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JVADAS

Gyvyjy organizmy struktura, augimas ir tinkamas funkcionavimas néra jmanomas be
biologiniy molekuliy bei is jy sudaryty audiniy. Todél jy tyrimai yra itin reikSmingi
biomedicinos ir bioanalizés srityse ir yra jgyvendinami jvairiais metodais. Vienas is jy,
taikomas itin placiai, yra optiniai metodai [1]. Jprastiné optiné mikroskopija, jskaitant
populiariausias Sviesos [2] ar diferencinio interferencijos kontrasto mikroskopijas [3],
vaizdina biologinio audinio morfologine strukturg, taciau apie audinj sudarancius
cheminius komponentus bei jy pasiskirstyma informacijos nesuteikia. Siuo metu itin
placiai taikomos imunohistocheminio vaizdinimo metodikos, paremtos molekuliy
dazymu specifiniais egzogeniniais molekuliniais Zymekliais, suteikia esmine morfologine
ir chemine informacijg [4]. Taciau dazymo Zymekliy prijungimas prie biomolekuliy yra

invazinis metodas ir gali sutrikdyti natralig biomolekuliy buseng ir jy aplinka [5].

Dél augancio klinikiniy taikymy poreikio ir siekiant tobulinti ligy diagnostiky, yra
intensyviai vystomos naujos vaizdinimo metodikos, pasizymincios jautrumu, cheminiu
atrankumu ir galimybe vaizdinti be papildomo molekuliy dazymo. Idealiu atveju toks
vaizdinimas turéty buti paremtas savityjy biomolekuliy savybiy skirtumais ir dél to buty

neinvazinis.

Vienas tokiy metody yra tiesiné virpesiné spektriné mikroskopija (arba kitaip vadinama
tiesiné virpesiné mikrospektrometrija), kurios fizikinis pagrindas — buadingieji
molekuliniai virpesiai. Informacija apie bandinio morfochemine strukurg be papildomo
egzogeninio biomolekuliy dazymo slypi uzregistruotame duomeny masyve, sudarytame
iS virpesiniy spektry, susiety su atitinkamomis bandinio pozicijomis [6,7]. Visgi, tiesiné
virpesiné spektriné mikroskopija turi kelis esminius trakumus. Pagrindiniai ribojantys
veiksniai infraraudonosios (IR) spektrinés mikroskopijos atveju yra (i) salyginai nedidelé
erdviné skyra ir (ii) biologiniuose bandiniuose vandens sglygota stipri IR spinduliuotés
sugertis [8,9]. Ramano spektriné mikroskopija pastaryjy trikumy neturi, taciau

susiduria su kitomis problemomis. Pirmiausia, spontaninés Ramano sklaidos (arba
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neelastinés sklaidos) vyksmo tikimybés skerspjavis atitinka tik viena i§ nuo 10° iki 10°
neelastiskai sklaidomg fotong [10]. Dél to Ramano spektry registravimui yra reikalingos
didelés ZadinancCiy lazeriy galios ir (arba) ilgos signalo registravimo trukmeés, vienam
spektrui siekiancios iki keliy sekundzZiy. Be to, foninis bandinio savaiminés
fluorescencijos signalas daznai neleidzia iSskirti bandinio virpesinés spektrinés

informacijos [11].

