1. SVIESA IR BIOLOGINIS OBJEKTAS

1.1. Biomedicininé fotonika

Sviesos vaidmuo medicinoje buvo labai svarbus per visa zmonijos istorija. Dar tais laikais,
kai Zmonés mazai Zinojo apie Sviesos prigimtj ir garbino ja kaip mitologing esybg ar laiké
antgamtiniu reiSkiniu, Sviesai biidavo priskiriamos ir gydomosios savybés. Herodotas kalbé&jo apie
stiprinant] saulés spinduliy poveiki kaulams. Jis laikomas helioterapijos tévu. Teigiama saulés
spinduliuotés jtaka gydant jvairias ligas skelbé ir Hipokratas.

Sviesos indélis | medicina neatsiejamas nuo mokslo ir technologiju vystymosi. XVII a. dany
mokslininky sukurtas mikroskopas du Simtus mety buvo vienas i§ svarbiausiy biologijos ir
biomedicinos tyrimy vystymo prietaisy. Lasteliy teorija sukurta 1830 m., kai vokie¢iy mokslininkai
M. J. Schleidenas ir T. Schwannas per mikroskopa pasteb¢jo lasteliu egzistavima, identifikavo jas ir
padaré¢ iSvada, kad jos yra esminis augaly ir gyviiny struktiiros vienetas ir jose vyksta organizmy
metabolizmo procesai. Mikroskopas tapo pagrindiniu stebéjimo prietaisu, tad jo atradimas pradéjo
nauja moksliniy tyrimuy era. Pasinaudodami mikroskopu, R. Kochas ir L. Pasteuras XIX a.
aStuntajame deSimtmetyje sukiiré naujas liguy atsiradimo teorijas ir padéjo pagrindus bakteriju
sukelty ligy gydymui. Baigiantis XIX a., vokie€iy fizikas W. Roentgenas atrado naujus uz Sviesa
trumpesnius elektromagnetinius spindulius, kurie véliau buvo pritaikyti medicinos diagnostikai ir
tapo vienu i§ paciy svarbiausiy zmogaus organizmo vidinés struktiiros pazaidy nustatymo ir ligy
stebéjimo priemoniy. Sie jvairiy mokslo sri¢iy tyrinéjimai ir atradimai sukiré neinvazinés
diagnostinés technologijos — optinés biopsijos iStakas. Jos atsiradimas atvéré naujus medicinos,
molekuliy tyrimy, audiniy analizés ir ligy diagnostikos horizontus taikant elektromagneting
spinduliuotg, kurios dalis yra ir Sviesa.

Sviesos prigimtis. Sviesos prigimties problemos zmonija domino labai seniai. Antikinés
Graikijos mastytojai Aristotelis, Platonas ir Euklidas pirmieji suformulavo pagrindinius Sviesos
sklidimo ir atspindzio désnius, taciau net iki XIX a. pradZios buvo manoma, kad Sviesa yra Sviesos
Saltinio skleidziamas daleliy srautas, kuris, patekgs i aki, stimuliuoja regéjima. Sia idéja ypac réme
I. Newtonas. Jis XVII a. antrojoje puséje iSplétojo korpuskulinés Sviesos prigimties teorijos
samprata ir ja remdamasis aiSkino Sviesos atspindzio ir liizio reiSkinius. Newtono amzininkas
olandy mokslininkas Ch. Huygensas man¢, kad Sviesa — tai bangos, plintan¢ios nuo Sviesos Saltinio

1 aplinka. Jis 1670 m. pad¢jo pagrindus banginés Sviesos prigimties sampratai, taciau nesukiiré



nuoseklios teorijos, kuri biity galéjusi konkuruoti su I. Newtono korpuskuline teorija. Mazdaug tuo
pac¢iu metu (1665 m.) F. Grimaldis eksperimentiSkai pagrind¢ difrakcijos ir interferencijos
reiSkinius, tac¢iau daugelis mokslininky, veikiami didziulio 1. Newtono autoriteto, dar mazdaug
Simtmet; laikeési korpuskulinés teorijos, nepripazindami bangines Sviesos prigimties.

Tik vélesni XIX a. pradzios T. Youngo ir A.J. Fresnelio darbai tiriant Sviesos interferencijos
reiSkin] argumentuotai pagrindé banging Sviesos prigimtj ir §i teorija tapo lygiaverté korpuskulinés
$viesos teorija. Sviesa buvo suprantama kaip skersiné banga, sklindanti skaidria aplinka — eteriu.
Eterio id¢ja padéjo paaiskinti daugeli zinomy optiniy reiskiniy, taciau sukélé ir naujy problemuy,
kurias i$sprendé J. C. Maxwello 1865 m. paskelbta elektromagnetinio lauko teorija.

Remdamasis M. Faradéjaus atradimais, J.C. Maxwellas padaré iSvada, kad Sviesa — tai ne
skaidria aplinka sklindancios skersinés bangos, o didelio daznio elektromagnetinés bangos. Jis
apskaiCiavo, kad ty bangy greitis turéty bati 3x10°® m/s. J. C. Maxwello teorija teigia, kad viesa gali
biiti apraSyta kaip skersinés elektromagnetinés bangos, iSreiSkiamos dviem tarpusavyje statmenais
vektoriais: osciliuojanciu elektrinio lauko stipriu ir osciliuojanciu magnetinio lauko stipriu. Abu jie
yra statmeni bangos vektoriui, kuris sutampa su bangos sklidimo kryptimi. Dazniausiai
elektromagnetinéms bangoms aprasyti vartojamas tik elektrinio lauko stiprio vektorius, mat Sviesos
saveika su medziaga, jos cheminis ir biologinis poveikis i§ esmés priklauso tik nuo
elektromagnetinés bangos elektrinio lauko démens.

Veélesni kity mokslininky tyrimai pademonstravo, kad elektromagnetinéms bangoms biidingi
atspindzio, ltizio ir kiti optiniai reiSkiniai. Taciau elektrodinaminé teorija, pagrindusi Sviesos kaip
elektromagnetinés bangos samprata, vis délto nesugebéjo paaiskinti Sviesos sugerties ir emisijos
désningumy. Tik XX a. pradzioje M. Planckas, nagrinédamas absoliu¢iai juodo kiino
spinduliavima, pri¢jo iSvada, kad Sviesa sugeriama ir iSspinduliuojama kvantais — tam tikromis
porcijomis, kurios proporcingos Sviesos dazniui. A. EinSteinas Sviesos kvantams suteiké impulsa ir
mase, $viesai grazindamas korpuskulinés prigimties jvaizdi. Sie atradimai padéjo suprasti ankséiau
nepaaiSkinamus Sviesos reiskinius, ir XX a. korpuskuliné ir banginé Sviesos prigimtis buvo sujungta
1 vientisa teorija, pagrista kvantine mechanika ir kvantine elektrodinamika. Tad Siandien Sviesa
aprasoma remiantis kvantinés dalelés — fotono, pasizymincio banginémis savybémis, samprata.

Fotono energijos israiska (1.1) sujungia abi sviesos prigimtis:

E=hv=hc/A. (1.1)



Kiekvieno fotono energija (E), iSreiksta dzauliais (J), yra tiesiog proporcinga spinduliuotés

dazniui (v) (t. y. atvirks¢iai proporcinga bangos ilgiui A). Proporcingumo konstantos: h — Plancko

konstanta (6,63 x 10 J s) ir ¢ — §viesos greitis vakuume (3 x 10° m/s).

Dvilypg Sviesos prigimti apibiidinantys parametrai pateikiami 1.1 paveiksle.

Sviesa

Elektromagnetiné
banga

Elektrinis laukas

Magnetinis laukas

m/s; A X v=c.

A — bangos ilgis — atstumas
tarp dvieju artimiausiy tos
pacios fazés bangos tasky;

v — daznis — elektrinio lauko
virpesiy skaicius per sekundg;
c — 3viesos greitis — 3 x 10°

1.1 pav. Dvejopa Sviesos prigimt] atspindintys parametrai

Fotonas

Vieno fotono energija E; = hv;
Fotony skai¢ius N = E/(hv);
Plancko konstanta
h=6,63x10%Js.

Optinés biopsijos, platesne prasme — biomedicininés fotonikos, ribos vis dar néra iki galo

apibréztos ne tik dél to, kad tai dar gana nauja mokslo ir medicinos sritis, bet ir todél, kad ji

susikiiré per moksly sandira. Jos formavimasi ir tobul¢jima nuolat stimuliuoja nauji fizikos,

molekulinés biologijos ir prietaisy inzinerijos iSradimai.




Biomedicininé fotonika apima ne tik ,,opting*, kitaip tariant, regimaja, elektromagnetinés
spinduliuotés dalj, kuriai jautri Zmogaus akis, bet ir Zzmogui neregimus elektromagnetiniy bangu
spektro sri¢iy spindulius.

Elektromagnetiniy bangy spektras. Elektromagnetinés spinduliuotés visy bangos ilgiy
visuma, apimanti sriti nuo radijo bangy iki y spinduliy, vadinama elektromagnetiniy bangy spektru
(1.2 pav.). Pagal bangy ilgius spektras skirstomas | ruozus. Ruozas nuo tolimosios infraraudonosios
(IR) srities iki tolimosios ultravioletinés (UV) srities vadinamas optiniy bangu diapazonu. Regimoji

Sviesa apima tik nedidelg elektromagnetiniy bangy spektro dalj — nuo 400 nm iki 700 nm.
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1.2 pav. Elektromagnetiniy bangy spektras



Artimojo UV ruozui priskiriama sritis nuo 300 nm iki 400 nm, o artimajam IR ruozui — nuo 760 nm
iki 1400 nm. Regimosios Sviesos spektras skirstomas i spalvas pagal bangy ilgius (1.2 pav.).

Optiné biopsija. Biomedicininé fotonika gali biiti apibrézta kaip mokslo ir technologijy
sritis, nagrinéjanti visa elektromagnetiniy bangy spektra ir ju saveika su biologiniu objektu. Si sritis
jungia mokslo kryptis, kurios tiria ne tik jvairius Sviesos fotony ir juy saveikos su biologiniu objektu
aspektus, bet taip pat apima optines ir ne tik optines technologijas, susijusias su elektromagnetiniy
bangy fotono savoka. Tai gali biiti didelés energijos kosminiai, gama ar rentgeno spinduliai ir
mazos energijos Siluminis arba mikrobangis spinduliavimas. Biomedicininés fotonikos savoka
apima fotony sugerti, emisija, medziagy pralaiduma fotonams, sklaida ir Sviesos stiprinima. Jai
priklauso medziagos ir fotono saveikos tyrimo metodai ir technologijos, tokios kaip lazeriai ir kiti
Sviesos Saltiniai, Sviesolaidziai, elektrooptiniai prietaisai, sudétingos mikromechaninés ir
mikroskopinés sistemos ir, zinoma, nanosistemos, kurios dar tik pradeda skintis kelig 1 jvairiausias
zmoniy veiklos sferas. Suprantama, kad Sios mokslo ir technologijy sritys yra labai placios ir
biomedicininé fotonika apima jose tik ta dali, kuri susijusi su ligy diagnozavimu, gydymu ir
profilaktika. Optin¢ biopsija yra dar siauresné sritis, susijusi su tiesioginiu S$viesos fotony
panaudojimu medicininei diagnostikai. Tiesa, reikéty pazyméti, kad néra grieztos ribos tarp atskiry
elektromagnetinés spinduliuotés spektriniy ruozy. Netgi zmoniy akys mato skirtingai. Regimosios
Sviesos srities skirtingy bangos ilgiy Sviesa zmogaus akis mato kaip skirtingy spalvy Sviesa labai
individualiai, intervalais nuo 20 nm iki 160 nm. Taigi spalvos yra ne Sviesos savybe¢, o subjektyvus
fiziologinis ir psichologinis individo atsakas i Sviesa. Vienu akys mato tolesnéje infraraudonoje
spektro srityje spinduliuojancius fotonus, kity zmoniy akies jautrumas Siai spektro sri¢iai yra
mazesnis. Optiné biopsija siejama ir su tomis elektromagnetinio spektro sritimis, kurios yra uz
regimosios Sviesos ruozo riby, t. y. jai priskiriama dalis ultravioletinés ir artimosios
infraraudonosios spektro srities.

