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Biologiniy objekty vaizdinimas

1. Darbo tikslas.

ISmokti konfokalinés mikroskopijos bei kitais fluorescenciniais metodais

atlikti audiniy, lasteliy ir jy sudedamyjy daliy vaizdinima.

2. Darbo uzdaviniai.

1. ISmokti dirbti su konfokaliniu mikroskopu, nudazyti vidulastelines
lastelés struktiiras, gauti trimati lastelés vaizda. UV ar Ti:safyro lazerio
trumpais impulsais paveikti lastelés, bei istirti Siy lasteliy gyvybinguma.

2. Surinkti opting sistema vaizdinimui in vivo. Gauti autofluorescencing
Wistar ziurkés ausies vaizda. IntraveniSkai suleisti Wistar ziurkéms
FITC-dekstrano ir uzregistruoti jo pasiskirstyma jvairiuose organuose,

gauti §iy organy fluorescencinius vaizdus.

3. Teoriné dalis.

I. Mikroskopijos principai

Zodis mikroskopas (gr.: mikros - mazas + skopeo - Zitiréti) pirma karta
buvo panaudotas mokslinés organizacijos ,,Academia dei Lincei®, kuriai
priklaus¢ ir Galileo Galilei‘us. Mikroskopas - tai prietaisas skirtas sukurti
padidintam stebimo objekto atvaizdui. Mikroskopo raida prasideda 1590 metais,
kai Hans‘as ir Zacharias Janssen‘ai Olandijoje sukonstravo pirmaji sudétini
mikroskopa. 1660 metais Italijoje Marcello Malpighi pirma karta pamaté augaly
kapiliarus, 1665 metais Anglijoje Robert Hooke‘as iSleido knyga
~Micrographia“, joje aprasé¢ mikroskopa, bei ivedé terming ,lastele”. 1683
metais Antioni van Leeuwenhoek‘as sukonstravo mikroskopa kuris galéjo

didinti 275 kartus, tuo paciu perteiké mikroorganizmuy iSvaizda .



Siuo metu yra naudojama daug mikroskopiniy metody, kurie igalina
tvairiapusiSkai stebéti mikropasaulio struktiira, bei procesus vykstancius jame.
Priklausomai nuo tiriamo bandinio ir savybiy, kurias norima iSanalizuoti yra
naudojami (vairls mikroskopai: Sviesaus lauko apSvietimo, tamsaus lauko
apSvietimo, fazés kontrasto, interferencijos kontrasto, fluorescenciniai,
konfokaliniai, dvifotoniai, &, stoviniy bangy, poliarizaciniai, elektroniniai,
atominiy jégu.

Mikroskopui yra keliami trys pagrindiniai reikalavimai:

1. Vaizdo didinimas - sukurti padidinta stebimo objekto atvaizda.

2. Mikroskopo skiriamoji geba - i§skirti stebimo objekto atskiras dalis.

3. Sukurtas atvaizdas turi biti suprantamas Zmogaus akiai ar specialiam

vaizdo registravimo prietaisui.

Norédami nagrinéti mikroskopijos principus turime suprasti fizikinius
reiSkinius, kurie vyksta nagrin¢jamose sistemose. Bendru atveju visuose
mikroskopuose reikalinga tiksli ir suderinta optiné sistema. 1 pav. Pavaizduota
principin¢ mikroskopo schema sudaryta tik 1§ objektyvo ir okuliaro. Objektyvas
L, yra arCiausiai bandinio esantis (ijvadinis) lgSis, okuliaras L . — arciausiai
stebétojo akies esantis (iSvadinis) lgSis. Paprastai lgSiai parenkami taip, kad
okuliaro zidinio nuotolis f, bty didesni uz objektyvo zidinio nuotoli f,.
Bandinys AB itvirtinamas prie§ objektyva truputi didesniu nei f; atstumu.
Stebint pro okuliara, priklausomai nuo to ar atvaizdas susidaro arciau ar toliau
nuo okuliaro lyginant su okuliaro Zidiniu F, matomas tikras arba menamas,

neapverstas arba apverstas, ir padidintas objekto atvaizdas.



1 pav. Mikroskopo sukuriamas padidintas objekto atvaizdas

Pagrindiné mikroskopa apibiidinanti charakteristika yra jo didinimas.
Mikroskopo ftiesinis didinimas N priklauso nuo objektyvo N, ir okuliaro N,
didinimo.

N=N,-N,. (1)

Paprastai objektyvo N, didinimas biina nuo 10 iki 100 karty, o N, siekia
nuo 7 iki 15 karty. Taigi klasikiniu mikroskopu yra padidinama 1000 (kartais
1500) karty. Mikroskopuose dazniausiai naudojamos sudétinés objektyvo ir
okuliaro sistemos, kuriy kiekviena sudaryta i§ keleto lgSiy. Tai igalina
pakankamai nesudétingai keisti didinima keiciant objektyvus ir okuliarus.
Antroji svarbi mikroskopo charakteristika yra jo skiriamoji geba R. Ji
apibreziama, kaip galimybé iSskirti du arti vienas kito esancius objektus.
Mikroskopo skiriamoji geba néra adekvati jo didinimui. Didelis didinimas gali
sukurti dideli stebimo objekto atvaizda, taciau jis bus nerysSkus, susiliejgs.
Mikroskopo skiriamaja geba nulemia spinduliy difrakcija mikroskopo optinéje
sistemoje. D¢l difrakcijos, objektyvo sukuriamo be galo mazo Svieciancio taSko
atvaizdas bus Sviesus diskas, apsuptas tamsiais ir Sviesiais ziedais. Mikroskopo
maziausias iSskiriamas atstumas tarp dvieju tasky &, kuriuo nutole viens nuo
kito du atskiri taSkai, suprantami, jog tai yra du atskiri taSkai, ir lemia

mikroskopo skiriamaja geba. Jei atstumas yra mazesnis nei &, mikroskopas



neiSskiria tasky kaip atskiry objekty, jie susilieja i viena taska, nes ju sukuriami
difrakciniai ziedai persikloja.
Sis minimalus nuotolis § nusakomas lygybe:

0,61-2

o —
n-sinu

(2)

kur 2- objekta apSvieCiancios Sviesos bangos ilgis, n — terpés, kuri yra tarp
stebimo objekto ir objektyvo, liizio rodiklis, u — apertirinis kampas (objektyvas
i$ objekto tasko, esancio IgSio optinéje asyje, matomas kampu, kurio dydis 2u)

(2 pav.)

2 pav. Mikroskopo apertiirinio kampo nustatymo schema

Pagal Rayleigh salyga, maziausias santykinis apSviestumo pokytis, kurj
dar pastebi akis, yra 4 %, tuomet 0= 0,42 um. Abbe parodé¢, kad koherentiskai

apSviesto objekto:

0,54

5=
n-sinu

3)

Dydis nsinu=NA yra vadinamas skaitmeniné apertiira. Tai svarbi
objektyvo savybe, kiekybiSkai nusakanti jo geb¢jima surinkti Sviesa. Didesnés
skaitmeninés apertiiros objektyvai surenka Sviesos spindulius didesniu kampu.
Todel stengiamasi, kad objektyvo Zidinio nuotolis biity kuo mazesnis, taip

didéja aperttirinis kampas u, teoriSkai jis gali biiti ©=90" (2u=180"), taciau



realiai pasiekiamas u =72". Skaitmeniné apertiira yra nurodoma ant mikroskopo
objektyvo.

Mikroskopo skiriamoji geba R yra atvirksciai proporcinga o, todél didéja
mazéjant A, bei didéjant »n ir u. Tafiau A mazinimas yra ribojamas akies
jautrumo riba ties 450 nm. Optinio mikroskopo o naudojant matoma Sviesa, kai
maksimalus lgSio apertiirinis kampas 70°, o oro n=1, yra 0,3 xm. Bet galima
naudoti kitas atvaizdo registravimo priemones, pvz.: fotografines. Tokiu budu
skiriamoji geba gali biiti padidinama iki daugiau nei dviejy karty. Taigi stebint
bandinius ne tiesiogiai, bet pasitelkiant specialius detektorius ir atvaizdo
apdorojimo priemones, galima stebéti smulkesnius objektus.

Mikroskopo skiriamoji geba padidinama, jei uZpildanCioji terpe¢ tarp
objektyvo ir bandinio pavirSiaus yra ne oras, kurio n=1, bet imersinis skystis
(vanduo, jvairios imersinés alyvos). Imersiniy skys¢iy liizio rodiklis gali siekti
1,5 ar net 1,8. Taigi imersinés medziagos gali padidinti mikroskopo skiriamaja
geba iki 50 % ir net daugiau (3 pav.). Bandinio apSvietimui naudojant ta pacia
450 nm matoma Sviesa, kai maksimalus lgSio apertiirinis kampas lieka tas pats
(70"), o imersinio skysCio n=1,5, tai mikroskopo skiriamoji geba padid¢ja 1,5

karto, t.y. nuo 0,3 zmiki 0,2 xzm.
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3 pav. Skiriamosios gebos padidinimas naudojant imersing alyva: kairéje be
imersinés alyvos, deSinéje su imersine alyva.

Sistemos daliy ir ja supancios aplinkos ltzio rodikliy vertés turi biiti kuo
artimesnés. Taciau realiai to néra, dél to gaunami Sviesos spinduliy iSkraipymai,

4 b pav. Siekiant §ito iSvengti taip pat naudojami imersiniai objektyvai. Ant



objektyvo priekinio pavirSiaus ir bandinio uzlaSinama imersinio skys¢io, kuris
uztikrina vienoda luZzio rodiklj.
Kad atvaizdas biity kokybiskas jvairios optinés sistemos dalys turi didinti

vienodai. Tai apibrézia Abbe’s sinusy (aplanatizmo) teorema:

h'  n-sinu )

hoon'-sinu’
Cia n ir n’— terpiy lazio rodikliai atitinkamai i3 objekto ir atvaizdo pusés, A ir 4 *

— atitinkamai objekto ir atvaizdo matmenys.

n=152 objektyvas —p

n=1.52 imersiné oras —»

alyva

dengiamasis

n=1.52 <«— stikliukas

n=1.52 <4— bandinys —» n=1.33

a) b)

4 pav. Sviesos spinduliy iskraipymai atsirandantys dél skirtingy medziagu optiniy tankiy: a) -
junéra, b)—kiekviena skirtingo liizio rodiklio terpé paveikia sklindancius Sviesos spindulius

Tiesiog rySkia Sviesa apSvieCiant bandini, stebimame vaizde
neiSskiriamos struktiirinés dalys — néra kontrasto. Struktiirinés dalys iSryskéja
dél faziy skirtumo. Sviesaus lauko mikroskope yra naudojama Kohler‘io
apSvietimas, jis pritaikoma taip: tolygiai apSviestas matymo laukas gaunamas
apSvieCiant visa matymo lauka i§ virSaus (objektyvo puses), o pats bandinys
papildomai apSvie¢iamas labai plataus kiigio Sviesos pluoStu 1§ apacios.
Gaunamos dvi persiklojancios vaizdo plokstumos. Tokiu biidu gaunamas
kontrastas ir aiSkios tiriamo objekto dalys.

