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1. IVADAS

Zmogaus Sirdies laidzioji sistema (SLS) yra specializuotas raumeninés
kilmés audinys, kuris generuoja ir perduoda bioelektrini impulsa,
sinchroniskai suadinantj atskiry miokardo sri¢iy susitraukima. Zmogaus
Sirdies laidziosios sistemos komponentai randami visose Sirdies srityse,
todel dauguma patologiniy procesy neiSvengiamai pazeidzia §ig sistema,
trikdydami sinchroniS$ka miokardo suzadinima ir efektyvuy Sirdies darba.
Impulso plitimas gali sutrikti bet kurioje zmogaus Sirdies laidziosios sistemos
dalyje: sinusiniame mazge, atrioventrikuliniame mazge ir Hiso pluoste ar
vienoje i§ Hiso pluoSto Saky. Vaiky Sirdies ritmo sutrikimai dazniausiai
atsiranda dél igimty laidziosios sistemos anomalijy ir ektopiniy §ios sistemos
zidiniy. [gimti papildomi laidumo takai (Kento pluostas) sukelia Wolft-
Parkinson-White  sindroma ir  iSsivysCius  supraventrikulinéms
tachikardijoms gali biti staigios mirties priezastimi. Sirdies ligos ir jas
komplikuojantys laidumo ir ritmo sutrikimai yra viena i§ daZniausiy
mirties priezasiy civilizuotame pasaulyje. Apie 12% staigios kardialinés
mirties atvejy anatominiai, mikroskopiniai ir biocheminiai Sirdies tyrimai
nepaaiSkina mirties priezasciy.

Kaip atskira struktiira Zmogaus Sirdies laidzioji sistema aprasyta XX
amziaus pradzioje, taCiau dar penkis deSimtmecius vyko diskusijos ar i
sistema, tiksliau skilveliné jos dalis, egzistuoja kaip atskiras anatominis
7mogaus Sirdies darinys. Sias diskusijas lémé tai, kad morfologiniai Zmogaus
Sirdies  laidziosios sistemos tyrimai yra ganétinai sudétingi. Tiek
makroskopiskai, tiek histologiskai zmogaus Sirdies laidziaja sistema sunku
atskirti nuo aplinkiniy audiniy, todél siekiant jrodyti, kad tiriamojo audinio
fragmentas priklauso SLS, biitina rasti jo rysj su kitomis laidZiosios sistemos
dalimis, t.y. biitina surasti ir iStirti visa skilveling Sirdies laidziaja sistema, o tai
reikalauja igtidziy, dideliy laiko ir darbo sanaudy. Dél $iy techniniy tyrimo
sunkumy, zinios apie zmogaus Sirdies laidziaja sistema yra negausios ir

fragmentisSkos, dazniausiai apsiriboja atskiry atvejy apraSymais, morfologiniai



radiniai prastai koreliuoja su klinikiniu vaizdu. Siuo metu vis dar néra
vieningos nuomonges ar egzistuoja anatominiai laidumo takai tarp sinusinio ir
atrioventrikulinio Sirdies laidZiosios sistemos mazgy, Zmogaus Sirdies
laidZiosios sistemos ir atskiry jos daliy matmenys literatiiroje pateikiami labai
skirtingi. Apra$yti anatominiai variantai, jgimtos SLS anomalijos, tadiau ju
daznumas ir pasiskirstymas néra zinomi. Daugelio igimty Sirdies ydy atvejais,
zmogaus Sirdies laidziosios sistemos iSsidéstymas iSvis néra Zinomas.
Zmogaus, mirusio dél Sirdies laidumo sutrikimy Sirdyje daznai nepavyksta
rasti jokiy svarbesniy patologiniy Sirdies laidZiosios sistemos pakitimy, ir
atvirk$ciai — rySkis patologiniai pokyciai aptinkami Sirdyse ty zmoniy, kurie
niekada nesirgo Sirdies laidumo ir ritmo sutrikimais.

Tokius duomeny neatitikimus galima paaiskinti sudétingomis Zmogaus
Sirdies laidziosios sistemos tyrimo metodikomis. Anatominis Sios struktiiros
preparavimas daugeliui tyréju pasirodé per daug sudétingas ir Siuo metu
beveik nebenaudojamas. Zmogaus $irdies laidziosios sistemos aprasymai ir
tyrimai paremti 1§ histologiniy pjiiviy rekonstruotomis topografinémis
schemomis. Patikrinti, kiek Sios schemos atitinka tikrove nejmanoma, nes
histologiniy pjiviy gamybos metu sunaikinamas anatominis Sirdies
preparatas.

Morfologiniai skirtumai, kurie leisty atskirti zmogaus Sirdies laidziaja
sistema nuo miokardo, literatliroje apraSomi taip pat prieStaringai. Vieny
tyréju apraSyty skirtumy kitiems daznai nepavyksta patvirtinti, ir toki
duomeny nesutapima galima paaiSkinti skirtingy Zzmogaus Sirdies laidziosios
sistemos daliy analize. Pavyzdziui, atrioventrikuliniame mazge gausu nerviniy
rezginiy, turinCiy sukcinatdehidrogenazés ir cholinesterazes, kitose Sirdies
laidZiosios sistemos srityse nerviniy rezginiy su Siomis medziagomis néra.

Siuo metu néra sukurta tinkama Zmogaus §irdies laidZiosios sistemos
vaizdinimo metodika, kuri palengvinty ne tik embriologinius,
anatominius $ios sistemos tyrimus, bet ir kliniking praktika. Operacijos
metu, stovint Sirdziai ir nesant elektrinés veiklos, elektrofiziologiniais

metodais neimanoma nustatyti Sirdies laidziosios sistemos lokalizacijos,



netipiskas laidziosios sistemos iSsidéstymas gali tapti jos chirurginio
pazeidimo priezastimi su sunkiomis pooperacinémis komplikacijomis.
Zmogaus $irdies laidZiosios sistemos vaizdinimas operacijos metu padéty
1Svengti Sios sistemos pazeidimy.

Nors zmogaus Sirdies laidziosios sistemos anatomija ir histologing struktiira
aprasyta daugiau nei prie$ 100 mety, Siuo metu tikslinga perziiiréti, patikslinti
ir papildyti ias Zinias. Siam tikslui pasiekti bitina turéti specifiska, patikima
ir nesudétinga, tinkama kasdieniniam naudojimui, Zmogaus Sirdies laidziosios

sistemos vaizdinimo metodika.



2. TYRIMO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Nustatyti morfologinius ir spektrinius skirtumus tarp Zmogaus Sirdies
laidZiosios sistemos, miokardo ir Sirdies jungiamojo audinio bei naudojantis
Siais skirtumais sukurti zmogaus Sirdies laidziosios sistemos vaizdinimo

metodika.

Darbo uzdaviniai

1. Paruosti zmogaus Sirdies laidziosios sistemos preparavimo metodika,
leidZziancia gauti Sirdies laidZiosios sistemos audinj be kity Sirdies audiniy
ir pateikti zmogaus Sirdies audiniy méginius spektroskopiniams bei
proteominiams tyrimams.

2. Istirti zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos ir kity Sirdies audiniy
rentgenoelektroninius, infraraudonosios ir ultravioletinés (UV) sugerties
bei savitosios fluorescencijos emisijos ir fluorescencijos zadinimo spektrus
ir nustatyti parametrus ir spektrines sritis kuriose stebimi zenkliis zmogaus
Sirdies laidziosios sistemos ir kity Zmogaus Sirdies audiniy skirtumai,
naudotini Sirdies laidziosios sistemos vaizdinimui Sirdies audiniy fone.

3. Elektroforezés metodu palyginti Zmogaus Sirdies laidziosios sistemos ir
kity Sirdies audiniy homogenaty baltyming sudéti bei ju spektrines savybes
ir uzregistruoti baltymy sastato skirtumus.

4. Apibendrinus eksperimentiniy tyrimy rezultatus nustatyti statistiSkai
patikimus skirtumus tarp zmogaus Sirdies laidziosios sistemos ir kity
Sirdies audiniy ir jvertinti ju panaudojimo galimybes kuriant laidziosios
sistemos vaizdinimo metodika.

5. Atlikti Zzmogaus Sirdies laidZiosios sistemos vaizdinimo eksperimentus.



3. GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Sirdies laidZiojoje sistemoje bioelektrinio potencialo atsiradimui
svarblis yra jonai, taciau atlikti tyrimai rentgenoelektroniniu
mikroskopu, parodeé, kad fosforo, kalcio, chloro, sieros, silicio, natrio
ir kalio kiekiai zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos Hiso pluoste (HP)
ir miokarde (MK) paklaidu ribose yra vienodi. Todél
rentgenoelektroninés mikroskopijos metodas neleidzia atskirti
zmogaus Sirdies laidZiaja sistema nuo miokardo.

2. Skirtumai, nustatyti Hiso pluoSto ir miokardo meéginiy Furje
transformaciju infraraudonosios (FT-IR) sugerties spektruose, leidzia
daryti iSvada, kad zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos Hiso pluostas
ir miokardas turi morfologiniy skirtumy. VienareikSmiskai Zzmogaus
Sirdies laidziosios sistemos ir miokardo meéginiy FT-IR sugerties
spektry juostas priskirti konkreciy molekuliy grupiy virpesiams ir
vertinti skirtumy priezZastis néra ijmanoma, nes biologiniy audiniy ir
infraraudonosios sugerties spektrai yra amino rigsc¢iy, priklausanciy
baltymams, peptidams ir laisvoms amino riugstims, spektry visuma,
vienareikSmiskai nesusieta su audinio morfologija. Tac¢iau naudojantis
IR spektro juosty ties 1450 cm™ ir 1400 cm™ pralaidumy santykiais
galima tiksliai atskirti Zmogaus Sirdies laidZigja sistema nuo
miokardo.

3. Zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos Hiso pluosto ir miokardo UV
sugerties spektrai skiriasi savo intensyvumu aromatiniy aminorags¢iy
sugerties srityje nuo 250 nm iki 300 nm. Nustatyta, kad Zmogaus
Sirdies Hiso pluoste triptofano yra apie 2, o tirozino apie 4 kartus
daugiau negu miokarde. Vaizdinimui naudojant Sioje spektro srityje
spinduliuojancius Sviesos Saltinius galima tikétis skirtingos Sirdies
audiniy fluorescencijos, o tuo paciu ir galimybés optiSkai registruoti
zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos vaizda kity Sirdi sudaranciy

audiniy fone.



4. Didziausi Zmogaus Sirdies laidziosios sistemos Hiso pluosto ir
miokardo savitosios fluorescencijos spektry intensyvumuy skirtumai
stebimi 420-465 nm srityje, zadinant 320 — 370 nm srityje.

5. Zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos Hiso pluoity ir jo Sakas galima
spektroskopiskai atskirti nuo Sirdies jungiamojo audinio zadinant kolageno
(330 nm) ir elastino (385 nm) sugerties juostose ir registruojant
fluorescencijos intensyvumo pokycius ties 460 nm.

6. Atlikus elektroforezg¢ Hiso pluosto audinyje rasta apie 26 kDa molekulinés
masés baltymy grupé, kurios néra miokarde ir Sirdies jungiamajame

audinyje.
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4. AKTUALUMAS

Sergamumas Sirdies ir kraujagysliu ligomis sparciai didéja. Tai ypac
pastebima besivystanciy regiony Salyse. Ne iSimtis ir Lietuva. Visame
pasaulyje nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy pragjusiais metais miré
maziausiai 16 mIn. zmoniy. Lietuvos zmoniy mirStamumas nuo Sirdies ir
kraujagysliu ligy smarkiai lenkia Europos Sajungos vidurki. Misuy $alyje
mirtys dél Sirdies ir kraujagysliy sistemos patologijos sudaro daugiau kaip
54 proc. visy mirties priezas¢iy. Dauguma Sirdies ligy gali komplikuotis
Sirdies laidumo ir ritmo sutrikimais dél Sirdies laidZiosios sistemos ar ja
apripinanc¢iy kraujagysliuy pazeidimo. Pavyzdziui, tokia paplitusi liga kaip
ateroskleroze, sukeldama deSinés vainikinés arterijos stenozg, laipsniskai
arba staiga sutrikdo kraujo patekima i sinusini mazga bei prieSirdziy
audinius ir tai sutrikdo elektrinio impulso atsiradima, nuosekly sklidima
bei normaly Sirdies susitraukima. Sumazéjusi kraujotaka gali sukelti
sinusinio mazgo fibrozg ir mikroskopinius randus priesirdziy sieneléje,
todél gali atsirasti viety, kuriose sutrinka laidumas ar net iSsivysto
blokada. Vietos, kuriose yra sumazejes impulso sklidimo greitis, sudaro
salygas griztamojo sujaudinimo mechanizmui atsirasti, o tai jau gali
paskatinti priesirdZziy virpéjimo issivystyma. Sirdies kairés vainikinés
arterijos aterosklerotiné stenozé trikdo Hiso pluoSto Saky apriipinima
krauju, sukelia fibrozinius miokardo ir laidziosios sistemos pakitimus, dél
ko atsiranda Hiso pluosto ar jo Saky blokada. Miokardo infarktas gali
komplikuotis atrioventrikuline ar intraskilveline blokada, skilveline
tachikardija, skilveliy virp¢jimu. Skilveliy virpé€jimas lemia apie 70 proc.
staigiy, ne ligoninéje jvykstanciy mirciy.

Kitos Sirdies ligos, tokios kaip hipertenziné Sirdies liga, miokarditai,
kardiomiopatijos, infiltracinés Sirdies ligos taip pat gali pazeisti bet kuria
laidziosios sistemos srit] ir tapti staigios mirties priezastimi. Taip pat
sutinkamos igimtos, izoliuotos Sirdies laidziosios sistemos ydos,

nesusijusios su kita Sirdies patologija.
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Sirdies laidZiosios sistemos anomalijos ar nejprasti anatominiai
variantai aptinkami kartu su jgimtomis Sirdies ydomis, kurios gydomos
chirurginiais metodais. Sirdies operaciju metu, kai $irdis sustabdoma ir
néra elektrinés veiklos, laidziosios sistemos lokalizacijos nustatyti
elektrofiziologiniais metodais neimanoma, tokiy operaciju metu iSkyla
tiesioginio ar netiesioginio chirurginio S$irdies laidziosios sistemos
pazeidimo grésme.

Del siy priezasCiu Zzmogaus Sirdies laidziosios sistemos patologija ir jos
tyrimai iSlieka aktualia problema. Dauguma patologijos ir teismo
medicinos laboratorijy Siuo metu sistemingai netiria zZmogaus Sirdies
laidziosios sistemos patologijos, nes Sios sistemos morfologiniai tyrimai
reikalauja daug laiko, pastangy ir igiidziy. Literatiroje galima rasti
duomeny tik apie nedideles Sios sistemos tyrimy serijas. Sistemingi
zmogaus Sirdies laidziosios sistemos tyrmai suteikty naujos informacijos
apie Sios gyvybiskai svarbios sistemos biiklg ivairiy Sirdies ligy atvejais.
Radus specifini Sirdies laidziosios sistemos vaizdinimo metoda
patologiniai tyrimai tapty paprastesni ir prieinami daugeliui tyréju.

Pavykus sukurti vaizdinimo metodika, neturincia zalingo poveikio
laidziosios sistemos ir kitiems Sirdies audiniams, nedarancia jtakos Sirdies
funkcijai, ja biity galima naudoti Sirdies operaciju metu. Tokia galimybe
suteikia fluorescenciniai tyrimai, kurie gali biiti atliekami nepaZeidZiant
audiniy ir leidzia gauti informacija apie ju sudéti ir struktira nedelsiant,

net operacijos eigoje.
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5. NAUJUMAS IR ORIGINALUMAS

Dauguma Sirdies laidZiosios sistemos tyrinéjimuy atlieckami naudojant
nedidelius eksperimentinius gyviinus, kuriy Sirdis nesunku tirti histologiniais
metodais. Zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos tyrimai yra kur kas retesni,
daugiausia dél techniniy Siy tyrimy sunkumy. Dazniausiai aprasomos
nedidelés iStirty atveju serijos, kuriose histologiniais metodais ieSkomi
pakitimai tam tikrose laidZiosios sistemos srityse. Daugiausiai tiriami sinusinis
ar atrioventrikulinis mazgai ir Hiso pluostas. Sie tyrimai atlickami naudojant
Sirdies audiniy fragmentus kartu su zmogaus Sirdies laidziosios sistemos
audiniu. Izoliuotas zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos audinys néra tirtas.
Disertacijoje = naudota ~ Zmogaus  Sirdies  laidZiosios  sistemos
makroskopiné/mikroskopiné preparavimo metodika leidzia gauti Sirdies
laidZiosios sistemos audinj be kity Sirdies audiniy, ir pateikti atskiry audiniy
meginius  tolimesniems tyrimams. Todé¢l atlikti  spektroskopiniai ir
proteominiai tyrimai yra originalts, analogisky tyrimy, atlikty naudojant
iSpreparuota zmogaus Sirdies laidziosios sistemos audini, néra aprasyta. Pirma
karta uzregistruoti zmogaus Sirdies laidziosios sistemos ir miokardo sugerties
spektrai, kurie parode, kad Sirdies laidZiosios sistemos audinyje yra didesné
nei miokarde aromatiniy amino rugsciy koncentracija.

Remiantis atlikty Zzmogaus Sirdies laidZiosios sistemos ir kity Zmogaus
Sirdies audiniy spektroskopiniy tyrimy rezultatais, pirma karta nustatytos
optimalios $iy audiniy atskyrimo salygos (optimaliis fluorescencijos zadinimo
spindulivotés bangu ilgiai ir fluorescencijos registravimo sritys), atlikti
vaizdinimo eksperimentai.

Naudojant iSpreparuota zmogaus Sirdies laidziosios sistemos audinj atlikti
pirmieji palyginamieji proteominiai tyrimai, rasta zmogaus Sirdies laidziajai
sistemai  budinga baltymuy grupé, kurios néra miokarde ir Sirdies
jungiamgjame audinyje. Darbe pateiktos originalios histologiniy ir

makroskopiniy vaizdy, vaizdinimo eksperimenty iliustracijos.
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Kadangi visuotinai pripazinti morfologiniai skirtumai tarp zmogaus Sirdies
laidZiosios sistemos ir kity Zmogaus Sirdies audiniy néra zinomi, atlikti tyrimai

suteikia naujos informacijos apie Sirdies audiniy morfologines ypatybes.
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6. LITERATUROS APZVALGA

Zmogaus $irdis per vidutinj gyvenimo laika susitraukia mazdaug tris
bilijonus karty. Kiekvienas Sirdies susitraukimo ciklas priklauso nuo
specializuoto Sirdies audinio, kuris sukelia ir perduoda bioelektrini
impulsa, tam tikru Sirdies ciklo momentu suzadinant] atskiras Sirdies
raumens sritis. Sis specializuotas Sirdies audinys vadinamas Sirdies
laidziaja sistema (SLS). Sig sistema sudaro sinusinis mazgas (SA),
atrioventrikulinis (AV) mazgas, Hiso pluostas (HP) ir jo Sakos, Purkinje
lastelés [1]. Sinusiniame mazge atsirades impulsas plinta { aplinkinius
priesirdziy audinius koncentriskai visomis kryptimis. Sklisdamas truputi
mazesniu nei 1 m/s grei¢iu, per 40 ms impulsas pasiekia AV mazga.
Siame mazge impulso sklidimo greitis sumazéja iki 0,05 m/s. Plitimo
sulété¢jimas AV mazge stabdo impulsa 100-120 ms, tai leidzia pilnai
depoliarizuotis prieSirdziams prie§ sujaudinant skilvelius. Mazdaug per
0,11 sekundés impulsas pereina per AV mazga ir pasiekia Hiso pluosta,
kuriame impulso sklidimo greitis yra pats didziausias — 5 m/s. Sis
pluostas turi deSing ir kairg Sakas (kojytes), perneSancias depoliarizacijos
bangg i skilvelius. Skilveliuose impulsas sklinda Purkinje skaiduly tinklu.
Impulsui peréjus Purkinje skaidulas, per likusia skilveliy sienelg jis plinta
paprastomis miokardo Iastelémis, kuriose perdavimo greitis yra apie 0,5

m/s. Skilveliy sujaudinimo laikas yra labai trumpas, apie 60 ms (1 pav.).
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Potencialas (mV)

Sinusinis 3
priedirdzio —» -607]

mazgas 0
Atrioventrikulinis -60-

_— mazgas

0 - J\¢
Purkinje 00 -

skaidulos
0 -
Skilvelio E

darbinis —» -80
miokardas

0,25 05

o

1 pav. Bioelektrinio impulso plitimas SLS (juoda spalva pazyméta SLS,
skaiCiai rodo bioelektrinio impulso plitimo laika [ms] nuo sinusinio
mazgo iki Sirdies daliy esant normaliam Sirdies susitraukimo dazniui;

skirtingy Sirdies daliy veikimo potencialai). Pagal [2].

Svarblis anatominiai ir fiziologiniai bioelektrinio impulso laidumo
faktoriai yra skaiduly skersmuo ir geometrinis iSsidéstymas, stimulo
efektyvumas ir lastelés sugebéjimas aktyvuotis. Kuo didesnis skaiduly
skersmuo, tuo lengviau ir grei¢iau plinta impulsas, todé¢l didesnio
skersmens Purkinje skaidulomis stimulas plinta greiCiau nei paprastais
kardiomiocitais. Impulso sklidimo greitis plintant iSilgai skaiduly yra
didesnis negu skersine kryptimi. Susijungiant smulkioms skaiduloms {
viena didele atskiri impulsai sumuojasi ir plitimo greitis didéja. Sakojantis
skaiduloms | daug smulkiy impulsas ,,skyla” ir plitimo greitis maz¢ja.
Struktiiriniy Sirdies laidziosios sistemos lasteliy ypatybiy, salygojanciu
dideli bioelektrinio impulso sklidimo greiti Hiso pluoste ir jo Sakose, Siuo

metu néra rasta.
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6.1. Zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos morfologija
Sinusinis (SA) mazgas

Daugumos suaugusiy zmoniy sinusinis mazgas yra mazdaug 10—13x2-
3x1-1,5 mm pusménulio formos struktiira, randama po epikardu S$alia
virSutinés tus¢iosios venos jungties su deSiniu prieSirdziu ir deSinio
priesirdzio auselés (2 pav.) [3]. Mazge ar Salia jo dazniausiai randama ir

sinusinio mazgo arterija.

Sinusinis mazgas Desinio priesirdZio auselé

g

2 pav. Sinusinis mazgas. Pagal [4]

Histologiskai, sinusini mazga nuo aplinkiniy audiniy galima atskirti
pagal gausy fibrozini jungiamaji audinj, reCiau matomas lasteles, blyskias
mazgo lasteles ir smulkias lasteles, iSdéstytas nedideliais Zidiniais.
Sinusiniame mazge iSskirtos keturiy tipy lastelés: sinusinio mazgo,
tarpinés, Purkinje lasteles primenancios ir prieSirdziy raumens lastelés
[4].

Sinusinio mazgo lastelés yra gausiausios, verpstés formos ir maziausio
skersmens (4-6 pm) [1,4]. Sios, viena prie kitos prigludusios lastelés,

sudaro besisakojantj, trimat] rezgini. Lasteliy grupés arba pluostai yra
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apsupti bendra iSorine membrana, tiesiogiai susisiekian¢ia su mazga
gaubianciu jungiamuoju audiniu. Lastelés jungiasi galas su galu ir Sonas
su Sonu, sudaro labai negausias plySines jungtis. Sinusinio mazgo lastelés
neturi T vamzdeliy ar prieSirdziy miocitams biidingy citoplazminiy
granuliy. Citoplazmoje randami negausiis citoskeleto ir kontraktiliniai
filamentai. Mitochondrijos negausios, ivairaus dydzio ir formos, ju vidine
struktiira paprastené nei prieSirdziy miocity mitochondriju. Lasteliy
branduoliai panaiiis { priesirdziy miocity. Sios lastelés neturi pastovaus
membranos ramybés potencialo ir spontaniSkai depoliarizuojasi 100-110
karty per minutg, t.y. generuoja bioelektrini impulsa (ritmo vedlés).

Tarpinés lastelés supa sinusinio mazgo lasteles ir morfologiskai yra
tarpiné grandis tarp sinusinio mazgo lasteliy ir prieSirdziy miocity. Jos yra
didesnio skersmens (6-10 um) ir turi daugiau organizuoty kontraktiliniy
filamenty negu sinusinio mazgo lastelés. Kontraktiliniai filamentai
orientuoti pagal iSilging lastelés asi. Tarplastelinés jungtys gausesnés nei
sinusinio mazgo lasteliy. Citoplazmoje randama daugiau glikogeno nei
priesirdziy miocituose, aptinkamos citoplazminés granulés. Sios lastelés
sujungia sinusinio mazgo lasteles su prieSirdziy miocitais [4].

Purkinje skaidulas primenancios lastelés yra apvalios ar ovalios (10-13
um skersmens), turi blySkia citoplazma, randamos grupémis Salia mazgo
centro ir sudaro apie 5% zmogaus sinusinio mazgo lasteliy [1]. Jos
primena Purkinje skaidulas, neturi T sistemos vamzdeliy, ju citoplazmoje
daug glikogeno ir mazai kontraktiliniy filamenty [4].

Ketvirtas sinusinio mazgo lasteliy tipas yra tipiskos prieSirdziy
raumeninés lastelés. Sios lastelés jungiasi su tarpinémis lastelémis [4].

Sinusiniame mazge gausu simpatiniy ir parasimpatiniy nervy galiiniy,
nerviniy rezginiy su ganglijinémis lastelémis. Bioelektrinis impulsas, arba
veikimo potencialas, atsirad¢s sinusiniame mazge, nedelsiant iSplinta {

priesirdzius [1].
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Atrioventrikuling¢ (AV) sistema

Atrio-ventrikuling  Sirdies  laidziosios  sistemos  dali  sudaro
atrioventrikulinis mazgas, Hiso pluostas ir jo Sakos (kojytés) (3 pav.). AV
mazgas yra ta vieta, kur bioelektrinio impulso sklidimo greitis sumazéja
iki 0,05 m/s. Suaugusio zmogaus Sirdyje AV mazgas yra 5-7x6-9x1-1,5
mm trikampio formos darinys, iSdéstytas tarpprieSirdinéje pertvaroje,
mazdaug vir§ centrinés triburio voztuvo pertvarinés burés dalies, taip

vadinamame Kocho trikampyje (4 pav.).

=

Aorta
Sinusinis mazgas
Membraniné
( tarpskilveliné

Kairé Hiso pertvara

pluosto kojyté
Ciminp g ( Antskilveliné

skiauteré
Membraniné ) Hﬁ\ \ Pactuaitid o
tarpskilveliné \ a arinis speninis raumuo
pertvara Desiné Hiso
Atrioventrikulinis : §7 pluosto kojyté
mazgas C

N
Vainikinis antis <
& =
Tnbun9 Yoituyo = Tarpiné
pertvariné buré o 4 \ W\ sijele
/ /- -_
7
e |

3 pav. Zmogaus irdies laidZioji sistema. Pagal [5].
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4 pav. TipiSka atrioventrukulinio mazgo lokalizacija — Kocho
trikampis. 1 — vainikinis antis, 2 — Todaro sausgysle, 3 — triburio
voztuvo pertvarine buré, MS — membraniné prieSirdziy pertvaros

dalis. Pagal [4].
AV mazgo lasteliy skersaruozétumas menkai iSreikStas, branduoliai

iSdéstyti periferijoje. Tarp lasteliy gausu kolageno ir elastiniy skaiduly (5
pav.).
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5 pav. BesiSakojancios, ivairiomis kryptimis i$sidésc¢iusios
atrioventrikulinio mazgo lastelés. Hematoksilinas ir eozinas

(H&E)x60.