Detali morfocheminé informacija apie biologinj audinj gali bati gauta, taikant netiesinius
Ramano spektrometrijos metodus, vienas i$ kuriy — koherentinés anti-Stokso Ramano
sklaidos (angl. Coherent anti-Stokes Raman Scattering — CARS) mikroskopija. CARS
reiskinys yra netiesinis spontaninés Ramano sklaidos analogas. Vienos juostos CARS
vaizdinimo atveju registruojamas virpesinis rezonansinis signalas yra sglygotas tik
vienos Ramano sklaidai aktyvios virpesinés modos, kurig galima parinkti tinkamai
suderinus Zadinimo spinduliuociy bangos ilgius. Jeigu Si virpesiné moda yra intensyvi ir
virpesiniuose spektruose nepersikloja su kitomis, galimas greitas ir betarpiSkas
(iSvengiant bandinio dazymo ar spektry matematinés analizés) tam tikro cheminio
komponento pasiskirstymo bandinyje vaizdinimas. Lyginant su tiesine Ramano
spektrine mikroskopija, CARS mikroskopijoje visuminé informacija apie molekulés
virpesius prarandama: vietoj to, kad kiekviename bandinio erdvés taske bty
registruojama po pilnutinj Ramano spektrg, kiekviename taske yra registruojamas tik
vienos virpesinés modos anti-Stokso Ramano sklaidos intensyvumas. Cheminés
informacijos praradimas kompensuojamas zymiai didesniu signalo surinkimo greiciu dél
Zymiai didesnio CARS signalo intensyvumo [12]. Be to, CARS mikroskopo konfigiracija
gali bati nesudeétingai pritaikoma kity netiesiniy optiniy signaly, pvz. dvifotonés
fluorescencijos (angl. two-photon excited fluorescence — TPEF) ir (arba) antrosios
harmonikos generacijai (angl. second harmonic generation — SHG) bei registravimui.
Sujungus CARS ir netiesinés optinés (angl. nonlinear optical — NLO) mikroskopijos
metodus j daugiamode netiesine CARS mikroskopijg, vienu metu, greitai ir be
papildomy Zymekliy naudojimo, surenkama daug morfocheminés informacijos apie

biomolekuliy pasiskirstyma audinio bandinyje [13].



Minétieji virpesinés tiesinés spektrinés mikroskopijos ir netiesinés daugiakanalio
vaizdinimo CARS mikroskopijos vaizdinimo metodai sulaukia vis didesnio tyréjy
susidoméjimo ne tik juos toliau tobulinant, taciau ir pleciant jy taikymo galimybes bei
ieSkant potencialiy jy taikymo sriciy. Viena i$ dar galutinai neiSnagrinéty problemy yra
bandiniy paruoSimo jtaka virpesine spektrometrija paremto mikroskopinio vaizdinimo
rezultatams. PavyzdZiui, nors formalinu fiksuoti parafine iSsaugoti (angl. formalin-fixed
paraffin-preserved — FFPP) smegeny audinio bandiniai galéty bati itin reikSmingi didelio
masto retrospektyviniams tyrimams, jy CARS atvaizdy kokybé bei tinkamumas, tiriant
nervinio audinio patologijas, dar nebuvo jvertintas. Be to, nors virpesiniai spektriniai ir
CARS mikroskopijos metodai yra itin parankus tirti centrinés nervy sistemos (CNS)
audinius bei su jy pakitimais susijusias ligas [14], tokias kaip nugaros smegeny pazaidos
[15] ar smegeny navikai [16-19], Siy metody kompleksiskas taikymas, siekiant kuo
visapusiskiau jvertinti ligy atveju pasireiSkianc¢ius morfocheminius audinio pokycius, yra
epizodiskas. Tik detaliai jvertinus virpesine spektrometrija paremty metody
informatyvumo galimybes bei ribas, galima spresti apie jy nuolatinio ir pastovaus

taikymo potencialg klinikinéje praktikoje.

Pagrindinis disertacijos tikslas ir uzdaviniai

Pagrindinis Sios disertacijos tikslas — kompleksiSkai pritaikyti eksperimentinius tiesinés ir
netiesinés virpesinés mikroskopijos metodus ir tinkamai parinkti spektriniy duomeny
analizés budus tam, kad: (i) minétieji vaizdinimo budai baty jvertinti kaip
eksperimentiniai metodai diagnostinés neuropatologijos taikymuose ir nervinio audinio
gydymo poveikio stebéjimui; (ii) buty pateikta naujy jzvalgy apie ligos ar pazaidy

sukeltus centrinés nervy sistemos audiniy biocheminius pokycius.
Tikslui pasiekti buvo suformuluoti Sie uzdaviniai:

1. Atlikti parafine saugomy smegeny audiniy sluoksniy deparafinizacijos jtakos Siy
sluoksniy daugiakanaliams CARS atvaizdams analize bei nustatyti daugiakanalio
CARS vaizdinimo eksperimentams tinkamiausig centrinés nervy sistemos audiniy

saugojimo buda.



