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Santrumpos

MPF/DFL — Multiphoton Fluorescence — daugiafotoné fluorescencija
SHG/AHG - Second-Harmonic Generation -Antros harmonikos generacija

P-SHG- Polarization-resolved Second-Harmonic Generation — Poliarizaciné antros harmonikos

generacija

THG — Third-Harmonic generation — trecios harmonikos generacija

PMT- Photomultiplier Tube - fotodaugintuvas

CMOS - Complementary Metal-Oxide-Semiconductor (angl. k.)

LED - Light-Emitting Diode (angl. k.)

DSMP — double Stokes-Mueller polarimetry (angl. k.)

PIPO- Polarization In, Polarization Out — jeinanti poliarizacija, iSeinanti poliarizacija
GLCM — Gray Level Co-occurrence Matrix -Pilkumo lygio pasikartojimy matrica
PSG — Polarization State Generator (angl. k.)

PSA — Polarization State Analyzer (angl. k.)

H&E — Hematoxilin and Eosin — Hematoksilinas ir eozinas



Ivadas

Jau kuris laikas optiné mikroskopija tarnauja kaip vienas i$ itin svarbiy jrankiy
biomedicinos ir medicinos moksly srityse. Pastaruosius deSimtmecius aktyviai tyrinéjama
netiesinés optinés mikroskopijos Saka, kuri remiasi Sviesos ir tiriamosios medziagos sgveikos
reiSkiniais. Pagrindiniai reiSkiniai, naudojami netiesin€je mikroskopijoje yra antros bei trecios
harmonikos generacijos (AHG ir THG) suteikian¢ios pranasumag prie$ jprastg mikroskopija
tuo, jog tiriama medziaga néra suzadinama, taigi ir tikimybé priversti bandinj isblyksti ar kitaip
jam pakenkti yra maza. Taip pat, nemaza dalis biologinéms terpéms bidingy struktiiry

generuoja stipry netiesinj atsakg, todél nereikalauja papildomo méginiy paruosimo [1].

Informacija apie molekuling struktiirg ar baltymy iSsidéstyma galime iSgauti 1§ AHG
paremtos mikroskopijos keliais biidais. Vienas tokiy budy, naudotis poliarizaciniais antros
harmonikos generacijos tyrimais (P-AHG) [2]. Metodo esmé yra keiCiant krentancios §viesos
poliarizacija, registruoti pokyc€ius generuojamos spinduliuotés poliarizacijoje. Jau kuris laikas
i metodika taikoma tyrimams, siekiant gauti informacijos apie kolageno struktira bei jos
poky¢ius vézio veikiamuose audiniuose [3]. Kolagenas yra svarbus struktirinis baltymas,
sudarantis 30 procenty organizmo baltymy. Yra Zinoma, kad véZiniame audinyje pakinta
kolageno strukttira [4], [5] todél gebéjimas vaizdinti ir analizuoti Sio baltymo strukttirinius
pakitimus yra svarbus zingsnis siekiant pritaikyti P-SHG metodikg vézio diagnostikoje. Taip
pat, papildomos informacijos apie tiriamg terp¢ suteikia ir kiti netiesiniai mikroskopiniai
rezimai kaip tre¢ios harmonikos generacija bei daugiafotoné fluorescencija. Sio darbo tikslas
yra 1iStirti netiesiniu optiniu mikroskopu vaizdinamy sveiky ir véziniy gimdos audiniy
parametrus.

Uzdaviniai:

1. Istirti trijy pacienty su skirtingomis véZio rusimis, gimdos audiniy sveikus ir vézinius
patologinius méginius AHG, MPF, THG bei P-AHG netiesinémis metodikomis.

2. Nustatyti sveikg ir vezinj Qimdos audinj apibidinanciy parametry skirtumus ir
panasumus skirtingoms Sio audinio véZio risims.

3. Palyginti vézio paveikty kity audiniy parametrais, aprasomais literatiiroje ir jvertinti

naudojamos metodikos galimybes diagnozuojant vézZinius pakitimus gimdos audiniuose.



1. Teorinis jvadas

Siame skyriuje bus aptariami pagrindiniai fizikiniai procesai ir juos apraSantys dydziai,

nusakantys netiesinius optinius procesus, jy kilme.

1.1 Netiesiniai optiniai procesai

Daugelis optiniy reiskiniy, stebimy kasdieniniuose misy gyvenimuose gali biti
paaiskinami tiesinés optikos reiskiniais. Tai reiskia, kad medziagy atsakas } veikiantj
elektromagnetinj lauka tiesiskai priklauso nuo elektrinio lauko stiprio. Taciau, kai veikianciojo
lauko intensyvumas yra pakankamai didelis, medziagos atsakas gali pakisti ir apra§ymas
tiesiniu formalizmu nebeatitiks stebimos situacijos. Tokiu atveju, siekiant apraSyti tyrinéjama
medziagg, turi buti jskaitomi ir aukStesnés eilés nariai. Tokiy reiSkiniy pavyzdziai yra
aukstesniy eiliy harmoniky generacija, suminio, skirtuminio daznio generavimo procesai ir
panasiis. Norint aprasSyti minétuosius reiSkinius, galime tarti, kad indukuojamas
poliarizuotumas P(t) priklauso nuo veikiancio elektrinio lauko stiprio. Tuomet, P(t) gali biiti

iSreikStas Tayloro eilute:

P@®) = P(O)® + P + P(O® + - (1)

Kur P@(t) = e,y @E4. Dydis y@ vadinamas g-tosios(?) eilés jautriu, €,- vakuumo
dielektriné skvarba?, kai gq>1, dydis y(© vadinamas to laipsnio netiesiniu jautriu, kuris yra

tenzorinis dydis.

Laikinéje erdve¢je tiesiniu atveju indukuojama poliarizacija, sukelta tam tikro elektrinio lauko

E (t — 1), gali buti aprasoma:
PO = € fy" diRO@E(t -~ 1), 2)

kur R™ (1) yra antro rango tenzorius, vadinamas tiesinio atsako funkcija. Atlikus (2) formulés

Fourier transformacijg galime gauti:

PA(E) = ex®(w; w)E (w), 3)
Cia y ™ (w; w) yra tiesinis jautris dazniui w, §is narys gali biiti isreikstas tokiu biidu:

¥ (w; w) = fooo dtRMW (1)elwT, (4)

Analogisku biidu galima gauti ir aukStesnés eilés poliarizacijos bei jautrio narius. [6]



1.2 Antros ir trecios eilés netiesiniai procesai
Bus kalbama apie antros harmonikos generacija, tre¢iosios harmonikos generacija Sie
procesai yra pagrindiniai fizikiniai reiSkiniai, naudojami vaizdinimui netiesinéje

mikroskopijoje.

