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|. IVADAS

Sveikata, didziausias zmoniy turtas, todél ir didziausios pastangos,
kurias Zmonija deda 1 moksla, turéty biti nukreiptos biitent sveikatos
iSsaugojimo linkme. Kai kurios ligos jau gali bti apsprestos zmogui dar
negimus, kai kurias ligas patys isitaisome d¢l vienokio ar kitokio organizma
zalojancio poveikio, galiausiai, kai kurios ligos nepriklausomai nuo gyvenimo
budo dél vis dar neaiSkiy priezas¢iy pasirenka vieng ar kitg zmogy. Néra daug
susirgimy, kuriy, atsiradimo prieZastys yra visiSkai aiSkios, todé¢l ir kelig
uzkirsti galime tik nedaugeliui ligy. Kaip taisyklé, liga niekada nepuola visu
pajégumu i$ karto, todél ja aptikus dar ankstyvoje stadijoje galima daug
lengviau uzkirsti kelig fataliSkoms pasekméms. Deja, bet dél jvairiy priezasciy
dazniausiai Zzmonés kreipiasi medicininés pagalbos ligai jau gerokai jsisen¢jus.
Siuo atveju reikalingi sudétingi, brangiis ir kartais patj organizma niokojantys
medikamentiniai, spinduliniai ar operaciniai gydymo metodai.

Sveikatos informacijos centro duomenimis kraujodaros organy ir
kraujagysliy sistemos ligos vis dar yra dazniausia mirties priezastis Lietuvoje.
Sios ypatingai svarbios sistemos sutrikimai apima tiek jgimtas, tiek dél Zalingo
gyvenimo biido jgytas ar paveldétas ligas. Daugeliu atvejy néra imamasi jokiy
prevencijos priemoniy, tod¢l galiausiai vienintelis biidas paSalinti sveikatos
sutrikdymus sukélusias priezastis lieka operacija. Atskiri atvejai yra jgimtos
Sirdies ir kraujotakos sistemos ligos, daZniausiai pasireiSkiancios pirmuose
gyvenimo metuose. Tai ypatingai sudétingi atvejai, kadangi dél patologijos
Sirdies struktiira yra pakitusi ir atskiry jos daliy tiksli lokalizacija gali biiti
nezinoma. Tokios situacijos labai apsunkina chirurgy darbg ir sumazina
s¢kmingos operacijos tikimybe, taip pat padid¢ja pooperaciniy komplikacijy
galimybe. Pagrindiné Sirdies funkcija yra tinkamas Zmogaus organizmo
apriipinimas krauju, kas didzigja dalimi priklauso nuo tvarkingo ir ritmingo
sirdies darbo. Sirdies plakimo ritma uZduoda ir elektrinio impulso sklidima

kontroliuoja $irdies laidzioji sistema (SLS) sudaryta i§ sinusinio (SA) bei



atrioventrikulinio (AV) mazgy, Hiso pluosto (HP) bei Purkinje skaiduly tinklo.
Atliekant $irdies operacijas yra ypatingai svarbu identifikuoti SLS lokalizacija
ir nepazeisti Sios gyvybiskai svarbios sistemos, taciau dél raumeninés kilmeés ji
yra sunkiai vizualiai atskiriama nuo darbinio Sirdies raumens miokardo (MK).
SLS yra i$sidésGiusi visose Sirdies srityse ir kol kas, dél sudétingo §ios
sistemos aptikimo, vis dar néra vieningos nuomonés apie tam tikry laidZiosios
sistemos taky egzistavima. SLS ir atskiry jos daliy matmenys literatiiroje pateikiami
labai skirtingi, o daugelio jgimty Sirdies ydy atvejais, zmogaus Sirdies laidZiosios
sistemos iSsidéstymas iSvis néra zinomas, todél operacijos metu atsiranda
galimybé paZeisti SLS, ko pasékoje sutrikdomas tvarkingas §irdies darbas.
Dalies komplikacijy galima bity iSvengti, jei operacijos metu SLS biity
matoma. Siam tikslui reikalinga vaizdinimo metodika, kurioje realiu laiku biity
analizuojami skirtingi Sirdies audiniai ir iSrySkinama tik laidZioji sistema.
Daugeliu atvejy biopsiniai tyrimai yra auksinis standartas, taciau akivaizdu, jog
Siuo atveju jie néra tinkami, kadangi mikroskopinis audinio iStyrimas yra ilgai
trunkantis ir informacijg nesa tik apie vieng taska. Taigi, vaizdinimo metodika
turéty buti neinvazing, paprastai ir greitai atlieckama, taciau vis délto labai
informatyvi, kadangi skirtumai ieSkomi tarp labai panasiy — raumeninés kilmés
audiniy.

Sparciai tobul¢jant naujoms technologijoms bei gydymo ir diagnostikos
metodams svarbig vieta tarp jy uzima optinés diagnostikos technologijos,
daznai pristatomos kaip optiné biopsija. Sie metodai pasizymi iskirtinémis
savybémis, daranfiomis juos patraukliais taikyti jvairiy susirgimy
diagnostikoje. Svarbiausia, tai yra neinvaziniai, o taip pat palyginti nesudétingi
ir greitai atliekami metodai, taciau, nepaisant paprastumo, jie yra itin jautrds.
Placiausiai biologiniy objekty optinéms savybéms bei jy pakitimams tyrinéti
naudojamas metodas yra fluorescenciné spektroskopija. Biologiniam audiniui
biidinga savitoji (auto) fluorescencija, kurig salygoja jame esantys natiiralis
fluoroforai. Daugumos endogeniniy fluorofory fluorescencija yra susijusi su
audiniy struktiira ir biologiniame objekte vykstanciais metaboliniais vyksmais,

todél savitoji audiniy fluorescencija gali rodyti tiek ligos paZeistg audinj, tiek



1Sryskinti audinio morfologinius ar metabolinius specifiSkumus, kurie sunkiai
nustatomi kitais biidais. Fluorescenciniai metodai Siuo metu yra sparciai
besivystanti neinvazinés diagnostikos kryptis. Naudojant fluorescencinés
spektroskopijos metodus nustatomas audiniy gyvybingumas, vaizdinama
skirtamoji riba tarp sveiko ir navikinio audinio odos pavirSiuje. Sukurti jvairiis
diagnostikos metodai, pagristi savitgja audiniy fluorescencija, iStirtos
daugumos endogeniniy ir egzogeniniy fluorofory spektrinés charakteristikos,
nustatytos sgsajos tarp fluorescencijos spektry, jy intensyvumo bei biologinio
objekto tarplastelinés medZziagos sandaros, medziagy apykaitos lasteléje,
morfologiniy ir citologiniy sveiky ir navikiniy lgsteliy poky¢iy, jy i§sigimimo.
Nepaisant plataus optiniy metody taikymo biologiniy audiniy tyrimams
bei diagnostikai, fluorescencinés spektroskopijos metodais atlikty SLS tyrimy
yra labai nedaug. Visi eksperimentai yra atlikti ex vivo audiniuose, nejskaitant
kraujo jtakos. Esminiai atradimai, kurie padaryti tiriant eksperimentiniy
gyviny Sirdis, yra tai, kad laidZiosios sistemos mazgy (AV ir SA)
fluorescencija yra intensyvesné nei skilveliy ir Siek tiek silpnesné nei
prieSirdZiy, ta¢iau Zymesniy skirtumy AV ir miokardo fluorescencijos
spektruose nepastebéta. Pastaruoju metu buvo atlikti Zzmogaus Sirdies preparaty
tyrimai ieSkant optiniy parametry skirtumy tarp skirtingo tipo Sirdies audiniy.
Tyrimai buvo atlikti iSpreparuotuose Sirdies audiniuose, paSalinus juos
dengiantj endokardg ir neatsizvelgiant j jo fluorescencines savybes. Nustatyta,
kad SLS ir MK pasizymi skirtinga sugertimi ultravioletinéje (UV) srityje, taip
pat stebéti ir fluorescencijos intensyvumo skirtumai 400 — 550 nm srityje,
taCiau jy tiesioginis pritaikymas nebiity labai tikslus, kadangi fluorescencijos
intensyvumas priklauso nuo Zzadinimo-surinkimo salygy ir uZregistruoti
fluorescencijos intensyvumy skirtumai gali biiti salygoti ne skirtingo tipo
audiniy, o nevienodo $viesolaidzio prispaudimo prie audinio. Praktikoje turéty
biiti naudojama metodika, kuri biity nejautri Siems faktoriams. Taipogi
atlieckant spektroskopinius tyrimus néra fluorescencijos duomeny tikslaus
susiejimo su audinio morfologija bei struktiira, todél fluorescenciniy metody

taikymo SLS Saky vaizdinime galimybés vis dar isliecka neaigkios.



Il. TYRIMO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tyrimo tikslas:

Sukurti Zzmogaus Sirdies laidziosios sistemos identifikavimo metodika

paremtg audiniy optiniy parametry tyrimu.

Uzdaviniai:

1. IStirti nepreparuoty Sirdies audiniy, kuriuose EK néra atskirtas, optinius

parametrus fluorescencijos bei fluorescencijos zadinimo metodais.

2. Istirti kraujo jtakg registruojamiems Sirdies audiniy fluorescencijos

spektrams.

3. Remiantis nustatytais spektriniais skirtumais sukurti SLS vaizdinimo

metodikg.

4. Istirti Sirdies audinius fluorescencine laikinés skyros spektroskopija.

5. Istirti funkciskai besiskiriancius Sirdies audinius konfokaliniu atspindzio

mikroskopu.

6. Atlikti SLS vaizdinimui sukurtos metodikos jvertinima in vivo,

operacijos metu.



I11. GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Nepreparuoty Sirdies audiniy — SLS, MK ir JA, kuriuose EK néra
atskirtas, fluorescencijos spektrai zadinant 330 nm spinduliuote skiriasi tiek
savo forma, tiek intensyvumu. Spektre yra stebimos dvi smailés ties 390 nm ir
430 nm, kuriy intensyvumy santykis SLS, MK ir JA yra skirtingas. Zadinimui
naudojant 380 nm spinduliuote fluorescencijos spektrai skiriasi savo
intensyvumu, tac¢iau esminiy spektro formos poky¢iy néra.

2. Intensyviausia kraujo sugertis yra stebima ties ~ 420 nm, todél jo
buvimas gyvuose audiniuose stipriai jtakoja fluorescencijos spektrus. Tyrimai
kraujingy (Saldyty) Sirdies audiniy leido jvertinti kraujo jtakg ir atsizvelgiant |
ja parinkti optimalias fluorescencijos zadinimo ir registravimo salygas —
zadinimui tikslinga naudoti 330 — 380 nm spinduliuotg, o fluorescencija
registruoti ties 460 nm.

3. Kiekviename tyrimo taske fluorescencija zadinant 330 nm ir 380 nm
spinduliuote yra registruojami du fluorescencijos spektrai, kuriy intensyvumai
SLS, JA ir MK audiniy yra skirtingi. Fluorescencijos intensyvumy santykis
1(330)/1(380) ties 460 nm yra charakteringas kiekvienam audinio tipui, todél
tokia metodika, paremta audiniy fluorescenciniu tyrimu galima taikyti
taskiniam SLS identifikavimui bei nedideliy ploty vaizdinimui.

4. Taikant fluorescencing laikinés skyros spektroskopijos metodika
nustatyta, jog maziausiai trys fluoroforai yra atsakingi uz SLS, MK ir JA
fluorescencija. Raumeniniy audiniy (SLS ir MK) fluorescencijos gyvavimo
trukmés bei fluorofory santykiniai indéliai j fluorescencijos spektrus
reik§mingai nesiskiria, tuo tarpu JA ir SLS gyvavimo trukmés skiriasi
reikSmingai, taip pat skiriasi ir santykiniai fluorofory jnaSai i registruojamus
fluorescencijos spektrus. Remiantis $iais skirtumais buvo identifikuoti visi trys
fluoroforai, atsakingi uz fluorescencija 430 — 550 nm srityje.

5. Konfokaliniu atspindzio mikroskopu, naudojant 800 nm bangos ilgio

spinduliuote audiniy ap$vietimui, gali bati vaizdinami JA sudarantys kolageno



ir elastino pluostai, MK sudarantys miocitai bei Hiso pluoSto Sakose esancios
Purkinje Igstelés ir jy skaidulos.

6. Operacijos metu in vivo registruojami Sirdies audiniy spektriniai
désningumai atitinka stebétus ex vivo audiniuose, todél sukurta metodika yra
tinkama SLS atskyrimo tyrimams gyvuose audiniuose, ta¢iau, norint §j metoda
pritaikyti kasdieniniam naudojimui operacijos metu, reikalinga ypatingai greita

bei jautri aparatiira.
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IV. AKTUALUMAS

Sirdies ir kraujagysliy ligos vis dar yra pagrindiné mirties prieZastis
Lietuvoje ir visose issivysciusio pasaulio Salyse [1,2]. IS dalies tokia situacija
susiklosto dél pasyvaus gyvenimo biido bei netinkamos mitybos. Vystantis
sutrikimams daugeliu atvejy néra imamasi jokiy prevencijos priemoniy, todél
galiausiai vienintelis budas paSalinti sveikatos sutrikdymus sukélusias
priezastis lieka chirurginé intervencija. Invazinés procediros visada yra
susijusios su tam tikra pooperaciniy komplikacijy rizika. Skirtingiems
organams S§i rizika yra skirtinga, tafiau Sirdyje, kurioje yra net keletas
funkciskai besiskirianciy audiniy, pazeidimy rizika yra gana didelé. Tai ypac
susij¢ su laidzigja sistema, kuri yra atsakinga uz Sirdies plakimo ritmo
diktavimg bei atskiry Sirdies daliy tvarkinga susitraukimg. Laidumo taky
pazeidimas gali salygoti tam tikrus ritmo sutrikimus ar visiska impulso
perdavimo blokada [3-6]. SLS yra raumeninés kilmés audinys, todél vizualiai
yra sunkiai atskiriama nuo aplinkinio raumens ir operuojant lengvai gali biiti
pazeidziama. Tokios situacijos galima iSvengti jei biity Zinomas tikslus
laidZiosios sistemos isidéstymas, arba SLS bty galima identifikuoti
chirurginiy procediiry metu. Deja, bet kol kas atskiry SLS daliy i$sidéstymas
vis dar yra tikslinamas, o jvairiausiy patologijy atvejais apskritai néra aiSkus
[7,8]. Ivairiy Sirdies patologijy turi net 5 — 8 % naujagimiy, o prenataliniy
miréiy skai¢ius dél Sirdies vystymosi sutrikimy gali biiti dar didesnis [9-10].

Vyraujantis mirtingumas nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy rodo ne tik
sveikatai zalingg gyvenimo biida, bet ir tai, jog Zinios apie Sirdies anatomijg bei
jos veiklg vis dar yra nepakankamos. Besivystancioje embriono Sirdyje yra
randamas platesnis laidumo audiniy pasiskirstymas negu subrendusioje Sirdyje
[11], taciau visa vystymosi eiga néra tiksliai nustatyta, todél neaiSku, kaip
vienoki ar kitokie Sirdies vystymosi ar jgimti defektai jtakoja, ar ateityje jtakos
Sirdies veiklg [12]. Nemazos dalies susirgimy, kurie aptinkami jau

suaugusiems asmenims, priezastys yra jgimtos patologijos, kurios pasireiské
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tik po daugelio mety [13-15]. Tuomet jau yra labai sunku atsekti, dél kokiy
priezas¢iy atsirado sutrikimas [16], o kai kuriais atvejais Sirdies ritmo
sutrikimy prieZastys negali biti paaiSkinamos. Taip pat néra pilnai iStirta ir
kity, tiesiogiai nesusijusiy su impulsy generacija ar perdavimu, susirgimy jtaka
laidziajai sistemai. Dabartiniais neinvaziniais vaizdinimo metodais SLS néra
matoma, todél patologijos, kol jos nesukelia rimty sveikatos sutrikdymy néra
uzfiksuojamos. Jvairiausiy negalavimy atsiradimas jau yra susijes su tam
tikrais fiziologiniais ir biocheminiais organizmo pakitimais vykstanciais
senstant organizmui, o i§samus supratimas apie SLS vystymasi leisty susieti
stebimus simptomus su laidziosios sistemos patologijomis ir imtis prevenciniy
priemoniy, kad uzkirsti kelig galimoms fataliSkoms pasekméms.

Esama situacija rodo, jog SLS yra itin sudétingas tiriamasis objektas —
laidZiosios sistemos audinio kilmé yra raumening, taCiau jis pasizymi
nerviniam audiniui budingomis greito signalo perdavimo funkcijomis, o atskiri
SLS pluostai yra apsupti JA tinklu, izoliuojanéiu juos nuo MK. Dél iy
priezas¢iy SLS negali biiti vienareik§miskai identifikuojama i3 kito tipo Sirdies
audiniy net ir ex vivo. Zymeny, vaizdinanéiy tik laidziaja sistema, néra [17], 0
mikroskopinis identifikavimas yra labai sudétingas [18]. Nors Siuolaikiniy
technologiniy bei biocheminiy jrankiy pagalba buvo identifikuotos kai kuriy
SLS daliy lokalizacijos [19], tadiau tiksli visy SLS taky lokalizacija néra
zinoma net ir patologiSkai sveikoje Sirdyje [17]. Taigi stingant Ziniy apie
7mogaus SLS anatomija ir neesant patikimy vaizdinimo metodiky yra
neabejotinas poreikis laidziosios sistemos identifikavimo metodams tiek

gyvuose audiniuose, tiek tiriant Sirdies audiniy preparatus.
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V. NAUJUMAS

Siai dienai Zmogaus S$irdies laidZiosios sistemos atskiry daliy
lokalizacijos kol kas néra tiksliai nustatytos [7,8]. Tai salygoja Vvis dar
netobulos laidZiosios sistemos aptikimo metodikos. Dabar atlickami SLS
tyrimai naujausiomis technologijomis pasitelkiant geny inZinerijg suteikia labai
svarbiy Ziniy apie SLS jvairiose zmogaus vystymosi stadijose [11,19], taip pat
leidzia numatyti galimas vystymosi sutrikimy pasekmes [12]. Deja, tokiy
technologijy taikymas néra jmanomas gyvuose objektuose, o dél jy
sudétingumo bei komplikuoto paciy audiniy paruos§imo panaudojimas ex vivo
taipogi yra labai ribotas. Kol kas néra universalaus ir paprasto SLS
identifikavimo metodo nei in vivo, nei ex vivo tyrimams.

Visas vaizdinimo ar identifikavimo metodikas galima skirstyti 1 dvi
grupes — tinkancias taikyti in vivo, ir tinkancias tik ex vivo tyrimams. Gyvy
biologiniy audiniy Charakterizavimui placiai yra naudojami neinvaziniai
optiniai tyrimo metodai [20-26]. Fluorescencinés spektroskopijos metodais
tiriant eksperimentiniy gyviny Sirdis nustatyta, kad SA bei AV mazgo
fluorescencija skiriasi nuo juos supanciy audiniy fluorescencijos. Intensyvumy
skirtumai stebimi ir tarp mazgy bei skilveliy endokardo fluorescencijos spektry
[27-30]. Zmogaus SLS mazgy fluorescencija yra silpnesné nei priesirdziy,
taciau intensyvesné nei skilveliy [31]. Vis délto fluorescencine spektroskopija
atlikty zmogaus laidziosios sistemos Saky bei Hiso pluosto tyrimy yra labai
nedaug. Iki Siol Sirdies audiniai daugiausia buvo tirti pasalinus dengiantj
endokarda [32], kurio didzigja dalj sudaro kolageno ir elastino pluostai.
Endokardas dengia visg vidinj Sirdies pavirsiy, todé¢l jo optinés savybés turéty
stipriai jtakoti Sirdies audiniy fluorescencijos spektrus. Atlikti tyrimai i§ esmés
akcentuoja tik intensyvumy skirtumus, taciau intensyvumas didele dalimi
priklauso ne tik nuo audinio vidiniy parametry, bet ir nuo fluorescencijos
7adinimo-surinkimo salygy, todél siekiant vienareik§miskai atskirti SLS

reikalinga metodika, kuri biity nejautri tyrimo salygoms.
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Egzistuoja dar vienas fluorescencinis audiniy optiniy parametry tyrimo
metodas, kuris suteikia informacijg apie konkreCius audinyje esancius
fluoroforus. Tai yra fluorescenciné laikinés skyros spektroskopija, kuria galima
nustatyti fluorofory skaiciy bei pagal charakteringas fluorescencijos gyvavimo
trukmes juos identifikuoti. Sia metodika yra tyrinéjami jvairiis Zmogaus
audiniai, ieSkoma skirtumy tarp navikiniy ir sveiky audiniy [33,34], tiriami
Sirdies bei kraujagysliy audiniai [35]. DidZiausias démesys yra skiriamas
aterosklerozés pazeisty kraujagysliy diagnostikai [36-39], tuo tarpu Sirdies
laidumo audinys laikinés skyros spektroskopija kol kas néra tirtas. Siuo metu,
dél pakankamai sudétingos aparatiiros, tai yra ex vivo audiniams tirti taikomas
metodas, taCiau pati procediira yra neinvaziné ir pana$i | nuostoviosios
fluorescencijos registravimg, todé¢l galima tikeétis, jog technikai tobul¢jant,
tokia procediira galés biiti taikoma ir in vivo.

Kol kas netyrinétos ir itin perspektyvios in vivo tyrimams konfokalinés
atspindzio mikroskopijos galimybés Sirdies audiniy vaizdinimui. Si metodika
yra unikali tuo, kad jgalina tirti audinius lgsteliy lygmenyje jvairiuose
sluoksniuose nesuardant paties audinio. Konfokaliné atspindzio mikroskopija
placiai taikoma in vivo odos pigmentiniy dariniy diagnostikai, yra nustatyti
kontrasto $altiniai jvairiuose odos sluoksniuose [40-45]. Sirdies sienelés
struktlira bei sudétis yra kitokia ir galimi kontrasto Saltiniai skirtingo tipo
Sirdies audiniy atspindzio vaizduose néra zinomi, todel néra aiSku, kokios
strukttros Sirdies audiniuose galés biiti vaizdinamos ir ar tai bus pakankama
SLS identifikavimui.

Apibendrinant SLS tyrimus galima teigti, kad nepaisant gausiy $irdies
audiniy tyrimy, laidziosios sistemos vaizdinimas vis dar yra eksperimentiniame
lygmenyje ir kol kas néra tikslus. DidzZioji dalis darby yra atliekami arba tiriant
eksperimentinius gyviinus, arba audiniy preparatus ex vivo, tuo tarpu gyvoje
zmogaus Sirdyje atlikty laidumo audiniy tyrimy spektroskopiniais metodais

nepavyko rasti.
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VI. LITERATUROS APZVALGA

Sveikatos informacijos centro duomenimis trys pagrindinés mirties
priezastys Lietuvoje yra kraujotakos sistemos ligos, piktybiniai navikai ir
iSorinés mirties priezastys [1]. 2011 m. tai sudaré 85,1 proc. visy mirties
priezas¢iy. Nuo kraujotakos sistemos ligy miré¢ daugiau nei pusé t.y. 56,3 proc.
Taigi, kraujodaros organy ir kraujagysliy sistemos ligos vis dar yra dazniausia
mirties prieZastis Lietuvoje. AnalogiSka situacija stebima ir visame pasaulyje
[2]. Tai yra susij¢ su iSsivys¢iusiame pasaulyje gyvenanciy zmoniy gana
pasyviu gyvenimo biidu bei netinkama mityba. Tam tikrais atvejais, dél vis dar
trukstamy Ziniy apie Sirdies anatomijg ir veikla, Sirdies veiklos sutrikimo
priezastys taip ir lieka neaiSkios. DaZniausiai sveikatos sutrikdymus sukélusios
priezastys yra Salinamos atliekant chirurging intervencija, kurios metu
atsiranda galimybé paZeisti laidZigja Sirdies sistema, kuri vizualiai néra
matoma. D¢l to negriZtamai sutrinka ritmingas Sirdies darbas ir pacientg gali
iStikti mirtis [3-6,46]. Pagrindiné su tuo susijusi problema, jog kol kas néra
tiksliai aiskus visy SLS daliy isidéstymas, o patikimy vaizdinimo metody
taipogi neegzistuoja.

Siai dienai audiniy tyrimui ir vaizdinimui yra taikoma daugybé metody,
tame tarpe jvairios tomografijos, ultragarsinés sistemos, jgalinancios gauti
trima¢ius vaizdus, taciau labai specifiniy, nedaug vienas nuo kito
besiskirian¢iy audiniy vaizdinimui yra naudojama mikroskopiné analizé¢ arba
jvairiis dazymai panaudojant tam tikrus Zymenis. Be jokios abejonés,
mikroskopiné audiniy analizé vis dar iSlieka auksiniu standartu atpazjstant
audiniy tipus ar nustatant diagnoze, taCiau tam tikrais atvejais, kuomet
informacija apie tiriama vieta yra reikalinga nedelsiant, toks metodas néra
tinkamas. Sis metodas taip pat turi savy trikumy tiriant ir ex vivo audinius,
kadangi mikroskopavimui skirty preparaty paruoS§imo metu yra sudarkoma
natiirali audinio struktiira, taip kartais prarandant dalj informacijos. Daugeliu

atvejy, mikroskopiniam iStyrimui atiduoty organy tolimesnis anatominis
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tyrimas taip pat btina sudétingas, todél vis didesnis démesys yra skiriamas
alternatyviems bei neinvazyviems — optiniams tyrimo metodams, daznai

pristatomiems kaip optiné biopsija.

6.1 Optiné biopsija

Optiné biopsija — tai neinvazinis diagnostikos metodas, paremtas
audiniy optiniy savybiy tyrimu [47,26]. Placigja prasme optiné biopsija apima
visus tyrimo metodus, kuriuose informacija apie tiriama objekta yra gaunama
naudojant optines sistemas. ZodZiu biopsija yra nurodoma, kad informacija turi
biiti gaunama nebe viso Zzmogaus ar atskiry organy lygiu, o audiniy struktiiros,
sudéties ar net Igsteliniu ir dar smulkesniu baltyminés sudéties lygiu. Optinés
biopsijos metode gali buti naudojama tiek fluorescenciné spektroskopija, tiek
optiné koherentiné tomografija, tiek infraraudonasis ar fotosensibilizuotas
vaizdinimas, mikroskopija in vivo ir kt.[20-26]. Dazniausiai optinés biopsijos
procediirai yra naudojamas fluorescencinés spektroskopijos metodas.
Fluorescencija tai yra audinio atsakas ji apSvietus/suzadinus atitinkamos
spalvos/bangos ilgio Sviesa. Biologiniam audiniui budinga savitoji (auto)
fluorescencija, kurig sglygoja jame esantys natiiraliis fluoroforai. Daugumos
endogeniniy fluorofory fluorescencija yra susijusi su audiniy struktiira ir
biologiniame objekte vykstanciais metaboliniais vyksmais, todé¢l savitoji
audiniy fluorescencija gali atspindéti tiek ligos paZeista audinj, tiek iSrySkinti
audinio morfologinius ar metabolinius specifiSkumus, kurie sunkiai nustatomi
kitais budais. Kai audinyje esanciy endogeniniy fluorofory fluorescencija néra
pakankamai informatyvi, galima panaudoti selektyviai tam tikruose audiniuose
besikaupiancias medziagas — sensibilizatorius ir stebéti indukuota
fluorescencija. Pavyzdziui, navikiniy susirgimy atvejais sensibilizatorius
susikaupia véziniame audinyje ir apSvietus tam tikro bangos ilgio spinduliuote,
kurig sugeria sensibilizatorius, stebimas naviko Svyt¢jimas. Pakankamai
nesena, taCiau labai perspektyvi diagnostikos sritis yra fluorescencinis

vaizdinimas panaudojant selektyviai susikaupiancius fluorescuojancius
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zymenis. Tokiu atveju déka selektyvios antikiino-antigeno sgveikos zymuo
susikaupia tik tam tikroje vietoje ir stebint jo liuminescencijg identifikuojama
dominancios vietos lokalizacija.

Principiné optinés biopsijos schema yra pateikta 6.1.1 pav. [48].
Pagrindiniai optinés diagnostinés aparatiiros elementai yra Sviesos Saltinis,
skirtas fluorescencijos Zadinimui, detektorius, kuris uZregistruoja optinj signalg
bei zadinimo—surinkimo sistema, kuria Zadinancioji spinduliuoté yra nuvedama
iki audinio ir surenkama audinio fluorescencija. Kiekvienas i§ Siy elementy
atlieka labai svarby vaidmen; ir priklausomai nuo atliekamos uzduoties gali

arba turi buti kei¢iamas.

Fluorescencijos Fluorescencijos
zadinimas surinkimas

Detektorius
Sviesos saltinis

6.1.1 pav. Optinés biopsijos schema [48]

6.1.1 Fluorescencija

Fluorescencija - tai viena i$ atskiry liuminescencijos atvejy. Pagal
daleliy suZzadinimo pobiidj liuminescencija biina keliy riisiy:
- fotoliuminescencija — medziaga Svyti sugérusi ultravioleting ar

regimajg spinduliuote;
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- chemiliuminescencija — kai $vytéjimg sukelia savitos cheminés
reakcijos;

- rentgenoliuminescencija — Svytéjimas sugérus rentgeno spinduliuote;

- elektroliuminescencija — Svytéjimas sukeltas stipraus elektrinio lauko.

Pagal Svyt¢jimo trukme¢ liuminescencija skirstoma ] fluorescencijg bei
fosforescencija. Tiek fluorescencija, tiek ir fosforescencija paSalinus
suzadinancigja Sviesg iSnyksta ne akimirksniu, bet trunka ilgesnj; arba
trumpesn] laika. Laikas, per kur] Svytéjimas susilpnéja e karty, vadinamas
$vytéjimo trukme. Fluorescencijos trukmé yra apie 10°-10s, o fosforescencija
trunka nuo 10 iki 1s. Abu $ie reiskiniai aiSkinami molekulés relaksacija 18

suzadinto singuletinio ir tripletinio lygmeny (6.1.1.1 pav.)

S, :
4 RY
v
VR VK é
S = = j“‘”&k
S 'F | VK v—=
M Fs |K<
Y :
S, Y F

(S —sugertis, F — fluorescencija, VR — virpesiné relaksacija, VK — vidiné
konversija, IK — interkombinacin é konversija, Fs — fosforescencija)

6.1.1.1 pav. Organinés molekulés energijos lygmeny Jablonskio

diagrama.

