2. FLUORESCENCIJOS REGISTRAVIMO TECHNIKOS

Optin¢ biopsija — tai neinvazinis diagnostikos metodas, paremtas audiniy optiniy
savybiy tyrimu. Dazniausiai optinés biopsijos procedirai yra taikomas fluorescencinés
spektroskopijos metodas. Fluorescencija yra audinio atsakas ji apSvietus (suzadinus)
atitinkamos spalvos (bangos ilgio) sviesa. Biologiniuose audiniuose Sis atsakas yra gana
silpnas, tod¢l, kad jis bty uzregistruotas reikia turéti didelio jautrumo aparatiiros. Kadangi
tyrimo objektas yra konkretus — biologiniai audiniai in vivo, tai optinés biopsijos prietaisams
keliamas pagrindinis reikalavimas — turi tikti tyrimams tiek su gyvais eksperimentiniais
gyvinais, tiek su Zmonémis. Tokiu atveju klasikiniai fluorescenciniai spektrometrai jau néra
tinkami, taciau juos Siek tiek modifikavus galima padaryti labai jautry, informatyvu optinés
biopsijos prietaisa. Deja, tokio prietaiso kaina yra labai didelé, o taikant ji diagnostikai in vivo
biity panaudojama tik nedidelé¢ visy jo galimybiy dalis. Todél buvo sukurti naujos kartos
spektrometrai, kurie yra gerokai patogesni, paprastesni bei pigesni, bet ne tokie jautriis. Tai
Sviesolaidiniai fluorescencijos spektrometrai, kuriy jautrumas tobuléjant technologijoms
stipréja.

Diagnostikai taikomi fluorescenciniai metodai gali buti padalyti { dvi dalis — tai
nuostoviosios fluorescencinés spektroskopijos metodai ir fluorescencijos su laikine skiriamaja
geba metodai. Pastarieji yra daug sudétingesni, taciau jais gaunama informacija yra gerokai
tikslesné. Be to, tokie tyrimai kol kas negali biiti atlieckami su Sviesolaidiniais spektrometrais.

Siame skyriuje bus iSanalizuota optinés biopsijos aparatiira, aptarti konkretlis jos
komponentai aprasant kiekvieno i§ juy paskirti. Bus pateikta keletas alternatyvy kiekvienam
komponentui, iSryskinti juy taikymo optinei biopsijai privalumai bei trikumai. Taip pat bus
apzvelgiami optinio signalo registravimo biidai naudojant klasikinius bei Sviesolaidinius
spektrometrus, supazindinama su tam tikrais apribojimais, susijusiais su juy konstrukcija. Bus
apzvelgti nuostoviosios fluorescencijos metodai nuo juy pereinant prie fluorescencijos su

laikine skiriamaja geba metoduy.

2.1. OPTINES BIOPSIJOS SCHEMA

Kad fluorescencijos metodai buty s¢kmingai taikomi diagnostiniams tyrimams, biitina
iSmanyti fluorescencijos désningumus ir diagnosting aparatiira. Optiné biopsija yra labai
jautrus diagnostikos metodas, todél yra daug veiksniy, kurie vienaip ar kitaip veikia

fluorescencijos spektrus, ir ju nezinant galima klaidingai interpretuoti gaunamus rezultatus.
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Dalis $iy artefakty yra susij¢ su itin sudétingu tiriamuoju objektu — biologiniu objektu, kita
dalis gali biiti salygojama pacios diagnostines aparatiiros.
Pagrindiniai optinés diagnostinés aparatiiros elementai yra Sviesos Saltinis, skirtas

fluorescencijos  zadinimui,

Fluorescencijos detektorius, kuris

surinkimas .. . L.
uzregistruoja optini signala

] bei zadinimo—=surinkimo
Detektorius

Sviesos saltinis sistema, kuria zadinancioji

spinduliuot¢ nuvedama iki

L audinio ir  surenkama

£ - audinio fluorescencija (2.1
S S o

- — pav). Kiekvienas Siy

elementy labai svarbus ir

2.1 pav. Optinés biopsijos schema priklausomai nuo atliekamos

uzduoties gali arba turi bati kei¢iamas. Siuos komponentus gerai i§manant bei suprantant
teisingai jvertinamos esamos konfigiiracijos diagnostinés aparatiiros galimybés bei taikymo

ribos. Taigi panagrinésime kiekviena komponenta.

2.2. SVIESOS $ALTINIAI

Norint uzregistruoti bet kokio tiriamojo objekto fluorescencini atsaka, pirmiausia
reikia suzadinti jame esancias fluorescuojancias molekules. Tai padaryti galima jvairiais
biidais, taciau optin¢je biopsijoje tam naudojama Sviesa. Atliekant opting biopsija,
registruojant fluorescencijos spektra, paties Sviesos Saltinio spinduliuotés intensyvumo
pasiskirstymas néra svarbus, nes Siuo atveju audinio atsakui (spektrui) sukelti naudojamas tik
vienas bangos ilgis. Svarbu tik, kad viso tyrimo metu intensyvumas nekisty. Taliau, jei
optinés biopsijos metu yra registruojamas fluorescencijos Zadinimo spektras, intensyvumo
pasiskirstymas tampa ypac svarbus ir i ji turi biiti atsizvelgiama pateikiant rezultatus. Visi
naujausi prietaisai daZniausiai tai daro automatiskai ir dirban¢iam nieko koreguoti nereikia.
Siuo metu, sparéiai vystantis technologijoms, priklausomai nuo pasirinkto tikslo bei uzduoties,
fluorescencijos zadinimui galima rinktis ivairiy tipy Sviesos Saltinius. ISskirsime tris
pagrindinius Siuo metu optinei biopsijai naudojamus Sviesos Saltiniy tipus: lempas, lazerius ir

Sviesa emituojancius diodus (angl. LED).
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2.2.1 Lempos

Pirmiausia Siam tikslui buvo pradétos taikyti ivairiy tipy lempos (2.2 pav.), taciau
dabar tokio tipo Sviesos saltinius
dazniausiai galima aptikti tik labai
sudétinguose,  plataus  panaudojimo
spektrometruose. Juy privalumas — platus
emituojamos sviesos diapazonas. Kadangi
tiriant biologini objekta labai svarbu

tiksliai parinkti zadinanciosios

2.2 pav. lvairiy tipy auksto slégio lempos spinduliuotés bangos ilgi, kuris ivairiy
tyrimy metu gali biti vis kitoks, toks pasirinkimas atrodo tinkamiausias. Taciau kartais
fluorescencijos Zzadinimui, ypac siekiant suzadinti gilesnius sluoksnius, reikia dideliy
intensyvumy ir tai jgyvendinti naudojant lempas yra sudétinga, o kartais ir nejmanoma. Be to,
lempy naudojimas daro sudétingesng¢ Zadinimo—surinkimo sistema, ¢ia be spinduliuotés
nuvedimo iki audinio bei fluorescencijos surinkimo sistemos papildomai turi biiti naudojamas
spinduliuotés spektrinés sudéties modifikavimo jrenginys. Tai yra dar vienas komponentas,
kuris daro diagnostikos sistema sudétingesng.

Paminésime keleta Siuo metu populiariausiy lempy. Dazniausiai Siuvo metu yra
naudojamos auksto slégio ksenono (Xe) lempos. Ju privalumas — platus, gana tolygus
emituojamos Sviesos diapazonas — nuo 250 nm iki 750 nm (2.3 pav.). D¢l kvarcinio apvalkalo

Sios lempos

' nespinduliuoja

trumpesniy nei 250 nm

g

bangu spinduliuotés,

taciau spektre esanti UV

srities spinduliuoté gali

[ Y o l J negriZztamai pazeisti

s 250 - 500 00 o0 sso  soo  akis, todel reikia vengti
Bangos ilgis, nm

2.3 pav. Ksenono lempos spektras

Intensyvumas, s.Vv.

ziuréti |1 veikiancia
ksenono lempa. Daugelis
ksenono lempy yra laikomos beozonémis, tai yra veikdamos jos nesukuria aplinkoje ozono.
Ksenono lempy veikimo trukmé yra mazdaug 2000 valandy. Sios lempos yra gaminamos su
specialiais korpusais (2.4 pav.), nes pacios lemputés yra uzpildytos auksto slégio (~ 10 atm)

dujomis ir dél to atsiranda sprogimo rizika. Siy lempy maitinimo $altiniai taip pat gali kelti
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pavoju. Veikimo metu jie kuria 25 A srove
esant 20 V jtampai (450 W galingumo
lempai), o lempos jjungimo momentu yra
generuojami  20-40 kV impulsai. Tokia
itampa lengvai prasiskverbia per oda, o véliau

tekanti stipri srové gali buti mirtina. Reikia

nepamirsti, kad ksenono lempa, kaip ir
2.4 pav. Hamamatsu Xe lempa ir maitinimo

blokas daugelis  kity, spinduliuoja labai daug

infraraudonyjy  spinduliy, kitaip tariant,

smarkiai kaista. Taigi naudojant Sias lempas reikia imtis atitinkamy saugumo priemoniy, o

taikant ju spinduliuote tiesiogiai, be spektrinés sudéties modifikavimo jrenginiy, siekiant
1Svengti tirlamosios vietos nudegimu, reikia naudoti Siluma absorbuojancius filtrus.

Auksto slégio gyvsidabrio (Hg) lempos. Savo paskirtimi ir veikimu gyvsidabrio

lempos yra panasios i ksenono lempas. Hg lempy spinduliuoté yra intensyvesné nei ksenono,

taCiau ji sukoncentruota | gana siauras, gyvsidabriui biidingas linijas (2.5 pav.). Taigi, jei

fluorescencijos zadinimui yra tinkamos gyvsidabrio emituojamos linijos, dél didesnio

spinduliuotés

100 365 435 . .
intensyvumo geriau yra

g
&

naudoti §j Sviesos Saltinj.

b
wy
3

Egzistuoja ir zemo slégio
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300 600 900
Bangos ilgis, nm daugiausiai naudojamos
2.5 pav. Gyvsidabrio lempos spektras

ypac siauros, todé¢l jos

kalibravimo tikslais.

Taip pat yra galimas abiejy anks€iau minéty lempy derinys. Tai yra vadinamosios
gyvsidabrio—ksenono (Hg—Xe) lempos. Ju privalumas yra tas, kad dél esancio jose Hg yra
gaunamas didesnis intensyvumas UV srityje nei veikiant Xe lempoms, o Xe sukuria didesni
intensyvuma tarp Hg liniju.

Kvarco-volframo halogeninés (QTH) lempos. Siy lempy privalumas — intensyvus ir
tolygus spinduliavimo spektras regimojoje ir infraraudonojoje srityje. Anks¢iau jos buvo

mazai naudojamos, nes netiko UV spinduliuote sugeriancioms molekuléms suzadinti, taciau
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padidéjus susidoméjimui raudonoje bei infraraudonojoje srityse sugerianciais fluoroforais Sios

lempos yra labai tinkamos.

Visi Sie iSvardyti Sviesos Saltiniai daugiausia yra naudojami nuostoviosios optin€s

biopsijos tikslams, nes lempomis labai sunku iSgauti trumpus impulsus ar moduliuoti ju

intensyvuma, reikalinga laikinés skyros matavimams. Egzistuoja impulsinés lempos,

generuojancios nanosekundziy trukmés impulsus, taciau juy spinduliuotés intensyvumas yra

per silpnas nuostoviesiems matavimams atlikti. Taip pat yra galimas ir intensyvumo

moduliavimas, taciau tai yra atlickama naudojant iSorini moduliatoriu, kuris zadinimo sistema

padaro dar sudétingesng. Taigi laikinés skyros matavimams S$iuo metu patogiau bei

ekonomiskiau yra naudoti kity tipy impulsinius Sviesos Saltinius.

2.2.2 Lazeriniai $viesos saltiniai

Pastaruoju metu, labai iSpopuliaré¢jus lazeriams, jie vis dazniau yra taikomi ir

&328 0m

Intensyvumas, s.v.

M 38 400 450 S0 BED S0 60 0D TBD B0

Bangos ilgis, nm
2.7 pav. He-Ne lazerio emisijos
spektras

2.6 pV. Ivairiy bangos ilgiy leriniai diodai

medicinoje. Kalbant apie Sio tipo
Sviesos Saltiniy panaudojima optinés
biopsijos tikslams pirmiausia turimi
galvoje puslaidininkiniai lazeriai (2.6
pav.). Kito tipo lazerius naudoti néra
tikslinga dél juy dydzio ir sudétingumo.
Lazeriniai Sviesos saltiniai pirmiausia
pasizymi mazu emituojamos
spinduliuotés spektro ploc¢iu — ju
spinduliuoté yra monochromatiné (2.7
pav.). Siuo atveju, kitaip nei lempoms,
nereikia jokios spinduliuotés spektrinés
sudéties modifikavimo sistemos. Taip pat nekuriama
pasaliné  infraraudonoji  spinduliuoté,  todél
nespinduliuojama Siluma, tad net taikant Sia
spinduliuote, tiesiogiai nereikia Siluma sugerianciy
filtry. Kitas privalumas — didelé spinduliuotés galia.
Siuo metu kuriamy puslaidininkiniy lazeriy galios
netgi virsija optinei biopsijai atlikti reikalingas

galias. Gal kiek prastesné ultravioletiniy lazeriuy

panaudojimo situacija. Dar viena savybé, lazerinius Sviesos Saltinius iSskirianti i§ visy kity
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Sviesos Saltiniy, yra itin maza spindulio skéstis. Tai yra labai svarbi ir patogi savybeé, kai
Sviesos Saltinio spinduliuotg reikia suvesti i Sviesolaidi. Optinés biopsijos taikymui,
registruojant biologiniy audiniuy fluorescencijos spektrus, labai daznai yra naudojamos
Sviesolaidinés sistemos, ir spinduliuotés ivedimas i Sviesolaidi yra labai svarbus etapas
siekiant neprarasti zadinanciosios spinduliuotés galios bei supaprastinti ar minimizuoti pacia
optinés biopsijos sistema. Be to, puslaidininkiniai lazeriai puikiai veikia impulsiniu reZimu ir
gali biiti naudojami optinei biopsijai su laikine skiriamaja geba.

Deja, lazeriniai diodai kol kas yra gana brangis. Zinant, kad lazeris spinduliuoja tik
labai siauros spektrinés srities Sviesa ir kad konkretus lazeris gali buiti taikomas tik jo
spinduliuojamos Sviesos srityje sugerti turin¢iy molekuliy suzadinimui, norint atlikti kito tipo
audiniy diagnostika ar kity funkcijy tyrima, daznai tenka pirkti kitokio bangos ilgio lazer;.
Tad, nors pagal savo charakteristikas optinei biopsijai lazeris yra patogiausias $viesos saltinis,
kol kas yra brangu susirinkti visa lazeriy rinkini, apimanti spektring sriti nuo 400 nm iki 700

nm.

2.2.3 §viesq emituojantys diodai (LED)

Kaip alternatyva lempoms bei lazeriams, yra naudojami Sviesa emituojantys diodai
(2.8 pav.). Didziausias ju privalumas yra
palyginti nedidel¢ kaina, o didziausias
trikumas, kuri §iuo metu labai intensyviai
méginama pasalinti, — nepakankamas tam
tikry bangos ilgiy srities, konkreciai

ultravioletinés, galingumas. IS esmés

2.8 pav. lvairiy tipy, formy bei galingumo §Viésos Sviesos diodai yra tarpinis ir Siuo metu

diodai turblit  patogiausias  fluorescencijos
zadinimo Saltinis i$ visy trijy minéty Sviesos Saltiniy tipy. Ju emituojamos Sviesos spektras
(2.9 pav.) yra platesnis nei lazeriy, taciau daug siauresnis nei lempy, todél daznai uztenka tik
primityviy spektrinés sudéties modifikavimo jrenginiy. Jie taip pat nespinduliuoja pasaliniy
infraraudonyjy spinduliy, todél nelieka papildomos Silumos ir nudeginimo problemuy. Daznai
Sviesos diody spinduliuoté jau yra i§ dalies fokusuota, todé¢l jos suvedimas i Sviesolaidi taip
pat yra gerokai paprastesnis ir patiriama maZzesniy nuostoliy. Kitos savybés, kurios daro juos
patrauklius naudoti, yra mazas ju dydis bei, skirtingai nei lazeriniy diody, paprastas valdymo

blokas. Siuo metu parduodamy $viesos diody spektriniy diapazony gama siekia nuo maziau

nei 300 nm iki keliy mikrony, o galia — nuo keliu milivaty iki vaty. Paprastai optinei biopsijai
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pakanka 10-20 mW galingumo $viesos

>: 3000

2— Saltinio, taCiau tam tikrais atvejais gali
1S TR . .

