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Audiniy fluorescenciniy savybiy tyrimas

1. Darbo tikslas.

Fluorescenciniais metodais istirti biologiniy audiniy fluoroforing sudétj bei

nustatyti zadinimo bangos ilgius taikytinus audiniy optinei diagnostikai.

2. Darbo uzdaviniai.

1. Uzregistruoti eksperimentinio gyviino (Ziurkés) {vairiy organy
fluorescencijos zadinimo bei fluorescencijos spektrus.

2. Uzregistravus fluorescencijos zadinimo bei fluorescencijos spektrus
sudaryti zadinimo — emisijos matricas kiekvienam organui.

3. Pagal Zadinimo - emisijos matricas sugrupuoti audinius, kuriy Zadinimo -
emisijos sritys yra panaSios ir nustatyti Siy grupiy pagrindinius
fluoroforus.

4. Remiantis nustatytais Zadinimo bangos 1ilgiais uZregistruoti keleto
skirtingy biologiniy objekty fluorescencijos spektrus in vivo.

5. Palyginti skirtingy objekty fluorescencijos spektrus iSmatuotus in vivo ir
paaiskinti stebimus skirtumus. Taip pat palyginti su spektrais iSmatuotais

ex vivo.

3. Teoriné dalis.

I. Fluorescencija

Pastaruoju metu, sparciai besivystant naujoms technologijoms, vis
dazniau diagnostikai bei gydymui yra taikomi optiniai metodai. Jy privalumas
tas, kad jie yra neinvaziniai, taigi ir neskausmingi, be to, tyrimas atlickamas

labai greitai ir informacija gaunama nedelsiant. Dél savo potencialo



diagnozuojant jvairius susirgimus optiniai metodai yra pristatomi kaip optiné
biopsija. Placiausiai biologiniy objekty optiniy savybiy ir juos sudaranciy
biomolekuliy ar juose vykstan¢iy metaboliniy vyksmuy bei audiniy morfologiniy
pakitimy tyrimui naudojamas metodas yra fluorescenciné spektroskopija.
Biologiniam audiniui budinga savitoji (auto) fluorescencija, kuria salygoja jame
esantys natiralis chromoforai. Daugumos endogeniniy fluorofory
fluorescencija yra susijusi su struktiirine audiniy matrica ir biologiniame objekte
vykstanciais metaboliniais vyksmais, todél savitoji audiniy fluorescencija gali
atspindéti tiek ligos pazeista audinj, tiek iSrySkinti audinio morfologinius ar
metabolinius specifiSkumus, kurie sunkiai detektuojami kitais budais.

Fluorescencija yra vienas i$ atskiry liuminescencijos atvejy. Pagal daleliy
suzadinimo pobiidi liuminescencija btina keliy riisiy:

- fotoliuminescencija — medziaga Svyti sugérusi ultravioleting ar regimaja
spinduliuotg;

- chemiliuminescencija — kai Svytéjima sukelia savitos cheminés reakcijos;

- rentgenoliuminescencija — Svytéjimas sugerus rentgeno spinduliuote;

- elektroliuminescencija — suzadinama stipriu elektriniu lauku.

Pagal Svytéjimo trukme liuminescencija skirstoma 1 fluorescencija bei
fosforescencija. Tiek fluorescencija, tiek ir fosforescencija pasalinus
suzadinanc¢igja Sviesa iSnyksta ne akimirksniu, bet trunka ilgesni arba trumpesni
laika. Laikas, per kuri Svytéjimas susilpn¢ja e karty, vadinamas Svytéjimo
trukme. Fluorescencijos trukmé yra apie 10°-10""s, o fosforescencija trunka nuo
10° iki 1s. Abu 8ie reidkiniai aiskinami molekulés relaksacija i§ suzadinto
singuletinio ir tripletinio lygmenu.

Molekulé, sugérusi Sviesos kvanta, tampa suzadinta — iSorinés orbitalés
elektronas perSoka 1 viena i§ laisvy molekulés elektroniniy lygmeny. Tokia
molekulés biisena yra nestabili, todél per labai trumpa laika ji grizta | pagrinding
biusena, pertekling energija atiduodama aplinkinéms  molekuléms,

transformuodama ja 1 savo atomy virpesing ir rotacing energija, arba



iSspinduliuvodama energija Sviesos kvanto pavidalu, t.y. liuminescuodama.

Relaksacija 1§ aukStesniy suzadinty biiseny vyksta pakopomis (1 pav.).
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(S — sugertis, F — fluorescencija, VR — virpesiné relaksacija, VK — vidiné

konversija, IK — interkombinaciné konversija, Fs — fosforescencija)

1 pav. Molekulés energijos lygmeny diagrama.

Pradzioje suzadintos molekulés nespinduliniu keliu per ~10™"s relaksuoja i
pirmo suzadinto elektroninio lygmens nulini virpesini polygmeni. Toks
nespindulinis Suolis tarp elektroniniy lygmeny vadinamas vidine konversija. IS
zemiausio suzadinto energinio lygmens S; galimi trys relaksacijos vyksmai:
vidiné konversija i§ S; = Sy (energija atiduodama aplinkai), interkombinaciné
konversija S; = T, (pakinta blisena — i§ singleto | tripleta) ir fluorescencija —
molekulés grizimas | pagrinding biisena i§spinduliuojant fotona. Siy vyksmy
tikimybés priklauso nuo molekulés simetrijos ir taip pat nuo S; ir Sy lygmeny
energiju skirtumo. Kuo AE didesnis, tuo vidinés konversijos S; =2 S, tikimybé
mazesné, o fluorescencijos tikimybé didesné. Taigi fluorescencijos tikimybeé
(tuo paciu ir kvantinis nasumas) priklauso nuo konkuruojanc¢iy vyksmy, kurie
mazina suzadintojo S; lygmens uzpilda.

Bet kuri fluorescuojanti molekulé pasizymi tik jai biidingu spektru, kurio
forma nepriklauso nuo zadinancios bangos ilgio. Kaip taisyklé, molekulé

fluorescuoja 1§ Zemiausio virpesinio pirmosios suzadintos elektroninés S,



busenos lygmens. IS aukstesniyju elektroniniy lygmeny paprastai vyksta tik
nespinduliniai Suoliai.

D¢l Siluminiy energijos nuostoliy, atsirandanciy vidinés konversijos
metu, fluorescencijos spektras pasislenka 1 raudonaja puse sugerties spektro
atzvilgiu, taciau fluorescencijos juosta dalinai persikloja su sugerties juosta. Tai
sritis, kurioje molekulé iSspinduliuoja didesnés energijos kvanta nei sugere.
Pagal energijos tvermés désnj taip gali atsitikti tik tada, kai trukstama energijos
dali molekulé kompensuoja virpesinés energijos saskaita.

Kiekvienas daugiaatomiy molekuliy elektroninis energijos lygmuo turi
daug virpesiniy, rotaciniy polygmeny. Spinduliniai Suoliai galimi i§ S; suzadinto
elektroninio lygmens Zemiausio virpesinio polygmens 1 pagrindinio S, lygmens
skirtingus ~ virpesinius polygmenis. Siy Suoliy energija skiriasi, tod¢l
fluorescencijos spektry juostos yra iSplitusios.

Sugertos energijos kiekis pagal Lamberto — Bugero — Bero désni lygus:

I=1,10""" (1)
¢ia gcl = D — bandinio optinis tankis.

IS viso sugerto Sviesos kiekio, fotony dalis, priklausanti nuo
fluorescencijos kvantinio naSumo ¢, bus iSspinduliuota jvairaus bangos ilgio
bangy pavidalu jvairiomis kryptimis. Sviesos filtrais arba monochromatoriumi
galima iSskirti gerokai siauresnés spektrinés srities Sviesa, kuri gali biti
registruojama kaip fluorescencijos intensyvumas:

1, =Kol (1-10"") )

I, proporcingas zadinancios spinduliuotés intensyvumui /), kvantiniam
nasumui ¢, sugerties koeficientui (1-7). Konstanta K priklauso nuo
fluorescencijos surinkimo kampo, spektro plocio, atkertamo
monochromatoriumi arba filtrais ir detektoriaus jautrumo.

Bendru atveju fluorescencijos intensyvumas, kaip ir sugerties

koeficientas, néra proporcingas koncentracijai ¢, taciau toks proporcingumas



imanomas bandiniuose, turinciuose maza optinj tanki (D < 0,1). Esant tokioms
salygoms galima naudoti artinj, kuris gaunamas /; 18raiSka iSskleidus eilute ir
paémus pirmaji jos nari:

I, ~1,-23KpD =1, -23Kgpecl 3)

Tokiu biudu, esant mazam medziagos optiniam tankiui, fluorescencijos

intensyvumas proporcingas fluorescuojan¢ios medziagos koncentracijai. Tuo ir

yra grindziama kiekybiné fluorescenciné analizé. Eksperimento metu

matuojamas fluorescencijos intensyvumas /; medziagos, kurios koncentracija ¢,

yra zinoma, tada matuojamas tiriamojo bandinio fluorescencijos intensyvumas
1. Bandinyje esanciy fluorescuojanciy daleliy koncentracija lygi:

1
c=¢ I 4)

1
Dé¢ka skirtingos fluorofory koncentracijos audiniuose, stebimi skirtingo

intensyvumo ty audiniy fluorescencijos spektrai.