Svarbiausias optinés biopsijos uzdavinys yra suteikti stebétojui informacija apie biologini
objekta, konkrec€iau kalbant, ligos ar kity pazaidy sukeltus Zzmogaus audiniy ir lasteliy pokycius.
Kita vertus, pati Sviesa neturi veikti audinio ir sukelti kokiy nors poky¢iy, galin¢iy modifikuoti
tiriamo biologinio objekto savybes. Didelés energijos Sviesos fotonai gali sukelti pokycius
organizme, tod¢l optinei biopsijai yra naudojami tik tokie fotonai, kuriy energija nesukelia pokyciy

audinyje.



Fotono energija. Kaip matyti i§ 1.1 pav. ir (1.1) formulés, $viesos fotono energija yra lygi
apbréztam dydziui hv. Taigi elektromagnetinés bangos energija yra kvantuota, o maziausia bangos
energija lygi fotono energijai. Visa i tiriama objekta krintancios Sviesos energija E yra lygi N hv, o
N yra fotony skaicius:

E=Nhv (1.2)
arba
N =E/(hv).

Kuo trumpesnés bangos, tuo daugiau energijos turi fotonas. ,,M¢lyni” fotonai turi daugiau
energijos nei ,raudoni” (1.3 pav.). Kai elektromagnetinés spinduliuotés srautas saveikauja su
medziaga, poveiki lemia fotono energija. Pavyzdziui, rentgeno spinduliai gali iSplésti elektronus i§
vidiniy atomo orbitaliy, o regimojo ir infraraudonojo ruozo spinduliai gali paveikti tik daug silpniau
su branduoliu sujungtus molekuliy iSoriniy orbitaliy valentinius elektronus arba tik pakeisti
molekulés virpesing ar sukining biuisena. Nutraukus S$vitinima visos mazos energijos fotony
paveiktos molekulés grizta i iprasta busena, ir nesuardomi nei tarpmolekuliniai rysiai, nei apSvitinto
audinio struktiira. Taigi optinei biopsijai naudojamu Sviesos fotony energija turi buti tokia, kuri

nepazeisty audinj sudaran¢iy molekuliy.
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1.3 pav. Fotono energijos priklausomybé nuo bangos ilgio

Taciau ir nedidelés energijos Sviesos fotonai, jei ju yra gana daug, gali sukelti audinio

pazaidas. Jeigu 1 nedidel; plota sukoncentruojamas didelis, nors ir nedidelés energijos regimosios



Sviesos fotony srautas, kaip Sitai galima padaryti galingais lazeriais, nesunkiai galima pazeisti ne tik
audinj sudarancias Iasteles, bet suardyti ir labai kietas medziagas. Lazeriais atlickamos ne tik
chirurginés operacijos, bet ir suvirinami metalai, daroma daug ivairiy operacijy apdorojant labai
atsparias ir tvirtas medziagas.

Informacija apie Zmogaus audinius ir lasteliu struktiira arba dél ligos ar kito pazeidimo
atsiradusius ju poky¢ius galima gauti nagrin¢jant $viesos saveika su biologiniu audiniu. Zmogaus
organizmas sudarytas i§ daugelio molekuliy, kurios, susijungusios i atitinkamus darinius, sudaro
lasteles; Sios atitinkamai yra organizuotos i struktiiras, i$ kuriy formuojasi audiniai. Sgveikaudamos
su tokiu sudétingu dariniu keiciasi Sviesos savybés. Nagrinéjant dél saveikos kilusius Sviesos
savybiy pokycius galima gauti iSsamia informacija apie organizma sudaran¢iy molekuliy, sudétingy
sublasteliniy dariniy, lasteliy sandarg ir struktiira, o atsiradus pazaidai ar organizma paveikus ligai,

diagnozuoti liga ar net prognozuoti ir sekti ligos eiga.

. Veidrodini in
Krentanti Sviesa eidrodinis atspindys

Difuzinis
atspindys

Audinys

1.4 pav. Sviesos saveikos su audiniu schema



Sviesos saveika su biologiniu objektu néra paprastas reiskinys, ji galima suskaidyti i kelis
saveikos metu pasireiSkiancius vyksmus, kuriy kiekvienas gali suteikti specifinés
informacijos apie audinio struktiira, ji sudarancias molekules ir vykstanc¢ius poky¢ius. [
biologinj objekta krintanti Sviesa gali atsispindéti nuo audinio pavirSiaus, sklisti audiniu,
biiti sugerta audinio molekuliy arba iSsklaidyta audinyje, nes jis yra nehomogeniskas,

biti sugerta fluorofory ir iSspinduliuota fluorescencijos pavidalu (1.4 pav.).

1.2. Sviesos sklidimas biologiniu audiniu

Optiné biopsija, igalinanti charakterizuoti audinius ir diagnozuoti juy pokycius, pagrista
$viesos saveika su biologiniai audiniais. Sviesos sklidimas audiniu kaip ir kiekviena neskaidria
aplinka sukelia keturis fotofizikinius vyksmus: atspindij, 16zi, sklaida ir sugertj. Sie vyksmai yra
glaudziai susij¢ tarpusavyje ir apraSomi Fresnelio, Lamberto—Bugero ir Beero bei kitais désniais.
Siuos reiskinius lemia tai, kad elektromagnetinés bangos, taigi ir §viesos, sklidimas tam tikra
aplinka priklauso nuo aplinkos lizio rodiklio n(4), kuris savo ruoztu yra bangos ilgio funkcija.
Vakuume $viesos sklidimo greitis ¢ = 3 x 10° m/s, tadiau dél saveikos su medZiaga jos greitis
maz¢ja ir §f sumazéjima parodo medziagos lazio rodiklis n(4), kuris yra $viesos grei¢io vakuume
santykis su Sviesos greiCiu atitinkamoje terpéje.

Homogeninéje terpéje lizio rodiklis atspindi tiesines Sviesos saveikos su medziaga savybes.

Bendra luzio rodiklio israiska yra iSreiSkiama kompleksiniu dydziu:

f(2) = n() —ia(4), (1.3)
narys taip pat iSreiSkia ir sklaida heterogeninéje aplinkoje), o realioji dalis rodo Sviesos greiio

sumazéjima sklindant Sviesai tam tikra aplinka:

cm(A) = c/n(h), (1.4)
Gia: ¢ = 3 x 10° m/s — 3viesos greitis vakuume; na = 1. Bangos ilgis aplinkoje gali biti
isreiskiamas kaip

Am = AIn(A). (1.5)



Taigi Sviesos greitis aplinkoje ir joje sklindancios bangos ilgis priklauso nuo liZzio rodiklio ir
bangos daznis uzrasomas taip:
V= C/j, = Cm/ Am. (16)

. n, .
sin@, = —sin6,
Toon,

1.5 pav. Sviesos liizio geometrija — i terpiy riba krintanti $viesa liizta. Sviesos kritimo kampas
zymimas 6, lazio kampas — ;; ny ir n, yra terpiy lazio rodikliai

Fotono energija, net ir sklindant sviesai tam tikra aplinka, islieka tokia pati kaip ir vakuume,
taciau jo bangos ilgis priklauso nuo aplinkos, kurioje §i banga sklinda. Heterogeninéje aplinkoje
Sviesos sklidimas apraSomas dar sudétingiau. Nesigilinant | matematini apraSyma, galima
konstatuoti, kad tokia heterogeniska terpé kaip biologinis audinys Sviesos sklidimui daro labai
didelg itaka. Matuojant atitinkamus biologiniu audiniu sklindancios §viesos parametrus galima daug
ka pasakyti apie audinio sandara ir su liga susijusius pokycius.

Kai Sviesos banga, judédama viena medziaga, kurios liizio rodiklis vienoks, pasiekia kita
medziaga, kurios lizio rodiklis skiriasi nuo pirmosios, keiciasi Sviesos sklidimo kryptis ir dalis
Sviesos atspindima. Dvieju terpiy riboje atspindétos Sviesos kiekis priklauso nuo medziagy liizio
rodiklio ir sviesos kritimo kampo (pav.1.5).

Jeigu pavirsius, 1 kuri krinta Sviesa, yra glotnus, o jo nelygumai, palyginti su krintancios
Sviesos bangos ilgiu, mazi, pagal paprasta atspindzio désni krintantis ir atspindzio spinduliai bei
atspindintis pavirsius yra vienoje plokstumoje, o atspindzio kampas yra lygus kritimo kampui.
Toks atspindys vadinamas veidrodiniu. Jeigu pavirsiaus nelygumai yra palyginamo dydzio arba
didesni nei krintancios Sviesos bangos ilgis, sukeliamas difuzinis atspindys (1.6 pav.). Tada ne visi

atspindimi spinduliai yra vienoje plokStumoje ir krintancios bei atspindétos Sviesos kampai néra



lygiis. Difuzinis atspindys biidingas visiems biologiniams audiniams, nes jokie audiniai neturi i

veidrodzius panasaus glotnaus pavirsiaus.

Pavirsiaus o
normalés Pavirsiaus
normalés
Krentanti Atsispindéjusi Krentanti Atsispindéjusi
Sviesa Sviesa dviesa sviesa
Audinys Audinys

1.6 pav. Veidrodinis (kairéje) ir difuzinis (desingje) atspindys

Sviesa, pereidama 1§ vienos terpés 1 kita, liizta todel, kad terpése, kuriy skirtingi liizio
rodikliai, yra skirtingas Sviesos sklidimo greitis ir Sviesa, krisdama i terpiy riba, nukrypsta nuo savo
pradinés sklidimo krypties. Matematiskai §j reiskinj apraSo Snellijaus désnis:

sing v

=—: 1.7
sing" V' (L.7)

Cia: 0" yra luzio kampas, V ir v’ — §viesos greitis atitinkamai terpése iki atspindin¢io pavirSiaus ir uz

jo. Kadangi terpiy luzio rodikliai yra:

n=2S, (L.8)
Vv

<|o

kur ¢ yra Sviesos greitis vakuume, tai (1.7) formulé gali biiti perrasyta taip:

nsin @=n'sin 9" (1.9
Sviesos sklidimas audiniu kaip ir kiekviena neskaidria aplinka sukelia jvairius vyksmus.