; prireikti ir daugiau nei 50 mW.

(7] X . . . . _
g Sviesos  diodai  gali  buti
c imo

naudojami  tiek nuostoviems, tiek

e - Mmatavimams su laikine skyra. Jie gali
2.9 pav. Sviesos diodia:r?lcijsij!lc?slss,;enlltrai veikti impulsiniu- rezimu - (pasiekiama
impulsy trukmé iki keliy Simty

pikosekundziy), o ju intensyvumas gali biiti nesunkiai moduliuojamas.

Taigi aptaréme dazniausiai optinei biopsijai taikomus Sviesos Saltinius, nurodéme ju
privalumus bei truikumus. Taciau konkretaus Sviesos Saltinio fluorescencijai zadinti
pasirinkimas priklauso nuo keliamos uzduoties ir kity optinés biopsijos aparatiiros daliy. Kitas
labai svarbus optinés biopsijos aparatiiros komponentas yra fluorescencijos zadinimo—

surinkimo sistema.

2.3. FLUORESCENCIJOS ZADINIMO—SURINKIMO SISTEMA

Fluorescencijos zadinimo—surinkimo sistemos paskirtis yra nuvesti $viesos saltinio
spinduliuote iki audinio, surinkti audinio fluorescencija ir perduoti i detektoriy. Siuo metu yra
naudojamos dvieju tipy zadinimo—surinkimo sistemos: spinduling ir §viesolaidiné. Tam tikrais
atvejais, siekiant geresnio rezultato, Sios abi sistemos gali biiti sujungiamos. [ fluorescencijos
zadinimo—surinkimo sistema taip pat jeina ir spektrinés sudéties modifikavimo sistema.
Priklausomai nuo pasirinkto Sviesos Saltinio bei keliamy uzdaviniy, Zzadinanciosios
spinduliuotés kelyje S$i sistema gali biiti ir nereikalinga, taCiau 1§ audinio surinktos
spinduliuotés kelyje tokia sistema yra biitina. Prie§ patekdama i audini Zadinancioji
spinduliuoté yra stipriai iSsklaidoma, todél didelé jos dalis kartu su audinio fluorescencija
patenka 1 detektoriy. [ detektoriy patekes iSsklaidytos zadinanciosios spinduliuotés
intensyvumas yra daug didesnis nei naudinga informacija neSancio fluorescencijos signalo,
todél detektoriui sunku Zzadinanciosios spinduliuotés fone uZregistruoti palyginti silpna
fluorescencijos signala. Taigi fluorescencijos surinkimo kanale reikia spektrinés sudéties
modifikavimo sistemos, galincios atskirti zadinanciaja spinduliuotg ir neleisti jos 1 detektoriy.
Tokios sistemos veikimas pagristas tuo, kad tik dalis Zadinanciosios spinduliuotés fotony
energijos yra paverciama fluorescencija, kita dalis yra prarandama Silumos pavidalu molekuliy

viduje vykstanc¢iuose procesuose, todel fluorescencija visada yra matoma ilgesniy bangy
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puséje. Taigi, jei zadinimui naudojame mélyna Sviesa, fluorescencija bus Zalios spalvos ir

taikant spektrinés sudéties modifikavimo sistema bus galima jas nesunkiai atskirti (2.10 pav.).

Siuo metu yra naudojamos dviejy tipy spektrinés sudéties modifikavimo sistemos — gardelinés

ir filtrinés. Pirmosios dazniausiai yra naudojamos spindulinése sistemose, o antrosios —

Sviesolaidinése sistemose.

Zadinang&ioji
spinduliuoté

Fluorescencija

Spektrinés sudéties
modifikavimo jrenginys

2.10 pav. Fluorescencijos atskyrimo nuo zadinanciosios spinduliuotés

schema

2.3.1 Spinduliné Zadinimo—surinkimo sistema

Tai tokia sistema, kurioje spinduliuoté iki audinio ateina panaudojant veidrodzius ir

lgSius (2.11 pav.). Pateiktame pavyzdyje optinio atsako Zadinimui yra naudojama Xe lempa

3" Xe lempa  Veidrodis Fotodaugintuvas

i ‘/-‘z‘;\l \ .“/u'w\'ﬂ
\\z/ N\EY

\ o — Emisijos ___ Veidrodis
Veidrodis plysys
Zadinimo
‘ plysys
i Veidrodis
Veidrodis / YA o \
/ /" Veidrodis  Veidrodis
2 ~ 1 0 A\
Difrakcine [_t== % / { | |} N\ \
gardele o< /f U U \"« ""‘

Vi
>-I’ A / /\\ Veldrodls

Fotodauglntuvas Emisijos filtras

2.11 pav. Danties tyrimui naudojama spinduliné sistema

dél plataus Sios lempos
emisijos spektro ir
galimybés keisti zadinimo
bangos ilgi. Taciau lazeriy
taikymas spindulinéje
sistemoje  buty  didelis
pranaSumas, nes Ju
spinduliuotés skéstis yra
labai maza ir ja pasiekti
reikia

tiriamaji  objekta

labai mazai papildomuy
komponenty. Be to,
naudojant lazeri, nereikia
papildomos spinduliuotés

spektrines sudéties
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modifikavimo sistemos. Fluorescencija spindulingje sistemoje taip pat yra renkama tam tikru

atstumu nuo audinio ir yra perduodama i detektoriy. Sios spinduliuotés kelyje jau yra

reikalingas spektrinés sudéties modifikavimo jrenginys, kuris atskirty iSsklaidyta zadinanciaja

spinduliuot¢ nuo audinio fluorescencijos. Spindulinése sistemose tam tikslui dazniausiai yra

naudojami monochromatoriai. Monochromatorius yra vienas i§ optinés biopsijos sistemos

elementy, kurie gali veikti registruojama audinio fluorescencijos spektra, tod¢l pakalbésime

apie ji placiau.

2.3.1.1 Monochromatorius

Monochromatoriaus paskirtis yra i§ plataus spinduliuotés spektro iSrinkti

reikiamos bangos ilgio

Igjimo plysys

( J

Plataus spektro
§viesos Saltinis

i~
Je /__7/ e Sarde},
- Cle

Igaubti veidrodziai

=

Ploksti veidrodziai

Ny

(spalvos) Sviesa (2.12 pav.).
Tai gali biti atlikta
panaudojant difrakcines
gardeles arba prizmes.

Siuolaikiniai

monochromatoriai dazniausiai

yra gaminami su

difrakcinémis gardelémis,

Iéjimo plysys todeél tokio tipo spinduliuotés

spektrines sudéties

2.12 pav. Ploksc¢iagardelinis monochromatorius

modifikavimo sistemos

vadinamos gardelinémis. Pagrindiniai monochromatoriy parametrai yra skiriamoji

geba, pralaidumo efektyvumas ir paSalinés Sviesos kiekis (Sviesos kiekis uz pasirinktos

spektringés srities (spalvos) riby). Renkantis monochromatoriy optinei biopsijai visy

2.13 pav. Difrakciné gardelé

pirma reikia atsizvelgti 1 tai, kad signalai
daznai yra labai silpni, todel
monochromatorius turi turéti kuo didesnj
pralaidumo efektyvuma. Kitas parametras,
kuris taip pat yra svarbus, tai mazas pasalinés
Sviesos kiekis; taip bus isvengiama, kad
iSsklaidyta Sviesa nepatekty 1 detektoriy.
Paskutinysis parametras, skiriamoji geba,

Siuo atveju néra toks svarbus, nes
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biologiniuose audiniuose esanciy pigmenty fluorescencijos spektrai néra labai siauri.

Monochromatoriy skiriamaja geba nulemia difrakciné gardelé (2.13 pav.), o

konkrediau — difrakcinéje gardeléje esanéiy réziy skaiius milimetre. Siuo metu

gaminamos gardelés, kurios turi nuo keliy Simtuy iki 6000 réziyu milimetre.

Monochromatoriaus skiriamoji geba taip pat gali biiti kei¢iama didinant arba mazinant

spinduliuotés i¢jimo bei i§¢jimo i§ monochromatoriaus plysio plo€ius. Didesni plySiai

smarkiai padidina registruojamo signalo intensyvuma, taCiau pablogina skiriamaja
geba, ir atvirks¢iai — maZesni plySiai pagerina skiriamaja geba, ta¢iau smarkiai krinta
registruojamas intensyvumas.

Pagrindinis monochromatoriaus elementas, difrakciné gardelé, gali biiti ploksc¢ia arba
igaubta. PloksCios gardelés dazniausiai yra gaminamos mechanisSkai raizant lygy blisimos
gardelés pavirsiy ir dél to gali atsirasti tam tikry netikslumy jvairiose jos vietose, tuo tarpu
igaubtos gardelés dazniausiai yra gaminamos holografijos metodu. Gamybos metu atsiradg
netikslumai kaip tik labiausiai ir nulemia monochromatoriaus pasalinés Sviesos perdavimo
savybes bei vaizdu ,,Smekly‘ atsiradima. Jie pasireiSkia kaip kitos spalvos arba baltos Sviesos
démés monochromatoriaus viduje. Kad Sias démes biity galima panaikinti,
monochromatoriaus vidinés sienelés yra padengiamos Sviesa sugeriania medziaga.
Monochromatoriuose su igaubtomis gardelémis yra maziau Sviesa atspindin¢iy elementy, nes
igaubta gardelé¢ atlieka ir Sviesos iSskaidymo i spalvas funkcija, ir fokusavimo funkcija. Taip
pat labai svarbu atkreipti démesi { tai, kuriai spektrinei sri¢iai yra optimizuotas

monochromatorius. Tai nulemia difrakcinés gardelés grioveliy forma (2.14 pav.). Pavyzdziui,

vienokios formos grioveliai labiausiai tinka ultravioletinei spinduliuotei, o kitokios -

|

regimosios sviesos ar
infraraudonosios srities spinduliuotei.
Monochromatoriy tinkamuma tam
tikrai sri¢iai apibidina pralaidumo
v efektyvumo kreivé. Si kreivé parodo,
kiek procenty ieinancios Sviesos

praeina monochromatoriy.

Monochromatoriy  su  plokS¢iomis

(mechaniskai gaminamomis)
2.14 pav. Ivairiy formy difrakciniy gardeliy
grioveliai gardelémis pralaidumas buna

efektyvesnis nei su holografinémis,
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taciau ju efektyvaus pralaidumo sritis yra siauresné¢. Monochromatoriy efektyvumas taip pat
yra nevienodas skirtingos poliarizacijos spinduliuotei. Kadangi molekuliy fluorescencija yra i$
dalies poliarizuota, tai registruojamame spektre matomas intensyvumo pasiskirstymas gali
biti paveiktas ir Sios monochromatoriaus savybés. Taciau Sie reiSkiniai labiausiai pasireiskia
atliekant poliarizacinius matavimus. Nepaisant visy iSvardyty trikumy, kurie iSryskéja tik
dirbant labai sudétingomis sistemomis, monochromatorius kol kas yra geriausia bei
universaliausia, taCiau ir sudétingiausia, spinduliuotés spektrinés sudéties modifikavimo
sistema.

Taigi griztame prie spindulinés Zadinimo-registravimo sistemos. Tokios sistemos
privalumas tas, kad tai yra nekontaktinis metodas, taCiau kartu tai yra stacionari sistema,
reikalaujanti labai tikslaus optiniy elementy iSdéstymo. Dazniausiai tokia sistema yra
sudétinguose prietaisuose, nes kitokios spinduliuotés perdavimo sistemos (pavyzdziui,
Sviesolaidziai) padaro tam tikry nuostoliy bei netikslumy. Spindulinés zadinimo—surinkimo
sistemos taikyma riboja tai, kad, norint atlikti opting biopsija ar pasirinkti kita audinio vieta,
kurioje bus atlieckama optiné biopsija, yra keiCiama tiriamojo objekto (ranka, koja, kaklas,
veidas ir t. t.) padétis. D¢l to daznai daug paprasCiau ir saugiau yra naudoti Sviesolaidines

sistemas.

2.3.2. Sviesolaidiné Zadinimo—surinkimo sistema
Siekiant supaprastinti optinés biopsijos aparatiira, pirmiausia reikia supaprastinti
fluorescencijos zadinimo—surinkimo sistema. Tai yra ta aparatiiros dalis, kuri turéty biiti
paslankiausia, todel Siam tikslui buvo pradéti naudoti Sviesolaidziai. Norint geriau suprasti
Sviesolaidiniy sistemy savybes bei taikymo apribojimus, biitina susipazinti su Sviesolaidziy
sandara bei iSsiaiskinti, kokiomis salygomis Sviesa sklinda SviesolaidZziais.
2.3.2.1. Sviesolaidziai. SviesolaidZiy analogija galime laikyti papras¢iausius
elektros laidus, kuriais teka elektra. Sviesolaidziai netgi savo forma labai primena
laidus, kuriais ,teka“ Sviesa.
TaCiau, skirtingai nei elektros,
Sviesos perdavimui reikia kur kas

sudétingesniy salygy. Taigi, kas

nulemia, kad sviesa gali nusklisti

2.15 pav. Visiskas vidaus atspindys vandeniu . . e
uzpildytame stikliniame vamzdelyje Sviesolaidziu didziulius atstumus

ir beveik be nuostoliy neiSeidama

i§ jo? Tai nulemia specifiné optinio kabelio struktiira. Sviesos sklidimas §viesolaidziu
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Visiskas vidaus
atspindys

2.17 pav. Kampai, kuriais i §viesolaidi jvesti
spinduliai patirs visiska vidaus atspindi —
galés sklisti Sviesolaidziu

2.16 pav. Visiskas vidaus atspindys

remiasi visiSko Sviesos atspindzio désniu. Visiskas atspindys (2.15 pav.)
atsiranda dviejy skaidriy medziagy skiriamojoje zonoje, jei Sviesos spindulys { ji krinta
1§ optiskai tankesnés medziagos ir jei kritimo kampas o didesnis uz kritini kampa.
Kritinis kampas — tai Sviesos kritimo kampas, kuriam esant vyksta visiskas vidaus
n2

—2 . Siuo atveju
nl

atspindys (2.16 pav.). Sis kampas apskaiGiuojamas: Sina, . =

spindulys neiSeis 1§ medZziagos ir jo optiné energija bus visiskai atspindéta. IS principo
visiSkas vidaus atspindys vyksta be energijos nuostoliy, taCiau realiai Sviesa
prasiskverbia keliy bangos ilgiy atstumu i optiskai retesng medziaga. Tai rodo, kad
Sviesolaidzio skersmuo negali biiti neribotai mazas, jis priklauso nuo perduodamos
Sviesos bangos ilgio. Kad biity visiSkas vidaus atspindys, turi biiti tenkinama tokia
salyga: Neentr > Ngang. Dangalo storis turi biti nuo 10 iki 20 karty didesnis uz bangos
ilgi. Kritinis visiSko vidaus atspindzio kampas riboja spinduliy perdavima: tik
mazesniu nei tinkamu spinduliy ivedimo kampu jvesti spinduliai bus perduodami
Sviesolaidziu, visi kiti praras energija ir bus labai susilpninti (2.17 pav.). Praktikoje yra
nurodomas ne $is kampas, o Sviesolaidzio skaitiné apertura (NA), kuri yra lygi:
NA=nsin8, =+/n’+n? . Taigi, kuo didesné skaitiné apertiira, tuo didesnis tinkamas
spinduliy ivedimo kampas ir galimo surinkimo erdvé. Sklisdamas Sviesolaidziu
spindulys silpsta ne vien tik dél absorbcijos ar iSsklaidymo, bet ir dél energijos
praradimo sulenkimuose. Sviesolaidzio maksimalaus sulenkimo radiusas R (2.18 pav.)
yra vienas 1§ parametry, kurj biitina Zinoti dirbant su Sviesolaidziais ir siekiant iSvengti
negriztamy Sviesolaidziy pazaidy. [prastiniy Sviesolaidziy pralaidumas smarkiai krinta

sulenkus juos didesniu nei 30 mm radiusu, taciau pastaruoju metu jau sukurti
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Sviesolaidis

R
Lenkimo

. radiusas

2.18 pav. éviesal’aidzio
lenkimo radiusas
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Sviesolaidziai, kuriuos galima sulenkti net 7,5 mm radiusu. Tai yra ilgalaikiai
sulenkimo radiusai, taciau trumpam Sviesolaidi be didesniy pazeidimy galima sulenkti
beveik du kartus maZzesniu radiusu. Pasiekus ribini radiusa, praradimai staiga ima
smarkiai didéti, be to, kuo storesnis Sviesolaidis, tuo grei¢iau jie pasireiskia (uztenka
didesnio radiuso). Siuo atzvilgiu plonesni $viesolaidziai yra pranasesni uz storesnius.
Jei Sviesolaidziai yra vienodo storio, tai leidziamo sulenkimo radiusa nulemia jo
skaitin¢ apertiira. Kuo didesné skaitiné apertiira, tuo Sviesolaidis gali biti daugiau
sulenkiamas. Didesné skaitiné apertiira taip pat nulemia ir kitas Sviesolaidzio savybes,
tokias kaip didesni tinkama spinduliy ivedimo kampa.