II. Audiniy liuminescencija

Audiniai liuminescuoja dé¢l juose esanciy fluorescuojanciy molekuliy —
fluorofory. Fluoroforai — tai natiiralis arba jvesti i iSorés fluorescuojantys
audinio komponentai. Pagrindiniy audinio fluorofory sugerties bei
fluorescencijos spektrai pateikti 2 paveiksle. Fluoroforai pagal savo pobudi
skirstomi { tokiais grupes:

I. Endogeniniai fluoroforai.

II. Egzogeniniai fluoroforai.

Endogeniniai fluoroforai. Endogeniniai fluoroforai atsakingi uz
natiiralaus audinio savitaja fluorescencija. Dauguma endogeniniy fluorofory yra
susij¢ su tarplastelinés medziagos sandara bei lastelés medziagy apykaita. Vieni
pagrindiniy biologinio audinio komponenty, kuriy fluorescencija galima

panaudoti diagnostikoje, yra baltymai. Baltymy fluorescencijos branduoli
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2 pav. Pagrindiniy audinio fluorofory sugerties (A) bei fluorescencijos (B) spektrai.

. - Fluorescencijos .
Sugerties smailé . s s Fluorescencijos
Fluoroforas Zadinimo smailé s
[nm] smailé [nm]
[nm]
Fenilalaninas 260 280
Tirozinas 275 300
Triptofanas 280 280 350
Piridoksinas 324 332 400
Kolagenas 325 330 390
Elastinas 350 410
NADH 260/340 290/340 440/450
FAD 450 515
Lipofuscinas 340-395 430-460/540-640
Ceroidas 340-395 430-460/540-640

1 Lentelé. Endogeniniy fluorofory optiniai parametrai (fiziologiniame pH).

sudaro baltymuose esancios aromatinés amino riigStys — fenilalaninas (Phe),
tirozinas (Tyr) ir triptofanas (Trp). Jei fluorescuoty visos 20 amino rugsciy, gali

buti, kad baltymy fluorescencija bity per sudétinga analizavimui. Svarbi



baltymu struktiiros ypatybé yra ta, kad trys fluorescuojancios amino rugstys
baltymuose yra santykinai retos. Trp, kuris yra pagrindinis fluoroforas, sudaro
apie 1% amino rugsc¢iy kiekio. 1 lenteléje pavaizduoti endogeniniy fluorofory
optiniai parametrai.

Phe sugeria ir fluorescuoja trumpiausiy bangy ilgiu Sviesa. Jo sugerties
juosta yra ties 255 nm, o fluorescencijos juostos smailé¢ yra ties 282 nm. Tyr
vandeninio tirpalo sugerties juosta yra ties 275 nm, fluorescencijos juosta — ties
303 nm. Tyr ir Phe sugeria trumpesniy bangos ilgiy Sviesa ir sugerta energija
daZniausiai perduoda to paties baltymo Trp lieckanoms, kurio sugerties juosta
yra ties 280 nm. D¢l to Phe ir Tyr fluorescencijos paprastai nepaisoma, taciau
tam tikromis salygomis Tyr pasiZymi sudétingomis spektrinémis savybémis.
Tyr liekana suZadintoje biisenoje gali netekti aromatinés hidroksilo grupés
protono. Pagrindinéje biisenoje Sio hidroksilo pK yra apie 10. Suzadintoje
biusenoje pK sumaZz¢ja iki 4. Neutraliame tirpale per suzadintos blisenos
gyvavimo trukmés laika hidroksilo grupé gali disocijuoti. Tai sukelia Tyr
fluorescencijos juostos gesinima ties 303 nm, bet atsiranda silpna tirozinato
fluorescencija ties 345 nm, kuri klaidingai gali buti priskirta Trp fluorescencijai.
Intensyviausiai 1§ visy amino riig§ciy fluorescuoja Trp. Jis sugeria didZiausio
bangos 1ilgio spinduliuot¢ ir turi didziausia ekstinkcijos koeficienta. Trp
vandeniniy tirpaly fluorescencijos juostos smailé yra ties 350 nm, o jos padétis
labai priklauso nuo tirpiklio poliSkumo ir aplinkos. Triptofaniniy liekany
fluorescencijos relaksacijos trukmé yra 1-6 ns eilés. Jo fluorescencijos spektras
Zymiai pastumtas 1 ilgy bangy pus¢ dél H rySio, kuri sudaro amino grupés
sudétyje esantis azoto atomas. Detalia baltymu fluorescencijos analiz¢
apsunkina daugybé aplinkos faktoriy, veikian¢iy Trp fluorescencija, ir tai, kad
daugumoje baltymy yra ne viena, o keletas Trp liekany. Jei kiekviena Trp
lickana yra skirtingoje aplinkoje, ju spektrinés savybés gali skirtis. Kai visy
liekany spektrai persikloja, sunku iSskirti kiekvienos 1§ ju indeli 1 daug Trp
liekany turin¢io baltymo spektra. Kitas faktorius, apsunkinantis Trp spektry



analize, yra dviejy artimy energijy suzadinty baseny 'L, (Snc*) ir 'Ly (Se¥)
buvimas. Elektroniniai Suoliai 1 Siuos du lygmenis pasizymi skirtinga sugertimi
ir fluorescencija, bei skirtingai reaguoja 1 tirpiklio poliSkuma. Taciau nepaisant
Siy sudétingumy, baltymy turin¢iy Trp lickana fluorescencija vis placiau
naudojama tiriant baltymy funkcijas, ju struktira, dinamika ir jvairius juose
vykstan¢ius procesus, struktiirinius biomolekuliy pokyc¢ius tirpaluose,
izoliuotose biologinése membranose ir lastelése.

Struktiiriniy baltymy kolageno ir elastino fluorescencija yra salygojama
sasiuvy — kovalentiniy rySiy, susidaranciy tarp tam tikry juose esanciy amino
rugsciu. Kolageno baltyme Sie rySiai, vadinami adolo sasiuvomis, susidaro tarp
lizino liekany, paveikus ju Sonines grandines atitinkamais virSlastelinio
matrikso fermentais (3 pav.). Elastino baltyme tas pats fermentas lizina pavercia

alizinu, kuris saveikoje su

i - nepakeistu lizinu sudaro
H—M
S TR T o NHs*  *HaN—CHr—CHy—ICHg )~ C—H ey q- -
RSl T BRSRE GE heterociklines  struktiras  —
U':‘? Yzino liekana ?#0
1 Lyeino oksidaze _Jroz L bidingas tik elastinui amino
i - . .
”“'!i' RN - rugstis desmozing (sudarytas 1§ 4
H—C—(CHa)—CHy— €-—CHy—{CHlz—C—H . . ) .. .
o_+ N L lizino liekany) ir izodesmozina,
Aldehido dariniai I . . .
?\ : tarp kuriy susidaro sasiuvos,
i ; g sujungiancios polipeptidines
i R ] : elastino skaidulas.
D -
-? o “H ! e
: : Lipidai, membranos,
Aldolo sgsiuva
3 pav. Kolageno spirales stabilizuojanti adolo sacharidai i3 esmes
sasiuva tarp dvieju lizino grandiniy. .
4 P aviet 8 * nefluorescuoja, 0

dezoksiribonukleininés rugsties (DNR) fluorescencija yra per silpna, kad ja buty
galima panaudoti praktiskai. Taciau yra tam tikry i§im&iy — tRNAP™ i§ mieliy
turi intensyviai fluorescuojant] pagrinda, visiems zinoma kaip Y-pagrindas,

kuris turi fluorescencijos smailg arti 470nm, o gyvavimo trukmeé ~6 ns.



Piridoksinas (vitaminas Bg) reikalingas daugeliui fermenty ir dalyvauja
amino rigsciy apykaitoje. Visi piridoksino apykaitos produktai fluorescuoja 420
nm srityje (suzadinami ties 330 nm).

Audiniuose yra nustatytos kelios grupés fluorescuojaniy pigmenty,
susijusiy su audiniy senéjimu ir jvairiais patologiniais procesais. Sie pigmentai
yra siejami su lipidy apykaitos produktais, dél to vadinami lipopigmentais. Yra
du artimai susij¢ lipopigmenty tipai — ceroidas ir lipofuscinas. Lipofuscinas
sudaro nuo 1 iki 5 um skersmens pigmentines granules (4 pav.), randamas

pomitotinése, metaboliSkai aktyviose, ilgai

& 5 fa". gyvuojanciose, nesidalinanciose lastelése,

- o B % tokiose, kaip neuronai ir Sirdies miocitai. Ji

'1? w0 ,-;ﬂ-r»r sudaro pazeistos lastelés membranos,

. ,3"‘ fagocituotos | lastele. PanaSios struktiiros,

s, = susiformavusios dél jvairiy patologijuy,

4 pav. Lipofuscino granulés, "~ vadinamos ceroidu, kuris gali bati

iSrySkintos esterazés dazikliu. ankstesnis lipidy apykaitos produktas nei

lipofuscinas, kuris yra galutinis produktas. Lipopigmenty fluorescencija

intervaluose 430-460 nm ir 540-640 nm yra suzadinama 340-390 nm srityje.

Taciau audiniy, turin¢iy daug lipofuscino, tyrimai parodé¢, kad dazniausiai yra

uzregistruojama tik viena fluorescencijos smail¢ 430-460 nm srityje. Cheminé
S1y fluorofory sandara dar néra pilnai Zinoma.

