm) (B), sunormuoti { 406 nm. Triikios linijos nurodo paklaidas

Sirdies  audiniy  fluorescencinis  vaizdinimas. Kadangi  fluorescencinés
spektroskopijos matavimai buvo gana vaisingi, tolesni Sirdies audiniy tyrimai buvo
atliekami naudojant fluorescencing mikrodiagnostikos sistema. Ji padéjo vaizdinti Sirdies
laidZiaja sistema miokardo audinio fone. Si sistema galéty buti fluorescencings
diagnostinés sistemos, kuria kardiochirurgas galéty Sirdies pavirSiuje arba pjivyje

nustatyti Sirdies laidZiosios sistemos padéti, prototipu.
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Audiniy mikrofluorescenciniai tyrimai ex vivo buvo atlikti 6.30 paveiksle
pavaizduotu matavimo stendu. Bandiniai buvo 2-3 cm dydZio i§ Sirdies skilvelio
pavirSiaus paimti miokardo audinio gabaliukai su Hiso pluoSto Sakomis. Bandinys buvo
tvirtinamas ant mikroskopo mikromanipuliatoriaus, kuriuo x ir y plokStumoje galima
keisti jo padéti bifurkacinio SviesolaidZio, per kuri ateina bandini Zadinanti Sviesa ir
surenkama fluorescencija nuo riboto bandinio pavirSiaus, atZvilgiu. Bandinys
skenuojamas ir kiekviename skenavimo taske iSmatuojamas bandinio fluorescencijos
spektras, kurij iSanalizavus galima nustatyti, ar Siame taske yra Sirdies laidZioji sistema ar
miokardas. Gauti fluorescencijos rezultatai tapatinami su mikroskopu matomu (2)
bandinio vaizdu. Hiso pluosto $aky padétis nustatoma mikroskopu. Zadinimo $altinio (5)
spinduliuoté viena bifurkacinio Sviesolaidzio (3) Saka nukreipiama i bandini (1). Antraja
SviesolaidZio Saka surinkta bandinio savitosios fluorescencijos spinduliuoté perduodama
spektrometra (4). Keiciant mikroskopo stalelio su bandiniu padéti Zadinamos ivairios to

bandinio pavirSiaus vietos ir registruojama jy fluorescencija. Bifurkaciniu §viesolaidZiu

I

6.30 pav. Mikrofluorescenciniy tyrimy stendo schema

galima lokaliai Zadinti ir surinkti fluorescencijos spinduliuotg. Kai SviesolaidZio
skersmuo 100 pm, gali buti identifikuojami maZi bandinio pavirSiaus ploteliai ir tai
leidZia iSskirti Hiso pluosto Sakas, kuriy matmenys 1-2 mm. I§sklaidyta Zadinanti Sviesa
atskiriama filtru. Matavimo rezultatai apdorojami personaliniu kompiuteriu (6), naudojant

“Ocean Optics” programa OOIBase32™.
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Spektrai, matuoti pastumiant mikroskopo staleli 100 pum intervalais statmena Hiso
pluosto Sakai kryptimi, pateikiami 6.31 B paveiksle. Matyti, kad Hiso pluoSto Sakos
fluorescencijos intensyvumas yra daugiau kaip du kartus didesnis negu miokardo (6.31
pav., C). Sie rezultatai rodo, kad tokio eksperimento salygomis galima gana kontrastingai
vaizdinti Sirdies laidZiaja sistema naudojantis tik audiniy savitaja fluorescencija (6.31

pav., A).

Apibendrinus anks¢iau gautus Sirdies laidZiosios sistemos ir miokardo
fluorescencijos ir fluorescencijos Zadinimo spektry matavimo rezultatus, buvo atlikti
pirmieji laidZiosios sistemos vaizdinimo mikroskopiniuose bandiniuose eksperimentai.
Tyrimams buvo paruos$ti bandiniai, kuriuose morfologiSkai nustatyta tiksli Hiso pluosto
Saky padétis (6.31 pav.). Su fluorescenciniu mikroskopu sujungta CCD kamera buvo
fiksuojami vaizdai regimosios Sviesos ruoze, apSviecCiant bandini UV spinduliuote. IS
spektriniy fluorescencijos matavimy matyti, kad Sirdies skilvelio pavirSiuje esanc¢iy Hiso
pluosto Saky ir miokardo fluorescencijos spektrai yra skirtingi ir regimosios $viesos ruoze,
tad buvo galima méginti vaizdinti Hiso pluoSto Sakas bandiniuose.

Ultravioletiné spinduliuoté (360 nm) suZadina Sirdies raumens fibrozés (kolageno
sankaupy) ir koaguliacinés nekrozés (dél deguonies stokos suirusio raumens) Zidiniy
savitaja fluorescencija (6.32 A ir B pav.). Paveiksle (6.32 A) matomas jungiamojo audinio
(kolageno) pluoStas miokarde. Kolagenas yra siiilinis baltymas, svarbiausias jungiamojo
audinio komponentas, sudarantis kolageno skaidulas. Paveiksle (6.32 B) isryskéja
miokardo infarktas (raumens nekrozé). Sirdies raumens infarkto zidiniy savitosios
fluorescencijos savybés naudojamos ankstyvo miokardo infarkto diagnostikai, nes tai
vienas 1§ jautriausiy metody, padedantis aptikti Sirdies raumens tUminés koaguliacinés
nekrozés Zidinius ankscCiau, nei i$sivysto histologiniai poky¢iai.

