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I. ĮVADAS 

 

Sveikata, didžiausias žmonių turtas, todėl ir didžiausios pastangos, 

kurias žmonija deda į mokslą, turėtų būti nukreiptos būtent sveikatos 

išsaugojimo linkme. Kai kurios ligos jau gali būti apspręstos žmogui dar 

negimus, kai kurias ligas patys įsitaisome dėl vienokio ar kitokio organizmą 

žalojančio poveikio, galiausiai, kai kurios ligos nepriklausomai nuo gyvenimo 

būdo dėl vis dar neaiškių priežasčių pasirenka vieną ar kitą žmogų. Nėra daug 

susirgimų, kurių, atsiradimo priežastys yra visiškai aiškios, todėl ir kelią 

užkirsti galime tik nedaugeliui ligų. Kaip taisyklė, liga niekada nepuola visu 

pajėgumu iš karto, todėl ją aptikus dar ankstyvoje stadijoje galima daug 

lengviau užkirsti kelią fatališkoms pasekmėms. Deja, bet dėl įvairių priežasčių 

dažniausiai žmonės kreipiasi medicininės pagalbos ligai jau gerokai įsisenėjus. 

Šiuo atveju reikalingi sudėtingi, brangūs ir kartais patį organizmą niokojantys 

medikamentiniai, spinduliniai ar operaciniai gydymo metodai. 

Sveikatos informacijos centro duomenimis kraujodaros organų ir 

kraujagyslių sistemos ligos vis dar yra dažniausia mirties priežastis Lietuvoje. 

Šios ypatingai svarbios sistemos sutrikimai apima tiek įgimtas, tiek dėl žalingo 

gyvenimo būdo įgytas ar paveldėtas ligas. Daugeliu atvejų nėra imamasi jokių 

prevencijos priemonių, todėl galiausiai vienintelis būdas pašalinti sveikatos 

sutrikdymus sukėlusias priežastis lieka operacija. Atskiri atvejai yra įgimtos 

širdies ir kraujotakos sistemos ligos, dažniausiai pasireiškiančios pirmuose 

gyvenimo metuose. Tai ypatingai sudėtingi atvejai, kadangi dėl patologijos 

širdies struktūra yra pakitusi ir atskirų jos dalių tiksli lokalizacija gali būti 

nežinoma. Tokios situacijos labai apsunkina chirurgų darbą ir sumažina 

sėkmingos operacijos tikimybę, taip pat padidėja pooperacinių komplikacijų 

galimybė. Pagrindinė širdies funkcija yra tinkamas žmogaus organizmo 

aprūpinimas krauju, kas didžiąja dalimi priklauso nuo tvarkingo ir ritmingo 

širdies darbo. Širdies plakimo ritmą užduoda ir elektrinio impulso sklidimą 

kontroliuoja širdies laidžioji sistema (ŠLS) sudaryta iš sinusinio (SA) bei 
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atrioventrikulinio (AV) mazgų, Hiso pluošto (HP) bei Purkinje skaidulų tinklo. 

Atliekant širdies operacijas yra ypatingai svarbu identifikuoti ŠLS lokalizaciją 

ir nepažeisti šios gyvybiškai svarbios sistemos, tačiau dėl raumeninės kilmės ji 

yra sunkiai vizualiai atskiriama nuo darbinio širdies raumens miokardo (MK). 

ŠLS yra išsidėsčiusi visose širdies srityse ir kol kas, dėl sudėtingo šios 

sistemos aptikimo, vis dar nėra vieningos nuomonės apie tam tikrų laidžiosios 

sistemos takų egzistavimą. ŠLS ir atskirų jos dalių matmenys literatūroje pateikiami 

labai skirtingi, o daugelio įgimtų širdies ydų atvejais, žmogaus širdies laidžiosios 

sistemos išsidėstymas išvis nėra žinomas, todėl operacijos metu atsiranda 

galimybė pažeisti ŠLS, ko pasėkoje sutrikdomas tvarkingas širdies darbas. 

Dalies komplikacijų galima būtų išvengti, jei operacijos metu ŠLS būtų 

matoma. Šiam tikslui reikalinga vaizdinimo metodika, kurioje realiu laiku būtų 

analizuojami skirtingi širdies audiniai ir išryškinama tik laidžioji sistema. 

Daugeliu atvejų biopsiniai tyrimai yra auksinis standartas, tačiau akivaizdu, jog 

šiuo atveju jie nėra tinkami, kadangi mikroskopinis audinio ištyrimas yra ilgai 

trunkantis ir informaciją neša tik apie vieną tašką. Taigi, vaizdinimo metodika 

turėtų būti neinvazinė, paprastai ir greitai atliekama, tačiau vis dėlto labai 

informatyvi, kadangi skirtumai ieškomi tarp labai panašių – raumeninės kilmės 

audinių. 

Sparčiai tobulėjant naujoms technologijoms bei gydymo ir diagnostikos 

metodams svarbią vietą tarp jų užima optinės diagnostikos technologijos, 

dažnai pristatomos kaip optinė biopsija. Šie metodai pasižymi išskirtinėmis 

savybėmis, darančiomis juos patraukliais taikyti įvairių susirgimų 

diagnostikoje. Svarbiausia, tai yra neinvaziniai, o taip pat palyginti nesudėtingi 

ir greitai atliekami metodai, tačiau, nepaisant paprastumo, jie yra itin jautrūs. 

Plačiausiai biologinių objektų optinėms savybėms bei jų pakitimams tyrinėti 

naudojamas metodas yra fluorescencinė spektroskopija. Biologiniam audiniui 

būdinga savitoji (auto) fluorescencija, kurią sąlygoja jame esantys natūralūs 

fluoroforai. Daugumos endogeninių fluoroforų fluorescencija yra susijusi su 

audinių struktūra ir biologiniame objekte vykstančiais metaboliniais vyksmais, 

todėl savitoji audinių fluorescencija gali rodyti tiek ligos pažeistą audinį, tiek 
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išryškinti audinio morfologinius ar metabolinius specifiškumus, kurie sunkiai 

nustatomi kitais būdais. Fluorescenciniai metodai šiuo metu yra sparčiai 

besivystanti neinvazinės diagnostikos kryptis. Naudojant fluorescencinės 

spektroskopijos metodus nustatomas audinių gyvybingumas, vaizdinama 

skiriamoji riba tarp sveiko ir navikinio audinio odos paviršiuje. Sukurti įvairūs 

diagnostikos metodai, pagrįsti savitąja audinių fluorescencija, ištirtos 

daugumos endogeninių ir egzogeninių fluoroforų spektrinės charakteristikos, 

nustatytos sąsajos tarp fluorescencijos spektrų, jų intensyvumo bei biologinio 

objekto tarpląstelinės medžiagos sandaros, medžiagų apykaitos ląstelėje, 

morfologinių ir citologinių sveikų ir navikinių ląstelių pokyčių, jų išsigimimo. 

Nepaisant plataus optinių metodų taikymo biologinių audinių tyrimams 

bei diagnostikai, fluorescencinės spektroskopijos metodais atliktų ŠLS tyrimų 

yra labai nedaug. Visi eksperimentai yra atlikti ex vivo audiniuose, neįskaitant 

kraujo įtakos. Esminiai atradimai, kurie padaryti tiriant eksperimentinių 

gyvūnų širdis, yra tai, kad laidžiosios sistemos mazgų (AV ir SA) 

fluorescencija yra intensyvesnė nei skilvelių ir šiek tiek silpnesnė nei 

prieširdžių, tačiau žymesnių skirtumų AV ir miokardo fluorescencijos 

spektruose nepastebėta. Pastaruoju metu buvo atlikti žmogaus širdies preparatų 

tyrimai ieškant optinių parametrų skirtumų tarp skirtingo tipo širdies audinių. 

Tyrimai buvo atlikti išpreparuotuose širdies audiniuose, pašalinus juos 

dengiantį endokardą ir neatsižvelgiant į jo fluorescencines savybes. Nustatyta, 

kad ŠLS ir MK pasižymi skirtinga sugertimi ultravioletinėje (UV) srityje, taip 

pat stebėti ir fluorescencijos intensyvumo skirtumai 400 – 550 nm srityje, 

tačiau jų tiesioginis pritaikymas nebūtų labai tikslus, kadangi fluorescencijos 

intensyvumas priklauso nuo žadinimo-surinkimo sąlygų ir užregistruoti 

fluorescencijos intensyvumų skirtumai gali būti sąlygoti ne skirtingo tipo 

audinių, o nevienodo šviesolaidžio prispaudimo prie audinio. Praktikoje turėtų 

būti naudojama metodika, kuri būtų nejautri šiems faktoriams. Taipogi 

atliekant spektroskopinius tyrimus nėra fluorescencijos duomenų tikslaus 

susiejimo su audinio morfologija bei struktūra, todėl fluorescencinių metodų 

taikymo ŠLS šakų vaizdinime galimybės vis dar išlieka neaiškios.
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II. TYRIMO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 

 

Tyrimo tikslas: 

 

Sukurti žmogaus širdies laidžiosios sistemos identifikavimo metodiką 

paremtą audinių optinių parametrų tyrimu. 

 

Uždaviniai: 

 

1. Ištirti nepreparuotų širdies audinių, kuriuose EK nėra atskirtas, optinius 

parametrus fluorescencijos bei fluorescencijos žadinimo metodais. 

 

2. Ištirti kraujo įtaką registruojamiems širdies audinių fluorescencijos 

spektrams. 

 

3. Remiantis nustatytais spektriniais skirtumais sukurti ŠLS vaizdinimo 

metodiką. 

 

4. Ištirti širdies audinius fluorescencine laikinės skyros spektroskopija. 

 

5. Ištirti funkciškai besiskiriančius širdies audinius konfokaliniu atspindžio 

mikroskopu.  

 

6. Atlikti ŠLS vaizdinimui sukurtos metodikos įvertinimą in vivo, 

operacijos metu. 
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III. GINAMIEJI TEIGINIAI 

 

1. Nepreparuotų širdies audinių – ŠLS, MK ir JA, kuriuose EK nėra 

atskirtas, fluorescencijos spektrai žadinant 330 nm spinduliuote skiriasi tiek 

savo forma, tiek intensyvumu. Spektre yra stebimos dvi smailės ties 390 nm ir 

430 nm, kurių intensyvumų santykis ŠLS, MK ir JA yra skirtingas. Žadinimui 

naudojant 380 nm spinduliuotę fluorescencijos spektrai skiriasi savo 

intensyvumu, tačiau esminių spektro formos pokyčių nėra. 

2. Intensyviausia kraujo sugertis yra stebima ties ~ 420 nm, todėl jo 

buvimas gyvuose audiniuose stipriai įtakoja fluorescencijos spektrus. Tyrimai 

kraujingų (šaldytų) širdies audinių leido įvertinti kraujo įtaką ir atsižvelgiant į 

ją parinkti optimalias fluorescencijos žadinimo ir registravimo sąlygas – 

žadinimui tikslinga naudoti 330 – 380 nm spinduliuotę, o fluorescenciją 

registruoti ties 460 nm. 

3. Kiekviename tyrimo taške fluorescenciją žadinant 330 nm ir 380 nm 

spinduliuote yra registruojami du fluorescencijos spektrai, kurių intensyvumai 

ŠLS, JA ir MK audinių yra skirtingi. Fluorescencijos intensyvumų santykis 

I(330)/I(380) ties 460 nm yra charakteringas kiekvienam audinio tipui, todėl 

tokia metodika, paremta audinių fluorescenciniu tyrimu galima taikyti 

taškiniam ŠLS identifikavimui bei nedidelių plotų vaizdinimui. 

4. Taikant fluorescencinę laikinės skyros spektroskopijos metodiką 

nustatyta, jog mažiausiai trys fluoroforai yra atsakingi už ŠLS, MK ir JA 

fluorescenciją. Raumeninių audinių (ŠLS ir MK) fluorescencijos gyvavimo 

trukmės bei fluoroforų santykiniai indėliai į fluorescencijos spektrus 

reikšmingai nesiskiria, tuo tarpu JA ir ŠLS gyvavimo trukmės skiriasi 

reikšmingai, taip pat skiriasi ir santykiniai fluoroforų įnašai į registruojamus 

fluorescencijos spektrus. Remiantis šiais skirtumais buvo identifikuoti visi trys 

fluoroforai, atsakingi už fluorescenciją 430 – 550 nm srityje. 

5. Konfokaliniu atspindžio mikroskopu, naudojant 800 nm bangos ilgio 

spinduliuotę audinių apšvietimui, gali būti vaizdinami JA sudarantys kolageno 
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ir elastino pluoštai, MK sudarantys miocitai bei Hiso pluošto šakose esančios 

Purkinje ląstelės ir jų skaidulos. 

6. Operacijos metu in vivo registruojami širdies audinių spektriniai 

dėsningumai atitinka stebėtus ex vivo audiniuose, todėl sukurta metodika yra 

tinkama ŠLS atskyrimo tyrimams gyvuose audiniuose, tačiau, norint šį metodą 

pritaikyti kasdieniniam naudojimui operacijos metu, reikalinga ypatingai greita 

bei jautri aparatūra. 
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IV. AKTUALUMAS 

 

Širdies ir kraujagyslių ligos vis dar yra pagrindinė mirties priežastis 

Lietuvoje ir visose išsivysčiusio pasaulio šalyse [1,2]. Iš dalies tokia situacija 

susiklosto dėl pasyvaus gyvenimo būdo bei netinkamos mitybos. Vystantis 

sutrikimams daugeliu atvejų nėra imamasi jokių prevencijos priemonių, todėl 

galiausiai vienintelis būdas pašalinti sveikatos sutrikdymus sukėlusias 

priežastis lieka chirurginė intervencija. Invazinės procedūros visada yra 

susijusios su tam tikra pooperacinių komplikacijų rizika. Skirtingiems 

organams ši rizika yra skirtinga, tačiau širdyje, kurioje yra net keletas 

funkciškai besiskiriančių audinių, pažeidimų rizika yra gana didelė. Tai ypač 

susiję su laidžiąja sistema, kuri yra atsakinga už širdies plakimo ritmo 

diktavimą bei atskirų širdies dalių tvarkingą susitraukimą. Laidumo takų 

pažeidimas gali sąlygoti tam tikrus ritmo sutrikimus ar visišką impulso 

perdavimo blokadą [3-6]. ŠLS yra raumeninės kilmės audinys, todėl vizualiai 

yra sunkiai atskiriama nuo aplinkinio raumens ir operuojant lengvai gali būti 

pažeidžiama. Tokios situacijos galima išvengti jei būtų žinomas tikslus 

laidžiosios sistemos išsidėstymas, arba ŠLS būtų galima identifikuoti 

chirurginių procedūrų metu. Deja, bet kol kas atskirų ŠLS dalių išsidėstymas 

vis dar yra tikslinamas, o įvairiausių patologijų atvejais apskritai nėra aiškus 

[7,8]. Įvairių širdies patologijų turi net 5 – 8 % naujagimių, o prenatalinių 

mirčių skaičius dėl širdies vystymosi sutrikimų gali būti dar didesnis [9-10].  

Vyraujantis mirtingumas nuo širdies ir kraujagyslių ligų rodo ne tik 

sveikatai žalingą gyvenimo būdą, bet ir tai, jog žinios apie širdies anatomiją bei 

jos veiklą vis dar yra nepakankamos. Besivystančioje embriono širdyje yra 

randamas platesnis laidumo audinių pasiskirstymas negu subrendusioje širdyje 

[11], tačiau visa vystymosi eiga nėra tiksliai nustatyta, todėl neaišku, kaip 

vienoki ar kitokie širdies vystymosi ar įgimti defektai įtakoja, ar ateityje įtakos 

širdies veiklą [12]. Nemažos dalies susirgimų, kurie aptinkami jau 

suaugusiems asmenims, priežastys yra įgimtos patologijos, kurios pasireiškė 
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tik po daugelio metų [13-15]. Tuomet jau yra labai sunku atsekti, dėl kokių 

priežasčių atsirado sutrikimas [16], o kai kuriais atvejais širdies ritmo 

sutrikimų priežastys negali būti paaiškinamos. Taip pat nėra pilnai ištirta ir 

kitų, tiesiogiai nesusijusių su impulsų generacija ar perdavimu, susirgimų įtaka 

laidžiajai sistemai. Dabartiniais neinvaziniais vaizdinimo metodais ŠLS nėra 

matoma, todėl patologijos, kol jos nesukelia rimtų sveikatos sutrikdymų nėra 

užfiksuojamos. Įvairiausių negalavimų atsiradimas jau yra susijęs su tam 

tikrais fiziologiniais ir biocheminiais organizmo pakitimais vykstančiais 

senstant organizmui, o išsamus supratimas apie ŠLS vystymąsi leistų susieti 

stebimus simptomus su laidžiosios sistemos patologijomis ir imtis prevencinių 

priemonių, kad užkirsti kelią galimoms fatališkoms pasekmėms.  

Esama situacija rodo, jog ŠLS yra itin sudėtingas tiriamasis objektas – 

laidžiosios sistemos audinio kilmė yra raumeninė, tačiau jis pasižymi 

nerviniam audiniui būdingomis greito signalo perdavimo funkcijomis, o atskiri 

ŠLS pluoštai yra apsupti JA tinklu, izoliuojančiu juos nuo MK. Dėl šių 

priežasčių ŠLS negali būti vienareikšmiškai identifikuojama iš kito tipo širdies 

audinių net ir ex vivo. Žymenų, vaizdinančių tik laidžiąją sistemą, nėra [17], o 

mikroskopinis identifikavimas yra labai sudėtingas [18]. Nors šiuolaikinių 

technologinių bei biocheminių įrankių pagalba buvo identifikuotos kai kurių 

ŠLS dalių lokalizacijos [19], tačiau tiksli visų ŠLS takų lokalizacija nėra 

žinoma net ir patologiškai sveikoje širdyje [17]. Taigi stingant žinių apie 

žmogaus ŠLS anatomiją ir neesant patikimų vaizdinimo metodikų yra 

neabejotinas poreikis laidžiosios sistemos identifikavimo metodams tiek 

gyvuose audiniuose, tiek tiriant širdies audinių preparatus. 
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V. NAUJUMAS 

 

Šiai dienai žmogaus širdies laidžiosios sistemos atskirų dalių 

lokalizacijos kol kas nėra tiksliai nustatytos [7,8]. Tai sąlygoja vis dar 

netobulos laidžiosios sistemos aptikimo metodikos. Dabar atliekami ŠLS 

tyrimai naujausiomis technologijomis pasitelkiant genų inžineriją suteikia labai 

svarbių žinių apie ŠLS įvairiose žmogaus vystymosi stadijose [11,19], taip pat 

leidžia numatyti galimas vystymosi sutrikimų pasekmes [12]. Deja, tokių 

technologijų taikymas nėra įmanomas gyvuose objektuose, o dėl jų 

sudėtingumo bei komplikuoto pačių audinių paruošimo panaudojimas ex vivo 

taipogi yra labai ribotas. Kol kas nėra universalaus ir paprasto ŠLS 

identifikavimo metodo nei in vivo, nei ex vivo tyrimams.  

Visas vaizdinimo ar identifikavimo metodikas galima skirstyti į dvi 

grupes – tinkančias taikyti in vivo, ir tinkančias tik ex vivo tyrimams. Gyvų 

biologinių audinių charakterizavimui plačiai yra naudojami neinvaziniai 

optiniai tyrimo metodai [20-26]. Fluorescencinės spektroskopijos metodais 

tiriant eksperimentinių gyvūnų širdis nustatyta, kad SA bei AV mazgo 

fluorescencija skiriasi nuo juos supančių audinių fluorescencijos. Intensyvumų 

skirtumai stebimi ir tarp mazgų bei skilvelių endokardo fluorescencijos spektrų 

[27-30]. Žmogaus ŠLS mazgų fluorescencija yra silpnesnė nei prieširdžių, 

tačiau intensyvesnė nei skilvelių [31]. Vis dėlto fluorescencine spektroskopija 

atliktų žmogaus laidžiosios sistemos šakų bei Hiso pluošto tyrimų yra labai 

nedaug. Iki šiol širdies audiniai daugiausia buvo tirti pašalinus dengiantį 

endokardą [32], kurio didžiąją dalį sudaro kolageno ir elastino pluoštai. 

Endokardas dengia visą vidinį širdies paviršių, todėl jo optinės savybės turėtų 

stipriai įtakoti širdies audinių fluorescencijos spektrus. Atlikti tyrimai iš esmės 

akcentuoja tik intensyvumų skirtumus, tačiau intensyvumas didele dalimi 

priklauso ne tik nuo audinio vidinių parametrų, bet ir nuo fluorescencijos 

žadinimo-surinkimo sąlygų, todėl siekiant vienareikšmiškai atskirti ŠLS 

reikalinga metodika, kuri būtų nejautri tyrimo sąlygoms. 
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Egzistuoja dar vienas fluorescencinis audinių optinių parametrų tyrimo 

metodas, kuris suteikia informaciją apie konkrečius audinyje esančius 

fluoroforus. Tai yra fluorescencinė laikinės skyros spektroskopija, kuria galima 

nustatyti fluoroforų skaičių bei pagal charakteringas fluorescencijos gyvavimo 

trukmes juos identifikuoti. Šia metodika yra tyrinėjami įvairūs žmogaus 

audiniai, ieškoma skirtumų tarp navikinių ir sveikų audinių [33,34], tiriami 

širdies bei kraujagyslių audiniai [35]. Didžiausias dėmesys yra skiriamas 

aterosklerozės pažeistų kraujagyslių diagnostikai [36-39], tuo tarpu širdies 

laidumo audinys laikinės skyros spektroskopija kol kas nėra tirtas. Šiuo metu, 

dėl pakankamai sudėtingos aparatūros, tai yra ex vivo audiniams tirti taikomas 

metodas, tačiau pati procedūra yra neinvazinė ir panaši į nuostoviosios 

fluorescencijos registravimą, todėl galima tikėtis, jog technikai tobulėjant, 

tokia procedūra galės būti taikoma ir in vivo.  

Kol kas netyrinėtos ir itin perspektyvios in vivo tyrimams konfokalinės 

atspindžio mikroskopijos galimybės širdies audinių vaizdinimui. Ši metodika 

yra unikali tuo, kad įgalina tirti audinius ląstelių lygmenyje įvairiuose 

sluoksniuose nesuardant paties audinio. Konfokalinė atspindžio mikroskopija 

plačiai taikoma in vivo odos pigmentinių darinių diagnostikai, yra nustatyti 

kontrasto šaltiniai įvairiuose odos sluoksniuose [40-45]. Širdies sienelės 

struktūra bei sudėtis yra kitokia ir galimi kontrasto šaltiniai skirtingo tipo 

širdies audinių atspindžio vaizduose nėra žinomi, todėl nėra aišku, kokios 

struktūros širdies audiniuose galės būti vaizdinamos ir ar tai bus pakankama 

ŠLS identifikavimui. 

Apibendrinant ŠLS tyrimus galima teigti, kad nepaisant gausių širdies 

audinių tyrimų, laidžiosios sistemos vaizdinimas vis dar yra eksperimentiniame 

lygmenyje ir kol kas nėra tikslus. Didžioji dalis darbų yra atliekami arba tiriant 

eksperimentinius gyvūnus, arba audinių preparatus ex vivo, tuo tarpu gyvoje 

žmogaus širdyje atliktų laidumo audinių tyrimų spektroskopiniais metodais 

nepavyko rasti. 
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VI. LITERATŪROS APŽVALGA 

 

Sveikatos informacijos centro duomenimis trys pagrindinės mirties 

priežastys Lietuvoje yra kraujotakos sistemos ligos, piktybiniai navikai ir 

išorinės mirties priežastys [1]. 2011 m. tai sudarė 85,1 proc. visų mirties 

priežasčių. Nuo kraujotakos sistemos ligų mirė daugiau nei pusė t.y. 56,3 proc. 

Taigi, kraujodaros organų ir kraujagyslių sistemos ligos vis dar yra dažniausia 

mirties priežastis Lietuvoje. Analogiška situacija stebima ir visame pasaulyje 

[2]. Tai yra susiję su išsivysčiusiame pasaulyje gyvenančių žmonių gana 

pasyviu gyvenimo būdu bei netinkama mityba. Tam tikrais atvejais, dėl vis dar 

trūkstamų žinių apie širdies anatomiją ir veiklą, širdies veiklos sutrikimo 

priežastys taip ir lieka neaiškios. Dažniausiai sveikatos sutrikdymus sukėlusios 

priežastys yra šalinamos atliekant chirurginę intervenciją, kurios metu 

atsiranda galimybė pažeisti laidžiąją širdies sistemą, kuri vizualiai nėra 

matoma. Dėl to negrįžtamai sutrinka ritmingas širdies darbas ir pacientą gali 

ištikti mirtis [3-6,46]. Pagrindinė su tuo susijusi problema, jog kol kas nėra 

tiksliai aiškus visų ŠLS dalių išsidėstymas, o patikimų vaizdinimo metodų 

taipogi neegzistuoja. 

Šiai dienai audinių tyrimui ir vaizdinimui yra taikoma daugybė metodų, 

tame tarpe įvairios tomografijos, ultragarsinės sistemos, įgalinančios gauti 

trimačius vaizdus, tačiau labai specifinių, nedaug vienas nuo kito 

besiskiriančių audinių vaizdinimui yra naudojama mikroskopinė analizė arba 

įvairūs dažymai panaudojant tam tikrus žymenis. Be jokios abejonės, 

mikroskopinė audinių analizė vis dar išlieka auksiniu standartu atpažįstant 

audinių tipus ar nustatant diagnozę, tačiau tam tikrais atvejais, kuomet 

informacija apie tiriamą vietą yra reikalinga nedelsiant, toks metodas nėra 

tinkamas. Šis metodas taip pat turi savų trūkumų tiriant ir ex vivo audinius, 

kadangi mikroskopavimui skirtų preparatų paruošimo metu yra sudarkoma 

natūrali audinio struktūra, taip kartais prarandant dalį informacijos. Daugeliu 

atvejų, mikroskopiniam ištyrimui atiduotų organų tolimesnis anatominis 
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tyrimas taip pat būna sudėtingas, todėl vis didesnis dėmesys yra skiriamas 

alternatyviems bei neinvazyviems – optiniams tyrimo metodams, dažnai 

pristatomiems kaip optinė biopsija. 

 

6.1 Optinė biopsija 

 

Optinė biopsija – tai neinvazinis diagnostikos metodas, paremtas 

audinių optinių savybių tyrimu [47,26]. Plačiąja prasme optinė biopsija apima 

visus tyrimo metodus, kuriuose informacija apie tiriamą objektą yra gaunama 

naudojant optines sistemas. Žodžiu biopsija yra nurodoma, kad informacija turi 

būti gaunama nebe viso žmogaus ar atskirų organų lygiu, o audinių struktūros, 

sudėties ar net ląsteliniu ir dar smulkesniu baltyminės sudėties lygiu. Optinės 

biopsijos metode gali būti naudojama tiek fluorescencinė spektroskopija, tiek 

optinė koherentinė tomografija, tiek infraraudonasis ar fotosensibilizuotas 

vaizdinimas, mikroskopija in vivo ir kt.[20-26]. Dažniausiai optinės biopsijos 

procedūrai yra naudojamas fluorescencinės spektroskopijos metodas. 

Fluorescencija tai yra audinio atsakas jį apšvietus/sužadinus atitinkamos 

spalvos/bangos ilgio šviesa. Biologiniam audiniui būdinga savitoji (auto) 

fluorescencija, kurią sąlygoja jame esantys natūralūs fluoroforai. Daugumos 

endogeninių fluoroforų fluorescencija yra susijusi su audinių struktūra ir 

biologiniame objekte vykstančiais metaboliniais vyksmais, todėl savitoji 

audinių fluorescencija gali atspindėti tiek ligos pažeistą audinį, tiek išryškinti 

audinio morfologinius ar metabolinius specifiškumus, kurie sunkiai nustatomi 

kitais būdais. Kai audinyje esančių endogeninių fluoroforų fluorescencija nėra 

pakankamai informatyvi, galima panaudoti selektyviai tam tikruose audiniuose 

besikaupiančias medžiagas – sensibilizatorius ir stebėti indukuotą 

fluorescenciją. Pavyzdžiui, navikinių susirgimų atvejais sensibilizatorius 

susikaupia vėžiniame audinyje ir apšvietus tam tikro bangos ilgio spinduliuote, 

kurią sugeria sensibilizatorius, stebimas naviko švytėjimas. Pakankamai 

nesena, tačiau labai perspektyvi diagnostikos sritis yra fluorescencinis 

vaizdinimas panaudojant selektyviai susikaupiančius fluorescuojančius 
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žymenis. Tokiu atveju dėka selektyvios antikūno-antigeno sąveikos žymuo 

susikaupia tik tam tikroje vietoje ir stebint jo liuminescenciją identifikuojama 

dominančios vietos lokalizacija. 

Principinė optinės biopsijos schema yra pateikta 6.1.1 pav. [48]. 

Pagrindiniai optinės diagnostinės aparatūros elementai yra šviesos šaltinis, 

skirtas fluorescencijos žadinimui, detektorius, kuris užregistruoja optinį signalą 

bei žadinimo–surinkimo sistema, kuria žadinančioji spinduliuotė yra nuvedama 

iki audinio ir surenkama audinio fluorescencija. Kiekvienas iš šių elementų 

atlieka labai svarbų vaidmenį ir priklausomai nuo atliekamos užduoties gali 

arba turi būti keičiamas.  

 

FL

Fluorescencijos 

žadinimas

Fluorescencijos 

surinkimas

Šviesos šaltinis

DetektoriusŽadinimo – surinkimo 

sistema

FL

Fluorescencijos 

žadinimas

Fluorescencijos 

surinkimas

Šviesos šaltinis

DetektoriusŽadinimo – surinkimo 

sistema

FLFL

Fluorescencijos 

žadinimas

Fluorescencijos 

surinkimas

Šviesos šaltinis

DetektoriusŽadinimo – surinkimo 

sistema

 

 

6.1.1 pav. Optinės biopsijos schema [48] 

 

6.1.1 Fluorescencija 

 

Fluorescencija - tai viena iš atskirų liuminescencijos atvejų. Pagal 

dalelių sužadinimo pobūdį liuminescencija būna kelių rūšių: 

- fotoliuminescencija – medžiaga švyti sugėrusi ultravioletinę ar 

regimąją spinduliuotę;  
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- chemiliuminescencija – kai švytėjimą sukelia savitos cheminės 

reakcijos; 

- rentgenoliuminescencija – švytėjimas sugėrus rentgeno spinduliuotę; 

- elektroliuminescencija – švytėjimas sukeltas  stipraus elektrinio lauko. 

Pagal švytėjimo trukmę liuminescencija skirstoma į fluorescenciją bei 

fosforescenciją. Tiek fluorescencija, tiek ir fosforescencija pašalinus 

sužadinančiąją šviesą išnyksta ne akimirksniu, bet trunka ilgesnį arba 

trumpesnį laiką. Laikas, per kurį švytėjimas susilpnėja e kartų, vadinamas 

švytėjimo trukme. Fluorescencijos trukmė yra apie 10
-9

-10
-8

s, o fosforescencija 

trunka nuo 10
-6

 iki 1s. Abu šie reiškiniai aiškinami molekulės relaksacija iš 

sužadinto singuletinio ir tripletinio lygmenų (6.1.1.1 pav.) 

 

 

(S – sugertis, F – fluorescencija, VR – virpesinė relaksacija, VK – vidinė 

konversija, IK – interkombinacin ė konversija, Fs – fosforescencija) 

0 S 

1 S 

2 S 

S F 

IK 

VK 

VK VR 

Fs IK 

T 
1 

 

 

6.1.1.1 pav. Organinės molekulės energijos lygmenų Jablonskio 

diagrama. 

