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[VADAS

Saugaus darbo Biofotonikos laboratorijoje taisyklés

Biofotonikos laboratoriniai darbai skirti praktiSkai supazindinti su nuostoviosios
spektroskopijos metodais, kuriuos galima panaudoti biologiniu pozilriu svarbiy molekuliy,
modeliniy sistemy ir biologiniy objekty tyrimuose.

Prie§ pradedant kiekviena darba, privalu susipazinti su jam priskirta eksperimentine
aparatira, iSsiaiSkinti jos veikima. Darba pradéti galima tik gavus laboranto ar déstytojo
leidima.

Laboratoriniy darby metu naudojamy lazeriniy Sviesos S$altiniy spinduliuoté néra
pavojinga kontakto su kiino pavirSiumi atveju, taciau gali sukelti regos sutrikimus, jai
tiesiogiai patekus i aki. Todel kai lazerinis Saltinis ijungtas, grieztai draudZiama lankstytis
vir§ darbo stalo, taip pat sukioti optinius elementus, neissiaiSkinus ju paskirties.

Atliekant spektroskopinius matavimus su UV spinduliuotés Saltiniais, draudziama
zitréti 1 Saltinio spinduliuotés anga. Jei spinduliuoté jvesta i Sviesolaidi, negalima Zzitréti i jo
gala. UV spinduliuoté gali sukelti negriztamus lgSiuko pazeidimus.

Jei darbo metu bandiniy paruoSimui naudojami riigstiniai ar Sarminiai tirpikliai,
privalu dirbti su apsauginémis pirStinémis. Tirpaly paruo$imas atliekamas tik specialiai tam
skirtoje vietoje, prie chemiskai atsparia danga padengto stalo. Darbas su lakiais organiniais
tirpikliais atliekamas tam skirtoje traukos spintoje. Ant paruosty tirpaly indy, taip pat bandiniy
taros turi buti uzklijuojama etiketé, kurioje nurodoma medziaga, jos koncentracija, tirpiklis,
bei paruosimo data.

Biologiniy audiniy bandiniai, skirti laboratoriniams tyrimams, turi biiti saugomi
Saldiklyje. Atliekant darba, privalu paimti tik reikiama bandiniy kiekj. AtSildyty bandiniy

negalima déti atgal { Saldiklj. Visi panaudoti bandiniai privalo biiti grazinami laborantui.



1. SVIESA IR BIOLOGINIS OBJEKTAS

1.1. Biomedicininé fotonika

Sviesos vaidmuo medicinoje buvo labai svarbus per visa Zmonijos istorija. Dar tais
laikais, kai Zmonés mazai Zinojo apie Sviesos prigimti ir garbino ja kaip mitologing esybg ar
laiké antgamtiniu reiskiniu, Sviesai biidavo priskiriamos ir gydomosios savybés. Herodotas
kalb&jo apie stiprinantj saulés spinduliy poveiki kaulams. Jis laikomas helioterapijos tévu.
Teigiama saulés spinduliuotés itaka gydant jvairias ligas skelbé ir Hipokratas.

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

Sviesos prigimtis. Sviesos prigimties problemos Zmonija domino labai seniai.
Antikinés Graikijos mastytojai Aristotelis, Platonas ir Euklidas pirmieji suformulavo
pagrindinius Sviesos sklidimo ir atspindZio désnius, taciau net iki XIX a. pradzios buvo
manoma, kad Sviesa yra Sviesos Saltinio skleidziamas daleliy srautas, kuris, patekes 1 aki,
stimuliuoja regéjima. Sig idéja ypa¢ rémé I.Niutonas. Jis XVII a. antrojoje puséje isplétojo
korpuskulinés Sviesos prigimties teorijos samprata ir ja remdamasis aiSkino Sviesos atspindzio
ir 10zio reiSkinius. Niutono amZininkas olandy mokslininkas K.Hiuigensas mané, kad Sviesa —
tai bangos, plintancios nuo Sviesos $altinio i aplinka. Jis 1670 m. padéjo pagrindus banginés
Sviesos prigimties sampratai, taciau nesukiiré nuoseklios teorijos, kuri buty galéjusi

konkuruoti su Niutono korpuskuline teorija. Mazdaug tuo paciu metu (1665 m.) F.Grimaldis



eksperimentiskai pagrindé¢ difrakcijos ir interferencijos reiskinius, taciau daugelis
mokslininky, veikiami didziulio Niutono autoriteto, dar mazdaug Simtmet; laikési
korpuskulings teorijos, nepripazindami banginés §viesos prigimties.

Tik vélesni XIX a. pradzios T.Jungo ir A.Frenelio darbai tiriant Sviesos interferencijos
reiSkini argumentuotai pagrindé banging Sviesos prigimti ir §i teorija tapo lygiaverté
korpuskulinés Sviesos prigimties teorijai. Visi tuo metu Zinomi optiniai reiskiniai imti aiskinti
pagal banging $viesos teorija. Sviesa buvo suprantama kaip skersiné banga, sklindanti skaidria
aplinka — eteriu. Eterio id¢ja pad¢jo paaiskinti daugeli Zinomy optiniy reiSkiniy, taciau sukélé
ir naujy problemy, kurias iSsprendé Maksvelo 1865 m. paskelbta elektromagnetinio lauko
teorija.

Remdamasis M.Farad¢jaus atradimais, Dz.Maksvelas padaré iSvada, kad Sviesa — tai
ne skaidria aplinka sklindancios skersinés bangos, o didelio daznio elektromagnetinés bangos.
Jis apskai¢iavo, kad ty bangy greitis turéty bati 3-10° m/s. Maksvelo teorija teigia, kad $viesa
gali biiti apraSyta kaip skersinés elektromagnetinés bangos, iSreiSkiamos dviem tarpusavyje
statmenais vektoriais: osciliuojanciu elektrinio lauko stipriu ir osciliuojan¢iu magnetinio
lauko stipriu. Abu jie yra statmeni bangos vektoriui, kuris sutampa su bangos sklidimo
kryptimi. Dazniausiai elektromagnetinéms bangoms aprasSyti vartojamas tik elektrinio lauko
stiprio vektorius, mat Sviesos saveika su medZiaga, jos cheminis ir biologinis poveikis i§
esmes priklauso tik nuo elektromagnetinés bangos elektrinio lauko démens.

Vélesni kity mokslininky tyrimai pademonstravo, kad elektromagnetinéms bangoms
budingi atspindzio, lazio ir kiti optiniai reiskiniai. Taciau elektrodinaminé teorija, pagrindusi
Sviesos kaip elektromagnetinés bangos samprata, vis délto nesugebejo paaiskinti Sviesos
sugerties ir emisijos désningumy. Tik XX a. pradzioje M.Plankas, nagrinédamas absoliuciai
juodo kiino spinduliavima, pri¢jo iSvada, kad Sviesa sugeriama ir i§spinduliuojama kvantais —
tam tikromis porcijomis, kurios proporcingos Sviesos dazniui. A.EinSteinas Sviesos kvantams
suteiké impulsa ir mase, $viesai grazindamas korpuskulinés prigimties jvaizdi. Sie atradimai
padéjo suprasti anksciau nepaaiSkinamus Sviesos reiSkinius, ir XX a. korpuskuliné ir banginé
Sviesos prigimtis buvo sujungta { vientisa teorija, pagrista kvantine mechanika ir kvantine
elektrodinamika. Tad Siandien Sviesa apraSoma remiantis kvantinés dalelés — fotono,
pasizyminc¢io banginémis savybémis, samprata.

Fotono energijos iSraiska (1.1) sujungia abi Sviesos prigimtis:

E=hv=hc/l (1.1)
Kiekvieno fotono energija (E), iSreiksta dzauliais (J), yra tiesiog proporcinga spinduliuotés
dazniui (v) (t. y. atvirks¢iai proporcinga bangos ilgiui A). Proporcingumo konstantos: h —

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



Dvilypg Sviesos prigimti apibiidinantys parametrai pateikiami 1.1 paveiksle.

Sviesa
Elektromagnetiné Fotonas
banga
— — Vieno fotono energija £,= hv;
Elektrinis laukas Magnetinis laukas Fotony skaiius N = E/(hv);

Planko konstanta
h=6,63-10*1Js.

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

v — daznis — elektrinio lauko
virpesiy skaiius per sekundg;

¢ — §viesos greitis — 3 x 10°
m/s; Ax v=c.

1.1 pav. Dvejopa Sviesos prigimti atspindintys parametrai

Optinés biopsijos, platesne prasme — biomedicininés fotonikos, ribos vis dar néra iki galo
apibréztos ne tik dél to, kad tai dar gana nauja mokslo ir medicinos sritis, bet ir tod¢l, kad ji
susiklirée per moksly sandiirg. Jos formavimasi ir tobuléjima nuolat stimuliuoja nauji fizikos,
molekulinés biologijos ir prietaisy inZinerijos iSradimai.

Biomedicininé fotonika apima ne tik ,opting”, kitaip tariant, regimaja,
elektromagnetinés spinduliuotés dalj, kuriai jautri zmogaus akis, bet ir Zmogui neregimus
elektromagnetiniy bangy spektro sri¢iy spindulius.

Elektromagnetiniy bangy spektras. Elektromagnetinés spinduliuotés visy bangos
ilgiy visuma, apimanti srit{ nuo radijo bangy iki y spinduliy, vadinama elektromagnetiniy
bangy spektru (1.2 pav.). Pagal bangy ilgius spektras skirstomas { ruozus. Ruozas nuo
tolimosios infraraudonosios (IR) srities iki tolimosios ultravioletinés (UV) srities vadinamas
optiniy bangy diapazonu. Regimoji Sviesa apima tik nedidel¢ elektromagnetiniy bangy

spektro dali — nuo 400 nm iki 700 nm.
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1.2 pav. Elektromagnetiniy bangy spektras

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

Optiné biopsija. Biomedicinin¢ fotonika gali biti apibrézta kaip mokslo ir
technologijuy sritis, nagrin€janti visa elektromagnetiniy bangy spektra ir juy saveika su
biologiniu objektu. Si sritis jungia mokslo kryptis, kurios tiria ne tik jvairius $viesos fotony ir
ju saveikos su biologiniu objektu aspektus, bet taip pat apima optines ir ne tik optines
technologijas, susijusias su elektromagnetiniy bangy fotono savoka. Tai gali buti didelés
energijos kosminiai, gama ar rentgeno spinduliai ir mazos energijos Siluminis arba
mikrobangy spinduliavimas. Biomedicininés fotonikos savoka apima fotony sugerti, emisija,
medziagy pralaiduma fotonams, sklaida ir Sviesos stiprinima. Jai priklauso medziagos ir
fotono saveikos tyrimo metodai ir technologijos, tokios kaip lazeriai ir kiti Sviesos Saltiniai,

Sviesolaidziai, elektrooptiniai prietaisai, sudétingos mikromechaninés ir mikroskopinés



sistemos ir, zinoma, nanosistemos, kurios dar tik pradeda skintis kelia i jvairiausias Zzmoniy
veiklos sferas. Suprantama, kad Sios mokslo ir technologiju sritys yra labai placios ir
biomedicininé fotonika apima jose tik ta dali, kuri susijusi su ligy diagnozavimu, gydymu ir
profilaktika. Optiné biopsija yra dar siauresné sritis, susijusi su tiesioginiu Sviesos fotony
panaudojimu medicininei diagnostikai. Tiesa, reikéty pazyméti, kad néra grieztos ribos tarp
atskiry elektromagnetinés spinduliuotés spektriniy ruozy. Netgi zmoniy akys mato skirtingai.
Regimosios Sviesos srities skirtingy bangos ilgiy Sviesa Zmogaus akis mato kaip skirtingy
spalvy Sviesa labai individualiai, intervalais nuo 20 nm iki 160 nm. Taigi spalvos yra ne
Sviesos savybeé, o subjektyvus fiziologinis ir psichologinis individo atsakas i Sviesa. Vienu
akys mato tolesn¢je infraraudonoje spektro srityje spinduliuojancius fotonus, kity Zmoniy
akies jautrumas Siai spektro sri¢iai yra mazZesnis. Optiné biopsija siejama ir su tomis
elektromagnetinio spektro sritimis, kurios yra uz regimosios Sviesos ruozo riby, t. y. jai
priskiriama dalis ultravioletinés ir artimosios infraraudonosios spektro srities.

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

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

Fluorescencija naudoti medicininei diagnostikai pradéta XX a. treCiajame
deSimtmetyje, kai pranciizas A. Polikardas Lione, atlikdamas eksperimentus su ziurkémis,
kurioms buvo iskiepyta sarkoma, pasteb¢jo raudona naviky fluorescencija apSvietus juos
ultravioletine Sviesa. Jis teisingai priskyré ja navike susikaupusiam endogeniniam porfirinui
(Policard, 1924). 1942 m. paskelbti duomenys apie egzogeninio hematoporfirino kaupimasi
eksperimentiniy gyviiny navikuose ir jo raudona fluorescencija (Auler ir Banzer, 1942; Figge,
1942). Tai buvo pirmosios optinés biopsijos — i§ audiniy optiniy savybiy nustatytos ligos

pazeistos vietos.



1.2. Kiekybinis biologiniy audiniy optiniy parametry jvertinimas

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

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

Be fluorofory — molekuliy, kurios sugerta Sviesa iSspinduliuoja fluorescencijos
pavidalu, audiniy sudétyje yra ir molekuliy, kurios Sviesa tik sugeria, bet nespinduliuoja
fluorescencijos, arba kurios tik sklaido Sviesa. Atliekant audiniy spektroskoping diagnostika

biitina Zinoti, kad krintanti Sviesa gali ivairiai saveikauti su audiniu:

o atsispindéti nuo audinio pavirSiaus;

o prasiskverbti pro audini nesukeldama jame jokiy vyksmuy;

. biti sugerta audinio molekuliy ir inicijuoti fotochemines reakcijas;
o biti iSsklaidyta audinyje, nes jis yra nehomogeniskas;

o biiti sugerta fluorofory ir i§spinduliuota fluorescencijos pavidalu.

Suzadintos audiniy savitosios fluorescencijos Sviesa taip pat yra sklaidoma audinio
komponenty, dalj jos gali sugerti kiti chromoforai, kita dalis iSspinduliuojama nuo audinio
pavirSiaus. Tad visada privalu prisiminti, kad audinio pavirS$iuje matuojamos fluorescencijos
signalas nebus gryna fluoroforo fluorescencija, spektre atsispindés ir Sviesa tik sugerianciy ar
tik sklaidanéiy daleliy indélis. Be to, fluoroforai yra netolygiai pasiskirst¢ audinio pavirsiuje,
taip pat ir nevienodame gylyje. Todél nuo audinio pavirSiaus pamatuotas fluorescencijos
spektras bus kiek kitoks negu i§ gilesniy sluoksniy. [vairiy gyliy sluoksniy fluorescencijos
spektrai gali buti skirtingi, o matuojant juos audinio pavirSiuje gaunamas jvairiy sluoksniy
fluorescencijy misinys. Santykinis ivairiu gyliy fluorescencijos spektru indélis i realiai nuo
audinio pavirSiaus pamatuota spektra priklauso ne tik nuo audinio fluorescenciniy savybiy,

bet ir nuo fluorescencija Zadinanios bangos ilgio, nes skirtingy bangos ilgiy Sviesa



isiskverbia 1 audinj skirtingu gyliu (1.3 pav.), tad audinio pavirSiuje matuojama
fluorescencija, priklausomai nuo zadinancios bangos ilgio, atspindés skirtingo gylio sluoksniy

fluorescencijy derinius.

1.3 pav. Skirtingy bangos ilgiy $viesa isiskverbia | audini skirtingu gyliu

Audinius sudaro sudétingas ivairiausiy molekuliy miSinys, taciau uz audiniy savitaja
fluorescencija atsakingi keli fluoroforai, kuriy svarbiausieji yra baltymu sudétyje esancios
aminorugstys (triptofanas, tirozinas ir fenilalaninas), fibriliniai baltymai kolagenas ir
elastinas, redukuotas nikotinamidadenindinukleotidas NADH ir jo fosfatas (NADPH), flavinai
ir flavoproteinai, lipopigmentai, [-karotinas ir porfirinai. Todél audiniy savitosios
fluorescencijos spektry juostos yra placios ir dengia viena kita, o viso spektro forma yra
neisraiskinga palyginus su atskiry fluorofory spektrais (1.4 pav.).
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1.4 pav. Burnos ertmés epitelio ir gryny endogeniniy fluorofory fluorescencijos spektrai (Azq = 308
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Fluoroforai turi jiems budingus:
o sugerties koeficienta, nurodanti tikimybe sugerti Sviesos fotona Sviesos kelio ilgio

vienete;
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. sklaidos koeficienta, nusakanti fotono sklaidos Sviesos kelio ilgio vienete tikimybe;

o fluorescencijos kvantini nasuma, priklausanti nuo zadinimo ir emisijos bangy ilgiy ir
nurodanti fluoroforo i§spinduliuotos fluorescencijos energijos ties emisijos bangos ilgiu
santyki su fluoroforo sugerta Zadinimo bangos ilgio Sviesos energija.

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

ir elastinas, o Zadinant ties 365 nm, spektruose vyrauja NADH fluorescencija.

1.1 lentelé. Biologiniy audiniy endogeniniai fluoroforai

Fluoroforas Zadinimo bangos Fluorescencijos

ilgis (nm) bangos ilgis

(nm)

Triptofanas 275 350
Kolagenas 340 395

270 395

285 310
Elastinas 460 520

360 410

425 490

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

Nors audiniy savitosios fluorescencijos spektrai néra iSraiskingi ir juos gana sunku
interpretuoti, taciau jais remiantis gana daznai galima apibiidinti biologinés sistemos
fiziologing biisena, aptikti, kaip ji atitinka normalia blisena, nustatyti mikroskopinius audiniy
piktybinius pakitimus, t. y. atlikti opting biopsija nepakenkiant aplinkiniams audiniams.
Optiniai diagnostiniai metodai gristi tuo, kad ligos paZeisty audiniy spektrai skiriasi nuo
sveiky audiniy spektry. Norint tinkamiau panaudoti savitaja fluorescencija gristos
diagnostikos galimybes ir geriau suprasti jos ribotumus, biitina zinoti patologijos sukelty
fluorescencijos pokyc¢iu biochemines ir morfologines iStakas, o tam reikia nustatyti sveiky ir
pazeisty audiniy fluorescencijos signaly Saltinius.

Kol kas dar gana menkai suprasta audinio biochemijos ir jo fluorescencijos sasaja.

Naviky ar kitokiy pazaidy audiniuose sukelti biocheminiai ir morfologiniai pokyc¢iai keicia
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audiniy spektrines savybes, taciau ty pokyciu priezastys néra iki galo suprastos. Kadangi ne
visada zinomos spektre atsispindincios audinio savybés, neijmanoma iki galo jvertinti spektry
teikiamos diagnostinés informacijos. Epitelio sluoksnio sustoréjimas, kuris yra budingas,
pavyzdziui, displazijos pazeistiems gimdos kaklelio audiniams, gali paaiskinti, kodél
sumazéja kolageno fluorescencijos inasas { audinio savitosios fluorescencijos spektra. Taip
pat egzistuoja hipoteze, kad ligos pazeistame audinyje yra suaktyvéjusi medziagy apykaita,
del to padidéja redukuoty elektrony neSikliy NADH ir FADH, koncentracija ir sumaZzéja
oksiduoty elektrony neSikliuy NAD ir FAD koncentracija. D¢l to ligos pazeisty audiniy
savitosios fluorescencijos spektre padidéja NADH ir FADH, fluorescencijos intensyvumas,

palyginti su sveikais audiniais (1.5 pav.).

Sveikas audinys
Pazeistas audinys

t ——— Kolagenas

NADH
>
s
g
S
>
7
=
Q
=

300 350 400 450 500 550

Bangos ilgis, nm

1.5 pav. Ligos sukelti kolageno ir NADH fluorescencijos intensyvumy pokyciai

Metabolizmo spartos skirtumai gali atsispindéti sveiky ir ligos paZeisty audiniy
spektruose. Nustatyta, kad NADH fluorescencija eksponentiSkai uzggsta pra¢jus 2 val. po
audinio pasalinimo, nes audiniuose esantis NADH oksiduojasi | nefluorescuojanti NAD. Be
to, sveiko ir navikinio audinio pH yra skirtingas ir tai taip pat veikia fluorescuojan¢io NADH
ir beveik nefluorescuojan¢io NAD koncentracijy santyki. Galbut todel daugelio tyréju
nustatyta, kad navikiniy audiniy meélynoji fluorescencija yra silpnesné negu sveiky audiniy.

Kraujyje esan¢io hemoglobino Sviesos sugertis irgi veikia audinio savitosios
fluorescencijos spektra. Hemoglobinas gali sugerti zadinancia Sviesa ir, veikdamas kaip
signala slopinantis ekranas, smarkiai susilpninti fluorescencijos signalg. Kitas galimas

reiSkinys yra vadinamoji reabsorbcija, kai hemoglobinas sugeria i§spinduliuota fluorescencija.
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Tai sukelia jvairius fluorescencijos spektruy iSkraipymus. Dél stiprios sugerties ties tam tikrais

bangy ilgiais gaunamos tariamos smailés ir jdubos (1.6 pav.).

=
1

&)
©
&)

Sugertis (opt.t.vnt.)

o

Fluorescencija (snt.vnt.)
S

: — 0
500 600 700 800
Bangos ilgis,nm

1.6 pav. Nekrozés nepazeisto navikinio audinio (3) ir kraujosruvos srities audinyje savitosios
fluorescencijos spektras (1); (2) — kraujo sugerties spektras

Skersinis naviko
skenavimas

Isilginis naviko

Navikas skenavimas

1.7 pav. Eksperimentinés pelés modeliné schema ir skenuojamos naviko vietos

Siekiant {vertinti {vairiy veiksniy poveiki navikiniy audiniy savitosios fluorescencijos
spektrams, buvo atliktas eksperimentas, kurio metu buvo matuojami pelés kirksnyje iskiepyto
vidutinio dydzio (1,5 cm) naviko fluorescencijos spektrai. Siekta nustatyti, kiek oda

»pridengia” naviko fluorescencija, t. y. kiek ir kaip iSkraipomi spektrai matuojant naviko
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(prapjovus oda) ir vir§ naviko esancios odos savitosios fluorescencijos spektrus. Taip pat
buvo stengiamasi kaip galima suvienodinti fluorescencijos zadinimo ir registravimo salygas,
nes tik taip galima tinkamai ivertinti ir patikimai palyginti nuo odos vir§ naviko ir nuo atviro
naviko pavirSiaus matuojamos fluorescencijos intensyvumus. Eksperimento in vivo metu pelé
buvo uzmigdoma ir stabiliai mobilizuojama ant mikrometrinio stalelio. Sitaip buvo galima
matuoti odos vir§ naviko spektrus ir naviko spektrus prapjovus oda tiksliai tose paciose
vietose. Navikas buvo skenuojamas skersai (statmenai pelés uodegai) ir iSilgai (lygiagreciai su
pelés uodega), tikintis ir Cia rasti désningumy. ISilgai pamatuoti penkiy viety fluorescencijos
spektrai, o skersai — keturiy (1.7 pav.).

