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Giluminé fluorescenciné diagnostika

1. Darbo tikslas.

ISsiaiskinti  fluorescencijos  registravimo  désningumus 1§  gilesniy

sklaidanciosios aplinkos sluoksniy kas sudaryty prielaidas fluorescencijos i$

fiksuotame gylyje esan¢iy objekty registravimui.

. Darbo uzdaviniai.

I.

Uzregistruoti tam tikrame sklaidanCiosios terpés gylyje esancio
fluorescuojancio objekto fluorescencija terpés pavirsiuje.

ISmatuoti dvieju fluorescuojan¢iy sluoksniy fluorescencija terpes
pavirSiuje. Atlikus tam tikrus fluorescuojancio sluoksnio pokycius

(sustor¢jimas/suplon¢jimas), nustatyti juos 1§ giluminés fluorescencijos

spektry.

. ISmatuoti fluorescencijos intensyvumuy pasiskirstymus sklaidanciosios

terpés pavirSiuje, kai fluorescuojantis objektas yra skirtinguose gyliuose
(1,2,3 ... 6 mm).
Apskaiciuoti intensyvumy pasiskirstymo konstantas kiekvienam gyliui ir

sudaryti atraming kreive fluorescuojancio objekto gyliui nustatyti.

. ISmatuoti nezinomame gylyje esancio objekto fluorescencija, apskaiciuoti

nezinomame gylyje esancio objekto intensyvumuy pasiskirstymo konstanta

ir 1§ atraminés kreivés jvertinti objekto gyli.



2. Teoriné dalis.

I. Fluorescencija.

Pastaruoju metu, spar€iai 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. Pla¢iausiai biologiniy objekty
optiniy savybiy ir juos sudaranc¢iy biomolekuliy ar juose vykstanc¢iy metaboliniy
vyksmy bei audiniy morfologiniy pakitimy tyrimui naudojamas metodas yra
fluorescenciné spektroskopija. Biologiniam audiniui budinga savitoji (auto)
fluorescencija, kurig salygoja jame esantys natiiralis chromoforai. Daugumos
endogeniniy fluorofory fluorescencija yra susijusi su struktiirine audiniy matrica
ir biologiniame objekte vykstanc¢iais metaboliniais vyksmais, todél savitoji
audiniy fluorescencija gali atspindéti tiek ligos paZeista audini, tiek iSrySkinti
audinio morfologinius ar metabolinius specifiSkumus, kurie sunkiai
detektuojami kitais biidais.

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 §vytéjima sukelia savitos cheminés reakcijos;

- rentgenoliuminescencija — Svytéjimas sugérus rentgeno spinduliuote;

- elektroliuminescencija — suzadinama stipriu elektriniu lauku.

Pagal Svytéjimo trukme liuminescencija skirstoma | fluorescencija bei
fosforescencija. Tiek fluorescencija, tiek ir fosforescencija pasalinus
suzadinanc¢iaja Sviesa iSnyksta ne akimirksniu, bet trunka ilgesni arba trumpesni
laika. Laikas, per kuri Svytéjimas susilpnéja e karty, vadinamas Svytéjimo

trukme. Fluorescencijos trukmé yra apie 10°-10""s, o fosforescencija trunka nuo



10° iki 1s. Abu $ie reidkiniai aiSkinami molekulés relaksacija i§ suzadinto
singuletinio ir tripletinio lygmeny.

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; = S, (energija atiduodama aplinkai), interkombinaciné
konversija S; = T, (pakinta blisena — i§ singleto | tripleta) ir fluorescencija —
molekulés grizimas | pagrinding bisena i§spinduliuojant fotona. Siy vyksmy
tikimybes 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 tikimybé
(tuo paciu ir kvantinis naSumas) priklauso nuo konkuruojanéiy 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, atsirandan¢iy vidinés konversijos
metu, fluorescencijos spektras pasislenka | 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 1§ S; suzadinto
elektroninio lygmens Zemiausio virpesinio polygmens i pagrindinio S, lygmens
skirtingus  virpesinius polygmenis. Siy Suoliy energija skiriasi, todél
fluorescencijos spektry juostos yra iSplitusios.

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

I1=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, =Kgl,(1-107") )



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 ¢, tac¢iau toks proporcingumas
imanomas bandiniuose, turin¢iuose maza optinj tankj (D < 0,1). Esant tokioms
salygoms galima naudoti artinj, kuris gaunamas /; 18raiSka iSskleidus eilute ir
paémus pirmaji jos narj:

1,~1,-23KgD =1, -23Kgecl 3)

Tokiu biudu, esant mazam medziagos optiniam tankiui, fluorescencijos
intensyvumas proporcingas fluorescuojan¢ios medziagos koncentracijai. Tuo ir
yra grindziama kiekybin¢ fluorescenciné analizé. Eksperimento metu
matuojamas fluorescencijos intensyvumas /; medziagos, kurios koncentracija c;
yra Zinoma, tada matuojamas tiriamojo bandinio fluorescencijos intensyvumas

1. Bandinyje esanciy fluorescuojanciy daleliy koncentracija lygi:

1
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Dé¢ka skirtingos fluorofory koncentracijos audiniuose, stebimi skirtingo

intensyvumo ty audiniy fluorescencijos spektrai.

I1. Sklaida

Kai elektromagnetinés bangos kelyje pasitaiko klititis (dalele) gali vykti
sugertis arba sklaida. Sugerties atveju dalelé jgauna perteklinés energijos, kuria
gali atiduoti Silumos pavidalu arba isfluorescuoti elektromagneting banga,
kurios daznis bus maZesnis nei sugertos bangos. Sklaidos atveju
elektromagnetiné banga indukuoja dipolinj momenta, kuris osciliuoja tokiu

daZzniu kaip ir pati banga. Tokio indukuoto dipolio virpesiai ir sukelia



iSsklaidyta banga. Elastinés sklaidos atveju Sie atsakomieji virpesiai biina tokio
pacio daznio kaip ir juos sukelusi banga. Kai sklaidanti dalel¢ yra mazesné nei
krintan¢ios bangos matmenys, vyksta Reiléjaus sklaida. Siuo atveju skirtingi

bangos ilgiai bus i8sklaidyti skirtingais kampais:

87*Na’®
10)=1, W(1 +cos”0) )
N — sklaidan¢iyju daleliy skaicius, R — atstumas nuo sklaidos tasko, o -

poliarizuotumas. ISsklaidytos Sviesos intensyvumas stipriai priklauso nuo

bangos ilgio s N%"t4, tai reiSkia kad trumpesnés bangos (mélyna) bus
sklaidomos labiau nei ilgosios (raudona). D¢l Sios priezasties giedra diena
dangaus skliautas atrodo melynas. ISsklaidytos Sviesos intensyvumas
proporcingas 1+cos” 6 taigi spinduliuotés, iSsklaidytos i prieki ir atgal,
intensyvumai yra vienodi.

Kai sklaidanti dalel¢ yra didesné nei krintan¢ios bangos matmenys,

vyksta Mi sklaida. Mi sklaida nuo Reiléjaus skiriasi dviem pagrindiniais
aspektais: pirma — silpnesné priklausomybé nuo bangos ilgio (~4", kai

04<x< 0’5) ir antra — Mi sklaidos atveju spinduliuoté dazniausiai yra sklaidoma

Reil¢jaus sklaida Mi sklaida Mi sklaida didelémis

w, dalelémis
d_
Y

—  Krentancios $viesos kryptis
2 pav. Issklaidyty daleliy kryptys Reil¢jaus bei Mi sklaidos atvejais

nedideliais kampais — nedaug nukrypsta nuo pradinés krypties. Daleliy sklaida
Reil¢jaus ir Mi atvejais pavaizduota 2 paveiksle.
Sklaida audinyje vyksta dvieju skirtingo optinio tankumo terpiy sandiiroje

— skirtingy lasteliy sluoksniuy, citozolio bei lastelés membranos, citoplazmos bei



lastelés organeliy. Sklaida audinyje apibudinti yra gana sudétinga, kadangi ji
priklauso ir nuo audinio morfologijos, ir nuo lasteliy formos, ir nuo jose esanc¢iy
organeliy. Pastebéta, kad daugumoje biologiniy audiniy sklaida vyksta
nedideliais kampais, taigi atrodyty, kad audiniuose vyraujanti yra Mia sklaida,
taCiau stebima sklaidos kampo priklausomybé nuo bangos ilgio yra kur kas
artimesné Reil¢jaus sklaidai. Dazniausiai patekusi 1 audini Sviesa bus sklaidoma
visy auks$¢iau paminéty sklaidos elementy, kuriy dydziai labai jvairis, todél
audinyje vyksta tiek Reil¢jaus, tiek Mia sklaida.