. Patvirtinti CARS mikroskopijg kaip tinkamg metodg tiksliam pirminiy ir
metastaziniy smegeny naviky bei jy riby nustatymui ir patvirtinti CARS
mikroskopijos rezultatus Ramano spektrinés mikroskopijos pagalba.

. Pritaikyti ir jvertinti FT-IR ir Ramano mikrospektroskopinj bei daugiakanalj CARS
mikroskopinj vaizdinimo metodus, jvertinant minksto alginato hidrogelio
implanty gydomajj poveikj ir stebint pastaruosius implantus stuburo smegeny
pazaidose.

. Pritaikyti Ramano spektrinj bei dvikanalj CARS ir TPEF mikroskopinj vaizdinimo
metodus, charakterizuojant stuburo smegeny pazaidos suzadinto uzdegimo

sukeltus centrinés nervy sistemos audiniy lipidy pokycius.
Ginamieji teiginiai

. Nepaisant lipidy pasalinimo ir parafino liku¢iy salygoty artefakty,
deparafinizuoty smegeny audinio sluoksniy Ramano ir CARS atvaizdai suteikia
morfochemine informacijg. Visgi, pastaraisiais metodais tiriant smegeny audinio
deparafinizuotus sluoksnius, gautoji biocheminé informacija yra ribota, o audinio
bandinio saugojimas jj uzSaldant yra tinkamiausias metodas siekiant gauti
visapusiskesnius rezultatus apie audinio biochemija.

. Vidutinis CARS signalo intensyvumas navikuose buvo 30 %—40 %, mazesnis nei
normaliame pilkosios medziagos audinyje, ir priklausé nuo naviko tipo. Todél
CARS signalo intensyvumo verciy santykis tarp naviko ir normalios pilkosios
medZiagos audinio gali biti laikomas tinkamu parametru, nustatant vienalycCio
naviko pozicija, jo ribas ir véziniy lgsteliy infiltracijos sritis.

. Kiekybiniai spektriniy duomeny analizés rezultatai leidZia daryti iSvadas, jog
minksto alginato hidrogelio implantai létinéje stuburo pazaidos stadijoje sglygoja
reikSmingai didesnj lipidy kiekj prieSais stuburo smegeny pazaidg esanciame

baltosios medzZiagos ruoze ir reikSmingg fibrotinio rando suplonéjima.



. FT-IR ir Ramano mikrospektrometrijos metodai jgalina aptikti alginato hidrogelio
implantus stuburo smegeny pazaidose ir, naudojantis Siy implanty spektriniais
pozymiais, stuburo smegeny audinyje stebéti Siy implanty cheminj stabiluma.

. Karbonilo funkcinés grupés valentinius virpesius atitinkanti Ramano spektriné
juosta ties 1743 cm™ yra tinkamas spektrinis Zymuo, stuburo smegeny pazaidy
Ramano spektriniuose Zemélapiuose nustatant uZdeginimes sritis, o
chemometriné Ramano spektriniy duomeny analizé parodo, jog pastarosios

sritys yra gausios sociyjy riebaly ragsciy.

Darbo naujumas ir aktualumas

Virpesinés mikrospektrometrijos ir daugiakanalés CARS mikroskopijos metodai
turi didelj potencialg jy, kaip pavieniy metody, ar kompleksiniam taikymui,
atvaizduojant jvairiy CNS audinio patologijy morfochemijg. Tai daro Siuos
metodus itin perspektyvius jy perkélimui j klinikinius diagnostinius, gydymo
poveikio stebéjimo ar net operacinius taikymus.

Kadangi CARS vaizdinimo informatyvumo jvertinimui, aptinkant smegeny navikus
bei juos charakterizuojant, vis dar triksta iSsamiy ir lyginamyjy studijy, Siame
darbe buvo istirtas iSpléstinis pirminiy ir antriniy naviky rinkinys, iSaugintas peliy
modelyje, o taip pat Zmogaus smegeny navikai, pasalinti chirurginiy operacijy
metu.

Pirma kartg iSsamiai jvertintas stebimas CARS signalo intensyvumo sumazéjimas
smegeny navikose: jis gali atsirasti ne tik dél didesnio lipidy negausiy audinio
struktlry kiekio, taciau taip pat gali buti bendroji véZinio audinio biocheminé
charakteristika.