Jei j bandinj krentantis elektrinis laukas yra sudarytas i§ dviejy dazniniy elementy, toks laukas

gali biiti reiSkiamas tokiu budu:
E(t) = Eje~'@1t 4 E,e~t@2t 4 , (5)

Jei jskaitome tik antro laipsnio optinius procesus, kuriems P (t) = e,y P E (t)?, tokiu atveju,

isistacius (5) iSraiska, gauname:

PA(t) = egyP[EZe o1t 4 FZe~2iw2l 4 2F e i (@1tw2)t 4 F Fre~i@1mw2)t ¢ ] 4

2e0x P [E,Ef + E,E3), (6)

Siuo atveju y@ yra tenzorius, susijes su poliarizacijos orientacijomis krentancio lauko E ir
stebimo lauko P. (6) lygtyje iSreiksti skirtingi antro laipsnio netiesiniai procesai, kurie galéty
pasireiksti stebimoje sistemoje, susidarius tinkamoms sglygoms. Pirmuosiuose iSraiskos
nariuose, lauztiniuose skliaustuose, matomas netiesinis atsakas, pasireiskiantis generuojamais
dvigubo daznio komponentais (2w; ir 2w,). Sis procesas vadinamas antros harmonikos
generacija (toliau-AHG), vaizduojamas 1.2.1 pav. a) dalyje. Kaip galima pastebéti diagramoje,
du daznio ® fotonai suzadina sistema per virtualy lygmenj ir yra konvertuojami j vieng fotona,
turint] 2o daznj, vieno proceso metu. Generuojamas dvigubo daznio fotonas turés tg pacig faze
kaip ir pradiniai sumuojami fotonai. Pabréztina tai, jog antrosios harmonikos generacija, kaip
ir kiti antro laipsnio netiesinio jautrio salygojami procesai, galimi tik terpése, neturinciose

centro simetrijos. Tik tokiu atveju y@® # 0.

Kiti (6) iSraiSkos nariai, (w; + w;) ir (w; — w,) nusako procesus, vadinamus suminio ir
skirtuminio daZnio generacija atitinkamai. Narys 2e,x@®[E,E; + E,E;], nusako optinio

lyginimo reiskinj. [7]

Antros eilés netiesinio jautrio tenzorius y® nesa informacija apie medziagos gebéjima
generuoti antrg harmonika, struktiirines savybes, bandinj sudaran¢ias makro molekules ir
trimatj] komponenty iSsidéstymg vaizdo plokStumoje. [8] Iprastai §j tenzoriy sudaro 27
elementai, taciau del erdvinés simetrijos dalis elementy gali biiti nejskaitomi. PavyzdZiui,
cilindrinés simetrijos atveju (Cev), kuri daznai taikoma nagrinéjant kolagena, netiesinio jautrio

elementy skai¢ius sumazéja iki trijy. [9]
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1.2.1 pav. Molekuliy elektroniniy lygmeny energijos diagramos. a) antros(ios) harmonikos
generacijai, b) trecios harmonikos generacijos atveju. Vertikaliai | virSy energija didéja,

iStisinés linijos vaizduoja pagrindines ir suzadintas biisenas, punktyriné - virtualias biisenas.

AH generacija néra rezonansinis procesas, tod¢l tai reiskia, kad nei vienas i§ naudojamy
optiniy dazniy nesutampa su medziagos sugerties dazniais, energija neuzsilieka bandinyje. D¢l
Sios priezasties tiriamoji biologiné terpé nepatirs pazeidimy vaizdinimo metu ir metodas gali

biti taikomas kaip neinvaziné priemon¢ gauti kiekybinés informacijos apie tiriamaja medziaga.

Kaip ir AH generacijos atveju, tre¢io laipsnio netiesiniai procesai gali biiti idreiskiami P®)(t) =
eox P E(t)3. Jei teigiame, kad su medziaga saveikaujantis elektrinis laukas sudarytas i3 trijy

dazniy, P israiskoje dalyvaus 44 skirtingy dazniy kombinacijy nariai:

W1, Wy W3, 301, 3W,, 3wz, (W1 + Wy + W3), (W + Wy — w3), (W + W3 + Wy), (W, + w3
+ w1), CQw, + w,), Qw; + w3), 2w, + wq1), Qw, + w3), 2ws + w1), 2wz
+ w,)

Nariai, turintys 3w daznius gaunami sgveikaujant trims bangoms dazniais w, §is
procesas vadinamas trec¢ios harmonikos generacija ir yra vaizduojamas 1.2.1 pav. b). Panasiai
kaip ir AHG atveju, §j reiskin] galime stebéti, kuomet trys fotonai, turintys dazn] w yra

konvertuojamj j vieng, 3 w dazniu pasizymintj fotong, per virtualy lygmen;.

Priesingai nei ¥, tre¢io laipsnio netiesinis jautris y® bidingas visoms medZiagoms.
Taigi, treCios harmonikos signalg gali generuoti kiekviena medZiaga, tik signalo stipris

priklausys nuo kubinio jautrio vertés. Be to, treCiosios harmonikos signalas pranyksta
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izotropin€je medziagoje su normalia dispersija, jei tiriamos medziagos matmenys yra didesni
nei sufokusuoto pluosto konfokalinis parametras. Taip yra todél, kad tokiu atveju, gauso
pluostas patiria Gouy fazés pokyti — tre¢ios harmonikos signala pries fokuso taskg ir uz skirs
3n fazés skirtumas, lemiantis destruktyvig interferencijg tarp Siy bangy. Toks fazés pokytis gali
biti pakoreguotas, jei lazerio pluostas yra fokusuojamas j dviejy terpiy, turinciy skirtingg lizio
rodiklj, riba, gaunama ne absoliuti destruktyvi interferencija ir signalas gali biiti uzregistruotas.
Tai yra priezastis, kodél naudotis tre¢iosios harmonikos signalu mikroskopijoje tampa paranku,
kadangi $i metodika itin jautri nehomogeniskumui, kaip antai dviejy terpiy riba [10], [11]. Tuo

pasinaudoti galima ieSkant tiriamyjy medziagy tarp dengiamyjy stikliuky.

