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Santrumpos

H&E — Hematoxylin and Eosin

NA — Numerical Aperture

2PEF — Two—Photon Excitation Fluorescence
MPF — Multi—Photon Fluorescence

NIR — Near—Infrared

SHG — Second—-Harmonic Generation

THG — Third-Harmonic Generation

FOV — Field of View

PMT — Photomultiplier Tube

PSF — Point Spread Function

FWHM - Full Width at Half Maximum
CMOS — Complementary Metal-Oxide-Semiconductor
LED — Light-Emitting Diode

SCIA — Structural Crosscorrelation Image Analysis



1. Jvadas

Optiné mikroskopija yra placiai naudojama biologiniy audiniy vaizdinimui. Histologiniy
pjuviy dazymas su hematoksilinu ir eozinu (H&E) patologijoje laikomas auksiniu standartu [1].
H&E pjiiviy vaizdinimas su Sviesaus lauko mikroskopu naudojamas didelio naSumo/pirminés
grandies klinikiniame vaizdinime. O konfokalinis mikroskopas kartu su specialiais fluorescenciniais
dazais naudojamas detaliam audiniy, lasteliy ir jy komponenty vaizdinimui. Ta¢iau netiesiné optiné
mikroskopija suteikia papildomy kontrasty ir naujos informacijos apie biologines strukttiras. Viena
tokiy yra kolagenas. Tai svarbus struktiirinis baltymas, tarplastelinio uZpildo komponentas, kuris
labiausiai paplitgs zmogaus organizme ir gali biiti efektyviai vaizdinamas panaudojant netiesinj
antros harmonikos generacijos (SHG) rezimg [2]. Nustatyta, kad kolageno struktiira pakinta vézio
paveiktuose audiniuose [3]. D¢l to kolageno tyrimai yra taikomi véZzio diagnostikoje.

Be SHG signalo, tuo paciu metu gali biiti registruojami dviejy fotony suzadinimo
fluorescencijos (2PEF) ir trecios harmonikos generacijos (THG) signalai [4]. SHG ir 2PEF signaly
prigimtis yra placiai iStyrinéta [2,5-7], taCiau apie THG netiesing mikroskopijg ir $io signalo
prigimtj informacijos maziau. Siame darbe bus vystomi 2PEF, SHG ir THG mikroskopijos taikymai
histologijoje, démes;j sutelkiant j tarplastelinio uzpildo vaizdinimg THG kontrasto budu.

Sio darbo tikslas yra sukurti netiesinj optinj skenuojantj mikroskopa ir naudojantis juo istirti
skirtingy kontrasty netiesinius biologiniy audiniy vaizdus histologiniuose pjtiviuose bei iSsiaiskinti

THG vaizdo kontrasto prigimtj vaizdinant kolageng.



2. Literatiiros apZvalga

2.1. Mikroskopijos raida

Optiniai instrumentai, kurie leido pazvelgti j objektus i§ ar¢iau nei galima su plika akimi,
18sivyste tik 1617 a. [8,9]. Hans Janssen 1590 metais sukiiré sudétinj mikroskopg su dviem leSiais.
Mikroskopu kaip instrumentu pasinaudojo Robert Hooke isleisdamas “Micrographia“ [10]. Antonie
van Leeuwenhoek pritaiké mazy sferiniy l¢Siy panaudojimg ir pirmasis pagamino praktinj
mikroskopa su vienu lesiu. Jis steb¢jo ir nupiese augaly mikrostruktirg bei mikroorganizmus, kurie
iki tol nebuvo aprasyti [11]. Joseph Jackson Lister pagamino objektyva, kuriame buvo paSalinta
dalis chromatiniy ir sferiniy aberacijy. Tai leido gauti Zymiai aukstesnés kokybés vaizdus lyginant
su pirmtakais.

Zinomi vardai mikroskopijoje yra Carl Zeiss ir Ernst Abbe. Abé aprasé¢ difrakcijos jtaka
formuojamiems vaizdams ir pritaiké teorinius skai¢iavimus mikroskopams projektuoti [12]. Jis
pastebéjo, kad didesnés skaitinés apertiiros (angly k. Numerical Aperture NA) objektyvai perteikia
geresnés skyros vaizdus:

NA = n - sin(0) (1)

kur n — lazio rodiklis.

Sis pastebéjimas leido i§vesti garsigja formule (2). Joje NA kartu su A apibrézia klasiking skyros

ribg:

2-NA @

kur 4 — bangos ilgis.
Po $iy Abés jzvalgy objektyvai gana greitai priartéjo prie teorinés ribos, dél to net ir su
Siuolaikiniais objektyvais pasiekiama skyra yra panasi.

Tam tikriems bandiniams Sviesaus lauko kuriamo kontrasto nepakanka. Nudazius
dominancias struktiiras fluorescuojanciais dazais jas galima i$skirti 1§ fono. Marvin Minsky
sukiiré¢ konfokalinj mikroskopa, kurio dizainas leidzia uzregistruoti tik tuos fotonus, kurie sklinda i$

objektyvo zidinio plokStumos. Tai leido vaizdinti storus bandinius be fono, o stumdant bandin;j ar



pluosta Z kryptimi registruoti optinius bandinio pjiivius ir formuoti 3D vaizdus [13]. 3D optinis
vaizdinimas be bandinio pjaustymo buvo dar viena revoliucija mikroskopijoje.

Mikroskopija $iuo metu yra neatskiriama medicinos, biologijos bei medziagy mokslo dalis,
bei jrankis daugelyje kity sfery. Zinomiausios kompanijos Nikon, Zeiss ir Olympus. Jos raida ypa¢

suaktyvejo nuo tada, kai buvo atrasti ir pritaikyti netiesinés optikos principai.

2.2. Netiesiné optika

Toliau apZvelgsime pagrindinius netiesinius procesus, kurie biidingi mikroskopijai.