Norint aprasyti sklaida audiniuose jvedama faziné funkcija p(0), kuri
nusako tikimybe fotonui buti iSsklaidytam kampu 0. DaZniausiai naudojama

faziné funkcija yra Henéjaus — Grynsteino (Henyey — Greenstein):

pO)=———5—
(1+g —ZgCOSH) 2 (6)

Jei p(0) nepriklauso nuo 0 — vyksta izotropiné sklaida, jei priklauso —
anizotropiné. Sklaidancios terpés anizotropija yra apibiidinama anizotropijos
koeficientu g, kuris apytiksliai lygus sklaidos kampo 0 kosinusui. Kai g = 1
vyksta sklaida i priekj (spinduliuotés sklidimo kryptimi), kai g = -1 sklaida
vyksta atgal (kryptimi, prieSinga spinduliuotés sklidimui), o kai g = 0 sklaida
gali vykti bet kokiais kampais (izotropiné sklaida). Audiniuose g kinta nuo 0,7
iki 0,99 ir tai reiskia, kad $viesa dazniausiai iSsklaidoma 8°—45°kampais.

Audiniuose taip pat vyksta ir konkuruojantis procesas — sugertis, todél
reikia atsizvelgti ir { § spinduliuotés silpimo procesa. Tiksliai apraSyti fotono
kelia dél sudétingo sklaidan¢iyju bei sugerianiyju elementy erdvinio
i$sidéstymo, o taip pat ir vykstanCios ivairiy tipy sklaidos yra sudétinga.
Sprendimo palengvinimui yra jvedamas dydis optinis albedo a, kuris

apibréZiamas:

ask + asg (7)



kur oy atitinka sklaidos koeficienta, o o, sugerties koeficienta. a = 0
reiSkia, kad Sviesos silpimas yra tik dél sugerties, o a = 1 nurodo Sviesos silpima
del sklaidos.

Atsizvelgiant | dualizmo teorija (Sviesa yra ir elektromagnetinés bangos,
ir dalelés) spinduliuote patekusia 1 audini galima apraSyti Maksvelo lygtimis
arba fotony transporto teorija. Nors pirmuoju atveju sprendimas yra tikslesnis,
taciau del kompleksiniy kintamyjy skaiiavimai yra sudétingi, todél dazniau yra
taikoma transporto teorija, kuri Sviesa nagrinéja kaip diskre¢iuy daleliy srauta.
Fundamentinis dydis Sioje teorijoje yra skaistis J [W/cm*sr]. Jis nurodo galios
srauto tankj tam tikra kryptimi erdviniame kampe. Spinduliuotei sklindant
audinyje skaisti galima i8skirti 1 koherentini ir difuzini. Koherentinis skaistis
apibiidinamas kaip tiesiai sklindanti spinduliuote, kurios silpimas susijgs su
sugertimi ar bet kokiu $viesos nuokrypiu nuo tiesaus kelio dél sklaidos. Tokios
spinduliuotés gesimas neskaidriose aplinkose nesudétingai gali biiti aprasomas
eksponentiniu désniu, taCiau pagrindiné problema yra difuzinio skaiscio
ivertinimas, kadangi iSsklaidyty fotonu kelias néra grieztai apibréztas. Tam
naudojami pirmos eilés iSsklaidymo (first — order scattering), Kubelka — Munk
(Kubelka — Munk) teorija, difuziné aproksimacija (diffusion approximation),
Monte Karlo modeliavimas arba atvirkStinio pridéjimo - dvigubinimo (inverse
adding - doubling) metodai. Dazniausiai naudojamas metodas yra Monte Karlo
modeliavimas, kadangi Kubelka — Munk teorija tinka tik difuzinio skaiscio
skai¢iavimams ir tik tuomet, kai sklaida virSija sugerti, difuzinés aproksimacijos
taikymas taip pat apsiriboja skaiCiavimais, kai dominuojantis procesas yra
sklaida.

Monte Karlo modeliavimas.

Monte Karlo metodu yra modeliuojamas N fotony atsitiktinis elgesys. Tai

yra statistinis metodas, kurio tikslumas proporcingas VN , todel N turi buti

pakankamai didelis. Pagrindiné idéja — sekti fotono judéjima neskaidrioje



terpéje. Pirmasis zingsnis yra fotonu generavimas. Juy erdvinis pasiskirstymas
atitinka tam tikra spindulio forma, pvz. Gauso. Sekantis Zingsnis — apibréZiamas
fotono elgesys: nustatomas atstumas iki pirmo susidirimo su audinyje
esan¢iomis dalelémis. Laisvasis kelias:
S=1/po, (8)
kur p - daleliy tankis, o o, ju sklaidos skerspjuvis. Atstumui iki
susidirimo apskaiciuoti jvedamas atsitiktinis skaicius &;, kuris nusako daleliy
18sidéstyma. Tuomet
L(&)=-Ing / po, 9)

Sklaidos kampas yra apibiidinamas dar vienu atsitiktiniu skai¢iumi &,.
Sklaida vyksta pagal tam tikra funkcija, apibiidinancia tikimybe fotonui biiti
i§sklaidytam tam tikru kampu. Dar vienas vyksmas, kuris turi biiti jskaitomas,
tai sugertis. Kiekvienam sugeneruotam fotonui yra priskiriamas tam tikras
svoris, kuris mazéja désniu exp[-aL(&;)]. Svoriui pasiekus tam tikra minimalia
reikSmg, fotonas sugeriamas. Kaip alternatyva svoriy priskyrimui gali biti
generuojamas dar vienas atsitiktinis skaicius &; tarp 1 ir 0. Jei &; < a (kur a yra
albedo), vyks sklaida, o jei &; > a, fotonas bus sugertas. Paskutinis zingsnis —
fotono uzregistravimas. Registruojamas taip pat yra ir visas fotono kelias, t.y.

galima pasakyti kur, kokiu kampu ir kiek karty jis buvo iSsklaidytas.

II1. SviesolaidZiai
Priklausomai nuo tyrimo tipo bei tiriamojo objekto fluorescencijos
registravimo sistemos gali biiti labai jvairios, tac¢iau visas jas galima suskirstyti {
du tipus:
e spindulinés;
e Sviesolaidings.
IS esmés Sios sistemos skiriasi fluorescencijos Zadinimo — surinkimo

sistema. Pirmu atveju zadinancioji spinduliuoté optiniy sistemy pagalba yra
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fokusuojama tiesiai | tiriamaji objekta bei iSfluorescuota Sviesa taipogi
naudojant atitinkamas 1¢Siy bei veidrodziy sistemas yra nuvedama i detektoriy.
Antru atveju zadinimo spinduliuoté iki tiriamojo objekto yra nuvedama
Sviesolaidziu, taip pat ir fluorescencija yra surenkama ir nuvedama iki
detektoriaus $viesolaidziu. Sviesolaidinés sistemos yra kur kas patogesnés
naudojimui, taciau spindulinés yra jautresnés ir tikslesnés. Giluming
fluorescencija laboratoriniame darbe registruosime Sviesolaidine sistema, todél
pakalbésime placiau apie jvairiy tipu Sviesolaidines sistemas.

Priklausomai nuo tiriamojo objekto bei jo lokalizacijos — ar tai yra
pavirSinis darinys ir Sviesolaidiniu zondu galima prieiti tiesiogiai, ar tai yra
vidaus organas ir Sviesolaidinis zondas turi biiti suderintas su esamais vidaus
organy apziliros prietaisais — endoskopais, yra galimi jvairiis Sviesolaidiniy
zondy antgaliai. Pirmiausia antgaliai gali biiti skirstomi pagal ju galo tipa:

1. Antgaliai su

bukais galais (3 A pav).

Sviesa 1§ Sviesolaidzio

sklinda tiesiai. Kokiu

|
1 4
11 N
kampu skeCiasi iS¢jusi || ¥ &
B

Sviesa apsprendzia A
Sviesolaidzio skaiting 3 pav. Sviesolaidiniq zondy antgaliai: A) bukas. B- E —
apertura. nuoZulnus. F) miSrus.

2. Antgaliai su nuozulniais galais. Sviesa ieina pro §viesolaidzio gala,
taCiau skestis ir kryptis yra apsprendZiama SviesolaidZio skaitinés aperttiros bei
nuozulnumo kampo (3 B,C pav). Pasiekus tam tikra kritini kampa 0,, vyksta
visiSkas Sviesos atspindys ir dalis spinduliuotés i§ Sviesolaidzio iSeina pro jo
Sona (3 D pav.). Tokiu atveju Sviesolaidzio apsauginis apvalkalas turi biiti
nuvalytas paliekant tik skaidrius sluoksnius. Dar padidinus nuozulnumo kampa
visa §viesa iSeis tik pro Sviesolaidzio Song (3 E pav.). Siekiant padidinti atspindi

nuo nuozulniosios plokStumos, ji papildomai gali biiti dengiama atspindincia
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medziaga. Taip pat yra galimybé apjungti abieju tipu Sviesolaidzio galus, tokiu
bidu gaunamas misraus tipo antgalis (3 F pav).