1.3 Fazinis sinchronizmas

Jau aptaréme, kad harmoniky generacija yra koherentinis procesas. Ar generuojamas
signalas stiprés, ar slops sklisdamas per terpe, priklausys nuo faziniy sarySiy tarp
sgveikaujanciy bangy. Pradinés bangos ir generuojamas harmoninis signalas turés tokia pacia
faze, jei ¥ realus. TaGiau dispersinéje terpéje net ir pradzioje vienodas fazes turéjusios
bangos, dél skirtingy sklidimo greiéiy, ilgainiui i$sifazuos. Tam apraSyti naudojamas dydis
vadinamas faziniu nederinimu arba bangos vektoriy nederinimu:

Ak =nk,, — ky,, (7)
Cia n nusako netiesinio proceso eile. Antros harmonikos generacijos atveju n = 2, o tre¢ios —
n = 3. Ploks¢iy bangy atveju, sugeneruoto harmoninio signalo intensyvumas:
I~sinc? (%), 8)
Dydis L vadinamas koherentiniu saveikos ilgiu, $is dydis apibréziamas kaip atstumas, kuriame
efektyviai generuojamas suminio daznio signalas. Tam, kad pasiektume efektyviausig
aukstesniy eiliy harmoniky signalo generacija, turi buti tenkinama Ak = 0 salyga, kuri
vadinama fazinio sinchronizmo sglyga. Netiesinéje optikoje yra Zinomi keli biidai fazinio
sinchronizmo salygai patenkinti; keiciant spinduliy patekimo ] netiesing terpe kampa, keiciant
kolineariy pluosty kampg kristalo optinés aSies atzvilgiu, naudojant vektorines sgveikas bei

keiciant netiesinés terpé€s temperatiirg.



2.1 AHG Poliarimetriné¢ mikroskopija

Siame skyriuje aptarsime metoda, naudojama kiekybinei informacijai gauti i§ antros
harmonikos generacijos signalo biologinése terpése. Akivaizdus kelias biity naudotis signalo
intensyvumu, taciau biologinés terpés néra centrosimetrinés, AHG signalas priklauso nuo
krentancios spinduliuotés poliarizacijos bei tiriamos medziagos dvejopo lazio. Taigi, siekdami
i$siaiskinti daugiau informacijos apie bandinio struktiirg naudojamés papildomais parametrais,
gaunamais naudojantis dvigubos Stokso-Muellerio poliarimetrijos (DSMP) metodika, kurig ir

aptarsime.

Stokso vektorius

Stokso formalizme, spindulio poliarizacija gali biiti nusakoma keturis komponentus turin¢iu
Stokso vektoriumi s. Pirmasis elementas so nusako bendra intensyvumg, s1 intensyvumo
skirtumg tarp tiesiSkai poliarizuoty komponenciy horizontalia (HLP) ir vertikalia (VLP)
Kryptimis, so, intensyvumo skirtumg tarp tiesiniy poliarizacijy 45° ir -45° kampais, 0 S3-
intensyvumo skirtumg tarp apskritimiSkai poliarizuoty daliy (kairinés ir deSininés). Tuomet,

bendra poliarizacijos laipsnj galime apskaiciuoti:

/sf+s§+s§
= 9)

p= 5

Esant pilnai poliarizuotai Sviesai p bus lygus 1, visiSkai nepoliarizuotai — 0. Siekiant nustatyti,
kokia dalis spinduliuotés yra poliarizuota tiesiSkai arba apskritimiskai, toliau galima jvertinti

du dydzius:

lid (10)

pe =22 (11)

Cia, pL- tiesiskai poliarizuotos $viesos dalis, o pc- apskritimiskai. Analogiskai jau aptartam

atvejui, jei turime pilnai tiesing Sviesos poliarizacija, pL reikSme bus lygi 1, o pc=0.

2.1.1 Mueller matrica

Sviesos ir medziagos saveikai apradyti kartu su jau aptartu Stokso vektoriumi yra naudojama
4x4 Mueller matrica (M), apibiidinanti tiriamaja medziaga. Si matrica transformuoja jeinancios
spinduliuotés Stokso vektoriy j iSeinancios spinduliuotés Stokso vektoriy, taigi nusako sarysj

tarp Siy dviejy dydZziy. Bendrai tai gali biiti nusakoma:



Sout = MSin (12)
, Kur s,,,; ir s;,, yra i$ bandinio iSeinancios i$ ateinanc¢ios spinduliuotés Stokso vektoriai.

2.1.2 DSMP

Dviguboje Stokso-Muellerio poliarimetrijoje, pagrindiné lygtis, nusakanti antros eilés netiesinj

procesg nusakoma:
s'w) = M@ S(w). (13)

Cia, generuojamas AH signalas yra nusakomas 4x1 Stokso vektoriumi s’ (2w), kaip ir anks&iau,
tatiau lazerio pluostas yra aprasomas 9x1 dvigubu Stokso vektoriumi S(w). Sio vektoriaus
komponentai yra keturiy tiesiniy Stokso komponenty funkcijos. [4] Norint atlikti DSMP
matavimus, reikalingos devynios poliarizacinés basenos: horizontali (0°), vertikali tiesiné,
jstriza tiesiné poliarizacija (+45°), desinin¢ ir kairiné apskritiming, tiesiné poliarizacija -22,5°

kampu, ir desininé bei kairiné eliptiSkai poliarizuota Sviesa.
2.1 3 PIPO

Siame darbe poliarizaciniai netiesiniai matavimai buvo atliekami PIPO metodika (ang.
polarization in, polarization out). Toks matavimas leidzia nustatyti antros eilés optinio
netiesinio jautrio tenzoriaus elementus, reikalingus tiriamos terpés charakterizacijai.
Eksperimentuose yra kei¢iama j bandinj krentanc¢ios lazerio spinduliuotés poliarizacija 0 ir
analizuojama generuojamos antros harmonikos signalo poliarizacija ¢. Bandinys yra

talpinamas XZ plokstumoje, lazerio spinduliuoté sklinda Y asimi (2.1.3 pav).
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2.1.3 pav. PIPO eksperimento schema. Spinduliuoté sklinda Y kryptimi, k- bangos
vektorius fundamentaliai spinduliuotei, k,,,- iSeinanciai antrosios harmonikos spinduliuotei
[12]

Tare, kad tiriamose terpése kolgano skaidulos yra chiraliniai bei cilindrinés formos, taikome Ce

simetrijg. Tokiu biidu, unikaliy elementy netiesinio dielektrinio jautrio matricoje sumazéja iki

keturiy: xﬁlJéﬂ» )(,(C?Z ir )(g,)z [13]. Pasinaudoj¢ tuo, galime iSreiksti AH intensyvuma kaip

lazerio spinduliuotés poliarizacijos 0 ir analizatoriaus pozicijos ¢ funkcija:

f‘é‘-‘:{sin(cp — 8)sin2(0 — 8) + cos(q — 8)sin*(0 — &) _
I, +@§%’cos((\o — 8)cos’ (0 —B)
X !

|
Lann

-I-Q%‘::’;:cos{cp — B)sin(0 — &)

ZNR

: (15)
¢ia dydziai X§]21)<’ nusako netiesinio jautrio narius laboratorin¢je koordinaciy sistemoje (XY Z).