Piridino nukleotidai ir flavinai yra labai svarbiis lasteliu energijos
apykaitoje. Kofermentas NAD' (Nikotinamido-Adenino-Dinukleotidas) —
oksidacijos - redukcijos reakcijose dalyvaujanCio fermento dehidrogenazés
kofermentas, universalus vandenilio neSiklis. Tai sudétinga molekulé,
susidedanti 1§ dviejy nukleotidy, kuriy vieno azotin¢ baz¢ - Adeninas, o kito -
Nikotinamidas (=nikotino riigstis, =niacinas, =vitaminas PP) 5 pav. Abieju

nukleotidy cukrus - ribozé. Nukleotidai jungiasi dviem fosforo riigsties
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o lickanomis. Nikotinamido

P ,%—NHZ
o k\J Nikotinamidas Ziedas yra aktyvusis NAD'o
2 0.
- Q Anglis - .
o—p—0- IN__y/H molekulés fragmentas,
OH OH O Deguonis
o 00— dhuins kuris gali prisijungti ir
L - NH. Ve . . eqe .
O“*‘_O N O~ Foatoras véliau atiduoti vandenilj ir
O———CH. <~1 N)
= = clektronus.
H H
OH OH Aerobinio
Nikotinamido Adenino Dinukleotidas . .
kvépavimo

5 pav. Nikotinamido Adenino Dinukleotidas (NAD). ) Ny
mitochondrijose metu nuo

PVR atskilusj; vandenil; ir elektronus prisijungia fermento dehidrogenazés
kofermentas NAD" kuris virsta NADH. (NAD" — oksiduotas, NADH —
redukuotas — prisijjunges viena elektrona ir viena vandenili). NADH
fluorescuoja intensyviai, jo sugerties ir fluorescencijos smailés yra atitinkamai
340 ir 450 nm ruoze. Tuo tarpu NAD' beveik nefluorescuoja. NADH
fluorescencijos gyvavimo trukmé vandeniniame buferyje yra apie 0.4 ns.
Fluorescencine grupe laikomas redukuotas nikotinamido Ziedas, be to jo
fluorescencija yra dalinai uzgesinta dé¢l rySio su adenino liekana. Sujungimo
NADH su baltymais metu jo fluorescencijos kvantinis naSumas padid¢ja keturis
kartus. Tokj naSumo padidéjima dazniausiai interpretuoja kaip pasekm¢ NADH
sujungimo iStemptoje konformacijoje, kas pasitvirtina nagrin¢jant rentgeno
spinduliy difrakcija hidrogenazése.

Flavino adenino dinukleotidas (FAD) taip pat yra elektrony akceptorius,
bet fluorescuoja, kol yra oksiduotoje formoje. FAD, Riboflavinas ir flavino
mononukleotidas (FMN) sugeria Sviesa matomoje srityje (~450nm) ir
fluorescuoja apie 515nm. Gyvavimo trukmés FMN ir FAD atitinkamai yra 4.7
ir 2.3ns. Kaip ir NADH, flavino fluorescencija yra gesinama adenino.
Flavoproteinai dazniausiai nefluorescuoja, bet yra ir i§Sim¢iy. Tiek NADH, tiek
FAD koncentracijos audiniuose nedidelés, be to fluorescencija uzggsta vos tik

sustojus kvépavimo grandinei, todél ex vivo tyrimuose ji nepasireiskia.
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Taip pat galima iSskirti dar viena grupe fluorofory — tai audinyje
susintetinti fluoroforai. DaZniausiai atsiranda po iSorinio pirmtakés molekulés
ivedimo. Pvz. 5-amino levulininés rugsties (ALA) jvedimas | organizma
inicijuoja protoporfirino IX (PpIX) gamyba. Tiek ALA, tiek PpIX yra nattralis

zmogaus organizmo kraujo hemo biosintezés tarpiniai produktai.

Egzogeniniai fluoroforai. Daznai i§ endogeniniy fluorofory gautos
informacijos nepakanka, todé¢l | organizma tenka jvesti egzogeninius fluoroforus
bei fotosensibilizatorius. Pastarieji nors ir yra paSaliniai, bet turi tinkamas
specifiniams taikymams spektrines savybes. Trumpai aptarsime kai kuriuos i$
ju

a) Fluoresceino ir rodamino izocianatai ir izotiacianatai. Siuos daZus
pla¢iai naudoja baltymams zyméti. Imunoglobulinai pazyméti fluoresceinu —
komerciniai reaktyvai; juos daznai naudoja fluorescencin¢je mikroskopijoje.
Sias medziagas parenka bitent dél to, kad jos turi didelj kvantinj naguma ir yra
fotochemiskai stabilios. Be to, d¢l ilgesniu fluorescencijos ir sugerties bangos
ilgiy, stebima mazesné foniné fluorescencija, tod¢l nereikia naudoti kvarcinés
optikos. 1zocianating ir izotiacianatiné grupés dazniausiai biina arba meta-, arba
para- padétyje karboksi- grupés atzvilgiu. Komerciniai zymétieji reagentai yra
izomery misinys. Sie dazikliai visy pirma reaguoja su cisteinine baltymy vieta.
Dazikliy fluorescencijos gyvavimo trukmeés yra apie 4ns ir ju fluorescencijos
spektrai yra maziau jautrts tirpiklio poliSkumui.

b) Dansilchloridas. Dansilchlorida (DNS- C.1) placiai naudoja baltymams
Zyméti ypaé tada, kai vyksta poliarizacijos matavimai. Si medZiaga jau seniai
yra zinoma ir turi palyginti ilga fluorescencijos gyvavimo trukme (~10ns).
Dansilininés grupés fluorescencijos spektrui didelg jtaka turi tirpiklio
poliskumas.

c) Naftilaminosulfoninés rtigstys. 1-Anilino-8-naftalinsulfoniné rtgstis

(1,8-ANS arba TNS), 2-n-toluidinilnaftalin-6-sulfoniné riigstis (2,6-TNS arba
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TNS) ir jy dariniai daznai naudojami kaip nekovalentiSkai sujungti zondai
baltymams ir membranoms. Sie zondai beveik nefluorescuoja vandenyje, bet
intensyviai fluorescuoja kai yra iStirpinti nepoliniuose tirpikliuose, arba kai yra
sujungti su makromolekulémis.

d) Hidrofobiniai  membraniniai  zondai. Lipidai  dazniausiai
nefluorescuoja. Membranas daZzniausiai Zymi tokiais zondais kaip perilenas, 9-
vinilantracenas ir 1,6-difenilheksatrienas (DPH). Sie zondai netirpsta vandenyje
ir susijungia | hidrofobines membrany grandinéles.  Nepakeisti
daugiabranduoliniai aromatiniai angliavandeniai ir DPH mazai jautris tirpiklio
poliskumui. Pagal fluorescencijos poliarizuotumo pokycius ju pagalba jvertina
vidini dviguby sluoksniy klampuma.

e) Nukleininés riigStys. Ivedant etilenini tilteli ATP ir jo dariniy
fluorescencija tampa zymiai intensyvesné. Tokie dariniai kaip €-ATP jautris
tirpiklio klampumui, turi didele¢ ribing fluorescencing poliarizacija ir ju
fluorescencijos gyvavimo trukmé yra apie 23ns. Nukleotidiniai analogai
aktyviis daugelyje reakciju, kurios yra katalizuojamos fermentais. Sie analogai
fluorescuoja ir sugeba sudaryti nemodifikuoty nukleotidy vandenilines jungtis.

f) Kvantiniai taSkai. Kvantiniai taSkai tai puslaidininkiniai nanokristalai 2
nm — 10 nm dydzio. Lyginant su organiniais zymekliais ir fluorescuojanciais
baltymais, Kt — wvisiSkai nauja fluorescuojan€iy medziagy klase, stipriai
pralenkianti kitus fluorescuojancius Zymeklius pagal dauguma charakteristiky
(fluorescencinio signalo stipris, fotostabilumas, siauras fluorescencijos spektras,
platus sugerties spektras, ilga fluorescencijos gyvavimo trukme). Sritis, kurioje
Kt fluorescuoja, priklauso nuo ju dydzio. Pagrindiné Siy nanodariniy problema
yra biosuderinamumas. Dazniausiai tai yra toksiSkos nanodalelés, taiau
pastaruoju metu gerokai patobuléjus ju sintezés metodams kvantiniai taskai
padengiami tam tikrais sluoksniais, kurie padaro juos tinkamus taikyti

biologiniuose objektuose. Dar daugiau — jie padengiami specialiais sluoksniais,
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kuriy pagalba kvantiniai taskai kaupiasi tik tam tikrose, i§ anksto numatytose
vietose.

Be kvantiniy tasky taipogi galima paminéti koloidines aukso nanodaleles,
kurios be jokiy modifikacijy yra tinkamos taikymui biologiniuose objektuose.
Dél specifiniy aukso savybiy Sios dalelés yra lengviau modifikuojamos, taip dar

labiau prapleciant ju taikymo perspektyvas biologiniy objekty Zyméjimui.