Kadangi tiriami spinduliy pluoStai yra platlis ir nehomocentriniai, o

stebimi objektai néra taskiniai dydziai, bet erdviniai kiinai, mikroskopijoje



susiduriama su optinémis ydomis, dél to padidintas objekto vaizdas bina
iSkraipytas. Pagrindinés optinés ydos, tai: sferine ir chromatiné aberacijos,
astigmatizmas, distorsija.

Sferiné aberacija atsiranda d¢l to, kad platesnio lygiagreCiy Sviesos
spinduliy pluosto spinduliai, praéje pro I¢si, nebesusirenka viename tasSke (5
pav.). Centriniai spinduliai sklindantys ar¢iau optinés aSies kerta asi toliau, negu

krastiniai spinduliai, tod¢l taskas atvaizduojamas kaip rutuliukas.

Atvaizdas suformuotas
paraksialiy spinduliy Raudona
/ Meélyna
N — IChA «—

5 pav. Sferiné ir chromatiné aberacijos

Glaudziamojo leSio sferiné aberacija yra neigiama, o sklaidomojo —
teigiama. Optingje sistemoje naudojant glaudZiamuosius lgSius kartu su
sklaidomaisiais, sfering aberacija galima labai sumazinti.

Chromatiné aberacija atsiranda dél medziagy Sviesos liizio rodiklio
priklausomybés nuo Sviesos bangos ilgio (5 pav.). Paprastai, bangos ilgiui
maz¢jant, lizio rodiklis didéja, taigi, eidami per l¢si, violetiniai spinduliai luzta
smarkiau nei raudonieji. Siuo atveju taskas yra atvaizduojamas erdvéje
nesutampanciy skirtingy spalvu rinkiniu, o daikto atvaizdas — iSkraipytas ir
spalvotais krastais. Si yda taip pat naikinama parenkant du lesius - glaudZiamaji
ir sklaidomayji.

Astigmatizmas gali atsirasti dél keliy priezas¢iy. Viena ju, tai, kad nuo
kiekvieno daikto tasko i opting sistema sklindantys spinduliai sudaro nedidelio
kampo homocentrini pluostelj. Jei Sie spinduliai, per¢j¢ per opting sistema, lieka

homocentriniais, tai atvaizdas vadinamas stigmatiniu — kiekviena daikto taska



atitinka atvaizdo taskas. Taciau, kad taip biity pluosteli sudarantys spinduliai
turi bti beveik lygiagretiis, o pats pluostelis simetrinis. Bet jei jis krenta 1 1gS1
dideliu kampu, pluostelio homocentriSkumas nyksta, vaizdas tampa
astigmatiniu — iSsiskleidZia 1 Sviesia ties¢ arba virsta pailgu Sviesos skrituliu.
Astigmatizmas gali atsirasti ir dél to, kad optiné sistema neturi grieztos asinés
simetrijos.

Distorsija atsiranda, kai daikto atvaizda sudaro nors ir siauras, bet dideliu
kampu | opting asj krintantis spinduliy pluostas. Objekto atskiry daliy didinimas
priklauso nuo spinduliy kritimo kampo, dél to centrinés atvaizdo dalys yra
padidinamos daugiau arba maziau nei krastinés dalys. Distorsija gali biti dvieju
rusiy: “statinaités” arba “pagalvelés” formos (6 pav.). Abiem distorsijos atvejais
atvaizdas susidaro ne plokstumoje, bet paraboliniame pavirsiuje. Si yda taisoma
parenkant kelis leSius su prieSingomis distorsijos formomis. Siuo metu
gaminama {vairiy stiklo riSiy ir galima sukurti tokius lgSius, kurie koreguoja
opting aberacija. Be to leSiai padengiami sintetiniu atspindi maZzinanciu

sluoksniu.

6 pav. Pagalvélés ir statinaités formos distorsijos

Yra zinoma daugybé buduy kaip iSvengti nepageidautiny reiSkiniy
apsunkinanc¢iy mazy objekty stebéjima, tai: poliarizuotos Sviesos naudojimas,
fazinio kontrasto 1§gavimas, skirtingos interferencijos kontrastas, fluorescencija,
tamsaus lauko apSvietimas, Rheinberg‘o apSvietimas, Hoffman‘o moduliacijos
kontrastas, optiniy filtry panaudojimas (jie gali biiti skyscio, tepalo ar Zelés

konsistencijos). Moderniuose mikroskopuose yra integruoti mikroprocesoriai,



kurie automatiSkai koreguoja: Sviesos intensyvuma, ekspozicijos trukme
priklausomai nuo fotografavimo trukmeés bei atlieka kitas funkcijas.
II Fluorescenciné mikroskopija

Fluorescenciniy, konfokaliniy, dvifotoniy ir konfokaliniy dvifotoniy
mikroskopu veikimo principas paremtas fluorescencija. Fluorescencija vyksta,
kai molekulei sugérus Sviesos kvanta, iSorin¢s orbitalés elektronas perSoka i
viena 1§ laisvy molekulés elektroniniy lygmenuy ir molekulé tampa energetiskai
suzadinta. Ji energija transformuoja i savo atomy virpersing ar rotacing energija
arba iSspinduliuoja Sviesos kvanto pavidalu. Fluorescencija stebima ar
fiksuojama fotojautriais prietaisais ar medziagomis. Konkrecios molekulés ji
yra specifine, taigi galima identifikuoti kokia tai yra molekulé. Fluorescencijai
suzadinti reikalingi stipris Sviesos Saltiniai. Naudojamos Xe, Xe/Hg lempos
arba lazeriai (Ar, UV diodiniai, Kr, He-Ne, He-Cd, Kr-Ar).

Fluorescencijos metu visuomet yra iSspinduliuvojama didesnio bangos
ilgio §viesa nei sugeriama. Zadinan¢ios $viesos bangos ilgis yra i$skiriamas
Sviesos filtru, arba naudojamas lazeris.

ISskirtos spektrinés srities Sviesos pluostelis dichroiniu veidrodZiu
nukreipiamas 1 objektyva, kuris fokusuoja ji i tiriama objekta. Tiriamo objekto
fluorescencija surenkama objektyvu ir dichroiniu veidrodziu nukreipiama per
filtra (atkertanti zadinancios Sviesos likuti), 1 vaizdo plok$tuma, nuo kurios per
okuliara akimi ar specialiu prietaisu registruojamas gaunamas vaizdas (7 pav.).
Vienas 1§ fluorescencinés mikroskopijos trikumy yra Salutiné fluorescencija
atsirandanti ne Zzidinio plokStumoje, jos inaSas sudaro triukSmus objekto

atvaizde ir gali nuslépti ar iSkraipyti svarbias atvaizdo dalis.

10



<«— Sviesos

Saltinis

zadinancios
spinduliuotés
filtras  ,kyliaras

dichroinis

filtras —

objektyvas e L.

emituojamos

spinduliuotés filtras

7 pav. Fluorescencinio mikroskopo optiné schema

Be to molekuliy fluorescencija sudétinga analizuoti dél to, kad esant
didelei fluorescuojan¢iy molekuliy sankaupai, sunku identifikuoti atskiry
molekuliy grupiy fluorescencija. Todél lasteliu sudétinéms dalims vizualizuoti
ar metaboliniams virsmams tarp molekuliy detektuoti naudojami papildomi
zymekliai — vadinamieji fluorescenciniai dazalai, kurie selektyviai kaupiasi
atskirose lasteliy organelése arba ju fluorescencijos parametrai jautriai reaguoja
1 vykstanCius lastelése procesus. Labiausiai paplit¢ dazalai Ilasteléms
vizualizuoti — rodaminas, Cy3, fluoresceinas. Fluorescencinés mikroskopijos
metodais galima matuoti ir lokalia Ca* jonu koncentracija bei vidulastelini pH,
kas yra svarbu tiriant lastelése vykstanCius procesus, pvz.: nerviniy impulsy

perdavima.

Konfokaliné mikroskopija
Fluorescencija yra pirminis energijos Saltinis konfokalinéje, dar kitaip
vadinamoje Zidinio plok$tumos, skenavimo mikroskopijoje. Esminis skirtumas

lyginant su fluorescencine mikroskopija yra papildoma diafragma, istatyta pries

11



fluorescencijos registravimo prietaisa. Ji nufiltruoja ne 1§ Zidinio plokStumos
sklindan€ia fluorescencija, tai leidzia selektyviai registruoti fluorescencijos
intensyvuma 18§ mazo tirio (didesné nei 0,2 4 m skiriamoji geba) .

Atvaizdo sudarymas vyksta taip: labai mazas objekto tiiris apSvie¢iamas
zadinanc¢ia fokusuota lazerio spinduliuote ir registruojamas fluorescencijos
intensyvumas i3 to objekto tiirio. Zadinanti lazerio spinduliuoté yra nuosekliai
slenkama visomis galimomis padétimis zidinio plokStumoje (arba gali biiti
judinamas pats stebimas objektas), vyksta skenavimas x ir y aSimis. Jei lazerio
spinduliuoté fokusavimas yra kei¢iamas iSilgai optinés aSies, bet esant toms
pacioms x ir y koordinatéms — skenuojama z aSimi. Trimatis vaizdas gaunamas
paeiliui skenuojant visomis x, y ir z aSimis.

lazeris

«— Zadinancios spinduliuotés filtras

fotodaugintuvas

objektyvas —» emituojamos spinduliuotés
filtras
emituojamos spinduliuotés diafragma

8 pav. Konfokalinio mikroskopo optiné schema.
Atskiry tiiriy fluorescencijos intensyvumai persiunciami | kompiuterj ir

apdorojami, suformuojamas nuskenuotas fluorescencijos vaizdas kompiuterio

ekrane (8 pav.).