 

Molekulė, sugėrusi šviesos kvantą, tampa sužadinta – išorinės orbitalės 

elektronas peršoka į vieną iš laisvų molekulės elektroninių lygmenų. Tokia 

molekulės būsena yra nestabili, todėl per labai trumpą laiką ji grįžta į 

pagrindinę būseną, perteklinę energiją atiduodama aplinkinėms molekulėms, 

transformuodama ją į savo atomų virpesinę ir rotacinę energiją, arba 
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išspinduliuodama energiją šviesos kvanto pavidalu, t.y., liuminescuodama. 

Relaksacija iš aukštesnių sužadintų būsenų vyksta pakopomis – pradžioje 

sužadintos molekulės nespinduliniu keliu per ~10
-13

s relaksuoja į pirmo 

sužadinto elektroninio lygmens nulinį virpesinį polygmenį. Toks nespindulinis 

šuolis tarp elektroninių lygmenų vadinamas vidine konversija. Iš žemiausio 

sužadinto energinio lygmens S1 galimi trys relaksacijos vyksmai: vidinė 

konversija iš S1  S0 (energija atiduodama aplinkai), interkombinacinė 

konversija S1  T1 (pakinta būsena – iš singleto į tripletą) ir fluorescencija – 

molekulės grįžimas į pagrindinę būseną išspinduliuojant fotoną. Šių vyksmų 

tikimybės priklauso nuo molekulės simetrijos ir taip pat nuo S1 ir S0 lygmenų 

energijų skirtumo. Kuo  didesnis, tuo vidinės konversijos S1  S0 tikimybė 

mažesnė, o fluorescencijos tikimybė didesnė. Taigi fluorescencijos tikimybė 

(tuo pačiu ir kvantinis našumas) priklauso nuo konkuruojančių vyksmų, kurie 

mažina sužadintojo S1 lygmens užpildą. 

Bet kuri fluorescuojanti molekulė pasižymi tik jai būdingu spektru, 

kurio forma nepriklauso nuo žadinančios bangos ilgio. Kaip taisyklė, molekulė 

fluorescuoja iš žemiausio virpesinio  pirmosios sužadintos elektroninės S1 

būsenos lygmens. Iš aukštesniųjų elektroninių lygmenų paprastai vyksta tik 

nespinduliniai šuoliai [49]. 

Dėl šiluminių energijos nuostolių, atsirandančių vidinės konversijos 

metu, fluorescencijos spektras pasislenka į raudonąją pusę sugerties spektro 

atžvilgiu, tačiau fluorescencijos juosta dalinai persikloja su sugerties juosta. 

Tai sritis, kurioje molekulė išspinduliuoja didesnės energijos kvantą nei sugėrė. 

Pagal energijos tvermės dėsnį taip gali atsitikti tik tada, kai trūkstamą energijos 

dalį molekulė kompensuoja virpesinės energijos sąskaita.  

Kiekvienas daugiaatomių molekulių elektroninis energijos lygmuo turi 

daug virpesinių, rotacinių polygmenų. Spinduliniai šuoliai galimi iš S1 

sužadinto elektroninio lygmens žemiausio virpesinio polygmens į pagrindinio 

S0 lygmens skirtingus virpesinius polygmenis. Šių šuolių energija skiriasi, 

todėl fluorescencijos spektrų juostos yra išplitusios. 

Sugertos energijos kiekis pagal Lamberto – Bugero – Bero dėsnį lygus:  
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clII  100 . 

čia cl = D – bandinio optinis tankis. 

Iš viso sugerto šviesos kiekio, fotonų dalis, priklausanti nuo 

fluorescencijos kvantinio našumo , bus išspinduliuota įvairaus bangos ilgio 

bangų pavidalu įvairiomis kryptimis. Šviesos filtrais arba monochromatoriumi 

galima išskirti gerokai siauresnės spektrinės srities šviesą, kuri gali būti 

registruojama kaip fluorescencijos intensyvumas: 

 cl

fl IKI   1010 . 

Ifl proporcingas žadinančios spinduliuotės intensyvumui I0, kvantiniam 

našumui , sugerties koeficientui (1-T). Konstanta K priklauso nuo 

fluorescencijos surinkimo kampo, spektro pločio, atkertamo 

monochromatoriumi arba filtrais ir detektoriaus jautrumo.  

Bendru atveju fluorescencijos intensyvumas, kaip ir sugerties 

koeficientas, nėra proporcingas koncentracijai c, tačiau toks proporcingumas 

įmanomas bandiniuose, turinčiuose mažą optinį tankį (D  0,1). Esant tokioms 

sąlygoms galima naudoti artinį, kuris gaunamas Ifl išraišką išskleidus eilute ir 

paėmus pirmąjį jos narį: 

clKIDKII fl  3,23,2 00  . 

Tokiu būdu, esant mažam medžiagos optiniam tankiui, fluorescencijos 

intensyvumas proporcingas fluorescuojančios medžiagos koncentracijai [50]. 

Tuo ir yra grindžiama kiekybinė fluorescencinė analizė. Eksperimento metu 

matuojamas fluorescencijos intensyvumas I1 medžiagos, kurios koncentracija 

c1 yra žinoma, tada matuojamas tiriamojo bandinio fluorescencijos 

intensyvumas I. Bandinyje esančių fluorescuojančių dalelių koncentracija lygi: 

1

1
I

I
cc  . 

Dėka skirtingos fluoroforų koncentracijos audiniuose, stebimi skirtingo 

intensyvumo tų audinių fluorescencijos spektrai. 
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6.1.2 Audinių liuminescencija 

 

Audiniai liuminescuoja dėl juose esančių fluorescuojančių molekulių – 

fluoroforų. Vieni pagrindinių biologinio audinio komponentų, kurių 

fluorescenciją galima panaudoti diagnostikoje, yra baltymai. Lipidai, 

membranos, sacharidai iš esmės nefluorescuoja, o dezoksiribonukleininės 

rūgšties (DNR) fluorescencija yra per silpna, kad ją būtų galima panaudoti 

praktiškai. Baltymų fluorescenciją sąlygoja branduolį sudaro baltymuose 

esančios aromatinės amino rūgštys – fenilalaninas (Phe), tirozinas (Tyr) ir 

triptofanas (Trp). Svarbi baltymų struktūros ypatybė yra ta, kad trys 

fluorescuojančios amino rūgštys baltymuose yra santykinai retos. Trp, kuris 

yra pagrindinis fluoroforas, sudaro apie 1% amino rūgščių kiekio. Baltyme gali 

būti viena arba kelios Trp liekanos (radikalai). Trp emisijos spektras labai 

priklauso nuo aplinkos, todėl baltyme esant didesniam radikalų kiekiui, 

fluorescencijos spektras tampa sudėtingesnis, nes skiriasi kiekvienos liekanos 

aplinka.  

Iš visų amino rūgščių intensyviausiai fluorescuoja Trp, kuris turi 

didžiausią ekstinkcijos koeficientą. Dėl plačios Trp sugerties srities, energija, 

sugerta Tyr ir Phe, dažnai yra perduodama Trp liekanoms, esančioms tame 

pačiame baltyme. Phe sugeria trumpiausių bangos ilgių šviesą. Jo 

fluorescencijos juostos smailė yra ties 282 nm. Vandeninis Tyr tirpalas 

intensyviausiai fluorescuoja ties 303 nm. Šios amino rūgšties fluorescencija 

beveik nepriklauso nuo tirpiklio poliškumo. Trp vandeninis tirpalas turi 

fluorescencijos juostos smailę ties 350 nm, kuri yra labai jautri tirpiklio 

poliškumui ir aplinkos pokyčiams [51]. 

Baltymų fluorescencija įprastai yra sužadinama šviečiant 280 nm ar 

ilgesnių bangos ilgių spinduliuote, o fluorescencija stebima 300 – 430 nm 

srityje, tačiau šviečiant ultravioletine ar net matoma šviesa deguonimi 

prisotintus Trp vandeninius tirpalus jų fluorescencijos juosta slenka į ilgesniųjų 

bangų pusę. Poslinkis priklauso nuo švitinimo laiko. Šiuos pokyčius sąlygoja 

indolo žiedo destrukcija, kurios metu susidaro keletas naujų molekulių, tame 
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tarpe ir N-formilkinureninas (FKN), kinureninas (KN) ir 3-

hidroksikinureninas. FKN fluorescuoja ties 430 nm. KN, kuris gaunamas po 

tolimesnės Trp oksidacijos, fluorescuoja 450 nm srityje [51,52]. 

Dauguma endogeninių fluoroforų yra susiję su struktūrine audinių 

matrica, arba ląstelių metabolizmo procesais. Ląstelėse pagrindiniai fluoroforai 

yra lokalizuoti mitochondrijose ir lizosomose. Tai yra aromatinės amino 

rūgštys, lipopigmentai, NADPH bei įvairūs kofermentai. Fluoroforai, įtraukti į 

ląstelių metabolizmo procesus, turi redukuotų nikotinamido adenino 

dinukleotidų (NADH) ir flavinų, kurie taip pat randami mitochondrijose ir 

citoplazmoje. NADH fluorescencijos smailė matuojant audiniuose in vivo yra 

ties 500 nm, flavinų – ties 550 nm [53,54]. Tarpląsteliniame matrikse 

pagrindiniai fluoroforai yra kolagenas ir elastinas, kurių fluorescencija yra 

susijusi su skersiniais ryšiais (cross - linking) tarp amino rūgščių [54,55]. 

Kolagenas fluorescuoja 330 – 510 nm spektrinėje srityje (smailė ties 390 nm), 

o elastinas – 330 – 550 nm srityje (smailė ties 410 nm). Šių dviejų fluoroforų 

fluorescencijos kvantinis našumas, palyginus su kitais endogeniniais 

fluoroforais, yra aukščiausias, todėl ir įnašas į bendrą audinio fluorescencijos 

spektrą yra didžiausias [54]. Pagrindinių audinio fluoroforų fluorescencijos 

žadinimo bei fluorescencijos spektrai pateikti 6.1.2.1 paveiksle. 

 

 

Bangos ilgis, nm 

F
lu

o
re

sc
en

ci
jo

s 
in

te
n

sy
v

u
m

as
, 
s.

v
. 

A 

 



23 

 

 

 F
lu

o
re

sc
en

ci
jo

s 
in

te
n

sy
v

u
m

as
, 

s.
v

. 

Bangos ilgis, nm 

B 

 

6.1.2.1 pav. Pagrindinių audinio fluoroforų fluorescencijos žadinimo (A) bei 

fluorescencijos (B) spektrai [56] 

 

Kiti endogeniniai fluoroforai savo sudėtyje turi aukščiau minėtų 

aromatinių amino rūgščių (Trp, Tyr, Phe), kurių fluorescencija stebima 300 – 

430 nm spektrinėje srityje. Įvairūs porfirinai fluorescuoja 600 – 700 nm srityje. 

Galutiniai lipidų metabolizmo produktai – lipopigmentai (keroidai, 

lipofuscinai) – fluorescuoja 450 – 660 nm spektrinėje srityje (smailė apie 550 

nm) [54,55].  

Gausybė audinyje esančių fluorescuojančių medžiagų leidžia panaudoti 

fluorescencinę spektroskopiją diagnozuojant įvairius susirgimus, susijusius su 

atitinkamų fluoroforų fluorescencijos spektrų pokyčiais, tačiau būtent dėl 

persiklojančių žadinimo bei fluorescencijos spektrų šių duomenų analizė yra 

labai sudėtinga, todėl tiriant bandinį žadinimo šviesos bangos ilgis parenkamas 

atsižvelgiant į tai, kokių fluoroforų tiriamame audinyje daugiausia bei kurie 

fluoroforai atsakingi už spektro charakteringumą. 

Pagrindinės fluoroforų savybės, į kurias reiktų atsižvelgti analizuojant 

audinių fluorescencijos spektrus:  

a) kiekvienas fluoroforas turi specifinius sugerties bei fluorescencijos 

spektrus; 
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b) bet kuriame audinyje yra mišinys įvairių fluoroforų su skirtingomis 

koncentracijomis; 

c) fluoroforai yra netolygiai pasiskirstę audinyje, ypač skiriasi fluoroforų 

koncentracijos einant gilyn į audinį. Taigi, audinio fluorescencijos spektras, 

bus sudarytas iš skirtingo fluoroforų indėlio kiekviename sluoksnyje. 

Susirgimų diagnostika naudojant savitosios fluorescencijos metodą 

priklauso nuo vieno ar kelių veiksnių:  

    1) fluoroforų koncentracijos, arba pasiskirstymo tam tikrame tūryje pakitimo 

[25,53,57,58].  

    2) medžiagų apykaitos pakitimų (pvz.: NADH fluorescuoja tik redukuotas) 

[25,53,57,59]. 

    3) biocheminės/biofizikinės audinio mikroaplinkos pakitimų, kurie įtakoja 

fluoroforų skaičių, fluorescencijos spektro smailių pakitimus ir juostų pločius.  

4) audinio architektūros pakitimai, pavyzdžiui raumeninio sluoksnio 

plonėjimas [60].  

    5) fluorescencijos signalo silpnėjimas, susijęs su molekulių nespinduline 

relaksacija [51,55]. 

 

6.1.3 Fluorescencijos taikymas diagnostikoje 

 

Pagal diagnostikoje naudojamų audinio fluoroforų prigimtį 

fluorescencinės diagnostikos metodus galima suskirstyti į dvi pagrindines 

grupes: 

1. Savitoji fluorescencija – metodų visuma, pagrįsta audiniuose esančių 

endogeninių fluoroforų fluorescencijos registravimu. Registruojant 

endogeninių fluoroforų fluorescenciją galima charakterizuoti pakitusios 

sistemos (lyginant su atitinkama normalia sistema) fiziologinę būseną, 

detektuoti mikroskopinius piktybinius audinių pakitimus, nepakenkiant 

aplinkiniams audiniams.  

2. Sensibilizuota fluorescencija  metodai, kuriuose audinių 

fluorescencija sensibilizuojama (jautrinama) panaudojant selektyviai 
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besikaupiančius egzogeninius fluoroforus arba liuminescuojančius žymenis 

(pvz. nanodalelės) arba medžiagas, indukuojančias endogeninių fluoroforų 

sintezę (pvz. ALA inicijuota PpIX sintezė). Sensibilizuotos diagnostikos 

metodai dažnai taikomi kartu su terapija ir padeda sekti terapijos eigą, nustatyti 

naviko išplitimą, matmenis bei išryškinti (vizualizuoti) naviko kraštus [61,62].  

Pagal naudojamų šviesolaidinių sistemų geometriją fluorescencinės 

diagnostikos metodus galima suskirstyti į paviršinę diagnostiką bei giluminę 

diagnostiką. Šiuo metu pateikiami rezultatai dažniausiai remiasi paviršinės 

diagnostikos metodais, kuomet registruojama fluorescencija yra mišinys visų 

fluorescencijos signalų ateinančių iš įvairių audinio gylių. 

Informacija apie audinių optines savybes gaunama dviem metodais – 

matuojant audinių fluorescencijos bei fluorescencijos žadinimo spektrus. 

Fluorescencinio spinduliavimo spektroskopijoje eksperimento metu žadinimo 

bangos ilgis yra pastovus, o fluorescencijos intensyvumas registruojamas 

plačioje spektrinėje srityje. Fluorescencijos žadinimo spektroskopijoje 

intensyvumas registruojamas ties vienu pasirinktu bangos ilgiu, o žadinančios 

spinduliuotės bangos ilgis keičiamas pasirinktoje audiniui būdingoje sugerties 

spektro srityje. Idealiu atveju, jei nėra energijos pernašos tarp audinyje esančių 

fluoroforų, žadinimo spektras turėtų atitikti sugerties spektrą. Kadangi audinyje 

yra labai didelis kiekis sugeriančiųjų bei sklaidančiųjų elementų, todėl 

sugerties spektroskopijai reikalingi specialiai paruošti itin ploni bandiniai, o 

fluorescencijos žadinimo metodika yra neinvazinis tyrimo metodas kurį labai 

patogu taikyti nustatant audinių sugerties spektrus in vivo.  

Fluorescenciniai diagnostiniai metodai šiuo metu jau yra taikomi 

klinikoje, įvairių lokalizacijų navikams diagnozuoti ar išplitimo riboms 

nustatyti: 

a) Šlapimo pūslės tyrimams. Įvedama 5 – () aminolevulino rūgštis (ALA), 

kuri inicijuoja protoporfirino IX (PpIX) gamybą. Pašvietus spinduliuote, 

kurią sugeria sensibilizatorius, naviko fluorescencija matoma plika akimi 

[63]. 
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b) Ankstyvųjų vėžio stadijų aptikimui bronchuose bei plaučiuose. Taip pat 

naudojami sensibilizatoriai – hematoporfirino dariniai (HpD) arba 

fotofrinas. Šiuo metu mėginama naudoti ALA aerozolio pavidalo [64]. 

Gauti geri rezultatai ALA naudojant burnos gleivinės pažaidų aptikimui 

[65]. 

c) Virškinamojo trakto susirgimų detekcijai bei diferenciacijai. Jų gydymui 

naudojama FNT [66]. 

d) Galvos ir kaklo navikų aptikimui. Registruojama audinių savitoji 

fluorescencija. Taip pat stebėti ALA indukuoto PpIX fluorescencijos 

intensyvumo skirtumai sveikame ir navikiniame audinyje [67]. 

e) Ginekologijoje. Pagrindinė sritis yra gimdos kaklelio ankstyvųjų vėžinių 

susirgimų aptikimas [68,69]. 

f) Krūties vėžio diagnostikai. Krūties vėžys atsiranda gilesniuose audinių 

sluoksniuose, ir neinvaziniais metodais negalima gauti tikslios 

informacijos. Fluorescencijos metodas dažniausiai taikomas naviko 

aptikimui bei jo ribų nustatymui [69]. 

g) Smegenų navikų aptikimui. Labai dažna mirties nuo smegenų vėžio 

priežastis yra pakartotinis naviko atsiradimas operuotoje vietoje, todėl 

spektroskopiniais diagnostikos metodais stengiamasi kuo tiksliau nustatyti 

naviko ribas. Tam naudojama ALA indukuota PpIX fluorescencija [70,71].  

h) Odos susirgimų diagnostikai bei klasifikacijai. Šiuo metu odos susirgimai 

dažniausiai nustatomi labai paprastu būdu – vizualiai apžiūrint, ir, jeigu 

audinys atrodo įtartinas, imama biopsija arba iš karto atliekama operacija. 

Tik nedaugeliu atvejų taikomi fluorescenciniai metodai, nes odos 

fluoroforų autofluorescencija dar nėra tinkamai ištirta. Pastaruoju metu 

atliekama eilė eksperimentų, skirtų odos savitosios fluorescencijos tyrimui 

[72].  

i) Aterosklerotinių pažaidų aptikimui kraujagyslėse. Kadangi aterosklerozė 

yra lėtinė arterijų liga, tai jos aptikimas pradinėje, dar nepavojingoje 

stadijoje, padėtų išvengti didesnių kraujotakos sutrikimų bei sudėtingų 
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operacijų. Daugiausia žadantys yra fluorescencijos gyvavimo trukmių 

matavimų rezultatai [33,73]. 

Kaip taisyklė, jei diagnostikai yra naudojamas išorinis sensibilizatorius 

(fotosensibilizatorius), po fotosensibilizuotos diagnostikos yra taikoma FNT. 

Toks metodas puikiai tinka ir įprastinių operacijų metu – stebint navike 

susikaupusio sensibilizatoriaus fluorescenciją operacijos metu galima matyti 

naviko kraštus ir pagal tai koreguoti operacijos eigą, taip pat po operacijos yra 

švitinamas naviko guolis, taip sunaikinant ir galimai likusias pavienes naviko 

ląsteles [74]. 

Nors optinė biopsija yra labai patraukli, jautri ir palyginti nesudėtingai 

atliekama diagnostinė procedūra, jos taikymas yra komplikuotas dėl gausybės 

fluorescuojančių, sklaidančių ir sugeriančių molekulių audinyje. Pagrindinė 

užduotis prieš įvedant šį metodą į kliniką yra susijusi su spektrinės srities 

selektyviam tiriamojo objekto fluorescencijos žadinimui bei registravimui 

nustatymu. Ieškant tinkamų tyrimo sąlygų yra naudojama sistema, kuria galima 

registruoti fluorescencijos spektrus in vivo, keičiant žadinimo spinduliuotės 

bangos ilgius. Tokiu būdu yra sudaroma fluorescencijos žadinimo – emisijos 

matrica, kuri apibūdina įvairių fluoroforų indėlį tam tikrame spektriniame 

ruože [75]. Deja, bet selektyvių sričių nevisada pavyksta surasti, todėl yra 

pasitelkiami sudėtingi spektrinių duomenų analizės metodai, kuriamos įvairios 

metodikos ar galiausiai yra įvedami išoriniai žymekliai.  

 

6.2 Širdies anatomija  

 

Širdis yra fibro-raumeninis organas varinėjantis kraują po organizmą. 

Širdies sandara bei funkcijos yra nustatytos jau seniai. Pagrindinės širdies 

ertmės yra prieširdžiai ir skilveliai. Į dešinįjį prieširdį suteka kraujas iš kūno, o 

į kairįjį iš plaučių. Susitraukdami prieširdžiai pripildo skilvelius, tuo tarpu 

dešinysis skilvelis susitraukdamas išstumia kraują į plaučius, o kairysis – į 

kūną. Taip susidaro kraujotakos ratas. Tvarkingą ir ritmingą atskirų širdies 

dalių susitraukimą kontroliuoja širdies laidžioji sistema. Kryptingam ir 
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efektyviam kraujo cirkuliavimui palaikyti širdyje ir kraujagyslėse yra 

sudėtingos vožtuvų sistemos.  

Širdies audinį galima suskirstyti į tris pagrindinius tipus, nuo kurių 

priklauso širdies struktūra bei funkcijos. Tai didžiausią širdies audinio masę 

užimantis raumuo – miokardas; širdies “skeletą“ formuojantis jungiamasis 

audinys, kuris sudaro pagrindą MK ląstelių tvirtinimuisi ir augimui, o taipogi 

formuoja vožtuvų audinį [76,77]. Ir paskutinis tipas, užimantis palyginus 

nedidelę širdies audinio dalį, tačiau ypatingai svarbus širdies darbui yra 

laidumo audinys. 

 

6.2.1 Širdies laidžioji sistema. 

 

ŠLS yra specializuotas širdies audinys, generuojantis ir perduodantis 

bioelektrinį impulsą, sinchroniškai sužadinantį atskirų MK sričių susitraukimą 

[7,12,78]. Širdies laidžiosios sistemos išsidėstymas bei jos morfologinė kilmė 

visą laiką nuo pat jos atradimo buvo diskusijų objektas. Nebuvo nustatyti 

kriterijai, pagal kuriuos „laidumo“ ląsteles galima vienareikšmiškai atskirti nuo 

„susitraukiančiųjų“ ląstelių. Šiuolaikinių technologinių bei biocheminių įrankių 

pagalba buvo identifikuotos įvairių ŠLS dalių lokalizacijos, tačiau vizualiai, 

nenaudojant sudėtingų dažymo ir preparavimo metodikų, šios ląstelės vis dar 

yra neatskiriamos [17]. Šiuo metu jau yra neabejojama raumenine ŠLS kilme. 

Histologinių tyrimų metu ŠLS ląstelės yra atpažįstamos tik kaip turinčios 

mažiau miofibrilių ir daugiau glikogeno, tačiau kitokių specifinių struktūrinių 

ŠLS ląstelių komponentų, skiriančių jas nuo paprasto miokardo nėra [79]. 

Nepaisant raumeninės kilmės ši sistema yra unikali ir atlieka tik jai vienai 

visame žmogaus organizme būdingą funkciją – inicijuoja ir valdo širdies 

plakimo ritmą ir atskirų jos dalių susitraukimo eiliškumą, kas yra būtina 

palaikant efektyvią kraujo tėkmę. ŠLS ląstelės sudaro tinklą iš vientisų pluoštų, 

izoliuotų nuo MK jungiamuoju audiniu. ŠLS pagal morfologiją ir funkciją nėra 

vienalytė, atskiros dalys pasižymi tik joms būdingomis savybėmis ir 

funkcijomis. Pagrindinės ŠLS sudarančios dalys yra sinusinis mazgas, 
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atrioventrikulinis mazgas, Hiso pluoštas ir Purkinje skaidulos (6.2.1.1 pav.) 

[80,81]. 

 

Sinusinis 

mazgas

Atrioventrikulinis 

mazgas

Hiso 

pluoštas

Kairė  

šaka

Dešinė  

šaka
Purkinje 

skaidulos
Tarpinis 

pluoštas

 

 

6.2.1.1 pav. Širdies laidžiosios sistemos išsidėstymas širdyje [Adaptuota 

iš 79] 

 

Bioelektrinis impulsas, vadinamas ritmo vedliu, yra spontaniškai 

generuojamas SA mazge, kuris yra lokalizuotas dešiniajame prieširdyje. Nors 

širdies MK ląstelės gali susitraukti ir be išorinio stimulo, tačiau tvarkingą MK 

susitraukimą inicijuoja būtent SA ląstelės, kurių susižadinimo dažnis yra 

didžiausias. Vedantysis potencialas yra generuojamas lėtos, diastolinės 

depoliarizacijos, reguliuojamos keletu skirtingų joninių srovių, tame tarpe T- ir 

L- tipo kalcio srovių [82,83]. SA mazgo dominavimą lemia „sekinantis 

slopinimas” – MK ląstelės depoliarizuojamos iš SA sklindančiu impulsu 

anksčiau nei lėta MK ląstelės depoliarizacija pasieks slenkstinį lygį. SA mazgo 

funkcijos sutrikimai pirmiausia pasireiškia plakimo ritmo sulėtėjimu – 
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bradikardija. Taipogi pasireiškia visišku SA signalo prapuolimu, nereguliais 

širdies susitraukimais ar tachikardija [84].  

SA mazge sugeneruotas potencialas toliau plinta laidžiąja sistema iki 

AV mazgo, lokalizuoto ties tarpprieširdinės pertvaros pagrindu. AV mazge 

impulsas yra sulėtinamas ir tuo metu spėja susitraukti prieširdžiai, taip 

išstumdami kraują į skilvelius. Taigi viena iš pagrindinių AV mazgo funkcijų 

yra bioelektrinio impulso užlaikymas [85]. Tuo pačiu AV mazgas apsaugo 

skilvelius nuo dažno susitraukinėjimo esant prieširdžių aritmijai, o taip pat gali 

atlikti ritmo vedlio funkcijas sutrikus SA mazgo veiklai [85]. Toliau elektrinis 

sužadinimas keliauja į skilvelius. Sveikoje širdyje yra vienintelis kelias, kuriuo 

impulsas iš AV mazgo praeina per prieširdžių-skilvelių jungtį. Tai Hiso 

pluoštas. Impulso sklidimas šiuo pluoštu yra greičiausias ir siekia 5 m/s 

[86,87]. Šis pluoštas turi dešinę ir kairę šakas, kuriomis elektrinis sužadinimas 

yra perduodamas į skilvelius. Skilveliuose impulsas sklinda Purkinje skaidulų 

tinklu. Impulsui pasiekus Purkinje skaidulų pabaigą, per likusią skilvelių 

sienelę jis plinta miokardo ląstelėmis. Taigi pagrindinė laidžiosios sistemos 

skilveliuose funkcija yra greitai perduoti elektrinį sužadinimą skilvelių MK 

ląstelėmis [88]. MK taip pat yra randama išsibarsčiusių specializuotų ląstelių, 

kurios skiriasi savo elektrofiziologinėmis sąvybėmis bei molekuline sudėtimi 

lyginant su paprastais kardiomiocitais [89-91]. Kai kurių genų, būdingų 

raumeninėms ląstelėms, raiška šiose ląstelėse yra prislopinta, tuo tarpu genų, 

susijusių su nerviniu audiniu, raiška yra padidėjusi. Jose yra aptinkama 

koneksino Cx40, kuris yra HP ir Purkinje ląstelėms būdingas baltymas ir yra 

atsakingas už greitą bioelektrinio impulso perdavimą tarp ląstelių. Šios 

specializuotos ląstelės yra tarsi tarpinis variantas tarp laidumo ir raumeninių 

ląstelių [92-98].  

Anatominiai ir fiziologiniai bioelektrinio impulso laidumo faktoriai, 

kurie yra svarbūs impulso plitimui, yra skaidulų skersmuo ir geometrinis 

išsidėstymas, stimulo efektyvumas ir ląstelės sugebėjimas aktyvuotis. Kuo 

didesnis skaidulų skersmuo, tuo lengviau ir greičiau plinta impulsas, todėl 

Purkinje skaidulomis stimulas plinta greičiau nei paprastais kardiomiocitais. 
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Impulso sklidimo greitis plintant išilgai skaidulų yra didesnis negu skersine 

kryptimi. Yra manoma, kad ŠLS gebėjimą maždaug dešimt kartų greičiau 

perduoti elektrinį impulsą lemia ir anatominiai, ir fiziologiniai ypatumai: 

skaidulų dydis ir geometrinis išsidėstymas, aukštesnis nei paprasto miokardo 

transmembraninis potencialas bei didesnis kanalų skaičius [7,17]. 

 

Pagrindiniai morfologiniai kriterijai, pagal kuriuos yra atpažįstamas 

ŠLS audinys, nustatyti dar 1910 metais: 

1. tai turi būti histologiškai atskiras miocitų pluoštas; 

2. miocitų pluoštą galima atsekti serijiniuose histologiniuose pjūviuose; 

3. miocitų pluoštas turi būti atskirtas jungiamuoju audiniu nuo 

aplinkinio miokardo [17,99]. 

Pastaruoju metu yra nustatyta daug žymenų, leidžiančių nudažyti ŠLS 

ląsteles įvairiose jos vystymosi stadijose [11], tačiau nei vienas iš jų nedažo tik 

ŠLS – daugeliu atvejų yra dažomas ir visas nervinis audinys [100]. ŠLS 

tyrimus apsunkina dar ir tai, kad besivystančioje širdyje (embrionuose) ŠLS 

zonų yra aptinkama daugiau, nei išsivysčiusioje širdyje [11]. 

 

6.2.2 Miokardas 

 

Gausiausias širdies audinys yra MK, kurio pagrindinė funkcija yra širdies 

sutraukimas. Šio proceso metu kraujas yra išstumiamas į kūną ir atitinkamus 

organus. ŠLS dažniausiai yra išsidėsčiusi MK fone, todėl labai svarbu vizualiai 

atskirti šiuos du audinius. Širdies sienelė sudaryta iš įvairių sluoksnių: išorinio 

apsauginio sluoksnio – perikardo, po juo esančio epikardo, miokardo ir 

endokardo, kuris dengia vidines širdies ertmes (6.2.2.1 pav.).  
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6.2.2.1 pav. Širdies sienelės skersinio pjūvio schema dešinio skilvelio viduryje 

[Adaptuota iš 101] 

 

Gausiausias sienelės sluoksnis yra MK [76,77]. Širdies skersaruožio 

raumens ląstelės – miocitai – yra pailgos, zigzago pavidalo galais ir atskirtos 

viena nuo kitos struktūromis, kurios vadinamos įterptiniais (interkaliaciniais) 

diskais, ir turinčios vieną branduolį ląstelės centre (6.2.2.2 pav.). 

 

 

6.2.2.2 pav. Miokardo pluoštai išilginiame pjūvyje 
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Miocitai nesudaro vieningos ištisinės visumos, kaip buvo manoma 

anksčiau. Mikroskopinis skilvelių miokardo tyrimas rodo, kad miocitai sudaro 

atskirus sluoksnius su plačiais tarpais tarp jų. Kaip tokia struktūra įtakoja 

širdies elektrines savybes nėra aišku [102]. Morfologiškai širdies raumuo 

priklauso skersaruožiams raumenims, tačiau pagal kitus požymius jis užima 

tarpinę padėtį tarp skersaruožių ir lygiųjų. Baltymai sudaro apie 20 proc. visos 

raumenų masės. Viduląstelinius raumenų baltymus galima suskirstyti į 

vandenyje tirpius sarkoplazmos (raumeninių skaidulų citoplazmos) baltymus ir 

vandenyje netirpius fibrilinius miofibrilių (kontraktilinių baltymų kompleksas) 

baltymus. Sarkoplazmos baltymus sudaro glikolizės fermentai, azoto ir lipidų 

apykaitoje dalyvaujantys fermentai, baltymai, sujungiantys kalcį ir mioglobinas, 

nuo kurio priklauso raumenų spalva (funkcija-kaupti raumenyse deguonį). 

