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[VADAS

Netiesiné optiné mikroskopija vaizdams gauti naudoja reiskinius, vykstancius
intensyviuose elektromagnetiniuose laukuose. Siy reifkiniy intensyvumas proporcingas
zadinancios spinduliuotés intensyvumo kvadratui, todél, fokusuojant Sviesa, galima zadinti
bandinj taryje. Biologiné medziaga silpnai sugeria infraraudonaja spinduliuote ir mazai ja
sklaido, todél ji daznai naudojama netiesinéje mikroskopijoje ir leidzia registruoti vaizdus
iki 1 mm gylyje. Vienas netiesinés optikos reiskinys — antros harmonikos generacija —
vyksta intensyviai spinduliuotei sklindant centro simetrijos neturincia terpe. Biologiniuose
bandiniuose tuo pasizymi tik kelios skaidulinés molekulés: miozinas — sudedamoji raumeniniy
skaiduly dalis, atsakinga uz raumeny susitraukinéjima, kolagenas — struktirinis baltymas,
randamas tarplastelinéje erdvéje. Jis atlieka jvairias funkcijas: palaiko organy ir audiniy forma,
padeda kai kurioms lasteléms judéti tarplastelinéje erdvéje ir t.t.

Netiesiné mikroskopija siuos baltymus leidzia vaizdinti chemiskai neapdorojus, todél
galima ja pritaikyti neinvazinei medicininei apzitrai. Kolageno sudaroma struktiira yra svarbi
jo atliekamai funkcijai, todél anomalis jos pakitimai gali signalizuoti tam tikry ligy vystymosi
pradzig. Kuo anksCiau liga aptinkama, tuo mazesné patiriama zala. Poliarimetrija atskleidzia
dar daugiau struktiiras charakterizuojanciy parametry, todél tai perspektyvi tyrimy sritis.

Plataus lauko vaizdinimas retai sutinkamas netiesinéje mikroskopijoje, nes ilga laika
didelés galios impulsiniy lazeriy pasikartojimo daznis buvo per mazas. Taciau plataus
lauko mikroskopas gali vaizdinti visa regimajj lauka vienu metu, todél tinka greitiems
gyvy sistemy procesams stebéti (pvz: raumens skaidulos susitraukinéjimams) arba dideliam
kiekiui klinikiniy bandiniy vaizdinti. Siame darbe buvo siekiama patikrinti kokios yra tokio

mikroskopo taikymo galimybés poliarimetriniams tyrimams.
Darbo tikslas: sukonstruoti plataus lauko netiesinj optinj poliarimetrinj mikroskopa.

Darbo uzdaviniai:

» Uzregistruoti dviejy fotony suzadinimo fluorescencijos signala, antros harmonikos
generacija miozine, kolagene, atlikti poliarimetrine analize;

 Istirti kolageno skaiduly persiklojimo kampu jtaka antros harmonikos generacijos

intensyvumo priklausomybei nuo zadinancios spinduliuotés poliarizacijos.



SANTRUMPOS

AD - apskritiminis (poliarizacijos) dichroizmas

AHG — antros harmonikos generacija

DFSF — dviejy fotony suzadinimo fluorescencija

FDS - fundamentinio daznio spinduliuoté

H&E — hematokslinas ir eozinas (dazymo metodo pavadinimas)

NOM — netiesinis optinis mikroskopas / netiesiné optiné mikroskopija

PAHG - | poliarizacija atsizvelgianti AHG mikroskopija



1. LITERATUROS APZVALGA

Pirmieji mikroskopai suteiké galimybe iSvysti anks¢iau nematytus dalykus, suprasti, kad
visa kas gyva sudaryta iS mazyciy, plika akimi nejzitrimy lasteliy. Tobuléjant optiniy elementy
gamybos technikoms, paaiskéjo, kad vaizdo ryskuma lemia ne tik lesiy kokybé, bet ir teoriné
riba, dél kurios maZesniy objekty pamatyti negalima [1]. Siais laikais yra atrasta daug bidy ta
ribg apeiti, taCiau mokslininkus domina ne vien tai.

Kur kas kebliau yra tinkamai paruosti bandinj stebéjimui. Dél mazo ryskumo
gylio, bandinys turi biiti atpjautas itin plonais sluoksniais. Toks bandinys yra perregimas
ir nekontrastingas. Nudazymas $ia problema sprendzia, taCiau niekada negali zinoti kaip
§i invaziné procediira stebéjimo objekta paveiké. Todél ieskoma budy padidinti norimos

strukttiros kontrasta sukeliant kaip jmanoma maziau dirbtiniy pakitimy [2].
1. 1. Tiesiné optiné mikroskopija

Pirmiausiai plony biologiniy bandiniy matomumui gerinti buvo naudojami dazai.
Nudazius strukturas, jos atrodo tamsesnés, nes prasciau praleidzia Sviesa. Histologai dazniausiai
naudoja dazymo hematoksilinu ir eozinu (H&E) technika [3]. Hematoksilino dazymo miSinys
naudojamas rugstiniy bandinio sri¢iy dazymui. Jis dazo nukleorugstis (DNR, RNR), todél
nuspalvina lasteliy branduolius, ribosomas. IS pradziy dazas yra violetinés spalvos ir vizualiai
sunku jj atskirti nuo rausvai dazancio eozino, bet veikiant silpnai Sarminiu vandens tirpalu,
hematoksilinu paveiktos sritys jgyja mélyna spalva. Eozinas nespecifiskai jungiasi su baltymais,
todél juo nusidazo beveik visos lasteléje esancios strukturos. H&E dazymas aktualus iki Siol,
nes ryskiai nuspalvina branduolius. Tada galima jvertinti jy forma, dydzio santykj su visos
Iastelés. Si informacija naudinga norint atpaZinti jvairias ligas, jskaitant ir véZinius darinius [3].

Fluorescenciné mikroskopija pagrista norimy struktiiry zyméjimu specialiomis
molekulémis-zymekliais. Sugerdami tam tikro daznio Sviesa, jie fluorescuoja zemesnio daznio
Sviesg. Siais laikais molekules-Zymeklius galima transportuoti ir prikabinti prie bet kokios
norimos struktiiros. Vaizdinant, zadinancios spinduliuotés spektriné sritis yra uzblokuojama,
o i detektoriy surenkamas tik fluorescuojanciy molekuliy skleidziamas signalas [4].

Mikroskopijoje yra dvi vaizdy gavimo technikos: plataus lauko ir skenuojanti. Pirmoiji



yra paprastesné, jai nebiitini judantys optiniy elementy. Plataus lauko mikroskopu galima
uzregistruoti visa regéjimo lauka vienu metu. Pagrindinis trikumas yra ribotas bandinio storis.
Kuo storesnis bandinys, tuo labiau sklaida uzgozia vaizda, todél nukencia jo kokybeé.