II1. Fluorescencijos taikymas diagnostikoje

Informacija apie audiniy optines savybes gaunama dviem metodais —
matuojant audiniy fluorescencijos bei fluorescencijos zadinimo spektrus.
Fluorescencinio spinduliavimo spektroskopijoje eksperimento metu zadinimo
bangos 1ilgis yra pastovus, o fluorescencijos intensyvumas registruojamas
plaCioje spektrin¢je srityje. Fluorescencijos Zadinimo spektroskopijoje
intensyvumas registruojamas ties vienu pasirinktu bangos ilgiu, o Zadinancios
spinduliuotés bangos ilgis kei¢iamas pasirinktoje audiniui biidingoje sugerties
spektro srityje. Idealiu atveju, jei néra energijos pernasos tarp audinyje esanciy
fluorofory, Zadinimo spektras turéty atitikti sugerties spektra. Kadangi audinyje
yra labai didelis kiekis sugerianciyjuy bei sklaidanCiyjy elementy, tai sugerties
spektroskopijai  reikalingi specialiai paruosti itin ploni bandiniai, o
fluorescencijos Zadinimo metodika yra neinvazinis tyrimo metodas kurj labai
patogu taikyti ieSkant audiniy sugerties spektry in vivo.

Tiriant bandini, fluorescencijos zadinimo S§viesos bangos ilgis
parenkamas atsizvelgiant 1 tai, kokiy fluorofory tiriamame audinyje daugiausia
bei kurie fluoroforai atsakingi uz spektro charakteringuma. DaZnai Siam tikslui
yra matuojamas fluorescencijos zadinimo spektras. Sudétingesniems
bandiniams, tokiems kaip biologiniai audiniai, daznai yra sudaromos Zadinimo
— emisijos matricos. Zadinimo emisijos matrica yra vadinama dviejy dimensijy
(2D) matrica, kurios elementai I(A;, Ag), yra fluorescencijos intensyvumai

priklausantys nuo Zadinimo bei emisijos bangos ilgiy (6 pav). Vienmolekuliy
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6 pav.NADH-zZelatinos komplekso zadinimo-emisijos matrica. x asyje atidétas

fluorescencijos bangos ilgis, y aSyje — Zadinimo bangos ilgis, spalvos atitinka

intensyvuma: mélyna spalva zymi bangos ilgiy sritis, kuriose fluorescencijos
intensyvumas maziausias, raudona spalva — sritis, kuriose intensyvumas didziausias.

tirpaly, Zadinimo emisijos - matrica yra unikalus molekulés fluorescencinis
antspaudas. Paprastai ji yra uzraSoma kiuvetéje, grieztai apibréztomis salygomis
(pvz. pH, temperatiira ir t.t.) bei tiksliai nusakyta Zzadinimo - registravimo
geometrija. Daugiakomponenc¢iy medziagy, tokiy kaip lastelés ar biologiniai
audiniai, zadinimo emisijos matrica parodo kiekvienos molekulés, sudarancios
tiriamaji objekta, indéli. Tokios matricos audiniuose sudarymas yra sudétingas,
kadangi fluoroforai yra pasiskirste heterogeniskai, taip pat fluorescencijos
registravimg apsunkina sugeriantys bei sklaidantys elementai. Todél sudaryta
zadinimo - emisijos matrica priklausys nuo to, kurioje audinio vietoje ji bus
registruojama, o taip pat nuo zadinimo — surinkimo geometrijos (platus ar
siauras zadinimo spindulys, surinkimas vyksta prie pat audinio ar tam tikru
atstumu — nuo to priklauso detektavimo gylis). NeprisiriSant prie konkretaus
organo ar audinio apibendrinant galima pasakyti, kad daZniausiai
fluorescencijos zadinimui yra naudojami tam tikri ,,specialiis* bangos ilgiai,

pvz. 325, 337, 366, 370, 405, 410, 442, 488, 514 nm. DaZniausiai tai atitinka
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egzistuojanciy fluorescencijos zadinimo Saltiniy — lazeriy — emisijos bangos

ilgius.

Pagal diagnostikoje = naudojamy audinio  fluorofory  prigimti

fluorescencinés diagnostikos metodus galima suskirstyti 1 dvi pagrindines

grupes:

L.

II.

Savitoji fluorescencija — metody visuma, pagrista audiniuose esanciy
endogeniniy fluorofory fluorescencijos registravimu. Registruojant
endogeniniy fluorofory fluorescencija galima charakterizuoti pakitusios
sistemos (lyginant su atitinkama normalia sistema) fiziologing biisena,
detektuoti mikroskopinius piktybinius audiniy pakitimus, nepakenkiant
aplinkiniams audiniams.

Sensibilizuota fluorescencija — metodai, kuriuose audiniy (pvz. naviky)
fluorescencija sensibilizuojama (jautrinama) panaudojant selektyviai
juose Dbesikaupian€ius egzogeninius fluoroforus arba medzZiagas,
indukuojancias endogeniniy fluorofory sintez¢ (pvz. ALA inicijuota PpIX
sintez¢). Sensibilizuotos diagnostikos metodai dazniausiai taikomi kartu
su fotosensibilizuota naviky terapija (FNT) ir padeda sekti
fotosensibilizatoriaus kaupimasi navikuose po injekcijos, stebéti FNT
sukeltos audiniy nekrozés ir paties sensibilizatoriaus dinamika Svitinimo
metu, nustatyti naviko iSplitima, matmenis bei iSrySkinti (vizualizuoti)
naviko kraStus. Sensibilizuotos fluorescencijos taikyma riboja galimi ir
dar neiStirti  paSaliniai  efektai, kuriuos gali sukelti paties
sensibilizatoriaus, jo fotolizés arba audinio nekrozés produkty toksinis
poveikis.

Pagrindinés fluorofory savybés, i kurias reikty atsizvelgti analizuojant

audiniy fluorescencijos spektrus:

e kiekvienas fluoroforas turi specifinius sugerties bei fluorescencijos

spektrus.
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e bet kuriame audinyje yra miSinys jvairiy fluorofory su skirtingomis
koncentracijomis.

e fluoroforai yra netolygiai pasiskirste audinyje, ypac skiriasi fluorofory
koncentracijos einant gilyn 1 audini. Taigi, audinio fluorescencijos
spektras, bus sudarytas i§ skirtingo fluorofory indélio kiekviename
sluoksnyje.

Priesvéziniy ar ankstyvy véziniy susirgimy diagnostika naudojant
autofluorescencijos metoda priklauso nuo vieno ar keliy veiksniy:

1) fluorofory koncentracijos, arba pasiskirstymo tam tikrame tiiryje
pakitimo.

2) medziagy apykaitos pakitimy (pvz.: NADH fluorescuoja tik redukuotas).

3) biocheminés/biofizikinés audinio mikroaplinkos pakitimy, kurie jtakoja
fluorofory skaiciy, fluorescencijos spektro smailiy pakitimus ir juosty
plocius.

4) audinio architektiros pakitimai, pavyzdziui raumeninio sluoksnio
plongjimas.

5) fluorescencijos signalo silpnéjimas, susij¢gs su molekuliy bespinduline
relaksacija.

Fluorescenciniai diagnostiniai metodai taikomi:

a) Slapimo pislés tyrimams. [vedama 5 — (8) aminolevulino ragstis (ALA),
kuri inicijuoja protoporfirino IX (PpIX) gamyba. PaSvietus spinduliuote,
kuria sugeria sensibilizatorius, naviko fluorescencija matoma plika akimi.

b) Ankstyvyjy véZzio stadijy aptikimui bronchuose. Taip pat naudojami
sensibilizatoriai — hematoporfirino dariniai (HpD) arba fotofrinas. Siuo
metu méginama naudoti ALA aerozolio pavidalo.

c¢) Virskinamojo trakto susirgimy detekcijai bei diferenciacijai. Ju gydymui

naudojama FNT.
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d)

2)

h)

)

Galvos ir kaklo naviky aptikimui. Registruojama audiniy savitoji
fluorescencija. Taip pat pastebéti ALA indukuoto PpIX fluorescencijos
intensyvumo skirtumai sveikame ir navikiniame audinyje.

Ginekologijoje. Pagrindin¢ sritis yra gimdos kaklelio ankstyvyju véZiniy
susirgimy aptikimas.

Kruties veézio diagnostikai. Kriities véZys atsiranda gilesniuose audiniy
sluoksniuose, ir neinvaziniais metodais negalima gauti tikslios
informacijos. Fluorescencijos metodas dazniausiai taikomas naviko
aptikimui bet jo riby nustatymui.

Smegeny naviky aptikimui. Labai dazna mirties nuo smegenu vézio
priezastis yra pakartotinis naviko atsiradimas operuotoje vietoje, todeél
spektroskopiniais diagnostikos metodais stengiamasi kuo tiksliau
nustatyti naviko ribas. Tam naudojama ALA indukuota PpIX
fluorescencija.

Odos susirgimy diagnostikai bei klasifikacijai. Siuo metu odos susirgimai
daZniausiai nustatomi labai paprastu biidu — vizualiai apzitirint, ir, jeigu
audinys atrodo itartinas, imama biopsija arba 1§ karto atlickama operacija.
Tik nedaugeliu atvejy taikomi fluorescenciniai metodai, nes odos
fluorofory autofluorescencija dar néra tinkamai iStirta. Pastaruoju metu
atlickama eil¢ eksperimenty, skirty odos savitosios fluorescencijos
tyrimui.

Aterosklerotiniy pazaidy aptikimui kraujagyslése. Kadangi aterosklerozé
yra létiné arterijy liga, tai jos aptikimas pradinéje, dar nepavojingoje
stadijoje, padéty iSvengti didesniy kraujotakos sutrikimy bei sudétingy
operaciju.