12



Konfokalinés mikroskopijos iStobulinimas ir paprasty bei patogiuy
konfokaliniy mikroskopy sukiirimas leidZia juos placiai naudoti lasteliy
tyrimams biologijoje. Paskutiniuosius desSimt mety konfokalinés mikroskopijos
naudojimas iSplito nuo vien specialistams prieinamo mazy objekty steb¢jimo
metodo iki standartinio jrenginio laboratorijose. Sparti technologiné pazanga,
didelis informacijos nuskaitymo, kaupimo ir apdorojimo greitis, igalina
fluorescenciniais skenavimo mikroskopais gauti trimatj vaizda. Lazeriniu
skenavimo konfokaliniu mikroskopu galima nuskenuoti objekta keliose zidinio
plokStumose, iSsidésCiusiose objekto tiryje skirtingame gylyje. Kompiuteriu
derinant pjiviy vaizdus suformuojamas trimatis vaizdas. ProgramiSkai galima
koreguoti gauta vaizda, matuoti ne visus taSkinius turius, o véliau juos
suvidurkinti, ir tuo biidu gauti pilna objekto atvaizda per trumpesni laika.
Kadangi fluorescencija vyksta i§ labai mazo taSkinio tiirio, tai konfokaliniu

mikroskopu galima tirti gana storus bandinius (iki 100 xm gyvame bandinyje,

kiekvieno ,,optinio sluoksnio” storis <0,5 . m) arba netgi nustatyti jy matmenis .

9 pav. Biobjekto (pelés tiesiosios zarnos fragmento) atvaizdas gautas paprastu
fluorescenciniu (kairéje) ir fluorescenciniu konfokaliniu ( desinéje) mikroskopais.

13



10 pav. Ziedadulkés trimagio atvaizdo sudarymas. Atlikta 116 skenavimy z a§imi skirtingose
xy plokStumose, kiekvienos plokstumos storis 250 nm (kairéje). Kompiuteriu apdorojus
duomenis gautas trimatis biobjekto atvaizdas (desingje).

Taciau pleciantis konfokalinés mikroskopijos panaudojimo galimybéms,
tuo paciu griezteja ir patiems mikroskopams keliami reikalavimai, ypatingai ju
optiniams komponentams. Mazi vaizdo iSkraipymai lg¢Siuose dél optinés
aberacijos apsSviesto lauko mikroskopijoje tampa ypatingai reikSmingi
konfokalinéje mikroskopijoje. Todé¢l labai svarbu tinkamai parinkti reikiama
objektyva konkreciam stebéjimui.

Chromatiné aberacija konfokalinéje mikroskopijoje pasireiSkiai taip —
skirtingy spalvy Zadinanti spindulivoté nevienodai sufokusuojama ant bandinio
pavirSiaus, tuo paciu ir skirtingy spalvy Sviesos emisija yra surenkama 1§
skirtingy bandinio pavirSiaus tasky. Horizontalus atvaizdo iSkraipymas atvaizdo
plokStumoje yra vadinamas plokstumos chromatiné aberacija. Dél §io reiskinio
atvaizdo didinimas priklauso nuo Sviesos spalvos. PlokStumos chromatinés
aberacijos poveikis gali biiti sumazinamas atvaizdo taskus sutelkiant 1
mikroskopo didinamo lauko centra.

TacCiau egzistuoja ir asiné chromatiné aberacija dél kurios vaizdas yra
iSkraipomas iSilgai optinés aSies. Tai yra rimta problema jei spalvota

konfokaliné mikroskopija yra naudojama tirti daugelio dazaly poveikiui . Be to,
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tam, kad konfokaliniame mikroskope bty pasiekta didziausias teoriné
skiriamoji geba, reikalinga praktiSkai ideali optiné sistema difrakcijos atzvilgiu.

Fundamentinis konfokalinés mikroskopijos apribojimas yra diskretus
tikslumas, kuriuo atlieckami matavimai, t.y. kokia fluorescencijos dalis yra
registruojama, koks jos santykis su ,tamsia“(nefluorescuojancia) objekto
dalimi. Konfokalinés mikroskopijos metodu surenkami duomenys yra viso
bandinio tiirio diskretiis fluorescencijos intensyvumo jvertinimai kiekvienam jo
taskiniui tiriui. Nors mes matome objekto atvaizda vientisa, taCiau jis yra
gaunamas ne vienu metu didinant visus jo taskus kaip klasikiniame mikroskope,
bet matuojant Sviesos kvantus sklindancius atskirai i§ kiekvieno jo tasko.
Griezto skirtumo tarp Siy dvieju metody galima ir neiZzvelgti, taciau juy kaip
skirtingy vaizdo sudarymo budy interpretavimas padeda paaiSkinti kai kurias
problemas, kurios néra suvokiamos didinant objekto vaizda jprastiniu metodu.
Pavyzdziui tai, kad konfokalin¢je mikroskopijoje reikia atsizvelgti 1 fotony
skai¢iavimo statistika, duomeny apdorojimo trukme, zadinancios spinduliuotés
poveiki bandiniui. Plataus (viso) matymo lauko mikroskopijoje 1 Siuos
reiSkinius nekreipiama démesio. Bet kokios kvantuotos saveikos dydzio
skai¢iavimo tikslumas yra apribojamas paklaidomis. Tarkime turime 10 %
paklaida surinkdami 100 fotonu i$ fluorescuojancio taskinio ttrio. Jei norime
paklaida sumazinti iki 1 %, tai turime registruoti 10000 fotony. Tai pasireiskia
visose mikroskopijos risyse, taciau konfokalinéje mikroskopijoje tam skiriama
daugiau démesio, nes kiekvienas fotonas yra skaiCiuojamas pavieniui. Todél
norint turéti tikslesni vaizda reikia registruoti daugiau fotony . Sklindancios
Sviesos spinduliuotés intensyvumas mazéja. Jeigu zadinancios spinduliuotés
Saltinis yra lazeris, tai intensyvumo silpimo galime nepaisyti, kadangi pasiekusi

objekta spinduliuoté yra vis dar labai intensyvi.
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Zadinanti
spinduliuoté

taskinis plotas= o Y 51/

taskinis tiris=0y - Oy - 0,

Svarbiis parametrai:
skiriamoji geba -
0y,0y,0,;

koordinatés — x, y, z;
zadinancios ir gene-
ruotos spinduliuotés
bangos ilgiai - 4,,4,;
zadinanciy ir generuoty
fotony skaicius - n,,n, .

generuota
spinduliuoté

11 pav. Konfokaling mikroskopija ribojantys parametrai: skiriamoji geba - 6,,9,,0,;
koordinatés — x, y, z; Zadinancios ir generuotos spinduliuotés bangos ilgiai - 4, 4, ; Zadinaciy

ir generuoty fotony skaicius - n,n, .

Taciau jei naudojamos Hg lempos, tai iki 98-99 % energijos gali
iSsisklaidyti. Todé¢l reikalinga labai tiksli optiné sistema, kuri kuo daugiau
Sviesos surinkty ir nukreipty i fokusuojama bandinio vieta, nes nuo jos
intensyvumo priklauso fluorescuojanciy fotony kiekis, o nuo to — ekspozicijos
trukmé. Siuo metu naudojant lazering Zadina¢ia spinduliuote jos efektyvumas
yra eile didesnis, nei didziausios galios apSvietimo lempu.

Taciau didinant Zadinancios spinduliuotés intensyvuma svarbu atsizvelgti
1 tai, jog bandinys netiesiSkai reaguoja 1 lazerio spinduliuotg, kai jo galia >1
mW. Bandinys pradeda Silti. Jei sukuriamas elektrinis laukas pakankamai
stiprus, atsiranda netiesiniai pokyc¢iai medZiagoje (tokie kaip dvifotone
sugertis), bei ypatingai svarbus fluorescencijos isisotinimas. Fluorescencijos
isisotinimas  vyksta, kai dél spinduliuotés intensyvumo~ 10/ /m® visos

fluorescuojancios molekulés dalys jau yra suzadintos. Tai gali biiti labai svarbu
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jei naudojamas fluorescencinis dazalas yra ribotos gyvavimo trukmés arba jo
koncentracija yra maza.

Nors fotodegradacijos reisSkiniai dar néra visiskai istirti, bet manoma, kad
jei jau suzadinta molekulé absorbuoja antra fotona, vyksta fotoblySkimas. Tuo
budu dirbant su zadinancios spinduliuotés intensyvumais artimais sociai
fluorescencinis daZalas blyksta. FotoblySkimas yra neigiamas reiskinys gyvai
lastelei, todél didelémis spinduliuotés galiomis zadinti biobjekto fluorescencijos
negalima, jei norima tirti gyvoje lastel¢ ar joje vykstanius procesus. Taigi
norédami gauti tiksly gyvo objekto atvaizda turime vykdyti prieStaraujancius
vienas kitam veiksmus: i§ vienos pusés siekdami didesnio tikslumo bandinio
fluorescencija Zadinti turime ilgiau arba didesnés galios spinduliuote, taciau tuo
paciu taip kenkiama paciam bandiniui, ir gauname, ne gyvos, bet mir§tancios
dél fotodegradacijos lastelés atvaizda. Taigi ,,fizikinis tikslumas atvirksc¢iai
proporcingas ,biologiniam tikslumui®“. Didesné skiriamoji geba reikalauja
surinkti tokj pat fotony kiekj i§ mazesnio taskinio tiirio. Norint gauti 2 kartus
didesn¢ skiriamaja geba mes turime atlikti 4 kartus daugiau matavimy, jei
formuojamas atvaizdas yra dvimatis, ir 8 kartus daugiau - jei atvaizdas trimatis.
Pagal Nyquist‘o kriterijy - tam tikram bangos ilgiui 2 téra tik vienas objektyvo
suderinimas optimaliam objekto atvaizdo sudarymui. Visi kiti objektyvo
suderinimai, esant tam paciam Zadinancios spinduliuotés bangos ilgiui arba
suformuoja prastesn¢ skiriamaja geba, arba yra apSvieCiama didesniu
intensyvumu nei reikia.