Daugiausia Sviesos prasiskverbs 1 audini, jei ji kris statmenai audinio pavirSiui. Kadangi biologinis

audinys yra labai sklaidanti terpé, labiausiai pastebimas reiSkinys yra Sviesos sklaida. Audinys
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nepraleidzia Sviesos dél sudétinés sklaidos nuo heterogeniniy audinio komponenty:
makromolekuliy, lasteliy organeliy, mazy¢iy vandens sankaupuy. Audinio komponenty luZzio
rodikliai yra skirtingi. Nors Sie skirtumai néra dideli, jie Siek tiek keicia Sviesos sklidimo audiniu
kryptis, o pokyc€iy visuma $viesai sklindant audiniu sukelia pastebimus vyksmus.

Kai krintanti Sviesa atsispindi nuo audinio pavirsiaus, sukeliamas veidrodinis atspindys, o
kai §viesa audinio viduje yra atspindima nuo pavirsiaus atgal i audinj — vidinis atspindys. Sviesa
audinyje sugeria jvairios lasteliy ir tarplastelinés terpés komponentus sudaranc¢ios molekulés, kurios
sugerta Sviesa gali iSspinduliuoti fluorescencijos pavidalu.

I biologing terpg krintancios Sviesos intensyvumas silpnéja, nes dali jos sugeria terpé.
Sviesos sugertis vyksta dél to, kad dalis jos energijos virsta Siluma arba sugeriandios terpés
molekuliy virpesiu energija. Taigi Sviesos sugertis apibréziama sugertos ir krintancios Sviesos
intensyvumy santykiu.

Kiekvienos terpés geba sugerti elektromagneting spinduliuote priklauso nuo jvairiy veiksniy
— nuo terp¢ sudaran¢iy atomuy ir molekuliy elektroninés struktiiros, nuo i terpg krintancios
spinduliuotés bangu ilgio, sugeriancio sluoksnio storio ir nuo spinduliuot¢ sugerian¢iy medziagy
koncentracijos.

Jei chromofory (Sviesa sugerianciy junginiy) zadinimui naudojama §viesa, kuria jie gerai
sugeria, Sviesos stiprio I eksponentini silpnéjima nusako Lamberto—Bugero ir Beero désnis,
teigiantis, kad sugertos elektromagnetinés spinduliuotés stipris eksponentiskai priklauso nuo
sugerian¢iy daleliy koncentracijos ir nuo Sviesg sugeriancio sluoksnio storio:

1(v) = 1pe™* ¢ = 1o (v) 207500, (1.10)

Koeficientas &(v) vadinamas moliniu ekstinkcijos koeficientu [lI/(mol cm)]. Jis
priklauso nuo medziagos prigimties ir krintanéios Sviesos bangos ilgio. Dydis b [cm] yra
optinio kelio ilgis (sluoksnio storis) — atstumas, kurj sugeriancioje terpéje nueina Sviesa.

Formulg (1.10) pertvarke i deSimtaini logaritma ir pazyméj¢ santyki

Ig lo(V)/1(v) = A (optinis tankis),
gauname paprastesng iSraiska:

A=¢gv)ch. (1.11)

Tirpalo optinis tankis tiesiogiai proporcingas Sviesa sugerianciy daleliy
koncentracijai ir sugerianc¢io sluoksnio storiui. Tirpalo molinio ekstinkcijos koeficiento

arba optinio tankio priklausomybé nuo bangos ilgio vadinama sugerties spektru.
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Biologiniuose audiniuose Sviesa sugeria vanduo ir makromolekulés, daugiausia
baltymai ir jvairiis pigmentai. Vandens molekulés sugeria IR ruozo Sviesa, o baltymai ir
pigmentai — UV ir regimaja Sviesa. Odos pigmento melanino sugertis didé¢ja mazéjant
bangos ilgiui. Kadangi hemoglobino sugertis smarkiai susilpnéja, kai bangos ilgis
didesnis nei 550 nm Sviesos skvarbumo | audinius gylis padvigubéja didé¢jant bangos
ilgiui nuo 550 nm iki 630 nm. Ilgesnés Sviesos bangos (iki 700 nm) isiskverbia i audinius
dar dukart giliau. Silpniausiai audiniy komponenty sugeriama $viesos sritis yra nuo 650

nm iki 1300 nm, ji vadinama ,,audiniy optinio skaidrumo langu” (1.7 pav.).

€ (mM-icm-)
a (cm)”

audiniy optinio skaidrumo sritis
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100 -
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1 -

*
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melaninas

A ;;_;..3;_.

HbO,

R R |
100 400 700 2000 6000 A (nm)

1.7 pav. Vandens, hemoglobino (HbO,), ir melanino sugerties spektrai

1.3. Sviesos sugertis ir fluorescencija

Fotofizikiniai ir fotocheminiai vyksmai prasideda medziagos molekulei susidurus
su fotonu. Jei molekulé sugeria Sviesos fotona, jos iSorin¢je orbitaléje esantis elektronas
1gyja daugiau energijos ir perSoka i auksStesni lygmeni (molekulé¢ tampa suzadinta), i§
kurio grizta { prading biisena, igyta energija atiduodamas aplinkai arba i§spinduliuodamas

Sviesos pavidalu (sukeliama liuminescencija — fluorescencija ar fosforescencija) (1.8
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pav.). Isspinduliuotos Sviesos savybés yra biidingos kiekvienos medziagos molekuléms ir

priklauso nuo jas supancios aplinkos.

Sviesos sgveika
su elektronais

Sugertis Fluorescencija

1.8 pav. Fotono saveika su vandenilio atomo elektronais

Elektrony Suoliai ir Sviesos sugertis. Organinio junginio molekul¢ galima
isivaizduoti kaip santykinai 1étai judanciy atomu branduoliy ir labai greitai judanciy
elektrony rinkini. Elektronas, kurio energija E,, gali buti aptinkamas tam tikros erdvés,
vadinamos orbitale, tam tikrame taSke. Kitaip tariant, elektronai atomuose ir molekulése
gali egzistuoti biidami tam tikros energinés biisenos, dar vadinamos energijos lygmeniu.
Remiantis kvantinés mechanikos désniais, elektrono energijos E vertés yra kvantuotos,

t. y. jos gali biiti tik tam tikry reikSmiy Eo, E1, E> .... E,. Ep yra vadinamas pagrindinés
biisenos energijos lygmeniu, o E;, E; .... E, — suzadintyjy biiseny energijos lygmenimis.
Kambario temperattiroje beveik visos molekulés yra pagrindinés biisenos.

Optines atomo ar molekulés savybes nulemia ju elektronuy Suoliai 1§ pagrindinés
busenos | auksStesnes neuzpildytas molekulés orbitales. Kad saveikos metu ivykty fotono
sugertis, energinis skirtumas tarp aukSciausios uzpildytos elektronais orbitalés ir
aukstesniy elektronais neuzpildyty orbitaliy turi atitikti su molekule saveikaujancio
fotono energija, t. y. molekul¢ suzadinti gali tik tas fotonas, kurio energija lygi Siy

molekulés elektroniniy lygmeny energiju skirtumui:

Efotono = hv = E1 — Eo = AE; (1.12)
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¢ia h yra Plancko konstanta, v — fotono daznis, Eg ir E; — molekulés nesuzadintosios ir
suzadintosios busenu energijos. Sugerties vyksmo metu fotonas atiduoda savo energija
molekulei, ir §i tampa suzadinta.

Elektroniniy biiseny multipletumas. Kiekvienam elektronui biidingas sukinio
kvantinis skaiCius, arba sukinys. Kvantiné teorija nurodo, kad laisvo elektrono sukinys
(S) reliatyvaus iSorinio magnetinio lauko atzvilgiu galéty buti tik dvieju krypciy,
atitinkamai zymimu T ir J, kuriy skaitinés vertés yra +1/2 ir —1/2. Pagal Pauli draudimo
principa vieno energinio lygmens gali biiti tik du skirtingy sukiniy elektronai (T\), todél
pagrindinés biisenos suminis sukinys lygus nuliui. Molekulés magnetinis kvantinis
skai¢ius M yra lygus 2S + 1. Taigi pagrindinés buisenos molekuliy M yra lygus vienetui,
o tokia biisena vadinama singuletine.

Sugérusios Sviesos fotona (suzadintos) molekulés elektronas i§ pagrindinés
busenos energijos lygmens Ep perSoka i aukStesng orbitalg. Suzadintosios biisenos
molekulés elektrony sukiniai gali biiti orientuoti ta pacia arba prieSinga kryptimi.
Pirmuoju atveju S = 0 ir M = 1 — susidaro suzadintoji singletin¢ biisena. Antruoju atveju

S =1 ir M = 3 — susidaro suzadintoji tripletiné biisena (1.9 pav.).

93]
LLI
=
£ | 4
% < L} I
n 190 4 4 4
L1l [
z | W R | |
= |
< } | 4 4|
g [V IR} [ ¥
z [ 4| Al ¢
[ v [t [
SINGULETINE ~ SINGULETINE TRIPLETINE
\ v J
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1.9 pav. Pagrindinés ir suZadintyjy singuletinés ir tripletinés biiseny elektrony sukiniy
i§sidéstymas
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Paprastai daugiaatomiy molekuliy pagrindinés biisenos yra singuletinés. ISimti
sudaro kai kurios dviatomés molekulés (pavyzdziui, deguonis O;), kuriy pagrindiné
biisena yra tripletiné¢. Multipletumas yra svarbi savoka, nes nuo jo priklauso molekuliy
suzadintyjy biiseny aktyvumas.

Molekuliy suZadinimas ir suZadinimo praradimo biidai (Jablonskio
diagrama). Daugiaatomiy molekuliy elektrony Suoliai ir galimi spinduliniai ir
nespinduliniai vyksmai paprastai aiSkinami pasitelkiant lenky mokslininko Jablonskio
(1898—1980) pasiiilyta energijos lygmeny diagrama (1.10 pav.), kuri gerai padeda

aiSkinant fotofizikininiy savybiy sasajas su optiniais spektrais.

E A
VR
Sy ¥
g VK g VK g VI
X T e Tn
—— flvk o T-T
—VR— I SUGERTIS
Sl A 2 Y (.......l.l.< ........... » A 4 I
: VK Y v T1
SUGERTIS
FLUORESCENCIJA 1K
FOSFORESCENCIJA
v A2
—VR HIRV o}
So 2 ] v

1.10 pav. Organinés molekulés energijos lygmeny Jablonskio diagrama. VR — virpesiné
relaksacija, VK — vidin¢ konversija, IK — interkombinaciné konversija. So ir S, (n>1) — molekulés
pagrindiné singuletiné ir aukStesnés suzadintosios singuletinés biisenos, T — suzadintosios
tripletinés biisenos
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Kitaip nei rySkiis atomu elektrony lygmenys, molekuliy energiniai lygmenys
sudaryti i§ gausybés vibraciniy lygmeny, kurie dar turi rotacinius polygmenis. Energijos
skirtumas tarp dvieju elektroniniy lygmeny paprastai yra keliy eV eilés, tai atitinka 0,2—1
um bangos ilgio Sviesa. Vibraciniy lygmeny energijos skirtumai yra 107 eV eilés (10
pm), o rotaciniy — 10° eV (1 mm). 1.10 paveiksle pateiktoje Jablonskio diagramoje
storos horizontalios linijos vaizduoja molekulés singuletiniy (S) ir tripletiniy (T) biiseny
energinius lygmenis. Kiekvieno lygmens vibracinius lygmenis vaizduoja plonos
horizontalios linijos. Tankis susiliejantys rotaciniai lygmenys schemoje neparodyti.