Sirdies laidziosios sistemos (SLS) tyrimams. Visa laidZioji sistema,
iskaitant sinusinj bei atrioventrikulini mazgus, sudaryta i$ vizualiai nuo
Sirdies miokardo nesiskirian¢io audinio, tod¢l yra didel¢ tikimybe

operacijos metu pazeisti kuri nors laidziosios sistemos elementa, dél ko
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sutrikty ritmingas Sirdies darbas. Taip pat imanomas aritmijos zidiniy

aptikimas spektroskopiniais metodais.

Pagrindiné visy fluorescenciniuy tyrimo metody problema ta, kad Siuo
metu dar néra pilnai suprasti biocheminiai ir biofizikiniai reiSkiniai, kurie lemia
fluorescencijos spektru pokycius sveikame ir navikiniame audinyje, taigi sunku
atrasti salygas, kurioms esant vienareikSmiskai galima biity atskirti navikini
audinj nuo sveiko ar vieng audinio tipa nuo kito.

Ieskant tinkamy tyrimo salygu yra sukurta sistema, kuria galima in vivo
registruoti fluorescencijos spektrus, kei€iant Zadinimo spinduliuotés bangos
ilgius. Gauti rezultatai suvedami i fluorescencijos zadinimo — emisijos matrica
ir gaunamas spektras, kuris pilnai apibiidina jvairiy fluorofory indél; 1
registruojama fluorescencijos spektra. Sio metodo esmé yra surasti Zadinimo
bangos ilgius, kuriuos buty galima panaudoti naviky aptikimui. Dirbant su
eksperimentiniais gyviinais (Ziurkénais) fluorescencija Zadinant aStuoniolikos
skirtingy bangos ilgiy spinduliuote 330 nm — 500 nm srityje nustatyta, kad
beveik visi charakteringi fluorescencijos spektrai gaunami Zadinant trimis
bangos ilgiais: 360 nm, 370 nm ir 420 nm. Autoriai pazymi, kad panaSiy bangos
ilgiy spinduliuvoté (350 nm, 380 nm, 400nm) naudojama zmogaus burnos ertmes

naviky fluorescencijos Zadinimui.

IV. Fluorescencijos registravimo sistemos.

1. Spindulinis optinés biopsijos prietaisas.

Pirmiausia aptarsime sudétingus aparatus. Optinés biopsijos prietaisas yra
tuo sudétingesnis, kuo daugiau sudedamyjy daliy, galin¢iy itakoti spektra, jame
yra. Visi prietaiso elementai yra skirti atlikti tam tikra funkcija — ju pagalba yra
atlickami atitinkami matavimai. TaCiau realiai stengiamasi informacija gauti
kuo paprastesniu budu, todé¢l dazniausiai optiné diagnostika atlieckama
panaudojant minimaliai papildomy elementy. Sudétingas optinés biopsijos

prietaisas remiasi spinduline Zadinimo — surinkimo sistema. DaZnai visa sistema
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apsiriboja klasikiniu fluorescencijos spektrometru bei papildomomis zadinimo —

surinkimo sistemomis (7 pav.). Pirmoji visy optiniy diagnostikos sistemy dalis
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7 pav. Spindulinis fluorescencinis spektrometras, pritaikytas optinei biopsijai.

yra Sviesos Saltinis. Tokio tipo prietaisuose, kadangi jie yra plataus pritaikymo,

Siam tikslui yra naudojamos lempos. Dazniausiai tai yra ksenono lempos

uztikrinancios gera fluorescencijos suzadinima UV srityje. Lempos spinduliuoté

yra fokusuojama i zadinimo monochromatoriaus j¢jimo plysi. Fokusavimas
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A \
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8 pav. A) nefokusuotai spinduliuotei
einant pro plySi praeina tik nedidelé jos
dalis, taigi smarkiai krenta intensyvumas.
B) fokusuota spinduliuoté, kai fokusas
yra ties plySiu, praeina visa ir
neprarandamas intensyvumas.
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pro kurj praeina tik siaura spektro sritis. Kuri spektro sritis praeis — pasirenkame
sukdami difrakcing gardelg. Dabartiniuose prietaisuose difrakcing gardele
galima sukti net iki 80nm/s greiciu su nejtikétinu tikslumu. PlySiuy plotis gali
biti kei¢iamas siekiant pakoreguoti skiriamaja geba arba padidinti jautruma.
Taigi, 1§ monochromatoriaus iSéjusi Sviesa jau yra reikiamo bangos ilgio
fluorescencijos Zadinimui. Vienas i§ reikalavimy atliekant fluorescencinius
matavimus yra zadinanciosios spinduliuotés pastovumas. Jei dél kokiuy nors
priezas¢iy tyrimo eigoje Sviesos intensyvumas fliuktuos arba pakis, tai
atsispindés ir fluorescencijos spektre, taCiau nustatyti, ar optinis signalas
susilpnéjo dél kokiy nors audinio savybiy, ar dél prietaiso ypatybiy, labai sunku.
Tod¢l, prie§ pasiekiant Zadinanciajai spinduliuotei tiriamaja vieta, yra
iSmatuojamas jos intensyvumas. Tam reikalui naudojamas atraminis
detektorius. Zadinan&iosios spinduliuotés kelyje siekiant igvengti pasalinés
Sviesos, kuri gali atsirasti monochromatoriuje dé¢l aukstesnés eilés difrakceijos,
papildomai gali biiti statomi filtrai. Kadangi paSaliné Sviesa dazniausiai biina
kitos spektrinés srities nei Zadinancioji spinduliuote, tai jos atskyrimui pilnai
pakanka gana grubaus spektrinés srities modifikavimo metodo. Taipogi,
priklausomai nuo tyrimo tikslo, spinduliuotés kelyje gali biti statomas
poliarizatorius. [prastiniuose spektrometruose zadinimo S§viesa patenka |
bandiniy skyrely, taciau tokiu atveju opting biopsija galima atlikti tikai ex vivo
bandiniy, tod¢l tokiuose prietaisuose biitina modifikuoti zadinimo — surinkimo
sistema, kad biity galima atlikti tyrimus in vivo. DaZniausiai tam yra naudojami
Sviesolaidiniai priedai. Tuo tikslu { bandiniy skyreli yra dedamas specialus
priedas, kuris i§ monochromatoriaus ateinancia spinduliuote sufokusuoja {
zadinimo Sviesolaidj, o i§ surinkimo Sviesolaidzio ateinancia fluorescencija
perduoda 1 iprasta prietaiso detektavimo sistema. Detektavimo sistema
pirmiausia prasideda nuo fluorescencijos filtro, kuriuo vélgi atlickamas grubus
spinduliuotés spektrinés srities modifikavimas bei surinkimo poliarizatoriaus —

analizatoriaus (jei atliekami poliarizaciniai matavimai). Toliau spinduliuoté pro
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i¢jimo plySi patenka | emisijos monochromatoriy (kaip ir zadinimo
monochromatoriuje plySio plotis gali biiti keiiamas), kuriame surinkta
spinduliuoté difrakcine gardele yra iSskaidoma i spektra. IS emisijos
monochromatoriaus spinduliuoté¢ yra fokusuojama 1 i$é¢jimo plySi. Kuri
spektriné sritis iSeis 1§ monochromatoriaus taip pat yra parenkama sukant
difrakcing gardelg. Tokioje — monochromatoring¢je — sistemoje vienu metu yra
registruojamas tik vienos, labai siauros spektrinés srities intensyvumas, o norint
turéti visa spektra — reikia uzregistruoti visy difrakcine gardele iSskirty
spektriniy sri¢iy intensyvumus. Taigi paskutinis registravimo sistemos
elementas yra detektorius. Dazniausiai tokiose sistemose yra naudojami jautris,
taCiau negreiti detektoriai (Cia reikia atskirti detektorius, skirtus fluorescencijos
su laikine skyra matavimams). Aptartuose prietaisuose yra naudojama tik vieno
tipo lempa bei vienas detektorius, todél ju taikymas yra apribotas tik tam tikroje
spektrinéje srityje, pvz ultravioletingje (UV) ir regimojoje (VIS), arba
regimojoje ir artimojoje infraraudonojoje (NIR), arba tik infraraudonojoje (IR).
Norint tiksliau iStirti itarting vieta, kartais tenka atlikti keliy tipy opting biopsija,
todel bty labai patogu jei visus tyrimus biity galima atlikti tuo paciu prietaisu.
Tam tikslui yra naudojamas modulinis spektrometras (9 pav.). Tai yra
placiausiy galimybiy bei pats sudétingiausias spektry registravimo jrenginys. Jei
auksciau apraSytame prietaise viskas yra surinkta viename prietaiso korpuse, tai
Stuo atveju kiekviena dalis, pvz. lempa, monochromatorius ir t.t. yra atskiras
modulis. Prietaisas, kaip konstruktorius, yra surenkamas i§ tokiy moduliy.
Natiiralu, kad Siuos modulius reikalui esant galima nesunkiai keisti, taciau
modulinio spektrometro esmé, kad biity galima pasidaryti prietaisa sujungiant
tieck moduliy, kiek yra reikalinga ir dirbant nieko keisti nereikty. Taigi pirmoji
visy spektrometry dalis yra Sviesos Saltinis. Kad biity galima atlikti ivairiy tipy
opting biopsija reikalingas Sviesos Saltinis spinduliuojantis $viesa nuo
ultravioleto 1ki infraraudonosios spektrinés srities. Kadangi vieno Sviesos