Antraja technika jgyvendinti sudétingiau, nes pluostas turi bati sukoncentruojamas
i kaip jmanoma mazesnj zidinj bandinyje. Nuo to priklauso mikroskopo skiriamoji geba.
Zadinantis pluotas yra valdomas skenuojandiais veidrodZiais. Zidinys keliauja per bandinj,
o i$ jo srities gautas fluorescencijos signalas yra surenkamas didele sparta veikianciu taskiniu
detektoriumi. Po skenavimo suformuojamas gautas vaizdas [4]. Vienas populiariausiy
skenuojanciy mikroskopy — konfokalinis fluorescencinis.  Kad pagerinty rySkuma, Sis
mikroskopas uzblokuoja ne zidinio plokstumoje esancia Sviesa mazo skersmens (d < 30 um)
aperttira. Todél galima tirti ir storesnius bandinius. Dar vienas tokio mikroskopo privalumas —
galima skenuoti erdvinj vaizda ir pasiekti artima difrakcijai skiriamaja geba. Taciau toks
vaizdinimo buidas yra palyginus létas, nes vienu metu galima stebéti tik viena taska.
Plataus lauko mikroskopas per ta patj laika gali uzregistruoti visa regéjimo lauka. Dar
vienas konfokalinio mikroskopo triikumas — zadinanti spinduliuoté apsviecia didziule smélio
laikrodzio formos sritj abipus zidinio plokStumos, kuri veltui fluorescuoja, nes tas signalas
detektoriaus nepasiekia. Laikui bégant molekulés blunka, t.y. praranda gebéjima fluorescuoti,

todél bereikalingas jy zadinimas yra vengtinas [5].
1. 2. Antrosios harmonikos generacija

Kai buvo sukurtas lazeris, tapo jmanoma didelés galios spinduliuote sufokusuoti labai
mazame tiryje. Netrukus pirma karta pademonstruoti ir netiesinés optikos reiskiniai. Kai jie
buvo geriau suprasti, imta juos naudoti jvairiems mikroskopijos kontrastams jgyvendinti, o ta
sritis pavadinta netiesine optine mikroskopija (NOM).

Prabégus vieneriems metams po pirmojo lazerio sukiirimo, 1961 m. P. A. Franken
laboratorijoje buvo atlieckami eksperimentai su impulsiniu rubino lazeriu. Jo skleidziama
spinduliuote nukreipus j kvarca, buvo pastebétas dvigubo daznio spinduliuotés atsiradimas.
Tas reiskinys véliau buvo pavadintas antrosios harmonikos generacija (AHG) [6]. Medziaga,
tinkama optiniy harmoniky generacijai, turi buti skaidri tiek fundamentinio daznio
spinduliuotei (FDS), tiek norimo aukstesniy dazniy obertonams ir turéti nenulinj netiesinj

dielektrinj koeficienta.  Dielektrinés medziagos poliarizuotumo P priklausomybe nuo



elektrinio lauko E supaprastintai galima iSreiksti taip:
P=XE(l+mE+aE*+aE +..) =po+pi +p2+ ... (1)

kur X — tiesinio poliarizavimo konstanta. Uz antros harmonikos generacija atsakingas narys
XayE?. Elektrinio lauko kitimas elektromagnetiniy bangy atveju aprasomas sinusoide, todél
E = Eysinwt. I8reiskiame kvadratinio poliarizuotumo narj:
E2

p1 = XalEg sin® wt = XalEg sin®wt = Xay <70) (1 — cos2wt). (2)
Lygtis duoda ne tik dvigubo daznio elektrinio lauko virpesius cos2wt, bet ir pastovaus
nepusiausvyro lauko dedamaja. Izotropinése ir centro simetrija turinCiose terpése savaime
negali atsirasti pastovaus elektrinio lauko dedamoiji, todél lyginiy harmoniky generacija jose
vykti negali. Butina AHG salyga — centro simetrijos nebuvimas. Toks pat ribojimas galioja
ir medziagoms, pasizyminciomis piezoelektrinémis savybémis. Tai parodyta eksperimentiskai:
stikle, turinCiame izotropine struktiira AHG nejmanoma sukelti AHG [7].

Po to jsibégéjo medziagy, kuriose vyksta AHG paieSkos. Paprasciausia buvo su
kristalais, turinciais piezoelektriniy savybiy, nes jy struktiira neturi centro simetrijos [8].
Taciau biologinés kilmés medziagos buvo ne ka maziau jdomios. Tirdami arkliy ir jauciy
Achilo sausgysles, kuriose gausu kolageno, Fukada ir Yasuda atrado, kad kolagenas pasizymi
piezoelektrinémis savybémis [9], todél kilo jtarimy, kad kolagenas galéty sukelti AHG. Nors
tuo metu dar nezinojo apie kolagena akyje, 1965 m. Soviety Sajungos mokslininkai teigé, kad
plika akimi maté infraraudonaja spinduliuote¢ AHG pavidalu [10].

S. Fine ir W. P. Hansen 1971 metais buvo pirmieji aptike AHG signala biologiniuose
audiniuose. Pasitelke moduliuotos kokybés rubino lazerj (694 nm) su elektrooptine sklende,
jie iStyré triusio ir Suns akiy odenas, ragenas, lesiukus tinklainés-gyslainés audinius, triusio
pilvo srities oda, Achilo sausgysle, krauja, pelés naviko melanosomas. Daug kolageno turintys
audiniai: ragena, odena, sausgyslé ir oda apsviesti lazerine spinduliuote, duodavo siauros
juostos 347 nm bangos ilgio AHG signala. Tuo tarpu apsvietus leSiuka, tinklainés-gyslainés
audinj, krauja ir melanosomas, AHG nebuvo aptiktas [11].

Netiesinis mikroskopas pirma karta pademonstruotas pries daugiau nei 40 mety.
Tai buvo skenuojantis mikroskopas, skirtas stebéti skaidrius neorganinius bandinius.
1,06 pm bangos ilgio, 0,5 W galios nuolatinés veikos lazerinis pluostas buvo sufokusuotas
beveik difrakcijos apribotoje déméje. Skenuojant bandinj, suminio daznio fotonai buvo

gaudomi Saldomu fotodaugintuvu ir, moduliuojant pagal signalo intensyvuma, atvaizduojami



osciloskopo ekrane. Kadangi zadinimo spinduliuotés Saltinis buvo nuolatinés veikos lazeris,
toks mikroskopas nebuvo labai efektyvus, bandinys nespédavo atiduoti silumos, todél ribojo
galig, o antros harmonikos generacija vyko beveik Sratinio triukSmo lygyje. Taciau pavyko
pamatyti tradiciniais mikroskopais nematomas netiesinio kristalo strukttiras — smulkius
jbrézimus, poliravimo zymes [12].

Kai NOM imta taikyti ir biologiniams objektams vaizdinti, mikroskopu, kurio
skiriamoji geba buvo ~50 pm, gautas AHG signalas i§ ziurkés uodegos sausgyslés kolageno.
Pastebéta, kad kolageno orientacija tvarkingai orientuota ilgais atstumais [13]. Kai pradeéti
naudoti femtosekundiniai lazeriai, imta vaizdinti geresne skiriamaja geba ir didesne sparta, o
taip pat ir didesniame, net Simty mikrometry gylyje. Jau buvo suprasta, kad AHG Saltiniais
gali biiti kolagenas, miozinas ar mikrovamzdeliai, todél buvo pradéta sitilyti AHG kontrasta
taikyti medicininiams tikslams [14].

Kadangi kontrastui iSgauti nebttinas cheminis apdorojimas, pastaruoju metu skiriamas
démesys gyvy organizmy neinvaziniam stebéjimui. Tik neseniai tapo jmanoma efektyviai
panaudoti plataus lauko AHG vaizdinima, taciau Si sritis yra labai perspektyvi. Pavyzdziui,
Toronto universiteto mokslininkai parodé, kad AHG plataus lauko mikroskopu galima 10 kadry
per sekunde dazniu stebéti drozofilos lervos raumeny susitraukinéjima jos nenuzudant.
Didelés spartos neinvazinis raumeny AHG vaizdinimas leisty gauti naudingos informacijos
apie kinetinius procesus, istirti ligy, tokiy aritmija ar raumeny distrofija pasireiskima, arba
atskleisti jvairiy vaisty teigiamus ar Salutinius poveikius. Plataus lauko AHG mikroskopas taip
pat gali buti pritaikytas histopatologijoje, nes susidaro dideli kiekiai bandiniy, kuriuos reikia

kaip jmanoma greiiau istirti ir padéti specialistams kuo anksc¢iau nustatyti diagnoze [15].