Atomuy elektroniniy biiseny energiju skirtumai yra tiksliai apibrézti, todél ju
sugerties spektrus sudaro siaury linijy rinkinys. Molekules sudaro daugybé tam tikra
tvarka iSsidésciusiy atomuy, kurie gali judéti ir suktis vienas kito atzvilgiu, dél to atsiranda
virpesiniai ir rotaciniai elektroniniy lygmeny polygmenys, ir molekuliy sugerties spektras
yra ne siaury liniju rinkinys, o plac¢ios juostos.

Kambario temperatiroje  praktiSkai visos molekulés yra pagrindinés
(nesuzadintosios) buisenos. Tokiy molekuliy energija maZziausia, visi elektronai iSsidéste
energiskai Zemiausiuose lygmenyse, kuriy auksciausias yra Sp lygmuo. Suzadinus
molekulg elektronas 1§ Sio lygmens perSoka i aukstesni neuzpildyta energini lygmeni (Si,
S2,...5n), kurio energija didesné:

hvo + Sg—S1 (S2,...,Sn).

Taip molekulé yra suzadinama, tai yra ji turi energijos pertekliy, kuri atitinkamu
pavidalu turi perduoti aplinkai grizdama { pagrinding biisena. Suzadintosios molekulés
elektronas i§ aukstesniy didesnés energijos lygmenu per labai trumpa laika (10" s)
nespinduliniu biidu perSoka i energiSkai Zemiausio suzadintojo elektroninio lygmens
nulinj virpesinj polygmeni atiduodamas aplinkai energija Silumos pavidalu:

Sny..,Sp—>S1 + Siluma.
Nespindulinis sugerto fotono energijos praradimas Silumos pavidalu molekulei griztant i
zemiausia suzadintaja elektroning biisena S; arba i pagrinding pusiausviraja biisena So:
S1—>Sp + siluma,
vadinamas vidine konversija (1.10 pav. VK).
Fluorescencijos metu sugerto fotono energija isspinduliuojama fluorescencijos

fotono pavidalu (1.10 pav. FL):
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S1—>So + hvy.

IS Zemiausio suzadintojo elektroninio energinio lygmens S;, kurio gyvavimo
trukmé labai trumpa, suzadinimo energija taip pat gali buti prarandama elektronui
perSokant | Zemiausia tripleting biisena (interkombinaciné konversija) (1.10 pav. IK).
Vykstant interkombinacinei konversijai keiciasi molekulés multipletumas — vyksta suolis
1§ singuletinés biisenos i tripleting

S1—>T1 + siluma,
1§ kurios gali prasidéti pirminiai fotocheminiai vyksmai, nes §i molekulés suzadintoji
blisena yra ilgai gyvuojanti, todél saveikaudama su aplinka molekulé gali atiduoti
suzadinimo energija aplinkos molekuléms arba inicijuoti fotocheming reakcija.

Molekulei griztant 1§ tripletinés T; 1 pagrinding Sp biisena sukeliama
fosforescencija (1.10 pav. FS) — energija isspinduliuojama fosforescencijos fotono
pavidalu:

Tl—)So + thosf.

1.4. Fluorescenciné spektroskopija

1852 m. anglas D. G. Stoksas Kembridze atrado fluorescencijos reiskinj. Jis
pastebéjo, kad UV Sviesa apsSvietus fluorita, jis iSspinduliuodavo ilgesniy bangy Sviesa.
Todel fluorescencijos spektro poslinkis i ilgesniyju bangy pusg sugerties spektro atzvilgiu
pavadintas Stokso poslinkiu (1.11 pav.). Toks poslinkis atsiranda dél to, kad suzadintai
molekulei vidinés konversijos metu griztant { Zemiausia S; lygmens virpesini polygmeni,
i$ kurio vyksta fluorescencija, prarandama dalis energijos ir fluorescencijos pavidalu
isspinduliuojama tik dalis sugertos energijos, o kita dalis silumos pavidalu atiduodama
aplinkai.
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Sis atradimas nesulauké ypatingo démesio iki XX a. pradzios, kai buvo pradétos
tirti potencialios fluorescencijos taikymo medicinos tikslams galimybés.

Fluorescencings spektroskopijos metodas apima fluorescencijos ir fluorescencijos
zadinimo spektry matavima. [vairiems klinikinés diagnostikos tikslams sukurtos
specifiSkai pritaikytos sistemos, kurios leidzia jvertinti jvairius fluorescencijos
parametrus: fluorescencijos intensyvuma, spektry forma ir fluorescencijos gyvavimo
trukme.

Fluorescencijos spektras gaunamas zadinant tiriamas molekules tokio bangos
ilgio Sviesa, kuria jos gerai sugeria. Fluorescencijos spektras matuojamas per visa
emisijos intervala Zadinant vieno bangos ilgio Sviesa. Taip pamatuotas spektras parodo

fluorescencijos

120 i 1 1 L 1 1 N 1 1 . .
Stokso poslinkis intensyvumo priklausomybg
100 + Iy + nuo matavimo bangos ilgio.
1
, " - -
80 1 H ls Informacijos gali
w) oy ‘O oy - .
£ . 1 2 suteikti ne tik
[ [ (]
= 60 + I + 8 ..
] H o fluorescencijos spektras, bet
i g . .
40 + i 1+ 3 ir kiti svarbiis
’ l T . . .
50 ! i fluorescuojanciu molekuliy
1 ; 1 4
N i ‘.\ 1 (fluorofory) parametrai:
0 +——F=F—F" L} =3 -- :
300 350 400 450 500 550 600 650  [IUOTESCENCijos  gyvavimo
Bangos ilgis, nm trukmé ir fluorescencijos
1.11 pav. Fluoresceino sugerties ir fluorescencijos kvantinis nasumas.

spektras: (——) — sugertis; (—) — fluorescecnija
Vidutinis laikas, kurj

gyvuoja suzadintosios biisenos molekulé, vadinamas fluorescencijos gyvavimo trukme 7;
ji priklauso nuo fluorescencijos gesimo biido. Paprastas fluorescencijos gesimas yra
eksponentinis vyksmas, kurio grei¢io konstanta k ir kuris nusako fluorescencijos
intensyvumo | silpnéjima | = lee™, kai 1o yra pradinis fluorescencijos intensyvumas (t =
0).

GreiCio konstanta yra dviejy konstanty suma: ksp — spindulinio gesimo konstantos
(gesimo trukmé tp) Ir Knesp — nespindulinio gesimo konstantos (gesimo trukmeé tesp).

Taigi
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K =Ksp + Knesp = L/ 7sp + 1 tnesp = 1/ 7 (1.13)

I = 1pe™".

Fluorescencijos gesimas aprasomas eksponentine funkcija, kurios rodiklis ir
nurodo fluorescencijos gyvavimo trukme. Daugelio molekuliy fluorescencijos gyvavimo
trukmés yra nanosekundziy eilés.

Fluorescencijos kvantinis naSumas yra per ta pati laika iSspinduliuoty Ng ir
sugerty Ns fotony santykis:

@ = Na/Ns. (1.14)

Kai nevyksta jokie kiti nespindulinés relaksacijos vyksmai, fluorescencijos
kvantinis nasumas lygus 1. Tai yra suzadinimo energija isspinduliuojama tik
fluorescencijos pavidalu. Toks yra idealios fluorescencijos atvejis. Taigi fluoroforai,
kurie galéty buti vartojami kaip fluorescenciniai zZymenys, turéty turéti vienetui artima
fluorescencijos kvantini nasuma. Nors daugelio endogeniniy fluorofory kvantinis
naSumas néra didelis, fluorescenciné spektroskopija yra labai jautrus matavimo metodas.
Be to, fluorescencijos kvantinis nasumas yra geras parametras, padedantis jvertinti
biologinés aplinkos jtaka fluoroforui. Naudojant tinkama fluorescencinés spektroskopijos
aparatiira, pagal biidingus fluorescencijos spektrus jvairiose terpése galima aptikti net ir
labai mazos koncentracijos fluorofory.

Suzadinta molekulé sugertus fotonus iSspinduliuoja Sviesos, kurios savybés yra
specifinés tai molekulei ir priklauso nuo ja supancios aplinkos, pavidalu. Todél
fluorescencija daznai vadinama molekuliy ,,pirSty atspaudu”, o fluorescenciniy matavimy
rezultatai suteikia daug vertingos informacijos apie tiriamy objekty sudétj ir struktiira.
Ivairiems klinikinés diagnostikos tikslams sukurtos specifiskai pritaikytos sistemos,
kurios leidzia ivertinti ivairius fluorescencijos parametrus: fluorescencijos intensyvuma,
spektry forma ir fluorescencijos gyvavimo trukmg.

Fluorescencija naudoti medicininei diagnostikai pradéta XX a. treCiajame
deSimtmetyje, kai pranciizas A. Policardas Lione, atlikdamas eksperimentus su
ziurkémis, kurioms buvo iskiepyta sarkoma, pastebéjo raudona naviky fluorescencija
apSvietus juos ultravioletine Sviesa. Jis teisingai priskyré¢ ja navike susikaupusiam
endogeniniam porfirinui (Policard, 1924). 1942 m. paskelbti duomenys apie egzogeninio

hematoporfirino kaupimasi eksperimentiniy gyviiny navikuose ir jo raudona
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fluorescencija (Auler ir Banzer, 1942; Figge, 1942). Tai buvo pirmosios optiné€s biopsijos

— 1§ audiniy optiniy savybiy nustatytos ligos pazeistos vietos.

1.5. Kiekybinis biologiniy audiniy optiniy parametry jvertinimas

Ultravioletinés spektrinés srities Sviesa biologiniuose audiniuose suzadina
meélynos ir Zalios spalvos fluorescencija. Tai ir yra audiniy savitoji fluorescencija
(autofluorescencija), o jos pobiidis priklauso nuo audinio endogeniniy fluorofory. Taigi
audinio savitosios fluorescencijos spektro forma nulemia jo sudétyje esanciy
fluorescuojanciy molekuliy visuma.

Audiniy fluorofory tyrimams buvo déta daug pastangy. Daugelis ju buvo aptikti
taikant ivairius spektroskopinius metodus, pavyzdziui, tokius kaip Zadinimo—
fluorescencijos matricos ir fluorescencijos su laikine skyra spektroskopija.
Fluorescenciné mikroskopija ir mikrospektrofluorimetrija taip pat buvo taikomos audiniy
fluorofory paieskai. IStirtos daugelio audinyje esanciy molekuliy tirpaly fluorescencinés
savybés, taciau natiiralaus biologinio audinio fluorescencijos signala tiksliai interpretuoti
yra sudétinga dél jo kompleksiSkumo ir spektry priklausomybés nuo in Vvivo
mikroaplinkos bei biomolekuliy tarpusavio saveikos.