Antrasis (15) iSraiSkos narys yra vadinamas R santykiu ir gali buti iSreikstas:

MOPEINC) ) -

R = ZZ£ = ZZZ cos*a + 3sin‘a, (16)
@,~ @
XZJCX ZXX

¢ia a- baltymo polinkio kampas j vaizdo plok§tumg, R santykis yra svarbus dydis netiesinéje

mikroskopijoje.

11



Treciasis (15) iSraiSkos narys - C santykis, dar vadinamas chiraliniu santykiu, gali biiti

aprasomas:

Xiys! _ Xipr
C =5 = Trsina. [13] (17)

XZXX’ zZxXx

3.2 Kolagenas
Kolagenas yra daZniausiai sutinkamas baltymas Zinduoliuose, sudarantis apie 30% visy
organizmo baltymy [14]. Jis yra vienas i$ tarplastelinio uzpildo sudedamyjy daliy, galintis turéti
28 skirtingas konfigiiracijas, priklausomai nuo jj sudaranciy polipeptidy grandiniy. Kolageno
struktiriné jvairove, kartu su erdviniy konfigiiracijy gausa lemia skirtingg audinio fukcija
organizme, kuri gali padéti kaulams atlaikyti smiigius ar ragenai sufokusuoti Sviesg. Kartu su
biologiniy funkcijy gausa, dél kolageno gamybos ar struktiiros pakitimy identifikuojamos
jvairios tiek normalios, tiek patologinés buklés kaip ciroze, randy formavimasis, reumatinis
artritas bei kitos. Taip pat, yra Zinoma, kad véziniy lasteliy paveiktuose audiniuose pakinta
kolageno struktiira [4], [15]. Dél plataus kolageno paplitimo bei gausos biologiniy funkcijy,

natiiralu, jog kolagenas yra itin patrauklus ir daZnai sutinkamas tyrimy objektas.

Kolageno molekul¢ sudaro trys sraigtinés grandinés, kurios susivijusios ] spirale. Kiekviena
paskira grandis sudaryta i§ pasikartojan¢iy amino riig§¢iy kombinacijy [16]. Bendrai, kolagenui
budinga ne centrosimetring struktiira, d¢l to §i molekulé pasizymi antros harmonikos generacija,
o Sis procesas nereikalauja papildomo bandinio paruoSimo dazant. Kaip stipriai medziaga
generuos AH galima nusakyti antros eilés netiesiniu jautriu y®). Tenzoriaus elementy vertés
priklauso tiek nuo molekulinés sudéties, tankio, tiek nuo molekuliy erdvinio iSsidéstymo viena
kitos atzvilgiu [13], [17]. Tam tikrus dielektrinio jautrio matricos elementus galime rasti

naudodamiesi jau aptarta P-AHG PIPO metodika.

Iki Siol atliktuose tyrimuose naudojantis netiesine optinés mikroskopijos metodika buvo tirti
jvairGis véziniai susirgimai kepenyse [18], storojoje Zarnoje [19], kiauSidése [20], prostatoje
[21] bei daugelyje kity audiniy. Turint jprastiniais patologiniais metodais paruo$tg méginj,
dazyta hematoksilino ir eozino dazu, daugiafotonés fluorescencijos rezimu, dél eozino galime
matyti citoplazma, jungiamuosius audinius, taip pat ir tarplastelinj uzpilda. Tre¢ios harmonikos

generacija leidZia matyti membranas bei branduolius [3].
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Ankstesniuose tyrimuose su kolagenu buvo parodyta, kad R santykio vertés itin priklauso nuo
jvairiy audinio konfigtracijy. Tyrimuose su ziurkés uodegos sausgysle nustatyta, kad
lygiagrecioms kolageno skaiduloms, iSsidésCiusioms vaizdo plokStumoje gaunamas zymiai
mazesnis R santykis (R~1,4), nei tuo atveju, jei kolageno skaidulos yra lygiagrecios, bet
pasvirusios kampu a j vaizdo plok§tumg (R~1,8). Taip pat auksStesnés R santykio vertés buvo
gautos kolageno skaiduloms iSsidésCius netvarkiai tarpusavyje, o ne lygiagreéiai kaip buvo
aptariama ankstesniame pavyzdyje. Tokiu atveju gautos R vertés sieké 2 [8]. Panasts tyrimai
buvo atlickami su kiaulés achilo sausgyslés méginiais, kurie buvo pjaunami skirtingais
kampais, siekiant iSsiaiSkinti R santykio priklausomybe nuo kolagaeno skaiduly polinkio j
fokusuojama plokstuma kampo. Gauti rezultatai vaizduojami 3.2.1 pav., kur matyti, jog
priklausomybé néra tiesiné, taciau didéjant skaidulos polinkio kampui, R santykio vertés

1Sauga.

3_

® Eksperimentinis R
— Apskaiiuotas R

29 - Eksperimentinis C
-+ Apskai¢iuotas C

(3]

0.5

0 20 40 60 80 100

3.2.1 pav. Eksperimentiniy ir apskaiciuoty R bei C santykiy priklausomybés nuo kolageno
skaidulos polinkio j vaizdo plok§tuma kampo o. Adaptuota i§ [13]
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3. Eksperimento metodika

Skyriuje bus aptariamos pagrindinés darbo metu naudotos eksperimenty metodikos ir tirtos

medziagos.