Pagrindiniai miofibrilių baltymai (80 proc.) yra miozinas ir aktinas. Be jų, 

miofibrilėse yra dar keli, vadinamieji minoriniai baltymai – tropomiozinas (7 

proc.), troponino kompleksas (5 proc.), a-aktininas ir kiti pagalbiniai baltymai. 

Miofibrilių baltymai tiesiogiai dalyvauja raumens susitraukimo metu.  

Raumenyse, be anksčiau minėtų baltymų, yra mažos molekulinės masės 

organinių junginių, savo struktūroje turinčių azoto. Tai yra nukleotidai, kreatinas, 

kreatininas, fosfokreatinas, karnitinas, laisvosios amino rūgštys, amino rūgščių 

dariniai ir kt. Iš nukleotidų daugiausia yra adenino nukleotidų – ATP, ADP ir 

AMP. Vienam neišdžiovintam raumens gramui tenka apie 2,60 nmol ATP, 0,81 

μmol ADP, 0,93 μmol AMP. Kitų nukleotidų: GTP, UTP ir CTP, yra dar mažiau. 

Pagrindinė neazotinė organinė medžiaga raumenyse yra glikogenas. Jo 

kiekis raumenyse svyruoja nuo 0,3 proc. iki 2 proc. (dažniausiai yra apie 1 

proc.). 

 

6.2.3 Jungiamasis audinys 

 

Jungiamasis audinys yra labai svarbus struktūrinis elementas. Šis 

audinys yra reikšmingas tiek viso organizmo, tiek atskiro organo, tiek jį 

sudarančių ląstelių mastu. JA yra atsakingas už organizmo mechaninį tvirtumą 
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bei judėjimą, organų formos palaikymą, audinių skysčių tekėjimą, ląstelių 

migraciją, žaizdų gijimą ir netgi dalyvauja metabolinių procesų kontrolėje 

[103,104]. JA ląstelės sudaro tik nedidelį kiekį viso jungiamojo audinio, todėl 

pagrindines savybes apsprendžia ne ląstelės, o tarpląstelinio matrikso pluoštų 

tipas, kiekis bei išsidėstymas. Tarpląstelinis matriksas pagrinde yra sudarytas iš 

tarpląstelinių pluoštų, proteoglikanų ir glikoproteinų. Šie komponentai yra 

sintetinami ir palaikomi tik tam tikram audinio tipui būdingų specifinių ląstelių 

[103]. 

Širdyje JA taip pat yra labai svarbus audinys. Neskaitant struktūrinės JA 

funkcijos suformuojant širdies „skeletą“, JA taip pat supa ŠLS šakas ir 

izoliuoja laidumo ląsteles nuo MK. Pačiame MK jungiamojo audinio yra 

nedaug, tačiau jis yra esminis užtikrinant širdies mechanines savybes [105]. 

Širdies išorė ir vidinis paviršius taip pat yra padengti tam tikro tipo JA, o 

širdies viduje yra kraujo tėkmę reguliuojantys vožtuvai, kurių pagrindinė 

sudedamoji dalis yra JA. Taipogi yra nustatyta, kad širdies ritmo sutrikimai, 

tokie kaip laidumo defektai ir tachiaritmijos, yra glaudžiai susiję su JA ligomis 

[106]. 

Širdis yra daug JA turintis organas, todėl šio audinio reikšmė tiek širdies 

funkcijai, tiek atliekant optinius tyrimus yra labai svarbi. Širdyje yra sutinkama 

daug JA sudarančio kolageno tipų [107]. Ekstraląsteliniame MK matrikse yra 

50-85 % kolageno I ir 10-45 % kolageno III [105,108]. Tuo tarpu širdies 

vožtuvo sudėtyje yra randama kolageno I (74%), kolageno III (24%) ir 

kolageno V (2%) [109]. Skirtingų lokalizacijų ar funkcijų JA sudėtis yra 

skirtinga, todėl tikėtina, kad gali skirtis ir jo optinės savybės. Šiuo metu nėra 

atlikta jokių tyrimų, susijusių su širdyje esančių skirtingų JA tipų 

fluorescencijos spektrais. 

Širdies raumenyje tarpląstelinis purusis JA yra išsidėstęs panašiai kaip ir 

griaučių raumenyse [110]. Plonas išorinis JA apvalkalas dengia visą MK. 

Purusis JA (premysium) gaubia miocitų pluoštus, o JA tarpsluoksninis 

(endomysium) jungia atskirus miocitus. Premysium ir endomysium JA sudėtyje 

dominuoja I ir III tipo kolagenai, premysium frakcijoje mažiau III tipo kolageno 
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nei endomysium. Jungiamasis audinys MK yra kelių skirtingų struktūrų. 

Susiformavusioje širdyje premysium struktūra yra kaip kolageno fibrilių 

raizginys, apgaubiantis miocitų pluoštus. Endomysium JA yra sudarytas iš 

kolageno atramų arba iš kolageno mikrogijų tinklelio – t.y. bazalinės laminos.  

Nors tarpląstelinis JA matriksas įvairiuose audiniuose bei organizmuose 

turi labai skirtingas savybes, matrikso formavime dalyvauja medžiagos vos iš 

keleto junginių grupių. Vienas funkciniu požiūriu svarbiausių, gausiausiai 

tarpląsteliniame matrikse randamų ir visuose organizmuose sutinkamų 

junginių yra glikoproteinas kolagenas, kurio įvairios rūšys sudaro pagrindinę 

netirpių fibrilinių baltymų klasę. Didelė dalis kolagenų, tarp jų I, II, VI tipo, 

formuoja fibriles, kurios susijungia į storesnius, optiniu mikroskopu matomus 

kolageno siūlus. Tarpląsteliniame matrikse kolagenas formuoja stabilų tinklą. 

Endomysium atskiras raumens ląsteles skiriantis sluoksnis yra sudarytas iš 

plonų kolageno fibrilių pseudo-atsitiktinio tinklo (6.2.3.1 pav):  

 

  

 

6.2.3.1 pav. Buliaus sternomandibularis raumens skersinio pjūvio, 

paveikto NaOH siekiant pašalinti raumeninės ląstelės turinį ir proteoglikanus 

iš tarpląstelinio jungiamojo audinio, mikronuotrauka, gauta skenuojančiu 

elektroniniu mikroskopu. [111] 
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Kolagenas iš kitų baltymų išsiskiria ypatingu atsparumu tempimui. Dėl 

specifinės trimatės struktūros kolagenas gali išsitemti tik apie 10% nuo pradinio 

savo ilgio [103]. Žmogaus organizme kolagenai sudaro 25% visų kūno baltymų. 

Šiuo metu yra žinoma 28 skirtingų pagal struktūrą ir atliekamas funkcijas 

kolageno tipų, tačiau atliekamos funkcijos dar nėra susietos su tam tikra, 

konkrečia chemine modifikacija [112]. Kiekvienas iš kolageno tipų būdingas 

tam tikroms kūno dalims, bet tame pačiame tarpląsteliniame matrikse galima 

rasti dviejų ir daugiau tipų kolagenus. Nepaisant gana žymių struktūros 

skirtumų visų tipų kolagenai turi bendrų ypatumų. Visų kolagenų molekulės 

yra trimerai [113], sudaryti iš savitos struktūros polipeptidinių grandinių, 

vadinamų -grandinėmis.  

Dar vienas labai svarbus JA komponentas yra elastinas, kuris sudaro 

labai elastingus pluoštus, o iš jų formuojasi trimatis tinklas. Tempiant elastino 

ilgis be jokių pažeidimų gali padidėti net iki 150% nuo pradinio savo ilgio 

[103]. Rentgenografinė analizė parodė, kad elastino pluoštai neturi reguliarios 

struktūros. Elastine dominuoja nedidelės, nepolinės amino rugščių liekanos – 

30 proc. glicino, taip pat alaninas ir valinas (30 proc.), bei gausu prolino. [113]. 

Kiti pagrindiniai JA tarpląstelinio matrikso komponentai yra tirpūs 

didelės molekulinės masės angliavandeniai, vadinami proteoglikanais 

(pagrindinis glikozaminoglikanas), kurie užpildo tarpfibrilines ertmes. Labai 

svarbi šių makromolekulių funkcija yra matrikso drėkinimas, kolageno tinklo 

stabilizavimas ir atsparumas kompresijai, todėl jie dominuoja kremzlėse ir 

sąnariuose. Proteoglikanai taip pat dalyvauja ir metaboliniuose procesuose 

[103]. 

 

6.3. Širdies audinių tyrimai. 

 

Širdies tyrimams yra naudojama gausybė metodų – nuo pačių 

paprasčiausių, tokių kaip elektrokardiograma iki labai sudėtingų, tokių kaip 

ultragarsas, branduolio magnetinio rezonanso ar kompiuterinė tomografija, 

mikroskopinė ir biocheminė analizė [8,114-116]. Visi tyrimo metodai, kurių 
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metu nereikalinga chirurginė intervencija, dažniausiai suteikia informaciją apie 

širdies struktūrą arba jos veiklą, tuo tarpu pačių audinių tyrimai, išryškinantys 

skirtingus audinių tipus ar funkcijas, kol kas atliekami arba operacijos metu 

zondą priartinus prie tiriamojo audinio, arba ex vivo išpjovus audinį. Metodų, 

įgalinančių in vivo tirti biologinius audinius ląstelių lygmenyje, kol kas nėra 

daug. Plačiausiai yra naudojama optinė koherentinė tomografija ir konfokalinė 

mikroskopija [117,118]. Abiem šiais metodais yra gaunami ląstelių vaizdai, 

remiantis skirtingomis audinių optinėmis savybėmis (lūžio rodiklis, atspindys). 

Širdies ir kraujagyslių audinių tyrimams kol kas yra taikoma tik optinė 

koherentinė tomografija, tuo tarpu konfokalinė mikroskopija iš esmės 

naudojama tik dermatologijoje. Egzistuoja ir daugiau metodų, suteikiančių 

informaciją apie audinius in vivo ląsteliniame ar molekuliniame lygmenyje, 

tačiau tai nėra tiesioginio atvaizdavimo metodai. Pvz. fluorescencine 

spektroskopija gaunami duomenys tiek apie audinių sudėtį, tiek apie jų 

struktūrą ar vykstančius procesus, tačiau šiuo atveju yra registruojami 

fluorescuojantys endogeniniai ar egzogeniniai fluoroforai ir iš jų spektrų ar 

spektrinių pokyčių yra kuriami vaizdai ar daromos atitinkamos išvados. 

Širdis yra ypatingai „nepatogus“ objektas tyrimams. Pirmiausia – tai yra 

gyvybiškai svarbus organas ir bet kokia intervencija gali turėti neigiamų 

pasekmių tinkamam jos darbui. Antra – širdis yra izoliuotas ir gerai apsaugotas 

organas, todėl pasiekti ją įvairiais zondais yra komplikuota. Trečia – širdis visą 

laiką juda, todėl tai apsunkina tikslius ir atsikartojančius tyrimus ir galiausiai – 

širdyje yra gausu kraujo, kuris stipriai iškraipo ar kitaip įtakoja širdies audinių 

optines savybes. Dėl šių priežasčių yra labai nedaug metodikų tinkančių širdies 

audinių tyrimams in vivo, todėl ir tyrimų yra atlikta labai negausiai. 

Pagrindiniai tyrimai yra atliekami arba ex vivo, arba su eksperimentiniais 

gyvūnais.  

Širdis bei jos bendrosios funkcijos yra nustatytos ir ištirtos jau gana 

seniai, tačiau sudėtinga širdies anatomija, o ypač laidžioji sistema ir jos 

išsidėstymas vis dar yra tikslinama [8]. Tikslus ŠLS mazgų bei takų 

išsidėstymo nežinojimas susijęs su sunkumais, kurie iškyla tyrinėjant laidžiąją 
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sistemą. Žmogaus ŠLS tyrimus apsunkina tai, kad makroskopiškai ji beveik nėra 

matoma. Net įprastai suformuotoje žmogaus širdyje ne visada pavyksta rasti visas 

ŠLS dalis. 1951 metais Widran ir Lev iš 41 širdies prepratų tik 26 sugebėjo rasti 

dešinę Hiso pluošto šaką, o kairės nerado nei viename preparate [18]. K. Reemtsma 

1958 m. preparuodamas 11 širdies preparatų tik 3 rado atrioventrikulinį mazgą ir 

pluoštą, o M.J. Davies 1971 m. po nesėkmingo bandymo paskelbė, kad anatomiškai 

išpreparuoti širdies laidžiąją sistemą neįmanoma ir, kaip ir daugelis kitų, perėjo 

išimtinai prie histologinio tyrimo [119]. Deja, pavieniai histologiniai pjūviai nėra 

pakankamai informatyvūs, todėl norint tinkamai ištirti vidutinio amžiaus 

žmogaus ŠLS būtina pagaminti nuo 6000 iki 9000 histologinių pjūvių, ir ištirti 

nuo 200 iki 300 dažytų preparatų. Ieškant papildomų anomalių laidumo takų 

reikia serijiniais pjūviais ištirti visą AV žiedą, ir darbo apimtis padidėja kelis 

kartus [18]. Vis dėlto, dabar egzistuojantys širdies laidžiosios sistemos 

aprašymai paremti histologinių pjūvių tyrimu ir rekonstruotomis 

topografinėmis schemomis, tačiau patikrinti šių schemų tikslumo neįmanoma, 

nes jas kuriant sunaikinamas anatominis preparatas. Tik pavieniai tyrėjai 

naudoja ŠLS makroskopinio tyrimo metodą [120,121], bet vieningos ir patogios 

procedūros kol kas nėra, todėl ŠLS atpažinimo ar vaizdinimo metodikos 

sukūrimas įgalintų tiksliau ištirti ŠLS lokalizaciją tiek sveikose širdyse, tiek 

įvairių patologijų atvejais, ko pasėkoje būtų įmanomas tikslesnis įvairių širdies 

veiklos sutrikimų įtakos vertinimas plakimo ritmui bei įvairių aritmijų 

atsiradimo priežasčių ir jų pasekmių nustatymas. Tokios metodikos 

pritaikymas ŠLS vaizdinimui in vivo taipogi padėtų išvengti širdies ritmo 

sutrikimų dėl operacinių pažeidimų. 

 

6.3.1 Širdies laidžiosios sistemos anatomijos tyrimai. 

 

Širdies laidžioji sistema yra specializuotų audinių grupė atsakinga už 

širdies raumens susitraukimo inicijavimą ir koordinavimą [7]. Yra skiriamos 

trys pagrindinės ŠLS dalys – sinusinis mazgas, atrioventrikulinis mazgas ir 

Hiso-Purkinje sistema. Tokia laidumo sistemos struktūra yra pripažįstama jau 
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daugiau nei 100 metų [7], tačiau atsirandant naujiems technologiniams ir 

biocheminiams tyrimo metodams bei taikant įvairias modeliavimo metodikas 

nustatomi vis nauji laidžiosios sistemos takai bei vystymosi ypatumai [122]. 

Kol kas yra naudojami šios sistemos vaizdai iš seniau atliktų darbų [123,124], 

kuriuose nurodoma, kad Hiso-Purkinje sistema yra labai šakota ir išplitusi per 

abu skilvelius, tačiau detalaus Hiso-Purkinje sistemos modelio nėra ligi šiol.  

Embrionų ŠLS tyrimuose buvo nustatyta, kad pradinėse organizmo 

vystymosi stadijose ŠLS apima didesnę širdies audinių dalį nei subrendusiuose 

organizmuose [11], todėl ŠLS tyrimai pasuko dviem pagrindinėmis kryptimis – 

išsivysčiusios ŠLS tyrimai subrendusiuose organizmuose ir ŠLS lokalizacijos 

ir vystymosi analizė įvairiose organizmo brendimo stadijose.  

Vadovėliuose vis dar yra įprasta SA mazgą vaizduoti kaip nedidelį 

mazgelį viršutinės tuščiosios venos ir dešiniojo prieširdžio sandūroje, tačiau 

elektrofiziologiniai tyrimai, atlikti su pacientais parodė, kad vedantysis 

impulsas gali atsirasti ne tik šioje vietoje, bet ir visoje zonoje tarp viršutinės ir 

apatinės tuščiosios venos [125]. Šis pastebėjimas taipogi buvo patvirtintas ir 

sveikų žmonių širdyse [126,127] bei triušiuose ir žiurkėse [128,129]. 

Remiantis histologinių pjūvių analize ir atitinkamų baltymų 

imunohistocheminiu dažymu buvo sudarytas trimatis triušio sinusinio mazgo 

modelis, kuris taip pat parodė, kad triušio sinusinis mazgas yra gana didelė 

erdvinė struktūra, besitęsianti nuo viršutinės iki apatinės tuščiosios venos. 

Taikant tokias pačias technologijas buvo sudarytas ir AV mazgo modelis 

[130]. 

Tyrimų su pelėmis metu yra nustatyta, kad vystantis embrionui, laidžioji 

sistema formuojasi tuose audiniuose, kuriuose yra ekspresuojamas Tbx3 

transkripcijos faktorius. Pastebėta, kad Tbx3 ekspresuojančios ląstelės yra 

randamos tam tikrose širdies vietose, kur įprastai laidžiosios sistemos nėra 

(pvz. netoli triburio ir dviburio vožtuvų) [131]. 

Sekantis tyrimas, kuriame buvo stebėti analogiški rezultatai, buvo atlikti 

su jūros kiaulytėmis [132]. Širdies audiniuose buvo nudažytas koneksinas 

Cx43 ir Na
+
/Ca

2+
 siurblys NCX1. Cx43 yra ekspresuojamas darbiniame MK, 
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bet jo nėra laidžiojoje sistemoje, tuo tarpu NCX1 yra ekspresuojamas abiejų 

tipų audinių. Tokiu būdu sritys, kuriose buvo matyti tiktai nudažytas NCX1, 

buvo atpažintos kaip laidžioji sistema. Šiame tyrime buvo nustatytos trys 

lokalizacijos, kuriose yra aptinkama ląstelių, panašių į laidžiosios sistemos 

(ekspresuojančių NCX1, bet neekspresuojančių Cx43). Pirmoji sritis yra 

tarpprieširdinėje pertvaroje ir vadinama „užaortiniu mazgu“ [132]. Šis mazgas 

siejasi su AV mazgu bei kitais į laidžiosios sistemos audinį panašiais žiedais 

aplink dviburį ir triburį vožtuvus. Šiuose žieduose yra aptinkamas jonų kanalas 

HCN4, būdingas širdies plakimo ritmą užduodančioms ląstelėms [128,132], 

taip pat yra stebimas autonominis ar indukuotas aktyvumas [7]. Žieduose 

aplink dviburį ir triburį vožtuvus bei užaortiniame mazge taipogi yra 

pagrindinė masė visų ląstelių, ekspresuojančių Tbx3 pelės embriono širdyje 

prieširdžių-skilvelių jungtyje [131].  

Sekanti širdies sritis, kurioje aptinkama į laidžiąją sistemą panašių 

ląstelių, yra lokalizuota skilveliuose ir iš dalies apjuosia aortą. Ši sritis 

vadinama aortos mazgu. Dar 1985 metais buvo aptikta ši sritis ir pavadinta 

„pluošto aklavietė“ [133]. Aortos mazgas, kaip ir dešinioji bei kairioji Hiso 

pluošto šakos, yra Hiso pluošto tąsa [132].  

Trečioji širdies sritis, kurioje randamos į ŠLS panašios ląstelės, yra prie 

plaučių arterijos šaknies ir yra vadinama arterijos mova. Analogiška sritis yra 

ir aplink aortą, ji iš dalies persidengia su aortos mazgu. Kokios yra funkcijos 

šių, į ŠLS ląsteles panašių sričių, kol kas nėra aišku. Anksčiau buvo klaidingai 

manyta, kad būtent per šias sritis elektrinis impulsas pereina prieširdžių-

skilvelių jungtį. Šiuo metu jau yra įrodyta, kad tam tikrų susirgimų atvejais 

žiedai aplink dviburį ir triburį vožtuvus vis tik suformuoja laidumo takus [134]. 

Taigi, nei viena iš aukščiau paminėtų į ŠLS audinį panašių sričių 

neatlieka jokios žinomos funkcijos, būtinos širdies ritmo signalo generavimui 

ar perdavimui, tačiau yra manoma, kad jos yra susiję su ritmo sutrikimais 

[131,135].  

Šie atliekami naujausi ŠLS tyrimai tik įrodo, kad laidžiosios sistemos 

išsidėstymas net ir anatomiškai sveikoje širdyje vis dar nėra tiksliai nustatytas, 
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todėl tam tikrų anomalijų atvejais jos lokalizacijos numatymas praktiškai yra 

neįmanomas. Skirtingi autoriai naudoja skirtingas ŠLS identifikavimo 

metodikas, kurios dažniausiai yra paremtos įvairių baltymų genetinėmis 

modifikacijomis eksperimentiniuose gyvūnuose. Remiantis šiais darbais jau 

yra sukaupta nemažai informacijos, kaip vystosi laidžioji sistema ir yra 

numatyta kaip įvairios patologijos ar pažeidimai galėtų įtakoti širdies plakimo 

ritmą, tačiau kol kas vis dar nėra jokio metodo, kuris padėtų aptikti ŠLS 

išsidėstymą širdyje „in vivo“. 

 

6.3.2 Širdies laidžiosios sistemos vaizdinimo tyrimai. 

 

Širdies ir kraujagyslių audiniai šiuo metu yra plačiai tyrinėjami taikant 

optinius, biocheminius ir kitus metodus, tačiau ŠLS tyrimai, o ypač ŠLS 

vaizdinimo, dėl ypatingai sudėtingo pačio tiriamojo objekto, yra atliekami 

labai negausiai.  

Vienas iš naujesnių širdies tyrimų, netiesiogiai nešančių informaciją 

apie širdies laidumo takus bei sužadinimo atsiradimą ir jo plitimą, yra širdies 

elektrinių savybių tyrimas aukštos skiriamosios gebos EKG. Prieš atliekant šį 

tyrimą yra gaunami paciento širdies magnetinio rezonanso vaizdai – širdies 

anatomijai nustatyti. Vėliau tam tikrose vietose pacientui yra pritvirtinama net 

65 elektrodai, ir analizuojant visų jų signalus nustatoma sužadintų sričių 

lokalizacija, jų plitimas ir sužadinimo trukmė [136]. Analogiški aukštos 

skiriamosios gebos EKG tyrimai yra atliekami ir panaudojant ultragarsinį 

širdies struktūrų vaizdinimą [137]. Paminėti neinvaziniai vaizdinimo metodai 

galėtų būti panaudoti aiškinantis aritmijos atsiradimo priežastis ar aptinkant 

aritmijos židinius, kuomet tikslus ŠLS lokalizacijos nustatymas nėra būtinas. 

Kitais atvejais, kai ŠLS identifikavimas ar atskyrimas nuo aplinkinių audinių 

yra gyvybiškai svarbus, dėl raumeninės šios sistemos kilmės, tyrimo metodas 

turi būti paremtas daug subtilesne, audinių vidinių parametrų analize. 

Visus ŠLS vaizdinimo ar detektavimo metodus galima suskirstyti pagal 

tai, kokiam tikslui jie gali būti panaudoti: 
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1. ŠLS aptikimui širdies audinių preparatuose arba širdyje „ex 

vivo“; 

2. ŠLS aptikimui gyvoje širdyje „in vivo“. 

Visi biocheminiai ŠLS identifikavimo metodai, pagrįsti tam tikrų 

baltymų genetinėmis modifikacijomis ar įvairių dažų ir žymenų prikabinimu 

prie laidžiajai sistemai būdingų specifinių baltymų, gali būti taikomi tik ex vivo 

arba eksperimentiniuose gyvūnuose. Tokie metodai daugiausia yra susiję su 

transmembraniniais jonų laidumo kanalais [138], kadangi laidžiojoje sistemoje, 

o ypač Hiso pluošte, impulso sklidimo greitis, kurį nulemia jonų judėjimas per 

kanalus, yra daug didesnis nei MK. Tyrimai taipogi parodė, kad įvairių 

laidžiosios sistemos patologijų atvejais, jonų kanalai ar jų kiekis irgi yra pakitę 

[7], o SA ir AV mazgai išsiskiria HCN4 jonų kanalų gausa ir taip gali būti 

vizualizuoti. [138,139]. 

Taikant šiuolaikines genų inžinerijos technologijas pelės AV mazgas ir 

Hiso – Purkinje sistema buvo vizualizuota stebint genetiškai modifikuoto 

baltymo koneksino Cx40 fluorescenciją [7,140], tačiau šio modifikuoto 

baltymo švytėjimas taip pat buvo registruotas ir koronarinėse arterijose bei 

prieširdžiuose [141,142]. Analogiška situacija yra ir taikant kitus biocheminius 

vaizdinimo metodus – pažymima arba tik tam tikra dalis laidžiosios sistemos, 

arba ne tik ŠLS, bet ir kitos širdies struktūros [143]. Taip yra todėl, kad ŠLS 

nėra vienalytė ir yra sudaryta iš skirtingas funkcijas atliekančių dalių.  

Visiškai naujas ŠLS vaizdinimo ex vivo metodas, kuriuo buvo pateiktas 

triušio ir žiurkės ŠLS išsidėstymas, yra mikro kompiuterinė tomografija [144]. 

Šiuo būdu yra atliekamas itin aukštos skyros trimatis rentgeno vaizdinimas. 

Siekiant ŠLS išskirti iš aplinkinių audinių yra naudojama papildoma jodo 

pagrindu susintetinta kontrastinė medžiaga I2KI, tačiau kontrasto prigimtis 

širdies audiniuose visgi nėra visiškai aiški. Manoma, kad jodas yra 

imobilizuojamas glikogeno struktūrose [145] ir todėl MK pasižymi stipresne 

rentgeno spindulių sugertimi, lyginant su JA, tačiau šiuo atveju sunku 

paaiškinti, kodėl laidžioji sistema, kurioje glikogeno randama dar gausiau nei 

MK, rentgeno vaizduose atrodo tamsiau nei MK, kas rodo mažesnę rentgeno 
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spindulių sugertį. Šis metodas yra patrauklus tuo, kad pats vaizdų gavimo 

būdas nėra invazinis, todėl tikėtina, jog ateityje mikro tomografijos metodas 

galėtų būti taikomas ir širdies audinių in vivo tyrimuose.  

Tą patį būtų galima pasakyti ir apie kitą tomografiją – branduolių 

magnetinį rezonansą. Nors kol kas šiuo metodu yra vaizdinamos tik bendros 

širdies struktūros [115,146], tačiau aptikus tam tikrus skirtumus bei nustačius 

tinkamus magnetinio rezonanso parametrus metodas būtų tinkamas ir skirtingo 

tipo širdies audinių trimačių vaizdų gavimui. 

Šiek tiek kitokia situacija yra su optiniais metodais, kurie paremti 

audinių savybių tyrimu be išorinių žymeklių. Tokie tyrimo bei diagnostikos 

metodai jau yra taikomi in vivo tyrimuose [33,54,61,66-73,74], tačiau 

pagrindinis šių metodų trūkumas – ribotas tiriamosios spinduliuotės 

prasiskverbimo gylis į audinius, kuris siekia nuo kelių mikrometrų iki kelių 

milimetrų.  

Širdies audinių tyrimų optiniais metodais yra atlikta labai nedaug. 

Didžioji dalis tyrėjų nenaudoja jokių išorinių fluorescuojančių žymenų, 

kadangi kol kas nėra jokio ŠLS specifinio žymens, kurį būtų galima naudoti in 

vivo. Vis dėlto netiesioginiam laidumo takų ar aritmijos židinių nustatymui 

buvo panaudoti įtampai jautrūs fluorescuojantys dažai. Skaitmenine kamera 

fiksuoti prieširdžių vaizdai, kur iš fluorescencijos signalo lokalizacijos 

nustatytos impulso atsiradimo ir sklidimo zonos [147]. Tyrimas atliktas su 

izoliuotomis avių širdimis. Nors iš principo tokia procedūra yra įmanoma 

atlikti ir žmogui, tačiau kol kas visi žinomi įtampai jautrūs dažai yra 

fototoksiški ir jų naudoti in vivo negalima.  

Nesensibilizuotu metodu laidžiosios sistemos AV mazgo lokalizacijos 

ieškota šuns širdyje. Fluorescencija žadinta 308 nm ir 364 nm bangos ilgio 

spinduliuote, tačiau žymesnių skirtumų AV ir miokardo fluorescencijos 

spektruose nepastebėta [27]. 

Oeff ir kt., naudodami 365 nm bangos ilgio žadinančią spinduliuotę, 

pastebėjo šunų ir avių širdžių atrioventrikulinio mazgo ir aplinkinių prieširdžių 

bei skilvelių audinių fluorescencijos skirtumus. Spektro srityje nuo 450 nm iki 
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475 nm atrioventrikulinio mazgo srities fluorescencijos juostos smailė buvo 

žymiai intensyvesnė negu aplinkinių audinių. Taip pat nustatytas mazgo srities 

fluorescencijos juostos poslinkis ir žymus susiaurėjimas gretimų širdies 

raumenų fluorescencijos spektro atžvilgiu [30]. 

Siekiant aptikti skirtumus tarp AV ir SA audinių taip pat buvo tirta ir 

žmogaus širdis. Fluorescencija žadinta XeCl eksimeriniu lazeriu 308 nm. 

Mazgų audinio ir aplinkinio endokardo spektrai, gana žymiai skyrėsi 

fluorescencijos intensyvumu 440 nm – 500 nm spektrinėje srityje. Prieširdžių 

endokardo fluorescencija buvo intensyvesnė. Mazgų audinys taip pat buvo 

atskirtas ir nuo skilvelių endokardo – jo fluorescencija buvo silpnesnė 430 nm 

– 550 nm spektrinėje srityje [31].  

Nilsson ir bendraautoriai [28] tyrė kiaulės širdies miokardo (su 

endo/epikardu), aortos bei laidumo takų fluorescenciją žadindami 337 nm 

bangos ilgio spinduliuote. Visuose spektruose išryškėja fluorescencijos juosta 

su smaile 390 nm – 410 nm srityje, kuri priskiriama kolagenui (smailė ties 390 

nm) ir elastinui (smailė ties 410 nm). Aortos savitosios fluorescencijos spektras 

sudarytas iš kolageno ir elastino persiklojusių spektrų, taip pat ties 420 nm 

stebėtas kraujo reabsorbcijos efektas. Miokardas su endo/epikardu šioje 

spektrinėje srityje fluorescavo intensyviau, nei miokardas be endo/epikardo. 

Miokardo savitosios fluorescencijos spektre taip pat matyti plati 

fluorescencijos juosta, kurios intensyvumo smailė yra ties 463  3 nm. 

Viename iš naujesnių darbų tirta jaunų avių miokardo bandinių, paimtų 

iš prieširdžių ir skilvelių fluorescencija, žadinant ją argono jonų lazerio 

spinduliuote, kurios bangos ilgis 457,9 nm. Fluorescencija registruota 500 nm 

– 700 nm spektrinėje srityje. Nustatyta, kad prieširdžių fluorescencija yra 

intensyvesnė nei skilvelių. Be to, prieširdžių ir skilvelių spektrai skyrėsi ir savo 

forma. Didesni fluorescencijos intensyvumų skirtumai aptikti trumpesniųjų 

bangų srityje [29].  