1. 3. Dviejy fotony suzadinimo fluorescencija

Maria G. Mayer savo disertacijoje dar 1931 m. iskélé teorijg apie dviejy fotony sugerties
galimybe [16]. Tikrovéje reiskinj pademonstruoti pavyko W. Kaiser ir C. G. B. Garrett. [ie
pasirinko naudoti kubinés simetrijos kalcio fluorido kristala, kad galéty jirodyti, jog stebima ne
AHG. Kristalas buvo legiruotas iki 0,1 % koncentracijos legiruota europio jonais (CaFq:Eu®™).
Jonai pasizyméjo stipria 330-400 nm Sviesos sugertimi ir mélynos $viesos fluorescencija, su
centriniu bangos ilgiu ties ~420 nm. Kristalas dél draustinés juostos tarpo ilgesniy nei 455 nm

bangy sugerti negaléjo. Sufokusavus raudona 694 nm lazerio $viesa kristale, buvo uzregistruota

mélynos $viesos 425 nm bangos ilgio dviejy fotony suzadinimo fluorescencija (DFSF). Kristala



pakeitus grynu, nelegiruotu kalcio fluorido kristalu, DFSF nejvyko. Jiems taip pat pavyko
parodyti, kad kaip numaté Mayer, kristale atsirandancios mélynos spinduliuotés intensyvumas
buvo proporcingas kritusios raudonos spinduliuotés intensyvumo kvadratui [17].

Pirma skenuojantj DFSF mikroskopa sukiiré W. Denk ir J. H. Strickler, naudodami
sinchronizuoty mody dazy lazerj (bangos ilgis 630 nm, impulsy pasikartojimo daznis 80 MHz,
impulso trukmé 100 fs). Pro mikroskopg jie stebéjo 6—9 um skersmens fluorescuojancias
polistireno sferas, sugeriancias 365 nm bangos ilgio Sviesa ir kiaulés kepeny lasteles,
turinc¢ias dazytos DNR. Bandiniai buvo skaidriis lazerinei spinduliuotei, tacCiau pluosto
zidinyje intensyvumas buvo pakankamas dviejy fotony sugerciai. Kadangi DFSF signalo
intensyvumas proporcingas zadinancios spinduliuotés intensyvumui pakeltam kvadratu, DFSF
tikimybé tolstant nuo zidinio staigiai krenta, tai leidzia atlikti optinj sekcionavima. Paprastiai
skenuojanciame mikroskope ta funkcija atlieka konfokaliné apertiira, ta¢iau DFSF mikroskope
ji nereikalinga. Ja paSalinus, j detektoriy patenka santykinai daugiau signalo. Taip pat
blunka tik ta sritis, kuri tuo metu yra vaizdinama. Tai dar vienas DFSF mikroskopijos
privalumas.  Pakartotinai skenuodamas vaizda vienoje plokstumoje, Denk ir Strickler
mikroskopas isblukindavo tik 2 um storio sritj [18]. Biologiné medziaga ilgesnio bangos ilgio
Sviesa maziau sklaido, todél DFSF skenuojantis mikroskopas gali vaizdinti didesniame gylyje,
nei konfokalinis fluorescencinis mikroskopas. P. Theer ir M. T. Hasan sugebéjo gauti zalio
fluorescuojancio baltymo DFSF vaizdus is gyvy peliy smegeny net 1000 pm gylyje [19].

Nors NOM eksperimentams reikalinga didelio intensyvumo spinduliuoté, buvo
manoma, kad didinant zadinimo intensyvuma, blukti turéty tik zadinama sritis. Tac¢iau buvo
irodymy, kad nuo tam tikro intensyvumo slenkscio, pakartotinai skenuojant bandinj, jame
ima kauptis pazaidos [20]. IS pradziy laikyta, kad dél intensyvios zadinancios spinduliuotés
bandinio sritis yra jkaitinama iki denattiruojanciy temperatiiry, nes pazaidos atsirasdavo net ir
nesant pigmentiniy molekuliy bandinyje. Taciau greitai pademonstruota, kad pluosto zidinyje
lokali temperattira nepakyla daugiau nei 3° C nuo aplinkos lygio net ir esant nuolatinés veikos
100 mW galios Svitinimui, nes didzioji dalis spinduliuotés néra sugeriama [21]. A. Hopt ir
E. Neher pagal pirmtaky stebéjimus suvedé, kad fotopazaidy kiekis priklausé nuo zadinancios
spinduliuotés intensyvumo pakelto laipsniu ~ I*°. Reiskiniui paaiskinti buvo iskelta trifotonés
sugerties teorija. Kai bandinys zadinamas 800-900 nm spinduliuote (pvz, titano safyro lazeris),
trijy fotony sugertis prilygty vieno 250-300 nm fotono sugeréiai. Sioje srityje maksimaliai

sugeria DNR ir baltymai ir pakinta jy molekulinés strukturos [22].



1. 4. Molekuliniy struktiry identifikavimas

Uzregistruoti AHG ar DFSF vaizdai gali bati panaudoti skaiduliniy struktiiry
iSsidéstymo analizéje. Pavyzdziui, informacija apie tai kaip audinyje iSsidéstes kolagenas gali
daug pasakyti apie audinio tipa ir bukle. ISskiriami 28 kolageno potipiai, i kuriy I, II ir III
tipo skaidulos sudaro 80—90 % viso zmogaus kolageno. Skirtumai tarp skirtingy tipy kolageno
yra nezymds, todél atskirti juos vien i$ signalo intensyvumo labai sudétinga. Yra keli budai
iSsiaiskinti kokiomis orientacijomis iSsidésciusios skaidulos: tekstiiriné, erdvinio spektro ir
poliarimetriné analizés [23].

Teksttrine analize jprastai atlieka ekspertas, gerai pazjstantis audinius ir jy anomalijas.
TaCiau pastaruoju metu pasirodé bandymy naudoti masininio mokymosi algoritmus. Dél
to galima apdoroti zymiai daugiau vaizdy per trumpesnj laika ir jvertinti juos kiekybiniais
parametrais. Apmokymui reikia rankiniu biidu kruopsciai sukategorizuoty duomeny, be to,
algoritmas negali atpazinti pavieniy molekuliy, tik istisus darinius. Taciau privalumas tas, kad
analizei uztenka tiesiog DFSF intensyvumo vaizdo, todél atlikti ja paprasCiau [24].

Erdvinio spektro analizei taip pat nereikalinga poliarizacijos informacija. Atlikus vaizdo
greitaja Furje transformacija iSryskéja vyraujancios kolageno orientacijos. Metodas gana tiksliai
nusako orientacijas, tacCiau stipriai nukencia skiriamoji geba, kadangi Furje transformacija
aptinka ne pavienes skaidulas, o jy sudaroma rasta. Nepaisant to, tinka kiekybiniams tyrimams
ir gali padéti neinvaziniu budu diagnozuoti tokias ligas kaip keratokonusa (akies ragenos
deformacija) ankstyvoje stadijoje [25].

Poliarimetriné analizé tiria bandinio saveika su zadinancios sviesos poliarizacijos biisena
ir lygina ja su matematiniu modeliu, kad nustatyty, kokiomis orientacijomis issidésciusios
skaidulos. Ji leidzia iSgauti krypties informacija iS vieno vaizdo tasko, todél jei tik leidzia
skiriamoji geba, galima nustatyti pavieniy skaiduly orientacijas. Poliarimetriniy duomeny
rinkimas ir analizé uztrunka zymiai ilgiau, nes reikia uzregistruoti daugybe vaizdy toje pacioje

bandinio vietoje esant skirtingiems poliarizacijos parametrams [23].