3.1 Netiesinis mikroskopas

. SHG/2PEF

3 F2

o LP
e QWP PSA

1 == HWP

BS
A
cMos S M2
4 o
Surinkimo

. objektyvas

i LED
Yb:KGW Bandinys
1030 nm
76 MHz ¢
Zadinimo
objektyvas
=3 QWP
=1 HWP ¢ PSG
—— LP

(A

4f skenavimo sistema

Galvo
veidrodziai

3.1.1 pav. Netiesinio mikroskopo principiné schema, adaptuota i§ [22]
Pagrindinis prietaisas, naudotas Siame darbe, buvo netiesinis mikroskopas, sukurtas remiantis
patirtimi, sukaupta prof. VV.Barzdos laboratorijoje, Toronte. Mikroskopo schema pateikiama
3.1.1 pav. Pagrindiniai prietaisg sudarantys komponentai yra lazeris, optiné sistema ir signalo
detektoriai.

Mikroskope naudojamas FLINT (Light Conversion) osciliatorius, kurio centrinis bangos ilgis
yra 1030nm, impulsy trukmé 100 fs, impulsy pasikartojimo daznis — 76MHz, vidutiné galia
1W. YraZinoma, kad bandinj pasiekia apie 20% i lazerio iSéjusios spinduliuotés intensyvumo,
taigi maksimaliai galime turéti 0,2W intensyvumo spinduliuot¢ bandinio Zadinimui. Tai yra

gerokai daugiau nei reikalinga tipiniams bandiniams netiesiniame vaizdinime.
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Netiesiniame mikroskope vaizdas formuojamas pasitelkiant vieno tasko rastrinj skenavima.
Tam pasiekti naudojami galvanometriniai skenuojantys veidrodziai, vienas veidrodis atlieka
skenavimg X a$imi, o kitas — Y. Zadinimo objektyvui pasirinktas Nikon CFI Lambda Plan
Achromat 20X/0,75 objektyvas.

Bandinio pozicija XY plokstumoje kei¢iama motorizuotu staliuku (ASI), fokusuojama kei¢iant
objektyvo aukstj atskiru staliuku (Standa). Netiesiniam MPF, SHG ir THG vaizdams atskirti
naudojami filtrai. Signalai detektuojami fotodaugintuvais (Hamamatsu, H10682) ir yra
surenkami duomeny surinkimo plokstémis (National Instruments). Sviesaus lauko vaizda
registruojame naudodami CMOS spalvotg kamera.

Sviesos poliarizacija yra valdoma poliarizaciniy biiseny generatoriaus (PSG-polarization state
generator), o sugeneruotas signalas analizuojamas poliarizaciniy biiseny analizatoriumi (PSA-
polarization state analyzer). PSG sudaro poliarizatorius, pusés bangos ilgio plokstele ir
ketvir¢io bangos ilgio plokstelé. AnalogiSkai, PSA sudaryta i§ ketvir¢io bangos ilgio ploksteles,
pusés bangos ilgio plokstelés ir poliarizatoriaus, pastatyty prieS AH signalo duomenis

surenkantj detektoriy.

3.2 PIPO duomeny analizé

Kiekybiné poliarizaciniy PIPO matavimy duomeny analizé buvo atlickama naudojantis
specialiai tam tikslui paras§yta MATLAB programa (3.2.1 pav.), kuri jvertina kiekvieno pikselio
intensyvumo skirstinj kaip funkcija, priklausancig nuo lazerio spinduliuotés poliarizacijos ir
analizatoriaus kampy. Programa parasyta dr. Richard Cisek ir keliy kity, prof. V. Barzdos
laboratorijoje, Toronto universitete. Programa apskaiiuoja R ir C santykius, leidzia

sugeneruoti atitinkamy dydZziy Zemélapius bei pasiskirstymy grafikus [23].

4 Richard PIPO - X
JyS— PIPO Program — -
Single PPO Fit Paramets
image Parameters.  Pos arameiers Fit Single PIPO it Entire Image
64 RatioGuess 1 | 2 T T image Data
Fre 128 s b4 RatioGuess2 | 2 Smeleste M FastFt1 Ml v
) Mfax L RatioGuess 3 Comoiex st M FastFe2
(Skip Fixels) | 1 Cursor Select Point e 1 2 Simple Isotropic SHG M ot ﬂ
atioGuess 2 FastFit 3
Avorsons [ Extract Single PO | —— @ Complex Isotropic SHG I Fostrte B Image Scaing
Antileachppo M Fast v2 Single PPO it M Sowtt1
F"BUD'?“ 1 Fastv3 kotropicFie I sotropiz Siow B e
U ire ) Biref =E olropic: Slow
Img Parameters 1 B Foor refringence i sppoFi B | Display Parameters
D g Keinman THG N Load FitFies Ml HWin
o R |80 AP Offset 0 Non-Kiein THG | nayzeDota N Max | 5108
Ratio Min | q 0 Norm, 1 Fio) (o) Check Fits (Simpie) ] |~ Threshold |0
Ratio Max [3.5 Display Settings S csFt
Chrimin 02 Figure# |1 o |Pot NN Rows |1« T o AnayzeCs Bl | o isotropic| 0
chrl eta
R:sz nsg Harmonic tensty image [] chilimage H single PIPO [] = B Automatedc6 N
w000 Ratio Image [ 1 Hist Simple Fit [] Seutto [0
o N Complex Fit [] catte
Alax Ratio Hist. [ 0 Select Regions
Hax 0.2 R | 2D Residual (Simple) [ ] || Alpha
Ange [0 o 5 Vertic | 0 ResetMask Il
Asymmetry Image [ ] 3D Residual (Simple) []
ve# | B - N Remove/Apply Mask Il il
veL [B Histogram Asymmetry [] 20 Residual (Complex) [] axes? [ SelectCircle [N
R21 g Histogram cos(deta) [ 30 Residual (Complex) [] 9071202 UN-Select Circle. ﬂfl
|
bmin  [0.00 Ampitude Image [ Blsck Background [ ot Sekect Rectangle /M
Hiax i Background Image [] Greyscale Output ] Piot Cubic. N Gaussianft N Fioor | 0
kotropy [ Distribution of deta [ ] Simuiat I Piot Gaussian [ amp | 3
Plot Double Gaussian [
DLP Calculation M| _ "
Defautt Directory ConverttoText Ml |
Dilagistras\BiofotonikalCervical cancerB21-51331PIPOH neor "

3.2.1 pav. PIPO programa
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3.3 Tiriamos medziagos

Siame darbe buvo tirti zmogaus gimdos kiino biologiniai audiniai, kuriuos ruo§é¢ Valstybinio
patologijos centro mokslininkai (3.3.1 pav.). Histologiniai pjuviai ruosti i§ trijy pacienty
audiniy, pjauty Sum storiu ir nudazyty Standartiniu patologijoje naudojamu hematoksilino ir
eozino dazu. Dazymas reikalingas méginiy vaizdinimui jprastiniais patologijoje naudojamais

metodais.