Visuose aukščiau paminėtuose darbuose aptikti širdies audinių 

spektriniai skirtumai daugiausia yra sąlygoti nevienodo fluorescencijos 

intensyvumo skirtingose širdies srityse. Deja, bet fluorescencijos intensyvumas 
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labai priklauso nuo žadinimo-surinkimo sąlygų, kurias operacijos metu būtų 

labai sudėtinga išlaikyti nepakitusias visuose tiriamuosiuose taškuose, todėl 

skirtingas registruojamas intensyvumas gali būti sąlygotas ne kito tipo audinio, 

o skirtingų žadinimo-surinkimo sąlygų. Šios optiniams metodams būdingos 

problemos galima išvengti registruojant ne fluorescencijos intensyvumą, o 

fluorescencijos gyvavimo trukmę. Fluorescencijos gyvavimo trukmė yra 

laikas, kurį energijos gavęs fluoroforas išbūna sužadintoje būsenoje iki 

energijos atidavimo šviesos pavidalu. Ši trukmė yra charakteringa kiekvienam 

fluoroforui ir priklauso nuo molekulinių aplinkos sąlygų, tačiau ji nepriklauso 

nuo žadinančiosios spinduliuotės intensyvumo, fluoroforų koncentracijos ir 

nėra įtakojama reabsorbcijos ar sklaidos [148,149]. Taigi nepriklausomai nuo 

žadinimo-surinkimo sąlygų skirtingų audinių tipų fluorescencijos gyvavimo 

trukmės būtų skirtingos ir šiuos adinius būtų galima atskirti. Fluorescencinė 

laikinės skyros spektroskopija jau yra taikoma širdies ir kraujotakos sistemos 

tyrimuose [35]. Ieškant audinių aterosklerotinių pakitimų, buvo tirta žmogaus 

aortos sienelių fluorescencija bei matuota fluorescencijos gyvavimo trukmė, 

žadinant azoto lazerio 337 nm bangos ilgio spinduliuote. Aterosklerozės 

pažeistų audinių fluorescencijos spektrai savo forma ir fluorescencijos 

gyvavimo trukme skyrėsi nuo sveikos aortos fluorescencijos spektrų [36]. Šie 

autoriai, remdamiesi fluorescencijos spektrais ir gyvavimo trukmėmis, sveikos 

aortos sienelių emisiją priskiria elastino, kolageno bei glikozaminglikanų 

fluorescencijai. Taip pat pažymima, kad senstant elastino kiekis žmogaus 

aortoje mažėja palyginus su kolageno kiekiu [36]. Kiti mokslininkai taip pat 

daugiausia tiria žmogaus aterosklerozės pažeistas arterijas – aortą ex vivo [37], 

vainikines arterijas ex vivo [37,38] bei miego arterijas ex vivo ir in vivo [39], 

tačiau ŠLS tyrimų fluorescencine laikinės skyros spektroskopija kol kas nėra 

atlikta.  

Atskira optinės biopsijos sritis yra vaizdinimas ypatingai aukštos skyros 

technikomis, įgalinančiomis tyrinėti gyvų biologinių objektų pavienes ląstelės. 

Beveik visi širdies audinių aukštos skyros vaizdinimo eksperimentai yra 

atliekami optine koherentine tomografija ir yra nukreipti koronarinių arterijų 
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tyrimams [150-152]. Vos keletas darbų buvo atlikti vaizdinant Purkinje 

skaidulų fragmentus [153,154]. Deja, kol kas šios metodikos pritaikymas 

tokiems tyrimams in vivo nėra įmanomas.  

Kur kas plačiau klinikinėje praktikoje naudojama konfokalinė 

atspindžio mikroskopija. Tai yra vienas iš nedaugelio metodų skirtų ląstelių 

trimačiam vaizdinimui. Dar visai neseniai specialiai paruošti mėginiai buvo 

apžiūrimi plataus lauko mikroskopu, kai XX a. viduryje buvo užpatentuota 

konfokalinės mikroskopijos idėja. Nepraėjus nei 50 metų, ši ypatingai 

informatyvi technologija buvo pritaikyta gyvų audinių tyrimams [41,155-158]. 

Konfokaliniu mikroskopu yra atliekamas audinių in vivo ištyrimas skirtinguose 

sluoksniuose (sluoksnio storis apie 1-5 µm) iki 0,35 mm gylio [40,159]. Iki šiol 

tai buvo įmanoma tik ex vivo audinį supjausčius itin plonais pjūviais. Šiuo 

metu ši virtuali optinė biopsija jau yra taikoma gerybinių ir piktybinių odos 

pažaidų atskyrimui, o taip pat naudojama fundamentaliuose odos tyrimuose bei 

klinikinėje dermatologijoje [40-45]. Dėl lanksčių sistemos galimybių 

pasiekiant sudėtingai prieinamas vietas bei plataus pritaikymo biologinių 

audinių tyrimams, tokia metodika puikiausiai turėtų tikti ir širdies audinių 

tyrimams ir ŠLS atskyrimui nuo aplinkinių audinių. 

Apibendrinant ŠLS tyrimus galima teigti, kad nepaisant gausių širdies 

audinių tyrimų, laidžiosios sistemos vaizdinimas vis dar yra eksperimentiniame 

lygmenyje ir kol kas nėra tikslus. Taikant biocheminius metodus ŠLS negali 

būti vienareikšmiškai identifikuojama iš kito tipo širdies audinių net ir ex vivo. 

Kol kas neegzistuoja biocheminis žymeklis, kuris žymėtų tiktai laidžiąją 

sistemą. Tomografiniai metodai iš esmės yra naudojami tik širdies funkcijoms 

ar struktūrai tirti. Kol kas netyrinėtos ir itin perspektyvios in vivo tyrimams 

konfokalinės mikroskopijos galimybės širdies audinių vaizdinimui. Taikant 

fluorescencinės spektroskopijos metodus nustatyta, kad sinusinio bei AV 

mazgo fluorescencija skiriasi nuo juos supančių audinių fluorescencijos, 

intensyvumų skirtumai stebimi ir tarp mazgų bei skilvelių endokardo 

fluorescencijos spektrų. Prieširdžių fluorescencijos spektrų forma ir 

intensyvumai panašūs kaip ir laidžiosios sistemos mazgų. Taip pat stebėti 
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optinės koherentinės tomografijos vaizdų ir fluorescencijos gyvavimo trukmių 

skirtumai skirtingose širdies zonose bei aterosklerozės pažeistose arterijose, 

tačiau nei viename mums žinomame straipsnyje nėra atlikti ŠLS vaizdinimo 

eksperimentai fluorescencinės spektroskopijos metodu, taipogi netirta HP ir jo 

šakų fluorescencija ar gyvavimo trukmė, todėl ŠLS atskyrimo bei vaizdinimo 

problema vis dar išlieka aktuali. 
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VII. MEDŽIAGOS IR METODAI 

 

Atlikus išsamią širdies audinių tyrimų analizę buvo suplanuoti 

laidžiosios sistemos tyrimai net keliomis metodikomis. Pirmiausia atliktas 

širdies audinių fluorescencinis vaizdinimas, vėliau atlikti nuostoviosios bei 

laikinės skyros fluorescencinės spektroskopijos tyrimai bei spektroskopinis 

vaizdinimas. Taipogi atlikti pirmieji širdies audinių vaizdinimo eksperimentai 

atspindžio konfokaline mikroskopija, ir, galiausiai, sukurta ŠLS atskyrimo 

metodika buvo išbandyta širdies audinių atskyrimui in vivo, operacijos metu. 

Žmogaus širdies laidžiosios sistemos, miokardo bei jungiamojo audinio 

mėginiai paimti Valstybiniame patologijos centre, autopsijų metu. Audinių 

mėginių paėmimo būdai atitiko standartines autopsijos atlikimo metodikas. 

Ištirti 24 mirusiųjų širdies audinių mėginiai. Tyrimui pasirinkti nuo 20 iki 60 

metų amžiaus mirusieji, be širdies patologijos ar sisteminių ligų, galinčių 

pažeisti širdies audinius. Tiriamieji pasirinkti neatsižvelgiant į lytį, duomenys 

apie tirtus mirusiuosius nebuvo renkami, tirtoms širdims suteikti numeriai: 1-

24. Audinių mėginiai paimti ne vėliau kaip per 48 valandas po mirties. Prieš 

išpjaunant mėginius širdis buvo praplaunama fiziologiniu tirpalu, siekiant 

pašalinti likusį kraują. Paimti mėginiai fiksuoti 10% buferiniame formalino 

tirpale ir laikyti 4ºC temperatūroje. Nefiksuoti bei neišplauti bandiniai tirti 

nedelsiant arba saugoti – 70 
o
C. Atlikus eksperimentus, priklausomai nuo 

keliamų tikslų, audinių mėginiai ištirti standartine histologine metodika 

siekiant identifikuoti/patvirtinti tirtų audinių tipą. 

Skirtumų reikšmingumas tarp širdies audinių fluorescencijos duomenų 

buvo vertinamas poromis tarp ŠLS ir MK, taip pat tarp ŠLS ir JA. Skirtumų 

reikšmingumas tarp MK ir JA nebuvo vertintas. Duomenų vertinimas viename 

bandinyje buvo atliekamas naudojant nepriklausomą t-Testą, tuo tarpų 

fluorescencijos duomenų skirtumų reikšmingumas tarp skirtingų bandinių 

vertintas naudojant porinio t-Testo metodiką.  
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7.1 Širdies audinių vaizdinimas 

 

Remiantis anksčiau atliktais tyrimais, kurių metu buvo tirtos širdies 

audinių preparatų optinės savybės bei identifikuotos potencialios selektyvaus 

ŠLS fluorescencijos sužadinimo sritys [160,161], atlikti širdies audinių 

fluorescencinio vaizdinimo eksperimentai. Šių eksperimentų metu vaizdai 

buvo fiksuojami dienos šviesoje bei apšvietus UV spinduliuote (365 nm). 

Fluorescencijos žadinimui buvo naudojama aukšto slėgio gyvsidabrio garų 

lempa ДРШ 250–3, o reikalinga 365 nm spinduliuotė išskirta filtru УФС8. 

Vaizdai registruoti skaitmenine Philips ToUcam kamera. Vėliau vaizdai buvo 

apdoroti, siekiant išryškinti fluorescuojančias sritis.  

ŠLS vaizdinimo eksperimentams pasirinktos tarpskilvelinės pertvaros, 

kadangi vienoje pusėje, beveik per visą pertvarą yra išsiraizgiusi kairioji HP 

šaka. Kitoje pusėje yra siauras pluoštas – dešinioji šaka, tačiau ją retai pavyksta 

aptikti, todėl vaizdinta daugiausiai buvo būtent kairioji HP šaka. Vaizdinimas 

atliktas pertvarose iš keturių širdžių, kurios buvo išpreparuotos Valstybiniame 

patologijos centre, ir fiksuojamos 10% neutraliame formalino tirpale. Tarp 

eksperimentų pertvaros buvo laikomos tamsoje 4ºC temperatūroje.  

 

7.2 Širdies audinių nuostovioji fluorescencinė spektroskopija 

 

Širdies audinių nuostoviosios spektroskopijos tyrimams mėginiai buvo 

paimti vadovaujantis ŠLS identifikavimo metodika [32] iš 13 širdžių. 

Dauguma laidžiosios sistemos bei ją supančių audinių preparatų, 3-4 cm 

dydžio, buvo parengti iš kairiosios HP šakos, kur ŠLS išeina į paviršių. JA 

preparatai buvo parengiami iš aortos sienelės, o MK iš skilvelių sienelės arba 

tarpskilvelinės pertvaros.  

Spektroskopinių tyrimų pirmajame etape buvo ieškoma ŠLS atskyrimui 

tinkamos fluorescencijos žadinimo ir detektavimo srities bei buvo vertinama 

kraujo įtaka registruojamiems fluorescencijos spektrams. Šiame etape buvo 

ištirta 18 fiksuotų širdies preparatų, parengtų iš 3 širdžių bei 12 nefiksuotų 
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preparatų parengtų iš 2 fiziologiniu tirpalu neplautų širdžių. Iš kiekvienos 

širdies buvo parengiami du ŠLS, du JA ir du MK preparatai. 

Antrame spektroskopinių tyrimų etape širdies audiniai buvo tiriami 

pagal nustatytas fluorescencijos žadinimo bei detektavimo sritis pritaikant 

sukurtą ŠLS identifikavimo metodiką. Šiems tyrimams buvo parengiami 

bandiniai, kuriuose galima aptikti visų trijų tipų širdies audinius (ŠLS, MK ir 

JA). Tyrimams parinktose širdyse nebuvo pastebimos patologijos bei aiškių 

fibrozės židinių, todėl tokie bandiniai buvo paimti iš viršutinės tarpskilvelinės 

pertvaros dalies, apimant ir dalį aortos sienelės (Pav. 7.2.1).  

ŠLS

MK
0,1 mm

EK

EK

MK

0,1 mm

0,1 mm

JA

JA

MK
ŠLS

 

7.2.1 pav. Širdies audinių tyrimo schema - preliminari audinių lokalizacija 

buvo nurodoma patyrusio patologo, atlikus spektroskopinius tyrimus tos vietos 

buvo ištirtos histologiškai 

 

Atitinkamų širdies audinių preliminari lokalizacija buvo nurodoma 

patyrusio patologo remiantis anatominiais atlasais. Preparatai buvo fiksuoti 

formalino tirpale ir tarpe eksperimentų laikyti tamsoje 4ºC temperatūroje. 

Tokiems tyrimams buvo parengti 8 bandiniai iš 8 širdžių. Eksperimentų metu 

širdies audiniai taip pat buvo fotografuojami dienos šviesoje bei panaudojant 

papildomą 365 nm spinduliuotės apšvietimą. 
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Širdies audinių nuostovioji fluorescencinė spektroskopija buvo 

atliekama modulinio tipo optinės biopsijos aparatūra [48] įmontavus specialų 

priedą, įgalinusį prijungti šviesolaidinį zondą. Pagrindinis visos aparatūros 

elementas yra spektrofluorimetras FLS 920 (Edinburgh Instruments), kurio 

schema pateikta 7.2.2 pav. 

 

 

 

7.2.2 pav. Fluorescencinės spektroskopijos eksperimento aparatūros 

schema. Žadinančiosios spinduliuotės parinkimui ir fluorescencijos 

detektavimui naudotas spektrofluorimetras FLS 920. Spinduliuotės nuvedimui 

iki audinio bei surinkimui naudotas bifurkacinis šviesolaidinis zondas, kurio 

antgalis pavaizduotas viršutiniame dešiniajame kampe. Tyrimo metu bandiniai 

buvo įtvirtinami ant transliacinio staliuko. 

 

Fluorescencijos žadinimui yra įmontuota 450 W ksenono lempa, o 

norimas bangos ilgis iš viso spinduliuojamo spektro yra išrenkamas dviejų 

gardelių monochromatoriumi. Tokio tipo monochromatoriaus pasirinkto 

bangos ilgio ir pašalinės šviesos santykis yra 1:10
-10

. Fluorescencijos 
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surinkimo atšakoje taip pat yra įmontuotas dviejų gardelių monochromatorius 

ir itin didelį jautrumą užtikrinantis termoelektriniu būdu šaldomas 

fotodaugintuvas (detektorius). Registruojamas fluorescencijos spektras 

automatiškai yra pakoreguojamas atsižvelgiant į lempos intensyvumo 

netolygumus bei detektoriaus nevienodą jautrumą skirtingos energijos 

spinduliuotei.  

Šviesolaidinis priedas, kuris montuojasi vietoje standartinio kiuvečių 

laikiklio, buvo specialiai suprojektuotas ir pagamintas Edinburg Instruments, 

kas užtikrino žadinančiosios spinduliuotės suvedimą į šviesolaidį bei surinktos 

fluorescencijos perdavimą į spektrofluorimetro registravimo atšaką su 

mažiausiais nuostoliais. 

Širdies audinių tyrimams buvo įsigytas specialus bifurkacinis 

šviesolaidinis zondas, tinkamas sterilizacijai aukšta temperatūra bei 

cheminėmis medžiagomis. Šis zondas sudarytas iš dviejų šviesolaidžių, kurie 

viename zondo gale sueina į bendrą pluoštą. Tyrimuose naudotas “saulutės” 

tipo zondas, kurio antgalyje vieno šviesolaidžio gijos sueina i centrą, o kitos 

išsidėstę aplink vienodu atstumu nuo centro. Bifurkacinio šviesolaidinio zondo 

antgalis pavaizduotas 7.2.2 pav. Centrine bifurkacinio šviesolaidžio gija, kurios 

skersmuo 600 µm, yra žadinama fluorescencija, o 12 aplinkui ratu išsidėsčiusių 

skaidulų (kiekvienos skersmuo 200 µm) yra skirtos audinio fluorescencijos 

surinkimui. Žadinančiosios spinduliuotės galia audinio paviršiuje neviršijo 

50µW.  

Širdies audinių tyrimams nuostoviąja spektroskopija buvo atliekami 

dviejų tipų eksperimentai. Pirmojo tipo eksperimentuose šviesolaidis buvo 

tiesiogiai priglaudžiamas prie širdies audinio tiriamojo taško. Antro tipo 

eksperimentuose širdies preparatai būdavo suspaudžiami tarp dviejų kvarcinių 

stikliukų ir įtvirtinami ant mikrometrinio staliuko, kurio judėjimo kryptį galima 

keisti dvejomis, viena kitai statmenomis, kryptimis (Pav. 7.2.2). Šviesolaidis 

buvo įtvirtintas į laikiklį ir jo antgalis priglaudžiamas prie stikliuko. Skirtingos 

preparato vietos buvo pasirenkamos sukiojant mikrometrinį staliuką. Tokia 

eksperimento schema užtikrino vienodas fluorescencijos žadinimo – surinkimo 
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sąlygas skirtinguose bandinio taškuose ir tai leido vertinti skirtingų vietų 

fluorescencijos intensyvumus.  

 

7.3 Širdies audinių spektroskopinis vaizdinimas 

 

Širdies audinių spektroskopiniam vaizdinimui naudoti 2-3 cm dydžio 

širdies tarpskilvelinės pertvaros preparatai paimti iš 2 širdžių analogiškai 7.2 

skyriuje aprašytai metodikai. Šiuose eksperimentuose buvo naudojami tik 

fiksuoti bandiniai. Preparatai taip pat buvo fotografuojami dienos šviesoje bei 

panaudojant papildomą 365 nm spinduliuotės apšvietimą, o vaizdinimo sritys 

pažymėtos preparatų nuotraukose. Atlikus tyrimus buvo atliekama šių vietų 

histologinė analizė. 

Širdies audinių spektroskopinio vaizdinimo esmė yra tai, kad 

kiekviename vaizdo taške (pikselyje) yra registruojamas fluorescencijos 

spektras ar fluorescencijos intensyvumo vertės. Tokių spektrinių vaizdų 

registravimo sistema buvo realizuota naudojant 7.2.2 paveiksle pateiktą 

aparatūrą. Bandiniai, suspausti tarp kvarcinių stikliukų, buvo įtvirtinami ant 

transliacinio staliuko ir šviesolaidis priglaudžiamas iš viršaus. Tiriamoji vieta 

buvo keičiama sukant mikrometrinio stalelio sraigtus, šviesolaidžiui esant 

priglaustam prie dengiamojo kvarcinio stiklelio. Kadangi eksperimento metu 

keičiant bandinio padėtį šviesolaidžio priglaudimas išliko toks pat, todėl 

laikoma, kad kiekviename matavimo taške buvo išlaikomos tos pačios 

fluorescencijos žadinimo-surinkimo sąlygos. Tokiu būdu užregistruoti 

intensyvumų skirtumai yra sąlygoti tik audinio vidinių parametrų ir gali būti 

vertinami kaip diagnostinė informacija. 

Širdies audinių spektroskopinis vaizdinimas buvo atliekamas dviem 

etapais. Pirmame etape atliktas itin tikslus pavienės ŠLS šakos ribų nustatymas 

(1 preparatas). Eksperimento metu per gydytojo patologo nurodytą laidžiosios 

sistemos šaką buvo atliktas linijinis skenavimas, spektrus matuojant kas 500 

µm. Antrame etape buvo atliktas širdies preparatų plokštuminis skenavimas, 

taip užregistruojant spektrinį preparato vaizdą. Šio skenavimo metu širdies 
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audinio plotas buvo nuskenuotas fluorescenciją registruojant kas 1 mm (2 

preparatai). Po spektrinių matavimų buvo atlikta preparato histologinė analizė 

keturiuose tolygiai per visą bandinį išsidėsčiusiuose pjūviuose. Vienas iš 

keturių pjūvių buvo padarytas išilgai linijinio skenavimo linijai.  

 

7.4 Širdies audinių fluorescencinė laikinės skyros spektroskopija 

 

Laikinės skyros fluorescencine spektroskopija taip pat tirti 3-4 cm 

dydžio širdies audinių preparatai, paimti iš vienos širdies analogiškai 7.2 

skyriuje aprašytai metodikai. Šiems eksperimentams buvo paruošti trys fiksuoti 

bandiniai, po vieną kiekvienam audinio tipui. Preparatai buvo fotografuojami 

dienos šviesoje bei panaudojant papildomą 365 nm spinduliuotės apšvietimą, o 

fluorescencijos gyvavimo trukmių registravimo vietos pažymėtos preparatų 

nuotraukose arba pačiuose preparatuose. Po fluorescencinių laikinės skyros 

tyrimų buvo atliekama šių vietų histologinė analizė. 

Eksperimentų metu širdies audinio preparatai buvo įtvirtinami į kietų 

bandinių laikiklį ir dedami į prietaiso vidų, į standartinio kiuvečių laikiklio 

poziciją. Preparatai buvo suspaudžiami tarp dviejų kvarcinių langelių, taip 

apsaugant juos nuo išdžiuvimo. Matavimai atlikti 7.2.2 paveiksle pavaizduota 

aparatūra, papildomai prijungus 405 nm bangos ilgio spinduliuotės impulsinį, 

66.9 ps trukmės, puslaidininkinį lazerį.  

Spektrofluorimetre FLS920 fluorescencijos gyvavimo trukmės yra 

registruojamos naudojant laike koreliuotų pavienių fotonų skaičiavimo 

metodiką (TCSPC – angl. time correlated single photon counting) 7.4.1 pav.  
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7.4.1 pav. Laike koreliuotų pavienių fotonų skaičiavimo schema: lazerio 

impulsas padalijamas į dvi dalis, kurių viena paleidžia laiko įtampos keitiklį, o 

kita sužadina bandinį. Keitiklis ima kaupti įtampą, o jį sustabdo bandinio 

molekulės išspinduliuotas fluorescencijos fotonas, kurį užregistruoja 

fotodaugintuvas. Trukmė tarp į fotodiodą atėjusio impulso ir fotodaugintuvu 

užregistruoto fotono atitinkanti įtampos vertė įrašoma daugiakanaliu 

analizatoriumi. Atlikus eksperimentą daug kartų, gaunamas laikinis 

fluorescencijos trukmės pasiskirstymas (fluorescencijos gesimo kinetika) [48]. 

 

Fluorescencijos gyvavimo trukmių matavimuose yra registruojamas 

fluorescencijos fotonų skaičiaus pasiskirstymas laike. Laiko momentas, 

kuriame yra surinkta daugiausiai fotonų, yra laikomas fluorescencijos pradžia, 

o trukmė, ties kuria fotonų skaičius sumažėja e kartų, vadinama fluorescencijos 

gyvavimo/gesimo trukme τ. Biologinių audinių savitosios fluorescencijos 
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kvantinis našumas yra labai nedidelis, todėl trukmės buvo matuojamos, kol 

didžiausias fotonų skaičius ties vienu laiko momentu pasiekdavo 1000. 

Užregistravus gesimo kreives yra atliekami matematiniai skaičiavimai, kurių 

tikslas yra nustatyti, kiek mažiausiai kintamųjų reikia norint tiksliai aprašyti 

eksperimentiškai gautus rezultatus. Yra žinoma, jog molekulėse energijos 

atidavimo intensyvumas iš sužadintos būsenos, taigi ir fluorescencijos gesimas 

vyksta pagal eksponentinį dėsnį. Jei gesimo kreivė gali būti aprašoma vienu 

kintamuoju, vadinasi fluorescuoja vieno tipo molekulės, jei dviem – 

fluorescuoja dviejų tipų ir t.t. Kintamųjų vertės – laiko trukmės yra 

išskaičiuojamos modeliavimo proceso metu. Prieš atliekant modeliavimą turi 

būti parenkamas eksponenčių (kintamųjų) skaičius, o tuomet gauta modelinė 

kreivė sulyginama su eksperimentiniais duomenimis. Taip pat yra 

skaičiuojamos liekanos, kurios nurodo modeliavimo tikslumą. Kintamųjų 

skaičius bei vertės, kurioms esant gaunamos mažiausios paklaidos, yra 

laikomos tiriamoje medžiagoje esančių fluoroforų charakteringomis 

fluorescencijos gyvavimo trukmėmis. Charakteringos gyvavimo trukmės τ ir 

komponentų, atsakingų už fluorescencijos spektrą skaičius bei santykinis 

kiekis apskaičiuoti naudojant FAST programą (Edinburgh Instruments). 

Vertinant fluorescencijos gyvavimo trukmes itin trumpose trukmėse (ps eilės) 

buvo atliekama dekonvoliucijos procedūra. Šios procedūros metu, skaičiuojant 

gyvavimo trukmes, yra atsižvelgiama į lazerio spinduliuotės impulso trukmę 

bei paties prietaiso techninius parametrus. Visa tai vadinama prietaiso atsako 

funkcija (IRF - angl. instrument response function), kuri buvo išmatuojama 

naudojant polimerines mikrosferas suspenduotas vandenyje (Thermo 

Scientific). 

 

7.5 Širdies audinių vaizdinimas konfokaline atspindžio 

mikroskopija 

 

Širdies audinių vaizdinimui konfokaline atspindžio mikroskopija 

naudoti 2-3 cm dydžio preparatai paimti iš keturių širdžių analogiškai 7.2 
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skyriuje aprašytai metodikai. Šiuose eksperimentuose buvo naudojami tik 

fiksuoti bandiniai. Purkinje skaidulų vaizdinimui širdies audiniai buvo paimti 

iš periferinių tarpskilvelinės pertvaros dalių. Papildomai iš aortos buvo paimti 

JA preparatai bei iš skilvelių raumens paimti MK preparatai.  

Bandiniai su Purkinje skaidulomis taip pat buvo fotografuojami dienos 

šviesoje bei panaudojant papildomą 365 nm spinduliuotės apšvietimą, o 

vaizdinimo sritys pažymėtos preparatų nuotraukose. Po tyrimų buvo atlikta šių 

vietų histologinė analizė. 

Konfokalinė atspindžio mikroskopija yra unikali tuo, kad įgalina 

užregistruoti erdvinius objektų vaizdus. Kitaip tariant, galima pažvelgti į 

objekto vidų nesuardant paties objekto. Tai yra lyg analogija rentgeno ir 

magnetinio rezonanso tomografijoms, tačiau šiuo metodu pasiekiama skyra 

siekia keletą mikrometrų, todėl galima tyrinėti netgi tokius objektus, kaip 

pavienės audinių ląstelės. Konfokalinės mikroskopijos schema pateikta 7.5.1 

paveiksle. 

 

7.5.1 pav. Konfokalinės mikroskopijos schema [162].  
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Šioje metodikoje objekto apšvietimui yra naudojama lazerinė 

spinduliuotė. Norint pasiekti kuo aukštesnę skiriamąją gebą spinduliuotės 

kelyje papildomai yra montuojama kelių mikrometrų skersmens apertūra. 

Naudojant lazerius tai nėra būtinas elementas. Tuomet šviesa sudėtingos 

optinės sistemos pagalba yra nukreipiama į objektyvą, kuris spinduliuotę 

sufokusuoja į vieną tašką židinio nuotolio atstume – židinio plokštumoje. 

Šviesa, atsispindėjusi nuo objekto, patenka į objektyvą ir keliauja į detektorių. 

Prieš detektorių vėlgi yra įmontuota apertūra, kuri ir įgalina erdvinį objektų 

vaizdinimą. Šios apertūros padėtis yra suderinta taip, kad pro ją patenka tik nuo 

objektyvo židinio plokštumoje esančių objektų atsispindėjusi šviesa. Į 

objektyvą, be abejo, patenka spinduliuotė ir iš kitų plokštumų, tačiau objektų, 

esančių arčiau ar toliau objektyvo židinio vaizdai yra atkuriami arba prieš 

apertūrą, arba už jos ir į detektorių patenka tik nedidelė dalis tokios 

spinduliuotės, kuri nulemia tam tikro foninio apšvietimo atsiradimą. Kuo 

didesnis objektyvo fokusavimo aštrumas (skaitinė apertūra), tuo plonesnė yra 

židinio plokštuma ir tuo geresnė yra pasiekiama aksialinė skyra.  

Vaizdai konfokalinėje mikroskopijoje yra gaunami taškas po taško 

skenuojant audinį. Taip gaunamas vaizdas vienos plokštumos, kurios storis ~ 

3-5 μm. Tuomet spinduliuotė yra sufokusuojama giliau nuskenuotos 

plokštumos ir vėl atliekamas plokštuminis skenavimas. Taigi atlikus 5-10 ar 

daugiau plokštuminių skenavimų galima atkurti erdvinį objekto vaizdą. 

Atspindžio konfokalinėje mikroskopijoje vaizdai yra gaunami dėka skirtingų 

audinio/ląstelės struktūrų nevienodo atspindžio koeficiento. Vaizdai yra 

nespalvoti – stipriau atspindinčios struktūros atrodo šviesiau, mažiau 

atspindinčios struktūros atrodo tamsiau.  

Širdies audinių vaizdinimas konfokaline atspindžio mikroskopija 

atliktas „Vivascope 1500“ prietaisu (7.5.2 pav.). 
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7.5.2 pav. Konfokalinės atspindžio mikroskopijos sistema, pritaikyta 

biologinių audinių apžiūrai (Vivascope 1500, Lucid). 

 

Šiame įrenginyje yra įmontuotas nuolatinės veikos puslaidininkinis 

lazeris, kurio emituojamos bangos ilgis 800 nm. Šviesa į audinį yra 

fokusuojama 30 kartų didinančiu objektyvu, kurio skaitinė apertūra yra lygi 

0,9. Tokiu objektyvu yra pasiekiama 1–2 μm lateralinė ir 3–5 μm aksialine 

skiriamoji geba. Lazerio spinduliuotės galia, kad nesukeltų terminių efektų, 

neviršija 30 mW, o naudojama infraraudonoji 800 nm spinduliuotė įgalina 

objektų vaizdinimą biologiniame audinyje iki 350 μm gylio [40,159]. 

Užfiksavus signalą, gautą iš vieno taško, lazerio spindulys pasislenka per 

keletą mikrometrų ir apšviečia greta esantį tašką, iš kurio atspindėta šviesa taip 

pat patenka i detektorių. Taip, nejudinant audinio, yra nuskanuojamas 0,5 x 0,5 

mm tiriamasis laukas. Tuomet audinys yra paslenkamas objektyvo atžvilgiu 

0,5 mm ir vėl atliekamas 0,5 x 0,5 mm lauko skanavimas. Procedūra gali būti 

kartojama ir bendras skanavimo laukas, sudarytas is nedidelių plotelių, siekia 8 

x 8 mm. Tiriant audinius konfokaliniu mikroskopu yra naudojamas imersinis 

skystis, kuris eliminuoja atspindžius nuo audinio paviršiaus ir sumažina 

nukrypimus, atsirandančius dėl sferinio optinės sistemos paviršiaus.  
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7.6 Širdies audinių atskyrimas in vivo operacijos metu 

 

Viena iš dažniausiai pasitaikančių operacijų, kuomet laidžiosios 

sistemos vizualizacijos problema ypač aktuali, yra įgimtų širdies ydų 

korekcijos. Šiuo atveju, dėl jau esančios ydos, chirurgai negali būti tikri, kad 

laidžioji sistema bus išsidėsčiusi kaip sveikoje širdyje. Dažniausiai tokios 

operacijos yra atliekamos nedidelio amžiaus vaikams, todėl partneriais buvo 

pasirinkti vaikų kardiochirurgai iš Vilniaus universitetinių ligoninių 

Santariškių klinikos. Šiam vienkartiniam tyrimui atlikti buvo gautas Vilniaus 

regioninio biomedicininių tyrimų etikos komiteto leidimas bei tėvų ir Vilniaus 

savivaldybės vaikų apsaugos teisių atstovų sutikimai. Jokia informacija apie 

pacientą nebuvo renkama. 