1. 5. Netiesiné poliarimetriné mikroskopija

I poliarizacija atsizvelgianti AHG mikroskopija (PAHG) sprendzia uzdavinj, kaip
iS bandinio saveikos su Sviesos poliarizacija kuo tiksliau ir patikimiau nustatyti jvairius

molekuliniy struktiiry parametrus. Kadangi AHG yra sudétingas procesas, daznu atveju tenka
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iskelti prielaidas. Pavyzdziui, jprasta laikyti, kad kolageno ir miozino skaidulos pasizymi
cilindrine simetrija, pagal kuria netiesinio jautrio tenzoriaus x? nenykstantys elementai yra
ds1, dss ir dy5. Tada AHG signalo intensyvumo [ priklausomybe nuo lazerio spinduliuotés

poliarizacijos nusako toks sarysis:

2
.2 Xi(’?l) 2 X:(J,? 2
I~ |sin”2(a—¢)+ =y sin (a—¢)+ﬁcos (v — ) (3)
Xi5 X15

Cia o — | bandinj kritusios tiesinés lazerio spinduliuotés poliarizacijos kampas, o ¢ — cilindrine
simetrija turincios skaidulos orientacija [27]. Uzregistravus serija vaizdy keiciant jeinancios
spinduliuotés tiesinés poliarizacijos kampa, gaunami kintan¢io AHG intensyvumo vaizdai
(Pav. 1 A ir C). Po to kiekvienam vaizdo taskui pagal surinktas intensyvumo vertes randami

parametrai, su kuriais funkcija (3) geriausiai atitinka iSmatuotas vertes. I$ ty parametry galima

A B

=

2 081 .
K]

£

(&)

* 06+ 1
[77]

-

(5]

BN og4L ]
c —— xenopus stage 32

% _ —O— xenopus stage 37

= F o N —w¥— xenopus stage 46

0,2 E X —&— adult xenopus
= —=&— adult human
g L —e— DMD dog
0 45 90 135 180

Incident polarization angle Ot (deg.)

0.8 ]

Normalized SHG intensity
o
[s>]

04
[ Y —@— xenopus tendon
02 - H --&r-xenopus aorta |
z —v— healthy dog
—a— DMD dog
0 L 1 )
0 45 90 135 180

Incident polarization angle O (deg.)
1 pav. A — miozino AHG vaizdai esant skirtingai tiesinei poliarizacijai; B — AHG
intensyvumo priklausomybés nuo zadinancios spinduliuotés poliarizacijos kampo profiliai
skirtinguose raumens bandiniuose; C — kolageno AHG vaizdai esant skirtingai tiesinei
poliarizacijai; D — AHG intensyvumo priklausomybés nuo zadinancios spinduliuotés
poliarizacijos kampo profiliai skirtinguose kolageno daug turinciy audiniy bandiniuose.
Paimta iS [26].
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apskaiciuoti lateralia skaiduly orientacija, spiralés sukimo kampa [26].

Dar vienas metodas — matuoti AHG signalo intensyvuma, gaunama zadinant bandinj
kairinio arba desSininio sukimo apskritiminés poliarizacijos lazerine spinduliuote. Dél kolageno
skaidulos chiraliskumo, j skirtingo sukimo apskritimine poliarizacija jos reaguoja nevienodai.
Apskritiminis AHG dichroizmas AD gaunamas pagal formule:

2w 2w
]L — IR

AD = ———+——
(13 1 1)/

4)

¢ia [ yra iSmatuotas AHG signalo intensyvumas, kai zadinancio pluosto poliarizacija kairinio
sukimo, o I?* — kai deSininio. Nors tiesinéje optikoje AD igyja vertes intervale [-1; 1],
AHG signalo AD jgyja vertes intervale [-2; 2]. AD iSmatuoti néra lengva, nes uzregistruoto
signalo skirtumai yra nedideli ir atsiranda tik kai skaidulos orientacija turi kampa lyginant
su vaizdinimo plokstuma. Dél Sios priezasties Sis metodas tinka norint gauti skaiduly erdvine
orientacija. Net ir nedidelé tiesinés poliarizacijos dedamoji rezultata gali sugadinti, todél reikia
itin kruopstaus kalibravimo [28].

Apjungus tiesinés ir apskritiminés poliarizacijos technikas, gaunama Stokes’o-
Mueller’io poliarimetrija. Ji pagrjsta Sviesos poliarizacijos btiseny aprasymu Stokes’o vektoriais
ir tos Sviesos saveiky su jvairiomis terpémis apraSymu Mueller'io matricomis. Stokes’o
vektoriaus ir Mueller’io matricos sandaugos rezultatas yra pro terpés praéjusios sviesos Stokes’o

vektorius. Stokes’o vektoriaus prasmé [29]:
So

S= (5)

So = (L) + (Iy) = (L) + {Iy) = (Irc) + (ILc),

S1= (L) — (Iy),

Sy = (Lo) — (Iy), (6)
S3 = (Irc) — (Irc)-

Stokes’o vektorius nagrinéja Sviesos pluosta kaip dviejy kolineariai keliaujanciy bangy
superpozicija. (I,) — Zymi tam tikros poliarizacijos bangos vidutinj intensyvuma per laika T,

kai 7 yra zymiai ilgesnis, nei keli optiniai ciklai. Lygtyse x ir y Zymi vertikalig arba horizontalia
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tiesing poliarizacija, x’ ir 3 taip pat Zymi tiesing poliarizacija, tik pasukta 45deg kampu,
RC ir LC zymi deSining (right-hand circular) arba kairine (left-hand circular) apskritimine
poliarizacija. Sy zymi pilna bangos intensyvuma, todél Stokes’o vektoriy galima panaudoti

trimac¢iam normalizuotam bangos poliarizacijos vektoriui aprasyti [29]:

- S1 52 53
= = (2L 22 25, 7
S (81782733) (SO’ 30750 ( )
Vektoriaus modulis nusako poliarizacijos laipsnj P:
P=I[sl=y/si+si+s3  0<[5]<1 (8)

Vektoriy galime jsivaizduoti kaip patalpinta vienetinéje sferoje (dar vadinamoje Poincaré
sfera [30]), kurios pavirsius atitinka visiskai poliarizuotos $viesos busenas, o vidus — dalinai
poliarizuotos Sviesos busenas. Sferos pusiaujyje $viesa yra tiesiskai poliarizuota, o asigaliuose
apskritimiskai poliarizuota. Visuose kituose sferos pavirsiaus taskuose poliarizacijos biisena yra
elipsiné.

Sviesos poliarizacijos biisenos pasikeitimas saveikoje su optiniais elementais apra¥omas

Mueller’io matrica M [29]:
S’ = MS. )

Cia S — $viesos poliarizacijos biisena prie§ saveika su optiniu elementu, o S’ — po saveikos su

optiniu elementu. Keletas pavyzdziy:

11 0 0 1 0 0 0
1 10 0 0 1 0 0
M(LP) = ; M(LR) = (10)
0O 0 0 O 0 O cos A sin A
0o 0 0 0 0 0 —sinA cosA
Cia M(LP) — idealaus tiesinio poliarizatoriaus Muellerio matrica, o M(LR) — idealios

tiesinés banginés su A uzlaikymu plokstelés matrica. Zonduodami bent keturiy skirtingy
Stokes’o vektoriy j bandinj patenkanciy ir iSeinanciy spinduliy Stokes’o vektorius, galime
atkurti Mueller’io matricg. Tada pasitelkiant teorinius modelius arba empirinius duomenis,
Mueller’io matrica gali suteikti duomeny apie bandinj, kuriy nejmanoma uzregistruoti kitais
mikroskopijos metodais. Yra daugybé pavyzdziy, kaip Stokes’o Mueller’io poliarimetrija gali
baiti pritaikyta biologiniy audiniy analizei, ligy diagnostikai ir t.t. [31].