1931 metais Maria Goppert-Mayer teoriSkai parodé, kad kartu veikiantys mazesnés
energijos fotonai gali suzadinti tokig biiseng, kuri paprastai pasiekiama dél vieno didesnés energijos
fotono sugerties [14]. Sis reidkinys vadinamas daugiafotoniu suzadinimu. Laiko tarpas, per kurj
pasireiskia $is kvantinis jvykis, yra mazdaug 107'® sekundziy eilés. Eksperimentiskai tai pavyko
parodyti tik po 30 mety, kai buvo iSrastas lazeris. O pra¢jus dar beveik trisdeSim¢iai mety, 1990
metais mokslininkai Denk, Stickler ir Webb pademonstravo pirmaji netiesinj dviejy fotony
suzadinimo fluorescencijos 2PEF mikroskopa [15].

Fotony energija yra atvirkS¢iai proporcinga fotony bangos ilgiui [5]. Taigi, turédami lazerj,
kurio generuojamy fotony bangos ilgis A = 1030 nm, galime suzadinti fluoroforg, kurj paprastai
suzadiname su vienu fotonu, kurio bangos ilgis A = 515 nm. Sis procesas pavaizduotas 1 pav.

pateiktoje Jablonskio energijos lygmeny diagramoje.

1 pav. Jablonskio energijos lygmeny diagrama.



Daugiafotoniai reiSkiniai vadinami netiesiniais dél to, kad turi netiesing priklausomybg¢ nuo
zadinimo $viesos intensyvumo [5]. Tai reiskia, kad padvigubinus intensyvumga gausime keturis
kartus didesnj netiesinj signalg. Kadangi jie pasireiskia per labai trumpa laika, tai svarbus biitent
intensyvumas, o ne vidutiné galia. Galia yra energija per laiko vieneta W = J - s—1, o intensyvumas

I — fotony skaicius ploto vienetui per laikg. Taigi, intensyvumas gali biiti skai¢iuojamas kaip galia

w
per plota I = —.
cm?

Norédami padidinti intensyvuma, turime fokusuoti Sviesg tiek erdvéje, tiek ir laike. Erdvéje
sufokusuoti lazerio pluosta galime naudodami optinius elementus, o laike — lazerius, kurie
generuoja ultratrumpus impulsus [5]. Kadangi netiesiniai optiniai procesai turi kvadrating arba
kubing priklausomybe¢ nuo Zadinancios spinduliuotés intensyvumo, tai Sie procesai pasireiks tik
didelés skaitinés aperttiros objektyvo zidinio taske, kuriame fotony tankis yra pakankamas. Visur
kitur intensyvumas staigiai krenta, dél to netiesinj signala gauname tik i§ labai mazo erdvés tasko.
Tai veikia kaip konfokalinés apertiiros analogija ir yra vienas pagrindiniy privalumy norint formuoti
trimacius vaizdus. Kitas privalumas pries$ klasiking Sviesaus lauko ar konfokaling mikroskopija yra
tas, kad zadinimui naudojama spinduliuoté yra NIR (angly k. Near-Infrared) bangy srityje. Ilgesniy
bangy spinduliuoté yra maziau sklaidoma ir sugeriama, dél to gali giliau jsiskverbti | biologinius
audinius.

Netiesinis optinis mikroskopas gali registruoti ne tik 2PEF, bet ir buti modifikuotas
papildomiems netiesiniams rezimams. Papildomos informacijos apie bandinius galime suZinoti i§
antros harmonikos generacijos (angly k. SHG) ir trecios harmonikos generacijos (angly k. THG).
SHG atveju du fotonai virsta vienu dvigubai didesnio daznio fotonu be medziagos suzadinimo.
SHG saveikia pasireiskia necentrosimetrinése medziagose, o efektyvumas ir generuojamo signalo
poliarizacija priklauso nuo medziagos kristalinés struktiiros [2].

THG yra procesas, pasizymintis tre¢ios eilés netiesiniu jautriu y® [16]. Jo metu trys tos
pacios energijos fotonai generuoja vieng fotona, kuris turi tris kartus didesnj daznj. THG néra

apribota vien necentrosimetriniy medziagy.
2.3. Biologiniy audiniy netiesin¢ mikroskopija

Siekiant suprasti biologiniy audiniy funkcijg ir patologija svarbu Zinoti jy struktiirg bei jos

poky¢ius. Priklausomai nuo pasirinkto vaizdinimo rezimo galima atskirai i$skirti vienas struktiiras



nuo kity arba vaizdinti keletg vienu metu. Pagrindinés dalys, kurias galime matyti audiniuose, yra
lasteliy branduoliai, tarplastelinis uzpildas ir citoplazma.

Histologijoje pjiviy H&E daZymas yra vienas populiariausiy metody atliekant diagnostika
[17]. Jis suteikia kontrasta tarp lastelés branduoliy, citoplazmos ir tarplastelinio uZpildo. Sis dazymo
metodas geriausiai iSrySkina branduolius ir yra patology laikomas auksiniu standartu vézio
diagnostikai. Deja, bet Sviesaus lauko mikroskopijai reikalingi itin ploni bandiniy pjiiviai (5 gm). Jy
paruoSimas ilgai uZtrunka (10-72 val.) [18]. D¢l to 3D vaizdy formavimas tampa labai sudétingas,
nes reikia vaizdinti daug atskiry bandiniy, o tai uzimta daug laiko. Be to, tai apsunkina pjiviy
koregistracija.

Netiesinis skenuojantis optinis mikroskopas ne tik i§sprendzia 3D vaizdy formavimo
problema, bet ir suteikia papildomy vaizdinimo kontrasty panaudojant jvairius netiesinius rezimus.
2PEF, SHG ir THG vaizdinimo rezimai suteikia papildomos informacijos ir yra naudojami
medicininéje diagnostikoje [2,5-7].