Tam tikras Sviesolaidiniy zonduy antgaliy pasirinkimas salygoja
atitinkamas zondo savybes Zadinant bei surenkant fluorescencija. Jei optinés
biopsijos zadinimo — surinkimo sistemoje yra tik vienas Sviesolaidis, tam beveik
visada yra naudojamas buko tipo antgalis, retkarCiais — miSraus tipo. Taciau
kuomet zadinimo - surinkimo sistemai yra naudojami du ir daugiau
Sviesolaidziy, tam tikrais atvejais yra naudinga naudoti arba bukus, arba
nuozulnius, arba apjungti abiejy tipuy Sviesolaidziy antgalius. Nuo Zadinimo —
surinkimo sistemos tipo priklauso ir Sios sistemos savybés, pavyzdziui zondas,
sudarytas 1§ dviejy nuozulniy Sviesolaidziy, yra mazdaug 1,5 karto efektyvesnis
nei zondas, sudarytas i§ dvieju buky Sviesolaidziy. Taip yra tode¢l, kad
apsSvietimo ir surinkimo plotai persidengia daugiau (4 A,B pav.) ir didesné dalis
suzadinty molekuliy fluorescencijos
patenka | Sviesolaidziy galimo
surinkimo erdve. Taciau tdris, 1S

kurio nuozulniuoju zondu yra

renkama informacija, yra mazesnis

bei lokalizuotas ar¢iau zondo. Dar

vieno tipo  zondas, kuriame

fluorescencija yra surenkama netgi

A B C
4 pav. Sviesolaidiniai zondai sudaryti i§
sukonstruotas naudojant misraus ir dviejq Sviesolaidziy: A abu Sviesolaidziai yra
bukais galais, B nuozulniais galais, C —
vienas buku, kitas misSriu galu. Raudonai

Tokio zondo, palyginus ji su buky PaZymeéta erdve, kur persikloja Zadinimo bei
surinkimo spinduliai.

1§ viso apSvieciamo ploto, gali biti

buko tipo antgalius (4 C pav.).

antgaliy zondu, efektyvumas yra
didesnis nuo 6,5 iki 20 karty, priklausomai nuo nuozulnumo kampo. Siekiant
dar labiau padidinti optinio signalo surinkimo efektyvuma Zadinimui/surinkimui

galima naudoti ne viena Sviesolaidi. Populiariausias tokio tipo zondas yra ratu
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iSdéstyti surinkimo Sviesolaidziai aplink viena zadinimo Sviesolaidi (5 pav).
Surinkimo SviesolaidZiai galiausiai yra —
apjungiami | vieng Sviesolaidj ir gaunamas

tradicinis  dviejy atSaky bifurkacinis

Sviesolaidis. Tokiu zondo atveju zadinimo T -

Sviesolaidzio apSvieCiamas plotas 5 pav. Optinis zondas sudarytas i§ 7
- ) ... ) o q. Sviesolaidziy.(a) Sviesolaidis skirtas
persikloja su visu SeSiy aplink iSdestytu 5, yoimui (b) sviesolaidziai skirti
Sviesolaidziy surinkimo plotais ir tokio surinkimui.
zondo efektyvumas gaunamas iki SeSiy karty didesnis nei dvieju Sviesolaidziy
zondo. Reikalui esant centrini Sviesolaidi galima naudoti surinkimui, o
zadinimui — aplink ji i8sidésCiusius Sviesolaidzius. Taipogi yra galimi ivairis
tokio tipo zondo variantai — SviesolaidZiai su bukais galais, nuoZulniais galais
arba miSraus tipo galais, arba jvairiy tipu Sviesolaidziy deriniai. Reikia atkreipti
démesi, kad, optinés biopsijos aparatiiroje naudojant atskirus SviesolaidzZius
zadinimui bei surinkimui, kelyje iki surinkimo Sviesolaidzio fluorescencijos
signalas gali buti iSkraipytas. Tai salygoje iSfluorescuoto fotono kelyje
pasitaikantys sugeriantys bei sklaidantys elementai. Kuo didesnis atstumas tarp
zadinimo ir surinkimo S§viesolaidziy, tuo daugiau bus modifikuotas
fluorescencijos signalas.

Dar vienas budas, leidziantis padidinti apSvietimo bei surinkimo
persidengimo plota — tai Sviesolaidini zonda nuo audinio laikyti tam tikrame
atstume, kuomet $is plotas yra didziausias. 4 paveiksle matyti, kad tolstant nuo
Sviesolaidziy antgaliy, persidengimo plotas did¢ja. Praktikoje yra naudojami

specialtis Sviesolaidziai su tam tikro storio kvarciniais antgaliais. Kvarcinio

antgalio storis ir apsprendzia atstuma, kokiame zondas bus nutoles nuo audinio.

Taciau tokiu atveju mazéja surinkimo efektyvumas %, kai d yra atstumas nuo

zondo iki audinio. Buvo atlikti tokios sistemos tyrimai, kai optinei biopsijai

buvo naudojama vieno SviesolaidzZio sistema (6 pav.). Tyrimai atlikti su jvairiy
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skersmeny Sviesolaidziais. Padidinus Sviesolaidzio skersmenj nuo 0,1 mm iki 1

mm fluorescencijos surinkimas padidéjo daugiau nei

3,5 karto, kai fluorescencija registruota prie pat

Sviesolaidis

audinio. Gylis, 1§ kurio buvo surinkta mazdaug 80%

fluorescencijos signalo, priklausomai nuo skersmens

Kvarciriis
{antgalig

sick¢é nuo 0,175 mm iki 0,375 mm. Prie§ zonda
1déjus 5 mm kvarcinj antgalj, gylis i§ kurio surinkta

80% fluorescencijos padid¢jo iki 0,425 mm, kai tuo
6 pav. Vieno

Sviesolaidzio sistema tarpu LIZI'egIStI'UOtOS ﬂuorescencuos mtensyvumas

su kvarciniu antgaliv  symazéjo nuo 5 iki 20 karty (priklausomai nuo
pries§ Sviesolaidi.

Sviesolaidzio skersmens). Taigi, zonda priglaudus
tiesiai prie audinio uZregistruojamas didesnis fluorescencijos intensyvumas,
taiau tiriamasis gylis yra mazesnis negu naudojant zonda su papildomu
kvarciniu stikliuku. PanaSaus efekto galima pasiekti ir keiiant Sviesolaidzio
skaiting apertiira, tokiu biidu nereikia naudoti papildomy kvarciniy antgaliu.

Tam tikrais atvejais labai patogu naudoti nuoZulnaus tipo antgaliy
zondus. Jie yra ypatingai patoglis kai tiriamoji vieta yra Sviesolaidzio Sone,
tuomet netgi nekraipant Sviesolaidzio galima apSviesti bandini bei uzregistruoti
jo fluorescencija. Pavyzdziui tiriant kraujagysliy sieneles, gimdos kaklelj ir pan.
Tokie zondai vadinami Soniniais zondais (7 pav). Soniniy zondy yra jvairiy

tipy: vieno Sviesolaidzio, dvieju Sviesolaidziy

///—;_ﬂ bei daugelio Sviesolaidziy, iSdéstyty ratu.
\ Fluorescencijos Zzadinimui bei surinkimui
\ 7~}

N Ay

7 pav. Soninis zondas.

Sviesolaidzio antgalis yra
uzdengtas stikliniu gaubtu. plotai persidengty — juos reikia pasukti tam

naudojant skirtingus Sviesolaidzius, juos reikia

suderinti taip, kad ju apSvietimo/surinkimo

tikru kampu vienas kito atzvilgiu. Kartais, kai
naudojama ratu iSdéstyty SviesolaidZiy sistema, yra naudojami buko tipo

SviesolaidZiai ir zondo gale dedama speciali ziediné prizme, kuri nukreipia
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Terminio  Optinés Ziediné prizmé
pazeidimo  biopsijos
Sviesolaidis Sviesolaidis

8 pav. Soninis zondas. Ratu
iSdéstytais terminio pazeidimo
Sviesolaidziais yra atliekama
abliacija, o tarpe ju esanciais,
mazesniais, atliekama diagnostika.

spindulius | Sona. 8 paveiksle yra
pavaizduotas zondas, kuriuo yra atliekami
terminiai pazeidimai. Tarpuose
SviesolaidZiy, kurie yra skirti abliacijai, yra
iterpti diagnostikos Sviesolaidziai, kuriais
galima atlikti opting biopsija. Tokiu budu
gaunamas zondas, kuriuo vienu metu
visame  tiriamos  ertmés  vidiniame
pavirSiuje galima ir gydyti, ir stebéti
gydymo eiga.