Netiesinés optikos variantas yra dviguba Stokes’o Mueller’io poliarimetrija (DSMP).

Kadangi antros harmonikos generacija vyksta saveikaujant dviems fotonams, Stokes’o vektorius
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vietoj keturiy verciy turi devynias, o Mueller'io matricos matmenys yra 4x9. Tokiu atveju
nebitina Kleinmano simetrijos prielaida. Be to su DSMP galima eksperimentiskai jrodyti
kada Kleinmano simetrija galioja ir tuo remiantis galima ja toliau taikyti paprastesniuose

poliarimetriniuose AHG tyrimuose [32].
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2. METODAI

2. 1. Mikroskopo schema

Konstruojamas buvo toks netiesinis optinis mikroskopas, kuriame zadinantis pluostas
fokusuojamas j zidinj prie$ bandinj (Pav. 2). Tokio plataus lauko mikroskopo schema yra
nesunkiai realizuojama ir suteikia daug laisvés valdyti j bandinj patenkancios spinduliuotés
intensyvumo pasiskirstyma. Konstrukcijos pagrindas buvo dvi vertikaliai pastatytos aliuminio
plokstés su tvirtinimo skylémis, prie kuriy buvo tvirtinami Thorlabs ,,Optical Cage System*

laikikliai ir plieniniai strypeliai.

CMOS — matrica

TL — tdbos lesis

BP — band-pass juostinis filtras
Pol. — poliarizuojantis filtras
SP — short-pass 700 nm filtras
Obj. — objektyvas

St. — bandinio stalelis

GL - glaudziamasis lesSis

LP — long-pass 1000 nm filtras
M2 — pusés bangos ilgio plokstelé
Pol. k. — poliarizuojantis kubas
LED — baltos Sviesos Saltinis

2 pav. Sukonstruoto plataus lauko netiesinio optinio mikroskopo nuotrauka ir optiné schema.
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FDS saltinis buvo 8 W galios impulsinis lazeris, kurio centrinis bangos ilgis 1030 nm,
impulso trukmé 250 fs, o pasikartojimo daznis 200 kHz (PHAROS, Light Conversion).
Pries patekdamas j mikroskopa, pluostas buidavo susilpninamas motorizuotu ateniuatoriumi
(,Watt Pilot*, Altechna). Pluosto galia buvo galima valdyti ribose nuo 5 mW iki 7 W.
Po to pluostas buvo nukreiptas j poliarizuojantj pluosty daliklj, kuris iSgrynindavo tiesinés
poliarizacijos blisena. IS kart uz jo buvo pusés bangos ilgio plokstelé, jstatyta j rotacinj laikiklj,
kuris leido kontroliuoti jeinancios spinduliuotés poliarizacijos kampa. Esant didelei zadinancio
spindulio galiai ir ties tam tikromis pusés bangos plokstelés orientacijomis, plokstelé imdavo
pati generuoti antros harmonikos signalg, todél toliau optiniame kelyje seké ilgabangis filtras
LP (FEL1000, Thorlabs), sulaikantis $viesa regimajame diapazone ir praleidziantj FDS.

Toliau pluostas eidavo pro fokusuojantj 30 mm zidinio nuotolio glaudziamajj lesj GL
(AC254-030-AB-ML, Thorlabs). Zidinys biidavo laikomas tiesiai po bandiniu, kad uz zidinio
besiskeCiantys spinduliai apsviesty norimo dydzio sritj bandinyje. Reguliuoti apsvieCiama plota
buvo galima keiciant atstuma nuo Sio lesio iki bandinio.

Priklausomai nuo zadinancios spinduliuotés intensyvumo ir bandinio savybiy, jame
vykdavo netiesiniai reiskiniai, kuriy rezultatas buvo naujy dazniy spinduliuotés atsiradimas.
Spinduliuoté buvo surenkama 4x/0,13 NA arba 20x/0,50 NA mikroskopo objektyvu
(CFI Plan Fluor, Nikon). Uz objektyvo buvo jstatytas trumpy bangy iki 700 nm praleidimo
filtras SP (FES0700, Thorlabs), sulaikantis didziaja dalj FDS. Kad intensyvi spinduliuoté
nebegrjzty j objektyva ir bandinj ir nesukelty nepageidaujamy pazaidy, filtras SP buvo
iSstatytas kampu, nukreipiant nereikalinga spinduliuote j pluosto gaudykle. Po to, priklausomai
nuo eksperimento, budavo jstatomas juostinis filtras BP: 515-10 nm (FL514.5-10, Thorlabs),
praleidziantis tik antraja harmonika arba 600-40 nm (FB600-40, Thorlabs) dvifotonio
suzadinimo fluorescencijos signalui iSskirti. Jei to reikalaudavo eksperimentas, uz filtry budavo
galima jstatyti poliarizatoriy Pol. (LPVISA100-MP2, Thorlabs). IS bandinyje sugeneruoto
signalo pasalinus FDS likucius, signalas tubos lesiu (Nikon 200 mm tube lens, Edmund Optics)
buvo projektuojamas ant CMOS matricos (BlackFly S BFS-U3-51S5M-C, FLIR).

Bandinys buidavo padedamas ant plastikinio 3D spausdinto stalelio su skyle zadinimo
pluostui praeiti (St.). Stalelio erdviné padétis buvo valdoma motorizuotais nanopozicionavimo
jtaisais (ANT95Lx2 ir ANT130V-5, Aerotech). Prireikus, bandinj buvo galima aps$viesti baltos
Sviesos Saltiniu LED. Kadangi LP filtras regimosios Sviesos nepraleidzia, jj tekdavo kiekviena
karta i$ optinio kelio patraukti.

Vaizdams registruoti buvo naudojama vienspalvé 5 MP kamera Blackfly S iS FLIR.
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Kameroje naudojamos CMOS matricos Sony IMX264 matmenys 2448x2048, o jstrizainé
11 mm. Jutiklio kvantinis nasumas 63 %. Vaizdai buvo registruojami naudojantis
,, Vision Acquisition Software” papildiniu grafinio programavimo aplinkai ,,Labview® (National

Instruments), o apdorojami per ,,Image]*.
2. 2. Bandiniai

Buvo naudojami keturi bandiniai: 50 pm storio z-pjovimo kvarcas (PWQB-368252,
Precision Micro-Optics) su ant vir$aus padétu 51 um periodo metaliniu tinkleliu (PELCO® 500
TEM, Ted Pella Inc.); jvairiy ziurkés organy ir audiniy mikromasyvas ant objektinio stiklelio
(RAT901a, Biomax inc.); 5 um storio zmogaus sveikos odos ir melanomos audiniy sandtros

sluoksnis, dazytas hematoksilinu ir eozinu (KMUK); ziurkés uodegos sausgysle.
2. 3. Eksperimento eiga

Pirmiausia ant stalelio bidavo padedamas bandinys ir pasisvieciant balta Sviesa regéjimo
lauke budavo surandama norima stebéti sritis. Po to bandinio vertikali pozicija buidavo
nustatoma taip, kad rySkumas buty didziausias. NustaCius optimalia ekspozicijos trukme ir
stiprinima (gain), budavo uzregistruojamas vaizdas. Po to buidavo jstatomas LP filtras ir 510-
10 nm juostinis filtras AHG stebéti arba 600-40 nm filtras DFSF stebéti. Nustatoma didesné
ekspozicijos trukmé ir didelis stiprinimas, jei vaizdas itin tamsus arba nieko nejmanoma
jziuréti, atsargiai, kad nebuty pazeistas bandinys, padidinama j mikroskopa patenkancio
pluodto galia. Zadinandios spinduliuotés intensyvuma bandinyje taip pat buvo galima
valdyti fokusuojancio lesio GL vertikalia padétimi. Artinant lesj link bandinio intensyvumas
didédavo, taciau apsSvieCiama sritis mazédavo, tolinant — priesingai. Jei ekspozicija gaudavosi
persotinta, pirmiausia biidavo mazinamas matricos stiprinimas, nes dél jo vaizduose atsiranda
daug triuksmo.