Odos vir§ naviko iSilgai ir skersai (pagal 1.7 pav.) pamatuoti savitosios fluorescencijos
spektrai pateikiami 1.8 paveiksle. Matyti, kad fluorescencijos intensyvumas nepriklauso nuo

matavimo vietos, ir néra jokio désningo kitimo nuo krypties ,,centras—krastas*.
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1.8 pav. Odos vir§ naviko fluorescencijos spektrai: matuojant iSilgai (a) ir skersai (b) nurodytose
vietose
Kadangi néra skersai ir iSilgai matuoty odos spektry ryskiy skirtumy ir neaptikta jokiy

désningumy matuojant spektrus nuo naviko vidurio link kraSto, tai visi spektrai buvo

analizuojami neatsizvelgiant | matavimo vieta. Kad iSryskéty spektry formos ypatumai, jie
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buvo sunormuoti i didziausig intensyvumo verte (1.9 pav

pav. b).
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. a) ir { matuojamo spektro plota (1.9

1.9 pav. | didziausia intensyvumo vertg (a) ir { spektro plota (b) normuoti odos vir§ naviko spektrai.
Intarpai vaizduoja spektry vidurki

Matyti, kad abiem normavimo atvejais vidurkiniai spektrai yra panasiis. Spektrams biidingas

nedidelis petys ties 605—-620 nm. Prapjovus oda vir§ naviko lygiai tose paciose vietose

iSmatuoti naviko savitosios fluorescencijos spektrai (1.10 pav.).
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1.10 pav. Isilgai (a) ir skersai (b) nurodytose vietose pamatuoti naviko fluorescencijos spektrai

Ir Siuo atveju fluorescencijos intensyvumai yra iSsibarst¢ atsitiktiniu budu, tad jie
analizuojami visi drauge, nepriklausomai nuo to, kaip buvo matuoti (iSilgai ar skersai, ar¢iau
ar toliau nuo naviko centro). Svarbu pastebéti, kad odos vir§ naviko (1.8 pav.) ir paties naviko
(1.10 pav.) savitosios fluorescencijos spektry intensyvumai skiriasi — antru atveju
fluorescencijos intensyvumas yra beveik perpus mazesnis. Kaip minéta, eksperimento salygos
kaip galima buvo palaikomos vienodos, todél fluorescencijos intensyvumo poky¢iai gali biiti
laikomi parametru, leidzianciu atskirti sveika ir paZeista audinj. Taigi fluorescencijos signalo
intensyvumas matuojant ji tiesiogiai vir§ naviko yra silpnesnis, palyginti su odos vir§ naviko
fluorescencijos signalo intensyvumu. Spektrai buvo sunormuoti { maksimaly intensyvuma ir {

spektro plota (1.11 pav.).
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1.11 pav. | didziausia intensyvumga (a) ir { spektro plota (b) normuoti naviko spektrai. Intarpai
vaizduoja spektry vidurkius

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

Normuoty spektry smailé ties 605—620 nm yra zymesné, taip pat iSrySkéja iduba ties
570 nm (1.11 pav.). Norint jsitikinti, ar skirtumai gali labiau iSryskeéti, buvo gauti naviko ir
odos vir§ naviko normuoty savitosios fluorescencijos skirtuminiai spektrai (1.12 pav.). Buvo
iSvesti normuoty naviko ir odos vir§ naviko spektry vidurkiai ir tada i§ i maksimaly
intensyvuma normuoto vidurkinio naviko spektro buvo atimtas i maksimaly intensyvuma
normuotas vidurkinis odos vir§ naviko spektras (1.12 pav. a). Analogiska procediira atlikta ir

su 1 spektro plota normuotais spektrais (1.12 pav. b).

17



0,6 -

04

0,2 4

Intensyvumas, snt. vnt.

0,0

N

T T T 1
400 500 600 700 800

-0,2

Bangos ilgis, nm

0,008

0,006

0,004

0,002

0,000

Intensyvumas, snt. vnt.

-0,002 . .
400 500 600 700 800

Bangos ilgis, nm

1.12 pav. [ didziausia intensyvuma (a) ir i spektro plota (b) normuoti naviko (juoda kreive) ir odos virs$
naviko (raudona kreivé) savitosios fluorescencijos spektrai; skirtuminis spektras (navikas—oda vir$
naviko) (mélyna kreivé)

Anksciau pastebeti skirtumai dar labiau iSryskéjo. Naviky spektry intensyvumas 500-575 nm
intervale yra mazesnis nei odos vir§ naviko spektry fluorescencijos intensyvumas, taciau jis
yra didesnis 605-640 nm spektriniame intervale. Galima itarti, kad skirtumai 500-575 nm
intervale atsirado dél hemoglobino sugerties (reabsorbcijos reiskinys). Spektriniame intervale
nuo 605 nm iki 640 nm fluorescuoja endogeniniai porfirinai. Tai tikétinas rezultatas, nes yra
zinoma, kad navikiniuose audiniuose kaupiasi daugiau endogeniniy porfiriny. Odos vir§
naviko spektruose endogeniniy porfiriny aptikta maziau nei matuojant fluorescencija
tiesiogiai vir$ naviko. Si fakta galima biity paaiskinti tuo, kad odos sluoksnis tarsi ekranuoja
naviko fluorescencijos signala (1.13 pav.). Matuodami odos vir§ naviko spektrus fiksuojame
bendra odos ir naviko Yra Zzinoma, kad navikiniy audiniy savitosios fluorescencijos
intensyvumas yra mazesnis nei sveiky audiniy. Aptariamuoju atveju silpna naviko
fluorescencijos signala kelyje | iSorg¢ dar labiau silpnina audiniy sklaida ir sugertis. Galima
isivaizduoti, kad odos sluoksnis veikia kaip tam tikras filtras. Siuo atveju fiksuojama silpna

naviko savitoji fluorescencija, o dominuojanti yra odos fluorescencija (1.13 pav. a).
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1.13 pav. Odos vir$ naviko (a) ir naviko (b) spektry matavimas. Mélyna rodyklé vaizduoja Zadinancia
Sviesa, o zalia ir raudona — savitaja fluorescencija

Kai fluorescencija matuojama tiesiogiai vir§ naviko (1.13 b pav.), registruojamas tik naviko
fluorescencijos spektras su jam biidinga endogeniniy porfiriny juosta (605-620 nm) (1.11
pav.).

Jei per oda matuojamos naviko savitosios fluorescencijos signalas yra toks silpnas, ar
galima atskirti odos vir§ sveiko audinio ir vir§ naviko fluorescencijos spektrus? Norint
atsakyti 1 $i klausima, reikia matuoti odos vir§ sveiky audiniy spektrus ir palyginti juos su jau
turimais odos vir§ naviko spektrais. Vir§ sveiky eksperimentinés pelés nugaros ir pilvo
audiniy esancios odos savitosios fluorescencijos spektry vidurkiai buvo sunormuoti | vienetini

intensyvuma ir atimti i§ taip pat normuoty odos vir$ naviko spektry (1.14 pav.).
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1.14 pav. [ didziausia intensyvuma normuoti vidurkiniai odos vir§ sveiko audinio (raudona kreivé) ir
odos vir§ naviko (juoda kreivé) savitosios fluorescencijos spektrai. Odos vir§ naviko ir odos vir$
sveiko audinio skirtuminis spektras (mélyna kreive)
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IS skirtuminio spektro matyti, kad odos vir§ naviko savitosios fluorescencijos intensyvumai
didesni spektriniame ruoze nuo 580 nm iki 620 nm. Sis ruoZas atitinka naviky fluorescencijai
budinga endogeniniy porfiriny juosta (605—620 nm). Apibendrinant galima pasakyti, kad,
matuojant jtariamo navikinio darinio fluorescencijos spektrus net ir per ji dengiant; odos

sluoksni, navika galima aptikti, kas neimanoma vizualios apziiiros metu (1.15 pav.).

Bangos lgis, nm

T
<

1.15 pav. Naviko diagnozavimo galimybés vizualios apzitiros ir optinés diagnostikos metu

Fluorescencijos intensyvumy skirtumai, esantys 500—575 nm intervale, kur naviky spektruose
yra iduba (1.12 pav.), greiCiausiai, yra hemoglobino sugerties (1.16 pav.) pasekmé.
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1.16 pav. Oksiduoto (mélyna kreivé) ir neoksiduoto (juoda kreivé) hemoglobino sugerties spektrai

Norint tai irodyti, buvo analizuoti tos pacios pelés odos virs sveiko audinio, odos vir§ naviko,
raumens, naviko ir naviko pjivio fluorescencijos spektrai. Suvidurkinti ir { vienetini
intensyvuma sunormuoti atitinkamy audiniy spektrai sugretinti su normuotais oksiduoto ir

neoksiduoto hemoglobino spektrais (1.17 pav.).
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1.17 pav. Normuoti | maksimaly intensyvuma odos vir§ sveiko audinio savitosios fluorescencijos
spektrai, sugretinti su hemoglobino sugerties spektrais (a) ir su invertuotais hemoglobino sugerties
spektrais (b).

Kaip matyti i§ 1.17 paveikslo, hemoglobino

sugertis odos fluorescencijos spektrams itakos
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1.20 pav. Normuoti | vienetini intensyvuma naviko pjuvio savitosios fluorescencijos spektrai,
sugretinti su hemoglobino sugerties spektrais (a) ir su invertuotais hemoglobino sugerties spektrais (b)
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IS paveiksly 1.17-1.20 matyti, kad ten, kur yra kraujo ar kraujosruvy (navikas ir naviko
pjuvis), dél hemoglobino sugerties (fluorescencijos reabsorbcijos) registruojamas netikslus
savitosios fluorescencijos spektras. Kadangi odos pavirSiuje kraujo néra, fluorescencija
500-580 nm intervale yra intensyvesné ir spektre budingos idubos néra. 1.2 lenteléje
pateiktos apskaicCiuotos jvairiy audiniy vidutinés savitosios fluorescencijos intensyvumuy

vertes.

1.2 lentelé. [vairiy audiniy vidutinés savitosios fluorescencijos spektry intensyvumo vertés

Audinys Vidutiné intensyvumo
verté
Oda virs sveiko audinio 122
QOda vir$ naviko 116
Raumuo 95
Navikas 69
Naviko pjivis 69

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

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

Kaip jau minéta, biologiniuose audiniuose egzistuoja gana nedaug fluorofory, kuriy
fluorescencija gali biiti suzadinta 300—600 nm spektrinio ruozo Sviesa. Svarbiausieji i$ jy yra
Trp, kolagenas, elastinas, NAD(P)H, FAD ir porfirinai. Ir nors vieno bangos ilgio zadinimo
Sviesa galima suzadinti tik du ar tris i$ iSvardyty fluorofory, ju fluorescencijos spektry
interpretacija labai sunkina tai, kad fluorescencijos parametrai priklauso nuo fluoroforo
mikroaplinkos, saveikos su Salia esanCiomis molekulémis, audinio sugerties ir sklaidos

savybiu. Tod¢l, siekiant i§ savitosios fluorescencijos spektroskopiniu matavimy gauti
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patikima diagnosting informacija, leidziancia atskirti sveikas ir ligos pazeistas audiniy vietas,
kuriami {vairiis statistiniai ir empiriniai algoritmai. Jie dazniausiai gristi fluorescencijos
intensyvumu arba juy santykiy ties tam tikrais zadinimo—emisijos bangy ilgiais vertinimu
(Panjehpour ir kt., 1996). Tokie metodai daznai taikomi atliekant kliniking diagnostika (Lam
ir kt., 1998; Goujon ir kt., 2001).

Vienas dazniausiai taikomy statistiniy duomeny apdorojimo metody yra principiniy
komponenty analizé. Taikant ja nustatomi sveiky ir nesveiky audiniy spektriniai skirtumai ir
ju pagrindu sukuriami diagnostiniai algoritmai. Pavyzdziui, metodas buvo taikytas
analizuojant 337 nm, 380 nm ir 460 nm bangy ilgiy Sviesa Zzadintos fluorescencijos
matavimais gautus gimdos kaklelio audiniy spektrinius duomenis. Diagnozuojant
plokscialastelines intraepitelines pazaidas, pasiektas 82 % jautrumas ir 68 % specifiSkumas
(Ramanujam ir kt., 1996).

Tos pacios grupés atlikti tyrimai ir sudarytas algoritmas, pagristas audiniy savitosios
fluorescencijos intensyvumy palyginimais, padeda identifikuoti histologiskai pakitusi gimdos
kakleli (Ramanujam ir kt., 1994 a). Klinikinio tyrimo metu buvo matuojama 337 nm bangos
ilgio lazerio spinduliuote suzadinta tiriamo audinio savitoji fluorescencija. Kolposkopiskai
nustatyti pakit¢ plotai ir prie§ imant bandinius biopsijai buvo pamatuoti ty viety
fluorescencijos spektrai. Vidutiniskai matuota po 2 pakitusios ir 2 sveikos vietos spektrus.
Buvo imamos tik pakitusiy viety biopsijos. Fluorescencijos spektrai registruoti 350-650 nm
intervale (1.21 pav.). Pamatuoti 28 pacienc¢iy gimdos kaklelio spektrai, i§ 66 kolposkopiskai
apzitrint atrodanciy sveiky ir 49 histologiskai nesveiky viety (5 uzdegimo, 21 papilomos
viruso (HPV) infekcija ir 23 jvairiy stadijy gimdos kaklelio intraepiteliné neoplazija (CIN)).
Sio tyrimo metu buvo daroma prielaida, kad kolposkopiskai apziiirint sveikai atrodantys

audiniai yra histologiSkai sveiki.
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1.21 pav. Dvieju pacienciy gimdos kaklelio audiniy fluorescencijos spektrai: a — sergancios létiniu
uzdegimu ir Zmogaus papilomos viruso infekcija ir sergancios II ir III stadijos CIN ir HPV infekcija
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Fluorescencijos matavimy rezultatai parodé, kad pakitusios histologijos audiniy
fluorescencijos intensyvumas yra mazesnis kaip sveiky audiniy. Sveiky audiniy spektry forma
kinta priklausomai nuo matavimo vietos tiek tos pacios pacientes, tiek skirtingy pacienciy
audinius. Sveiko audinio didZiausias fluorescencijos intensyvumas yra ties 442 arba 453 nm
(£3 nm); nesveiky audiniy: ties 444, 454, 464 arba 470 nm (£ 3 nm). Sveiky ir nesveiky
audiniy spektry maksimumo padéties skirtumas byloja apie spektrinés formos skirtumus.
Vienas i$ spektry formos vertinimo biidy yra polinkio kampo matavimai tam tikrame bangy
ilgiy ruoze. Nustatyta, kad sveiky ir nesveiky audiniy spektruy polinkio kampai labiausiai
i8siskiria 420-440 nm intervale. PrieS nustatant polinkio kampa, visi spektrai buvo
sunormuoti i vienetini intensyvuma. Sveiky audiniy polinkio kampai yra maZesni uz nesveiky
audiniy, ir tai atspindi nesveiky audiniy ilgesni didziausio fluorescencijos intensyvumo
bangos ilgj.

Nustatant, ar sveikuy ir nesveiky audiniy fluorescencijos intensyvumy maksimumuy
skirtumai yra statistiSkai reikSmingi, naudotasi t-testais (angl. one-sided paired t-test).
Hipotezes, kad sveiky audiniy fluorescencijos intensyvumas didesnis negu nesveiky,
patvirtina rezultatas p<0,005, o kad tos pacios pacientés papilomos viruso infekcijos pazeisti
audiniai fluorescuoja intensyviau negu intraepitelinés neoplazijos pazeisti — rezultatas p<0,05.
Taip pat ir tikrinant spektry polinkio kampu skirtumus (ligos pazeisty audiniy spektry
polinkio kampai didesni negu sveiky) gauta patikimumo verté p<0,005.

Algoritmas, igalinantis in vivo nustatyti, ar tiriama audinio sritis yra histologiskai
nesveika, buvo sudarytas remiantis dviem spektroskopiniais komponentais:

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

o tiriamos vietos spektro polinkio kampu 420-440 nm spektriniame ruoze.

Pagal §j algoritma apdoroti visy matavimy duomenys pateikiami (1.22 pav. ) (Ramanujam ir

kt., 1994 b). Ordinaciy aSis atitinka i vienetini intensyvuma normuoty spektry polinkio

kampa, abscisiy asis — santykini kiekvieno bandinio maksimaly fluorescencijos intensyvuma

(kiekvieno matavimo maksimalus fluorescencijos intensyvumas buvo padalijamas i§ tos

pacCios pacientés visy kolposkopiSkai apzitrint sveikai atrodanciy audiniy spektry

maksimalios vertés vidurkio). Sio algoritmo jautrumas ir specifiskumas yra 92 % ir 90 %.
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1.22 pav. Sveiky (balti) ir histologiskai nesveiky (juodi) audiniy spektry polinkio 420—440 nm ruoze ir
santykinio fluorescencijos intensyvumo tarpusavio priklausomybé Adaptuota pagal (Ramanujam ir kt.,
1994 b)

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

Vienas i$ tokiy empiriniy modeliy buvo sukurtas kraujagysliu ex vivo diagnostikai
identifikuojant sveikas ir aterosklerozeés pazeistas vietas (Richards-Kortum ir kt., 1989). Pagal
$1 modeli pamatuota savitoji fluorescencija iSreiskiama dviejy faktoriy sandauga: (a) tiesinio
visy fluorofory, nuo kuriy priklauso savitoji fluorescencija, derinio ir (b) fluorescencijos
silpninimo faktoriaus, apimancio silpninima dél audiniy sklaidos ir kraujo sugerties. Modelis
panaudotas analizuojant kraujagysliy fluorescencijos spektrus, matuotus zadinant 476 nm
bangos ilgio Sviesa. Esant tokiam Zadinimui arterijose fluorescuoja struktiiriniai baltymai
(kolagenas ir elastinas) ir ceroidai, o fluorescencija silpnéja dél hemoglobino sugerties
(Richards-Kortum ir kt., 1989). Taikant sukurtaji algoritma, sveikos kraujagyslés nuo
aterosklerozés pazeisty buvo atskiriamos 91 % jautrumu ir 85 % specifiSkumu.

Tas pats modelis taikytas analizuojant in vivo pamatuotus gimdos kaklelio audiniy
fluorescencijos spektrus zadinant 337 nm bangos ilgio Sviesa (Ramanujam ir kt., 1994 a).
Audiniy savitoji fluorescencija priskirta kolagenui, elastinui, NAD(P)H ir FAD, o
fluorescencijos slopinimas — oksihemoglobino sugerciai ir sklaidai. Sklaidos poveikis laikytas

nekintan¢iu. Sunormavus kiekvienos pacientés kiekvienos matuotos vietos kolageno
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fluorescencijos inasa i tos pacios pacientés sveiky vietu fluorescencijos spektruose esancio
kolageno inaSo vidurki, pastebéta bendra tendencija, kad ikinavikiniy pazaidu paliestuose
audiniuose kolageno fluorescencija yra mazesné negu sveiky audiniy. Sitaip buvo nustatytas
NAD(P)H fluorescencijos padid¢jimas ikinavikiniuose audiniuose, palyginti su sveikais. Taigi
tokia duomeny analiz¢ suteikia informacijos, paaiskinancios dél ko atsiranda spektry pokyciu.
Taciau dél gana sudétingy normavimo salygu metodas néra patogus taikyti klinikinéje
diagnostikoje.

Kitaip nei realiai pamatuoti fluorescencijos spektrai, kuriuose egzistuoja netiesinéms
priklausomybéms pakliistantis audiniy fluorescencijos, sklaidos ir sugerties inaSai, tikraji
savitosios fluorescencijos spektra sudaro tiesinéms priklausomybéms pakliistantys tam tikro
bangos ilgio Sviesa suzadinamy atskiry fluorofory spektry derinys. Tad, Zinant atskiro
komponento spektrines savybes, paprasta tiesiné spektry analizé leidzia gauti kiekybing
informacija apie audinio biocheming sudéti. Taciau, nors ir zinant, kokios yra fluorofory
tirpaly spektrinés savybés, negalima ju tiesiogiai lyginti su in vivo pamatuotomis spektrinémis
savybémis, nes fluoroforo aplinka gyvame objekte jas keiia. Siekiant gauti dviejy
svarbiausiyjy endogeniniy fluorofory, kolageno ir NAD(P)H fluorescencijos spektrus in vivo
aplinkoje, buvo pasinaudota fluorescencijos ir atspindzio spektry duomenimis, gautais
matuojant juos in vivo Zmogaus stemplés audiniuose sustabdzius kraujo tekéjima
(Georgakoudi ir kt., 2002 a). Pokyciai, kuriuos audiniuose sukelia pakitusi oksidaciné-
redukciné biiklé, buvo matomi ir atspindZio, ir fluorescencijos spektruose. Tokie pokyciai
buvo tikeétini, nes maz¢jant audiniuose deguonies kiekiui, NAD(P)H kiekis did¢ja. Apdorojant
matuoty spektry duomenis pagal multivariacini kreiviy iSskyrimo algoritma, gauti du
spektriniai komponentai, kuriy buvimas gali buti paaiSkintas sumaz¢jusio deguonies kiekio
poveikiu. Ty komponenty spektriniai parametrai sutampa su kolageno ir NAD(P)H. Taigi
multivariaciniu kreiviy iSskyrimo btidu gauti fluorescencijos spektrai reprezentuoja kolagena

ir NAD(P)H in vivo (1.23 pav.) (Georgakoudi ir kt., 2002 a).
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1.23 pav. (A) Zmogaus stemplés audiniy kolageno fluorescencijos spektrai pamatuoti in vivo Zadinant
fluorescencija 337, 358 ir 380 nm bangos ilgio Sviesa. (B) Tu paciy audiniy NAD(P)H fluorescencijos
spektrai. Adaptuota pagal (Georgakoudi ir kt., 2002 a)

Fluorescenciniy matavimy duomenys buvo iraSyti i sveiky ir ligos pazeisty audiniy savitosios
fluorescencijos zadinimo-fluorescencijos matricas. Rezultatai suteiké kiekybinés informacijos
apie audiniy biocheming sudéti ir jos pokyCius vystantis ligai. Duomenys apie Bareto
stemplés, gimdos kaklelio, burnos ir koronariniy arterijy audinius pateikti 1.24 pav.
(Georgakoudi ir kt., 2002 a).