Naudojant visus auk$¢iau minétus

Sviesolaidinius zondus informacija vienu

metu galima rinkti tik i§ vienos vietos, t.y. tik i§ mazo audinio tiirio. Tai yra

labai naudinga, kuomet reikalinga informacija i§ tikslios audinio vietos, taciau

daznai biomedicininiuose tyrimuose reikia istirti didelius audinio pavirSiaus

plotus, kad jvertinti paZeidimo laipsni ar nustatyti pazeidimo ribas. Tokiu bidu

galima naudoti optinés biopsijos zonda, kuriame yra integruota keletas Zadinimo

— surinkimo sistemy. 9 pav. pateiktas optinés
biopsijos zondas, kuriame yra integruota 31
zadinimo — surinkimo sistema. Kiekviena sistema
sudaryta 1§ vieno Zadinimo Sviesolaidzio ir vieno
surinkimo  Sviesolaidzio. Uzregistravus §iuo

zondu optinius signalus galima sudaryti audinio

fluorescencinius ,,Zemélapius®, i§ kuriy galima 9 pav. optinés biopsijos

zondas, kuriame yra

atlikti audinio fluorescencini vaizdinima. Siuo integruota 31 Zadinimo —

metu yra sukurta sistema 1§ 120 Zadinimo —

surinkimo sistema.

surinkimo sistemy, taCiau norint dar labiau padidinti tiriamy viety skaiciy

naudingiau yra naudoti spindulines Zadinimo surinkimo sistemas su audinio

skanavimo galimybe.
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IV. Giluminé fluorescenciné diagnostika
Giluminés fluorescencijos registravimui daznai yra naudojamos
spindulinés sistemos, t.y. konfokalinés bei daugiafoton¢s, tafiau tai yra labai
sudétingos, brangios bei nevisada patogios naudoti sistemos. Todél bandoma
pereiti prie daug paprastesnés, bei pigesnés Sviesolaidinés sistemos. Paprastais
bifurkaciniais $viesolaidziais registruojama fluorescencija yra misinys i§ jvairiy
sluoksniy ateinanciy signaly, kuriuos sukelia sugerta spinduliuoté. Keiciant
zadinimo bangos ilgi galima pasiekti didesnj Sviesos isiskverbimo gyli kol ji bus
visiSkai sugerta. Remiantis sklaidos teorija, fotonai, iSfluorescuoti pavirSiuje,
yra mazai veikiami sklaidos ir tod¢l jie sklinda beveik tiesiai | pavirSiy — Salia
zadinimo SviesolaidZio. Tuo tarpu giliau i$fluorescuoti fotonai savo kelyje iki
pavirSiaus sutinka kur kas daugiau sklaidanciyju daleliy, todél audinj palieka
tam tikru atstumu nuo Zadinimo S$viesolaidzio 10 pav. Taigi, surinkimo
Sviesolaidziui esant Salia zadinimo arba

) Krentanti Sviesa . . .-
Atspindeta netgi esant keliems surinkimo

Sviesa

SviesolaidZiams, bet iSdéstytiems tokiu
paciu atstumu, smarkiai i§sklaidyti fotonai

néra uzregistruojami, taciau panaudojus

tam  tikras  Sviesolaidines  sistemas,

Audinys

galin€ias uZregistruoti jvairiu atstumu nuo

zadinanc¢iojo  Sviesolaidzio iSlekiancius

10 pav. Sviesos spinduliy eiga fotonus, galima biity gauti informacijq ir 18
audinyje. gilesniy audiniy sluoksniu.

Kai kuriais atvejais tai yra labai naudinga informacija, nulemianti

s¢kminga ligos diagnozavima ar tam tikro susirgimo gydyma. PavyzdZiui

lazeriu koaguliuojant Sirdies audinio sieneles svarbu zinoti ar sienelé buvo

koaguliuota per visa jos stori. Jei terminis pazeidimas biina atliktas tik dalyje

sienelés, operacija laitkoma nesékminga. Taip pat fotosensibilizuotos naviky
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terapijos metu biity naudinga Zinoti sensibilizatoriaus kaupimasi visame naviko
tiryje, o patios terapijos metu stebéti naviko nekroze. Siuo metodu taip pat
galima pagerinti ankstyvyju stadiju naviky diagnostika. Nemaza dalis visy
onkologiniy susirgimy kyla epiteliniuose audiniuose. Yra Zinoma, kad vystantis
tam tikriems navikams epitelio storis didéja, kai tuo tarpu senstant plonéja, todél
uzregistravus fluorescencija 1§ gilesniy audiniy sluoksniy galima biity pasakyti

apie epitelio storio pokycius ir i$ to nuspresti ar audinyje vystosi navikas.

V. Gilesniy sluoksniy fluorescencijos tyrimas

Vienas 1§ svarbiausiu komponenty diagnostinéje fluorescencinés
spektroskopijos aparatiiroje yra zadinimo surinkimo sistema. Giluminei
diagnostikai galima iSskirti dvi pagrindines S$viesolaidines sistemas — kai
zadinimo ir surinkimo S$viesolaidziai persikloja (naudojamas tas pats
Sviesolaidis) ir kai Zadinimo ir surinkimo Sviesolaidziai nutol¢ vienas nuo kito
tam tikru atstumu. Pirmuoju atveju galima keisti Sviesolaidzio skersmeni taip
kei¢iant ir sistemos savybes. Tokia fluorescencijos registravimo sistema
vadinama {vairiy skersmeny (VA — various aperture). Antruoju atveju galima
keisti tiek Sviesolaidziy skersmenis, tiek atstumus tarp Zadinimo ir surinkimo
Sviesolaidziy. Tokia sistema vadinama jvairiy atstumy (MD — multidistance) (11
pav.). Siy sistemy savybés yra tiriamos teoriniais modeliavimo metodais ir tik

keli darbai atlikti

Skersmuo Atstumas
—->| |<— —-Pl |<— praktiSkai matuojant
Zadinimo/ fluorescencija.
surinkimo . L
Sviesolaidis Zadinimo Surinkimo .
Sviesolaidis $viesolaidis Hyde 1r kt.

nagrinéjo MD savybes

A B registruojant dvisluoksnés
neskaidrios sistemos

11 pav. VA (A) ir MD (B) sistemos.
fluorescencija.

Dvisluoksné sistema daZzniausiai yra pasirenkama tam, kad imituoti odos

17



pavirSiy, kuris taip pat sudarytas i§ dviejy sluoksniy — virSutinio epitelinio ir
gilesnio — stromos. Atitinkamai pagal audinio savybes parenkami ir sklaidos bei
sugerties koeficientai. Modeliavimo eksperimentuose autoriai parodé, kad,
maz¢jant/didéjant fluorofory koncentracijai gilesniuose modelinés sistemos
sluoksniuose, skirtingu atstumu nuo zadinimo nutolusiuose Sviesolaidziuose
registruojamas skirtingas fluorescencijos intensyvumas, taciau spektriniy
kreiviy formos labai panaSios. Pastebéta, kad tokio tipo (MD) sistema
registruojami skirtumai (tiek intensyvumuy, tiek ir spektriniy kreiviy formy) yra
didesni, kai didZiausi koncentracijos skirtumai yra gilesniuose sluoksniuose.
Dauguma naviky pradeda vystytis giliai epitelyje prie bazinés membranos
ir proliferuoja 1 virSy (neinvazinis navikas), arba perauga membrang ir
1siskverbia 1 stroma (invazinis navikas), tod¢l reikalingi diagnostikos metodai,
kurie kaip tik ir biity jautresni gilesniems sluoksniams. Taciau kartais naviko
vystymasis yra susijgs ir su struktiiriniais audiniy pokyciais — vystantis gimdos
kaklelio véziui plonéja epitelio sluoksnis, todél Siuo atveju reikalingas didesnis
jautrumas virSutiniams sluoksniams. Zhu ir kt. tyré optinés Sviesolaidinés
sistemos matmeny (VA ir MD sistemu) itaka registruojamai fluorescencijai i$
dvisluoksnés neskaidrios terpés. Analizg¢ atliko Monte Karlo modeliavimo
metodu. Tyrimo metu buvo analizuojama visa uZzregistruota fluorescencija
(uzregistruoty ir iSfluorescuoty fotony santykis), isiskverbimo gylis (gylis,
kuriame iSfluorescuojama 80% visy fotony) ir jautrumas pirmam sluoksniui
(fotony, uzregistruoty i§ pirmojo sluoksnio santykis su visa uzregistruota
fluorescencija). Atlikus eksperimenta paaiskéjo, kad VA sistema registruojamos
fluorescencijos intensyvumas yra didesnis nei MD, kadangi intensyviausiai
fluorescencija vyksta po zadinimo S$viesolaidziu, o Siuo atveju zadinimo ir
surinkimo Sviesolaidis yra tas pats. Taip pat 81 sistema pasirod¢ esanti jautresne
virSutiniam sluoksniui, tac¢iau MD sistemos isiskverbimo gylis yra didesnis
mazdaug du kartus. Didinant VA sistemos Sviesolaidzio skersmeni didéja

isiskverbimo gylis, bet maZ¢ja jautrumas pirmam sluoksniui. MD atveju
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didinant atstuma tarp surinkimo ir Zadinimo Sviesolaidziy isiskverbimo gylis dar
labiau padidé¢ja bei maz¢ja jautrumas virSutiniam sluoksniui. Taigi, kaip ir Hyde
ir kt. atlikti tyrimai, Sie eksperimentai jrodo, kad MD sistema yra jautresné
gilesniems sluoksniams ir tokio tipo sistema galima bty registruoti giluming
audiniy fluorescencija, kai tuo tarpu VA yra tinkamesné registruojant pavirsing
fluorescencija.