Kolagenas neturi centro simetrijos, d¢l to gerai generuoja SHG signalg. H&E dazytuose
pjuviuose naudojamas THG rezimas gerai atvaizduoja lgsteliy branduolius ir taip pat suteikia
informacijos apie tarplastelinj uzpilda. Patologijoje yra Zinoma, kad véziniy Igsteliy paveiktuose
audiniuose pakinta kolageno struktura [3]. Dél to véziniy susirgimy diagnostika panaudojant

netiesing mikroskopijg yra aktuali tema ir turi placias pritaikymo galimybes [2,5-7].



3. Instrumentai ir priemonés

Konfokalinis mikroskopas vis dar populiarus jrankis medicinos ir mokslo laboratorijose, bet
netiesinis skenuojantis mikroskopas yra unikalus, nes viename Zidinio tasko tiiryje galima bandyti
naujas technikas.

Netiesiné mikroskopija Lietuvoje yra dar jauna sritis, o norint jg vystyti reikia
eksperimentinés bazés ir patirties turinciy zmoniy. Sukiirus tokig baz¢ galima imtis biomedicininiy
tyrimy ir galiausiai taikymy klinikings ir inovatyviosios medicinos srityse. Viena i$ §io darbo
uzduoc¢iy buvo sukurti netiesin] skenuojant] mikroskopa, kuris leisty atlikti biologiniy audiniy
tyrimus.

Mikroskopas buvo kuriamas remiantis V. Barzdos laboratorijos patirtimi Toronte. Pirminj
mikroskopo ir programinés jrangos dizaing sukiir¢ Toronto ir VU absolventas L. Kontenis [19].

Netiesinio skenuojancio mikroskopo 3D modelis pateiktas 2 pav.

(ﬂiﬁ"llln,

l]\}ll%.» -

-k

2 pav. Netiesinio skenuojanc¢io mikroskopo 3D modelis.



10

3.1. Netiesinio optinio skenuojanc¢io mikroskopo sukiirimas

Pagrindiniai elementai, sudarantys netiesinj mikroskopa, yra lazeris, optin¢ sistema ir
signalo detektoriai. Toliau Siame skyrelyje detaliau apzvelgsime kiekvieng 1S jy.

Vienas pagrindiniy netiesinio mikroskopo elementy yra lazeris. Lazeriniai Saltiniai turi
pasizymeti trumpais impulsais (100-1000 fs), bangos ilgiy spektro ruozu nuo
700 nm iki 1100 nm (geriausia, jei bangos ilgj galima derinti) ir saglyginai nedidele galia
(iki 1 W). Daugiau nei du deSimtmecius mikroskopy rinkoje dominuoja sinchronizuoty mody
femtosekundiniai titano safyro (Ti:Al,O3) kietojo kiino lazeriai [20]. Siy lazery impulso trukmé apie
50-100 fs, bangos ilgj galima derinti nuo 700 nm iki 1000 nm, taciau jiems kaupinti reikalingas
papildomas lazeris.

Rinkoje vis dazniau pasirodo ir kity Saltiniy, kurie yra tinkami naudojimui netiesininiuose
mikroskopuose [21]. Vienas tokiy yra iterbiu legiruotas kalio gadolinio volframato (Yb:KGW)
osciliatorius. Jy kaupinimo spinduliuoté kovertuojama j lazering labai efektyviai ir iSskiria mazai
nenaudingos Silumos [22]. Trivalenciy iterbio jony sugerties linija ties 980 nm bangos ilgiu leidzia
juos efektyviai kaupinti su telekomunikacijoje gerai iSvystytais ind¢io galio arsenido (InGaAs)
lazeriniais diodais. Tiesiogiai i$ osciliatoriaus gaunama vidutiné galia yra pakankama netiesinés
mikroskopijos taikymams, dél to jie yra pigesni uz titano safyro sistemas. Yb:KGW impulsy trukmé
Siek tiek ilgesné, paprastai 100-500 fs.

Siame darbe naudojamas FLINT (Light Conversion) osciliatorius, kuris puikiai tinka
netiesinés mikroskopijos taikymams. Sio $altinio centrinis bangos ilgis 1030 nm, impulso trukmé
100 fs, impulsy pasikartojimo daznis 76 MHz, o vidutiné galia 1 W.

Biologiniams bandiniams vaizdinti uztenka vos keliy nJ impulsy energijos. Bandin;j turi
pasiekti 1-20 mW vidutiné galia. Atlikus mikroskopo galios pralaidumo matavimus paaiskéjo, kad
pralaidumas yra 20 %. Toks pralaidumas yra pakankamas, nes zinant, kad osciliatoriaus vidutiné
galia 1 W, tai maksimaliai ties bandiniu galime turéti net 0,2 W. Tai yra deSimt karty daugiau negu
reikia tipiniams bandiniams.

Paciu paprasciausiu atveju bandinio atvaizdg galime gauti skenavimg atlikdami stumdant
bandinj per fiksuota lazerio pluosta. Taciau norint didesnio vaizdy formavimo greicio, bandiniy
stabilumo ir vaizdy kokybeés reikia skenuoti lazerio pluosta ant statiskai jtvirtinto bandinio [23].
Netiesiniame skenuojanciame mikroskope vaizdas formuojamas panaudojant vieno tasko rastrinj

skenavima. Sis biidas yra sudétingesnis, todél reikalauja papildomy prietaisy konstruojant
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mikroskopa. Irenginiai, su kuriais galima skenuoti pluosta, yra akusto-optiniai deflektoriai [24],
rezonansiniai [25] ir nerezonansiniai [26] galvanometriniai veidrodZiai ir kt. Siame darbe buvo
pasirinkta naudoti pora galvanometriniy skenuojanciy veidrodziy. Vienas skenavimui X asimi, kitas
—Y asimi. Atliekant tokj skenavimg svarbu islaikyti pluosta centruotg ant objektyvo galinés
aperttros [27]. Taip pat turime uZztikrinti, kad lazerio pluoStas pilnai padengty objektyvo galing
aperttirg [22]. Ivertinus Sias kritines salygas matome, kad vienas i§ biidy skenuoti bandinj yra
keiciant pluosto kritimo kampa 6 ant objektyvo galinés apertiiros. Tai yra pagrindinis uzdavinys
konstruojant tokig skenavimo sistema. 3 pav. pavaizduota, kaip kinta atstumas A, esantis zidinio

plokstumoje atstumu f, priklausomai nuo kampo 6.