Gimdos audiniai pasizyméjo skirtingo tipo véziniais dariniais bei jy diferenciacijomis.
Bandiniuose B21-186 ir B21-8838 buvo nustatytos endometrioidinés adenokarcinomos.
Adenokarcinomos yra piktybiniai liaukinio epitelio augliai, kuriems gali biiti budingas gleiviy
bei kitokio sekreto gamyba. Méginys B21-6133 pasizyméjo auksto piktybiSkumo seroziné

karcinoma, kuri yra kiek reciau aptinkama, taciau itin pavojinga [24].

Netiesiniai optiniai matavimai buvo atlickami iSlaikant tas pacias sglygas. Vidutiné galia
bandinio plokStumoje iSlaikoma 15mW. Mikroskopo matymo laukas 200x200 pum. Vaizdo

integravimo trukme — 10s.

3.3.1 pav. Zmogaus gimdos kiino audiniy bandiniai, dazyti H&E.
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4. Rezultatai ir aptarimas

Baigiamojo darbo metu buvo iSvaizdinti vézio paveikti ir sveiki gimdos audiniai, paimti
i§ trijy pacienty su skirtingomis vézio rusimis. 4.1 pav. matomi vieno paciento audiniali,
vaizdinti netiesiniu ir $viesiniu mikroskopais. Adenokarcinomos nepaveiktuose audiniuose,
pirmose dviejose eilutése, DFL vaizduose yra matomi kolageno vaizdai, fluorescuojantys dél
audiniui paruosti naudoty H&E dazy. b) ir f) vaizduose matyti daug, tankiai iSsidésCiusiy
kolageno skaiduly, taciau jos i$sidés¢iusios netvarkiai, t.y néra matoma dominuojanti kryptis,
vaizda sudaro gausybé netvarkingai pasklidusiy, banguoty skaiduly. Ty paciy sri¢iy AHG
vaizduose (4.1 pav. c ir g dalys) taip pat matomos kolageno skaidulos, ta¢iau palyginus su DFL,
signalg generuoja tik dalis matyty kolageno skaiduly, kadangi Siuo atveju signalas yra renkamas
i§ kolageno, dél jo struktiiros, o ne dél jj dazanéiy fluorescuojanéiy dazy. Siy sri¢iy THG
nuotraukose (4.1 pav. d ir h dalys) gali buti iSskirti Iasteliy branduoliai bei juos supantys
jungiamieji audiniai. Signalas yra registruojamas dél audinj dazancio eozino dazo [22].

4.1 pav. apatingje dalyje pateikiami vézio paveikti audiniai. DFL vaizduose (4.1 pav. j
ir n sritys) pastebimas sumaz¢jes fluorescuojanciy struktiiry kiekis, taip pat Siuose vaizduose
dominuoja signalas i$ tarplasteliniy struktiiry, kurias iSrySkina eozino dazas. AHG i§ vézio
paveikty sriciy (4.1 pav. k ir o) matyti mazesnis kiekis signalg kurianc¢iy audiniy. Stebima
zenkliai mazesnis kiekis signalo i§ kolageno skaiduly, taip pat, jos yra pavienés, daznai
atrodosutriikusios, lyginant su sveiko audinio vaizdu. Sumazéjes stebimo kolageno kiekis
audiniuose yra vienas i§ pozymiy, kad vyksta véziniai pakitimai. Ta¢iau pasakyti, ar kolageno
tiriamoje audinio vietoje nebéra visai, ar jo struktiira negrjztamai pakitusi d¢l naviko poveikio,
negalime. Taip pat, vézio paveikty audiniy THG signalo nuotraukose ( 1 ir p dalys) matomi
lasteliy branduoliai, taciau jy matmenys yra pastebimai didesni nei pries tai aptarty nevéZinio
audinio (d ir h). Tai yra svarbus rezultatas, kadangi branduoliy dydzio bei formos pakitimai

patologams leidzia identifikuoti vézinius pakitimus [25].
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THG (log)

AHG (log)

DFL

laukas

v

Sviesus

SN|ew.IoN

SIUIZaA

., DFL, AHG ir THG

intensyvumo vaizdai.a), f), j), m) Sviesaus lauko, b), f), j), n) — DFL, ¢), 9), k), 0) — AHG log

4.1 pav. Paciento B21-8838 gimdos audiniy §viesaus lauko

skaléje, d), h), j), p) — THG logaritmingje skal¢je. Mastelis - 20pum.
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4.2 pav. P-AHG B21-8838 paciento analizés rezultatai. A eiluté — normalus audinys, B —
vézio paveiktas audinys. A2, B2 —R santykio Zzemélapiai, A3, B3 — R santykio histograma,
A4, B4 — C santykio zemélapiai ir A5, B5 — C santykio histogramos

Aproksimavus matavimy duomenis gaunami R ir C santykiy Zemélapiai bei
histogramos, kuriy pavyzdziai pateikiami 4.2 pav. Lygindami R santykiy Zemélapius matome,
kad véziniy dariniy paveiktoje srityje dominuoja rausva spalva, taigi R santykio vertés yra
aukstesnés. Tai patvirtina ir 4.2 pav. B3 histograma, kurioje matomas kreivés maksimumo
pasislinkimas j aukstesniy verciy puse (vir§ 2), vertes iSsidésCiusios intervale nuo 2 iki 3,5.

Lyginant su vertémis, stebimomis patologiskai normaliame audinyje (4.2 pav. A3).

Pateikiamuose C santykio Zemélapiuose (A4 ir B4) spalviSkai yra i§skiriamos skaidulos,
jei jos yra pakrypusios virs ar zemiau vaizdo plokstumos. C santykio vertés sveikame audinyje
(A5) apima intervalg nuo -0,2 iki 0,2, analogiSkai vézio paveiktam audiniui (BYS), ta¢iau naviko
paveiktos srities C santykyje matomas maksimumo vertés slinkimas j neigiamy ver¢iy puse. C
santykis yra susijes su kolageno skaiduly pokrypiu ne zidinio plok§tumoje, taip pat jo vertes
gali priklausyti ir nuo to, kaip buvo paruostas audinio pjiivis [3]. Zenklas prie C santykio vertés

nusako kolageno skaidulos poliskuma, t.y kryptj, kuria yra kertama vaizdo plokstuma.
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4.3 pav. Paciento B21-6133 gimdos audiniy $viesaus lauko, DFL, AHG ir THG
intensyvumo vaizdai.a), f), j), m) Sviesaus lauko, b), ), j), n) — DFL, c), g), k), 0) — AHG log
skaléje, d), h), j), p) — THG logaritmingje skal¢je. Mastelis - 20pum.