AV mazgo morfologija {vairuoja priklausomai nuo mazgo srities.
Morfologiskai skiriama (1) proksimalin¢ dalis, esanti Salia deSinio
priesirdzio miocity, (2) centriné dalis ir (3) distalin¢ dalis, kuri pereina {
Hiso pluosta [4].

Salia priesirdziy raumens esanéioje proksimalingje mazgo srityje AV
mazgo lastelés morfologiskai labai panaSios i sinusinio mazgo lasteles.
Jos nedidelés (3,5-5um skersmens), turi viena branduoli, negausias,
menkai  organizuotas  kontraktilines fibriles, gausy glikogena
citoplazmoje, neturi T sistemos vamzdeliy. AV mazgo lastelés su
priesirdziy miocitais jungiasi per tarpines lasteles, panaSias | sinusinio
mazgo periferijoje randamas lasteles.

Centrinés AV mazgo dalies lasteles yra mazesnio skersmens,
jungiamuoju audiniu atskirtos i atskirus pluoitus. Sios lastelés jungiasi
galais ir sudaro gausesnes plySines jungtis.

I Hiso pluosta perinanc¢ios AV mazgo distalinés dalies lastelés didesnés,

turi nedaug miofibriliy ir daug filamentinés medziagos citoplazmoje.
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Sioje srityje randamos gausios adrenerginés ir cholinerginés nervy
galtinés, besijungiancios su mazgo lastelémis [4].

AV mazgas kaip ir sinusinis, gausiai inervuotas, taciau neturi vidiniy
nerviniy rezginiy [1]. Mazgas neturi aiSkaus iStisinio jungiamojo audinio
apvalkalo, o tik atskirus jungiamojo audinio pluoStus pavirsiuje ir viduje
[6].

I§ priekinio AV mazgo galo iSeina kompaktiskas Hiso pluostas (iki 4
mm skersmens), kuris prasiskverbia per centrini fibrozini kiing ir eina

18ilgai tarpskilvelinés raumeninés pertvaros virsiinés [4] (6 pav.).

6 pav. Hiso pluostas. H&Ex20.

Sirdies centrinj fibrozinj kiing penetruojanti pluoito dalis yra apie 1-1,5
mm ilgio, i§ visy pusiy apsupta jungiamojo audinio apvalkalu [3]. Nuo
kairés Hiso pluosto pusés atskyla plonos laidziojo audinio skaidulos,
kurios skleidziasi Zemyn kaire tarpskilvelinés pertvaros puse. Sios
skaidulos atsiSakoja visame Hiso pluosto ilgyje ir sudaro kairiaja pluosto

Saka (kojyte) [6] (7 pav.). Likusi pluosto dalis leidziasi zemyn deSine
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tarpskilvelinés pertvaros puse, sudarydama deSing, mazdaug 1 mm
skersmens Saka (kojyte) (8 pav.).

Hiso pluosto Sakos Sirdies raumenyje toliau Sakojasi, ir galiausiai
baigiasi Purkinje skaidulomis, sudaranciomis jungtis tarp laidZiosios
sistemos ir miokardo lasteliy.

Hiso pluosto kamiena sudaro lygiagreciai iSdéstytos, nedidelés (apie 7,5
um skersmens), nedaug miofibriliy turinios raumeninés lastelés.
Kamieno miocitai mazai skiriasi nuo mazgo lasteliy, ju skersaruozétumas
nerySkus, branduoliai i8déstyti periferijoje. Tolstant nuo atrioventrikulinio
mazgo skaiduly skersmuo didé¢ja.

Hiso pluosto Sakos yra histologiskai skirtingos [6]. Kairé Saka primena
plona skraistg, padalinta iSilginémis kolageno pertvaromis. Atskilimo i§
Hiso pluosto vietoje ja sudarancios lastelés yra mazos ir primena
pagrindinio kamieno ir deSinés Sakos lasteles (9 pav.). Taciau jau aukstai
tarpskilvelingje pertvaroje Salia nedideliy lasteliy atsiranda tipiSkos
Purkinje skaidulos. Sios lastelés vyrauja likusioje kairés Sakos dalyje.
Desiné Hiso pluosto Saka yra plono cilindro formos, be aiskiy vidiniy
kolageno pertvary. Dauguma Sakos lasteliu yra panaSios { pagrindinio
pluosto lasteles. Didelés, tipiskos Purkinje skaidulos, yra labai negausios

desinéje Sakoje.
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Hiso pluosto bifurkacija

Kairys priedirdis

&, Dviburio voZtuvo Fedas
Aortos voZtuvas
Kairé Hiso

pluosto
kojyte

7 pav. Kairys priesirdis ir skilvelis su iSpreparuota kaire Hiso

pluosto Saka (kojyte).

Desinys prieirdis

Atrio-ventrikulinis
mazgas

Hiso pluoitas

Triburis voZtuvas

Desiné Hiso
pluoito kojyte

8 pav. DeSinys priesirdis ir skilvelis su iSpreparuota deSine Hiso

pluosto Saka (kojyte).
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Kairé Hiso pluosto ., !
Saka > , =3

9 pav. Kairés Hiso pluosto Sakos lastelés Sviesia citoplazma.

H&Ex100.

Taigi, Hiso pluoSto Saky lasteliy populiacija yra heterogeniSka, ir
Purkinje skaidulos randamos kartu su mazesnémis lastelémis,

primenanciomis atrioventrikulinio mazgo lasteles, pereinamasias lasteles

ar skilveliy miocitus [4].
Purkinje sistema

Purkinje skaidulos yra platesnés (46 um skersmens), ir trumpesnés nei
skilveliy miocitai. Jos daznai turi du ar tris branduolius. Purkinje lastelés

kartu su miocitais sudaro plonu fibrozinio jungiamojo audinio sluoksniu

apsuptus pluostus (10 pav.).
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10 pav. Purkinje Iastelés apsuptos jungiamuoju audiniu. H&Ex400.

Negausios miofibrilés randamos periferinése Purkinje lasteliy srityse,
todel histologiniuose pjuviuose $iu lasteliy citoplazma atrodo Sviesi,
tus¢ia. Lasteliy centrinése dalyse aptinkamas gerai iSvystytas
sarkoplazminio tinklelio vamzdeliy tinklas, gausios glikogeno granulés,
citoskeleto filamentai. Tarp miofibriliy randamos negausios, mazos,
pailgos mitochondrijos [4]. Purkinje lastelés abiejy skilveliy vidiniame

pavirsSiuje sudaro tinkla, plintantj po endokardu ir jungiasi su miokardu.

6.2. Zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos tyrimy sunkumai

SLS audinio isidéestymas Zinduoliy $irdyje islicka ne visiskai aiskus.
Naudojant histocheminius (Gomori metodas cholinesterazés aktyvumui
tvertinti) ir imunohistocheminius dazymo metodus HCN4 baltymams,
koneksinui 43 (Cx43) iSryskinti, pauk$¢iy, Zmogaus embriony ir
eksperimentiniy gyviiny (peliu, Ziurkiy ir kiauliy) Sirdyse buvo aptikti |
SLS audinj panais zidiniai sinusinio mazgo paranodalinéje srityje,
retroaortinis mazgas, ir AV voZztuvus supantys specializuoty miocity

pluostai [7-9]. AV mazgo audinio tgsinys juosia triburio voztuvo zieda, o
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dviburio voztuvo Zieda juosia retro-aortinio mazgo audiniai [8]. Kai kurie
zidiniai atitinka L.Aschoff ir J.G.Monckeberg sukurtus morfologinius
SLS kriterijus [7,9]. Ar analogiskos struktiiros egzistuoja suaugusio
zmogaus Sirdyje, Siuo metu néra aisku.

Seniai zinomi normaliai suformuotos Zmogaus SLS anatominiai
variantai, aptinkami visose SLS dalyse. AV mazgo padétis, forma ir
matmenys gali gerokai skirtis. Jungti tarp AV mazgo ir skilveliy paprastai
sudaro viena, iStisiné raumeniné jungtis — Hiso pluostas. Kartais vietoj
vieno pluosto, centrini fibrozini Sirdies kiina penetruoja daugybiniai
smulkis pluostai. Dalis i§ ju formuoja kair¢ pluosto Saka, kita - deSing,
t.y. nerandama jprastinés Hiso pluoSto bifurkacijos tarpskilvelinés
pertvaros vir§iinéje. Taip pat jvairuoja Hiso pluosto Saky matmenys ir
iSsidéstymas. DesSiné Saka dazniausiai leidziasi tiesiai tarpskilveline
pertvara, reCiau sudaro istriza kreive [10]. Kaip daznai iSsivysto tokie ar
panasiis anatominiai variantai ir kokia jy fiziologiné svarba néra zinoma.

Egzistuoja jgimtos SLS anomalijos, nesusijusios su jgimtomis Sirdies
ydomis. Galimi trijy tipy morfologiniai SLS defektai sukeliantys pilng jgimta
AV bloka: AV agenez¢, penetruojancios Hiso pluosto dalies nutriikimas ir
skilvelines Hiso pluosto dalies nutriikimas. Pastarasis defektas yra labai retas.
Penetruojancios Hiso pluosto dalies defektas taip pat aprasSytas prieSirdziy
auseliy izomerizmo atveju. Ar tai yra netaisyklingai susiformavusi, ar
taisyklingai susiformavusi, bet véliau paZeista SLS ir koks paZeidimo
mechanizmas, néra aiSku, nes centrinis fibrozinis kiinas bitina suformuotas
normaliai. Kartais pavyksta tokiais atvejais rasti sinusinio mazgo fibrozg, kas
leidZia jtarti specifini SLS audinio pazeidima [11].

Igimtos SLS anomalijos randamos tiek normaliai suformuotose $irdyse, tiek
igimty Sirdies yduy atvejais. Netaisyklingas sinusinio mazgo isSsidéstymas
randamas prieSirdziy auseliy inversijos, kairés jukstapozicijos, deSinio ar
kairio izomerizmo atvejais. Esant desinei jukstapozicijai, kai abiejy priesirdziy
auselés iSdéstytos viena Salia kitos ir deSin€je nuo aortos, sinusinis mazgas

randamas iprastin¢je vietoje. PrieSingai, kairés jukstapozicijos atveju, kai abi
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priesirdziy auselés iSdéstytos viena Salia kitos kairéje nuo aortos, sinusinis
mazgas randamas kairéje pus¢je. DeSinio izomerizmo atveju, kai abiejose
pusése matomos morfologiskai deSinio prieSirdzio ausytés, sinusinis mazgas
biina dvigubas, matomas abiejose pusése. Kairio prieSirdZiy izomerizmo
atveju galinés skiauterélés ir sinusinio mazgo audinio rasti nepavyksta [11].
PrieSirdziy anomalijos itakoja ir AV mazgo iSsidéstyma - Sirdyse su
priesirdziy auseliy inversija (morfologiskai kairé auselé randama desinéje, ir
morfologiskai deSiné auselé kairéje) AV mazgas randamas kairéje pusgje.
Skilveliy pertvaros defektai dazniausiai randami membraninéje skilveliy
pertvaros dalyje, ir defekty kraStus dengia jungiamasis audinys likes i$
membraninés pertvaros dalies. Hiso pluostas normaliai suformuotose Sirdyse
yra trumpas, o esant membraninés dalies skilveliy pertvaros defektui biina
ilgas, eina defekto pakrastyje esanciu jungiamuoju audiniu ir patenka i kairio
skilvelio iSmetimo trakta. Todé¢l uzpakaliniame apatiniame defekto kraSte
esantj SLS pluosta lengva paZeisti operacijos metu uZsiuvant skilveliy
pertvaros defekta [11]. Raumeninés skilveliy pertvaros dalies defektai jtakoja
SLS priklausomai nuo jy i§sidéstymo. Defektai, esantys $alia Hiso pluosto yra
ypatingai svarbiis. Tokiu atveju Hiso pluostas eina priekiniu virSutiniu defekto
kraStu. Esant membranings ir raumeninés daliy defektams, Hiso pluostas eina
raumeniniu pluostu, esanciu tarp defekty. AV mazgas prie atrioventrikuliniy
defekty biina iSdéstytas ne jprastin€je vietoje, o pasislinkes atgal, link
islikusios priesirdziy ir skilveliy pertvary jungties [11]. Sios SLS anomalijos
menkai istirtos, todél tiksli SLS padétis daugumos jgimty $irdies ydy atvejais
iSlieka nezinoma.

Tiriant staigias ir netikétas kiidikiy mirtis (SIDS), jvairios SLS anomalijos
galéjusios buiti mirties priezastimi, randamos apie 30% atveju [12]. Tai yra
AV mazgo ir Hiso pluosto dispersija (11 pav.), kairéje pus¢je iSdéstytas Hiso
pluostas (12 pav.), nodoventrikulinis Mahaim’o traktas (SLS pluostas einantis
per centrinj fibrozinj Sirdies kiing ir susijungiantis su tarpskilveline pertvara),
fascikuloventrikulinis traktas (ilgas Hiso pluostas penetruojantis tarpskilveling

pertvara), atskiri laidziosios sistemos audinio Zzidiniai neturintys rySio su
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Mahaim’o puostais, kairés Hiso pluosto kojytés fibrozé (13 pav.),
kraujosruvos, limfocitiniai infiltratai, AV mazgo arterijos fibroraumeniné
displazija (14 pav.) [13,14].

Kai kurios anomalijos neabejotinai gali biiti reikSmingos staigios ir netikétos
mirties sindromo i$sivystymui, kitos taip pat atsitiktinai randamos tiriant ne

nuo kardialinés patologijos mirusiy naujagimiy Sirdis.

~ Hiso pluosto
fragmentai

Centrinis fibrozinis
kiinas '

11 pav. Hiso pluosto dispersija. H&Ex100
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Hiso pluostas
Jungiamojo
audinio pertvara

12 pav. Kair¢je tarpskilvelinés pertvaros puseje iSdéstytas Hiso pluostas.
30

H&Ex40.
13 pav. Kairés Hiso pluosto Sakos fibroze. H&Ex40.



14 pav. AV mazgo fibroraumeniné displazija. H&Ex100.

Daugelis ivairios etiologijos Sirdies ligy gali pazeisti normaliai
susiformavusia SLS. Tai iSeminé vainikiniy Sirdies arterijy liga,
kardiomiopatijos, voztuvy ligos, miokarditai, jungiamojo audinio ligos,
amioidozé, transfuziné siderozé, pirminiai ir metastatiniai navikai (15 pav.),
trauminis ir chirurginis pazeidimas, amziniai fibroziniai pakitimai, idiopatiné

abipuse Hiso pluosto Saky fibroze [10,15].
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15 pav. Tarppriesirdinés pertvaros lipoma su Hiso pluosto atrofija. H&Ex40.

SLS gali biti tiesiogiai ar netiesiogiai traumuota Sirdies operacijy metu.
Mazdaug 5 % chirurginiy jgimty Sirdies ydu korekciju komplikuojasi pilnu
AV bloku [16]. Apie 40 % ligoniy, serganciy hipertrofine kardiomiopatija su
tarpskilvelinés pertvaros asimetrija, po chirurginés pertvaros korekcijos
procediiros iSsivysto kairés Hiso pluosto Sakos blokada, o 3 % - pilna AV
blokada [17]. Apie 10 % ligoniy po Sirdies transplantacijos i$sivysto ivairaus
laipsnio AV blokai dél persodinamo organo iSemijos, operacijos procediiros,

transplantato atmetimo reakcijos ir t.t. [18] (16 pav.).
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Centrinis
fibrozinis kiin

16 pav. Pooperacing kraujosruva Hiso pluoste. H&Ex40.

Net tokios placiai paplitusios chirurginés operacijos kaip vainikiniy arterijy
Suntavimas ir aortos voztuvo protezavimas gali sukelti pilng AV bloka (5 % ir
3 % atitinkamai), reikalaujanti Sirdies stimuliatoriaus implantavimo [19,20].
Jungtinése Amerikos Valstijose kasmet implantuojama apie 250 tikst. Sirdies
stimuliatoriy ir apie 60 tiikst. defibriliatoriy [21].

Deja, bet morfologiniai SLS pakitimai daznai prastai koreliuoja su klinikiniu
vaizdu. SLS pakitimai aptinkami §irdyse Zmoniy, kurie niekada nesirgo
Sirdies laidumo ar ritmo sutrikimais. Ligoniy, mirusiy dél Sirdies ritmo
sutrikimy, Sirdyse daznai nepavyksta rasti jokios patologijos. Tai ludija, kad
Zinios apie $ia sistema kol kas yra nepakankamos. Zmogaus SLS patologiniai
tyrimai yra gana negausiai apraSyti literatiiroje. Taip yra todeél, kad Siems
tyrimams butinas kruopstus, daug laiko ir sanaudy reikalaujantis darbas.
Anatominis zmogaus SLS tyrimo metodas daugeliui tyrinétojy buvo per daug
sudétingas, ir SLS danai nepavykdavo rasti. M.J. Davies 1971 metais po
nesékminguy bandymy paskelbé, kad makroskopiskai Zmogaus SLS
nejmanoma tirti. Makroskopinis SLS sistemos tyrimas buvo uzmiritas, ir

pereita prie histologiniy tyrimy [3]. Deja, pavieniai histologiniai pjiiviai yra
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nepakankamai informatyvis, tod¢l norint tinkamai iStirti vidutinio amziaus
7mogaus SLS biitina pagaminti nuo 6000 iki 9000 histologiniy pjaviy, ir istirti
nuo 200 iki 300 dazyty preparaty. leskant papildomy anomaliy laidumo taky
reikia serijiniais pjiiviais istirti visa AV Zieda, ir darbo apimtis padidé¢ja kelis
kartus [10].

Dél $iy priezaséiy dauguma literatiiroje aprasyty histologiniy SLS tyrimy yra
atlikti naudojant nedidelius eksperimentinius gyvinus arba jy embrionus,
kuriy $irdys daug meZesnés. Deja, skirtingy risiy Zinduoliy SLS morfologija
skiriasi. Tarprusinius skirtumus pastebéjo ir apras¢ dar S.Tawara [11]. Triusiy
ir ziurkiy Sirdyse sinusinio mazgo lastelés uzima visa virSutinés tusciosios
venos sienelés stori. Peliy Sirdyse §i mazga 1§ vis sunku rasti histologiskai.
Suny Sirdyse centrinj fibrozinj kiina penetruojanti Hiso pluosto dalis yra
ilgesné nei Zzmoniy [11].

Zmoniy Sirdyse sunku atsekti terminalines pluosto 3akas, jos netenka
jungiamojo audinio apvalkalo ir histogiSkai mazai skiriasi nuo miokardo
lasteliy (17 pav.). Aviy Sirdyse distalinés dalys randamos kaip tipiskos
Purkinje skaidulos ir yra gerai matomos. Jauciy Sirdyse histologiskai lengvai
matomos jungtys tarp SLS ir miokardo lasteliy, tuo tarpu Zmoniy Sirdyse $iy
jung¢iy histologiskai rasti nepavyksta [11].

Joniniy kanaly baltymy tyrimai taip pat atlikti naudojant laboratorinius
gyvinus. Siy baltymy sudétis ir pasiskirstymas skiriasi priklausomai nuo
gyviino risies, todel atlikti tyrimai neatspindi baltymy pasiskirstymo zmogaus
Sirdyje ir SLS.

Matematiniai SLS modeliai ir 3D rekonstrukcijos taip pat kuriamos
naudojant eksperimentinius gyvinus. SLS identifikavimui naudojami
imunohiostcheminiai dazymai neurofilamentams, prieSirdziy natriuretiniam
peptidui, koneksinui 43 ir jtampai jautris dazai. Deja, kiek Sie modeliai

atitinka zmogaus SLS, néra aisku [22].
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17 pav. Distalinés Hiso pluosto Sakos histologiskai menkai skiriasi nuo

miokardo. H&Ex100.

Siekiant istirti SLS i$sidéstyma Zmogaus Sirdyje, $ios sistemos pakitimy
paplitima ir ry$i su Sirdies ritmo sutrikimais, biitina turéti patikima SLS
vaizdinimo metoda, kuris leisty be dideliy sanaudy tirti ne tik Sirdis su
patologiniais pakitimais, bet ir Sirdis be aiSkios patologijos. Tai leisty atskirti
fiziologiniu poZitiriu svarbiag SLS patologija nuo anatominiy varianty, amziniy
pakitimy ir bikliy, neturin¢iy itakos SLS funkcijai, ko negalima atlikti

naudojant Siuo metu zinomas tyrimo metodikas.

6.3. Zmogaus §irdies laidZiosios sistemos anatominiy ir histologiniy

tyrimy apzvalga

Kodél plaka Sirdis tyrinétojai domejosi jau seniai. Dar ketvirtame amZiuje
prieS musy era graiky gydytojai Herophilus ir Erasistratus pastebéjo, kad
Sirdis plaka reguliariai ir pastoviai [23]. Antrgjame misy eros amZiuje

Claudius Galen pasteb¢jo, kad denervuota, i§ kriitinés lastos iSimta Sirdis,
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nenustoja plakti [24]. 1651 metais William Harvey kiirinyje “De Generation
Animalium” ras¢, kad “kraujo suzadinamas” Sirdies susitraukimas prasideda
nuo deSinio prieSirdzio auselés. Pranciizy fiziologas Cezar Legallois,
eksperimentuodamas su gyviinais nustaté, kad Sirdies veikla reguliuoja nervy
sistema. 1830 — 1840 metais buvo atrasta simpatin¢ ir parasimpatiné nervy
sistemos, nerviniai rezginiai, aprasytas elektrinio rezginiy stimuliavimo
poveikis Sirdies veiklai [24]. Fiziologai pasidalino 1 dvi stovyklas, vieni teigg,
kad Sirdis susitraukia dél jgimty Sirdies raumens savybiy (miogeniné teorija),
kiti, kad Sirdies veikla sukelia nervai ir aplinkiniai nerviniai rezginiai
(neurogening teorija) [25]. ISspresti §i fioziology ginca padéjo anatominiai
atradimai. Jan Evangelista Purkinje 1839 metais avies Sirdies skilveliy
subendokardiniame sluoksnyje pastebéjo pilky, zelatinos pavidalo lasteliy
tinkla, ir mané, kad tai yra kremzliniai pluostai. Po 6 mety Purkinje pripazino,
kad tai raumenineés kilmés lastelés, taciau tuo metu apie laidumo funkcija
nebuvo nieko zinoma [24]. 1852 metais Hermann Friedrich Stannius ir 1873
metais Luigi Luciani eksperimentavo perriSdami varlés §irdj tarp prieSirziy ir
skilveliy. 1873 metais Luigi Luciani iSspausdino straipsni “On the periodic
function of the frog heart”, kuriame grafiSkai pavaizdavo Sirdies
atrioventrikulini bloka. 1883 metais Walter Gaskell varlés ir vézlio Sirdyse
rado raumeninj pluosta jungianti priesirdziy ir skilveliy raumenis, mane, kad
tai specializuotas raumeninis audinys. W.Gaskell pastebéjo, kad Sirdies
raumens susitraukimas prasideda deSinio prieSirdzio veniniame antyje ir plinta
priesirdziais link skilveliy [25]. Jis pakartojo H.F. Stannius ir L. Luciani
eksperimentus, pademonstravo, kad bioelektinio impulso plitimg galima
nutraukti suspaudus priesirdzius su skilveliais jungiantj raumeninj pluosta ir
apras¢ ivairaus laipsnio Sirdies blokus [10,24]. 1888 metais Wilhelm His
pastebéjo, kad embriony Sirdys pradeda plakti anksCiau negu iSsivysto
cerebrospinaliniai nervai ir rezginiai, tuo patvirtindamas miogening Sirdies
veiklos teorija. 1893 metais jis apras¢ raumening jungti tarp prieSirdziy ir

skilveliy, kuri dabar zinoma Hiso pluosto vardu [24].
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Baiges medicinos studijas Tokijo universitete, 1903 metais i Vokietija,
Marburga, atvyko Sunao Tawara, ir pradé¢jo dirbti Ludwig Aschoff
vadovaujamame Patologinés Anatomijos Institute. Ludwig Aschoff tuo metu
jau buvo pasaulyje pripazintas patologas, palaikantis miogening Sirdies
veiklos teorija. S.Tawara buvo patikéta istirti 150 miokardito pazeisty Sirdziy.
Tiriant Sias Sirdis buvo atrasti reumatiniai mazgeliai, pavadinti Aschoff’o
vardu. S.Tawara taip pat kruopsciai iStyré Siy Sirdziy Hiso pluosto sritj, ir
surinko daug ziniy apie Sirdies laidziosios sistemos anatomija. Serijiniy
pjuviais S.Tawara sugebéjo atsekti panasios histologinés struktiiros laidZiosios
sistemos pluostus. Eidamas nuo skilvelio link prieSirdzio jis aprase
atrioventrikulini mazga tarppriesirdinés pertvaros pagrinde. Distaliniame Hiso
pluosto gale S.Tawara rado dvi Sakas, ir galiausiai subendokardiniame
sluoksnyje rado prieS 58 metus Purkinje apraSytas skaidulas. Taip jis
anatomiSkai jrod¢, kad Sirdies laidZioji sistema perduoda miokarda
suzadinantj bioelektrini impulsa. Siuos monumentalius atradimus S. Tawara
padaré per 3 metus ir paskelbé 1906 metais knygoje “Das Reizleitungssystem
Des Saugetierherzens” [24]. Jis pirmasis Purkinje skaidulas priskyré Sirdies
laidZiajai sistemai [20]. Siy atradimy anatominé ir fiziologiné svarba buvo
ivertinti nedelsiant [24].

1903 metais Arthur Keith susipazino su James Mackenzie darbais.
J.Mackenzie dirbo bendrosios praktikos gydytoju ir turéjo sukiires kimografa,
kuriuo galéjo uzraSyti pulso bangas ir analizuoti savo pacienty Sirdies ritmo
sutrikimus. 1905 metais J.Mackenzie persikélé i Londona, kur uzsiémé
kardiologija. J.Mackenzie papras¢ A.Keith istirti Sirdis ligoniy, kuriuos jis
stebéjo daugeli mety. A.Keith sutiko, ir vienoje i§ tiriamy Sirdziy pastebéjo
nejprasto audinio sankaupa virSutinés tus¢iosios venos ir deSinio priesirdzio
jungtyje. A.Keith tuo metu dar nieko nezinojo apie S.Tawara darbg ir todél
nejvertino savo atradimo svarbos. 1905 mety pabaigoje J.Mackenzie
supazindino A.Keith su S.Tawara atradimais, ir paprasé patvirtinti Hiso
pluosto egzistavima. A.Keith patvirtino aprasytos AV sistemos buvima. 1906
metais medicinos studentas Martin Flack pradéjo dirbti A.Keith laboratorijoje.
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Zinodami Gaskell, Hering, Engelmann, Wenckebach ir kity tyréju duomenis,
kad bioelektrinis impulsas atsiranda virSutinés tus¢iosios venos ir priesirdzio
jungties srityje, M.Flack ir A.Keith mikroskopiskai tyrinéjo Sia sriti [24]. Kol
karSta vasaros diena A.Keith su Zmona vazingjosi dviraciais po apylinkes,
M.Flack kurmio $irdyje rado nejprasta struktiira virSutinés tusciosios venos ir
desinio priesirdzio auselés srityje. Sugrizes A.Keith pastebéjo, kad §i struktiira
labai panasi 1 S.Tawara apraSyta atrioventrikulini mazga [25]. Be to, Si
strukttira turéjo rySi su klajoklio nervo ir simpatiniy nervy kamienais, turéjo
atskirag arterija ir buvo iSdéstyta srityje, kurioje atsiranda miokarda
suzadinantis impulsas. Sia struktiira pavyko rasti ir kity Zinduoliy Sirdyse.
Savo atradima, sinusini mazga kaip bioelektrinio impulso generatoriy,
A Keith ir M.Flack apras¢ 1907 metais “Journal of Anatomy” [24]. 1910
metais S.Tawara ir L.Aschoff pirmieji “sujungé” atskirai aprasytas SLS dalis
vieninga struktiira.