Naujas nefunkcionalizuotas minkstas alginato hidrogelis buvo pritaikytas kaip
galimas stuburo smegeny pazaidy gydymo budas. Kompleksinis FT-IR, Ramano ir
daugiakanalio CARS vaizdinimo taikymas puikiai tinka visapusiSkam

morfocheminiam stuburo smegeny pazaidy gydymo strategijy jvertinimui.
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Iki Siol stuburo smegeny pazaidy tyrimuose Ramano spektrometrijos metodais
buvo tirta tik demielinizacija ir fibrotinio rando susidarymas, o uzdegimas buvo
ignoruojamas. Siame darbe Ramano spektrinés mikroskopijos ir netiesinés CARS
mikroskopijos metodai buvo sékmingai pritaikyti, tiriant CNS pazZaidy sukelta

uzdegima ir jo sglygotus lipidy pokycius.
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DISERTACIJOS SANTRAUKA

1 Disertacijos sandara

Disertacijg sudaro jZanga, trys skyriai ir literatlros sgrasas. Jvade pristatoma disertacijos
tematika ir aptariamos su tematika susijusios problemos. Taip pat apibréZiamas
pagrindinis darbo tikslas, keturios uzduotys, pristatomi ginamieji teiginiai bei darbo
svarba ir naujumas, nurodomos su disertacija susijusios autorés mokslinés publikacijos.
Pirmajame skyriuje yra apZvelgiama su disertacijos tematika susijusi literatira.
Antrajame skyriuje pristatoma darbo eksperimentiné metodika, treciajame — pasiekti
rezultatai ir iSvados. Treciasis skyrius, pagal konkrecig problematika, yra padalintas j tris

poskyrius, kuriy kiekvieno pabaigoje pateikiamos atitinkamos iSvados.

2 Tyrimy aparatura

Infraraudonosios spinduliuotés pralaidumo spektrai buvo registruojami FT-IR
spektrometru Tensor 27 su integruotu IR mikroskopu Hyperion 3000 (abu iS Bruker
Optic GmbH, Ettlingen, Germany). Spektrometro interferometre moduliuota IR
spinduliuoté jvedama j IR mikroskopg ir j bandinj fokusuojama 15x/0.4NA Kasegreno
objektyvu. Spinduliuoté registruojama 68x68 tasky daugiakanaliu MCT puslaidininkiniu
jutikliu, atSaldomu skystu azotu. Rezultatuose pateiktiems spektrams atliktos atraminio
spektro atimties, atmosferos IR spinduliuotés sugerties jtakos kompensacijos ir bazinés
linijos korekcijos operacijos. IR pralaidumo spektrai buvo transformuoti j sugerties

spektrus.

Ramano spektrinés mikroskopijos eksperimentuose buvo naudojamas gardelinis
Ramano spektrometras (RamanRxn1, Kaiser Optical Systems Inc., Ann Arbor, Ml) su
integruotu optiniu mikroskopu (DM2500 P, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Germany). Ramano sklaidos Zadinimui spektrometre yra integruotas diodinis lazeris

14



(785 nm). Zadinancios spinduliuotés pluostas j mikroskopg patenka per 100 pm
skersmens optinj Sviesolaidj ir fokusuojamas j bandinj 50x/0.75NA objektyvu.
Sufokusuoto spinduliuotés pluosto diametras yra apie 20 um. Spontaninés Ramano
sklaidos spinduliuoté yra surenkama atgal j objektyva ir per 62,5 um skersmens optinj

Sviesolaidj nukreipiama j gardelinj spektrometra.