3 pav. Atstumo A priklausomybé nuo skenavimo kampo 6 [22].

Objektyvas yra neatsiejama kiekvieno mikroskopo dalis. Priklausomai nuo mikroskopo tipo,
Ju gali biiti vienas arba daugiau [22]. Jeigu naudojame atspindzio (angly k. Epi1) konfigiiracija, tai
objektyvas yra vienas ir per ji keliauja tiek zadinimo, tiek emisijos spinduliuoté. Jeigu mikroskopas
veikia pralaidumo rezimu (angly k. Trans), tada naudojami du objektyvai: vienas skirtas Zadinimo
spinduliuotei, o kitas surinkti emisijos spinduliuote 1§ bandinio ir nukreipti link detektoriaus.

Renkantis objektyvus reikia atsizvelgti | jy parametrus specifiniams taikymams. Pagrindiniai
objektyvy parametrai yra skaitin¢ apertiira NA, matymo laukas (angly k. FOV), didinimas ir
darbinis atstumas [28]. Skaitiné apertiira nurodo, kokiu kampu Sviesa sklinda i8/; objektyva.
Imersijos skys¢io nenaudojantys objektyvai siekia iki NA=1, o didesnéms vertéms reikalingi
imersiniai objektyvai. Turime jvertinti, kad didesné skaitin¢ aperttira apriboja atstumg nuo bandiniy,

dél to naudoti didelés NA vertés objektyvus ne visada patogu turint storus bandinius. Jeigu bandinys
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yra stipriai sklaidantis, tuomet svarbu, kad surenkancio objektyvo NA biity didesné arba bent jau ne
mazesné uz zadinancio objektyvo [29].

FOV parametras nurodo, koks skersmuo yra matomas ant bandinio. Didinimas nurodo, koki
fizinj lauko dydj mm atitinka pries tai jau minétas skenavimo kampas 6. Sis parametras turi bti
suderintas kartu su objektyvo FOV, nes neverta skenuoti uz riby.

Netiesinei skenuojanciai mikroskopijai optimalu pasirinkti tokj objektyva, kuris turéty
salyginai maza didinima, bet turéty salyginai didele NA verte. Siame darbe Zadinimui pasirinktas
Nikon CFI Lambda Plan Apochromat 20X/0.75 objektyvas, o signalo surinkimui naudojami jvairts
objektyvai priklausomai nuo taikymo, nes norint surinkti UV srityje esant] THG signalg reikia
atsizvelgti j objektyvo pralaiduma.

Patogiam bandinio transliavimui naudojamas XY motorizuotas staliukas (ASI), o Z aSyje
naudojamas atskiras staliukas (Standa), kuris transliuoja zadinimo objektyva. Mikroskopas gali
registruoti §viesaus lauko vaizda per CMOS spalvota kamera (FLIR). Sviesaus lauko kameros
apsSvietimui buvo pasirinktas plataus matomo spektro LED Saltinis (Thorlabs), kuriam buvo
pagamintas valdiklis. Netiesiniams MPF, SHG ir THG signalams atskirti naudojami filtrai
(Thorlabs: BP530-10, BP514.5-10 ir FGUV11). Jiems uzregistruoti naudojami fotodaugintuvai
(Hamamatsu, H10682) ir duomeny surinkimo ploksté (National Instruments). 4 pav. pateikta

netiesinio optinio skenuojancio mikroskopo schema.
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4f skenavimo sistema

4 pav. Netiesinio optinio skenuojanc¢io mikroskopo schema. Mikroskopa sudaro Sie komponentai:

L1, L2 ir L3 —Iesiai, M1 ir M2 — veidrodziai, BS — pluosto daliklis, LED — baltos Sviesos diodas,
CMOS - kamera, DM — dichroinis veidrodis, F1 ir F2 — filtrai.

Vienas i§ svarbiausiy parametry, apibiidinanc¢iy XYZ skyra, vaizdo kokybe ir efektyvuma
yra tasko sklaidos funkcija (angly k. PSF). Mikroskopu gautas vaizdas yra realaus objekto
bandinyje konvoliucija su tasko sklaidos funkcija. Taigi, atlik¢ eksperimentg galime nustatyti
mikroskopo raiska. RaiSka apibiidinama XY ir Z plokStumose, bet asin¢ PSF visada yra blogesné.

Medziagos, turin¢ios ¥ netiesiskuma, gali efektyviai generuoti THG signalg ties skirtingy

luzio rodikliy sandiira dél Gouy fazés poslinkio [19]. Taigi, fokusuodami j vieng i§ dengiamojo
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stikliuko pavirSiy gauname THG signalg. Norint nustatyti asSing PSF atlieckamas eksperimentas,
kurio metu registruojamas THG signalo intensyvumas nuo dengiamojo stikliuko pavirSiaus
transliuojant objektyva Z kryptimi. Gauti duomenys aproksimuojami Gauso funkcija, kurios pilnas
plotis ties puse maksimalaus signalo aukscio (angly k. FWHM) parodo mikroskopo raiska.
Modeliavimui buvo panaudota atviro kodo “Python” programavimo kalba ir “Markov Chain
Monte Carlo” modeliavimo algoritmas. Algoritmo laisvaisiais parametrais buvo pasirinkta
amplitude, centrine dalis u ir standartinis nuokrypis o. Eksperimento duomenys ir modelis pateikti 5
pav. IS §iy rezultaty matome, kad mikroskopo raiska asine kryptimi siekia 2,13 gm. Tokia raiSka yra

pakankama atliekant bandiniy optinius pjivius ir formuojant trimacius jy vaizdus.