Molekulé, sugérusi Sviesos kvanta, tampa suzadinta — iSorinés orbitalés
elektronas perSoka j vieng i§ laisvy molekulés elektroniniy lygmeny. Tokia
molekulés biisena yra nestabili, tod¢l per labai trumpa laikg ji grizta |
pagrinding biiseng, pertekline energija atiduodama aplinkinéms molekuléms,

transformuodama jg ] savo atomy virpesing ir rotacin¢ energija, arba
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iSspinduliuvodama energija Sviesos kvanto pavidalu, t.y., lluminescuodama.
Relaksacija i§ auks$tesniy suzadinty buseny vyksta pakopomis — pradzioje
suzadintos molekulés nespinduliniu keliu per ~10"3% relaksuoja 1 pirmo
suzadinto elektroninio lygmens nulinj virpesinj polygmenj. Toks nespindulinis
Suolis tarp elektroniniy lygmeny vadinamas vidine konversija. IS Zemiausio
suzadinto energinio lygmens S; galimi trys relaksacijos vyksmai: vidiné
konversija 1§ S; > Sy (energija atiduodama aplinkai), interkombinaciné
konversija S; = T, (pakinta blisena — i$ singleto | tripletg) ir fluorescencija —
molekulés grizimas j pagrinding biisena i§spinduliuojant fotona. Siy vyksmy
tikimybés priklauso nuo molekulés simetrijos ir taip pat nuo S; ir Sg lygmeny
energijy skirtumo. Kuo AE didesnis, tuo vidinés konversijos S; = S, tikimybé
mazesne, o fluorescencijos tikimybé didesné. Taigi fluorescencijos tikimybe
(tuo paciu ir kvantinis naSumas) priklauso nuo konkuruojanciy vyksmy, kurie
mazina suzadintojo S; lygmens uzpilda.

Bet kuri fluorescuojanti molekulé pasizymi tik jai biidingu spektru,
kurio forma nepriklauso nuo zadinancios bangos ilgio. Kaip taisyklé, molekulé
fluorescuoja i§ zemiausio Vvirpesinio pirmosios suzadintos elektroninés S;
busenos lygmens. IS aukStesniyjy elektroniniy lygmeny paprastai vyksta tik
nespinduliniai Suoliai [49].

D¢l Siluminiy energijos nuostoliy, atsirandancéiy vidinés konversijos
metu, fluorescencijos spektras pasislenka j raudongja puse sugerties spektro
atzvilgiu, taciau fluorescencijos juosta dalinai persikloja su sugerties juosta.
Tai sritis, kurioje molekulé i§spinduliuoja didesnés energijos kvanta nei sugere.
Pagal energijos tvermés désnj taip gali atsitikti tik tada, kai trukstamg energijos
dalj molekulé kompensuoja virpesinés energijos saskaita.

Kiekvienas daugiaatomiy molekuliy elektroninis energijos lygmuo turi
daug virpesiniy, rotaciniy polygmeny. Spinduliniai Suoliai galimi i§ S;
suzadinto elektroninio lygmens Zemiausio virpesinio polygmens ] pagrindinio
So lygmens skirtingus virpesinius polygmenis. Siy $uoliy energija skiriasi,
todel fluorescencijos spektry juostos yra isplitusios.

Sugertos energijos kiekis pagal Lamberto — Bugero — Bero désnj lygus:
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| =1,10.
¢ia ecl = D — bandinio optinis tankis.

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

|y =Kl 1-10).
ls proporcingas zadinanCios spinduliuotés intensyvumui lp, Kvantiniam
nasumui ¢, sugerties koeficientui (1-T). Konstanta K priklauso nuo
fluorescencijos surinkimo kampo, spektro plocio, atkertamo
monochromatoriumi arba filtrais ir detektoriaus jautrumo.

Bendru atveju fluorescencijos intensyvumas, kaip ir sugerties
koeficientas, néra proporcingas koncentracijai C, taciau toks proporcingumas
jmanomas bandiniuose, turin¢iuose mazg optinj tankj (D < 0,1). Esant tokioms
salygoms galima naudoti artinj, kuris gaunamas lg 1SraiSkg iSskleidus eilute ir
paémus pirmajj jos narj:

I, ~1,-23KgD =1, -2,3Kgecl .

Tokiu buidu, esant mazam medziagos optiniam tankiui, fluorescencijos
intensyvumas proporcingas fluorescuojancios medziagos koncentracijai [50].
Tuo ir yra grindziama kiekybiné fluorescenciné analizé. Eksperimento metu
matuojamas fluorescencijos intensyvumas |, medziagos, kurios koncentracija
c; yra zinoma, tada matuojamas tiriamojo bandinio fluorescencijos

intensyvumas I. Bandinyje esanciy fluorescuojanéiy daleliy koncentracija lygi:
c=c I
1 Il *

De¢ka skirtingos fluorofory koncentracijos audiniuose, stebimi skirtingo

intensyvumo ty audiniy fluorescencijos spektrai.
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6.1.2 Audiniy liuminescencija

Audiniai liuminescuoja d¢l juose esanciy fluorescuojan¢iy molekuliy —
fluorofory. Vieni pagrindiniy biologinio audinio komponenty, kuriy
fluorescencija galima panaudoti diagnostikoje, yra baltymai. Lipidai,
membranos, sacharidai 1§ esmés nefluorescuoja, o dezoksiribonukleininés
rugsties (DNR) fluorescencija yra per silpna, kad ja buty galima panaudoti
praktiSkai. Baltymy fluorescencija salygoja branduolj sudaro baltymuose
esan¢ios aromatinés amino rugStys — fenilalaninas (Phe), tirozinas (Tyr) ir
triptofanas (Trp). Svarbi baltymy struktiros ypatybé yra ta, kad trys
fluorescuojancios amino riigStys baltymuose yra santykinai retos. Trp, kuris
yra pagrindinis fluoroforas, sudaro apie 1% amino rugs¢iy kiekio. Baltyme gali
biti viena arba kelios Trp liekanos (radikalai). Trp emisijos spektras labai
priklauso nuo aplinkos, tod¢l baltyme esant didesniam radikaly kiekiui,
fluorescencijos spektras tampa sudétingesnis, nes skiriasi kiekvienos liekanos
aplinka.

IS visy amino rigsciy intensyviausiai fluorescuoja Trp, kuris turi
didziausiag ekstinkcijos koeficienta. D¢l placios Trp sugerties srities, energija,
sugerta Tyr ir Phe, daznai yra perduodama Trp lickanoms, esanc¢ioms tame
paCiame baltyme. Phe sugeria trumpiausiy bangos ilgiy Sviesa. Jo
fluorescencijos juostos smailé yra ties 282 nm. Vandeninis Tyr tirpalas
intensyviausiai fluorescuoja ties 303 nm. Sios amino riigsties fluorescencija
beveik nepriklauso nuo tirpiklio poliSkumo. Trp vandeninis tirpalas turi
fluorescencijos juostos smailg ties 350 nm, kuri yra labai jautri tirpiklio
poliskumui ir aplinkos poky¢iams [51].

Baltymy fluorescencija jprastai yra suzadinama SvieCiant 280 nm ar
ilgesniy bangos ilgiy spinduliuote, o fluorescencija stebima 300 — 430 nm
srityje, taCiau SvieCiant ultravioletine ar net matoma Sviesa deguonimi
prisotintus Trp vandeninius tirpalus jy fluorescencijos juosta slenka j ilgesniyjy
bangy puse. Poslinkis priklauso nuo $vitinimo laiko. Siuos poky¢ius salygoja

indolo Ziedo destrukcija, kurios metu susidaro keletas naujy molekuliy, tame
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tarpe ir  N-formilkinureninas  (FKN), kinureninas (KN) ir 3-
hidroksikinureninas. FKN fluorescuoja ties 430 nm. KN, kuris gaunamas po
tolimesnés Trp oksidacijos, fluorescuoja 450 nm srityje [51,52].

Dauguma endogeniniy fluorofory yra susij¢ su struktirine audiniy
matrica, arba lgsteliy metabolizmo procesais. Lastelése pagrindiniai fluoroforai
yra lokalizuoti mitochondrijose ir lizosomose. Tai yra aromatinés amino
ragstys, lipopigmentai, NADPH bei jvairiis kofermentai. Fluoroforai, jtraukti j
lasteliy metabolizmo procesus, turi redukuoty nikotinamido adenino
dinukleotidy (NADH) ir flaviny, kurie taip pat randami mitochondrijose ir
citoplazmoje. NADH fluorescencijos smailé matuojant audiniuose in vivo yra
ties 500 nm, flaviny — ties 550 nm [53,54]. Tarplasteliniame matrikse
pagrindiniai fluoroforai yra kolagenas ir elastinas, kuriy fluorescencija yra
susijusi su skersiniais rySiais (cross - linking) tarp amino rigséiy [54,55].
Kolagenas fluorescuoja 330 — 510 nm spektringje srityje (smailé ties 390 nm),
0 elastinas — 330 — 550 nm srityje (smailé ties 410 nm). Siy dviejy fluorofory
fluorescencijos kvantinis naSumas, palyginus su kitais endogeniniais
fluoroforais, yra auksciausias, todél ir jnasas j bendrg audinio fluorescencijos
spektra yra didziausias [54]. Pagrindiniy audinio fluorofory fluorescencijos

zadinimo bei fluorescencijos spektrai pateikti 6.1.2.1 paveiksle.

nptofanos Piridoksinas Porfirinci
] ] / Flavinai
f

Fluorescencijos intensyvumas, s.v.

200 250 300 250 400 450 500
Bangos ilgis, nm
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Triptofanas Piridoksinas Lipo-Pigmentai Porfirinai(Hp)

Kolagenas l Elastinas A ‘," Flavinai /

Fluorescencijos intensyvumas, s.v.

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Bangos ilgis, nm

6.1.2.1 pav. Pagrindiniy audinio fluorofory fluorescencijos zadinimo (A) bei
fluorescencijos (B) spektrai [56]

Kiti endogeniniai fluoroforai savo sudétyje turi auk$¢iau minéty
aromatiniy amino riig8¢iy (Trp, Tyr, Phe), kuriy fluorescencija stebima 300 —
430 nm spektrinéje srityje. [vairiis porfirinai fluorescuoja 600 — 700 nm srityje.
Galutiniai lipidy metabolizmo produktai — lipopigmentai (keroidai,
lipofuscinai) — fluorescuoja 450 — 660 nm spektrinéje srityje (smailé apie 550
nm) [54,55].

Gausybé audinyje esanciy fluorescuojanciy medziagy leidzia panaudoti
fluorescencing spektroskopija diagnozuojant jvairius susirgimus, susijusius su
atitinkamy fluorofory fluorescencijos spektry pokyciais, taciau butent dél
persiklojanc¢iy zadinimo bei fluorescencijos spektry Siy duomeny analizé yra
labai sudétinga, tode¢l tiriant bandinj Zadinimo §viesos bangos ilgis parenkamas
atsizvelgiant ] tai, kokiy fluorofory tiriamame audinyje daugiausia bei kurie
fluoroforai atsakingi uz spektro charakteringuma.

Pagrindinés fluorofory savybés, | kurias reikty atsizvelgti analizuojant
audiniy fluorescencijos spektrus:

a) kiekvienas fluoroforas turi specifinius sugerties bei fluorescencijos

spektrus;
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b) bet kuriame audinyje yra miSinys jvairiy fluorofory su skirtingomis
koncentracijomis;

c) fluoroforai yra netolygiai pasiskirste audinyje, ypac skiriasi fluorofory
koncentracijos einant gilyn j audinj. Taigi, audinio fluorescencijos spektras,
bus sudarytas 1S skirtingo fluorofory indélio kiekviename sluoksnyje.

Susirgimy diagnostika naudojant Savitosios fluorescencijos metoda
priklauso nuo vieno ar keliy veiksniy:

1) fluorofory koncentracijos, arba pasiskirstymo tam tikrame tiiryje pakitimo
[25,53,57,58].

2) medzZiagy apykaitos pakitimy (pvz.: NADH fluorescuoja tik redukuotas)
[25,53,57,59].

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

4) audinio architektiiros pakitimai, pavyzdziui raumeninio sluoksnio

plonéjimas [60].
5) fluorescencijos signalo silpnéjimas, susijgs su molekuliy nespinduline

relaksacija [51,55].

6.1.3 Fluorescencijos taikymas diagnostikoje

Pagal diagnostikoje  naudojamy audinio fluorofory prigimtj
fluorescencinés diagnostikos metodus galima suskirstyti | dvi pagrindines
grupes:

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

2. Sensibilizuota fluorescencija — metodai, kuriuose audiniy

fluorescencija  sensibilizuojama  (jautrinama) panaudojant  selektyviai
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besikaupiancius egzogeninius fluoroforus arba liuminescuojancius zymenis
(pvz. nanodalelés) arba medZiagas, indukuojancias endogeniniy fluorofory
sintez¢ (pvz. ALA inicijuota PpIX sintez¢). Sensibilizuotos diagnostikos
metodai daznai taikomi kartu su terapija ir padeda sekti terapijos eigg, nustatyti
naviko i$plitimg, matmenis bei iSrySkinti (vizualizuoti) naviko krastus [61,62].

Pagal naudojamy Sviesolaidiniy sistemy geometrijg fluorescencings
diagnostikos metodus galima suskirstyti j pavirSing diagnostikg bei giluming
diagnostika. Siuo metu pateikiami rezultatai daZniausiai remiasi pavirSinés
diagnostikos metodais, kuomet registruojama fluorescencija yra misinys visy
fluorescencijos signaly ateinanciy i§ jvairiy audinio gyliy.

Informacija apie audiniy optines savybes gaunama dviem metodais —
matuojant audiniy fluorescencijos bei fluorescencijos Zadinimo spektrus.
Fluorescencinio spinduliavimo spektroskopijoje eksperimento metu zadinimo
bangos ilgis yra pastovus, o fluorescencijos intensyvumas registruojamas
placioje spektrinéje srityje. Fluorescencijos zadinimo spektroskopijoje
intensyvumas registruojamas ties vienu pasirinktu bangos ilgiu, o Zadinancios
spinduliuotés bangos ilgis keiiamas pasirinktoje audiniui biidingoje sugerties
spektro srityje. Idealiu atveju, jei néra energijos pernasos tarp audinyje esanciy
fluorofory, Zadinimo spektras turéty atitikti sugerties spektrag. Kadangi audinyje
yra labai didelis kiekis sugerianCiyjy bei sklaidanCiyjy elementy, todél
sugerties spektroskopijai reikalingi specialiai paruosti itin ploni bandiniai, 0
fluorescencijos Zadinimo metodika yra neinvazinis tyrimo metodas kurj labai
patogu taikyti nustatant audiniy sugerties spektrus in vivo.

Fluorescenciniai diagnostiniai metodai S$iuo metu jau yra taikomi
klinikoje, jvairiy lokalizacijy navikams diagnozuoti ar iSplitimo riboms
nustatyti:

a) Slapimo puslés tyrimams. Jvedama 5 — (8) aminolevulino rugstis (ALA),
kuri inicijuoja protoporfirino IX (PpIX) gamyba. Pasvietus spinduliuote,
kurig sugeria sensibilizatorius, naviko fluorescencija matoma plika akimi

[63].
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b) Ankstyvyjy vézio stadijy aptikimui bronchuose bei plauciuose. Taip pat

f)

9)

h)

naudojami sensibilizatoriai — hematoporfirino dariniai (HpD) arba
fotofrinas. Siuo metu méginama naudoti ALA aerozolio pavidalo [64].
Gauti geri rezultatai ALA naudojant burnos gleivinés pazaidy aptikimui
[65].

Virskinamojo trakto susirgimy detekcijai bei diferenciacijai. Jy gydymui
naudojama FNT [66].

Galvos ir kaklo naviky aptikimui. Registruojama audiniy savitoji
fluorescencija. Taip pat stebéti ALA indukuoto PpIX fluorescencijos
intensyvumo skirtumai sveikame ir navikiniame audinyje [67].
Ginekologijoje. Pagrindiné sritis yra gimdos kaklelio ankstyvyjy véziniy
susirgimy aptikimas [68,69].

Krities vézio diagnostikai. Krities vézys atsiranda gilesniuose audiniy
sluoksniuose, ir neinvaziniais metodais negalima gauti tikslios
informacijos. Fluorescencijos metodas dazniausiai taikomas naviko
aptikimui bei jo riby nustatymui [69].

Smegeny naviky aptikimui. Labai daZna mirties nuo smegeny véZzio
priezastis yra pakartotinis naviko atsiradimas operuotoje vietoje, todeél
spektroskopiniais diagnostikos metodais stengiamasi kuo tiksliau nustatyti
naviko ribas. Tam naudojama ALA indukuota PplX fluorescencija [70,71].
Odos susirgimy diagnostikai bei klasifikacijai. Siuo metu odos susirgimai
dazniausiai nustatomi labai paprastu biidu — vizualiai apzitrint, ir, jeigu
audinys atrodo jtartinas, imama biopsija arba i§ karto atlickama operacija.
Tik nedaugeliu atvejy taikomi fluorescenciniai metodai, nes odos
fluorofory autofluorescencija dar néra tinkamai iStirta. Pastaruoju metu
atlickama eilé eksperimenty, skirty odos savitosios fluorescencijos tyrimui
[72].

Aterosklerotiniy pazaidy aptikimui kraujagyslése. Kadangi ateroskleroze
yra létiné arterijy liga, tai jos aptikimas pradinéje, dar nepavojingoje

stadijoje, padéty iSvengti didesniy kraujotakos sutrikimy bei sudétingy
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operacijy. Daugiausia Zadantys yra fluorescencijos gyvavimo trukmiy
matavimy rezultatai [33,73].

Kaip taisykle, jei diagnostikai yra naudojamas iSorinis sensibilizatorius
(fotosensibilizatorius), po fotosensibilizuotos diagnostikos yra taikoma FNT.
Toks metodas puikiai tinka ir jprastiniy operacijy metu — stebint navike
susikaupusio sensibilizatoriaus fluorescencija operacijos metu galima matyti
naviko kraStus ir pagal tai koreguoti operacijos eiga, taip pat po operacijos yra
Svitinamas naviko guolis, taip sunaikinant ir galimai likusias pavienes naviko
lasteles [74].

Nors optiné biopsija yra labai patraukli, jautri ir palyginti nesudétingai
atliekama diagnostiné procediira, jos taikymas yra komplikuotas dél gausybés
fluorescuojanciy, sklaidanciy ir sugerianciy molekuliy audinyje. Pagrindiné
uzduotis prie§ jvedant §] metoda j klinika yra susijusi su spektrinés srities
selektyviam tiriamojo objekto fluorescencijos zadinimui bei registravimui
nustatymu. Ieskant tinkamy tyrimo saglygy yra naudojama sistema, kuria galima
registruoti fluorescencijos spektrus in vivo, keiciant zadinimo spinduliuotés
bangos ilgius. Tokiu blidu yra sudaroma fluorescencijos zadinimo — emisijos
matrica, kuri apibtdina jvairiy fluorofory indélj tam tikrame spektriniame
ruoze [75]. Deja, bet selektyviy sri¢iy nevisada pavyksta surasti, todél yra
pasitelkiami sudétingi spektriniy duomeny analizés metodai, kuriamos jvairios

metodikos ar galiausiai yra jvedami iSoriniai zymekliai.

6.2 Sirdies anatomija

Sirdis yra fibro-raumeninis organas varinéjantis krauja po organizma.
Sirdies sandara bei funkcijos yra nustatytos jau seniai. Pagrindinés Sirdies
ertmés yra priesirdziai ir skilveliai. I desinjjj priesirdj suteka kraujas i$ kiino, 0
1 kairjjj 1§ plauciy. Susitraukdami prieSirdziai pripildo skilvelius, tuo tarpu
desinysis skilvelis susitraukdamas i$stumia kraujg j plaucius, o kairysis — j

kiing. Taip susidaro kraujotakos ratas. Tvarkinga ir ritmingg atskiry Sirdies

daliy susitraukimg kontroliuoja Sirdies laidzioji sistema. Kryptingam ir
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efektyviam kraujo cirkuliavimui palaikyti Sirdyje ir kraujagyslése yra
sudétingos voztuvy sistemos.

Sirdies audinj galima suskirstyti j tris pagrindinius tipus, nuo kuriy
priklauso Sirdies struktiira bei funkcijos. Tai didziausia Sirdies audinio mase¢
uzimantis raumuo — miokardas; Sirdies “skeleta” formuojantis jungiamasis
audinys, kuris sudaro pagrindg MK lgsteliy tvirtinimuisi ir augimui, o taipogi
formuoja voztuvy audinj [76,77]. Ir paskutinis tipas, uzimantis palyginus
nedidele Sirdies audinio dalj, tafiau ypatingai svarbus Sirdies darbui yra

laidumo audinys.

6.2.1 Sirdies laidZioji sistema.

SLS yra specializuotas §irdies audinys, generuojantis ir perduodantis
bioelektrin] impulsa, sinchroniskai suzadinantj atskiry MK sri¢iy susitraukimag
[7,12,78]. Sirdies laidZiosios sistemos i$sidéstymas bei jos morfologiné kilmé
visg laikg nuo pat jos atradimo buvo diskusijy objektas. Nebuvo nustatyti
kriterijai, pagal kuriuos ,,laidumo* 1gsteles galima vienareikSmiskai atskirti nuo
,,susitraukian&iyjy* lasteliy. Siuolaikiniy technologiniy bei biocheminiy jrankiy
pagalba buvo identifikuotos jvairiy SLS daliy lokalizacijos, tatiau vizualiai,
nenaudojant sudétingy dazymo ir preparavimo metodiky, Sios lgstelés vis dar
yra neatskiriamos [17]. Siuo metu jau yra neabejojama raumenine SLS kilme.
Histologiniy tyrimy metu SLS lastelés yra atpazjstamos tik kaip turindios
maziau miofibriliy ir daugiau glikogeno, taciau kitokiy specifiniy struktiiriniy
SLS lasteliy komponenty, skirianéiy jas nuo paprasto miokardo néra [79].
Nepaisant raumeninés kilmés $i sistema yra unikali ir atlieka tik jai vienai
visame Zmogaus organizme budingg funkcijg — inicijuoja ir valdo Sirdies
plakimo ritmg ir atskiry jos daliy susitraukimo eiliSkuma, kas yra biitina
palaikant efektyvig kraujo tekme. SLS lastelés sudaro tinkla i3 vientisy pluosty,
izoliuoty nuo MK jungiamuoju audiniu. SLS pagal morfologija ir funkcija néra
vienalyté, atskiros dalys pasizymi tik joms budingomis savybémis ir

funkcijomis. Pagrindinés SLS sudarancios dalys yra sinusinis mazgas,
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atrioventrikulinis mazgas, Hiso pluostas ir Purkinje skaidulos (6.2.1.1 pav.)

[80,81].

Sinusinis
mazgas

Atrioventrikulinis [ Hiso
mazgas ' \ pluostas
Kairée
Saka
Desiné

Saka
\ Purkinje

Tarpinis skaidulos

pluostas

6.2.1.1 pav. Sirdies laidZiosios sistemos i$sidéstymas §irdyje [Adaptuota
i§ 79]

Bioelektrinis impulsas, vadinamas ritmo vedliu, yra spontaniskai
generuojamas SA mazge, kuris yra lokalizuotas deSiniajame prieSirdyje. Nors
Sirdies MK lastelés gali susitraukti ir be iSorinio stimulo, taciau tvarkingg MK
susitraukimg inicijuoja butent SA lastelés, kuriy susizadinimo daznis yra
didziausias. Vedantysis potencialas yra generuojamas létos, diastolinés
depoliarizacijos, reguliuojamos keletu skirtingy joniniy sroviy, tame tarpe T- ir
L- tipo kalcio sroviy [82,83]. SA mazgo dominavimg lemia ,sekinantis
slopinimas” — MK lastelés depoliarizuojamos i§ SA sklindan¢iu impulsu
ankscCiau nei léta MK lgstelés depoliarizacija pasieks slenkstinj lygj. SA mazgo

funkcijos sutrikimai pirmiausia pasireiSkia plakimo ritmo sulétéjimu —
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bradikardija. Taipogi pasireiSkia visiSku SA signalo prapuolimu, nereguliais
Sirdies susitraukimais ar tachikardija [84].

SA mazge sugeneruotas potencialas toliau plinta laidzigja sistema iki
AV mazgo, lokalizuoto ties tarpprieSirdinés pertvaros pagrindu. AV mazge
impulsas yra sulétinamas ir tuo metu spéja susitraukti prieSirdZiai, taip
iSstumdami kraujg j skilvelius. Taigi viena i§ pagrindiniy AV mazgo funkcijy
yra bioelektrinio impulso uzlaikymas [85]. Tuo paciu AV mazgas apsaugo
skilvelius nuo dazno susitraukinéjimo esant priesirdziy aritmijai, 0 taip pat gali
atlikti ritmo vedlio funkcijas sutrikus SA mazgo veiklai [85]. Toliau elektrinis
suzadinimas keliauja j skilvelius. Sveikoje Sirdyje yra vienintelis kelias, kuriuo
impulsas i§ AV mazgo praeina per prieSirdziy-skilveliy jungti. Tai Hiso
pluostas. Impulso sklidimas Siuo pluoStu yra greiCiausias ir sickia 5 m/s
[86,87]. Sis pluostas turi desing ir kaire $akas, kuriomis elektrinis suzadinimas
yra perduodamas j skilvelius. Skilveliuose impulsas sklinda Purkinje skaiduly
tinklu. Impulsui pasiekus Purkinje skaiduly pabaigg, per likusig skilveliy
sienele jis plinta miokardo lgstelémis. Taigi pagrindiné laidziosios sistemos
skilveliuose funkcija yra greitai perduoti elektrinj suzadinima skilveliy MK
lastelémis [88]. MK taip pat yra randama iSsibarsCiusiy specializuoty lasteliy,
kurios skiriasi savo elektrofiziologinémis sgvybémis bei molekuline sudétimi
lyginant su paprastais kardiomiocitais [89-91]. Kai kuriy geny, biudingy
raumeninéms lgsteléms, raiska Siose lastelése yra prislopinta, tuo tarpu geny,
susijusiy su nerviniu audiniu, raiSka yra padidéjusi. Jose yra aptinkama
koneksino Cx40, kuris yra HP ir Purkinje 1gsteléms budingas baltymas ir yra
atsakingas uz greita bioelektrinio impulso perdavima tarp lasteliy. Sios
specializuotos lgstelés yra tarsi tarpinis variantas tarp laidumo ir raumeniniy
lasteliy [92-98].

Anatominiai ir fiziologiniai bioelektrinio impulso laidumo faktoriai,
kurie yra svarbiis impulso plitimui, yra skaiduly skersmuo ir geometrinis
1Ssidéstymas, stimulo efektyvumas ir Igstelés sugebé¢jimas aktyvuotis. Kuo
didesnis skaiduly skersmuo, tuo lengviau ir greiCiau plinta impulsas, todél

Purkinje skaidulomis stimulas plinta grei¢iau nei paprastais kardiomiocitais.
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Impulso sklidimo greitis plintant iSilgai skaiduly yra didesnis negu skersine
kryptimi. Yra manoma, kad SLS gebé¢jima mazdaug de§imt karty grei¢iau
perduoti elektrini impulsg lemia ir anatominiai, ir fiziologiniai ypatumai:
skaiduly dydis ir geometrinis iSsidéstymas, aukStesnis nei paprasto miokardo

transmembraninis potencialas bei didesnis kanaly skaicius [7,17].

Pagrindiniai morfologiniai Kriterijai, pagal kuriuos yra atpaZjstamas
SLS audinys, nustatyti dar 1910 metais:

1. tai turi buti histologiSkai atskiras miocity pluostas;

2. miocity pluosta galima atsekti serijiniuose histologiniuose pjiiviuose;

3. miocity pluoStas turi biti atskirtas jungiamuoju audiniu nuo
aplinkinio miokardo [17,99].

Pastaruoju metu yra nustatyta daug zymenuy, leidzianéiy nudazyti SLS
lasteles jvairiose jos vystymosi stadijose [11], tac¢iau nei vienas i§ jy nedazo tik
SLS — daugeliu atvejy yra dazomas ir visas nervinis audinys [100]. SLS
tyrimus apsunkina dar ir tai, kad besivystandioje Sirdyje (embrionuose) SLS

zony yra aptinkama daugiau, nei i$sivysciusioje Sirdyje [11].

6.2.2 Miokardas

Gausiausias Sirdies audinys yra MK, kurio pagrindiné funkcija yra Sirdies
sutraukimas. Sio proceso metu kraujas yra isstumiamas j king ir atitinkamus
organus. SLS dazniausiai yra i$sidés¢iusi MK fone, todél labai svarbu vizualiai
atskirti §iuos du audinius. Sirdies sienelé¢ sudaryta i3 jvairiy sluoksniy: i$orinio
apsauginio sluoksnio — perikardo, po juo esancio epikardo, miokardo ir

endokardo, kuris dengia vidines Sirdies ertmes (6.2.2.1 pav.).
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Epikardas

Miokardas
3 Endokardas

Tankus fibrilinis sluoksnis

Purusis jungiamasis audinys

Sirdies raumuo
Mezotelis

Purusis jungiamasis
audinys

ISoriné Sirdies pusé Lygusis endotelis

Perikardas - Vidiné Sirdies pusé
Purusis jungiamasis

in .
audinys Mezotelis

6.2.2.1 pav. Sirdies sienelés skersinio pjavio schema desinio skilvelio viduryje

[Adaptuota is 101]

Gausiausias sienelés sluoksnis yra MK [76,77]. Sirdies skersaruozio

raumens lgstelés — miocitai — yra pailgos, zigzago pavidalo galais ir atskirtos

viena nuo kitos struktiiromis, kurios vadinamos jterptiniais (interkaliaciniais)

diskais, ir turin¢ios vieng branduolj Igstelés centre (6.2.2.2 pav.).

6.2.2.2 pav. Miokardo pluostai iSilginiame pjuvyje
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Miocitai nesudaro vieningos iStisinés visumos, kaip buvo manoma
anksc¢iau. Mikroskopinis skilveliy miokardo tyrimas rodo, kad miocitai sudaro
atskirus sluoksnius su placiais tarpais tarp jy. Kaip tokia struktiira jtakoja
Sirdies elektrines savybes néra aiSku [102]. Morfologiskai Sirdies raumuo
priklauso skersaruoziams raumenims, taCiau pagal kitus poZymius jis uZima
tarping padeét] tarp skersaruoziy ir lygiyjy. Baltymai sudaro apie 20 proc. visos
raumeny masés. Vidulgstelinius raumeny baltymus galima suskirstyti |
vandenyje tirpius sarkoplazmos (raumeniniy skaiduly citoplazmos) baltymus ir
vandenyje netirpius fibrilinius miofibriliy (kontraktiliniy baltymy kompleksas)
baltymus. Sarkoplazmos baltymus sudaro glikolizés fermentai, azoto ir lipidy
apykaitoje dalyvaujantys fermentai, baltymai, sujungiantys kalcj ir mioglobinas,
nuo kurio priklauso raumeny spalva (funkcija-kaupti raumenyse deguonj).
Pagrindiniai miofibriliy baltymai (80 proc.) yra miozinas ir aktinas. Be ju,
miofibrilése yra dar keli, vadinamieji minoriniai baltymai — tropomiozinas (7
proc.), troponino kompleksas (5 proc.), a-aktininas ir kiti pagalbiniai baltymai.
Miofibriliy baltymai tiesiogiai dalyvauja raumens susitraukimo metu.