Širdies audinių atskyrimas operacijos metu buvo atliktas pagal šiame 

darbe sukurtą spektroskopinę metodiką. Konsultuojantis su kardiochirurgais 

buvo surinkta mobili optinės biopsijos aparatūra, tinkanti širdies audinių 

optinių savybių tyrimui operacijos metu. Ši aparatūra yra pavaizduota 7.6.1 

paveiksle.  

 
2.2.12 pav. Aparatūra integruota į operacinėje naudojamą įrangą. 

Paveiksle matoma ant mobilaus staliuko sumontuotas dviejų bangos ilgių 

šviesos šaltinis (L), detektorius (D), prie jų prijungti žadinimo bei surinkimo 

šviesolaidžiai (Š), žadinančios spinduliuotės atkirtimo filtras (F) bei 

kompiuteris (K), kuriame instaliuota spektrų apdorojimo programa.  
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Aparatūros esminiai komponentai yra šviesos šaltinis (L) ir detektorius 

(D). Sukurtoje ŠLS atskyrimo metodikoje, siekiant eliminuoti įvairius 

artefaktus, fluorescencijos intensyvumas viename taške registruojamas du 

kartus žadinant skirtingų bangos ilgių spinduliuote. Tam yra reikalingas dviejų 

bangos ilgių, kaip galima siauresnio spektrinio pločio, spinduliuotės šviesos 

šaltinis. Tyrime naudota japonų gamintojo Asahi Spectra medicininė ksenono 

lempa. Specialiai mūsų tyrimui buvo suprojektuotas ir pagamintas priedas, 

įgalinantis sujungti bifurkacinį šviesolaidį su šia lempa. Reikiamo bangos ilgio 

spinduliuotė buvo išrenkama naudojant interferencinius filtrus, kurie užtikrino 

itin siauro spektrinio pločio (FWHM ~ 10 nm), tačiau pakankamo intensyvumo 

žadinančiąją spinduliuotę. Filtrai buvo keičiami motorizuotu filtrų laikikliu, 

taip filtrų keitimo laiką sutrumpinant iki kelių milisekundžių. 

Sekantis, itin svarbus komponentas – spektrų registravimo įrenginys 

(D). Biologinio audinio atsakas, kuomet nenaudojami jokie papildomi 

liuminescuojantys žymekliai, yra labai silpnas, todėl detektorius turi būti labai 

jautrus, bet tuo pačiu ir greitas. Tyrime naudotas šviesolaidinis spektrometras 

QE65000 (Ocean Optics), kuriame yra įmontuota termoelektriniu būdu 

aušinama 1024 x 58 puslaidininkinių detektorių matrica įgalinanti vienu metu 

registruoti visą liuminescencijos spektrą, taip minimizuojant detektavimo laiką. 

Siekiant aukšto jautrumo, viename matricos stulpelyje esančių 58 detektorių 

signalas yra sumuojamas, taip pasiekiant ir itin gerą signalo-triukšmo santykį 

(>1000:1). 

Atliekant optinę biopsiją surinkimo šviesolaidį pasiekia ne tik audinio 

fluoroforų fluorescencija, bet ir atsispindėjusi bei išsklaidyta žadinimo šviesa. 

Dėl molekulės viduje vykstančių energinių virsmų fluorescencija visada 

stebima ilgesnių bangų srityje nei ją sukėlusi spinduliuotė, todėl surinktos 

spinduliuotės kelyje prieš detektorių, buvo dedamas fluorescencijos atkirtimo 

filtras (F). 

Prieš tyrimą operacinėje visi mobilios optinės biopsijos aparatūros 

komponentai buvo nuvalyti sterilizuojančiu tirpalu. Tyrimo metu operaciniame 
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lauke buvo dirbama tik bifurkaciniu šviesolaidžiu, kuris prieš procedūrą buvo 

mirkytas sterilizaciniame tirpale 24 val. 

Operacijos metu chirurgas šviesolaidį priglausdavo tiesiog prie audinio 

paviršiaus. Buvo ieškoma visų trijų širdies audinių – JA, ŠLS ir MK. 

Kiekviename tyrimo taške buvo registruojami trys spektrai: atraminis signalas, 

siekiant įvertinti aplinkos šviesos įtaką (šiuo atveju žadinančioji spinduliuotė 

buvo išjungiama); tuoj pat po to buvo registruojami savitosios fluorescencijos 

spektrai žadinant 330 nm bei 380 nm spinduliuote. Tyrimas viename taške 

užtrukdavo apie 30s. Šio registravimo metu operuojantis chirurgas 

šviesolaidinį zondą turėjo išlaikyti nejudamai. Iš viso buvo užregistruoti 72 

fluorescencijos spektrai iš 24 širdies vietų. Iš jų 10 vietų iš JA srities, 4 vietos 

iš MK bei 10 vietų, kuriose ieškota ŠLS. Duomenų apdorojimas bei spektrų 

analizė buvo atlikta po operacijos. 
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VIII. REZULTATAI IR APTARIMAS 

 

Širdies audinių tyrimai mūsų grupėje buvo pradėti 2001 metais. 

Pirminiai rezultatai, kurie leido pasukti optinių tyrimų kryptimi, buvo MK ir 

ŠLS preparatų sugerties spektroskopijos duomenys [160]. Šių tyrimų metu 

užregistruoti ŠLS ir MK sugerties skirtumai UV spektro srityje ties 280 nm. 

Tai rodo, kad ŠLS sudėtyje yra daugiau aromatinių aminorūgščių (triptofano, 

tirozino, fenilalanino), kurių įtakojami sugerties skirtumai taipogi galėtų 

atsispindėti ir fluorescencijos spektruose. Fluorescencinė spektroskopija yra 

daug lengviau pritaikoma biologinių audinių tyrimams, kadangi spektras yra 

matuojamas nuo audinio paviršiaus, tuo tarpu sugerties spektroskopijai 

reikalingas specialus audinių paruošimas ir jos pritaikymas in vivo yra 

neįmanomas. Vis dėlto sugerties spektroskopija yra labai informatyvi 

parenkant fluorescencijos žadinimo bangos ilgį, todėl prieš atliekant 

fluorescencinės spektroskopijos tyrimus buvo matuojamas fluorescencijos 

žadinimo spektras, kuris neesant audinyje sudėtingų pernašos procesų atitinka 

sugerties spektrą. 

Pradinių fluorescencinės spektroskopijos tyrimų metu buvo tiriami 

gryni, atskirti nuo vidinio dengiamojo sluoksnio endokardo, širdies audiniai. 

Nustatyta, kad žadinant 365 nm spinduliuote, išskirta iš Hg lempos spektro, 

ŠLS fluorescencija yra pusantro karto intensyvesnė nei MK srityje nuo 450 nm 

iki 550 nm [163]. Taipogi nustatyta, kad aptikti fluorescencijos intensyvumo 

skirtumai yra pakankami dviejų (MK ir ŠLS) vizualiai nesiskiriančių audinių 

atskyrimui, todėl buvo atlikti pirminiai širdies audinių vaizdinimo 

fluorescenciniu metodu eksperimentai. 

 

8.1 Širdies laidžiosios sistemos vaizdinimo eksperimentai 

 

ŠLS vaizdinimo metu užregistruoti tarpskilvelinės pertvaros vaizdai 

dienos šviesoje bei panaudojant papildomą 365 nm spinduliuotės apšvietimą 
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pateikti 8.1.1 paveiksle. Analogiškai buvo vaizdintos ir dar dvi širdies 

pertvaros [161].  

 

 

 

 

8.1.1 pav. Širdies tarpskilvelinė pertvara ir joje matoma kairė Hiso 

pluošto šaka. Vaizdas dienos šviesoje (A), vaizdas apšvietus 365 nm bangos 

ilgio spinduliuote (B). 

 

Dienos šviesos nuotraukoje matyti vidinės širdies struktūros, trabekulės, 

tačiau laidžiosios sistemos vertinimas galimas tik pagal anatominius atlasus, 

tuo tarpu fluorescencinėje nuotraukoje matyti aiškiai išsiskiriantys 

fluorescuojantys takai, kurie koreliuoja su kairiosios HP šakos lokalizacija – 

pertvaros viršuje švyti plati HP šaka, kuri tęsiasi iki pat skilvelių apačios. 

Pjūvių vietose miokarde matomi ploni siūliukai yra Purkinje skaidulos. Iš šių 

pavyzdžių matyti, kad širdies laidžiosios sistemos struktūra yra labai sudėtinga, 

todėl vienareikšmiškai nusakyti Hiso pluošto šakų išsidėstymo nenaudojant 

jokių vaizdinimo priemonių yra labai sunku. Norint gauti tikslesnį ŠLS 

išsidėstymo vaizdą, buvo atliekami kompiuteriniai vaizdų modeliavimai. 

Vaizdų apdorojimo metu išryškintos tik fluorescuojančios vietos. Šiam tikslui 

vaizde buvo išmatuotos raudonos, žalios ir mėlynos spalvos (RGB) santykinės 

intensyvumų vertės iš laidžiosios sistemos buvimo vietos (viršutinėje 
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tarpskilvelinės pertvaros dalyje). Vėliau atlikus skaičiavimus apibrėžtos tiktai 

tos sritys, kuriose RGB vertės skyrėsi ±5% nuo išmatuos ŠLS vertės. Dienos 

šviesos nuotrauka, su apibrėžtais ŠLS kontūrais, išskirtais pagal šią metodiką 

pateikta 8.1.2 paveiksle.  

 

 

 

8.1.2 pav. Kompiuteriu sumodeliuotas ŠLS vaizdas. 

 

Iš pateiktų rezultatų matyti, kad net ir pritaikius pakankamai primityvų 

atskyrimo algoritmą, intensyviai fluorescuojančios vietos gali būti atskiriamos 

nuo nefluorescuojančių aplinkinių audinių (MK). Vis dėlto, atlikus išsamią 

fluorescencinių bei modelinių vaizdų analizę nustatyta, kad tarpskilvelinės 

pertvaros šonuose bei viršuje išsiskiria gerokai intensyviau nei laidžioji sistema 

švytinčios vietos – daug kolageno ir elastino turinčios struktūros, pvz. 

vožtuvas, kraujagyslių sienelės. Taigi fluorescencinėse nuotraukose po vaizdų 

apdorojimo į išskiriamą sritį patenka ir audiniai, kurių pagrindinė sudedamoji 

dalis yra JA. Taip yra todėl, kad JA didelę dalį sudaro audinių struktūriniai 

komponentai kolagenas ir elastinas, kurių fluorescencija yra smarkiai žadinama 

365 nm spinduliuote, todėl papildomas 365 nm apšvietimas galėtų būti 
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naudojamas tik apytiksliam ŠLS lokalizacijos įvertinimui, tuo tarpu tiksliam 

laidžiosios sistemos fluorescencijos atskyrimui nuo kito tipo širdies audinių 

fluorescencijos reikalinga sudėtingesnė fluorescencijos spektrų analizė, kuri 

gali būti atliekama tik naudojant fluorescencijos spektrų registravimo sistemas. 

Fluorescencinė spektroskopija įgalina pastebėti net ir nedidelius tų pačių 

fluoroforų fluorescencijos skirtumus, kurie yra sąlygoti skirtingos aplinkos ar 

audinio struktūros.  

Kolageno ir elastino fluorescencija ir šių baltymų buvimas širdyje yra 

susijęs ne tik su vožtuvais bei kraujagyslių sienelėmis. Visas vidinis širdies 

paviršius yra padengtas endokardo sluoksniu, kurio vieni iš pagrindinių 

sudedamųjų komponentų taip pat yra kolagenas ir elastinas, todėl endokardo 

fluorescencija neabejotinai įtakos fluorescencinių vaizdų kontrastą, sumažinant 

intensyvumų skirtumus tarp ŠLS ir MK audinių. Tam tikrais atvejais širdyje 

yra stebimos kolageno bei elastino sankaupos – dažniausiai pagyvenusių 

žmonių širdyse MK yra stebimi fibrozės židiniai (JA sankaupos), kurie taipogi 

fluorescuoja intensyviau nei MK ir klaidingai gali būti identifikuoti kaip ŠLS 

dalis. Šių fibrozės židinių atsiradimo priežastis yra miokardo infarkto atvejai, 

kuomet dėl sutrikusios kraujotakos žuvus širdies raumens ląstelėms jų vietą 

užima JA. 

Taigi atsižvelgiant į tai, kad kolagenas ir elastinas yra randamas 

daugelyje širdies audinių, o šių baltymų  fluorescencija yra stebima ne tik 

pavienėse struktūrose, bet ir visame širdies vidiniame paviršiuje, visi tolesni 

tyrimai buvo atliekami nepašalinus dengiamojo EK sluoksnio. Į tolesnius 

širdies audinių tyrimus taip pat buvo įtraukti ir JA tipo audiniai, o siekiant 

nustatyti vienareikšmiško ŠLS atskyrimo nuo kitų tipų širdies audinių sąlygas, 

audinių fluorescencija buvo tiriama spektroskopiniais metodais.  
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8.2 Širdies audinių tyrimai nuostoviosios fluorescencinės 

spektroskopijos metodu 

 

Pirmajame tyrimų etape buvo ieškoma ŠLS atskyrimui tinkamos 

fluorescencijos žadinimo ir detektavimo srities bei buvo vertinama kraujo įtaka 

registruojamiems fluorescencijos spektrams. Pagrindiniai fluoroforai, atsakingi 

už širdies audinių fluorescenciją regimojoje spektro srityje, yra kolagenas ir 

elastinas. Kolagenas yra sužadinamas 300 nm – 380 nm srityje ir fluorescencija 

yra registruojama 360 nm – 480 nm srityje. Elastinas yra sužadinamas 330 nm 

– 450 nm srityje, o fluorescencija yra stebima 350 nm – 550 nm srityje [164]. 

Remiantis šiais duomenimis bei anksčiau atliktais išpreparuotų širdies audinių 

tyrimais [32], fluorescencijai žadinti buvo pasirinkta 330 nm (kolageno 

sugerties smailė) ir 380 nm (elastino sugerties smailė) spinduliuotė. Fiksuotų 

širdies audinių fluorescencijos spektrai pateikiami 8.2.1 paveiksle.  
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8.2.1 pav. Tipiniai fiksuotų širdies audinių fluorescencijos spektrai. A 

paveikslas – fluorescencija žadinta 330 nm spinduliuote, B paveikslas – 

fluorescencija žadinta 380 nm spinduliuote. 

 

Žadinant 330 nm spinduliuote daugiausiai yra sužadinamas kolagenas ir 

nestipriai elastinas. Intensyviausiai žadinant šiuo bangos ilgiu fluorescuoja JA 

ir ŠLS, tuo tarpu MK fluorescencija yra beveik du kartus mažesnė. 

Fluorescencijos spektre stebima įduba ties 413 nm greičiausiai yra įtakota 
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likusio kraujo. Žadinant 380 nm spinduliuote intensyviausiai fluorescuoja JA, 

silpniau ŠLS, o MK fluorescencija yra silpniausia. Tokie charakteringi 

intensyvumų pasiskirstymai galėtų būti panaudoti ŠLS atskyrimui nuo MK, 

tačiau ŠLS šiuo atveju lengvai galėtų būti supainiota su JA. Kita vertus, 

fluorescencijos intensyvumas labai priklauso nuo fluorescencijos registravimo 

sąlygų, pvz., nevienodai priglaustas šviesolaidis gali nulemti to pačio audinio 

tipo skirtingo intensyvumo fluorescencijos spektrus. Šiuo atveju atliekant 

eksperimentus audinys buvo uždengtas stikliuku ir šviesolaidis priglaustas prie 

jo, todėl manoma, kad eksperimento metu sąlygos buvo išlaikytos vienodos ir 

intensyvumų skirtumai yra įtakoti paties audinio savybių. Realiomis sąlygomis 

tai užtikrinti būtų gerokai sunkiau, tačiau tai yra įmanoma vaizdinant, kuomet 

širdis apšviečiama homogeniškai pasiskirsčiusia spinduliuote, taip užtikrinant 

vienodo intensyvumo žadinimą visose srityse, ir vaizdas yra fiksuojamas 

kamera. Tuomet stebima įvairių vietų skirtingo intensyvumo fluorescencija 

būtų nulemta skirtingo tipo audinių, tačiau kaip ir minėta, šiuo atveju ŠLS 

negalėtų būti vienareikšmiškai atskirta nuo JA.  

Apibendrinant galima teigti, jog žadinant 380 nm spinduliuote stebimi 

didžiausi širdies audinių fluorescencijos intensyvumų skirtumai, tuo tarpu 

žadinant 330 nm spinduliuote yra stebimi didžiausi širdies audinių spektrų 

formos skirtumai. Žadinant šio bangos ilgio spinduliuote fluorescencijos 

spektre susiformavusios smailės ties 390 nm ir 430 nm yra skirtingo 

intensyvumo visuose audiniuose (8.2.2 pav.).  
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8.2.2 pav. Fluorescencijos spektrai, sunormuoti į pirmąją smailę. 

 

Intensyvumų santykis R
(audinio)

 = I390/I430 yra charakteringas kiekvienam 

audiniui: R
(ŠLS)

 = 1.20 ± 0.02, R
(JA)

 = 0.97 ± 0.02 ir R
(MK)

 = 1.11 ± 0.04. Nors 

apskaičiuotų santykių skirtumai ir yra pakankami visų trijų audinių atskyrimui, 

tačiau matavimai šioje srityje gali būti stipriai iškraipomi kraujo.  

Šie pirmojo tyrimų etapo rezultatai parodo, jog nėra specifinės 

fluorescencijos žadinimo ar detektavimo srities, kurią pasirinkus būtų galima 

selektyviai sužadinti ar stebėti tik kurio nors vieno širdies audinio tipo (ŠLS, 

MK ar JA) fluorescenciją. Tai leidžia daryti išvadą, jog taipogi nėra fluoroforo, 

kuris egzistuotų tik kuriame nors viename audinio tipe. Elektroforezės tyrimai, 

kurie buvo atlikti su audinių ekstraktais, taipogi parodė, kad ŠLS, MK ir JA yra 

sudaryti iš panašios masės baltymų, tačiau skiriasi jų kiekiai [165]. Vadinasi 

stebimi spektriniai skirtumai pirmiausiai yra nulemti skirtingų kolageno ir 

elastino kiekių. Daugiausia šių baltymų, kurie yra esminiai audinių 

struktūriniai elementai, yra JA, todėl JA fluorescencija ir yra intensyviausia. 

MK yra raumeninis audinys ir yra atsakingas už širdies sutraukimą, todėl 

struktūrinių baltymų jame yra mažiau ir MK fluorescencijos intensyvumas yra 

pastebimai mažesnis nei JA. ŠLS ląstelės, kurios yra atsakingos už greitą 
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impulso perdavimą, taip pat turi nedaug kolageno ir elastino, tačiau stebima 

pakankamai intensyvi ŠLS fluorescencija gali būti susijusi su laidžiąją sistemą 

supančiu apvalkalu sudarytų iš kolageno ir elastino. Šis apvalkalas izoliuoja 

laidžiosios sistemos takus nuo MK ir yra būdingas Hiso pluoštui bei Purkinje 

tinklui [166], todėl tikėtina, jog fluorescencijos intensyvumas bus panašus 

visose šiose ŠLS dalyse.  

Aptikti fluorescencijos intensyvumo bei spektrinės formos skirtumai 

rodo, jog charakterizuojant širdies audinius fluorescencinės spektroskopijos 

metodu didžiausias kontrastas tarp skirtingo tipo audinių gali būti pasiektas tik 

išnaudojant abiejų fluoroforų – kolageno ir elastino fluorescenciją. Remiantis 

šiais rezultatais ir buvo sukurta ŠLS atskyrimo metodika. Pagrindinė 

metodikos idėja yra kiekviename tyrimo taške fluorescenciją žadinti kolageno 

ir elastino sužadinimui būdingais spinduliuotės bangos ilgiais (330 nm ir 380 

nm), o fluorescenciją registruoti toje spektro srityje, kur yra stebimi didžiausi 

pokyčiai – 400 nm – 500 nm intervale. Vienintelis apribojimas šioje 

spektrinėje srityje yra fluorescencijos reabsorbcija dėl gyvuose biologiniuose 

audiniuose esančio kraujo. Tai yra viena iš pagrindinių problemų, su kuria 

susiduriama taikant optinius metodus gyvų audinių diagnostikai. Visas 

žmogaus kūnas yra išraizgytas didesnių ar mažesnių kraujagyslių, kapiliarų, 

todėl net ir neesant kraujo ant audinio paviršiaus, optinės audinių savybės yra 

smarkiai įtakojamos kraujo. Nors chirurginės intervencijos metu kraujas yra 

pašalinamas iš operacijos lauko [167], vis dėlto kraujo buvimo galimybė negali 

būti atmesta, todėl buvo atlikti tyrimai siekiant įvertinti kraujo įtaką 

registruojamiems širdies audinių fluorescencijos spektrams. 
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8.2.3 pav. Tipiniai kraujingų širdies audinių fluorescencijos spektrai. A 

paveikslas – fluorescencija žadinta 330 nm spinduliuote, B paveikslas – 

fluorescencija žadinta 380 nm spinduliuote. 

 

Kraujo įtakos vertinimui buvo išmatuoti fluorescencijos spektrai 

nefiksuotų širdies audinių, kuriuose kraujas nebuvo išplautas. Šių audinių 

fluorescencijos spektrai pavaizduoti 8.2.3 paveiksle. Žadinant 330 nm 

spinduliuote ties 413 nm stebima dar didesnė įduba nei fiksuotuose audiniuose. 

Atitinkamai žadinant 380 nm spinduliuote fluorescencijos spektre stebimas 

intensyvumo sumažėjimas trumpabangėje spektro pusėje. Siekiant nustatyti, ar 

stebimi pokyčiai yra tikrai nulemti kraujo, buvo atlikta išsamesnė abiejų tipų 

spektrų analizė. Pagrindinis kraujo komponentas, kuris stipriausiai sugeria 

šviesą, yra hemoglobinas. Hemoglobinas kraujyje egzistuoja dviejų būsenų – 

oksiduotas ir redukuotas. Hemoglobino sugerties spektras pateiktas 8.2.4 

paveiksle.  
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8.2.4 pav. Oksiduoto (HbO2) ir redukuoto (Hb) hemoglobino spektrai 

 

Pagal Lamberto-Bugero dėsnį, sugerties koeficientas yra proporcingas A 

≈ (I0-I)/I0 = Is/I0, kur I0 yra krentančios į bandinį šviesos intensyvumas, I – 

praėjusios pro bandinį šviesos intensyvumas, Is – sugertos šviesos 

intensyvumas. Analogiškus veiksmus galima atlikti ir su užregistruotais širdies 

audinių fluorescencijos spektrais. Analizei pasirinkti JA fluorescencijos 

spektrai žadinant 330 nm spinduliuote (8.2.5A pav.). 
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8.2.5 pav. A paveikslas – fiksuoto ir kraujingo jungiamojo audinio 

normuoti fluorescencijos spektrai. Fluorescencija žadinta 330 nm. B paveikslas 

– išskaičiuotos kraujo įtakos bei kraujo sugerties spektrų palyginimas. 
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Fiksuoto audinio fluorescencijos spektras atitinka krentančios į bandinį 

šviesos intensyvumą I0, o kraujingo audinio fluorescencijos spektras atitinka 

praėjusios pro bandinį šviesos intensyvumą I. Atlikus veiksmus išskaičiuota 

kraujo įtaka (8.2.5B pav.), kuri atitinka kraujo sugerties spektrą (8.2.4 pav.) 

Šiuo atveju dominuoja oksiduoto hemoglobino sugertis, nes ore esantis kraujas 

greitai įsisotina deguonimi ir redukuoto hemoglobino įtakos beveik nestebime.  

Iš atliktos analizės paaiškėjo, kad fluorescencijos skirtumai, stebimi tarp 

fiksuotų ir nefiksuotų audinių 380 nm – 450 nm spektrinėje srityje, yra nulemti 

kraujo sugerties, todėl anksčiau aptikti ŠLS spektriniai ypatumai 390 nm – 430 

nm srityje gali būti įtakojami kraujo tiriant gyvus audinius. Taigi, siekiant 

išvengti kraujo reabsorbcijos, spektriniai skirtumai tarp širdies audinių turi būti 

nagrinėjami toje srityje, kur kraujo sugertis yra minimali, t.y. spektrinėje srityje 

tarp 450 nm ir 530 nm. Ilgabangėje spektro dalyje, tolstant nuo kraujo Soret 

sugerties juostos, kraujo sugertis mažėja, tačiau skirtumai tarp širdies audinių 

taip pat mažėja, todėl tinkamiausia sitis turėtų būti kuo arčiau mėlynosios 

spektro dalies. Atsižvelgiant į oksiduoto ir redukuoto hemoglobino sugertį bei 

širdies audinių fluorescencijos spektrus, tolimesniems tyrimams pasirinkta 

fluorescencijos registravimo sritis ties 460 nm. Ties šiuo bangos ilgiu kraujo 

sugertis mūsų nagrinėjamoje spektrinėje srityje yra mažiausia, taipogi šioje 

srityje yra vieno iš pagrindinių širdies audinių fluoroforo elastino 

fluorescencijos spektro maksimumas. Kolagenas ties šiuo bangos ilgiu taipogi 

fluorescuoja, todėl ties 460 nm stebėsime abiejų fluoroforų fluorescenciją. Dėl 

nevienodo šių struktūrinių baltymų kiekybinio pasiskirstymo įvairių tipų 

širdies audiniuose yra stebimas skirtingas fluorescencijos intensyvumų pokytis 

ties 460 nm žadinant 330 nm ir 380 nm (8.2.6 pav.).  
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8.2.6 pav. ŠLS, JA ir MK fluorescencijos spektrai žadinant 330 nm ir 

380 nm spinduliuote. Vertikali linija yra atidėta ties 460 nm.  

 

ŠLS fluorescencijos intensyvumas ties 460 nm pakinta labai nežymiai 

esant skirtingiems žadinimo bangos ilgiams. MK fluorescencija pakeitus 

žadinimo bangos ilgį iš 330 nm į 380 nm susilpnėja, tuo tarpu JA 

fluorescencija sustiprėja. Siekiant išryškinti šių intensyvumo pokyčių svarbą 

yra skaičiuojamas fluorescencijos intensyvumo verčių ties 460 nm santykis 

I
žad

330(460)/I
žad

380(460). Pasinaudojant šiais charakteringais intensyvumų 

pokyčiais audinių atskyrimo metodika gali būti modifikuota į labai paprastą 

procedūrą – fluorescencija yra žadinama paeiliui 330 nm ir 380 nm 

spinduliuote ir fluorescencijos intensyvumai yra užregistruojami tik ties vienu 

bangos ilgiu – t.y. neregistruojamas visas fluorescencijos spektras, o tik 

intensyvumo vertė ties 460 nm. Taip sutrumpėja signalo registravimo laikas iki 

keleto sekundžių. Taip pat, tyrimo aparatūroje nebūtina naudoti spektrų 

registravimo įrenginio, pakaktų tik detektoriaus, gebančio registruoti 

ateinančios spinduliuotės intensyvumą. Tokie detektoriai yra jautresni ir 

pigesni. Dar vienas tokios metodikos esminis privalumas – jog ši metodika 

nejautri žadinimo-registravimo sąlygų pokyčiams. Taip yra todėl, kad viename 
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tyrimo taške nejudinant šviesolaidžio yra užregistruojami du intensyvumai ir 

yra skaičiuojamas šių intensyvumų santykis. Kintant žadinimo-registravimo 

sąlygoms kinta registruojamas fluorescencijos intensyvumas, tačiau 

skaičiuojant santykį pokytis, įtakotas nevienodų sąlygų, yra eliminuojamas. 

Remiantis šia metodika buvo ištirti 8 bandiniai. Tik trijuose iš šių 

bandinių pavyko anatomiškai identifikuoti ir pažymėti visus tris audinių tipus 

(ŠLS, MK ir JA), tuo tarpu visuose 8 buvo pažymėta ŠLS ir MK lokalizacija. 

Fluorescencijos spektrai buvo matuoti tik šiuose, patyrusio patologo 

identifikuotuose taškuose, kurių morfologija buvo patvirtinta po 

fluorescencinių matavimų.  

Atliekant fluorescencinius matavimus pastebėta, kad kai kuriuose 

bandiniuose registruojami fluorescencijos intensyvumai buvo gerokai didesni 

nei kituose bandiniuose. Tai stebėta visų tipų audiniams. Dėl to suskaičiuoti 

intensyvumų santykiai taipogi buvo gerokai didesni, nei kituose bandiniuose. 

Stebimi efektai gali būti nulemti nevienodos audinių struktūros bei sudėties 

skirtingose širdyse, taipogi dėl nevienodo EK storio bei skirtingos preparatų 

paėmimo vietos širdyje. Iš viso buvo išmatuota 37 vietų (19 ŠLS, 13 MK ir 5 

JA) fluorescencijos intensyvumų santykiai.Suskaičiuoti intensyvumų santykiai 

<R
aud

>(460) = I
žad

330/I
žad

380 yra apibendrinti 1 lentelėje. Lentelėje taip pat 

pateiktos skirtumų reikšmingumo lygio vertės suskaičiuotos visiems 8 

preparatams (tarp ŠLS ir MK) ir 3 preparatams (tarp ŠLS ir JA). 

Fluorescencijos intensyvumų santykių tame pačiame preparate skirtumų 

reikšmingumas buvo įvertintas naudojant nepriklausomą t-Testą, kai nulinė 

hipotezė (<R
HCS

> – <R
MC

> ≥ 0, <R
HCS

> – <R
CT

> ≤ 0). Nepriklausomų imčių 

testas pasirinktas todėl, kad šiuo atveju yra ieškoma skirtumų tarp nesusijusių 

imčių – skirtingų audinių (ŠLS, MK ir JA). 
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1 lentelė. Fluorescencijos intensyvumų santykiai žadinant 330 nm ir 380 

nm bangos ilgio spinduliuote suskaičiuoti ties 460 nm.  

 

Preparato 

Nr.  
<R

JA
>(460) 

±SD [n]  

P(H
0 

=0) 

x10
-3

  

<R
ŠLS

>(460) 

±SD [n]  

P(H
0 

=0)  

x10
-3

  

<R
MK

>(460) 

±SD [n]  

1    1.01 ± 0.03 [3]  6.9  1.31 [1]  

2  0.92±0.01 [2]  49.8  1.14 ± 0.13 [4]  4.1  1.60 ± 0.15 [3]  

3  1.12 [1]   – *  1.64 [1]   – *  1.94 [1]  

4  0.84±0.04 [2]  17.2  1.22± 0.09 [2]  26.3  1.49 ± 0.01 [2]  

5    1.08 ± 0.1 [3]  1.28  2.16 ± 0.16 [2]  

6    1.85 ± 0.02 [2]  21.5  2.23 [1]  

7    2.75 ± 0.02 [2]  12.7  3.98 ± 0.28 [2]  

8    1.59 ± 0.02 [2]  5.35  3.14 [1]  

Vidutinių 
verčių 

vidurkis  

0.96±0.14 [5]  (25.0)  1.54±0.58 [19]  (3.10)  2.23± 0.91 [13]  

 

<R
JA

>, <R
ŠLS

> ir<R
MK

> – vidutinės atitinkamo audinio intensyvumų santykių 

vertės tame pačiame preparate;  

SD – standartinis nuokrypis;    

[n] – matavimo vietų skaičius;  

P(H0 =0) – reikšmingumo lygio vertės esant nulinei hipotezei (<R
HCS

> – 

<R
MC

> ≥ 0, <R
HCS

> – <R
CT

> ≤ 0); 

* P(H0 =0) vertė negali būti suskaičiuota, kadangi standartinių paklaidų 

skirtumas yra lygus 0. Vis dėlto dvi vertės yra reikšmingai skirtingos su 95% 

tikimybe.  