THG ASINE PSF
06 1 S = Modelis
Duomenys
05 4
04 1
wn
g
S 034 FWHM = 2.13
&
£
=
02 1
01 1
00 4 IR PETS
-10 5 0 5 10
Pozicija [um]
0.04
© 002
S oo [T~
X 0
3
NAY;
-10 5 0 5 10

Pozicija [um]

5 pav. THG aSinés PSF eksperimento duomenys ir modelis.

PSF eksperimentas yra rutininis laboratorijos matavimas, kuris turi biiti atlickamas
periodiSkai. Jis néra sudétingas ir nereikalauja dideliy laiko sgnaudy, taciau suteikia daug
informacijos apie netiesinio mikroskopo bukle. Sekant ja nuolat galima laiku pastebéti nukrypimus

ir juos istaisyti.
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3.2. Biologiniai bandiniai

Siame darbe buvo tirti Ziurkés uodegos sausgyslés ir Zmogaus storosios Zarnos biologiniai
audiniai. Ziurkés uodegos sausgyslé buvo pasirinkta kaip modelinis bandinys. Kadangi darbo tikslas

— nustatyti, kokig jtakg THG signalui nuo tarplastelinio uZpildo turi dazai, tai 5 g m storio

histologiniai pjuviai buvo dazyti skirtingai:

hematoksilinu ir eozinu (H&E);

tik hematoksilinu;

tik eozinu;

nedazyti.

Visi Sie dazymo metodai buvo pritaikyti ziurkés uodegos sausgyslés iSilginiams ir skersiniams

pjuviams. Taigi, i§ viso buvo paruosti aStuoni modeliniai Ziurkés uodegos sausgyslés bandiniai

kurie pateikti 6 pav.

: .
.D.U?

: 3.‘.12 ek BN
| 8 TR ————— A
sl ) - - e ’ 4 &
-~ {4 ;,1 1\1 Q 2: :( ‘3 _ !
B RS A -N » — ‘ h ﬂ
C 32/) ) h e ! : g
3 L&

6 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés bandiniai. I$ilginiai pjaviai dazyti su:
hematoksilinu ir eozinu (H&E) — a, eozinu — b, hematoksilinu — ¢. Skersiniai pjuviai dazyti su:

hematoksilinu — d, eozinu — e, H&E — f. Nedazyty bandiniy skersinis pjuvis — g, i8ilginis pjivis — h.

THG efektas buvo tirtas ir kitame bandinyje — storojoje Zarnoje. Valstybinis patologijos
centras (VPC) paruosé zmogaus storosios zarnos sveiko audinio 5 g m storio skersinius pjtivius
parafine. Bandiniai buvo paruosti remiantis VPC etikos taisyklémis. Vienas bandinys buvo dazytas

H&E, o kitas — nedazytas. IS viso buvo paruosti du Zmogaus storosios Zarnos bandiniai, kurie

pateikti 7 pav.
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7 pav. Zmogaus storosios Zarnos bandiniai. Skersinis pjivis dazytas H&E — a, nedaZytas — b.

3.3. Vaizdy analize

Gautiems skirtingy netiesiniy rezimy vaizdams analizuoti buvo panaudotas strukturinés
koreliacijos vaizdy analizés (angly k. Structural Crosscorrelation Image Analysis, SCIA) metodas
[30], o su atviro kodo programavimo kalba “Python” buvo sukurtas algoritmas.

Kadangi MPF, SHG ir THG signalai registruojami i$ to paties mikroskopo zidinio tasko, dél
to juos galima palyginti tarpusavyje pikselio tikslumu. Skirtingy kanaly normuotos to paties

pikselio vertés Zymimos A, ; ir B; ;. Jy sandauga Z; , suteikia informacijos apie koreliacijg arba

antikoreliacija:
b;
= (3)

max

ai k

irB;; =

amax

Zi,k = Ai,k . Bi,k’ kur Ai,k =

SCIA metodas gali biiti pritaikytas ir trijy multimodalinés netiesinés mikroskopijos vaizdy analizei
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4. Rezultatai

Visi matavimai buvo atlikti i§laikant tas pacias salygas. Vidutiné galia ties bandiniu buvo 20
mW. Mikroskopo matymo laukas — 600 g m. Pilno vaizdo signalo integravimo trukmé 20 s.
Matricos dydis 298800 pikseliy (1660 stulpeliy, 1800 eilu¢iy). Vieno pikselio integravimo trukme
6,17 us. Lazerio pluosto poliarizacija buvo tiesiné, kurios orientacija horizontali pateikty vaizdy

atzvilgiu.
4.1. Ziurkés uodegos sausgyslés bandinys

Ziurkés uodegos sausgyslés iilginio pjiivio MPF, SHG ir THG vaizdai pateikti 8 pav.
(a), (b) ir (c) vaizdai dazyti su hematoksilinu ir eozinu (H&E). (d), (e) ir (f) — tik su hematoksilinu
(H). (g), (h) ir (1) — tik su eozinu (E). (j), (k) ir (1) — vaizdai i§ nedazyto bandinio. THG vaizdai
pateikti logaritminéje skaléje dél plataus signalo verciy diapazono.

Analogiskai pateikti zZiurkes uodegos sausgyslés skersinio pjiivio netiesiniai vaizdai 9 pav.
(a), (b) ir (c) vaizdai gauti 1§ dazyto bandinio su hematoksilinu ir eozinu, (d), (e) ir (f) — tik su
hematoksilinu, (g), (h) ir (1) — tik su eozinu, o (j), (k) ir (I) — nedazyto bandinio. THG vaizdai

pateikti logaritmingje skal¢je.
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8 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés isilginio pjiivio MPF, SHG ir THG vaizdai. (a), (b), (c) — dazyti
H&E. (d), (e), (f) — dazyti su hematoksilinu. (g), (h), (1) — dazyti su eozinu. (j), (k), (I) — nedazyti.