ISsamiau  paCio  Sviesolaidzio  skersmens jtaka registruojamai
fluorescencijai nagrin¢jo Brian ir Burke. Atlike Monte Karlo modeliavimo
eksperimentus parod¢, kad didinant fluorescencijos surinkimo SviesolaidZio
skersmeni, 1 ji pakliidavo fotonai, kurie savo kelyje patirdavo daug sklaidos
ivykiu. Sviesolaidzio skersmeniui esant maZesniam nei laisvasis kelias (kelias,
kuri nueina fotonas nuo vieno susidiirimo iki kito), uzregistruojami fotonai,
kurie yra gerokai maziau iSsklaidyti. Registruojant fluorescencija mazo
skersmens (~ 100 wm) Sviesolaidziais, galima nepaisyti tam tikry audinio
parametry — kadangi registruojami fotonai nedaug susiduria su audinyje
esanCiomis dalelémis, tod¢l mazai jvyksta tiek sklaidos, tiek ir sugerties jvykiy.
Siuo atveju fluorescencija priklauso tik nuo audinyje esanéiy fluorofory bei ju
koncentracijos ir nepriklauso nuo sklaidan¢iyju ar sugerian¢iyjy elementy
kiekio.

Taigi naudojant atitinkamos geometrijos Sviesolaidines sistemas galima
praplésti neinvazinés fluorescencinés spektroskopijos taikymo galimybes
medicininés diagnostikos srityse. Jau dabar praktikoje yra naudojami pavirs$inés
fluorescencinés diagnostikos metodai, taciau iStobulinus auk$¢iau minétas MD
ir VA sistemas bei padarius tinkamas taikymui klinikoje, jomis galima bty
stebéti endogeniniy ar egzogeniniy fluorofory koncentracijos pokycius, audiniy
sluoksniy storio pokycCius, fotovaisto pasiskirstyma ar jo fotoblySkima
sensibilizuotos naviky terapijos metu bei registruoti gilesniy sluoksniy

fluorescencija nepazeidziant virSutiniy audiniy.
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3. Praktinés uzduotys.

1. Turime dvi kiuvetes, kuriose yra tas pats fluorescuojantis tirpalas. Vienos
kiuvetés storis 1 cm, kitos kiuvetés storis Imm. Kaip keisis
fluorescencijos intensyvumas registruojant fluorescencija vienos kiuvetés
ir kitos, jei koncentracijos yra vienodos?

2. Paskaiciuoti sklaidos koeficienta 530 nm spinduliuotei pieno tirpale, jei
Sio tirpalo sugertis 1 cm kiuvetéje ties 530 nm siekia 0,1 optinio tankio

vienetg?

4. Aparatiira ir darbo metodika.

Laboratoriniame darbe giluminé fluorescencija bus registruojama MD
tipo Sviesolaine fluorescencijos registravimo sistema. Sig sistema sudaro S§viesos
Saltinis fluorescuojanciy objekty zadinimui, Zadinimo — surinkimo sistema bei

detektorius 12 pav. Sviesos $altinis parenkamas atsizvelgiant j fluorescuojanéiy

)

Sviesos $altinis

objekty sugert].

Fluorescencijos Laboratoriniame darbe

surinkimas
tikslinga naudoti stabilias

Detektorius bei auksto kvantinio

naSumo fluorescuojancias

pr= — — medziagas. Siam tikslui
<=5 deél geresniy savo

savybiy, lyginant su

12 pav. Principin¢ Sviesolaidiné fluorescencijos

R standartiniais  dazikliais,
registravimo schema.

gali  buti  naudojami
kvantiniai taskai (Kt). Kvantiniai taSkai tai puslaidininkiniai nanokristalai 2 nm
— 10 nm dydZzio. Lyginant su organiniais Zymekliais ir fluorescuojanciais
baltymais, Kt — visiSkai nauja fluorescuojan¢iy medziagy klasé, stipriai

pralenkianti kitus fluorescuojancius zymeklius pagal dauguma charakteristiky
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(fluorescencinio signalo stipris, fotostabilumas, siauras fluorescencijos spektras,

platus sugerties spektras, ilga fluorescencijos gyvavimo trukme) 13 pav. Sritis,

Sugerties spektrai Fotoliuminescencijos spektrai
800

700 -

600 |-

500 -

400 -

Sugertis, o.t.v.

300 -

0,10 200 |

Fotoliuminescencijos intensyvumas, s.v.

0,05 100 |-

0.00 | 1 1 e 0 - A— o

400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

13 pav. Ivairiy dydziy kvantiniy tasky sugerties bei fotoliuminescencijos spektrai.

kurioje Kt liuminescuoja, priklauso nuo jy dydzio. Sio laboratorinio metu
galima naudoti kvantiniy tasky koloidinj tirpala (1-2 mg Kt suspenduota 4 mL
tirpiklio). Ypatinga Kt savybé — platus sugerties spektras — suteikia galimybe¢
vienu Sviesos Saltiniu suzadinti keleta skirtingy kvantiniy tasky. 13 pav.
pavaizduoti Kt fluorescencijos bei sugerties spektrai. Kt liuminescencijos
zadinimui laboratoriniame darbe naudosime Sviesa emituojantj dioda (LED). Jis
yra itvirtintas specialiai paruoStame korpuse, kuriame yra visi reikalingi optiniai
ir mechaniniai elementai Sviesolaidzio prijungimui prie Sviesos Saltinio. 14

paveiksle  pavaizduotas  Sviesos

Maitinimo lizdas
(12V DC)

Saltinis, naudojamas kvantiniy taSky

liuminescencijos zadinimui. IS esmés

tai yra vieno bangos ilgio Sviesos II!IhI
5 mm skersmens $viesos

Saltinis, nors jo emituojamos / diodai (LED)

SMA 905Ju1?gFis
spinduliuotés spektro plotis siekia 10 Sviesolaidziui
— 15 nm. Jo viduje imontuotas 5 mm 14 pav. Sviesolaidinis §viesos $altinis LS-
p . . 450 (Ocean Optics).
skersmens Sviesos diodas, kurj,
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reikalui esant, galima pakeisti kito bangos ilgio Sviesos diodu. Visi
Sviesolaidinés fluorescencijos registravimo aparatiros 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 jmontuojama spektrinés
sudéties modifikavimo sistema, kuri uztikrina zadinanciosios spinduliuotés
spektro siauruma. Naudojant LED‘us tai néra biitina, nebent norima ,,nupjauti‘
ilgabangi LED spinduliuojamos juostos krasta, kad nepersidengtuy su audinio
fluorescencija. Fluorescencijos Zadinimo — surinkimo sistemos pasirinkimas
priklauso nuo uzduoties. DaZniausiai tai btina bifurkaciné Sviesolaidiné sistema
su jvairiy tipy antgaliais. Kaip jau auks¢iau buvo minéta, nuo sistemos antgalio
priklauso detektavimo gylis. Siame laboratoriniame darbe naudosime specialia
daugianuotoling fluorescencijos zadinimo — registravimo sistema (15 pav.). Tai
yra ypatingos

formos Sviesolaidis.