Bareto stemplé yra ikivéziné stemplés audinio bukle, kuri kelia grésme, kad gali
i§sivystyti stemplés adenokarcinoma. Todél sergantys Bareto stemple turi buti daznai
apzitrimi endoskopiskai, kad displazijos pokyciai biity pastebéti kuo anksciau ir gydymas
pradétas laiku. Béda ta, kad displazijos atsiradimas endoskopiskai praktiSkai nepastebimas,
todel tenka imti méginius biopsijai. Taigi optinés biopsijos panaudojimas labai palengvinty

tyrima ligoniui ir padéty gydytojui.
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1.24 pav. NAD(P)H ir kolageno fluorescencijos inasSas | audiniu savitosios fluorescencijos
zadinimo—emisijos matricas (Zadinimo bangos ilgiai nuo 337 iki 425 nm; emisijos — nuo 375 iki 700
nm). (A) Displazijos nepaliesti audiniai (staiakampiai) ir displaziniai Bareto stemplés audiniai. (B)
Gimdos kaklelio audiniy sveikas epitelis (staciakampiai), kolposkopiskai apzidirint nustatyta
plokscialasteliné metaplazija (gerybiné) (trikampiai) ir vézio pazaidos (apskritimai). (C) Burnos
ertmés epitelio sveiki audiniai (sta¢iakampiai), displazija (trikampiai) ir vézys (apskritimai). (D)
Ceroidy fluorescencijos priklausomybé nuo santykinio kolageno fluorescencijos inaso i koronarinés
arterijos savitosios fluorescencijos spektra. Adaptuota pagal (Georgakoudi ir kt., 2003)

ISanalizavus Bareto stemple serganciy septyniu ligoniy stemplés audiniy fluorescencijos
spektrus, nustatyta, kad vélyvu stadiju displazijos paZeistuose audiniuose yra maziau
kolageno ir daugiau NAD(P)H negu displazijos nepaliestuose audiniuose. Didesnis NAD(P)H
keikis navikiniuose audiniuose siejamas su intensyvia lasteliy proliferacija ir intensyvesne
medziagy apykaita (Mayevsky ir Chance, 1982). Kolageno kiekio sumaz¢jimas gali biiti
paaiskinamas tuo, kad kolageninés struktiiros silpnéja jungiamajame audinyje galbiit dél
suaktyvéjusios kolagena skaldancio fermento kolagenazés veiklos. IS dalies kolageno
fluorescencijos silpnéjimas galimas ir dél navikui vystantis atsiradusio epitelio sluoksnio
sustoréjimo. D¢l navikams budingo gleivinés sluoksnio sustor¢jimo silpnéja naviko stromos

zadinimas $viesa ir labiau ekranuojama jungiamojo audinio fluorescencija (1.25 pav.).
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Epitelis

Pogleivis

1.25 pav. D¢l atsiradusio naviko sustoréjes epitelio sluoksnis susilpnina stromos fluorescencijos
intensyvuma

Analogiski kolageno ir NAD(P)H kiekiy poky¢iai aptinkami ir gimdos kaklelio audiniuose
(Goergakoudi ir kt., 2002 a; Goergakoudi ir kt., 2002 b). Kolposkopinés apzitiros metu
gimdos kaklelio vaizdas didinamas 6 arba 15 karty ir i§ nesveikai atrodanciy viety imami
meéginiai ir tiriami histopatologiSkai. Nors kolposkopija ir biopsija yra labai jautriis metodai,
padedantys aptikti gimdos kaklelio vézi arba ikivézines biisenas, ju specifiSkumas mazas. Tai
reiSkia, kad daugelis kolposkopiSkai apziiirint jtartinai atrodan¢iy viety, atlikus
histopatologini tyrima, pasirodo esancios sveikos ir biopsija nebuvo tikslinga. Taigi
specifiskesné technologija labai sumazinty diagnozavimo trukme ir sanaudas.

In vivo pamatuoty 35 pacienciy gimdos kaklelio kolposkopinés apzitiros metu sveikai
ir jtartinai atrodziusiy kaklelio audinio viety fluorescencijos spektry apdoroti rezultatai
pateikiami 1.24 pav. B. IS {tartinai atrodziusiy viety paimti biopsiniai méginiai klasifikuoti
kaip plokscialastelinés metaplazijos (t. y. gerybiniai navikai) ir plokscialastelines
intraepitelinés (t. y. ikivézinés) pazaidos. PanaSiai kaip ir dél Bareto stemplés pazeistose
vietose aptiktas sumaze¢jes kolageno kiekis taip pat gali biiti priskiriamas suaktyvéjusiai
kolagenazes veiklai. Plokscialastelinése intraepitelinése pazaidose NAD(P)H fluorescencija
buvo intensyvesné negu ploks¢ialastelinés metaplazijos vietose. Sis didéjimas gali bati dél
sustor¢jusio epitelio sluoksnio arba aktyvesnés medziagy apykaitos. Kaip rodo diagnostinio
diferencijavimo linijos (1.33 pav. B), nubréztos atlikus regresing analizg, kolposkopinés
apziliros metu {tartinai atrodancios ir histopatologiSkai identifikuotos kaip gerybinés
plokscialastelinés metaplazijos vietos gali biiti patikimai atskirtos nuo plokscialasteliniy
intraepiteliniy pazaidy. Taigi kiekybiniai biocheminés sudéties duomenys gali gerai padéti
sprendziant, kurias kolposkopiskai apziiirint jtartinai atrodziusias vietas biitina tikrinti.

Dar viena tirta audiniy raiSis — burnos ertmés plokscialastelinis epitelis (Georgakoudi ir
kt., 2003). Buvo nustatyta, kad tiriant burnos audinius svarbu zinoti keratino turincio ir
neturin€io epitelio savybes. Kolageno ir NAD(P)H buvimas sveiko, displazijos pazeisto ir

navikinio keratino neturinCio epitelio vietose parodytas 1.33 pav. C. Kaip ir sergant Bareto
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stemplés liga, displazijos pazeistuose ir navikiniuose audiniuose yra mazesné kolageno ir
didesné NAD(P)H fluorescencija.

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

Analizuojant 110 vainikiniy arterijy segmenty ex vivo pamatuotus spektrus, nustatyta,
kad ne tik hemoglobinas, bet ir B-karotinas sugeria Sviesa ir dél to iSkraipo matuojamus
fluorescencijos ir atspindZio spektrus. Atitinkamai apdorojus spektry duomenis, nustatyta, kad
aterosklerozés pazeisty kraujagysliy segmentuose ceroido ir kolageno fluorescencija buvo
gerokai intensyvesné negu sveiky (1.24 pav. D) (Georgakoudi ir kt., 2003). Sitie rezultatai
gerai sutapo su histopatologiniy tyrimuy duomenimis.

Aptarti budai nusako, kaip i§ audiniy savitosios fluorescencijos spektry gauti
kiekybiniy duomeny apie audiniy biocheming sudétj. Biitina salyga — i§ fluorescenciniy
spektry eliminuoti audiniy sklaidos ir chromofory sugerties sukeliamus pokycius. Gauta
kiekybin¢ informacija labai naudinga nustatant diagnozeg ir gilinantis i in vivo vykstancius
audiniy ligos sukeliamus biocheminius poky¢ius. Tokia informacija labai vertinga ir

optimizuojant optinés biopsijos aparatiira.
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2. FLUORESCENCIJOS REGISTRAVIMO TECHNIKOS

Optiné biopsija — tai neinvazinis diagnostikos metodas, paremtas audiniy optiniy
savybiuy tyrimu. Dazniausiai optinés biopsijos procediirai yra taikomas fluorescencinés
spektroskopijos metodas. Fluorescencija yra audinio atsakas ji apSvietus (suzadinus)
atitinkamos spalvos (bangos ilgio) Sviesa. Biologiniuose audiniuose $is atsakas yra gana
silpnas, tod¢l, kad jis biity 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
gyviinais, tiek su Zzmonémis. Tokiu atveju klasikiniai fluorescenciniai spektrometrai jau néra
tinkami, taciau juos Siek tiek modifikavus galima padaryti labai jautry, informatyvy optinés
biopsijos prietaisa. Deja, tokio prietaiso kaina yra labai didele, o taikant ji diagnostikai in vivo
bituy panaudojama tik nedidelé visy jo galimybiu dalis. Tod¢l buvo sukurti naujos kartos
spektrometrai, kurie yra gerokai patogesni, paprastesni bei pigesni, bet ne tokie jautriis. Tai
Sviesolaidiniai fluorescencijos spektrometrai, kuriy jautrumas tobul¢jant technologijoms
stipréja.

Diagnostikai taikomi fluorescenciniai metodai gali biiti 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 buti atlickami su $viesolaidiniais spektrometrais.

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

laikine skiriamaja geba metoduy.

2.1. Optinés biopsijos schema

Kad fluorescencijos metodai biity s¢kmingai taikomi diagnostiniams tyrimams, biitina
iSmanyti fluorescencijos désningumus ir diagnosting aparatiira. Optiné biopsija yra labai

jautrus diagnostikos metodas, todé¢l yra daug veiksniy, kurie vienaip ar kitaip veikia

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

fluorescencijos  zadinimui,

Fluorescencijos detektorius, kuris

surinkimas . ) . .
uzregistruoja optinj signala

) bei zadinimo—surinkimo
Detektorius

Sviesos Saltinis sistema, kuria Zadinancioji
spinduliuot¢ nuvedama iki

audinio ir surenkama

—
= audinio fluorescencija (2.1

T ”"c:v'/ pav). Kiekvienas Siy

elementy labai svarbus ir

2.1 pav. Optinés biopsijos schema priklausomai nuo

atlickamos uzduoties gali arba turi buiti kei¢iamas. Siuos komponentus gerai iSmanant bei
suprantant teisingai jvertinamos esamos konfigiiracijos diagnostinés aparatiros galimybés bei

taikymo ribos. Taigi panagrinésime kiekviena komponenta.

2.2. Sviesos Saltiniai

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 §iuo atveju audinio atsakui (spektrui) sukelti naudojamas tik
vienas bangos ilgis. Svarbu tik, kad viso tyrimo metu intensyvumas nekisty. Taciau, jei
optinés biopsijos metu yra registruojamas fluorescencijos Zadinimo spektras, intensyvumo
pasiskirstymas tampa ypac svarbus ir i ji turi buti atsizvelgiama pateikiant rezultatus. Visi
naujausi prietaisai dazniausiai tai daro automatiSkai ir dirbanciam nieko koreguoti nereikia.
Siuo metu, sparéiai vystantis technologijoms, priklausomai nuo pasirinkto tikslo bei
uzduoties, fluorescencijos zadinimui galima rinktis jvairiy tipy Sviesos Saltinius. ISskirsime
tris pagrindinius $iuo metu optinei biopsijai naudojamus Sviesos Saltiniy tipus: lempas,

lazerius ir $viesa emituojancius diodus (angl. LED).

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

tiksliai parinkti zadinanciosios

2.2 pav. [vairiy tipy auksto slégio lempos spinduliuotés bangos ilgi, kuris {vairiy
tyrimy metu gali biiti vis kitoks, toks pasirinkimas atrodo tinkamiausias. Taciau kartais
fluorescencijos zadinimui, 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 btiti naudojamas
spinduliuotés spektrinés sudéties modifikavimo irenginys. Tai yra dar vienas komponentas,
kuris daro diagnostikos sistema sudétingesng.

Paminésime keleta Siuo metu populiariausiy lempy. Dazniausiai Siuo metu yra
naudojamos auksto slégio ksenono (Xe) lempos. Jy 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 bangy spinduliuotés, taciau spektre esanti

UV srities spinduliuoté

0 1 ] gali negriztamai pazeisti
:; l akis, todél reikia vengti
%ﬁ 1 ziiréti 1 veikianCia
% o [ ksenono lempa.
% Daugelis ksenono lempy
E - - '--v—-lc; yra laikomos

200 300 400 500 €00 700 800
Bangos ilgis, nm
2.3 pav. Ksenono lempos spektras

g

beozonémis, tai yra
veikdamos jos nesukuria
aplinkoje 0ZO0no.
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
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 jtampa lengvai
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prasiskverbia per oda, o véliau tekanti stipri
srove gali buti mirtina. Reikia nepamirsti, kad
ksenono lempa, kaip ir daugelis kity,
spinduliuoja labai daug infraraudonyjy spinduliy,
kitaip tariant, smarkiai kaista. Taigi naudojant
Sias lempas reikia imtis atitinkamy saugumo

priemoniy, o taikant ju spinduliuotg tiesiogiai, be

2.4 pav. Hamamatsu Xe lempa ir maitinimo spektrinés  sudéties modifikavimo  irenginiy,

blokas .. . .o . ) )
siekiant iSvengti tiriamosios vietos nudegimu,

reikia naudoti Siluma absorbuojancius filtrus.

AukSto slégio gyvsidabrio (Hg) lempos. Savo paskirtimi ir veikimu gyvsidabrio
lempos yra panasios i ksenono lempas. Hg lempu spinduliuoté yra intensyvesné nei ksenono,
taciau ji sukoncentruota i gana siauras, gyvsidabriui budingas linijas (2.5 pav.). Taigi, jei
fluorescencijos zadinimui yra tinkamos gyvsidabrio emituojamos linijos, dél didesnio
spinduliuotés intensyvumo geriau yra naudoti §i Sviesos Saltini. Egzistuoja ir Zzemo slégio
gyvsidabrio lempos. Jos sverbios tuo, kad ju emituojamos linijos yra ypac siauros, todé¢l jos
daugiausiai naudojamos kalibravimo tikslais.

Taip pat yra

100 365 436 galimas abiejy anksc¢iau

; 546 minéty lempy derinys.

é | 4os - Tai yra vadinamosios

S ;;9 gyvsidabrio—ksenono

337

é‘ (Hg—Xe) lempos. Ju
O \

k= privalumas yra tas, kad

Pt

0 dél esancio jose Hg yra

300 600 900 T

Bangos ilgis, nm gaunamas didesnis

2.5 pav. Gyvsidabrio lempos spektras intensyvumas UV srityje

nei veikiant Xe lempoms, o Xe sukuria didesni intensyvuma tarp Hg linijy.

Kvarco-volframo halogeninés (QTH) lempos. Siy lempy privalumas — intensyvus ir
tolygus spinduliavimo spektras regimojoje ir infraraudonojoje srityje. AnksCiau jos buvo
mazai naudojamos, nes netiko UV spinduliuotg sugerian¢ioms molekuléms suzadinti, ta¢iau
padidéjus susidoméjimui raudonoje bei infraraudonojoje srityse sugerianciais fluoroforais Sios
lempos yra labai tinkamos.

Visi Sie iSvardyti Sviesos Saltiniai daugiausia yra naudojami nuostoviosios optinés

biopsijos tikslams, nes lempomis labai sunku iSgauti trumpus impulsus ar moduliuoti ju
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intensyvuma, reikalinga laikinés skyros matavimams. Egzistuoja impulsinés lempos,
zgeneruojancios nanosekundziy trukmés impulsus, taciau ju spinduliuotés intensyvumas yra
per silpnas nuostoviesiems matavimams atlikti. Taip pat yra galimas ir intensyvumo
moduliavimas, taiau tai yra atlieckama naudojant iSorini moduliatoriy, kuris Zadinimo sistema
padaro dar sudétingesng. Taigi laikinés skyros matavimams S$iuo metu patogiau bei

ekonomiskiau yra naudoti kity tipy impulsinius $viesos Saltinius.

2.2.2 Lazeriniai Sviesos Saltiniai

Pastaruoju metu, labai iSpopuliaréjus lazeriams, jie vis dazniau yra taikomi ir
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 ju
dydzio ir sudétingumo. Lazeriniai
Sviesos Saltiniai pirmiausia pasiZymi
mazu emituojamos spinduliuotés spektro
ploclu - ju  spindulivot¢  yra

monochromatiné (2.7 pav.). Siuo atveju,

2.6 pav. airiq angos ilgiy lazeriniai diodai

e

kitaip nei lempoms, nereikia jokios
spinduliuotés spektrinés sudéties
modifikavimo sistemos. Taip pat nekuriama pasaliné infraraudonoji spinduliuoté, todél
nespinduliuojama S$iluma, tad net taikant Sia spinduliuotg, tiesiogiai nereikia Siluma
sugerian¢iy filtry. Kitas privalumas — didelé spinduliuotés galia. Siuo metu kuriamy
puslaidininkiniy lazeriy galios netgi virSija optinei biopsijai atlikti reikalingas galias. Gal kiek

prastesné ultravioletiniy lazeriy panaudojimo situacija.

-

e . Dar viena savybe, lazerinius Sviesos Saltinius iSskirianti

g

L

1§ visy kity Sviesos Saltiniy, yra itin maza spindulio

i

skéstis. Tai yra labai svarbi ir patogi savybe, kai Sviesos

Intensyvumas, s.v.

Saltinio spinduliuote reikia suvesti i Sviesolaidi. Optinés

o o biopsijos taikymui, registruojant biologiniy audiniy
Bangos ilgis, nm
2.7 pav. He-Ne lazerio emisijos fluorescencijos spektrus, labai daZnai yra naudojamos

spektras . Cqe . . . e e .
p Sviesolaidinés sistemos, ir spinduliuotés ivedimas i
Sviesolaidj yra labai svarbus etapas siekiant neprarasti Zadinanciosios spinduliuotés galios bei

supaprastinti ar minimizuoti pacia optinés biopsijos sistema. Be to, puslaidininkiniai lazeriai
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puikiai veikia impulsiniu rezimu ir gali biiti naudojami optinei biopsijai su laikine skiriamaja
geba.

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

2.2.2.1. Argono lazeris

IS regimosios spektro srities lazeriy diagnostikai dazniausiai naudojamas argono jony
lazeris, spinduliuojantis ivairiy bangos ilgiy spinduliuot¢ (2.8 pav.). Intensyviausias S§io
lazerio spinduliavimas yra ties 488 nm ir 515 nm. Argono lazeriu galima generuoti 25
skirtingy bangos ilgiu Sviesos pluosta regimojoje srityje nuo 408,9 nm iki 686 nm ir 10 UV
srityje nuo 275 nm iki 363,8 nm. Lazerio aktyvioji terpé kaupinama nuolatinés srovés lanko
i$lydziu. Audinimui naudojamas vanduo arba oras — nelygu, koks lazerio galingumas. Sio
lazerio galia regimojoje spektro srityje pasiekiama iki 100 W. Dujy slégis vamzdyje paprastai
btuna apie 0,1 tory. Kad argono lazeris spinduliuoty tik pasirinkto bangos ilgio Sviesa, jo
optinio rezonatoriaus veidrodziai turi buti atrankds, t. y. atspindéti tik pasirinkto ilgio bangas;
kity bangos ilgiy pluosteliai iSeina i§ rezonatoriaus ir néra stiprinami. Kei¢iant rezonatoriaus

veidrodzius arba ivedant i rezonatoriy optinius elementus, galima derinti bangos ilgi.

488.0
514.5

Intensyvumas, sant.vnt.
476.5

457.9

-—
o
L
o)

_ 334.0
— 363.8
—— 5287

w0
w
s))
=
~
T
T I —

300 400 500 600 1000 1100
Bangos ilgis, nm

J4—1090.0

2.8 pav. Argono lazerio spinduliuotés spektras

Pagrindinés argono jony lazerio dalys pavaizduotos 2.9 paveiksle. Optini rezonatoriy

sudaro du vienas { kita nukreipti atspindintys pavirSiai — veidrodziai. Vienas veidrodis yra
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visiskai atspindintis, kitas — pusiau skaidrus, naudojamas spinduliuotés iSvedimui. Argono
dujy jony pripildytas stiklinis vamzdis jtaisytas tarp Siu veidrodziy. Stiklinio vamzdzio galai
yra uzdaryti stiklinémis plokstelémis, kurios sudaro Briusterio kampa lazerio spinduliuotés
sklidimo atzvilgiu. Sios plokstelés padeda minimizuoti atspindZio nuostolius kuriant

poliarizuotos $viesos pluosta. Aukstos itampos (apie 8 kV) nuolatiné srové jonizuoja argono

dujas.
Briusterio kampg Briusterio kampg
sudaranti Dujy islydzio sudaranti
stikliné plokstelé vamzdis stikliné plokstelé
Spinduliuotés \ 11 / /
iSéjimas \ / / X
| | I
Dalinio atspindzio Aukstos nuolatines Visisko atspindzio
veidrodis jtampos veidrodis
tiekimo jrenginys | +

2.9 pav. Argono lazerio principiné schema
Argono atomo jonizacijai yra sunaudojama apie 35 eV energijos (2.10 pav.). Sis

didelis energijos kiekis néra visas sunaudojamas lazerinei spinduliuotei sukurti. Didelé dalis
energijos iSspinduliuojama i aplinka Silumos pavidalu. Dél Sios priezasties argono lazeriy

nasumas yra labai mazas ir siekia tik 0,1 %.

E,eV 4
35 | Kaupinimo juosta
488 nm
2| 5145
S
34 — ]
A
s =
1 = Ar jony
15.75 — 3 — ¥ nesuzadintas lygmuo
A x Ar atomy
/] nesuzadintas lygmuo
0 A 4 A =

2.10 pav. Aktyviosios lazerio terpés energiniai lygmenys

Argono jony lazeris zadinamas keliais budais. Tai priklauso nuo darbo rezimo.
Impulsiniu rezimu dirbantis lazeris Zadinamas vienpakopiu biidu. Elektronai, pagreitinti
elektriniame lauke, kuri sukuria prie vamzdzio elektrody prijungta itampa, susiduria su
nesuzadintos biisenos argono atomais ir suzadina juos i aukstesni energini lygmeni, kurio
energija apie 35 eV. I Sio lygmens vyksta elektrono $uolis i Zemiau esantj lygmenj. Suolio

metu ir i§spinduliuojami fotonai, kuriy bangy ilgiai 514,5 nm ir 488 nm.
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Tipiniai argono jony lazerio parametrai pateikiami 2.1 lentel¢je.