Renkantis Sviesolaidzius optinei biopsijai svarbu atsizvelgti, kokios spektrinés
srities spinduliuoté sklis Siais Sviesolaidziais, nes skirtingoms sritims reikalingos ir
skirtingos medziagos, 1§ kuriy gaminamas Sviesolaidis. Galima iSskirti tris spektrines
sritis — ultravioletiné sritis (A < 400 nm), regimosios §viesos sritis (400 nm-700 nm) ir
infraraudonoji sritis (A > 700 nm). Naudojant tai sriiai netinkamuy medziagy
Sviesolaid; daromos signalo klaidos arba net galima sugadinti ir pati Sviesolaidi.
Pavyzdziui, tam tikros medZziagos, i§ kuriy daromi SviesolaidZiai, veikiamos UV
spinduliuotés, fluorescuoja. Dar vienas parametras, kuris yra svarbus renkantis
Sviesolaidzius, yra ju skersmuo. Viena vertus, pasirinkima riboja kita aparatiiros dalis
(jei Sviesolaidi reikia jvesti 1 endoskopo ar kito prietaiso ertmg), taciau, kita vertus,
negalima rinktis ir labai plono SviesolaidZio, nes juo bus surenkama tik nedidel¢ dalis
fluorescencijos ir bus gaunamas tik labai silpnas optinis signalas. Dazniausiai optinei
biopsijai yra naudojami 50-600 um skersmens sviesolaidziai. Tam tikrais atvejais,
kada reikia ypac story Sviesolaidziy, yra naudojamos Sviesolaidziy pynés — t. y. 100—
200 um skersmens Sviesolaidziai yra ,,supakuojami* | vieng stora pyng.

Optingje biopsijoje spinduliu perdavimui bei fluorescencijos surinkimui dazniausiai
yra naudojami du atskiri Sviesolaidziai. D¢l
patogumo Sie du Sviesolaidziai viename gale yra
sujungiami | viena antgali, kuris ir yra

priglaudziamas prie tiriamosios vietos. Tokie

Sviesolaidziai vadinami bifurkaciniais (2.19 pav.).
Kartais, kai reikia labai plono S§viesolaidzio, ir
2.19 pav. Bifurkacinis sviesolaidis o o .

zadinimui, ir surinkimui yra naudojamas tas pats

Sviesolaidis. Tada fluorescencijos atskyrimui nuo
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2.20 pav. Sviesolaidinés sistemos. A — kai zadinimui ir surinkimui naudojami atskiri
sviesolaidziai; B — kai zadinimui ir surinkimui naudojamas tas pats sviesolaidis

zadinancCiosios spinduliuotés yra naudojami papildomi optiniai elementai — prizmes,

dichroiniai veidrodziai ir kt. Abi sistemos yra pavaizduotos 2.20 paveiksle. Optinei biopsijai

vietoje dviejy naudojant viena Sviesolaidi, priklausomai nuo $viesolaidzio skersmens, galima

gauti 1,8—4 kartus efektyvesng sistema, taCiau tokios sistemos optin¢ schema yra gerokai

sudétingesne.

Aptartoji Sviesolaidin¢ zadinimo—surinkimo sistema yra kontaktiné, t. y. zondas yra

arba priglaudZziamas prie audinio, arba laikomas nedideliu atstumu nuo audinio, todél

naudojami Sviesolaidiniai zondai turi atitikti tam tikrus saugumo reikalavimus. Kalbant apie

sauguma, galima isskirti tokias potencialias grésmes:

Pazaidos, sukeltos zadinimui naudojamos spinduliuotés (tai galioja ir
nespindulinei Zadinimo-surinkimo sistemai). Sviesos energija, kuri saugiai gali
biiti naudojama optinio atsako suzadinimui, neturéty virSyti 3 mJ/cm? ties 270 nm.
Terminio pazeidimo rizika. Turéty buti jvertinta audinio temperataros padidéjimo
iki pavojingos ribos rizika. Tai priklauso nuo audinio tipo ir kiekvienam audiniui $i
rizika turéty buti jvertinama atskirai.

Elektro§oko pavojus. Medziagos, i§ kuriy gaminami Sviesolaidziai (kvarcas,
akrilas, polistirolas, silicis), yra geri elektros sroves izoliatoriai, todél elektroSoko
rizika yra minimali.

Klinikinis pavojus (infekcijos ineSimas, uzkrétimas). Siekiant iSvengti klinikinio

pavojaus, Sviesolaidinis zondas prieS kiekviena naudojima turi biti
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dezinfekuojamas arba sterilizuojamas. Jei Sviesolaidinis zondas yra vientisa optinés
biopsijos sistemos dalis ir negali biiti atjungiamas, galima naudoti specialius
uzmaunamus antgalius, kurie turi biiti skaidriis tiek Zadinanciajai, tiek surenkamai
spinduliuotei bei atitikti tuos pacius saugumo reikalavimus, keliamus
Sviesolaidiniam zondui. Dezinfekuojant svarbiausia yra paties sviesolaidinio zondo
atsparumas dezinfekavimo priemonéms.

Zondui naudojamy medZiagy kenksmingumas. SviesolaidZiai yra apibadinami
kaip trumpalaikio pavirSinio arba iSoriniy kontakty jrenginiai, todél medziagos, i$
kuriy jie yra pagaminti, turi buti istirtos d¢l citotoksiSkumo, jautrinimo ar erzinimo
(alerginés reakcijos)
bei dél toksiSkumo,

susijusio su daznu ar

ilgu naudojimu.

Priklausomai nuo
tirlamojo  objekto  bei jo
lokalizacijos - ar tai yra
e . . 2.21 pav. Sviesolaidiniy zondy antgaliai: A — bukas; B-E —
pavirsinis darinys ir

nuozulnus; F — misrus

Sviesolaidiniu ~ zondu galima

prieiti tiesiogiai, ar tai yra vidaus organas ir Sviesolaidinis zondas turi buti suderintas su

esamais vidaus organy apzitiros prietaisais — endoskopais, yra galimi jvairiis Sviesolaidiniy

zondy antgaliai. Pirmiausia antgaliai gali buiti skirstomi pagal ju galo tipa:

Antgaliai su bukais galais (2.21 A pav.). Sviesa i§ $viesolaidzio sklinda tiesiai.
Kokiu kampu skeciasi i§€jusi Sviesa, lemia SviesolaidZio skaitiné apertiira.

Antgaliai su nuozulniais galais. Sviesa iSeina pro §viesolaidzio gala, tatiau skéstis
ir kryptis yra lemiama Sviesolaidzio skaitinés apertiiros bei nuozulnumo kampo
(2.21 B, C pav.). Pasiekus tam tikra kritinj kampa 6, sukeliamas visiskas Sviesos
atspindys ir dalis spinduliuotés i§ Sviesolaidzio iSeina pro jo Sona (2.21 D pav.).
Tokiu atveju Sviesolaidzio apsauginis apvalkalas turi buiti nuvalytas paliekant tik
skaidrius sluoksnius. Dar padidinus nuozulnumo kampa visa Sviesa iSeis tik pro
Sviesolaidzio Sona (2.21 E pav.). Siekiant padidinti atspindi nuo nuozulniosios
plokStumos, ji papildomai gali buti dengiama atspindinc¢ia medziaga. Taip pat yra
galimybé sujungti abiejy tipu Sviesolaidzio galus, taip padaromas misraus tipo

antgalis (2.21 F pav.).
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Tam tikras Sviesolaidiniy zondy antgaliy pasirinkimas salygoja atitinkamas zondo
savybes  zadinant  bel surenkant
fluorescencija. Jei optinés biopsijos
zadinimo-surinkimo sistemoje yra tik
vienas sviesolaidis, tam beveik visada yra
naudojamas buko tipo antgalis, retkarciais
— miSraus tipo. Taciau kai zadinimo-—
surinkimo sistemai yra naudojami du ir

daugiau Sviesolaidziy, tam tikrais atvejais

yra naudinga naudoti arba bukus, arba

A

2.22 pav. Sviesolaidiniai zondai, sudaryti i3
dviejy Sviesolaidziy: A — abu Sviesolaidziai yra  §viesolaidziy antgalius. Nuo zadinimo—
bukais galais, B — nuozulniais galais, C — vienas
buku, kitas misriu galu. Raudonai pazyméta
erdvé, kur persikloja Zadinimo bei surinkimo
spinduliai

nuozulnius, arba sujungti abieju tipu

surinkimo sistemos tipo priklauso ir sios
sistemos savybés, pavyzdziui, zondas,
sudarytas 18 dvieju nuozulniy
Sviesolaidziy, yra mazdaug 1,5 karto efektyvesnis nei zondas, sudarytas i§ dvieju buky
Sviesolaidziy. Taip yra todél, kad apSvietimo ir surinkimo plotai persidengia daugiau (2.22 A,
B pav.) ir didesné dalis suzadinty molekuliy fluorescencijos patenka i Sviesolaidziy galimo
surinkimo erdve. Taciau tiris, i§ kurio nuozulniuoju
zondu yra renkama informacija, yra mazesnis ir yra
arCiau zondo. Dar vieno tipo zondas, kuriame

v

fluorescencija yra surenkama netgi IS Vviso

2.23 pav. T§ 7 $viesolaidziy sudarytas
naudojant migraus ir buko tipo antgalius (2.22 C  OPtinis zondas: (a) zadinimui skirtas

viesolaidis, (b) surinkimui  skirti
pav.). Tokio zondo, palyginus ji su buky antgaliy  $viesolaidziai

apSvieCiamo ploto, gali biiti  sukonstruotas

zondu, efektyvumas yra didesnis nuo 6,5 iki 20

karty, priklausomai nuo nuozulnumo kampo. Siekiant dar labiau padidinti optinio signalo
surinkimo efektyvuma, Zzadinimui—surinkimui galima naudoti ne viena S$viesolaidj.
Populiariausias tokio tipo zondas yra ratu iSdéstyti surinkimo Sviesolaidziai aplink viena
zadinimo Sviesolaidj (2.23 pav.). Surinkimo Sviesolaidziai galiausiai yra sujungiami | viena
Sviesolaidi ir gaunamas tradicinis dviejy atSaky bifurkacinis Sviesolaidis. Tokio zondo
zadinimo §viesolaidzio apSvieCiamas plotas persikloja su visy SeSiy aplink iSdéstyty
Sviesolaidziy surinkimo plotais ir zondo efektyvumas biina beveik SeSis kartus didesnis nei

dvieju Sviesolaidziy zondo. Kai reikia, centrini Sviesolaidi galima naudoti surinkimui, o
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zadinimui — aplink ji i8sidésCiusius Sviesolaidzius. Taip pat yra galimi jvairts kiti tokio tipo
zondo variantai — sviesolaidziai su bukais galais, nuozulniais galais arba misraus tipo galais,
arba jvairiy tipy Sviesolaidziy deriniai. Reikia atkreipti démes;j i tai, kad optinés biopsijos
aparatiiroje fluorescencijos zadinimui ir surinkimui naudojant atskirus Sviesolaidzius, kelyje
iki surinkimo S$viesolaidzio fluorescencijos signalas gali buti netikslus. Tai salygoja
isspinduliuoto fotono kelyje pasitaikantys sugeriantys arba/ir sklaidantys elementai. Kuo
didesnis atstumas tarp zadinimo ir surinkimo Sviesolaidziy, tuo daugiau bus modifikuotas
fluorescencijos signalas.

Dar vienas biidas, leidziantis padidinti apSvietimo bei surinkimo persidengimo plota —
tai Sviesolaidini zonda nuo audinio laikyti tam tikru atstumu, kai Sis plotas yra didziausias.
2.22 paveiksle matyti, kad, tolstant nuo Sviesolaidziy antgaliy, persidengimo plotas didé¢ja.
Praktikoje yra naudojami specialiis Sviesolaidziai su tam tikro storio kvarciniais antgaliais.

Kvarcinio antgalio storis ir nulemia, kokiu atstumu zondas bus nutolgs nuo audinio. Taciau

i, kai d yra

tokiu atveju mazéja surinkimo efektyvumas E

atstumas nuo zondo iki audinio. Buvo atlikti tokios sistemos

Sviesolaidis |

tyrimai, kai optinei biopsijai buvo naudojama vieno sviesolaidzio

Kvarcinis sistema (2.24 pav.). Tyrimai atlikti su jvairiy skersmeny
;antgalig
j ‘ﬂ Sviesolaidziais. Padidinus Sviesolaidzio skersmenj nuo 0,1 mm

iki 1 mm, fluorescencijos surinkimas padidéjo daugiau nei 3,5

2.24 pav. Vieno

Sviesolaidzio sistema su  kurio buvo surinkta mazdaug 80 % fluorescencijos signalo,
kvarciniu antgaliu pries . ' . o
Sviesolaidi priklausomai nuo skersmens, sieké nuo 0,175 mm iki 0,375 mm.

karto, kai fluorescencija registruota prie pat audinio. Gylis, is$

Prie§ zonda {d¢jus 5 mm kvarcinj antgalj, gylis, i§ kurio surinkta
80 % fluorescencijos, padidéjo iki 0,425 mm, kai tuo tarpu uZzregistruotos fluorescencijos
intensyvumas sumazéjo nuo 5 iki 20 karty (priklausomai nuo Sviesolaidzio skersmens). Taigi
zonda priglaudus tiesiai prie audinio uzregistruojamas didesnis fluorescencijos intensyvumas,
taCiau tiriamasis gylis yra mazesnis negu naudojant zonda su papildomu kvarciniu stikliuku.

P — i Panasy efekta galima pasiekti ir keiCiant SviesolaidZio

v skaiting apertiira, tada nereikia naudoti papildomy

kvarciniy antgaliy.