Nauji atradimai sukelé dideli susidomejima, ir K.F.Wenckebach 1908
metais ir S.Schonberg 1909 metais paskelbé rade prieSirdziy sieneléje
raumeninius pluostus, supancius virSutinés tusciosios venos ziotis ir
nusileidzian¢ius uzpakaline Sonine deSinio prieSirdZzio  sienele.
K.F.Wenckebach mané, kad Sis pluostas yra analogiskas Hiso pluostui.
E.I.Curran 1910 metais patvirtino $iy raumeniniy pluosty, iSeinanciy i$
sinusinio mazgo, egzistavima. C. Thorel 1909 metais taip pat ras¢, kad
sinusini mazga sudaro nerviniai elementai ir Purkinje skaidulos,
jungiandios ji su atrioventrikuliniu mazgu [6]. Sie atradimai 1910 metais
sukelé karStas diskusijas Vokietijos Patologu draugijoje. Draugijos
susirinkime L.Aschoff ir J.G.Monckeberg pasiiilé morfologinius
kriterijus, leidZiancius atpazinti Sirdies laidziosios sistemos audini:

1. tai turi buti histologiSkai atskiras miocity pluostas;

2. miocity pluosta galima atsekti serijiniuose histologiniuose pjiiviuose;

3. miocity pluostas turi buti atskirtas jungiamuoju audiniu nuo

aplinkinio miokardo [7,11].
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Véliau, kiti tyrinétojai, W.Koch 1913 metais, R.C.Truex ir M.Q.Smythe
1963 metais, E.W.Walls 1943 metais paneigé specializuoty takuy tarp
sinusinio ir AV mazgy egzistavima, ir §iuo metu manoma, kad SLS
mazgai neturi specializuoty tarpusavio taky [6].

Zmogaus SLS tyrimus apsunkino tai, kad makroskopiskai ji beveik néra
matoma. Net jprastai suformuotoje zmogaus Sirdyje ne visada pavyksta rasti
visas SLS dalis. 1951 metais Widran ir Lev i§ 41 Sirdies preprato tik 26
sugebéjo rasti desing Hiso pluosto Saka, o kairés nerado nei viename preparate
[10]. 1959 metais Uhley ir Rivkin mégino i§ryskinti Zmogaus SLS dazydami
laidziosios sistemos audinyje esantj gausy glikogena jodo preparatais. Suns
Sirdyje taip dazyta SLS buvo matoma kaip mélyni pluostai. Zmogaus §irdyje
pavykdavo nudazyti tik kairiaja Hiso pluosto Saka, nes deSiné yra iSdéstyta
tarpskilvelinés pertvaros raumenyse. Taciau ir kairiaja kojyte iSrySkinti
pavykdavo tik tada, jei zmogus biidavo staiga mirgs, ir Sirdis buvo tiriama ne
véliau kaip 90 minuciy po mirties. Tais paciais metais Bittencourt jodo
preparatais nudazé Suns SLS operacijos metu, kad i§vengty operacinio SLS
pazeidimo. Deja, jodas sukeldavo uzdegiming reakcija ir nebuvo tinkamas
naudoti in vivo. 1961 metais Iwa suleido Suniui { vainikines arterijas
fluoresceing ir stebéjo SLS ultraviolete, nesukeldamas pakitimy
kardiogramoje [10]. Kadangi Sirdies preparate makroskopiskai nepavykdavo
isryskinti SLS, patologiniams tyrimams pradétas naudoti histologinis
metodas. Tik pavieniai tyréjai §iuo metu naudoja makroskopini SLS tyrimo
metoda [26,27].

Nuo pat SLS atradimo buvo ieskoma patikimy ir nesudétingy vaizdinimo
metody, kurie palengvinty Sios sistemos tyrimus, padéty iSvengti chirurginio
pazeidimo Sirdies operacijy metu. Tod¢l Sio darbo uzdavinys yra nustatyti
zmogaus Sirdies laidziosios sistemos ir miokardo morfologinius skirtumus ir

pasinaudojus jais sukurti Sirdies laidZiosios sistemos vaizdinimo metodika.
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6.4. Sirdies laidZiosios sistemos baltymy tyrimai

Tobuléjant audiniy ir lasteliy tyrimo metodams, pradéti
ultrastruktiiriniai ir baltyminiai $irdies audiniy, taip pat ir SLS, tyrimai.
Jau 19 a. pabaigoje histologiniai ir fiziologiniai atradimai parodé, kad
nors Sirdis yra sudaryta i§ daugelio lasteliy, ji veikia kaip vieningas
funkcinis vienetas [28]. 1952 metais Silvio Weidmann jrodé, kad Sirdies
lastelés yra funkciSkai susietos tarpusavyje, jonai gali judéti i§ vienos
lastelés 1 kita pagal elektrini ir koncentracijos gradienta [8]. 1977 metais
rasti plySiniy jung€iy kanalai, sudaryti i§ baltymy koneksiny (Cx) [29].
PlySinés jungtys aptinkamos visuose zinduoliy audiniuose, iSskyrus
cirkuliuojanéias kraujo lasteles ir suaugusiyju skeleto raumenis. Sie
tarplasteliniai kanalai lemia bioelektrinio impulso plitimo greitj audinyje
[30]. PlySinés jungtys yra jvairiy dydziy, jose randamy kanaly kiekis kinta
nuo deSimties iki keliy tokstanCiy. Kiekvieng kanalg sudaro du
koneksonai (puskanaliai), iSdéstyti Salia esanciy lasteliy plazminése
membranose. Koneksonai uzima visa membranos storj ir yra sudaryti i§ 6
koneksiny molekuliy. Koneksinai — tai nuo 26 kDa iki 50 kDa
molekulinés masés membraniniai baltymai [29]. Koneksiny pavadinimai
nurodo ju molekuling masg, t.y. Cx 26 yra 26 kD molekuling masg turintis
baltymas [31]. Koneksino tipas, ar skirtingy koneksiny tipy kombinacija
lemia kanalo funkcines savybes, laiduma ivairaus molekulinio svorio ir
kriivio molekuléms [32]. Pvz.: vyraujant Cx40 impulso laidumo greitis
mazéja, vyraujant Cx43 greitis didéja [28]. Zmogaus organizme aptiktas
dvideSimt vienas koneksinas [33].

Zinduoliy §irdies raumenyje randami Cx43, Cx45 ir Cx40. Visoje
Sirdyje vyrauja Cx43 kartu su negausiais Cx 40 ir Cx45. Skilveliy
kardiomiocitai turi gausias plySines jungtis sudarytas i§ Cx43 ir Cx45.
Priesirdziy miocity plySines jungtis sudaro Cx43, Cx45 ir Cx40 [32]. SLS
miocity plySiniy jungCiy sudétis Siek tiek skiriasi nuo skilveliy ir

prieSirdziy. Sinusinio mazgo miocitai turi negausias plySines jungtis,
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sudarytas i§ Cx45 [25]. Sinusinis mazgas yra apsuptas jungiamojo
audinio apvalkalu, iSskyrus siaura sriti tarp sinusinio mazgo ir galinés
skiautereles, kurioje plySines jungtis sudaro Cx45 ir Cx43. Manoma kad
per $ig srit] bioelektrinis impulsas plinta 1§ sinusinio mazgo i prieSirdZius
[30].

Atrioventrikulinio mazgo miocituose plySinés jungtys taip pat
negausios, bet koneksiny pasiskirstymas yra sudétingesnis. Centringje
mazgo dalyje vyrauja Cx45, uzpakalinéje dalyje Salia prieSirdziy raumens
- Cx45 ir Cx43. Hiso pluoste ir jo Sakose vyrauja Cx40, distalinése
sistemos dalyse - Cx43. Cx45 aptinkamas visoje atrioventrikulingje
Sirdies laidziosios sistemos dalyje [32].

Koneksiny pasiskirstymas jvairiy rusiy zinduoliy Sirdyse yra skirtingas,
Cx 40 nerandamas ziurkiy prieSirdziuose ir juros kiaulyCiuy Sirdies
laidZiojoje sistemoje [32]. Ne visus koneksinus, rastus eksperimentiniy
gyviiny SLS, taip pat pavyksta aptikti ir zmogaus Sirdyje [34].
Eksperimentuose su gyviinais pastebéta plySiniy jungiy koneksiny ir
joniniy kanaly defekty itaka bioelektrinio impulso plitimui [35].
Specifiniy SLS koneksiny néra rasta.

Isskirtiné Sirdies sinusinio mazgo lasteliy savybé yra spontaniSka, léta
diastoline depoliarizacija, kuri membranini potenciala priartina prie
slenkstinio potencialo. Vienas 1§ S§ios depoliarizacijos mechanizmy yra
“keista” srove, I, apraSyta 1970 metais. 1990 metais rasti Sig srove sukeliantys
baltyminiai kanalai, pavadinti hiperpoliarizacijos aktyvuotais cikliniy
nukleotidy varty kanalais (HCN) [36]. HCN kanalai reguliuoja lasteliy
susizadinima Zinduoliy Sirdies ir nerviniame audinuose, yra rasti tinklainés
ganglijinése lastelése. Zinduoliy audiniuose rastos keturios HCN kanaly
baltymy izoformos [36,37]. Tiriant zinduoliy tinklainés HCN kanalus,
nustatytos izoformy molekulinés masés membraninése frakcijose. HCN1 61
kDa ir 102 kDa masés, HCN2 83 kDa, HCN3 85kDa, HCN4 120 kDa.
Ziurkiy galvos smegenyse rasty HCN kanaly baltymy molekulinés masés Siek
tiek skiriasi nuo tinklainés HCN kanaly [37]. Ivairios HCN kanaly baltymy
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izformos gali jungtis ir formuoti heteromultimerinius kanalus su tarpinémis
kinétinémis savybémis [38].

Sirdyje $ie kanalai, pavadinti “ritmo vedliy” kanalais, nes sukelia ritmiska
sinusinio mazgo lasteliy susizadinima [37]. HCN kanalai randami sinusiniame
mazge ir Purkinje skaidulose [37]. HCN kanaly pasiskirstymas zinduoliy
Sirdyse priklauso nuo amziaus, riiSies ir Sirdies biklés. Vaisiaus miokarde, kai
spontaniskai susitraukia visas miokardas randami gausiis HCN kanalai.
Brestant Sirdziai, ju kiekis mazéja ir miocitai praranda sugeb¢jima generuoti
spontaninj veikimo potenciala. Suaugusiy triusiy, ziurkiy ir Suny sinusiniame
mazge vyrayja HCN4 kanalai. Nedidelis jy kiekis randamas
atrioventrikuliniame mazge ir Purkinje skaidulose. HCN2 kanalai aptinkami
priesirdziy ir skilveliy miocituose, $irdies laidZiojoje sistemoje. Siy kanaly
baltymy pasiskirstymas kinta esant patologinéms Sirdies bikléms.
Hipertrofuotoje Sirdyje, darbiniame miokarde daugéja HCN2 ir HCN4 kiekis.
Manoma, kad §ie poky¢iai gali sukelti miokardo aritmogeninj aktyvuma. [39].
Zmogaus S§irdies laidZigjai sistemai specifiksky HCN kanaly ar juos
sudaran¢iy baltymuy nerasta.

Misy atlikti pirmieji palyginamieji Zzmogaus Sirdies laidZiosios sistemos ir
miokardo proteominiai tyrimai parod¢, kad Siy audiniy baltyminé sudétis

skirtinga ir reikalauja tolimesnés, detalesnés analizes [40].
6.5. Sirdies laidZiosios sistemos fluorescenciniai tyrimai

Plétojantis biomedicinos technologijoms atsirado naujas diagnostikos
metodas, vadinamas optine biopsija. Ji yra paremta organy ir audiniy
optiniy savybiu analize. Optiné biopsija igalina charakterizuoti audinius,
diagnozuoti ir analizuoti juy pakitimus remiantis Sviesos saveika su
medziaga. Vienas 1§ didziausiy spektroskopiniu metody privalumy yra
toks, kad jie gali biiti tatkomi in vivo gaunant informacija apie audinio
natyvia buiseng be ekscizijos sukelty iSkraipymuy jau matavimo metu, ar

tuoj po jo. Reikalauyjantys minimalios invazijos, naudojantys
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nejonizuojancia spinduliuotg, pasizymintys dideliu jautrumu ir tikslumu
aptinkant pakitusius audinius, optiniai metodai turi didel; biologinj ir
klinikinj potenciala.

Biocheminés fluorescencijos tyrimuose baltymu fluorescencija uzima
svarbiausia vieta. Biologiniuose audiniuose yra dvieju tipu molekulés:
endogeniniai  fluoroforai, kurie sugerta Sviesa iSspinduliuoja
fluorescencijos pavidalu, ir molekulés, kurios sugeria Sviesa, bet
nespinduliuoja, o tik ja iSsklaido [41,42]. Fluorescenciniai metodai
skirstomi | nesensibilizuotosios ir sensibilizuotosios fluorescencijos
metodus. Nesensibilizuotoji arba savitoji audiniy fluorescencija pagrista
audiniy endogeniniy fluorofory optiniu suzadinimu ir ju fluorescencijos
stebejimu [43]. Iprastoje dienos Sviesos aplinkoje plika akimi biologiniy
audiniy savitoji fluorescencija yra nematoma. Ja galima stebéti tik
apSvietus reikiamo bangos ilgio Sviesa, kuria sugeria endogeniniai
fluoroforai. Audinius sudaro skirtingy fluorofory ir nefluorescuojanciuy
molekuliy miSinys. Kiekvienas fluoroforas turi biidingus sugerties ir
fluorescencijos spektrus, kurie paprastai yra sudaryti i§ gana placiy ir
viena kitag dengianciy juosty, tod¢l tiksliai identifikuoti Siuos fluoroforus
yra gana sunku.

Savo unikaliomis savybémis baltymy savitoji fluorescencija iSsiskiria i$
kity fluorescencijos rusSiy ir yra placiai iSnagrinéta. Fluorescencijos
spektrai atspindi vidines audiniy savybes, tod¢l jie gali biiti sekmingai
naudojami paprasta akimi neatskiriamy méginiy atskyrimui. Dél palyginti
paprastos aparatiros, rezultaty atsikartojimo ir didelio jautrio maziems
biologinés medziagos kiekiams, fluorescenciniai metodai neturi sau lygiy
biomedicininiuose tyrimuose. Siy metody jautris mazdaug trimis eilémis
(10° karty) didesnis, palyginus su sugerties spektroskopija, todél leidzia
naudoti Zymiai maZesnes tirlamos medZiagos koncentracijas.
ISspinduliuotos §viesos intensyvumas ir spektriné sudeétis yra budingi ja

sugérusiai biomolekulei ir taip pat priklauso nuo aplinkos savybiy. D¢l Siuy
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audiniy savitosios fluorescencijos savybiy ji placiai taikoma jvairiose
biomedicinos srityse.

Pirmasis darbas, kuriame buvo pastebéti sveiky ir navikiniy audiniy
savitosios fluorescencijos spektry kiekybiniai skirtumai, paskelbtas 1965
m [44]. Buvo matuoti stemplés, skrandzio, kriities ir skydliaukés sveiky ir
navikiniy audiniy savitosios fluorescencijos spektrai. Nustatyta, kad
naviky audiniy fluorescencijos intensyvumas mazesnis negu sveiky
audiniy.

Siuolaikiné fluorescenciné diagnostika remiasi tuo, kad sveiky audiniy
savitoji fluorescencija skiriasi nuo pazeisty audiniy fluorescencijos.
[44,45]. Kadangi daugumos fluorofory fluorescencijos savybés priklauso
nuo tarplastelinés medziagos sandaros ir medziagy apykaitos lasteléje,
todél morfologinius ir citologinius sveiky ir pazeisty lasteliy pokycius
galima nustatyti registruojant ju fluorescencijos spektrus. Fluorescencijos
spektrai teikia informacija apie audini sudarancias biomolekules ir apie
molekul¢ supancia terpe bei struktiirinius audinio pokyc¢ius, pvz.,
buidingus navikiniams susirgimams [46-50].

Tikslus navikiniy dariniy riby nustatymas susijes su endogeniniy
fluorofory triptofano, porfirino koncentracijy, strukttriniais kolageno bei
elastino poky¢iais ir kvépavimo grandinés (NADH) aktyvumu [51].

Ankstyvi ikinavikiniai pokyc¢iai sunkiai aptinkami tradiciniais
bronchoskopiniais metodais. Fluorescencinés diagnostikos metodais ju
aptikimo tikimybé Zymiai didesné [52-54].

Be to, fluorescenciniai tyrimai gali biti atliekami nepazeidziant audiniy
ir leidzia gauti informacija apie ju sudét] ir struktiira nedelsiant, net
operacijos eigoje. Dél minéty savybiy fluorescenciniai tyrimai yra
nepakeic¢iami biologijoje ir medicinoje.

Daugelis biologiniy objekty pasizymi savitaja fluorescencija. Jiems
priklauso baltymai, membranos ir sacharidai i§ esmés nefluorescuoja, o
savitoji dezoksiribonukleininés rtgsties (DNR) fluorescencija yra per

silpna, kad ja biity galima pritaikyti praktikoje.
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Baltymu fluorescencija yra intensyvi. Svarbiausi audiniuose sutinkami
fluoroforai yra triptofanas [55], kolagenas, elastinas [58,59], redukuotas
nikotinamidadenindinukleotidas (NADH) ir jo fosfatas [58], flavinai ir
flavoproteinai [59], porfirinai [60].

Baltymuose yra trys fluorescuojancios aromatinés amino rigstys:
fenilalaninas (Phe), tirozinas (Tyr) ir triptofanas (Trp). Sios trys amino
rugstys yra santykinai retos baltymuose. Dominuojantis fluoroforas Trp
sudaro ne daugiau 1% viso amino rugsciy kiekio. Fenilalaninas ir
tirozinas paprastai nefluorescuoja, nes savo sugerta energija perduoda
triptofanui. Baltymuose daznai biina tik viena arba dvi Trp liekanos, tai
zymiai palengvina spektry interpretacija. Jei fluorescuoty visos 20 amino
rugséiy, baltymy fluorescencijos analizé biity neimanoma. ReikSminga
baltymy savitosios fluorescencijos savybé yra didelis Trp ir jo dariniy
jautris pokyciams jy artimiausioje aplinkoje. I Trp sudét; jeinantis indolo
ziedas yra unikalus, jautrus ir sudétingas fluoroforas. Indolas, Trp ir ju
dariniai labai jautris tirpiklio poliSkumui bei universalioms ir specifinéms
saveikoms su tirpikliu. Dél Sios priezasties Trp liekany fluorescencijos
spektrai priklauso nuo jas supancios aplinkos poliSkumo. Baltymuy
fluorescencijos spektrai priklauso nuo substraty suriSimo, asociacijos ir
denaturacijos reakciju. Zadinant 250-280 nm bangos ilgio spinduliuote,
suzadinamos visos trys aromatinés amino riigStys, taciau audiniuose
fluorescuoja tik Trp, nes Phe ir Tyr sugerta Sviesa perduodama Trp. Jei
zadinimo bangos ilgis diesnis nei 295 nm, suzadinamas tik vienas Trp,
nes Phe ir Tyr tokio bangos ilgio spinduliuotés nesugeria [60].

Fluorescenciniai metodai taikyti ir SLS tyrimuose. Aziz ir kt. ieskojo
AV mazgo lokalizacijos Suns Sirdyje praéjus SeSioms dienoms po mirties.
Fluorescencija zadinta Sviesolaidziu 308 nm ir 364 nm bangos ilgio
spinduliuote deSiniame skilvelyje, AV mazge ir deSiniame priesSirdyje,
taCiau zymesniy skirtumy tarp AV mazgo ir aplinkiniy prieSirdziy bei

skilveliy audiniy fluorescencijos nerasta [61].
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Oeff ir kt., naudodami 365 nm bangos ilgio Zadinancia spinduliuotg,
pastebéjo Suny ir aviy Sirdziy atrioventrikulinio mazgo ir aplinkiniy
priesirdziy bei skilveliy audiniy fluorescencijos skirtumus. Spektro srityje
nuo 450 iki 475 nm atrioventrikulinio mazgo srities fluorescencijos
juostos smailé buvo Zymiai intensyvesné negu aplinkos. Taip pat
nustatytas mazgo srities fluorescencijos juostos poslinkis ir Zymus
susiaur¢jimas gretimy Sirdies raumeny fluorescencijos spektro atzvilgiu
[62].

Perk M. ir kt. parod¢, kad fluorescencinés spektroskopijos technika gali
biiti s€kmingai panaudota atskiriant zmogaus sinusini ir atrioventrikulini
mazgus nuo aplinkiniy audiniy, nustatant mazguy sritis bei gyli po
endokardu [63]. IStyrus dvylikos zmoniy §irdziy méginius, paimtus i$
sinusinio ir atrioventrikulinio mazgy sri¢iy, pra¢jus maziau kaip 48
valandoms po mirties, nustatyta, kad mazgy fluorescencija, Zadinant ja
eksimeriniu XeCl lazeriu (308 nm), pastebimai skiriasi nuo aplinkiniy
audiniy. Sinusinio ir AV mazgu fluorescencijos spektrai buvo registruoti
ties 18 bangy ilgiy nuo 365 nm iki 550 nm spektro srityje ir lyginti su
aplinkiniy audiniy spektrais. SLS mazgy fluorescencijos intensyvumai
spektro srityje nuo 440 nm iki 500 nm in vitro mazesni uz prieSirdziy
endokardo fluorescencijos intensyvuma. Sinusinio ir atrioventrikulinio
mazgy vidutiniai fluorescencijos intensyvumai ties 460 nm buvo 0,810 +
0,031, o priesirdziy endokardo - 0,910 + 0,010. Taip pat buvo palyginti
sinusinio ir AV mazgy fluorescencijos intensyvumai su skilveliy
endokardo fluorescencijos intensyvumu. Nustatyta, kad S§iy mazguy
fluorescencijos intensyvumai 400 — 550 nm spektro srityje Zymiai didesni
uz skilveliy endokardo fluorescencijos intensyvuma (mazgy
fluorescencijos intensyvumai 475 nm spektro srityje buvo 0,709 + 0,003,
skilveliy endokardo - 0,334 + 0,030). Zymesniy sinusinio ir
atrioventrikulinio mazgy fluorescencijos intensyvumuy skirtumy spektro

srityje nuo 365 nm iki 550 nm nerasta [63].
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Buvo analizuojami SLS mazgy ir priesirdziy bei skilveliy endokardo
fluorescencijos intensyvumuy ties pasirinktais bangy ilgiais santykiai.
Visoje registruotoje spektro srityje sudaryti 35 sinusinio, AV mazgy,
priesirdziy ir skilveliy endokardo fluorescencijos vidutiniy intensyvumuy
santykiai, 16-oje 1§ ju nustatyti pastebimi skirtumai. Vidutinis sinusinio ir
AV mazgy fluorescencijos intensyvumy santykis ties 380/450 nm rastas
1,174 + 0,061 ir ties 380/475 nm - 1,379 + 0,079. Priesirdziy endokardo
fluorescencijos vidutiniy intensyvumuy santykis ties 380/450 nm 1,015 +
0,022 ir ties 380/475 nm - 1,159 + 0,028. Skilveliy endokardo
fluorecencijos intensyvumy vidutinis santykis ties 380/450 nm - 1,991 +
0,101 1r ties 380/475 nm - 2,542 + 0,130. Naujuose méginiuose sinusinis
ir AV mazgai buvo identifikuoti pagal fluorescencijos intensyvumu
santykius >1,122 ties 380/450 nm ir >1,300 ties 380/475 nm lyginant su
priesirdziy endokardo méginiy fluorescencijos intensyvumu santykiais.
Gautus rezultatus histologiniai tyrimai patvirtino 73 % sinusiniam ir 60 %
- atrioventrikuliniam mazgams [63].

Kaip matyti i§ pateikty rezultaty, vienareikSmiSkai sinusini ir AV
mazgus galima atskirti tik nuo skilveliu endokardo. Skirtumai tarp Siy
mazgy ir prieSirdziy endokardo fluorescencijos intensyvumy yra labai
nedideli [63].

Nepavyko rasti literatiroje apraSytuy tyrimy, kuriuose biity tyrinéti
didziausiu bioimpulso plitimo grei¢iu pasizymincios Sirdies laidZiosios
sistemos daliy, t.y. Hiso pluosto ir jo Saky, fluorescencijos ir
fluorescencijos Zzadinimo spektrai. Daugumoje darbuy fluorescencijai
zadinti naudota lazerio spinduliuoté neleido atlikti zadinimo spektry
tyrimy, nes buvo apsiribojama vieno arba dviejy bangos ilgiy zadinimu.
Be to, minétuose darbuose atlikti tik sinusinio ir atrioventrikulinio mazguy

ir aplinkinio endokardo fluorescencijos tyrimai.
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7.MEDZIAGOS IR METODAI

Zmogaus $irdies laidZiosios sistemos, miokardo, Sirdies jungiamojo
audinio, kasos audiniy (naudoty kontrolei) méginiai paimti Valstybiniame
patologijos centre, autopsiju metu. Audiniy meginiy paémimo bidai
atitiko standartines autopsijos atlikimo metodikas. Po spektroskopiniy
tyrimy audiniy méginiai istirti standartine histologine metodika, ir radiniai
dokumentuoti autopsijos histologinio tyrimo protokole. SLS preparavimo
metu rasti makroskopiniai morfologiniai pakitimai dokumentuoti
autopsiju protokoluose.

IStirti 77 mirusiyjy ligoniy Sirdies audiniy méginiai. Tyrimui pasirinkti
nuo 20 iki 60 mety amziaus mirusieji, be Sirdies patologijos ar sisteminiy
ligy, galinCiy pazeisti Sirdies audinius. Tiriamieji  pasirinkti
neatsizvelgiant i lyti, duomenys apie tirtus mirusiuosius nebuvo renkami,
tirtoms Sirdims suteikti numeriai: 1-77. Audiniy méginiai paimti ne véliau
kaip per 48 valandas po mirties. Méginiai fiksuoti 10% buferiniame
formalino tirpale, tirti nedelsiant nefiksuoti arba saugoti — 70°C. Tyrimui
naudoti Hiso pluosto ir jo Saky audiniai, miokardas ir kontrolei naudotas
kasos audinys (35 méginiai, K1 — K35). Kasos audinys naudotas FT-IR
spektroskopiniams tyrimams, UV sugertiems spektroskopiniams

tyrimams ir histocheminiams audiniy tyrimams.