Raumenyse, be anksCiau minéty baltymy, yra mazos molekulinés masés
organiniy junginiy, savo strukttiroje turin¢iy azoto. Tai yra nukleotidai, kreatinas,
kreatininas, fosfokreatinas, karnitinas, laisvosios amino riigstys, amino riigsciy
dariniai ir kt. IS nukleotidy daugiausia yra adenino nukleotidy — ATP, ADP ir
AMP. Vienam neiSdziovintam raumens gramui tenka apie 2,60 nmol ATP, 0,81
umol ADP, 0,93 umol AMP. Kity nukleotidy: GTP, UTP ir CTP, yra dar maziau.

Pagrindiné neazotiné organiné medziaga raumenyse yra glikogenas. Jo
kiekis raumenyse svyruoja nuo 0,3 proc. iki 2 proc. (dazniausiai yra apie 1

proc.).

6.2.3 Jungiamasis audinys

Jungiamasis audinys yra labai svarbus struktirinis elementas. Sis
audinys yra reikSmingas tiek viso organizmo, tiek atskiro organo, tiek ji

sudaranciy Igsteliy mastu. JA yra atsakingas uz organizmo mechaninj tvirtuma
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bei jud¢jimg, organy formos palaikyma, audiniy skysCiy tekéjima, Igsteliy
migracija, zaizdy gijimg ir netgi dalyvauja metaboliniy procesy kontroléje
[103,104]. JA lastelés sudaro tik nedidelj kiekj viso jungiamojo audinio, todél
pagrindines savybes apsprendzia ne lgstelés, o tarplastelinio matrikso pluosty
tipas, kiekis bei iSsidéstymas. Tarplastelinis matriksas pagrinde yra sudarytas i§
tarplasteliniy pluosty, proteoglikany ir glikoproteiny. Sie komponentai yra
sintetinami ir palaikomi tik tam tikram audinio tipui biidingy specifiniy lasteliy
[103].

Sirdyje JA taip pat yra labai svarbus audinys. Neskaitant struktiirinés JA
funkcijos suformuojant Sirdies ,,skeleta, JA taip pat supa SLS Sakas ir
izoliuoja laidumo lasteles nuo MK. Paciame MK jungiamojo audinio yra
nedaug, taiau jis yra esminis uZztikrinant Sirdies mechanines savybes [105].
Sirdies iSoré¢ ir vidinis pavirsius taip pat yra padengti tam tikro tipo JA, o
Sirdies viduje yra kraujo tékme reguliuojantys voztuvai, kuriy pagrinding
sudedamoji dalis yra JA. Taipogi yra nustatyta, kad Sirdies ritmo sutrikimai,
tokie kaip laidumo defektai ir tachiaritmijos, yra glaudziai susij¢ su JA ligomis
[106].

Sirdis yra daug JA turintis organas, todél §io audinio reik§meé tiek Sirdies
funkcijai, tiek atliekant optinius tyrimus yra labai svarbi. Sirdyje yra sutinkama
daug JA sudarancio kolageno tipy [107]. Ekstralgsteliniame MK matrikse yra
50-85 % kolageno | ir 10-45 % kolageno Ill [105,108]. Tuo tarpu Sirdies
voztuvo sudétyje yra randama kolageno I (74%), kolageno III (24%) ir
kolageno V (2%) [109]. Skirtingy lokalizacijy ar funkcijy JA sudétis yra
skirtinga, todél tikétina, kad gali skirtis ir jo optinés savybés. Siuo metu néra
atlikta jokiy tyrimy, susijusiy su Sirdyje esanciy skirtingy JA tipy
fluorescencijos spektrais.

Sirdies raumenyje tarplastelinis purusis JA yra i$sidéstes panasiai kaip ir
griau¢iy raumenyse [110]. Plonas iSorinis JA apvalkalas dengia visa MK.
Purusis JA (premysium) gaubia miocity pluostus, o JA tarpsluoksninis
(endomysium) jungia atskirus miocitus. Premysium ir endomysium JA sudétyje

dominuoja I ir 111 tipo kolagenai, premysium frakcijoje maziau III tipo kolageno
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nei endomysium. Jungiamasis audinys MK yra keliy skirtingy struktiry.
Susiformavusioje Sirdyje premysium struktiira yra kaip kolageno fibriliy
raizginys, apgaubiantis miocity pluostus. Endomysium JA yra sudarytas i$
kolageno atramy arba 1S kolageno mikrogijy tinklelio — t.y. bazalinés laminos.
Nors tarplastelinis JA matriksas jvairiuose audiniuose bei organizmuose
turi labai skirtingas savybes, matrikso formavime dalyvauja medziagos vos i$
keleto junginiy grupiy. Vienas funkciniu pozitriu svarbiausiy, gausiausiai
tarplasteliniame matrikse randamy ir visuose organizmuose sutinkamy
junginiy yra glikoproteinas kolagenas, kurio jvairios rasys sudaro pagrindine
netirpiy fibriliniy baltymy klase. Didelé dalis kolageny, tarp jy I, II, VI tipo,
formuoja fibriles, kurios susijungia ] storesnius, optiniu mikroskopu matomus
kolageno siiilus. Tarplasteliniame matrikse kolagenas formuoja stabily tinkla.
Endomysium atskiras raumens lgsteles skiriantis sluoksnis yra sudarytas iS$

plony kolageno fibriliy pseudo-atsitiktinio tinklo (6.2.3.1 pav):

6.2.3.1 pav. Buliaus sternomandibularis raumens skersinio pjiivio,
paveikto NaOH siekiant paSalinti raumeninés lastelés turinj ir proteoglikanus
1§ tarplagstelinio jungiamojo audinio, mikronuotrauka, gauta skenuojanciu

elektroniniu mikroskopu. [111]
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Kolagenas is kity baltymy iSsiskiria ypatingu atsparumu tempimui. Dél
specifinés trimatés strukttros kolagenas gali i$sitemti tik apie 10% nuo pradinio
savo ilgio [103]. Zmogaus organizme kolagenai sudaro 25% visy kiino baltymy.
Siuo metu yra zinoma 28 skirtingy pagal struktira ir atlickamas funkcijas
kolageno tipy, taCiau atlickamos funkcijos dar néra susietos su tam tikra,
konkre¢ia chemine modifikacija [112]. Kiekvienas i§ kolageno tipy buidingas
tam tikroms kiino dalims, bet tame paCiame tarplasteliniame matrikse galima
rasti dviejy ir daugiau tipy kolagenus. Nepaisant gana Zymiy struktiiros
skirtumy visy tipy kolagenai turi bendry ypatumy. Visy kolageny molekulés
yra trimerai [113], sudaryti i§ savitos struktiiros polipeptidiniy grandiniy,
vadinamy o-grandinémis.

Dar vienas labai svarbus JA komponentas yra elastinas, kuris sudaro
labai elastingus pluostus, o 1§ jy formuojasi trimatis tinklas. Tempiant elastino
ilgis be jokiy pazeidimy gali padidéti net iki 150% nuo pradinio savo ilgio
[103]. Rentgenografiné analizé parodé, kad elastino pluostai neturi reguliarios
struktiiros. Elastine dominuoja nedidelés, nepolinés amino rugsciy liekanos —
30 proc. glicino, taip pat alaninas ir valinas (30 proc.), bei gausu prolino. [113].

Kiti pagrindiniai JA tarplastelinio matrikso komponentai yra tirpis
didelés molekulinés masés angliavandeniai, vadinami proteoglikanais
(pagrindinis glikozaminoglikanas), kurie uzpildo tarpfibrilines ertmes. Labai
svarbi $1y makromolekuliy funkcija yra matrikso drékinimas, kolageno tinklo
stabilizavimas ir atsparumas kompresijai, tod¢l jie dominuoja kremzlése ir
sgnariuose. Proteoglikanai taip pat dalyvauja ir metaboliniuose procesuose

[103].

6.3. Sirdies audiniy tyrimai.

Sirdies tyrimams yra naudojama gausybé metody — nuo paciy
paprasciausiy, tokiy kaip elektrokardiograma iki labai sudétingy, tokiy kaip
ultragarsas, branduolio magnetinio rezonanso ar kompiuteriné tomografija,

mikroskopiné ir biocheminé analizé [8,114-116]. Visi tyrimo metodai, kuriy
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metu nereikalinga chirurginé intervencija, daZniausiai suteikia informacijg apie
Sirdies struktiirg arba jos veikla, tuo tarpu paciy audiniy tyrimai, iSrySkinantys
skirtingus audiniy tipus ar funkcijas, kol kas atliekami arba operacijos metu
zondg priartinus prie tiriamojo audinio, arba ex vivo iSpjovus audinj. Metody,
jgalinanciy in vivo tirti biologinius audinius lasteliy lygmenyje, kol kas néra
daug. Placiausiai yra naudojama optiné koherentiné tomografija ir konfokaliné
mikroskopija [117,118]. Abiem S$iais metodais yra gaunami lgsteliy vaizdai,
remiantis skirtingomis audiniy optinémis savybémis (1Gzio rodiklis, atspindys).
Sirdies ir kraujagysliy audiniy tyrimams kol kas yra taikoma tik optiné
koherentin¢ tomografija, tuo tarpu konfokaliné mikroskopija 1§ esmés
naudojama tik dermatologijoje. Egzistuoja ir daugiau metody, suteikianciy
informacija apie audinius in vivo lasteliniame ar molekuliniame lygmenyje,
taCiau tai néra tiesioginio atvaizdavimo metodai. Pvz. fluorescencine
spektroskopija gaunami duomenys tiek apie audiniy sudéti, tiek apie jy
struktiirg ar vykstanCius procesus, taciau S$iuo atveju yra registruojami
fluorescuojantys endogeniniai ar egzogeniniai fluoroforai ir i$ jy spektry ar
spektriniy poky¢iy yra kuriami vaizdai ar daromos atitinkamos i§vados.

Sirdis yra ypatingai ,,nepatogus* objektas tyrimams. Pirmiausia — tai yra
gyvybiSkai svarbus organas ir bet kokia intervencija gali turéti neigiamy
pasekmiy tinkamam jos darbui. Antra — Sirdis yra izoliuotas ir gerai apsaugotas
organas, tod¢l pasiekti jg jvairiais zondais yra komplikuota. Trec¢ia — Sirdis visg
laikg juda, tod¢l tai apsunkina tikslius ir atsikartojancius tyrimus ir galiausiai —
sirdyje yra gausu kraujo, kuris stipriai iSkraipo ar kitaip jtakoja Sirdies audiniy
optines savybes. Dél §iy priezasCiy yra labai nedaug metodiky tinkanéiy Sirdies
audiniy tyrimams in vivo, todél ir tyrimy yra atlikta labai negausiai.
Pagrindiniai tyrimai yra atliekami arba ex vivo, arba su eksperimentiniais
gyvinais.

Sirdis bei jos bendrosios funkcijos yra nustatytos ir istirtos jau gana
seniai, taCiau sudétinga Sirdies anatomija, o ypal laidzioji sistema ir jos
issidestymas vis dar yra tikslinama [8]. Tikslus SLS mazgy bei taky

1$sidéstymo nezinojimas susij¢s su sunkumais, kurie iSkyla tyrinéjant laidzigja
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sistemg. Zmogaus SLS tyrimus apsunkina tai, kad makroskopiskai ji beveik néra
matoma. Net jprastai suformuotoje zmogaus Sirdyje ne visada pavyksta rasti visas
SLS dalis. 1951 metais Widran ir Lev i§ 41 Sirdies prepraty tik 26 sugebéjo rasti
desing Hiso pluosto Saka, o kairés nerado nei viename preparate [18]. K. Reemtsma
1958 m. preparuodamas 11 Sirdies preparaty tik 3 rado atrioventrikulinj mazgg ir
pluosta, o M.J. Davies 1971 m. po nes¢kmingo bandymo paskelbe, kad anatomiskai
iSpreparuoti Sirdies laidZigjg sistema nejmanoma ir, kaip ir daugelis kity, peréjo
iSimtinai prie histologinio tyrimo [119]. Deja, pavieniai histologiniai pjiiviai néra
pakankamai informatyviis, todél norint tinkamai iStirti vidutinio amZiaus
7mogaus SLS bitina pagaminti nuo 6000 iki 9000 histologiniy pjiiviy, ir istirti
nuo 200 iki 300 dazyty preparaty. IeSkant papildomy anomaliy laidumo taky
reikia serijiniais pjuviais iStirti visg AV zieda, ir darbo apimtis padidéja kelis
kartus [18]. Vis délto, dabar egzistuojantys Sirdies laidZziosios sistemos
apraSymai paremti histologiniy pjiviy tyrimu ir rekonstruotomis
topografinémis schemomis, taciau patikrinti $1iy schemy tikslumo neymanoma,
nes jas kuriant sunaikinamas anatominis preparatas. Tik pavieniai tyréjai
naudoja SLS makroskopinio tyrimo metoda [120,121], bet vieningos ir patogios
procediiros kol kas néra, todél SLS atpazinimo ar vaizdinimo metodikos
sukiirimas jgalinty tiksliau itirti SLS lokalizacija tick sveikose §irdyse, tiek
jvairiy patologijy atvejais, ko pasékoje biity jmanomas tikslesnis jvairiy Sirdies
veiklos sutrikimy jtakos vertinimas plakimo ritmui bei jvairiy aritmijy
atsiradimo priezasCiy Ir jy pasekmiy nustatymas. Tokios metodikos
pritaikymas SLS vaizdinimui in vivo taipogi padéty i§vengti Sirdies ritmo

sutrikimy dél operaciniy pazeidimy.

6.3.1 Sirdies laidZiosios sistemos anatomijos tyrimai.

Sirdies laidzioji sistema yra specializuoty audiniy grupé atsakinga uz
Sirdies raumens susitraukimo inicijavimg ir koordinavimg [7]. Yra skiriamos
trys pagrindinés SLS dalys — sinusinis mazgas, atrioventrikulinis mazgas ir

Hiso-Purkinje sistema. Tokia laidumo sistemos struktiira yra pripazjstama jau
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daugiau nei 100 mety [7], tadiau atsirandant naujiems technologiniams ir
biocheminiams tyrimo metodams bei taikant jvairias modeliavimo metodikas
nustatomi vis nauji laidziosios sistemos takai bei vystymosi ypatumai [122].
Kol kas yra naudojami $ios sistemos vaizdai i$ seniau atlikty darby [123,124],
kuriuose nurodoma, kad Hiso-Purkinje sistema yra labai $akota ir i$plitusi per
abu skilvelius, taciau detalaus Hiso-Purkinje sistemos modelio néra ligi Siol.

Embriony SLS tyrimuose buvo nustatyta, kad pradinése organizmo
vystymosi stadijose SLS apima didesng Sirdies audiniy dalj nei subrendusiuose
organizmuose [11], todél SLS tyrimai pasuko dviem pagrindinémis kryptimis —
i§sivysc¢iusios SLS tyrimai subrendusiuose organizmuose ir SLS lokalizacijos
ir vystymosi analiz¢ jvairiose organizmo brendimo stadijose.

Vadove¢liuose vis dar yra jprasta SA mazga vaizduoti kaip nedidelj
mazgel] virSutinés tusciosios venos ir deSiniojo prieSirdzio sandiiroje, taciau
elektrofiziologiniai tyrimai, atlikti su pacientais parodé, kad vedantysis
impulsas gali atsirasti ne tik Sioje vietoje, bet ir visoje zonoje tarp virSutings ir
apatinés tu$¢iosios venos [125]. Sis pastebéjimas taipogi buvo patvirtintas ir
sveiky zmoniy Sirdyse [126,127] bei triuSivose ir ziurkése [128,129].
Remiantis  histologiniy  pjuviy analize ir  atitinkamy  baltymy
imunohistocheminiu dazymu buvo sudarytas trimatis triuSio sinusinio mazgo
modelis, kuris taip pat parodé, kad triusio sinusinis mazgas yra gana didelé
erdviné struktira, besitesianti nuo virSutinés iki apatin€s tus€iosios venos.
Taikant tokias pacias technologijas buvo sudarytas ir AV mazgo modelis
[130].

Tyrimy su pelémis metu yra nustatyta, kad vystantis embrionui, laidzioji
sistema formuojasi tuose audiniuose, kuriuose yra ekspresuojamas Tbx3
transkripcijos faktorius. Pastebéta, kad Tbx3 ekspresuojancios lgstelés yra
randamos tam tikrose Sirdies vietose, kur jprastai laidZiosios sistemos néra
(pvz. netoli triburio ir dviburio voztuvy) [131].

Sekantis tyrimas, kuriame buvo stebéti analogiski rezultatai, buvo atlikti
su juros kiaulytémis [132]. Sirdies audiniuose buvo nudaZytas koneksinas

Cx43 ir Na*/Ca”* siurblys NCX1. Cx43 yra ekspresuojamas darbiniame MK,
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bet jo néra laidziojoje sistemoje, tuo tarpu NCX1 yra ekspresuojamas abiejy
tipy audiniy. Tokiu biidu sritys, kuriose buvo matyti tiktai nudazytas NCX1,
buvo atpazintos kaip laidZioji sistema. Siame tyrime buvo nustatytos trys
lokalizacijos, kuriose yra aptinkama lasteliy, panasiy j laidziosios sistemos
(ekspresuojanciy NCXI1, bet neekspresuojan¢iy Cx43). Pirmoji sritis yra
tarppriesirdinéje pertvaroje ir vadinama ,,uzaortiniu mazgu® [132]. Sis mazgas
siejasi su AV mazgu bei kitais j laidZiosios sistemos audinj panaSiais ziedais
aplink dviburj ir triburj voZtuvus. Siuose Zieduose yra aptinkamas jony kanalas
HCN4, budingas Sirdies plakimo ritmg uzduodancioms lasteléms [128,132],
taip pat yra stebimas autonominis ar indukuotas aktyvumas [7]. Zieduose
aplink dviburj ir triburj voztuvus bei uzaortiniame mazge taipogi yra
pagrindiné¢ mase visy lasteliy, ekspresuojanciy Tbx3 pelés embriono Sirdyje
priesirdziy-skilveliy jungtyje [131].

Sekanti Sirdies sritis, kurioje aptinkama ] laidzigja sistemg panaSiy
lasteliy, yra lokalizuota skilveliuose ir i§ dalies apjuosia aorta. Si sritis
vadinama aortos mazgu. Dar 1985 metais buvo aptikta §i sritis ir pavadinta
»pluosto aklaviete* [133]. Aortos mazgas, kaip ir deSinioji bei kairioji Hiso
pluosto sakos, yra Hiso pluosto tasa [132].

Tredioji Sirdies sritis, kurioje randamos j SLS panasios lastelés, yra prie
plauciy arterijos Saknies ir yra vadinama arterijos mova. Analogiska sritis yra
ir aplink aorta, ji i§ dalies persidengia su aortos mazgu. Kokios yra funkcijos
$iy, j SLS lasteles panasiy sri¢iy, kol kas néra aisku. Anks&iau buvo klaidingai
manyta, kad bitent per Sias sritis elektrinis impulsas pereina priesirdziy-
skilveliy jungtj. Siuo metu jau yra jrodyta, kad tam tikry susirgimy atvejais
ziedai aplink dviburj ir triburj voztuvus vis tik suformuoja laidumo takus [134].

Taigi, nei viena i§ auk$Giau paminéty j SLS audinj panaiy sri¢iy
neatlieka jokios zinomos funkcijos, biitinos §irdies ritmo signalo generavimui
ar perdavimui, ta¢iau yra manoma, kad jos yra susij¢ su ritmo sutrikimais
[131,135].

Sie atliekami naujausi SLS tyrimai tik jrodo, kad laidZiosios sistemos

iSsidéstymas net ir anatomiskai sveikoje Sirdyje vis dar néra tiksliai nustatytas,
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todél tam tikry anomalijy atvejais jos lokalizacijos numatymas praktiskai yra
nejmanomas. SKirtingi autoriai naudoja skirtingas SLS identifikavimo
metodikas, kurios daZniausiai yra paremtos jvairiy baltymy genetinémis
modifikacijomis eksperimentiniuose gyvinuose. Remiantis Siais darbais jau
yra sukaupta nemazai informacijos, kaip vystosi laidzioji sistema ir yra
numatyta kaip jvairios patologijos ar pazeidimai galéty jtakoti Sirdies plakimo
ritma, tadiau kol kas vis dar néra jokio metodo, kuris padéty aptikti SLS

1$sidéstyma Sirdyje ,,in vivo®.

6.3.2 Sirdies laidZiosios sistemos vaizdinimo tyrimai.

Sirdies ir kraujagysliy audiniai §iuo metu yra pladiai tyrinéjami taikant
optinius, biocheminius ir kitus metodus, ta¢iau SLS tyrimai, o ypa¢ SLS
vaizdinimo, dél ypatingai sudétingo pacio tiriamojo objekto, yra atliekami
labai negausiai.

Vienas 1§ naujesniy Sirdies tyrimy, netiesiogiai neSanciy informacija
apie Sirdies laidumo takus bei suzadinimo atsiradimg ir jo plitimg, yra Sirdies
elektriniy savybiy tyrimas aukstos skiriamosios gebos EKG. Prie§ atliekant §j
tyrimg yra gaunami paciento Sirdies magnetinio rezonanso vaizdai — Sirdies
anatomijai nustatyti. Véliau tam tikrose vietose pacientui yra pritvirtinama net
65 elektrodai, ir analizuojant visy jy signalus nustatoma suzadinty sriciy
lokalizacija, jy plitimas ir suzadinimo trukmé [136]. Analogiski aukstos
skiriamosios gebos EKG tyrimai yra atliekami ir panaudojant ultragarsinj
Sirdies struktiiry vaizdinima [137]. Paminéti neinvaziniai vaizdinimo metodai
galéty buti panaudoti aiSkinantis aritmijos atsiradimo prieZastis ar aptinkant
aritmijos Zidinius, kuomet tikslus SLS lokalizacijos nustatymas néra biitinas.
Kitais atvejais, kai SLS identifikavimas ar atskyrimas nuo aplinkiniy audiniy
yra gyvybiskai svarbus, d¢l raumenings $ios sistemos kilmés, tyrimo metodas
turi biiti paremtas daug subtilesne, audiniy vidiniy parametry analize.

Visus SLS vaizdinimo ar detektavimo metodus galima suskirstyti pagal

tai, kokiam tikslui jie gali biiti panaudoti:
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1. SLS aptikimui $irdies audiniy preparatuose arba Sirdyje ,.ex
Vivo“;
2. SLS aptikimui gyvoje Sirdyje ,,in vivo®“.

Visi biocheminiai SLS identifikavimo metodai, pagristi tam tikry
baltymy genetinémis modifikacijomis ar jvairiy dazy ir Zymeny prikabinimu
prie laidziajai sistemai biidingy specifiniy baltymy, gali biiti taikomi tik ex vivo
arba eksperimentiniuose gyvinuose. Tokie metodai daugiausia yra susij¢ su
transmembraniniais jony laidumo kanalais [138], kadangi laidZiojoje sistemoje,
o ypac¢ Hiso pluoste, impulso sklidimo greitis, kurj nulemia jony judéjimas per
kanalus, yra daug didesnis nei MK. Tyrimai taipogi parodé, kad jvairiy
laidziosios sistemos patologijy atvejais, jony kanalai ar jy kiekis irgi yra pakite
[7], o SA ir AV mazgai iSsiskiria HCN4 jony kanaly gausa ir taip gali biiti
vizualizuoti. [138,139].

Taikant Siuolaikines geny inzinerijos technologijas pelés AV mazgas ir
Hiso — Purkinje sistema buvo vizualizuota stebint genetiskai modifikuoto
baltymo koneksino Cx40 fluorescencijg [7,140], tacCiau Sio modifikuoto
baltymo Svytéjimas taip pat buvo registruotas ir koronarinése arterijose bei
priesirdziuose [141,142]. Analogiska situacija yra ir taikant kitus biocheminius
vaizdinimo metodus — pazymima arba tik tam tikra dalis laidziosios sistemos,
arba ne tik SLS, bet ir kitos irdies struktiiros [143]. Taip yra tod¢l, kad SLS
néra vienalyté ir yra sudaryta i$ skirtingas funkcijas atliekanciy daliy.

Visiskai naujas SLS vaizdinimo ex vivo metodas, kuriuo buvo pateiktas
triudio ir ziurkés SLS i3sidéstymas, yra mikro kompiuteriné tomografija [144].
Siuo badu yra atlickamas itin aukstos skyros trimatis rentgeno vaizdinimas.
Siekiant SLS igskirti i§ aplinkiniy audiniy yra naudojama papildoma jodo
pagrindu susintetinta kontrastiné medziaga I,KI, tadiau kontrasto prigimtis
sirdies audiniuose Visgi néra visiSkai aiSki. Manoma, kad jodas yra
Imobilizuojamas glikogeno struktiirose [145] ir todél MK pasizymi stipresne
rentgeno spinduliy sugertimi, lyginant su JA, tafiau Siuo atveju sunku
paaiskinti, kod¢l laidzioji sistema, kurioje glikogeno randama dar gausiau nei

MK, rentgeno vaizduose atrodo tamsiau nei MK, kas rodo mazesne¢ rentgeno
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spinduliy sugertj. Sis metodas yra patrauklus tuo, kad pats vaizdy gavimo
biidas néra invazinis, todél tikétina, jog ateityje mikro tomografijos metodas
galéty buti taikomas ir sirdies audiniy in vivo tyrimuose.

Ta pat; buty galima pasakyti ir apie kita tomografija — branduoliy
magnetin] rezonansg. Nors kol kas Siuo metodu yra vaizdinamos tik bendros
Sirdies strukttiros [115,146], taciau aptikus tam tikrus skirtumus bei nustacius
tinkamus magnetinio rezonanso parametrus metodas biity tinkamas ir skirtingo
tipo Sirdies audiniy trimaciy vaizdy gavimui.

Siek tiek kitokia situacija yra su optiniais metodais, kurie paremti
audiniy savybiy tyrimu be iSoriniy Zymekliy. Tokie tyrimo bei diagnostikos
metodai jau yra taikomi in vivo tyrimuose [33,54,61,66-73,74], taciau
pagrindinis $iy metody trikumas — ribotas tiriamosios spinduliuotés
prasiskverbimo gylis 1 audinius, kuris siekia nuo keliy mikrometry iki keliy
milimetry.

Sirdies audiniy tyrimy optiniais metodais yra atlikta labai nedaug.
Didzioji dalis tyréjy nenaudoja jokiy iSoriniy fluorescuojanciy Zymeny,
kadangi kol kas néra jokio SLS specifinio Zymens, kurj biity galima naudoti in
vivo. Vis délto netiesioginiam laidumo taky ar aritmijos zidiniy nustatymui
buvo panaudoti jtampai jautriis fluorescuojantys dazai. Skaitmenine kamera
fiksuoti priesirdziy vaizdai, kur i§ fluorescencijos signalo lokalizacijos
nustatytos impulso atsiradimo ir sklidimo zonos [147]. Tyrimas atliktas su
izoliuotomis aviy Sirdimis. Nors i§ principo tokia procediira yra jmanoma
atlikti ir zmogui, taCiau kol kas visi zinomi jtampai jautris dazai yra
fototoksiSki ir jy naudoti in vivo negalima.

Nesensibilizuotu metodu laidziosios sistemos AV mazgo lokalizacijos
ieSkota Suns Sirdyje. Fluorescencija zadinta 308 nm ir 364 nm bangos ilgio
spinduliuote, taciau Zzymesniy skirtumy AV ir miokardo fluorescencijos
spektruose nepastebéta [27].

Oeff ir kt., naudodami 365 nm bangos ilgio Zadinancig spinduliuote,
pastebéjo Suny ir aviy Sirdziy atrioventrikulinio mazgo ir aplinkiniy priesirdziy

bei skilveliy audiniy fluorescencijos skirtumus. Spektro srityje nuo 450 nm iki
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475 nm atrioventrikulinio mazgo srities fluorescencijos juostos smail¢ buvo
Zzymiai intensyvesné negu aplinkiniy audiniy. Taip pat nustatytas mazgo srities
fluorescencijos juostos poslinkis ir Zymus susiaur¢jimas gretimy Sirdies
raumeny fluorescencijos spektro atzvilgiu [30].

Siekiant aptikti skirtumus tarp AV ir SA audiniy taip pat buvo tirta ir
zmogaus Sirdis. Fluorescencija zadinta XeCl eksimeriniu lazeriu 308 nm.
Mazgy audinio ir aplinkinio endokardo spektrai, gana Zymiai skyrési
fluorescencijos intensyvumu 440 nm — 500 nm spektrinéje srityje. Priesirdziy
endokardo fluorescencija buvo intensyvesné. Mazgy audinys taip pat buvo
atskirtas ir nuo skilveliy endokardo — jo fluorescencija buvo silpnesné 430 nm
— 550 nm spektrinéje srityje [31].

Nilsson ir bendraautoriai [28] tyré kiaulés S$irdies miokardo (su
endo/epikardu), aortos bei laidumo taky fluorescencija zadindami 337 nm
bangos ilgio spinduliuote. Visuose spektruose isrysSkéja fluorescencijos juosta
su smaile 390 nm — 410 nm srityje, kuri priskiriama kolagenui (smailé ties 390
nm) ir elastinui (smailé ties 410 nm). Aortos savitosios fluorescencijos spektras
sudarytas 1§ kolageno ir elastino persiklojusiy spektry, taip pat ties 420 nm
stebétas kraujo reabsorbcijos efektas. Miokardas su endo/epikardu Sioje
spektringje srityje fluorescavo intensyviau, nei miokardas be endo/epikardo.
Miokardo savitosios fluorescencijos spektre taip pat matyti plati
fluorescencijos juosta, kurios intensyvumo smailé yra ties 463 + 3 nm.

Viename i$§ naujesniy darby tirta jauny aviy miokardo bandiniy, paimty
i§ priesirdziy ir skilveliy fluorescencija, Zadinant ja argono jony lazerio
spinduliuote, kurios bangos ilgis 457,9 nm. Fluorescencija registruota 500 nm
— 700 nm spektrinéje srityje. Nustatyta, kad prieSirdziy fluorescencija yra
intensyvesné nei skilveliy. Be to, priesirdziy ir skilveliy spektrai skyrési ir savo
forma. Didesni fluorescencijos intensyvumy skirtumai aptikti trumpesniyjy
bangy srityje [29].