S,

A sudaro 9

U

skaidulos kurios
suvestos 1 viena

antgali. Sis antgalis

pavaizduotas 15

Antgali .
HHeatis pav. Vienos

15 pav. Daugianuotoliné fluorescencijos zadinimo — skaidulos skersmuo

registravimo sistema bei jos antgalis.
600 um, o atstumai

tarp ju 1 mm. Pirmoji skaidula (S,) prijungiama prie Sviesos Saltinio, o likusios
aStuonios (S,) jungiamos prie detektoriaus. Tokia Sviesolaidine sistema galima
registruoti fluorescencija (vairiuose atstumuose nuo Zadinimo SviesolaidZio,

tokiu budu uzregistruojant vis daugiau fotony 1§ gilesniy sluoksniy.
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Papildomai surinktos fluorescencijos kelyje yra biitina spektrinés sudéties
modifikavimo sistema. Sios sistemos esmé — grubiai filtruoti §viesos spektring
sudéti, dazniausiai tai yra praleisti arba nufiltruoti tam tikros spalvos Sviesa.
Audinys, apSviestas tinkamo bangos ilgio (spalvos) Sviesa, 1Sduos optini atsaka
— fluorescencija — kuri jau bus kitos spalvos nei zadinimo spinduliuoté, ir jei Sis
spalvinis skirtumas yra pakankamai didelis, pvz., jei Zadinimui naudojama
mélyna Sviesa, o fluorescencija stebima Zzalios arba raudonos spalvos, tai
filtrinis spektry atskyrimas bus pakankamai efektyvus. Paprastai tokios
spektrinés sudéties modifikavimo sistemos pilnai uZtenka. Tai yra labai paprasta
sistema, kurig sudaro filtry laikiklis bei pora lgsiu spinduliuotés fokusavimui.
Filtrinés spektry modifikavimo sistemos schema pateikta 16 pav. Kadangi $i

sistema yra naudojama
Legis Lesis Sviesolaidingje sistemoje, tai ji

turi buti tinkama naudojimui su

Sviesolaidis Sviesolaidis Sviesolaidziais bei atitikti tam
Filtras tikrus reikalavimus, t.y.
filtravimas turi buti atlieckamas

su minimaliais intensyvumo

i nuostoliais. Biitent dél to ir yra
1,2 cm

naudojami  lgSiai.  Sistemos

16 pav. Filtriné spektry modifikavimo sistema.
VirSuje pavaizduota spinduliuotés sklidimo ] . .
schema, apacioje — reali §viesolaidiné sistema paprastas: spinduliuoté iS¢jusi 18
INLINE-FH (Ocean Optics).

veikimo principas labai

Sviesolaidzio skeciasi tam tikru
kampu, kurj apibrézia Sviesolaidzio skaitiné apertiira. Tam tikrame atstume nuo
Sviesolaidzio pastatytas glaudziamasis lgSis 1S besiskecianc¢io pluosto
suformuoja lygiagrety pluosta. Tuomet lygiagretaus pluosto kelyje yra statomas
filtras. Filtra pragjes pluostas iSlieka lygiagretus, o jo kelyje pastatytas dar
vienas glaudZiamasis lgSis vél sufokusuoja spinduliuotg ir ji vél yra suvedama i

Sviesolaidi.

23



Taigi, spinduliuotei praéjus pro spektrinés sudéties modifikavimo sistema
yra nufiltruojama didzioji dalis paSalinés spindulivotés ir lieka tiktai
fluorescencija. Sis signalas toliau keliauja i detektoriy. Kadangi registruojant
giluming fluorescencija skirtumai tarp skirtingais atstumais nutolusiy
registravimo §viesolaidziy S, daZniausiai yra tik kiekybiniai (stebimas
nevienodas intensyvumas), tai labai svarbios yra eksperimento salygos, t.y.
kokiomis salygomis buvo uzregistruota fluorescencija pirmame surinkimo
Sviesolaidyje, tokiomis salygomis turi biiti registruojama fluorescencija ir
likusuose §viesolaidZiuose. Siuo atveju labai svarbus yra antgalio priglaudimas
prie tiriamojo objekto. Bet koks antgalio pokrypis ar priglaudimo vietos pokytis
tyrimo metu gal reikSmingai itakoti rezultatus. ISlaikyti vienodas salygas
visiems matavimams yra labai sudétinga, kadangi matavimus reikia atlikti net
su 8 Sviesolaidziais. Todél eksperimento metu Sviesolaidinés registravimo
sistemos antgalis turi biiti nejudamai itvirtintas ir priglaustas prie tiriamojo
objekto. Deja, bet praktikoje, o ypac¢ atliekant tyrimus su gyvais biologiniais
objektais, tai biina beveik nejmanoma, tod¢l giluminés fluorescencijos tyrimams

yra naudojamas specialus daugiakanalis spektrometras 17 pav. Tai yra 8 visiSkai

17 pav. 8 nepriklausomy kanaly daugiakanalis
spektrometras.
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nepriklausomy kanaly Sviesolaidinis spektrometras, kuriuo visais 8
Sviesolaidziais perduodamus spektrus galima registruoti vienu metu. Sis
prictaisas yra sudarytas 1§ 8 Sviesolaidiniy spektry registravimo jrenginiy,
sujungty 1 vieng visuma, tod¢l jo veikimo principui suprasti pilnai pakanka
i§siaiskinti vieno spektry registravimo jrenginio veikima. Sviesolaidiniame
prietaise visi detektavimui reikalingi komponentai yra paciame spektry
registravimo jrenginyje. 18 paveiksle pavaizduotas Sviesolaidinis spektry

registravimo irenginys.
8.91 cm

v

Spinduliuoté 18

Sviesolaidzio per SMA 905

jungti (1) patenka 1

prietaisg. Sviesos srautas

wd €¢°9

1¢jime yra apribojamas

specialaus plysio (2), kurio

plotis gali biiti nuo keliy

mikrony iki keliy Simty

18 pav. Sviesolaidinis spektry registravimo irenginys. mikrony. Sis ply3ys itakoja
skiriamaja geba. Kuo siauresnis plySys, tuo geresn¢ yra skiriamoji geba, taciau
tuo maziau Sviesos patenka | spektry registravimo jrengini, todél mazéja
prietaiso jautrumas. Daugeliu atveju biologinio objekto fluorescencija yra
silpna, tod¢l daznai yra pasirenkamas didesnis plySys (200 — 400 pm)
sumazinant prietaiso skiriamaja geba. Kartais, kuomet yra naudojami ploni
Sviesolaidziai (200 um skersmens), plySio galima ir nemontuoti, kadangi paties
Sviesolaidzio skersmuo yra toks kaip plySio plotis. Jeigu prietaisas bus
naudojamas iSskirtinai tik vienam tikslui, tuomet galima tiesiog i¢jime jtaisyti
zadinanciosios spinduliuotés nepraleidzianti fluorescencijos filtra (3), tokiu
atveju fluorescencijos surinkimo atSakoje bus nereikalinga spektrinés sudéties
modifikavimo sistema. Toliau spinduliuoté besiskésdama sklinda iki sferinio

veidrodZzio (4), kuris suformuoja lygiagrety pluosta. Atsispindéjusi spinduliuoté
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(jau lygiagrediu pluostu) krinta i difrakcing gardele (5). Sioje vietoje vyksta
spinduliuotés iSskaidymas. Difrakcinés gardelés dél savo atitinkamos réziy
formos yra optimizuotos tik tam tikrai spektrinei sri¢iai. Réziy skaicius
difrakcin¢je gardeléje itakoja skiriamaja geba. Didesnis réziy skaicius nulems
geresn¢ skiriamaja geba, taciau tokia gardele bus galima registruoti siauresnj
bangos ilgiy diapazona. Pvz., jei prietaiso jéjime yra 200 um 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 600 réziy/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 1 detektoriy (10) — CCD elementa.
Viename CCD elemente gali bti 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, taciau nukencia jautrumas.
Atitinkamai detektorius su mazesniu skai¢iumi registravimo elementy pasizymi
didesniu jautrumu bei prastesne skiriamaja geba. Kadangi patys registravimo
elementai esantys CCD yra labai mazi, tai tik dalis krentanios Sviesos bus
uzregistruojama. Siekiant padidinti registravimo efektyvuma, priesais CCD
elementa gali biiti montuojamas specialus cilindrinis leSis (7), kuris krentancia
spinduliuot¢ sufokusuoja 1 registravimo elementa — tokiu bidu yra
uzregistruojama beveik visa atéjusi spinduliuoté. Taip pat prie§ detektoriy gali
biti montuojamas papildomas filtras (8), skirtas aukstesniy difrakcijos eiliy
Sviesai, kuri atsiranda d¢l 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
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paskutinis parametras, kuris gali jtakoti registruojama spektra, tai detektoriaus
1¢jimo langelis (9). Skirtumas yra toks — jei spektrai bus registruojami UV
srityje yra naudojamas kvarcinis langelis, jei ne — naudojamas paprastas stiklas.
Daugiakanalis spektrometras, sudarytas i§ 8 aukS¢iau aptarty spektry
registravimo jrenginiy, yra prijungiamas prie kompiuterio ir ekrane pateikiami
visi 8 spektrai vienu metu, todel bet koks giluminés fluorescencijos tyrimams
naudojamos Sviesolaidinés sistemos antgalio pokrypis ar padéties pokytis

beveik vienodai jtakos visus 8 spektrus.

Siame laboratoriniame darbe
LI|2{[3]/ 4] 5][6]7)8) 91011 gilumine  fluorescencija tirsime
modelinéje daugiasluoksn¢je
sistemoje. Tokia sistema gali biti
realizuota specialioje daugiaskyréje

kiuvetéje (19 pav.), sudarytoje 1§ 11

skyriy, kuriy kiekvieno storis 1 mm,

I mm.