TriukSmui sumazinti budavo uzfiksuojami keli pasikartojantys kadrai ir gaunama
kiekvieno tasko sviesumo vidurkiné verté, iS gauto vaizdo taip pat budavo atimamas matricos
triukSmas, gaunamas registruojant ekspozicija aklinoje tamsoje.

Kalibruojant mikroskopa buvo naudojama kvarco plokstelé su ant virSaus padétu
PELCO® tinkleliu. Kvarco plokstelé generuodavo AHG signalg net esant palyginti nedideliam
intensyvumui, o tinklelis ta signala uzstodavo ir mesdavo Sesélj. Dél didelio kontrasto, Sis

bandinys padéjo jvertinti iSgaunama vaizdo kokybe, nustatyti skale. Ankstesniame darbe buvo
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3 pav. PELCO® tinklelio nuotrauka, uzfiksuota pro 40x/0,75 NA objektyva naudojant balta
apSvietima (a) ir vykstant AHG BBO kristale (b). Pazyméty linijy $viesumo profiliai (c).

iSbandyti 4x/0,13 NA, 10x/0,30 NA, 20x/0,50 NA arba 40x/0,75 NA mikroskopo objektyvai
(CFI Plan Fluor, Nikon): su kiekvienu buvo uzregistruotas tinklelio vaizdas (pav. 3b). Tada
buvo gauti vienos i§ gardelés asiy Sviesumo profiliai (pav. 3c). Padalijus sveiko gardelés
periody skaiCiaus ilgj mikrometrais iS atitinkancio ilgio matricos taskais, buvo apskaiciuotas
vieno matricos tasko ilgis mikrometrais kiekvienu atveju. Kiti masteliy parametrai pateikti
lenteléje 1. Pagal Siuos rezultatus ir buvo pasirinkti 4x objektyvas dél labai plataus lauko

(apima beveik 3 mm) ir 20x objektyvas dél geros skiriamosios gebos.

1 lentelé. Tasky ant matricos skaiciaus ir SI sistemos ilgio vienety sasajos.

Objektyvas  tasko ilgis lauko plotis tasky sk. per 100 pm

4x/0,13 NA 1,15 pm 2,81 mm 87

10x/0,30 NA  352,5nm  862,9 um 284
20x/0,50 NA 1753 nm  429,1 um 570
40x/0,75 NA 87,7 nm 214,6 pm 1141

Poliarizaciniams vaizdams registruoti | pradine padétj buidavo atsukama pusés bangos
plokstelé ir kadrai fiksuojami sukant $ig plokstele lygiais intervalais, kol poliarizacija apsukama
180 laipsniy. Kolageno poliarizaciniam vaizdui gauti buvo naudojama PAHG analizés
programa [33], sukurta Super-resolution Light Microscopy and Nanoscopy lab tyréjy komandos
(The Institute of Photonic Sciences, Barselona, Ispanija). Tenzoriaus elementy paieskai atlikti

buvo naudojama programa ,,Excel” ir jos papildinys ,,Solver.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Pirmiausia sukonstruotas mikroskopas buvo isbandytas registruojant turimy bandiniy
vaizdus ir lyginant iSmatuotas vertes, pritaikant literattiroje sitlomus modelius.

Ziurkés skeletinio raumens vaizdams registruoti buvo naudojamas 20x/0,5 NA
objektyvas (Pav. 4a-f). Mikroskopo skiriamosios gebos pakako nustatyti vienos miofibrilés
sarkomero — maziausio raumens funkcinio vieneto — ilgj. ISilgai skaidulos einanciuose
intensyvumo profiliuose (Pav. 4g) atstumas tarp minimumy, kai buvo naudotas baltos
Sviesos Saltinis buvo 2,28 £ 0,13 um, o AHG vaizde — pusé ilgio (1,14 £ 0,13 um) [34].
Ties M linija (sarkomero viduriu), dél prieSingomis kryptimis orientuoty miofibriliy, AHG
signalas sumazéja, todél vienam sarkomerui gaunamas dviejy AHG intensyvumo piky
signalas [35]. Toks dydis atitinka literatairoje pateikiamg vidutinio sarkomero ilgj ~2 pm [36].
AHG vaizdinimo lyginant su jprastu apsvietimu gaunamais vaizdais privalumai: didesnis

kontrastas, didelis specifiSkumas (AHG tik nuo miozino). Baltos Sviesos plataus lauko

0,5 /\ f'\ N~ N\

ARV

SNy
CNVUVVYY

ligis, pm

4 pav. Isilginis ziurkés skeletinio raumenens pjuvis (A3, RAT901a). Baltoje $viesoje gautas
vaizdas (a, b, c) su skaitmeniniu priartinimu (b ir ¢). Tos pacios srities antros harmonikos
generacijos signalo vaizdas (d, e, f). SkaitmeniSkai priartintos tos pacios sritys, kaip ir baltos
Sviesos vaizde (e ir f). Priartintos sritys pazymétos. Skalés pateiktos AHG vaizduose.
Grafikuose (g) intensyvumo profiliai gauti i$ pavaizduoty zony (c ir f vaizduose) [34].
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5 pav. Odos audinio sluoksnis (KMUK), dazytas eozinu ir hematoksilinu: esant baltam
apsvietimui (a), kolageno AHG (b) ir eozino DFSF (c). Skalé — 25 um [34].

mikroskopijoje vaizdas nekontrastingas, daugelyje viety kontrasto nepakanka periodinei
strukttrai iSskirti, taciau AHG mikroskopija leidzia vaizdinti dinaminius procesus gyvuose
audiniuose nepasitelkiant zymekliy [15].

DEFSF eksperimentams reikéjo bandinio, galinc¢io fluorescuoti zadinant 515 nm bangos
ilgio spinduliuote. Tokius kriterijus atitiko eozinas [37] — vienas i§ dazy, kuriais buvo
dazytas odos audinio bandinys (KMUK). Vaizdas pasirodé susiliejes, bet sufokusuoti astriau
nebuvo jmanoma (Pav. 5¢). Tokj vaizda galéjo nulemti ne itin specifiskas dazo molekuliy
pasiskirstymas bandinyje. Eozinas dazo baltymus, o Sie yra beveik visose struktiirose, todél
kontrastas nukencia. [3]. Nepaisant to, vaizdas gali buti naudingas didesnése skalése arba
kity vaizdo kontrasty multimodalinése sistemose papildymui. Taip pat uzregistruotas ir AHG
signalas toje pacioje bandinio vietoje, leidziantis pamatyti kolageno issidéstyma audinyje
(pav. 5b) [34].

Prie§ pradedant poliarimetrinius matavimus, reikéjo patikrinti ar j bandinj krintancios
spinduliuotés galia nesikeicCia keiciant poliarizacija. Buvo atliktas toks eksperimentas: kei¢iant
poliarizacijos kampa buvo registruojamas bandinio DFSF intensyvumas. Netvarkingai
orientuoty dazy molekuliy DFSF nuo poliarizacijos nepriklauso, todél signalo intensyvumas
turéjo nekisti. ISmatavus gauta, kad fluorescencijos intensyvumas nesikeité daugiau nei 0,5 %
[34].