 

Vidutinės vertės <R
aud

>(460) suskaičiuotos tam tikram audinio tipui yra 

pakankamai išsibarsčiusios skirtinguose bandiniuose (1 lentelė, 2,4,6 

stulpeliai). Kaip ir minėta, šie skirtumai gali būti sąlygoti vidinių audinių 

parametrų, kurie yra nevienodi skirtingose širdyse, todėl vidutinių verčių 

vidurkių (1 lentelė, paskutinė eilutė) standartiniai nuokrypiai yra pakankamai 

dideli. Visų tirtų ŠLS vietų visuose bandiniuose vidurkis yra 1,54 ± 0,58; visų 

tirtų JA vietų visuose bandiniuose vidurkis yra 0.96±0.14; visų tirtų MK vietų 



77 

 

visuose bandiniuose vidurkis yra 2.23± 0.91. Paklaidos yra tokios didelės, jog 

iš to išplaukia, kad tiesioginis santykių palyginimas iš skirtingų preparatų 

(širdžių) nėra patikimas ir praktiškai nenaudingas. Tuo tarpu skirtingų širdies 

audinių fluorescencijos intensyvumų santykių vidutinės vertės tame pačiame 

bandinyje (širdyje) visada skyrėsi reikšmingai. Kaip taisyklė, vidutinė ŠLS 

vertė tame pačiame bandinyje buvo reikšmingai didesnė nei JA ir reikšmingai 

mažesnė nei MK (1 lentelė, fluorescencijos intensyvumų santykių vertės 

eilutėse).  

Statistinis skirtumų reikšmingumas tarp ŠLS ir JA taip pat tarp ŠLS ir 

MK vidutinių verčių visuose tirtuose bandiniuose buvo įvertintas naudojant 

porinį t-Testą esant tai pačiai nulinei hipotezei. Šiuo atveju pasirinktas 

priklausomų imčių testas, todėl, kad lyginant duomenis tarp skirtingų širdžių 

yra laikoma, jog skirtingo tipo audiniai tame pačiame preparate yra genetiškai 

susiję. Tai patvirtina ir anksčiau stebėtas efektas, jog kai kurių bandinių 

fluorescencija net ir esant toms pačioms žadinimo-registravimo sąlygoms yra 

gerokai intensyvesnė nei kitų. Natūralu, kad skirtingų asmenų baltyminė 

audinių sudėtis ar jų struktūra yra specifiška, todėl tai leidžia daryti prielaidą, 

jog tos pačios širdies skirtingo tipo audiniai, lyginant juos su kita širdimi, yra 

susiję. 

Paskaičiuoti vidutinių verčių skirtumų reikšmingumai yra pateikti 1 

lentelėje paskutinėje eilutėje P(H0 =0) stulpeliuose. Šios vertės atspindi 

vidutines tikimybes teisingai atskirti audinių tipus bet kuriame bandinyje 

(širdyje). Tarp ŠLS ir JA gauta vertė 0,025 rodo, kad tikimybė JA klaidingai 

atpažinti kaip ŠLS yra mažesnė nei 3%, o vertė tarp ŠLS ir MK, kuri lygi 

0,0031 rodo, jog MK klaidingai priskirti ŠLS yra dar mažesnė tikimybė. 

Apibendrinant galima teigti, jog skirtingų širdžių suvidurkinta vieno 

tipo audinio vertė paklaidų ribose nesiskiria nuo vidutinės vertės kito tipo 

audinio, tačiau skirtumai toje pačioje širdyje tarp skirtingų audinių tipų yra 

statistiškai reikšmingi ir pakankami tų audinių atskyrimui. Tai rodo sukurtos 

metodikos tinkamumą atskirti ŠLS nuo kitų širdies audinių tipų, tačiau tik toje 

pačioje širdyje. Siekiant procedūrą standartizuoti metodika turi būti 
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modifikuota atsižvelgiant į individualius skirtumus tarp širdžių. Šiam tikslui 

visi fluorescencijos intensyvumų santykiai kiekviename bandinyje buvo 

sunormuoti į ŠLS santykį tame bandinyje. Tokiu būdu gautos normuotos 

vidutinės vertės <R
aud

n>(460) = <R
aud

>(460)/<R
ŠLS

>(460). Šios vertės 

pateiktos 2 lentelėje. Normavimas suteikia papildomą galimybę suskaičiuoti 

gautų verčių patikimumo intervalus. Patikimumo intervalai suskaičiuoti esant 

95 % atskyrimo tikimybei. Pavyzdžiui, ŠLS ir JA atveju „0,15“ reiškia, kad 

audinys, kurio <R
aud

n>(460) didesnis nei 0,85 gali būti atpažintas kaip ŠLS. 

Analogiškai ŠLS ir MK atveju „0,24“ reiškia, kad audinys, kurio <R
aud

n>(460) 

didesnis nei 1,24 nebegali būti priskirtas ŠLS ir gali būti atpažintas kaip MK. 

Taigi suskaičiuotas patikimumo intervalas 0,85 < R
aud

n(460) < 1,24 apibūdina 

širdies audinį, kuris remiantis fluorescencinės spektroskopijos duomenimis su 

95 % tikimybe gali būti priskirtas ŠLS. Galima paminėti, kad šis patikimumo 

intervalas nei viename tirtame bandinyje nebuvo viršytas. 

 

2 lentelė. Fluorescencijos intensyvumų santykiai žadinant 330 nm ir 380 

nm bangos ilgio spinduliuote suskaičiuoti ties 460 nm ir sunormuoti į ŠLS 

vertę.  

 

Preparato 

Nr.  
<R

JA

n
>(460)  Patikimumo 

intervalas  
 <R

ŠLS

n
>(460) Patikimumo 

intervalas  
 <R

MK

n
>(460)  

1    1 ± 0.03   1.3  

2  0.81±0.01   1 ± 0.11   1.40±0.13  

3  0.68   1   1.18  

4  0.69±0.03   1 ± 0.07   1.22±0.01  

5    1 ± 0.09   2.00±0.15  

6    1 ± 0.01   1.21  

7    1 ± 0.01   1.45 ±0.1  

8    1 ± 0.01   1.97  

Vidurkis 0.73±0.07  0.15  1 ± 0.11*  0.24  1.47±0.33  

 

<R
JA

n>, <R
ŠLS

n> ir <R
MK

n> – vidutinės atitinkamo audinio intensyvumų 

santykių vertės sunormuotos į <R
ŠLS

> vertę tame pačiame bandinyje;  

* Skaičiavimuose naudota didžiausia standartinės paklaidos vertė.  
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Remiantis šiais rezultatais galima daryti išvadą, jog atliekant ŠLS 

atskyrimo procedūrą užregistruoti fluorescencijos intensyvumai turi būti 

perskaičiuojami kiekviename bandinyje (širdyje) sunormuojant juos į vertę 

gautą iš srities, kuri tiksliai gali būti priskirta ŠLS. Tuomet likusioje širdies 

dalyje audinių identifikavimui yra naudojami normuoti intensyvumų santykiai. 

Deja, bet net ir nedidelė tikslios ŠLS dalies lokalizacija ne visada gali būti 

identifikuota širdyje operacijos metu, todėl normavimą būtų kur kas patogiau 

atlikti į vieną iš didžiausią širdies dalį užimančių audinių – MK. Šio raumens 

vienareikšmiškas atpažinimas net ir operacijos metu nėra sudėtingas ir širdies 

audinių identifikavimo procedūra galėtų būti pradedama išmatuojant atramines 

vertes nuo MK audinio. Šiuo atveju yra reikalinga vidutinė normuota MK vertė 

<R
MK

n
> (2 lentelė). <R

MK

n
>(460) vertė 1,47 suskaičiuota iš 8 preparatų 

parodo, kiek kartų toje pačioje širdyje fluorescencijos intensyvumų santykis 

MK bus aukštesnis nei fluorescencijos intensyvumų santykis ŠLS. Ši vertė gali 

būti pavadinta atstojamąja MK verte VMK. Be abejo, siekiant didesnio 

patikimumo, ši vertė turėtų būti suskaičiuota iš kuo didesnio kiekio preparatų. 

Tuomet tikėtinas ŠLS intensyvumų santykis gali būti apskaičiuojamas taip: 

<R
ŠLS

>(460)= <R
MK

>(460)/VMK, kur <R
MK

>(460) yra atraminių MK signalų, 

išmatuojamų procedūros pradžioje, vidutinė vertė. Pavyzdžiui, preparate 

(širdyje) Nr. 2, fluorescencijos intensyvumų santykių vidurkis, kuris atitiktų 

atraminių verčių vidurkį, yra 1,6 (1 lentelė, preparatas Nr. 2). Pagal aprašytą 

metodą suskaičiuojame ŠLS atitinkančią vertę šiame preparate: <R
ŠLS

>(460)= 

1,6/1,47 = 1,09. Apatinė ir viršutinė ŠLS audinio vertės taip pat gali būti 

apskaičiuotos iš patikimumo intervalų (2 lentelė). Apatinė vertė yra 

suskaičiuojama <R
ŠLS

>(460) – 0,15, o viršutinė <R
ŠLS

>(460) + 0,24. Reikia 

atkreipti dėmesį, jog intervalų vertės 2 lentelėje buvo suskaičiuotos 

normuotoms vertėms, todėl šiuo atveju, skaičiuojant ne normuotas vertės, 

intervalą apibūdinantys skaičiai turi būti padauginti iš ŠLS vertės <R
ŠLS

>(460), 

šio konkretaus pavyzdžio atveju iš 1,09. Taigi apatinė intervalo vertė, kuriai 

esant širdies audinys dar gali būti atpažintas kaip ŠLS, o žemiau šios vertės 
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esantis audinys jau bus priskiriamas JA, yra suskaičiuojama <R
ŠLS

>(460) – 

(0,15*1,09) = 0,93. Analogiškai yra gaunama viršutinė vertė, kuriai dar esant 

audinys yra atpažįstamas kaip ŠLS, o ją viršijus jau yra priskiriamas MK: 

<R
ŠLS

>(460) + (0,24*1,09) = 1,35. Šios ribinės vertės parodo, jog preparate 

Nr. 2 esantys širdies audiniai, kurių išmatuotų fluorescencijos intensyvumų 

santykiai <R
aud

>(460) patenka į intervalą tarp 0,93 ir 1,35, su 95% tikimybe 

gali būti identifikuoti kaip ŠLS. Apskaičiuotos intervalo vertės koreliuoja ir su 

eksperimentiškai išmatuotais intensyvumų santykiais (1 lentelė, 2 preparatas) – 

1,14 ± 0,13 (ŠLS); 0,92 ± 0,01 (JA); 1,60 ± 0,15 (MK). Taigi visos 

eksperimentiškai išmatuotos JA ir MK vertės neperžengė apskaičiuoto 

intervalo ribų. Šis pavyzdys parodo, jog ŠLS atpažinimo procedūra sėkmingai 

gali būti pradedama nuo atraminių MK verčių išmatavimo. Toliau, panaudojus 

atstojamąją MK vertę VMK bei patikimumo intervalus (2 lentelė) yra 

suskaičiuojamos ŠLS audiniui būdingos fluorescencijos intensyvumų santykių 

vertės, kuriomis remiantis yra atliekamas kitų tiriamų širdies vietų 

identifikavimas. 

Fluorescencijos intensyvumai taip pat buvo registruoti ir atsitiktinai 

pasirinktose širdies vietose, kurios nebuvo pažymėtos patologo. Šių tyrimų 

metu pastebėta, jog tam tikrose vietose registruotų intensyvumų santykiai 

negalėjo būti priskirti nei vienam audinio tipui. Tokia situacija gali susidaryti 

dėl šviesolaidžio, naudojamo fluorescencijos žadinimui (0,6 mm) ir 

registravimui (0,2 mm), skaidulų skersmens. Šiose neaiškiose vietose 

šviesolaidis galėjo būti priglaustas ties dviejų skirtingų tipų audinių riba, todėl 

užregistruotas fluorescencijos intensyvumas buvo sudarytas iš abiejų audinių 

tipų fluorescencijos signalų mišinio. To pasėkoje suskaičiuotų intensyvumų 

santykio vertė buvo tarpe tarp tame pačiame preparate išmatuotų verčių iš 

anatomiškai identifikuotų ir tam tikram audiniui priskirtų vietų. Nors tokių 

taškų nebuvo užregistruota daug, tačiau jų atsiradimo galimybė praktinio 

taikymo metu negali būti atmesta. Siekiant patvirtinti neaiškių taškų atsiradimo 
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hipotezę reikalingas itin tikslus laidžiosios sistemos šakų ribų nustatymas bei 

jų susiejimas su fluorescencijos intensyvumais. 

Apibendrinant fluorescencinės nuostoviosios spektroskopijos tyrimų 

rezultatus galima teigti, jog išanalizavus fluorescencijos spektrus bei įvertinus 

kraujo reabsorbcijos įtaką sukurta širdies audinių identifikavimo metodika, 

paremta intensyvumų santykių skaičiavimu. Remiantis šia metodika galima 

vienareikšmiškai identifikuoti visus tris širdies audinių tipus (ŠLS, MK ir JA) 

tame pačiame preparate (širdyje). Atlikus normavimo procedūras kiekvieno 

bandinio vertėms yra gaunamos normuotos vertės, kurios leido palyginti to 

paties tipo audinius skirtingose širdyse. Normavimo procedūra taip pat įgalino 

suskaičiuoti verčių patikimumo intervalą, kuriame audinys gali būti 

atpažįstamas kaip ŠLS. Pasinaudojus normuotomis vertėmis suskaičiuota 

atstojamoji MK vertė, kuri nusako, kiek kartų vidutinis intensyvumų santykis 

MK yra didesnis nei vidutinis intensyvumų santykis ŠLS. Suskaičiavus šia 

vertę iš daugelio širdžių, ji būtų bendra visiems atvejams ir galėtų pasitarnauti 

kaip atskaitos vertė pradedant identifikavimo procedūrą. 

 

8.3 Širdies audinių spektrinis vaizdinimas 

 

Skyrelyje 8.2 aprašyta metodika gali būti taikoma taškiniam ŠLS 

atpažinimui, tačiau kaip jau buvo minėta, gali pasitaikyti atvejų, kuomet 

tiriamasis taškas negali būti priskirtas nei vienam audinio tipui. Norint 

identifikuoti visus taškus, reikalingas vaizdas, kurio kiekviename taške 

atsispindėtų fluorescencijos intensyvumų santykis. Toks vaizdas gali būti 

gaunamas tiriamąją vietą skenuojant šviesolaidžiu ar spinduline skenavimo 

sistema. Praktiškai spektriniam audinių vaizdinimui daug patogiau būtų taikyti 

nekontaktinę spindulinę sistemą, tačiau kol kas tokios aparatūros egzistavimas 

mums nėra žinomas, o jos sukonstravimas būtų labai brangus. Šio darbo 

apimtyje buvo atliktas šviesolaidinis audinių skenavimas. 

Pirmiausia, siekiant įvertinti spektrinio metodo tikslumą nustatant ŠLS 

ribas bei išsiaiškinti jau minėtų neaiškių taškų atsiradimo priežastis buvo 
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atliktas itin tikslus širdies audinių skanavimas. Šiam tyrimui naudotas 2x2 cm 

dydžio fiksuotas preparatas, kuriame buvo pažymėta ŠLS šakos lokalizacija. 

Tyrimo metu per nurodytą laidžiosios sistemos šaką buvo atliktas linijinis 

skanavimas, spektrus matuojant kas 500 µm. Preparato dienos šviesos ir 

fluorescencinis vaizdai bei skanavimo rezultatai pateikti 8.3.1 paveiksle.  

 

 

8.3.1 pav. Linijinis širdies preparato skenavimas. A paveikslas – 

preparato nuotrauka dienos šviesoje. B paveikslas – preparato nuotrauka 

panaudojus papildomą 365 nm spinduliuotės apšvietimą. Taškais abiejuose 

nuotraukose pažymėtos vietos, kur registruoti fluorescencijos intensyvumai. 
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Tarp nuotraukų pateikti intensyvumų santykiai <R
aud

>(460) = I
žad

330/I
žad

380 

tuose taškuose. 

Kaip ir ankstesniuose eksperimentuose, kiekviename skenavimo taške 

fluorescencija žadinta 330 nm ir 380 nm spinduliuote, o fluorescencijos 

intensyvumas registruotas ties 460 nm. Skenavimas atliktas vaizduose pateikta 

linija, intensyvumus matuojant kiekviename taške. Keturios linijos 8.3.1B 

paveiksle atitinka pjūvius, kuriuose po spektrinių tyrimų buvo atlikta 

histologinė analizė. ŠLS lokalizacija kiekviename pjūvyje pažymėta 

brūkšniukais (- - - ), MK pažymėta tiesia linija (–––), o JA, kuris buvo 

identifikuotas tik ketvirtame pjūvyje, pažymėtas žvaigždutėmis (***). Pjūvis 

Nr. 2 buvo atliktas būtent per skenavimo liniją. Šio pjūvio histologinės analizės 

mikroskopiniai vaizdai pateikti 8.3.2 paveiksle. 

 

 

 

8.3.2 pav. Audinio pjūvio Nr. 2 histologinis vaizdas. Paveiksle A matyti 

įprastinis MK, kurį iš paviršiaus dengia plonas EK sluoksnis. B paveiksle 

matyti netoli audinio paviršiaus esantis laidžiosios sistemos pluoštas. ŠLS šaką 

sudaro raumeninių ląstelių bei Purkinje skaidulų pluoštas apsuptas JA 

izoliaciniu sluoksniu. C paveiksle matyti ŠLS pluošto riba, kuri pažymėta 

rodykle. 
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Iš skenavimo rezultatų matyti, kad tose vietose, kurios histologiškai 

buvo patvirtintos kaip laidžioji sistema (histologinis pjūvis Nr.2, brūkšniuota 

dalis), <R
aud

>(460) vertė yra ~ 1. Kadangi šiame pjūvyje nebuvo aptikta JA, tai 

galima teigti, jog šiame preparate ŠLS audinį atitinkančios vertės yra ~1. 

Reikia atkreipti dėmesį, jog analizuojant rezultatus pastebėtas itin geras 

fluorescencinio vaizdo bei skenavimo rezultatų sutapimas. Tose vietose, kur 

fluorescencinėje nuotraukoje matyti intensyvus švytėjimas, suskaičiuoti 

intensyvumų santykiai yra artimi 1, t.y. atitinka ŠLS. Tai įrodo, jog papildomas 

apšvietimas 365 nm spinduliuote galėtų būti informatyvus pirminiam ŠLS 

lokalizacijos įvertinimui. 

Normavimo procedūra šiame audinyje nebuvo atlikta, kadangi vidutinė 

ŠLS santykio vertė yra ~ 1. Reiktų pastebėti, jog ir anksčiau tirtuose 

bandiniuose (1 lentelė, 1 ir 5 preparatai) pasitaikė, jog vidutinė nenormuota 

ŠLS santykio vertė buvo ~ 1. Kitose šio preparato vietose, kurios histologiškai 

buvo atpažintos kaip MK (histologinis pjūvis Nr.2, tiesi linija), <R
aud

>(460) 

vertė yra ~ 1,3. Iš to galima daryti išvadą, kad visose šio preparato vietose, 

kuriose fluorescencijos intensyvumų santykis yra ~ 1,3, audinys gali būti 

atpažintas kaip MK. Linijinio skenavimo metu nebuvo užregistruota mažesnio 

intensyvumų santykio nei 0,9 ir histologiškai šiame pjūvyje JA nebuvo aptikta, 

todėl galima teigti, jog šio preparato vietose, kuriose fluorescencijos 

intensyvumų santykis yra mažiau už 0,9, audinys gali būti atpažintas kaip JA.  

Šiame bandinyje taip pat buvo aptiktas taškas, kurio intensyvumų 

santykio vertė negali būti vienareikšmiškai priskirta nei vienam audinio tipui. 

Šio taško lokalizacija 8.3.1 paveiksle yra pavaizduota rodykle. Sprendžiant iš 

histologinės analizės (8.3.2 pav.) bei fluorescencinės nuotraukos šis taškas 

buvo užregistruotas dviejų skirtingų audinių tipų – ŠLS ir MK sandūroje. Taigi 

tokiu atveju yra patvirtinama neaiškių taškų atsiradimo priežastis. Iš 8.3.1 

paveikslo skenavimo rezultatų matyti, jog tokia situacija praktiškai nesudarytų 

didelių problemų, kadangi ji galėtų būti išspręsta užregistravus fluorescencijos 

intensyvumus vos per milimetro dalį toliau nuo neaiškios vietos. 
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Eksperimentiškai nustatytos ribos taip pat gali būti įvertintos naudojant 

patikimumo intervalus suskaičiuotus 2 lentelėje. Šiame preparate ŠLS vertė 

<R
ŠLS

>(460)≈ 1, todėl apatinė santykio vertė, kada audinys dar gali būti 

priskiriamas laidžiajai sistemai yra apskaičiuojama: 1.00 – (0.15×<R
ŠLS

>(460)) 

= 1 – 0.15 = 0.85. Viršutinė santykio vertė, iki kurios audinys dar gali būti 

atpažįstamas kaip ŠLS yra apskaičiuojama: 1.00 + (0.24×<R
ŠLS

>(460)) = 1.00 

+ 0.24= 1.24. Taigi suskaičiuotos ribinės vertės atitinka praktiškai išmatuotus 

fluorescencijos intensyvumų santykius. Tai vėlgi patvirtina, jog pagal sudarytą 

audinių identifikavimo metodiką gaunami santykiai yra specifiški kiekvienam 

audinio tipui ir gali būti panaudoti jų atskyrimui.  

Skenavimo metu gauti intensyvumų santykiai, net ir esant tam pačiam 

audinio tipui, šiek tiek kinta (8.3.1 pav.). Toks intensyvumų pokytis gali būti 

sąlygotas pačio audinio mikrostruktūros. Laidžiosios sistemos pluoštas yra 

sudarytas iš plonų skaidulų ir dėl tam tikro šviesolaidžio skersmens kiekvieną 

kartą po šviesolaidžio antgaliu gali patekti skirtingas šių skaidulų skaičius, dėl 

ko ir bus registruojamas nevienodas fluorescencijos intensyvumas. Būtent dėl 

skyros, kurią riboja žadinančiojo šviesolaidžio skersmuo, pavienių smulkių 

ŠLS dalių nėra įmanoma išskirti. Naudojant turimą sistemą yra pasiekiama 

geresnė nei 1 mm skyra, kurios nepakanka aptikti plonytėms Purkinje 

skaiduloms, tačiau pavojingiausi ŠLS pažeidimai nėra susiję su Purkinje 

skaidulų pažaidomis. Svarbiausia yra nepažeisti didesnių laidžiosios sistemos 

šakų, kurių chirurginis ar kitoks pažeidimas gali sutrikdyti elektrinio signalo 

patekimą į tam tikrą širdies dalį, taip sutrikdant tvarkingus širdies 

susitraukimus. Laidžiosios sistemos šakos skilveliuose išsišakoja į tankų 

Purkinje skaidulų tinklą, kurių pažeidimas sukels tik lokalius signalo 

perdavimo į raumenį sutrikimus, kuris bendram širdies darbui didelės reikšmės 

neturės. Kita vertus, mažinant žadinimo šviesolaidžio skersmenį galima būtų 

pasiekti 100 µm – 200 µm skyrą, tačiau praktiškai tai yra nenaudinga, kadangi 

chirurgui operacijos metu labai sunku pasiekti geresnį nei 1 mm tikslumą, o 

taip pat naudojant tokį ploną šviesolaidį kelis kartus sumažėja registruojamas 
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fluorescencijos intensyvumas, dėl ko kartais apskritai gali būti sudėtinga 

užregistruoti signalą.  

Paskutiniame etape, siekiant nustatyti spektrinio metodo tinkamumą 

visos ŠLS šakos bei jos ribų identifikavimui buvo atliktas to paties preparato, 

naudoto linijiniam skenavimui, spektrinis vaizdinimas. Šiuo tikslu visame 

audinio paviršiuje 11 x 15 mm plote buvo registruojami fluorescencijos 

intensyvumai ir kiekviename taške skaičiuojamas santykis <R
aud

>(460) = 

I
žad

330/I
žad

380. Plokštuminio skenavimo plotas yra pažymėtas dienos šviesos 

nuotraukoje 8.3.3 paveiksle. 
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8.3.3 pav. Plokštuminis preparato skenavimas. Viršuje pavaizduota 

dienos šviesos nuotrauka; apačioje kairėje – spektrinis vaizdas; apačioje 

dešinėje pateiktas kombinuotas spektrinio skenavimo ir fluorescencinės 

nuotraukos vaizdas. Spektriniame vaizde balta spalva atitinka MK, pilka spalva 

atitinka ŠLS ir juoda spalva atitinka JA. Keturios linijos kombinuotame vaizde 

atitinka pjūvių vietas, kur buvo atlikta histologinė analizė. 
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Remiantis linijinio skenavimo rezultatais bei patikimumo intervalais iš 2 

lentelės buvo apibrėžta sritis, kurioje <R
aud

>(460) kito intervale nuo 0.85 iki 

1.24 (8.3.3 pav. spektrinis vaizdas). Ši sritis su 95 % tikimybe gali būti 

priskirta ŠLS audiniui. Gautas fluorescencijos intensyvumų plokštuminis 

pasiskirstymas buvo sulietas su fluorescencine nuotrauka. Kaip matyti 

kombinuotame vaizde sritis, kurioje intensyvumų santykis yra nuo 0.85 iki 

1.24 atitinka tas preparato sritis, kurios išsiskiria intensyvia fluorescencija. 

Nedideli nesutapimai ties laidžiosios sistemos kraštais yra sąlygoti mažesnės 

spektrinio vaizdinimo skyros. Plokštuminio skenavimo metu taip pat buvo 

užregistruota nedidelė sritis, kurios intensyvumų santykis buvo mažesnis nei 

nustatyta ŠLS santykio apatinė riba. Ši sritis buvo priskirta JA (8.3.3 pav. juoda 

sritis viduriniame vaizde). Vėliau atlikta histologinė analizė patvirtino JA 

sankaupų egzistavimą 4 histologinio pjūvio vidurinėje dalyje. Sulyginus 

spektrinio vaizdinimo rezultatus su histologiškai nustatytomis ŠLS ribomis 

stebėtas geras identifikuotų sričių sutapimas. 

Apibendrinant širdies audinių spektrinio vaizdinimo rezultatus galima 

teigti, jog fluorescencijos intensyvumų santykių skaičiavimu kiekviename 

taške (pikselyje) paremtu metodu galima atlikti pavienių ŠLS šakų 

identifikavimą bei ribų nustatymą. Dėl ribotos skyros šis metodas yra tinkamas 

tik stambesnių laidžiosios sistemos pluoštų aptikimui. Tuo tarpu plonesnių 

Purkinje skaidulų tinklas sąlygotų padidėjusį bendrą foninį fluorescencijos 

intensyvumą, tačiau pavienės smulkios skaidulos nebūtų išskiriamos. Nors 

šiame darbe buvo pristatyta tik pati ŠLS identifikavimo idėja panaudojant 

fluorescencinės spektroskopijos metodą, geras rezultatų sutapimas su 

histologinės analizės duomenimis tik patvirtina šio metodo galimybes būti 

taikomam ŠLS identifikavimui ar ribų nustatymui operacijos metu. Širdies 

vietose, kur JA buvimas yra mažai tikėtinas, papildomas 365 nm spinduliuotės 

apšvietimas taipogi būtų naudingas vertinant apytikslią ŠLS lokalizaciją. 

Anatomiškai sudėtingesnėse vietose yra reikalinga spektrinė analizė, kuri net ir 

neatliekant vaizdinimo, o tik tiriant pavienius taškus, padėtų identifikuoti 

vizualiai neatskiriamus audinius.  
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8.4 Širdies audinių fluorescencinė laikinės skyros spektroskopija  

 

Atliekant optinę biopsiją, paremtą audinių fluorescencijos ar 

fluorescencijos žadinimo matavimais, rezultatai priklauso nuo įvairių 

parametrų. Pirmiausia tai yra paties audinio optinės savybės, kurios 

registruojamos fluorescenciniais metodais. Tai yra jo fluorescuojančių 

komponentų sudėtis bei kiekis, taip pat fluorescenciją sugeriančios medžiagos 

(reabsorbcija), tokios kaip kraujas. Kita dalis registruojamo fluorescencijos 

signalo priklauso nuo registravimo sistemos bei pačios registravimo 

procedūros. Būtent pirmoji dalis, kuri neša informaciją apie vidinius audinio 

parametrus ar jų pokyčius, yra naudinga diagnostikos tikslams. Deja tam tikrais 

atvejais, ypač dirbant su gyvais biologiniais objektais , kuomet tyrimo sąlygos 

yra tam tikros ir negali būti keičiamos (pvz. plakanti širdis, kraujuojantis 

audinys), vertinga diagnostinė informacija yra užgožiama pašalinių efektų. 

Siekiant to išvengti yra kuriamos įvairios metodikos, modifikuojamos optinės 

biopsijos aparatūros arba pasirenkamas kitokia diagnostikos procedūra. Vis 

dėlto, optiniai metodai jautumu lenkia daugelį žinomų diagnostikos būdų, jie 

prilygsta sudėtingiems biocheminiams analizės metodams, tačiau būdami 

neinvaziniai puikiai tinka biologinių objektų in vivo tyrimams, todėl ieškoma 

naujų optinių tyrimo būdų, kurie nebūtų jautrūs aukščiau išvardintiems 

pašaliniams efektams. Šiuo metu vis plačiau yra taikoma fluorescencinė 

laikinės skyros spektroskopija. Tai yra metodas, kuriuo yra registruojama 

audinyje esančių fluoroforų sužadintos būsenos gyvavimo trukmės. Ši trukmė 

yra specifiška kiekvienam fluoroforui ir nepriklauso nuo tyrimo sąlygų, taip jos 

neįtakoja fluoroforų koncentracijos audinyje netolygumai ir fluorescencijos 

signalo slopinimas dėl reabsorbcijos, sklaidos ir pan. 

Šiame darbe tiriamasis objektas optinių tyrimų atžvilgiu taip pat yra 

labai sudėtingas. Širdis gali būti ir judantis objektas, todėl tyrimo metu būtų 

labai sunku išlaikyti vienodas tyrimo sąlygas kiekviename taške, tai gali būti ir 

kraujuojantis objektas, todėl būtų sugeriama tiek žadinančioji spinduliuotę, tiek 

fluorescencija. Visa tai stipriai įtakoja registruojamą fluorescencijos signalą. 
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Atsižvelgiant į šiuos sunkumus buvo sukurta audinių identifikavimo metodika, 

tačiau jos papildymas optiniu metodu, kuris nėra jautrus aukščiau išvardintiems 

efektams, tam tikrais atvejais leistų užtikrinti diagnostikos patikimumą bei 

praplėsti taikymo ribas. Tuo tikslu širdies audiniai papildomai buvo ištirti 

fluorescencine laikinės skyros spektroskopija. 