Visuose auks$c¢iau paminétuose darbuose aptikti Sirdies audiniy
spektriniai  skirtumai daugiausia yra salygoti nevienodo fluorescencijos

intensyvumo skirtingose Sirdies srityse. Deja, bet fluorescencijos intensyvumas
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labai priklauso nuo zadinimo-surinkimo salygy, kurias operacijos metu biity
labai sudétinga iSlaikyti nepakitusias visuose tiriamuosiuose taskuose, todél
skirtingas registruojamas intensyvumas gali biiti sglygotas ne kito tipo audinio,
o skirtingy Zadinimo-surinkimo salygy. Sios optiniams metodams bidingos
problemos galima iSvengti registruojant ne fluorescencijos intensyvuma, o
fluorescencijos gyvavimo trukme. Fluorescencijos gyvavimo trukmé yra
laikas, kurj energijos gaves fluoroforas iSbiina suzadintoje bisenoje iki
energijos atidavimo §viesos pavidalu. Si trukmé yra charakteringa kiekvienam
fluoroforui ir priklauso nuo molekuliniy aplinkos salygy, taciau ji nepriklauso
nuo zadinanciosios spinduliuotés intensyvumo, fluorofory koncentracijos ir
néra jtakojama reabsorbcijos ar sklaidos [148,149]. Taigi nepriklausomai nuo
zadinimo-surinkimo salygy skirtingy audiniy tipy fluorescencijos gyvavimo
trukmes biity skirtingos ir Siuos adinius biity galima atskirti. Fluorescenciné
laikinés skyros spektroskopija jau yra taikoma Sirdies ir kraujotakos sistemos
tyrimuose [35]. Ieskant audiniy aterosklerotiniy pakitimy, buvo tirta Zzmogaus
aortos sieneliy fluorescencija bei matuota fluorescencijos gyvavimo trukmé,
zadinant azoto lazerio 337 nm bangos ilgio spinduliuote. Aterosklerozés
pazeisty audiniy fluorescencijos spektrai savo forma ir fluorescencijos
gyvavimo trukme skyrési nuo sveikos aortos fluorescencijos spektry [36]. Sie
autoriai, remdamiesi fluorescencijos spektrais ir gyvavimo trukmémis, sveikos
aortos sieneliy emisijg priskiria elastino, kolageno bei glikozaminglikany
fluorescencijai. Taip pat pazymima, kad senstant elastino kiekis Zmogaus
aortoje mazéja palyginus su kolageno kiekiu [36]. Kiti mokslininkai taip pat
daugiausia tiria Zmogaus aterosklerozés pazeistas arterijas — aortg ex vivo [37],
vainikines arterijas ex vivo [37,38] bei miego arterijas ex vivo ir in vivo [39],
tadiau SLS tyrimy fluorescencine laikinés skyros spektroskopija kol kas néra
atlikta.

Atskira optinés biopsijos sritis yra vaizdinimas ypatingai aukstos skyros
technikomis, jgalinan¢iomis tyrinéti gyvy biologiniy objekty pavienes lgstelés.
Beveik visi Sirdies audiniy auks$tos skyros vaizdinimo eksperimentai yra

atliekami optine koherentine tomografija ir yra nukreipti koronariniy arterijy
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tyrimams [150-152]. Vos keletas darby buvo atlikti vaizdinant Purkinje
skaiduly fragmentus [153,154]. Deja, kol kas Sios metodikos pritaikymas
tokiems tyrimams in vivo néra jmanomas.

Kur kas placiau klinikinéje praktikoje naudojama konfokaliné
atspindzio mikroskopija. Tai yra vienas i§ nedaugelio metody skirty lasteliy
trima¢iam vaizdinimui. Dar visai neseniai specialiai paruosti méginiai buvo
apziurimi plataus lauko mikroskopu, kai XX a. viduryje buvo uZpatentuota
konfokalinés mikroskopijos idéja. Nepraéjus nei 50 mety, §i ypatingal
informatyvi technologija buvo pritaikyta gyvy audiniy tyrimams [41,155-158].
Konfokaliniu mikroskopu yra atlickamas audiniy in vivo iStyrimas skirtinguose
sluoksniuose (sluoksnio storis apie 1-5 um) iki 0,35 mm gylio [40,159]. Iki Siol
tai buvo jmanoma tik ex vivo audinj supjauséius itin plonais pjiviais. Siuo
metu $i virtuali optiné biopsija jau yra taikoma gerybiniy ir piktybiniy odos
pazaidy atskyrimui, o taip pat naudojama fundamentaliuose odos tyrimuose bei
klinikingje dermatologijoje [40-45]. Dél lanksCiy sistemos galimybiy
pasiekiant sudétingai prieinamas vietas bei plataus pritaikymo biologiniy
audiniy tyrimams, tokia metodika puikiausiai turéty tikti ir Sirdies audiniy
tyrimams ir SLS atskyrimui nuo aplinkiniy audiniy.

Apibendrinant SLS tyrimus galima teigti, kad nepaisant gausiy Sirdies
audiniy tyrimy, laidZiosios sistemos vaizdinimas vis dar yra eksperimentiniame
lygmenyje ir kol kas néra tikslus. Taikant biocheminius metodus SLS negali
buti vienareik§miskai identifikuojama i$ kito tipo Sirdies audiniy net ir ex vivo.
Kol kas neegzistuoja biocheminis zymeklis, kuris zyméty tiktai laidziaja
sistemg. Tomografiniai metodai i§ esmés yra naudojami tik Sirdies funkcijoms
ar strukttrai tirti. Kol kas netyrinétos ir itin perspektyvios in vivo tyrimams
konfokalinés mikroskopijos galimybés Sirdies audiniy vaizdinimui. Taikant
fluorescencinés spektroskopijos metodus nustatyta, kad sinusinio bei AV
mazgo fluorescencija skiriasi nuo juos supanciy audiniy fluorescencijos,
intensyvumy skirtumai stebimi ir tarp mazgy bei skilveliy endokardo
fluorescencijos spektry. PrieSirdziy fluorescencijos spektry forma ir

intensyvumai panasis kaip ir laidZiosios sistemos mazgy. Taip pat stebéti
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optines koherentinés tomografijos vaizdy ir fluorescencijos gyvavimo trukmiy
skirtumai skirtingose Sirdies zonose bei aterosklerozés pazeistose arterijose,
tadiau nei viename mums Zinomame straipsnyje néra atlikti SLS vaizdinimo
eksperimentai fluorescencinés spektroskopijos metodu, taipogi netirta HP ir jo
saky fluorescencija ar gyvavimo trukmé, todél SLS atskyrimo bei vaizdinimo

problema vis dar iSlieka aktuali.
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VII. MEDZIAGOS IR METODAI

Atlikus iSsamig Sirdies audiniy tyrimy analize¢ buvo suplanuoti
laidziosios sistemos tyrimai net keliomis metodikomis. Pirmiausia atliktas
Sirdies audiniy fluorescencinis vaizdinimas, véliau atlikti nuostoviosios bei
laikinés skyros fluorescencinés spektroskopijos tyrimai bei spektroskopinis
vaizdinimas. Taipogi atlikti pirmieji Sirdies audiniy vaizdinimo eksperimentai
atspindzio konfokaline mikroskopija, ir, galiausiai, sukurta SLS atskyrimo
metodika buvo isbandyta Sirdies audiniy atskyrimui in vivo, operacijos metu.

Zmogaus Sirdies laidZiosios sistemos, miokardo bei jungiamojo audinio
meéginiai paimti Valstybiniame patologijos centre, autopsijy metu. Audiniy
meéginiy paémimo biidai atitiko standartines autopsijos atlikimo metodikas.
[Stirti 24 mirusiyjy Sirdies audiniy méginiai. Tyrimui pasirinkti nuo 20 iki 60
mety amziaus mirusieji, be Sirdies patologijos ar sisteminiy ligy, galinciy
pazeisti Sirdies audinius. Tiriamieji pasirinkti neatsizvelgiant i lytj, duomenys
apie tirtus mirusiuosius nebuvo renkami, tirtoms Sirdims suteikti numeriai: 1-
24. Audiniy méginiai paimti ne véliau kaip per 48 valandas po mirties. Prie$
iSpjaunant méginius S$irdis buvo praplaunama fiziologiniu tirpalu, siekiant
pasalinti likusj kraujg. Paimti méginiai fiksuoti 10% buferiniame formalino
tirpale ir laikyti 4°C temperattroje. Nefiksuoti bei neiSplauti bandiniai tirti
nedelsiant arba saugoti — 70 °C. Atlikus eksperimentus, priklausomai nuo
keliamy tiksly, audiniy meéginiai iStirti standartine histologine metodika
siekiant identifikuoti/patvirtinti tirty audiniy tipa.

Skirtumy reik§mingumas tarp Sirdies audiniy fluorescencijos duomeny
buvo vertinamas poromis tarp SLS ir MK, taip pat tarp SLS ir JA. Skirtumy
reikSmingumas tarp MK ir JA nebuvo vertintas. Duomeny vertinimas viename
bandinyje buvo atlieckamas naudojant nepriklausomg t-Testa, tuo tarpy
fluorescencijos duomeny skirtumy reikSmingumas tarp skirtingy bandiniy

vertintas naudojant porinio t-Testo metodika.
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7.1 Sirdies audiniy vaizdinimas

Remiantis anks¢iau atliktais tyrimais, kuriy metu buvo tirtos Sirdies
audiniy preparaty optinés savybés bei identifikuotos potencialios selektyvaus
SLS fluorescencijos suzadinimo sritys [160,161], atlikti $irdies audiniy
fluorescencinio vaizdinimo eksperimentai. Siy eksperimenty metu vaizdai
buvo fiksuojami dienos Sviesoje bei apSvietus UV spinduliuote (365 nm).
Fluorescencijos Zadinimui buvo naudojama aukSto slégio gyvsidabrio gary
lempa JIPII 250-3, o reikalinga 365 nm spinduliuoté isskirta filtru Y®CS.
Vaizdai registruoti skaitmenine Philips ToUcam kamera. Véliau vaizdai buvo
apdoroti, siekiant iSryskinti fluorescuojancias sritis.

SLS vaizdinimo eksperimentams pasirinktos tarpskilvelinés pertvaros,
kadangi vienoje puseje, beveik per visg pertvarg yra iSsiraizgiusi kairioji HP
Saka. Kitoje puséje yra siauras pluostas — deSinioji Saka, taciau ja retai pavyksta
aptikti, todél vaizdinta daugiausiai buvo biitent kairioji HP Saka. Vaizdinimas
atliktas pertvarose i§ keturiy $irdziy, kurios buvo iSpreparuotos Valstybiniame
patologijos centre, ir fiksuojamos 10% neutraliame formalino tirpale. Tarp

eksperimenty pertvaros buvo laikomos tamsoje 4°C temperattiroje.

7.2 Sirdies audiniy nuostovioji fluorescenciné spektroskopija

Sirdies audiniy nuostoviosios spektroskopijos tyrimams méginiai buvo
paimti vadovaujantis SLS identifikavimo metodika [32] i§ 13 SirdZiy.
Dauguma laidziosios sistemos bei ja supanciy audiniy preparaty, 3-4 cm
dydzio, buvo parengti i§ kairiosios HP $akos, kur SLS i3eina j pavirsiy. JA
preparatai buvo parengiami i§ aortos sienelés, o MK 1§ skilveliy sienelés arba
tarpskilvelinés pertvaros.

Spektroskopiniy tyrimy pirmajame etape buvo ieskoma SLS atskyrimui
tinkamos fluorescencijos zadinimo ir detektavimo srities bei buvo vertinama
kraujo jtaka registruojamiems fluorescencijos spektrams. Siame etape buvo

iStirta 18 fiksuoty Sirdies preparaty, parengty 1§ 3 Sirdziy bei 12 nefiksuoty
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preparaty parengty i§ 2 fiziologiniu tirpalu neplauty Sirdziy. IS kiekvienos
sirdies buvo parengiami du SLS, du JA ir du MK preparatai.

Antrame spektroskopiniy tyrimy etape Sirdies audiniai buvo tiriami
pagal nustatytas fluorescencijos Zadinimo bei detektavimo sritis pritaikant
sukurta SLS identifikavimo metodika. Siems tyrimams buvo parengiami
bandiniai, kuriuose galima aptikti visy trijy tipy irdies audinius (SLS, MK ir
JA). Tyrimams parinktose Sirdyse nebuvo pastebimos patologijos bei aiskiy
fibrozés zidiniy, todél tokie bandiniai buvo paimti i§ virSutinés tarpskilvelinés

pertvaros dalies, apimant ir dalj aortos sienelés (Pav. 7.2.1).

7 -\“*"’75“"«'“{',‘ ?

7.2.1 pav. Sirdies audiniy tyrimo schema - preliminari audiniy lokalizacija
buvo nurodoma patyrusio patologo, atlikus spektroskopinius tyrimus tos vietos
buvo istirtos histologiskai

Atitinkamy Sirdies audiniy preliminari lokalizacija buvo nurodoma
patyrusio patologo remiantis anatominiais atlasais. Preparatai buvo fiksuoti
formalino tirpale ir tarpe eksperimenty laikyti tamsoje 4°C temperatiiroje.
Tokiems tyrimams buvo parengti 8 bandiniai i§ 8 Sirdziy. Eksperimenty metu
Sirdies audiniai taip pat buvo fotografuojami dienos Sviesoje bei panaudojant

papildoma 365 nm spinduliuotés apsSvietima.
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Sirdies audiniy nuostovioji fluorescenciné spektroskopija buvo
atliekama modulinio tipo optinés biopsijos aparatiira [48] jmontavus specialy
prieda, igalinusj prijungti Sviesolaidinj zonda. Pagrindinis visos aparattiros
elementas yra spektrofluorimetras FLS 920 (Edinburgh Instruments), kurio

schema pateikta 7.2.2 pav.
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X-Y transliacinis
staliukas

Zadinimo atSaka

Bifurkacinis Sviesolaidis

7.2.2 pav. Fluorescencinés spektroskopijos eksperimento aparatiiros
schema. Zadinangiosios spinduliuotés parinkimui ir  fluorescencijos
detektavimui naudotas spektrofluorimetras FLS 920. Spinduliuotés nuvedimui
iki audinio bei surinkimui naudotas bifurkacinis Sviesolaidinis zondas, kurio
antgalis pavaizduotas virSutiniame deSiniajame kampe. Tyrimo metu bandiniai

buvo jtvirtinami ant transliacinio staliuko.

Fluorescencijos Zadinimui yra jmontuota 450 W ksenono lempa, o
norimas bangos ilgis i§ viso spinduliuojamo spektro yra iSrenkamas dviejy
gardeliy monochromatoriumi. Tokio tipo monochromatoriaus pasirinkto

bangos ilgio ir pasalinés Sviesos santykis yra 1:10™°. Fluorescencijos
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surinkimo atSakoje taip pat yra jmontuotas dviejy gardeliy monochromatorius
ir itin didel; jautrumg uZtikrinantis termoelektriniu biidu Saldomas
fotodaugintuvas (detektorius). Registruojamas fluorescencijos spektras
automatiSkai yra pakoreguojamas atsizvelgiant ] lempos intensyvumo
netolygumus bei detektoriaus nevienodg jautrumg skirting0S energijos
spinduliuotei.

Sviesolaidinis priedas, kuris montuojasi vietoje standartinio kiuvediy
laikiklio, buvo specialiai suprojektuotas ir pagamintas Edinburg Instruments,
kas uztikrino zadinanciosios spinduliuotés suvedimg j Sviesolaidj bei surinktos
fluorescencijos perdavimg ] spektrofluorimetro registravimo atSakg su
maziausiais nuostoliais.

Sirdies audiniy tyrimams buvo jsigytas specialus bifurkacinis
Sviesolaidinis zondas, tinkamas sterilizacijai aukS$ta temperatiira bei
cheminémis medziagomis. Sis zondas sudarytas i§ dviejy $viesolaidZiy, kurie
viename zondo gale suecina j bendrg pluostg. Tyrimuose naudotas “saulutés”
tipo zondas, kurio antgalyje vieno Sviesolaidzio gijos sueina i centra, o kitos
i§sideste aplink vienodu atstumu nuo centro. Bifurkacinio Sviesolaidinio zondo
antgalis pavaizduotas 7.2.2 pav. Centrine bifurkacinio Sviesolaidzio gija, kurios
skersmuo 600 um, yra zadinama fluorescencija, 0 12 aplinkui ratu iSsidés¢iusiy
skaiduly (kiekvienos skersmuo 200 pum) yra skirtos audinio fluorescencijos
surinkimui. Zadinanciosios spinduliuotés galia audinio pavirSiuje nevirsijo
50pW.

Sirdies audiniy tyrimams nuostovigja spektroskopija buvo atliekami
dviejy tipy eksperimentai. Pirmojo tipo eksperimentuose Sviesolaidis buvo
tiesiogiai priglaudziamas prie Sirdies audinio tiriamojo tasko. Antro tipo
eksperimentuose Sirdies preparatai biidavo suspaudziami tarp dviejy kvarciniy
stikliuky ir jtvirtinami ant mikrometrinio staliuko, kurio judé¢jimo krypti galima
keisti dvejomis, viena kitai statmenomis, kryptimis (Pav. 7.2.2). Sviesolaidis
buvo jtvirtintas j laikiklj ir jo antgalis priglaudziamas prie stikliuko. Skirtingos
preparato vietos buvo pasirenkamos sukiojant mikrometrinj staliuka. Tokia

eksperimento schema uztikrino vienodas fluorescencijos zadinimo — surinkimo
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salygas skirtinguose bandinio taSkuose ir tai leido vertinti skirtingy viety

fluorescencijos intensyvumus.

7.3 Sirdies audiniy spektroskopinis vaizdinimas

Sirdies audiniy spektroskopiniam vaizdinimui naudoti 2-3 c¢cm dydZio
Sirdies tarpskilvelinés pertvaros preparatai paimti i§ 2 SirdZiy analogiSkai 7.2
skyriuje aprasytai metodikai. Siuose eksperimentuose buvo naudojami tik
fiksuoti bandiniai. Preparatai taip pat buvo fotografuojami dienos $viesoje bei
panaudojant papildomg 365 nm spinduliuotés apsvietimg, 0 vaizdinimo sritys
pazymétos preparaty nuotraukose. Atlikus tyrimus buvo atlickama Siy viety
histologin¢ analize.

Sirdies audiniy spektroskopinio vaizdinimo esmé yra tai, kad
kickviename vaizdo taske (pikselyje) yra registruojamas fluorescencijos
spektras ar fluorescencijos intensyvumo vertés. Tokiy spektriniy vaizdy
registravimo sistema buvo realizuota naudojant 7.2.2 paveiksle pateikta
aparatiirg. Bandiniai, suspausti tarp kvarciniy stikliuky, buvo jtvirtinami ant
transliacinio staliuko ir $viesolaidis priglaudziamas i§ virSaus. Tiriamoji vieta
buvo keiCiama sukant mikrometrinio stalelio sraigtus, SviesolaidZiui esant
priglaustam prie dengiamojo kvarcinio stiklelio. Kadangi eksperimento metu
kei¢iant bandinio padét] Sviesolaidzio priglaudimas iSliko toks pat, todél
laikoma, kad kiekviename matavimo taske buvo iSlaikomos tos pacios
fluorescencijos Zzadinimo-surinkimo salygos. Tokiu btdu wuzregistruoti
intensyvumy skirtumai yra salygoti tik audinio vidiniy parametry ir gali buti
vertinami kaip diagnostiné informacija.

Sirdies audiniy spektroskopinis vaizdinimas buvo atliekamas dviem
etapais. Pirmame etape atliktas itin tikslus pavienés SLS $akos riby nustatymas
(1 preparatas). Eksperimento metu per gydytojo patologo nurodyta laidZiosios
sistemos Sakg buvo atliktas linijinis skenavimas, spektrus matuojant kas 500
um. Antrame etape buvo atliktas Sirdies preparaty plokstuminis skenavimas,

taip uZregistruojant spektrinj preparato vaizda. Sio skenavimo metu Sirdies
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audinio plotas buvo nuskenuotas fluorescencija registruojant kas 1 mm (2
preparatai). Po spektriniy matavimy buvo atlikta preparato histologiné analizé
keturiuose tolygiai per visg bandinj iSsidésCiusiuose pjiviuose. Vienas 18

keturiy pjiviy buvo padarytas isilgai linijinio skenavimo linijai.

7.4 Sirdies audiniy fluorescenciné laikinés skyros spektroskopija

Laikinés skyros fluorescencine spektroskopija taip pat tirti 3-4 cm
dydzio Sirdies audiniy preparatai, paimti i§ vienos Sirdies analogiSkai 7.2
skyriuje apra$ytai metodikai. Siems eksperimentams buvo paruosti trys fiksuoti
bandiniai, po vieng kiekvienam audinio tipui. Preparatai buvo fotografuojami
dienos Sviesoje bei panaudojant papildomg 365 nm spinduliuotés apSvietima, o
fluorescencijos gyvavimo trukmiy registravimo vietos pazymeétos preparaty
nuotraukose arba paciuose preparatuose. Po fluorescenciniy laikinés skyros
tyrimy buvo atliekama $iy viety histologiné analizeé.

Eksperimenty metu Sirdies audinio preparatai buvo jtvirtinami j kiety
bandiniy laikiklj ir dedami j prietaiso vidy, | standartinio kiuveciy laikiklio
pozicija. Preparatai buvo suspaudziami tarp dviejy kvarciniy langeliy, taip
apsaugant juos nuo i§dziuvimo. Matavimai atlikti 7.2.2 paveiksle pavaizduota
aparatiira, papildomai prijungus 405 nm bangos ilgio spinduliuotés impulsinj,
66.9 ps trukmés, puslaidininkinj lazerj.

Spektrofluorimetre FLS920 fluorescencijos gyvavimo trukmés yra
registruojamos naudojant laike koreliuoty pavieniy fotony skaiciavimo

metodika (TCSPC — angl. time correlated single photon counting) 7.4.1 pav.
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7.4.1 pav. Laike koreliuoty pavieniy fotony skai¢iavimo schema: lazerio
impulsas padalijamas j dvi dalis, kuriy viena paleidzia laiko jtampos keitiklj, o
kita suzadina bandinj. Keitiklis ima kaupti jtampg, o jj sustabdo bandinio
molekulés iSspinduliuotas fluorescencijos fotonas, kurj uZregistruoja
fotodaugintuvas. Trukmé tarp j fotodiodg atéjusio impulso ir fotodaugintuvu
uzregistruoto fotono atitinkanti jtampos vert¢ jraSoma daugiakanaliu
analizatoriumi. Atlikus eksperimentg daug karty, gaunamas laikinis

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

Fluorescencijos gyvavimo trukmiy matavimuose yra registruojamas
fluorescencijos fotony skaiCiaus pasiskirstymas laike. Laiko momentas,
kuriame yra surinkta daugiausiai fotony, yra laikomas fluorescencijos pradzia,
o trukmeé, ties kuria fotony skaicius sumazg¢ja e karty, vadinama fluorescencijos

gyvavimo/gesimo trukme rt. Biologiniy audiniy savitosios fluorescencijos
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kvantinis naSumas yra labai nedidelis, todél trukmés buvo matuojamos, kol
didziausias fotony skaiCius ties vienu laiko momentu pasiekdavo 1000.
UZregistravus gesimo kreives yra atlickami matematiniai skai¢iavimai, kuriy
tikslas yra nustatyti, kiek maziausiai kintamyjy reikia norint tiksliai aprasyti
eksperimentiSkai gautus rezultatus. Yra Zinoma, jog molekulése energijos
atidavimo intensyvumas i§ suZadintos biisenos, taigi ir fluorescencijos gesimas
vyksta pagal eksponentinj désnj. Jei gesimo kreivé gali biiti apraSoma vienu
kintamuoju, vadinasi fluorescuoja vieno tipo molekulés, jei dviem -
fluorescuoja dviejy tipy ir t.t. Kintamyjy vertés — laiko trukmés yra
1$skaiciuojamos modeliavimo proceso metu. Prie§ atliekant modeliavimg turi
biti parenkamas eksponenciy (kintamyjy) skaicius, o tuomet gauta modeliné
kreivé sulyginama su eksperimentiniais duomenimis. Taip pat yra
skai¢iuojamos liekanos, kurios nurodo modeliavimo tikslumg. Kintamyjy
skaiCius bei vertés, kurioms esant gaunamos maziausios paklaidos, yra
latkomos tiriamoje medziagoje esanciy fluorofory charakteringomis
fluorescencijos gyvavimo trukmémis. Charakteringos gyvavimo trukmés t ir
komponenty, atsakingy uz fluorescencijos spektrg skaifius bei santykinis
kiekis apskaiciuoti naudojant FAST programg (Edinburgh Instruments).
Vertinant fluorescencijos gyvavimo trukmes itin trumpose trukmése (ps eilés)
buvo atliekama dekonvoliucijos procediira. Sios procediiros metu, skai¢iuojant
gyvavimo trukmes, yra atsizvelgiama ] lazerio spinduliuotés impulso trukme
bei paties prietaiso techninius parametrus. Visa tai vadinama prietaiso atsako
funkcija (IRF - angl. instrument response function), kuri buvo i$matuojama
naudojant polimerines mikrosferas suspenduotas vandenyje (Thermo

Scientific).

7.5 Sirdies audiniy vaizdinimas Kkonfokaline atspindZio

mikroskopija

Sirdies audiniy vaizdinimui konfokaline atspindZio mikroskopija

naudoti 2-3 cm dydZio preparatai paimti i§ keturiy Sirdziy analogiskai 7.2
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skyriuje aprasytai metodikai. Siuose eksperimentuose buvo naudojami tik
fiksuoti bandiniai. Purkinje skaiduly vaizdinimui $irdies audiniai buvo paimti
1§ periferiniy tarpskilvelinés pertvaros daliy. Papildomai i§ aortos buvo paimti
JA preparatai bei 18 skilveliy raumens paimti MK preparatai.

Bandiniai su Purkinje skaidulomis taip pat buvo fotografuojami dienos
Sviesoje bei panaudojant papildomg 365 nm spinduliuotés apSvietima, o
vaizdinimo sritys pazymétos preparaty nuotraukose. Po tyrimy buvo atlikta Siy
viety histologiné analizé.

Konfokalin¢ atspindzio mikroskopija yra unikali tuo, kad jgalina
uzregistruoti erdvinius objekty vaizdus. Kitaip tariant, galima pazvelgti |
objekto vidy nesuardant paties objekto. Tai yra lyg analogija rentgeno ir
Mmagnetinio rezonanso tomografijoms, taciau Siuo metodu pasiekiama skyra
sieckia keleta mikrometry, todél galima tyrinéti netgi tokius objektus, kaip
pavienés audiniy lastelés. Konfokalinés mikroskopijos schema pateikta 7.5.1

paveiksle.

DETEKTORIUS APERTURA

APERTURA

SVIESOS
SALTINIS

(lazeris)

VEIDRODIS

OBJEKTYVOQ LESIS

~ - ZIDINIO PLOKSTUMA

TIRIAMASIS TASKAS

7.5.1 pav. Konfokalinés mikroskopijos schema [162].
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Sioje metodikoje objekto apsvietimui yra naudojama lazeriné
spinduliuoté. Norint pasiekti kuo aukStesne skiriamajg geba spinduliuotés
kelyje papildomai yra montuojama keliy mikrometry skersmens apertiira.
Naudojant lazerius tai néra biitinas elementas. Tuomet Sviesa sudétingos
optings sistemos pagalba yra nukreipiama 1 objektyva, kuris spinduliuote
sufokusuoja 1 vieng taska Zidinio nuotolio atstume — Zidinio plokStumoje.
Sviesa, atsispindéjusi nuo objekto, patenka j objektyva ir keliauja j detektoriy.
Pries detektoriy velgi yra imontuota apertiira, kuri ir jgalina erdvinj objekty
vaizdinima. Sios apertiiros padétis yra suderinta taip, kad pro ja patenka tik nuo
objektyvo zidinio plokStumoje esanciy objekty atsispindéjusi Sviesa. ]
objektyva, be abejo, patenka spinduliuote ir i§ kity plokStumy, taciau objekty,
esanCiy arCiau ar toliau objektyvo zidinio vaizdai yra atkuriami arba pries
apertiirg, arba uz jos ir j detektoriy patenka tik nedidelé dalis tokios
spinduliuotés, kuri nulemia tam tikro foninio apSvietimo atsiradimg. Kuo
didesnis objektyvo fokusavimo aStrumas (skaitiné apertiira), tuo plonesné yra
zidinio plokstuma ir tuo geresné yra pasiekiama aksialiné skyra.

Vaizdai konfokalinéje mikroskopijoje yra gaunami taskas po tasko
skenuojant audinj. Taip gaunamas vaizdas vienos plokStumos, kurios storis ~
3-5 wm. Tuomet spinduliuot¢ yra sufokusuojama giliau nuskenuotos
plokstumos ir vél atlickamas plokStuminis skenavimas. Taigi atlikus 5-10 ar
daugiau plokStuminiy skenavimy galima atkurti erdvinj objekto vaizda.
AtspindZio konfokalinéje mikroskopijoje vaizdai yra gaunami déka skirtingy
audinio/lastelés struktiry nevienodo atspindzio koeficiento. Vaizdai yra
nespalvoti — stipriau atspindinCios struktiiros atrodo S$viesiau, maziau
atspindincios struktiiros atrodo tamsiau.

Sirdies audiniy vaizdinimas konfokaline atspindZio mikroskopija

atliktas ,,Vivascope 1500 prietaisu (7.5.2 pav.).
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7.5.2 pav. Konfokalinés atspindzio mikroskopijos sistema, pritaikyta

biologiniy audiniy apzitirai (Vivascope 1500, Lucid).