2.25 pav. Soninis zondas.
Sviesolaidzio antgalis yra
uzdengtas stikliniu gaubtu
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Tam tikrais atvejais labai patogu naudoti nuozulnaus tipo antgaliy zondus. Jie yra ypac
patogiis, kai tiriamoji vieta yra Sviesolaidzio Sone, tada netgi nekraipant Sviesolaidzio galima
apSviesti bandinj bei uzregistruoti jo fluorescencija. Pavyzdziui, tiriant kraujagysliy sieneles,
gimdos kaklelj ir kt. Tokie zondai vadinami $oniniais zondais (2.25 pav). Soniniy zondy yra
ivairiy tipy: vieno Sviesolaidzio, dvieju Sviesolaidziy bei ratu isdéstyty daugelio Sviesolaidziy.
Fluorescencijos zadinimui bei surinkimui naudojant skirtingus sviesolaidzius, juos reikia
suderinti taip, kad ju apSvietimo/surinkimo plotai persidengty — pasukti juos tam tikru kampu
vienas kito atzvilgiu. Kartais, kai naudojama ratu iSdéstyty Sviesolaidziy sistema, yra
naudojami buko tipo Sviesolaidziai ir zondo gale dedama speciali ziediné prizmé, kuri
nukreipia spindulius i Sona. 2.26 paveiksle pavaizduotas zondas, kuriuo atlickami terminiai
pazeidimai. Tarpuose tarp abliacijai skirty
Sviesolaidziy, yra Iterpti diagnostikos
Sviesolaidziai, kuriais galima atlikti opting biopsija.
Taip gaunamas zondas, kuriuo vienu metu visame

tirlamos ertmés vidiniame pavirSiuje galima ir

- gydyti, ir stebéti gydymo eiga.

Terminio  Optinés  Ziediné prizme Paprastais  bifurkaciniais  s$viesolaidziais
pazeidimo  biopsijos

Sviesolaidis sviesolaidis registruojama fluorescencija yra misinys i§ {vairiy

L sluoksniy ateinanciy signaly, kuriuos sukelia
2.26 pav. Soninis zondas. Ratu

iSdéstytais terminio pazeidimo  sugerta spinduliuoté. Keiciant Zadinimo bangos ilgi
Sviesolaidziais yra atliekama abliacija, o
tarpe ju esanciais, mazesniais, atlickama
diagnostika kol ji bus visiskai sugerta, taciau dél specifiniy

galima pasiekti didesnj Sviesos isiskverbimo gyli,

audinio savybiy (audinys stipriai sugeria bei
sklaido spinduliuote) didZioji fluorescencijos dalis bus kilusi i$ audinio pavirSiaus. Tuo tarpu
daugelio ligu zidiniai arba navikai kartais vystosi giliau audinyje ir klasikiniais fluorescencijos

metodais nepavyksta juy aptikti ar nustatyti tikslios buvimo vietos. Remiantis sklaidos teorija,

pavirsiuje isfluorescuoti fotonai yra Krentanti sviesa nedaug
veikiami sklaidos ir todél jie sklinda AP beveik
tiesiai 1 pavirSiy — Salia Zadinimo
Sviesolaidzio (2.27 pav.). Tuo tarpu giliau
isfluorescuoti fotonai savo kelyje iki
pavirsiaus sutinka kur kas daugiau @
sklaidan¢iyjy  daleliy, todé¢l audini -§ palieka
<
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tam tikru atstumu nuo zadinimo sviesolaidzio. Taigi surinkimo Sviesolaidziui esant salia
zadinimo arba netgi esant keliems surinkimo Sviesolaidziams, bet iSdéstytiems tokiu paciu
atstumu,  smarkiai  iSsklaidyti ~ fotonai  néra
uzregistruojami, taigi ir néra gaunama informacijos i8

giliai esanciy sluoksniy. Taciau, panaudojus tam tikras

Sviesolaidines sistemas, galinCias uZregistruoti jvairiu

00000000

atstumu nuo zadinanciojo Sviesolaidzio iSlekiancius

A B
2.28 pav. Sviesolaidiniai zondai: A — audiniy sluoksniy. Tokia sistema, sudaryta i§ vieno

daugianuotoliné sistema, sudaryta iS  f|orescencijos zadinimo $viesolaidzio ir keleto
1 zadinimo ir 8 surinkimo

Sviesolaidziy, i¥déstyty 1-8 mm  skirtingais atstumais nuo jo iSdéstyty surinkimo
atstumu; B — padidéjusio jautrumo
daugianuotoliné sistema

fotonus, galima bity gauti informacija ir i$ gilesniy

Sviesolaidziy, vadinama daugianuotoline (2.28 pav.).
D¢l ty paciy audinio optiniy savybiy, igalinanciy
registruoti  gilesniy  sluoksniy  fluorescencija, 1
tolimiausius Sviesolaidzius, kurie daugiausiai informacijos surenka 1§ gilesniy sluoksniy,
ateina labai mazai fotony. Todél buvo sukurta didesnio jautrumo daugianuotoliné sistema,
kurioje, tolstant nuo zadinimo Sviesolaidzio, surinkimo Sviesolaidziy daugéja (2.28 B pav.). 1
ir 2 mm atstumu nuo zadinimo Sviesolaidzio esancios registravimo grupés sudarytos i§ 4
Sviesolaidziy. 3, 4 ir 5 mm atstumais nutolusios registravimo grupés yra sudarytos i§ 6
Sviesolaidziy, o 6, 7 ir 8§ mm atstumais esancios grupés yra sudarytos i§ 8 registravimo
Sviesolaidziy. Taigi, tolstant nuo zadinimo S$viesolaidzio, yra daugiau registravimo
Sviesolaidziy, todel uzregistruojama ir daugiau fotony, 1
pavir$iy iSeinanciy toliau nuo Zadinimo $viesolaidzio. Biitent
§i savybé¢ ir lemia tai, kad toks zondas jautresnis fotonams i$
gilesniy sluoksniy.

Naudojant visus isvardytus sviesolaidinius zondus,

informacija vienu metu galima rinkti tik i§ vienos vietos, t. y.

tik 1§ mazo audinio turio. Tai yra labai naudinga, kai

229  pav.  Optinés Lo L L y o
biopsijos zondas, kuriame ~reikalinga informacija i tikslios audinio vietos, taCiau daznai

yra ~ integruota 31 ahjjekant biomedicininius tyrimus reikia istirti didelius audinio
zadinimo—-surinkimo
sistema pavirSiaus plotus, kad biity galima jvertinti pazeidimo laipsni

ar nustatyti pazaidy ribas. Tokiu atveju galima naudoti optinés
biopsijos zonda, kuriame yra integruota keletas zadinimo—surinkimo sistemy. Paveiksle 2.29

pateikiamas optinés biopsijos zondas, kuriame yra integruota 31 zadinimo—surinkimo sistema.
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Kiekvieng sistema sudaro vienas zadinimo ir vienas surinkimo Sviesolaidis. Uzregistravus $iuo
zondu optinius signalus galima sudaryti audinio fluorescencinius ,,zemélapius®, pagal kuriuos
galima atlikti audinio fluorescencini vaizdinima. Siuo metu yra sukurta sistema i§ 120
zadinimo—surinkimo sistemy, taciau, norint dar labiau padidinti tiriamuy viety skaiciu,
naudingiau yra naudoti spindulines zadinimo-surinkimo sistemas su audinio skenavimo
galimybe.

SviesolaidZiai labai pla¢iai naudojami ne tik diagnostikai, bet ir terapijos srityje, todél
labai naudinga derinti diagnostikai skirtus $viesolaidzius su terapiniais zondais. Siuo metu
labai sparciai populiaréjanciai fotosensibilizuotai naviky terapijai yra naudojami difuziniai
Sviesolaidziy antgaliai, galintys homogeniskai apSviesti dideles ertmes arba didelius pavirSiaus
plotus. Tokie antgaliai taip pat gali biiti naudojami fluorescencijos Zadinimui optinés biopsijos
metu. Difuziniai antgaliai yra gaminami i skaidria terpe (pavyzdziui, optinius klijus) imaiSant
sklaidanc¢iy daleliy, tokiy kaip titano

Sklaidangios Skaidrus

daleles  aPvalkales veidrodctis  oksidas  (TiOp) ar aliuminio  oksidas

: (Al203). Yra galimi tiek lankstas, tiek kieti

ﬁM 1) difuziniai antgaliai. Toks difuzinis antgalis
N/

yra pavaizduotas 2.30 paveiksle. Difuzinis

2.30 pav. Difuzinis antgalis . ..
pav. Dituzini gall antgalis yra uzmaunamas ant standartinio

buko Sviesolaidzio. Antgalio virStin¢je yra imontuotas veidrodélis, kuris atspindi pra¢jusia
(neiSsklaidyta | Sonus) spinduliuotg atgal { sklaidancia aplinka, kur ji yra dar karta sklaidoma,
taip didinamas sklaidymo efektyvumas. Naudojant toki difuzini antgali buvo pagaminta
optinés biopsijos sistema, skirta ivairiy kanaly tyrimui. Toks zondas vadinamas difuziniu
. _ diagnostiniu  zondu. Pats difuzinis
Nu02u_lnus s_ka_udrus
§V'95°_'a'd'?___: J 7 VA antgalis i§ vienos pusés buvo

padengtas  atspindin¢iu  sluoksniu,

kuris apriboja spinduliavimg tik 1

vieng puseg. Fluorescencijos
Difuzinis zadinimo  Atspindintis sluoksnis  detektavimui tiriamojo kanalo viduje
antgalis
2.31 pav. Difuzinis diagnostinis antgalis buvo naudojami Soniniai  zondai.

Norint vienu tyrimu iStirti visa
apSvieCiama pavirsiy, surinkimo Sviesolaidziai yra iSdéstomi per visa sklaidancio antgalio ilgi
(2.31 pav.). Taip pat gali biiti naudojamas ir vienas surinkimo Sviesolaidis, tada reikia, kad

buty galima keisti jo padét] iSilgai difuzinio antgalio. Kadangi ir Zzadinimo antgalis, ir
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surinkimo SviesolaidZiai turi biiti arti vienas kito, tai surinkimo Sviesolaidziai turi nesugerti

zadinanciosios spinduliuotés, todél jie yra gaminami skaidriis.

Atliekant diagnostika daznai pasitaiko atveju, kai tyrimo metu pirmiausia reikia

apSviesti dideli plota, o norint paziiiréti detaliau reikia sufokusuoti spindulj | konkrecia itartina

vieta ir tik joje atlikti opting biopsija. Tokiu atveju reikia dvieju tipy skirtingy charakteristiky

optiniy zondy. Taciau kaip tai {gyvendinti, jeigu tyrimas atliekamas naudojant vidaus tyrimo

prietaisus su vienu kanalu $viesolaidzio jvedimui? Taigi, ar gali prietaisas, kai yra tik vienas

Sviesolaidis, tikti abiem atvejams: pirmiausia — apSviesti didel; plota ir véliau, iSsirinkus

-
7’
7’

7
'
d
d
d
2 - - - \\
Sviesolaidis D )‘
. i’
F X
N
N
N

N
N
4

232 pav. I8¢jusi 1§ Sviesolaidzio
spinduliuoté taske F yra fokusuojama, o
paskui skeciasi

reikiama vieta, visa Sviesa sufokusuoti | vieng taska
ir jame atlikti opting biopsija? Pasirodo, galima.
Siam tikslui ir buvo sukonstruoti fokusuojamieji
antgaliai. Tokio antgalio esmé ta, kad i§
Sviesolaidzio i§¢jusi spinduliuoté yra fokusuojama,
ir tam tikru atstumu nuo sviesolaidzio yra taskas F,
vadinamas zidiniu, kuriame intensyvumas yra

didziausias. IS optikos zinoma, kad spinduliai uz

fokuso pleciasi, todél did¢ja apSvietimo plotas (2.32 pav.). Taigi, jei reikia apSviesti maza

ploteli, Sviesolaidis nuo audinio atitraukiamas tiek, kad tiriamoji vieta biity taske F. Siame

2.33 pav. A - sviesolaidis suapvalintu
galu; B — sviesolaidis su sferine linze; C
— viesolaidis su pusiau sferine linze
soniniam apsvietimui

taSke spindulivot¢ yra fokusuota, todél ir
intensyvumas yra labai didelis, ir tai dazniausiai
labai pagerina optinés biopsijos signala. Be to, jei
reikia apSviesti dideli plota, tereikia Sviesolaidi
atitraukti dar toliau nuo audinio, kol bus apsviestas
reikiamas  plotas arba kol  spinduliuotés
intensyvumas visame plote dar bus pakankamas.
Praktiskai toks sviesolaidis yra taikomas keliais
biidais. Pirmas budas: suapvalinant Sviesolaidzio
gala — tai atitinka pusiau sferinio lgSio pridéjima
prie sviesolaidzio galo (2.33 pav.). Tokio
sviesolaidzio maksimalus intensyvumas taske F yra
mazdaug 3 kartus didesnis nei sviesolaidzio viduje.
Zondas optinei biopsijai yra gaminamas i$ vieno

Sviesolaidzio. Tokio zondo tiriamoji sritis yra
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mazesn¢ nei SviesolaidZzio skersmuo, o tinkamas surinkimo kampas didesnis nei paties
Sviesolaidzio, kuri nulemia skaitiné aperttra. Antras biidas — Sviesolaidzio gale yra dedamas
sferinis lgSis (2.33 B pav.). Sferos dazniausiai yra gaminamos i§ safyro. Tokio Sviesolaidzio
maksimalus intensyvumas fokuso taske yra daugiau nei 5 kartus didesnis negu paciame
Sviesolaidyje. Taciau didinant SviesolaidZio skersmenj dél sferinés aberacijos vyks
defokusavimas ir intensyvumas fokuso taske sumazés. Tokio tipo Sviesolaidis taip pat gali buti

gaminamas ir Soniniam apsvietimui (2.33 C pav.).

2.3.2.2. Filtrai. Dar viena esminé $viesolaidinio optinés biopsijos prietaiso dalis yra
filtring spektrinés sudéties modifikavimo sistema. Sios sistemos esmé — apytikriai filtruoti
Sviesos spektring sudéti, dazniausiai tai yra leisti arba sulaikyti tam tikros spalvos Sviesa.
Tinkamo bangos ilgio (spalvos) Sviesa apSviestas audinys duos optinj atsaka — fluorescencija,
kuri jau bus kitos spalvos nei zadinimo spinduliuoté, ir jei Sis spalvinis skirtumas yra
pakankamai didelis, pavyzdziui, jei Zadinimui naudojama mélyna Sviesa, o fluorescencija
matoma Zzalios arba raudonos spalvos, tai filtrinis spektry atskyrimas bus gana efektyvus.
Paprastoje optin¢je biopsijoje tokios spektrinés sudéties modifikavimo sistemos visiskai
pakanka. Tai yra labai paprasta sistema, kuriga sudaro filtry laikiklis bei pora leSiy

Lesis Lesis spinduliuotés fokusavimui. Filtrinés

spektruy  modifikavimo  sistemos

) schema pateikta 2.34 paveiksle.
Sviesolaidis

Sviesolaidis o ]
Kadangi si sistema yra naudojama

Filtras Sviesolaidinéje sistemoje, tai ji turi
biiti tinkama jungimui su
Sviesolaidziais bei atitikti tam tikrus

reikalavimus, t. y. filtravimas turi biti

atlieckamas minimaliais intensyvumo
2.34 pav. Filtriné spektry modifikavimo sistema.
VirSuje pavaizduota spinduliuotés sklidimo schema,
apacioje — reali Sviesolaidiné sistema INLINE-FH  naudojami leSiai. Sistemos veikimo
(Ocean Optics)

nuostoliais. Bitent dél to ir yra

principas  labai  paprastas: is
Sviesolaidzio iS¢jusi spinduliuoté skeciasi tam tikru kampu, kuri apibrézia Sviesolaidzio
skaitiné apertiira. Tam tikru atstumu nuo Sviesolaidzio pastatytas glaudziamasis lgSis i
besiskecianc¢io pluosto suformuoja lygiagrety pluosSta. Tada lygiagretaus pluosto kelyje yra
dedamas filtras. Filtra peré¢jes pluostas iSlieka lygiagretus, o jo kelyje idétas dar vienas

glaudziamasis lesis vél sufokusuoja spinduliuote ir ji vél yra suvedama i Sviesolaidi.
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Kaip jau minéta anksciau, filtrai taip pat yra naudojami ir spindulinése sistemose. Jais
yra kompensuojamas monochromatoriy netobulumas — savybé praleisti spinduliuot¢ uz
pasirinkto bangos ilgio srities. Kai tiriamojo objekto spektrinés savybés yra apytikriai
zinomos, registruojamas intensyvumas yra didesnis biitent naudojant filtrus, o ne
monochromatorius. Taip yra todél, kad monochromatoriuose, siekiant tiksliai ,,iSgryninti*
spalvas, intensyvumas prarandamas.