7.1. Sirdies audiniy tyrimai rentgeno elektroniniu mikroskopu

Rentgenoelektroniniams tyrimams nefiksuoti HP ir miokardo audiniai
buvo dziovinami 80-90 °C temperatiiroje, kad bity i$garintas tyrimams
trukdantis vanduo (1-5 Sirdies preparaty audiniy méginiai). Kita dalis
paruoSty HP ir miokardo audinio meéginiy fiksuoti 10% neutraliame

formalino tirpale ir dziovinti 80-90 °C temperatiiroje (6-10 Sirdies
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preparaty audiniy méginiai). Hiso pluosto ir miokardo audiniy elementiné
sudétis tirta SEM/EDX metodu JOEL firmos rentgenoelektroniniu
mikroskopu, o spektrai registruoti JSM-840 su LNK firmos analizatorium
AN 10/55S. Tyrimo salygos: silicio-li¢io detektorius su berilio langeliu,
zondo elektrony greitinanti jtampa - 20 kV, zondo srové-3.107 A, plysys-
1.

Audiniy meéginiai paruosti Valstybiniame patologijos centre ir tirti

Teismo ekspertizés centro laboratorijoje.
7.2. Sirdies audiniy sugerties FT-IR spektroskopiniai tyrimai

FT-IR spektroskopiniams tyrimams naudoti nefiksuoti ir nedziovinti HP,
miokardo ir kasos audiniy méginiai (11-20 Sirdies preparaty audiniy
meginiai ir K1-K10 kasos audinio méginiai) ir fiksuoti 10% neutraliame
formalino tirpale ir 80-90 °C temperatiiroje i§dziovinti HP, miokardo ir
kasos audinio (21-25 Sirdies preparaty audiniy méginiai ir K11-K15 kasos
audinio méginiai). Méginiy sugertis infraraudonojoje (IR) spektro srityje
registruota Perkin Elmer firmos Furje transformacijy (FT-IR) spektrometru
PARAGON 1000 PC su i-serijos mikroskopu 4000 cm™ — 480 cm™ srityje
(tyrimo salygos: stiprinimas-2, skenavimy skaicius — 200-400, bandiniai
suspausti mikrodeimantingje kiuvetéje).

Audiniy méginiai paruosti Valstybiniame patologijos centre ir tirti

Teismo ekspertizés centro laboratorijoje.

7.3. Sirdies audiniy ultravioletiniai sugerties spektriniai tyrimai

UV tyrimams HP, miokardo ir kasos audiniy méginiai (26-35 Sirdies
preparaty audiniy méginiai ir K16-K25 kasos audinio méginiai) buvo
fiksuoti 10% neutraliame formalino tirpale, standartine histologine
technika ilieti i parafing ir mikrotomu Leica RM2145 supjaustyti 15 pm

storio pjuviais. Audiniy pjiviai uzdéti ant kvarciniy langeliy. UV
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sugerties spektrai matuoti §viesolaidiniu spektrometru PC 1000 Plug-in
(Ocean Optics Inc., FL., USA). Palyginimui tirti ir kasos audinio
meéginiai.

Kontroliniams sugerties spektrams registruoti, paruosti triptofano (Trp)
ir tirozino (Tyr) 10” M koncentracijos tirpalai distiliuvotame vandenyje.

Amino riigStys isigytos i§ Reachim (Rusija).

Audiniy méginiai paruosti Valstybiniame patologijos centre ir tyrimai

atlikti Vilniaus Universiteto Fizikos fakultele, Lazeriniy tyrimy centre.

7.4. Miokardo ir Sirdies laidZiosios sistemos histocheminiai dazymai

Autopsijos metu, i§ zmogaus Sirdies preparato paimta tarpskilvelinés
pertvaros virSutine dalis su HP ir jo bifurkacija, MK fragmentais (36-45
Sirdies preparatas). Audiniy blokai, iprasta histologine metodika
impregnuoti ir blokuoti parafine [64]. Parafininiai audinio blokai Leica
RM 2145 mikrotomu pjaustyti 4 mikrony storio pjiviais. Paruosti
preparatai dazyti zemiau apraSytais histocheminiais metodais, siekiant
1Sryskinti Tyr ir Trp zmogaus HP audinyje. Histocheminiy reakcijy
kokybinei kontrolei jvertinti analogiSkomis salygomis paruostas ir dazytas
zmogaus kasos audinys, turintis dideli Tyr ir Trp kieki (K26-K35 kasos
audinio méginiai).

Histocheminéms reakcijoms naudoti reagentai:

Ksilenas — “Ekos-1" TU 6-09-3825-88.

Izopropilo alkoholis (100%)- “Pemko chemicals” 100035.

96% etilo alkoholis.

Natrio nitratas (NaNQO,)- “BDH” 30188.

Koncentruota acto riigstis (CH;COOH)- “Rachema” 99,8%.
8-amino-1-naftol-5-sulfoniné rigstis (C,(HoNO4S)-“Aldrich” 21686-0
90%.
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Kalio hidroksidas (KOH).

Amonio sulfamatas (NH,SO;NH,) — “Sigma” A-4630 99%.

70% etilo alkoholis.

0,1 M HCL pagaminta i§ koncentruotos HCL — “Barta Cihlar” 37%.

Naudotos literatiiroje aprasytos histocheminés reakcijos [65].

Millon reakcija tirozinui (reakcija su fenilo grupe).
Tirpalai:
Tirpalas A.
10 gr. gyvsidabrio sulfato dedama i 90 ml. distiliuoto vandens ir 10 ml.
koncentruotos sieros riigsties misinj, ir iStirpdoma Sildant. Atvésinus iki
kambario temperattiros ipilama 100 ml. distiliuoto vandens.
Tirpalas B.
250 mg. natrio nitrito iStirpdoma 10 ml. distiliuoto vandens.
Dazomasis tirpalas.
5 ml. tirpalo B sumaiSoma su 50 ml. tirpalo A.
Dazymo metodika:
1. Pamerkti pjiivius i vandeni.
2. Panardinti pjuvius i dazomaji tirpala ir palengva Sildyti iki
uzvirimo, virinti 2 minutes.
3. Atvésinti iki kambario temperatiiros.
4. Tris kartus praskalauti distiliuotame vandenyje, kaskart keiCiant
vandeni po 2 minuciy.
5. Dehidratuoti alkoholyje, déti ant objektinio stiklelio ir uzlieti

ksilenu.

Diazotizavimo-sujungimo metodas tirozinui iSrySkinti (reakcija su
fenilo grupe).
Tirpalai.
Inkubavimo tirpalas (4)

Natrio nitritas 3,5 gr.
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Koncentruota acto rugstis 4,4 ml.

Distiliuotas vanduo 47 ml.

Inkubavimo tirpalas (B)

8-amino-1-naftol-5-sulfoniné rigstis 0,5 gr.

Kalio hidroksidas 0,5 gr.

Amonio

sulfamatas 0,5 gr.

70% alkoholis 50 ml.

Dazymo metodika:

1.
2.

Pamerkti pjuvius i vandeni.
Pamerkti pjuvius | 4°C temperatiiros inkubavimo tirpala (A) 24

valandoms tamsoje.

. Skalauti keturis kartus kei¢iant distiliuota vandenj 4°C

temperatiiroje.
Pamerkti pjuvius | 4°C temperattros inkubavimo tirpala (B) 1

valandai tamsoje.

. Skalauti pjuvius tris kartus 0.1M HCL tirpale, kiekviena karta

kei¢iant tirpala po 5 minuciy.
Skalauti bégan¢iame vandentiekio vandenyje 10 minuciy.
Dazyti fona, jei reikia.

Dehidratuoti spirite ir déti ant objektinio stiklelio, uzlieti ksilenu.

DMAB metodas triptofanui iSryskinti (reakcija su indolo grupe).

Tirpalai
DMAB tirpalas:

5 gr. p-dimetilaminobenzaldehidas iStirpdomas 100 ml. koncentruotos

hidrochloratinés rtigsties.

Nitritinis tirpalas:

1 gr. natrio nitrito iStirpdoma 100 ml. koncentruotos hidrochlorinés

rugsties.

Dazymo metodika:

1.

Pamerkti pjuvius { alkoholj.
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Impregnuoti 0,5 % celoidinu.

Pamerkti  DMAB tirpala 1 minutei.

Perkelti i nitritinj tirpala 1-2 minutéms.

Atsargiai plauti tekan¢iame vandenyje 30 sekundziy.

Plauti pariig§tintame alkoholyje 15 sekundziy.

A R o

Plauti vandenyje ir dazyti fona 1% vandeniniu neutraliu raudoniu
5 minutes.
8. Dehidratuoti alkoholiuose, déti ant objektinio stiklelio ir uzlieti

ksilenu.

Audiniy meéginiai paruosti ir histocheminés reakcijos atliktos

Valstybiniame patologijos centre.

7.5. Sirdies audiniy savitosios fluorescencijos ir jos Zadinimo

spektroskopiniai tyrimai

Spektroskopiniams tyrimams naudoti nefiksuoti zmogaus Sirdies
audiniai (46-50 Sirdies preparatas) ir fiksuoti 10% neutraliame formalino
tirpale audiniai (51-55 Sirdies preparatas). HP Saky lokalizacijos tyrimams
naudoti 2-3 c¢cm dydzio tarpskilvelinés pertvaros fragmentai, kadangi $ios
Sakos yra labai plonos, ju matmenys siekia 1-2 mm, tod¢l jos nebuvo
atskiriamos nuo endokardo. Miokardo bandiniai paimti i$ kairiojo Sirdies
skilvelio, jungiamojo audinio méginiai i$ triburio voztuvo.

HP, miokardo ir jungiamojo audinio méginiy fluorescencijos ir
fluorescencijos  zadinimo  spektrai  registruoti  liuminescenciniu
spektrofotometru  Perkin Elmer LS50B. Monochromatoriy plySiy
spektriniai plo¢iai matavimo metu buvo palaikomi pastoviis: zadinimo
monochromatoriaus — 5 nm, fluorescencijos monochromatoriaus - 7 nm.
Bandiniai buvo suspaudziami tarp dvieju kvarciniy langeliy. Taip itvirtinti
jie neisdzitidavo, ir matavimo metu ju spektrinés savybés nekito. Spektro

pakitimy nerasta ir pakartojus matavimus po 1 mén.
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HP kairiosios Sakos iSsidéstymas Sirdies tarpskilvelinés pertvaros
preparatuose nustatytas fluorescenciniu mikroskopu Olympus BX 60 ir
skaitmenine kamera Olympus D50. Spektroskopiniams tyrimams buvo
1Srinkti bandiniai, kuriuose aiSkiausiai matyti HP Saky fragmentai.

Mikroskopu-spektrofotometru  MC®Y buvo registruoti skirtingy
tarpskilvelinés pertvaros taSku fluorescencijos spektrai, apimant Hiso
pluosto Saky fragmentus ir aplinkini endokarda.

Makroskopiniam visos tarpskilvelinés pertvaros vaizdinimui naudoti
trys Sviesos Saltiniai. Auksto slégio Hg lempa JAPII 250-3, duodanti
linijini spektra, Zadinimui buvo pasirinkta ties 366 nm esanti Hg liniju
grupe, iSskirta filtru YOCS8. Kitas Saltinis - Xe (ksenono) Sviesolaidiné
lempa MAX-302, zadinimui naudotos spektro sritys ties 340, 360 ir 405
nm i8skirtos interferenciniais filtrais. Trecias Sviesos Saltinis — titano
safyro lazerio ketvirta harmonika ties 350 nm. Tarpskilvelinés pertvaros
vaizdai, gauti skaitmeninémis CCD kameromis ToUcam Pro (Philips) ir
Infinity 2.

Kontroliniams fluorescencijos spektrams registruoti, paruosti triptofano
(Trp) ir tirozino (Tyr) 10° M koncentracijos tirpalai distiliuotame

vandenyje. Amino rigstys isigytos i§ Reachim (Rusija).

Audiniy meéginiai paruosti Valstybiniame patologijos centre ir tyrimai

atlikti Vilniaus Universiteto Fizikos fakultele, Lazeriniy tyrimy centre.

7.6. Vaizdinimo eksperimentai: Hiso pluoSto Saky pavirSinés skyros

fluorescenciné spektroskopija

Vaizdinimo eksperimentams panaudota 10 Sirdziy preparaty. 5
preparatai (56-60 Sirdies preparatai) fiksuoti 10% neutraliame formalino
tirpale. Kiti 5 preparatai siekiant jvertinti kraujo sugerties itaka tirti

nefiksuoti ir neplauti (61-65 Sirdies preparatai).
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Sirdziy preparatai paruosti Valstybiniame patologijos centre ir tyrimai

atlikti Vilniaus Universiteto Fizikos fakultele, Lazeriniy tyrimy centre.

7.7. Sirdies audiniy homogenaty tyrimas

Detalesniam Sirdies laidziosios sistemos Hiso pluosto (HP), miokardo
(MK) ir 1§ triburio voztuvo paimto jungiamojo audinio (JA) preparaty
fluorescencija salygojanciy fluorofory bei ju lokalizacijos nustatymui
buvo ruoSiami Sirdies audiniy homogenatai. Audiniy méginiai paimti i$
10 nefiksuoty formaline Sirdziy (66-75 Sirdies preparatai).

Audiniai buvo homogenizuojami trimis etapais, homogenizavimo etapy

schema pateikta (18 pav.).
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Nefiksuoto audinio bandinys

Homogenizuojama buferyje(1)
Centrifuguojama 1000 g, 5 min, 4 'C

Suardomos audinio struktiira ir lastelés.

/\

I. Nuosédos I. Tirpi frakcija

Didelés dalelés — lastelés, lasteliy, Mitochondriné frakcija, citozolis
plazminés membranos nuolauzos, (citoplazminiai, vandenyje tirpts
branduoliai, “sunkios” baltymai).

mitochondrijos, tarplastelinis

matriksas.

|

10 min ekstrahuojama buferyje(2)
Centrifuguojama 1000 g, 5 min

Istirpdoma dalis netirpiy vandenyje baltymuy, dar suardomos

membranos.
/\

I1. Nuosédos II. Tirpi frakcija
Baltymai turintys dideles ar daug Lastelés organoidy baltymai,
hidrofobiniy grandiniy, i§tirpdyti vandenyje netirpls
membraniniai baltymai, didelés baltymai.
masés baltymai ar DNR, lipidai,
glikosacharidai.

|

10 min ekstrahuojama buferyje(3)
Centrifuguojama 1000 g, 5 min

Istirpdomos visos membranos, iStirpdomi baltymai, i§lieka tik
kovalentinés jungtys — t.y. pirminé baltymy struktira, iSardomos
hidrofobinés grandinés, baltymas padengiamas neigiamu kriiviu.

/\

III1. Nuosédos III. Tirpi frakcija

Likusios sunkios nesuardytos Istirpg membrany baltymai,
struktliros, amino ragscéiy sekos ir lengvos amino rigsciy sekos.
pan.

18 pav. Sirdies audiniy homogenizavimo etapai

Frakcijy paruoSimas spektrofotometriniams tyrimams atliktas tokiu
biidu: audiniai pasverti, smulkinti skalpeliu { mazus (1-5 mm) gabalélius,
tris kartus plauti 0,9% KCI ir homogenizuoti Poterio homogenizatorium
desimt karty didesniame SmM Tris (250 mM sacharozés ir 2 mM EGTA,
pH 7,7 2 °C temp.) buferio kiekyje. Gauti homogenatai 5 min.
centrifuguoti 4°C temperatiiroje, pasirinkus 5000 g. Supernantas (tirpi
frakcija) atskirtas nuo netirpios frakcijos ir spektrofluorimetru Perkin
Elmer LS 50B uzregistruoti jo fluorescencijos ir fluorescencijos Zadinimo

spektrai.
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Netirpi frakcija dalinama { dvi dalis — spektriniams tyrimams ir
tolimesniam homogenizavimui. Netirpios frakcijos dalis buvo veél
homogenizuota deSimt karty didesniame buferio kiekyje, kuri sudaré 5
mM Tris, 180 mM KCl, 8M S§lapalo, 2 mM EGTA (pH 7,7 2°C temp.). 5
min. Centrifuguota, atskirtas supernantas (antra tirpioji frakcija) ir
iSmatuoti atskirto supernanto ir likusiy nuosédy fluorescencijos ir jos
zadinimo spektrai. Taip gautos antrosios tirpi ir netirpi frakcijos. Likusiy
nuosédy (antros netirpios frakcijos) dalis veél homogenizuota penkis
kartus didesniame buferio, sudaryto i§ 50 mM Tris (pH 6,8), 6 M Slapalo,
30% (v/v) glicerolio, 2% NDS (m/v) (natrio dodecilsulfato), 5 % (m/V) -
2-merkaptoetanolio, kiekyje. Centrifuguota ir atskirta tirpi ir netiripi
treciosios frakcijos.

I tirpiasias frakcijas pateko mitochondriné frakcija, citozolis, vandenyje
tirptis lastelés organoidy baltymai ir iStirpe membrany baltymai.
Nuoseédas sudar¢ likusios nesuardytos struktiiros, amino rtgsciy sekos ir
kt.

Kiekviename homogenizavimo etape spektrofluorimetru Perkin Elmer
LS 50B buvo registruojami tirpiu ir netirpiy frakciju bei elektroforezés
metodu iSskirty atskiry baltymu grupiu savitosios fluorescencijos ir jos
zadinimo spektrai.

Audiniy meéginiai paruosti  Valstybiniame patologijos centre,
homogenizuoti VU Gamtos moksly fakulteto Biochemijos ir biofizikos

katedroje ir tirti VU Fizikos fakultete, Lazeriniy tyrimy centre.

7.8. Elektroforetinis baltymy frakcionavimas

Baltymuy charakterizavimui, t.y. molekulinés masés nustatymui buvo
atlikta audiniy tirpiyju frakciju (50mg baltymy), gauty i§ Sirdies audiniy
homogenaty (66-75 Sirdies preparaty audiniai), natrio dodecilsulfato
poliakrilamido gelio elektroforezé¢ (NDS-PAGE) pagal Laemmli. Baltymu

grupiy masés elektroforegramoje buvo nustatomos lyginant jas su
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zinomos molekulinés masés Zymenimis SM 0441 (118 kDa, 79 kDa, 47
kDa, 33 kDa, 25 kDa ir 19 kDa, gamintojas “Fermentas”, Lietuva).

NDS saveikos su baltymy polipeptidinémis grandinémis metu

suardomos baltymu antriné ir tretiné¢ struktiros. SuriSto NDS kiekis
nepriklauso nuo baltymo savybiy, o yra proporcingas baltymo
molekulinei masei. Frakcionuojamo baltymo elektrini kriivi apsprendzia
susiriSgs su baltymu NDS kiekis, o elektroforetinis baltymuy judrumas
poliakrilamido gelyje priklauso tik nuo baltymy masés.
Visy audiniy tirpiosios frakcijos padalintos | dvi dalis. Viename gelyje jos
buvo nudazytos nespecifiskai besijungianciais dazais Coomasie Brilliant
Blue R250. Sis gelis buvo naudojamas baltymy masiy nustatymui.
Fluorescenciniams matavimams skirtas gelis buvo nedazytas, nudazyti tik
standartiniai reperiniai baltymai. Sulyginus Siuos du gelius buvo nustatyta
juosty padétis ir iSpjauti jas atitinkantys gelio gabaliukai, kurie buvo
pritvirtinti prie kvarciniy langeliy ir uzregistruoti atskiry baltymy grupiy
fluorescencijos ir jos zadinimo spektrai.

Audiniy meéginiai paruosti  Valstybiniame patologijos centre,
frakcionuoti VU Gamtos moksly fakulteto Biochemijos ir biofizikos

katedroje ir tirti VU Fizikos fakultete, Lazeriniy tyrimy centre.

7.9. Miokardo ir Sirdies laidZiosios sistemos baltymy dviejy krypc¢iy

elektroforezé

Baltymy iSskyrimas i$ Sirdies audiniy

IS dvieju Sirdziy (76-77 Sirdies preparatai) preparavimo metu paimti
Hiso pluosto audinio ir miokardo fragmentai praplauti Saltame PBS (0,05
M K/Na-fosfatinis buferis su 0,15 M NaCl, pH 7,2-7,4). buferyje ir
i8dziovinti. Skystame azote audiniai griistuvu sutrinti i miltelius. [ audiniy
miltelius pridétas Chemicon Total Protein Extraction Kit reagentas ir

audiniy lizato baltymai izoliuoti pagal gamintojo protokola (Chemicon
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International Inc.). Audiniy baltymai tirti nedelsiant arba laikyti -70°C

temperatiroje.

Baltymuy frakcionavimas 2DE (dvieju krypciu elektroforezés gelyje)

sistemoje

Gauti Sirdies audiniy baltymai tirti dvieju krypc¢iu elektroforeze gelyje.
Elektroforezei naudoti Immobiline DryStrip Kit reagentas pH 3-10, ir
Excel Gel SDS, 8-18%. Baltymy frakcionavimas atliktas pagal gamintojo
instrukcija (Immobiline DryStrip Kit for 2-D Electrophoresis with
Immobiline DryStrip and ExelGel SDS, Amersham Pharmacia, Uppsala,
Sweden). Baltymy analizei 2DE gelis dazytas PageBlue Protein Staining
Solution (PageBlue Protein Staining Protocol, Fermentas, Lietuva).
Zinomos molekulinés masés ymeny gamintojas “Fermentas”, Lietuva).

Trimaciams vaizdams sukurti buvo naudota Matlab funkcija "surf" kartu
su kitomis colormap'o, apSvietimo, aSiy geometrijos derinimo
funkcijomis. Démés i§ 2DE vaizdo 3D vaizdas gaunamas pikselio
skais¢io verte atvaizduojant Dekarto koordinaciy z aSyje, pries tai 2DE
vaizda invertavus (padarius balta déme juodame fone).

Audiniy méginiai paruosti Valstybiniame patologijos centre ir tirti

Biochemijos instituto Vystymosi biologijos skyriuje.
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8. REZULTATAI

8.1. Sirdies laidZiosios sistemos preparavimo metodika

Tyrimui naudotas zmogaus HP ir jo kairés Sakos audinys gautas,
preparuojant 10 % neutraliame formaline fiksuotus arba nefiksuotus,
atsitiktinai parinktus Sirdies preparatus, neatsizvelgiant i zmogaus amziy
ir patologija. Bandiniai buvo imami i§ HP, nes jame yra didziausias
ramybeés potencialas ir didziausias bioelektrinio impulso sklidimo greitis,
todél tikétina, kad ir struktiiriniai skirtumai tarp HP ir miokardo turéty
biiti patys didziausi. Taip pat HP néra gausios inervacijos, kaip
sinusiniame ar AV mazge, ir rasti pakitimai negaléty biiti susieti ne su
SLS raumens ypatybémis, o su gausia inervacija.

SLS audinio preparavimui naudoti literatiiroje apra$yti preparavimo
metodikos principai [3]. Anatominis SLS preparavimas pagristas pastovia
Sios sistemos struktiiry padétimi ir pastoviu santykiu su arterijomis
normaliai i§sivys¢iusioje §irdyje, ir tuo, kad SLS atskirta nuo aplinkiniy
audiniy jungiamojo audinio apvalkalu. MakroskopisSkai ji atrodo
S$viesesné ir labiau permatoma nei Sirdies raumuo. Tai leidzia SLS
atpazinti naudojant mazus ir vidutinius padidinimus. SLS ir pagrindinés
jos kraujagyslés preparuotos preparavimo adatomis, pincetu ir zirklémis,
naudojant 12-36 kartus didinantj mikroskopa Carl Zeiss.

Prie§ pradedant preparuoti AV mazga, reikia iStirti jo arterijos eiga.
Dazniausia ji atsiSakoja nuo deSinés vainikinés arterijos (arteria coronaria
dextra), reCiau nuo kairés vainikinés arterijos apsukinés Sakos (ramus
circumflexsus), dazniausiai uzpakalinés tarpskilvelinés vagos (sulcus
interventricularis posterior) lygyje. Radus AV mazgo arterijos
atsiSakojimo vieta, S§i arterija, preparuojama iki triburio voZtuvo
pertvarinés burés (cuspis septalis) pagrindo vidurio. TipiSkais atvejais Sis

taskas yra tiesiai prieSais vainikinio ancio (sinus coronarius) Zziotis.
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Preparuojant arterija, atsiSakojancia nuo kairés ar deSinés vainikinés
arterijos, uzpakalinés tarpskilvelinés vagos (sulcus interventricularis
posterior) lygyje perkerpama deSinio prieSirdzio uzpakaliné/apatiné
sienelé. Toliau arterija preparuojama perpjaunant endokarda ir pavir§ini
miokardo sluoksni uzpakalingje deSinio prieSirdzio dalyje, pratesiant
uzpakalinés/apatinés sienelés pjuvi 1§ uzpakalio i prieki iki triburio
voztuvo pertvarinés burés pagrindo vidurio lygio. Sioje vietoje arterija
panyra 1 AV mazgo uzpakalinj kraSta arba praeina tiesiai po mazgu. Taip
randamas uzpakalinis AV mazgo kraStas, ir tolimesnis preparavimas
Siame taSke baigiamas, kad nesuardyti mazgo, nes uzpakalinis krastas be
aiskiy riby pereina i deSinio prieSirdZzio miokarda.