2.1 lentelé. Tipiniai argono jony lazerio parametrai

Pagrindiniai bangos ilgiai 488 nm; 514,5 nm
Virsutinio energinio lygmens gyvavimo trukmé 1,0x 10%s

Dujy suslégimas 0,1 tory ir maziau
Darbo temperatiira kambario

Suzadinimo metodas elektros iSlydis

Dujy temperatiira 1200 °C

Aktyviosios terpés lizio rodiklis ~ 1,0

Galia nuo 100 mW iki 50 W
Darbo reZimas impulsinis, CW

2.2.3 Sviesa emituojantys diodai (LED)

Kaip alternatyva lempoms bei lazeriams, yra naudojami Sviesa emituojantys diodai
(2.11 pav.). Didziausias ju privalumas yra palyginti nedidel¢ kaina, o didziausias trikumas,
kurj $iuo metu labai intensyviai méginama
pasalinti, — nepakankamas tam tikry bangos
ilgiy srities, konkreciai ultravioletinés,
galingumas. IS esmés Sviesos diodai yra
tarpinis ir Siuo metu turblit patogiausias

fluorescencijos Zadinimo Saltinis 1§ visy

2.11 pav. Ivalrlq tipy, formy bei galingumo §viesos triju minéty Sviesos Saltiniu tipy. Ju

diodai emituojamos $viesos spektras (2.12 pav.)

yra platesnis nei lazeriy, taciau daug siauresnis nei lempy, todél daznai uztenka tik primityviy
spektrinés sudéties modifikavimo {renginiy. Jie taip pat nespinduliuoja pasaliniy
infraraudonyjy spinduliy, todél nelieka papildomos Silumos ir nudeginimo problemy. Daznai
Sviesos diody spinduliuoté jau yra i§ dalies fokusuota, todél jos suvedimas i Sviesolaidi taip
pat yra gerokai paprastesnis ir patiriama mazesniy nuostoliy. Kitos savybés, kurios daro juos
patrauklius naudoti, yra mazas juy 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 keliy milivaty iki vaty. Paprastai optinei biopsijai
pakanka 10-20 mW galingumo Sviesos Saltinio, taciau tam tikrais atvejais gali prireikti ir

daugiau nei 50 mW.
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Sviesos diodai gali biiti naudojami

An0|

tiek nuostoviems, tiek matavimams su

> o laikine skyra. Jie gali veikti impulsiniu
g rezimu (pasiekiama impulsy trukme iki
é»w keliy Simty pikosekundziy), o ju
ﬁ o) intensyvumas  gali  buti  nesunkiai
moduliuojamas. Taigi aptaréme

- .Ba;ingos i-lgis,“;;lm o dazniausiai optinei biopsijai taikomus
2.12 pav. Sviesos diody emisijos spektrai Sviesos Saltinius, nurodéme ju privalumus

bei trikumus.
Taciau konkretaus Sviesos Saltinio fluorescencijai Zadinti pasirinkimas priklauso nuo
keliamos uzduoties ir kity optinés biopsijos aparatiros 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 Sviesos Saltinio
spinduliuote iki audinio, surinkti audinio fluorescencija ir perduoti i detektoriy. Siuo metu yra
naudojamos dviejy tipy Zadinimo—surinkimo sistemos: spinduling ir Sviesolaidiné. 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, Zadinanciosios
spinduliuotés kelyje S$i sistema gali buti ir nereikalinga, tafiau i§ audinio surinktos
spinduliuotés kelyje tokia sistema yra biitina.

Zadinangioji Prie§ patekdama 1
spinduliuoté .. . ...
audini zadinancioji
spinduliuoté yra stipriai

18sklaidoma, todél didelé

jos dalis kartu su audinio

Fluorescencija fluorescencija patenka 1
Spektrinés sudéties . .
modifikavimo jrenginys detektorlll- I detektor 1
2.13 pav. Fluorescencijos atskyrimo nuo Zadinanc¢iosios spinduliuotés patekes issklaidytos
schema
zadinanciosios

spinduliuotés intensyvumas yra daug didesnis nei naudinga informacija neSancio
fluorescencijos signalo, todél detektoriui sunku zadinanciosios spinduliuotés fone

uzregistruoti palyginti silpna fluorescencijos signala. Taigi fluorescencijos surinkimo kanale
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reikia spektrinés sudéties modifikavimo sistemos, galinios atskirti zadinanciaja spinduliuote
ir neleisti jos i detektoriu. Tokios sistemos veikimas pagristas tuo, kad tik dalis zadinanciosios
spinduliuotés fotony energijos yra paver¢iama fluorescencija, kita dalis yra prarandama
Silumos pavidalu molekuliy viduje vykstan¢iuose procesuose, todél fluorescencija visada yra
matoma ilgesniy bangy pusé¢je. Taigi, jei zadinimui naudojame melyna Sviesa, fluorescencija
bus zalios spalvos ir taikant spektrinés sudéties modifikavimo sistema bus galima jas
nesunkiai atskirti (2.13 pav.). Siuo metu yra naudojamos dviejuy tipy spektrinés sudéties
modifikavimo sistemos — gardelinés ir filtrinés. Pirmosios dazniausiai yra naudojamos

spindulinése sistemose, o antrosios — §viesolaidinése sistemose.

2.3.1 Spinduliné Zadinimo—surinkimo sistema
Tai tokia sistema, kurioje spinduliuote iki audinio ateina panaudojant veidrodzius ir
lgSius (2.14 pav.). Pateiktame pavyzdyje optinio atsako zadinimui yra naudojama Xe lempa

dél plataus Sios lempos

‘;“' Xelempa  Veidrodis Fotodaugintuvas emiSijOS Spektro ir
(D) x @)
|\ Y galimybés keisti zadinimo
\ —_—— Elm}SUOS —_—— Veidrodis
H i Sys . . v .
Veidrodis / P % bangos ilgj. Taciau lazeriy
Zadinimo \ . . . e
plysys taikymas spindulingje
) / ) Veidrodis
VEUCEE / /"/ Veidrodis  Veidrodis SIStemOJ 5 butl’l dldellS
A ~ b n A\
Difrakcine [ == < ‘,.-"‘/ { | |} \ o ] v .
gardele T — /f 1] U \‘-\."'\-‘\ pranasumas, nes Ju
—~ 'y B! . . . ..
) / /\\ Veidrodic spinduliuotés skéstis yra
Fotodaugintuvas Emisijos filtras labai maza ir ja paSiekti
& tiriamaji  objekta reikia

labai mazai papildomy
2.14 pav. Danties tyrimui naudojama spinduliné sistema komponenty,. Be to,
naudojant lazeri, nereikia papildomos spinduliuotés spektrinés sudéties modifikavimo
sistemos. Fluorescencija spindulinéje sistemoje taip pat yra renkama tam tikru atstumu nuo
audinio ir yra perduodama i detektoriu. Sios spinduliuotés kelyje jau yra reikalingas
spektrinés sudéties modifikavimo {renginys, kuris atskirty iSsklaidyta Zadinanciaja
spinduliuote nuo audinio fluorescencijos. Spindulinése sistemose tam tikslui dazniausiai yra
naudojami monochromatoriai. Monochromatorius yra vienas i§ optin€s biopsijos sistemos
elementy, kurie gali veikti registruojama audinio fluorescencijos spektra, tod¢l pakalbésime
apie ji placiau.

2.3.1.1 Monochromatorius

42



Monochromatoriaus paskirtis yra i§ plataus spinduliuotés spektro iSrinkti reikiamos

b veidodzal bangos ilgio (spalvos) Sviesa (2.15
pav.). Tai gali buti atlikta panaudojant
difrakcines gardeles arba prizmes.
Siuolaikiniai monochromatoriai
dazniausiai yra  gaminami  su

difrakcinémis gardelémis, tod¢l tokio

) tipo spinduliuotés spektrinés sudéties
Jejimo plysys
o / Dfﬁak%e modifikavimo sistemos vadinamos
gl Srdele L T
/‘ AN gardelinémis. Pagrindiniai
Plataus spektro Ploksti veidrodZiai  [zaiimo plysys . :
$viesos Saltinis monochromatoriy  parametrai  yra

2.15 pav. Ploksc¢iagardelinis monochromatorius skiriamoji geba, pralaidumo
efektyvumas ir pasalinés Sviesos
kiekis (Sviesos kiekis uz pasirinktos spektrinés srities (spalvos) riby). Renkantis
monochromatoriy optinei biopsijai visy pirma reikia atsizvelgti i tai, kad signalai daZznai yra
labai silpni, todél monochromatorius turi turéti kuo didesni pralaidumo efektyvuma. Kitas
parametras, kuris taip pat yra svarbus, tai mazas
pasalinés Sviesos kiekis; taip bus iSvengiama, kad
iSsklaidyta  Sviesa nepatekty 1  detektoriu.
Paskutinysis parametras, skiriamoji geba, S$iuo
atveju néra toks svarbus, nes biologiniuose
audiniuose esan¢iy pigmenty fluorescencijos
spektrai néra labai siauri. Monochromatoriy
skiriamaja geba nulemia difrakcin¢ gardelé (2.16
pav.), o konkreciau — difrakcingje gardeléje esanciy

réziy skai¢ius milimetre. Siuo metu gaminamos

2.16 pav. Difrakciné gardelé gardelés, kurios turi nuo keliy Simty iki 6000 réziy

milimetre. Monochromatoriaus skiriamoji geba taip

pat gali biiti kei¢iama didinant arba mazinant spinduliuotés {é¢jimo bei i8¢jimo iS

monochromatoriaus plysio ploc¢ius. Didesni plySiai smarkiai padidina registruojamo signalo

intensyvuma, taciau pablogina skiriamaja geba, ir atvirks¢iai — maZesni plySiai pagerina
skiriamaja geba, taciau smarkiai krinta registruojamas intensyvumas.

Pagrindinis monochromatoriaus elementas, difrakciné gardelé, gali biiti plokscia arba

igaubta. Ploks¢ios gardelés dazniausiai yra gaminamos mechaniskai raizant lyguy biisimos

gardelés pavirSiy ir dél to gali atsirasti tam tikry netikslumy jvairiose jos vietose, tuo tarpu
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igaubtos gardelés dazniausiai yra gaminamos holografijos metodu. Gamybos metu atsirade
netikslumai kaip tik labiausiai ir nulemia monochromatoriaus pasalinés Sviesos perdavimo
savybes bei vaizdy ,,Smékly‘ atsiradima. Jie pasireiskia kaip kitos spalvos arba baltos Sviesos
démés monochromatoriaus viduje. Kad Sias démes buty galima panaikinti,
monochromatoriaus vidinés sienelés yra padengiamos Sviesa sugerianCia medziaga.
Monochromatoriuose su jgaubtomis gardelémis yra maziau Sviesa atspindinciy elementy, nes
igaubta gardel¢ atlieka ir Sviesos iSskaidymo i spalvas funkcija, ir fokusavimo funkcija. Taip
pat labai svarbu atkreipti démesi 1 tai, kuriai spektrinei sri¢iai yra optimizuotas
monochromatorius. Tai nulemia difrakcinés gardelés grioveliy forma (2.17 pav.). Pavyzdziui,
vienokios formos grioveliai labiausiai tinka ultravioletinei spinduliuotei, o kitokios —
regimosios Sviesos ar infraraudonosios
srities  spinduliuotei. Monochromatoriy
tinkamuma tam tikrai sri¢iai apibudina

pralaidumo efektyvumo kreivé. Si kreivée

T U T

parodo, kiek procenty jeinancios Sviesos
praeina monochromatoriy.
Monochromatoriy su ploksciomis

(mechaniskai gaminamomis) gardelémis

2.17 pav. [vairiy formy dm‘ pralaidumas btina efektyvesnis nei su
grioveliai holografinémis, tac¢iau juy 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 biiti
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 nuostoliu 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 kei¢iama tiriamojo objekto (ranka, koja, kaklas,
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veidas ir t. t.) padétis. D¢l to daznai daug paprasCiau ir saugiau yra naudoti $viesolaidines

sistemas.

2.3.2. Sviesolaidiné Zadinimo—surinkimo sistema

Siekiant supaprastinti optinés biopsijos aparatiira, pirmiausia reikia supaprastinti
fluorescencijos zadinimo—surinkimo sistema. Tai yra ta aparattiros dalis, kuri turéty buti
paslankiausia, todé¢l Siam tikslui buvo pradéti naudoti Sviesolaidziai. Norint geriau suprasti
Sviesolaidiniy sistemy savybes bei taikymo apribojimus, biitina susipazinti su Sviesolaidziy
sandara bei i$siaiskinti, kokiomis salygomis Sviesa sklinda Sviesolaidziais.

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, $viesos perdavimui reikia kur kas sudétingesniy salygy. Taigi, kas
nulemia, kad Sviesa gali nusklisti Sviesolaidziu didziulius atstumus ir beveik be nuostoliy

neiSeidama i$ jo? Tai nulemia specifiné optinio kabelio struktiira.

Oras _ n,=1,0

’ n,=15
8y

Visiskas vidaus
atspindys

Stiklas

2.18 pav. Visiskas vidaus atspindys vandeniu
uzpildytame stikliniame vamzdelyje

2.19 pav. Visiskas vidaus atspindys

Sviesos sklidimas $viesolaidziu remiasi visisko §viesos atspindZio désniu. Visigkas
atspindys (2.18 pav.) atsiranda dvieju skaidriy medziagy skiriamojoje zonoje, jei Sviesos
spindulys 1 ji krinta i§ optisSkai tankesnés medziagos ir jei kritimo kampas a didesnis uz kritini
kampa. Kritinis kampas — tai Sviesos kritimo kampas, kuriam esant vyksta visiSkas vidaus
atspindys (2.19 pav.). Sis kampas apskai¢iuojamas: sin Apiimis =1 1 11, Siuo atveju spindulys
neiseis 1§ medziagos ir jo optiné energija bus visiSkai atspindéta. IS principo visiSkas vidaus
atspindys vyksta be energijos nuostoliy, taciau realiai Sviesa prasiskverbia keliy bangos ilgiy
atstumu | optiSkai retesng¢ medziaga. Tai rodo, kad Sviesolaidzio skersmuo negali buti
neribotai mazas, jis priklauso nuo perduodamos Sviesos bangos ilgio. Kad butu visiskas
vidaus atspindys, turi bati tenkinama tokia salyga: ncens > Naung. Dangalo storis turi buti nuo

10 iki 20 karty didesnis uz bangos ilgi. Kritinis visiSko vidaus atspindzio kampas riboja
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spinduliy perdavima: tik mazesniu nei tinkamu

spinduliy jvedimo kampu jvesti spinduliai bus Al )
pvalkalas l’lz

e

perduodami Sviesolaidziu, visi kiti praras il W\\
.. . . . . . erdve <~
energija ir bus labai susilpninti (2.20 pav.). ~

Praktikoje yra nurodomas ne Sis kampas, o

Sviesolaidzio skaitiné apertira (NA), kuri yra  2.20 pav. Kampai, kuriais { Sviesolaidj {vesti
spinduliai patirs visiska vidaus atspindi —

lygi: NA=nsinf, = m . Taigi, kuo  galés sklisti SviesolaidZiu
didesne skaitin¢ apertiira, tuo didesnis tinkamas spinduliy jvedimo kampas ir galimo
surinkimo erdvé. Sklisdamas Sviesolaidziu spindulys silpsta ne vien tik dél absorbcijos ar
issklaidymo, bet ir dé¢l energijos praradimo sulenkimuose. Sviesolaidzio maksimalaus
sulenkimo spindulys R (2.21 pav.) yra vienas i§ parametry, kuri butina Zinoti dirbant su
Sviesolaidziais ir siekiant i§vengti negriztamy Sviesolaidziy pazaidy. Iprastiniy Sviesolaidziy
pralaidumas smarkiai krinta sulenkus juos didesniu nei 30 mm spinduliu, taciau pastaruoju
) metu jau sukurti Sviesolaidziai, kuriuos galima sulenkti net 7,5
Svicsolaidis mm spinduliu. Tai yra ilgalaikiai sulenkimo spinduliai, taciau
trumpam Sviesolaidi be didesniy pazeidimy galima sulenkti
beveik du kartus mazesniu spinduliu. Pasiekus ribini spinduli,
nuostoliai staiga ima smarkiai didéti, be to, kuo storesnis
Sviesolaidis, tuo greiCiau jie pasireiSkia (uZtenka didesnio

spindulio). Siuo atzvilgiu plonesni SviesolaidZiai yra pranasesni

2.21 pav. Sviesolaidzio uz storesnius. Jei $viesolaidZiai yra vienodo storio, tai leidziamo
lenkimo spindulys

sulenkimo spinduli nulemia Sviesolaidzio skaitin¢ aperttura. Kuo
didesn¢ skaitin¢ apertiira, tuo Sviesolaidis gali biiti daugiau sulenkiamas. Didesné skaitiné
apertlira taip pat nulemia ir kitas Sviesolaidzio savybes, pvz., didesni tinkama spinduliy
ivedimo kampa.

Renkantis Sviesolaidzius optinei biopsijai svarbu atsizvelgti, kokios spektrinés srities
spinduliuoté sklis Siais Sviesolaidziais, nes skirtingoms sritims reikalingos ir skirtingos
medZziagos, 1§ kuriy gaminamas Sviesolaidis. Galima iSskirti tris spektrines sritis —
ultravioleting (A < 400 nm), regimosios Sviesos (400 nm—700 nm) ir infraraudonaja (A > 700
nm). Naudojant tai sriiai netinkamy medziagy Sviesolaidi, daromos signalo registravimo
klaidos arba net galima sugadinti ir patj Sviesolaidi. Pavyzdziui, tam tikros medziagos, 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 { endoskopo ar kito

prietaiso ertmg), taciau, kita vertus, negalima rinktis ir labai plono Sviesolaidzio, nes juo bus
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surenkama tik nedidelé dalis fluorescencijos ir bus gaunamas tik labai silpnas optinis signalas.
Dazniausiai optinei biopsijai yra naudojami 50-600 um skersmens $viesolaidziai. Tam tikrais
atvejais, kada reikia ypac story $viesolaidziy, yra naudojamos Sviesolaidziy pynés — t. y. 100—
200 um skersmens $viesolaidziai yra ,,supakuojami® | viena storg pyneg.

Optingje biopsijoje spinduliy perdavimui bei fluorescencijos surinkimui daZzniausiai
yra naudojami du atskiri Sviesolaidziai. D¢l patogumo §ie du SviesolaidZiai viename gale yra
sujungiami | viena antgali, kuris ir yra priglaudziamas prie tiriamosios vietos. Tokie
Sviesolaidziai vadinami bifurkaciniais (2.22 pav.).
Kartais, kai reikia labai plono Sviesolaidzio, ir
zadinimui, ir surinkimui yra naudojamas tas pats
Sviesolaidis. Tada fluorescencijos atskyrimui nuo

zadinanciosios spinduliuotés yra naudojami papildomi

optiniai elementai — prizmés, dichroiniai veidrodziai ir
2.22 pav. Bifurkacinis Sviesolaidis kt. Abi sistemos yra pavaizduotos 2.23 paveiksle.
Optinei biopsijai vietoje dviejy naudojant vieng Sviesolaidi, priklausomai nuo Sviesolaidzio
skersmens, galima gauti 1,8—4 kartus efektyvesng sistema, taCiau tokios sistemos optiné

schema yra gerokai sudétingesné.

Registravimo
sistema
Fokusavimo
g g S sistema
A wll|lE S =S| @ 1 1 & . § <
Sviesos || S|z £ ZEUE Registravimo Sviesos |5 £ >
Saltinis ||=([|2 2 2 2(|= . Saltinis |S 8
g <7 ~ sistema 2z
= = 2 | Fokusavimo
sistema
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Tiriamasis Tiriamasis
objektas objektas

2.23 pav. Sviesolaidinés sistemos. A — kai zadinimui ir surinkimui naudojami atskiri

Sviesolaidziai; B — kai zadinimui ir surinkimui naudojamas tas pats Sviesolaidis

Aptartoji Sviesolaidiné¢ Zzadinimo—surinkimo sistema yra kontakting, t. y. zondas yra
arba priglaudZziamas prie audinio, arba laikomas nedideliu atstumu nuo audinio, todeél
naudojami $viesolaidiniai zondai turi atitikti tam tikrus saugumo reikalavimus. Kalbant apie

sauguma, galima iSskirti tokias potencialias grésmes:
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Pazaidos, sukeltos Zadinimui naudojamos spinduliuotés (tai galioja ir
nespindulinei Zadinimo—surinkimo sistemai). Sviesos energija, kuri saugiai gali
biti naudojama optinio atsako suzadinimui, neturéty vir§yti 3 mJ/cm? ties 270 nm.
Terminio pazZeidimo rizika. Turéty biti jvertinta audinio temperatiiros
padidéjimo iki pavojingos ribos rizika. Tai priklauso nuo audinio tipo ir
kiekvienam audiniui 8i rizika turéty buti jvertinama atskirai.

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

Klinikinis pavojus (infekcijos ineSimas, uzkrétimas). Siekiant iSvengti klinikinio
pavojaus, Sviesolaidinis zondas prie§ kiekviena naudojima turi buti
dezinfekuojamas arba sterilizuojamas. Jei Sviesolaidinis zondas yra vientisa
optinés biopsijos sistemos dalis ir negali biiti atjungiamas, galima naudoti
specialius uzmaunamus antgalius, kurie turi biti 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 apibiidinami
kaip trumpalaikio pavir§inio arba iSoriniy kontakty irenginiai, tod¢l medziagos, 18
kuriy jie yra pagaminti, turi biti iStirtos dél citotoksiSkumo, jautrinimo ar erzinimo

(alerginés reakcijos) bei dél toksiskumo, susijusio su daznu ar ilgu naudojimu.

Priklausomai nuo tiriamojo objekto bei jo lokalizacijos — ar tai yra pavirSinis darinys ir

Sviesolaidiniu zondu galima prieiti tiesiogiai, ar tai yra vidaus organas ir Sviesolaidinis zondas

turi biti suderintas su esamais vidaus organy apZziliros prietaisais — endoskopais, yra galimi

tvairts Sviesolaidiniy zondy antgaliai. Pirmiausia antgaliai gali biti skirstomi pagal ju galo

tipa:
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Antgaliai su bukais galais (2.24 A pav.). Sviesa i§ §viesolaidzio sklinda tiesiai.
Kokiu kampu skeciasi i$€jusi Sviesa, lemia Sviesolaidzio skaitiné apertiira.