Be fluorofory — molekuliy, kurios sugerta Sviesa iSspinduliuoja fluorescencijos
pavidalu, audiniy sudétyje yra ir molekuliy, kurios Sviesa tik sugeria, bet nespinduliuoja
fluorescencijos, arba kurios tik sklaido Sviesa. Atliekant audiniy spektroskoping
diagnostika biitina zinoti, kad krintanti Sviesa gali jvairiai saveikauti su audiniu:

e atsispindéti nuo audinio pavirSiaus;

e prasiskverbti pro audini nesukeldama jame jokiy vyksmu;

e Dbiiti sugerta audinio molekuliy ir inicijuoti fotochemines reakcijas;

e Dbiti iSsklaidyta audinyje, nes jis yra nehomogeniskas;

e biti sugerta fluorofory ir iSspinduliuota fluorescencijos pavidalu.

Suzadintos audiniy savitosios fluorescencijos Sviesa taip pat yra sklaidoma
audinio komponenty, dali jos gali sugerti kiti chromoforai, kita dalis i$spinduliuojama
nuo audinio pavirsiaus. Tad visada privalu prisiminti, kad audinio pavirsiuje matuojamos

fluorescencijos signalas nebus gryna fluoroforo fluorescencija, spektre atsispindés ir
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Sviesa tik sugerianciy ar tik sklaidanciy daleliy indélis. Be to, fluoroforai yra netolygiai
pasiskirste audinio pavirSiuje, taip pat ir nevienodame gylyje. Tod¢l nuo audinio
pavirSiaus pamatuotas fluorescencijos spektras bus kiek kitoks negu i§ gilesniy sluoksniy.
Ivairiy gyliy sluoksniy fluorescencijos spektrai gali buti skirtingi, o matuojant juos
audinio pavirS$iuje gaunamas jvairiy sluoksniy fluorescencijy misinys. Santykinis jvairiy
gyliy fluorescencijos spektry indélis i realiai nuo audinio pavirSiaus pamatuota spektra
priklauso ne tik nuo audinio fluorescenciniy savybiy, bet ir nuo fluorescencija
zadinancios bangos ilgio, nes skirtingy bangos ilgiy Sviesa jsiskverbia { audini skirtingu
gyliu (1.12 pav.), tad audinio pavirsiuje matuojama fluorescencija, priklausomai nuo

zadinancios bangos ilgio, atspindés skirtingo gylio sluoksniy fluorescencijy derinius.

1.12 pav. Skirtingy bangos ilgiu Sviesa jsiskverbia | audinj skirtingu gyliu

Audinius sudaro sudétingas jvairiausiy molekuliy miSinys, tafiau uz audiniy
savitaja fluorescencija atsakingi keli fluoroforai, kuriy svarbiausieji yra baltymy sudétyje
esanCios aminortigStys (triptofanas, tirozinas ir fenilalaninas), fibriliniai baltymai
kolagenas ir elastinas, redukuotas nikotinamidadenindinukleotidas NADH ir jo fosfatas
(NADPH), flavinai ir flavoproteinai, lipopigmentai, [-karotinas ir porfirinai. Todél
audiniy savitosios fluorescencijos spektry juostos yra placios ir dengia viena kita, o viso

spektro forma yra neiSraiskinga palyginus su atskiry fluorofory spektrais (1.13 pav.).
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1.13 pav. Burnos ertmés epitelio ir gryny endogeniniy fluorofory fluorescencijos spektrai (Ayg =
308 nm)

Fluoroforai turi jiems buidingus:

e sugerties koeficienta, nurodanti tikimybg sugerti Sviesos fotona Sviesos kelio
ilgio vienete;

e sklaidos koeficienta, nusakantj fotono sklaidos Sviesos kelio ilgio vienete
tikimybeg;

e fluorescencijos kvantini naSuma, priklausanti nuo zadinimo ir emisijos bangy
ilgiy ir nurodant] fluoroforo iSspinduliuotos fluorescencijos energijos ties
emisijos bangos ilgiu santyki su fluoroforo sugerta zadinimo bangos ilgio
Sviesos energija.

Kai kuriy svarbiausiy fluorofory pagrindinés Zzadinimo ir fluorescencijos bangy
ilgiy smailés pateiktos 1.1 lentel¢je. Triptofano (Trp), kurio daugiausia yra mitochondrijy
baltymuose, fluorescencija vyrauja spektruose, kai zadinimo bangos ilgis yra trumpesnis
nei 300 nm. Esant ilgesniy bangy Zzadinimo Sviesai, Trp itaka savitosios fluorescencijos
spektrams mazéja. Kolagenas ir elastinas susij¢ su struktirine tarplasteline audinio
medziaga. Zadinant azoto lazerio spinduliuote (337 nm), audinio fluorescencijos spektro
forma nulemia kolagenas ir elastinas, o Zadinant ties 365 nm, spektruose vyrauja NADH

fluorescencija.
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1.1 lentelé. Biologiniy audiniy endogeniniai fluoroforai

Fluoroforas Zadinimo bangos Fluorescencijos

ilgis (nm) bangos ilgis

(nm)

Triptofanas 275 350
Kolagenas 340 395

270 395

285 310
Elastinas 460 520

360 410

425 490

260 410
NADH 350 460
Flavinas 450 520
B-karotinas 520
Porfirinai 400 610; 675

Nors audiniy savitosios fluorescencijos spektrai néra iSraiskingi ir juos gana
sunku interpretuoti, tac¢iau jais remiantis gana daznai galima apibudinti biologinés
sistemos fiziologing biisena, aptikti, kaip ji atitinka normalia biisena, nustatyti
mikroskopinius audiniy piktybinius pakitimus, t. y. atlikti opting biopsija nepakenkiant
aplinkiniams audiniams. 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 pokyciu biochemines ir morfologines iStakas, o
tam reikia nustatyti sveiky ir pazeisty audiniy fluorescencijos signaly $altinius.

Kol kas dar gana menkai suprasta audinio biochemijos ir jo fluorescencijos sasaja.
Naviky ar kitokiy pazaidy audiniuose sukelti biocheminiai ir morfologiniai poky¢iai
kei¢ia audiniy spektrines savybes, taCiau tuy pokyciy priezastys néra iki galo suprastos.
Kadangi ne visada zinomos spektre atsispindincios audinio savybés, neijmanoma iki galo
vertinti spektry teikiamos diagnostinés informacijos. Epitelio sluoksnio sustor¢jimas,
kuris yra budingas, pavyzdziui, displazijos pazeistiems gimdos kaklelio audiniams, gali
paaiskinti, kodél sumazéja kolageno fluorescencijos inasas i audinio savitosios
fluorescencijos spektra. Taip pat egzistuoja hipotezé, kad ligos pazeistame audinyje yra
suaktyvéjusi medziagy apykaita, dél to padidéja redukuoty elektrony nesikliy NADH ir
FADH, koncentracija ir sumazéja oksiduoty elektrony neSikliy NAD ir FAD
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koncentracija. Dél to ligos pazeisty audiniy savitosios fluorescencijos spektre padidéja

NADH ir FADH; fluorescencijos intensyvumas, palyginti su sveikais audiniais (1.14

pav.).

Sveikas audinys
Pazeistas audinys

i ——— Kaolagenas

NADH
>
g
S
>
>
P
=

\
300 350 400 450 500 550

Bangos ilgis, nm

1.14 pav. Ligos sukelti kolageno ir NADH fluorescencijos intensyvumuy pokyciai

Metabolizmo spartos skirtumai gali atsispindéti sveiky ir ligos pazeisty audiniy
spektruose. Nustatyta, kad NADH fluorescencija eksponentiSkai uzggsta pra¢jus 2 val. po
audinio pasalinimo, nes audiniuose esantis NADH oksiduojasi | nefluorescuojant; NAD.
Be to, sveiko ir navikinio audinio pH yra skirtingas ir tai taip pat veikia fluorescuojancio
NADH ir beveik nefluorescuojancio NAD koncentracijy santyki. Galbiit todél daugelio
tyréju nustatyta, kad navikiniy audiniy meélynoji fluorescencija yra silpnesné negu sveiky
audiniy.

Kraujyje esancio hemoglobino Sviesos sugertis irgi veikia audinio savitosios
fluorescencijos spektra. Hemoglobinas gali sugerti Zadinancia Sviesa ir, veikdamas kaip
signala slopinantis ekranas, smarkiai susilpninti fluorescencijos signala. Kitas galimas

reiSkinys yra vadinamoji reabsorbcija, kai hemoglobinas sugeria iSspinduliuota
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fluorescencija. Tai sukelia jvairius fluorescencijos spektry iskraipymus. Dél stiprios

sugerties ties tam tikrais bangy ilgiais gaunamos tariamos smailés ir idubos (1.15 pav.).
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1.15 pav. Nekrozés nepaZzeisto navikinio audinio (3) ir kraujosruvos srities audinyje savitosios
fluorescencijos spektras (1); (2) — kraujo sugerties spektras
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Skersinis naviko
skenavimas

18ilginis naviko

Navikas skenavimas

1.16 pav. Eksperimentinés pelés modeliné schema ir skenuojamos naviko vietos

Siekiant {vertinti {vairiy veiksniy poveiki navikiniy audiniy savitosios
fluorescencijos spektrams, buvo atliktas eksperimentas, kurio metu buvo matuojami pelés
kirkSnyje iskiepyto vidutinio dydzio (1,5 cm) naviko fluorescencijos spektrai. Siekta
nustatyti, kiek oda ,,pridengia” naviko fluorescencija, t. y. kiek ir kaip iSkraipomi spektrai
matuojant naviko (prapjovus oda) ir vir§ naviko esancios odos savitosios fluorescencijos
spektrus. Taip pat buvo stengiamasi kaip galima suvienodinti fluorescencijos zadinimo ir
registravimo salygas, nes tik taip galima tinkamai jvertinti ir patikimai palyginti nuo odos
virs naviko ir nuo atviro naviko pavirsiaus matuojamos fluorescencijos intensyvumus.
Eksperimento in vivo metu pelé buvo uzmigdoma ir stabiliai mobilizuojama ant
mikrometrinio stalelio. Sitaip buvo galima matuoti odos vir§ naviko spektrus ir naviko
spektrus prapjovus oda tiksliai tose paciose vietose. Navikas buvo skenuojamas skersai

(statmenai pelés uodegai) ir iSilgai (lygiagreciai su pelés uodega), tikintis ir ¢ia rasti
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désningumy. ISilgai pamatuoti penkiy viety fluorescencijos spektrai, o skersai — keturiy
(1.16 pav.).