Fotoninis efektyvumas y yra registruoty ir generuoty fotony santykis, be
to y=f(1). Stengiamasi, kad jo vert¢ biity kuo didesné¢, nes bandinio
isSspinduliuoti fotonai perneSa informacija reikalinga formuoti atvaizdui.
Fluorescencinéje konfokalinéje mikroskopijoje reikalingi nuo 3 iki 10 karty
jautresni fotony detektoriai. Net geriausiai suderinta diafragma nufiltruoja apie
15 % fotony ateinanciy i§ zidinio plokStumos. Nuo luzio rodiklio » priklauso

atgal atspindéjusios Sviesos kiekis. Pats biologinis objektas irgi atspindi dali
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zadinancios Sviesos. Jei §is atspindétas Svieso pluostas patenka i dichroinj filtra,
tai ji tiesiog nufiltruojama, taigi ir jos ne$ama informacija prarandama. Si
atspindéta Sviesa néra fluorescencinés kilmeés, bet ja galima atskirti nuo
fluorescencinio atvaizdo jo nesugandinant. Jos sukuriamas atvaizdas gali
papildyti fluorescencini atvaizda, suteikdamas informacijos apie bandinio
pavirSiaus optini nehomogeniskuma. Apie pacios diafragmos naudinguma irgi
yra prieStaringy nuomoniuy, nes nufiltruojant fotonus, kurie néra fokusuojamoje
plokStumoje, negaunama ir informacijos apie kitas plokStumas. O tai irgi yra
svarbu, nes objektai néra materialiis taskai, bet erdviniai kiinai. Jei fotonai i$ ne
zidinio plokStumos gali sukurti atvaizda, kuris papildyty i§ zidinio plokStumos
sudaryta atvaizda, tuomet naudingiau bus diafragmos skersmeni padidinti.
Tiesiog pries didinant ar maZinant diafragmos skersmeni reikia atsakyti i
klausima, ar i§ zidinio plokStumos registruoty fotony sudarytas atvaizdas mums
yra nepilnas, kad mes ji turime papildyti atvaizdais gautais 1§ kity plokStumy,
Zinant, jog tai neigiamai jtakoja atvaizdo kokybe. Tiriant, svarbu kuo daugiau
Zinoti apie pati bandini. Jei stebimas mikroobjektas yra 0.2 xm, o uz jo esantis
didesnis objektas yra 1 xm ir 10 karty daugiau fluorescuojantis, tuomet jprastu
mikroskopu mes iSvis negalésime stebéti mikroobjekto, nes suformuotas jo ir
didesniojo objekto atvaizdas persiklos, dé¢l keliskart padidéjusiu fluorescencijos
triukSmy skleidziamy didesniojo objekto. Taigi, Siuo atveju mikroobjektas gali
buti tiriamas tik tiksliai suderintu konfokaliniu mikroskopu, kadangi
zadinancios Sviesos spinduliuotés intensyvumas Zidinio plokstumoje yra bent 10
karty didesnis.

Diafragmos dydziui nustatyti yra eilé skai¢iavimo metody, kadangi tai
apima daugybe¢ kintamyjy: atvaizdo rySkuma, tiksluma, didinima, Sviesos
bangos ilgj ir kiti. Didziausio rySkumo ar labiausiai padidintas objekto atvaizdas
nebiitinai bus tiksliausias. Todé¢l reikia atsizvelgti 1 parametrus, kurie yra
svarbiis tiriant bandinj, ir siekiant geriausio rezultato reikia kiekvienu konkreciu

atveju 1iSbandyti apskaiCiuota optimaly diafragmos skersmeni ar jis yra
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geriausias. Vienas paprastesniy biidu apskaiciuoti optimaly diafragmos
skersmeni yra naudoti $ig supaprastinta formulg :

d=0.03679 -£, (5)
kur d — diafragmos skersmuo, f— objektyvo Zidinio nuotolis.

Pritaikius tinkamo skersmens diafragma konfokalinio mikroskopo &,
(6, - taSkinio turio iSplitimas XY plokStumoje) skiriamoji geba lyginant su

paprastu mikroskopu padidinama ~/2 karto:
1 1,222

v /2 2NAC

(6)

Sudétingiau nustatyti z (.taskinio turio iSplitimas z aSyje) aSies
skiriamaja geba. Viena geriausiy tai nusakanciy formuliy:

1,772

z_(NA)z' (7)

Konfokalinis mikroskopas negali varzytis su plataus lauko apSvietimo
mikroskopu, lyginant objekto vaizdo sudarymo greiti. Todél konfokalinio
mikroskopo pranasumas iSrySkéja tuomet, kai yra tiriamas nedidelis bandinio
turis.

Paprastai mikroskopuose stengiamasi iSgauti kuo didesng skiriamaja
geba. Kadangi skiriamoji geba fluorescenciniame konfokaliniame mikroskope
yra valdomas parametras, tai iSkyla klausimas, kokia ji turi biiti, arba, ar gali ji
biti per didelé? Siuo atveju reikia atsizvelgti i tai jog stebimame taske dél
zadinancios spinduliuotés vyksta fotodegradacija. Zinodami, jog didindami
erdving skiriamaja geba, mes tuo paciu ir didiname ekspozicijos trukme
(reikalingas pakankamas generuoty fotony skaicius, norint, kad atvaizdas buty
tikslus), taigi aukojame ,,biologinj tiksluma”. Bandiniy fotoblySkimas gali biti
mazinamas specialiais preparatais, ta¢iau daznai jie tuo padiu sumazina ir
generuojamy fotony skaiciy, be to ne visus juos galima naudoti bioobjektams
apsaugoti. Tod¢l skiriamosios gebos parinkimas dazniausiai priklauso nuo to,

kokio dydZio mikroobjektai yra stebimi. Tai kompromisinis variantas, tarp
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bandinio fotodegradavimo ir didelés skiriamosios gebos. Be jau aptarty fizikiniy
trakumy ir ju sprendimo biidy, konfokaliniu mikroskopu, d¢l mazo steb&jimo
lauko, yra sudétinga surasti norima tirti bandinio sritj. Be to jranga yra brangi.
III Fluorescencinés diagnostikos principas.

Biomedicininé diagnostika yra viena pagrindiniy sri¢iy, kur
fluorescencinés spektroskopijos deéka pasiekta dideliy rezultaty ivairiy tipy
tyrimuose. Fluorescencinés spektroskopijos metodais buvo analizuojama
daugybé skirtingy bandiniy, pradedant nuo jvairiy biocheminiy medziagy
atmainy iki gyvy Zmoniy organy. Sie tyrimai salygojo fluorescencinés
diagnostikos metodo atsiradima ir tolesnj vystymasi. Taigi metodo esmé yra
neinvaziniu budu, tiksliau (lyginant su iSpjaunamos biopsijos bei citologiniais
tyrimais) bei realiu laiku nustatomos ankstyvos véZiniy susirgimy stadijos ar kiti
organizmo pakitimai. Sio metodo pagalba gaunama informacija apie lasteling ir
tarplasteling audinio struktiira. Naudojant Zymeklius, ar kitaip apdorojant
bandinius galima padidinti audinio elementy kontrasta ir taip pat
histopatologiniy tyrimy tiksluma. Registruojami spektrai bei fluorescenciniai
vaizdai, véliau analizuojant lyginami duomenys gauti 1§ sveiky bei pazeisty
audiniy.

Medicininei diagnostikai dazniausiai taikomi fluorescenciniai tyrimai.

Fluorescencinés diagnostikos metodai gali biiti skirstomi {:

o Metodus, kuriu pagalba detektuojami endogeniniai fluoroforai

audiniuose;

o Metodus, kur audiniy detekcijai papildomai naudojami egzogeniniai

fluoroforai.

Fluorescencija, salygota natiraliy, jau esan¢iu audiniuose, fluorescuojanciy
chromofory, vadinama autofluorescencija. Kitu atveju fluorescencija gali
salygoti 1 organizma jvesti egzogeniniai chromoforai, kurie yra susintetinami
tiksliai zinomiems audiniams, arba aktyvuojami d¢l funkciniy audiniy pakitimy.

Fluorescencinéje analizéje tam tikro bangos ilgio Zadinancioji spinduliuoté
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suzadina audinio ar egzogeninio fluoroforo molekules ir tuo budu indukuoja
fluorescencijos emisija.

Siekiant suklasifikuoti skirtingus tyrimy tipus ir atliktus klinikinius
tyrinéjimus biomedicinin¢ fluorescenciné spektroskopija skirstoma 1 tris
kategorijas:

« Pavieniy junginiy biocheminé fluorescenciné analizé

o Analizé in vitro

o Analiz¢ in vivo

Biocheminé fluorescenciné analizé yra fundamentaliy ar bendryju tyrimy
pagrindas, ¢ia nagrinéjami pagrindiniai biocheminiai junginiai sudarantys
skirtingy biologiniy bandiniy pagrinda (pvz. triptofanas, NAD, NADH,
hemoglobinas). Siy tyrimy déka yra Zinomos ir charakterizuojamos atskiry
fluorofory pagrindinés fluorescencinés savybés. Antrosios kategorijos, analizé
in vitro, papildomai skirstoma i lasteliy bei audiniy tyrimus. Si analizé
papildomai teikia informacijos susijusios su kompleksinémis sistemomis —
lastelémis ir audiniais. Analizé in vivo suteikia svarbiy ziniy apie vykstancius
esminius biologinius procesus ir padeda suvokti galimas problemas, kurios gali
kilti vykdant tyrimus su kompleksinémis biologinémis sistemomis (pvz.
Interferensijos efekta). Lastelinés analizés metu stebint endogeninius ar
egzogeninius fluoroforus lasteliy lygmenyje gaunama daug informacijos apie
daugybe skirtingy procesy, svarbiy cheminiy reakcijy vykstanéiy lasteliy
organelése. Mikroskopiné audiniy analizé padeda suprasti saveika tarp lasteliy ir
yra artimiausia tyrimy rasis tikriesiems in vivo tyrimams.