Antgaliai su nuozulniais galais. Sviesa ideina pro $viesolaidzio gala, tadiau skéstis
ir kryptis yra lemiama Sviesolaidzio skaitin€s apertiiros bei nuozulnumo kampo
(2.24 B, C pav.). Pasiekus tam tikra kritini kampa 6y, sukeliamas visiSkas Sviesos
atspindys ir dalis spinduliuotés i§ SviesolaidZio iSeina pro jo Sona (2.24 D pav.).
Tokiu atveju Sviesolaidzio apsauginis apvalkalas turi bti nuvalytas paliekant tik
skaidrius sluoksnius. Dar padidinus nuozulnumo kampa visa Sviesa iSeis tik pro

Sviesolaidzio Sona (2.24 E pav.). Siekiant padidinti atspindi nuo nuoZzulniosios



plokstumos, ji papildomai gali buti dengiama atspindincia medziaga. Taip pat yra
galimybé sujungti abiejy tipy Sviesolaidzio galus, taip padaromas miSraus tipo

antgalis (2.24 F pav.).

- "'-.
Pk

A B C D

2.24 pav. Sviesolaidiniy zondy antgaliai: A — bukas; B-E — nuozulnus; F — mirus
Tam tikras Sviesolaidiniy zondy antgaliy pasirinkimas salygoja atitinkamas zondo
savybes zadinant bei 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 nuozulnius,
arba sujungti abiejy tipy Sviesolaidziy antgalius. Nuo Zadinimo—surinkimo sistemos tipo
priklauso ir Sios  sistemos  savybes,
pavyzdziui, zondas, sudarytas 1§ dvieju
nuozulniy Sviesolaidziy, yra mazdaug 1,5
karto efektyvesnis nei zondas, sudarytas i§
dviejy buky sviesolaidziy. Taip yra todél, kad
apSvietimo ir surinkimo plotai persidengia
daugiau (2.25 A, B pav.) ir didesn¢ dalis

suzadinty molekuliy fluorescencijos patenka

1 Sviesolaidziy galimo surinkimo erdve.

A
2.25 pav. Sviesolaidiniai zondai, sudaryti i Tlaciau tiris, i§ kurio nuozulniuoju zondu yra
dvieju Sviesolaidziy: A — abu Sviesolaidziai yra
bukais galais, B — nuozulniais galais, C — vienas
buku, kitas miSriu galu. Raudonai pazyméta arciau zondo. Dar vieno tipo zondas, kuriame
erdvé, kur persikloja Zadinimo bei surinkimo
spinduliai

renkama informacija, yra mazesnis ir yra

fluorescencija yra surenkama netgi i§ viso
apsvie¢iamo ploto, gali biiti sukonstruotas
naudojant miSraus ir buko tipo antgalius (2.25 C pav.). Tokio zondo, palyginus ji su buky
antgaliy zondu, efektyvumas yra didesnis nuo 6,5 iki 20 karty, priklausomai nuo nuozulnumo
kampo. Siekiant dar labiau padidinti optinio signalo surinkimo efektyvuma,

zadinimui—surinkimui galima naudoti ne viena Sviesolaidi.
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Populiariausias tokio tipo zondas yra ratu iSdéstyti surinkimo §viesolaidziai aplink
viena zadinimo Sviesolaidi (2.26 pav.). Surinkimo Sviesolaidziai galiausiai yra sujungiami {
viena Sviesolaidi ir gaunamas tradicinis dviejy atSaky bifurkacinis Sviesolaidis. Tokio zondo
zadinimo $viesolaidZio apSviec¢iamas plotas persikloja
su visy Sesiy aplink i8déstyty Sviesolaidziy surinkimo
plotais ir zondo efektyvumas biina beveik Sesis kartus

didesnis nei dviejuy Sviesolaidziy zondo. Kai reikia,

centrini Sviesolaidi galima naudoti surinkimui, o

. ) o o ) o optinis zondas: (a) zadinimui skirtas
Zadinimui — aplink ji iSsidésCiusius SviesolaidZius.  gviesolaidis, (b) surinkimui skirti

Taip pat yra galimi jvairiis kiti tokio tipo zondo Sviesolaidziai
variantai — Sviesolaidziai su bukais galais, nuoZulniais
galais arba miSraus tipo galais, arba {vairiy tipy Sviesolaidziy deriniai. Reikia atkreipti démesi
1 tai, kad optinés biopsijos aparatiiroje fluorescencijos zadinimui ir surinkimui naudojant
atskirus Sviesolaidzius, kelyje iki surinkimo Sviesolaidzio fluorescencijos signalas gali biiti

netikslus. Tai salygoja iSspinduliuoto fotono kelyje pasitaikantys sugeriantys arba/ir

sklaidantys elementai. Kuo didesnis atstumas tarp Zadinimo ir

ZE surinkimo  §viesolaidziy, tuo daugiau bus modifikuotas
E fluorescencijos signalas.
t . Dar vienas biidas, leidziantis padidinti apSvietimo bei
Iiﬁ;?l?;s surinkimo persidengimo plota — tai Sviesolaidini zonda nuo
| I' audinio laikyti tam tikru atstumu, kai §is plotas yra didZiausias.
_____________________ 2.25 paveiksle matyti, kad, tolstant nuo Sviesolaidziy antgaliy,
2.27 pav. Vieno  persidengimo plotas didéja. Praktikoje yra naudojami specialiis

Sviesolaidzio sistema su | . . . L. .. ..
kvarciniu antgaliu pries SviesolaidZiai su tam tikro storio kvarciniais antgaliais. Kvarcinio

Sviesolaidi antgalio storis ir nulemia, kokiu atstumu zondas bus nutolgs nuo
audinio. Tadiau tokiu atveju mazéja surinkimo efektyvumas 1 / &%, kur d yra atstumas nuo
zondo iki audinio. Buvo atlikti tokios sistemos tyrimai, kai optinei biopsijai buvo naudojama
vieno Sviesolaidzio sistema (2.27 pav.). Tyrimai atlikti su ivairiy skersmeny Sviesolaidziais.
Padidinus Sviesolaidzio skersmeni nuo 0,1 mm iki I mm, fluorescencijos surinkimas padidéjo
daugiau nei 3,5 karto, kai fluorescencija registruota prie pat audinio. Gylis, i§ kurio buvo
surinkta mazdaug 80 % fluorescencijos signalo, priklausomai nuo skersmens, sieké nuo 0,175
mm iki 0,375 mm. Prie§ zonda idéjus 5 mm kvarcini antgalj, gylis, i§ kurio surinkta 80 %
fluorescencijos, padid¢jo iki 0,425 mm, kai tuo tarpu uZregistruotos fluorescencijos

intensyvumas sumazéjo nuo 5 iki 20 karty (priklausomai nuo Sviesolaidzio skersmens). Taigi

zonda priglaudus tiesiai prie audinio uZregistruojamas didesnis fluorescencijos intensyvumas,
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taCiau tiriamasis gylis yra mazesnis negu naudojant zonda su papildomu kvarciniu stikliuku.

Panasy efekta galima pasiekti ir kei¢iant Sviesolaidzio skaiting apertiira, tada nereikia naudoti

papildomy kvarciniy antgaliy. —

T o

Tam tikrais atvejais labai patogu naudoti | (

\

nuozulnaus tipo antgaliy zondus. Jie yra ypac \}_x Y | —H

¥ ]

patogis, kai tiriamoji vieta yra Sviesolaidzio Sone, 2,28 pav. Soninis zondas. Sviesolaidzio

tada netgi nekraipant Sviesolaidzio galima apSviesti antgalis yra uzdengtas stikliniu gaubtu

bandini bei uzregistruoti jo fluorescencija. Pavyzdziui, tiriant kraujagysliuy sieneles, gimdos
kaklelj ir kt. Tokie zondai vadinami $oniniais zondais (2.28 pav.). Soniniy zondy yra jvairiy
tipy: vieno Sviesolaidzio, dvieju Sviesolaidziy bei ratu iSdéstyty daugelio Sviesolaidziy.
Fluorescencijos zadinimui bei surinkimui naudojant
skirtingus Sviesolaidzius, juos reikia suderinti taip,
kad ju ap$vietimo/surinkimo plotai persidengty —
pasukti juos tam tikru kampu vienas kito atzvilgiu.

Kartais, kai naudojama ratu iSdéstyty Sviesolaidziy

sistema, yra naudojami buko tipo Sviesolaidziai ir

T

T%@lplo Optinés Ziediné prizme zondo gale dedama speciali ziediné prizmé, kuri
pazeidimo  biopsijos
Sviesolaidis Sviesolaidis nukreipia spindulius i Sona. 2.29 paveiksle

. avaizduotas zondas, kuriuo atliekami terminiai
2.29 pav. Soninis zondas. Ratu p

iSdestytais terminio pazeidimo  pazeidimai. Tarpuose tarp abliacijai  skirty
Sviesolaidziais yra atlickama abliacija, o
tarpe ju esanciais, mazesniais, atlickama
diagnostika

Sviesolaidziy, yra iterpti diagnostikos Sviesolaidziai,
kuriais galima atlikti opting biopsija. Taip gaunamas
zondas, kuriuo vienu metu visame tiriamos ertmeés
vidiniame pavirSiuje galima ir gydyti, ir stebéti gydymo eiga.

Paprastais  bifurkaciniais  Sviesolaidziais

. . .. . w . . Krentanti Sviesa
registruojama fluorescencija yra misinys i§ ijvairiy Atspindéta

sluoksniy ateinanc¢iuy signaly, kuriuos sukelia sugerta Sviesa
spinduliuoté. Kei¢iant Zadinimo bangos ilgi galima
pasiekti didesni Sviesos isiskverbimo gyli, kol ji bus
visiskai sugerta, taciau dél specifiniy audinio savybiu

(audinys stipriai sugeria bei sklaido spinduliuote)

Audinys

didzioji fluorescencijos dalis bus kilusi i§ audinio

pavirSiaus. Tuo tarpu daugelio ligy zidiniai arba

navikai kartais vystosi giliau audinyje ir klasikiniais . o
2.30 pav. Sviesos spinduliy eiga

fluorescencijos metodais nepavyksta ju aptikti ar  audinyje
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nustatyti tikslios buvimo vietos. Remiantis sklaidos teorija, pavirSiuje iSfluorescuoti fotonai
yra nedaug veikiami sklaidos ir todél jie sklinda beveik tiesiai i pavirSiy — Salia Zadinimo
Sviesolaidzio (2.30 pav.). Tuo tarpu giliau i$fluorescuoti fotonai savo kelyje iki pavirSiaus
sutinka kur kas daugiau sklaidan¢iyjy daleliy, todé¢l audini palieka tam tikru atstumu nuo
zadinimo Sviesolaidzio. Taigi surinkimo $viesolaidziui esant Salia zadinimo arba netgi esant
keliems surinkimo Sviesolaidziams, bet iSdéstytiems tokiu paciu atstumu, smarkiai iSsklaidyti
fotonai néra uzregistruojami, taigi ir néra gaunama informacijos 1§ giliai esanciy sluoksniy.
Taciau, panaudojus tam tikras Sviesolaidines sistemas, galin¢ias uZregistruoti ivairiu atstumu
nuo zadinanc¢iojo Sviesolaidzio iSlekiancius fotonus, galima buity gauti informacija ir i
gilesniy audiniy sluoksniy. Tokia sistema, sudaryta 1§ vieno fluorescencijos zadinimo
Sviesolaidzio ir keleto skirtingais atstumais nuo jo iSdéstyty surinkimo SviesolaidZiy,
vadinama daugianuotoline (2.31 pav.). D¢l tuy pacdiy audinio optiniy savybiy, igalinanciy
registruoti gilesniy sluoksniy fluorescencija, i tolimiausius Sviesolaidzius, kurie daugiausiai
informacijos surenka i§ gilesniy sluoksniy, ateina labai
mazai fotony. Todél buvo sukurta didesnio jautrumo

daugianuotoliné sistema, kurioje, tolstant nuo zadinimo

A Sviesolaidzio, surinkimo $viesolaidziy daugéja (2.31 B

J‘

tcooooi:j pav.). 1 ir 2 mm atstumu nuo zadinimo S§viesolaidzio

\ esanCios registravimo  grupés sudarytos i§ 4
A B

5 SviesolaidZziy. 3, 4 ir 5 mm atstumais nutolusios
2.31 pav. Sviesolaidiniai zondai: A — ) ] _ o .
daugianuotoliné sistema, sudaryta i§  registravimo grupés yra sudarytos i§ 6 Sviesolaidziy, o 6,
1 Zzadinimo ir 8  surinkimo
Sviesolaidziy, iSdéstyty 1-8 mm
atstumu; B — padid¢jusio jautrumo  registravimo $viesolaidziy. Taigi, tolstant nuo Zadinimo
daugianuotoliné sistema

7 ir 8 mm atstumais esancios grupés yra sudarytos i§ 8

SviesolaidZio, yra daugiau registravimo S§viesolaidZiy,
todél uzregistruojama ir daugiau fotony, 1 pavirSiy iSeinanciy toliau nuo zadinimo
Sviesolaidzio. Bitent $i savybé ir lemia tai, kad toks zondas
jautresnis fotonams 1§ gilesniy sluoksniy.

Naudojant visus iSvardytus Sviesolaidinius zondus,
informacija vienu metu galima rinkti tik i§ vienos vietos, t. y. tik
i§ mazo audinio tdrio. Tai yra labai naudinga, kai reikalinga

informacija i$ tikslios audinio vietos, taCiau daznai atliekant

biomedicininius tyrimus reikia iStirti didelius audinio pavirSiaus

2.32 pav. Optinés
biopsijos zondas, kuriame
integruota 31

zadinimo—surinkimo
zonda, kuriame yra integruota keletas zadinimo—surinkimo  sistema

plotus, kad biity galima jvertinti pazeidimo laipsni ar nustatyti

pazaidy ribas. Tokiu atveju galima naudoti optinés biopsijos Y@
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sistemy. Paveiksle 2.32 pateikiamas optinés biopsijos zondas, kuriame yra integruota 31
zadinimo—surinkimo sistema. Kiekviena 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 sistemuy, ta¢iau, norint
dar labiau padidinti tiriamy viety skaiiy, naudingiau yra naudoti spindulines zadinimo—
surinkimo sistemas su audinio skenavimo galimybe.

Sviesolaidziai labai pla¢iai naudojami

Sklaidangios Skaidrus
dateles  aPvalkalas veigrodelis  ne tik diagnostikai, bet ir terapijos srityje,

l y tod¢l labai naudinga derinti diagnostikai

[

a0 [~
-
\ / Siuo metu labai spardiai populiaréjanciai
2.33 pav. Difuzinis antgalis

skirtus SviesolaidZius su terapiniais zondais.

fotosensibilizuotai  naviky terapijai  yra
naudojami difuziniai Sviesolaidziy antgaliai, galintys homogeniskai apSviesti dideles ertmes
arba didelius pavirSiaus plotus. Tokie antgaliai taip pat gali buti naudojami fluorescencijos
zadinimui optinés biopsijos metu. Difuziniai antgaliai yra gaminami i skaidria terpe
(pavyzdziui, optinius klijus) imaisant sklaidanciy daleliu, tokiy kaip titano oksidas (TiO,) ar
aliuminio oksidas (AlOs3). Yra galimi tiek lankstiis, tiek kieti difuziniai antgaliai. Toks
difuzinis antgalis yra pavaizduotas 2.33 paveiksle. Difuzinis antgalis yra uZmaunamas ant
standartinio buko Sviesolaidzio. Antgalio virStin¢je yra imontuotas veidrodélis, kuris atspindi
praéjusia (neiSsklaidyta i Sonus) spinduliuote atgal i sklaidancia aplinka, kur ji yra dar karta
sklaidoma, taip didinamas sklaidymo efektyvumas. Naudojant toki difuzini antgali buvo
pagaminta optinés biopsijos sistema, skirta jvairiy kanaly tyrimui. Toks zondas vadinamas
difuziniu diagnostiniu zondu. Pats difuzinis antgalis i§ vienos pusés buvo padengtas

atspindinCiu sluoksniu, kuris apriboja

spinduliavima tik | viena puse. Nuoguwz‘ésl;l;?;dms

Fluorescencijos detektavimui tiriamojo

kanalo viduje buvo naudojami Soniniai '

zondai. Norint vienu tyrimu istirti visa = g

apSvieciam avirsi surinkimo AR A
p q p W Difuzinis Zadinimo  Atspindintis sluoksnis
antgalis

Sviesolaidziai yra iSdéstomi per visa
) ] o 2.34 pav. Difuzinis diagnostinis antgalis

sklaidan¢io antgalio ilg] (2.34 pav.).

Taip pat gali biiti naudojamas ir vienas surinkimo Sviesolaidis, tada reikia, kad biity galima

keisti jo padéti iSilgai difuzinio antgalio. Kadangi ir zadinimo antgalis, ir surinkimo
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Sviesolaidziai turi biiti arti vienas kito, tai surinkimo Sviesolaidziai turi nesugerti
zadinanciosios spinduliuotés, todél jie yra gaminami skaidriis.

Atliekant diagnostika daznai pasitaiko atvejy, kai tyrimo metu pirmiausia reikia
apsSviesti dideli plota, o norint pazitiréti detaliau reikia sufokusuoti spinduli i konkrecia
itarting vieta ir tik joje atlikti opting biopsija. Tokiu atveju reikia dvieju tipu skirtingy
charakteristiky optiniy zondu. Taciau kaip tai jgyvendinti, jeigu tyrimas atlieckamas naudojant

vidaus tyrimo prietaisus su vienu kanalu v

’
’

Sviesolaidzio jvedimui? Taigi, ar gali prietaisas, kai

yra tik vienas Sviesolaidis, tikti abiem atvejams: O»(
-V

pirmiausia — apSviesti dideli plota ir véliau,

AN
AN

iSsirinkus reikiama vieta, visa Sviesa sufokusuoti | “
2.35 pav. I$&jusi 1§ Sviesolaidzio
vieng taska ir jame atlikti opting biopsija? Pasirodo,  spinduliuoté taske F yra fokusuojama, o
galima. Siam tikslui ir buvo sukonstruoti paskui skeCiasi
fokusuojamieji antgaliai. Tokio antgalio esmé ta, kad i§ Sviesolaidzio i8¢jusi spinduliuoté yra
fokusuojama, ir tam tikru atstumu nuo Sviesolaidzio yra taSkas F, vadinamas Zidiniu, kuriame
intensyvumas yra didZiausias. I§ optikos zinoma, kad spinduliai uz fokuso pleciasi, todel
did¢ja apsvietimo plotas (2.35 pav.). Taigi, jei reikia apSviesti maza ploteli, Sviesolaidis nuo
audinio atitraukiamas tiek, kad tiriamoji vieta biity
taske F. Siame taske spinduliuoté yra fokusuota,

tod¢l ir intensyvumas yra labai didelis, ir tai

dazniausiai labai pagerina optinés biopsijos signala.

Be to, jei reikia apSviesti dideli plota, tereikia
Sviesolaid] 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

budais. Pirmas biidas: suapvalinant Sviesolaidzio

gala — tai atitinka pusiau sferinio 1¢8io pridéjima prie

' ! Sviesolaidzio galo (2.36 pav.). Tokio Sviesolaidzio
2.36 pav. A — Sviesolaidis suapvalintu  maksimalus intensyvumas taske F yra mazdaug 3

galu; B — Sviesolaidis su sferine linze; C
— §viesolaidis su pusiau sferine linze kartus didesnis nei Sviesolaidzio viduje. Zondas

Soniniam apsvietimui . N . . .

optinei biopsijai yra gaminamas i§ vieno
Sviesolaidzio. Tokio zondo tiriamoji sritis yra mazesné¢ nei Sviesolaidzio skersmuo, o
tinkamas surinkimo kampas didesnis nei paties SviesolaidZio, kurj nulemia skaitiné apertura.

Antras biidas — Sviesolaidzio gale yra dedamas sferinis l¢sis (2.36 B pav.). Sferos dazniausiai
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yra gaminamos i§ safyro. Tokio Sviesolaidzio maksimalus intensyvumas fokuso taske yra
daugiau nei 5 kartus didesnis negu paciame Sviesolaidyje. Taciau didinant Sviesolaidzio
skersmeni dél sferinés aberacijos vyks defokusavimas ir intensyvumas fokuso taske sumazeés.

Tokio tipo Sviesolaidis taip pat gali biiti gaminamas ir Soniniam apSvietimui (2.36 C pav.).

2.3.2.2. Filtrai.

Dar viena esminé Sviesolaidinio
Lesis Lesis

optinés biopsijos prietaiso dalis yra
filtriné spektrinés sudéties

Sviesolaidis modifikavimo sistema. Sios sistemos

Sviesolaidis

esmé — apytikriai filtruoti Sviesos

Filtras

spektring sudéti, dazniausiai tai yra
leisti arba sulaikyti tam tikros spalvos

Sviesa. Tinkamo bangos ilgio (spalvos)

—
1,2 cm

Sviesa apSviestas audinys duos optini

2.37 pav. Filtriné spektry modifikavimo sistema. ~ atsaka — fluorescencija, kuri jau bus

Vir§vl-1j§ pavaizdgotva 'spind.ul.iu'otés' sklidimo schema,  i¢qq spalvos nei ¥adinimo
apaCioje — reali Sviesolaidiné sistema INLINE-FH
(Ocean Optics) spindulivoté, 1ir 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 optingje
biopsijoje tokios spektrinés sudéties modifikavimo sistemos visiskai pakanka. Tai yra labai
paprasta sistema, kuria sudaro filtry laikiklis bei pora lgSiy spinduliuotés fokusavimui.
Filtrinés spektry modifikavimo sistemos schema pateikta 2.37 paveiksle. Kadangi $i sistema
yra naudojama Sviesolaidinéje sistemoje, tai ji turi biiti tinkama jungimui su SviesolaidZiais
bei atitikti tam tikrus reikalavimus, t. y. filtravimas turi biiti atliekamas minimaliais
intensyvumo nuostoliais. Biitent dél to ir yra naudojami IgSiai. Sistemos veikimo principas
labai paprastas: i§ SviesolaidZio iSéjusi spinduliuoté skeciasi tam tikru kampu, kurj apibrézia
Sviesolaidzio skaitin¢ aperttira. Tam tikru atstumu nuo Sviesolaidzio pastatytas glaudziamasis
lesis 1§ besiskec¢iancio pluosto suformuoja lygiagrety pluosta. Tada lygiagretaus pluosto kelyje
yra dedamas filtras. Filtra peré¢jes pluostas islieka lygiagretus, o jo kelyje idétas dar vienas
glaudziamasis 1¢Sis vél sufokusuoja spinduliuotg ir ji vel yra suvedama i Sviesolaidj.
Kaip jau minéta anksciau, filtrai taip pat yra naudojami ir spindulinése sistemose. Jais
yra kompensuojamas monochromatoriy netobulumas — savybé praleisti spinduliuote uz

pasirinkto bangos ilgio srities. Kai tiriamojo objekto spektrinés savybés yra apytikriai
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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 buti skirstomi i
juostinio pralaidumo (angl. bandpass) filtrus, kurie praleidzia tik tam tikros spektrinés srities
spinduliuote, nukirtimo (angl. cut-off) filtrus, kurie praleidzia spinduliuote tik iki tam tikros
srities, bei atkirtimo (angl. long-pass) filtrus, kurie praleidzia spinduliuote tik nuo tam tikros
spektrinés srities. Dauguma juostinio pralaidumo filtry taip pat praleidzia ir ilgesniy bangy
spinduliuote, todél kartais tenka sudaryti keliy filtry derini, kuris eliminuoty nepageidaujama
spindulivote. Atkirtimo filtrai labai daznai yra naudojami iSsklaidytai zadinanciai
spinduliuotei sulaikyti ir tiriamojo audinio fluorescencijai praleisti. Naudojant filtrus reikia
turéti galvoje, kad kai kurie i$ ju 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 bangy— vadinami interferenciniais filtrais. Siems
filtrams bidinga pralaidumo juosta, kurios plotis apytiksliai 10-20 nm, o didZiausias
pralaidumas yra mazdaug 20-30 % (pastaruoju metu atsirado filtry, kuriy maksimalus
pralaidumas siekia 80 %).