Odos vir§ naviko iSilgai ir skersai (pagal 1.16 schema) pamatuoti savitosios
fluorescencijos spektrai pateikiami 1.17 paveiksle. Matyti, kad fluorescencijos
intensyvumas nepriklauso nuo matavimo vietos, ir néra jokio désningo kitimo nuo

krypties ,,centras—krastas“.
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1.17 pav. Odos virs naviko fluorescencijos spektrai: matuojant isilgai () ir skersai (b) nurodytose
vietose

Kadangi néra skersai ir iSilgai matuoty odos spektry ryskiy skirtumy ir neaptikta
jokiu désningumuy matuojant spektrus nuo naviko vidurio link krasto, tai visi spektrai
buvo analizuojami neatsizvelgiant | matavimo vieta. Kad isrySkéty spektry formos
ypatumai, jie buvo sunormuoti i didziausia intensyvumo vert¢ (1.18 pav. a) ir 1

matuojamo spektro plota (1.18 pav. b).
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1.18 pav. | didziausia intensyvumo vertg (a) ir i spektro plota (b) normuoti odos vir§
naviko spektrai. Intarpai vaizduoja spektry vidurki
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Matyti, kad abiem normavimo atvejais vidurkiniai spektrai yra panaSus.
Spektrams budingas nedidelis petys ties 605—-620 nm. Prapjovus oda vir§ naviko lygiai

tose paciose vietose iSmatuoti naviko savitosios fluorescencijos spektrai (1.19 pav.).
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1.19 pav. Isilgai (a) ir skersai (b) nurodytose vietose pamatuoti naviko fluorescencijos
spektrai

Ir Siuo atveju fluorescencijos intensyvumai yra iSsibarst¢ atsitiktiniu biidu, tad jie

analizuojami visi drauge, nepriklausomai nuo to, kaip buvo matuoti (isilgai ar skersai,
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arCiau ar toliau nuo naviko centro). Svarbu pastebéti, kad odos virs naviko (1.17 pav.) ir
paties naviko (1.19 pav.) savitosios fluorescencijos spektry intensyvumai skiriasi — antru
atveju fluorescencijos intensyvumas yra beveik perpus mazesnis. Kaip minéta,
eksperimento salygos kaip galima buvo palaikomos vienodos, todél fluorescencijos
intensyvumo pokyciai gali buti laikomi parametru, leidzianciu atskirti sveika ir pazeista

audinj. Taigi fluorescencijos signalo intensyvumas matuojant ji tiesiogiai
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1.20 pav. | didziausia intensyvuma (a) ir i spektro plota (b) normuoti naviko spektrai.
Intarpai vaizduoja spektry vidurkius
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virs naviko yra silpnesnis, palyginti su odos virs naviko fluorescencijos signalo
intensyvumu. Spektrai buvo sunormuoti { maksimaly intensyvuma ir i spektro plota (1.20
pav.).

Kaip matyti i§ pateikty paveiksly, nuo odos pavirSiaus ir nuo atverto naviko
pavirSiaus matuoty fluorescencijos spektry forma skiriasi. Taigi oda néra tiesiog
paprastas sluoksnelis, sumazinantis fluorescencijos, matuojamos tiesiog nuo naviko
pavirSiaus, intensyvuma, o yra biologinis audinys, d¢l savo optiniy savybiy galintis
modifikuoti naviko fluorescencijos spektra.

Normuoty spektry smailé ties 605—-620 nm yra Zymesné, taip pat iSryskéja iduba
ties 570 nm (1.20 pav.). Norint isitikinti, ar skirtumai gali labiau iSryskéti, buvo gauti
naviko ir odos vir§ naviko normuoty savitosios fluorescencijos skirtuminiai spektrai (1.21
pav.). Buvo iSvesti normuoty naviko ir odos vir§ naviko spektry vidurkiai ir tada i§ 1
maksimaly intensyvuma normuoto vidurkinio naviko spektro buvo atimtas i maksimaly
intensyvuma normuotas vidurkinis odos vir§ naviko spektras (1.21 pav. a). AnalogiSka

procediira atlikta ir su i spektro plota normuotais spektrais (1.21 pav. b).
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1.21 pav. | didziausia intensyvuma (a) ir | spektro plota (b) normuoti naviko (juoda
kreivé) ir odos vir§ naviko (raudona kreivé) savitosios fluorescencijos spektrai; skirtuminis
spektras (navikas—oda vir§ naviko) (mélyna kreive)

Anksciau pastebéti skirtumai dar labiau iSrySkéjo. Naviky spektry intensyvumas
500-575 nm intervale yra mazesnis nei odos vir§ naviko spektry fluorescencijos
intensyvumas, taciau jis yra didesnis 605—640 nm spektriniame intervale. Galima {tarti,
kad skirtumai 500-575 nm intervale atsirado dél hemoglobino sugerties (reabsorbcijos
reiskinys). Spektriniame intervale nuo 605 nm iki 640 nm fluorescuoja endogeniniai
porfirinai. Tai tikétinas rezultatas, nes yra zinoma, kad navikiniuose audiniuose kaupiasi
daugiau endogeniniy porfiriny. Odos vir§ naviko spektruose endogeniniy porfiriny
aptikta maZiau nei matuojant fluorescencija tiesiogiai vir§ naviko. Si fakta galima bty
paaiskinti tuo, kad odos sluoksnis tarsi ekranuoja naviko fluorescencijos signalg (1.22

pav.). Matuodami odos vir$ naviko spektrus fiksuojame bendra odos ir naviko

<4— Qda

\\ \\ <4— Navikas

|_<_ Oda

OOl avikas

1.22 pav. Odos vir§ naviko (a) ir naviko (b) spektry matavimas. Mélyna rodyklé
vaizduoja zadinancia Sviesa, o Zalia ir raudona — savitaja fluorescencija
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savitaja fluorescencija. Mélynos Sviesos prasiskverbimo gylis | audinj yra apie 3 mm. Tai
reiskia, kad Zadinimo Sviesa suzadina ne tik odos sluoksni, bet ir giliau esancius audinius
(Siuo atveju navika). Yra zinoma, kad navikiniy audiniy savitosios fluorescencijos
intensyvumas yra mazesnis nei sveiky audiniy. Aptariamuoju atveju silpna naviko
fluorescencijos signala kelyje { iSor¢ dar labiau silpnina audiniy sklaida ir sugertis.
Galima jsivaizduoti, kad odos sluoksnis veikia kaip tam tikras filtras. Siuo atveju
fiksuojama silpna naviko savitoji fluorescencija, o dominuojanti yra odos fluorescencija
(1.22 pav. a). Kai fluorescencija matuojama tiesiogiai virs naviko (pav. 1.22 D),
registruojamas tik naviko fluorescencijos spektras su jam biidinga endogeniniu porfiriny
juosta (605-620 nm) (1.20 pav.).

Jei per oda matuojamos naviko savitosios fluorescencijos signalas yra toks
silpnas, ar galima atskirti odos virs sveiko audinio ir virs naviko fluorescencijos
spektrus? Norint atsakyti i $i klausima, reikia matuoti odos virs sveiky audiniy spektrus ir
palyginti juos su jau turimais odos vir§ naviko spektrais. Vir§ sveiky eksperimentinés
pelés nugaros ir pilvo audiniy esancios odos savitosios fluorescencijos spektry vidurkiai
buvo sunormuoti { vienetini intensyvuma ir atimti i§ taip pat normuoty odos vir§ naviko

spektry (1.23 pav.).
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1.23 pav. | didZiausia intensyvuma normuoti vidurkiniai odos vir§ sveiko audinio
(raudona kreivé) ir odos vir§ naviko (juoda kreivé) savitosios fluorescencijos spektrai. Odos virs
naviko ir odos vir§ sveiko audinio skirtuminis spektras (mélyna kreive)
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IS skirtuminio spektro matyti, kad odos virs naviko savitosios fluorescencijos

intensyvumai didesni spektriniame ruoze nuo 580 nm iki 620 nm. Sis ruozas atitinka

naviky fluorescencijai

budinga endogeniniy porfiriny juosta (605-620 nm).

Apibendrinant galima pasakyti, kad, matuojant jtariamo navikinio darinio fluorescencijos

spektrus net ir per ji dengiantj odos sluoksni, navika galima aptikti, kas neimanoma

vizualios apzitros metu (1.24 pav.).
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1.24 pav. Naviko diagnozavimo galimybés vizualios apzitros ir optinés diagnostikos

metu

Fluorescencijos intensyvumu skirtumai, esantys 500-575 nm intervale, Kkur

naviky spektruose yra iduba (1.21 pav.), greiciausiai, yra hemoglobino sugerties (1.25

pav.) pasekmé.
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1.25 pav. Oksiduoto (mélyna kreivé) ir neoksiduoto (juoda kreivé) hemoglobino
sugerties spektrai

Norint tai jrodyti, buvo analizuoti tos pacios pelés odos vir§ sveiko audinio, odos
vir§ naviko, raumens, naviko ir naviko pjtivio fluorescencijos spektrai. Suvidurkinti ir |
vienetin] intensyvuma sunormuoti atitinkamuy audiniy spektrai sugretinti su normuotais

oksiduoto ir neoksiduoto hemoglobino spektrais (1.26 pav.).
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1.26 pav. Normuoti | maksimaly intensyvuma odos vir§ sveiko audinio savitosios
fluorescencijos spektrai, sugretinti su hemoglobino sugerties spektrais (a) ir su invertuotais
hemoglobino sugerties spektrais (b)

Kaip matyti i§ 1.26 paveikslo, hemoglobino sugertis odos fluorescencijos

spektrams jtakos neturi.
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1.27 pav. Normuoti i maksimaly intensyvuma odos vir§ naviko savitosios fluorescencijos
ir invertuoti hemoglobino sugerties spektrai
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1.28 pav. Normuoti | maksimaly intensyvuma naviko savitosios fluorescencijos ir
invertuoti hemoglobino sugerties spektrai
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1.29 pav. Normuoti | vienetini intensyvuma naviko pjuvio savitosios fluorescencijos
spektrai, sugretinti su hemoglobino sugerties spektrais (a) ir su invertuotais hemoglobino

sugerties spektrais (b)

IS paveiksly 1.26—1.29 matyti, kad ten, kur yra kraujo ar kraujosruvy (navikas ir
naviko pjiivis), dél hemoglobino sugerties (fluorescencijos reabsorbcijos) registruojamas
netikslus savitosios fluorescencijos spektras. Kadangi odos pavirSiuje kraujo néra,
fluorescencija 500—580 nm intervale yra intensyvesné ir spektre budingos idubos néra.
1.2 lenteléje pateiktos apskaiciuotos jvairiy audiniy vidutinés savitosios fluorescencijos

intensyvumy vertes.
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1.2 lentelé. Ivairiy audiniy vidutinés savitosios fluorescencijos spektry
intensyvumo vertés

Audinys Vidutiné
intensyvumo verté
Oda virs sveiko 122
audinio
Oda virs naviko 116
Raumuo 95
Navikas 69
Naviko pjiivis 69

Lentelés duomenys patvirtina iSvada, kad sveiko audinio (raumens) fluorescencija
yra intensyvesné uz naviko fluorescencija. Kadangi sveiko audinio fluorescencija yra
intensyvesné uz naviko, tai galima tikétis, kad ir odos vir§ sveiko audinio savitosios
fluorescencijos spektras bus intensyvesnis nei odos virS naviko. Ta ir patvirtino
eksperimentiniai rezultatai.