Siame jrenginyje yra jmontuotas nuolatinés veikos puslaidininkinis
lazeris, kurio emituojamos bangos ilgis 800 nm. Sviesa j audinj yra
fokusuojama 30 karty didinanciu objektyvu, kurio skaitiné apertira yra lygi
0,9. Tokiu objektyvu yra pasiekiama 1-2 um lateraliné ir 3—5 pum aksialine
skiriamoji geba. Lazerio spinduliuotés galia, kad nesukelty terminiy efekty,
nevir§ija 30 mW, o naudojama infraraudonoji 800 nm spinduliuoté jgalina
objekty vaizdinimg biologiniame audinyje iki 350 pm gylio [40,159].
Uzfiksavus signalg, gauta i$ vieno tasko, lazerio spindulys pasislenka per
keleta mikrometry ir apSviecia greta esantj taska, i§ kurio atspindéta Sviesa taip
pat patenka i detektoriy. Taip, nejudinant audinio, yra nuskanuojamas 0,5 x 0,5
mm tiriamasis laukas. Tuomet audinys yra paslenkamas objektyvo atzvilgiu
0,5 mm ir vél atliekamas 0,5 x 0,5 mm lauko skanavimas. Procediira gali buti
kartojama ir bendras skanavimo laukas, sudarytas is nedideliy ploteliy, siekia 8
x 8 mm. Tiriant audinius konfokaliniu mikroskopu yra naudojamas imersinis
skystis, kuris eliminuoja atspindzius nuo audinio pavir§iaus ir sumazina

nukrypimus, atsirandancius dél sferinio optinés sistemos pavirSiaus.
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7.6 Sirdies audiniy atskyrimas in vivo operacijos metu

Viena 1§ daZniausiai pasitaikan¢iy operacijy, kuomet laidziosios
sistemos vizualizacijos problema ypa¢ aktuali, yra jgimty Sirdies ydy
korekcijos. Siuo atveju, dél jau esandios ydos, chirurgai negali biti tikri, kad
laidzioji sistema bus iSsidésciusi kaip sveikoje Sirdyje. Dazniausiai tokios
operacijos yra atlickamos nedidelio amziaus vaikams, todél partneriais buvo
pasirinkti  vaiky kardiochirurgai i§ Vilniaus universitetiniy ligoniniy
Santariskiy klinikos. Siam vienkartiniam tyrimui atlikti buvo gautas Vilniaus
regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas bei tévy ir Vilniaus
savivaldybés vaiky apsaugos teisiy atstovy sutikimai. Jokia informacija apie
pacientg nebuvo renkama.

Sirdies audiniy atskyrimas operacijos metu buvo atliktas pagal Siame
darbe sukurtg spektroskoping metodikg. Konsultuojantis su kardiochirurgais
buvo surinkta mobili optinés biopsijos aparatiira, tinkanti Sirdies audiniy
optiniy savybiy tyrimui operacijos metu. Si aparatiira yra pavaizduota 7.6.1

paveiksle.

2212 pav. Aparatﬁra interuota 1 operacin¢je naudojamg jrangg.
Paveiksle matoma ant mobilaus staliuko sumontuotas dviejy bangos ilgiy
Sviesos Saltinis (L), detektorius (D), prie jy prijungti Zadinimo bei surinkimo
Sviesolaidziai (S), Zadinan¢ios spinduliuotés atkirtimo filtras (F) bei

kompiuteris (K), kuriame instaliuota spektry apdorojimo programa.
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Aparatiiros esminiai komponentai yra Sviesos Saltinis (L) ir detektorius
(D). Sukurtoje SLS atskyrimo metodikoje, sickiant eliminuoti jvairius
artefaktus, fluorescencijos intensyvumas viename taSke registruojamas du
kartus zadinant skirtingy bangos ilgiy spinduliuote. Tam yra reikalingas dviejy
bangos ilgiy, kaip galima siauresnio spektrinio plocio, spinduliuotés Sviesos
Saltinis. Tyrime naudota japony gamintojo Asahi Spectra medicininé ksenono
lempa. Specialiai miisy tyrimui buvo suprojektuotas ir pagamintas priedas,
jgalinantis sujungti bifurkacinj Sviesolaidj su §ia lempa. Reikiamo bangos ilgio
spinduliuoté buvo iSrenkama naudojant interferencinius filtrus, kurie uztikrino
itin siauro spektrinio ploc¢io (FWHM ~ 10 nm), taciau pakankamo intensyvumo
zadinancigja spindulivotg. Filtrai buvo kei¢iami motorizuotu filtry laikikliu,
taip filtry keitimo laikg sutrumpinant iki keliy milisekundziy.

Sekantis, itin svarbus komponentas — spektry registravimo jrenginys
(D). Biologinio audinio atsakas, kuomet nenaudojami jokie papildomi
liuminescuojantys zymekliai, yra labai silpnas, todél detektorius turi biiti labai
jautrus, bet tuo paciu ir greitas. Tyrime naudotas Sviesolaidinis spektrometras
QE65000 (Ocean Optics), kuriame yra jmontuota termoelektriniu btdu
ausSinama 1024 x 58 puslaidininkiniy detektoriy matrica jgalinanti vienu metu
registruoti visg liuminescencijos spektra, taip minimizuojant detektavimo laika.
Siekiant auks$to jautrumo, viename matricos stulpelyje esanciy 58 detektoriy
signalas yra sumuojamas, taip pasiekiant ir itin gera signalo-triukSmo santykj
(>1000:1).

Atliekant opting biopsija surinkimo Sviesolaidj pasiekia ne tik audinio
fluorofory fluorescencija, bet ir atsispindéjusi bei iSsklaidyta zadinimo Sviesa.
Dél molekulés viduje vykstanéiy energiniy virsmy fluorescencija visada
stebima ilgesniy bangy srityje nei ja sukélusi spinduliuoté, todél surinktos
spinduliuotés kelyje prie§ detektoriy, buvo dedamas fluorescencijos atkirtimo
filtras (F).

Prie§ tyrimg operacinéje visi mobilios optinés biopsijos aparatiiros

komponentai buvo nuvalyti sterilizuojanciu tirpalu. Tyrimo metu operaciniame
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lauke buvo dirbama tik bifurkaciniu SviesolaidZiu, kuris prie§ procediirg buvo
mirkytas sterilizaciniame tirpale 24 val.

Operacijos metu chirurgas Sviesolaidj priglausdavo tiesiog prie audinio
paviriaus. Buvo ieSkoma visy trijy Sirdies audiniy — JA, SLS ir MK.
Kiekviename tyrimo taske buvo registruojami trys spektrai: atraminis signalas,
siekiant jvertinti aplinkos Sviesos itaka (Siuo atveju Zadinancioji spinduliuote
buvo iSjungiama); tuoj pat po to buvo registruojami savitosios fluorescencijos
spektrai Zadinant 330 nm bei 380 nm spinduliuote. Tyrimas viename taske
uztrukdavo apie 30s. Sio registravimo metu operuojantis chirurgas
Sviesolaidin} zondg turé¢jo iSlaikyti nejudamai. IS viso buvo uzregistruoti 72
fluorescencijos spektrai 1§ 24 Sirdies viety. IS jy 10 viety 1S JA srities, 4 vietos
i§ MK bei 10 viety, kuriose ieskota SLS. Duomeny apdorojimas bei spektry

analizé buvo atlikta po operacijos.
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VIIlI. REZULTATAI IR APTARIMAS

Sirdies audiniy tyrimai misy grupéje buvo pradéti 2001 metais.
Pirminiai rezultatai, kurie leido pasukti optiniy tyrimy kryptimi, buvo MK ir
SLS preparaty sugerties spektroskopijos duomenys [160]. Siy tyrimy metu
uzregistruoti SLS ir MK sugerties skirtumai UV spektro srityje ties 280 nm.
Tai rodo, kad SLS sudétyje yra daugiau aromatiniy aminoriig§iy (triptofano,
tirozino, fenilalanino), kuriy jtakojami sugerties skirtumai taipogi galéty
atsispindeéti ir fluorescencijos spektruose. Fluorescencineé spektroskopija yra
daug lengviau pritaikoma biologiniy audiniy tyrimams, kadangi spektras yra
matuojamas nuo audinio pavirSiaus, tuo tarpu sugerties spektroskopijai
reikalingas specialus audiniy paruoSimas ir jos pritaikymas in vivo yra
nejmanomas. Vis délto sugerties spektroskopija yra labai informatyvi
parenkant fluorescencijos Zadinimo bangos ilgj, todel pries atliekant
fluorescencinés spektroskopijos tyrimus buvo matuojamas fluorescencijos
zadinimo spektras, kuris neesant audinyje sudétingy pernasos procesy atitinka
sugerties spektra.

Pradiniy fluorescencinés spektroskopijos tyrimy metu buvo tiriami
gryni, atskirti nuo vidinio dengiamojo sluoksnio endokardo, Sirdies audiniai.
Nustatyta, kad zadinant 365 nm spinduliuote, i$skirta 1§ Hg lempos spektro,
SLS fluorescencija yra pusantro karto intensyvesné nei MK srityje nuo 450 nm
iki 550 nm [163]. Taipogi nustatyta, kad aptikti fluorescencijos intensyvumo
skirtumai yra pakankami dviejy (MK ir SLS) vizualiai nesiskirian¢iy audiniy
atskyrimui, todél buvo atlikti pirminiai Sirdies audiniy vaizdinimo

fluorescenciniu metodu eksperimentai.

8.1 Sirdies laidZiosios sistemos vaizdinimo eksperimentai

SLS vaizdinimo metu uZregistruoti tarpskilvelinés pertvaros vaizdai

dienos Sviesoje bei panaudojant papildoma 365 nm spinduliuotés apSvietimg
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pateikti 8.1.1 paveiksle. Analogiskai buvo vaizdintos ir dar dvi S$irdies

pertvaros [161].

8.1.1 pav. Sirdies tarpskilveliné pertvara ir joje matoma kairé¢ Hiso
pluosto Saka. Vaizdas dienos Sviesoje (A), vaizdas apSvietus 365 nm bangos

ilgio spinduliuote (B).

Dienos Sviesos nuotraukoje matyti vidinés Sirdies struktiiros, trabekulés,
taciau laidziosios sistemos vertinimas galimas tik pagal anatominius atlasus,
tuo tarpu fluorescencinéje nuotraukoje matyti aiSkiai iSsiskiriantys
fluorescuojantys takai, kurie koreliuoja su kairiosios HP $akos lokalizacija —
pertvaros virSuje Svyti plati HP Saka, kuri tesiasi iki pat skilveliy apacios.
Pjuviy vietose miokarde matomi ploni siiiliukai yra Purkinje skaidulos. I§ Siy
pavyzdziy matyti, kad Sirdies laidZiosios sistemos struktiira yra labai sudétinga,
todel vienareikSmiSkai nusakyti Hiso pluosto Saky iSsidéstymo nenaudojant
jokiy vaizdinimo priemoniy yra labai sunku. Norint gauti tikslesnj SLS
i$sidéstymo vaizdg, buvo atlickami kompiuteriniai vaizdy modeliavimai.
Vaizdy apdorojimo metu isryskintos tik fluorescuojan¢ios vietos. Siam tikslui
vaizde buvo iSmatuotos raudonos, zalios ir mélynos spalvos (RGB) santykinés

intensyvumy vertés 1§ laidZiosios Sistemos buvimo vietos (virSutinéje
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tarpskilvelinés pertvaros dalyje). Véliau atlikus skaiciavimus apibréztos tiktai
tos sritys, kuriose RGB vertés skyrési 5% nuo i§matuos SLS vertés. Dienos
$viesos nuotrauka, su apibréztais SLS kontiirais, i3skirtais pagal $ig metodika

pateikta 8.1.2 paveiksle.

8.1.2 pav. Kompiuteriu sumodeliuotas SLS vaizdas.

IS pateikty rezultaty matyti, kad net ir pritaikius pakankamai primityvy
atskyrimo algoritma, intensyviai fluorescuojancios vietos gali biiti atskiriamos
nuo nefluorescuojanciy aplinkiniy audiniy (MK). Vis délto, atlikus iSsamig
fluorescenciniy bei modeliniy vaizdy analize nustatyta, kad tarpskilvelinés
pertvaros Sonuose bei virSuje iSsiskiria gerokai intensyviau nei laidZioji sistema
Svytin€ios vietos — daug kolageno ir elastino turin¢ios struktiiros, pvz.
voztuvas, kraujagysliy sienelés. Taigi fluorescencinése nuotraukose po vaizdy
apdorojimo | iSskiriama sritj patenka ir audiniai, kuriy pagrindiné sudedamoji
dalis yra JA. Taip yra todél, kad JA didele dalj sudaro audiniy struktiiriniai
komponentai kolagenas ir elastinas, kuriy fluorescencija yra smarkiai Zadinama

365 nm spinduliuote, todél papildomas 365 nm apSvietimas galéty buti
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naudojamas tik apytiksliam SLS lokalizacijos jvertinimui, tuo tarpu tiksliam
laidZiosios sistemos fluorescencijos atskyrimui nuo kito tipo Sirdies audiniy
fluorescencijos reikalinga sudétingesné fluorescencijos spektry analizé, kuri
gali biiti atliekama tik naudojant fluorescencijos spektry registravimo sistemas.
Fluorescenciné spektroskopija igalina pastebéti net ir nedidelius ty paciy
fluorofory fluorescencijos skirtumus, kurie yra salygoti skirtingos aplinkos ar
audinio struktiiros.

Kolageno ir elastino fluorescencija ir Siy baltymy buvimas Sirdyje yra
susijes ne tik su voztuvais bei kraujagysliy sienelémis. Visas vidinis Sirdies
pavirSius yra padengtas endokardo sluoksniu, kurio vieni i§ pagrindiniy
sudedamyjy komponenty taip pat yra kolagenas ir elastinas, todél endokardo
fluorescencija neabejotinai jtakos fluorescenciniy vaizdy kontrastg, sumazinant
intensyvumy skirtumus tarp SLS ir MK audiniy. Tam tikrais atvejais $irdyje
yra stebimos kolageno bei elastino sankaupos — dazniausiai pagyvenusiy
zmoniy Sirdyse MK yra stebimi fibrozeés Zidiniai (JA sankaupos), kurie taipogi
fluorescuoja intensyviau nei MK ir klaidingai gali biiti identifikuoti kaip SLS
dalis. Siy fibrozés zidiniy atsiradimo priezastis yra miokardo infarkto atvejai,
kuomet d¢l sutrikusios kraujotakos zuvus Sirdies raumens lgsteléms jy vieta
uzima JA.

Taigi atsizvelgiant ] tai, kad kolagenas ir elastinas yra randamas
daugelyje Sirdies audiniy, 0 §iy baltymy fluorescencija yra stebima ne tik
pavienése struktlirose, bet ir visame Sirdies vidiniame pavirSiuje, Visi tolesni
tyrimai buvo atliekami nepaSalinus dengiamojo EK sluoksnio. | tolesnius
Sirdies audiniy tyrimus taip pat buvo jtraukti ir JA tipo audiniai, o siekiant
nustatyti vienareik§misko SLS atskyrimo nuo kity tipy irdies audiniy salygas,

audiniy fluorescencija buvo tiriama spektroskopiniais metodais.
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8.2 Sirdies audiniy tyrimai nuostoviosios fluorescencinés

spektroskopijos metodu

Pirmajame tyrimy etape buvo ieskoma SLS atskyrimui tinkamos
fluorescencijos Zadinimo ir detektavimo srities bei buvo vertinama kraujo jtaka
registruojamiems fluorescencijos spektrams. Pagrindiniai fluoroforai, atsakingi
uz Sirdies audiniy fluorescencija regimojoje spektro srityje, yra kolagenas ir
clastinas. Kolagenas yra suzadinamas 300 nm — 380 nm srityje ir fluorescencija
yra registruojama 360 nm — 480 nm srityje. Elastinas yra suzadinamas 330 nm
— 450 nm srityje, o fluorescencija yra stebima 350 nm — 550 nm srityje [164].
Remiantis Siais duomenimis bei anksciau atliktais iSpreparuoty Sirdies audiniy
tyrimais [32], fluorescencijai zadinti buvo pasirinkta 330 nm (kolageno
sugerties smail¢) ir 380 nm (elastino sugerties smail¢) spinduliuoté. Fiksuoty

sirdies audiniy fluorescencijos spektrai pateikiami 8.2.1 paveiksle.

25 Ay =330 Nm A, =380 Nnm

20 - MK

151

Fluorescencijos intensyvumas, s.v.

0

350 400 450 500 550 450 560 séo
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

> Fluorescencijos intensyvumas, s.v.

oy,
N
8

8.2.1 pav. Tipiniai fiksuoty Sirdies audiniy fluorescencijos spektrai. A
paveikslas — fluorescencija Zadinta 330 nm spinduliuote, B paveikslas —

fluorescencija zadinta 380 nm spinduliuote.

Zadinant 330 nm spinduliuote daugiausiai yra suzadinamas kolagenas ir
nestipriai elastinas. Intensyviausiai Zadinant $iuo bangos ilgiu fluorescuoja JA
ir SLS, tuo tarpu MK fluorescencija yra beveik du kartus maZesné.

Fluorescencijos spektre stebima jduba ties 413 nm greiCiausiai yra jtakota
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likusio kraujo. Zadinant 380 nm spinduliuote intensyviausiai fluorescuoja JA,
silpniau SLS, o MK fluorescencija yra silpniausia. Tokie charakteringi
intensyvumy pasiskirstymai galéty biti panaudoti SLS atskyrimui nuo MK,
ta¢iau SLS S§iuo atveju lengvai galéty buti supainiota su JA. Kita vertus,
fluorescencijos intensyvumas labai priklauso nuo fluorescencijos registravimo
salygy, pvz., nevienodai priglaustas Sviesolaidis gali nulemti to pacio audinio
tipo skirtingo intensyvumo fluorescencijos spektrus. Siuo atveju atlickant
eksperimentus audinys buvo uzdengtas stikliuku ir Sviesolaidis priglaustas prie
jo, todél manoma, kad eksperimento metu salygos buvo islaikytos vienodos ir
intensyvumy skirtumai yra jtakoti paties audinio savybiy. Realiomis saglygomis
tai uztikrinti blity gerokai sunkiau, taciau tai yra jmanoma vaizdinant, kuomet
Sirdis apSvieCiama homogeniSkai pasiskirs€iusia spinduliuote, taip uZtikrinant
vienodo intensyvumo zadinimg visose srityse, ir vaizdas yra fiksuojamas
kamera. Tuomet stebima jvairiy viety skirtingo intensyvumo fluorescencija
bty nulemta skirtingo tipo audiniy, ta¢iau kaip ir minéta, §iuo atveju SLS
negaléty biiti vienareikSmiskai atskirta nuo JA.

Apibendrinant galima teigti, jog Zadinant 380 nm spinduliuote stebimi
didziausi Sirdies audiniy fluorescencijos intensyvumy skirtumai, tuo tarpu
zadinant 330 nm spinduliuote yra stebimi didziausi Sirdies audiniy spektry
formos skirtumai. Zadinant $io bangos ilgio spinduliuote fluorescencijos
spektre susiformavusios smailés 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 j pirmaja smailg.

Intensyvumy santykis R@4™) = 1540/1,50 yra charakteringas kiekvienam
audiniui: R®™ = 1.20 £ 0.02, R¥ = 0.97 + 0.02 ir R = 1.11 + 0.04. Nors
apskaiciuoty santykiy skirtumai ir yra pakankami visy trijy audiniy atskyrimui,
taCiau matavimai $ioje srityje gali biti stipriai iSkraipomi Kraujo.

Sie pirmojo tyrimy etapo rezultatai parodo, jog néra specifinés
fluorescencijos zadinimo ar detektavimo srities, kurig pasirinkus biity galima
selektyviai suzadinti ar stebéti tik kurio nors vieno $irdies audinio tipo (SLS,
MK ar JA) fluorescencijg. Tai leidZia daryti iSvada, jog taipogi néra fluoroforo,
kuris egzistuoty tik kuriame nors viename audinio tipe. Elektroforezés tyrimai,
kurie buvo atlikti su audiniy ekstraktais, taipogi parod¢, kad SLS, MK ir JA yra
sudaryti i§ panasios masés baltymy, taciau skiriasi jy kiekiai [165]. Vadinasi
stebimi spektriniai skirtumai pirmiausiai yra nulemti skirtingy kolageno ir
elastino kiekiy. Daugiausia $iy baltymy, kurie yra esminiai audiniy
struktiiriniai elementai, yra JA, todél JA fluorescencija ir yra intensyviausia.
MK yra raumeninis audinys ir yra atsakingas uz Sirdies sutraukimg, todél
struktiriniy baltymy jame yra maziau ir MK fluorescencijos intensyvumas yra

pastebimai maZesnis nei JA. SLS lastelés, kurios yra atsakingos uZ greita
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impulso perdavima, taip pat turi nedaug kolageno ir elastino, taciau stebima
pakankamai intensyvi SLS fluorescencija gali biiti susijusi su laidZiaja sistema
supanéiu apvalkalu sudaryty i§ kolageno ir elastino. Sis apvalkalas izoliuoja
laidZiosios sistemos takus nuo MK ir yra biidingas Hiso pluostui bei Purkinje
tinklui [166], todél tikétina, jog fluorescencijos intensyvumas bus panasus
visose iose SLS dalyse.

Aptikti fluorescencijos intensyvumo bei spektrinés formos skirtumai
rodo, jog charakterizuojant Sirdies audinius fluorescencinés spektroskopijos
metodu didziausias kontrastas tarp skirtingo tipo audiniy gali buti pasiektas tik
1Snaudojant abiejy fluorofory — kolageno ir elastino fluorescencija. Remiantis
Siais rezultatais ir buvo sukurta SLS atskyrimo metodika. Pagrindiné
metodikos idéja yra kiekviename tyrimo taske fluorescencija zadinti kolageno
ir elastino suzadinimui biidingais spinduliuotés bangos ilgiais (330 nm ir 380
nm), o fluorescencijg registruoti toje spektro srityje, kur yra stebimi didziausi
poky¢iai — 400 nm — 500 nm intervale. Vienintelis apribojimas Sioje
spektrinéje srityje yra fluorescencijos reabsorbcija dél gyvuose biologiniuose
audiniuose esancio kraujo. Tai yra viena i§ pagrindiniy problemy, su kuria
susiduriama taikant optinius metodus gyvy audiniy diagnostikai. Visas
zmogaus kiinas yra iSraizgytas didesniy ar mazesniy kraujagysliy, kapiliary,
todel net ir neesant kraujo ant audinio pavirSiaus, optinés audiniy savybeés yra
smarkiai jtakojamos kraujo. Nors chirurginés intervencijos metu kraujas yra
pasalinamas i§ operacijos lauko [167], vis délto kraujo buvimo galimybé negali
bliti atmesta, todél buvo atlikti tyrimai siekiant jvertinti kraujo jtaka

registruojamiems Sirdies audiniy fluorescencijos spektrams.
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8.2.3 pav. Tipiniai kraujingy Sirdies audiniy fluorescencijos spektrai. A
paveikslas — fluorescencija Zadinta 330 nm spinduliuote, B paveikslas —

fluorescencija Zadinta 380 nm spinduliuote.

Kraujo jtakos vertinimui buvo iSmatuoti fluorescencijos spektrai
nefiksuoty Sirdies audiniy, kuriuose kraujas nebuvo iSplautas. Siy audiniy
fluorescencijos spektrai pavaizduoti 8.2.3 paveiksle. Zadinant 330 nm
spinduliuote ties 413 nm stebima dar didesné jduba nei fiksuotuose audiniuose.
Atitinkamai zadinant 380 nm spinduliuote fluorescencijos spektre stebimas
intensyvumo sumazgjimas trumpabangéje spektro puséje. Siekiant nustatyti, ar
stebimi poky¢iai yra tikrai nulemti kraujo, buvo atlikta iSsamesné abiejy tipy
spektry analizé. Pagrindinis kraujo komponentas, kuris stipriausiai sugeria
Sviesg, yra hemoglobinas. Hemoglobinas kraujyje egzistuoja dviejy biiseny —
oksiduotas ir redukuotas. Hemoglobino sugerties spektras pateiktas 8.2.4

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

Pagal Lamberto-Bugero désnj, sugerties koeficientas yra proporcingas A
=~ (lo-D)/1g = I4/ly, kur ly yra krentancios j bandinj Sviesos intensyvumas, [ —
pra¢jusios pro bandin; Sviesos intensyvumas, I; — sugertos Sviesos
intensyvumas. AnalogiSkus veiksmus galima atlikti ir su uZregistruotais Sirdies
audiniy fluorescencijos spektrais. Analizei pasirinkti JA fluorescencijos

spektrai zadinant 330 nm spinduliuote (8.2.5A pav.).

- - - - |8skaiciuota kraujo jtaka

---- JA (fiksuotas) —— HbO, sugertis

—— JA (kraujingas) 1.0-
1,0-

0,8+

0,61

o
D
L

0,4+

o
N
L

0,2+

0,0 " " r , : , . : ,
350 400 450 500 550 350 400 450 500 550

Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

o
o

>Flu0rescencijos intensyvumas, s.v.
00 sugerties koeficientas, s.v.

8.2.5 pav. A paveikslas — fiksuoto ir kraujingo jungiamojo audinio
normuoti fluorescencijos spektrai. Fluorescencija zadinta 330 nm. B paveikslas

— i8skaiciuotos kraujo jtakos bei kraujo sugerties spektry palyginimas.
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Fiksuoto audinio fluorescencijos spektras atitinka krentancios 1 bandinj
Sviesos intensyvuma I, 0 Kraujingo audinio fluorescencijos spektras atitinka
pra¢jusios pro bandinj Sviesos intensyvumg . Atlikus veiksmus iSskaiciuota
kraujo jtaka (8.2.5B pav.), kuri atitinka kraujo sugerties spektrg (8.2.4 pav.)
Siuo atveju dominuoja oksiduoto hemoglobino sugertis, nes ore esantis kraujas
greitai jsisotina deguonimi ir redukuoto hemoglobino jtakos beveik nestebime.

IS atliktos analizés paaiSkéjo, kad fluorescencijos skirtumai, stebimi tarp
fiksuoty ir nefiksuoty audiniy 380 nm — 450 nm spektringje srityje, yra nulemti
kraujo sugerties, todél anks&iau aptikti SLS spektriniai ypatumai 390 nm — 430
nm srityje gali biti jtakojami kraujo tiriant gyvus audinius. Taigi, siekiant
iSvengti kraujo reabsorbcijos, spektriniai skirtumai tarp Sirdies audiniy turi biiti
nagrin¢jami toje srityje, kur kraujo sugertis yra minimali, t.y. spektringje srityje
tarp 450 nm ir 530 nm. Ilgabangéje spektro dalyje, tolstant nuo kraujo Soret
sugerties juostos, kraujo sugertis mazéja, taciau skirtumai tarp Sirdies audiniy
taip pat maz¢ja, todel tinkamiausia sitis turéty buti kuo arCiau meélynosios
spektro dalies. Atsizvelgiant j oksiduoto ir redukuoto hemoglobino sugertj bei
Sirdies audiniy fluorescencijos spektrus, tolimesniems tyrimams pasirinkta
fluorescencijos registravimo sritis ties 460 nm. Ties Siuo bangos ilgiu kraujo
sugertis miisy nagrinéjamoje spektrinéje srityje yra maziausia, taipogi $ioje
srityje yra vieno 1§ pagrindiniy Sirdies audiniy fluoroforo elastino
fluorescencijos spektro maksimumas. Kolagenas ties Siuo bangos ilgiu taipogi
fluorescuoja, todel ties 460 nm stebésime abiejy fluorofory fluorescencijg. Dél
nevienodo Siy struktiiriniy baltymy kiekybinio pasiskirstymo jvairiy tipy
Sirdies audiniuose yra stebimas skirtingas fluorescencijos intensyvumy pokytis

ties 460 nm zadinant 330 nm ir 380 nm (8.2.6 pav.).
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8.2.6 pav. SLS, JA ir MK fluorescencijos spektrai zadinant 330 nm ir
380 nm spinduliuote. Vertikali linija yra atidéta ties 460 nm.

SLS fluorescencijos intensyvumas ties 460 nm pakinta labai nezymiai
esant skirtingiems zadinimo bangos ilgiams. MK fluorescencija pakeitus
zadinimo bangos ilgj 1§ 330 nm ] 380 nm susilpnéja, tuo tarpu JA
fluorescencija sustipré¢ja. Siekiant iSryskinti $iy intensyvumo poky€iy svarbg
yra skaiciuojamas fluorescencijos intensyvumo verciy ties 460 nm santykis
1°“550(460)/1°“540(460).  Pasinaudojant §iais charakteringais intensyvumy
poky¢iais audiniy atskyrimo metodika gali biiti modifikuota ; labai paprasta
procedira — fluorescencija yra zadinama paeiliui 330 nm ir 380 nm
spinduliuote ir fluorescencijos intensyvumai yra uzregistruojami tik ties vienu
bangos ilgiu — t.y. neregistruojamas visas fluorescencijos spektras, o tik
intensyvumo verte ties 460 nm. Taip sutrumpéja signalo registravimo laikas iki
keleto sekundziy. Taip pat, tyrimo aparatiroje nebiitina naudoti spektry
registravimo jrenginio, pakakty tik detektoriaus, gebancio registruoti
ateinancios spinduliuotés intensyvumg. Tokie detektoriai yra jautresni ir
pigesni. Dar vienas tokios metodikos esminis privalumas — jog §i metodika

nejautri zadinimo-registravimo sglygy pokyciams. Taip yra todél, kad viename

74



tyrimo taske nejudinant Sviesolaidzio yra uZregistruojami du intensyvumai ir
yra skai¢iuojamas $iy intensyvumy santykis. Kintant zadinimo-registravimo
salygoms kinta registruojamas fluorescencijos intensyvumas, taciau
skaiciuojant santykj pokytis, jtakotas nevienody salygy, yra eliminuojamas.

Remiantis Sia metodika buvo iStirti 8 bandiniai. Tik trijuose 1§ Siy
bandiniy pavyko anatomiskai identifikuoti ir pazyméti visus tris audiniy tipus
(SLS, MK ir JA), tuo tarpu visuose 8 buvo pazyméta SLS ir MK lokalizacija.
Fluorescencijos spektrai buvo matuoti tik Siuose, patyrusio patologo
identifikuotuose  taskuose, kuriy morfologija buvo patvirtinta po
fluorescenciniy matavimy.

Atliekant fluorescencinius matavimus pastebéta, kad kai kuriuose
bandiniuose registruojami fluorescencijos intensyvumai buvo gerokai didesni
nei kituose bandiniuose. Tai stebéta visy tipy audiniams. D¢l to suskaiciuoti
intensyvumy santykiai taipogi buvo gerokai didesni, nei kituose bandiniuose.
Stebimi efektai gali biiti nulemti nevienodos audiniy struktiiros bei sudéties
skirtingose Sirdyse, taipogi dél nevienodo EK storio bei skirtingos preparaty
paémimo vietos Sirdyje. I§ viso buvo i§matuota 37 viety (19 SLS, 13 MK ir 5
JA) fluorescencijos intensyvumy santykiai.Suskaiciuoti intensyvumy santykiai
<R™>(460) = I"459/1"35, yra apibendrinti 1 lenteléje. Lenteléje taip pat
pateiktos skirtumy reikSmingumo lygio vertés suskaiCiuotos visiems 8
preparatams (tarp SLS ir MK) ir 3 preparatams (tarp SLS ir JA).
Fluorescencijos intensyvumy santykiy tame paciame preparate skirtumy
reikSmingumas buvo jvertintas naudojant nepriklausomg t-Testa, kai nuliné
hipotezé (<R"“*> — <RM®> > 0, <R"“*> — <R“™> < 0). Nepriklausomy imgiy
testas pasirinktas todel, kad Siuo atveju yra ieSkoma skirtumy tarp nesusijusiy

iméiy — skirtingy audiniy (SLS, MK ir JA).
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1 lentelé. Fluorescencijos intensyvumy santykiai zadinant 330 nm ir 380

nm bangos ilgio spinduliuote suskaiciuoti ties 460 nm.