Atskira filtry rasis 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 $altiniy, o ypac
lempos, iSspinduliuoja labai daug Silumos (infraraudonosios spinduliuotés), kurig reikia
sulaikyti siekiant i§vengti $iluminiu paZeidimy. Silumos filtrai yra gaminami i§ griidinto
stiklo, kuris sugeria infraraudonaja spinduliuotg, o praleidzia ultravioleting ir regimaja Sviesa.

Sviesolaidingje optinés biopsijos aparatiiroje naudojamos filtrinés sistemos yra dviejy
tipu — tai zadinimo spinduliuotés filtravimo sistema ir emisijos signalo (fluorescencijos)
filtravimo sistema. Jos skiriasi savo pralaidumo charakteristikomis. Pirmoji sistema skirta
iSrinkti tinkama Zadinanciosios spinduliuotés bangos ilgi (jei naudojami plataus spektro
Sviesos S$altiniai, pavyzdziui, lempos), o antroji sistema skirta nufiltruoti | surinkimo
Sviesolaid; patekusia zadinancigja spindulivote. Kitaip tariant, Siy sistemuy pralaidumo
charakteristikos turi nepersidengti — tos spektrinés srities, kurig praleidzia pirmoji sistema,
antroji sistema turi nepraleisti. Optinéje biopsijoje naudojamy filtry charakteristiky pavyzdys

pateiktas 2.38 paveiksle.
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100 -~ Zadinimo $viesos filtras 2.4. Detektoriai
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detektorius. Tam tikrais atvejais, kai

audinio  fluorescencija yra labai

intensyvi — dazniausiai tai yra
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Bangos ilgis, nm pajautrinta (sensibilizuotoji)
2.38 pav. Optinéje biopsijoje naudojamy filtriniy  fluorescencija — ji gali bliti matoma ir
sistemy charakteristikos. Zadinimo sistema skirta
praleisti 405 nm spinduliuotg, o emisijos sistema —

nepraleisti 405 nm spinduliuotés ir praleisti ilgesniu  audiniy diagnostika — vaizdinimas.
bangy spinduliuote

plika akimi. Taip gali biti atlickama

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 biti
nustatoma kuo anksCiau — t. y. vos keleto lasteliy lygiu. Taigi Sio nedidelio lasteliy kiekio
optiniam atsakui uzregistruoti ir yra butini jautriis detektoriai. Detektorius galima suskirstyti i
vienkanalius — tokius jrenginius, kurie vienu metu gali registruoti tik viena optini signala, ir
daugiakanalius —jrenginius, kurie vienu metu gali registruoti daug (iki keliu tiikstanciy)
optiniy signaly. Labiausiai paplitgs vienkanalis detektorius yra fotodaugintuvas, o

daugiakanalis — kriivio kaupimo jrenginys (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, tod¢l norint ja uzregistruoti, $i signalg 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.

Fotodaugintuvas geriausiai gali biiti suprantamas kaip Saltinis sroveés, kurios stiprumas
priklauso nuo 1 fotodaugintuva patenkancios Sviesos intensyvumo. Pagrindinés
fotodaugintuvo dalys yra Sviesai jautrus elementas (fotokatodas) ir stiprinimo sistema

(dynodu grandinés). Fotokatodas ir dynody seka yra idéti { vakuuminj vamzdeli (2.39 pav.).
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Fotokatodas yra plona metaliné plokstelé. Atlékes fotonas iSmusa elektrona i$ jos pavirSiaus.
Fotoelektrony generavimo efektyvumas priklauso nuo bangos ilgio A (Sviesos spalvos).
Fotokatodas turi neigiama potenciala (-1000 — -2000 V), tod¢l iSmusta fotoelektrona, kurio
kriivis taip pat neigiamas, stumia nuo savgs tolyn. Dynodai taip pat turi neigiama potenciala,
bet jis artéja | nuli eidamas grandine. Potencialy skirtumas tarp fotokatodo ir pirmo dynodo
dazniausiai yra fiksuotas apie -50 — -200V. Sis skirtumas greitina elektronus link pirmo
dynodo. Elektrono susidiirimas su pirmuoju dynodu lemia dar 5-20 elektrony iSmusima,
priklausomai nuo jtampos su Siuo dynodu skirtumo. Tai tesiasi dynoduy grandine tol, kol
impulsas, kurio dydis priklauso nuo fotodaugintuvo itampos, pasiekia anoda. Didesné jtampa
lemia didesni 1§ kiekvieno dynodo iSmusty elektrony skaiciy, o tai savo ruoztu lemia didesni
stiprinimg. Kad stiprinimas fotodaugintuve biity pastovus bitina tiksliai kontroliuoti jtampa.
Iprastam PMT, itampa padidinus 100V, stiprinimas padidés 3 kartus. Taigi mazas itampos
pokytis lemia rysky signalo pokyti. Atliekant tyrimus ir siekiant gauti patikimus rezultatus,
prijungta auksta jtampa turi biiti pastovi ir nekintanti ilga laika, todél fotodaugintuvams reikia

ir sudétingy valdymo elektronikos bloky.

[einantis
fotonas [&jimo
\ langelis
Fotokatodas |"| Dynodai “ Anodas f
rr H\. Rt ] |

Energijos ¢

Saltinis Sroves
matuoklis
2.39 pav. Fotodaugintuvo schema. Atlékgs fotonas i fotokatodo iSmusa fotoelektrona, kuris
potencialy skirtumo veikiamas lekia link pirmojo dynodo. Susidiirgs su dynodu iSmuSa dar kelis
elektronus, kurie toliau skrieja link antrojo dynodo ir t. t., kol visas elektrony srautas pasiekia anoda.
Dynody jtampos skirtumai yra kei¢iami rezistoriais

Fokusuojantis
elektrodas
It'ampos reguliavimo

rezistoriai

Fotodaugintuvai yra mazatriukSmiai stiprintuvai, t. y. lekiant elektronams
fotodaugintuve papildomo triukSmo atsiranda mazai. D¢l to Sio tipo detektoriai ir yra placiai
taikomi silpnos Sviesos registravimui, taciau bitent dél didelio ju jautrumo fotodaugintuvais
nerekomenduojama detektuoti itin didelio intensyvumo signaly. SvieGiant dideliu

intensyvumu, elektrinis fotokatodo potencialas gali sumazéti dél ribotos talpos (bus iSmusta
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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 sumazéjima.

Vienas 1§ svarbiausiy fotodaugintuvo parametry, kuris yra svarbus komplektuojant
optinés biopsijos prietaisa, — spektrinis atsakas (detektavimo sritis). Tai spektro ruozas, kuri
gali registruoti detektorius. Pirmiausia spektrinj atsaka lemia skaidri medZziaga, i§ kurios
pagamintas fotodaugintuvo iéjimo langelis (langelis turi biiti skaidrus pasirinktiems bangos
ilgiams). Dazniausiai naudojamas UV spinduliuote praleidziantis stiklas, kurio pralaidumas
prasideda nuo 200 nm. Beveik visais atvejais tai pakankama pralaidumo sritis, nes dar
trumpesniy bangy spinduliuote intensyviai sugeria atmosferoje esantis deguonis, tad, norint
dirbti trumpesniy 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 spindulivotei, kuria sulaiko i¢jimo langelio
medziaga. [prastai fotokatodai yra jautriis UV, mélynai ir Zaliai (300 nm—500 nm) Sviesai.
Dazniausiai naudojamas biSarminis fotokatodas (sudarytas i$ dvieju Sarminiy metaly),
pasizymintis dideliu jautrumu ir maza tamsine srove (mazas triukSmas). Jo trikumas — staigus
jautrumo maz¢jimas, kai bangos ilgesnés negu 600 nm. Taigi skirtumai tarp fotokatodo
medZziagy pasidaro labai svarbis, 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 ilgesniy negu 500 nm bangy Sviesai padidinamas naudojant daugiaSarmius
fotokatodus, kurie gana jautriis 700-800 nm ir ilgesniy bangy Sviesai. Raudonai Sviesai
jautriis fotodaugintuvai dazniausiai pasizymi ir didesniais triuk§mais. 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 i§ triukSmuy.
Dél Sios priezasties, siekiant sumazinti triuk§my, raudonosios ir IR srities fotodaugintuvai
daznai yra papildomai auSinami.

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

Dar viena svarbi fotodaugintuvy charakteristika yra jy laikinis atsakas. Tai yra laikas,

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

Pagrindinés fotodaugintuvo laikinio atsako skaiCiavimo charakteristikos yra Sios:
per¢jimo laikas, stipréjimo laikas ir laikinis iSplitimas. Peréjimo laikas yra laiko intervalas
tarp ateinancio | katoda fotono ir pirmo i anoda atlekiancio elektrono, paprastai apie 20—-50 ns.
Stipréjimo laikas — laikas, per kurj fotodaugintuvo anodo signalas sustipréja nuo 10 % iki 90
% didZiausios vertés. Stipréjimo laikas priklauso nuo peréjimo laiko svyravimy, ir trunka apie
vidutinj peréjimo laika. Fotodaugintuvo laikin¢ skyra labiausiai priklauso nuo laikinio
iSplitimo, kuris atsiranda dél skirtingy elektrony trajektorijy jiems lekiant i§ dynody link
anodo. Tai reiSkia, kad pirmiausia fotoelektronas gali i§lékti 1§ skirtingy fotokatodo viety arba
lekti kita trajektorija. Toliau — 1§ dynody iSmusty elektrony trajektorija per fotodaugintuva
taip pat Siek tiek gali skirtis. Laikinis i$plitimas gali biiti sumazinamas apSvieciant maza plota
arba pakei¢iant dynody i§déstyma ir forma { tokia, kuri lemty elektrony krypti. Siuo metu
labiausiai paplit¢ detektoriai fluorescencijos su laikine skyra registravimui yra
fotodaugintuvai su mikrokanaly plokstelémis dynoduose (2.40 pav.). Juose elektronai juda
beveik viena trajektorija, todé¢l juy laikinis iSplitimas yra 10 karty mazesnis nei standartiniuose
fotodaugintuvuose. Papildomi elektronai yra iSmuSami, kai pradinis elektronas lekia pagal
itampos gradienta mikrokanaly ploksteléje ir atsitrenkia i kanalo sieneles. D¢l 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 dynodu grandinémis, todél mikrokanaliai
fotodaugintuvai galimi su vienos, dviejy ar trijy pakopuy 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 ismusty elektrony energija
priklauso nuo bangos ilgio, mat skirtingos spalvos spinduliuoté perneSa skirtinga kieki
energijos. Spalvos efektai nesvarblis nuostoviosios spektroskopijos matavimams. Taciau
spalvos efektas gali buti rimta paklaidos priezastis atliekant fluorescencijos gyvavimo

trukmés matavimus.
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Siekiant paprastumo ir tvirtumo,
iprastus vakuuminius fotodaugintuvus
bandoma pakeisti kietais detektoriais —
fotodiodais. Jais gaunamas labai greitas

atsakas ir juy yra plati detektavimo sritis,

taiau net ir griiitiniy fotodiodu

kanalo sienelé stiprinimas tesiekia mazdaug 100 karty,
pirminis T P clektronai . _ . .
fotoelekironas D N\Z N\ i¥vade tod¢l truokumas, kad negalima kiek

norima stiprinti, ir mazas aktyvus plotas

e—— jtampa —>|
2.40 pav. Fotodaugintuvas su mikrokanaly riboja ju  panaudojimo  jautriems
plokstelémis. Papildomi elektronai yra iSmuSami, kai
pradinis elektronas lekia pagal itampos gradienta
mikrokanalu

matavimams galimybes. Pastaruoju metu
pasirodé visiskai naujo tipo detektoriy —
hibridiniy fotodaugintuvy. Kaip ir iprasti fotodaugintuvai, Sie jrenginiai turi fotokatoda, taiau
juose fotoelektronai kietose struktiirose yra stiprinami griiities proceso. Detektoriaus 1$¢jime
gaunamas elektrinis impulsas, kuris gali biti toliau stiprinamas. Paciy hibridiniy detektoriy
stiprinimas siekia 2000 karty, todél Sio tipo detektoriai turéty buti labai naudingi pavieniy
fotony detektavimui.

Taigi 1§ visy i1Svardyty fotodaugintuvy savybiy aiSkéja ju privalumai ir trilkkumai. Visy
pirma jie Siuo metu yra patys jautriausi detektoriai, gebantys uzregistruoti net ir pavienius
fotonus. Kitas ju privalumas — maZas triukSmas, kuris gali buti dar labiau sumaZintas
papildomai Saldant, ir paskutinis tiek pat svarbus ju privalumas, — nepaprastai trumpas laikinis
atsakas, igalinantis registruoti labai trumpus vyksmus ir atlikti jvairiausius 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
1§ Bell Labs laboratorijos sukiiré nauja atminties elementa, kuri pirma karta praktiSkai
panaudojo 1970 m. Taciau tuoj émé aisketi, jog dél gebéjimo Sviesa paversti elektriniu

signalu Sis iSradimas kur kas naudingiau gali buti panaudotas vaizdy fiksavimui. CCD — tai
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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 duomeny perdavima/nuskaityma i§ CCD matricos.
Vaizdinimas krtivio kaupimo jrenginiu susideda 1S trijy pakopu:
1. ApSvietimas, kurio metu Sviesa yra paverCiama elektronais (tai vyksta
kiekviename pikselyje);
2. Kruvio perdavimas i§ Sviesai jautraus elemento (pikselio) i nuskaitymo
irengini;
3. Kiriivio pavertimas itampa ir stiprinimas.
Vaizdas yra formuojamas, kai $viesa fotony pavidalu krinta ant mazy¢iy Sviesai jautriy
elementy — pikseliy (2.41 pav.). ‘ ‘
Kiekvienas pikselis gali biti Pikselis

isivaizduojamas kaip mazytis

. L 3
detektorius.  Kritusi  $viesa 4 ”
W, <)
inicijuoja elektrony atsiradima, E (f .
kuriy kiekis tiesiogiai priklauso ' _ (= :
nuo S§viesos intensyvumo bei CCD matrica
apSvietimo  laiko. Be to, Realus vaizdas

2.41 pav. Realus vaizdas yra projektuojamas ant daugybés
CCD elementy (pikseliy) — CCD matricos. Kuo daugiau
efektyvumas Siek tiek priklauso  pikseliu, tuo tolygesnis atrodo vaizdas

elektrony generavimo

ir nuo krintancios Sviesos bangos ilgio (spalvos). Deja, Sioje fotony vertimo i elektronus
grandyje CCD detektoriuose néra jokio stiprinimo, todél jais efektyviai gali buti registruojami
tik pakankamai intensyviis signalai. Sukaupti elektronai (kriivis) kaupiasi vadinamojoje
potencingje duobgje, kuri atsiranda, kai iSoriné jtampa yra prijungiama prie pikselio elektrody.
Taigi galima isivaizduoti, kad po kiekvienu pikseliu yra ,,duobé®, kurioje susirenka elektronai,
ir ju skaiCius proporcingas kritusios $viesos intensyvumui bei apSvietimo trukmei. Pikseliai
yra sujungti { kriivio perdavimo Seimas, kuriose panaudojant potencines duobes kiekvieno
pikselio kriivis yra gabenamas | nuskaitymo jrenginj. Dabartiniuvose CCD krtivio gabenimo
kanalai yra integruoti paciame CCD irenginyje. NuskaiCius kiekviename pikselyje
susikaupusi kriivi, jis yra paver¢iamas | intensyvuma ir Sitaip yra suformuojamas vaizdas.
Optinés biopsijos detektoriuose yra naudojami linijiniai CCD. Tai yra viena eile
i8déstyti kriivio kaupimo {renginiai. Kiekvienas Sviesai jautrus elementas sudarytas i§ p-n
sandura turinio fotodiodo. Kriivis, kuris atsiranda fotoelektrinés konversijos metu, kaupiasi

kaip vidinis elemento kriivis ir yra perduodamas i postiimio registra (angl. shift register). Juo
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kriivis eina iki nuskaitymo irenginio ir paeiliui yra nuskaitomos visu pikseliy vertés. Pagal tai,
kaip vertés nuskaitomos, linijiniai CCD yra skirstomi {:

e [tipo—vieno kanalo ir vieno i$¢jimo;

e Il tipo — dviejy kanaly ir vieno i§¢jimo;

e III tipo — dvieju kanaly ir dviejy i8¢jimu.

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

Pagrindiniai optinei biopsijai naudojamy 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 spektrinj ruoza.

Spinduliuotei patekus | registravimo {jrenginj, difrakcinés gardelés iSskleista
spinduliuoté krinta ant linijinio detektoriaus ir vienu metu yra registruojamas visy bangos
ilgiy (spalvy) spinduliuotés intensyvumas. Taigi didziausias CCD detektoriy privalumas yra
tas, kad vienu metu yra registruojamas platus spektras. Dazniausiai platesnis nei yra audinio
optinis atsakas; taigi optiné biopsija yra atliekama beveik akimirksniu. Nors CCD ir yra labai
patoglis naudoti signaly registravimui nuostoviojoje optiné€je biopsijoje, taciau ju laikinis

atsakas yra per létas laikinés skyros matavimames.

2.5. Optinés 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 | 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 konkrec¢iy optinés biopsijos prietaisy pavyzdziy.
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2.5.1. Spindulinis optinés biopsijos prietaisas

Sviesos 5
Saltinis Zadinimo

(L) monochromatorius
o— _£ ﬁ_ (ZM)

Difrakcine
gardele (DQG)

Atraminis
detektorius (AD)

arenc
gardele (DG)

Detektorius (D)

Emisijos
monochromatorius
(EM)

Sviesolaidis (S)

2.42 pav. Perkin Elmer fluorescencinis spektrometras, pritaikytas optinei biopsijai

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

galinCiuy veikti spektry parametrus. Visi prietaiso elementai yra skirti atlikti tam tikrai

funkcijai — pasitelkiant juos yra atlickami atitinkami matavimai. Stengiamasi informacija

gauti kuo paprastesniu biidu, tod¢l dazniausiai optin¢ diagnostika atlickama panaudojant kuo

maziau papildomy elementy. Sudétingas

I Plysys
A

!\
B

Plysys

2.43 pav. A — nefokusuotai spinduliuotei
sklindant pro plysj, pereina tik nedidelé jos
dalis, todél smarkiai maz¢ja intensyvumas; B
— kai zidinys yra ties plySiu, fokusuota
spinduliuoté pereina visa ir intensyvumas
neprarandamas

optinés biopsijos prietaisas remiasi spinduline

zadinimo—surinkimo  sistema. DaZnai  visa
sistema apsiriboja klasikiniu fluorescencijos
spektrometru  bei papildomomis zadinimo—
surinkimo sistemomis (2.42 pav.). Bitina visy
optiniy diagnostikos sistemy dalis yra Sviesos
Saltinis (L). Kadangi tokio tipo prietaisai yra
placiai taikomi, Siam tikslui naudojamos lempos.
Dazniausiai  tai yra  ksenono  lempos,
uztikrinanc¢ios gera fluorescencijos suzadinima
UV  srityje.  Lempos  spinduliuvoté  yra
fokusuojama | Zadinimo monochromatoriaus
(ZM) i¢jimo plysi. Fokusavimas uztikrina, kad

beveik visa spinduliuoté praeis pro plysi ir

pateks 1 monochromatoriy, t. y. nebus prarastas spinduliuotés intensyvumas (2.43 pav.).
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Zadinimo monochromatoriuje $viesa krinta i difrakcing gardele (DG) ir yra i$skaidoma i
spektra. Monochromatoriaus i$¢jime taip pat yra plySys, vadinamas i$¢jimo plySiu, pro kuri
praeina tik siaura spektro dalis. Kuri spektro dalis pereis, galima pasirinkti sukant difrakcing
gardele. Siuolaikiniuose prietaisuose difrakcing gardele galima sukti didziuliu tikslumu net iki
80 nm/s greiciu. Siekiant pakoreguoti skiriamaja geba arba padidinti jautruma, plySiy plotis
gali buti kei¢iamas. Tad i§ monochromatoriaus i$éjusi Sviesa yra fluorescencijos zadinimui
reikiamo bangos ilgio. Vienas i§ reikalavimy atliekant fluorescencinius matavimus yra
zadinanciosios spinduliuotés pastovumas. Jei dél kokiy nors priezas¢iy per tyrima S$viesos
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. Todel, 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 aukstesnés eilés difrakcijos,
zadinanciosios spinduliuotés kelyje papildomai gali biiti dedami filtrai (F). Kadangi paSaliné
Sviesa dazniausiai buna kitos spektrinés srities nei Zadinancioji spinduliuotg, tai jos atskyrimui
visiSkai pakanka gana apytikrio spektrinés srities modifikavimo metodo. Taip pat,
priklausomai nuo tyrimo tikslo, spinduliuotés kelyje gali biiti dedamas poliarizatorius (P).
Iprastiniuose spektrometruose zadinimo Sviesa patenka | bandiniy skyrelj, taciau tokiu atveju
galima atlikti tik ex vivo bandiniy opting biopsija, tod¢l, kad biity galima atlikti tyrimus in
vivo, tokiuose prietaisuose biitina modifikuoti Zadinimo—surinkimo sistema. DaZniausiai tam
yra naudojami $viesolaidiniai priedai (S). Dél to i bandiniy skyrel{ yra dedamas specialus
priedas, kuris i§ monochromatoriaus ateinancia spinduliuot¢ sufokusuoja i Zzadinimo
Sviesolaidi, o 1§ surinkimo Sviesolaidzio ateinancia fluorescencija perduoda i iprasta prietaiso
detektavimo sistema. Detektavimo sistema prasideda nuo fluorescencijos filtro (F), kuriuo
atlickamas apytikris spinduliuotés spektrinés srities modifikavimas, bei surinkimo
poliarizatoriaus — analizatoriaus (jei atlieckami poliarizaciniai matavimai). Toliau spinduliuoté
pro iéjimo plySi patenka | emisijos monochromatoriu (EM) (kaip ir zadinimo
monochromatoriaus plySio plotis gali buti keiiamas), kuriame surinkta spinduliuoté
difrakcine gardele yra iSskaidoma { spektra. I§ emisijos monochromatoriaus spinduliuoté yra
fokusuojama i i$¢jimo plysi. Kuri spektriné sritis iSeis i§ 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.
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Paskutinis registravimo sistemos elementas yra detektorius (D). Dazniausiai tokiose
sistemose yra naudojami jautriis, taciau nespartiis detektoriai (Cia reikia atskirti detektorius,
skirtus fluorescencijos su laikine skyra matavimams).