Randamas priekinis mazgo kraStas: Ciuopiant centrini fibrozini kiina,
toje vietoje kur jis susijungia su aortos voztuvo fibroziniu ziedu, ties
aortos uzpakalinés burés pagrindu pasluoksniui perpjaunamas desinio
priesirdzio endokardas, purios Iastelienos ir miokardo sluoksniai.
LeidZiantis Zemyn centriniu fibroziniu kiinu atskiriami minéti audiniy
sluoksniai, kol randama Todaro sausgyslés susijungimo vieta su centriniu
fibroziniu kiinu. DaZznai tai sutampa su centrinio fibrozinio kiino viduriu.
Toliau audiniy sluoksniai atskiriami nuo centrinio fibrozinio kiino desinio
Slaito iki jo deSinio kraSto jungties su triburio voZztuvo (valva
tricuspidalis) fibroziniu ziedu. Tai sutampa su triburio voztuvo priekine
jungtimi. Atsargiai preparuojamas fibrozinis triburio voztuvo pertvarinés
burés Ziedas iki tasko, kur buvo rastas uzpakalinis AV mazgo krastas.
Taip randamas deSinys mazgo krastas, kuriame jungiamojo audinio
mazgo apvalkalo pluostai jungiasi su triburio voZtuvo pertvarinés burés
fibroziniu Zziedu. Toliau atskiriant minétus audinius nuo AV mazgo
jungiamojo audinio apvalkalo iSpreparuojamas deSinys kraStas ir
sujungiami priekinio ir uZzpakalinio krasty preparavimo taSkai. Nuo
deSinio kraSto atskiriami mazdaug 4-6 mm audiniy link prieSirdziy
pertvaros, kas atitinka mazgo ploti. Taip randamas kairys mazgo krastas,

kuris retai turi aiskias ribas, tod¢l tiksliau bty kalbéti apie pereinamaja
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zong tarp AV mazgo ir miokardo Zemiau tarpprieSirdinés pertvaros
kraSto. ISpreparavus mazgo priekini kraSta tuo pat metu iSrySkinama ir
prieSirdiné HP dalis. Peréjimas i§ mazgo i pluosta yra uz centrinio
fibrozinio kiino jungties su triburio voztuvo fibroziniu ziedu. Tai leidzia
nesuardyti HP, jeinancio i centrinj fibrozini kiina. Penetruojanti HP dalis
lengvai randama perkirpus centrinio fibrozinio kiino deSinio krasto ir
triburio voztuvo fibrozinio ziedo jungti. Penetruojanti HP dalis i§ visy
pusiu apsupta jungiamuoju audiniu. Kartais ji biina jungiamojo audinio
pertvary padalinta i atskirus fragmentus, todél preparuoti reikia labai
atsargiai. HP penetruojancios dalies vientisumas yra anatominis pozymis,
rodantis, kad preparuojama teisingai. TipiSkais atvejais HP yra vienintelé
jungtis tarp prieSirdziy ir skilveliy raumens. Tolimesnis HP ir jo Sakuy
preparavimas techniSkai nesudétingas. Tipiskais atvejais bifurkacija
1Sdéstyta riboje tarp tarpskilvelinés pertvaros membraninés dalies ir
raumeninés pertvaros vir§iinés keteros, re¢iau membraninés pertvaros
pagrinde. Preparuojant skilveling HP dal; reikia atminti, kad nuo viso jos
kairio kraSto ilgio atskyla kairé Saka. Tod¢l tikslinga pradzioje rasti
virSutinj ir deSinj kraSta ir tik po to preparuoti kairj su atskylancia Saka.
Jei kairé Saka atsidalina visame kairio krasto ilgyje, ji biina labai plona.
Labai svarbu tokiais atvejais jos nenutraukti, kas labai apsunkina
distalinés kairés Sakos dalies preparavima. Jei kairé¢ Saka atskyla kaip
siaura keliy milimetry juosta, ji biina daug storesn¢ ir lengviau

preparuojama.
8.2. Sirdies audiniy tyrimai rentgeno elektroniniu mikroskopu

Siuo metu Zinios apie zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos morfologija
ir bioelektrinio impulso perdavimo mechanizmus gana prieStaringos.
Pagrindiniai anatominiai ir fiziologiniai impulso laidumo faktoriai yra
skaiduly skersmuo, geometrinis iSsidéstymas ir lastelés sugebéjimas

aktyvuotis, priklausantis ir nuo laidume dalyvaujaniy teigiamy ir
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neigiamy jony koncentracijos. Pagal Hodgkin-Huxley joning teorija
laidumas priklauso nuo jony koncentracijos, atviry joniniy kanaly
skaiCiaus ir savybiy, membranos potencialo ir laiko [66]. Vieningos
nuomonés apie fosforo, kalcio, chloro, sieros, silicio, natrio ir kalio jony
kiekius SLS ir MK audiniuose néra, todél pirmiausiai buvo tiriama ir
lyginama elementiné SLS ir MK sudétis. Tyrimy tikslas — nustatyti ar
bioimpulso perdavimo greicio pokyciai néra susij¢ su skirtingais jony
kiekiais audiniuose.

Rentgenoelektroninio mikroskopo veikimas pagristas tuo, kad tiriama
medziaga paveikiama elektrony srautu. Elektronai “iSmusa” tiriamos
medziagos elektronus, 1§ artimiausiy branduoliui mazos energijos
orbitaliy. D¢l prarasty elektrony, atomas tampa nestabilus ir siekia
sugrizti | stabilia buisena. Elektronui perSokant i§ tolimesnés orbitalés i
“iISmusto” elektrono vieta artimesnéje branduoliui orbitaléje, atomas
emituoja rentgeno kvanta. Emituoto rentgeno spinduliy kvanto energija ir

bangos ilgis biidingas konkre¢iam cheminiam elementui (19 pav.).

P rminis clzldrony
sraulgs
o Cmitustas
% % kvantas
,/574\\
S &N
é 1'\ ] ‘] ?
e \"ﬂ// /
\\\-_ ’//0 ’
pm!inio srauto o f:ktfonai Je srauly eleklones sgveikus |k sig "ugtiavieta” uipilds au<dtesnés
alsilrerkin” jurkilalése metu perduoda dauziau rrhita &5 flekinna Pere nant & ektranni |
esancius elektonus enzraijaz n2ire kalinga islaikyt Zemesng orbitale cmituojamas rentgeno
slakronz D'Ib\tajglg' orbl:t:ailes spinduliy kvanos, pogal bangos ilgjin
elektones figmetamas" it gagrgygbicingas am ikeam zlementul
atomo, pali<dames "laisva vietq"

19 pav. Rentgenoelektroninio spektro principas. UV sugerties ir
fluorescencijos spektrai gaunami vykstant elektrony Suoliams

1Soriniuose sluoksniuose.

63



Rentgenoelektroniniu  mikroskopu HP ir MK audiniy kokybinés
elementinés sudéties tyrimams buvo naudojami nefiksuoty audiniy
meéginiai (1-5 Sirdies preparaty audiniy méginiai), i$ kuriy buvo iSgarintas

vanduo. Tyrimy rezultatai pateikti 20 pav. ir 21 pav.

IN-RAY: 0 - 20 keU
Lives 60z Preset: 6ls Eemaining: 0s
Realt s 15% Dead -

T 5,260 - kel
iFS= 1K ch 273=
MEM1:1laidi sist2 ' o

20 pav. Rentgenoelektroninis nefiksuoty ir iS§dziovinty Hiso pluosto
meéginiy spektras. Abscisiy asSyje atidéta energija keV, ordinaciy aSyje -

rentgeno spektro linijy intensyvumas.
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Bls Fresets &=z Remainings s

Vi 0 - 20 kel
:  EBs 12% Dead

< a1 S.220 kel 10.32
FS= 1K ch 271= 42 cts)
([MEM1 2 raumua . o

21 pav. Rentgenoelektroninis nefiksuoty ir iSdziovinty miokardo
meéginiy spektras. Abscisiy aSyje atidéta energija keV, ordinaciy aSyje -

rentgeno spektro linijy intensyvumas.

ISanalizavus gautus spektrus nustatyta, kad visuose tirtuose méginiuose
rasti Sie elementai: kalcis, chloras, fosforas, siera, silicis, kalis ir natris
(1.lentelé). HP ir MK audiniuose intensyviausios kalcio ir chloro jonu

spektrinés linijos.

1 lentelé. Rentgenoelektroniniais tyrimais nustatyta SLS, MK méginiy

kokybiné elementiné sudétis

Elementai Ca Cl P S Si K Na
Meéginiai

HP + + ++ + +- +- +-
MK H+ | |+ + +- +- +-

+++ - labai intensyvi analitin¢ linija; ++ - intensyvi analitiné linija; + -
vidutinio intensyvumo analitiné¢ linija; +- - mazai intensyvi analitiné

linija.
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Fiksuoty ir iSdziovinty méginiy (6-10 Sirdies preparaty audiniy
meéginiai) rentgenoelektroniniai spektrai buvo tapatiis nefiksuoty ir
iSdziovinty méginiy spektrams.

Rentgenoelektroniniy tyrimuy metu gauti rezultatai rodo, kad Hiso
pluosto ir i§ skilveliy miokardo paimtuose méginiuose fosforo, chloro,
kalcio, sieros, silicio, natrio ir kalio jonu kiekiai paklaidy ribose yra
vienodi. Gauti rezultatai leidzia manyti, kad didesnis bioimpulso sklidimo
greitis HP néra susijes su jony koncentracijy skirtumais SLS ir MK,
tatiau gali buti susijgs su didesniais ju gradientais lasteliu viduje ir

iSoréje.

8.3. Sirdies méginiy sugerties FT-IR spektroskopiniai tyrimai.

Infraraudonoji  spektroskopija teikia informacija apie sudétingu
molekuliy strukttira ir jose esancius cheminius rySius. Per tiriama meégini
praleidziami infraraudonieji (IR) spinduliai. Jei IR spinduliy daZniai
sutampa su molekuléje esanCiy atomy grupiy virpesiy dazniais, IR
spinduliai yra sugeriami. Sugerti IR spinduliai suzadina atomy virpesius
(valentinius, deformacinius), taciau IR spinduliy energija nepakankama
perkelti elektronus i kita orbitalg. Organiniai junginiai dazniausiai sugeria
2,5 — 20 um ilgio bangas. Molekuliy virpesiniai spektrai yra specifiski
kiekvienai molekulei, nes i ju sudéti jeinanc¢iy atomy branduoliy virpesiy
daZzniai priklauso nuo branduoliy masiy ir cheminio rySio stiprio.
Organiniy junginiy IR spektrai priklauso nuo molekulinés vidinés
sandaros ir vadinami molekuliy ,,pir§ty atspaudais®. Netgi tuo atveju, kai
méginiai sudaryti 1§ ty paciu molekuliy, virpesiniai spektrai gali buti
skirtingi, kadangi molekuliy virpesinés modos gali biiti itakotos aplink jas
esanciy kity molekuliy. Tokiu biidu, morfologiniai HP ir MK skirtumai
gali pasireiksti IR méginiy spektruose.

Pagrindinés IR spektro juosty charakteristikos yra intensyvumas, juostos

plotis ir padétis spektre (kokio ilgio bangos yra sugeriamos). Tiriamyju
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HP ir MK méginiy sugerties spektrai IR srityje turi intensyvias juostas
3500-3100 cm™ srityje bei ties 1650 cm™ ir 1546 cm™ (22 pav.).

22 pav. Nefiksuoto ir nedziovinto HP méginio IR sugerties spektras.
(¢ia ir kituose paveiksluose abscisiy a$yje atidétas bangy skaicius, cm™,

o ordinaciy — pralaidumas, snt.vnt)

Sios juostos, leidZian¢ios identifikuoti biologinius audinius, yra
buidingos polipeptidy, kurie gali biiti laikomi baltymy modeliu, sugerciai
[67,68]. Juosta ties 1650 cm™ priskiriama peptidinés grandinés
karbonilinei grupei. Kity spektro sri¢iy sugertis susijusi su audinius
sudaran¢iy aminortigsciy komponenty prigimtimi. Baltymus, kaip
zinoma, sudaro dvideSimties jvairiy aminortig§¢iu kopolimerai, i$sidéste
vienas prie kito tam tikra tvarka [69].

Uzregistruotuose FT-IR spektruose stebimos juostos gali biiti priskirtos
baltymus, peptidus ir amino rugstis sudaranciy molekuliniy grupiy
jungcéiy virpesiams. Pagrindinés sugerties juostos ir jas atitinkancios

virpesinés modos parodytos 2 lenteléje [68,70-73].
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2 lentelé. FT-IR sugerties spektry pagrindiniy juosty padétys ir

charakteringu grupiy virpesinés modos

Sugerties  juostu  smailiy | Virpesinés modos
bangos skaicius, cm’
3500-3100 intens. v(OH)
3350-3150 intens. v(NH)
3070 Amid II obertonas /& (N-H)/
2965-2850 v(C-H) -CH=, -CH,; -, -CHj3;
1740 v(C=0)
1650 intens. Amid I /v(C=0)/; 5 (N-H) NH;
1545 intens. Amid II /6 (N-H)/
1452, 1400, 1340, 8(CH) —CH=, -CH; -, -CHj;
1310
1400 v(C-0) COO
1240 d8v NHs, v(C-0)
1160 v(C-C) -CCN
1120-1060 v(C-0); d8v CHj3
740-480 O(N-H), esant H-rysiui
neplokStuminiai 6(C-H Ar-ziede)

Tarpusavyje buvo palyginti skirtingais biidais paruosty HP ir MK
meéginiy FT-IR spektrai. Fiksuoty bei dziovinty HP ir MK méginiy (21-25
Sirdies preparaty audiniy méginiai) FT-IR sugerties spektruose esminiy
spektry formos, juosty padéties ir intensyvumuy skirtumy nepastebéta (23
pav.).

Lyginant tarpusavyje nefiksuoty, nedziovinty (11-20 Sirdies preparaty
audiniy meéginiai) bei fiksuoty formaline ir dziovinty (21-25 Sirdies
preparaty audiniy méginiai) HP méginiy spektrus, pastebimi skirtumai (24
pav.).

Nefiksuoty, nedziovinty HP méginiu spektre ties 1400 cm™ stebima
nauja sugerties juosta, biidinga deformaciniams C-H jung¢iy virpesiams ir
valentiniams C-O virpesiams COOQO™ grupése. Nefiksuoty formaline ir
nedziovinty HP meéginiy spektruose taip pat Siek tiek iSryskéja C-H
jungéiy valentiniy virpesiy juostos 2925-2965 cm’ srityje, susiauréja

vandeniliniams ry$iams badinga juosta 3500-3100 cm™' srityje.
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Nr.23 pav. Fiksuoty ir dziovinty HP ir MK meéginiy IR sugerties
spektrai.

Fiksuotas ir dZiovintas méginys

o0 | Nefiksuotas ir
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|
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24 pav. Fiksuoty, dziovinty ir nefiksuoty, nedziovinty HP audiniy IR

sugerties spektrai.
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Didziausi sugerties juosty intensyvumy skirtumai stebimi nefiksuoty,
nedziovinty HP ir MK méginiy spektruose. 25 pav. pateiktuose
nefiksuoty, nedziovinty HP ir MK méginiu spektruose stebimas ties 1400

cm’ ir 1453 cm™ esanéiy juosty intensyvumy persiskirstymas.

Nefiksuotas ir

A nediiovintas
f miokardo méginys
|

Nefiksuotas it

: nedziovintas HP
N e \
(2
4000 3500 3000 2500 2000

25 pav. HP ir MK nefiksuoty, nedziovinty meéginiy IR sugerties
spektrai.

HP spektre intensyvesné juosta ties 1453 cm™, o MK — ties 1400 cm™.
MK spektre zymiai intensyvesnés juostos ties 2936 cm™ ir 2976 cm™.
Taip pat stebimi skirtumai 1345-1305 em™, 1237 em™, 1170 cm™, 1082-
1030 cm™ srityse. Sie skirtumai gali buti salygoti tiek skirtingos
biomolekuliy tirtuose audiniuose koncentracijos, tiek skirtingos Siy
audiniy erdvinés struktiiros ir organizacijos. Stebimus spektry pokycius
interpretuoti  vienareikSmiskai sunku. [vertinus sugerties juosty
parametrus ir molekulines grupes, kuriy virpesiams biidingos §ios juostos,
pagrindine 3000-2800 cm™ srityje esan¢io skirtumo priezastimi gali biti
laikomi C-H jung¢iy skaiciaus skirtumai HP ir MK audiniuose. Spektry
skirtumai 1460-1380 cm™ ir 1345-1305 cm srityse gali biti susije su C-
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H jungciy padéties ar Siy jungciy skaiCiaus kitimu molekulése (metilo,
metileno, izopropilo grupése, C-H jungCiy padéties pokyciai
aromatiniuose zieduose bei anglies grandiniy ilgio skirtumai molekulése).
Susidarant vidiniams molekuliniams rySiams peptidinése grupése, galimi
poky¢iai ~1400 cm™ srityje, susije su COO™ karbonilo grupés virpesiais.
HP méginiy spektry juosty 1237-1030 cm™ srityje intensyvumo
padidé¢jimas, lyginant su MK méginiy juostomis, gali biiti sietinas su C-N,
C-O, N-H jungciy struktirinés padéties aminorigsc¢iu molekulése
skirtumais ir pokyciais, susijusiais su vidiniy molekuliniy bei
tarpmolekuliniy rysiy susidarymu.

Palyginimui buvo uzregistruoti kasos audiniy infraraudonosios sugerties
spektrai. Pagrindinés kasos sugerties spektro juostos gali biiti
interpretuojamos analogiskai HP ir MK méginiy sugerties juostoms.

Paminétina, kad i§ skirtingy Sirdziy paimty HP ir MK méginiy IR
sugerties spektruose nezymiai kinta kai kuriy juosty spektriné padétis ir
intensyvumai, taciau pagrindiniai HP ir MK sugerties spektry skirtumai
pasikartoja.

26 pav. parodyti nefiksuoty ir nedziovinty HP, MK ir K méginiy IR
spektro juosty ties 1450 cm™ ir 1400 cm™ pralaidumy santykiai, kuriy

vertés pateikiamos 3 lenteléje.
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26 pav. Juosty ties 1450 cm’

5 10

Bandinio nr.

1

ir 1400 cm™ pralaidumy santykiai

nefiksuotuose ir nedziovintuose Hiso pluosto ir miokardo bei kasos

audiniy méginiuose. (SLS — Hiso pluostas, K — kasa, MK — miokardas).

3 lentelé. IR spektro juosty ties 1450 cm™ ir 1400 cm™ pralaidumy

santykiai
Meégin | 11 12 13 14 15 16 17 18 19 |20
io Nr.
SLS 15 |16 |21 |21 |23 |23 |15 (21 [23]2.1
K 1.2 1.4 1.4 1.1 1.6 I.1 | 1.1 |13 1.1 | 1.1
MK 0.8 0.6 0.8 0.7 0.7 0.7 106 |0.5 0.9 (0.8

Juosty intensyvumy pokyciai jvertinti pagal pralaidumy juostos smailéje

ir vidurio taske tarp juosty skirtumus (26 pav.). HP méginiy spektruose

juosta ties 1450 cm™ yra apie du kartus intensyvesné uZ juosta ties 1400

cm’'. Kasos méginiy spektruose $is santykis svyruoja apie 1.1, o MK -

mazesnis uz vieneta. Didesné tasky sklaida HP atveju rodo, kad Sie

audiniai néra visiskai vienalytiSki (homogeniski). Jy nehomogeniskumas

pastebimas ir mikroskopu. Juosta ties 1450 cm™ susideda i§ dviejy juosty,
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priskiriamy C-H rysio deformaciniams virpesiams CH, ir CH; grupése.
Sios dvi juostos yra arti viena kitos, todél spektre nei$skiriamos. Jy
integriniai intensyvumai tiesiai proporcingi minéty grupiy skaiciui
molekuléje.

Nefiksuoty formaline ir nedziovinty bandiniy spektruose atsirandanti
nauja juosta 1400 cm™ srityje, kurios intensyvumas Zymiai didesnis MK
méginiy spektruose, priskiriama C-O° virpesiams COQ™ grupése.
Jonizuotas karboksilines grupes turi tik laisvos amino rigstys, baltymuose
Sios grupés sudaro peptiding jungti. Baltymy sudétyje yra dvi neigiamai
telektrintos amino rugstys: a-asparagino rigstis ir o-glutamo riigstis. Jos
turi po dvi jonizuotas karboksilines grupes, todél vienai grupei sudarant
peptiding jungti, antroji lieka laisva (jonizuota).

Gauti rezultatai rodo, kad MK audiniuose yra didesnis laisvy arba
neigiamai jelektrinty o-asparagino ir o-glutamo riigS8c¢iy kiekis.
VienareikSmiskai HP ir MK méginiy FT-IR sugerties spektry juostas
priskirti konkre¢iy molekuliniy grupiy virpesiams ir jvertinti skirtumu
priezastis néra imanoma, nes biologiniy audiniy IR sugerties spektrai yra
aminortig§ciy, priklausan¢iy baltymams ir peptidams, bei laisvy
aminortgs¢iy spektry suma.

Furjé transformacijy infraraudonosios spektroskopijos (FT-IR) metodu
aiSkiai fiksuojami skirtumai tarp MK ir HP audinius sudaranciy
biomolekuliy ir S$ia spektroskopijos metodika galima taikyti
vienareikSmiSkam HP meéginiy atskyrimui nuo MK méginiy.

Taciau Sie spektriniai skirtumai gali biiti fiksuojami tik tiriant nedidelius
Sirdies audinio kiekius, todél negali biiti naudojami greitam informacijos
gavimui ir kasdienin¢je praktikoje sunkiai pritaikomi. Be to, Sis

spektroskopinis metodas yra pakankamai sudétingas.
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8.4. Sirdies audiniy ultravioletinés sugerties spektrai

Sviesos sugerties spektroskopija teikia informacija apie biologiniy
audiniy specifing sandara ir juose vykstancius biocheminius procesus,
todél strukturiniy HP ir MK audiniy skirtumy, galin¢iy salygoti skirtingas
ju savybes ir funkcijas, buvo ieskoma ir ultravioletinés (UV) sugerties
metodu. Biologiniuose audiniuose $ioje srityje intensyviausiai sugeria
baltymy sudétyje esanCios aromatinés amino rugstys, ypac triptofanas
(Trp) ir tirozinas (Tyr) [74]. Histocheminése biologiniy audiniy dazymo
metodikose Tyr ir Trp dazymo kokybés kontrolei naudojamas kasos
audinys, nes turi palyginti daug Siy aromatiniy amino ragsciy [75], todél
gauti Sirdies audiniy (26-35 Sirdies preparaty audiniy meéginiai) spektrai
lyginami su kasos audinio (K16-K25 kasos audinio méginiai) spektrais.

15 um storio ant kvarciniy langeliy padéty HP, MK ir kasos méginiy
sugerties spektrai parodyti 27 pav.

I 1) SLS
1,6 2) K i
3) MK

Optinis tankis, o.t.v.
s 3

-
o

o
o

250 300 350 400 450
Bangos ilgis, nm

27 pav. HP (SLS), MK ir K audiniy sugerties spektrai.

HP ir kasos méginiy sugerties spektruose stebima sugerties juosta ties
280 nm. MK meéginiy sugerties spektre S$ios juostos santykinis

intensyvumas yra labai mazas. Visais atvejais buvo matuojami nuo 8 iki
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12 meginiy spektrai, po to sudedami ir suvidurkinami. Reik§mingy
skirtumy tarp atskiry audiniy méginiy spektry nebuvo pastebéta. Visuose
spektruose stebima Sviesos sklaida, kurios intensyvumas ir eiga priklauso
nuo sklaidandiy daleliy dydZio. Sviesos sklaida pasalinama tokiu badu:
spektro srityje nuo 305 nm iki 430 nm, kur aminorigstys Sviesos
nesugeria, spektrai apraSomi hiperbolinémis funkcijomis, kai Sviesos
sklaida atvirksc¢iai proporcinga Sviesos bangos ilgio ketvirtajam laipsniui.
Kreivés pratgsiamos i trumpuy bangy ilgiy puse ir gautos vertés atimamos
1§ iSmatuoty. Suvidurkinti sugerties spektrai, gauti paSalinus Sviesos
sklaida, parodyti 28 pav. Kaip matyti, HP ir K méginiy spektrai yra
panasiis, o juy sugerties intensyvumas ties 280 nm. yra Zymiai didesnis,
negu MK meéginio. Biologiniuose audiniuose esantys proteinai yra
sudaryti i§ 20 aminoriagsciy, bet tik trys i$ ju, triptofanas (Trp), tirozinas
(Tyr) ir fenilalaninas (Phe) turi pakankamai dideles konjuguotas -
elektrony sistemas ir gali sugerti Sviesa Sioje spektro srityje [76].

Didziausia sugerties koeficienta turi Trp. Phe sugertis yra trumpesniu
bangy srityje ir gana silpna, tod¢l daugelyje atveju i ja galima
neatsizvelgti. Taigi, HP ir MK méginiu sugerties spektry skirtumus
salygoja nevienodos Trp, Tyr ir Phe koncentracijos juose.

Sirdies ir kasos audiniy sugerties spektrai buvo palyginti su Trp ir Tyr

tirpaly vandenyje sugerties spektrais.
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28 pav. Suvidurkinti MK, HP ir kasos méginiy sugerties spektrai po

sklaidos eliminavimo

Normuoti Tyr ir Trp tirpaly vandenyje bei kasos ir HP sugerties spektrai
parodyti 29 pav. Matome, kad kasos sugerties spektras per 6 nm
pastumtas 1 ilgy bangy pus¢ HP spektro atzvilgiu ir artimas Trp tirpalo
vandenyje sugerties spektrui. Kadangi biomolekuliy spektrai priklauso
nuo aplinkos poliskumo (poliskumui didé¢jant slenka i ilgu bangu puse),
tai galima manyti, kad kasoje esantis Trp yra prieinamas vandeniui. Tuo
tarpu HP esanti Trp supa mazesnio polisSkumo aplinka, salygojanti spektro

poslinki { trumpy bangu puse.

Optinis tankis, o.t.v.
Optinis tankis, o.t.v.

250 275 300 325 250 275 300 325
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

29 pav. Normuoti Tyr ir Trp tirpaly vandenyje bei kasos (a) ir HP
(SLS,b) sugerties spektrai.
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Sugerties spektroskopijos metodas jau seniai taikomas ivairiy biologiniy
objekty kiekybinei analizei. Jis remiasi tuo faktu, kad miSinio optinis
tankis yra lygus ji sudaran¢iy komponenciy optiniy tankiy sumai, t.y., kad
molekulés sugeria §viesa nepriklausomai viena nuo kitos. Sviesos srautui
sklindant per medZiaga, jo dalis yra sugeriama. Sviesos sugertj apraso
Bugerio Lamberto, ir Bero désnis:

[=1,10"

Cia ¢ - ekstinkcijos koeficientas, ¢ — sugerian¢ios medZiagos
koncentracija, 1 — sugeriancio sluoksnio storis, I — pragjusios Sviesos
intensyvumas, I, — krintancios Sviesos intensyvumas. Santykis 1 / I, =T
vadinamas pralaidumu, o jam atvirkscio santykio logaritmas Ig I, / I =D
optiniu tankiu. ISlogoritmavus Bugerio Lamberto ir Bero désni, gaunamas
optinis tankis D = ecl. Jis priklauso nuo medziagos koncentracijos,
sluoksnio storio ir ekstinkcijos koeficiento.

Sis metodas buvo pritaikytas ir Tyr bei Trp kiekio nustatymui
baltymuose [77].

Aminoriig§¢iy Tyr ir Trp kiekio tirtuose méginiuose ivertinimui buvo
sudaryta lygCiy sistema dviem bangy ilgiams:

Daygo= 8Tyr,290CTyr 1 +8Trp,290CTrp1;

D2go = €1yr,280C 1yr 1 +€11p,280Crrrp 1.

Cia l-méginio storis, Dy ir D,g-optiniai tankiai ties 290 nm ir 280 nm
atitinkamai, Cry, ir Cry, -Trp ir Tyr koncentracijos, €y it €y, - Trp ir Tyr
ekstinkcijos (sugerties) koeficientai ties pazymetais bangy ilgiais.

Kadangi tikslios Tyr ir Trp sugerties koeficienty reikSmés miisy tirtuose
bandiniuose yra nezinomos, pasinaudojome literatiiros duomenimis [78].

Ekstinkcijos koeficientai pateikti 4 lenteléje.
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4 lentelé. Amino rugsciy ekstinkcijos koeficientai.

TYR TRP
A 290nm 280nm 290nm 280nm
e 333 M'em™| 1280 M'ecm™ | 4850 M'em™ [ 5690 M'cm”’

Skaiciavimai atlikti neatsizvelgiant 1 silpna Phe sugerti. Rezultatai, gauti

iSsprendus $ia lygciy sistema, pateikti 5 lentel¢je.

5 lentelé. Aromatiniy amino rigsciy kiekiai K, HP ir MK.