Kai in vitro tyrimai supaprastina biologinés sistemos analiz¢ ir suteikia
naudingos informacijos apie pagrindines biologines funkcijas bei reakcijas
atsiranda poreikis vystyti in vivo analizés technika ligy diagnostikai. Siekiant
nustatyti skirtumus tarp sveiky ir ligos paZzeisty audiniy, naudojama
fluorescenciné spektroskopija. Analizés metodas in vivo taip pat gali biti

skirstomas 1 tyrimus su gyviinais bei Zmoniy klinikinius tyrimus.
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Tyrimams su gyviinais labai svarbu, kad juy pagrindiniuy organy
biocheminé struktiira biity kuo panaSesné 1 Zmogaus, taip pat gyviinu turéty buti
paprasta rupintis ir jis atitikty kitus konkre¢iam bandymui keliamus
reikalavimus. Taigi dazniausiai tyrimams naudojamos pelés bei Ziurkes, kadangi
jos 98% genetiSkai atitinka zmoguy. Transgeninés pelés su persodintais navikais
yra labiausiai tinkamas optinés biopsijos, ar fotodinaminés terapijos tyrimy
modelis.

Sirdies laidZiosios sistemos fluorescencinis vaizdinimas. Sirdies
laidZioji sistema yra specializuotas raumeninés kilmés audinys, generuojantis ir
perduodantis bioelektrini impulsa, sukeliantj miokardo (MK) susitraukima.
Pazeidus Sirdies laidZiaja sistema, sutrinka Sirdies veikla (ji gali suléteti —
atsiranda bradikardija, tapti neritmiSka — prasideda Sirdies aritmija). Todél
atliekant Sirdies operacija, svarbu tiksliai nustatyti Sirdies laidZiosios sistemos
ribas. Vienas i§ nustatymo biidy — yra fluorescencinis vaizdinimas. Tyrimams
buvo pasirinkta tarpskilveliné pertvara, kadangi joje Hiso pluostas iSsiskiria {
dvi Sakas. Vienoje pertvaros pus¢je stebima deSinioji Saka yra sitlo pavidalo,
kai tuo tarpu kitoje — kairéje puséje esanti Saka i8siSakoja sudarydama sudétinga
laidZiosios sistemos tinkla. Bandinys buvo tvirtinamas ant padékliuko,
apSvieCiamas 365 nm bangos ilgio spinduliuote, kuri gauta i§ gyvsidabrio
lempos spinduliuotés spektro atitinkamais filtrais i$skiriant reikiamas juostas.
Vaizdai buvo fiksuojami skaitmenine kamera. Tuo paciu nuotraukos buvo
daromos ir dienos Sviesoje, kad galétume palyginti du vaizdus - viena, kuri
chirurgai jprastai mato operacijos metu, ir kita, kuri galima biity gauti

panaudojant vaizdinimo sistema (12 pav.).
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12 pav. Sirdies tarpskilveliné pertvara ir joje matoma kairé Hiso pluosto $aka. Vaizdas
dienos Sviesoje (A), vaizdas apsSvietus 365 nm bangos ilgio spinduliuote (B)

Fluorescencinéje nuotraukoje (B) matyti pertvaros virSuje Svytinti plati
kairioji Hiso pluosto Saka, kuri tesiasi iki pat skilveliy apacios. Pjiiviy vietose
miokarde matomi ploni siiiliukai yra Purkinje skaidulos. IS §iy pavyzdziy
matyti, kad Sirdies laidziosios sistemos struktiira yra labai sudétinga, todél
vienareikSmiSkai nusakyti Hiso pluoSto Saky iSsidéstymo nenaudojant jokiy
vaizdinimo priemoniy nejmanoma.Tarpskilvelinés pertvaros Sonuose bei virSuje
iSsiskiria gerokai intensyviau nei laidZioji sistema Svytin€ios vietos. Atlikus
iSsamesnius tyrimus paaiSkéjo, kad intensyviau uz miokarda Svyti ne tik Sirdies
laidzioji sistema, bet ir kitos kolageno ir elastino turinCios struktiiros, pvz.
voztuvas, kraujagysliy sienelés. Sie audiniai gali baiti priskirti jungiamojo
audinio tipui. Norint eliminuoti Siy audiniy fluorescencija, buvo atlikti
papildomi fluorescencijos matavimai. Tyrimams parinkta Sirdis, kurios
tarpskilvelingje pertvaroje JA buvo nedaug. Eksperimento metu buvo lyginami
tos pacios Sirdies jvairiy viety fluorescencijos spektrai. (13 pav.). Atlikti
spektriniai tyrimai parodé¢, kad Sirdies laidzioji sistema vyti intensyviau uz
miokarda, taCiau silpniau uz voztuva, kuriame yra labai daug jungiamojo

audinio.
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13 pav. Tarpskilveliné pertvara. A — vaizdas apSvietus 365 nm bangos ilgio spinduliuote,
B — vaizdas dienos §viesoje bei kompiuteriu sumodeliuotas SLS i§sidéstymas

Rastriné fluorescencijos vaizdinimo sistema biomedicininiams taikymams.
Pazangios optinés metodikos daugelyje medicinos sri¢iy uzima reikSminga vieta
tiek diagnostikoje, tiek ir terapijoje. Vieni perspektyviausiy fluorescenciniai
diagnostikos metodai, kurie spar¢iai diegiami ankstyvuy navikiniy dariniy
lokalizacijai, ar ikivéziniy audinio pakitimy diagnostikai ivairiuose organuose
ypac tais atvejais kuomet jprastiniy metody taikymas néra efektyvus. Pakitusi
piktybiniy lasteliy biochemija - specifiniy fermenty aktyvumas, pernaSos
mechanizmai (metabolizmo ciklas) - itakoja registruojamos fluorescencijos
intensyvuma, spektry formos skirtumus bei naudojamo sensibilizatoriaus
susikaupima. Viena perspektyviausiy Siuolaikiniy optiniy metodiky diegimo
kryp€iy yra mobiliy ir greitaeigiy fluorescencijos vaizdinimo sistemy kiirimas
navikiniy dariniy lokalizacijai in vivo. Tokios sistemos leidZia neinvaziniu biidu
tvertinti navikinio darinio iSplitimo ribas, vaizdinti biomolekuliy pasiskirstyma
biologinése struktiirose, o taip pat gali biiti naudojamos kaip pagalbiné
priemoné kiekybiSkai ivertinti sensibilizatoriaus susikaupima navikiniuose
audiniuose bei nustatyti optimalius terapijos efektyvumo rodiklius.

Rastrinés fluorescencijos vaizdinimo sistemos (14 pav.) turi keleta privalumy

lyginant su plataus lauko sistemomis. Visy pirma, fluorescencijos intensyvumas
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tiesisSkai priklauso nuo biomolekuliy koncentracijos audinio segmente, antra,
registruojamas vaizdas maziau iSkraipomas audinio pavirSiaus struktiiros
netolygumo. Sukurta rastriné fluorescencijos vaizdinimo sistema jgalinty
biologiniy sistemy pazaidy lokalizacija ankstyvose stadijose, naviko riby -
pazaidos erdvinés srities jvertinima kas itin svarbu praktiniams taikymams

medicinoje.

| Emiurferencintal |
| filtrsi

R
=

14 pav. Rastrinés fluorescencijos vaizdinimo sistemos schema

Sukurtos sistemos tyrimai parodé, kad rastriné fluorescencijos vaizdinimo
metodika jgalina realiu laiku gauti papildomos tiriamo objekto informacijos
registruojant fluorescencijg. Kaitaliojant optinius filtrus fluorescencijos
registravimo sistemoje, galime valdyti registruojamo fluorescencijos signalo
spektrinés srities dydj, kas leidzia padidinti atskyry struktiriniy elementy
kontrastinguma bei pagerinti taikomos metodikos tiksluma itin mazy objekto

erdviniy sriciy jvertinimui (15 pav.).

15 pav. Wistar ziurkés ausies segmentas. Zadinant 405 nm spinduliuote uZregistruoti
fluorescencijos vaizdai, keiciant fluorescencijos signalo spektrinés srities dydij, naudojant
interferencini filtra 525 nm(A) ir 650 nm(B). Pirmuoju atveju vertiname lipopigmenty,
flaviny indéli, o antruoju endogeninio protoporfirino IX atsaka.
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IV Mikroskopuojamo bandinio daZzymas

Esant Sviesinio mikroskopo skiriamajai gebai apie 0,2um, teoriskai
galima vizualizuoti lastelés organeles, pavyzdziui, mitochondrijas, kuriy ilgis
sieckia apie 1um. Taciau daugelis lasteliy yra bespalvés, todél norint iSskirti
lasteliy audiniy komponentus bei lasteliy organeles, histologiniai preparatai yra
dazomi. Kai kurie dazai istirpsta dazomoje medziagoje, tuo tarpu kiti dazai
audiniy ir lasteliy organoidus nudazo vykstant sudétingoms cheminéms
reakcijoms.
Histologiniams preparatams tirti paprastai naudojami dviejy ar net keliy dazy
miSiniai. Tokiu biidu galima iSrySkinti dvi ar daugiau audiniy struktiry,
nudazyti jas skirtingomis spalvomis. Dazai yra sudétingos cheminés struktiiros
organiniai junginiai. Daugelis ju yra sausi arba tirpaly pavidalo. Naudojami
dazai pagal chemines savybes yra skirstomi | tris pagrindines grupes: bazinius,
arba dazancius branduolius, rigscius, arba citoplazminius, ir neutralius.

Baziniais dazais dazomos histologinés struktiiros, dazniausiai lasteliy
branduoliai. IS Sios grupés labiausiai paplit¢ yra hematoksilininiai dazai.
Hematoksilinas — tai daZai, gaunami 1§ centrin¢je Amerikoje augancio medZio
Haemotoxylon campechianum. Hematoksilinas audinius nudazo nuo rausvai
violetinés iki Sviesiai Zydros spalvos.