Aptartuose prietaisuose yra naudojama tik vieno tipo lempa ir vienas detektorius, todél
ju taikymas yra apribotas tik tam tikra spektrine sritimi, pavyzdziui, ultravioletine (UV) ir
regimosios $viesos (VIS), arba regimosios Sviesos ir artimaja infraraudonaja (NIR), arba tik
infraraudonaja (IR). Norint tiksliau istirti itarting vieta, kartais tenka atlikti keliy tipu opting
biopsija, todeél biity labai patogu, jei visus tyrimus biity galima atlikti tuo paciu prietaisu.

Ksenonolempa

_ ps trukmés
impulsy lempa

Standartinis
detektorius

Papildomas
detektorius

Spindulio

nukreipiklis
| . Bandiniy
ns trukmes Papildoma  laikiklis
impulsy lem veidrodin¢ optika

Zadinimo 2 \\
monochromato

Signalo
atenators

Atraminis Emisijos
detektorius _ i
monochromatorius
Poliarizatorius

Papildoma T-

eometrija i)
g J Bandmm Papildomas
skyrelis vadas
spinduliuotei

2.44 pav. Edinburgh Instruments spektrometras FL920, naudojamas jvairiy riiSiy optinei biopsijai
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Tam tikslui yra naudojamas modulinis spektrometras (2.44 pav.). Tai yra placiausiy
galimybiy pats sudétingiausias spektruy 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. Natiiralu, kad esant reikalui S§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
[vairiy tipy opting biopsija, reikalingas Sviesos Saltinis, spinduliuojantis $viesa nuo
ultravioletinés iki infraraudonosios spektrinés srities. Kadangi vieno Sviesos Saltinio, kuris
tolygiai spinduliuoty tokioje plagioje srityje, néra, naudojamos keliy tipy lempos. Cia taip pat
puikiai tinka ksenono lempa, kuri gali buti naudojama tiek UV, tiek VIS, tiek ir NIR
spektrinei sri¢iai. Tam tikrais atvejais ksenono lempa gali buti naudojama netgi IR sriciai,
taCiau jos emituojamas spektras néra tolygus. IR sri¢iai labiau tinkamos kvarco—volframo
halogeninés lempos. Abieju tipu 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 $altinius,
skirtus optinei biopsijai su laikine skyra. Pirmiausia — tai impulsin¢ ksenono lempa, kurios
impulso trukmé siekia kelias nanosekundes, taciau tam tikrais atvejais tokia trukmé yra per
ilga. Tod¢l papildomai reikia itin trumpy impulsy (kuriy trukmé pikosekundziy eilés) Sviesos
Saltiniy. Tam yra naudojami impulsiniai lazeriai, kurie taip pat yra prijungiami prie
spektrometro per specialy lazerinés spinduliuotés ivada. Taciau, jei atliekant optinés biopsijos
su laikine skyra tyrimus reikéty pakeisti zadinimo bangos ilgi, reikéty pakeisti lazerji. Si
procediira yra labai paprasta ir uZtrunka vos kelias minutes. Stai &a ir pasireiskia
negin¢ijamas lempuy privalumas — galimybé pasirinkti zZadinimo bangos ilgi i$ plataus ju
emituojamo spektro. Visiems plataus spektro Sviesos Saltiniams reikalinga spektrinés sudéties
modifikavimo sistema. Taigi visos lempos yra jungiamos taip, kad padedant ivairioms
optinéms sistemoms (lgSiams, veidrodziams ir kt.) ju spinduliuotés buty 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
18skirtos Sviesos spalvos, nulemia tiek pati gardelé, tiek monochromatoriaus matmenys.

Kadangi tai yra atskiras modulis, jis gali biiti daromas tiek mazas, tiek ir didelis. Pralaidumas
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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 sritj, kurioje numatoma dirbti. Sitaip yra islaikomas didelis monochromatoriaus
pralaidumas placiu spektriniu ruozu.

Paskutinis parametras, kuriuo apibiidinamas monochromatorius, yra Sviesos kiekis uz
pasirinktos spektrinés srities (spalvos) riby. Norint sumazinti pasalinés Sviesos kieki, reikéty
i$skirta tam tikros spalvos spinduliuote dar karta leisti per monochromatoriy. Moduliniame
spektrometre ir tai gali biiti padaryta sujungiant du atskirus monochromatorius. Be to,
monochromatoriai turi i¢jimo ir i$¢jimo plysius, kuriy plociai gali biti keic¢iami.

Kita modulinio spektrometro dalis — bandiniy skyrius, kuris optinei biopsijai néra
svarbus, nes tyrimai atlieckami tik su iSpjautais bandiniais. Tac¢iau jame yra svarbis 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
anksCiau aptartame prietaise, norint ji padaryti tinkama optinei biopsijai, reikia modifikuoti
zadinimo—surinkimo sistema, taigi i bandinio vieta yra dedama speciali fokusavimo sistema,
kuri spinduliuotg suveda { Sviesolaiding Zadinimo—surinkimo sistema. Bandiniy skyriuje yra
dar vienas jvadas Sviesos S$altiniui, t. y. biidas aplenkiant monochromatoriy. Jis yra skirtas
lazeriniams Sviesos Saltiniams, kuriy spinduliuoté yra monochromatiné.

Surinktas fluorescencijos signalas toliau tgsia keliong | detektoriy. Emisijos atSaka yra
labai panasi i 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
skaiCiy 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 sri¢iai 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 létus vyksmus, todél daznai pakanka tik dvieju
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detektoriy. Tacdiau galima prijungti visus keturis detektorius ir neatliekant jokiy pakeitimy

prietaise registruoti jvairiy tipy spektrus.

2.5.2 Sviesolaidinis optinés biopsijos prietaisas
Optiné biopsija taikoma daznai apsiribojant vienu ar keliais fluorescencijos metodais,
todé¢l sudétingos sistemos naudojimas ne visada pasiteisina. Ypac¢ dél to, kad dirbant su
iSvardytais prietaisais reikia turéti daug fizikiniy Ziniy ir patirties. Sudétingos sistemos
paprastai yra naudojamos pavieniams, ypac¢ sudétingiems tyrimams atlikti, o per kasdienius
tyrimus optiné biopsija dazniausiai yra atlickama $viesolaidiniais prietaisais. Tokie prietaisai
turi negincijama privaluma — tai mobiliis diagnostikos aparatai, kuriuose yra minimalius
komponenty skaicius, t. y. tik butinos optinei biopsijai atlikti dalys. Visi komponentai yra
specifiniai, nes jie sujungiami Sviesolaidziais.

Maitinimo lizdas
(12vD6) Aptarsime visas $viesolaidinio prietaiso dalis,

pradédami Sviesos Saltiniu.

Dazniausiai fluorescencijos Zadinimui

m yra naudojamas S$viesa emituojantis diodas
5 mm skersmens $viesos
/ diodai (LED) (LED) :

Jis yra {tvirtinamas specialiai

SMA 905 jungtis

Sviesolaidziui. o parengtame korpuse, kuriame yra visi
2.45 pav. Sviesolaidinis Sviesos Saltinis LS-450
(Ocean Optics) reikalingi optiniai ir mechaniniai elementai

Sviesolaidzio prijungimui prie Sviesos Saltinio.
Paveiksle 2.45 pavaizduotas optinei biopsijai naudojamas Sviesos S$altinis. Tai yra vieno
bangos ilgio Sviesos S$altinis, nors jo emituojamos spinduliuotés spektro plotis siekia 10-15
nm. Jo viduje imontuotas 5 mm skersmens Sviesos diodas, kurj galima pakeisti kito bangos
ilgio Sviesos diodu. Visi optinés biopsijos aparatiros 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 Zadinanc¢ios spinduliuotés spektro siauruma. Naudojant LED‘us tai néra
biitina, nebent norima ,,nupjauti ilgabangi LED spinduliuojamos juostos krasta, kad jis

nepersidengty audinio fluorescencijos juosta.

69



Fluorescencijos Zadinimo—surinkimo sistemos pasirinkimas priklauso nuo tiriamos
vietos bei keliamy tiksly. Dazniausiai tai btina bifurkaciné Sviesolaidiné sistema su jvairiy
tipy antgaliais. Siekiant sumazinti §viesos 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 steriliis (plastikiniai, stikliniai ir kt.)
antgaliai. Audinio optinis atsakas — fluorescencija — surinkimo at3aka eina i detektoriy. Cia
butinai yra reikalinga spinduliuotés spektrinés sudéties modifikavimo sistema, kurioje yra
nufiltruojama zadinancioji spinduliuoté. I§ Sios sistemos nufiltruotas optinis signalas eina {
spektry registravimo jrenginj. Svieso-laidiniame optinés biopsijos prietaise néra spinduliuotés
i§skaidymo 1 spalvas irenginio — monochromatoriaus, ta¢iau, norint uzregistruoti spektra, jis
yra biitinas. Taigi, kaip tai atlickama? Sviesolaidiniame prietaise visi detektavimui reikalingi
komponentai yra spektry registravimo irenginyje. Paveiksle 2.46 pavaizduotas USB2000+
(Ocean Optics) spektry registravimo irenginys. Spinduliuoté 1§ Sviesolaidzio per SMA 905
jungti (1) patenka i prietaisa. Sviesos srautas jéjime yra apribojamas specialaus plysio (2),
kurio plotis gali biiti nuo keliy mikrony iki keliy Simty mikrony. Nuo §io plySio priklauso
skiriamoji geba. Kuo siauresnis plySys, tuo ji geresné, taciau tuo maziau Sviesos patenka i
spektry registravimo jrengini, todé¢l mazéja prietaiso jautrumas. Daugeliu atveju 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€jima Itaisyti zadinanciosios
8.91 cm

spinduliuotés nepraleidzianti
fluorescencijos filtra (3). Tokiu
atveju  fluorescencijos  surinkimo
atSakai bus nereikalinga spektrinés

sudéties  modifikavimo  sistema.

un €€°9

Toliau spinduliuoté besiskésdama

sklinda iki sferinio veidrodzio (4),

kuris suformuoja lygiagrety pluosta.

Atsispindéjusi  (jau  lygiagreciu
2.46 pav. USB2000+ (Ocean Optics) $viesolaidinis

spektry registravimo jrenginys pluostu) Sviesa krinta i difrakcing

gardele (5). Cia vyksta spinduliuotés
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iSskaidymas. Kaip minéta, difrakcinés gardelés paskirtis ir yra iSskaidyti spinduliuote i
spalvas (bangos ilgius).

Renkantis spektry registravimo irengini reikia nuspresti, kurioje spektrinéje srityje bus
registruojami spektrai, nes pagal tai reikia pasirinkti difrakcing gardelg. Taip pat reikia
pasirinkti ir réziy skai¢iy gardeléje, nes nuo to priklauso skiriamoji geba. Siuo atveju didesnis
réziy skaiCius lems geresng skiriamaja geba, taciau tokia gardele bus galima registruoti
siauresni bangos ilgiuy diapazona. Pavyzdziui, jei i¢jime esame pasirink¢ 200 pm plocio plysi
ir gardelg, kurioje yra 1200 réziw/mm, tai jos skiriamoji geba bus ~1,5 nm ir ja bus galima
registruoti ~220 nm plocio spektra (pavyzdziui, nuo 400 nm iki 620 nm). Atitinkamai
pasirinkus gardelg, kurioje yra 600 réziy/mm, turésime ~4 nm skiriamaja geba ir galésime
registruoti ~500 nm plocio spektra. Difrakcinés gardelés i 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 mazu eilute isdeéstyty
detektoriuky. Viename CCD elemente gali buti 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
detektoriais dazniausiai nepavyksta uzfiksuoti signalo. Registravimo elementy skaicius
detektoriuje nulemia skiriamaja geba. Kuo daugiau detektoriaus elementy, tuo geresné
skiriamoji geba, tac¢iau nukencia jautrumas. Atitinkamai detektorius su mazesniu skai¢iumi
registravimo elementy pasizymi didesniu jautrumu ir prastesne skiriamaja geba. Tad renkantis
prietais 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 { registravimo elementa — taip
yra uzregistruojama beveik visa atéjusi spinduliuoté. Taip pat pries detektoriy gali biiti
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 eiliu Sviesa
reikia nufiltruoti.

Paskutinis parametras, kuri reikéty apsvarstyti renkantis Sviesolaidinés optinés

biopsijos sistemos spektry registravimo irengini, yra detektoriaus iéjimo langelis (9).
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Skirtumas yra toks: jei spektrai bus registruojami, UV srityje yra naudojamas kvarcinis
langelis, jei ne — paprasto stiklo.
Taigi nesudétingiems optinés biopsijos taikymams labai patogi yra nedidelé, paprasta,

mobili $viesolaiding sistema (2.47 pav.). Tai ypac pravartu, kai reikia atlikti opting biopsija

Spektry registravimo
irenginys USB2000+
{Ocean Optics)

Filtriné spekirinés

sudeties modifikayimo
ma FH-INLINE:
(Avanies)

Zadinimo atSaka T, = Surinkimo atSaka

2.47 pav. Sviesolaidiné optinés biopsijos sistema. Kairéje puséje yra fluorescencijos zadinimo atsaka,
sudaryta i§ Sviesos Saltinio, filtrinés spektrinés sudéties modifikavimo sistemos bei bifurkacinés
$viesolaidinés sistemos zadinimo atSakos; deSinéje puséje yra fluorescencijos surinkimo atSaka,
sudaryta i§ bifurkacinés Sviesolaidinés sistemos surinkimo atSakos, filtrinés spektrinés sudéties
modifikavimo sistemos ir spektry registravimo jrenginio

nevaik$c¢iojantiems arba sunkiai vaiks$¢iojantiems pacientams. Turint toki mobily prietaisa,
kuris nesunkiai gali buti nugabentas i§ vienos vietos 1 kita, smarkiai prasiplec¢ia optinés
biopsijos taikymo galimybés — ankstyvoji itartiny viety diagnostika gali biiti atliekama net ir
lankant pacientus namuose. Sviesolaidiné 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
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optinés biopsijos metodais yra labai sunku, nes ju fluorescencijos spektrai dengia vieni kitus.
Taciau kiekviena 18 fluorescuojanc¢iu molekuliy turi tik jai biidinga Svytéjimo trukme,

t. y. viena molekulé gali fluorescuoti truputi ilgiau uz kita. Taigi, uZregistravus bendra
Svytéjimo trukme, matematiniais metodais galima jvertinti, kiek skirtingy tipy molekuliy
(kiekvienas tipas turi biidinga $vytéjimo trukme) 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 apSvieciamas zadinancios spinduliuotés
impulsu (blyksniu). Impulso trukmé turi buti kuo trumpesné, t. y. daug trumpesné uz
tirlamyjy molekuliy fluorescencijos trukmg. Registruojamas Svytéjimo intensyvumo
maz¢jimas (gesimas) laikui bégant ir i§ gauto grafiko duomeny skaiciuojama fluorescencijos
gesimo trukmé 1. Gesimo trukmé suprantama kaip laikas, per kurj Svytéjimo intensyvumas
nuo maksimalios vertés (pradiniu laiko momentu t = 0) sumazejo 1/e karto. Atliekant Siuos
matavimus fluorescencija dazniausiai 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. Alternatyviis
metodai — daZniniai arba fazés moduliavimo. Siuo atveju bandinys yra apgvie¢iamas
moduliuoto intensyvumo zadinanciaja spinduliuote, t. y. Sviesos intensyvumas kei¢iamas nuo
maksimalaus iki tam tikro minimalaus. Toks intensyvumo keitimas atlieckamas daug karty ir
labai greitai (vienas intensyvumo sumazinimas ir padidinimas uztrunka keleta
nanosekundziy). Tokia moduliuvota Sviesa suzadinta molekulé atsakys taip pat — jos
fluorescencija bus tai labai stipri, tai labai silpna. UZregistrave 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 véliau nei zadinanciosios
spinduliuotés. Taip yra todél, kad suzadinta molekulé ne i§ karto duoda optini atsaka. Sitas
laiko skirtumas tarp maksimaliy intensyvumy yra uZzregistruojamas kaip faziy poslinkis,

kuriuo remiantis skai¢iuojama molekulés Svytéjimo gesimo trukmé.
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Siuo metu fluorescencijos gyvavimo trukmiy matavimams daZniausiai yra naudojami
impulsiniai metodai. I§ visy impulsiniy metodu placiausiai taikomas per laika koreliuoty

pavieniy fotony skaiCiavimas (angl. time correlated single photon counting TCSPC).

[

Lazeris
Monochromatorius
— Bandinys
Fotodiodas (R :
: Fotodaugintuvas
7~ Laiko-jtampos keitiklis
s S fs
T < : T
A & R 5 ‘o
R s T 0 PP
T ar P :

feeeenneen \ .......... S I:alkas Booooo0000 /

Daugiakanalis analizatorius

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

Aptarsime ji placiau ir susipazinsime su fluorescencijos gyvavimo trukmiy registravimo
aparatiira. Principiné TCSPC schema pavaizduota 2.48 paveiksle. Tyrimas prasideda
zadinimo impulso generavimu. Didelio pasikartojimo daznio lazeris siuncia ultratrumpuosius
impulsus | bandini. Dalis lazerio impulso Sviesos atskeliama pluoSto dalikliu ir kreipiama
fotodioda, kuris generuoja elektronini impulsa. Sis impulsas toliau patenka i diskriminatoriy,
kuris i$ diodo impulso generuoja skaitmeninj elektronini impulsa, vadinama ,,starto* impulsu.
»Starto* impulsas patenka { vadinamaji laiko—jtampos keitiklj ir ji paleidzia. Laiko—jtampos

keitiklis yra prietaisas, i$skiriantis jtampa, proporcinga laiko tarpui tarp dviejy elektroniniy
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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—itampos keitiklyje atsiranda jtampa,
proporcinga laiko tarpui tarp ,,starto® ir ,,stop* fotonu pasirodymo, arba, paprasciau tariant,
trukmei tarp bandinio suzadinimo ir fotono i3spinduliavimo. Si jtampa uZraSoma
daugiakanaliame analizatoriuje, kuriame naudojant analogini—skaitmeninj keitikli ji yra
pakei¢iama | laika. Cia reikéty priminti, kad audinyje esandios to paties tipo molekulés
fluorescencijos fotong iSspinduliuos nebiitinai tuo paciu metu. Priklausomai nuo daugybés
veiksniy, viena molekulé ji iSfluorescuos po 1 ns, o kita to paties tipo molekule gali
fluorescuoti net po 5 ns ir dar veéliau. Kiek molekuliy fluorescavo po 1 ns, 2 ns ir t. t.,
skai¢iuoja daugiakanalis analizatorius. Sis analizatorius — tai elektroninis prietaisas, kuris
paskirsto itampas (kurios atitinka tam tikras trukmes) i kanalus pagal ju vertg, pavyzdziui,
itampos nuo 0 iki 0,1 V (kurios atitinka 1 ns trukme) paklitiva i pirmaji kanala, nuo 0,1 iki 0,2
V (atitinka 2 ns trukme) — 1 antraji ir t. t. Kiekvienas kanalas turi su juo susieta skaitikli, kurio
verté padidinama vienetu, jei i ji pakliiva 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
suskaic¢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 18spindulivos fotona. Jei pavykty pamatuoti A4¢ daugelj karty, gautos vertés pasiskirstyty
pagal tikimybg, jog molekulé iSspinduliuos fotona tam tikru laiko momentu. Tai ir atlickama
per laika koreliuoty pavieniy fotony skai¢iavimo eksperimenta.

TCSPC metodas — elektroninis metodas, taigi pagrindinis jo trilkumas — nelabai gera
laikine skyra. Pazymékime, kad ja riboja ne detektoriy (fotodiodo, fotodaugintuvo) atsako
laikas: diskriminatoriai registruoja ne pati atsaka, bet generuoja sinchronizacijos impulsa tada,
kai detektoriaus itampa pasiekia tam tikra procenta maksimalios jtampos. 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 trukmeés vyksmus. Paklaidas salygoja vadinamasis ,tirt¢jimo* (angl. jitter)
triukSmas, t. y. detektoriaus atsako formos kitimas nuo impulso iki impulso. Praktikoje
TCSPC metodika leidzia pasiekti apie 50 ps laiking skyra. Kaip dar vieng trikuma, galima

paminéti tai, jog metodas yra i§ esmés vienspalvis: vienu metu registruojamas fluorescencijos
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gesimas ties vienu bangos ilgiu, o norint registruoti platu spektra, reikia matuoti daugeli
bangos ilgiy paeiliui.