CTyr, MM CTrp, ],LM
K 15,0 4,0
HP 21,0 1,5
MK 52 0,6

Sie pusiaukiekybiniai skai¢iavimy rezultatai rodo, kad HP ir kasos
meéginiuose yra zymiai didesni Tyr ir Trp kiekiai negu MK méginiuose.
Trp kiekis HP méginiuose yra 2,6 karto mazesnis, o Tyr 1,4 karto didesnis
negu K meéginiuose. Palyging aminoriigsciy kiekius skirtinguose Sirdies
audiniuose, matome, kad HP méginiuose Trp yra 4 kartus, o Tyr 2,5 karto
daugiau negu MK méginiuose.

IS gauty rezultaty taip pat galima daryti iSvada, kad nevienodi,
aromatiniy aminoriugsc¢iy kiekiai HP ir MK audiniuose gali biti susije su
skirtinga S$iy audiniy baltymine struktiira, nuo kurios priklauso ju
anatomings ir fiziologinés savybés. Be to, Trp yra pagrindinis baltymy
fluoroforas, todé¢l galima tikétis intensyvesnés HP fluorescencijos ir tokiu

biidu vizualizuoti jo i$sidéstyma Sirdies audiniuose.

8.5. Miokardo ir Sirdies laidZiosios sistemos histocheminiai dazymai

Atlikti Sirdies audiniy sugerties spektriniai tyrimai parode, kad HP ir

MK meéginiuose stebimi nedideli sugerties poky¢iai tiek infraraudonojoje,
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tieck UV spektro srityje yra salygoti skirtingos aromatiniy aminoragsciy
koncentracijos. Sugerties pokyc¢iai UV spektro srityje néra dideli, tad
paprastas spektry palyginimas vienareikSmiSkai neatsako i klausima, i§
kurios $irdies vietos paimtas méginys, bei nejgalina identifikuoti SLS,
paémus analizei tik viena mégini. Sudétineé sugerties spektry prigimtis
taip pat nepateikia vienareikSmisko atsakymo, kuri i§ trijy aromatiniy
rugsciy salygoja Siuos spektrinius skirtumus skirtinguose Sirdies
audiniuose. Papildomas metodas naudojamas aromatiniy rugsciy
vizualizacijai yra histocheminis audiniy dazymas, kuris ir buvo
panaudotas tolesniems tyrimams (36-45 Sirdies preparaty audiniy

meéginiai ir K26-K35 kasos audinio méginiai).
Millon reakcija tirozinui (reakcija su fenilo grupe)
Millon reakcija tirozino turin¢ius baltymus nudazo rausvai ar raudonai.

Deja, bet atlikus §ia reakcija, nepavyko isryskinti tirozino nei SLS nei

kontroliniame kasos audinyje (30 pav. ir 31 pav.).

30 pav. Kontrolinis kasos audinys. Millon x100.
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Hiso pluosto
bifurkacijos
sritis

Miokarglas

“Jungiamasis __— /
audinys  * '

31 pav. Sirdies laidZiosios sistemos audinys. Millon x100.

Atliktos reakcijos kokybé¢ vertinta nepatenkinamai, ir Tyr mégintas

18ryskinti kitais metodais.

Diazotizavimo-sujungimo metodas tirozinui iSryskinti (reakcija su

fenilo grupe)

Diazotizavimo-sujungimo metodas tirozino turin¢ius baltymus nudazo
violetine arba raudona spalva. Atlikus $ia reakcija tirozina pavyko
18ryskinti tik kasos audinyje. Miokarde ir Hiso pluoste reakcija neigiama (

32 pav. ir 33 pav.).
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32 pav. Kasos audinys su iryskintais tirozino turin€iais baltymais.

Diazotizavimo-sujungimo metodas x100.

” 3 - ;
R e e N B ﬁ:_y
gt %g, s 58
o 1A e N

33 pav. Sirdies laidZiosios sistemos audinys. Diazotizavimo-

sujungimo metodas x100.
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DMAB metodas triptofanui iSryskinti (reakcija su indolo grupe)

DMAB metodas triptofano turin¢ius baltymus nudazo tamsiai mélynai.

Lasteliy branduoliai raudoni (34. pav. ir 35. pav.).

35 pav. Sirdies laidZiosios sistemos audinys. DMAB x100.
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Histocheminiai dazymai neparod¢, kaip tikétasi, didesniy Trp ir Tyr
koncentracijy SLS. Reakciju kokybés pilnai pakako vizualizuoti
triptofana ir tirozina kasos audinio méginyje, tadiau SLS méginiuose

histocheminis dazymas nebuvo s¢kmingas.

8.6. Sirdies audiniy savitosios fluorescencijos ir jos Zadinimo

spektroskopiniai tyrimai

Hiso pluosto ir kairiojo skilvelio miokardo méginiy sugerties spektru
tyrimai parodé, kad Siy audiniy sugerties spektrai skiriasi savo
intensyvumu tolimojoje ultravioletinéje srityje nuo 250 nm iki 300 nm
[74]. Nustatyta, kad MK audiniy sugertis Sioje srityje daug silpnesné negu
HP. Sie spektry skirtumai buvo priskirti skirtingoms aromatiniy
aminortig§¢iy koncentracijoms tirtuose audiniuose.

Kadangi, fluorescencinés spektroskopijos metodai yra Zymiai jautresni
uz sugerties spektroskopija ir leidZzia aptikti Zymiai mazesnius tiriamy
medziagy koncentracijy pokycius, toliau buvo tiriami Sirdies audiniy (46-
55 Sirdies preparaty audiniy méginiai) fluorescencijos ir jos Zadinimo
spektrai. Skirtumy tarp 10 % buferiniame formaline fiksuoty (46-50
Sirdies preparaty audiniy) ir nefiksuoty (51-55 Sirdies preparaty audiniy)
méginiy nenustatyta.

HP, MK ir Trp tirpalo vandenyje fluorescencijos spektrai pateikti 36

pav.
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36 pav. Trp tirpalo vandenyje, Hiso pluosto ir miokardo fluorescencijos

spektrai, normuoti i didziausia smailés verteg, Az,q = 255 nm.

Kaip matyti, visy méginiy fluorescencijos spektruose stebima plati
juosta artimojoje UV srityje tarp 300 nm ir 400 nm, priskiriama Trp [79-
81], taCiau jos padétis ir plotis yra nevienodi skirtingy méginiy
spektruose. Trp tirpalo vandenyje spektre juostos smailé yra ties 353 nm.
MK spektre ji pasislinkusi 15 nm i trumpy bangy puse, lyginant su Trp
tirpalu vandenyje. Daugelio fluorofory, tame tarpe ir Trp, fluorescencijos
spektro padétis stipriai priklauso nuo aplinkos poliSkumo. Baltymy
fluorescencijos juostos padétis kinta dél skirtingos Trp liekany
lokalizacijos natyviuose baltymuose. Poslinkis 1 trumpuy bangu puse¢
atsiranda dél to, kad baltyminé matrica apsaugo Trp liekanas nuo
hidratinio vandens. VisiSkai neutralioje aplinkoje Trp fluorescencijos
juosta yra ties 310 nm. Trp liekany miokarde fluorescencijos juostos
poslinkis i trumpy bangu puseg jo tirpalo vandenyje spektro atzvilgiu rodo,
kad Trp liekanos miokarde yra izoliuotos nuo vandens molekuliy, taciau
ju aplinka néra visiSkai neutrali, jos sudétyje yra polinés grupés,

salygojancios fluorescencijos juostos padétj ties 328 nm.
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HP meéginiy fluorescencijos juosta yra zymiai platesné uz Trp tirpalo
vandenyje ir miokardo fluorescencijos juostas. Jos smailé uzima tarping
padéti tarp Trp tirpalo vandenyje ir MK fluorescencijos juosty smailiy.
Juosta i$plitusi d¢l skirtingo poliSkumo aplinkose lokalizuoty Trp liekany
spektry sanklotos.

Aplinka itakoja ne tik fluorofory spektry padéti, bet ir ju fluorescencijos
kvantini naSuma (iSspinduliuoty ir sugerty energijos kvanty skaiciy
santyki). Aplinkos polisSkumui did¢jant Trp ir daugelio kity fluorofory
fluorescencijos kvantinis naSumas staigiai maz¢ja, todél Trp
fluorescencijos kvantiniai naSumai MK ir HP turéty biiti skirtingi [82-84].
Kvantinis naSumas MK turéty biuiti didesnis uz naSumg HP. Dél Sios
priezasties Trp fluorescencijos intensyvumai HP ir MK méginiuose néra
vienareikSmiSkai susij¢ su Trp liekany kiekiais Siuose audiniuose. Tokiu
biidu fluorescencijos intensyvumy lyginimas bty nekorektiSkas, nes
fluorescencijos intensyvumas priklauso ne tik nuo fluoroforo
koncentracijos, bet ir nuo jo kvantinio naSumo. Be to, §i juosta nebiidinga
atskiram audiniui, ji pasireiSkia visy audiniy spektruose, stebimi tik
padéties ir ploc¢io skirtumai ir pagal ja vienareikSmiSkai atskirti HP ir MK
audinius biity nelengva.

Nuo 410 nm ilgesniy bangy srityje, kur Trp fluorescencija yra nezymi
(36 pav., 1 kreive), tirty Sirdies audiniy fluorescencijos spektry forma ir
santykinis intensyvumas Zymiai skiriasi. Sioje srityje stebima plati, Trp
nepriklausanti, fluorescencijos juosta. Jos santykinis intensyvumas HP
spektre yra zymiai didesnis, nei MK [85]. Pagal Trp fluorescencijos
juostos UV-A srityje (400-320 nm.) srityje ir $ios juostos intensyvumuy
santyki galima vienareikSmiskai atskirti HP ir MK audinius.

Tuo tikslu buvo istirtt HP ir MK audiniy, paimty i§ 6 skirtingy Sirdziy
preparaty (50-55 preparatai), fluorescencijos spektrai zadinant aromatiniy
aminorugsciy sugerties srityje. Tam buvo apskaiciuotos fluorescencijos
spektry vidutinés vertés. 37 pav. pateikti suvidurkinti ir sunormuoti ties

didziausia intensyvumo verte HP ir MK méginiy fluorescencjos spektrai.
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Matome, kad skirtumai fluorescencijos spektruose islicka — HP ir MK
audiniy fluorescencijos spektrai skiriasi tiek juosty intensyvumais, tiek
intensyvumuy pasiskirstymo kreivés forma. Ryskiai matomi skirtumai - HP
fluorescencijos juosta tarp 300 ir 400 nm yra 10 nm platesné (turi peti
ilgesniy bangy pus¢je) nei MK. Méelynojoje spektro srityje zenkliai
skiriasi HP ir MK audiniy fluorescencijos spektry forma ir santykinis

intensyvumas.
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37 pav. HP ir MK audiniy fluorescencijos spektrai, suvidurkinti ir

normuoti ties didziausia intensyvumo verte. Ayq = 255 nm. Punktyrine

linija pavaizduotos didZiausiy nukrypimy ribos atskiruose preparatuose.

Buvo ivertintas fluorescencinio HP ir MK audiniy atskyrimo metodo
patikimumas. Apskaiciuoti fluorescencijos juosty UV-A (ties 340 nm) ir
regimojoje (ties 450 nm) spektro srityse intensyvumy santykiai ir gautos
tokios ju vertés: HP — 2,5 +. 0,8, o MK — 6,4 + 1,8. Paklaidy ivertinimui
apskaiciuota vidutiné kvadratiné paklaida. Tirty audiniy fluorescencijos
intensyvumy skirtumo patikimumo skai¢iavimai atlikti pagal literattiroje
nurodyta metodika [86]. HP ir MK audiniy fluorescencijos intensyvumuy
skirtumo patikimumo verté yra 99 % (p < 107).
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Gauti rezultatai rodo, kad zadinant aromatiniy amino riig§ciy sugerties
srityje (250-295 nm) pagal fluorescencijos intensyvumy ties 340 nm ir
450 nm santykius galima vienareikSmiskai atskirti HP ir MK audinius.
Taciau toki atskyrimo metoda biity negalima lengvai taikyti in vivo ar
rutininiams  tyrimams, nes fluorescencijos zadinimui naudojama
tolimosios UV-C (280-100 nm.) srities spinduliuoté¢ yra Zzalinga
biologiniams audiniams. Todé¢l audiniy atskyrimui buvo ieSkoma kity
zadinimo spinduliuotés bangy ilgiy artimesnéje UV spektro srityje.

Aromatiniy amino riigS¢iy sugerties srityje suzadinama plati Sirdies
audiniy savitosios fluorescencijos juosta mélynojoje spektro srityje gali
biti salygota keleto kity endogeniniy fluorofory, suzadinamy ne tik
tolimojoje UV-C (280-100 nm.) srityje, bet ir ilgesniy bangy spinduliuote.

Be aromatiniy amino riig8ciy baltymuose yra daug endogeniniy
fluorofory, susijusiy su tarplastelinés medziagos sandara, bei lastelés
medziagy apykaita. Svarbiausi i§ ju yra kolagenas, elastinas,
nikotinamidadenindinukleotidas (NADH), flavinai, porfirinai,
lipopigmentai ir kiti glikozaminoglikanai. Daugelis juy fluorescuoja
melynojoje spektro srityje.

Tolimesniuose tyrimuose buvo zadinta artimojoje UV-A (400-320 nm.)
spektro srityje ieSkant zadinimo bangos ilgiy, tinkamy Sirdies audiniy
atskyrimui. Tuo tikslu HP ir MK audiniy fluorescencijos ir jos zadinimo
spektrai buvo registruojami keifiant Zzadinimo ir registruojamos
fluorescencijos bangos ilgius nedideliais intervalais (38 pav.).

Emisijos arba fluorescencijos spektrai registruojami skenuojant
fluorescencijos bangos ilgj, esant pastoviam Zadinancios spinduliuotés
bangos ilgiui. O fluorescencijos zadinimo spektras - tai fluorescencijos
intensyvumo, registruojamo ties pasirinktu pastoviu bangos ilgiu,
priklausomybé nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio.

Audiniy savitoji fluorescencija priklauso nuo zadinancios spinduliuotés

bangos ilgio, nes audiniy sudétyje esantys fluoroforai turi skirtingus
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sugerties spektrus ir, zadinant skirtingais bangos ilgiais, ju indélis
savitosios fluorescencijos spektre yra skirtingas [87].

Reikia pazyméti, kad audiniy savitosios fluorescencijos ir
fluorescencijos Zadinimo spektrai priklauso ne tik nuo zadinimui ir
fluorescencijos registravimui pasirinkty bangy ilgiy, bet ir nuo audiniy
struktiiros. Tad Siy spektry tyrimai gali iSryskinti ir audiniy histologinius
skirtumus. Skirtingos struktiiros sveiky audiniy fluorescencijos spektrai
yra skirtingi [88]. Kadangi SLS nuo aplinkinio miokardo yra atskirta
jungiamojo audinio sluoksniu, tai palyginimui buvo registruojami ir i§
triburio Sirdies voztuvo paimto jungiamojo audinio (JA) analogiski
spektrai. Jungiamasis audinys, kuriame daug elastino ir kolageno,
pasizymi gana intensyvia autofluorescencija [89].

38 pav. ABC nurodyti emisijos bangos ilgiai, ties kuriais buvo
registruojama fluorescencija. 38 pav. DEF — fluorescencijos Zadinimui
naudoti zadinancios spinduliuotés bangy ilgiai.

Zadinant 280 nm bangos ilgio spinduliuote visy méginiy fluorescencijos
spektruose stebima intensyvi Trp fluorescencijos juosta artimojoje
ultravioletinéje spektro srityje. Zadinant didesnio bangos ilgio
spinduliuote, kurios aromatinés amino rigstys nesugeria, mélynoji Sirdies
audiniy fluorescencija islieka, o jos intensyvumas HP (38pav., D) yra
7ymiai didesnis, negu MK (38 pav. E). Sis intensyvumy skirtumas

stebimas visoje zadinimo spektro srityje nuo 330 nm iki 450 nm.
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38 pav. HP (A), MK (B) ir JA (C) fluorescencijos zadinimo spektrai,
gauti registruojant fluorescencija nurodytose spektro srityse. HP (D),
MK(E), JA (F) fluorescencijos spektrai, registruoti, zadinant nurodyty

bangos ilgiy spinduliuote.
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Zadinant 330 nm bangos ilgio spinduliuote, HP fluorescencijos spektre
stebima plati juosta su smaile ties 390 nm ir jdubimu ties 410 nm, kuris
atsiranda dél reabsorbcijos efekto (kraujo sugerties Sioje spektro srityje
[90,91]. Kraujo sudétyje yra labai daug hemoglobino, kuris turi intensyvia
sugerties juosta ties 410 nm ir lyg filtras nepraleidzia fluorescencijos.
Zadinant 340 nm ir didesnio bangos ilgio spinduliuote fluorescencijos
intensyvumas persiskirsto, juostos ties 390 nm intensyvumas palaipsniui
mazgja, o spektro smailé slenka i ilgy bangu puse iki 460 nm.

JA mélynosios fluorescencijos santykinis intensyvumas yra pats
didziausias, jis net Siek tiek didesnis uz Trp juostos intensyvuma. Vieno
méginio fluorescencijos ir jos Zadinimo spektrai buvo registruojami
nekeifiant méginio padéties ir fokusavimo salygy, todél juy intensyvumy
palyginimas yra galimas. JA meélynoji fluorescencija Zymiai skiriasi nuo
HP fluorescencijos ne tik savo intensyvumu, bet ir spektro forma bei
priklausomybe nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio. Skirtumai tarp
HP ir JA spektry isSrySk¢ja zadinant ilgesniu nei 330 nm bangy
spinduliuote. JA fluorescencijos juostos ties 460 nm intensyvumas
nesikei¢ia zadinant 330 ir 385 nm spinduliuote, o HP sumazéja du kartus.
Zadinant ties 385 nm JA juostos ties 460 nm santykinis intensyvumas yra
zymiai didesnis nei HP.

Sirdies méginiy fluorescencijos spektry priklausomybé nuo Zadinanéios
spinduliuotés bangos ilgio rodo, kad jos audiniuose yra ne vienas, o
keletas endogeniniy fluorofory, suzadinamy UV ir regimojoje spektro
srityse. Siuos spektrinius skirtumus lemianéiy fluorofory prigimties
18aiSkinimui buvo tiriami ir fluorescencijos Zadinimo spektrai (38 pav., A-
C). HP (38 pav., A) ir JA (38 pav., C) zadinimo spektrai skiriasi nuo MK
(38 pav., B) zadinimo spektry. MK zadinimo spektre, registruojant
fluorescencija ties 330 nm ir 390 nm, stebima viena juosta ties 280 nm,
sutampanti su Trp priskiriama sugerties juosta. Sios juostos intensyvumas
yra didelis visy Sirdies audiniy spektruose registruojant fluorescencija Trp

emisijos juostoje (300 — 400 nm). HP ir JA zadinimo spektruose,
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registruojant fluorescencija ties 390 nm, atsiranda nauja juosta ties 330
nm. Sios juostos intensyvumas MK yra daug silpnesnis. Registruojant
fluorescencijq ties didesniais bangy ilgiais, HP spektre ji iSplinta { ilgy
bangy puse, o JA spektre susiformuoja dar viena juosta ties 385nm.

Sie rezultatai rodo, kad HP zadinimo spektro srityje nuo 300 nm iki 400
nm stebimos kelios persiklojanc¢ios juostos, kuriy intensyvumai ir smailiy
padétys priklauso nuo registruojamos fluorescencijos bangos ilgio (38
pav., A). JA zadinimo spektruose, lyginant juos su HP spektrais, stebima
Zymiai intensyvesné juosta ties 330 nm (30 pav,. C ) ir geriau iSskirta
antra plati juosta su smaile ties 385 nm. PanaSiai, kaip fluorescencijos
spektry, JA zadinimo spektry, gauty registruojant fluorescencija ilgy
bangy srityje, intensyvumas yra didesnis, nei HP spektry.

Sirdies audiniy fluorescencijos spektry matavimai ex vivo parodé, kad
spektro srityje nuo 390 nm iki 550 nm fluorescuoja keletas endogeniniy
fluorofory, su persiklojan¢iomis spektro juostomis. Ju fluorescencija HP
yra zymiai intensyvesné, nei MK ir silpnesné uz JA fluorescencijos
intensyvuma.

JA Zadinimo spektre atsirandanti nauja labai plati juosta su smaile ties
385 nm, stebima registruojant fluorescencija ilgy bangy ( 455 nm ir
daugiau) srityje, gali buiti priskirta elastinui. HP spektre Si juosta aiskiai
neiSsiskiria, stebimas tik tipisSkos kolageno sugerciai juostos ties 330 nm
iSplitimas i ilgy bangy pusg. Tai rodo, kad pagrindini skirtuma tarp HP ir
JA spektry nulemia Zymiai intensyvesné elastino fluorescencija JA.

IS fluorescencijos ir jos zadinimo spektry palyginimo su zinomy
endogeniniy fluorofory spektrais galima identifikuoti Sirdies audiniuose
esancius ir regimojoje spektro srityje fluorescuojancius fluoroforus.

Pagrindiniai 1§ juy yra JA fluoroforai: struktiiriniai proteinai kolagenas ir
elastinas. Zmogaus §irdies miokarde randamos penkios kolageno
molekulinés izoformos: I, III, IV, V ir VI tipy kolagenas. Antro tipo
kolagenas nerastas. Labiausiai paplite yra fibriliniai I ir III tipo kolagenai.

Jie daznai biina kartu ir sudaro 90 % bendro kolageno kiekio miokarde. I
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tipo kolagenas sudarytas i§ story skaiduly. III tipo kolagenas formuoja
smulky retikulini, elastiSkesni negu I tipo kolagenas, tinkla ir daznai biina
su I tipo kolagenu, sudarydami skaidulas miokarde tarp miocity ir
raumeny skaiduly. I, III ir V tipo kolagenu spektrinés savybés yra labai
panasios (6 lentel¢). Jie visi zadinami artimajame UV (315 — 375 nm), o
fluorescuoja 360-440 nm srityje. Fluorescencijos juostos smailé ties 390
nm. IV tipo kolageno spektrai zymiai pastumti | trumpuy bangu pusg, o VI
— i ilgy. Zadinimo ir fluorescencijos spektry juostas ties 330 ir 390 nm

atitinkamai galima priskirti I, III ir V tipy kolagenams.

6 lentelé. Daznai sutinkamy endogeniniy fluorofory spektrinés savybés
[92].

Fluoroforas Zadinimo sritis, Zadinimo maks., Emisijos sritis, Emisijos maks.,
nm nm nm nm

Triptofanas  250-290 280 310-410 340
Kolagenai:
Iir III 315-375 345 360-440 390
v 270-310 290 315-375 340
A% 320-370 340 360-440 390
VI 390-420 410 600-625 645-660
VII 290-310

325-380 350 400-470 425
Elastinas 325-490 385 370-560 450
NADH" 315-380 345 420-520 460
NADPH 380 420-525 460
FAD 260-480 460 500-550 520
Keratinas 260-300 280 300-400 350

Nikotinamidadenindinukleotidas (NADH) geriausiai suzadinamas
artimojoje ultavioletinéje ir violetingje regimojo spektro srityje. Kadangi
jo sugerties ir fluorescenijos spektras yra gana platus NADH yra labai
reik§mingas audiniy savitajai fluorescencijai. Sis, su lastelés medziagy
apykaita susij¢s, fluoroforas koncentruojasi mitochondriojose ir
citoplazmoje. NADH fluorescencijos smail¢ in vivo yra ties 500 nm [81].

Matuojant kvépavimo taky savitaja fluorescencija, NADH fluorescencijos

smailé lokalizuota ties 470 nm [89,93].
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Siekiant patikrinti galima NADH inaSa i méginiy fluorescencija, buvo
atliktas bandymas: méginys mirkytas boro hidrido (BH;) vandeniniame
tirpale. Tikétasi, kad Siame tirpale bandinyje esantis NAD" redukuosis ir
bandinio fluorescencijos spektre atsiras arba nauja juosta, arba iSaugs

vienos i§ juosty intensyvumas. Gauti rezultatai pateikiami 39 pav.
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39 pav. HP audiniy, nemirkyty ir mirkyty BH; vandeniniame tirpale,

normuoti fluorescencijos spektrai (Ay,q= 330 nm)

Mirkyto  méginio  fluorescencijos  spektre esminiy  pokyciu
neuzregistruota. 2 min. mirkyto méginio fluorescencijos spektras sutapo
su nemirkyto méginio spektru, o po 2 valandy mirkymo santykinis
fluorescencijos intensyvumas mélynoje spektro srityje neZymiai
sumazéjo. NADH emisijos sritis 420-520 nm, taciau jis fluorescuoja tik
redukuotas, méginiuose ex vivo jo fluorescencija nepasireiskia.

Visi literatiiros  apzvalgoje minéti [61-63] Sirdies audiniy
fluorescenciniai  tyrimai  buvo  atlikti  Zadinant  fluorescencija
monochromatine lazerio Sviesa. Be to, matavimai atlikti mazos
skiriamosios  gebos  spektrofluorimetrais, ir atskiry fluorofory
emituojamos spektro juostos neiSskirtos. Fluorescencijos zadinimo

spektrai visai netyrinéti. Pastebétas tik fluorescencijos intensyvumy
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skirtumas mélynojoje spektro srityje. Kadangi kiekvienas fluoroforas turi
savitus fluorescencijos ir jos zadinimo spektrus, tai ju spektry
registravimas placiame bangy ilgiy intervale igalino iSskirti atskiras
juostas ir jas priskirti skirtingiems fluoroforams. Siame darbe
fluorescencija buvo zadinama placioje spektro srityje nuo 250 nm iki 480
nm. Tokia plati zadinimo sritis sudaré galimybes selektyviai zadinti
atskirus fluoroforus, surasti Zadinancios spinduliuotés bangos ilgius,
kuriuos biity galima efektyviausiai panaudoti SLS vaizdinimui [94].
Sirdies méginiy fluorescencijos ir jos zadinimo spektry analizé parodé,
kad Sirdies audiniuose yra keletas endogeniniy fluorofory su
persiklojanciomis sugerties ir fluorescencijos juostomis. IS ju galima
iSskirti tris pagrindinius su zadinimo/fluorescencijos spektrinémis
juostomis ties: 280 /340 nm triptofana, 330 / 390 nm kolagena ir 385 /
460 nm elasting. Skirtingi Siy fluorofory kiekiai MK, HP ir JA nulemia juy
fluorescencijos spektry skirtumus UV ir mélynojoje spektro srityse. Labai
silpng MK meélynaja fluorescencija galima paaiSkinti Zymiai maZzesniais
kolageno ir elastino kiekiais MK, palyginus su HP ir JA. Ypac gerai Siy

fluorofory spektry juostos issiskiria Sirdies homogenaty spektruose.

8.7. Optimalios miokardo ir Hiso pluosto atskyrimo salygos

Bandant surasti optimaliausias Hiso pluoSto ir jo Sakuy vaizdinimo
salygas, buvo ieSkoma optimaliy fluorescencijos zadinimo spinduliuotés

bangy ilgiy ir fluorescencijos registravimo sriciy, uztikrinanciy didziausia

skaistini ir spalvini kontrasta tarp SLS ir MK audiniy.
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40 pav. Suvidurkinti ir sunormuoti ties 282 nm ir 406 nm atitinkamai
HP ir MK bandiniy fluorescencijos zadinimo (Aq = 450 nm, (A) ir
fluorescencijos (A= 366 nm(B)) spektrai. Bruksniuotos kreivés zymi

didziausius stebétus nukrypimus.