IS riagstiniy dazy dazniausiai naudojamas eozinas. Tai sintetiniai dazai, jo
tirpalas biina intensyviai rausvos spalvos. Tokia pat spalva jis nudazo ir
audinius.

Neutraliis dazai - tai jvairiy riigS¢iy ir baziy junginiai. Dazymas hematoksilino ir
eozino miSiniu yra pats universaliausias ir labiausiai paplites histologiniy
preparaty dazymo biidas. NudaZzytuose preparatuose biina rysSkios visos
lastelinés struktiiros. Siuo metodu tiriamos normaliy arba pakitusiy organy
(véziniy) bei audiniy strukttros. Morfologiskai analizuojant lastelés Zzitj,

vertinamos pagrindinés lastelés zities formos: apoptozé (apoptotinés lastelés) ir
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nekrozé (nekrotinés Iastelés). Nudazius

F?"}; ' -' Q ‘ histologini pjivi hematoksilinu/eozinu,
a;,!:' L) & tiriamos lastelés, turindios biidingus
1 : — 4 apoptuojan¢ioms lasteléms pozymius:
‘. lasteliy susitraukima, branduolio

i kondensacija  beiapoptotiniy  kineliy

3 susidaryma. [vairiose lasteliy kultirose

16 pav. Apoptotiniy lasteliy galima stebéti {jvairias apoptozés

morfologinés formos
morfologijos formas: pusmeénulio,

pjautuvo ar pasagos (16 pav.). 16 paveikslélyje 1) apoptotiné lastelé, kurioje
matyti hematoksilinu pasidazg apoptotiniai kiineliai vizualizuoti 3.3° —
diaminobenzidinu po imunohistocheminés reakcijos; 2) apoptotiniai kiineliai
susidaro labai taisyklingos apvalios formos; 3) branduolio chromatinas
kondensuodamasis hematoksilinu pasidazo intensyviau; 4) i§ lastelés pradeda
pumpuruotis apoptotiniai kiineliai; 5) apoptotinius kiinelius fagocituoja jvairios
kaimynings lastelés (fagocitai).
Fluorescenciniai Zymekliai Vienas i§ bidy vaizdinti nefluorescuojancius
organizmo elementus - panaudoti fluorescencinius Zymeklius (markerius). Tai
cheminiai junginiai, kurie pateke i1 organizma kaupiasi tam tikrose lastelése ar ju
komponentuose. Zymekliy biina jvairiy, jie gali biti skirstomi pagal chemines
savybes, reakcija su atitinkamomis organizmo lastelémis, iSsilaikymo
navikiniame audinyje trukme, bei kitus parametrus. Kai kurie Zymekliai yra
specifiniai navikams, arba tik pavieniams navikiniams susirgimams. Taip pat
dauguma gerai zinomy Zymekliy matomi ir ne navikiniuose audiniuose.
Fluorescencinéje analizéje naudojamas Zzymeklis turi pasizyméti tokiomis
savybémis:

1. jis turi tvirtai jungtis tik tam tikroje makromolekulés srityje,

2. jo fluorescencija turi biiti jautri aplinkos salygoms,

3. jis neturi daryti jokios jtakos tiriamos makromolekulés savybéms.
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Siuos tris kriterijus batina visada patikrinti.

Neutralusis raudonis. Jis citoplazma nudazo zalsva — gelsva spalva,
metachromatinius griidelius tamsiai raudonai, o vakuoles skaiscCiai geltonai.
Akridino oranzinis. Citoplazma nudaZzoma zaliai, metachromatiniai grudeliai
ryskiai raudonai, vakuolés roziniai, o branduolys Sviesiai zaliai.

Auraminas. Juo galima diferencijuoti tuberkuliozés lazdeles. Zarnyno lazdelés
kolonijos pazymétos fluoroforais isdiferencijuojamos per 6 valandas nuo ju
pas¢jimo. Déka mazos koncentracijos (0,001 — 0,00001 %) ir mazo toksiSkumo,
Sie dazai gali biiti panaudojami tiriant gyvy bakteriniy lasteliy struktiira.
Fluoresceinas. Naudojamas teismo ekspertizéje ir serologijoje, kad aptikti
nematoma kraujo démg. Fluoresceino sugerties spektro maksimumas yra 490
nm, o fluorescencijos — 519 mn. Be to, fluoresceinas turi izoabsorbcini taska
(vienoda absorbcija visoms pH vertéms) 460 nm bangy ilgyje.

Kita fluoresceino atmaina yra fluoresceino izotiocionatas (FITC). Tai biologinis
dazas naudojamas nustatant antigenus ir antikiinius.

Teksaso raudonasis. Tai raudonai fluorescuojantis dazas, kurio molekuling
mase¢ 625 D. Jo suzadinimo maksimumas yra 595 nm, o fluorescencijos — 615
nm. Teksaso raudonasis yra baltymy Zymeklis, su kuriais jis lengvai jungiasi.
Baltymas susijunges su fluorofortu veikia kaip fluorescencinis Zymeéjimo
agentas. Antikiinas su fluorescencine Zyme susijungia su atitinkamu antigenu,
taip antigeny iSsidéstymas bus matomas kaip rySkis taSkai, kai bus
apSvieciamas. Teksaso raudonuoju gali biiti pazymétos ir kitokios molekulés bei
tvairis toksinai. Jis taip pat gali biiti prijungtas prie DNR ar RNR grandiniy
nustatant DNR seka. Dar naudojamas ir realaus laiko PGR (polimerazinéje
grandininéje reakcijoje).

EtidZio bromidas. Paprastai naudojamas kaip nukleoriig§¢iy dazas agaro gelio
elektroforezéje. Kai paveikiamas ultravioletine Sviesa, jis fluorescuoja raudona
— oranzine spalva. EtidZzio bromidui susijungus su DNR, jo fluorescencija

zymiai padidéja, kiek maziau susijungus su RNR. Susijungus su kitokiais

28



junginiais, jo fluorescencija nepakinta arba pakinta labai nezymiai. Etidzio
bromido jautrumas aplinkai buvo panaudotas nustatyti antrin€s ir tretinés
nukleortigsciy strukttiros pakitimams. Etidzio bromidas veikia kaip mutagenas,
nes jis isijungia 1 dviguba DNR spirale, tokiu biidu iSkraipant molekuleg. Tai
blokuoja biologinius procesus, tokius kaip DNR replikacija ir transkripcija.
Rodaminas. Tai grupé¢ cheminiy junginiy i§ kuriy gali biti rodaminas B ir
rodaminas 6G. Rodaminas B biologijoje naudojamas kaip fluorescencinis dazas,
kartais kombinuojamas su auraminu O vizualizuojant atsparias ragStims
bakterijas, ypa¢ mikobakterijas.

Audiniy ir ju elementy zyméjimui naudojami baltyminiai zymekliai,
vairiis nanodariniai bei kvantiniai taSkai. Pirma karta zaliai fluorescuojanti
baltyma — GFP (17 pav.) i§ Aequorea victoria mediizos iSskyré Osamu
Shimomura (1960 m). Mediizoje fluorescencija jvyksta, kai liuminescencinis
baltymas aequorinas sureaguoja su Ca®" jonu, kuris sukelia melsva $vytéjima.
Dalis Sios liuminescencinés energijos perduodama GFP, kuris pakeicia bendra
spalva i zalia. Sio proceso, kaip molekulinés biologijos jrankio, panaudojimas
nebuvo Zinomas, kol 1992 m. Douglas Prasheris atkartojo GFP geno nukleotidy
seka. GFP baltymas sudarytas 1§ 238 aminoriigi¢iy (23 kDa), turi unikalia
statinés forma, kurig sudaro 11 beta klosCiy ir viena alfa spiralé, kurios centre
telpa chromoforas. Si statin¢ leidzia chromoforui susiformuoti ir apsaugo ji nuo
supan¢ios mikroaplinkos poveikio. Sis Zaliai fluorescuojantis baltymas suteikeé
daug galimybiy: jei biity pagaminta pakankamai GFP, tuomet buty galima
aptikti ir sekti GFP judéjima lasteléje, nes lastelés Svitinimas UV spinduliais
salygoty jo fluorescensija. Lastelés ir molekulinéje biologijoje GFP genas
naudojamas kaip atitinkamu reiskiniy indikatorius. Modifikuotos Sio baltymo
formos gali biiti naudojamos kaip biojutikliai. GFP ir jo dariniy, kaip
fluorescenciniy  zymekliy galimybés naudojamos fluorescencinéje
mikroskopijoje, lasteliu biologijoje bei kitose srityse. Dauguma mazy

fluorescuojanciy molekuliy (pvz. FITC), naudojamy gyvose lastelése, yra labai
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fototoksiskos, tuo tarpu fluorescenciniai baltymai (kaip GFP) daznai yra maziau
kenksmingi gyvoms lasteléms. GFP yra gana maZas baltymas, tai svarbu, nes
dél mazo baltymo prijungimo prie dominuojancio baltymo mazai tikétina, kad

pastarojo funkcinis aktyvumas pakisty.

17 pav. GFP (zaliai fluorescuojancio baltymo) struktiira.

Daugumai kity bioliuminescensija pasizymin¢iy molekuliy reikia
papildomai kity medziagy tam, kad jos Sviesty, GFP to nereikia. Tai suteikia
GFP daugiau universalumo ir paprastumo kaip Zymekliui lyginant su kitais
baltymais zymekliais.