9 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés skersinio pjiivio MPF, SHG ir THG vaizdai. (a), (b), (c) — dazyti
H&E. (d), (e), (f) — dazyti su hematoksilinu. (g), (h), (i) — dazyti su eozinu. (j), (k), (1) — nedazyti.
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4.2. Zmogaus storosios zarnos bandinys

Sveiko zmogaus storosios zarnos skersinio pjivio MPF, SHG ir THG vaizdai pateikti 10
pav. (a), (b) ir (c) vaizdai gauti 1§ bandinio, dazyto hematoksilinu ir eozinu (H&E). (d), (e) ir (f)

pateikti nedazyto bandinio (ND) netiesiniai vaizdai.

10 pav. Zmogaus storosios Zarnos skersinio pjiivio MPF, SHG ir THG vaizdai.

(a), (b), (c) — dazyti H&E. (d), (e), (f) — nedazyti.

Siy bandiniy apatinéje dalyje matosi storosios zarnos sienelé, kurig sudaro kolagenas, o
virsutingje dalyje — storosios zarnos gleiviné. Kolageno struktiira gerai matosi SHG vaizduose (10
pav. (b) ir (e)). Gleivinés makro struktiira matome dazyto bandinio MPF rezimo vaizde (10 pav.
(a)). Detalesn; jos vaizda su Igsteliy branduoliais vaizduoja daZyto bandinio THG rezimas (10 pav.
(c)).

Nedazytame bandinyje autofluorescencija labai silpna ir nesuteikia pakankamo kontrasto
(10 pav. (d)). Geras kontrastas Siame bandinyje matomas tik SHG rezimo vaizde (10 pav. (¢)). THG
vaizde (10 pav. (f)) galime matyti tik atskiras gleivinés konttro dalis, kurios matomos ir

autofluorescencijos vaizde (10 pav. (d)).
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5. Rezultaty aptarimas

5.1. Ziurkés uodegos sausgyslé

IS pateikty Ziurkés uodegos sausgyslés netiesiniy vaizdy (iilginio ir skersinio pjiivio)
matome, kad skirtingi dazai neturi jtakos SHG signalui, kuris sklinda i§ kolageno. Nedazyty
bandiniy SHG vaizduose (8 pav. (k) ir 9 pav. (k)) uzregistruoty fotony maksimalus skaicius labai
panasus kaip ir dazytuose bandiniuose, vadinasi dazy molekulés prisitvirtindamos sudaro artimg
centrosimetrinei struktura.

Taciau jdomu palygint MPF ir SHG vaizdus tarpusavyje. Matome, kad H&E bandinyje MPF
vaizde (8 pav. (a)) signalas 1S tarplastelinio uZpildo pasiskirstes homogeniSkai. Tuo tarpu to paties
bandinio SHG vaizde (8 pav. (b)) signalas charakterizuoja kolageno struktiirg, kuris iSsidéstes
iSilgai. Abiejy vaizdy koreliacija ir antikoreliacija pateikta 11 pav. Nekoreliuotame MPF kanalo
vaizde (11 pav. (a)) matome kolageno invertuotg vaizda, kuris leidZia manyti, kad kolageno
skaidulos iSsidésto viena $alia kitos su prieSingy Zenkly dipoliais, tod¢l Zadinant su tiesine lazerio
pluosto poliarizacija SHG signalas duoda biitent tokj kontrasta. Vietose, kuriose skaiduly dipoliai
vienas Salia kito turi tos pacios reikSmes zenkla, gauname didesnj signalo intensyvuma, o kur
dipoliai yra prieSingo Zenklo — intensyvumas sumazéja. I§ nekoreliuoto SHG kanalo vaizdo (11 pav.

(c)) galima spresti, kad visas kolagenas bandinyje buvo padengtas H&E dazais.

11 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés isilginio pjivio, dazyto H&E, netiesiniy MPF ir SHG vaizdy

koreliacija ir antikoreliacija. (a) — nekoreliuotas MPF kanalo vaizdas, (b) — koreliacija tarp MPF ir

SHG, (c) — nekoreliuotas SHG kanalo vaizdas.
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Ziurkés uodegos sausgyslés isilginio pjavio, dazyto H&E, netiesiniy vaizdy MPF ir SHG

koreliacija ir antikoreliacija gerai matosi 12 pav., kur jy koreliacija (a) pateikta zalia spalva,

antikoreliacija (c¢) raudona spalva, o abu vaizdai kartu (b).

12 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés isilginio pjiivio, dazyto H&E, netiesiniy vaizdy MPF ir SHG
koreliacija ir antikoreliacija. (a) — koreliacija tarp MPF ir SHG, (b) — vaizdas (a) ir (c) kartu, (c) —

nekoreliuotas MPF kanalo vaizdas.

Panasy efektag duoda SHG su THG vaizdy palyginimas. Jy koreliacija ir antikoreliacija
pateiktos 13 pav.

13 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés isilginio pjiivio, dazyto H&E, netiesiniy vaizdy SHG ir THG

koreliacija ir antikoreliacija. (a) — nekoreliuotas SHG kanalo vaizdas, (b) — koreliacija tarp SHG ir

THG, (c) — nekoreliuotas THG kanalo vaizdas.

Tai jdomu ir nauja, nes yra parodyta ir apraSyta, kad eozinas (E) ir hematoksilinas (H) duoda MPF

signalg, o H, kuriuo nusidazo Igsteliy branduoliai, generuoja THG signalg [17]. Taciau stebina tai,
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kad THG rezime galime matyti ne tik 1gsteliy branduolius, bet ir tarplastelinj uzpilda, kurj
daugiausiai sudaro kolagenas. Tai patvirtina ir koreliacija tarp SHG ir THG kanaly (13 pav. (b)).
Tuo tarpu nekoreliuotas THG signalo vaizdas (13 pav. (c)) iSrySkina lgsteliy branduolius, kuriy
negalime matyti SHG vaizduose, nes branduolius nudazantis hematoksilinas turi trecios eilés
netiesinj jautrj.