Pagal tai, kokia spektring sriti praleidzia ar sulaiko, filtrai gali biiti skirstomi i juostinio
pralaidumo (bandpass) filtrus, kurie praleidzia tik tam tikros spektrinés srities spinduliuote,
nukirtimo (cut-off) filtrus, kurie praleidzia spinduliuotg tik iki tam tikros srities, bei atkirtimo
(long-pass) filtrus, kurie praleidzia spinduliuote tik nuo tam tikros spektrinés srities. Dauguma
juostinio pralaidumo filtry taip pat praleidzia ir ilgesniy bangy spinduliuotg, todé¢l kartais
tenka sudaryti keliy filtry derinj, kuris eliminuoty nepageidaujama spinduliuote. Atkirtimo
filtrai labai daznai yra naudojami iSsklaidytai zZadinanciai spinduliuotei sulaikyti ir tiriamojo
audinio fluorescencijai praleisti. Naudojant filtrus reikia turéti galvoje, kad kai kurie 18 jy gali
patys fluorescuoti apsvietus juos ultravioletine sviesa.

Dar vieno tipo filtrai, kuriy paskirtis yra praleisti tik labai siauros spektrinés srities
spinduliuote ir kurie nepraleidzia ilgesniy bangu— vadinami interferenciniais filtrais. Siems
filtrams biidinga pralaidumo juosta, kurios plotis apytiksliai 1020 nm, o didziausias
pralaidumas yra mazdaug 20-30 % (pastaruoju metu atsirado filtry, kuriy maksimalus
pralaidumas siekia 80 %).

Atskira filtry rtsis yra intensyvumo mazinimo filtrai. Tai filtrai, kuriy pralaidumas
placioje spektrinéje srityje yra nedidelis. Jie yra skirti i§ Sviesos Saltinio sklindancios
spinduliuotés intensyvumo sumazinimui, jei dél kokiy nors priezasciy jis yra per didelis ir
néra galimybés jo sumazinti kitais metodais.

Reikéty paminéti ir Siluma absorbuojancius filtrus. Dauguma Sviesos Saltiniy, o ypac
lempos, iSspinduliuoja labai daug Silumos (infraraudonosios spinduliuotés), kuria reikia
sulaikyti siekiant i§vengti Siluminiy pazeidimy. Silumos filtrai yra gaminami i§ gridinto
stiklo, kuris sugeria infraraudonaja spinduliuote, o praleidzia ultravioleting ir regimaja Sviesa.

Sviesolaidinéje optinés biopsijos aparatiiroje naudojamos filtrinés sistemos yra dviejy
tipy — tai zadinimo spinduliuotés filtravimo sistema ir emisijos signalo (fluorescencijos)
filtravimo sistema. Jos skiriasi savo pralaidumo charakteristikomis. Pirmoji sistema skirta
1Srinkti tinkama Zadinanciosios spinduliuotés bangos ilgi (jei naudojami plataus spektro
Sviesos Saltiniai, pavyzdziui, lempos), o antroji sistema skirta nufiltruoti | surinkimo

Sviesolaidi patekusia ZadinanCiaja spindulivotg. Kitaip tariant, Siy sistemy pralaidumo
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Fluorescencijos filtras
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2.4. DETEKTORIAI
2.35 pav. Optingje biopsijoje naudojamy filtriniy
sistemy charakteristikos. Zadinimo sistema skirta
praleisti 405 nm spinduliuotei, o emisijos sistema —
nepraleisti 405 nm spinduliuotés ir praleisti ilgesniy
bangy spinduliuote sistemos elementas, kuris yra

Paskutinis optinés biopsijos

biitinas norint uZregistruoti audiniy
atsaka, yra detektorius. Tam tikrais atvejais, kai audinio fluorescencija yra labai intensyvi —
dazniausiai tai yra pajautrinta (sensibilizuotoji) fluorescencija — ji gali biiti matoma ir plika
akimi. Taip gali buti atlickama audiniy diagnostika — vaizdinimas. Deja, toks biidas yra
tinkamas tik tada, kai pazeidimo lygis yra labai didelis arba pazaida jau yra isplitusi, o
ankstyvojoje diagnostikoje, kurioje optinés biopsijos perspektyvos yra didziausios, pazaida
turi buti nustatoma kuo anksciau — t. y. vos keleto lasteliy lygiu. Taigi $io nedidelio lasteliy
kiekio optiniam atsakui uZzregistruoti ir yra bitini jautriis detektoriai. Detektorius galima
suskirstyti | vienkanalius — tokius jrenginius, kurie vienu metu gali registruoti tik viena optini
signala, ir daugiakanalius —jrenginius, kurie vienu metu gali registruoti daug (iki keliy
tukstanciy) optiniy signaly. Labiausiai paplitgs vienkanalis detektorius yra fotodaugintuvas, o

daugiakanalis — kruvio kaupimo irenginys (CCD elementas). Pakalbésime apie juos placiau.

2.4.1. Fotodaugintuvai

Taigi, koks tikslas naudoti vienkanali detektoriy, kuriuo tyrimas gali uztrukti net iki
keliy minuciy, kai daugiakanaliu detektoriumi tai galima atlikti vos per kelias sekundes?
Atsakant | §i klausima, reikia prisiminti, kad daznai biologiniy audiniy optinis atsakas —
fluorescencija — yra labai silpna, todél norint ja uzregistruoti, §i signala reikia sustiprinti. Taigi
fotodaugintuvai ir yra ypatingi tuo, kad juose yra integruotos stiprinimo grandinés ir jais
galima uZregistruoti netgi pavienius fotonus. Beveik visuose sudétinguose optinés biopsijos
prietaisuose, kuriuose svarbiausi parametrai yra jautrumas ir tikslumas, kaip detektoriai yra

naudojami fotodaugintuvai.
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Fotodaugintuvas geriausiai gali biiti suprantamas kaip Saltinis sroves, kurios stiprumas
priklauso nuo { fotodaugintuva patenkancios Sviesos intensyvumo. Pagrindinés fotodaugintuvo
dalys yra Sviesai jautrus elementas (fotokatodas) ir stiprinimo sistema (dynoduy grandings).
Fotokatodas ir dynodu seka yra idéti { vakuumini vamzdelj (2.36 pav.). Fotokatodas yra plona
metaliné plokstelé. Atlékes fotonas iSmusa elektrong i§ jos pavirSiaus. Fotoelektrony
generavimo efektyvumas priklauso nuo bangos ilgio A (Sviesos spalvos). Fotokatodas turi
neigiama potenciala (-1000 — -2000 V), todél iSmusta fotoelektrona, kurio kriivis taip pat
neigiamas, stumia nuo saves tolyn. Dynodai taip pat turi neigiama potenciala, bet jis artéja 1
nuli eidamas grandine. Potencialy skirtumas tarp fotokatodo ir pirmo dynodo dazniausiai yra
fiksuotas apie -50 — -200V. Sis skirtumas greitina elektronus link pirmo dynodo. Elektrono
susidirimas su pirmuoju dynodu lemia dar 5-20 elektrony iSmuSima, priklausomai nuo
itampos su Siuo dynodu skirtumo. Tai tesiasi dynody grandine tol, kol impulsas, kurio dydis
priklauso nuo fotodaugintuvo itampos, pasiekia anoda. Didesné jtampa lemia didesni i$
kiekvieno dynodo iSmusty elektrony skaiciy, o tai savo ruoztu lemia didesni stiprinima. Kad
stiprinimas fotodaugintuve bty pastovus biitina tiksliai kontroliuoti jtampa. Iprastam PMT,
itampa padidinus 100V, stiprinimas padidés 3 kartus. Taigi mazas jtampos pokytis lemia
rysSky signalo pokyti. Atliekant tyrimus ir siekiant gauti patikimus rezultatus, prijungta auksta
itampa turi biiti pastovi ir nekintanti ilga laika, todél fotodaugintuvams reikia ir sudétingy

valdymo elektronikos blokuy.
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matuoklis

2.36 pav. Fotodaugintuvo schema. Atlékes fotonas i§ fotokatodo iSmusSa fotoelektrona, kuris
potencialy skirtumo veikiamas lekia link pirmojo dynodo. Susidirgs su dynodu iSmusa dar kelis
elektronus, kurie toliau skrieja link antrojo dynodo ir t. t., kol visas elektrony srautas pasiekia
anoda. Dynody itampos skirtumai yra kei¢iami rezistoriais

Fotodaugintuvai yra mazatriuksmiai stiprintuvai, t. y. lekiant elektronams
fotodaugintuve papildomo triuk§mo atsiranda mazai. Dél to Sio tipo detektoriai ir yra placiai
taikomi silpnos Sviesos registravimui, taciau biitent d¢l didelio ju jautrumo fotodaugintuvais
nerekomenduojama  detektuoti itin didelio intensyvumo signaly. Svie¢iant dideliu
intensyvumu, elektrinis fotokatodo potencialas gali sumaZzéti dél ribotos talpos (bus iSmusta
labai daug fotoelektrony). Tai sumazina itampos skirtuma tarp fotokatodo ir pirmo dynodo,
kuris taip pat sumazina stiprinima. Be to, besaikis Svietimas taip pat gali sugadinti Sviesai
jautrius fotokatodus, o tai sukelia triukSmy atsiradima ir stiprinimo sumaz¢jima.

Vienas i§ svarbiausiy fotodaugintuvo parametry, kuris yra svarbus komplektuojant
optinés biopsijos prietaisa, — spektrinis atsakas (detektavimo sritis). Tai spektro ruozas, kurj
gali registruoti detektorius. Pirmiausia spektrini atsaka lemia skaidri medziaga, i§ kurios
pagamintas fotodaugintuvo iéjimo langelis (langelis turi buti skaidrus pasirinktiems bangos
ilgiams). DaZniausiai naudojamas UV spinduliuvote praleidziantis stiklas, kurio pralaidumas
prasideda nuo 200 nm. Beveik visais atvejais tai pakankama pralaidumo sritis, nes dar
trumpesniy bangy spinduliuotg intensyviai sugeria atmosferoje esantis deguonis, tad, norint
dirbti trumpesniu nei 200 nm bangos ilgiy ruoze, tenka dirbti vakuume.

Fotodaugintuvo atsaka taip pat nulemia ir cheminé fotokatodo sudétis. Daugelis
fotokatody yra jautriis trumpy bangos ilgiy spinduliuotei, kurig sulaiko i¢jimo langelio
medziaga. [prastai fotokatodai yra jautris UV, mélynai ir zaliai (300 nm—500 nm) Sviesai.
Dazniausiai naudojamas biSarminis fotokatodas (sudarytas i§ dviejyu Sarminiy metaly),
pasizymintis dideliu jautrumu ir maza tamsine srove (mazas triukSmas). Jo trikumas — staigus

jautrumo mazéjimas, kai bangos ilgesnés negu 600 nm. Taigi skirtumai tarp fotokatodo
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medziagy pasidaro labai svarbiis, norint registruoti fluorescencija ilgesniy nei 600 nm bangy
srityje. Pastaruoju metu diagnostikai yra placiai taikoma raudonoji ir artimoji IR
fluorescencija, deja, dirbant Sioje srityje bisarminis fotokatodas yra nelabai naudingas.
Jautrumas ilgesniu negu 500 nm banguy Sviesai padidinamas naudojant daugiasarmius
fotokatodus, kurie gana jautriis 700—800 nm ir ilgesniy bangy Sviesai. Raudonai Sviesai jautriis
fotodaugintuvai dazniausiai pasizymi ir didesniais triuksmais. Jautrumas ilgesniems bangos
ilgiams (IR srityje) gali biti pasiektas naudojant Ag-O-Cs ar S-1 fotokatodus. Taciau ju
kvantinis naSumas (fotoelektrony atsiradimas, i fotokatoda atsitrenkus fotonui) yra gana
nedidelis, todél naudojant Siuos detektorius daznai sunku tikraji signala iSskirti 1§ triukSmy.
D¢l Sios priezasties, siekiant sumazinti triuk§Smy, raudonosios ir IR srities fotodaugintuvai
daznai yra papildomai ausinami.

Visiems fotodaugintuvams yra budinga tai, kad jie nevienodai efektyviai reaguoja i
skirtingy bangos ilgiy (spalvos) Sviesa. Taigi detektoriai drauge su monochromatoriais, kuriy
efektyvumas taip pat yra nevienodas skirtingy bangos ilgiuy spinduliuotei, iSkraipo tikraji
fluorescencijos spektra, kuris turi biiti tikslinamas. Daugelis Siuolaikiniy prietaisy tokia
spektro korekcija atlieka automatiskai.

Dar viena svarbi fotodaugintuvy charakteristika yra ju laikinis atsakas. Tai yra laikas,
per kuri fotono iSmustas fotoelektronas ir jo toliau iSmusti kiti elektronai pereina visa
stiprinimo procesa. Kitaip tariant, po kiek laiko po pirmojo fotono atéjimo detektorius bus
pasirenges ,,priimti“ kita fotona. Toks parametras néra svarbus atlickant nuostoviosios
fluorescencijos matavimus. Taciau dabartiniuose fotodaugintuvuose Sis laikas yra labai
trumpas, todél jie puikiai tinka optinei biopsijai su laikine skyra.

Pagrindinés fotodaugintuvo laikinio atsako skaiCiavimo charakteristikos yra $ios:
peréjimo laikas, stipréjimo laikas ir laikinis iSplitimas. Peréjimo laikas yra laiko intervalas tarp
ateinancio i katoda fotono ir pirmo i anoda atlekiancio elektrono, paprastai apie 20-50 ns.
Stiprejimo laikas — laikas, per kurj fotodaugintuvo anodo signalas sustipréja nuo 10 % iki 90
% didziausios vertés. Stipr¢jimo laikas priklauso nuo per¢jimo laiko svyravimy, ir trunka apie
vidutini per¢jimo laika. Fotodaugintuvo laikin¢ skyra labiausiai priklauso nuo laikinio
iSplitimo, kuris atsiranda d¢l skirtingy elektrony trajektorijy jiems lekiant 1§ dynody link
anodo. Tai reiSkia, kad pirmiausia fotoelektronas gali iSlekti 1§ skirtingy fotokatodo viety arba
lekti kita trajektorija. Toliau — i§ dynody iSmusty elektrony trajektorija per fotodaugintuva taip
pat Siek tiek gali skirtis. Laikinis iSplitimas gali biiti sumazinamas apSvie€iant maza plota arba
pakeiciant dynody i8déstyma ir forma i tokia, kuri lemty elektrony krypti. Siuo metu labiausiai

paplite detektoriai fluorescencijos su laikine skyra registravimui yra fotodaugintuvai su
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mikrokanaly plokstelémis dynoduose (2.37 pav.). Juose elektronai juda beveik viena
trajektorija, todél ju laikinis iSplitimas yra 10 karty mazesnis nei standartiniuose
fotodaugintuvuose. Papildomi elektronai yra ismusami, kai pradinis elektronas lekia pagal
itampos gradienta mikrokanaly plokstel¢je ir atsitrenkia i kanalo sieneles. Dél trumpo
elektrony kelio ir apribotos ju krypties Sio tipo detektoriy yra trumpiausias laikinis atsakas ir
jie dazniausiai naudojami atliekant laikinés skyros matavimus. Taciau stiprinimas paprastai
yra mazesnis nei fotodaugintuvy su pavienémis dynody grandinémis, todél mikrokanaliai
fotodaugintuvai galimi su vienos, dvieju ar trijy pakopu mikrokanaly plokstelémis.
Fotodaugintuvy laikinis atsakas taip pat priklauso nuo paties fotokatodo. Paprastai
detektoriaus greitis priklauso nuo i fotokatoda ateinancios spinduliuotés bangos ilgio
(spalvos). Si savybé vadinama spalvos efektu. Akivaizdu, kad idmusty elektrony energija
priklauso nuo bangos ilgio, mat skirtingos spalvos spinduliuoté perneSa skirtinga kieki
energijos. Spalvos efektai nesvarbiis nuostoviosios spektroskopijos matavimams. Taciau

spalvos efektas gali biiti rimta paklaidos priezastis atliekant fluorescencijos gyvavimo trukmes

matavimus.