Saltinio, kuris tolygiai spinduliuoty tokioje placioje srityje néra, tai yra
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9 pav. Edinburgh Instruments spektrometras FL920, kuris naudojamas jvairiy tipy
optinéje biopsijoje.

naudojamos keliy tipy lempos. Cia vélgi puikiai tinka ksenono lempa, kuri gali
biiti naudojama tiek UV, tiek VIS, tiek ir NIR srityje. Tam tikrais atvejais netgi
IR srityje gali biiti naudojama ksenono lempa. Taciau jos emituojamas spektras
néra tolygus. IR sri¢iai labiau tinkamos kvarco-volframo halogeninés lempos.
Abiejy tipu lempas galima pajungti prie spektrometro ir atliekant atitinkama
uzduoti pasirinkti vienos arba kitos lempos spinduliuote. Sios lempos — tai
nuostoviosios optinés biopsijos Sviesos Saltiniai. Taipogi galima prijungti ir
Sviesos Saltinius skirtus optinei biopsijai su laikine skyra. Pirmiausia tai yra
impulsiné¢ dujy iSlydzio lempa, kurios impulso trukmé siekia kelias

nanosekundes, taCiau tam tikrais atvejais tokia trukmé yra per ilga. Todé¢l
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papildomai reikia itin trumpy impulsy (kuriy trukmé pikosekundziy eilés)
Sviesos Saltiniy. Tam yra naudojami impulsiniai lazeriai, kurie taip pat yra
pajungiami prie spektrometro per specialy lazerinés spinduliuotés jvada. Taciau,
jei optinés biopsijos su laikine skyra tyrimuose reikty pakeisti Zadinimo bangos
ilgi, tam jau reikty pakeisti lazeri. Si procediira yra labai paprasta ir uZtrunka
vos kelias minutes. Stai Gia ir pasireiskia negin¢ijamas lempy privalumas —
galimyb¢ pasirinkti Zzadinimo bangos ilgji i§ plataus ju emituojamo spektro.
Visiems plataus spektro Sviesos Saltiniams reikalinga spektrinés sudéties
modifikavimo sistema. Taigi visos lempos yra jungiamos taip, kad jvairiy
optiniy sistemuy pagalba (lgSiai, veidrodziai ir pan.) ju spinduliuotés bty
suvedamos 1 kita moduli — monochromatoriy. Pagrindiné monochromatoriaus
dalis, kuria Sviesa yra iSskaidoma 1 spektra, yra difrakciné gardele, o
pagrindinés monochromatoriy apibiidinanc¢ios charakteristikos yra skiriamoji
geba, pralaidumo efektyvumas ir paSalinés Sviesos kiekis. Moduliniame
spektrometre monochromatorius yra kaip atskiras prietaisas, todél Siuos
reikalavimus galima iSpildyti geriausiai. Kaip stipriai bus iSskirtos Sviesos
spalvos nulemia tiek pati gardelé, tick monochromatoriaus matmenys. Kadangi
tai yra atskiras modulis, jis gali buti daromas tiek mazas, tiek ir didelis.
Pralaidumas yra nevienodas kiekvienam bangos ilgiui, tai vélgi nulemia, kuriai
spektrinei sri¢iai yra optimizuoti difrakcinés gardelés réziai. Taigi dirbant
skirtingose spektrinése srityse (UV, VIS, NIR, IR) reikéty prietaiso su keliomis
skirtingomis gardelémis. Misy aptariamame prietaise monochromatoriuje
galima imontuoti tris skirtingas gardeles ir véliau pasirinkti tinkama pagal
spektring sritj, kurioje numatome dirbti. Tokiu biidu yra iSlaikomas aukstas
monochromatoriaus pralaidumas pla¢iame spektriniame ruoze. Paskutinis
parametras, kurio apibiidinamas monochromatorius yra Sviesos kiekis uz
pasirinktos spektrinés srities (spalvos) riby. Norint sumazinti pasalinés $viesos
kieki reikty iSskirta tam tikros spalvos spinduliuot¢ dar karta praleisti pro

monochromatoriy. Moduliniame spektrometre ir tai gali buti padaryta
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sujungiant du atskirus monochromatorius. Be abejo, monochromatoriai turi
1€jimo bei 18¢jimo plysius, kuriy plociai gali biiti kei¢iami.

Sekanti modulinio spektrometro dalis — bandiniy skyrius, kuris
fluorescencinei diagnostikai néra svarbus, kadangi jame yra atliekami tyrimai
tik su iSpjautais preparatais. Taliau jame yra svarbiis kai kurie optiniai
komponentai. Tai yra poliarizatorius, kuriuo yra poliarizuojama spinduliuoté, jei
yra atlickami poliarizaciniai matavimai, bei intensyvumo reguliatorius, kuriuo
galima keisti | audinj krentanc¢ios Zadinanciosios spinduliuotés intensyvuma.
Bandinio skyriuje taip pat yra imontuotas spinduliuotés intensyvumo
detektorius, kuris registruoja bet kokius Zadinanciosios spinduliuotés
svyravimus ir atitinkamai yra modifikuojamas fluorescencijos spektras. Kaip ir
auks$ciau aptartame prietaise, norint ji padaryti tinkama optinei biopsijai, reikia
modifikuoti Zadinimo — surinkimo sistema, taigi | bandinio vieta taipogi yra
dedama speciali fokusavimo sistema, kuri spinduliuote suveda i Sviesolaiding
zadinimo — surinkimo sistema. Bandiniy skyriuje yra dar vienas jvadas Sviesos
Saltiniui, t.y. kelias aplenkiant monochromatoriy. Jis yra skirtas lazeriniams
Sviesos Saltiniams, kuriy spinduliuoté yra monochromatiné.

Surinktas fluorescencijos signalas toliau tgsia savo keliong 1 detektoriu.
Emisijos atSaka yra labai panasi i zadinimo atSaka: taipogi yra poliarizatorius,
kuris Sioje atSakoje yra vadinamas analizatoriumi, viengubas arba dvigubas
monochromatorius ir detektoriai. Monochromatoriuose yra imontuotos kitokios
difrakcinés gardelés nei Zadinimo atSakoje, nes fluorescencija vyksta kitoje
spektringje srityje nei zadinimo spinduliuoté. Detektoriy skaiciy veélgi
apsprendzia tai, kokioje spektrinéje srityje ir kokio tipo yra atlieckamas tyrimas.
Bendrai galima isSskirti tris detektorius — vienas UV — VIS sriciai, kitas NIR ir
IR sri¢iai, ir trecias, labai greitas — fluorescencijai su laikine skiriamaja geba.
Sie greiti detektoriai taip pat yra skirtingi skirtingoms sritims. Taigi, norint
atlikti opting biopsija tiek nuostoviaja, tiek su laikine skyra ir placioje

spektringje srityje, reikalingi keturi detektoriai, taCiau greituoju detektoriumi
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taipogi galima registruoti ir létus procesus, todél daznai uztenka tik dvieju
detektoriy. Taciau reikalui esant galima prijungti visus keturis detektorius ir

neatliekant jokiy pakeitimy prietaise registruoti jvairiy tipy spektrus.

2 Sviesolaidinis fluorescencijos registravimo prietaisas.

Sviesolaidinés sistemos yra labai patogios, kuomet tenka dirbti su gyvais
biologiniais audiniais. Optinés biopsijos taikymuose daznai yra apsiribojama
vieno ar keliy fluorescencijos metody taikymu, todél sudétingos sistemos
naudojimas ne visada pasiteisina. Ypac dél to, kad darbui su auk§c¢iau minétais
prictaisais reikia pakankamai daug patirties bei fizikiniy Ziniy. Sudétingos
sistemos dazniausiai yra naudojamos pavieniams, ypa¢ sudétingiems tyrimams
atlikti, tuo tarpu kasdieniniuose tyrimuose optin¢ biopsija daZniausiai yra
atlickama Sviesolaidiniais optinés biopsijos prietaisais. Tokie prietaisai turi
nenugincijama privaluma — jie yra mobiliis diagnostikos aparatai, kuriuose yra
minimaliai komponenty, t.y. tik butinos optinei biopsijai atlikti dalys. Visi
komponentai yra specifiniai, kadangi jie yra sujungiami Sviesolaidziais. Taigi
aptarsime visas Sviesolaidinio prietaiso dalis. Kaip visada, pradésime nuo
Sviesos Saltinio.