Fluorescuojanciy baltymy yra jvairiy, jie pagal fluorescencijos spalva skirstomi:
« Zaliai fluorescuojantys baltymai;
o Meélynai fluorescuojantys baltymai,
« Zalsvai mélynai fluorescuojantys baltymai;
« Geltonai fluorescuojantys baltymai;
« Raudonai fluorescuojantys baltymai;
Svarbiausi fluorescuojanciy baltymy parametrai ir savybés:
« Sugerties spektro smaile;
« Fluorescencijos spektro smailé;
« Molinis ekstincijos koeficientas;
« Fluorescencijos kvantinis naSumas;
« In vivo struktira: Monomeras, Dimeras, Tetrameras

« Fotostabilumas
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« Fotoblukimo kinetika

Norint pamatyti naviko vaskuliaring struktiira, buvo atliekami bandymai su
skirtingais Zymekliais. Kaip matome 18 pav., naviko lasteles pazyméjus GFP
matoma zalia naviko fluorescencija, kurios kontraste iSrySkéja kraujagysleés.
Kitu atveju buvo panaudotas fluorescencinis zymeklis fluoresceino
izotiocianino dekstranas (FITC dekstranas), kuris selektyviai kaupiasi
kraujagyslése (pazymi endoteli, jungiasi prie eritrocity ir trombocity) (20 pav.).
Sis preparatas buvo suleistas eksperimentiniams gyviinams (Ziurkéms) stebéti
smegeny audinio FNT indukuota neovaskuliarizacija. Inkubacijos laikas 2 min.,
véliau smegenys i§imtos histologinei analizei atlikti. Zadinimui naudotas argono
lazeris. IS FITC dekstrano fluorescencijos galima buvo atskirti stambesnes
kraujagysles ir smulkiuosius kapiliarus. Pastaruoju metu sparciai tobulé¢jant
nanotechnologijoms atsirado daugiau galimybiy audiniy fluorescencijai stebéti.
Kvantiniai taskai pradéti s€kmingai taikyti kaip kraujagyslinio tinklo Zymenys
in vivo. Siekiant pademonstruoti kvantiniy tasky potencialg giluminiam

diagnostiniam vaizdinimui in vivo buvo atlikti tyrimai i vena suleidus pelei

vandeninio kvantiniy tasky tirpalo.

100pm

18 pav. Fluorescuojant navikui iSryskéja 19 pav. naudojant kraujagyslése
kraujagysliy tinklas besikaupianti zymeklj, fluorescuoja
kraujagyslés.
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Buvo atliktas bandymas vaizdinant dvieju tipy audinius (odos ir
riebalinj), vaizdinimo metu kvantiniy taSky pagalba per nepazeista oda iki
giluminio pelés odos sluoksnio (900nm gylyje) buvo aiSkiai matoma
kraujagysliné sistema (20 pav.). Taip pat buvo galima lengvai nustatyti kraujo
tekmés greity naudojant linijini skenavima bei nustatyti Sirdies ritma i$
pasikartojancio kapiliaro sieneliy bangavimo odos kryptimi. Palyginus taikyta
kvantiniy tasky metoda su tradiciniu (suleidziant FITC-dekstrana), buvo
nustatyta, kad vaizdinant tame paciame gylyje ir naudojant 5 kartus maziau

galios, matosi nepalyginamai daugiau detaliy.

20 pav. IssiSakojusios kapiliary struktiiros vaizdinimas gyvajame audinyje
panaudojant kvantinius taskus. Nuotrauka padaryta dvifotonio zadinimo mikroskopu

FITC-dekstrano pagalba tik apytiksliai buvo galima atlikti kraujo tékmeés
matavima perpus mazesniame gylyje, nei pasiekiamas naudojant kvantinius
taskus.

Taip pat navikiniy audiniy diagnostikai ir Zyméjimui naudojami
egzogeniniai fluoroforai. Jy pagalba stebima tiek lasteliy ir ju daliy funkcijos,
tieck Zymimas visas navikas, priklausomai nuo naudojamo Zymeklio risSies.
Dazniausiai naudojami ir geriausiai charakterizuojami Sie fotosensibilizatoriai:

hematoporfirinas (HpD), fenoforbidas-a (mTHPC), benzoporfirino darinys
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(BPD), etipurpurinas (SnET2), hipericinas, 5-aminolevulino rugstis (ALA) ir
fotofrinas (HpDs).

4. Praktinés uzduotys.

1. Koki maziausia objekta iSskiria optinis mikroskopas, jei apSvietimui
vartojama zalia Sviesa (4 = 550nm), objektyvas neimersinis, apertiiros
kampas ¢ = 60°?

2. Mikroskopas, kurio objektyvo zidinio nuotolis yra 1 cm, didina 100 karty.
Kaip pasikeis to mikroskopo didinimas, jei vartosime 2 mm zidinio

nuotolio objektyva?

5. Aparatiira ir darbo metodika.

Audiniy ir lgsteliy vaizdinimas fluorescencinés ir konfokalinés
mikroskopijos metodais

Laboratoriniame darbe ,,Biologiniy objekty vaizdinimas® vaizdinant
lasteles bei audiniy pjiivius bus naudojamas konfokalinis mikroskopas Nikon

Eclipse EZ-C1' arba fluorescencinis mikroskopas Nikon Eclipse ¢400 (21
pav.).

Fluorescencijos [~ — Zadinanti
signalas Fittrai spinduliuote

e

21 pav. Histologiniy pjtiviy ir lasteliy fluorescencijos vaizdy registravimo aparatiiros schema.

! Prie§ pradedant darba su konfokaliniu mikroskopu biitina perskaityti naudojimosi
instrukcija

33



Histologiniams preparatams paruos$ti bus naudojama parafininé technika
ir standartinis Hematoksilino/Eozino daZzymo protokolas (erzinas — raudonai
fluorescuojantis dazas, naudojamas citoplazmos, kolageno bei raumeniniy
skaiduly ~ zZyme¢jimui,  hematoksilinas  daZo
pavienius lasteliy branduolius). Taigi paruosty
bandiniy vaizdus stebésime per mikroskopo Nikon
Eclipse EZ-C1 okuliara, o ju fluorescenciniai
vaizdai bus fiksuojami kompiuterio ekrane.

Zadinimo  bangos ilgis bus parenkamas

atsizvelgiant | naudojamy fluorescenciniy zymeny
sugert;.  Fluorescencijos  atkirtimui bus 22 pav. 3D fluorescencinis

) . . . vaizdas osteosarkomos lgstelés
naudojamas specialus filtry rinkinys. Konfokalinio inkubuotos su (CdSe)Za(nS-

MUA(zalia) bei endoplazminio

mikroskopo  Sviesos  Saltinis yra lazeriné tinklo Zymekliu Syto64

spinduliuoté, nes tik jos pagalba galima gauti geros

formos Sviesos pluosta, kas yra biitina, norint jji tiksliai sufokusuoti. Lazeriu
generuojamo Sviesos spindulio fronto forma yra Gauso kreivés pavidalo, todél
pereinant Siam pluoStui pro lgSius, jis néra iSkraipomas. Turint siaura lazerio
impulsa, vaizdas bus gaunamas skenuojant taska po taSko, linija po linijos.
Bandinys bus judinamas, keiCiant jo padét] visose trijose X,y,z aSyse. Kad
gautus taskus sujungti 1 vieng bendra vaizda bus naudojamos kompiuterinés
programos, kurios i§ kiekvieno tasko gauta informacija surenka ir apdoroja.
Konfokalinio mikroskopo pagalba bus gaunami objekto pjuviai, o skenavimas
vyks 1Silgai z aSies. Nuskenavus bus sukuriamas 3D vaizdas (22 pav.).
Termiskai sukeltiems lasteliy pazeidimams bus naudojamos jvairios lazerinés
sistemos. Lasteliy gyvybingumo jvertinimui, t.y Zuvusiy lasteliy aptikimui bus
naudojami nukleortig§¢iy dazai. Raudonai fluorescuojantys, lastelés nelaidis
etidzio ir propidzio dazai — etidzio bromidas, etidzio homodimeras —1 ir

propidZio jodidas bus naudojami riiSiuojant Zuvusias lasteles.
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Optiné sistema organy vaizdinimui bei kraujagysliy vaizdinimui in vivo

Wistar ziurkiy organy vaizdinimui bus surenkama optiné sistema
pavaizduota 23 pav. Opting sistema sudaro: fluorescencijos Zzadinimui
sumontuoti atitinkamo bangos ilgio Sviesos diodai, EMCCD (Andor) kamera
organy fluorescenciniy vaizdy registravimui ir Sviesos filtras reikalingas
zadinancios spinduliuotés atkirtimui.

Keliy centrimetry atstume nuo Sviesos diody bus suformuojamas tolygus
zadinanc¢ios Sviesos intensyvumo pasiskirstymo laukas. Eksperimentiniy
gyviiny organy fluorescencijos vaizdy registravimui bus naudojama EMCCD
kamera, kuri bus jtvirtinama vir$ tiriamo objekto statmenai jo pavirsiui. Kadangi

bus tiriami autofluorescencijos vaizdai, tai Zadinimui patartina paimti 405nm

1 bangos ilgio spinduliuote tam, kad
selektyviai suzadinti endogeninius

porfirinus, o Jju fluorescencijos
registravima  atlikti ~ 600-700  nm
spektringje srityje. Kiekvieno organo
atveju bus padaromos trys nuotraukos:
zadinancios spinduliuotés fone,
endogeniniy  porfiring  fluorescencijos

vaizdas, kai tarp EMCCD kameros

objektyvo ir bandinio iterpiamas filtras

23 pav. Organy fluorescencijos
vaizdinimo schema 1- EMCCD

kuris eliminuoja zadinancios
kamera; 2- filtras fluorescencijos ( 4
atkirtimui; 3-LED Sviestukai; 4- spinduliuotés itaka < 600 nm) ir baltoje
zadinancios spinduliuotés atkirtimo o ) . )
filtras ; B-bandinys. Sviesoje (24 pav.). Baltos ir zadinancios

spinduliuotés objekto vaizdai uzregistruojami EMCCD kamerai dirbant auto
rezimu, o endogeniniy porfiriny fluorescencija registruojama pasirenkant keleta
ekspozicijos trukmiy. Gauti vaizdai uzvardijami ir iSsaugomi kompiuterio

atmintyje tolimesnei analizei.
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24 pav. 5 —PpIX fluorescencijos vaizdas eksperimentiniuose smegeny navikuose. (a) —
kambario Sviesos fone; (b) — zadinancios Sviesos fone (d) — fluorescencijos vaizdas;

Kraujagysliy vaizdinimui in vivo surenkama optiné sistema pavaizduota
25 pav. Optine sistema sudaro: EMCCD kamera fluorescencijos vaizdy
registravimui, UV/VIS lempa su atkirtimo filtrais, pasirenkant reikalinga
zadinimo bangos 1ilgj, Sviesinis mikroskopas, kraujagysliy fluorescenciniy
vaizdy gavimui, mikrometrinis staliukas, skirtas didesniuy ploty skenavimui,
filtras fluorescencijos atkirtimui. Vaizdinimas bus atlickamas baltoje Sviesoje
bei apsSvietus mégini UV Sviesa. Prie§ atliekant kraujagysliy vaizdinima in vivo
reikia pagaminti FITC-dekstrano tirpala 50mg medziagos buvo itirpinti 1 ml
fiziologinio tirpalo, bei leisti peléms po 0.02 — 0.3 ml, 1 g. Skirtinga vaisto
koncentracija pasirenkama siekiant optimizuoti kraujagysliy vaizdinima audiniy

segmente.