Preparato | <R™'>(460) P(H, =0) <R*>(460) |P(H,=0) |<r"">(460)
Nr. +SD[n]  kio® |*SD[n] x10°  |£SD [n]
1 1.01+£0.03[3] | 6.9 1.31[1]
2 0.92+0.01 [2] 9.8 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]
Vidutiniy | 0.96+0.14 [5] |(25.0) 1.54+0.58 [19] | (3.10) 2.23+0.91 [13]
verciy
vidurkis

<R™>, <R*"> ir<RM*> _ vidutinés atitinkamo audinio intensyvumy santykiy
vertés tame paciame preparate;

SD — standartinis nuokrypis;

[n] — matavimo viety skaicius;

P(Ho =0) — reiksmingumo lygio vertés esant nulinei hipotezei (<R"“*> —
<RMC> > 0, <RM%S> _ <RCT> < Q)

* P(Ho =0) verté negali biiti suskaiCiuota, kadangi standartiniy paklaidy
skirtumas yra lygus 0. Vis délto dvi vertés yra reikSmingai skirtingos su 95%

tikimybe.

Vidutinés vertés <R®>(460) suskai&iuotos tam tikram audinio tipui yra
pakankamai iSsibarsciusios skirtinguose bandiniuose (1 lentele, 2,4,6
stulpeliai). Kaip ir minéta, Sie skirtumai gali biiti saglygoti vidiniy audiniy
parametry, kurie yra nevienodi skirtingose Sirdyse, todé¢l vidutiniy verciy
vidurkiy (1 lentelé, paskutiné eiluté) standartiniai nuokrypiai yra pakankamai
dideli. Visy tirty SLS viety visuose bandiniuose vidurkis yra 1,54 + 0,58; visy
tirty JA viety visuose bandiniuose vidurkis yra 0.96+0.14; visy tirty MK viety
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visuose bandiniuose vidurkis yra 2.23+ 0.91. Paklaidos yra tokios didelés, jog
1§ to iSplaukia, kad tiesioginis santykiy palyginimas i§ skirtingy preparaty
(SirdZ1y) néra patikimas ir praktiSkai nenaudingas. Tuo tarpu skirtingy Sirdies
audiniy fluorescencijos intensyvumy santykiy vidutinés vertés tame paciame
bandinyje (irdyje) visada skyrési reikmingai. Kaip taisyklé, vidutineé SLS
vert¢ tame paciame bandinyje buvo reikSmingai didesné nei JA ir reikSmingai
mazesn¢ nei MK (1 lentelé, fluorescencijos intensyvumy santykiy vertés
eilutése).

Statistinis skirtumy reik§mingumas tarp SLS ir JA taip pat tarp SLS ir
MK vidutiniy ver¢iy visuose tirtuose bandiniuose buvo jvertintas naudojant
porinj t-Testa esant tai pa¢iai nulinei hipotezei. Siuo atveju pasirinktas
priklausomy im¢iy testas, todél, kad lyginant duomenis tarp skirtingy Sirdziy
yra laikoma, jog skirtingo tipo audiniai tame paCiame preparate yra genetiskai
susije. Tai patvirtina ir anksCiau stebétas efektas, jog kai kuriy bandiniy
fluorescencija net ir esant toms pacioms Zadinimo-registravimo saglygoms yra
gerokai intensyvesné nei kity. Natiralu, kad skirtingy asmeny baltyminé
audiniy sudétis ar jy struktiira yra specifiska, todél tai leidzia daryti prielaida,
jog tos pacios Sirdies skirtingo tipo audiniai, lyginant juos su kita Sirdimi, yra
susije.

Paskaiciuoti vidutiniy ver¢iy skirtumy reikSmingumai yra pateikti 1
lenteléje paskutingje eilutéje P(Hy =0) stulpeliuose. Sios vertés atspindi
vidutines tikimybes teisingai atskirti audiniy tipus bet kuriame bandinyje
(8irdyje). Tarp SLS ir JA gauta verté 0,025 rodo, kad tikimybe JA klaidingai
atpazinti kaip SLS yra maZesné nei 3%, o verté tarp SLS ir MK, kuri lygi
0,0031 rodo, jog MK klaidingai priskirti SLS yra dar mazesné tikimybg.

Apibendrinant galima teigti, jog skirtingy SirdZiy suvidurkinta vieno
tipo audinio vert¢ paklaidy ribose nesiskiria nuo vidutinés vertés kito tipo
audinio, taCiau skirtumai toje pacioje Sirdyje tarp skirtingy audiniy tipy yra
statistiSkai reikSmingi ir pakankami ty audiniy atskyrimui. Tai rodo sukurtos
metodikos tinkamuma atskirti SLS nuo kity $irdies audiniy tipy, tadiau tik toje

pacioje Sirdyje. Siekiant procediirg standartizuoti metodika turi biiti
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modifikuota atsizvelgiant j individualius skirtumus tarp $irdziy. Siam tikslui
visi fluorescencijos intensyvumy santykiai Kiekviename bandinyje buvo
sunormuoti j SLS santykj tame bandinyje. Tokiu biidu gautos normuotos
vidutinés vertés <R, >(460) = <R™%>(460)/<R**>(460). Sios vertés
pateiktos 2 lentel¢je. Normavimas suteikia papildomg galimybe suskaiciuoti
gauty verciy patikimumo intervalus. Patikimumo intervalai suskai¢iuoti esant
95 % atskyrimo tikimybei. Pavyzdziui, SLS ir JA atveju ,,0,15% reiskia, kad
audinys, kurio <R™9 >(460) didesnis nei 0,85 gali biiti atpazintas kaip SLS.
Analogiskai SLS ir MK atveju ,,0,24“ reiskia, kad audinys, kurio <R*%,>(460)
didesnis nei 1,24 nebegali buti priskirtas SLS ir gali biti atpazintas kaip MK,
Taigi suskaiciuotas patikimumo intervalas 0,85 < Ra”dn(460) < 1,24 apibudina
Sirdies audinj, kuris remiantis fluorescencinés spektroskopijos duomenimis su
95 % tikimybe gali biti priskirtas SLS. Galima paminéti, kad $is patikimumo

intervalas nei viename tirtame bandinyje nebuvo virSytas.

2 lentelé. Fluorescencijos intensyvumy santykiai zadinant 330 nm ir 380

nm bangos ilgio spinduliuote suskai¢iuoti ties 460 nm ir sunormuoti j SLS

verte.

Preparato [<g™ >(460) Patikimumoleg®" >(460) [Patikimumo RV >(460)
N " intervalas : intervalas A
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

RMK

<RJAn>, <R*S > ir <RMX > — vidutinés atitinkamo audinio intensyvumy

santykiy vertés sunormuotos j <RSHS> vertg tame paciame bandinyje;

* Skai¢iavimuose naudota didziausia standartinés paklaidos verté.
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Remiantis §iais rezultatais galima daryti i§vada, jog atliekant SLS
atskyrimo procediirg uzregistruoti fluorescencijos intensyvumai turi biiti
perskai¢iuojami kiekviename bandinyje (Sirdyje) sunormuojant juos ] verte
gauta i§ srities, kuri tiksliai gali bati priskirta SLS. Tuomet likusioje Sirdies
dalyje audiniy identifikavimui yra naudojami normuoti intensyvumy santykiai.
Deja, bet net ir nedidelé tikslios SLS dalies lokalizacija ne visada gali biti
identifikuota Sirdyje operacijos metu, todél normavimag bity kur kas patogiau
atlikti j viena i§ didziausig Sirdies dalj uzimanéiy audiniy — MK. Sio raumens
vienareikSmiskas atpazinimas net ir operacijos metu néra sudétingas ir Sirdies
audiniy identifikavimo procediira galéty biti pradedama iSmatuojant atramines
vertes nuo MK audinio. Siuo atveju yra reikalinga vidutiné normuota MK verté
<RMKn> (2 lentelé). <RMKn>(460) verté 1,47 suskaiCiuota i§ 8 preparaty
parodo, kiek karty toje pacioje Sirdyje fluorescencijos intensyvumy santykis
MK bus aukstesnis nei fluorescencijos intensyvumy santykis SLS. Si verté gali
biiti pavadinta atstojamgja MK verte Vyk. Be abejo, siekiant didesnio
patikimumo, §i verté turéty buti suskaiCiuota i§ kuo didesnio kiekio preparaty.
Tuomet tikétinas SLS intensyvumy santykis gali bati apskai¢iuojamas taip:
<RSLS>(460): <RMK>(460)/VMK, kur <RMK>(460) yra atraminiy MK signaly,
iSmatuojamy procediiros pradzioje, vidutiné verté. Pavyzdziui, preparate
(Sirdyje) Nr. 2, fluorescencijos intensyvumy santykiy vidurkis, kuris atitikty
atraminiy ver¢iy vidurkj, yra 1,6 (1 lentele, preparatas Nr. 2). Pagal aprasyta
metoda suskaiGiuojame SLS atitinkandia verte §iame preparate: <RSLS>(460)=
1,6/1,47 = 1,09. Apatiné ir virSutiné SLS audinio vertés taip pat gali biti
apskaiCiuotos 1§ patikimumo intervaly (2 lentel¢). Apatiné verté¢ yra
suskaiciuojama <R~ >(460) — 0,15, o virsutiné <R~ >(460) + 0,24. Reikia
atkreipti démesj, jog intervaly vertés 2 lentel¢je buvo suskaiciuotos
normuotoms vertéms, todé¢l Siuo atveju, skaiiuojant ne normuotas vertes,
intervalg apibiidinantys skai¢iai turi biiti padauginti i§ SLS vertés <R§LS>(460),
Sio konkretaus pavyzdzio atveju i§ 1,09. Taigi apatiné intervalo verté, kuriai

esant Sirdies audinys dar gali biti atpaZintas kaip SLS, o Zemiau $ios vertés
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esantis audinys jau bus priskiriamas JA, yra suskai¢iuojama <R§LS>(460) —
(0,15*1,09) = 0,93. Analogiskai yra gaunama virSutiné verté, kuriai dar esant
audinys yra atpaZjstamas kaip SLS, o ja virsijus jau yra priskiriamas MK:
<RSLS>(46O) + (0,24*1,09) = 1,35. Sios ribinés vertés parodo, jog preparate
Nr. 2 esantys Sirdies audiniai, kuriy iSmatuoty fluorescencijos intensyvumy
santykiai <RaUd>(460) patenka ] intervalg tarp 0,93 ir 1,35, su 95% tikimybe
gali biti identifikuoti kaip SLS. Apskai¢iuotos intervalo vertés koreliuoja ir su
eksperimentiSkai iSmatuotais intensyvumy santykiais (1 lentele, 2 preparatas) —
1,14 + 0,13 (SLS); 0,92 + 0,01 (JA); 1,60 £ 0,15 (MK). Taigi visos
eksperimentiSkai iSmatuotos JA ir MK vertés neperzengé¢ apskaiciuoto
intervalo riby. Sis pavyzdys parodo, jog SLS atpazinimo procediira s¢kmingai
gali biiti pradedama nuo atraminiy MK ver¢iy iSmatavimo. Toliau, panaudojus
atstojamaja MK verte Vyx bei patikimumo intervalus (2 lentel¢) yra
suskai¢iuojamos SLS audiniui biidingos fluorescencijos intensyvumy santykiy
vertés, kuriomis remiantis yra atlieckamas kity tirlamy Sirdies viety
identifikavimas.

Fluorescencijos intensyvumai taip pat buvo registruoti ir atsitiktinai
pasirinktose Sirdies vietose, kurios nebuvo pazymétos patologo. Siy tyrimy
metu pastebéta, jog tam tikrose vietose registruoty intensyvumy santykiai
negal¢jo biiti priskirti nei vienam audinio tipui. Tokia situacija gali susidaryti
dél Sviesolaidzio, naudojamo fluorescencijos zadinimui (0,6 mm) ir
registravimui (0,2 mm), skaiduly skersmens. Siose neaiskiose vietose
Sviesolaidis gal¢jo biiti priglaustas ties dviejy skirtingy tipy audiniy riba, todeél
uzregistruotas fluorescencijos intensyvumas buvo sudarytas i§ abiejy audiniy
tipy fluorescencijos signaly miSinio. To pasékoje suskaiCiuoty intensyvumy
santykio vert¢ buvo tarpe tarp tame paciame preparate iSmatuoty veriy i$
anatomisSkai identifikuoty ir tam tikram audiniui priskirty viety. Nors tokiy
taSky nebuvo uZzregistruota daug, taCiau jy atsiradimo galimybé praktinio

taikymo metu negali biiti atmesta. Siekiant patvirtinti neaiskiy taSky atsiradimo
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hipotez¢ reikalingas itin tikslus laidZziosios sistemos Saky riby nustatymas bei
Ju susiejimas su fluorescencijos intensyvumais.

Apibendrinant fluorescencinés nuostoviosios spektroskopijos tyrimy
rezultatus galima teigti, jog iSanalizavus fluorescencijos spektrus bei jvertinus
kraujo reabsorbcijos jtakg sukurta Sirdies audiniy identifikavimo metodika,
paremta intensyvumy santykiy skai¢iavimu. Remiantis Sia metodika galima
vienareik$§miskai identifikuoti visus tris Sirdies audiniy tipus (SLS, MK ir JA)
tame pacCiame preparate (Sirdyje). Atlikus normavimo procediiras Kiekvieno
bandinio vertéms yra gaunamos normuotos vertés, kurios leido palyginti to
paties tipo audinius skirtingose Sirdyse. Normavimo procediira taip pat jgalino
suskaiCiuoti verCiy patikimumo intervalg, kuriame audinys gali biti
atpazjstamas kaip SLS. Pasinaudojus normuotomis vertémis suskaidiuota
atstojamoji MK verteé, kuri nusako, kiek karty vidutinis intensyvumy santykis
MK yra didesnis nei vidutinis intensyvumy santykis SLS. Suskai¢iavus $ia
verte 1§ daugelio Sirdziy, ji buty bendra visiems atvejams ir galéty pasitarnauti

kaip atskaitos verté pradedant identifikavimo procediira.

8.3 Sirdies audiniy spektrinis vaizdinimas

Skyrelyje 8.2 aprasyta metodika gali bati taikoma tagkiniam SLS
atpazinimui, taCiau kaip jau buvo minéta, gali pasitaikyti atvejy, kuomet
tiriamasis taskas negali biiti priskirtas nei vienam audinio tipui. Norint
identifikuoti visus taskus, reikalingas vaizdas, kurio kiekviename taske
atsispindéty fluorescencijos intensyvumy santykis. Toks vaizdas gali bati
gaunamas tiriamaja vieta skenuojant Sviesolaidziu ar spinduline skenavimo
sistema. PraktiSkai spektriniam audiniy vaizdinimui daug patogiau bty taikyti
nekontakting spinduling sistema, taciau kol kas tokios aparatiiros egzistavimas
mums néra Zinomas, o jos sukonstravimas bity labai brangus. Sio darbo
apimtyje buvo atliktas $viesolaidinis audiniy skenavimas.

Pirmiausia, siekiant jvertinti spektrinio metodo tiksluma nustatant SLS

ribas bei iSsiaiSkinti jau minéty neaiSkiy tasky atsiradimo priezastis buvo
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atliktas itin tikslus $irdies audiniy skanavimas. Siam tyrimui naudotas 2x2 cm
dydzio fiksuotas preparatas, kuriame buvo pazyméta SLS $akos lokalizacija.
Tyrimo metu per nurodyta laidZiosios sistemos Sakg buvo atliktas linijinis
skanavimas, spektrus matuojant kas 500 um. Preparato dienos Sviesos ir

fluorescencinis vaizdai bei skanavimo rezultatai pateikti 8.3.1 paveiksle.

. —&—Matavimo vieta 14
M3E
. \.\ ‘/ X 115D
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\_99-;’; _.g. ‘/ 1 'D '&

012345678 910111213141
Atstumas, mm

8.3.1 pav. Linijinis Sirdies preparato skenavimas. A paveikslas —
preparato nuotrauka dienos Sviesoje. B paveikslas — preparato nuotrauka
panaudojus papildomg 365 nm spinduliuotés apSvietimg. TaSkais abiejuose

nuotraukose pazymeétos vietos, kur registruoti fluorescencijos intensyvumai.

82



Tarp nuotrauky pateikti intensyvumy santykiai <R®%>(460) = 1*“330/1**3g,
tuose taskuose.

Kaip ir ankstesniuose eksperimentuose, kiekviename skenavimo taske
fluorescencija zadinta 330 nm ir 380 nm spinduliuote, o fluorescencijos
intensyvumas registruotas ties 460 nm. Skenavimas atliktas vaizduose pateikta
linija, intensyvumus matuojant kiekviename taske. Keturios linijos 8.3.1B
paveiksle atitinka pjiivius, kurivose po spektriniy tyrimy buvo atlikta
histologiné analizé. SLS lokalizacija kickviename pjivyje pazyméta
britkk§niukais (- - - ), MK pazyméta tiesia linija (—), 0 JA, Kkuris buvo
identifikuotas tik ketvirtame pjlvyje, pazymétas zvaigzdutémis (***). Pjivis
Nr. 2 buvo atliktas bitent per skenavimo linija. Sio pjiivio histologinés analizés

mikroskopiniai vaizdai pateikti 8.3.2 paveiksle.

A . - ' 0.2_mm B : 7 0.2_n_"nm C 0.22m

i

Audinio pavirSius

8.3.2 pav. Audinio pjiivio Nr. 2 histologinis vaizdas. Paveiksle A matyti
iprastinis MK, kurj i§ pavirSiaus dengia plonas EK sluoksnis. B paveiksle
matyti netoli audinio pavirsiaus esantis laidZiosios sistemos pluostas. SLS $aka
sudaro raumeniniy Iasteliy bei Purkinje skaiduly pluoStas apsuptas JA
izoliaciniu sluoksniu. C paveiksle matyti SLS pluosto riba, kuri pazyméta

rodykle.
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IS skenavimo rezultaty matyti, kad tose vietose, kurios histologiskai
buvo patvirtintos kaip laidZioji sistema (histologinis pjiivis Nr.2, bruksniuota
dalis), <R*%>(460) verté yra ~ 1. Kadangi $iame pjivyje nebuvo aptikta JA, tai
galima teigti, jog $iame preparate SLS audinj atitinkan¢ios vertés yra ~1.
Reikia atkreipti démesj, jog analizuojant rezultatus pastebétas itin geras
fluorescencinio vaizdo bei skenavimo rezultaty sutapimas. Tose vietose, kur
fluorescencingje nuotraukoje matyti intensyvus Svytéjimas, suskaiciuoti
intensyvumy santykiai yra artimi 1, t.y. atitinka SLS. Tai jrodo, jog papildomas
ap$vietimas 365 nm spinduliuote galéty bati informatyvus pirminiam SLS
lokalizacijos jvertinimui.

Normavimo procediira Siame audinyje nebuvo atlikta, kadangi vidutiné
SLS santykio vert¢ yra ~ 1. Reikty pastebéti, jog ir ankséiau tirtuose
bandiniuose (1 lentele, 1 ir 5 preparatai) pasitaiké, jog vidutiné nenormuota
SLS santykio verté buvo ~ 1. Kitose $io preparato vietose, kurios histologiskai
buvo atpaZintos kaip MK (histologinis pjivis Nr.2, tiesi linija), <R**>(460)
verte yra ~ 1,3. IS to galima daryti iSvada, kad visose Sio preparato vietose,
kuriose fluorescencijos intensyvumy santykis yra ~ 1,3, audinys gali biiti
atpazintas kaip MK. Linijinio skenavimo metu nebuvo uzregistruota mazesnio
intensyvumy santykio nei 0,9 ir histologiskai Siame pjiivyje JA nebuvo aptikta,
tod¢l galima teigti, jog Sio preparato vietose, kuriose fluorescencijos
intensyvumy santykis yra maziau uz 0,9, audinys gali buti atpazintas kaip JA.

Siame bandinyje taip pat buvo aptiktas taskas, kurio intensyvumy
santykio verté negali biiti vienareik§SmiSkai priskirta nei vienam audinio tipui.
Sio tasko lokalizacija 8.3.1 paveiksle yra pavaizduota rodykle. Sprendziant i§
histologinés analizés (8.3.2 pav.) bei fluorescencinés nuotraukos Sis taSkas
buvo uZregistruotas dviejy skirtingy audiniy tipy — SLS ir MK sandiiroje. Taigi
tokiu atveju yra patvirtinama neaiSkiy tasky atsiradimo priezastis. IS 8.3.1
paveikslo skenavimo rezultaty matyti, jog tokia situacija praktiskai nesudaryty
dideliy problemy, kadangi ji galéty biiti iSspresta uzregistravus fluorescencijos

intensyvumus vos per milimetro dalj toliau nuo neaiskios vietos.
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Eksperimentiskai nustatytos ribos taip pat gali biiti jvertintos naudojant
patikimumo intervalus suskai¢iuotus 2 lenteléje. Siame preparate SLS verté
<RSLS>(460): 1, tod¢l apatine santykio verté, kada audinys dar gali buti
priskiriamas laidZiajai sistemai yra apskaiciuojama: 1.00 — (0.15><<RgLS>(460))
=1 - 0.15 = 0.85. Virsutiné santykio verté, iki kurios audinys dar gali biiti
atpazjstamas kaip SLS yra apskai¢iuojama: 1.00 + (O.24><<R§LS>(460)) =1.00
+ 0.24= 1.24. Taigi suskaiCiuotos ribinés vertés atitinka praktiskai iSmatuotus
fluorescencijos intensyvumy santykius. Tai vélgi patvirtina, jog pagal sudaryta
audiniy identifikavimo metodikg gaunami santykiai yra specifiski kiekvienam
audinio tipui ir gali bati panaudoti jy atskyrimui.

Skenavimo metu gauti intensyvumy santykiai, net ir esant tam paciam
audinio tipui, Siek tiek kinta (8.3.1 pav.). Toks intensyvumy pokytis gali biti
salygotas pacio audinio mikrostruktiiros. Laidziosios sistemos pluostas yra
sudarytas 1§ plony skaiduly ir dél tam tikro Sviesolaidzio skersmens kiekvieng
kartg po Sviesolaidzio antgaliu gali patekti skirtingas Siy skaiduly skaicius, dél
ko ir bus registruojamas nevienodas fluorescencijos intensyvumas. Butent dél
skyros, kurig riboja Zadinanc¢iojo Sviesolaidzio skersmuo, pavieniy smulkiy
SLS daliy néra jmanoma i3skirti. Naudojant turima sistema yra pasiekiama
geresné nei 1 mm skyra, kurios nepakanka aptikti plonytéms Purkinje
skaiduloms, ta¢iau pavojingiausi SLS paZeidimai néra susije su Purkinje
skaiduly pazaidomis. Svarbiausia yra nepaZzeisti didesniy laidziosios sistemos
Saky, kuriy chirurginis ar kitoks pazeidimas gali sutrikdyti elektrinio signalo
patekimg ] tam tikrg Sirdies dalj, taip sutrikdant tvarkingus Sirdies
susitraukimus. Laidziosios sistemos Sakos skilveliuose iSsiSakoja | tanky
Purkinje skaiduly tinkla, kuriy paZeidimas sukels tik lokalius signalo
perdavimo j raumenj sutrikimus, kuris bendram S$irdies darbui didelés reikSmés
neturés. Kita vertus, mazinant Zadinimo Sviesolaidzio skersmenj galima biity
pasiekti 100 um — 200 um skyra, taciau praktiskai tai yra nenaudinga, kadangi
chirurgui operacijos metu labai sunku pasiekti geresnj nei 1 mm tiksluma, 0

taip pat naudojant tokj plong $viesolaidj kelis kartus sumazéja registruojamas
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fluorescencijos intensyvumas, de¢l ko kartais apskritai gali biiti sudétinga
uzregistruoti signala.

Paskutiniame etape, siekiant nustatyti spektrinio metodo tinkamuma
visos SLS $akos bei jos riby identifikavimui buvo atliktas to paties preparato,
naudoto linijiniam skenavimui, spektrinis vaizdinimas. Siuo tikslu visame
audinio pavirSiuje 11 x 15 mm plote buvo registruojami fluorescencijos
intensyvumai ir kiekviename taSke skaiCiuojamas santykis <Ra”d>(460) =
1300/ "0, PlokStuminio skenavimo plotas yra paZymétas dienos §viesos

nuotraukoje 8.3.3 paveiksle.
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8.3.3 pav. Plokstuminis preparato skenavimas. VirSuje pavaizduota
dienos Sviesos nuotrauka; apacioje kairéje — spektrinis vaizdas; apacioje
desinéje pateiktas kombinuotas spektrinio Skenavimo ir fluorescencinés
nuotraukos vaizdas. Spektriniame vaizde balta spalva atitinka MK, pilka spalva
atitinka SLS ir juoda spalva atitinka JA. Keturios linijos kombinuotame vaizde

atitinka pjuviy vietas, kur buvo atlikta histologiné analizé.
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Remiantis linijinio skenavimo rezultatais bei patikimumo intervalais i§ 2
lentelés buvo apibrézta sritis, kurioje <R*®>(460) kito intervale nuo 0.85 iki
1.24 (8.3.3 pav. spektrinis vaizdas). Si sritis su 95 % tikimybe gali buti
priskirta SLS audiniui. Gautas fluorescencijos intensyvumy plok$tuminis
pasiskirstymas buvo sulietas su fluorescencine nuotrauka. Kaip matyti
kombinuotame vaizde sritis, kurioje intensyvumy santykis yra nuo 0.85 iki
1.24 atitinka tas preparato sritis, kurios iSsiskiria intensyvia fluorescencija.
Nedideli nesutapimai ties laidZiosios sistemos krastais yra salygoti mazesnés
spektrinio vaizdinimo skyros. PlokStuminio skenavimo metu taip pat buvo
uzregistruota nedidel¢ sritis, kurios intensyvumy santykis buvo mazesnis nei
nustatyta SLS santykio apatiné riba. Si sritis buvo priskirta JA (8.3.3 pav. juoda
sritis viduriniame vaizde). Véliau atlikta histologiné analizé patvirtino JA
sankaupy egzistavimg 4 histologinio pjivio viduringje dalyje. Sulyginus
spektrinio vaizdinimo rezultatus su histologiskai nustatytomis SLS ribomis
stebétas geras identifikuoty sri¢iy sutapimas.

Apibendrinant Sirdies audiniy spektrinio vaizdinimo rezultatus galima
teigti, jog fluorescencijos intensyvumy santykiy skai¢iavimu kiekviename
taske (pikselyje) paremtu metodu galima atlikti pavieniy SLS Saky
identifikavima bei riby nustatyma. D¢l ribotos skyros Sis metodas yra tinkamas
tik stambesniy laidZiosios sistemos pluosty aptikimui. Tuo tarpu plonesniy
Purkinje skaiduly tinklas sglygoty padidéjusj bendra foninj fluorescencijos
intensyvuma, taciau pavienés smulkios skaidulos nebiity iSskiriamos. Nors
iame darbe buvo pristatyta tik pati SLS identifikavimo idéja panaudojant
fluorescencinés spektroskopijos metodg, geras rezultaty sutapimas su
histologinés analizés duomenimis tik patvirtina Sio metodo galimybes biti
taikomam SLS identifikavimui ar riby nustatymui operacijos metu. Sirdies
vietose, kur JA buvimas yra mazai tikétinas, papildomas 365 nm spinduliuotés
ap$vietimas taipogi biity naudingas vertinant apytikslia SLS lokalizacija.
Anatomiskai sudétingesnése vietose yra reikalinga spektrine analize, kuri net ir
neatliekant vaizdinimo, o tik tiriant pavienius taSkus, padéty identifikuoti

vizualiai neatskiriamus audinius.
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8.4 Sirdies audiniy fluorescenciné laikinés skyros spektroskopija

Atliekant opting biopsija, paremta audiniy fluorescencijos ar
fluorescencijos Zadinimo matavimais, rezultatai priklauso nuo jvairiy
parametry. Pirmiausia tai yra paties audinio optinés savybés, Kkurios
registruojamos fluorescenciniais metodais. Tai yra jo fluorescuojanciy
komponenty sudétis bei kiekis, taip pat fluorescencijg sugeriancios medziagos
(reabsorbcija), tokios kaip kraujas. Kita dalis registruojamo fluorescencijos
signalo priklauso nuo registravimo sistemos bei pacios registravimo
procediiros. Biitent pirmoji dalis, kuri neSa informacijg apie vidinius audinio
parametrus ar jy pokycius, yra naudinga diagnostikos tikslams. Deja tam tikrais
atvejais, ypac dirbant su gyvais biologiniais objektais , kuomet tyrimo salygos
yra tam tikros ir negali biiti kei¢iamos (pvz. plakanti Sirdis, kraujuojantis
audinys), vertinga diagnostiné informacija yra uzgoziama pasaliniy efekty.
Siekiant to iSvengti yra kuriamos jvairios metodikos, modifikuojamos optinés
biopsijos aparatiiros arba pasirenkamas kitokia diagnostikos procedira. Vis
délto, optiniai metodai jautumu lenkia daugel] zinomy diagnostikos budy, jie
prilygsta sudétingiems biocheminiams analizés metodams, tafiau budami
neinvaziniai puikiai tinka biologiniy objekty in vivo tyrimams, todél ieSkoma
naujy optiniy tyrimo budy, kurie nebiity jautriis aukS¢iau iSvardintiems
pasaliniams efektams. Siuo metu vis pladiau yra taikoma fluorescenciné
laikinés skyros spektroskopija. Tai yra metodas, kuriuo yra registruojama
audinyje esan¢iy fluorofory suzadintos biisenos gyvavimo trukmés. Si trukmé
yra specifiSka kiekvienam fluoroforui ir nepriklauso nuo tyrimo salygy, taip jos
nejtakoja fluorofory koncentracijos audinyje netolygumai ir fluorescencijos
signalo slopinimas dél reabsorbcijos, sklaidos ir pan.

Siame darbe tiriamasis objektas optiniy tyrimy atzvilgiu taip pat yra
labai sudétingas. Sirdis gali biiti ir judantis objektas, todél tyrimo metu biity
labai sunku iSlaikyti vienodas tyrimo salygas kiekviename taSke, tai gali biiti ir
kraujuojantis objektas, todél biity sugeriama tiek zadinancioji spinduliuote, tiek

fluorescencija. Visa tai stipriai jtakoja registruojamg fluorescencijos signalg.
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Atsizvelgiant j Siuos sunkumus buvo sukurta audiniy identifikavimo metodika,
taCiau jos papildymas optiniu metodu, kuris néra jautrus auksciau iSvardintiems
efektams, tam tikrais atvejais leisty uztikrinti diagnostikos patikimuma bei
praplésti taikymo ribas. Tuo tikslu Sirdies audiniai papildomai buvo iStirti
fluorescencine laikinés skyros spektroskopija.