Šiems eksperimentams atlikti reikalingas impulsinis šviesos šaltinis, 

kurio impulso trukmė būtų trumpesnė nei tiriamojo fluoroforo sužadintos 

būsenos gyvavimo laikas. Tyrimuose naudotas 66.9 ps impulso trukmės 

lazeris, emituojantis 405 nm bangos ilgio spinduliuotę. Šioje srityje yra 

sužadinamas elastinas ir šiek tiek kolagenas. Vidutiniai širdies audinių 

fluorescencijos spektrai, žadinant 405 nm spinduliuote pateikti 8.4.1A 

paveiksle.  
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8.4.1 pav. A paveiksle pateikti vidutiniai ŠLS, MK ir JA fluorescencijos 

spektrai žadinant 405 nm spinduliuote. Taškeliais pateiktos linijos atitinka 

standartinio nuokrypio vertes. B paveiksle pateikti vidutiniai visų audinių tipų 

normuoti fluorescencijos spektrai. 

 

Visuose spektruose yra stebima neišraiškinga plati juosta, kurios 

intensyvumo maksimumas yra ties 482 nm. Iš normuotų spektrų matyti, jog ir 

ŠLS, ir MK, ir JA fluorescencijos spektrų formos yra beveik vienodos (8.4.1B 

pav.), kas leidžia teigti, jog ir fluoroforai, atsakingi už fluorescenciją 430 nm – 
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550 nm spektro srityje žadinant 405 nm spinduliuote visuose audiniuose yra tie 

patys. Stebimi intensyvumų skirtumai 8.4.1A paveiksle gali būti sąlygoti 

nevienodo fluoroforų kiekio šiuose audiniuose, ar fluorescencijos kvantinio 

našumo, kuris priklauso nuo fluoroforą supančios mikroaplinkos. Šie 

rezultatai, kaip ir stebėti anksčiau, fluorescencijos žadinimui naudojant 365 nm 

spinduliuotę, parodo, jog apšvietus audinį 405 nm bangos ilgio šviesa ŠLS gali 

būti atskirta nuo MK dėl intensyvesnio švytėjimo, tačiau to nepakanka ŠLS 

atskirti nuo JA. Toks apytikslės ŠLS lokalizacijos būdas būtų netgi 

patrauklesnis, nei taikant 365 nm apšvietimą, kadangi 405 nm spinduliuotė jau 

laikoma visiškai nekenksminga biologiniams audiniais. Tuo tikslu buvo 

atliktas širdies tarpskilvelinės pertvaros vaizdinimas apšvietus ją 405 nm 

spinduliuote (8.4.2 pav.).  

 

 

 

8.4.2 pav. Širdies tarpskilvelinės pertvaros vaizdinimas. A paveikslas – 

vaizdas dienos šviesoje. B paveikslas – vaizdas apšvietus 365 nm spinduliuote. 

 



91 

 

Fluorescenciniame vaizde matyti nuo pat tarpskilvelinės pertvaros 

viršaus besidriekianti plati fluorescuojanti sritis, kuri apačioje išsišakoja į 

smulkesnius pluoštus. Tokia struktūra atitinka kairiąją HP šaką, tačiau pagal 

fluorescencijos intensyvumą šioje intensyviai fluorescuojančioje srityje sunku 

išskirti kur yra ŠLS ir kur JA, todėl tikslesnė širdies audinių analizė 

fluorescencijos žadinimui naudojant 405 nm spinduliuotę buvo atlikta 

fluorescencine laikinės skyros spektroskopija. 

Fluorescencijos gyvavimo, kitaip dar vadinamo gesimo, trukmė yra 

matuojama ties vienu bangos ilgiu. Širdies audinių tyrimuose gyvavimo 

trukmės buvo registruotos intervale 430 nm – 550 nm kas 5 nm. Siekiant 

nustatyti kiek fluoroforų yra atsakingi už audinių fluorescenciją buvo 

atliekamas matematinis modeliavimas keičiant kintamųjų skaičių. ŠLS 

modeliavimo rezultatai aproksimuojant eksperimentinius rezultatus viena ir 

dviem eksponentėm pateikti 8.4.3 paveiksle. Skaičiavimams pasirinkta 

fluorescencijos gesimo kreivė užregistruota ties 480 nm.  

 

 

8.4.3 pav. ŠLS fluorescencijos gesimo eksperimentiniai rezultatai (juoda 

kreivė) ir modelinė kreivė (raudona kreivė). Taip pat yra pateikta prietaiso 

atsako funkcija (IRF kreivė). A paveikslas – aproksimuota viena eksponente. B 

paveikslas – aproksimuota dviem eksponentėm.  
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Atlikus eksperimentinių duomenų aproksimavimą vieneksponentiniu 

gesimo dėsniu stebimas akivaizdus modelinių ir eksperimentinių rezultatų 

nesutapimas. Tai iliustruoja didelės liekanos ties trumpom laiko trukmėm bei 

itin didelė χ
2
 vertė. Analogiški rezultatai stebimi ir 2 eksponenčių 

aproksimacijos atveju. Aproksimacija yra laikoma teisinga, jei nestebimas 

liekanų padidėjimas bet kurioje laiko skalės srityje ir χ
2
 vertė yra artima 1, 

tačiau praktiškai χ
2
 vertei esant netgi 1,2 laikoma, jog modeliavimo rezultatai 

atitinka eksperimentinius. Taigi abiem atvejais aproksimacijos yra neteisingos 

ir tai rodo, jog daugiau nei 1 ar 2 fluorescuojantys komponentai formuoja ŠLS 

fluorescencijos gesimo kreives. Analogiški rezultatai gauti ir JA bei MK 

audinių atvejais. Vėliau atlikta eksperimentinių rezultatų, užregistruotų ties 480 

nm, aproksimacija trimis eksponentėmis (8.4.4 pav.).  

 

 

 

8.4.4 pav. Fluorescencijos gesimo, užregistruoto ties 482 nm, eksperimentiniai 

rezultatai ir jų aproksimacija trimis eksponentėmis. 
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Kaip matyti iš pateiktų grafikų, modeliniai rezultatai aproksimavus 

trimis eksponentėmis sutampa su eksperimentiniais duomenimis. Tai iliustruoja 

ir tolygiai ties nuline verte pasiskirsčiusios liekanos, ir χ
2
 vertė. Suskaičiuoti 

kiekvienos eksponentės charakteringi laikai (fluorescencijos gyvavimo/gesimo 

trukmės τ1, τ2, τ3) yra pateiktos paveikslėliuose. Galima daryti išvadą, jog 

žadinant 405 nm spinduliuote mažiausiai trys fluorescuojantys komponentai 

yra atsakingi už ŠLS, MK ir JA fluorescenciją ties 480 nm. Tuo tarpu iš 

nuostoviosios fluorescencijos spektrų buvo identifikuoti tik du pagrindiniai 

širdies audinių fluoroforai – kolagenas ir elastinas [168-170]. Yra žinoma, jog 

širdyje randamas kolagenas yra keleto formų. Širdies tarpląstelinio matrikso 

kolageno pagrindinė sudedamoji dalis yra kolagenas I, kuris sudaro 85% 

bendros kolageno masės [171]. Širdyje dar yra randami ir kiti fibriles 

formuojantys kolageno tipai, tai kolagenas III ir kolagenas V. Širdies vožtuvas, 

kurio pagrindinė sudedamoji dalis yra JA, yra sudarytas iš kolageno I (74%), 

kolageno III (24%) ir kolageno V (2%) [109], todėl galima teigti, jog 

fluorescencijos spektrus labiausiai įtakoja kolageno I ir kolageno III 

fluorescencija. Remiantis šiais duomenimis gali būti identifikuoti visi trys 

širdies audinių fluorescenciją sudarantys komponentai, kurių skaičius 

nustatytas fluorescencinės laikinės skyros spektroskopijos duomenimis. Tai yra 

kolagenas I, kolagenas III ir elastinas. Nuostoviosios fluorescencinės 

spektroskopijos metodu šie trys fluoroforai negalėjo būti išskirti, kadangi 

elastino ir kolageno III fluorescencijos spektrai persikloja [173].  

Siekiant nustatyti koks yra kiekvieno iš šių trijų fluorescuojančių 

komponentų santykinis indėlis (F) į fluorescencijos spektrą, buvo atlikta 

sudėtinių komponentų analizė, kurios metu buvo išskaičiuojamas kiekvienos 

eksponentės „svorinis daugiklis“ atliekant eksperimentinių rezultatų 

aproksimavimą. Duomenys yra pateikti 8.4.1 lentelėje. 
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8.4.1 lentelė. Kiekvieno iš trijų komponentų (F1, F2 ir F3) santykiniai 

indėliai procentais į fluorescencijos spektrą. 

 

 MK ŠLS JA 

F1 27.24 26,5 19.15 

F2 47.08 48,5 51.5 

F3 25.67 25,0 29.35 

 

Šios vertės nurodo, koks yra kiekvieno iš fluoroforų indėlis į 

fluorescencijos spektrą žadinant 405 nm spinduliuote ties konkrečiu bangos 

ilgiu (šiuo atveju ties 480 nm). Jos nenurodo audinio tikslios sudėties, kadangi 

šiuo metodu nestebimos nefluorescuojančios audinio sudedamosios dalys, 

tačiau iš jų vis tik galima vertinti fluoroforų santykinį kiekį kiekviename iš 

širdies audinių. ŠLS ir MK santykiniai visų komponentų kiekiai yra labai 

panašūs, tuo tarpu JA santykinė sudėtis yra kitokia. Šiuo metu jau yra įrodyta, 

jog laidžioji sistema yra raumeninės kilmės audinys, todėl ŠLS ir MK savo 

sudėtimi yra panašūs.  

Visi rezultatai, tiek gyvavimo trukmių, tiek santykinių indėlių yra 

apskaičiuoti ties vienu bangos ilgiu – 480 nm, todėl nėra aišku, ar tie patys 

fluoroforai ir santykiniai jų kiekiai bus stebimi kitose fluorescencijos 

registravimo srityse. Tam tikslui buvo suskaičiuotos fluorescencijos gyvavimo 

trukmės bei santykiniai indėliai kiekvieno iš fluorescuojančio komponento 

visame registravimo intervale nuo 430 nm iki 550 nm. ŠLS, MK ir JA 

fluorescencijos gyvavimo trukmės visame šiame spektriniame ruože yra 

pateiktos 8.4.5 paveiksle.  

 



95 

 

 

450 480 510 540
0

3

6

9

12

15

18

 


 


 


G
y
v
a

v
im

o
 t

ru
k
m

ė
, 

n
s

Bangos ilgis, nm

ŠLS

450 480 510 540
0

3

6

9

12

15

18
JA

 


 


 


G
y
v
a

v
im

o
 t

ru
k
m

ė
, 

n
s

Bangos ilgis, nm

450 480 510 540
0

3

6

9

12

15

18
MK

 


 


 


G
y
v
a

v
im

o
 t

ru
k
m

ė
, 

n
s

Bangos ilgis, nm

 

8.4.5 pav. ŠLS, MK ir JA audinių fluorescencijos gyvavimo trukmės 

užregistruotos žadinant 405 nm spinduliuote. 

 

Iš pateiktų rezultatų matyti, kad gyvavimo trukmės visame registravimo 

intervale iš esmės nekinta. Stebimas tam tikras verčių išsibarstymas, tačiau 

dėsningų pokyčių, kurie galėtų reikšti kito fluorescuojančio komponento 

atsiradimą, nestebime nei vienam audinio tipui. Fluorescencijos gyvavimo 

trukmės yra kiekvieno fluoroforo, esančio tam tikroje būsenoje ar aplinkoje, 

charakteringas parametras. Tai yra tarsi jo „pirštų antspaudas“. Tai, jog 

gyvavimo trukmės nekinta visame registravimo intervale nuo 430 nm iki 550 

nm rodo, jog fluoroforai toje spektrinėje srityje fluorescuoja tie patys. 

Remiantis šiais rezultatai buvo suskaičiuotos vidutinės gyvavimo trukmės ir 

įvertinti skirtumai tarp skirtingo tipo audinių gyvavimo trukmių. Skirtumų tarp 

vidutinių ŠLS ir kitų dviejų audinių trukmių reikšmingumas buvo įvertintas 
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naudojant porinį t-Testą esant nulinei hipotezei τ
ŠLS

 – τ
JA

 = 0 ir τ
ŠLS

 – τ
MK

 = 0. 

Skaičiavimų rezultatai pateikti 8.4.2 lentelėje. 

 

8.4.2 lentelė. Širdies audinių vidutinės gyvavimo trukmės ir vidutiniai 

standartiniai nuokrypiai suskaičiuoti intervale 430 nm – 550 nm. P(H0 =0) – 

reikšmingumo lygio vertės esant nulinei hipotezei. 

 

 MK  P(H0 = 0) ŠLS  P(H0 = 0) JA 


1
  0.7 ± 0.1 0.07 0.7 ± 0.1 2.9x10

-5

 0.9 ± 0.1 


2
  3.1 ± 0.2 0.19 3.2 ± 0.3 2.2x10

-4

 3.5 ± 0.4 


3
  10.6 ± 1 0.94 10.7 ± 1.2 0.84 10.7 ± 1.7 

 

ŠLS ir MK gyvavimo trukmės reikšmingai nesiskiria, todėl šių dviejų 

audinių atskyrimas pagal fluorescencijos gyvavimo trukmes yra neįmanomas. 

Tuo tarpu JA ir ŠLS gyvavimo trukmės, apibūdinančios greitai energiją 

prarandančius fluorescuojančius komponentus (
1
 ir 

2
) yra reikšmingai 

skirtingos. Analizuojant šių dviejų audinių nuostoviosios fluorescencijos 

spektrus (8.4.1B pav.) buvo nustatyta, jog jų formos yra beveik identiškos, 

todėl padaryta išvada, jog abiejuose audiniuose fluorescuoja tos pačios 

medžiagos. Laikinės skyros spektroskopijos eksperimentuose stebimi pirmų 

dviejų komponentų nedideli, tačiau reikšmingi fluorescencijos gyvavimo 

trukmių skirtumai nepaneigia šios išvados. Fluorescencijos gyvavimo trukmės 

yra įtakojamos tokių mikroaplinkos faktorių kaip pH, jonų koncentracija bei 

įvairios reakcijos, fermentų aktyvumas, temperatūros svyravimai [35], todėl 

suskaičiuotų gyvavimo trukmių skirtumai gali būti sąlygoti tų pačių 

fluorescuojančių medžiagų skirtingo struktūrinio išsidėstymo ar juos supančios 

mikroaplinkos. Šie audiniai pagal funkcijas yra visiškai skirtingi, todėl 

natūralu, jog ir audinio struktūra bei juose esančios medžiagos, kurios 

sudarydamos skirtingą mikroaplinką įtakoja fluorescencijos gyvavimo 

trukmes, yra skirtingos.  
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Taigi nustačius, jog fluoroforai visame fluorescencijos registravimo 

intervale yra tie patys, buvo atlikta analizė siekiant nustatyti, ar kinta 

santykinis šių fluoroforų indėlis į registruojamą fluorescenciją. Visų trijų 

komponentų santykiniai indėliai registravimo intervale 430 nm – 550 nm 

žadinant 405 nm spinduliuote pateikti 8.4.6 paveiksle.  

 

450 480 510 540
0

10

20

30

40

50

60

70

80 ŠLS
F



F


F


S
a

n
ty

k
in

is
 į
n

a
š
a

s
, 

%

Bangos ilgis, nm

 

450 480 510 540
0

10

20

30

40

50

60

70

80 MK
F



F


F


S
a

n
ty

k
in

is
 į
n

a
š
a

s
, 

%

Bangos ilgis, nm

450 480 510 540
0

10

20

30

40

50

60

70

80 JA
F



F


F


S
a

n
ty

k
in

is
 į
n

a
š
a

s
, 

%

Bangos ilgis, nm

 

8.4.6 pav. Fluorescuojančių širdies audinių komponentų santykiniai 

įnašai procentais į fluorescencijos spektrą.  

 

Kaip matyti iš pateiktų grafikų, fluoroforų indėlis irgi iš esmės nekinta, 

kas reiškia, jog ir fluorescencijos spektro sudėtis bet kurioje spektrinėje srityje 

iš intervalo 430 nm – 550 nm yra tokia pati. Taip pat buvo suskaičiuoti ŠLS, 

MK ir JA kiekvieno iš trijų komponentų vidutiniai indėliai <F> visame 

registravimo intervale. Skirtumų tarp vidutinių ŠLS ir kitų dviejų audinių 
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komponentų indėlių reikšmingumas buvo įvertintas naudojant porinį t-Testą 

esant nulinei hipotezei F
ŠLS

 – F
JA

 = 0 ir F
ŠLS

 – F
MK

 = 0. Vertės pateiktos 8.4.3 

lentelėje.  

 

8.4.3 lentelė. Santykiniai fluoroforų kiekiai suskaičiuoti intervale 430 

nm – 550 nm. P(H0 =0) – reikšmingumo lygio vertės esant nulinei hipotezei. 

 

 MK P(H0 = 0) ŠLS P(H0 = 0) JA 

<F1> 27 ± 3 0.09 28 ± 2 3.34x10-8 20 ± 4 

<F2> 46 ± 2 0.57 47 ± 2 1.51x10-5 51 ± 4 

<F3> 27 ± 3 0.08 25 ± 3 0.01 29 ± 5 

 

Analogiškai kaip ir gyvavimo trukmių atveju, MK ir ŠLS audinių 

vidutinių indėlių vertės <F1>, <F2> ir <F3> tarpusavyje nesiskiria 

reikšmingai. Taigi šie du audinių tipai, būdami raumeninės kilmės, nesiskiria ir 

komponentine sudėtimi. Tai reiškia, jog kolageno I, kolageno III ir elastino 

santykinis kiekis abiejuose audiniuose yra toks pat. Vis dėlto, absoliutus tų 

pačių fluorescuojančių medžiagų kiekis yra skirtingas. Tai yra stebima iš 

fluorescencijos spektrų. ŠLS fluorescencija yra gerokai intensyvesnė nei MK, 

todėl galima daryti išvadą, jog visų trijų fluorescuojančių komponentų ŠLS yra 

daugiau, tačiau jų proporcija yra tokia pati kaip ir MK.  

JA ir ŠLS audinių santykinė sudėtis yra skirtinga. Tai stebima iš 

reikšmingai besiskiriančių visų trijų fluorescuojančių komponentų vidutinių 

kiekių <F1>, <F2> ir <F3> (8.4.3 lentelė). Pirmojo komponento yra daugiau 

ŠLS, o antrojo ir trečiojo – JA. Iš 8.4.3 lentelės matyti, jog pirmojo 

komponento yra daugiau abiejuose raumeninės kilmės audiniuose (ŠLS ir 

MK), kurie pasižymi tamprumu ir elastiškumu, todėl šis pirmasis 

fluorescuojantis komponentas gali būti identifikuojamas kaip elastinas. Antrojo 

ir trečiojo komponentų raumeninės kilmės audiniuose yra mažiau nei JA, kuris 

atsakingas už audinių formos palaikymą bei struktūros tvirtumą, todėl šie du 

fluorescuojantys komponentai atitinka kolageną. Antrojo komponento yra 
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ženkliai daugiau, todėl jis gali būti priskirtas gausiausiai JA esančiam 

fluoroforui kolagenui I, tuomet trečiasis komponentas atitinka kolageną III. 

Fluorescuojančių komponentų santykinių kiekių analizės rezultatai rodo, 

jog santykinė JA ir ŠLS audinių sudėtis yra skirtinga. Šie duomenys neatitinka 

nuostoviosios fluorescencijos rezultatų žadinant 405 nm spinduliuote, kuriuose 

stebimi beveik identiškos formos JA ir ŠLS fluorescencijos spektrai (8.4.1 

pav.). Spektrinės formos sutapimas reiškia ne tik tų pačių fluoroforų buvimą 

audiniuose, bet ir santykinių jų kiekių sutapimą. Neatitikimas tarp 

nuostoviosios ir kinetinės spektroskopijos duomenų gali būti paaiškinamas tuo, 

jog kolageno III ir elastino nuostoviosios fluorescencijos spektrai persikloja. 

Elastino yra daugiau ŠLS, tuo tarpu kolageno daugiau JA, o dėl persiklojančių 

jų spektrų intensyvumų skirtumai nėra stebimi. 

Išanalizavus širdies audinių fluorescencinės laikinės skyros 

spektroskopijos rezultatus žadinimui naudojant 405 nm spinduliuotę ir 

fluorescenciją registruojant 430 nm – 550 nm srityje galima apibendrinti, jog 

ŠLS ir MK tiek fluorescencijos gyvavimo trukmės, tiek santykiniai fluoroforų 

kiekiai reikšmingai nesiskiria ir laikinės skyros metodika šie audiniai yra 

neatskiriami. Tuo tarpu ŠLS ir JA pasižymi ir skirtingomis fluorescencijos 

gyvavimo trukmėmis (
1
 ir 

2
), ir nevienoda fluoroforų santykine sudėtimi, 

todėl laikinės skyros spektroskopijos metodu šie audiniai gali būti atskiriami. 

Tyrimų metu taip pat nustatyta, jog tiek gyvavimo trukmės, tiek santykiniai 

fluoroforų kiekiai registravimo intervale 430 nm – 550 nm nekinta, todėl 

siekiant laikinės skyros metodiką pritaikyti audinių atskyrimui fluorescencijos 

gyvavimo trukmės bei fluorescuojančių komponentų santykiniai kiekiai gali 

būti registruojami bet kurioje srityje iš spektrinio ruožo 430 nm – 550 nm.  

 

8.5 Širdies audinių vaizdinimas konfokaline atspindžio 

mikroskopija  

 

Anksčiau aprašyti optinės biopsijos metodai, paremti nuostoviąją bei 

laikine fluorescencine spektroskopija, suteikia informaciją apie audinyje 
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esančius fluoroforus bei jų būsenas. Analizuojant šiuos duomenis yra daromos 

atitinkamos išvados apie organizmo fiziologinius ar funkcinius pakitimus. Tam 

tikrais atvejais būna sunku stebimus fluorescencijos pokyčius susieti su realiais 

organizmo parametrais, arba atvirkščiai – esant tam tikriems organizmo 

pakitimams sunku tai pastebėti fluorescencinės spektroskopijos duomenyse. 

Naudojant kitus optinius metodus, tokius kaip mikroskopija, yra stebimi 

tiesioginiai audinio struktūros ar jį sudarančių ląstelių ypatumai ir pakitimai, 

kurie remiantis ilgamete biologinių objektų tyrimo mikroskopija patirtimi 

lengvai gali būti pastebimi ir atpažįstami. Ligi šiol esminis mikroskopijos 

trūkumas buvo tai, kad apžiūrai audinys turėjo būti specialiai paruošiamas, 

todėl tokios metodikos taikymas apsiribojo tik ex vivo tyrimais. Mokslui ir 

technologijoms žengiant į priekį mikroskopo struktūra buvo patobulinta ir 

sukurtas naujas prietaisas, įgalinantis biologinių audinių ląsteles apžiūrėti in 

vivo. Šios in vivo mikroskopijos ribotumas yra susijęs su didele šviesos sklaida 

ir sugertimi biologiniuose objektuose. Norint pasiekti kuo didesnį diagnostikos 

gylį, tyrimams turi būti naudojama šviesa iš audinių optinio skaidrumo lango. 

Šios srities spinduliuotė beveik nesukelia fluorescencijos audiniuose, todėl yra 

naudojama atspindžio metodika, kuomet infraraudonosios srities lazerine 

spinduliuote yra apšviečiamas audinys ir registruojamas atspindys. Tai yra 

nauja metodika, todėl kol kas nėra identifikuoti skirtingų audinių parametrai, 

kurie nulemia vaizdo kontrastą. Laidžioji sistema bei aplinkiniai audiniai 

skiriasi tiek savo sudėtimi, tiek struktūra, todėl tikėtina, jog atspindys nuo šiuos 

audinius sudarančių komponentų turėtų būti skirtingas ir tokiu būdu jie galėtų 

būti identifikuojami. Siekiant nustatyti galimus kontrasto šaltinius širdies 

audiniuose bei įvertinti atspindžio mikroskopijos galimybes vaizdinant ŠLS 

buvo atlikti visų trijų širdies audinių tipų vaizdinimo eksperimentai 

konfokaline atspindžio mikroskopijos sistema Vivascope 1500. 

Šiuo metu pasaulyje didžioji dalis tyrimų, atliekamų atspindžio 

konfokalinės mikroskopijos metodu, yra skirti odos bei pigmentinių darinių 

tyrimams [140-142,150,174,175]. Širdies audiniai, tuo labiau laidžioji sistema, 

šiuo metodu nėra tirti. 
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Vaizdinimo eksperimentų metu širdies audinių preparatai buvo 

skenuojami nuo pat paviršiaus sluoksnis po sluoksnio, taip užregistruojant 

skirtinguose gyliuose esančių širdies sienelės sluoksnių atspindžio vaizdus. 

Vidinio širdies paviršiaus – endokardo atspindžio vaizdas pateiktas yra 

pateiktas 8.5.1A paveiksle.  

 

0.1 mm 0.1 mm A B 

 

 

8.5.1 pav. Skirtingų endokardo sluoksnių atspindžio vaizdai. Vaizdai yra gauti 

skenuojant tą pačią vietą skirtinguose gyliuose. Paveikslas A – paviršinis 

sluoksnis – endotelis. Paveikslas B – vaizdas 16 µm gylyje. 

 

Endokardas yra sudarytas iš keleto skirtingų sluoksnių (8.5.2 pav.). 
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Endotelio ląstelės

Endokardas

Miokardas

Kolageno 
sankaupa

Endotelis

Jungiamasis audinys 
(elastinis sluoksnis,
lygiųjų raumenų 
sluoksnis, kolageno 
pluoštai)

 

 

8.5.2 pav. Širdies audinio pjūvis, nudažytas hematoksilinu ir eozinu. Paviršinis 

endokardo sluoksnis yra sudarytas iš endotelio ląstelių monosluoksnio. 

Rodyklėmis yra pažymėti endotelio ląstelių branduoliai. Vidinė endokardo 

struktūra nėra aiškiai išreikšta. Histologiniame preparate matomi tik kolageno 

ir elastino pluoštai, sudarantys subendotelinį jungiamąjį audinį.  

 

Endokardo sluoksnių skaičius skirtingose vietose yra skirtingas ir kinta 

nuo trijų iki penkių. Endotelis – paviršinis širdies sienelės sluoksnis yra 

sudarytas iš endotelio ląstelių monosluoksnio, JA ląstelių ir kolageno fibrilių 

[87]. Endotelio ląstelės yra labai plonos (apie 3 mm), todėl konfokalinės 

atspindžio mikroskopijos metodu iš jų sudarytas monosluoksnis nėra 

išskiriamas. Šviesūs plotai matomi endokardo paviršiuje 8.5.1A paveiksle yra 

atspindys nuo nelygaus kolageno paviršiaus, dengiančio gilesnius endokardo 

sluoksnius. Sekantis sluoksnis, kuris gali būti aiškiai išskiriamas atspindžio 

vaizduose yra sudarytas iš netvarkingai išsidėsčiusių skaidulų (Pav. 8.5.1B). 

Vaizdas yra užregistruotas 16 µm gylyje. Ligi šio gylio jokio kito aiškiai 

skirtingo sluoksnio nestebėta. 8.5.1B paveiksle matomas šviesus tinklas yra 

kolageno ir elastino pluoštai, sudarantys vidinį ir išorinį JA sluoksnį. 

Analogiška endokardo struktūra yra stebima ir histologinio preparato vaizde 
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(8.5.2 pav.). Tamsūs plotai atspindžio vaizde (8.5.1B) stebimi tarp šviesaus 

kolageno ir elastino tinklo atitinka tarpląstelinį užpildą. Viso endokardo storis 

priklausomai nuo lokalizacijos yra skirtingas ir kinta nuo 10 µm iki 200 µm 

[109,174].  

Vertikali ir horizontali konfokalinės atspindžio mikroskopijos skyra yra 

prastesnė nei gali būti pasiekiama atliekant histologinius tyrimus, todėl 

objektai, kurie yra mažesni nei 1,25 µm ir sluoksniai plonesni nei 5 µm nėra 

išskiriami. Šiuo metu tik keletas klinikoje naudojamų metodų įgalina ištirti 

vidines audinių struktūras nesuardant paties audinio. Kompiuterinio bei 

branduolių magnetinio rezonanso tomografijų skyra yra pakankama vaizdinti 

skirtingo tipo audinius, tačiau subtilūs vidinės audinio struktūros ar sudėties 

skirtumai yra nepastebimi, todėl konfokalinės atspindžio mikroskopijos 

galimybės vaizdinti kolageno ir elastino skaidulas bei jų sudaromą tinklą 

nepažeidžiant paties audinio gali būti panaudotos fibrozės židinių nustatymui 

ar miokardo infarkto pažeistų vietų identifikavimui operacijos metu. 

Sekantis sluoksnis, kuris yra išskiriamas atspindžio konfokaliniu 

mikroskopu, buvo užregistruotas 4 µm giliau po endokardu, maždaug 20 µm 

gylyje (8.5.3 pav.).  

 

 

8.5.3 pav. Darbinis miokardas. Paveikslas A – vaizdas miokardo 

preparato, dažyto hematoksilinu ir eozinu. Paveikslas B – konfokalus 

atspindžio vaizdas užregistruotas ~ 20 µm gylyje nuo paviršiaus. Paveikslas C 

– miocitų pluoštai ~ 35 µm gylyje. Tarp miocitų esantys interkaliaciniai diskai 

(parodyti rodyklėmis) yra geriau matomi atspindžio vaizduose.   
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Atspindžio vaizde yra stebima charakteringa MK struktūra, kurioje 

matosi lygiagrečiais pluoštais išsidėstę miocitai. 8.5.3 B ir C vaizduose skiriasi 

miocitų pluoštų kryptys. Tai atitinka skirtingus raumenų sluoksnius. MK be 

miocitų taip pat yra intersticiumas su JA ląstelėmis, elastino ir kolageno 

pluoštai bei kraujagyslės. Taip pat tam tikrose širdies vietose MK audinyje yra 

įsiterpusi laidžioji sistema [109,174]. Aktino ir miozino pluoštai esantys 

miocituose atspindi lazerinę spinduliuotę ir lemia pilką jų spalvą, tuo tarpu MK 

intersticiumas konfokalinėse atspindžio nuotraukose yra matomas kaip tamsūs 

plotai. Interkaliaciniuose diskuose yra gausu baltymų, kurie formuoja 

tarpląstelines jungtis ir stipriai atspindi šviesą. Šios jungtys atspindžio 

vaizduose išryškėja kaip itin šviesios struktūros (8.5.3 pav. rodyklės). Vidutinis 

miocitų diametras išmatuotas konfokalinės atspindžio mikroskopijos vaizduose 

yra ~10 µm.  

MK storis skirtingose širdies vietose kinta nuo kelių milimetrų iki 

daugiau nei vieno centimetro. Maksimalus konfokalinio atspindžio mikroskopo 

vaizdinimo gylis priklauso nuo audinio optinių savybių bei apšvietimo bangos 

ilgio. 800 nm bangos ilgio spinduliuotė įgalina registruoti pakankamo 

kontrasto MK vaizdus iki 250 µm gylio. Iš gilesnių sluoksnių atsispindėjusi 

šviesa pakeliui į detektorių yra sugeriama ir jo nepasiekia, arba patyrusi 

daugybę atspindžių nebeišlaiko informacijos apie tašką, nuo kurio atsispindėjo. 

Tokie fotonai bus stebimi kaip bendras triukšmas. Vaizdinimas Vivascope 

1500 prietaise yra atliekamas 9 kadrai/sekundę, todėl prailginus vieno kadro 

(vaizdas 500 µm x 500 µm) registravimo laiką būtų užregistruojami geresnio 

kontrasto vaizdai ir gilesni sluoksniai taip pat galėtų būti vaizdinami. Jei 

trumpi registravimo laikai vis dėlto yra būtini vaizdinimui realiame laike, 

tuomet geresnis kontrastas galėtų būti pasiektas naudojant jautresnius 

detektorius. 