Taigi i§ pateikto pavyzdzio matyti, kaip svarbu suprasti dél biologinio objekto
sudétingumo daugelio veiksniy veikiamus optinius signalus ir tinkamai interpretuoti ju
teikiama informacija. Tam tikslui tyrinétojai kuria jvairius modelius, kurie padeda gauti
kuo tikslesng kiekybing informacija, apimancia optines, morfologines ir biochemines
biologiniy audiniy savybes. Remiantis tokiais modeliais, gauti parametrai panaudojami
audiniy diagnostikai (pavyzdziui, sveikas—ligos pazeistas) arba audinio komponenty
kiekybiniam jvertinimui.

Kaip jau minéta, biologiniuose audiniuose egzistuoja gana nedaug fluorofory,
kuriy fluorescencija gali buti suzadinta 300-600 nm spektrinio ruozo §viesa.
Svarbiausieji i§ juy yra Trp, kolagenas, elastinas, NAD(P)H, FAD ir porfirinai. Ir nors
vieno bangos ilgio Zadinimo Sviesa galima suzadinti tik du ar tris i$ iSvardyty fluorofory,
ju fluorescencijos spektry interpretacija labai sunkina tai, kad fluorescencijos parametrai
priklauso nuo fluoroforo mikroaplinkos, saveikos su Salia esan¢iomis molekulémis,
audinio sugerties ir sklaidos savybiy. Todé¢l, siekiant i§ savitosios fluorescencijos

spektroskopiniy matavimy gauti patikima diagnosting informacija, leidziancia atskirti
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sveikas ir ligos pazeistas audiniy vietas, kuriami {jvairiis statistiniai ir empiriniai
algoritmai. Jie dazniausiai gristi fluorescencijos intensyvumu arba ju santykiy ties tam
tikrais zadinimo-emisijos bangy ilgiais vertinimu (Panjehpour ir kt., 1996). Tokie
metodai daznai taikomi atliekant kliniking diagnostika (Lam ir kt., 1998; Goujon ir kt.,
2001).

Vienas daZniausiai taikomuy statistiniu duomeny apdorojimo metody yra
principiniy komponenty analizé. Taikant ja nustatomi sveiky ir nesveiky audiniy
spektriniai skirtumai ir juy pagrindu sukuriami diagnostiniai algoritmai. PavyzdZziui,
metodas buvo taikytas analizuojant 337 nm, 380 nm ir 460 nm bangy ilgiy Sviesa
zadintos fluorescencijos matavimais gautus gimdos kaklelio audiniy spektrinius
duomenis. Diagnozuojant plokscialastelines intraepitelines pazaidas, pasiektas 82 %
jautrumas ir 68 % specifiskumas (Ramanujam ir kt., 1996).

Tos pacios grupés atlikti tyrimai ir sudarytas algoritmas, pagristas audiniy
savitosios fluorescencijos intensyvumuy palyginimais, padeda identifikuoti histologiskai
pakitusi gimdos kakleli (Ramanujam ir kt., 1994 a). Klinikinio tyrimo metu buvo
matuojama 337 nm bangos ilgio lazerio spinduliuote suzadinta tiriamo audinio savitoji
fluorescencija. KolposkopiSkai nustatyti pakite plotai ir prieS imant bandinius biopsijai
buvo pamatuoti ty viety fluorescencijos spektrai. VidutiniSkai matuota po 2 pakitusios ir
2 sveikos vietos spektrus. Buvo imamos tik pakitusiy viety biopsijos. Fluorescencijos
spektrai registruoti 350—700 nm intervalu (1.30 pav.). Pamatuoti 28 pacien¢iy gimdos
kaklelio spektrai, i§ 66 kolposkopiSkai apziiirint atrodanciy sveiky ir 49 histologiskai
nesveiky viety (5 uzdegimo, 21 papilomos viruso (HPV) infekcija ir 23 ivairiy stadijy
gimdos kaklelio intraepiteliné noeplazija (CIN)). Sio tyrimo metu buvo daroma prielaida,

kad kolposkopisSkai apziiirint sveikai atrodantys audiniai yra histologiskai sveiki.
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1.30 pav. Dviejuy pacienciy gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos spektrai: a — sergancios
létiniu uzdegimu ir Zmogaus papilomos viruso infekcija ir sergancios Il ir III stadijos CIN ir HPV
infekcija

Fluorescencijos matavimy rezultatai parod¢, kad pakitusios histologijos audiniy
fluorescencijos intensyvumas yra mazesnis kaip sveiky audiniy. Sveiky audiniy spektry
forma kinta priklausomai nuo matavimo vietos tiek tos pacios pacientés, tiek skirtingy
pacienciy audinius. Sveiko audinio didziausias fluorescencijos intensyvumas yra ties 442
arba 453 nm (+3 nm); nesveiky audiniy: ties 444, 454, 464 arba 470 nm (+ 3 nm). Sveiky
ir nesveiky audiniy spektry maksimumo padéties skirtumas byloja apie spektrinés formos
skirtumus. Vienas i§ spektry formos vertinimo biidy yra polinkio kampo matavimai tam
tikrame bangy ilgiuy ruoze. Nustatyta, kad sveiky ir nesveiky audiniy spektry polinkio
kampai labiausiai issiskiria 420—440 nm intervale. Prie§ nustatant polinkio kampa, visi
spektrai buvo sunormuoti | vienetinj intensyvuma. Sveiky audiniy polinkio kampai yra
mazesni uz nesveiky audiniy, ir tai atspindi nesveiky audiniy ilgesni didziausio
fluorescencijos intensyvumo bangos ilgi.

Nustatant, ar sveiky ir nesveiky audiniy fluorescencijos intensyvumuy maksimumuy
skirtumai yra statistiskai reiksmingi, naudotasi t-testais (one-sided paired t-test).
Hipotezes, kad sveiky audiniy fluorescencijos intensyvumas didesnis negu nesveikuy,
patvirtina rezultatas p<0,005, o kad tos pacios pacientés papilomos viruso infekcijos

pazeisti audiniai fluorescuoja intensyviau negu intraepitelinés neoplazijos pazeisti —
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rezultatas p<0,05. Taip pat ir tikrinant spektry polinkio kampy skirtumus (ligos pazeisty
audiniy spektry polinkio kampai didesni negu sveiky) gauta patikimumo verté p<0,005.

Algoritmas, igalinantis in vivo nustatyti, ar tiriama audinio sritis yra histologiskali

nesveika, buvo sudarytas remiantis dviem spektroskopiniais komponentais:

e nezinomo audinio maksimalios fluorescencijos intensyvumo vertés
palyginimu su vidutine tos pacios pacientés kolposkopiskai apziiirint sveikai
atrodancios vietos maksimalia fluorescencijos intensyvumo verte;

e tiriamos vietos spektro polinkio kampu 420—440 nm spektriniame ruoze.

Pagal §j algoritma apdoroti visy matavimy duomenys pateikiami (1.31 pav. )

(Ramanujam ir kt., 1994 b). Ordinaciy aSis atitinka i vienetini intensyvuma normuoty
spektry polinkio kampa, abscisiy asSis — santykini kiekvieno bandinio maksimaly
fluorescencijos intensyvuma (kiekvieno matavimo maksimalus fluorescencijos
intensyvumas buvo padalijamas i§ tos pacios pacientés visu kolposkopiskai apzitirint
sveikai atrodanéiy audiniy spektry maksimalios vertés vidurkio). Sio algoritmo jautrumas

ir specifiskumas yra 92 % ir 90 %.
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1.31 pav. Sveiky (balti) ir histologiskai nesveiky (juodi) audiniy spektry polinkio 420-440 nm
ruoze ir santykinio fluorescencijos intensyvumo tarpusavio priklausomybé Adaptuota pagal
(Ramanujam ir kt., 1994 b)

40



Taigi tinkamy algoritmy sukirimas padeda identifikuoti diagnostikai
tinkamiausius spektrinius ruozus, t. y. tuos, kuriuose matomi didziausi sveiky ir nesveiky
audiniy spektriniai skirtumai. Kartais jie gali suteikti naudingos informacijos ir apie tai,
del ko atsiranda tokie skirtumai. Taciau labai daznai nedidelius ir subtilius spektry
skirtumus trikdo ir slepia audiniy sugertis ir sklaida. Tad norint gauti tikrai patikima
informacija apie ligos sukeltus audiniy biocheminius pokyc€ius ir juos atitinkancius
fluorescencijos spektry pasikeitimus, biitina eliminuoti trukdzius. Tam tikslui kuriami
empiriniai ir tikslesni teoriniai modeliai.

Vienas i$ tokiy empiriniy modeliy buvo sukurtas kraujagysliy ex vivo diagnostikai
identifikuojant sveikas ir aterosklerozés pazeistas vietas (Richards-Kortum ir kt., 1989).
Pagal §{ modeli pamatuota savitoji fluorescencija iSreiSkiama dviejy faktoriy sandauga:
(a) tiesinio visy fluorofory, nuo kuriy priklauso savitoji fluorescencija, derinio ir (b)
fluorescencijos silpninimo faktoriaus, apimancio silpninima dél audiniy sklaidos ir kraujo
sugerties. Modelis panaudotas analizuojant kraujagysliy fluorescencijos spektrus,
matuotus zadinant 476 nm bangos ilgio Sviesa. Esant tokiam zadinimui arterijose
fluorescuoja strukttiriniai baltymai (kolagenas ir elastinas) ir ceroidai, o fluorescencija
silpn¢ja dél hemoglobino sugerties (Richards-Kortum ir kt., 1989). Taikant sukurtaji
algoritma, sveikos kraujagyslés nuo aterosklerozés pazeisty buvo atskiriamos 91 %
jautrumu ir 85 % specifiskumu.

Tas pats modelis taikytas analizuojant in vivo pamatuotus gimdos kaklelio audiniy
fluorescencijos spektrus zadinant 337 nm bangos ilgio sviesa (Ramanujam ir kt., 1994 a).
Audiniy savitoji fluorescencija priskirta kolagenui, elastinui, NAD(P)H ir FAD, o
fluorescencijos slopinimas — oksihemoglobino sugerciai ir sklaidai. Sklaidos poveikis
laikytas nekintan¢iu. Sunormavus kiekvienos pacientés kiekvienos matuotos vietos
kolageno fluorescencijos inaSa i tos pacios pacientés sveiky viety fluorescencijos
spektruose esancio kolageno inaSo vidurki, pastebéta bendra tendencija, kad ikinavikiniy
pazaidy paliestuose audiniuose kolageno fluorescencija yra mazesné negu sveiky audiniy.
Sitaip buvo nustatytas NAD(P)H fluorescencijos padidéjimas ikinavikiniuose audiniuose,
palyginti su sveikais. Taigi tokia duomeny analizé suteikia informacijos, paaiSkinancios
del ko atsiranda spektry pokyc¢iy. Taciau dél gana sudétingy normavimo salygu metodas