Siekiant paprastumo ir tvirtumo,
iprastus vakuuminius fotodaugintuvus
bandoma pakeisti kietais detektoriais —
fotodiodais. Jais gaunamas labai greitas
atsakas ir juy yra plati detektavimo sritis,

CHANNEL WALL taClau net ir grittiniy fotodiody
proTorLECTRON I N DS o\ remons stiprinimas tesiekia mazdaug 100 karty,
-k——-vouuag—p{-'- todel trukumas, kad negalima kiek

2.37 pav. Fotodaugintuvas su mikrokanaly
plokstelémis. Papildomi elektronai yra iSmusami, kai

pradinis elektronas lekia pagal itampos gradienta riboja  ju panaudojimo  jautriems
mikrokanalu

norima stiprinti, ir mazas aktyvus plotas

matavimams  galimybes.  Pastaruoju

metu pasirodé visiSskai naujo tipo

detektoriy — hibridiniy fotodaugintuvy. Kaip ir iprasti fotodaugintuvai, Sie irenginiai turi

fotokatoda, tacCiau juose fotoelektronai kietose struktiirose yra stiprinami griiities proceso.

Detektoriaus i$¢jime gaunamas elektrinis impulsas, kuris gali biti toliau stiprinamas. Paciy

hibridiniy detektoriy stiprinimas siekia 2000 karty, todél Sio tipo detektoriai turéty biti labai
naudingi pavieniy fotony detektavimui.

Taigi 1§ visy iSvardyty fotodaugintuvy savybiy aiskéja ju privalumai ir trikumai. Visy

pirma jie $iuo metu yra patys jautriausi detektoriai, gebantys uzregistruoti net ir pavienius
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fotonus. Kitas jy privalumas — mazas triukSmas, kuris gali biiti dar labiau sumazintas
papildomai $aldant, ir paskutinis tiek pat svarbus ju privalumas, — nepaprastai trumpas laikinis
atsakas, igalinantis registruoti labai trumpus vyksmus ir atlikti {vairiausius laikinius
matavimus, taip dar labiau prapleciant optiniy diagnostikos metody galimybes.

Tam tikrais atvejais fotodaugintuvus naudoti néra tikslinga. Kadangi vienu metu yra
registruojamas tik vieno bangos ilgio (arba labai mazo bangos ilgiy intervalo) intensyvumas,
tai intensyvumy pasiskirstymas placiu bangos ilgiy intervalu (spektras), net ir labai greitais
fotodaugintuvais, yra gaunamas gerokai léCiau nei naudojant daugiakanalius registravimo
elementus — CCD detektorius.

2.4.2. CCD detektoriai

Kaip ir daugelis naujai sukurty prietaisy bei technologiju, kriivio kaupimo irenginys
(angl. charge coupled device — CCD) buvo sukurtas visai kitam tikslui. 1960 m. mokslininkai
1S Bell Labs laboratorijos sukiir¢é nauja atminties elementa, kuri pirma karta praktiskai
panaudojo 1970 m. Taciau tuoj émé aiskéti, jog dél gebéjimo Sviesa paversti elektriniu signalu
Sis iSradimas kur kas naudingiau gali biiti panaudotas vaizdy fiksavimui. CCD — tai yra mazy,
mazdaug 10 — 50 um dydzio, detektoriy (pikseliy), iSdéstyty tam tikrame plote arba vienoje
eilutéje, rinkinys. Pavadinimas CCD kilo i$ to, kad vienoje zonoje (pikselyje) sukauptas kriivis
yra perduodamas (arba sukaupiamas) Salia esanciai zonai. IS esmés tai apibiidina duomenuy
perdavima/nuskaityma i§ CCD matricos.

Vaizdinimas kriivio kaupimo irenginiu susideda is triju pakopu:

1. Apsvietimas, kurio metu Sviesa yra paveriama elektronais (tai vyksta
kiekviename pikselyje);
2. Kriivio perdavimas i$ Sviesai jautraus elemento (pikselio) i nuskaitymo
frengini;
3. Kriivio pavertimas jtampa ir stiprinimas.
Vaizdas yra formuojamas, kai Sviesa fotony pavidalu krinta ant mazyciy Sviesai jautriy
elementy — pikseliy (2.38
Pikselis pav.). Kiekvienas pikselis

gali biiti isivaizduojamas

6’/ \ kaip mazytis detektorius.
) S mE e Kritusi $viesa inicijuoja
(¢ # ’Eﬁ . elektrony atsiradima, kuriy

] kiekis tiesiogiai priklauso
CCD matrica

Realus vaizdas

2.38 pav. Realus vaizdas yra projektuojamas ant daugybés 79
CCD elementu (pikseliy) — CCD matricos. Kuo daugiau
pikseliy, tuo tolygesnis atrodo vaizdas



nuo Sviesos intensyvumo bei apSvietimo laiko. Be to, elektrony generavimo efektyvumas Siek
tiek priklauso ir nuo krintancios Sviesos bangos ilgio (spalvos). Deja, Sioje fotony vertimo 1
elektronus grandyje CCD detektoriuose néra jokio stiprinimo, todél jais efektyviai gali biiti
registruojami tik pakankamai intensyviis signalai. Sukaupti elektronai (krtvis) kaupiasi
vadinamojoje potencin¢je duobéje, kuri atsiranda, kai iSorin¢ jtampa yra prijungiama prie
pikselio elektrody. Taigi galima isivaizduoti, kad po kiekvienu pikseliu yra ,,duobé®, kurioje
susirenka elektronai, ir ju skaicius proporcingas kritusios Sviesos intensyvumui bei aps§vietimo
trukmei. Pikseliai yra sujungti | kriivio perdavimo Seimas, kuriose panaudojant potencines
duobes kiekvieno pikselio kriivis yra gabenamas { nuskaitymo irenginj. Dabartiniuose CCD
kriivio gabenimo kanalai yra integruoti pa¢iame CCD i{renginyje. Nuskaicius kiekviename
pikselyje susikaupusi kriivi, jis yra paverciamas | intensyvuma ir Sitaip yra suformuojamas
vaizdas.

Optinés biopsijos detektoriuose yra naudojami linijiniai CCD. Tai yra viena eile
i8deéstyti kriivio kaupimo irenginiai. Kiekvienas Sviesai jautrus elementas sudarytas i§ p-n
sandiirg turin¢io fotodiodo. Kriivis, kuris atsiranda fotoelektrinés konversijos metu, kaupiasi
kaip vidinis elemento kriivis ir yra perduodamas | postimio registra (angl. shift register). Juo
krtivis eina iki nuskaitymo {renginio ir paeiliui yra nuskaitomos visy pikseliy vertés. Pagal tai,
kaip vertés nuskaitomos, linijiniai CCD yra skirstomi {:

e [tipo—vieno kanalo ir vieno i$¢jimo;
e [l tipo — dvieju kanaly ir vieno i§¢jimo;
e Il tipo — dviejy kanaly ir dviejy iS¢jimy.

Kai néra svarbus informacijos nuskaitymo greitis, naudojami I arba II tipo linijiniai
detektoriai, o registruojant greitus procesus naudojami Il tipo detektoriai, kuriuose
nuskaitoma dviem lygiagreciais kanalais.

Pagrindiniai optinei biopsijai naudojamu linijiniy CCD detektoriy parametrai yra
Sviesai jautriy elementy (pikseliy) skaiCius, nuo kurio priklauso skiriamoji geba, jautrumas ir
detektavimo sritis, kitaip dar vadinama spektriniu atsaku. Siuo metu naudojamy CCD
detektoriy detektavimo sritis apima 200 nm—1100 nm spektrini ruoza.

Spinduliuotei patekus 1 registravimo irengini, difrakcinés gardelés iSskleista
spinduliuoté krinta ant linijinio detektoriaus ir vienu metu yra registruojamas visy bangos ilgiy
(spalvy) spinduliuotés intensyvumas. Taigi didZziausias CCD detektoriy privalumas yra tas,
kad vienu metu yra registruojamas platus spektras. Dazniausiai platesnis nei yra audinio

optinis atsakas; taigi optin¢ biopsija yra atlieckama beveik akimirksniu. Nors CCD ir yra labai
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patogiis naudoti signaly registravimui nuostoviojoje optinéje biopsijoje, taciau juy laikinis

atsakas yra per létas laikinés skyros matavimams.

2.5. OPTINES BIOPSIJOS PRIETAISAI

Optinés biopsijos prietaise yra visos aptartosios dalys — Sviesos Saltinis, Zadinimo—
surinkimo sistema, spinduliuotés spektrinés sudéties modifikavimo sistema bei detektorius.
Pats prietaisas, Zinoma, yra sudarytas i§ daug daugiau detaliy, kurios reikalingos visoms
iSvardytoms dalims sujungti i viena visuma. Kadangi optinéje biopsijoje labai svarbi
diagnostinio prietaiso dalis yra zadinimo — surinkimo sistema, tai prietaisai gali buti skirstomi

pagal Sios sistemos tipa. Pateiksime keleta konkreciy optinés biopsijos prietaisu pavyzdziu.

2.5.1. Spindulinis optinés biopsijos prietaisas

Optinés biopsijos prietaisas yra tuo sudétingesnis, kuo daugiau jame yra démeny,

Sviesos Detektorius (D)

Saltinis Zadinimo Emisijos O
o5 % monochyomatorius monochromatorius
(ZM) (EM)

Difrakcine BliraEcme
gardele (DG) gardele (DG)
Atraminis
detektorius (AD)

Sviesolaidis (S)

2.39 pav. Perkin Elmer fluorescencinis spektrometras, pritaikytas optinei biopsijai

galin¢iuy veikti spektry parametrus. Visi prietaiso elementai yra skirti atlikti tam tikrai

funkcijai — pasitelkiant juos yra atliekami atitinkami matavimai. Stengiamasi informacija gauti
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kuo paprastesniu biidu, todél dazniausiai optiné diagnostika atlickama panaudojant kuo
maziau papildomy elementy. Sudétingas optinés biopsijos prietaisas remiasi spinduline
zadinimo-surinkimo sistema. Daznai visa sistema apsiriboja klasikiniu fluorescencijos
spektrometru bei papildomomis zadinimo—surinkimo sistemomis (2.39 pav.). Biitina visy
optiniy diagnostikos sistemy dalis yra Sviesos Saltinis (L). Kadangi tokio tipo prietaisai yra

placiai taikomi, Siam tikslui naudojamos

Plysys
lempos. Dazniausiai tai yra ksenono lempos,
A [ ————  uztikrinancios gera fluorescencijos suzadinima
UV  srityje. Lempos spinduliuoté yra
B fokusuojama { zadinimo monochromatoriaus
(ZM) 1éjimo plysi. Fokusavimas uZztikrina, kad

Plysys beveik visa spinduliuoté praeis pro plysi ir
2.40 pav. A — nefokusuotai spinduliuotei ~ pateks i monochromatoriuy, t. y. nebus prarastas
einant pro plysi pereina tik nedidelé jos dalis,
todél smarkiai mazéja intensyvumas; B — kai
fokusas yra ties plysiu, fokusuota  Zadinimo monochromatoriuje $viesa krinta i

spinduliuoté pereina visa ir intensyvumas ) ) . ) ) )
neprarandamas difrakcing gardel¢ (DG) ir yra iSskaidoma i

spinduliuotés intensyvumas (2.40 pav.).

spektra. Monochromatoriaus iSé¢jime taip pat
yra plySys, vadinamas i$¢jimo plySiu, pro kurj praeina tik siaura spektro dalis. Kuri spektro
dalis pereis, galima pasirinkti sukant difrakcing gardele. Siuolaikiniuose prietaisuose
difrakcing gardel¢ galima sukti didziuliu tikslumu net iki 80 nm/s grei¢iu su. Siekiant
pakoreguoti skiriamaja geba arba padidinti jautruma, plySiy plotis gali biti kei¢iamas. Tad 1§
monochromatoriaus i$¢jusi Sviesa yra fluorescencijos zadinimui reikiamo bangos ilgio. Vienas
1§ reikalavimy atliekant fluorescencinius matavimus yra zadinanciosios spinduliuotés
pastovumas. Jei dél kokiy nors priezasCiy per tyrima Sviesos intensyvumas svyruos arba pakis,
tai atsispindés ir fluorescencijos spektre, taciau nustatyti, ar optinis signalas susilpnéjo dél
kokiy nors audinio savybiy, ar dél prietaiso ypatybiy, labai sunku. Todéel, prie§ pasiekiant
zadinanciajai spinduliuotei tiriamaja vieta, yra matuojamas jos intensyvumas. Tam reikalui
naudojamas atraminis detektorius (AD). Siekiant iSvengti pasalinés Sviesos, kuri gali atsirasti
monochromatoriuje dél auksStesnés eilés difrakcijos, zadinanciosios spinduliuotés kelyje
papildomai gali biiti dedami filtrai (F). Kadangi paSaliné Sviesa dazniausiai btna kitos
spektrinés srities nei zadinancioji spinduliuoté, tai jos atskyrimui visiSkai pakanka gana
apytikrio spektrinés srities modifikavimo metodo. Taip pat, priklausomai nuo tyrimo tikslo,
spinduliuotés kelyje gali biti dedamas poliarizatorius (P). Iprastiniuose spektrometruose

zadinimo $viesa patenka i bandiniy skyreli, taciau tokiu atveju galima atlikti tik ex vivo
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bandiniy opting biopsija, todél, kad buty galima atlikti tyrimus in vivo, tokiuose prietaisuose
biitina modifikuoti zadinimo—surinkimo sistema. DaZniausiai tam yra naudojami
$viesolaidiniai priedai (S). Dél to i bandiniy skyrelj yra dedamas specialus priedas, kuris i§
monochromatoriaus ateinancia spinduliuot¢ sufokusuoja i zadinimo $viesolaidj, o i§ surinkimo
Sviesolaidzio ateinancia fluorescencija perduoda 1 iprasta prietaiso detektavimo sistema.
Detektavimo sistema prasideda nuo fluorescencijos filtro (F), kuriuo atliekamas apytikris
spinduliuotés spektrinés srities modifikavimas, bei surinkimo poliarizatoriaus — analizatoriaus
(jei atlickami poliarizaciniai matavimai). Toliau spinduliuoté pro i€¢jimo plySi patenka i
emisijos monochromatoriy (EM) (kaip ir zadinimo monochromatoriaus plySio plotis gali buti
kei¢iamas), kuriame surinkta spinduliuoté difrakcine gardele yra iSskaidoma i spektra. IS
emisijos monochromatoriaus spinduliuoté yra fokusuojama i iS¢jimo plySi. Kuri spektriné
sritis iSeis 1§ monochromatoriaus, taip pat yra parenkama sukant difrakcing gardelg. Tokioje —
monochromatoriaus — sistemoje vienu metu yra registruojamas tik vienos, labai siauros
spektrinés srities intensyvumas, o norint suzadinti visa spektra, reikia registruoti visy
difrakcine gardele iSskirty spektriniy sri¢iy intensyvumus.