H&E dazyty bandiniy MPF ir THG vaizdy koreliacija ir antikoreliacija pateikta 14 pav.
Matome, kad nekoreliuotas THG kanalo vaizdas (14 pav. (¢)) parodo maziau Igsteliy branduoliy nei
tame paciame vaizde tarp SHG ir THG koreliacijos (13 pav. (c)). Vadinasi, hematoksilino

fluorescencija i$ Iasteliy branduoliy nevisai uzgesina eozino fluorescencija [17].

14 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés isilginio pjiivio, dazyto H&E, netiesiniy vaizdy MPF ir THG

koreliacija ir antikoreliacija. (a) — nekoreliuotas MPF kanalo vaizdas, (b) — koreliacija tarp MPF ir

THG, (c) — nekoreliuotas THG kanalo vaizdas.

Matome, kad nekoreliuotame MPF kanalo vaizde (14 pav. (a)) lieka nemazai signalo. Tai
parodo, kad THG signalas 1§ tarplastelinio uzpildo néra toks homogeniskas kaip MPF signalas.
Pries tai tg patj jau parodéme palygindami MPF ir SHG signalus.

Tarplastelinis uzpildas matosi visais dazyty bandiniy atvejais (H&E, H ir E). Reikia
pastebeti, kad H bandiniuose didziausig THG signalg duoda lgsteliy branduoliai (152 fotonai), o 1§
tarplastelinio uzpildomo registruojame vidutiniskai tik vieng fotong pikselyje. Taciau E bandiniuose
1§ tarplastelinio uzpildo registruojame vidutiniSkai 13 fotony viename pikselyje. Ta patvirtina ir
koreliacija tarp visy trijy netiesiniy rezimy (MPF, SHG ir THG) bandinyje, kuris dazytas tik eozinu.
Ziurkés uodegos sausgyslés skersinio pjivio, dazyto H&E, netiesiniy vaizdy MPF, SHG ir THG

koreliacija pateikta 15 pav.
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15 pav. Ziurkés uodegos sausgyslés skersinio pjivio, dazyto H&E, netiesiniy vaizdy MPF, SHG ir
THG koreliacija.

Idomu ir tai, kad H&E bandiniuose THG signalas iS tarplastelinio uzpildo (5 fotonai) buvo
mazesnis lyginant su E bandiniais (13 fotony), o signalo intensyvumui i$ Igsteliy branduoliy
skirtingi dazai jtakos neturéjo. IS to galima daryti iSvada, kad THG signalg histologiniuose
pjuviuose gauname dél hematoksilino ir eozino. Esant jiems kartu, H&E bandiniuose, THG signalas
1§ tarplastelinio uzpildo yra mazesnis, o didziausias THG signalo intensyvumas i§ tarplastelinio
uzpildo kyla i§ bandiniy, kurie dazyti tik E.

Nedazytuose bandiniuose THG rezimo vaizdy kontrastas priklauso nuo bandinio
orientacijos. THG signalas pasireiSkia vietose, kuriose keiciasi terpés luZio rodiklis. ISilginio pjuvio
(8 pav. (1)) vaizde 1Sryskeja tik tos vietos, kuriose kolageno skaidulos nupjautos kampu. Tokiy viety
iSilginiame pjiivyje néra daug. Skersiniame pjiavyje (9 pav. (1)) galima matyti tarplastelinio uzpildo
struktiirg ir i§ nedazyto bandinio. Taip yra dél to, kad skersai nupjauta labai daug kolageno fibriliy,
kurias sudaro atskiros pynés, o Sias dengia rySkiau matomy fascijy kontiirai.

Autofluorescencija nedazytuose bandiniuose buvo mazo intensyvumo (3-5 fotonai
pikselyje), todél dazyty bandiniy tas beveik nejtakoja. MPF signalas atliktuose matavimuose buvo

nepriklausomas nuo bandinio pjtivio orientacijos.
5.2. Zmogaus storoji Zarna

Atlike kontrolinius matavimus su zmogaus storosios zarnos skersinio pjivio bandiniais

matome, kad prie$ tai gauti ziurkés uodegos sausgyslés rezultai dazniausiai atsikartoja. H&E
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bandinyje MPF signalas i§ tarplastelinio uzpildo homogeniskas (10 pav. (a)). Nedazytame bandinyje
(10 pav. (d)) autofluorescencija labai silpna (4 fotonai viename pikselyje).

SHG signalo intensyvumas tarp H&E bandinio (10 pav. (b)) ir nedazyto bandinio
(10 pav. (e)) praktiSkai nesiskiria ir yra artimas gautiems modeliniuose Ziurkés uodegos sausgyslés
bandiniuose.

H&E bandinio THG vaizdinimo reZime matome signalg i$ tarplastelinio uzpildo. Tq parodo
ir koreliacija tarp visy trijy netiesiniy rezimy bandinyje, kuris dazytas H&E. Zmogaus storosios
zarnos skersinio pjuvio, dazyto H&E, netiesiniy vaizdy MPF, SHG ir THG koreliacija pateikta 16

pav.

16 pav. Zmogaus storosios zarnos skersinio pjiivio, dazyto H&E, netiesiniy vaizdy MPF, SHG ir

THG koreliacija.

Idomu tai, kad storosios Zarnos THG signalo intensyvumas i§ tarplastelinio uzpildo didesnis (15
fotony) uz gautg analogiskame Ziurkés uodegos sausgyslés bandinyje (5 fotonai). Néra aiski to
priezastis, bet matome, kad Zmogaus stororios zarnos bandinyje kolageno skaidulos i$sidésciusios
netvarkingai. D¢l to galime daryti prielaida, kad THG signalo intensyvuma lemia specifiné
tarplastelinio uzpildo struktira.