Skeletiniy raumeny skaidulose AHG efektyvumo priklausomybé nuo FDS
poliarizacijos buvo gauta uzregistravus 18 vaizdy keiciant elektrinio lauko vektoriaus
pasukima kas 10°. KiekybiSkai palyginamos vertés buvo gautos pasirinkus viena kryptimi
orientuota miofibrile ir apskaiCiuojant jos intensyvumo maksimumy vidurkius. Poliarizacijos

kampas, kuris turéjo atsitiktine atskaitos sistema, pervestas j sistema, sutampancia su kampu 6
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6 pav. Isilginio ziurkés skeletinio raumenens pjuvio (Al, RAT901a) AHG signalo
intensyvumo priklausomybé nuo zadinancios spinduliuotés poliarizacijos. Skalé — 5 pm.
Paveiksléliuose a, b ir ¢ pazyméty zony intensyvumo profiliai esant skirtingam zadinancios
spinduliuotés poliarizacijos kampui (d). AHG intensyvumo priklausomybé nuo kampo tarp
iSilginés miofibrilés asies ir elektrinio lauko vektoriaus (e). Supaprastinta eksperimento
schema (f): k — FDS sklidimo krypties vektorius — statmenas vektoriui §; § — miofibrilés aSiai
kolinearus vektorius; € — elektrinio lauko svyravimo kryptis; # — kampas tarp vektoriy §'ir €
[34].

(zr. pav. 6) taip, kad aukstesnysis minimumas sutapty su 90° kampu, o maziausios intensyvumo
vertés sutapty su 0° ir 180° kampais. Gautos AHG intensyvumo vertés buvo palygintos su

modeliu, paremtu prielaida, kad miozino molekulés sudaro cilindrinés simetrijos struktiira:
Lanc = Io ((d31 sin® 0 + ds3 cos® 0)* + di; sin*(26)) , (11)

Cia dg1, dss ir dy5 yra nepriklausomi, nenykstantys netiesinio tenzoriaus elementai. Naudojant
evoliucinj algoritma, surasta su kuriomis parametry vertémis buvo geriausias modelio
atitikimas duomenims: d3; = 0,79, ds3 = 0,45 ir dy5 = 0, 76 [34]. Kai Kleinmano simetrijos
salyga tenkinama, tada ds; = dy5 [38]. Siame eksperimente verdiy ds; ir dy5 santykis buvo
pakankamai arti: g—;j = 0,96, Santykis tarp ds3 ir d3; buvo g—i’i = 0,59 [34]. Literaturoje [39]
miofibriliy miozinui §i verté svyruoja tarp 0,5 ir 0,6.

Uzregistravus 10 vaizdy 20° elektrinio lauko vektoriaus sukimo intervalais buvo

iSmatuota kolageno AHG signalo priklausomybé nuo zadinancios spinduliuotés poliarizacijos.
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poliarizacija (taskai) ir tas vertes geriausiai atitinkantis modelis, pavaizduotas kreive (c). 6 —
kampas tarp FDS elektrinio lauko vektoriaus ir skaidulos iSilginés aSies (zr. pav. 6f).

Parinkus viena skaiduly ,rySulélj (pav. 7b pazymeéta sritis) buvo gautos vidurkinés
intensyvumo vertés. ISkélus prielaida apie Kleinmano simetrija ir radus geriausiai atitinkantj
modelj, gauti tokie parametrai: ds; = 0,603, ds3 = 0,898. Cia, kitaip nei miozino atveju,
AHG intensyvumas yra maziausias, kai FDS elektrinio lauko vektorius € su skaidulos iSilgine

asimi § sudaro statmeng kampa. ApskaiCiavus orientacijos parametra D:

d33/d15

=98/ 12
2+d33/d15 ( )

ir vidutinj kolageno harmonofory issidéstymo skaiduloje kampa (,:

Ye = Varccos D (13)

gautos vertés buvo D = 0,42 ir ¢, = 49,2°. Jos atitiko literattroje randamas vertes, be to,
kolageno skaiduly netiesiniai optiniai parametrai gali skirtis skirtinguose audiniuose ir skirtingy
rasiy gyvunuose, leidziama apie 5 % paklaida [26].

I$ ty paciy vaizdy, panaudojus PAHG vaizdinimo programa (Zr. psl. 18), buvo gautas
skaiduly orientacijy pasiskirstymas (pav. 8c). Programa pagal intensyvumo profilj nustato
minimumus ir maksimumus, o tada pagal jy padétj vaizdy serijoje nustato skaidulos pasukimo
kampa 0. Kadangi nereikia ieSkoti geriausiai duomenis atitinkancios kreivés, programa
rezultata duoda per labai trumpa laiko tarpa (kelios minutés). Tuo tarpu kiti ¢ skai¢iavimo
algoritmai gali uztrukti net kelias valandas.

Kiekvienam vaizdo taskui Skaiduly orientacija vaizdinimo plokStumoje 0 nustatyta
pagal tai per kiek laipsniy reikia paslinkti kreive (zr. pav. 7), kad ji geriausiai atitikty tam

taskui uzregistruotas AHG intensyvumo vertes (pav. 8c). Po to tas gautas vaizdas buvo
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palygintas su spektrinés analizés vaizdu, gautu i$ poliarizacinés informacijos neturin¢io AHG
intensyvumo vaizdo. Vaizdas buvo suskaidytas j 128x128 pikseliy segmentus, kuriems atskirai
buvo atlikta greitoji Furje transformacija ir gauti tokiy paciy matmeny erdviniai spektrai, kurie
buvo isdélioti j originalias segmenty vietas (pav. 9). Erdviniame spektre ar¢iau centro yra mazo
kontrasto sritis, o tolstant nuo jo, kontrastas didéja. Kadangi skaidulos buvo issirikiavusios
tam tikra kryptimi, iSilgai jy orientacijai kontrastas buvo nedidelis, o statmenai — didelis.
Todél erdvinis spektras gaunasi elipsés formos. Ilgoji elipsés asis atspindi statmena skaiduly
orientacijai kryptj. Norint rasti skaiduly kryptis, reikia ieskoti tos elipsés trumposios asies.

Jei viename segmente vyrauja kelios skaiduly orientacijos, jos taip pat yra matomos kaip

a b

8 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés atplaifos: baltos §viesos vaizdas (a), kolageno AHG
vaizdas, gautas sudéjus maksimalias vertes i visy skirtingy zadinancios spidnuliuotés
poliarizacijy vaizdy (b), i§ PAHG analizés gauta skaiduly orientacija d vaizdo plokStumoje
lyginant su vertikalia paveikslélio asimi (c).
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papildomos persiklojancios elipsés.
Palyginimui su poliarimetrinés analizés budu gautu skaiduly lateralios orientacijos 0
vaizdu, pazymétose srityse (pav. 9b) buvo apskaiCiuoti verCiy vidurkiai ir standartiniai

nuokrypiai (lent. 2).