Paskutinis registravimo sistemos elementas yra detektorius (D). Dazniausiai tokiose
sistemose yra naudojami jautrls, tac¢iau negreiti detektoriai (Cia reikia atskirti detektorius,
skirtus fluorescencijos su laikine skyra matavimams).

Aptartuose prietaisuose yra naudojama tik vieno tipo lempa ir vienas detektorius, todel
ju taikymas yra apribotas tik tam tikra spektrine sritimi, pavyzdziui, ultravioletine (UV) ir
regimosios Sviesos (VIS), arba regimosios Sviesos ir artimaja infraraudongja (NIR), arba tik
infraraudonaja (IR). Norint tiksliau iStirti itarting vieta, kartais tenka atlikti keliy tipy opting
biopsija, todé¢l bty labai patogu, jei visus tyrimus biity galima atlikti tuo paciu prietaisu.

Tam tikslui yra naudojamas modulinis spektrometras (2.41 pav.). Tai yra placiausiy
galimybiy pats sudétingiausias spektry registravimo irenginys. Jei anksCiau apraSytame
prietaise viskas yra surinkta viename korpuse, tai siuo atveju kiekviena dalis, pavyzdziui,
lempa, monochromatorius ir t. t., yra atskiri moduliai. Visas prietaisas yra surenkamas i§ tokiy
moduliy. Nattralu, kad esant reikalui $§iuos modulius galima lengvai keisti, ta¢iau modulinio
spektrometro esmé ta, kad biity galima sukonstruoti prietaisa sujungiant tieck moduliy, kiek
reikia, ir dirbant nebereikty nieko keisti.

Svarbiausioji visy spektrometry dalis yra Sviesos Saltinis. Kad biity galima atlikti
Ivairiy tipy opting biopsija, reikalingas Sviesos Saltinis, spinduliuojantis Sviesa nuo
ultravioletinés iki infraraudonosios spektrinés srities. Kadangi vieno Sviesos Saltinio, kuris

tolygiai spinduliuoty tokioje placioje srityje, néra, naudojamos keliy tipy lempos. Cia taip pat
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puikiai tinka ksenono lempa, kuri gali biiti naudojama tiek UV, tiek VIS, tiek ir NIR
spektrinei sri¢iai. Tam tikrais atvejais ksenono lempa gali biiti naudojama netgi IR sriciai,
taCiau jos emituojamas spektras néra tolygus. IR sriciai labiau tinkamos kvarco—volframo
halogeninés lempos. Abiejy tipy lempas galima prijungti prie spektrometro ir atliekant
atitinkama uzduotj pasirinkti vienos arba kitos lempos spinduliuote. Sios lempos — tai
nuostoviosios optinés biopsijos Sviesos Saltiniai. Taip pat galima prijungti ir Sviesos Saltinius,
skirtus optinei biopsijai su laikine skyra. Pirmiausia — tai impulsiné ksenono lempa, kurios
impulso trukmé siekia kelias nanosekundes, taciau tam tikrais atvejais tokia trukmé yra per
ilga. Tod¢l papildomai reikia itin trumpy impulsy (kuriy trukmé pikosekundziy eilés) Sviesos
Saltiniy. Tam yra naudojami impulsiniai lazeriai, kurie taip pat yra prijungiami prie
spektrometro per specialy lazerinés spinduliuotés jvada. Taciau, jei atliekant optinés biopsijos
su laikine skyra tyrimus reikéty pakeisti Zadinimo bangos ilgi, reikéty pakeisti lazeri. Si
procediira yra labai paprasta ir uZtrunka vos kelias minutes. Stai &ia ir pasireiskia
negin¢ijamas lempy privalumas — galimybé pasirinkti zadinimo bangos ilgi i§ plataus ju
emituojamo spektro. Visiems plataus spektro Sviesos Saltiniams reikalinga spektrinés sudéties
modifikavimo sistema. Taigi visos lempos yra jungiamos taip, kad padedant jvairioms
optinéms sistemoms (lgSiams, veidrodziams ir kt.) jy spinduliuotés bty suvedamos i kita
moduli — monochromatoriy. Svarbiausioji monochromatoriaus dalis, kuria Sviesa yra
1Sskaidoma 1 spektra, yra difrakciné gardelé, o pagrindinés monochromatoriy apibtidinancios
charakteristikos yra dispersija (arba iSbarstymas), pralaidumo efektyvumas ir pasalinés Sviesos
kiekis. Moduliniame spektrometre monochromatorius yra kaip atskiras prietaisas, todél juo
Siuos reikalavimus galima iSpildyti geriausiai. Dispersija, arba kaip stipriai bus iSskirtos
Sviesos spalvos, nulemia tiek pati gardelé, tieck monochromatoriaus matmenys. Kadangi tai yra
atskiras modulis, jis gali biiti daromas tiek mazas, tiek ir didelis. Pralaidumas kiekvienam
bangos ilgiui yra nevienodas, tai nulemia, kuriai spektrinei sri¢iai yra optimizuoti difrakcinés
gardelés réziai. Taigi, dirbant skirtingose spektrinése srityse (UV, VIS, NIR ar IR), reikéty
prietaiso su keliomis skirtingomis gardelémis. Aptariamo prietaiso monochromatoriuje galima
imontuoti tris skirtingas gardeles ir véliau pasirinkti tinkama pagal spektring sriti, kurioje
numatoma dirbti. Sitaip yra i§laikomas didelis monochromatoriaus pralaidumas pladiu
spektriniu ruozu.

Paskutinis parametras, kuriuo apibiidinamas monochromatorius, yra Sviesos kiekis uz
pasirinktos spektrinés srities (spalvos) riby. Norint sumazinti paSalinés Sviesos kieki, reikéty

i§skirta tam tikros spalvos spinduliuote dar karta leisti per monochromatoriy. Moduliniame
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spektrometre ir tai gali biiti padaryta sujungiant du atskirus monochromatorius. Be to,
monochromatoriai turi i¢jimo ir i§¢jimo plysius, kuriy plo€iai gali biiti kei¢iami.

Kita modulinio spektrometro dalis — bandiniy skyrius, kuris optinei biopsijai néra
svarbus, nes tyrimai atlieckami tik su iSpjautais bandiniais. Taciau jame yra svarbiis kai kurie
optiniai komponentai. Tai poliarizatorius, kuriuo yra poliarizuojama spinduliuoté, kai
atliekami poliarizaciniai matavimai, ir intensyvumo reguliatorius, kuriuo galima keisti i audini
krintan¢ios Zadinanciosios spinduliuotés intensyvuma. Bandiniy skyriuje taip pat yra
imontuotas spinduliuotés intensyvumo detektorius, kuris registruoja bet kokius zadinanciosios

spinduliuotés svyravimus ir yra atitinkamai modifikuojamas fluorescencijos spektras. Kaip ir

Ksenono lempa

ps trukmés
impulsy lempa

Standartinis
detektorius

Papildomas
detektorius

~Spindulio
nukreipéjas
Bandiniy

Papildoma laikiklis
veidrodiné optika

ns trlikmés
impulsy lemp

Zadinimo
monochromato

Signalo
ateniuatorius

Atraminis

detektorius j""ﬂ

Emisijos
“monochromatorius

Poliarizatorius

Papildoma T-
eometrija .. :
g y Bandiniy Papildomas
skyrelis ivadas
spinduliuotei

2.41 pav. Edinburgh Instruments spektrometras FL.920, naudojamas jvairiy rasiy optinei biopsijai
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anksCiau aptartame prietaise, norint ji padaryti tinkama optinei biopsijai, reikia modifikuoti
zadinimo—surinkimo sistema, taigi { bandinio vieta yra dedama speciali fokusavimo sistema,
kuri spinduliuote suveda i Sviesolaiding Zadinimo—surinkimo sistema. Bandiniy skyriuje yra
dar vienas jvadas Sviesos Saltiniui, t. y. biidas aplenkiant monochromatoriy. Jis yra skirtas
lazeriniams $viesos Saltiniams, kuriy spinduliuoté yra monochromatiné.

Surinktas fluorescencijos signalas toliau tesia keliong i detektoriy. Emisijos atSaka yra
labai panasi | zadinimo atSaka: taip pat yra poliarizatorius, kuris Sioje atSakoje yra vadinamas
analizatoriumi,  viengubas arba  dvigubas = monochromatorius  ir  detektoriai.
Monochromatoriuose yra imontuotos kitokios nei zadinimo atSakoje difrakcinés gardelés, nes
fluorescencija sukeliama kitoje nei Zadinimo spinduliuoté spektringje srityje. Detektoriy
skaic¢iy lemia tai, kokioje spektro srityje ir kokio tipo tyrimas yra atlickamas. Bendru atveju
galima skirti tris detektorius — vienas UV-VIS ruozui, kitas NIR ir IR spektro sriciai ir trecias,
labai greitas — fluorescencijai su laikine skiriamaja geba. Sie greiti detektoriai taip pat yra
skirtingi skirtingoms spektro sritims.

Taigi, norint atlikti opting biopsija tiek nuostovigja spektroskopija, tiek su laikine
skyra ir plaCioje spektro srityje, reikia keturiy detektoriy. Jei yra pasirenkamas greitasis
detektorius, juo galima registruoti ir 1¢tus vyksmus, tode¢l daznai pakanka tik dvieju detektoriy.
Taciau galima prijungti visus keturis detektorius ir neatliekant jokiy pakeitimy prietaise

registruoti ivairiy tipy spektrus.

2.5.2 Sviesolaidinis optinés biopsijos prietaisas

Optiné biopsija taikoma daznai apsiribojant vienu ar keliais fluorescencijos metodais,
tod¢él sudétingos sistemos naudojimas ne visada pasiteisina. Ypa¢ dél to, kad dirbant su
1Svardytais prietaisais reikia turéti daug fizikiniy Ziniy ir patirties. Sudétingos sistemos
paprastai yra naudojamos pavieniams, ypa¢ sudétingiems tyrimams atlikti, o per kasdienius
tyrimus optiné biopsija dazniausiai yra atliekama Sviesolaidiniais prietaisais. Tokie prietaisai
turi negin¢ijama privaluma — tai mobilts diagnostikos aparatai, kuriuose yra minimalius
komponenty skaiCius, t. y. tik biitinos optinei biopsijai atlikti dalys. Visi komponentai yra

specifiniai, nes jie sujungiami sviesolaidziais.

Maitinimo lizdas . . e ,r T " . .
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(LED). Jis yra jtvirtinamas specialiai parengtame korpuse, kuriame yra visi reikalingi optiniai
ir mechaniniai elementai sviesolaidzio prijungimui prie sviesos saltinio. Paveiksle 2.42
pavaizduotas optinei biopsijai naudojamas Sviesos Saltinis. Tai yra vieno bangos ilgio Sviesos
Saltinis, nors jo emituojamos spinduliuotés spektro plotis siekia 10-15 nm. Jo viduje
imontuotas 5 mm skersmens Sviesos diodas, kuri galima pakeisti kito bangos ilgio Sviesos
diodu. Visi optinés biopsijos aparatiiros elementai (Sviesos Saltinis, spektrometras, spektrinés
sudéties modifikavimo sistema) turi standartines jungtis, per kurias galima prijungti
Sviesolaidzius. Dazniausiai naudojama SMA 905 tipo jungtis. Prie §io Sviesos saltinio
tiesiogiai jungiamas zadinimo Sviesolaidis, kuriuo spinduliuoté¢ nuvedama iki audinio. Kartais
zadinancios spinduliuotés kelyje yra imontuojama spektrinés sudéties modifikavimo sistema,
uztikrinanti zadinancios spinduliuotés spektro siauruma. Naudojant LED‘us tai néra biitina,
nebent norima ,,nupjauti ilgabangi LED spinduliuojamos juostos krasta, kad jis nepersidengtu
audinio fluorescencijos juosta.

Fluorescencijos zadinimo-surinkimo sistemos pasirinkimas priklauso nuo tiriamos
vietos bei keliamy tiksly. Dazniausiai tai biina bifurkaciné Sviesolaidiné sistema su jvairiy tipu
antgaliais. Siekiant sumazinti Sviesos intensyvumo nuostolius, Sviesolaidinés zadinimo—
surinkimo sistemos yra gaminamos su stacionariais antgaliais, todél, norint atlikti kito tipo
tyrima, reikia keisti visa zadinimo—surinkimo sistema (bifurkacini Sviesolaidi). Tam tikrais
atvejais gali buti naudojami uzmaunami vienkartiniai sterilis (plastikiniai, stikliniai ir kt.)
antgaliai. Audinio optinis atsakas — fluorescencija — surinkimo ataka eina i detektoriy. Cia
bitinai yra reikalinga spinduliuotés spektrinés sudéties modifikavimo sistema, kurioje yra
nufiltruojama zadinancioji spinduliuoté. IS Sios sistemos nufiltruotas optinis signalas eina {

kt . t . . . ..
8.91cm spektry  registravimo  renging

Svieso-laidiniame optinés biopsijos
prietaise néra spinduliuotés
iSskaidymo 1 spalvas irenginio —

monochromatoriaus, ta¢iau, norint

wo ge'9

uzregistruoti  spektra, jis  yra
butinas. Taigi, kaip tai atlickama?

Sviesolaidiniame  prietaise  visi

detektavimui reikalingi
2.43 pav. USB2000+ (Ocean Optics) sviesolaidinis komponentai yra spekiry
spektry registravimo jrenginys registravimo {renginyje. Paveiksle
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2.43 pavaizduotas USB2000+ (Ocean Optics) spektry registravimo irenginys. Spinduliuoté i$
$viesolaidzio per SMA 905 jungti (1) patenka { prictaisa. Sviesos srautas iéjime yra
apribojamas specialaus plySio (2), kurio plotis gali biiti nuo keliy mikrony iki keliy Simty
mikrony. Nuo Sio plySio priklauso skiriamoji geba. Kuo siauresnis plySys, tuo ji geresné,
taciau tuo maziau Sviesos patenka | spektry registravimo jrenginj, todél maz¢ja prietaiso
jautrumas. Daugeliu atvejy biologinio objekto fluorescencija yra silpna, todél daznai yra
pasirenkamas didesnis plysys (200-400 um) sumazinant prietaiso skiriamaja geba. Kartais,
kai naudojami ploni Sviesolaidziai (200 um), plysio galima ir nemontuoti, mat paties
Sviesolaidzio skersmuo yra toks kaip plysio plotis. Jeigu prietaisas bus naudojamas isskirtinai
tik vienam tikslui, tada galima tiesiog 1 i¢jima jtaisyti zadinanciosios spinduliuotés
nepraleidzianti fluorescencijos filtra (3). Tokiu atveju fluorescencijos surinkimo atSakai bus
nereikalinga spektrinés sudéties modifikavimo sistema. Toliau spinduliuoté besiskésdama
sklinda iki sferinio veidrodzio (4), kuris suformuoja lygiagrety pluosta. Atsispindéjusi (jau
lygiagre¢iu pluostu) $viesa krinta | difrakcine gardele (5). Cia vyksta spinduliuotés
1Sskaidymas. Kaip minéta, difrakcinés gardelés paskirtis ir yra iSskaidyti spinduliuote | spalvas
(bangos ilgius).