Dazniausiai  fluorescencijos zadinimui yra naudojamas Sviesa

emituojantis diodas (LED). Jis yra

Maitinimo lizdas

1tvirtinamas specialiai paruostame 12V DO

korpuse, kuriame yra visi reikalingi
optiniai ir mechaniniai  elementai

Sviesolaidzio prijungimui prie S$viesos
5 mm skersmens $viesos
v o . . . diodai (LED)

Saltinio. 10 paveiksle pavaizduotas gy ops jungss

. .. . X X $viesolaidziui
Sviesos Saltinis, naudojamas optingje

biopsijoje. IS esmés tai yra vieno bangos 450 (Ocean Optics)
ilgio  Sviesos  Saltinis, nors  jo

emituojamos spinduliuotés spektro plotis siekia 10 — 15 nm. Jo viduje
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imontuotas 5 mm skersmens Sviesos diodas, kurj, reikalui esant, galima pakeisti
kito bangos ilgio Sviesos diodu. Visi optinés biopsijos aparatiiros elementai
(Sviesos saltinis, spektrometras, spektrinés sudéties modifikavimo sistema) turi
standartines jungtis, igalinancias prijungti prie ju SviesolaidZius. Dazniausiai
sutinkama SMA 905 tipo jungtis. Prie Sio Sviesos Saltinio tiesiogiai jungiasi
zadinimo Sviesolaidis, kuriuo spinduliuoté¢ yra nuvedama iki audinio. Kartais
zadinanciosios spinduliuotés kelyje yra imontuojama spektrinés sudéties
modifikavimo sistema, kuri uZztikrina zadinanciosios spinduliuotés spektro
sitauruma. Naudojant LED‘us tai néra bitina, nebent norima ,nupjauti‘
ilgabangi LED spinduliuojamos juostos krasta, kad nepersidengtu su audinio
fluorescencija. Fluorescencijos Zadinimo — surinkimo sistemos pasirinkimas
priklauso nuo tiriamos vietos bei keliamy tiksly. Dazniausiai tai biina
bifurkaciné Sviesolaidiné sistema su jvairiy tipy antgaliais. Siekiant sumazinti
Sviesos intensyvumo nuostolius  sklindant  SviesolaidZiu  dazniausiai
Sviesolaidinés Zadinimo — surinkimo sistemos yra gaminamos su stacionariais
antgaliais, tod¢l norint atlikti kito tipo tyrima, kuriam reikalingas kitoks
antgalis, reikia keisti visa Zadinimo - surinkimo sistema (bifurkacini
Sviesolaidi). Tam tikrais atvejais gali biiti naudojami uZmaunami vienkartiniai
steriliis (plastikiniai, stikliniai ir pan.) antgaliai. Audinio optinis atsakas —
fluorescencija — surinkimo at$aka keliauja i detektoriy. Siame kelyje bitinai yra
reikalinga spinduliuotés spektrinés sudéties modifikavimo sistema, kurioje yra
nufiltruojama Zadinancioji spinduliuoté. IS Sios sistemos nufiltruotas optinis
signalas keliauja 1 spektry registravimo irengini. Kaip pasteb¢jote,
Sviesolaidiniame optinés biopsijos prietaise néra spinduliuotés iSskaidymo i
spalvas jrenginio — monochromatoriaus, ta¢iau, norint uzregistruoti spektra, jis
yra bitinas. Taigi, kaip tai atlickama? Sviesolaidiniame prictaise visi
detektavimui reikalingi komponentai yra spektry registravimo jrenginyje. 11
paveiksle pavaizduotas USB2000+ (Ocean Optics) spektry registravimo
irenginys. Spinduliuoté i§ Sviesolaidzio per SMA 905 jungti (1) patenka 1
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8.91 cm prietaisa.  Sviesos  srautas

1¢jime yra apribojamas
specialaus plySio (2), kurio

plotis gali biiti nuo keliy

un €¢'9

mikrony iki keliy Simty
mikrony. Sis plysys jtakoja
skiriamaja geba. Kuo

siauresnis plySys, tuo geresné

11 pav. USB2000+ (Ocean Optics) Sviesolaidinis

[Jeean Uplcs) yra skiriamoji geba, taciau tuo
spektry registravimo jrenginys.

maziau Sviesos patenka |
spektry registravimo irengini, todél maz¢ja prietaiso jautrumas. Daugeliu atveju
biologinio objekto fluorescencija yra silpna, tod¢l daZznai yra pasirenkamas
didesnis plySys (200 — 400 um) sumazinant prietaiso skiriamaja geba. Kartais,
kuomet yra naudojami ploni Sviesolaidziai (200 um skersmens), plySio galima ir
nemontuoti, kadangi paties $viesolaidZio skersmuo yra toks kaip plySio plotis.
Jeigu prietaisas bus naudojamas iSskirtinai tik vienam tikslui, tuomet galima
tiesiog 1€jime  {taisyti  zadinanciosios  spinduliuotés  nepraleidZianti
fluorescencijos filtra (3), tokiu atveju fluorescencijos surinkimo atSakoje bus
nereikalinga spektrinés sudéties modifikavimo sistema. Toliau spinduliuoté
besiskésdama sklinda iki sferinio veidrodzio (4), kuris suformuoja lygiagrety
pluosta. Atsispindéjusi spinduliuoté (jau lygiagreciu pluostu) krinta i difrakcing
gardele (5). Sioje vietoje vyksta spinduliuotés i§skaidymas. Difrakcinés gardelés
dél savo atitinkamos réziy formos yra optimizuotos tik tam tikrai spektrinei
sri¢iai. Reéziy skaiCius difrakcingje gardel¢je itakoja skiriamaja geba. Didesnis
réziy skai¢ius nulems geresn¢ skiriamaja geba, taciau tokia gardele bus galima
registruoti siauresni bangos ilgiu diapazona. Pvz., jei prietaiso i¢jime yra 200
pm plocio plySys ir yra imontuota gardele, kurioje yra 1200 réZiy/mm, tai jos
skiriamoji geba bus ~ 1,5 nm ir ja bus galima registruoti ~ 220 nm plocio

spektra (pvz. nuo 400 nm iki 620 nm). Atitinkamai jei yra gardele, kurioje yra
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600 réziw/mm, turésime ~ 4 nm skiriamaja geba bei galésime registruoti ~ 500
nm plocio spektra. Difrakcinés gardelés 1 spalvas iSskaidyta spinduliuoté toliau
sklinda link veidrodzio (6) ir nuo jo atsispindéjusi krenta | detektoriuy (10) —
CCD elementa. Viename CCD elemente gali buti 102, 256, 1024, 2048 arba
3648 registravimo elementai (detektoriukai). ISskleista spinduliuoté krenta ant
visy registravimo elementy ir vienu metu yra uzregistruojamas platus spektras.
Registravimo elementy skaiCius detektoriuje taipogi itakoja skiriamaja geba.
Kuo daugiau detektoriaus elementy, tuo geresné skiriamoji geba, taiau
nukencia jautrumas. Atitinkamai detektorius su mazesniu skaiiumi
registravimo elementy pasizymi didesniu jautrumu bei prastesne skiriamaja
geba. Kadangi patys registravimo elementai esantys CCD yra labai mazi, tai tik
dalis krentancios Sviesos bus uZzregistruojama. Siekiant padidinti registravimo
efektyvuma, priesais CCD elementa gali buiti montuojamas specialus cilindrinis
lesis (7), kuris krentanCia spinduliuote sufokusuoja i registravimo elementa —
tokiu budu yra uzregistruojama beveik visa atéjusi spinduliuoté. Taip pat pries
detektoriy gali biiti montuojamas papildomas filtras (8), skirtas aukStesniy
difrakcijos eiliy Sviesai, kuri atsiranda dél difrakcinés gardelés ypatybiy,
eliminuoti. AukStesniy difrakcijos eiliy Sviesa pasizymi tuo, kad jos mélyna
spalva yra mazdaug toje vietoje, kur pirmos eilés Sviesos yra raudona spalva.
Kadangi mus domina tik pirmos difrakcijos eilés Sviesa, tai aukStesniy eiliy
Sviesa reikia nufiltruoti. Ir paskutinis parametras, kuris gali jtakoti registruojama
spektra, tai detektoriaus i€jimo langelis (9). Skirtumas yra toks — jei spektrai bus
registruojami UV srityje yra naudojamas kvarcinis langelis, jei ne — naudojamas
paprastas stiklas.

Taigi nesudétingiems optinés biopsijos taikymams labai patogi yra
nedidel¢, paprasta, mobili Sviesolaidine sistema (12 pav.). Tai ypac¢ pravartu kai
reikia atlikti diagnostika nevaikS¢iojantiems arba sunkiai vaikSc¢iojantiems
pacientams. Turint toki mobily prietaisa, kuris nesunkiai gali biiti nugabentas 1§

vienos vietos 1 kita, smarkiai prasiple€ia optinés biopsijos taikymo galimybés —
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Zadinimo atSaka g . Surinkimo at$aka

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

ankstyvoji itartiny viety diagnostika gali biti atlickama net ir lankant pacientus
namuose. Sviesolaiding sistema taip pat labai patogi registruojant
sensibilizuotaja fluorescencija, kuomet registruojamo signalo intensyvumas yra
pakankamai didelis, taCiau kai signalo intensyvumas yra labai mazas ir
reikalingi itin jautris detektoriai tenka grizti prie sudétingy, stacionariy

prietaisy.

4. Praktinés uzduotys.

1. Nubraizyti Jablonskio diagrama.
2. I8vardinti pagrindinius fluoroforus bei ju zadinimo ir emisijos bangos
ilgius.

3. Nubraizyti spindulinio fluorescencijos registravimo prietaiso schema.
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4. Nubraizyti Sviesolaidinio spektry registravimo jrenginio schema.

5. Aparatira ir darbo metodika.

Laboratorinio darbo metu bus registruojami ivairiy audiniy ex vivo bei in

vivo fluorescencijos bei fluorescencijos zadinio spektrai. Matavimai bus

atlickami spinduline fluorescencijos registravimo sistema Varian Cary Eclipse

13 pav. Tai yra nesudétinga, vieno monochromatoriaus zadinimo ir emisijos

13 pav. Spindulinis spektrofotometras Cary Eclipse,
Varian.

kanaluose sistema. Sio
spektrofotometro optiné
schema yra labai panaSi 1 7
paveiksle aptartos sistemos.
Labai patogus patobulinimas
Cary Eclipse spektrometre yra
impulsin¢  ksenono lempa.
Visy pirma tai leidzia atlikti
matavimus dienos S§viesoje.