Atlikus Hiso pluosto ir miokardo suvidurkinty ir sunormuoty
fluorescencijos emisijos ir fluorescencijos zadinimo spektry parametry
analize, nustatyta, kad didziausias HP ir MK méginiy fluorescencijos
intensyvumy skirtumai stebimi zadinant UV-A spektro srityje nuo 320 nm
iki 370 nm (40 pav. A) ir registruojant fluorescencija 420 — 465 nm srityje
(40 pav. B).

8.8. Vaizdinimo eksperimentai: Hiso pluoSto Saky pavirSinés skyros

fluorescenciné spektroskopija

Radus optimalias Hiso pluoSto ir miokardo atskyrimo salygas buvo
meéginta nustatyti smulkiy kairés HP kojytés Saky iSsidéstyma
tarpskilvelinés pertvaros pavirSiuje. Tyrimui naudoti 10% buferiniame
formaline fiksuoti Sirdies tarpskilvelinés pertvaros preparatai (56-60

Sirdies preparatas).
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Fluorescenciniu mikroskopu Olympus BX 60, apSvietus 366 nm
spinduliuote, surasta ir skaitmenine kamera Olympus D50 nufotografuota
nedidelé kairés HP kojytés Saka. Mikroskopu-spektrofotometru MCOY
buvo registruojami  skirtingy tarpskilvelinés  pertvaros  tasky
fluorescencijos spektrai, apimant endokardo ir rasty Hiso pluosto Saky
audinius. 41 pav. A parodytas Hiso pluosto kairiosios Sakos fragmentas su
aplinkiniu endokardu, kuris buvo parinktas spektriniams skenavimo
matavimams. Spektrai registruoti pastumiant mikroskopo staleli 0,3 mm
intervalais, surenkant spinduliuot¢ i§ 0,3 mm diametro skritulio ploto.
Juoda linija paveiksle rodo skenavimo krypti, o juodi taSkai — matavimo
tasky padétis. 41 pav. B pateikti fluorescencijos matavimy rezultatai, i$
kuriy matyti, kad HP Sakos fragmento fluorescencijos intensyvumas
daugiau kaip du kartus didesnis uz aplinkinio endokardo fluorescencijos
intensyvuma. Zadinant biologiniams audiniams maZiau pavojinga
artimaja UV spinduliuote (366 nm) ir, naudojant tik Sirdies audiniy
savitaja fluorescencija, galima gana kontrastingai vaizdinti HP Sakas.
Fluorescenciniu mikroskopu stebimi ivairis objektai ir miokardo sritys
fluorescuojantys UV spinduliuotéje, todél butini detaliis fluorescencinio
vaizdo tyrimai norint vienareikSmiSkai identifikuoti Sirdies laidziaja
sistema. Kai kurie Sirdies audiniuose stebimi fluorescuojantys objektai
neabejotinai yra artefaktai.

Biologiniams audiniams nebiidinga forma, lokalizacija ir parametrai
leidzia manyti, kad tai gali biiti organinés arba neorganinés kilmés dulkeés,

patekusios ant audiniy pavirSiaus (42 pav.).
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41 pav. Kairiosios HP Sakos fragmentas x20 (A) ir jo fluorescencijos

spektrai (B) apSvietus 366 nm spinduliuote.

42 pav. Sirdies skilvelio pavir§iuje §vytintis artefaktas (dulké) x20.

366 nm bangos ilgio spinduliuoté suzadina Sirdies raumens fibrozés
(kolageno sankaupos) ir koaguliacinés nekrozés (raumens zitis dél
deguonies stokos) zidiniy savitaja fluorescencija (43 pav.). Sirdies
raumens infarkto savitosios fluorescencijos savybés naudojamos
ankstyvos miokardo infarkto stadijos diagnostikai, nes tai vienas
jautriausiy  metody, leidZiantis aptikti tUmios Sirdies raumens
koaguliacinés nekrozes zidinius anksCiau nei iSsivysto histologiniai

poky¢iai.
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43 pav. Sirdies raumens nekrozés plotas (infarktas)x20.

Skirtinga savitaja fluorescencija taip pat pasizymi Sirdies struktiiros,
kuriy sudétyje gausu kolageno ir elastino skaiduly, pvz., endokardas,
isklojantis Sirdies ertmiy vidinius pavirsius. Sirdies raumens lastelése
matomos glikogeno sankaupos (44 pav.). Glikogenas yra svarbiausias
atsarginis  polisacharidas, susidedantis i§ gliukozés molekuliy,
susijungusiy 1 Sakotas grandines. Skylant glikogenui, atsipalaiduoja

energija, kuri naudojama Sirdies raumens darbui.

44 pav. Miokarde fluorescuojancios glikogeno sankaupos x20.
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Makroskopiniam visos Sirdies tarpskilvelinés pertvaros vaizdinimui
naudota auksto slégio Hg lempos liniju grupé ties 366 nm, iSskirta filtru
UFS. Bandymai atlikti dalinai uztemdytoje patalpoje. Fiksuotos
buferiniame 10% formalino tirpale kairiosios tarpskilvelinés pertvaros
pusés vaizdai, gauti skaitmenine CCD kamera ToUcamPro (Philips) ir

personaliniu kompiuteriu, pateikti 45 pav. A dienos Sviesoje ir B zadinant

UV spinduliuote.

45 pav. Sirdies skilveliné pertvara ir joje matoma kairé Hiso pluoito
Saka. (A - vaizdas dienos Sviesoje, B - vaizdas apsSvietus 366 nm bangos

ilgio spinduliuote).

Kaip matyti, dienos Sviesoje HP kairioji Saka neiSsiskiria i§ aplinkinio
endokardo. Visai kitoki vaizda turime apSvietus UV spinduliuote. Placiai
i§siSakojusi HP kairioji Saka, fluorescuoja mélynai ir yra matoma
tarpskilvelinés pertvaros endokardo fone.

Analogiskomis salygomis vaizdinta deSinioji Hiso pluoSto Saka (46
pav.).

Vaizdinimo eksperimentai parodé¢, kad HP Sakuy fluorescencija ne
visuomet yra zymiai intensyvesné uz aplinkiniy audiniy fluorescencija.

Vyresnio amziaus Zmoniy Sirdyse ir esant {jvairioms patologinéms
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bukléms, endokarde ir miokarde vystosi fibroziniai pakitimai, daugéja
kolageno, kurio intensyvi mélyna fluorescencija apsunkina SLS
atskyrima, nes savo spalva ji nesiskiria nuo HP Saky fluorescencijos (47

pav.).

Sl

»

46 pav. DeSinioji HP Saka (rodyklé) apSvietus 366 nm

spinduliuote.
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47 pav. Kairioji HP Saka dienos Sviesoje (A) ir apSvietus titano safyro

lazeriu 350 nm spinduliuote (B).

Siekiant jvertinti kraujo sugerties itaka vaizdinimo -efektyvumui,
tolimesni tarpskilvelinés pertvaros vaizdinimo eksperimentai buvo atlikti
su nefiksuotais formaline ir neplautais Sirdies preparatais (61-65 Sirdies
preparatas). Fluorescencijos zadinimui naudota Sviesolaidiné ksenono
lempa, kurios siauros spektro sritys iSskirtos interferenciniais filtrais.
Bandymai atlikti visiSkoje tamsoje. Kairiosios tarpskilvelinés pertvaros
pusés vaizdai, gauti CCD kamera INFINITY2 ir personaliniu
kompiuteriu, pateikti 48 pav.
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48 pav. Nefiksuotos Sirdies kairioji tarpskilvelinés pertvaros puse,

apSvietus dienos Sviesa (A) ir Xe lempos 340nm bangos ilgio spinduliuote

(B).

Kaip matyti i§ 48 pav., kraujo reabsorbcija netrukdo Hiso pluosto Saky
vaizdinimui. Be to, vaizdinimo eksperimentuose fluorescencija galima
zadinti ne tik artimojoje ultravioletinéje spektro srityje, bet ir
biologiniams audiniams nepavojinga regimosios spektro srities violetine
spinduliuote (49 pav.).

Tokiais atvejais, kai intensyvi jungiamojo audinio melyna fluorescencija
apsunkina Hiso pluosto Saku iSskyrima, kaip parodé ankstesni tyrimai,
fluorescencija reikia zadinti dviem skirtingais bangy ilgiais: 330 nm
(kolageno sugerties juostoje) ir 385 nm (elastino sugerties juostoje). HP ir
JA audiniai skiriasi elastino fluorescencijos juostos ties 460 nm
intensyvumu. JA Zzadinant 330 nm ir 385 nm spinduliuote Sios juostos

intensyvumas nekinta, o HP zadinant ties 385 nm - sumazé¢ja du kartus.
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49 pav. Nefiksuotos Sirdies kairioji tarpskilvelinés pertvaros puse,
apsvietus Xe lempos 366 nm bangos ilgio spinduliuote (A) ir Xe lempos

405 nm bangos ilgio spinduliuote (B).

Desinioji Hiso pluosto Saka yra plono cilindro formos ir daugumoje
Sirdziy  iSsidésCiusi  miokarde, todél neprieinama fluorescenciniam

vaizdinimui.

8.9. Sirdies audiniy homogenaty tyrimas

Detalesniam Hiso pluosto, miokardo ir jungiamojo audiniy meélynosios
spektro srities fluorescencija salygojanc¢iu fluorofory, bei ju lokalizacijos
audiniuose nustatymui tiriamieji audiniai buvo keliais etapais
homogenizuojami. Kiekviename etape buvo registruojami susidariusiy
frakcijy fluorescencijos spektrai ir atlieckama jy analize [95].

I etape audinys homogenizuojamas, suardant audinio struktira ir
lasteles. [ tirpiaja frakcija pereina mitochondrin¢ frakcija, citozolis
(citoplazminiai, vandenyje tirpiis baltymai), o po centrifugavimo 1

nuosédas iSkrinta didelés dalelés — likusios nesuardytos lastelés, lasteliy ir
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plazminés membranos nuolauzos, branduoliai, ,,sunkios” mitochondrijos,
tarplastelinis matriksas.
50 pav. pateikti HP, MK ir JA audiniy pirmosios tirpiosios frakcijos

normuoti fluorescencijos Zadinimo ir fluorescencijos spektrai.

1.54 230 ) =280 nm

1.0 H HP, MK, JA
kﬂ:340 nm

HP

0.5

Fluorescencijos intensyvumas

Y I SR -~
200 250 300 350 400 450 500 550

Bangos ilgis (nm)

50 pav. Pirmos tirpiosios frakcijos HP, MK ir JA fluorescencijos
zadinimo ir fluorescencijos spektrai (A;,q=280 nm, 330 nm, A;=340 nm)

normuoti ] didziausia smailés verte.

Kaip matyti i§ 50 pav. Hiso pluosto, miokardo audiniy ir jungiamojo
audinio pirmyju tirpiyju frakcijy fluorescencijos zadinimo ir
fluorescencijos spektrai yra labai panasiis ir kokybiskai nesiskiria: spektry
intensyvumo pasiskirstymo kreiviy formos panasios, visy audiniy
fluorescencijos juosty padétys sutampa — fluorescencijos Zadinimo
spektre dvi smailés ties 230 nm ir ties 280 nm, bei fluorescencijos spektre
ties 330 nm, fluorescencija mélynojoje spektro srityje labai silpna.
Ilgesnio bangos ilgio Sviesa, jau 330 nm, nebesuzadina fluorescencijos nei

vieno audinio frakcijoje.
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Uzregistruoti [-ojo etapo netirpiosios frakcijos nuosédy fluorescencijos
spektrai yra panasiis { atitinkamo audinio fluorescencijos spektrus (51
pav.).

Visy audiniy netirpiy frakcijy fluorescencijos spektrams yra biidinga
juosta ties 340 nm, suzadinama 280 nm srityje. Fluorescencija mélynojoje
spektro srityje, kaip ir audiniams, yra biidinga tik HP ir JA, o MK ji néra
suzadinama. Slénis ties 415 nm gali biiti salygotas kraujo sugerties, nes
homogenaty paruo$imui naudoti nefiksuoti, kraujingi audiniai [43]. 52
pav. pateikti sunormuoti ties 290 nm visy audiniy homogenaty pirmos

netirpios frakcijos fluorescencijos spektrai.
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51 pav. Pirmosios netirpiosios frakcijos Hiso pluosto (HP), miokardo

(MK)

fluorescencijos spektrai.
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Skirtumai tarp homogenaty fluorescencijos spektry, kaip ir audiniuose,
geriausiai matomi Zadinant 330 nm bangos ilgio spinduliuote. JA
fluorescencijos intensyvumas mélynojoje spektro srityje yra didziausias,

HP mazesnis, MK fluorescencija labai mazo intensyvumo.
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52 pav. HP, MK ir JA I netirpiosios frakcijos fluorescencijos zadinimo

ir fluorescencijos spektrai (A;,q=330 nm, A;=390 nm), normuoti ties 290

nm.

IT etape ekstrahuojant liekamaja frakcija dar suardomos membranos,
iStirpdoma dalis netirpiy vandenyje baltymy ir i tirpiaja frakcija pereina
lastelés organoidy baltymai, iStirpdyti vandenyje netirpiis baltymai, o po
centrifugavimo i nuosédas iSkrinta baltymai, turintys dideles ar daug
hidrofobiniy grandiniy, membraniniai baltymai, didelés masés baltymai ir
DNR, lipidai, glikosacharidai.

Uzregistruoti antrosios tirpiosios frakcijos normuoti fluorescencijos
zadinimo ir fluorescencijos spektrai pateikti 53 pav.

Kaip matyti i§ 53 pav. HP, MK ir JA homogenaty antrojo etapo tirpiy

frakciju fluorescencijos Zadinimo ir fluorescencijos spektrai taip pat yra
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labai panasis ir kokybiskai nesiskiria: spektry intensyvumo pasiskirstymo
kreiviy formos panaSios, visy audiniy fluorescencijos juosty padétys
sutampa — fluorescencijos zadinimo spektre dvi smailés ties 230 nm ir ties
280 nm, bei fluorescencijos spektre ties 350 nm, fluorescencija
melynojoje spektro srityje labai silpna. Ilgesnio uz 330 nm bangos ilgio
spinduliuoté nebesuzadina nei vieno antros tirpios frakcijos homogenaty
fluorescencijos. Nuo pirmosios tirpios frakcijos spektry skiriasi tik

fluorescencijos juostos smailés postimiu 20 nm i ilgesniy bangy puse.
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53 pav. Antrosios tirpiosios frakcijos HP, MK ir JA fluorescencijos
zadinimo ir fluorescencijos spektrai (A;,q=280 nm, 330 nm, A;=340 nm)

normuoti ] didziausia smailés verte.

Uzregistruoti II-ojo etapo nuosédy fluorescencijos spektrai (54 pav.)
taip pat yra panasiis | atitinkamo audinio fluorescencijos spektrus ir I-
osios netirpios frakcijos spektrus. Siek tiek sumazéja atskiry Sirdies
audiniy homogenaty kraujo sugertis ties 415 nm. Ryskiausi spektry
skirtumai stebimi sunormavus spektrus ir zadinant 330 nm bangos ilgio
spinduliuote (55 pav.).

IIT ekstrahavimo etape liekamojoje frakcijoje iStirpdomos dauguma

likusiy membrany, iStirpdomi ir iSvyniojami baltymai, iSlieka tik
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kovalentinés jungtys — ty. pirminé¢ baltymy struktira, iSardomos
hidrofobinés grandinés, baltymas padengiamas neigiamu kriiviu. [ tirpiaja
frakcijq pereina iStirpg membrany baltymai, lengvos amino riigs¢iy sekos.
Po Sio ekstrakto centrifugavimo i nuosédas iSkrinta likusios sunkios

nesuardytos struktiiros ir amino rigsciy sekos, ir pan.
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54 pav. Antrosios netirpios frakcijos Hiso pluosto (HP), miokardo (MK)
ir jungiamojo (JA) audiniy fluorescencijos zadinimo ir fluorescencijos

spektrai.
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55 pav. Antrosios netirpiosios frakcijos HP, MK ir JA fluorescencijos
zadinimo ir fluorescencijos spektrai (A;=330 nm, Aq=390 nm),

normuoti ties 290 nm.

Uzregistruoti II1-ojo etapo tirpiosios frakcijos normuoti fluorescencijos
zadinimo ir fluorescencijos spektrai pateikti 56 pav. Visy audiniy frakcijuy
spektruose iSlieka biidinga Trp fluorescencijos juosta ties 340 nm,
suzadinama ties 280 nm, tik jungiamojo audinio spektre ji pasislinkusi i
ilgu bangu puse per 10 nm (350 nm). Hiso pluosto ir miokardo tirpiu
frakcijy spektry skirtumai yra nezymis, fluorescencija meélynojoje spektro
srityje nesuzadinama. Jungiamojo audinio zadinimo spektre atsiranda
plati juosta 300-400 nm srityje, sudaryta i$ keliy persiklojanc¢iy juosty, o

fluorescencijos spektre — mélyna fluorescencija.

111



HP, MK A ~280 nm

—
(=}
1

Normuota fluorescencija (s.v.)
o
W
1

0.0

150

100 +

50

1504

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)

100

50

200 ' 250 ' 3(I)0 ' 3%0 ' 4(I)O 4;0 ' S(I)O ' 550
Bangos ilgis (nm)

56 pav. TrecCiosios tirpiosios frakcijos Hiso pluosto (HP), miokardo

(MK) ir jungiamojo (JA) audiniy fluorescencijos zadinimo ir

fluorescencijos spektrai (A;,q=280 nm, 330 nm, A;=340 nm); HP ir MK

spektrai normuoti | didZiausia smailés vertg.

[II-ojo etapo nuosédy fluorescencijos zadinimo ir fluorescencijos
spektrams budingos tos pacios juostos kaip ir atitinkamy audiniy ir pirmy

dvieju netirpiy frakciju spektrams, pasikeit¢ tik ju santykiniai
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intensyvumai. 57 pav. parodyti JA homogenaty tre¢ios netirpios frakcijos
fluorescencijos ir jos Zadinimo spektrai, gauti zadinant skirtingais bangy
ilgiais. Kaip matyti, Trp zadinimo juosta ties 280 nm ir jo fluorescencijos
juosta ties 340 nm, kurios nehomogenizuoty audiniy ir tirpiy frakciju
spektruose buvo pacios intensyviausios, yra labai silpnos. Matyt,
dauguma Trp turiniy baltymy per¢jo 1 tirpias frakcijas. Pati
intensyviausia zadinimo spektry juosta stebima ties 330 nm, ji priklauso
kolagenui. Zadinant $ioje spektro srityje registruojama intensyvi kolageno
fluorescencijos juosta ties 390 nm. Zadinimo spektro juosta ties 385 nm ir

fluorescencijos juosta ties 460 nm priskiriamos elastinui.
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57 pav. Jungiamojo audinio III netirpios frakcijos fluorescencijos ir jos
zadinimo spektrai esant skirtingiems zadinimo ir registravimo bangy
ilgiams. Zadinimo spektrai paZyméti brik$niuotais skaidiais. 1 ir 1° —

Trp; 2 ir 2¢ — kolagenas, 3 ir 3° — elastinas.
Audiniy homogenizavimo metodas padeda nustatyti endogeniniy

fluorofory pasiskirstyma atskirose frakcijose. Tyrimai parod¢, kad tirpiy

frakciju spektruose dominuoja Trp liekany fluorescencija, o regimojoje
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spektro srityje fluorescuojantys endogeniniai fluoroforai lieka netirpiose

frakcijose.
8.10. Elektroforetinis baltymy frakcionavimas

ISsamesni visy Sirdies audiniy tirpiyju frakciju baltyminés sudéties
tyrimai atlikti elektroforezinés analizés SDS-Page metodu [92] ir
uzregistruoti skirtingose frakcijose esanciy elektroforezés metodu isskirty
atskiry baltymy grupiy fluorescencijos ir jos zadinimo spektrai. Zadinimui
pasirinkta 270 nm bangos ilgio spinduliuoté, nes §ioje srityje gerai sugeria
abu pagrindiniai baltymy fluoroforai: Trp ir Tyr.

Kaip matyti, HP, MK ir JA audiniy baltyminé sudétis yra skirtinga (58
pav.).
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58 pav. Sirdies audiniy homogenaty SDS-PAGE elektroforegramos.
Virsuje masiy skalé, apacioje baltymy grupiy numeriai. Skaiciai I, II, I1I
reiSkia pirma, antra ir treCig tirpias frakcijas atitinkamai. IStisine linija

pazymétos MK buidingos baltymy grupés, britkSniuota — HP.

Pirma baltymy grupé (mase 150-160 kDa), sudaryta 1§ dviejy mazesniy
baltymy grupiy, stebima tik II ir III tirpiose HP ir MK frakcijose. Visose
trijose JA frakcijose $iy baltymy yra labai mazai. Si baltymy grupé
budinga tik raumeninés kilmés HP ir MK audiniams ir gali biiti panaudota

atskiriant juos nuo JA audiniy.
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Trecia baltymy grupé (66 kDa) dominuoja visose JA frakcijose ir I bei
IT HP frakcijoje.Visose MK frakcijose bei III HP frakcijoje ju yra maziau.
Be to, Hp ir JA $§i baltymy grupé yra glikozilinta, o MK ne. Tai rodo, kad
labai artimy molekuliniy masiy Sirdies audiniy baltymai yra skirtingi.

Ketvirta baltymy grupé¢ (57-52 kDa), sudaryta i§ dviejy, o visose MK
frakcijose net i$ trijy mazesniy baltymy grupiy, stebima visose HP, MK ir
JA audiniy frakcijose. Siai grupei priklausan¢iy baltymy kiekiy visy
audiniy visose frakcijose skirtumai yra nedideli.

Penkta baltymy grupé (45 kDa) dominuoja II ir III MK frakcijose. Ji
stebima ir HP II bei III frakcijose. Visose JA frakcijose ir [ HP frakcijoje
Siy baltymy yra maziau.

Keletas baltymy grupiu (2, 9, 11, 12, 13, 14) iSryskéja MK I ir III
frakcijose. Jos budingos tik MK.

Reikia pazymeéti, kad deSimta baltymuy grupé (~26 kDa) aptinkama tik
HP II ir III frakcijose. Pirmoje tirpioje frakcijoje, i kuria patenka
mitochondriné frakcija, citozolis ir kiti vandenyje tirpis baltymai, ji
nepastebéta. Tokiu biidu galima daryti i§vada, kad Sie baltymai priklauso
vandenyje netirpiy membrany baltymy grupei. Parinkus Sios grupés
baltymams tinkama dazikli arba juos pazyméjus fluorescuojanciais
zymekliais, biity galima vaizdinti Sirdies laidZiaja sistema.

Buvo uzregistruoti kai kuriy didesniy baltymuy grupiy fluorescencijos ir
fluorescencijos zadinimo spektrai.

Kaip matyti i§ 59 pav., pirmos baltymy grupés HP ir MK II bei III
frakciju fluorescencijos ir fluorescencijos zadinimo spektrai yra labai
panasiis. Zadinimo spektro juosta ties 280 nm, o fluorescencijos spektro -
ties 329 nm priskiriamos pagrindinio baltymy fluoroforo Trp lieckanoms.
Visiskai neutralioje aplinkoje Trp fluorescencijos juosta yra ties 310 nm,
vandenyje — ties 350 nm. Anksc¢iau buvo minéta, kad Trp fluorescencijos
juostos padétis labai priklauso nuo ji supancios aplinkos poliSkumo.

Juostos padétis ties 328 nm rodo, kad Trp liekanos yra lokalizuotos Sios
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grupés baltymuy viduje ir baltymo struktira apsaugo jas nuo tirpiklio

itakos, taciau ju aplinkoje yra poliniy grupiy.
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59 pav. HP ir MK pirmos baltymuy grupés (160-155kDa), II bei III
tirpiyjy frakcijy fluorescencijos zadinimo (A4=329 nm) ir

fluorescencijos (A;,q=270 nm) spektrai.

Buvo uZzregistruoti trecios baltymy grupés visy audiniy I frakcijy, o HP

dar II ir III frakcijy spektrai (60 pav.).
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60 pav. Trecios baltymy grupés (66 kDa) HP, MK ir JA I frakcijos, HP
IT ir IIT frakcijy fluorescencijos zadinimo (A;=329 nm) ir fluorescencijos

(A72¢=270 nm) spektrai.

Kaip matyti, tre¢ios baltymy grupés skirtingu audiniy ir skirtingy
frakcijuy spektrai yra nevienodi. Visy audiniy I frakcijos spektrai yra labai
specifiski. Juose néra dominuojanc¢io baltymy fluoroforo Trp
fluorescencijos juostos 330 nm srityje. Ties 304 nm stebima
fluorescencijos juosta galima priskirti Tyr liekanoms. Trp sugeria ilgesniy
bangy spinduliuotg nei Tyr, todé¢l paprastai Tyr sugerta energija perduoda
to paties baltymo Trp liekanoms, Tyr fluorescencija gesinama. Tyr
liekany fluorescencija stebima tik tuose baltymuose, kuriuose Trp néra,
arba jis yra lokalizuotas pakankamai toli nuo Tyr ir energijos pernasa
nevyksta. Tada stebima abieju fluorofory (Tyr ir Trp) liekany
fluorescencija. Tokj atveja turime HP II ir III frakcijose. Siu frakcijy
fluorescencijos spektruose stebima plati juosta, sudaryta i§ dvieju
persiklojanciy juosty su smailémis ties 304 ir 325 nm, priskiriamy Tyr ir

Trp.
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Galima daryti iSvada, kad visy audiniy I frakcijos tre¢ig balymy grupe
sudaro baltymai, kuriy sudétyje néra Trp, o HP II ir III frakcijy
baltymuose $iy fluorofory liekanos iSsidésc¢iusios pakankamai toli vienos
nuo kity. Fluorescnciniy tyrimy rezultatai rodo, kad savo aminortigstine
sudétim HP audiniy II ir I frakcijy baltymai skiriasi nuo HP I frakcijos
baltymy ir nuo pirmos grupés baltymy.

Ketvirtos baltymu grupés (57-52 kDa) HP, MK ir JA 1, II, III

tirpiyjufrakcijy fluorescencijos zadinimo ( Aq=329 nm ) ir fluorescencijos

( A7¢=270 nm ) spektrai parodyti 61 pav.
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61 pav. Ketvirtos baltymu grupés (57-52 kDa) HP, MK ir JA [, II, III
tirpiyju frakciju fluorescencijos Zadinimo (Aq=329 nm) ir

fluorescencijos (A;,q=270 nm) spektrai.

Didziausi skirtumai stebimi I frakcijos spektruose. HP fluorescencijos
spektre stebima Trp liekany juosta ties 328 nm, o MK - dvi
persiklojancios Trp ir Tyr liekany fluorescencijos juostos ties 328 ir 305
nm. HP ir MK II ir III frakcijy spektrai sudaryti i§ persiklojanciy Tyr ir
Trp fluorescencijos juosty. MK II frakcijos spektre Tyr liekany
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fluorescencijos juosta yra nezymiai intensyvesné uz HP. III frakcijoje
stebimas atvirksc¢ias reiskinys.