‘@N

L./

25 pav. Eksperimentinis in vivo kraujagysliy fluorescencijos
vizualizacijos kompleksas.S — UV/VIS lempa; L; L, —
lgsiai; F; —zadinancios spinduliuotés atkirtimo filtras; M —
mikroskopas; B — bandinélis; F, — fluorescencijos atkirtimo
filtras; K — EMCCD kamera;
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Po FITC-dekstrano suleidimo registruojami kraujagysliy fluorescenciniai
vaizdai laikui bégant. Kaip alternatyva FITC-dekstranui galima pasiimti CdTe-
COOH arba (CdSe)ZnS kvantinius taskus (26 pav.) Tyrimo metu
eksperimentinis gyviinas bus padétas ant mikrometrinio stalelio, sukant

mikrometrinj stalelj galima atlikti skirtingy viety skenavima.

26 pav. Péliy kurioms suleisti FITC-dekstranas (kairé) ir (CdSe)ZnS kvantiniai taskai (deSiné

fluorescenciniai vaizdai, Zadinant UV spinduliuote.

6. Darbo eiga

1 uzduotis
> Darbas su konfokaliniu mikroskopu Nikon Eclipse EZ-CI°. Histologiniy
pjuviy ir lgstelés organeliy vaizdinimas.
1) Pradzioje pratestuokite konfokalini mikroskopa, iprastas gyvos lastelés

testavimo bandinys yra svogiino lastelés epitelis.

Svogiino lgstelé

- 4

Inkubuokite su DiOCy(3)

ER ir mitochondrijos Zyméjimas

2 Pries {jungiant perskaitykite instrukcija
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Svogino Iastelés mitochondrijy ir endoplazminio tinklo Zyméjimui
naudokite fluorescencinj zymeklj DiOCg (3). Sio Zymeklio stoko koncentracija
yra 0,5mg/ml etanolyje. Inkubavimui su svogtno lastelémis praskieskite 1000
karty  distilivotu  vandeniu.  Prie§  atliekant
inkubavima su svogino Iastelémis iSmatuokite
DiOCg Zymeklio fluorescencijos ir sugerties spektrus
UV-VIS spektrometru Varian 50 Scan ir Cary
Eclipse spektrofluorimetru. Atsizvelgiant { DiOCs &

zymeklio  optines  charakteristikas,  parinkite

zadinimo spinduliuote ir fluorescencijos atskyrimui

1

27 pav. Svogiino lastelés
inkubuotos su DiOCg

Bandinio paruosimas. Paimkite svogiing, nulupkite Zymekliy fluorescencinis
vaizdas

konfokaliniame mikroskope filtry rinkini.

svogiino luksSta, atpjaukite dali svogiino ir

inkubuokite su DiOC¢ (3) kol nusidazys svogino lastelés epitelis. PradZioje
gaukite svogiino lastelés autofluorescencini vaizda. Po inkubacijos svogiino
lastel¢ padékite ant mikroskopo stikliuko ir pabandykite uZregistruoti
fluorescencini vaizda (27 pav.). Gave fluorescencini vaizda pabandykite,
keisdami objektyvus gauti detalesng¢ svogiino lastelés struktiira. Nustatykite
tikslig Zymeklio DiOCg lokalizacija lastelése ar jis tikrai nudazé mitochondrijas?
Kodel jis jisy manymu daZzo biitent mitochondrijas? Praskenuokite jusy
svogiino lastelé z kryptimi ir gaukite 3D nuotrauka.

2) Pries pradedami darba su navikinémis Iastelémis apie ju paruoSima
fluorescenciniai mikroskopijai ~ perskaitykite literatiiroje’. Siame etape jus
dirbsite su Hepatomos A22 (MH-A22) lastelémis. Konfokalinés mikroskopijos
pagalba nustatykite skirtingo tipo fotosensibilizatoriy® lokalizacija peliy
hepatomos lastelése. Gaukite hepatomos lastelés fluorescencinius vaizdus po

2h, 4h, 8h, 16h, 24h inkubavimo su dviem skirtingais fotosensibilizatoriais.

3Stephen Rogers. Cell Biology Applications of Fluorescence Microscopy.
http://www.olympusfluoview.com/applications/protocols/index.html
4 Parenka déstytojas

38



Nustatykite kokiais keliais Sie fotosensibilizatoriai patenka | hepatomos lasteles.
Bandydami nustatyti tikslia fotosensibilizatoriy lokalizacija naudokite
atitinkamus fluorescencinius zymeklius. Gaukite Siy lasteliy 3D vaizdus su
keliais skirtingais fotosensibilizatoriais.

3) Peliy hepatomos A22 lasteles paveikite skirtingo bangos ilgio
spinduliuote’, keisdami Zadinanéios spinduliuotés intensyvuma bei §vitinimo
laika. [vertinkite zuvusiy lasteliy skaiciy, nudazydami lasteles akridino oranzu
arba etidzio bromidu. Gaukite zuvusiuy lasteliu fluorescencijos vaizdus.
Nustatykite zuvusiy lasteliy skaiciaus priklausomybes nuo bangos ilgio,
intensyvumo ir §viesos dozes.

4) Pabandykite iSskirti 1§ Ziurkes pilvaplévés makrofagus. I8skyre juos po
mikroskopu pasizitrékite ar jums pavyko jas Svariai iSskirti. Inkubuokite
makrofagus su skirtingo dydzio, skirtingos cheminés sudeties ir skirtingo
pavirSiaus modifikavimo kvantiniais taskais. Po 2h, 4h, 8h, 16h inkubavimo
tirpalai su makrofagais ir kvantiniais taskais praplaunami. Praplovimo frakcijos
surenkamos tolimesnei analizei. Gaukite makrofagy su kvantiniais taskais po
skirtingy inkubavimo laikotarpiy fluorescencinius vaizdus. Ar makrofagai
sufagocitavo kvantinius taskus? Jei taip, ties kuria inkubavimo trukme?
Nustatykite skirtingy kvantiniy taSkuy lokalizacija makrofage. Palyginti, gautus
rezultatus, nuo ko priklauso konkretaus kvantinio taSko fagocitozé. Norédami
isitikinti, kad kvantiniai taskai tikrai yra makrofago viduje gaukite makrofago
3D vaizda.

2 uZduotis
» Optiniy sistemy vaizdinimui in vivo konstravimas ir fluorescenciniy
vaizdy in vivo registravimas

1) Sukonstruoti organy fluorescencinio vaizdinimo sistema, kuri parodyta
24 pav. Parinkti filtrus ir Zadinimo Saltinius jvairiy organuy autofluorescenciniy

vaizdy registravimui. IS Wistar Ziurkés iSpreparuoti §iuos organus: ausis,

5 Keli lazeriniai $altiniai arba UV/VIS lempa
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bluznis, inkstas, kepenys, plauciai, raumuo ir smegenys. EMCCD kameros
pagalba, keiCiant ekspozicijos trukme, uzregistruoti ju autofluorescencinius
vaizdus. Kitai Wistar ziurkei suleisti { uodegos vena 15mg/kg fotofrino II.
Pra¢jus 72h po fotofrino II suleidimo nuzudyti ir iSpreparuoti tuos pacius
organus kaip ir pirmai ziurkei. Uzregistruoti fotofrino II pasiskirstyma
skirtinguose organuose ir palyginti su prie§ tai gautais autofluorescenciniais
organy vaizdais. Nuotraukos gaunamos baltoje Sviesoje ir zadinancios
spinduliuotés fone. Véliau norint nustatyti tikslia fotosensibilizatoriaus
lokalizacija organe fluorescencinis vaizdas yra uzdedamas ant vaizdo padaryto
baltoje Sviesoje.

2) Sukonstruoti opting sistema kraujagysliy vaizdinimui in vivo pagal
schema pavaizduota 25 pav. Paruosti FITC-dekstrano tirpala. 50mg medzZiagos
iStirpinti 1 ml fiziologinio tirpalo, bei leisti peléms po 0.02 — 0.3 ml, 1 g.
Pasirinkti skirtinga vaisto koncentracija, siekiant optimizuoti kraujagysliy
vaizdinima audiniy segmente. ISmatuoti FITC-dekstrano fluorescencijos ir
sugerties spektrus. Pagal juos parinkti Zadinimo S$altini ir fluorescencijos
atkirtimo filtrus. Suleisti skirtingas FITC-dekstrano koncentracijas i pelés
uodegos vena. Uzregistruoti kraujagyslés fluorescencini vaizda in vivo. Padaryti
fluorescencines nuotraukas baltoje Sviesoje, autofluorescencijos fone bei
nufiltravus autofluorescencija.

3) I pelés uodegos vena suleisti skirtingos modifikacijos kvantinius
taskus. Uzregistruoti ju fotoliuminescencija kraujotakoje in vivo. Gauti
kraujagyslinio  tinklo fluorescencinius vaizdus. Palyginti  kraujagysliy
fluorescenciniy nuotrauky kontrasta su 2) punkte gautomis nuotraukomis.

7. Kontroliniai klausimai.

1. Konfokalinés mikroskopijos veikimo principas.
2. Kuom konfokalinis mikroskopas yra pranaSesnis uz fluorescencini?
Detaliai paaiskinkite.

3. Pagrindinés optinés ydos.
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4. Ka reikéty daryti norint padidinti mikroskopo skiriamaja geba?

5. Fluorescenciniai Zymekliai. Jei jums reikéty nudazyti goldzio aparata kuri
pasirinktuméte?

6. Rastriné fluorescencijos vaizdinimo sistema biomedicininiams taikymams
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