Taigi tam tikriems

fluorescencijos matavimams néra bitina visiSkai tamsi patalpa. Taipogi

zadinant bandini impulsais yra pasiekiamas geresnis fotostabilumas (tiriamasis

bandinys gauna maZesn¢ dozg¢ spinduliuotés, tod¢l jame esantys fluoroforai

14 pav. Ivairiy tipy kiety bandiniy laikikliai.
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fluorescencija bus matuojama
naudojant  kiety = meéginiy
laikikli (14 pav.). Organo
preparatas yra pritvirtinamas
prie laikiklio ir istatomas 1
specialiai  Siam  laikikliui

modifikuota bandiniy skyrel;.



Kiety bandiniy laikiklis jsistato | standartiniy
kiuveciy laikiklio vieta 15 pav. Atlikus visy
audiniy matavimus kiety bandiniy laikiklis bus
pakeiciamas 1 Sviesolaidini prieda 16A pav.
Tam reikalui yra nuimamas virSutinis bei

prieSakinis bandiniy skyrelio dangtis. Atliekant

matavimus  Sviesolaidziu bus naudojamas

15 pav. Priedas kiety bandiniy specialus virSutinis dangtis, su i$¢jimo anga
laikikliui.

Sviesolaidziui. IstaCius Sviesolaidini prieda 1 ji

16 pav. Cary eclipse spektrofotometras su Sviesolaidiniu priedu. A — bandiniy
skyrelyje imontuotas $viesolaidinis priedas. B — pakeistas spektrometro virSutinis
dangtis ir jame jtvirtintas Sviesolaidis.
itvirtinamas Sviesolaidis ir uzdengiami abu dangc¢iai 16B pav. Dabar spindulini
spektrometra modifikavome taip, kad su juo galima atlikti tyrimus in vivo bei
registruoti spektrus meginiy, netelpanciy 1 bandiniy skyreli. Prie Sviesolaidzio

antgalio yra mygtukas, kuriuo galima paleisti spektry registravima.
Tyrimams laboratoriniame darbe bus naudojamos Wistar linijos Ziurkés
arba pelés. Eksperimentiniai gyvinéliai bus zudomi nejautros salygomis ir

iSpreparuojami vidaus organai.
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6. Darbo eiga.

Laboratorinis darbas susideda i§ keturiy etapy — tai preparaty paruoSimo,
preparaty fluorescencijos bei fluorescencijos spektry registravimo, zadinimo —
emisijos matricy sudarymo bei fluorescencijos spektry in vivo tyrimo.

1. Pirmame etape iS iSpreparuoty ziurkés organy bus ruoSiami preparatai
tinkami fluorescencijos registravimui. Tam reikalui turi biiti atpjaunami nedideli
audiniy kiekiai ir pritvirtinami prie spektrometro kiety bandiniy laikiklio.
Laboratorinio darbo metu rekomenduojama istirti kuo dagiau skirtingy organy
(skrandis/stempl¢, inkstai, kepenys, plauciai, smegenys, bluznis, oda, raumenys)
kadangi dél specifinés sandaros bei skirtingy atlieckamy funkcijy kiekviename
organe gali buti skirtingas rinkinys fluorescuojanc¢iy medziagy.

2. Pritvirtintas preparatas prie laikiklio dedamas 1 kiety bandiniy laikikli
ir pradedamas fluorescencinis tyrimas. Nors spektrometras gali veikti ir dienos
Sviesoje, visgi siekiant iSlaikyti vienodas salygas visiems matavimams
rekomenduojame matavimo metu bandiniy skyreli laikyti uzdaryta. Darbas su
Cary Eclipse spektrometro programa pateiktas prie spektrometro esanciame
aprase. Fluorescencijos bei fluorescencijos spektry registravimui naudojamas
“Scan* modulis. Preparaty fluorescencija bus registruojama 480 — 700 nm
bangos ilgiy intervale, o fluorescencijos Zadinimui naudosime 280 — 450 nm
bangos ilgiy intervala. IS Sio intervalo 18rinksime 18 bangos ilgiu: 280, 290, 300
nm, ... ir taip toliau kas 10 nm iki 450 nm. Taigi kiekvienam audiniui
uzregistruosime 18 fluorescencijos spektry esant skirtingiems zadinimo bangos
ilgiams.

3. I8 Siy spektry yra konstruojamos zadinimo — emisijos matricos. Tai gali
buti atlickama programa Origin, { matrica importuojant vieno audinio duomenis
(18 fluorescencijos spektry), tuomet matrica yra transponuojama, nustatomas
linijy (kiek zadinimo bangos ilgiy) ir stulpeliy (bangos ilgiu, ties kuriais buvo
registruojamas fluorescencijos intensyvumas misy pasirinktame intervale nuo

480 nm 1ki 700 nm) skaicius ir nubréziamas spalvinis pasiskirstymas. Nubrézus
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zadinimo emisijos matricas visiems audiniams, remiantis fluorofory emisijos
duomenimis audiniai yra sugrupuojami 1 giminingy fluorofory grupes.
Remiantis literatiros duomenimis identifikuojami pagrindiniai Siy grupiy
fluoroforai. Taipogi nustatomi charakteringi Zadinimo bangos ilgiai, reikalingi
kiekvieno audinio fluorescenciniams tyrimams.

4. ISanalizavus visas zadinimo ir emisijos matricas ir nustacius, koks
bangos ilgis yra labiausiai tinkamas atitinkamy audiniy tyrimams, toliau bus
atlickami  eksperimentai in  vivo. Siam tyrimui prijungiame prie
spektrofotometro  Sviesolaidini prieda. Atliekant tyrimus SviesolaidZiu,
dazniausiai tai daroma kontaktiniu biidu — Sviesolaidzio antgalis priglaudziamas
prie tiriamojo audinio — ir yra rizika uzterSti antgali jvairiomis
fluorescuojanciomis medziagomis. Tokiu atveju matuodami fluorescencija mes
matysime ir prie antgalio prikibusiy medziaguy Svytéjima. Todél matavimams in
vivo patartina naudoti papildomus SviesolaidZio antgalius, kuriuos reikalui esant
galima nuimti ir jvairiausiais metodais (chemiskai, termiskai ir pan.) nuvalyti
bei dezinfekuoti. Kuomet tokiy antgaliy neturime, galima ant tiriamosios vietos
uzdeéti plastiking plévelg ir Sviesolaid] prie audinio priglausti per Sia plévelg,
taCiau Siuo atveju reikia atsizvelgti 1 galima pléveles fluorescencija. Jei vis délto
plévelé fluorescuoja, véliau jos fluorescencija galima atimti i§ audinio spektro.
In vivo papraséiausia yra atlikti iSoriniy audiniy fluorescencija. Siam tikslui
puikiausiai tinka odos optiniy savybiy tyrimas. /n vivo tyrimams galima matuoti
savo odos jvairiy viety (koja, rankos vidiné pusé, rankos iSoriné pusé, kaklas,
kakta, delnas, plastaka, nagas, ausis) fluorescencijos spektrus. Visus matavimus
reikia stengtis atlikti kuo vienodesnémis salygomis, kadangi nuo to ne tik labai
smarkiai priklauso registruojamo spektro intensyvumas, bet gali priklausyti ir
paties spektro forma (smailés padétis, gali atsirasti idubos). Palyginimui su
sveika oda, galima uzregistruoti rando, apgamo fluorescencija. Véliau atlikti
analize palyginant ijvairiy viety fluorescencijos spektrus. Jei registruojant

fluorescencijos spektrus buvo iSlaikytos vienodos eksperimento salygos,
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spektrus galima lyginti netik pagal ju forma bet ir pagal intensyvumus. Jeigu
egzistuoja tam tikri skirtumai, paaiSkinti juos. Kad tyrimas biity iSsamesnis,
rekomenduojama iSmatuoti skirtingy asmeny skirtingy viety fluorescencijos
spektrus. Tokio tyrimo tikslas yra nustatyti, ar skirtumai tarp to paties asmens
skirtingy viety yra mazesni nei skirtumai tarp asmeny. Tai galima padaryti
suvidurkinant vieno asmens visy viety fluorescencijos spektrus, taip gaunant
viena atstojamaji fluorescencijos spektra ir palyginti ji su kito asmens
atstojamuoju fluorescencijos spektru atliekant skirtuming analizg. Skirtuminé
analiz¢ atliekama i§ vieno sunormuoto spektro (pvz. vieno asmens atstojamasis
fluorescencijos spektras) atimant kita sunormuota spektra (pvz. kito asmens

atstojamasis fluorescencijos spektras). Normavimas turi buti atlickamas 1 1.

7. Kontroliniai klausimai.

1. Fluorescencijos reiSkinys, molekulés energijos lygmeny diagrama.
. Endogeniniai fluoroforai

. Egzogeniniai fluoroforai.

2

3

4. Fluorescencijos taikymas diagnostikoje.

5. Spindulinis fluorescencinés diagnostikos prietaisas.
6

. Sviesolaidinis fluorescencinés diagnostikos prietaisas.
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