Penktos baltymy grupés (45 kDa) visy Sirdies audiniy, visy tirpiy
frakciju spektrai labai panaSts (62 pav.). Visuose fluorescencijos
spektruose stebima tik Trp fluorescencijos juosta ties 328 nm ir juosta ties

280 nm zadinimo spektre.
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62 pav. Penktos baltymuy grupés (45 kDa) HP, MK ir JA 1, I, III tirpiyju

frakciju fluorescencijos zadinimo (Ag=329 nm) ir fluorescencijos

(A32¢=270 nm) spektrai.

Visy audiniy homogenaty tirpiy frakciju spektruose dominavo Trp ir
Tyr liekany fluorescencija, o regimojoje spektro srityje fluorescuojantys
endogeniniai fluoroforai liko netirpiose frakcijose. Nors integruoti visy
audiniy tirpiy frakcijy spektrai neturi Zymesniy skirtumu, elektroforezés
metodu labiausiai iSrySkinty atskiry baltymy grupiy spektrai yra skirtingi.
Nustatyta, kad net artimy masiy baltymai turi skirtingus fluorescencijos

spektrus.
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Elektroforetiniai-fluorescenciniai tyrimai rodo, kad zmogaus Sirdies HP,
MK ir JA audiniy baltyminés sudétys yra skirtingos, o fluorescencinés
spektroskopijos metodas, taikant ji kartu su elektroforetiniu, gali buti

s¢kmingai naudojamas klasifikuojant baltymus.

8.11. Miokardo ir Hiso pluosto baltymy dviejy krypciy

elektroforezé

Baltymy pavyzdziy elektroforetinis frakcionavimas poliakrilamidiniame
gelyje yra vienas i§ svarbiausiy analitiniy darbo jrankiy dirbant su
baltymais. Naudojant §; metoda galima frakcionuoti ir palyginti
sudétingus baltymy miSinius, ivertinti valymo eigoje baltymy Svaruma bei
tokias fizines baltymy charakteristikas, kaip juos sudaranciy subvienety
sastata, baltymuy moklekulinj svori, kriivi bei izoelektrini taska.

Baltymy kompleksuy miSiniy analizei bei miSiniy valdymui naudojamas
IzoElektroFokusavimo (IEF) metodas, kai denattiruoty baltymy judéjimas
yra salygojamas tirpiy amfolity sukuriamo pH gradiento poliakrilamidinio
gelio tinkle. pH gradientas gelyje susiformuoja, kai amfolitai (mazos
apkrautos organinés molekulés — daugybé amfoteriniy buferiy) veikiami
elektros lauko migruoja gelyje iki savo izoelektrinio tasko (pl),
pastarajame sudarydami pastoviag pH reikSme turinCia srit] pasizymincia
stipriu buferiniu talpumu ir geru laidumu. Denatiiruoti baltymai iStirpinti
specialiuose tirpinimo buferiuvose pH gradienta turinCiame gelyje
migruoja iki baltymo pl atitinkancio tasko ir pastaragjame sustoja. Vienoje
elektroforetin€je sistemoje pagal baltymu izoelektrini taSka frakcionuoti
baltymai véliau gali biiti skirstomi kitoje elektroforetineje sistemoje pagal
molekulini svorj prapleCiant baltymuy pasiskirtstyma antros krypties
gelyje.

Siuo metodu atliktas pirminis, bendras miokardo ir Zmogaus Sirdies

Hiso pluosto audiniy baltyminés sudéties jvertinimas. IS Zmogaus
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miokardo pavyko iSskirti apie 200 polipeptidu (63 pav.). Bendras
polipeptidy kiekis miokarde buvo didesnis nei Hiso pluoste (64 pav).

ol 45 55 66 _ 85
50 60 7.0

63 pav. Miokardo proteomo zemélapis. Baltymai ir gelis dazyti
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Fermentas, Lietuva).
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64 pav. Hiso pluosto proteomo Zemélapis. Baltymai ir gelis dazyti

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Fermentas, Lietuva).
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Detalesniam jvertinimui pasirinktos 5 baltymu grupés, pazymeétos
atitinkamai 1, 2, 3, 4, 5.
Skaitmeniniu budu sukurti pasirinkty baltymu grupiy 3D vaizdai (65
pav.).
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65 pav. Pasirinkty baltymy grupiuy 3D vaizdas. Ir, 2r, 3r, 4r, 5.1r, 5.2r,
5.3r ir 5.4r — miokardo baltymy grupés. 1.1b, 1.2b, 2.1b, 2.2b, 3b, 4b,
5.1b, 5.2b, 5.3b ir 5.4b — Hiso pluosto baltymy grupés. MW — molekuliné

mase, pl — izoelektrinis taskas.

Baltymy, pazyméty 1, 2, 3, ir 4 didesnis kiekis buvo rastas miokarde, o
pazyméty 5 — Hiso pluoste. 1 ir 2 pazymétos baltymu grupés Hiso
pluoste, skirtingai nuo miokardo, yra ne homogeniskos, o sudarytos i$
dvieju baltymy grupiy. Akivaizdis pasirinkty baltymu grupiu raiSkos
lygiu skirtumai tarp tirty audiniy.

Kaip matyti 3D pasirinkty baltymy grupiy vaizduose, jau pirminé
miokardo ir Hiso pluosto baltymy analizé parodé, kad Sie audiniai skiriasi
savo baltymine sudétimi. Tikslinga testi proteoming Siy audiniy analizg
siekiant identifikuoti baltymus, kuriy raiSkos lygis kinta miokarde ir

zmogaus Sirdies laidziojoje sistemoje [40].
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9. REZULTATU APTARIMAS

Sirdies laidZioji sistema, kaip vieninga anatominé struktiira, apraSyta
pragjusio Simtmecio pradzioje. Tada L.Aschoff ir J.G.Monckeberg nurodé
pagrindinius morfologinius kriterijus, bitinus atpazinti Sirdies laidziaja
sistema. Zmogaus $irdies laidZioji sistema pradéta tirti makroskopiniu ir
histologiniu metodais. Makroskopinis tyrimas yra paprastesnis, uzima
maziau laiko ir kasty, todél daugelis Sirdies laidziosios sistemos tyrinétoju
naudojo anatominji preparavimo metoda (M. Holl 1911 m., EEW. Walls
1945 m., M. Lev 1951 m.) ir jvairias modifikacijas (Sitnikov V. A. 1972
m., Umovist M.I. 1973 m. Siniov A.F., Krimski L.D. 1985m.). Deja,
makroskopiniai tyrimai ne visada biidavo s¢kmingi. K. Reemtsma 1958
m. preparuodamas 11 normaliai susiformavusios Sirdies preparaty tik 3
rado atrioventrikulini mazga ir Hiso pluosta. M.J. Davies 1971 m. po
nes¢kmingo bandymo paskelbé, kad anatomiskai iSpreparuoti Sirdies
laidziaja sistema neimanoma ir per¢jo prie histologinio tyrimo, kaip ir
daugelis kity (S.Bharati 1978m., J. Windran 1951m.; R.C.Truex 1958m.).
Daugumai autoritety atsisakius anatominio Sirdies laidziosios sistemos
tyrimo, §is preparavimo metodas buvo nepelnytai uzmirstas. Siuo metu
Sirdies laidziosios sistemos apraSymai pagristi histologiniy pjiiviy tyrimu
ir rekonstruotomis topografinémis schemomis. Patikrinti Siy schemuy
tiksluma neimanoma, nes jas kuriant sunaikinamas anatominis Sirdies
preparatas. Audiniy blokai histologiniam tyrimui imami i§ ty Sirdies
sri¢iy, kuriose yra tipiskai iSsidésciusi Sirdies laidzioji sistema, arba kur
tyréjas tikisi ja rasti. Jei paimtuose blokuose laidziosios sistemos rasti
nepavyksta, belieka serijiniais pjuviais tirti visa Sirdi, t.y. paruosti
tikstanCius histologiniy preparaty ir juos iStirti. Makroskopiam
laidZiosios sistemos preparavimui reikia igiidziy, taciau $is metodas turi
nemazai privalumy. Makroskopinio preparavimo metu galima jvertinti
visos skilvelines SLS dalies biikle, i$sidéstyma ir esant patologijos

itarimui, paimti audinio fragmentus histologiniam tyrimui, t.y. tokiam

124



tyrimui uztenka paruosti tik kelis histologinius preparatus, tuo metu kai
tiriant Sirdies laidZigja sistema histologiniu biidu, biitina visa tiriama
audinio bloka supjaustyti serijiniais pjuviais, t.y. paruosti kelis tuk stancius
preparaty ir juos iStirti. Deél Sy priezasCiy geriausiai  taikyti
makroskopinio preparavimo metoda histologiskai tiriant tik tam tikras
Sirdies laidziosios sistemos sritis, taip sutaupant laika ir iSlaidas.
Makroskopinio preparavimo metodika galima modifikuoti, atsizvelgiant |
tyrimo tikslus ir poreikius. Pavyzdziui, itariant operacini Hiso pluosto
pazeidima galima netirti SA ar AV mazgy, distaliniy Hiso pluosto Saku
sri¢iy. Tokia metodika labai palengvina SLS tyrimus, ta¢iau yra tinkama
pvertinti tik normaliai suformuotos Sirdies laidZiosios sistemos bukle.
Esant igimtoms Sirdies ydoms ar Sirdies laidZiosios sistemos anomalijoms
preparuoti SLS yra labai sudétinga. Nesant tinkamy anatominiy SLS
18sidéstymo zymeny, kurie naudojami normaliai suformuotose Sirdyse su
tipiskai iSsidésCiusia laidzigja sistema, makroskopinis preparavimas
beveik nejmanomas.

Makroskopiné preparavimo metodika taip pat leidzia gauti Svary,
cheminémis medZiagomis nepaveikta SLS audini. Be abejo, SLS audinj
galima gauti i§ parafininio bloko, taciau toks méginys jau bus fiksuotas,
ilietas i parafina, véliau deparafinizuotas. Audinio apdorojimas gali turéti
itakos tolimesniy tyrimy rezultatams. Be to, makroskopinio preparavimo
metu paprastai pavyksta be aplinkiniy audiniy fragmenty paimti Hiso
pluosta ir proksimaling deSinés Sakos dali. Gautas Svarus, be aplinkiniy
audiniy ir chemiskai nepaveiktas Hiso pluosto audinys, pirma karta buvo
iStirtas  rentgenoelektroniniu mikroskopu (SEM/EDX metodu), pirma
karta atlikta FT-IR spektroskopiné analiz¢ ir kiti originaliis tyrimai. Pirma
karta palyginti Hiso pluosto nefiksuoty ir formaline fiksuoty audiniy
méginiy tyrimy duomenys, siekiant rasti stabilius morfologinius audiniy
skirtumus, neiSnykstancius fiksacijos buferiniame formalino tirpale metu.

Bioelektrinio impulso atsiradimui ir plitimui reikSmingi kalio, kalcio,

natrio, chloro jonai, ju koncentracijos ir pasiskirstymas, todél buvo atlikti
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rentgenoelektroniniai tyrimai SEM/EDX (skenuojantis elektroninis
mikroskopas/energija iSsklaidanti rentgeno spektroskopija) metodu
leidziantys nustatyti tiriamos medziagos elementing sudéti. Tirtuose Hiso
pluosto ir skilveliy miokardo méginiuose nustatyti fosforo, chloro, kalcio,
sieros, silicio, natrio ir kalio jonu kiekiai yra vienodi. Matyt, didesnis
bioimpulso sklidimo greitis Hiso pluostu néra susijgs su jonuy
koncentracijy skirtumais.

Furjé transformaciju infraraudonosios spektroskopijos (FT-IR) metodu
buvo palyginti skirtingais btidais paruosti audiniy méginiai. Skirtumy tarp
fiksuoty ir dziovinty Hiso pluosto ir miokardo méginiy nerasta. Skirtumai
pastebéti tiriant nefiksuotus ir nedziovintus Hiso pluosto ir miokardo
méginius. Fiksavimas buferiniame 10% formalino tirpale ir dZiovinimas
neturéty paveikti stabiliy, struktiiriniy baltymuy, todél labiausiai tikétina,
kad rasti skirtumai tarp nevienodai paruosty Sirdies audiniy yra susij¢ su
citoplazmoje esan¢iy laisvy molekuliy pokyciais. Tokia prielaida
netiesiogiai patvirtina gauti rezultatai, rodantys, kad miokarde yra
didesnis laisvy arba neigiamai jelektrinty (o-asparagino ir o-glutamo)
rugsciy kiekis. Biologiniy audiniy FT-IR sugerties spektrai yra
aminoriigs¢iy, priklausan¢iy baltymams ir peptidams, bei laisvy
aminortigs§ciy spektry suma, todé¢l Hiso pluosto ir miokardo méginiy FT-
IR sugerties spektry juostas priskirti konkre¢iy molekuliniy grupiy
virpesiams ir jvertinti skirtumy priezastis néra jmanoma. Negalima
vienareikSmiskai teigti, kad rasti skirtumai susij¢ tik su laisvomis amino
rugstimis. Furjé transformaciju infraraudonosios spektroskopijos (FT-IR)
metodu rasti skirtumai tarp miokardo ir Hiso pluosto audinius sudaranciy
biomolekuliy leidzia patikimai atskirti tirtus audinius, taciau §is metodas
gali biiti naudojamas tiriant tik nedidelius Sirdies audinio kiekius, tod¢l
neturi didesnés praktinés reikSmés kaip vaizdinimo buidas. Be to, $is
spektroskopinis tyrimas yra pakankamai sudétingas.

Morfologinius skirtumus tarp zmogaus Sirdies laidziosios sistemos Hiso

pluosto ir miokardo taip pat patvirtino ir UV sugerties tyrimai. Sie tyrimai
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parodé skirtingus aromatiniy amino rugs$ciy kiekius tirtuose Sirdies
audiniuose. Trp kiekis Hiso pluosto méginiuose buvo 4 kartus, o Tyr 2,5
karto didesnis negu MK méginiuose. UV sugerties spektriniams tyrimams
naudoti neutraliame buferiniame formaline fiksuoti ir i parafing ilieti
audiniai, todél tikétina, kad aromatinés amino rigsStys, lémusios UV
sugerties spektry skirtumus yra stabiliy, struktiiriniy baltymy sudétyje.
Nevienodi $iy aromatiniy aminoriigS¢iy kiekiai HP ir MK audiniuose gali
biiti susij¢ su skirtinga Siy audiniy baltymine struktiira, nuo kurios
priklauso ju fiziologinés savybés. Skirtumai pastebéti trumpyju UV-B
bangy srityje (280 nm), o Sio bangos ilgio spinduliuoté yra potencialiai
pavojinga biologiniams audiniams, gali sukelti nudegimo reakcija, todél
praktinis $io metodo taikymas biity sudétingas. Formalino tirpale
fiksuotuose audiniuose nustatytus skirtumus, matyt, tikétina rasti ir kitais,
paprastesniais metodais.

Histocheminiai dazymai neiSryskino didesniy Trp ir Tyr koncentracijuy
SLS. Kaip parodé UV sugerties spektrai, kasoje aromatiniy amino rigséiy
molekulés yra labiau polinéje aplinkoje, prieinamos vandeniui. Hiso
pluoste esant] Trp supa maZesnio poliSkumo aplinka, salygojanti spektro
poslinki i trumpuyju bangy puse, t.y. molekulés maziau prieinamos
vandeniui. Nors negalima tiksliai nustatyti priezasCiy, kodél
histocheminiai dazymai neparodé¢ didesnio aromatiniy amino ragséiy
kiekio Sirdies audiniuose, galima itarti, kad tai 1émé skirtingas $iy amino
rugsciy i8sidéstymas baltymuose ir skirtinga jas supanti aplinka.

Skirtumus tarp zmogaus Sirdies laidziosios sistemos Hiso pluosto ir
miokardo taip pat parodé ir savitosios fluorescencijos ir jos zadinimo
spektroskopiniai tyrimai. Zadinant aromatiniy amino riigdciy sugerties
srityje (250-295 nm) pagal fluorescencijos intensyvumy ties 340 nm ir
450 nm santykius galima vienareikSmiSkai atskirti HP ir MK audinius.
Taciau tokj atskyrimo metoda, kaip ir UV sugerties spektroskopija, biity
sudétinga taikyti in vivo ar rutininiams tyrimams, nes fluorescencijos

zadinimui naudojama tolimosios UV-C (280-100 nm) srities spinduliuoté,
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kuri yra zalinga biologiniams audiniams. Aromatiniy amino ragsciu
sugerties  srityje suzadinama plati  Sirdies audiniy savitosios
fluorescencijos juosta meélynojoje spektro srityje gali biiti salygota keleto
kity endogeniniy fluorofory (kolageno, elastino,
nikotinamidadenindinukleotido (NADH), flaviny, porfiriny, lipopigmenty
ir kity glikozaminoglikany), suzadinamy ne tik tolimojoje UV-C (280-100
nm.) srityje, bet ir ilgesniy bangu spinduliuote. Kiekvienas fluoroforas
turi savitus fluorescencijos ir jos zadinimo spektrus, ju spektry
registravimas placiame bangu ilgiy intervale leidzia iSskirti atskiras
juostas ir jas priskirti skirtingiems fluoroforams. Siame darbe
fluorescencija buvo zadinama placioje spektro srityje nuo 250 nm iki 480
nm. Tokia plati zadinimo sritis sudaré galimybes selektyviai zadinti
atskirus fluoroforus, surasti zadinancios spinduliuotés bangos ilgius,
kuriuos bty galima efektyviausiai panaudoti SLS vaizdinimui [94].

Sirdies méginiy fluorescencijos ir jos zadinimo spektry analizé leido
18skirti kelis endogeninis fluoroforus su persiklojan¢iomis sugerties ir
fluorescencijos juostomis. Rasti trys pagrindiniai fluoroforai su
zadinimo/fluorescencijos spektrinémis juostomis ties: 280 /340 nm
triptofanas, 330 / 390 nm kolagenas ir 385 / 460 nm elastinas. Skirtingi
Siy fluorofory kiekiai MK, HP ir JA nulemia ju fluorescencijos spektry
skirtumus UV ir mélynojoje spektro srityse. Labai silpna MK mélynaja
fluorescencija galima paaiskinti Zymiai mazesniais kolageno ir elastino
kiekiais MK, palyginus su HP ir JA. Ypac gerai $iu fluorofory spektry
juostos iSsiskiria Sirdies homogenaty spektruose.

Tokiais atvejais, kai endokardo jungiamojo audinio intensyvi mélyna
fluorescencija apsunkina Hiso pluosto Saky iSskyrima, fluorescencija
reikia zadinti dviem skirtingais bangy ilgiais: 330 nm (kolageno sugerties
juostoje) ir 385 nm (elastino sugerties juostoje). HP ir JA audiniai skiriasi
elastino fluorescencijos juostos ties 460 nm intensyvumu. JA zadinant
330 nm ir 385 nm spinduliuote Sios juostos intensyvumas nekinta, o HP

zadinant ties 385 nm - sumazéja du kartus. Naudojantis Siais skirtumais
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galima sukurti Zmogaus SLS vaizdinimo sistemos modeli. Pagal $ia
vaizdinimo sistema reikéty keliuose endokardo taSkuose registruoti dviem
skirtingais bangy ilgiais suzadintus spektrus ir grafiSkai atvaizduoti
laidziosios sistemo eiga. Tokiai vaizdinimo sistemai reikalinga gan
sudétinga aparatiira, o didesnés tarpskilvelinés pertvaros pavirSiaus dalies
taskinis skenavimas uzimty daug laiko.

Visy audiniy homogenaty tirpiy frakciju spektruose dominavo Trp ir
Tyr liekany fluorescencija, o regimojoje spektro srityje fluorescuojantys
endogeniniai fluoroforai liko netirpiose frakcijose. Nors visy audiniy
tirpiy frakcijy spektrai neturi Zymesniy skirtumy, elektroforezés metodu
labiausiai iSryskinty atskiry baltymu grupiy spektrai yra skirtingi. Net
artimy masiy baltymai turi skirtingus fluorescencijos spektrus, tai reiskia,
kad $ie tirpiose frakcijose idskirti SLS ir MK baltymai yra skirtingy
struktiry.

Elektroforezés biidu rasta baltymy grupe (~26 kDa) aptinkama tik HP 11
ir III frakcijose. Pirmoje tirpioje frakcijoje, 1 kuria patenka mitochondriné
frakcija, citozolis ir kiti vandenyje tirpiis baltymai, ji nepastebéta. Tokiu
btidu galima daryti iSvada, kad Sie baltymai priklauso vandenyje netirpiy
membrany baltymy grupei, t.y. stabiliis struktiiriniai baltymai. Rasta
baltymy grupé nepriklauso zinomiems plySiniy jung¢iy koneksinams,
kuriy molekulinés masés yra 40 kDa, 43 kDa ir 45 kDa. Taip pat kitokios
yra ir zinomy HCN baltymy molekulinés masés (nuo 61 kDa iki 120
kDa). Todél tiksliai nustatyti, kokiems baltymams priklauso Hiso pluoste
rasta 26 kDa molekulinés masés baltymy grupé, Siuo metu negalima.

Pirmieji dvieju krypciy elektroforezés tyrimai taip pat parodé aiskius
baltyminius skirtumus tarp Zzmogaus Sirdies laidZiosios sistemos ir
miokardo. Bendras iSskirtas polipeptidy kiekis buvo didesnis miokarde
negu Hiso pluodte. Atskiros tirtos baltymy grupés SLS, skirtingai nuo
miokardo, yra ne homogeniskos, o sudarytos i§ dvieju baltymuy grupiu.

Atlikti tyrimai parod¢, kad Zmogaus Sirdies laidziosios sistemos ir

miokardo baltyminés sudétys yra skirtingos. Kokie baltymai yra specifiski
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zmogaus SLS, kur jie i§sidéste ir kokia ju fiziologiné reikimé bioimpulso
plitimui §iuo metu negalima pasakyti. Atlikti pirmieji vaizdinimo
eksperimentai parodé, kad optiniais metodais galima iSryskinti SLS kity
sirdies audiniy fone. Taciau, Siuo metu sukurtos vaizdinimo metodikos
yra techniskai gana sudétingos, todél sunkiai pritaikomos kasdieninéje
praktikoje. Detalesni proteominiai tyrimai leisty identifikuoti ir iStirti
7mogaus SLS specifiska baltymy grupe, nustatyti §ios baltymu grupés
savybes ir lokalizacija lastelése. Parinkus Sios grupés baltymams tinkama
dazikl] arba juos pazyméjus fluorescuojanciais zymekliais, biity galima
vaizdinti Sirdies laidziaja sistema. Tokia vaizdinimo sistema biity daug

paprastesné ir lengviau naudojama.
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10. ISVADOS

1. Paruosta zmogaus Sirdies laidziosios sistemos preparavimo metodika
leidzianti gauti Sirdies laidZiosios sistemos audinj be kity Sirdies audiniy,
ir pateikti audiniy méginius spektroskopiniams ir proteominiams
tyrimams.

2. Zmogaus sirdies laidziosios sistemos ir kity Sirdies audiniy
palyginamieji spektroskopiniai tyrimai parodeé:

a. Rentgenoelektroniniu mikroskopu skirtumy tarp zmogaus HP ir MK
nerasta. Fosforo, kalcio, chloro, sieros, silicio, natrio ir kalio kiekiai HP ir
MK audiniuose yra vienodi.

b. Infraraudonosios sugerties spektruose yra aiskiis skirtumai tarp HP ir
MK audinius sudaran¢iy biomolekuliy. FT-IR metodu atlikti tyrimai
parodé, kad MK audiniuose yra didesnis laisvy arba neigiamai jelektrinty
amino rugsciy kiekis.

c. UV sugerties tyrimai parodé aiskius skirtumus tarp SLS ir MK. Siuos
skirtumus salygoja nevienodi aromatiniy amino riagsciy kiekiai HP ir MK.

d. Fluorescencijos ir jos zadinimo spektry analizé parodé¢, kad Sirdies
audiniuose yra trys endogeniniai fluoroforai (triptofanas, elastinas ir
kolagenas) su persiklojanciomis sugerties ir fluorescencijos juostomis.
Skirtingi $iu fluorofory kiekiai MK, HP ir JA nulemia ju fluorescencijos
spektry skirtumus UV ir mélynojoje spektro srityje.

e. Hiso pluosta ir jo Sakas galima atskirti nuo jungiamojo audinio
fluorescencinés spektroskopijos metodu Zzadinant savitaja Siy audiniy
fluorescencija dvieju skirtingu banguy ilgiy spinduliuvote: 330 nm
(kolageno sugerties juostoje) bei 380 nm (elastino sugerties juostoje) ir
stebint fluorescencijos pokyCius mélynoje spektro srityje ties 460 nm.
Jungiamojo audinio atveju Zadinant abiejose spektro srityse
fluorescencijos intensyvumas nekinta, o Hiso pluoSto atveju Zadinant

elastino sugerties juostoje - sumazeja du kartus.
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f. Sirdies audiniy homogenaty fluorescencijos spektry analizé parodé,
kad fluorescencija mélynojoje spektro srityje priklauso netirpioms
strukttiroms. Ji stebima tik netirpiy frakcijy spektruose.

3. Hiso pluosto ir skilveliy miokardo baltyminé sudétis skirtinga.
Baltymy elektroforezés metodu rasta baltymy grupé (~26 kDa) aptinkama
tik HP II ir III frakcijose.

4. Rasti fluorescenciniai ir baltyminés sudéties skirtumai tarp Zmogaus
HP ir MK leidzia manyti, kad bioelektrinio impulso sklidimo greiciy
skirtumus salygoja ne tik lasteliy iSsidéstymas, skersmuo, bet ir
specifiniai  morfologiniai  skirtumai.  Pasinaudojus  nustatytais
morfologiniais skirtumais galima sukurti zmogaus Sirdies laidZiosios
sistemos vaizdinimo metodika, kuri leisty nustatyti SLS anatomines

ypatybes.
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13. SANTRUMPOS

SLS — sirdies laidZioji sistema;

AV — atrioventrikulinis;

SA — sinusinis mazgas;

HP — Hiso pluostas;

SIDS — staigios ir netikétos kiidikiy mirties sindromas;

JA — jungimasis audinys;

H&E — hematoksilinas ir eozinas,

UV — ultravioletas;

FT-IR — Furje transformaciju infraraudonoji spektroskopija;
Trp — triptofanas;

Tyr — tirozinas;

Phe — fenilalaninas;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

EGTA — etileno glikolio tetraacetiné rugstis;

Tris — tris(hidroksimetil)aminometanas (HOCH,);

PAGE - poliakrilamido gelis;

SDS-PAGE — natrio sulfato dedocylpoliakrilamido gelis;
NAD — nikotinamidadenindinukleotidas;

NADH - redukuota nikotinamidadenindinukleotido forma;
keV — kiloelektronvoltas;

IR — infraraudonieji spinduliai;

Snt.vnt. — santykiniai vienetai;

In vivo — lotyniskai, in — prieSdélis zymintis buvima viduje, vivo — gyvas.
Moklse in vivo suprantamas kaip eksperimento atlikimas gyvame

audinyje arba gyvo audinio viduje, tirlamam organizmui esant gyvam.

152



In vitro - lotyniSkai, in — priesdélis Zymintis buvima viduje, vitro — stiklas.
Moklse in vitro suprantamas kaip eksperimento atlikimas dirbtinéje
aplinkoje, ne gyvame audinyje ar organizme.

pl — izoelektrinis baltymo taskas, kuriame baltymas neturi elektrinio

kravio.
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