Skirtinga savitaja fluorescencija pasiZymi ir Sirdies struktiiros, kuriose gausu
kolageno ir elastino skaiduly, pavyzdZziui, endokardas, iSklojantis Sirdies ertmiy vidinius
pavirsius (6.32 pav., C). Sirdies raumenyje matomos glikogeno sankaupos parodytos 6.32

D paveiksle. Glikogenas yra svarbiausias atsarginis polisacharidas, sudarytas i§ gliukozés
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molekuliy, susijungusiy i Sakotas grandines. Skylant glikogenui atsipalaiduoja energija ir

ji naudojama Sirdies raumens darbui.

IS kairiojo Sirdies skilvelio pavirSiaus paimtuose bandiniuose po endokardu
18rySkeéja Sirdies laidZiosios sistemos Hiso pluosto kairé Saka (6.32 pav., E ir F). Pirmieji
vaizdinimo rezultatai parodé, kad fluorescenciniy spektry skirtumai gali buti naudojami
Sirdies laidZiajai sistemai vaizdinti. Bendrame miokardo audinio Svytéjime matoma
skirtinga Sirdies laidZiosios sistemos Hiso pluosto Sakuy fluorescencija, lemianti kita
vaizdo atspalvi.

Buvo méginama atskirti Hiso pluoSto Sakuy ir aplinkinio endokardo audinius.
Pirmiausia nufotografuoti i§ tarpskilvelinés pertvaros paimti meéginiai, apSviesti 366 nm
bangos ilgio Sviesa. Spektroskopiniams tyrimams buvo parinkti tie méginiai, kuriy
fluorescencinése nuotraukose Hiso pluosto Sakos iSrySkéjo geriausiai.

ISmatavus Hiso pluosto Saky ir endokardo audinio spektrus matyti, kad, Zadinant
366 nm Sviesa, Hiso pluosto Sakos Svyti gerokai intensyviau. Atliekant tolesnius tyrimus
buvo matuojamas jvairiy méginio pavirSiaus tasSky fluorescencijos intensyvumas.
Paveiksle (6.33) pateikta bandinio, kuriame gana aiSkiai matoma Hiso pluosto Sakos gija,
nuotrauka ir jo fluorescencijos spektrai. Kadangi Hiso pluoStas néra vienalytis, buvo
tirtos iSsiSakojusios pluosty dalys. Paveiksle (6.34) pateikta kity Hiso pluosto Saky
fragmenty nuotrauka. Joje nematyti tokios aiSkios ribos tarp Hiso pluoSto ir aplinkinio
endokardo, taCiau intensyviau Svytincios Sakos vis dé¢lto iSsiskiria.

Naudojantis gauty spektriniy matavimy rezultatais, buvo padarytos Sirdies
preparaty nuotraukos dienos Sviesoje ir apSvietus 365 nm bangos ilgio Sviesa (6.35 pav.).
Jose matyti, kad naudojant tinkamo bangos ilgio apSvietima, galima iSrySkinti Sirdies
laidziosios sistemos atskiry Saky padéti Sirdies audinyje. Tai galéty padéti chirurgams

operuojant apsaugoti Sirdies laidZiaja sistema nuo pazZeidimy.
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6.31 pav. Sirdies laidZiosios sistemos fluorescenciniy tyrimy rezultatai: A. Hiso pluogto
Saky fragmentai; B. Hiso pluosto Saky fluorescencijos spektrai; C.Fluorescencijos
intensyvumy pasiskirstymas audinio apvirSiuje
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E
6.32 pav. Sirdies audiniy vaizdinimas: A. Fibrozés Zidinys Sirdies raumenyije; B. Sirdies
raumens nekrozés plotas (infarktas); C. Endokarde Svytincios kolageno skaidulos; D.
Miokarde fluorescuojancios glikogeno sankaupos; E. Fluorescuojantis Sirdies laidZiosios
sistemos pluostas; F. Fluorescuojantis Hiso pluosto kairés Sakos fragmentas
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Atstumas, mm

6.33 pav. Kairiosios Hiso pluoSto Sakos fragmentas, apSvietus 366 nm bangos ilgio

spinduliuote, ir jo fluorescencijos spektrai

2 4 6 8
Atstumas, mm

6.34 pav. Hiso pluosto Sakos fragmentas ir jo fluorescencijos spektrai
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6.35 pav. Sirdies skilveliné pertvara ir joje matoma kairé laidZiosios sistemos pluosto
kojyté. Vaizdas dienos Sviesoje (A) ir apSvietus 365 nm bangos ilgio Sviesa (B)
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