Renkantis spektry registravimo irengini reikia nuspresti, kurioje spektrinéje srityje bus
registruojami spektrai, nes pagal tai reikia pasirinkti difrakcing gardele. Taip pat reikia
pasirinkti ir réziy skaidiy gardeléje, nes nuo to priklauso skiriamoji geba. Siuo atveju didesnis
réziy skaiCius lems geresng skiriamaja geba, taciau tokia gardele bus galima registruoti
siauresni bangos ilgiy diapazona. Pavyzdziui, jei i¢jime esame pasirinkg¢ 200 um plocio plysi
ir gardelg, kurioje yra 1200 réziy/mm, tai jos skiriamoji geba bus ~1,5 nm ir ja bus galima
registruoti ~220 nm ploc¢io spektra (pavyzdziui, nuo 400 nm iki 620 nm). Atitinkamai
pasirinkus gardele, kurioje yra 600 réziy/mm, turésime ~4 nm skiriamaja geba ir galésime
registruoti ~500 nm plocio spektra. Difrakcinés gardelés | spalvas iSskaidyta spinduliuoté
toliau sklinda link veidrodzio (6) ir nuo jo atsispindéjusi krinta i detektoriy (10) — CCD
elementa. Siuo atveju detektoriy galima isivaizduoti kaip daugybe mazy eilute iddéstyty
detektoriuky. Viename CCD elemente gali biiti 102, 256, 1024, 2048 arba 3648 registravimo
elementai (detektoriukai). ISskleista spinduliuoté krinta ant visy registravimo elementy ir
vienu metu yra uzregistruojamas platus spektras. Taigi iSrySkéja dar vienas Sviesolaidinés
optinés biopsijos sistemos privalumas, palyginus ja su sudétingais spinduliniais prietaisais,
kuriuose vienu metu yra registruojamas tik vienas bangos ilgis. Siuo atveju optinei biopsijai

atlikti uztenka 1-3 sekundziy. Deja, jeigu tiriamoji vieta fluorescuoja labai silpnai, tokiais
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detektoriais dazniausiai nepavyksta uZzfiksuoti signalo. Registravimo elementy skaicius
detektoriuje nulemia skiriamaja geba. Kuo daugiau detektoriaus elementy, tuo geresné
skiriamoji geba, ta¢iau nukencia jautrumas. Atitinkamai detektorius su mazesniu skai¢iumi
registravimo elementy pasizymi didesniu jautrumu ir prastesne skiriamaja geba. Tad renkantis
prietaisa reikia nuspresti, kurie prietaiso parametrai yra svarbesni. Kadangi patys registravimo
elementai yra labai mazi, tai tik dalis krintancios Sviesos bus uzregistruojama. Siekiant
padidinti registravimo efektyvuma, priesais CCD elementa gali biiti montuojamas specialus
cilindrinis lgSis (7), kuris krintancia spinduliuotg¢ sufokusuoja i registravimo elementa — taip
yra uzregistruojama beveik visa atéjusi spinduliuoté. Taip pat prie§ detektoriy gali biti
montuojamas papildomas filtras (8), skirtas aukstesniy difrakcijos eiliy Sviesos, atsirandancios
del difrakcinés gardelés ypatybiy, eliminavimui. AukStesniy difrakcijos eiliy Sviesa pasizymi
tuo, kad antros eilés mélyna spalva yra mazdaug toje vietoje, kur pirmos eilés yra raudona
spalva. Kadangi mus domina tik pirmos difrakcijos eilés Sviesa, tai aukstesniy eiliy Sviesa
reikia nufiltruoti.

Paskutinis parametras, kuri reikéty apsvarstyti renkantis Sviesolaidinés optinés
biopsijos sistemos spektry registravimo jrengini, yra detektoriaus iéjimo langelis (9).
Skirtumas yra toks: jei spektrai bus registruojami, UV srityje yra naudojamas kvarcinis
langelis, jei ne — paprasto stiklo.
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Zadinimo atsaka g _— irinkimo atSaka

2.44 pav. Sviesolaidiné optinés biopsijos sistema. Kairéje puséje yra fluorescencijos zadinimo at$aka,
sudaryta i$ Sviesos Saltinio, filtrinés spektrinés sudéties modifikavimo sistemos bei bifurkacinés
Sviesolaidinés sistemos zadinimo atSakos; deSinéje puséje yra fluorescencijos surinkimo atSaka,
sudaryta i§ bifurkacinés Sviesolaidinés sistemos surinkimo atSakos, filtrinés spektrinés sudéties
modifikavimo sistemos ir spektry registravimo {renginio

Taigi nesudétingiems optinés biopsijos taikymams labai patogi yra nedidel¢, paprasta,
mobili Sviesolaidiné sistema (2.44 pav.). Tai ypa¢ pravartu, kai reikia atlikti opting biopsija
nevaiksCiojantiems arba sunkiai vaikSCiojantiems pacientams. Turint toki mobily prietaisa,
kuris nesunkiai gali biiti nugabentas i§ vienos vietos 1 kita, smarkiai prasiplecia optinés
biopsijos taikymo galimybés — ankstyvoji itartiny viety diagnostika gali biiti atliekama net ir
lankant pacientus namuose. Sviesolaiding sistema taip pat labai patogi registruojant
sensibilizuotaja fluorescencija, kai registruojamo signalo intensyvumas yra gana didelis,
taCiau kai, signalo intensyvumas yra labai mazas ir reikia itin jautriy detektoriy, tenka grizti

prie sudétingy stacionariy prietaisy.

2.6. Optiné biopsija su laikine skiriamgja geba

Atskira optinés biopsijos sritis yra diagnostika su laikine skyra. Biologiniame objekte
uz optinj atsaka yra atsakingos kelios molekulés — fluoroforai, tad atskirti jas nuostoviosios
optinés biopsijos metodais yra labai sunku, nes juy fluorescencijos spektrai dengia vieni kitus.

Taciau kiekviena 1§ fluorescuojan¢iy molekuliy turi tik jai biidinga Svytéjimo trukme,
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t. y. viena molekul¢ gali fluorescuoti truputi ilgiau uz kita. Taigi, uZregistravus bendra
Svyt¢jimo trukme, matematiniais metodais galima ivertinti, kiek skirtingy tipy molekuliy
(kiekvienas tipas turi biidinga Svytéjimo trukmg) sukélé fluorescencijos spektra.

Iprasta biologiniy objekty fluorescencijos trukmé yra nanosekundziy eilés, todél jai
uzregistruoti reikia atitinkamos sistemos ir metodikos. Optinei biopsijai su laikine skyra
dazniausiai yra naudojami dviejy tipy metodai — laikiniai, arba impulsiniai, ir daZniniai.
Dirbant laikiniais (impulsiniais) metodais audinys yra apSvie¢iamas zadinancios spinduliuotés
impulsu (blyksniu). Impulso trukmé turi buti kuo trumpesné, t. y. daug trumpesné uz tiriamuyju
molekuliy fluorescencijos trukmg. Registruojamas S$vytéjimo intensyvumo maz¢jimas
(gesimas) laikui bégant ir i§ gauto grafiko duomeny skaiciuojama fluorescencijos gesimo
trukmeé 1. Gesimo trukmé suprantama kaip laikas, per kuri $vyté¢jimo intensyvumas nuo
maksimalios vertés (pradiniu laiko momentu t = 0) sumazéjo 1/e karto. Atliekant Siuos
matavimus fluorescencija daZzniausiai yra registruojama pro poliarizatoriy, orientuota 54,7°
kampu nuo vertikalios aSies. Taip daroma siekiant atsiriboti nuo molekuliy judéjimo
(persiorientavimo, sukimosi) ir anizotropijos poveikio fluorescencijos gesimui. Alternatyvis
metodai — daZniniai arba fazés moduliavimo. Siuo atveju bandinys yra ap$vie¢iamas
moduliuoto intensyvumo zadinancigja spinduliuote, t. y. Sviesos intensyvumas kei¢iamas nuo
maksimalaus iki tam tikro minimalaus. Toks intensyvumo keitimas atlickamas daug karty ir
labai greitai (vienas intensyvumo sumazinimas ir padidinimas uZtrunka keleta
nanosekundziy). Tokia moduliuota Sviesa suzadinta molekulé atsakys taip pat — jos
fluorescencija bus tai labai stipri, tai labai silpna. UzZregistravg abi spinduliuotes (zadinanciaja
ir fluorescencija), pastebésime, kad maksimalus fluorescencijos intensyvumas registruojamas
truputi véliau nei maksimalus Zadinanciosios spinduliuotés intensyvumas. Kitaip tariant,
maksimalus fluorescencijos intensyvumas atsiranda truputi veéliau nei Zadinanciosios
spinduliuotés. Taip yra todél, kad suzadinta molekulé ne i§ karto duoda optinj atsaka. Sitas
laiko skirtumas tarp maksimaliy intensyvumy yra uZregistruojamas kaip faziy poslinkis,

kuriuo remiantis skai¢iuojama molekulés Svytéjimo gesimo trukmeé.
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Siuo metu fluorescencijos gyvavimo trukmiy matavimams dazniausiai yra naudojami

impulsiniai metodai. IS visy impulsiniy metody placiausiai taikomas per laika koreliuoty
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Daugiakanalis analizatorius

2.45 pav. Per laika koreliuoty pavieniy fotony skai¢iavimo eksperimento schema:
lazerio impulsas padalijamas i dvi dalis, kuriy viena paleidzia laiko—itampos keitiklj, o kita
suzadina bandinj. Keitiklis ima kaupti itampa, o ji sustabdo bandinio molekulés
iSspinduliuotas fluorescencijos fotonas, kuri uzregistruoja fotodaugintuvas. Trukme tarp i
fotodioda atéjusio impulso ir fotodaugintuvu uzregistruoto fotono atitinkanti jtampos verté
iraSoma daugiakanaliu analizatoriumi. Atlikus eksperimenta daug karty, gaunamas laikinis
fluorescencijos trukmés pasiskirstymas (fluorescencijos gesimo kinetika)

pavieniy fotony skai¢iavimas (angl. time correlated single photon counting TCSPC).
Aptarsime ji placiau ir susipazinsime su fluorescencijos gyvavimo trukmiy registravimo
aparatiira. Principin¢ TCSPC schema pavaizduota 2.45 paveiksle. Tyrimas prasideda zadinimo
impulso generavimu. Didelio pasikartojimo daznio lazeris siuncia ultratrumpuosius impulsus
bandinj. Dalis lazerio impulso Sviesos atskeliama pluosto dalikliu ir kreipiama i fotodioda,
kuris generuoja elektroninj impulsa. Sis impulsas toliau patenka i diskriminatoriy, kuris i§

diodo impulso generuoja skaitmeninj elektronini impulsa, vadinama ,,starto impulsu. ,,Starto*
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impulsas patenka | vadinamaji laiko—itampos keitiklj ir ji paleidzia. Laiko—itampos keitiklis
yra prietaisas, iSskiriantis jtampa, proporcinga laiko tarpui tarp dviejy elektroniniy signaly
(,,start” ir ,,stop®). ,,Stop* signalas atsiranda tada, kai bandinys isspinduliuoja fluorescencijos
fotona. Ji uZregistruoja jautrus fotodaugintuvas, kurio i$¢jimo signalas irgi pereina
diskriminatoriy ir patenka i laiko—itampos keitikli. Atéjes signalas, kuris sustabdo itampos
kilima, vadinamas ,,stop* signalu. Taip laiko—jtampos keitiklyje atsiranda jtampa, proporcinga
laiko tarpui tarp ,.starto ir ,,stop* fotony pasirodymo, arba, paprasCiau tariant, trukmei tarp
bandinio suzadinimo ir fotono ispinduliavimo. Si jtampa uZraSoma daugiakanaliame
analizatoriuje, kuriame naudojant analoginj—skaitmenini keitiklj ji yra pakei¢iama i laika. Cia
reikéty priminti, kad audinyje esancios to paties tipo molekulés fluorescencijos fotona
i§spinduliuos nebiitinai tuo paciu metu. Priklausomai nuo daugybés veiksniy, viena molekulé
ji 18fluorescuos po 1 ns, o kita to paties tipo molekulé gali fluorescuoti net po 5 ns ir dar
veliau. Kiek molekuliy fluorescavo po 1 ns, 2 ns ir t. t., skai¢iuoja daugiakanalis analizatorius.
Sis analizatorius — tai elektroninis prietaisas, kuris paskirsto jtampas (kurios atitinka tam tikras
trukmes) { kanalus pagal ju verteg, pavyzdziui, itampos nuo 0 iki 0,1 V (kurios atitinka 1 ns
trukmg) paklitiva | pirmaji kanala, nuo 0,1 iki 0,2 V (atitinka 2 ns trukme) — { antrajj ir t. t.
Kiekvienas kanalas turi su juo susieta skaitikli, kurio verté¢ padidinama vienetu, jei 1 ji
paklitiva jtampa. Taip registruojama fluorescencijos gesimo histograma: kanalai, kurie atitinka
dazniausias fluorescencijos sulaikymo trukmes, sukaupia didZiausias vertes (ju skaitikliai
suveikia daznai), o reciausias vertes atitinkantys kanalai ,,pamato‘ vos keleta fotony. Paprastai
matavimas vyksta tol, kol kuriame nors kanale yra suskai¢iuojama 10 000 fotony.

Sis elektroninis metodas labai patogus, kai Zadinimui naudojami didelio impulsy
pasikartojimo daznio lazeriai. Molekulg suzadinus lazerio impulsu, po tam tikro laiko tarpo At
ji i8spinduliuos fotona. Jei pavykty pamatuoti A¢ daugeli karty, gautos vertés pasiskirstyty
pagal tikimybe, jog molekulé iSspinduliuos fotona tam tikru laiko momentu. Tai ir atliekama
per laika koreliuoty pavieniy fotony skaiciavimo eksperimenta.

TCSPC metodas — elektroninis metodas, taigi pagrindinis jo trikumas — nelabai gera
laikin¢ skyra. Pazymékime, kad ja riboja ne detektoriy (fotodiodo, fotodaugintuvo) atsako
laikas: diskriminatoriai registruoja ne patj atsaka, bet generuoja sinchronizacijos impulsa tada,
kai detektoriaus jtampa pasiekia tam tikra procenta maksimalios itampos. taigi, net jei diodo
atsakas 1 lazerio impulsa uztrunka kelias mikrosekundes, jei tik jo forma tobulai pasikartoja
tarp skirtingy impulsy, paklaidos nebus ir bus galima registruoti nanosekundziy ir

pikosekundziy trukmés vyksmus. Paklaidas salygoja vadinamasis ,tirt¢jimo* (angl. jitter)
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triuksmas, t. y. detektoriaus atsako formos kitimas nuo impulso iki impulso. Praktikoje
TCSPC metodika leidzia pasiekti apie 50 ps laiking skyra. Kaip dar viena trukuma, galima
paminéti tai, jog metodas yra i§ esmés vienspalvis: vienu metu registruojamas fluorescencijos
gesimas ties vienu bangos ilgiu, o norint registruoti platy spektra, reikia matuoti daugeli
bangos ilgiy paeiliui.

Taciau TCSPC metodika turi svarbiy privalumy: jai nereikia dideliy lazerio
intensyvumu (netgi prieSingai — impulsy energijos negali biiti per didelés, nes visas metodas
grindziamas prielaida, kad 1§ kiekvieno impulso bandinys iSspinduliuoja tik viena
fluorescencijos fotona, kurj registruoja detektorius), beveik visai nesvarbus lazerio stabilumas
(t. y. net jei lazerio impulsy energijos svyruoja labai smarkiai, pavyzdZziui, du kartus). Kadangi
metodas yra kaupiamasis, galima skaiciuoti fotonus tol, kol signalo—triuksmo santykis pasieks
norima riba ir i§ gauty duomeny bus galima gana tiksliai nusakyti gyvavimo trukmes. Be to,
Sis metodas yra pigus, palyginti su kitais laiko skyros fluorescencijos metodais. Jis ypac

1Spopuliar¢jo, kai atsirado diodiniai lazeriai, galintys generuoti apie 100 ps trukmés impulsus.
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