2 lentelé. Paveikslélyje 9b pazymeéty sriciy 0 vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai bei

spektrinés analizés budu gautos vertés

Sritis ¢ vidurkis ¢ st. n. FFT verté

A 45,8° 15,5° 35°
B 47,0° 22,2° 56°
C 47,7° 16,4° 36°
D 57,9° 17,0° 48°

Srityse A, C ir D lateralios skaiduly orientacijos d vertés gautos poliarimetrinés analizés
btadu buvo paslinktos per ~10° nuo ver¢iy gauty FFT analizés budu. Vadinasi atskaitos sistema
néra tiksliai vertikali lyginant su paveikslélio asimi. Taip galéjo nutikti dél netiksliai j laikiklj

jstatytos pusés bangos plokstelés, su kuria buvo kei¢iamas FDS tiesinés poliarizacijos kampas.

a b 5,°

' 80
60
140
120

9 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés atplaifos erdviniy spektry koliaZas, gautas suskaidZius
originaly paveikslélj j 128x128 pikseliy sekcijas, kurioms FFT buvo atlikta atskirai (a).
Atrinkti keli erdviniai spektrai ir parodyta i$ kuriy bendro vaizdo viety jie paimti (b).
Spektro elipsés ilgoji asis sutampa su didziausio kontrasto kryptimi (statmena skaiduly
orientacijai), ji pazyméta raudona plona linija. Tai asiai statmena yra trumpoiji asis ir yra
pazyméta mélyna stora linija. Ji sutampa su skaiduly orientacija. Salia kiekvieno spektro
uzraSytas ir i$ spektro gautas orientacijos kampas lyginant su vertikalia vaizdui aSimi.
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Kadangi poliarizacijos pasukimas yra dvigubai didesnis nei pacios plokstelés pasukimas,
nuokrypis galéjo buti mazdaug 5°. Problema iSspresty tikslus motorizuotas laikiklis, kurj bty
galima sukalibruoti pagal FFT gaunamas vertes. [ sritj B pateko skirtingy skaiduly orientacijos
ir buvo rastas jy visy vidurkis. Ta liudija ir didesnis standartinis nuokrypis. FFT verté to
neatspindi, nes buvo pasirinkta tik viena skaiduly orientacija atspindinti elipsé.

Daznai kolageno sudaromos struktiiros yra jvairiais kampais persipyne tinklai. Lygtis 11
galioja tol, kol egzistuoja cilindriné simetrija. Tai yra — skaidulos yra orientuotos viena asimi.
Taciau paprastumo délei laikoma, kad cilindriné simetrija néra pazeidziama, kai skaidulos néra
orientuotos lygiagreciai, o jy intensyvumo signalai susideda nepriklausomai. Siame darbe buvo
pasirinktas toks kolageno skaiduly bandinys, kuriame yra tiek sri¢iy, kur skaidulos orientuotos
lygiagreciai, tiek sriCiy, kur kolageno skaidulos persikloja tam tikru kampu (Pav. 10).
Modeliui su duomenimis lyginti buvo uzregistruoti 72 kadrai sukant pusés bangos plokstele
kas 5°. Isrinkus po 10 viety lygiagreciai orientuotoms skaiduloms ir 10 dviem skirtingais
kampais orientuotoms skaiduloms, buvo surinktas nuo zadinancios spinduliuotés poliarizacijos
kampo priklausancios AHG signalas. Palyginus persiklojanciy skaiduly AHG intensyvumo
grafikus (pav. 10f) su lygiagreCiai einanciy skaiduly grafikais (pav. 10b, d) paaiskéjo, kad
atskiry skaiduly AHG signaly suma neduoda panasios AHG intensyvumo priklausomybés nuo
zadinancios spinduliuotés poliarizacijos kampo j realy persiklojusiy skaiduly signala. Todél
norint geriau iSaiskinti sudétingy kolageno bandiniy struktiiras, reikia geresnio saveika galincio
paaiskinti modelio.

Tuo tarpu Siame darbe sitloma persiklojusias skaidulas atpazinti pagal parametry

santykius % ir % naudojant lygtimi 11 aprasoma modelj.

LygiagrecCiai orientuotoms skaiduloms % =1,71+£0,22, 0 g—;"; = 0,92+ 0,03. Dél
artimy Kleinmano simetrijai salygy, % artimas vienetui.

Persiklojusioms kampu skaiduloms % = 1,91 £ 0,32, o dél itin zemy d;5 verciy,
santykis tarp ds; di5 nebuvo labai nuspéjamas: g—i’; = 12942 £ 15124, taciau visais atvejais

buvo didesnis nei 1. Tokia persiklojusio kolageno savybe galima panaudoti pritaikant filtra,
kuris atskiria skirtingomis kryptimis persiklojanc¢io kolageno signala ir leidzia toms sritims
taikyti kitokig analize. Santykiy % skirtumas nebuvo pakankamai didelis, todél norint atskirti

skaiduly persiklojima maziau patikimas.
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10 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés kolageno skaiduly poliarimetrija. Vaizduose buvo
parinktos sritys (pazyméta baltais kvadratais), kad jose buty tik viena aSimi iSsidésciusios
skaidulos (a ir ¢) kampu persiklojusios skaidulos (e). Grafikuose b, d ir f pavaizduota
pazymeéty sriciy AHG signalo intensyvumo [ priklausomybé nuo zadinancio Saltinio
poliarizacijos kampo «. Sukant pusés bangos ilgio plokstele, elektrinis lauko vektorius kerta
ta pacia asj keturis kartus, todél kiekvienam zadinancios spinduliuotés poliarizacijos kampui
pavaizduotos 4 AHG intensyvumo vertés.
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ISVADOS

Sukonstruotas plataus lauko netiesinis optinis poliarimetrinis mikroskopas. Naudojantis
mikroskopu buvo uzregistruoti dviejy fotony suzadinimo fluorescencijos signalai, antros
harmonikos generacija tiek miozino turinciuose bandiniuose, tiek kolageno turinciuose
bandiniuose, atliktos poliarimetrinés analizés, gauti duomenis atitinkantys modeliai, kuriy
parametry vertés sutapo literatiiroje apraSomy parametry vertémis.

Suzinota, kad kolageno skaiduloms persiklojus kampu, cilindrine simetrija paremtas
modelis duoda itin auksta modelio parametry santykj %. Toks pastebéjimas gali buti
pritaikomas siekiant vaizde atskirti sritis, kuriose skaidulos orientuotos lygiagreciai, o kur

persiklojusios kampu. Tai yra naudinga su kolageno persitvarkymu susijusiy ligy diagnozei,

nes leidzia jvertinti lygiagreciai iSsidésCiusiy ir kampu persiklojusiy skaiduly santykij.
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SUMMARY

Nonlinear microscopy utilizes light phenomena occurring in electromagnetic fields
of extremely high intensity to provide new imaging capabilities. Multi-photon excitation
fluorescence (MPEF) and second harmonic generation (SHG) are among them. The former
occurs when a pigment molecule absorbs two or more photons and emits one of higher
frequency, but the latter only appears in specific materials, which are lacking the center of
symmetry. This property is not common in nature, especially in live organisms. However
fibrillar proteins myosin and collagen are capable of SHG and require no chemical processing
to be discernible. Since these proteins have vital roles, ability to noninvasively inspect them
leads to potential use cases in medicine.

Since inception of nonlinear microscopy, exclusively only scanning microscopes were
used. Biological matter is translucent to near infrared light (commonly used in nonlinear
microscopy) so deeper penetration into the sample is possible. Effectiveness of second-order
nonlinear phenomena is proportional to the square of excitation light intensity, thus optical
sectioning can be achieved, which enables 3D imaging without a pinhole. However, a scanning
microscope is inherently slow, because it can only image one point at a time.

Wide field microscopy, on the other hand, captures the whole image at once and is
much faster. This technology can find it’s use in real-time imaging of kinetic processes, e.g.
muscle contraction, or high throughput of histological samples in medical environment.

Polarimetric SHG methods are more sensitive to subtle molecular structure alterations,

usually not visible by other means. The less a disease is developed, the easier it is to treat it.
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