Siems eksperimentams atlikti reikalingas impulsinis $viesos Saltinis,
kurio impulso trukmé bty trumpesné nei tiriamojo fluoroforo suzadintos
blisenos gyvavimo laikas. Tyrimuose naudotas 66.9 ps impulso trukmés
lazeris, emituojantis 405 nm bangos ilgio spinduliuote. Sioje srityje yra
suzadinamas elastinas ir Siek tiek kolagenas. Vidutiniai Sirdies audiniy
fluorescencijos spektrai, zadinant 405 nm spinduliuote pateikti 8.4.1A

paveiksle.
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8.4.1 pav. A paveiksle pateikti vidutiniai SLS, MK ir JA fluorescencijos
spektrai zadinant 405 nm spinduliuote. TaSkeliais pateiktos linijos atitinka
standartinio nuokrypio vertes. B paveiksle pateikti vidutiniai visy audiniy tipy

normuoti fluorescencijos spektrai.

Visuose spektruose yra stebima neisraiskinga plati juosta, kurios
intensyvumo maksimumas yra ties 482 nm. IS normuoty spektry matyti, jog ir
SLS, ir MK, ir JA fluorescencijos spektry formos yra beveik vienodos (8.4.1B

pav.), kas leidzia teigti, jog ir fluoroforai, atsakingi uz fluorescencijg 430 nm —
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550 nm spektro srityje Zadinant 405 nm spinduliuote visuose audiniuose yra tie
patys. Stebimi intensyvumy skirtumai 8.4.1A paveiksle gali bati sglygoti
nevienodo fluorofory kiekio Siuose audiniuose, ar fluorescencijos kvantinio
naSumo, kuris priklauso nuo fluorofora supanéios mikroaplinkos. Sie
rezultatai, kaip ir stebéti anksciau, fluorescencijos Zadinimui naudojant 365 nm
spinduliuote, parodo, jog ap$vietus audinj 405 nm bangos ilgio $viesa SLS gali
biti atskirta nuo MK dél intensyvesnio §vytéjimo, tadiau to nepakanka SLS
atskirti nuo JA. Toks apytikslés SLS lokalizacijos biidas biity netgi
patrauklesnis, nei taikant 365 nm apsvietimg, kadangi 405 nm spinduliuoté jau
latkoma visiSkai nekenksminga biologiniams audiniais. Tuo tikslu buvo
atliktas Sirdies tarpskilvelinés pertvaros vaizdinimas apSvietus ja 405 nm

spinduliuote (8.4.2 pav.).

8.4.2 pav. Sirdies tarpskilvelinés pertvaros vaizdinimas. A paveikslas —

vaizdas dienos Sviesoje. B paveikslas — vaizdas apsSvietus 365 nm spinduliuote.
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Fluorescenciniame vaizde matyti nuo pat tarpskilvelinés pertvaros
virSaus besidriekianti plati fluorescuojanti sritis, kuri apacioje iSsiSakoja |
smulkesnius pluostus. Tokia struktiira atitinka Kairigja HP Saka, taCiau pagal
fluorescencijos intensyvuma $ioje intensyviai fluorescuojancioje srityje sunku
igskirti kur yra SLS ir kur JA, todél tikslesné Sirdies audiniy analizé
fluorescencijos zadinimui naudojant 405 nm spinduliuote buvo atlikta
fluorescencine laikinés skyros spektroskopija.

Fluorescencijos gyvavimo, kitaip dar vadinamo gesimo, trukmé yra
matuojama ties vienu bangos ilgiu. Sirdies audiniy tyrimuose gyvavimo
trukmés buvo registruotos intervale 430 nm — 550 nm kas 5 nm. Siekiant
nustatyti kiek fluorofory yra atsakingi uz audiniy fluorescencija buvo
atliekamas matematinis modeliavimas kei¢iant kintamyjy skai¢iy. SLS
modeliavimo rezultatai aproksimuojant eksperimentinius rezultatus viena ir
dviem eksponentém pateikti 8.4.3 paveiksle. Skaiiavimams pasirinkta

fluorescencijos gesimo kreivé uzregistruota ties 480 nm.
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8.4.3 pav. SLS fluorescencijos gesimo eksperimentiniai rezultatai (juoda
kreivé) ir modeliné kreivé (raudona kreivé). Taip pat yra pateikta prietaiso
atsako funkcija (IRF kreivé). A paveikslas — aproksimuota viena eksponente. B

paveikslas — aproksimuota dviem eksponentém.
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Atlikus eksperimentiniy duomeny aproksimavimg vieneksponentiniu
gesimo désniu stebimas akivaizdus modeliniy ir eksperimentiniy rezultaty
nesutapimas. Tai iliustruoja didelés liekanos ties trumpom laiko trukmém bei
itin didele * verté. Analogiski rezultatai stebimi ir 2 eksponendiy
aproksimacijos atveju. Aproksimacija yra laikoma teisinga, jei nestebimas
liekany padidéjimas bet kurioje laiko skalés srityje ir x2 verte¢ yra artima 1,
tadiau praktiskai y* 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 SLS
fluorescencijos gesimo kreives. Analogiski rezultatai gauti ir JA bei MK
audiniy atvejais. Véliau atlikta eksperimentiniy rezultaty, uzregistruoty ties 480

nm, aproksimacija trimis eksponentémis (8.4.4 pav.).
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8.4.4 pav. Fluorescencijos gesimo, uzregistruoto ties 482 nm, eksperimentiniai

rezultatai ir jy aproksimacija trimis eksponentémis.

92



Kaip matyti 1§ pateikty grafiky, modeliniai rezultatai aproksimavus
trimis eksponentémis sutampa su eksperimentiniais duomenimis. Tai iliustruoja
ir tolygiai ties nuline verte pasiskirs¢iusios lickanos, ir ¥ verté. Suskaiciuoti
kiekvienos eksponentés charakteringi laikai (fluorescencijos gyvavimo/gesimo
trukmés Ty, To, T3) Yyra pateiktos paveikslélivose. Galima daryti iSvada, jog
zadinant 405 nm spinduliuvote maziausiai trys fluorescuojantys komponentai
yra atsakingi uz SLS, MK ir JA fluorescencija ties 480 nm. Tuo tarpu i3
nuostoviosios fluorescencijos spektry buvo identifikuoti tik du pagrindiniai
sirdies audiniy fluoroforai — kolagenas ir elastinas [168-170]. Yra zinoma, jog
sirdyje randamas kolagenas yra keleto formy. Sirdies tarplastelinio matrikso
kolageno pagrindiné sudedamoji dalis yra kolagenas I, kuris sudaro 85%
bendros kolageno masés [171]. Sirdyje dar yra randami ir kiti fibriles
formuojantys kolageno tipai, tai kolagenas III ir kolagenas V. Sirdies voZtuvas,
kurio pagrindiné sudedamoji dalis yra JA, yra sudarytas 1§ kolageno 1 (74%),
kolageno 11l (24%) ir kolageno V (2%) [109], todél galima teigti, jog
fluorescencijos spektrus labiausiai jtakoja kolageno I ir kolageno III
fluorescencija. Remiantis Siais duomenimis gali bati identifikuoti visi trys
Sirdies audiniy fluorescencija sudarantys komponentai, kuriy skaicius
nustatytas fluorescencinés laikinés skyros spektroskopijos duomenimis. Tai yra
kolagenas |, kolagenas IIl ir elastinas. Nuostoviosios fluorescencinés
spektroskopijos metodu Sie trys fluoroforai negaléjo buti isskirti, kadangi
elastino ir kolageno 111 fluorescencijos spektrai persikloja [173].

Siekiant nustatyti koks yra kiekvieno i§ Siy trijy fluorescuojanciy
komponenty santykinis indélis (F) j fluorescencijos spektrg, buvo atlikta
sudétiniy komponenty analizé, kurios metu buvo isskai¢iuojamas kiekvienos
eksponentés ,,svorinis daugiklis® atliekant eksperimentiniy rezultaty

aproksimavimg. Duomenys yra pateikti 8.4.1 lenteléje.
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8.4.1 lentelé. Kiekvieno i§ trijy komponenty (F1, F2 ir F3) santykiniai

indéliai procentais j fluorescencijos spektra.

MK SLS JA
F1 27.24 26,5 19.15
F2 47.08 48,5 51.5
F3 25.67 25,0 29.35

Sios vertés nurodo, koks yra kiekvieno i§ fluorofory indélis j
fluorescencijos spektra zadinant 405 nm spinduliuote ties konkre€iu bangos
ilgiu (Siuo atveju ties 480 nm). Jos nenurodo audinio tikslios sudéties, kadangi
Siuo metodu nestebimos nefluorescuojancios audinio sudedamosios dalys,
taCiau i§ jy vis tik galima vertinti fluorofory santykinj kiekj kiekviename i
sirdies audiniy. SLS ir MK santykiniai visy komponenty kiekiai yra labai
panasiis, tuo tarpu JA santykiné sudétis yra kitokia. Siuo metu jau yra jrodyta,
jog laidZioji sistema yra raumeninés kilmés audinys, todél SLS ir MK savo
sudétimi yra panasis.

Visi rezultatai, tieck gyvavimo trukmiy, tiek santykiniy indéliy yra
apskaiCiuoti ties vienu bangos ilgiu — 480 nm, tod¢l néra aisku, ar tie patys
fluoroforai ir santykiniai jy kiekiai bus stebimi kitose fluorescencijos
registravimo srityse. Tam tikslui buvo suskaiciuotos fluorescencijos gyvavimo
trukmés bei santykiniai indeliai kiekvieno 1§ fluorescuojan¢io komponento
visame registravimo intervale nuo 430 nm iki 550 nm. SLS, MK ir JA
fluorescencijos gyvavimo trukmés visame Siame spektriniame ruoze Yyra

pateiktos 8.4.5 paveiksle.

94



18 SI—S ° T,
0 . .
& 154 3
—é 12 A AA AL A
> A A A ada A
= A A, A A LA
o 9f* s sa s
£
5 6
6 Bjeg0ce0,0000,,°%°0%,,%00°%,0,
OI.l.TI.IIITIIIIII'.IIIITII
450 480 510 540
Bangos ilgis, nm
] T = T
1 1
18- JA ° T 18- MK ° T,
@ R 2 s
- 154 T . 154 T
g £ A
A A
f:f 12 A “a AA at, AAAAAAA E 12-AA AAAA AAAA AAA A A
z 9_A AAA A . A A ..5 9- N A A AAAAA
E S
<§ 6 § 6.
6 3_....oo.o.O.o.oO..°.ooo.0. 6 3le®eeve®e®®c o000 ,00000 000
0...l-.l-.--.---.llllllnl. 0.-..-.-..--..............

450 480 510 540 450 480 510 540
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm

8.4.5 pav. SLS, MK ir JA audiniy fluorescencijos gyvavimo trukmes

uzregistruotos Zadinant 405 nm spinduliuote.

I§ pateikty rezultaty matyti, kad gyvavimo trukmés visame registravimo
intervale 1§ esmés nekinta. Stebimas tam tikras verciy iSsibarstymas, taciau
désningy pokyc¢iy, kurie galéty reiksti kito fluorescuojancio komponento
atsiradimg, nestebime nei vienam audinio tipui. Fluorescencijos gyvavimo
trukmes yra kiekvieno fluoroforo, esancio tam tikroje biisenoje ar aplinkoje,
charakteringas parametras. Tai yra tarsi jo ,,pirSty antspaudas. Tai, jog
gyvavimo trukmeés nekinta visame registravimo intervale nuo 430 nm iki 550
nm rodo, jog fluoroforai toje spektringje srityje fluorescuoja tie patys.
Remiantis §iais rezultatai buvo suskaiciuotos vidutinés gyvavimo trukmés ir
jvertinti skirtumai tarp skirtingo tipo audiniy gyvavimo trukmiy. Skirtumy tarp

vidutiniy SLS ir kity dviejy audiniy trukmiy reik§mingumas buvo jvertintas
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naudojant porinj t-Testa esant nulinei hipotezei t°° — t"* = 0 ir t°° — ™ = 0.

Skaiciavimy rezultatai pateikti 8.4.2 lenteléje.

8.4.2 lentelé. Sirdies audiniy vidutinés gyvavimo trukmés ir vidutiniai
standartiniai nuokrypiai suskaiciuoti intervale 430 nm — 550 nm. P(H, =0) —

reik§mingumo lygio vertés esant nulinei hipotezei.

MK P(Ho = 0) SLS P(Ho = 0) JA
0.7+0.1 0.07 0.7+0.1 2 9x10. 0.9+0.1
3.1+0.2 0.19 32403 5 9%10 3.5+ 0.4
10.6 1 0.94 10.7+£1.2 0.84 10.7+1.7

SLS ir MK gyvavimo trukmés reik§mingai nesiskiria, todél iy dviejy
audiniy atskyrimas pagal fluorescencijos gyvavimo trukmes yra nejmanomas.
Tuo tarpu JA ir SLS gyvavimo trukmés, apibiidinandios greitai energija

prarandancius fluorescuojancius komponentus (rl ir 12) yra reikSmingai

skirtingos. Analizuojant §iy dviejy audiniy nuostoviosios fluorescencijos
spektrus (8.4.1B pav.) buvo nustatyta, jog jy formos yra beveik identiskos,
todel padaryta iSvada, jog abiejuose audiniuose fluorescuoja tos pacios
medziagos. Laikinés skyros spektroskopijos eksperimentuose Stebimi pirmy
dviejy komponenty nedideli, taciau reikSmingi fluorescencijos gyvavimo
trukmiy skirtumai nepaneigia Sios iSvados. Fluorescencijos gyvavimo trukmés
yra jtakojamos tokiy mikroaplinkos faktoriy kaip pH, jony koncentracija bei
jvairios reakcijos, fermenty aktyvumas, temperatiiros svyravimai [35], todél
suskaiCiuoty gyvavimo trukmiy skirtumai gali bati salygoti ty paciy
fluorescuojanciy medziagy skirtingo struktiirinio iSsidéstymo ar juos supancios
mikroaplinkos. Sie audiniai pagal funkcijas yra visiskai skirtingi, todél
natliralu, jog ir audinio struktiira bei juose esancios medZiagos, kurios
jtakoja fluorescencijos gyvavimo

sudarydamos skirtingg mikroaplinkg

trukmes, yra skirtingos.
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Taigi nustacius, jog fluoroforai visame fluorescencijos registravimo
intervale yra tie patys, buvo atlikta analizé siekiant nustatyti, ar kinta
santykinis $iy fluorofory indélis j registruojama fluorescencija. Visy trijy
komponenty santykiniai indéliai registravimo intervale 430 nm — 550 nm

zadinant 405 nm spinduliuote pateikti 8.4.6 paveiksle.
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8.4.6 pav. Fluorescuojanciy Sirdies audiniy komponenty santykiniai

jnasai procentais ] fluorescencijos spektra.

Kaip matyti i§ pateikty grafiky, fluorofory indélis irgi i§ esmés nekinta,
kas reiskia, jog ir fluorescencijos spektro sudétis bet kurioje spektrinéje srityje
i§ intervalo 430 nm — 550 nm yra tokia pati. Taip pat buvo suskaigiuoti SLS,
MK ir JA kiekvieno i§ trijy komponenty vidutiniai indéliai <F> visame

registravimo intervale. Skirtumy tarp vidutiniy SLS ir kity dviejy audiniy
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komponenty inde¢liy reikSmingumas buvo jvertintas naudojant porinj t-Testa
esant nulinei hipotezei F*"S — FA = 0 ir F*'S — FMX = 0. Verteés pateiktos 8.4.3

lentel¢je.

8.4.3 lentel¢. Santykiniai fluorofory kiekiai suskaiciuoti intervale 430

nm — 550 nm. P(Hy =0) — reik§mingumo lygio vertés esant nulinei hipotezei.

MK P(Ho =0) SLS P(Ho=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

Analogiskai kaip ir gyvavimo trukmiy atveju, MK ir SLS audiniy
vidutiniy indéliy vertés <F1>, <F2> ir <F3> tarpusavyje nesiskiria
reikSmingai. Taigi Sie du audiniy tipai, biidami raumeninés kilmés, nesiskiria ir
komponentine sudétimi. Tai reiskia, jog kolageno I, kolageno Il1 ir elastino
santykinis Kiekis abiejuose audiniuose yra toks pat. Vis délto, absoliutus ty
paciy fluorescuojanciy medziagy kiekis yra skirtingas. Tai yra stebima iS$
fluorescencijos spektry. SLS fluorescencija yra gerokai intensyvesné nei MK,
todél galima daryti i§vada, jog visy trijy fluorescuojané¢iy komponenty SLS yra
daugiau, taciau jy proporcija yra tokia pati kaip ir MK.

JA ir SLS audiniy santykiné¢ sudétis yra skirtinga. Tai stebima i§
reikSmingai besiskirianciy visy trijy fluorescuojanciy komponenty vidutiniy
kiekiy <F1>, <F2> ir <F3> (8.4.3 lentel¢). Pirmojo komponento yra daugiau
SLS, o antrojo ir trediojo — JA. I§ 8.4.3 lentelés matyti, jog pirmojo
komponento yra daugiau abiejuose raumeninés kilmés audiniuose (SLS ir
MK), kurie pasizymi tamprumu ir elastiSkumu, todel Sis pirmasis
fluorescuojantis komponentas gali biiti identifikuojamas kaip elastinas. Antrojo
ir tre¢iojo komponenty raumeninés kilmés audiniuose yra maziau nei JA, kuris
atsakingas uz audiniy formos palaikymg bei struktiiros tvirtuma, todé¢l Sie du

fluorescuojantys komponentai atitinka kolageng. Antrojo komponento yra
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zenkliai daugiau, todél jis gali buti priskirtas gausiausiai JA esanCiam
fluoroforui kolagenui I, tuomet treciasis komponentas atitinka kolageng III.

Fluorescuojan¢iy komponenty santykiniy kiekiy analizés rezultatai rodo,
jog santykiné JA ir SLS audiniy sudétis yra skirtinga. Sie duomenys neatitinka
nuostoviosios fluorescencijos rezultaty Zadinant 405 nm spinduliuote, Kuriuose
stebimi beveik identiikos formos JA ir SLS fluorescencijos spektrai (8.4.1
pav.). Spektrinés formos sutapimas reiskia ne tik ty paciy fluorofory buvimag
audiniuose, bet ir santykiniy jy kiekiy sutapimg. Neatitikimas tarp
nuostoviosios ir kinetinés spektroskopijos duomeny gali biiti paaiskinamas tuo,
jog kolageno Il ir elastino nuostoviosios fluorescencijos spektrai persikloja.
Elastino yra daugiau SLS, tuo tarpu kolageno daugiau JA, o dél persiklojanéiy
Ju spektry intensyvumy skirtumai néra stebimi.

[Sanalizavus  Sirdies audiniy  fluorescencinés laikinés  skyros
spektroskopijos rezultatus Zzadinimui naudojant 405 nm spinduliuote ir
fluorescencija registruojant 430 nm — 550 nm srityje galima apibendrinti, jog
SLS ir MK tiek fluorescencijos gyvavimo trukmés, tiek santykiniai fluorofory
kiekiai reikSmingai nesiskiria ir laikinés skyros metodika Sie audiniai yra
neatskiriami. Tuo tarpu SLS ir JA pasizymi ir skirtingomis fluorescencijos

gyvavimo trukmémis (rl ir rz), ir nevienoda fluorofory santykine sudétimi,

todél laikinés skyros spektroskopijos metodu Sie audiniai gali biiti atskiriami.
Tyrimy metu taip pat nustatyta, jog tiek gyvavimo trukmeés, tiek santykiniai
fluorofory kiekiai registravimo intervale 430 nm — 550 nm nekinta, todél
siekiant laikinés skyros metodikg pritaikyti audiniy atskyrimui fluorescencijos
gyvavimo trukmeés bei fluorescuojanciy komponenty santykiniai kiekiai gali

biti registruojami bet kurioje srityje 1§ spektrinio ruozo 430 nm — 550 nm.

8.5 Sirdies audiniy vaizdinimas konfokaline atspindZio

mikroskopija

Anksciau apraSyti optinés biopsijos metodai, paremti nuostovigjg bei

laikine fluorescencine spektroskopija, suteikia informacijg apie audinyje
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esanCius fluoroforus bei jy blisenas. Analizuojant Siuos duomenis yra daromos
atitinkamos iSvados apie organizmo fiziologinius ar funkcinius pakitimus. Tam
tikrais atvejais biina sunku stebimus fluorescencijos pokyc¢ius susieti su realiais
organizmo parametrais, arba atvirk$¢iai — esant tam tikriems organizmo
pakitimams sunku tai pastebéti fluorescencinés spektroskopijos duomenyse.
Naudojant kitus optinius metodus, tokius kaip mikroskopija, yra stebimi
tiesioginiai audinio struktiiros ar jj sudaranciy lasteliy ypatumai ir pakitimai,
kurie remiantis ilgamete biologiniy objekty tyrimo mikroskopija patirtimi
lengvai gali buiti pastebimi ir atpazjstami. Ligi Siol esminis mikroskopijos
trukumas buvo tai, kad apZzitrai audinys turéjo biiti specialiai paruoSiamas,
todél tokios metodikos taikymas apsiribojo tik ex vivo tyrimais. Mokslui ir
technologijoms Zengiant | prieki mikroskopo struktiira buvo patobulinta ir
sukurtas naujas prietaisas, jgalinantis biologiniy audiniy lasteles apzitréti in
vivo. Sios in vivo mikroskopijos ribotumas yra susijes su didele §viesos sklaida
ir sugertimi biologiniuose objektuose. Norint pasiekti kuo didesnj diagnostikos
gylj, tyrimams turi biiti naudojama Sviesa 1§ audiniy optinio skaidrumo lango.
Sios srities spinduliuoté beveik nesukelia fluorescencijos audiniuose, todél yra
naudojama atspindzio metodika, kuomet infraraudonosios srities lazerine
spinduliuote yra apSvieCiamas audinys ir registruojamas atspindys. Tai yra
nauja metodika, todel kol kas néra identifikuoti skirtingy audiniy parametrai,
kurie nulemia vaizdo kontrasty. Laidzioji sistema bei aplinkiniai audiniai
skiriasi tiek savo sudétimi, tiek struktiira, todél tikétina, jog atspindys nuo Siuos
audinius sudaran¢iy komponenty turéty biti skirtingas ir tokiu budu jie galéty
buti identifikuojami. Siekiant nustatyti galimus kontrasto Saltinius Sirdies
audiniuose bei jvertinti atspindZio mikroskopijos galimybes vaizdinant SLS
buvo atlikti visy trijy Sirdies audiniy tipy vaizdinimo eksperimentai
konfokaline atspindzio mikroskopijos sistema Vivascope 1500.

Siuo metu pasaulyje didzioji dalis tyrimy, atlickamy atspindZio
konfokalinés mikroskopijos metodu, yra skirti odos bei pigmentiniy dariniy
tyrimams [140-142,150,174,175]. Sirdies audiniai, tuo labiau laidZioji sistema,

Siuo metodu néra tirti.
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Vaizdinimo eksperimenty metu Sirdies audiniy preparatai buvo
skenuojami nuo pat pavirSiaus sluoksnis po sluoksnio, taip uzregistruojant
skirtinguose gylivose esanciy sirdies sienelés sluoksniy atspindzio vaizdus.

Vidinio S$irdies pavirSiaus — endokardo atspindZio vaizdas pateiktas yra

8.5.1 pav. Skirtingy endokardo sluoksniy atspindzio vaizdai. Vaizdai yra gauti

skenuojant tg pacig vietg skirtinguose gyliuose. Paveikslas A — pavirSinis

sluoksnis — endotelis. Paveikslas B — vaizdas 16 um gylyje.

Endokardas yra sudarytas i$ keleto skirtingy sluoksniy (8.5.2 pav.).
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8.5.2 pav. Sirdies audinio pjiivis, nudazytas hematoksilinu ir eozinu. Pavir§inis
endokardo sluoksnis yra sudarytas i§ endotelio lgsteliy monosluoksnio.
Rodyklémis yra paZyméti endotelio lasteliy branduoliai. Vidiné endokardo
struktira néra aiskiai iSreikSta. Histologiniame preparate matomi tik kolageno

ir elastino pluostai, sudarantys subendotelinj jungiamajj audinj.

Endokardo sluoksniy skaicius skirtingose vietose yra skirtingas ir kinta
nuo trijy iki penkiy. Endotelis — pavirSinis Sirdies sienelés sluoksnis yra
sudarytas i§ endotelio 1gsteliy monosluoksnio, JA Iasteliy ir kolageno fibriliy
[87]. Endotelio lgstelés yra labai plonos (apie 3 mm), todél konfokalinés
atspindzio mikroskopijos metodu i§ jy sudarytas monosluoksnis néra
isskiriamas. Sviesiis plotai matomi endokardo pavirsiuje 8.5.1A paveiksle yra
atspindys nuo nelygaus kolageno pavirsiaus, dengiancio gilesnius endokardo
sluoksnius. Sekantis sluoksnis, kuris gali buiti aiSkiai i$skiriamas atspindzio
vaizduose yra sudarytas i§ netvarkingai iSsidéséiusiy skaiduly (Pav. 8.5.1B).
Vaizdas yra uzregistruotas 16 pm gylyje. Ligi Sio gylio jokio kito aiskiai
skirtingo sluoksnio nestebéta. 8.5.1B paveiksle matomas Sviesus tinklas yra
kolageno ir elastino pluostai, sudarantys vidinj ir iSorinj JA sluoksnj.

Analogiska endokardo strukttira yra stebima ir histologinio preparato vaizde
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(8.5.2 pav.). Tamsiis plotai atspindzio vaizde (8.5.1B) stebimi tarp Sviesaus
kolageno ir elastino tinklo atitinka tarplgstelinj uzpildg. Viso endokardo storis
priklausomai nuo lokalizacijos yra skirtingas ir kinta nuo 10 um iki 200 um
[109,174].

Vertikali ir horizontali konfokalinés atspindzio mikroskopijos skyra yra
prastesné nei gali biiti pasiekiama atlieckant histologinius tyrimus, todél
objektai, kurie yra mazesni nei 1,25 um ir sluoksniai plonesni nei 5 um néra
isskiriami. Siuo metu tik keletas klinikoje naudojamy metody jgalina istirti
vidines audiniy struktliras nesuardant paties audinio. Kompiuterinio bei
branduoliy magnetinio rezonanso tomografijy skyra yra pakankama vaizdinti
skirtingo tipo audinius, taciau subtiliis vidinés audinio strukttiros ar sudéties
skirtumai yra nepastebimi, todeél konfokalinés atspindZzio mikroskopijos
galimybés vaizdinti kolageno ir elastino skaidulas bei jy sudaromg tinkla
nepazeidZiant paties audinio gali biiti panaudotos fibrozés zidiniy nustatymui
ar miokardo infarkto pazeisty viety identifikavimui operacijos metu.

Sekantis sluoksnis, kuris yra iSskiriamas atspindzio konfokaliniu

mikroskopu, buvo uzregistruotas 4 pum giliau po endokardu, mazdaug 20 pm

gylyje (8.5.3 pav.).

8.5.3 pav. Darbinis miokardas. Paveikslas A — vaizdas miokardo

preparato, dazyto hematoksilinu ir eozinu. Paveikslas B — konfokalus
atspindZio vaizdas uzregistruotas ~ 20 um gylyje nuo pavirSiaus. Paveikslas C
— miocity pluostai ~ 35 pm gylyje. Tarp miocity esantys interkaliaciniai diskai

(parodyti rodyklémis) yra geriau matomi atspindzio vaizduose.
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Atspindzio vaizde yra stebima charakteringa MK struktiira, kurioje
matosi lygiagre€iais pluostais iSsidést¢ miocitai. 8.5.3 B ir C vaizduose skiriasi
miocity pluosty kryptys. Tai atitinka skirtingus raumeny sluoksnius. MK be
miocity taip pat yra intersticiumas su JA lgstelémis, elastino ir kolageno
pluostai bei kraujagyslés. Taip pat tam tikrose Sirdies vietose MK audinyje yra
jsiterpusi laidzioji sistema [109,174]. Aktino ir miozino pluoStai esantys
miocituose atspindi lazerine spinduliuote ir lemia pilka jy spalva, tuo tarpu MK
intersticiumas konfokalinése atspindZio nuotraukose yra matomas kaip tamsis
plotai. Interkaliaciniuose diskuose yra gausu baltymy, kurie formuoja
tarplastelines jungtis ir stipriai atspindi $viesa. Sios jungtys atspindZio
vaizduose iSryskéja kaip itin Sviesios struktiros (8.5.3 pav. rodyklés). Vidutinis
miocity diametras iSmatuotas konfokalinés atspindzio mikroskopijos vaizduose
yra ~10 pm.

MK storis skirtingose Sirdies vietose kinta nuo keliy milimetry iki
daugiau nei vieno centimetro. Maksimalus konfokalinio atspindzio mikroskopo
vaizdinimo gylis priklauso nuo audinio optiniy savybiy bei apSvietimo bangos
ilgio. 800 nm bangos ilgio spinduliuoté jgalina registruoti pakankamo
kontrasto MK vaizdus iki 250 um gylio. I$ gilesniy sluoksniy atsispindéjusi
Sviesa pakeliui j detektoriy yra sugeriama ir jo nepasiekia, arba patyrusi
daugybe atspindziy nebeislaiko informacijos apie taska, nuo kurio atsispind¢jo.
Tokie fotonai bus stebimi kaip bendras triukSmas. Vaizdinimas Vivascope
1500 prietaise yra atlieckamas 9 kadrai/sekundg, tod¢l prailginus vieno kadro
(vaizdas 500 um x 500 pum) registravimo laikg biity uzregistruojami geresnio
kontrasto vaizdai ir gilesni sluoksniai taip pat galéty buti vaizdinami. Jei
trumpi registravimo laikai vis délto yra butini vaizdinimui realiame laike,
tuomet geresnis kontrastas galéty biiti pasiektas naudojant jautresnius
detektorius.

Tam tikrose MK vietose buvo aptiktos lastelés, kurios skyrési nuo

miocity (8.5.4 pav.).
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8.5.4 pav. Sirdies audinio atspindZio vaizdas, rodantis heterogeniska lasteline

struktiirg. Paveiksle A matyti didelés lagstelés, kurios savo forma skiriasi nuo
miocity. Lasteliy branduoliai yra matomi kaip tamsios démeés Igsteliy viduje.
Paveiksle B matyti, jog lastelés yra i$sidéscéiusios lygiagreciais pluostais ir yra

persipynusios su miocitais.