Taciau TCSPC metodika turi svarbiy privalumy: jai nereikia dideliy lazerio
intensyvumy (netgi prieSingai — impulsy energijos negali biiti per didelés, nes visas metodas
grindziamas prielaida, kad i§ kiekvieno impulso bandinys iSspinduliuoja tik viena
fluorescencijos fotona, kuri registruoja detektorius), beveik visai nesvarbus lazerio stabilumas
(t. y. net jei lazerio impulsy energijos svyruoja labai smarkiai, pavyzdziui, du kartus).
Kadangi metodas yra kaupiamasis, galima skaiiuoti fotonus tol, kol signalo—triuk§mo
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 iSpopuliar¢jo, kai atsirado diodiniai lazeriai, galintys generuoti apie 100 ps

trukmés impulsus.
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3. METODINIS PRIEDAS

3.1. Fluorescencijos spektroskopijos principai
Fluorescencijos ir fluorescencijos zadinimo spektry registravimui panaudojamas

prietaisas Perkin Elmer LS 55. Jo principiné optiné schema atvaizduota 2.42 pav. ir 3.1 pav.

Ellipsoid
M(E)S :
m rr-:-r4 Sample
Source M photom ultiplier
Ho—é\\\,, Slit Slit
| — it O SISO m— —
entry Exit Mirror
, M(S) 3,
Mirmrar
M(S)3

Emission

)
")
E xcitation Emission Sy,
fitter polarizer

Slit
excitation

exit /

Total Emission
Mirrar
(optional)

Mirror
Grating  M(T)1

irrar Mirror
M(F)2  M(F)2,

Reference
Photodiode

3.1 pav. Spektrofotometro LS 55 optiné schema (Zr. 2.42 pav.)
Sviesos 3altinis - ksenono lempa, generuojanti intensyvius ir trumpus $viesos impulsus.
Sviesa fokusuojama elipsoidiniu veidrodziu M(E)5 ir toroidiniu veidrodziu atspindima i
suzadinancios $viesos monochromatoriaus i¢jimo plySi. Monochromatorius sudarytas i$
i¢jimo plySio, gardelés (angl. grating), sferinio veidrodzio ir i$éjimo plySio. Pro
monochromatoriaus i$¢jimo plysj iSeina beveik monochromatiné Sviesa su gardelés apibréztu
centriniu bangos ilgiu. Gardelés kampas valdomas zingsniniu varikliuku. Dauguma
zadinancio spindulio toroidiniu veidrodziu M(T)1 fokusuojama i méginio vieta, tik maza dalis
spindulio energijos dichroiniu veidrodziu (angl. beamsplitter) atspindima 1 etalonini
(standartini) (angl. reference) fotodioda. Atsakymas koreguojamas etaloninio diodo pagal
rodamino korekcing kreive, kuri jraSyta prietaiso atmintyje. Rodamino daZzai sugeria energija
nuo 230 iki 630 nm ir i§spinduliuoja apie 650 nm su beveik pastoviu kvantiniu efektyvumu.
Meéginio iSspinduliuota energija yra fokusuojama toroidiniu veidrodziu M(T)1; {
emisijos monochromatoriaus {¢jimo plysi. Emisijos monochromatoriy, kaip ir zadinanciosios
Sviesos monochromatoriy, sudaro i¢jimo plySys, sferinis veidrodis M(S)3;, gardelé¢ ir i§¢jimo

plySys. Pro emisijos monochromatoriaus (taip pat kaip ir pro Zadinimo §viesos
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monochromatoriaus) i$¢jimo plysi iSeina beveik monochromatiné Sviesa su gardelés apibréztu
centriniu bangos ilgiu. Gardelés kampas valdomas Zingsniniu varikliuku. Zadinimo ir emisijos
monochromatoriai gali skenuoti savo srityse nepriklausomai, sinchroniskai ar tik pazymétus
taskus ju srityse.

Sinchroniskai skenuoti galima pasirinkus bet kuri pastovuy bangos ilgiy skirtuma ar
pastovy energijos skirtuma tarp Zadinimo ir emisijos monochromatoriy. Monochromatoriy
spektro sritis:

e Suzadinimo — nuo 200 nm iki 800 nm ir nuliné parinktis (angl. order);

e Emisijos — nuo 200 nm iki 900 nm ir nuliné parinktis. (Jautrios spektro srities virSutiné
vert¢ padidinta nuo 650 nm iki 900 nm pakeitus standartinj fotodaugintuva i labiau
raudonoje srityje jautry fotodaugintuva R928)

Pastaba: Ksenono Saltiniy UV spinduliuotés iSeiga greitai mazéja srityje < 230 nm. Nauji
Saltiniai turi daugiau energijos $ioje srityje.

PlySio plotis gali buti kei¢iamas duodant skiriamaja geba nuo 2,5 nm iki 15 nm
suzadinimo monochromatoriui ir nuo 2,5 nm iki 20 nm emisijos monochromatoriui. Zingsnio
ilgis 0,1 nm. Taip pat gali biiti parinkta nulin¢ verté tiek suzadinimo, tiek emisijos
monochromatoriy plySiuose ir duoti skiriamaja geba < 2 nm.

Elektronikos sistema ir signalo apdorojimas. Visi spektriniai duomenys fiksuojami
fotodaugintuvu. Duomeny signalai prie§ patekdami i kompiuteri pereina integravima,
konvertavima, vidurkinima, skaitmeni filtra ir normavima. Duomeny signaly kelias per LS 55

parodytas elektroninéje schemoje ir signalo apdorojimo schemoje.
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Photodiode
|
N

i/?(E-\‘ Excitation B Spiit Samol
\ Source/—1-"| Monochromator eam Sputier Sample
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Whee!
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Excitation Monochromator Control
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3.2 pav. Spektrofotometro elektronikos schema
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3.3 pav. Spektrofotometro signalo apdorojimo schema

Instrumento darbo rezimai

Fluorescencija

Kai prietaisas dirba fluorescencijos réZime, kiekvienas duomeny rinkinio ciklas
integruojamas keturis kartus: du kartus emisijos kanale ir du kartus Zadinimo kanale.
Integravimas atliekamas pastovy laiko tarpa, atsizvelgiant | paskutini Saltinio blyksni.
Saltinio spinduliuotés piko plotis maZiau nei 10 ps, o integravimas trunka 80 ps, kad bity
surinktas visas signalas. Efektiné tamsiné srové (kuriamas signalas, kai | fotodaugintuva
nepatenka Sviesa) yra pasalinama trumpam uzdarant abu kanalus prie§ kita Sviesos blyksni.

Tamsinés sroves signalas yra atimamas i$ pagrindinio fluorescencijos signalo.

Fosforescencija

Kada prietaisas dirba fosforescencijos rézime, emisijos integravimo laikas néra
fiksuotas ir yra nustatomas vartotojo. Integravimas gali buti atidétas iki 9 s po Sviesos
blyksnio. Tai vélinimo ar uzlaikymo(delay) trukmé. Rinkimo (gate) trukmé — trukmé, per
kurig atliekamas integravimas — gali biti kei¢iama nuo 0,01 ms iki 500 ms. Jei uZlaikymo ir
rinkimo trukmé virSija 13 ms, ciklo trukmé turi biiti padidinta, kad leisty ilgesni duomeny
sekos perioda.

Saltinis gali pulsuoti nuo 1 iki 10 karty, optimizuojant méginio suzadinima ir

duomeny seka. Suzadinantis impulsas visada biina duomeny sekos ciklo pradZioje. Rinkimo ir
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uzlaikymo trukmés yra matuojamos nuo paskutinio impulso pradzios suzadinto impulso
voroje. Inicijuojant fosforescencijos matavimus, tamsiné srové yra pamatuota, jos verté

iSsaugota ir atimama i§ visy méginio signaly.

Chemi- ir Bio-liuminescencija

Prietaisui dirbant chemi- ar bio-liuminescencijos rézime, Sviesos Saltinis yra i§jungtas.
IS méginio ateinancia Sviesa fiksuoja fotodaugintuvas. Integravimo laiko intervalas yra toks
pat kaip fosforescencijos rézime, bet signalas néra normuojamas. Inicijuojant fosforescencijos
matavimus, tamsiné srové yra pamatuota, jos verté iSsaugota ir atimama i$ visy méginio

signaly.

Signalo konversija

Po integravimo fotodaugintuvo signalai yra sutankinami, paduodami i stiprintuva
(auto-ranging amplifier) ir 12-bity nuoseklios aproksimacijos analogini skaitmenini (A-D)
konverterj. Stiprintuvas sustiprina signalg ir taip optimizuoja A-D konversija. Konversija
gaunama naudojant 12 bity DAC (digital to analogue) keitiklj ir palyginimo bloka, kur 12 bity
mikroprocesoriy. Tamsiné srové yra skaitmeniskai atimama i$ etaloninio signalo ir taip pat i$
méginio signalo, kad duoty tikra nuli.

DAC taip pat naudojimas valdyti analogines iSeigas, kaip diagramy iSsaugojimo

Itaisas ir kitiems priedams.

Bloko vidurkinimas

Skenuojant, signalas i§ duomeny sekos ciklo yra vidurkinamas. Vidurkinimo laipsnis
priklauso nuo skenavimo grei€io pasirinkimo ir duomeny intervalo. Jei duomeny sekos
skaiCius néra sveikas, tada bloko vidurkio verte imamas mazesnis sveikas skaic¢ius. Su 0,5 nm
pagrindiniu duomeny intervalu, duomeny sekos skaiCius, kuris yra suvidurkintas esant

vairiems skenavimo grei¢iams, yra parodytas zemiau esancioje lenteléje.

Scan Speed Block Average Width Block Average Width
nm/min (50 Hz) (60 Hz)
30 50 60
120 12 15
480 3 3
1500 1 1
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Laiko valdymas
Laiko valdymo rézime bloko vidurkinimy suma yra tiksliai apibrézta laiko vertés.
Bloko vidurkiy suma yra suderinta sukurti 2% ir 98% reakcijos signalus per apibrézta

reakcijos laika. Pagrindinis reakcijos laikas yra 0,5 sekundés.

Normavimas ir pataisos

Kai méginio ir standartinis kanalai atlieka bloko vidurkinima, tada jie normuojami,
kad i8skirti signala i$ triukSmy ir paSalinti Saltinio artefaktus. Tada normuotas signalas, pagal
pasirinkima, iSvedamas | bangos ilgio ar laiko skalg, gaunant tinkama atsakyma. Rezultatas
sudauginamas su rodamino korekcine kreive, kuri iSsaugota prietaise, pataisant 1S

fotodaugintuvo gauta kreive.

3.2. Sugerties spektroskopijos principai

3.4 pav. Sugerties matavimo schema

Darbas su spektrometru

Ivairiems spektriniams matavimams laboratorijoje naudojama eksperimentiné schema
susideda 18 iy komponenty:

« Sviesolaidinio spektrometro

« Sviesolaidinio §viesos $altinio

o Keturiy langeliy kiuveciy laikiklio

o Jungiamuyjuy Sviesolaidziy
Sia sistema, atlikus nedidelius pakeitimus, galima atlikti sugerties, fluorescencijos ir
deguonies koncentracijos matavimus. 3.4 pav. pateikta paprasCiausia sugerties matavimo
schema.

Schemos komponenty funkcijos ir veikimo principai

Panagrinésime sistemos komponentus detaliau.

Sviesolaidinis spektrometras Avantes AvaSpec-3648
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3.5 pav. Czerny-Turner monochromatoriaus optiné schema

Eksperimente naudojamo Sviesolaidinio spektrometro optiné schema yra Cherny-Turner tipo
(3.5 pav.). Ji veikia Sitaip: Sviesa Sviesolaidziu pro i¢jimo plysi (A) patenka i spektrometra.
Pirmasis kolimuojantis sferinis veidrodis (B) patekusia Sviesa kolimuoja ir nukreipia i
difrakcing gardelg (C). Nuo jos skirtingy bangos ilgiy Sviesa atsispindi skirtingais kampais.
Sia $viesa antrasis kolimuojantis sferinis veidrodis (D) nukreipia ir fokusuoja i detektroiy
(CCD ar diodiy liniuote) (E), kuria spektras yra registruojamas ir perduodamas i kompiuteri
USB 2.0 sasaja vaizdavimui ar apdorojimui. Keiciant i€¢jimo plySio (A) ploti galima parinkti |
spektrometra patenkancios Sviesos kieki, t.y. valdyti gaunamo spektro intensyvuma. Kampas,
kuriuo atspindi gardelé, bei jos konstanta nustato vidutini bangos ilgi ir spektrinio lango ploti.
Gardelés konstanta bei i¢jimo plySio plotis taip pat salygoja prietaiso skyra: juo mazesnis
plySys ir didesné gardelés konstanta, tuo geresné prietaiso skyra, taciau siauresnis spektrinis
langas ir maZesné spektro integralin¢ galia. Eksperimente naudojamo spektrometro plySiy
plociai, gardel¢ ir jos posiikio kampas yra parinkti gaminant spektrometra ir vartotojo
nekeiciami. Tokio tipo spektrometrinio irenginio jautrumas yra ribojamas keliy faktoriy. Visy
pirma, bet koki reali optiné sistema turi yduy. Jautruma daugiausiai riboja foniné Sviesa.
Skiriamos kelios jos atsiradimo prieZastys: aplinkos apSvieta, nuo optiniy ar mechaniniy
elementy nepageidaujama kryptimi atsispindéjusi ar iSsklaidyta Sviesa bei aukstesniy eiliy
spektrai. Pirmoji prieZastis nesunkiai paSalinama spektrometra patalpinant Sviesai nelaidzioje
dézéje. Trecioji priezastis tampa svarbi tada, kai spektrinio lango plotis pakankamai didelis.
Jos sprendimo biidai yra keli — galima riboti spektrinio lango plotj arba, jeigu reikia pastarojo

reikia plataus, prie§ detektroiy optiniame kelyje pastatyti aukStesniy (paprastai pakanka
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antros) eiliy spektry filtrus. Antroji problema sudétingiausia ir ja galima spresti tik tobulinant
optiniy ir mechaniniy elementy gamybos ir mazguy surinkimo technologija. Klasikiniuose
monochromatoriuose (2 pav. pateiktoji schema bty klasiking, jeigu vietoj detektroiaus (E)
bty iS¢jimo plySys) su Sia priezastimi kovojama nuosekliai sujungiant kelis
monochromatorius. Siuolaikiniams spektriniams matavimams tokia schema yra gana brangi —
visy elementy reikia turéti po du. Avantes spektrometrai visi yra uzdaro tipo, o eksperimente
naudojamame yra ir antros eilés spektro filtras.

Kadangi spektro registravimui naudojame elektroniné sistema, reikia atsizvelgti ir { jos
sukeliamus triuk§mus bei signalo diskriminavimo paklaidas. ReikSmingi triukSmy Saltiniai yra
keli: Siluminiai triukSmai bei skaitymo triukSmai (labiau pasireiSkia kai detektorius yra CCD
liniuoté). Siluminiy triuk§muy prieZastis, suprantama, yra auks$tesné uz absoliutuji nulj
temperatira. Gana efektyvus biidas jiems sumazinti yra detektoriaus Saldymas
termoelektroniniu elementu ar suskystintomis dujomis. Sios galimybés eksperimente
naudojamas Sviesolaidinis spektrometras neturi. Skaitymo triukSmai 1§ esmés yra
neiSsprendziama problema, taciau naudojant ypa¢ aukstos kokybés elektronika ir mazinant
skaitymo daznj galima pasiekti, jog Sios rusies triukSmai biity ne pagrindinis elektronikos
paklaidos Saltinis. Praktikoje su triukSmais paprastai susidorojama statistiSkai apdorojant
duomenis — tiek Siluminés tiek elektroninés kilmeés triukSmai galima sakyti yra atsitiktinio
pobiidzio lyginant su signalu, taigi sukaupus daug to paties proceso matavimuy, juos
statistiSkai apdorojus galima gauti pakankamai gera signalo/triuk§mo santykj turinti rezultata.
3.1 lenteléje pateikti pagrindiniai Sviesolaidinio spektrometro Avantes AvaSpec-3648

parametrai.

3.1 lentelé. Pagrindiniai Sviesolaidinio spektrometro AvaSpec-3648 parametrai

Optiné schema Simetriné Czerny-Turner, optinio kelio ilgis
75 mm

Spektrinis langas 200 — 1100 nm

Skyra

Foniné apsvieta <0.1 %

Jautrumas (naudojant AvaLight-HAL ir 14000 s.v./uW (integravimo laikas 1 ms)

8 um Sviesolaidi)
Detektorius CCD liniuoté, 3648 vaizdo elementai

Signalo ir triukSmo santykis 350:1
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AD keitiklis 16 bity, 1 Mhz taktinio daznio

Galima integravimo trukme 10 ps .. 10 min

Spektry  registravimo  sparta  su 3,7 ms vienam matavimui
vidurkinimu

Darbas su spektrometru

Spektriniai matavimai atliekami programa AvaSoft. Jos nuoroda yra ant darbalaukio ir
paleidimo meniu. Paleid¢ programa turétuméte matyti Sitokj vaizda:

AvaSuft[E] 6.2.1 SIMULATION MODE - SIMULATION MODE - SIMULATION MODE - 2005 Avantes = |E||5|
File Setup Wiew Application  Help

sl B W& BH[SATIDEAD b
Integration time [ms: W Average: |1— Wavelength [m: |'392-?D

HcE

lif

- - ;
q00

(i il
1,000 1,100

er I-!;]tl'l [nmy]

[Master  [File: AYANTESOOOL.ROH |amplitude: 16383 [Smoothing: 0 [Spline: OFF | 4

3.5 pav. Pradinis AvaSoft programos lango vaizdas
Vartotojo sasaja sudaro Sie elementai: meniu juosta, jrankiy juosta, nustatymy juosta,

informacijos juosta ir matavimo rezultaty langas.

Matavimo rezimai

SATI|I

3.6 pav. Rezimo parinkimo mygtukai

Yra keturi matavimo rezimai (3.6 pav.):
- Paprasto vaizdavimo (Scope)
- Sugerties (Absorbtion)

- Pralaidumo (Transmittance)
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- Spinduliavimo (Irradiance)
Eksperimente ketvirtas rezimas nebus naudojamas.

Matavimo rezimai parenkami jrankiy juostoje arba i§ View meniu.

Integravimo trukmé ir vidutinio spektro matavimas

Skyriuje apie spektrometra buvo uZsiminta apie i¢jimo plySio jtaka integraliniam
spektro intensyvumui. Kadangi Sio spektrometro i¢jimo plySio plotis yra nekeiciamas,
reikiamas  signalo intensyvumas pasiekiamas integruojant. Integravimo trukmé
milisekundémis jrajoma nustatymy juostos skiltyje Integration time [ms]:. Si parametra
galima keisti tik sustabdZius spektro matavima (irankiy juostoje turi biiti Zalias uzrasas Start).
Patarimas: jei integruojama pakankamai ilgai, View meniu patogu paZyméti Progress Bar
Enable — galésite matyti kokia sparta vyksta matavimas ir kiek jo dar liko.

Vidutinio spektro matavimas yra naudinga programos funkcija, statistinémis
priemonémis leidzianti iSskirti signala i triukSmo. Visada prie§ matuodami atraminius
spektrus arba pries darydami kiekybines iSvadas suskaciuokite keliy ar keliolikos spektry

viduting verte.

Paprasciausias matavimas ir tamsos spektras

Paprasto vaizdavimo rezimas pateikia niekaip neapdorotus spektrus, sudétingesni
spektrai paprastai gaunami i§ keliy tokiu budu pamatuoty spektry.
Pamatuokime taip vadinama ,tamsos“ spektra. [ $i spektra ieina jvairi paSalin¢ apsvieta,
nesusijusi su tiriamu procesu. Tamsos spektras matuojamas surinkus eksperimenting schema
bei sujungus visus Sviesolaidzius — lygiai tomis paciomis salygomis, kuriomis bus vykdomas
eksperimentas. Pakeitus eksperimento schema, Sviesos Saltini, koki nors optini elementa,
bandinj ar integravimo trukme, tamsos spektras matuojamas i§ naujo. Turédami tamsos
spektra galite kaskart matuodami ji atimti 1§ gaunamo spektro ir taip rezultatuose neatsizvelgti

1 paraziting Sviesa.

Matavimas vykdomas Sitaip:
1. Surinkite eksperimenting schema
2. Jjunkite Scope rezima
3. Nustatymy juostoje jrasykite reikiamas integravimo ir vidurkinimo (pvz. 5) vertes.
4. Pamatuokite spektra spausdami Start. Rezultatas turéty biti nedidelio
intensyvumo (ne daugiau 100 s.v.), iSreikS§ty maksimumuy neturintis spektras.
5. Rodomas spektras iSsaugomas kaip tamsos keliais biidais:

a. Meniu juostoje parenkant File > Save > Dark
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b. Nuspaudziant jrankiy juostoje juoda kvadrata (Save Dark (3.7 pav.))

C.

[T

3.7 pav. Tamsos spektro nustatymo mygtukas

6. Norédami nustatyti, jog kaskart matuojant iSsaugotasis spektras biity atimamas,

parinkite meniu juostoje Setup > Subtract Saved Dark

Sugerties spektro matavimas

Sugerties spektras yra Sviesos Saltinio spektro ir registruojamo spektro skirtumas.

AvaSoft programoje Siam tikslui yra specialus rezimas — Sugerties (Absorbance).

Matavimas vykdomas Sitaip:

1.

10.
11.
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Surinkite sugerties matavimo eksperimenting schema (3.1 pav.). I kiuvetés laikikli
idékite i$ tokios pat medziagos pagaminta ir to paties tirpiklio pripildyta kiuvete,
kap ir bandinio.
[junkite Scope rezima, paleiskite matavima
[junkite Sviesos Saltini
Parinkite tokia integravimo trukme, kad maksimali intensyvumo verté buty apie
16000 s.v., tac¢iau detektorius nebiity persotintas, kaip vaizduojama (3.5 pav.).
Vidurkinimo vertg parinkite pagal tai, kiek spektras triukSmingas.
[Sjunkite Sviesos Saltini ir pamatuokite tamsos spektra. Nustatykite jo
kompensavima.
[junkite $viesos $altini ir pamatuokite spektra. Gautasis spektras yra vadinamas
atraminiu.
Rodomas spektras i§saugomas kaip atraminis keliais biidais:

a. Meniu juostoje parenkant File > Save > Dark

b. Nuspaudziant jrankiy juostoje balta kvadrata (Save Reference (3.7 pav.))
Idékite bandinj i laikikli
[junkite Absorption rezima
Dabar galite matuoti bandinio sugerties spektrus. Atminkite, jog pakeitg
integravimo laika turite i$ naujo iSmatuoti tamsos ir atraminius spektrus, taciau
galite keisti bandinius, jei jie iStirpe tame paciame tirpiklyje ir ipilti | to paties tipo

kiuvetes.