1 0,2 mm

o pertvar¢liy storis 0,14 mm.
19 pav. Speciali kiuveté giluminés Kiuvet¢ yra uzpildoma sklaidancia
fluorescencijos tyrimarms. medziaga (tai gali biti atitinkamos
koncentracijos pieno tirpalas), o tam tikras jos skyrelis (arba keli skyreliai) yra
uzpildomi fluorescuojancia medziaga, pvz kvantiniais taSkais, taip realizuojant
tam tikrame gylyje esantj fluorescuojanti objekta. Sioje kiuvetéje galima keisti
fluorescuojancio sluoksnio gyli nuo pavirSiaus (fluorescuojantis sluoksnis yra
pirmame skyrelyje) iki 10 mm gylio (fluorescuojantis sluoksnis yra 11
skyrelyje). Eksperimento metu Sviesolaidzio antgalis yra priglaudziamas prie
priekinés kiuvetés sienelés (prie pirmo skyrelio sienelés).

Laboratorinio darbo schema yra pavaizduota 20 paveiksle.

5. Darbo eiga.
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Laboratorinis darbas susideda i§ tiriamyjy medziagy paruos$imo, jrangos
suyjungimo bei suderinimo ir numatyty uzduo€iy atlikimo. Taigi pirmiausia
reikia pasiruosti sklaidanciaja terpg. Tam tikslui galima naudoti pieno tirpala

(pienas praskiestas vandeniu) arba pieno miltelius iStirpintus vandenyje. Tirpalo

Filtrinés spektrinés sudeéties
modifikavimo sistemos

Sviesos Saltinis

LED (470 nm). Daugiakanalis
Perdavimo spektrometras
Spinduliuotés SviesolaidZiai
sklidimo kryptis
Daugiaskyré
Daugianuotoliné kiuvete
fluorescencijos zadinimo —
registravimo sistema ;=
I
Sviesolaidzio stovas Kiuvetés stovas

20 pav. Giluminés fluorescencijos tyrimo laboratorinio darbo schema.

sklaidos koeficientas turi nevir§yti 5 cm’. Tokios sklaidos tirpalas bus
naudojamas viso laboratorinio darbo metu. Biologinio audinio sklaida paprastai
yra didesné, taciau norint iSmatuoti fluorescencija i§ kuo gilesniy sluoksniy, ji
parenkama truput] mazesné. Sklaidos koeficienta apskaiCiuosime naudodami
Lamberto-Bugero désnj. Sviesos silpimas tirpaluose yra salygotas dvieju

vyksmy — sugerties bei sklaidos:
J= Ioe—L(on+$R+$M) (10)
L — kelias, kurj tirpale nueina Sviesa (jei matavimai atlickami kiuvetéje,

tai yra kiuvetés storis);
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o — sugerties pagavos skerspjivis. Kadangi pieno baltymai regimojoje
spektro srityje neturi sugerties, tai visas Sviesos silpimas pagrinde yra dél
sklaidos. Todé¢l Sis pagavos skerspjuvis lygus 0.

g™ — Mi sklaidos koeficientas. Si sklaida vyks jei sklaidandios dalelés yra
didelés (didesnés nei krintandios bangos matmenys). Si narj taipogi galime
atmesti nes pieno baltymai yra mazesni nei regimosios spinduliuotés bangos
matmenys.

Modifikuotas Lamberto-Bugero désnis sklaidos koeficientui nustatyti:

I=1Ie" (11)
1n]i=—LgR (12)
0
1n11
ef = (13)

1
Dydis lnl_ iSmatuojamas Varian 50 Scan UV-Visible spektrofotometru.
0

Darbas su Siuo spektrometru pateikiamas prie spektrometro esan¢iame aprase.

Sekantis zingsnis yra fluorescuojanc¢iy sluoksniy paruoSimas. Kadangi
laboratoriniame darbe bus reikalingi dvieju tipy fluorescuojantys sluoksniai, tai
svarbu parinkti tokias medZziagas, kuriy fluorescencijos spektrai nepersikloty, o
sugerties spektrai persikloty — jas biity galima suzadinti tuo paciu Sviesos
Saltiniu. Taigi Siam tikslui galima naudoti ivairius kvantinius taskus.
Koncentracija yra parenkama tokia, kad sugertis 1 mm optinio kelio kiuvetéje
bty apie 1 optinio tankio vieneta.

Toliau seka aparatiiros sujungimas bei suderinimas. Sviesos 3altinis yra
sujungiamas su daugianuotolinés Sviesolaidinés sistemos 1 Sviesolaidziu — tai
bus Zadinimo Sviesolaidis. Sekantys 8 SviesolaidZiai (tai bus fluorescencijos
registravimo S§viesolaidZiai) sujungiami su spinduliuotés spektrinés sudéties

modifikavimo sistemomis. Atsizvelgiant { Zadinimo spinduliuotg, reikia parinkti
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tinkamus  filtrus fluorescencijos iSskyrimui. Prie spketrinés sudéties
modifikavimo sistemy 18¢jimo prijungiami perdavimo Sviesolaidziai kuriais jos
yra sujungiamos su atitinkamais daugiakanalio spektrometro {¢jimais. Kadangi
daugianuotolingje Sviesolaidingje sistemoje pirmasis Sviesolaidis skirtas
zadinimui, tai pagal numeracija pirmasis surinkimo Sviesolaidis (nuo zadinimo
nutolgs per 1 mm) bus 2 Sviesolaidis. Antrasis surinkimo Sviesolaidis bus
pazymétas 3 numeriu ir t.t. Kiekviena fluorescencijos registravimo atSaka
sudaryta i§ daugianuotolinés Sviesolaidinés sistemos registravimo Sviesolaidzio,
spektrines sudéties modifikavimo sistemos ir perdavimo SviesolaidZio. Sujungus
visus komponentus tarpusavyje ir prijungus juos prie daugiakanalio spektry
registravimo {renginio jjungiamas kompiuteris bei paleidZiama programa
AvaSoft. Darbas su programa pateikiamas prie spektrometro esan¢iame aprase.

ParuoSus tiriamasias medziagas bei suderinus ir parengus aparatiirg
darbui, galima atlikti laboratoriniame darbe numatytas uzduotis:

1. Uzregistruoti tam tikrame sklaidanCiosios terpés gylyje esancio
fluorescuojancio objekto fluorescencija terpés pavirsiuje.

Pries atliekant $ig uzduoti reikia itvirtinti 1 stova daugiaskyre kiuvetg bei
prie jos priekinés sienelés priglausti daugianuotolinés Sviesolaidinés sistemos
antgali. Antgalis turi buti priglaustas statmenai priekinei sienelei. Tuomet reikia

pasirinkti  kokiame gylyje patalpinsite

fluorescuojanti sluoksni. Tai galéty biti 3 —

4 mm gylis. Tada atitinkamas kiuvetés

skyrelis Svirk§tu ~ yra  uZpildomas

Sviesolaidzio

antgalis fluorescuojan¢ia medziaga — tai bus
02 fluorescuojantis sluoksnis. Pries ji esantys

21 pav. Kiuvetés uzpildymo schema  t,5tj  skyreliai uZpildomi sklaidan¢iaja

pirmajai uzduociai.

terpe. Kad imituoti biologini objekta, uz
fluorescuojancio sluoksnio esantys skyreliai taipogi yra uzpildomi sklaidanciaja

terpe 21 pav. Kai viskas paruoSta — uzregistruojami fluorescencijos spektrai
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skirtinguose atstumuose nuo

fluorescencijos Zadinimo Sviesolaidzio ir

duomenys iSsaugomi kompiuteryje. Véliau

Sviesolaidzio

antgalis jie yra atvaizduojami grafiskai.

Tmm
22 pav. Kiuvetés uzpildymo schema ) o ) )
antrajai uzduodiai. 2. ISmatuoti dvieju fluorescuojanciy

sluoksniy fluorescencija terpés pavirsiuje.