Tam tikrose MK vietose buvo aptiktos ląstelės, kurios skyrėsi nuo 

miocitų (8.5.4 pav.).   
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8.5.4 pav. Širdies audinio atspindžio vaizdas, rodantis heterogenišką ląstelinę 

struktūrą. Paveiksle A matyti didelės ląstelės, kurios savo forma skiriasi nuo 

miocitų. Ląstelių branduoliai yra matomi kaip tamsios dėmės ląstelių viduje. 

Paveiksle B matyti, jog ląstelės yra išsidėsčiusios lygiagrečiais pluoštais ir yra 

persipynusios su miocitais.  

 

Šios ląstelės yra daug storesnės nei miocitai ir turi apvalius branduolius. 

Ląstelės taip pat yra išsidėsčiusios lygiagrečiais pluoštais, kurie yra persipynę 

su miocitais (8.5.4B pav.). Yra žinoma, kad už elektrinio signalo perdavimą 

periferinėse širdies dalyse yra atsakingos Purkinje ląstelės [12,17,87,176]. 

Laidžiosios sistemos šakose Purkinje ląstelių yra nedaug, jos formuoja 

Purkinje skaidulas, kurios yra persipynusios su miocitais [87,12,176]. Purkinje 

ląstelės yra maždaug 46 µm skersmens. Toks pat skersmuo yra ir ląstelių 

stebimų atspindžio vaizduose (8.5.4. pav.). Kito tipo laidumo ląstelių skersmuo 

yra ~ 7-10 µm ir labiau primena įprastus miocitus [87]. Mūsų žiniomis širdyje 

nėra jokių kitų ląstelių, kurių skersmuo būtų ~ 46 µm. Remiantis šiais faktais 

8.5.4 paveiksle atspindžio vaizduose stebimos ląstelės gali būti atpažintos kaip 

Purkinje ląstelės. Reikėtų pažymėti, jog ligi šiol jokiais metodais nebuvo 

pavykę užregistruoti Purkinje ląstelių neišpreparuotame ir nedažytame 

audinyje. Kontrastas šių ląstelių konfokaliniuose atspindžio vaizduose yra 

nulemtas ląstelių viduje esančių mikrotubulių tinklo, filamentų, miofibrilių ir 



106 

 

glikogeno granulių. Sveikose širdyse glikogenas yra difuziškai pasiskirstęs 

ląstelių citoplazmoje ir dėl ribotos konfokalinės atspindžio mikroskopijos 

skyros šios mažos granulės nėra išskiriamos. Glikogenas šviesą atspindi arba 

išsklaido, todėl ląstelių vidus atrodo šviesus. Geresnė skyra galėtų būti 

pasiekiama audinių apšvietimui naudojant trumpesnių bangos ilgių 

spinduliuotę, tačiau trumpesnių bangos ilgių šviesa yra stipriau sugeriama 

audinyje esančių komponentų ir dėl to sumažėja įsiskverbimo gylis. Vis dėlto 

naudojant 800 nm spinduliuotę pasiekiama skyra yra pakankama vaizdinti 

kolageno ir elastino pluoštus, pavienius miocitus ir Purkinje ląsteles. 

Dar viena charakteringa laidžiosios sistemos histologinė ypatybė yra tai, 

jog ŠLS šakos yra apsuptos izoliaciniu JA sluoksniu. Histologinis laidžiosios 

sistemos šakos vaizdas pateiktas 8.5.5 paveiksle. Kaip matyti iš histologinių 

vaizdų, JA supa ne tik Purkinje skaidulas, bet visą ŠLS šaką.      

 

 

 

8.5.5 pav. Dešinė Hiso pluošto šaka. Audinio pjūviai dažyti hematoksilinu ir 

eozinu. Rodyklės Nr.1 žymi Purkinje ląsteles. Rodyklės Nr.2 rodo JA sluoksnį, 

kuris Hiso pluoštą atskiria nuo MK. Rodyklės Nr.3 žymi JA esantį Hiso 

pluošto viduje. Paveiksle A esanti rodyklė Nr.4 rodo apvalius lipocitus. 

 



107 

 

Šios aukščiau išvardintos ŠLS ypatybės yra aiškiai matomos ir 

konfokaliniuose atspindžio vaizduose, kurie buvo gauti iš nesupjaustytų ir 

nedažytų širdies audinio preparatų (8.5.6 pav.).  

 

 

 

8.5.6 pav. Dešinės Hiso pluošto šakos preparatų konfokaliniai atspindžio 

vaizdai, užregistruoti 55 µm gylyje. Rodyklės Nr.1 žymi Purkinje ląsteles, 

rodyklės Nr.2 žymi Hiso pluoštą supantį JA. Paveiksle A Rodyklė Nr. 4 rodo 

už pluošto esančią lipocitų sankaupą.   

 

Miokardo fone išsiskiria JA izoliuotas Hiso pluošto šakos fragmentas. 

Pluoštas yra sudarytas iš Purkinje ląstelių (8.5.6 pav. Rodyklės Nr. 1), kurios 

sudaro lygiagrečias skaidulas ir kartu su jas supančiais miocitais sudaro 

pluoštinę struktūrą. Izoliacinis sluoksnis yra sudarytas iš JA ir atspindžio 

nuotraukose matomas kaip plonų, susipynusių kolageno skaidulų tinklas (8.5.6 

pav. Rodyklės Nr. 2). Viršutinėje pluošto dalyje 8.5.6A paveiksle yra matoma 

lipocitų sankaupa.  

Apibendrinant vaizdinimo atspindžio konfokaline mikroskopija 

rezultatus galima paminėti, jog ši metodika buvo pirmą kartą pritaikyta širdies 

audinių tyrimams. Tyrimų metu mes parodėme, kad horizontali ir vertikali 

metodo skyra įgalina išskirti skirtingus endokardo sluoksnius dėl nevienodai 

išsidėsčiusių kolageno ir elastino skaidulų. Pavieniai miocitai, kurių vidutinis 
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skersmuo yra ~ 10 µm, taip pat gali būti vaizdinami. Konfokaline atspindžio 

mikroskopija, panašiai kaip ir optine koherentine tomografija, vaizdai yra 

gaunami dėl skirtingai atspindėtos šviesos nuo tam tikrų audinio elementų. 

Vietos, kuriose gausu baltymų, pvz. interkaliaciniai diskai, stipriai atspindi 

šviesą ir išsiskiria iš aplinkinių struktūrų. Tam tikrose MK vietose buvo 

aptiktos didelės ląstelės, kurios remiantis anatominiais ir histologiniais 

kriterijais buvo atpažintos kaip Purkinje ląstelės. 

Nors šie pirminiai rezultatai buvo gauti ex vivo audiniuose, tačiau jie yra 

labai svarbūs. Šiuo metu rinkoje jau yra pristatyti dar tobulesni instrumentai, 

įgalinantys registruoti konfokalinius vaizdus net ir sunkiai prieinamose vietose. 

Atspindžio konfokalinis mikroskopas gali būti modifikuotas į fluorescencinį 

konfokalinį mikroskopą, tokiu būdu vaizdinant ne tik skirtingu atspindžio 

rodikliu pasižyminčius audinių elementus. Taigi konfokalinė mikroskopija, 

įgalinanti registruoti pavienių ląstelių vaizdus gyvuose audiniuose atveria 

naujus kelius širdies audinių tyrimuose in vivo ir laidžiosios sistemos 

vaizdinimui. 

 

8.5.1 Konfokalinės mikroskopijos ir fluorescencinės spektroskopijos 

metodikų palyginimas 

 

Konfokalinės mikroskopijos metodu yra gaunami tiesioginiai audinį 

sudarančių komponentų vaizdai. Šiuo atveju identifikuoti skirtumus yra 

gerokai paprasčiau, nei analizuojant fluorescencijos spektrus. Skyra 

pasiekiama konfokalinės mikroskopijos metodu yra geresnė nei 

fluorescencinės spektroskopijos, kadangi registruojant fluorescenciją skyra yra 

lemiama šviesolaidžio skersmens. Didžiausias konfokalinio vaizdinimo 

trūkumas – nedidelis kokybiško vaizdo registravimo gylis, tuo tarpu 

fluorescencija gali būti užregistruota ir iš didesnių gylių. Tyrimuose su 

modelinėmis sklaidančiomis sistemomis buvo parodyta, jog parinkus tam tikrą 

žadinimo – surinkimo sistemos geometriją galima selektyviai registruoti 

gilesnių sluoksnių fluorescenciją [177,178]. Taigi buvo atliktas konfokalinės 
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mikroskopijos ir fluorescencinės spektroskopijos metodų palyginimas, siekiant 

įvertinti abiejų sistemų diagnostikos gylius.  

Šiam tikslui buvo parinktas bandinys, kuriame ŠLS šaka yra lokalizuota 

ne lygiagrečiai paviršiui, bet leidžiasi gilyn. Bandinio konfokalinis atspindžio 

vaizdas sugretintas su dienos šviesos nuotrauka pateiktas 8.5.1.1 paveiksle.  

BA
Smeigtukų 

įsmeigimo vietos

 

8.5.1.1 pav. Paveikslas A – širdies preparato vaizdas dienos šviesoje. Baltas 

kvadratas žymi vaizdinimo konfokaliniu mikroskopu plotą. Vaizdinimo plotas 

8x8 mm. Rodyklėmis pažymėtos smeigtukų įsmeigimo vietos, kurios buvo 

panaudotos vaizdų sugretinimui. Paveikslas B – konfokalinis atspindžio 

vaizdas 100 µm gylyje. Juodai yra apvestas laidžiosios sistemos pluoštas. 

Vaizde matyti, jog bandinio krašte ŠLS pluoštas yra skanavimo plokštumoje, o 

bandinio viduryje pluoštas leidžiasi gilyn į audinį.  

 

Tyrimo metu fluorescencijos spektrai buvo matuoti šviesolaidžiu kas 

200 µm. Vienu atveju skenavimas atliktas išilgai laidžiosios sistemos šakos, 

kitais atvejais – skersai šakos (įvairiose vietose). Skenavimas šviesolaidžiu 

vyko pagal 7.2 skyriuje aprašytą metodiką. Kiekviename registravimo taške 

buvo skaičiuojamas fluorescencijos intensyvumų santykis ties 460 nm, 

žadinant 330 ir 380 nm spinduliuote. Pirmojo skenavimo rezultatai, kurio metu 

intensyvumai registruoti skersai laidžiosios sistemos šakos netoli bandinio 

krašto, pateikti 8.5.1.2 paveiksle. 
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8.5.1.2 pav. Širdies preparato pirmojo skenavimo per laidžiosios sistemos šaką 

rezultatai. Ant preparato nuotraukos, toje vietoje kur atliktas vaizdinimas 

konfokaliniu mikroskopu, uždėtas konfokalinis atspindžio vaizdas. Linija, 

kurioje buvo registruojami fluorescencijos intensyvumai, pažymėta punktyrine 

linija. Dešinėje pateikti fluorescencijos intensyvumų santykių skaičiavimo 

rezultatai. Linijomis pažymėti taškai, kurie pagal intensyvumų santykių 

metodiką atitinka ŠLS pluošto ribas.     

 

Šie rezultatai, kurie buvo skirti palyginti dviejų metodų galimybes, dar 

kartą patvirtino fluorescencinės spektroskopijos metodo tinkamumą ŠLS 

atskyrimui. Fluorescencijos intensyvumų santykiai gerai koreliuoja su 

konfokaliniu atspindžio vaizdu. Toje vietoje kur prasideda ŠLS pluoštas, yra 

stebimas staigus santykio vertės sumažėjimas (8.5.1.2 pav., ties 4 mm žyma), 

kas rodo JA buvimą. Dengiamojo JA buvimas aplink ŠLS šakas yra žinomas iš 

laidžiosios sistemos morfologijos. Tą patį galima pasakyti ir iš atspindžio 

vaizdų – šioje vietoje matyti JA sudarančių skaidulų pluoštas. Kita pluošto 

krašto riba nėra tokia aiški atspindžio vaizduose, tačiau intensyvumo santykių 

kreivėje stebimas staigus, nors ir nedidelis santykio vertės sumažėjimas 

(8.5.1.2 pav., ties 2 mm žyma). Laidžiosios sistemos pluošto ribose 
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intensyvumų santykis yra artimas 1, o MK ribose santykis viršija 1,2. 

Analogiški duomenys buvo gauti ir anksčiau, širdies preparatus tiriant ir 

vaizdinant nuostoviosios fluorescencijos metodu (8.2 ir 8.3 skyriai). Šis 

konfokalinės mikroskopijos ir fluorescencinės spektroskopijos duomenų 

palyginimas leido pirmą kartą itin tiksliai susieti spektroskopijos duomenis su 

audinio morfologija. Toks dviejų metodikų derinimas ženkliai palengvina bei 

patikslina spektroskopinių duomenų interpretavimą. Taip pat reikėtų paminėti, 

jog derinant abi metodikas pirmą kartą fluorescencijos registravimo taškai 

buvo parinkti pagal morfologiškai (citologiškai) svarbiausias vietas, todėl buvo 

gauta tiesioginė koreliacija tarp audinio morfologijos ir fluorescencijos 

spektrų. Atsižvelgiant į išskirtines konfokalinės mikroskopijos galimybes 

vaizdinti įvairius audinių sluoksnius nesuardant paties audinio, konfokalinė 

mikroskopija galėtų būti pripažinta kaip naujas auksinis standartas 

moksliniuose tyrimuose lyginant neinvazinių optinių metodų duomenis su 

audinio morfologija.   

Sekantis bandinio skenavimas šviesolaidžiu buvo atliktas toliau nuo 

bandinio krašto. Kaip matyti iš 8.5.1.1 pav. tolstant nuo preparato krašto ŠLS 

pluoštas leidžiasi gilyn į audinį. Tyrimo rezultatai pateikti 8.5.1.3 paveiksle. 
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8.5.1.3 pav. Širdies preparato antrojo skenavimo per laidžiosios sistemos šaką 

rezultatai. Linija, kurioje buvo registruojami fluorescencijos intensyvumai, 

pažymėta punktyrine linija. Dešinėje pateikti fluorescencijos intensyvumų 

santykių skaičiavimo rezultatai. Linijomis pažymėti taškai, kurie pagal 

intensyvumų santykių metodiką atitinka ŠLS pluošto ribas. 

 

Rezultatai yra analogiški, kaip ir pirmojo skenavimo atveju. Tos vietos, 

kuriose fluorescencijos intensyvumų santykių vertės yra artimos 1, pagal 

konfokalinę atspindžio nuotrauką atitinka ŠLS pluoštą. Staigūs intensyvumo 

santykių vertės pokyčiai ties 1,9 mm ir 2,9 mm (8.5.1.3 pav.) atitinka JA 

izoliacinį sluoksnį aplink laidžiosios sistemos pluoštą. MK audinio ribose 

intensyvumų santykis viršija 1,2 vertę, kas vėlgi gerai koreliuoja su anksčiau 

gautais rezultatais.  

Trečiasis skersinis laidžiosios sistemos skenavimas buvo atliktas toje 

vietoje, kur atspindžio vaizde ŠLS pluošto jau nebematyti – jis yra gilesniuose 

sluoksniuose. Skenavimo rezultatai pateikti 8.5.1.4 paveiksle.  
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8.5.1.4 pav. Širdies preparato trečiojo skenavimo per laidžiosios sistemos šaką 

rezultatai. Linija, kurioje buvo registruojami fluorescencijos intensyvumai, 

pažymėta punktyrine linija. Dešinėje pateikti fluorescencijos intensyvumų 

santykių skaičiavimo rezultatai. Linijomis pažymėti taškai, kurie pagal 

intensyvumų santykių metodiką atitinka ŠLS pluošto ribas. 

 

Remiantis fluorescencijos intensyvumų santykiais ir šioje bandinio 

vietoje vis dar galima nustatyti ŠLS lokalizaciją, tačiau šiuo atveju nėra 

registruojamas JA egzistavimas ties pluošto kraštais ir todėl pluošto ribos gali 

būti nustatytos iš staigaus intensyvumo santykio vertės sumažėjimo ties 1,5 

mm ir staigaus padidėjimo ties 2,4 mm (8.5.1.3 pav.). Intensyvumų santykių 

vertės šiame skenavimo ruože (daugiau už 1,06 ir mažiau už 1,2) atitinka ŠLS 

verčių intervalą. MK audinio ribose intensyvumų santykis vėlgi viršija 1,2. 

Paskutinis audinio skenavimas šviesolaidžiu buvo atliktas išilgai 

laidžiosios sistemos šakos, pradedant nuo preparato krašto, kur laidžiosios 

sistemos šaka yra paviršiuje ir baigiant toje vietoje, kur atspindžio nuotraukoje 

ŠLS jau nebesimato. Tyrimo rezultatai pateikti 8.5.1.5 paveiksle.   
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8.5.1.5 pav. ŠLS pluošto išilginis skenavimas. Skenavimo vieta yra pažymėta 

spalvota linija. Spalvos atitinka tam tikras fluorescencijos intensyvumų 

santykių vertes. Dešinėje pateikta skalė, kur skirtingos spalvos žymi tam tikrus 

intensyvumų santykių verčių intervalus. Paveiksliuke (balta kreivė) yra 

pateiktos ir intensyvumų santykių vertės kiekviename registravimo taške.  

 

Šio skenavimo rezultatai leidžia palyginti dviejų neinvazinių metodų 

vaizdinimo gylius. Konfokalinės mikroskopijos metodu ŠLS lokalizaciją buvo 

galima įvertinti iki ~ 150 µm gylio, tačiau tyrimuose panaudotas atspindžio 

vaizdas buvo užregistruotas 100 µm gylyje, nes iš gilesnių sluoksnių 

užregistruotuose vaizduose ŠLS ribos nebėra pakankamai ryškios. Pluošto 

galas, kuris atspindžio vaizduose dar aiškiai galėjo būti išskiriamas iš 

aplinkinių audinių, yra lokalizuotas ties 5 – 5,5 cm žyma (8.5.1.5 pav.). Tuo 

tarpu fluorescencinės spektroskopijos metodu galima identifikuoti laidžiąją 

sistemą iki 7 mm žymos. Šioje vietoje ŠLS yra giliau nei 150 µm. Taigi, 

šviesolaidžiu registruojant širdies audinių fluorescenciją ŠLS galima būtų 

aptikti giliau, kur tiesioginio vaizdinimo metodu, pagrįstu atspindžio 

registravimu, jau nebegaunami pakankamo kontrasto vaizdai.  
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Apibendrinant dviejų neinvazinių metodų palyginimo rezultatus galima 

teigti, jog konfokalinė atspindžio mikroskopija yra itin aukštos erdvinės skyros 

metodas, leidžiantis identifikuoti ne tik laidžiosios sistemos lokalizaciją, bet ir 

vaizdinti smulkiąsias širdies audinio struktūras, tačiau tai yra brangus metodas, 

o jo taikymas širdies operacijos metu ne visada gali būti įmanomas dėl 

sudėtingo priėjimo prie tiriamos vietos. Nepaisant to, konfokalinė atspindžio 

mikroskopija galėtų tapti nepamainomu įrankiu širdies audinių 

fundamentiniuose tyrimuose, kadangi atliekant įvairiuose gyliuose esančių 

sluoksnių vaizdinimą pats audinys nėra suardomas ir jis gali būti naudojamas 

arba pakartotiniuose tyrimuose, arba tyrimuose kitais metodais. Tuo tarpu 

šviesolaidinė fluorescencinė spektroskopija yra ženkliai paprastesnis ir 

pigesnis metodas, kuriuo galima ištirti net ir pačios sudėtingiausios 

lokalizacijos vietas. Šiuo metodu nėra gaunami tiesioginiai ŠLS vaizdai, todėl 

taikant fluorescencijos intensyvumų santykių metodiką gali būti nustatytas tik 

laidžiosios sistemos pluoštų išsidėstymas širdyje, tačiau atliekant širdies 

operacijas informacija apie ŠLS lokalizaciją yra pakankama, kad išvengti ŠLS 

pažeidimo. Šio metodo skyra yra pakankama pavienių ŠLS šakų vaizdinimui. 

Ankstesnių tyrimų metu buvo parodyta, jog naudojant atitinkamus 

šviesolaidinius zondus gali būti identifikuojami 1 mm skersmens laidžiosios 

sistemos pluoštai [179], todėl dėl itin plačių galimybių parenkant zondų 

geometrines formas šviesolaidinė ŠLS aptikimo metodika turėtų puikiai tikti 

tyrimams in vivo.  

 

8.6 Širdies audinių vaizdinimas in vivo operacijos metu 

 

Atlikus širdies audinių analizę įvairiais optiniais metodais bei įvertinus 

kiekvieno iš jų galimybes laidžiosios sistemos identifikavimui gyvuose 

audiniuose, nuspręsta pirminius ŠLS atskyrimo tyrimus in vivo atlikti 

fluorescencine ne laikinės skyros spektroskopija, taikant intensyvumų santykių 

metodiką, aprašytą 8.2 skyriuje. 
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Tyrimas operacijos metu suteikė labai daug svarbios informacijos. Visų 

pirma buvo realiomis sąlygomis įvertinta laidžiosios sistemos aptikimo 

metodika bei diagnostinė aparatūra, pateikta 7.6 skyriuje. Operacijos metu 

buvo registruojami spektrai visų trijų širdies audinių – JA, ŠLS ir MK. 

Kiekviename tyrimo taške buvo registruojami trys spektrai: atraminis signalas, 

siekiant įvertinti aplinkos šviesos įtaką (šiuo atveju žadinančioji spinduliuotė 

buvo išjungiama); tuoj pat po to buvo registruojami autofluorescencijos 

spektrai žadinant 330 nm bei 380 nm spinduliuote. Tyrimas viename taške 

užtrukdavo apie 30s. Šio registravimo metu operuojantis chirurgas 

šviesolaidinį zondą turėjo išlaikyti nejudamai. Iš viso buvo užregistruoti 72 

fluorescencijos spektrai iš 24 širdies vietų. Iš jų 10 vietų iš JA srities, 4 vietos 

iš MK bei 10 vietų, kuriose ieškota ŠLS. 

Deja, bet širdies audinių fluorescencinio vaizdinimo skaitmenine 

kamera nepavyko atlikti. Operacijos metu širdis yra atveriama minimaliai, kiek 

yra reikalinga atitinkamos ydos ar pažeidimo korekcijai. Taip pat yra keliami 

itin griežti sterilumo reikalavimai įrangai, kuria dirbama operaciniame lauke. 

Taipogi reikėtų paminėti, jog nepaisant to, kad operacijos metu 

kraujotaka iš širdies yra atjungiama ir operaciniame lauke kraujo būna 

minimaliai, tačiau priglaudus zondą susidariusiame įdubime, per 30s šiek tiek 

susirinkdavo kraujo. 

Pirminiai rezultatai patvirtino ir anksčiau, ex vivo bandiniuose stebėtus 

fluorescencijos intensyvumo ypatumus – intensyviausiai fluorescuoja JA, 

silpniausiai MK. Tose vietose, kur ieškota ŠLS, intensyvumas buvo šiek tiek 

mažesnis nei JA, tačiau gerokai didesnis nei MK. Įvertinus visų 24 vietų 

spektrų intensyvumus buvo atlikta pirminė analizė. Iš visų 10 tirtų JA vietų, 3 

buvo pripažintos kaip netinkamai išmatuotos. Tai reiškia, jog pakito 

šviesolaidžio priglaudimas prie audinio ir buvo užregistruota daug pašalinės 

šviesos arba tyrimo vietoje prisirinko kraujo. JA atveju spektrai registruoti nuo 

vožtuvo paviršiaus, todėl tai galima laikyti neabejotinu JA. Visos 4 tirtos MK 

vietos buvo išmatuotos tinkamai, spektrai registruoti nuo skilvelio raumens. 

ŠLS lokalizacijos ieškota prieširdžiuose, šalia pjūvio vietos. Iš 10 ŠLS 
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paieškos vietų, pagal spektrų intensyvumus, 3 vietos buvo atmestos, kaip 

netinkamai užregistruotos. Likusioms 7 buvo atlikta spektrų analizė pagal 

aukščiau aprašytą santykių skaičiavimo metodiką. Pagal šią metodiką taip pat 

buvo įvertinti ir JA bei MK vietų fluorescencijos spektrai.  

Atlikus spektrų analizę ir paskaičiavus intensyvumų santykius, gautos 

MK, bei JA audinių vidutinės vertės. MK – 2,8 ± 0,6; JA – 0,9±0,2. Remiantis 

šiomis vertėmis buvo sudarytas intervalas, kuriame esančios vertės gali būti 

priskirtos ŠLS – nuo 1,1 iki 2,2. Pagal šią analizę tik 2 vietos (intensyvumų 

santykiai 1,2 ir 2,1) iš tinkamai išmatuotų 7 gali būti priskirtos ŠLS. Likusių 5 

vietų suskaičiuoti intensyvumų santykiai atitiko MK. Tipiniai ŠLS, JA ir MK 

spektrai pateikti 8.6.1 pav. Paveiksle taip pat pateikti žadinimo bangos ilgiai 

bei pažymėta sritis ties 460 nm, kur skaičiuoti intensyvumų santykiai. 
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Spektrai savo forma labai panašūs į anksčiau ex vivo bandiniuose 

registruotus fluorescencijos spektrus. Šiuo atveju nėra charakteringos įdubos 

ties 410 nm, kuri yra stebima širdies audinių preparatuose (8.6.2 pav.) žadinant 

330 nm bangos ilgio spinduliuote. Taip yra todėl, kad registravimui 

naudojamas žadinančios spinduliuotės atkirtimo filtras, kuris šviesą praleidžia 

nuo ~ 400 nm. 

Analizuojant šiuos pirmuosius rezultatus padarytos labai svarbios 

išvados. Visų širdies audinio tipų – JA, MK ir ŠLS – fluorescencijos spektrų 

intensyvumas ir forma iš esmės yra panašūs į ex vivo širdies audinių 

registruotus spektrus. Tai leidžia daryti prielaidas, kad ŠLS atskyrimo 

metodika, nustatyta širdies audinių preparatuose, turėtų tikti ir in vivo 

audiniams atskirti. Taip pat pastebėta, kad fluorescencijos spektrų 

intensyvumas, per ilgą registravimo laiką (~ 30s), vis dėlto priklauso nuo 

šviesolaidinio zondo padėties. Tiek ilgai išlaikyti žadinimo/registravimo 

sąlygas nepakitusias labai sudėtinga, todėl gaunamas nevienodas žadinimo 

intensyvumas 330 nm ir 380 nm spinduliuotei, kas nulemia ir fluorescencijos 

intensyvumo skirtumus. Dar viena aplinkybė, kuri neišvengiamai įtakoja 

fluorescencijos registravimą, yra tai, kad operacijos metu spektrus tenka 

registruoti esant pakankamai stipriam aplinkiniam apšvietimui. Tyrimo metu 

buvo registruojamas atraminis signalas ir vėliau, atliekant skaičiavimus, jo 

įtaka buvo eliminuojama, tačiau dėl neišlaikytų visiškai vienodų 

žadinimo/registravimo sąlygų šis įvertinimas ne visais atvejais buvo tikslus. 

Todėl ateityje, siekiant patikimų rezultatų, reikia modifikuoti tiek šviesos 

šaltinį, tiek detektavimo įrenginį ir registravimo laiką sutrumpinti iki keleto 

sekundžių.  

Registruojant spektrus ant šviesolaidžio antgalio nors ir nedideliais 

kiekiais renkasi kraujas, todėl po kiekvieno matavimo šviesolaidis turėtų būti 

nuvalomas. Tai ypač matosi MK spektruose, kur fluorescencijos spektro 

intensyvumas trumpabangėje srityje yra sumažėjęs. Šiuo atveju, problema vėl 

būtų išspręsta sutrumpinus registravimo laiką. 
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Apibendrinant visus širdies audinių tyrimus galima padaryti išvadas, jog 

optiniais diagnostikos metodais registruojami širdies audinių optiniai 

parametrai yra nevienodi skirtingiems audiniams. ŠLS ir MK pasižymi 

skirtingu fluorescencijos intensyvumu, tuo tarpu pritaikius dviejų žadinimo 

bangos ilgių metodiką gali būti atskirti visi trys audinių tipai – ŠLS, JA ir MK. 

Fluorescencinės laikinės skyros spektroskopijos metodu taip pat aptikti tiek 

fluorescencijos gyvavimo trukmės, tiek kompoziciniai skirtumai tarp JA ir 

ŠLS. Vaizdinant širdies audinius konfokalia atspindžio mikroskopijos 

aparatūra sugebėta išskirti skirtingus JA sluoksnius, taip pat MK sudarančius 

miocitus bei jų pluoštus ir, svarbiausia, aptikome pavienes purkinje ląsteles, 

sudarančias ŠLS. Taip pat buvo užregistruotas ŠLS šakos vaizdas, iš kurio 

paaiškinta stebimų fluorescencijos skirtumų galima kilmė. Šiuo metu pasaulyje 

jau yra daug mažesnių ir mobilesnių konfokalinės mikroskopijos prietaisų, 

todėl tikėtina, kad ateityje tokia metodika galėtų būti pritaikyta ir ŠLS 

aptikimui gyvuose audiniuose. Galiausiai, atlikus ŠLS atskirti eksperimentus 

operacijos metu in vivo nustatyta, kad užregistruoti fluorescencijos spektrai bei 

suskaičiuoti intensyvumų santykiai yra labai panašūs į ex vivo registruojamų 

savitosios fluorescencijos spektrų. Šie rezultatai sudaro prielaidas ŠLS 

atskyrimui nustatytomis metodikomis bei nubrėžė tolimesnes metodikos bei 

aparatūros tobulinimo kryptis. 
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IX. IŠVADOS 

 

1. Fluorescenciniais metodais ištyrus nepreparuotus širdies audinius 

nustatyta, jog didžiausi optinių parametrų skirtumai tarp skirtingo tipo 

širdies audinių yra stebimi fluorescenciją žadinant 330 nm – 380 nm 

srityje, o registruojant 400 nm – 550 nm spektriniame ruože. 

2. Ištyrus kraujo įtaką registruojamiems spektrams nustatyta, jog dėl kraujo 

reabsorbcijos fluorescencija turi būti registruojama ties 460 nm. 

3. Remiantis nustatytais spektriniais skirtumais sukurta ŠLS atskyrimo 

metodika, kuri paremta intensyvumų santykių skaičiavimu:  

Suskaičiuota vertė <Raud>(460) yra skirtinga ŠLS, MK ir JA audiniams. 

Tokia metodika yra nejautri fluorescencijos žadinimo-surinkimo sąlygoms 

ir gali būti naudojama ne tik taškiniam širdies audinių identifikavimui, bet 

galimas ir tikslus ŠLS ribų nustatymas bei nedidelių plotų vaizdinimas. 

4. Raumeninės kilmės audinių (ŠLS ir MK) fluorescencijos gyvavimo trukmė 

bei santykinė sudėtis reikšmingai nesiskiria, tuo tarpu JA ir ŠLS tiek 

fluorescencijos gyvavimo trukmės (τ1 ir τ2), tiek santykinė komponentinė 

sudėtis (F1 - F3 komponentai) yra skirtinga. Šie komponentiniai skirtumai 

yra nulemti santykinai didesnio elastino kiekio ŠLS ir didesnio kolageno 

kiekio JA.  

5. Dėl skirtingų šviesą atspindinčių komponentų bei jų išsidėstymo širdies 

audiniuose konfokaliniu atspindžio mikroskopu galima identifikuoti MK, 

JA, Purkinje ląsteles ir ŠLS pluoštus, todėl metodas yra tinkamas 

neinvaziniams širdies audinių tyrimams ir ŠLS vaizdinimui.  

6. Operacijos metu užregistruoti spektriniai dėsningumai atitinka stebėtus ex 

vivo tyrimų metu, todėl ŠLS identifikavimo metodika, paremta 

fluorescencijos intensyvumų santykių skaičiavimu, yra tinkama širdies 

audinių tyrimams in vivo. 
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