néra patogus taikyti klinikin¢je diagnostikoje.
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Kitaip nei realiai pamatuoti fluorescencijos spektrai, kuriuose egzistuoja
netiesinéms priklausomybéms pakliistantis audiniy fluorescencijos, sklaidos ir sugerties
inasai, tikraji savitosios fluorescencijos spektra sudaro tiesinéms priklausomybéms
paklustantys tam tikro bangos ilgio Sviesa suzadinamy atskiry fluorofory spektry derinys.
Tad, zinant atskiro komponento spektrines savybes, paprasta tiesiné spektry analize
leidzia gauti kiekybing informacija apie audinio biocheming sudétj. Taciau, nors ir zZinant,
kokios yra fluorofory tirpaly spektrinés savybés, negalima jy tiesiogiai lyginti su in vivo
pamatuotomis spektrinémis savybémis, nes fluoroforo aplinka gyvame objekte jas keicia.
Siekiant gauti dviejy svarbiausiyjy endogeniniy fluorofory, kolageno ir NAD(P)H
fluorescencijos spektrus in vivo aplinkoje, buvo pasinaudota fluorescencijos ir atspindzio
spektry duomenimis, gautais matuojant juos in Vivo zmogaus stemplés audiniuose
sustabdzius kraujo tekéjima (Georgakoudi ir kt., 2002 a). Poky¢iai, kuriuos audiniuose
sukelia pakitusi oksidaciné-redukcin¢ bikl¢, buvo matomi ir atspindzio, ir
fluorescencijos spektruose. Tokie pokyciai buvo tikétini, nes mazéjant audiniuose
deguonies kiekiui, NAD(P)H kiekis did¢ja. Apdorojant matuoty spektry duomenis pagal
multivariacini kreiviy i$skyrimo algoritma, gauti du spektriniai komponentai, kuriy
buvimas gali biiti paaiskintas sumazéjusio deguonies kiekio poveikiu. Ty komponenty
spektriniai parametrai sutampa su kolageno ir NAD(P)H. Taigi multivariaciniu kreiviy
i8skyrimo buidu gauti fluorescencijos spektrai reprezentuoja kolagena ir NAD(P)H in vivo
(1.32 pav.) (Georgakoudi ir kt., 2002 a).
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1.32 pav. (A) Zmogaus stemplés audiniy kolageno fluorescencijos spektrai pamatuoti in vivo
zadinant fluorescencija 337, 358 ir 380 nm bangos ilgio Sviesa. (B) Ty paciy audiniy NAD(P)H
fluorescencijos spektrai. Adaptuota pagal (Georgakoudi ir kt., 2002 a)

Fluorescenciniy matavimy duomenys buvo jrasyti | sveikuy ir ligos pazeisty
audiniy savitosios fluorescencijos Zadinimo-fluorescencijos matricas. Rezultatai suteike
kiekybinés informacijos apie audiniy biocheming sudéti ir jos pokycius vystantis ligai.
Duomenys apie Barretto stemplés, gimdos kaklelio, burnos ir koronariniy arterijy
audinius pateikti 1.33 pav. (Georgakoudi ir kt., 2002 a).

Barretto stemplé yra ikivéziné stemplés audinio bukle, kuri kelia gréesme, kad gali
i§sivystyti stemplés adenokarcinoma. Todé¢l sergantys Barretto stemple turi buti daznai
apziurimi endoskopiSkai, kad displazijos pokyciai biity pastebéti kuo anksciau ir
gydymas pradétas laiku. Béda ta, kad displazijos atsiradimas endoskopiSkai praktiskai
nepastebimas, todél tenka imti méginius biopsijai. Taigi optinés biopsijos panaudojimas

labai palengvinty tyrima ligoniui ir padéty gydytojui.
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1.33 pav. NAD(P)H ir kolageno fluorescencijos inasas 1 audiniy savitosios
fluorescencijos zadinimo—emisijos matricas (zadinimo bangos ilgiai nuo 337 iki 425 nm;
emisijos — nuo 375 iki 700 nm). (A) Displazijos nepaliesti audiniai (staciakampiai) ir
displastiniai Barretto stemplés audiniai. (B) Gimdos kaklelio audiniy sveikas epitelis
(staciakampiai), kolposkopiskai apzitirint nustatyta ploksSc¢ialasteliné metaplazija
(gerybing) (trikampiai) ir vézio pazaidos (apskritimai). (C) Burnos ertmés epitelio sveiki
audiniai (stac¢iakampiai), displazija (trikampiai) ir vézys (apskritimai). (D) Ceroidy
fluorescencijos priklausomybé nuo santykinio kolageno fluorescencijos inaSo i

koronarings arterijos savitosios fluorescencijos spektra. Adaptuota pagal (Georgakoudi ir
kt., 2003)

[Sanalizavus Barretto stemple serganciy septyniy ligoniy stemplés audiniy
fluorescencijos spektrus, nustatyta, kad vélyvy stadiju displazijos pazeistuose audiniuose
yra maziau kolageno ir daugiau NAD(P)H negu displazijos nepaliestuose audiniuose.
Didesnis NAD(P)H keikis navikiniuose audiniuose siejamas su intensyvia lasteliy
proliferacija ir intensyvesne medziagy apykaita (Mayevsky ir Chance, 1982). Kolageno
kiekio sumazéjimas gali biiti paaiSkinamas tuo, kad kolageninés struktiiros silpnéja
jungiamajame audinyje galbtit dél suaktyvéjusios kolagena skaldan¢io fermento

kolagenazes veiklos. I$ dalies kolageno fluorescencijos silpné¢jimas galimas ir dél navikui
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vystantis atsiradusio epitelio sluoksnio sustoréjimo. D¢l navikams biidingo gleivinés
sluoksnio sustor¢jimo silpnéja naviko stromos zadinimas Sviesa ir labiau ekranuojama

jungiamojo audinio fluorescencija (1.34 pav.).

Epitelis

Pogleivis

1.34 pav. Dél atsiradusio naviko sustoréjes epitelio sluoksnis susilpnina stromos fluorescencijos
intensyvuma

Analogiski kolageno ir NAD(P)H kiekiy pokyc¢iai aptinkami ir gimdos kaklelio
audiniuose (Goergakoudi ir kt., 2002 a; Goergakoudi ir kt., 2002 b). Kolposkopinés
apzitros metu gimdos kaklelio vaizdas didinamas 6 arba 15 karty ir i§ nesveikai
atrodan¢iy viety imami méginiai ir tiriami histopatologiskai. Nors kolposkopija ir
biopsija yra labai jautrlis metodai, padedantys aptikti gimdos kaklelio vézi arba
ikivézines biusenas, juy specifiSkumas mazas. Tai reiSkia, kad daugelis kolposkopiskai
apzilrint jtartinai atrodanciy viety, atlikus histopatologini tyrima, pasirodo esancios
sveikos ir biopsija nebuvo tikslinga. Taigi specifiSkesné technologija labai sumazinty
diagnozavimo trukmg ir sanaudas.

In vivo pamatuoty 35 pacienciy gimdos kaklelio kolposkopinés apziiiros metu
sveikai ir jtartinai atrodziusiy kaklelio audinio viety fluorescencijos spektru apdoroti
rezultatai pateikiami 1.33 pav. B. IS jtartinai atrodziusiy viety paimti biopsiniai méginiai
klasifikuoti kaip plokscialastelinés metaplazijos (t. y. gerybiniai navikai) ir
plokscialastelinés intraepitelinés (t. y. ikivézinés) pazaidos. PanaSiai kaip ir del Barretto
stemplés pazeistose vietose aptiktas sumazéjes kolageno kiekis taip pat gali biiti
priskiriamas suaktyvéjusiai kolagenazés veiklai. Ploksc¢ialastelinése intraepitelinése

pazaidose NAD(P)H fluorescencija buvo intensyvesné negu plokscialastelinés
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metaplazijos vietose. Sis didéjimas gali bati dél sustoréjusio epitelio sluoksnio arba
aktyvesnés medziagy apykaitos. Kaip rodo diagnostinio diferencijavimo linijos (1.33 pav.
B), nubréztos atlikus regresing analizg¢, kolopskopinés apziiiros metu jtartinai atrodancios
ir histopatologiskai identifikuotos kaip gerybinés plokscialastelinés metaplazijos vietos
gali biti patikimai atskirtos nuo plokscialasteliniy intraepiteliniy pazaidy. Taigi
kiekybiniai biocheminés sudéties duomenys gali gerai padéti sprendziant, kurias
kolposkopiskai apzitirint jtartinai atrodziusias vietas bitina tikrinti.

Dar viena tirta audiniy rusis — burnos ertmés plokscialastelinis epitelis
(Georgakoudi ir kt., 2003). Buvo nustatyta, kad tiriant burnos audinius svarbu zinoti
keratino turinCio ir neturincio epitelio savybes. Kolageno ir NAD(P)H buvimas sveiko,
displazijos paZeisto ir navikinio keratino neturincio epitelio vietose parodytas 1.33 pav.
C. Kaip ir sergant Barretto stemplés liga, displazijos paZeistuose ir navikiniuose
audiniuose yra mazesné kolageno ir didesné NAD(P)H fluorescencija.

IeSkant naujy ateroskleroziniy ploksteliy kraujagyslése diagnozavimo btidy, buvo
matuojama kraujagysliy fluorescencija in vitro (Richards-Kortum ir kt., 1989; Richards-
Kortum ir kt., 1991; Laifer ir kt., 1989). Arteriju sieneliy sudétyje pagal spektrines
charakteristikas identifikuoti keturi komponentai: kolagenas, elastinas, ceroidas ir
triptofanas. Kolagenas ir elastinas yra ir sveiku, ir pazeisty arterijy strukttriniai baltymai.
Vystantis aterosklerozei kolageno kiekis didéja (Rekhter ir kt., 1993; Tammi ir kt., 1978;
Levene ir kt., 1962). Triptofanas — aromatiné aminortigstis — yra baltymy, esanciy lygiyju
raumeny lasteliy, kurios proliferuoja formuojantis aterosklerozinéms ploksteléms,
sudétyje. Ceroidas yra netirpus konglomeratas, kuris kaupiasi ateroskleroziniy ploksteliy
nekrozinése zonose (Hoff ir Hoppe, 1995). Jo svarbiausias komponentas yra oksiduoti
mazo tankio lipoproteinai, kuriy budinga fluorescencija ir padeda identifikuoti
aterosklerozines pazaidas (Hoff ir Hoppe, 1995; Fitzmaurice ir kt., 1989).

Analizuojant 110 vainikiniy arteriju segmenty ex Vivo pamatuotus spektrus,
nustatyta, kad ne tik hemoglobinas, bet ir B-karotinas sugeria Sviesa ir dél to iSkraipo
matuojamus fluorescencijos ir atspindzio spektrus. Atitinkamai apdorojus spektry
duomenis, nustatyta, kad aterosklerozés pazeisty kraujagysliy segmentuose ceroido ir

kolageno fluorescencija buvo gerokai intensyvesné¢ negu sveiky (1.33 pav. D)
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(Georgakoudi ir kt., 2003). Sitie rezultatai gerai sutapo su histopatologiniy tyrimy
duomenimis.

Buvo aptarti budai, kaip i§ audiniy savitosios fluorescencijos spektry gauti
kiekybiniy duomeny apie audiniy biocheming sudéti. Biitina salyga — i§ fluorescenciniy
spektry eliminuoti audiniy sklaidos ir chromofory sugerties sukeliamus pokyc¢ius. Gauta
kiekybiné informacija labai naudinga nustatant diagnozg ir gilinantis i in vivo vykstanc¢ius
audiniy ligos sukeliamus biocheminius pokycius. Tokia informacija labai vertinga ir

optimizuojant optinés biopsijos aparatira.
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