Atlikus tam tikrus fluorescuojancio sluoksnio pokycius
(sustor¢jimas/suplongjimas), nustatyti juos 1§ giluminés fluorescencijos spektry.
Prie$ atlickant uzduotj reikia kruops¢iai iSplauti kiuvete. Sioje uzduotyje

jau naudosime dvieju dydziy kvantinius taskus. Tai galéty biti Kt, kuriy
fluorescencija stebima ties 540 nm (Ktl) ir ties 610 nm (Kt2). Pirmajam
fluorescuojanciam sluoksniui turi buti parinkti Ktl, o sekanciam, giliau
esan¢iam — Kt2. Tokia kombinacija yra parinkta dél to, kad pirmutinis sluoksnis
nesugerty i§ gilesniojo sluoksnio ateinancios fluorescencijos. Taigi Ktl yra
patalpinami 3 — 4 mm gylyje, o uz juy sekanciuose trijuose skyreliuose
patalpinami Kt2. Kaip ir pirmame eksperimente, prie§ fluorescuojancius
sluoksnius ir uz ju yra pilamas sklaidos tirpalas. 22 pav. pateikta antros
uzduoties kiuvetés uzpildymo schema. Jei atlickant pirmaja uzduot] i 5-3ji
skyreli buvo ipilti tie patys kvantiniai taSkai, tai atliekant antraja uzduoti ju
i§pilti nereikia. Siuo atveju nereikia ir i3plauti kiuvetés. Parengus
daugiasluoksng modeliné sistema uzregistruojamas giluminés fluorescencijos
pasiskirstymas pavirSiuje — uzregistruojami fluorescencijos spektrai skirtinguose
atstumuose nuo zadinimo S$viesolaidzio ir iSsaugomi kompiuteryje.

PaskaiCiuojami kvantiniy taSky intensyvumy santykiai kiekviename atstume

(1,2,3,...8 mm) nuo zadinimo Sviesolaidzio IxEK’z)), kai x = 1, 2, ... 8 mm. Siuo
1.(Kt,

atveju yra 1mami intensyvumai ties Kt liuminescencijos smailémis.
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PaskaiCiavus Siuos santykius nubréziamas ju priklausomybés nuo registravimo
atstumo grafikas.

Sekancioje Sios uzduoties dalyje bus imituojamas sluoksnio storiy
pokytis. Biologiniame objekte tai atitinka tam tikrus procesus vykstancius
audinyje, pvz. vidiniy sluoksniy storéjima/plon¢jima, kas kartais gali rodyti
naviko vystymasi, arba sensibilizatoriaus kaupimosi audinyje dinamika ar
naviko nekroze. Taigi bus pastorintas virSutinis fluorescuojantis sluoksnis (Kt1)
ir suplonintas apatinis fluorescuojantis sluoksnis (Kt2). Tam tikslui yra
iSsiurbiamas vienas (pirmasis) Kt2 uZpildytas skyrelis ir jis yra uzpildomas Ktl1.
Pries fluorescuojancius sluoksnius ir uz jy yra pilama sklaida. Uzpildymo

schema pateikta 23 pav. UZregistruoti

fluorescencijos intensyvumuy

--'.
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pasiskirstymai iSsaugomi kompiuteryje.
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antgalis
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7 intensyvumu pokyc¢ius maziausiai (1 mm

[

[T

us

i om Oomm atstumu) ir daugiausiai (8§ mm atstumu)
23 pav. Kiuvetés uzpildymo schema

[

antrajai antros uzduoties daliai. nuo zadinimo SviesolaidZio nutolusiuose

sviesolaidziuose L(&n) ir L(Kn) - &iuo
1,(Kt,) I(Kt,)

atveju yra imamas Kt intensyvumas prieS sluoksnio storio pokyti ir po
pakeitimo. Tie patys skai¢iavimai atlickami ir su Kt2. IS $iy intensyvumy
poky¢iy reikia nustatyti ar yra imanoma remiantis vien tik giluminés
fluorescencijos spektrais nusakyti kokie pokyciai jvyko sistemoje. Kaip pavyzdi
galime paanalizuoti Ktl fluorescencijos elgsena. Atlikus sluoksnio storio
pakeitimus fluorescencijos intensyvumas turéty padidéti. Jei papildomas
sluoksnis buvo pridétas i§ giliau, tai fluorescencijos intensyvumas daugiau
turéjo padidéti tolimiausiame Sviesolaidyje, lyginant su artimiausiu. Taip yra
todél, kad arti zadinimo S$viesolaidZio esantys surinkimo S$viesolaidziai yra

labiau jautresni virSutiniams sluoksniams, o toliau nuo Zadinimo esantys
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surinkimo  Sviesolaidziai yra jautresni gilesniems sluoksniams, todél
fluorescencijos intensyvumo padidéjimas 8 Sviesoliadyje ir buvo didesnis.
Analogiskos iSvados gali biiti padarytos analizuojant ir gilesniojo sluoksnio
fluorescencija. Siuo atveju in tensyvumas turéjo sumazéti, kadangi
fluorescuojantis sluoksnis buvo suplonintas. Remiantis teorija, arti zadinimo
Sviesolaidzio esanciuose surinkimo SviesolaidZiuose intensyvumas turéjo
sumazéti daugiau nei tolimuosiuose Sviesolaidziuose, kadangi fluorescuojantis

sluksnis buvo suplonintas 1§ virSaus.

3. ISmatuoti fluorescencijos intensyvumy pasiskirstymus sklaidanciosios
terpés pavirSiuje, kai fluorescuojantis objektas yra skirtinguose gyliuose (1, 2, 3
... 6 mm).

Pries atliekant uzduoti reikia kruopsciai iSplauti kiuvete. Toliau
eksperimentai bus atlickami naudojant tik vieno tipo kvantinius taskus. Sioje
uzduotyje kvantiniai taSkai bus pirmiausia patalpinami | antraji kiuvetés skyrelj
(sluoksnis bus 1 mm gylyje). Atitinkamai skyrelis pries ji ir skyreliai uz jo bus
uzpildomi  sklaida.  UZregistruojamas  fluorescencijos  intensyvumy

pasiskirstymas ir rezultatai i§saugomi kompiuteryje. Toliau kvantiniai taSkai yra

Sviesolaidzio|
antgalis

C 1 mm 02 mm

Sviesolaidzio
antgalis

Sviesolaidzio
antgalis

A L B

Sviesolaidzio|
antgalis

Sviesolaidzio Sviesolaidzio
antgalis antgalis

| ) i E F

24 pav. Treciosios uzduoties kiuvetés uzpildymo schema. A — fluorescuojantis sluoksnis yra 1
mm gylyje, B—2 mm, C—3 mm, D —4 mm, E - 5 mm, F — 6 mm.
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iSsiurbiami 1§ antrojo skyrelio ir patalpinami treciajame (sluoksnis bus 2 mm
gylyje). Velgi skyreliai prie§s Kt ir uz ju uZpildomi sklaida. UZregistruojamas
fluorescencijos  intensyvumu  pasiskirstymas ir rezultatai iSsaugomi
kompiuteryje. Eksperimentas kartojamas kol kvantiniai taskai bus patalpinti {
septintaji skyreli (sluoksnis bus 6 mm gylyje). Kiuvetés uzpildymo schema

visiems treciosios uzduoties etapams pavaizduota 24 pav.

4. Apskaiciuoti intensyvumy pasiskirstymo konstantas kiekvienam gyliui
ir sudaryti atraming kreive fluorescuojancio objekto gyliui nustatyti.

Siuo tikslu yra surandamos Kt liuminescencijos smailiy intensyvumy
vertés visiems 8 SviesolaidZiams kiekvienam fluorescuojancio sluoksnio gyliui.
Sios vertés yra atidedamos priklausomai nuo fluorescencijos registravimo nuo
zadinimo Sviesolaidzio atstumo ir gauta kreivé aproksimuojama pirmos eilés
eksponente y = yo + Ale'X/t. Gautas gesimo koeficientas t bus specifinis
visiems fluorescuojancio sluoksnio gyliams. Taigi atlike skaiiavimus gausime
6 gesimo koeficientus, kurie atitinka intensyvumu pasiskirstymo konstantas.
NubréZiama atraminé kreivé (intensyvumo pasisikirstymo konstantos

priklausomybé nuo fluorescuojancio sluoksnio gylio).

5. ISmatuoti nezinomame gylyje esancio objekto fluorescencija,
apskaiciuoti nezinomame gylyje esancio objekto intensyvumuy pasiskirstymo
konstanta ir i§ atraminés kreivés ivertinti objekto gyli.

Paskutin¢je uzduotyje kvantiniai taSkai yra patalpinami i bet kurj gyli (1
bet kuri kiuvetés skyreli). UZregistruojamas intensyvumy pasiskirstymas.
Surandami intensyvumai ties liuminescencijos smailémis visiems registravimo

atstumams ir atidedami grafiskai priklausomai nuo registravimo atstumo. Gauta

kreivé yra aproksimuojama pirmos eilés eksponente y = y, + Ale'X/t ir
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randama intensyvumy pasiskirstymo konstanta. IS 4 uzduotyje nubréztos

atraminés kreives jvertinamas fluorescuojancio objekto gylis.

—

el A

. Kontroliniai klausimai.

1. Fluorescencijos reiskinys. Jablonskio diagrama.
Sklaida biologiniuose objektuose ir jos registravimo biidai.
Sviesolaidziy tipai ir ju taikymas diagnostikoje.

Giluminés fluorescencijos registravimo biidai.

A

Sviesolaidinis spektry registravimo jrenginys.
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