4.3 pav. Pateikiami vaizdai, gauti skenuojant netiesiniu optiniu mikroskopu paciento
B21-6133 audiniy méginius. VirSutiniuose, normalaus audinio vaizduose, DFL rezimu
matomas dél hematoksilino fluorescuojantis kolagenas ir aplinkiniai eozinu nusidaZzg Iasteliniai
dariniai. PanaSiai kaip ir prie$ tai aptarto paciento audiniuose matomos didelés struktiiros,
kurios taip pat gali biiti identifikuotos antros harmonikos generacijos rezime. Taciau §iuo atveju
AH vaizduose dominuoja kryptingos kolageno skaidulos. Taip pat matomos sritys, kuriose AH

generuojama i§ taskiniy sri¢iy. Pazvelgus | vézio paveikty audiniy vaizdus (4.3 pav apacia),
20



Normalus

Vézinis

matoma panasi tendencija; AHG vaizduose stebimi mazesni baltymo tankiai, struktiiros yra
trumpesnés. Palyginus sveiky ir véziniy audiniy (g ir o) SHG vaizdus, galime pastebéti, kad
generacija vyksta i§ pavienius taskus primenanciy struktiiry, o ne pailgy, kokias galima matyti
sveiko audinio SHG vaizduose. 4.3 pav. 1) ir p) vaizduose matoma THG generacija i$
branduoliy. THG vaizduose lyginant sveikg audinj (d ir h) su véziniu (1 ir p), galima pastebéti,
kad véziniame audinyje esama zony, kuriose branduoliy matmenys didesni, lyginant su
sveikuose audiniuose matomais branduoliy dydziais. Taip pat svarbu pabrézti, kad AH
generuoja biitent tos sritys, kuriose branduoliy dydziai yra nepakitusiy matmeny. Galime
manyti, kad vézio vystymasis paveikia kolageno struktiirg taip, kad kolagenas nustoja generuoti

AH signala. Galiausiai, zonose, kuriose matomas navikas (4.3 pav. m-p) signalo i§ kolageno

netenkame.
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4.4 pav. P-AHG B21-6133 paciento analizés rezultaty pavyzdziai. A eiluté — normalus
audinys, B — vézio paveiktas audinys. A2, B2 —R santykio zemélapiai, A3, B3 — R santykio
histogramos, A4, B4 — C santykio Zemélapiai ir A5, B5 — C santykio histogramos

4.4 pav. pateikiami paciento B21-6133 poliarizaciniy netiesiniy matavimy duomeny
pavyzdziai. Jprastai normalaus audinio R santykio Zemélapiuose (4.4 pav A4) matomi keli
charakteringi kolageno vaizdai. Dalis informacijos yra surenkama i§ dideliy, linijiniy kolageno
pyniy, kurios R zZemélapiuose matomos zalsva spalva ir atitinka R vertes apie 2. Kiti signalo
Saltiniai primena taSkinius. Atitinkamai, R vertés Siose srityse yra aukStesnés. Tai gali

signalizuoti, jog kolageno pynés sudaro kampa su skenuojamo vaizdo plokStuma. Tai patvirtina
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ir vaizdai matyti 4.3 pav. e) ir f), kuriuose identifikuojamas raumeninis audinys, einantis
statmenai vaizdo plokStumai. R santykio histogramoje (A3) matomas platus R verciy
pasiskirstymas, intervale nuo 1,3 iki 3,5. Palyginus su veziniy sri¢iy histogramomis matoma,
kad naviko paveiktose srityse R verciy intervalas susiauréja, pasikartojimy aukstesniy verciy
srityje skai¢ius itin mazas. Taigi, kadangi sveikame audinyje matomas platesnis R santykio
verciy pasiskirstymas nei véziniame, galime manyti, kad kolagenas sveikame audinyje yra

iSsidéstes netvarkiai, jvairiais kampais tarpusavyje.

C santykio histogramoje (4.4 pav A5, BS) matome platy verciy pasiskirstymg intervale
[-0,2 ; 0,2], maksimumo padétys ties 0. Tokios C santykio vertés gali reiksti tai, jog kolageno
skaidulos yra iSsidésCiusios jvairiais kampais | fokusuojamg plokStumg. ReikSmingi skirtumai

Siuo konkreciu atveju néra stebimi.

4.5 pav. pateikiami tipiniai vaizdai, matomi skenuojant paciento B21-186 gimdos
audinius netiesiniu mikroskopu kartu su sviesinio mikroskopo vaizdais. Stebimi sveiko audinio
vaizdai tieck DFL, tiek AHG bei THG rezimuose yra panasis | pries tai aptartus paciento B21-
6133 audiniy vaizdus (4.3 pav.). AH dominuoja pailgi ir kryptingi kolageno skaiduly vaizdai.
Pavienése zonose taip pat stebimi taskiniai spinduliuotés Saltiniai dél audinio struktiiros biitent
Sioje vietoje. Naviko paveiktose zonose (4.5 pav. i-p) vaizdai) matomo audinio struktiira yra
stipriai pakitusi. TreCiosios harmonikos generacijos vaizduose (4.5 pav 1) ir p)) vietomis
matomi itin dideliy matmeny branduoliai. Atitinkamai, Siose zonose AH generacija néra