THG rezimu vaizdinami H&E histologiniai pjiiviai suteikia gerg lasteliy branduoliy ir
tarplgstelinio uZpildo kontrastg. D¢l to Sio netiesinio reZimo panaudojimas gali biiti naudingas ir
suteikti papildomos informacijos atliekant vézio diagnostika. Juolab, kad Sis rezimas nereikalauja

papildomo bandiniy paruoSimo.
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6. ISvados

1. Kolagena, kuris yra pagrindinis tarplastelinio uzpildo komponentas, galime vaizdinti
THG rezimu d¢l dazymo hematoksilinu ir eozinu. Abu dazai tiek atskirai, tiek kartu generuoja
THG signala. Didziausig THG signalo intensyvumg i§ tarplastelinio uzpildo suteikia eozinas. THG
signalo matavimy rezultatai Igsteliy branduoliuose atitinka pries tai publikuotus duomenis.

2. Kolageno kontrastas, matomas SHG vaizdinimo rezime, atsiranda dél tvarkingos
kolageno skaiduly struktiiros. Vietose, kuriose skaiduly dipoliai vienas $alia kito turi tos pacios
reikSmes zenkla, gauname didesnj signalo intensyvuma, o kur dipoliai yra prieSingo zenklo —
intensyvumas sumazgja.

3. Kolageno struktiiriniam SHG vaizdinimui H&E dazymas jtakos neturi, dél to galima
naudotis dideliais histologiniy bandiniy archyvo istekliais, o ruoSiant naujus bandinius dazymas
néra biitinas.

4. H&E bandiniai paruoSiami standartiniams patologiniams tyrimams, dél to jy vaizdinimas
panaudojant THG reZzima nereikalauja papildomo bandiniy paruoSimo ir suteikia gerg lasteliy
branduoliy ir tarplastelinio uZpildo kontrasta, kuris duoda papildomos informacijos ir gali biiti
panaudotas atliekant vézio diagnostika.

5. THG vaizdinimo rezimas suteikia daugiau informacijos apie kolageno struktiirg ir

i8ryskina fascijas, kuriomis yra apgaubtos kolageno pynés.
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Santrauka

Optiné mikroskopija yra pla¢iai naudojama biologiniy audiniy vaizdinimui. Hematoksilinu
ir eozinu (H&E) dazyty pjiiviy vaizdinimas Sviesaus lauko mikroskopu naudojamas didelio naSumo/
pirminés grandies klinikiniame vaizdinime, o konfokalinis mikroskopas kartu su specialiais
fluorescenciniais daZais naudojamas detaliam audiniy, Igsteliy ir jy komponenty vaizdinimui.
Papildomai naudojami netiesinés optinés mikroskopijos metodai gali suteikti papildomy kontrasty ir
naujos informacijos apie biologines struktiiras. Viena tokiy struktiry yra kolagenas, kurio tyrimai
yra taikomi vézio diagnostikoje. Taikant MPF, SHG ir THG netiesinius vaizdinimo reZimus galima
gauti skirtingus biologiniy audiniy kontrastus. Nors $ie netiesinés optikos rezimai yra seniai zinomi,
taciau apie THG netiesing mikroskopijg ir $io signalo prigimtj informacijos néra daug. Dél to buvo
nuspresta sukurti netiesinj optinj skenuojantj mikroskopa, su juo istirti MPF, SHG ir THG kontrasty
biologiniy audiniy histologiniy pjiivy vaizdus ir i$siaiSkinti THG vaizdo kontrasto prigimtj
vaizdinant kolageng. Rezultatai parodé¢, kad kolagena, kuris yra pagrindinis tarplastelinio uzpildo
komponentas, galime vaizdint THG rezimu dél hematoksilino ir eozino dazy. Abu dazai tiek
atskirai, tiek kartu generuoja THG signala. Didziausiag THG signalo intensyvumag i$ tarplastelinio
uzpildo suteikia eozinas. THG vaizdinimo rezimas taip pat suteikia gerg lasteliy branduoliy ir
tarplastelinio uzpildo kontrasta, bei duoda papildomos informacijos apie kolageno struktiira.
Kadangi H&E bandiniai paruoSiami standartiniams patologiniams tyrimams, jy vaizdinimas
panaudojant THG reZima nereikalauja papildomo bandiniy paruos$imo ir gali buti taikomas atliekant

vézio diagnostika.
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Abstract

MULTIMODAL NONLINEAR MICROSCOPY OF COLLAGEN IN BIOLOGICAL TISSUES

Optical microscopy is widely used in medicine for imaging of biological tissues. Imaging of
histological H&E-stained sections with a brightfield microscope is used in high-throughput /
primary stage clinical imaging, while confocal microscopy in combination with special fluorescent
dyes is used for detailed imaging of tissues, cells, and their components. Nonlinear optical
microscopy provides additional contrast and new information about biological structures. One of
such structures is collagen, which is investigated for applications in cancer diagnostics. Different
contrasts of biological tissues can be obtained using nonlinear imaging modes of MPF, SHG and
THG. Although these nonlinear optical modalities have long been known, there is not much
information about THG nonlinear microscopy and the origin of this signal. As a result, it was
decided to develop a nonlinear optical scanning microscope and use it to study MPF, SHG and THG
images obtained from histological sections in order to elucidate the nature of THG in collagen. The
results showed that collagen, which is a major component of the extracellular matrix, can be
visualized in THG mode due to hematoxylin and eosin dyes. Both dyes generate THG signal
individually and in conjunction. Eosin provides the highest THG signal intensity from the
extracellular matrix. Also, THG imaging provides good contrast between cell nuclei and the
extracellular matrix, and provides additional information about the collagen structure. Because
H&E samples are prepared for standard pathological testing, imaging using THG mode does not

require additional sample preparation and can be used in cancer diagnosis.
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