Sios lastelés yra daug storesnés nei miocitai ir turi apvalius branduolius.
Lastelés taip pat yra i8sidésCiusios lygiagre€iais pluoStais, kurie yra persipyne
su miocitais (8.5.4B pav.). Yra zinoma, kad uz elektrinio signalo perdavima
periferinése Sirdies dalyse yra atsakingos Purkinje lgstelés [12,17,87,176].
Laidziosios sistemos Sakose Purkinje lasteliy yra nedaug, jos formuoja
Purkinje skaidulas, kurios yra persipynusios su miocitais [87,12,176]. Purkinje
lastelés yra mazdaug 46 um skersmens. Toks pat skersmuo yra ir lgsteliy
stebimy atspindZio vaizduose (8.5.4. pav.). Kito tipo laidumo lgsteliy skersmuo
yra ~ 7-10 pm ir labiau primena jprastus miocitus [87]. Misy Ziniomis Sirdyje
néra jokiy kity Iasteliy, kuriy skersmuo biity ~ 46 um. Remiantis Siais faktais
8.5.4 paveiksle atspindzio vaizduose stebimos Igstelés gali biiti atpazintos kaip
Purkinje lastelés. Reikéty pazyméti, jog ligi Siol jokiais metodais nebuvo
pavyke uzregistruoti Purkinje lasteliy neiSpreparuotame ir nedaZzytame
audinyje. Kontrastas $iy Iasteliy konfokaliniuose atspindzio vaizduose yra

nulemtas Igsteliy viduje esan¢iy mikrotubuliy tinklo, filamenty, miofibriliy ir
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glikogeno granuliy. Sveikose Sirdyse glikogenas yra difuziskai pasiskirstes
lasteliy citoplazmoje ir dél ribotos konfokalinés atspindzio mikroskopijos
skyros §ios mazos granulés néra iSskiriamos. Glikogenas §viesg atspindi arba
iSsklaido, todél lasteliy vidus atrodo Sviesus. Geresné skyra galéty biiti
pasiekiama audiniy apSvietimui naudojant trumpesniy bangos 1ilgiy
spinduliuote, taCiau trumpesniy bangos ilgiy Sviesa yra stipriau sugeriama
audinyje esanciy komponenty ir dél to sumazéja jsiskverbimo gylis. Vis délto
naudojant 800 nm spinduliuotg¢ pasiekiama skyra yra pakankama vaizdinti
kolageno ir elastino pluostus, pavienius miocitus ir Purkinje 1gsteles.

Dar viena charakteringa laidziosios sistemos histologiné ypatybé yra tai,
jog SLS 3akos yra apsuptos izoliaciniu JA sluoksniu. Histologinis laidZiosios
sistemos Sakos vaizdas pateiktas 8.5.5 paveiksle. Kaip matyti i§ histologiniy
vaizdy, JA supa ne tik Purkinje skaidulas, bet visa SLS 3aka.

: e o> . = e
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8.5.5 pav. Desineé Hiso pluosto Saka. Audinio pjiviai dazyti hematoksilinu ir
eozinu. Rodyklés Nr.1 Zymi Purkinje Igsteles. Rodyklés Nr.2 rodo JA sluoksnj,
kuris Hiso pluosta atskiria nuo MK. Rodyklés Nr.3 zymi JA esantj Hiso

pluosto viduje. Paveiksle A esanti rodyklé Nr.4 rodo apvalius lipocitus.
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Sios auks¢iau idvardintos SLS ypatybés yra aiskiai matomos ir

konfokaliniuose atspindZio vaizduose, kurie buvo gauti i§ nesupjaustyty ir

nedazyty Sirdies audinio preparaty (8.5.6 pav.).

8.5.6 pav. Desinés Hiso pluosto Sakos preparaty konfokaliniai atspindzio
vaizdai, uzregistruoti 55 pm gylyje. Rodyklés Nr.1 Zymi Purkinje lasteles,
rodyklés Nr.2 zymi Hiso pluosta supantj JA. Paveiksle A Rodyklé Nr. 4 rodo

uz pluosto esancig lipocity sankaupg.

Miokardo fone iSsiskiria JA izoliuotas Hiso pluosto Sakos fragmentas.
Pluostas yra sudarytas i$ Purkinje Igsteliy (8.5.6 pav. Rodyklés Nr. 1), kurios
sudaro lygiagrec¢ias skaidulas ir kartu su jas supanciais miocitais sudaro
pluosting struktiirg. Izoliacinis sluoksnis yra sudarytas 1§ JA ir atspindzio
nuotraukose matomas kaip plony, susipynusiy kolageno skaiduly tinklas (8.5.6
pav. Rodyklés Nr. 2). VirSutinéje pluosto dalyje 8.5.6A paveiksle yra matoma
lipocity sankaupa.

Apibendrinant  vaizdinimo atspindZio konfokaline mikroskopija
rezultatus galima paminéti, jog §i metodika buvo pirma karta pritaikyta Sirdies
audiniy tyrimams. Tyrimy metu mes parodéme, kad horizontali ir vertikali
metodo skyra jgalina iSskirti skirtingus endokardo sluoksnius dél nevienodai

iSsidésciusiy kolageno ir elastino skaiduly. Pavieniai miocitai, kuriy vidutinis
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skersmuo yra ~ 10 um, taip pat gali buti vaizdinami. Konfokaline atspindzio
mikroskopija, panaSiai kaip ir optine koherentine tomografija, vaizdai yra
gaunami déel skirtingai atspindétos Sviesos nuo tam tikry audinio elementy.
Vietos, kuriose gausu baltymy, pvz. interkaliaciniai diskai, stipriai atspindi
Sviesg ir iSsiskiria i$ aplinkiniy struktiry. Tam tikrose MK vietose buvo
aptiktos didelés lastelés, kurios remiantis anatominiais ir histologiniais
kriterijais buvo atpazintos kaip Purkinje Igstelés.

Nors $ie pirminiai rezultatai buvo gauti ex vivo audiniuose, taciau jie yra
labai svarbiis. Siuo metu rinkoje jau yra pristatyti dar tobulesni instrumentai,
igalinantys registruoti konfokalinius vaizdus net ir sunkiai prieinamose vietose.
Atspindzio konfokalinis mikroskopas gali biiti modifikuotas j fluorescencinj
konfokalinj mikroskopg, tokiu biidu vaizdinant ne tik skirtingu atspindzio
rodikliu pasiZyminc€ius audiniy elementus. Taigi konfokaliné mikroskopija,
igalinanti registruoti pavieniy Iasteliy vaizdus gyvuose audiniuose atveria
naujus kelius Sirdies audiniy tyrimuose in vivo ir laidziosios sistemos

vaizdinimui.

8.5.1 Konfokalinés mikroskopijos ir fluorescencinés spektroskopijos

metodiky palyginimas

Konfokalinés mikroskopijos metodu yra gaunami tiesioginiai audinj
sudaran¢iy komponenty vaizdai. Siuo atveju identifikuoti skirtumus yra
gerokai paprasCiau, nei analizuojant fluorescencijos spektrus. Skyra
pasiekiama  konfokalinés mikroskopijos metodu yra geresné nei
fluorescencinés spektroskopijos, kadangi registruojant fluorescencija skyra yra
lemiama SviesolaidZio skersmens. DidZiausias konfokalinio vaizdinimo
trikumas — nedidelis kokybisko vaizdo registravimo gylis, tuo tarpu
fluorescencija gali biiti uZregistruota ir i§ didesniy gyliy. Tyrimuose su
modelinémis sklaidan¢iomis sistemomis buvo parodyta, jog parinkus tam tikra
zadinimo — surinkimo sistemos geometrija galima selektyviai registruoti

gilesniy sluoksniy fluorescencijg [177,178]. Taigi buvo atliktas konfokalinés
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mikroskopijos ir fluorescencinés spektroskopijos metody palyginimas, siekiant
jvertinti abiejy sistemy diagnostikos gylius.

Siam tikslui buvo parinktas bandinys, kuriame SLS $aka yra lokalizuota
ne lygiagreciai pavirSiui, bet leidziasi gilyn. Bandinio konfokalinis atspindzio

vaizdas sugretintas su dienos Sviesos nuotrauka pateiktas 8.5.1.1 paveiksle.

Vo
~ Smeigtuky
jsmeigime vietos !

8.5.1.1 pav. Paveikslas A — Sirdies preparato vaizdas dienos $viesoje. Baltas
kvadratas zymi vaizdinimo konfokaliniu mikroskopu plotg. Vaizdinimo plotas
8x8 mm. Rodyklémis pazymétos smeigtuky jsmeigimo vietos, kurios buvo
panaudotos vaizdy sugretinimui. Paveikslas B — konfokalinis atspindzio
vaizdas 100 pm gylyje. Juodai yra apvestas laidziosios sistemos pluostas.
Vaizde matyti, jog bandinio kraste SLS pluostas yra skanavimo plokstumoje, 0

bandinio viduryje pluostas leidziasi gilyn j audinj.

Tyrimo metu fluorescencijos spektrai buvo matuoti $viesolaidziu kas
200 um. Vienu atveju skenavimas atliktas iSilgai laidZiosios sistemos $akos,
Kitais atvejais — skersai Sakos (jvairiose vietose). Skenavimas SviesolaidZiu
vyko pagal 7.2 skyriuje aprasyta metodika. Kiekviename registravimo taske
buvo skai¢iuojamas fluorescencijos intensyvumy santykis ties 460 nm,
zadinant 330 ir 380 nm spinduliuote. Pirmojo skenavimo rezultatai, kurio metu
intensyvumai registruoti skersai laidziosios sistemos Sakos netoli bandinio

krasto, pateikti 8.5.1.2 paveiksle.
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8.5.1.2 pav. Sirdies preparato pirmojo skenavimo per laidZiosios sistemos $aka
rezultatai. Ant preparato nuotraukos, toje vietoje kur atliktas vaizdinimas
konfokaliniu mikroskopu, uzdétas konfokalinis atspindZio vaizdas. Linija,
kurioje buvo registruojami fluorescencijos intensyvumai, pazymeéta punktyrine
linija. Desinéje pateikti fluorescencijos intensyvumy santykiy skai¢iavimo
rezultatai. Linijomis paZyméti taskai, kurie pagal intensyvumy santykiy

metodika atitinka SLS pluoto ribas.

Sie rezultatai, kurie buvo skirti palyginti dviejy metody galimybes, dar
karta patvirtino fluorescencinés spektroskopijos metodo tinkamumg SLS
atskyrimui. Fluorescencijos intensyvumy santykiai gerai Kkoreliuoja su
konfokaliniu atspindZio vaizdu. Toje vietoje kur prasideda SLS pluostas, yra
stebimas staigus santykio vertés sumazéjimas (8.5.1.2 pav., ties 4 mm Zyma),
kas rodo JA buvima. Dengiamojo JA buvimas aplink SLS $akas yra Zzinomas i3
laidziosios sistemos morfologijos. Tq patj galima pasakyti ir i§ atspindzio
vaizdy — Sioje vietoje matyti JA sudaranciy skaiduly pluostas. Kita pluosto
krasto riba néra tokia aiski atspindzio vaizduose, tafiau intensyvumo santykiy
kreivéje stebimas staigus, nors ir nedidelis santykio vertés sumazéjimas

(8.5.1.2 pav.,, ties 2 mm zyma). Laidziosios sistemos pluosto ribose
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intensyvumy santykis yra artimas 1, o MK ribose santykis virSyja 1,2.
AnalogiSki duomenys buvo gauti ir anks¢iau, Sirdies preparatus tiriant ir
vaizdinant nuostoviosios fluorescencijos metodu (8.2 ir 8.3 skyriai). Sis
konfokalinés mikroskopijos ir fluorescencinés spektroskopijos duomeny
palyginimas leido pirma kartg itin tiksliai susieti spektroskopijos duomenis su
audinio morfologija. Toks dviejy metodiky derinimas zenkliai palengvina bei
patikslina spektroskopiniy duomeny interpretavimg. Taip pat reikéty paminéti,
jog derinant abi metodikas pirmg kartg fluorescencijos registravimo taskai
buvo parinkti pagal morfologiskai (citologiSkai) svarbiausias vietas, todel buvo
gauta tiesiogin¢ koreliacija tarp audinio morfologijos ir fluorescencijos
spektry. Atsizvelgiant j iSskirtines konfokalinés mikroskopijos galimybes
vaizdinti jvairius audiniy sluoksnius nesuardant paties audinio, konfokaliné
mikroskopija galéty buti pripazinta kaip naujas auksinis standartas
moksliniuose tyrimuose lyginant neinvaziniy optiniy metody duomenis su
audinio morfologija.

Sekantis bandinio skenavimas Sviesolaidziu buvo atliktas toliau nuo
bandinio krasto. Kaip matyti i§ 8.5.1.1 pav. tolstant nuo preparato krasto SLS

pluostas leidziasi gilyn j audinj. Tyrimo rezultatai pateikti 8.5.1.3 paveiksle.
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8.5.1.3 pav. Sirdies preparato antrojo skenavimo per laidziosios sistemos $aka
rezultatai. Linija, kurioje buvo registruojami fluorescencijos intensyvumai,
pazyméta punktyrine linija. DeSinéje pateikti fluorescencijos intensyvumy
santykiy skai¢iavimo rezultatai. Linijomis pazymeéti taskai, kurie pagal

intensyvumy santykiy metodika atitinka SLS pluosto ribas.

Rezultatai yra analogiski, kaip ir pirmojo skenavimo atveju. Tos vietos,
kuriose fluorescencijos intensyvumy santykiy vertés yra artimos 1, pagal
konfokaline atspindZio nuotrauka atitinka SLS pluosta. Staigiis intensyvumo
santykiy vertés pokyciai ties 1,9 mm ir 2,9 mm (8.5.1.3 pav.) atitinka JA
izoliacinj sluoksnj aplink laidziosios sistemos pluostag. MK audinio ribose
intensyvumy santykis virSija 1,2 verte, kas vélgi gerai koreliuoja su anksciau
gautais rezultatais.

Treciasis skersinis laidziosios sistemos skenavimas buvo atliktas toje
vietoje, kur atspindzio vaizde SLS pluoito jau nebematyti — jis yra gilesniuose

sluoksniuose. Skenavimo rezultatai pateikti 8.5.1.4 paveiksle.
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8.5.1.4 pav. Sirdies preparato tre¢iojo skenavimo per laidZiosios sistemos $aka
rezultatai. Linija, kurioje buvo registruojami fluorescencijos intensyvumai,
pazyméta punktyrine linija. DeSinéje pateikti fluorescencijos intensyvumy
santykiy skai¢iavimo rezultatai. Linijomis pazymeéti taskai, kurie pagal

intensyvumy santykiy metodika atitinka SLS pluosto ribas.

Remiantis fluorescencijos intensyvumy santykiais ir Sioje bandinio
vietoje vis dar galima nustatyti SLS lokalizacija, tadiau $iuo atveju néra
registruojamas JA egzistavimas ties pluosto krastais ir todél pluosto ribos gali
biiti nustatytos i§ staigaus intensyvumo santykio vertés sumazéjimo ties 1,5
mm ir staigaus padidéjimo ties 2,4 mm (8.5.1.3 pav.). Intensyvumy santykiy
vertés §iame skenavimo ruoZe (daugiau uz 1,06 ir maZiau uz 1,2) atitinka SLS
verciy intervalg. MK audinio ribose intensyvumy santykis velgi virSija 1,2.

Paskutinis audinio skenavimas S$viesolaidziu buvo atliktas iSilgai
laidziosios sistemos Sakos, pradedant nuo preparato krasto, kur laidziosios
sistemos Saka yra pavirSiuje ir baigiant toje vietoje, kur atspindZio nuotraukoje

SLS jau nebesimato. Tyrimo rezultatai pateikti 8.5.1.5 paveiksle.
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8.5.1.5 pav. SLS pluosto isilginis skenavimas. Skenavimo vieta yra pazyméta
spalvota linija. Spalvos atitinka tam tikras fluorescencijos intensyvumy
santykiy vertes. DeSinéje pateikta skalé, kur skirtingos spalvos zymi tam tikrus
intensyvumy santykiy veréiy intervalus. Paveiksliuke (balta kreivé) yra

pateiktos ir intensyvumy santykiy vertés kiekviename registravimo taske.

Sio skenavimo rezultatai leidzia palyginti dviejy neinvaziniy metody
vaizdinimo gylius. Konfokalinés mikroskopijos metodu SLS lokalizacija buvo
galima jvertinti iki ~ 150 um gylio, tafiau tyrimuose panaudotas atspindzio
vaizdas buvo uzregistruotas 100 um gylyje, nes i§ gilesniy sluoksniy
uzregistruotuose Vvaizduose SLS ribos nebéra pakankamai ryskios. Pluosto
galas, kuris atspindZio vaizduose dar aiSkiai galéjo biti iSskiriamas i$
aplinkiniy audiniy, yra lokalizuotas ties 5 — 5,5 cm Zyma (8.5.1.5 pav.). Tuo
tarpu fluorescencinés spektroskopijos metodu galima identifikuoti laidziaja
sistema iki 7 mm Zymos. Sioje vietoje SLS yra giliau nei 150 pm. Taigi,
$viesolaidziu registruojant $irdies audiniy fluorescencija SLS galima biity
aptikti giliau, kur tiesioginio vaizdinimo metodu, pagrjstu atspindzio

registravimu, jau nebegaunami pakankamo kontrasto vaizdai.
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Apibendrinant dviejy neinvaziniy metody palyginimo rezultatus galima
teigti, jog konfokaliné atspindzio mikroskopija yra itin aukstos erdvinés skyros
metodas, leidZiantis identifikuoti ne tik laidziosios sistemos lokalizacija, bet ir
vaizdinti smulkigsias Sirdies audinio struktiiras, ta¢iau tai yra brangus metodas,
o jo taikymas Sirdies operacijos metu ne visada gali biiti jmanomas dél
sudétingo priéjimo prie tiriamos vietos. Nepaisant to, konfokaliné atspindzio
mikroskopija  galéty tapti nepamainomu jrankiu  Sirdies audiniy
fundamentiniuose tyrimuose, kadangi atlickant jvairiuose gyliuose esanciy
sluoksniy vaizdinimg pats audinys néra suardomas ir jis gali biti naudojamas
arba pakartotiniuose tyrimuose, arba tyrimuose kitais metodais. Tuo tarpu
Sviesolaidiné fluorescenciné spektroskopija yra zenkliai paprastesnis ir
pigesnis metodas, kuriuo galima iStirti net ir pacios sudétingiausios
lokalizacijos vietas. Siuo metodu néra gaunami tiesioginiai SLS vaizdai, todél
taikant fluorescencijos intensyvumy santykiy metodikg gali biiti nustatytas tik
laidziosios sistemos pluosty iSsidéstymas Sirdyje, taciau atliekant Sirdies
operacijas informacija apie SLS lokalizacija yra pakankama, kad i§vengti SLS
pazeidimo. Sio metodo skyra yra pakankama pavieniy SLS $aky vaizdinimui.
Ankstesniy tyrimy metu buvo parodyta, jog naudojant atitinkamus
Sviesolaidinius zondus gali biiti identifikuojami 1 mm skersmens laidziosios
sistemos pluoStai [179], todel deél itin placiy galimybiy parenkant zondy
geometrines formas $viesolaidingé SLS aptikimo metodika turéty puikiai tikti

tyrimams in vivo.

8.6 Sirdies audiniy vaizdinimas in vivo operacijos metu

Atlikus Sirdies audiniy analize jvairiais optiniais metodais bei jvertinus
kiekvieno i§ jy galimybes laidziosios sistemos identifikavimui gyvuose
audiniuose, nuspresta pirminius SLS atskyrimo tyrimus in vivo atlikti
fluorescencine ne laikinés skyros spektroskopija, taikant intensyvumy santykiy

metodika, aprasyta 8.2 skyriuje.
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Tyrimas operacijos metu suteiké labai daug svarbios informacijos. Visy
pirma buvo realiomis sglygomis jvertinta laidziosios sistemos aptikimo
metodika bei diagnostiné aparatiira, pateikta 7.6 skyriuje. Operacijos metu
buvo registruojami spektrai visy trijy Sirdies audiniy — JA, SLS ir MK.
Kiekviename tyrimo taske buvo registruojami trys spektrai: atraminis signalas,
siekiant jvertinti aplinkos Sviesos itaka (Siuo atveju Zadinancioji spinduliuote
buvo i§jungiama); tuoj pat po to buvo registruojami autofluorescencijos
spektrai Zadinant 330 nm bei 380 nm spinduliuote. Tyrimas viename taske
uztrukdavo apie 30s. Sio registravimo metu operuojantis chirurgas
Sviesolaidin] zondg tur¢jo iSlaikyti nejudamai. I§ viso buvo uzregistruoti 72
fluorescencijos spektrai 1§ 24 Sirdies viety. IS jy 10 viety 1S JA srities, 4 vietos
i§ MK bei 10 viety, kuriose ieskota SLS.

Deja, bet Sirdies audiniy fluorescencinio vaizdinimo skaitmenine
kamera nepavyko atlikti. Operacijos metu Sirdis yra atveriama minimaliai, kiek
yra reikalinga atitinkamos ydos ar paZeidimo korekcijai. Taip pat yra keliami
itin griezti sterilumo reikalavimai jrangai, kuria dirbama operaciniame lauke.

Taipogi reikéty paminéti, jog nepaisant to, kad operacijos metu
kraujotaka 1§ Sirdies yra atjungiama ir operaciniame lauke kraujo biina
minimaliai, tatiau priglaudus zondg susidariusiame jdubime, per 30s Siek tiek
susirinkdavo kraujo.

Pirminiai rezultatai patvirtino ir anks¢iau, ex vivo bandiniuose stebétus
fluorescencijos intensyvumo ypatumus — intensyviausiai fluorescuoja JA,
silpniausiai MK. Tose vietose, kur ieskota SLS, intensyvumas buvo $iek tiek
mazesnis nei JA, taCiau gerokai didesnis nei MK. Jvertinus visy 24 viety
spektry intensyvumus buvo atlikta pirminé analize. I$ visy 10 tirty JA viety, 3
buvo pripazintos kaip netinkamai iSmatuotos. Tai reiSkia, jog pakito
Sviesolaidzio priglaudimas prie audinio ir buvo uzregistruota daug pasalinés
Sviesos arba tyrimo vietoje prisirinko kraujo. JA atveju spektrai registruoti nuo
voztuvo pavirSiaus, tod¢l tai galima laikyti neabejotinu JA. Visos 4 tirtos MK
vietos buvo iSmatuotos tinkamai, spektrai registruoti nuo skilvelio raumens.

SLS lokalizacijos ieskota priesirdziuose, $alia pjavio vietos. IS 10 SLS
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paieskos viety, pagal spektry intensyvumus, 3 vietos buvo atmestos, kaip
netinkamai uzregistruotos. Likusioms 7 buvo atlikta spektry analizé pagal
auksciau apraSyta santykiy skai¢iavimo metodika. Pagal Sig metodika taip pat
buvo jvertinti ir JA bei MK viety fluorescencijos spektrai.

Atlikus spektry analizg ir paskaiCiavus intensyvumy santykius, gautos
MK, bei JA audiniy vidutinés vertés. MK — 2,8 + 0,6; JA — 0,9+0,2. Remiantis
Siomis vertémis buvo sudarytas intervalas, kuriame esancios vertés gali biiti
priskirtos SLS — nuo 1,1 iki 2,2. Pagal $ia analize tik 2 vietos (intensyvumy
santykiai 1,2 ir 2,1) i§ tinkamai imatuoty 7 gali biti priskirtos SLS. Likusiy 5
viety suskaiGiuoti intensyvumy santykiai atitiko MK. Tipiniai SLS, JA ir MK
spektrai pateikti 8.6.1 pav. Paveiksle taip pat pateikti Zadinimo bangos ilgiai

bei pazymeéta sritis ties 460 nm, kur skai€iuoti intensyvumy santykiai.
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Spektrai savo forma labai pana$iis j anksCiau ex vivo bandiniuose
registruotus fluorescencijos spektrus. Siuo atveju néra charakteringos jdubos
ties 410 nm, kuri yra stebima Sirdies audiniy preparatuose (8.6.2 pav.) zadinant
330 nm bangos ilgio spinduliuvote. Taip yra todél, kad registravimui
naudojamas Zadinancios spinduliuotés atkirtimo filtras, kuris Sviesg praleidzia
nuo ~ 400 nm.

Analizuojant §iuos pirmuosius rezultatus padarytos labai svarbios
isvados. Visy $irdies audinio tipy — JA, MK ir SLS — fluorescencijos spektry
intensyvumas ir forma i§ esmés yra panasis j ex Vvivo Sirdies audiniy
registruotus spektrus. Tai leidZia daryti prielaidas, kad SLS atskyrimo
metodika, nustatyta Sirdies audiniy preparatuose, turéty tikti ir in vivo
audiniams atskirti. Taip pat pastebéta, kad fluorescencijos spektry
intensyvumas, per ilgg registravimo laikg (~ 30s), vis délto priklauso nuo
Sviesolaidinio zondo padéties. Tiek ilgai iSlaikyti Zadinimo/registravimo
salygas nepakitusias labai sudétinga, tod¢l gaunamas nevienodas Zadinimo
intensyvumas 330 nm ir 380 nm spinduliuotei, kas nulemia ir fluorescencijos
intensyvumo skirtumus. Dar viena aplinkybé, kuri neiSvengiamai jtakoja
fluorescencijos registravima, yra tai, kad operacijos metu spektrus tenka
registruoti esant pakankamai stipriam aplinkiniam apS§vietimui. Tyrimo metu
buvo registruojamas atraminis signalas ir veéliau, atliekant skai¢iavimus, jo
jtaka buvo eliminuojama, taciau dél neislaikyty visiSkai vienody
zadinimo/registravimo salygy §is jvertinimas ne visais atvejais buvo tikslus.
Todel ateityje, siekiant patikimy rezultaty, reikia modifikuoti tiek Sviesos
Saltinj, tiek detektavimo jrenginj ir registravimo laika sutrumpinti iki keleto
sekundziy.

Registruojant spektrus ant $viesolaidzio antgalio nors ir nedideliais
kiekiais renkasi kraujas, todel po kiekvieno matavimo Sviesolaidis turéty biti
nuvalomas. Tai ypa¢ matosi MK spektruose, kur fluorescencijos spektro
intensyvumas trumpabangéje srityje yra sumaZéjes. Siuo atveju, problema vél

bty iSspresta sutrumpinus registravimo laika.
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Apibendrinant visus Sirdies audiniy tyrimus galima padaryti i§vadas, jog
optiniais diagnostikos metodais registruojami Sirdies audiniy optiniai
parametrai yra nevienodi skirtingiems audiniams. SLS ir MK pasizymi
skirtingu fluorescencijos intensyvumu, tuo tarpu pritaikius dviejy zadinimo
bangos ilgiy metodika gali biti atskirti visi trys audiniy tipai — SLS, JA ir MK.
Fluorescencinés laikinés skyros spektroskopijos metodu taip pat aptikti tiek
fluorescencijos gyvavimo trukmés, tiek kompoziciniai skirtumai tarp JA ir
SLS. Vaizdinant $irdies audinius konfokalia atspindZio mikroskopijos
aparatiira sugebéta iSskirti skirtingus JA sluoksnius, taip pat MK sudarancius
miocitus bei jy pluoStus ir, svarbiausia, aptikome pavienes purkinje lasteles,
sudaranéias SLS. Taip pat buvo uZregistruotas SLS $akos vaizdas, i§ kurio
paaiskinta stebimy fluorescencijos skirtumy galima kilmé. Siuo metu pasaulyje
jau yra daug mazZesniy ir mobilesniy konfokalinés mikroskopijos prietaisy,
todél tikétina, kad ateityje tokia metodika galéty biti pritaikyta ir SLS
aptikimui gyvuose audiniuose. Galiausiai, atlikus SLS atskirti eksperimentus
operacijos metu in vivo nustatyta, kad uzregistruoti fluorescencijos spektrai bei
suskaiCiuoti intensyvumy santykiai yra labai panasiis | X Vivo registruojamy
savitosios fluorescencijos spektry. Sie rezultatai sudaro prielaidas SLS
atskyrimui nustatytomis metodikomis bei nubréz¢ tolimesnes metodikos bei

aparatiiros tobulinimo kryptis.
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IX. ISVADOS

Fluorescenciniais metodais iStyrus nepreparuotus Sirdies audinius
nustatyta, jog didZiausi optiniy parametry skirtumai tarp skirtingo tipo
Sirdies audiniy yra stebimi fluorescencijg zadinant 330 nm — 380 nm
srityje, o registruojant 400 nm — 550 nm spektriniame ruoze.
IStyrus kraujo jtakg registruojamiems spektrams nustatyta, jog dél kraujo
reabsorbcijos fluorescencija turi biiti registruojama ties 460 nm.
Remiantis nustatytais spektriniais skirtumais sukurta SLS atskyrimo
metodika, kuri paremta intensyvumy santykiy skai¢iavimu:

| Zad

<R, >(460)=-23%

Zad
380

Suskai¢iuota verté <R,,¢>(460) yra skirtinga SLS, MK ir JA audiniams.
Tokia metodika yra nejautri fluorescencijos Zadinimo-surinkimo salygoms
ir gali biiti naudojama ne tik taSkiniam Sirdies audiniy identifikavimui, bet
galimas ir tikslus SLS riby nustatymas bei nedideliy ploty vaizdinimas.
Raumeninés kilmés audiniy (SLS ir MK) fluorescencijos gyvavimo trukmé
bei santykiné sudétis reik§mingai nesiskiria, tuo tarpu JA ir SLS tiek
fluorescencijos gyvavimo trukmés (t; ir T,), tiek santykiné komponentiné
sudétis (F1 - F3 komponentai) yra skirtinga. Sie komponentiniai skirtumai
yra nulemti santykinai didesnio elastino kiekio SLS ir didesnio kolageno
kiekio JA.

D¢l skirtingy Sviesg atspindin€iy komponenty bei jy iSsidéstymo Sirdies
audiniuose konfokaliniu atspindzio mikroskopu galima identifikuoti MK,
JA, Purkinje lasteles ir SLS pluostus, todé¢l metodas yra tinkamas
neinvaziniams girdies audiniy tyrimams ir SLS vaizdinimui.

Operacijos metu uzregistruoti spektriniai désningumai atitinka stebétus ex
vivo tyrimy metu, todéel SLS identifikavimo metodika, paremta
fluorescencijos intensyvumy santykiy skai¢iavimu, yra tinkama Sirdies

audiniy tyrimams in vivo.
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