stebima.
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Sviesus laukas

Normalus

Veézinis

4.5 pav. Paciento B21-186 gimdos audiniy $viesaus lauko, DFL, AHG ir THG intenSyvumo
vaizdai.a), f), j), m) $viesaus lauko, b), ), j), n) — DFL, c), g), k), 0) — AHG log skaléje, d),
h), J), p) — THG logaritminéje skaléje. Mastelis - 20um.
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4.6 pav. P-AHG B21-186 paciento analizés rezultatai. A eiluté — normalus audinys, B — vézio
paveiktas audinys. A2, B2 —R santykio zemélapiai, A3, B3 — R santykio histogramos, A4, B4
- C santykio Zemélapiai ir A5, B5 — C santykio histogramos
Analizuodami gautus rezultatus, pateikiamus 4.6 pav. - visy pirma svarbu atkreipti
démesj, jog véziniame audinyje zony, generuojanciy AH yra mazai, todél tiek R, tiek C santykio
zemelapiuose verciy kiekis mazas. StatistiSkai vertingy rezultaty galime gauti apdorodami
didel;i kiekj informacijos, surinktos i§ didesnés imties skenavimo zony. Atlikus tokig analize
buvo gautos vidutinés R bei C santykiy vertés bei jy medianos. Rezultatai pateikiami 1 lenteléje.
1 lentelé. Trijy pacienty audiniy poliarizaciniy netiesiniy matavimy analizés rezultatai
Meéginys  Zony skaicius <R> R mediana <C> C mediana
B21-8838 — adenokarcinoma
Normalus 12 2,24 + 0,007 2,14+0,009 0,06+0,0012 0,04 +0,0016
Vézinis 6 2,38 £ 0,011 2,30+0,014 0,030,003 0,01 £ 0,003
B21-6133 — seroziné karcinoma
Normalus 10 2,29 £0,012 2,17 £ 0,022 0,01 £ 0,007 -0,01 + 0,009
VéZinis 12 2,37 £ 0,022 2,27 +0,027 0,02 + 0,009 0+0,01
B21-186 — adenokarcinoma
Normalus 12 2,22 + 0,012 2,14+0,015 0,03 +0,008 0,01 +0,01
Vézinis 6 2,27 £ 0,019 2,25+0,024 0,02+0,013 0,02 £ 0,017
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Nustatytos parametry vertés tirtiems audiniams iSlaiko giminingas tendencijas.
Vidutinés R vertés patologiskai normaliuose audiniuose yra Zenkliai mazesnés nei gautos
véziniam audiniui. Gautos vertés svyruoja nuo vidutiniskai 2,22 + 0,012 ir 2,24 + 0,007
normaliam audiniui, ir siekia 2,38 £ 0,011 bei 2,27 + 0,019 adenokarcinomos paveiktame
audinyje. Tuo tarpu paciento B21-6133 sveikame audinyje gautas vidurinis R santykis yra kiek
aukStesnis (R=2,29 + 0,012), o véziniame R=2,37 + 0,022. Literatiroje galima aptikti R
santykio vidutiniy verciy plauciy [12], krtty [4] ir kasos [3] audiniy, kurios yra Zemesnés nei
Siame darbe analizuoty gimdos kiino véziniy audiniy. Taciau yra iSlaikoma minétoje literatiiroje
stebima tendencija — vidutinés R santykio vertés tipiSkai yra aukS$tesnés vézio paveiktoms

sritims.

Sio darbo metu tirty audiniy C santykio vidurkiai ir medianos taip pat pateikiami 1

lentel¢je. Esminiai pokyciai tarp sveiky ir véziniy sriciy vertinant C santykius néra stebimi.
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5. IsSvados

Magistranttros studijy baigiamajame darbe buvo i$vaizdinti trijy pacienty gimdos audinio
sveiki ir skirtingos rii$ies vézio paveikti audiniai, jvertinti netiesinés mikroskopijos metodais

gaunami parametrai. Tyrimo metu nustatyta:

1. Kolageno kuriamas AHG signalas sveikuose gimdos audiniuose stiprus, 0 véziniuose
jis palyginus silpnas arba negeneruojamas visai, nes vézio vystymasis paveikia
kolageno, esancio audiniuose, struktiirg bei tarpusavio iSsidéstyma.

2. AHG ir DFL rezimu matomi kolageno vaizdai stipriai priklauso nuo vézio tipo
audinyje, o gimdos audiniuose jy gali biiti dviejy pagrindiniy tipy, todél §i metodika
sunkiau pritaikoma nei kitiems audinaims.

3. Nustatytos R santykio vertés sveikam audiniui siekia =2,2, 0 srityse, kuriose matomas
vézinio darinio poveikis R vertés iSauga iki =2,3.

4. C santykio verciy skitumai tarp sveiky ir vézio paveikty audiniy néra svarts, kadangi

vertéms jtakg daro paties audinio struktiira, méginio paruo$imo metodika.
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Summary

Nonlinear microscopy with texture

analysis for cancerous tissues diagnostics
Diana Pavlovaite

Imaging of histological H&E stained sections in clinical field is usually performed with optical
brightfield or confocal microscope. However, nonlinear optical microscopy provides additional
information for clinical imaging of tissues, cells and their components. Focus of this work is
collagen, which is one of the main components of extracellular matrix and is known to be
affected by tumor growth. Studying collagens structural alterations may provide additional
information about its potential growth and metastatic potential. Since fibrillar collagen gas a
non-centrosymmetric structure, it can be visualized by second-harmonic generation (SHG)
microscopy and polarimetric SHG microscopy to obtain quantitative information about

materials structure and organisation.

The aim of this work is to use scanning optical nonlinear microscopy for imaging of endometrial
tissues and determining the parameters that allow separation of healthy tissue from cancerous
one. As well as to determine whether this type of tissue is promising candidate for further

developement of cancer diagnostic tools.
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Santrauka

Netiesiné mikroskopija ir tekstuiriné

analizé véZiniy dariniy diagnostikoje
Diana Pavlovaité

Optiné mikroskopija yra jprastinis medicinos diagnostikoje naudojamas jrankis, H&E dazyty
méginiy vaizdinimui. Taciau netiesinés optinés mikrsokopijos metodas suteikia papildomos
informacijos apie audinius, lasteles ir kitus darinius. Vienas i§ tokiy dariniy — kolagenas, kuris
yra vienas i§ ekstralgstelinés matricos daliy. Informacija apie kolageno struktiiros pokycius
naviko veikiamose srityse gali suteikti papildomos informacijos apie tolesnj ligos vystymasi,
metastazavimo galimybes. Kadangi kolagenui budinga ne centrosimetriné struktiira, jis
pasizymi antrosios harmonikos generacija ir gali biti naudojamas poliarizacinés AHG
mikroskopijoje gauti kokybinius rodiklius, leidzianCius spresti apie kolageno struktiirg ir jos

pakitimus.

Sio darbo tikslas yra netiesiniu optiniu mikroskopu vaizdinti gimdos audiniy
patologinius méginius ir matematiniais metodais nustatyti bei palyginti vézinius ir sveikus
audinius apibudinancius parametrus. Taip pat jvertinti Sios metodikos tinkamumg tolesniam

véziniy pakitimy gimdos audiniuose diagnostikos vystymui.
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