Daugiakanalés CARS mikroskopijos sistemoje bandinio Zadinimui naudojami dviejy
skaiduliniy lazeriy spinduliuotés pluostai. CARS procesui Zadinti, ,kaupinancioji“
spinduliuoté yra generuojama lazerio ,Femto Fiber pro NIR” (Toptica Photonics AG,
Munich, Germany). Sios spinduliuotés bangos ilgis — 780 nm, impulso trukmé — 1,2 ps,
vidutiné galia ~100 mW. ,,Stokso“ spinduliuote generuojantis lazeris ,,Femto Fiber pro
TNIR” (Toptica Photonics AG, Munich, Germany) gali bati derinamas 850 nm — 1100 nm
bangos ilgiy ribose, jo impulso trukmé — 0,8 ps. CARS eksperimenty metu Stokso lazeris
buvo suderintas generuoti 1005 nm (vidutiné galia ~2 mW) bangos ilgio spinduliuote.
Tuomet CARS reiskinys vyksta Zadinant simetrinj valentinj metileno funkcinés grupés
virpesj ties 2850 cm™. Kaupinanéio ir Stokso lazeriy spinduliuoté suderinama laike,
naudojant laikinio veélinimo optine sistema. Spinduliuotés optiniame kelyje esantis
spinduliuotés daliklis jgalina erdvine Siy spinduliuodiy superpozicijg. Laike ir erdvéje
suderinta spinduliuoté per optiniy komponenty sistemg nukreipiama j daugiakanalio
vaizdinimo mikroskopg Axio Examiner Z.1, sujungtg su galvanometriniu skenuojanciu
moduliu LSM 7 MP (abu i$ Carl Zeiss AG, Jena, Germany). Spinduliuotés fokusavimui j
bandinj galimi objektyvai yra Sie: (i) Plan Apochromat, 5x/0.18 NA (tik Sviesos
mikroskopijai), (ii) Plan Apochromat, 10x/0.45 NA, (iii) Plan Apochromat, 20x/0.8 NA,
(iv) Plan-Apochromat 20x/1 NA (vandens imersinis objektyvas) ir (v) C-Apochromat,
32x/0.85 NA (vandens imersinis objektyvas). Signaly registravimui naudojami
nedeskenuojantys (angl. non-descanned) jutikliai. CARS signalas registruojamas
pralaidumo rezimu. Atskirti anti-Stokso spinduliuote naudojamas juostinio pralaidumo
filtras su (i) centriniu pralaidumo dazniu ties 647 nm ir dazniy juostos plo¢iu — 57 nm
arba su (ii) pralaidumu 633 — 647 nm spektrinéje srityje. Antrosios harmonikos

generacijos signalas taip pat registruojamas pralaidumo rezimu. Pastarajai spinduliuotei
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atskirti naudojamas juostinio pralaidumo filtras, kurio centrinis daznis yra ties 390 nm, o
dazniy juostos plotis — 18 nm. Dvifotonés fluorescencijos Zzadinimo signalas
registruojamas 500-550 nm spektrinéje srityje atspindZio rezimu. CARS, SHG ir TPEF
signaly registravimas yra vienalaikis.

3 Biologiniy audiniy paruoSimas daugiakanalés CARS mikroskopijos

eksperimentams: plony audinio sluoksniy deparafinizacijos jtaka netiesinés optinés
mikroskopijos atvaizdy teikiamai morfocheminei informacijai

Siekiant perkelti virpesine spektrometrija paremtus tyrimy metodus j klinikinius
taikymus, itin svarbus yra Siy metody suderinamumas su standartinémis patologinémis
procedlromis. Pavzdziui, yra itin svarbu, kad jprastiniais patologiniais budais apdoroti
biologiniai bandiniai buty tinkami ir tokius bandinius tiriant tiesinés virpesinés

mikrospektrometrijos bei daugiakanalés CARS mikroskopijos metodais.

Tiesiné virpesiné spektrometrija bei CARS mikroskopija jau buvo taikytos uzsaldyty ir
Svieziy audiniy tyrimuose. Taip pat tyrimais buvo parodyta, kad reikSmingi spektriniai
skirtumai tarp uzsaldyty ir Svieziy audiniy néra stebimi [20,21]. Visgi, dazniausiai tokiy
bandiniy kiekis yra ribotas. IS kitos pusés, placiausiai taikomas budas saugoti
patologinius bandinius yra jy saugojimas parafino blokuose [22]. Siy bandiniy
pritaikomumas CARS mikroskopijai iki Siol dar nebuvo jvertintas ir todél buvo tiriamas

Siame darbe.

3.1 Eksperimentiné dalis

Peliy smegenys ir Zmogaus smegeny biopsijos (3 pirminiai navikai ir 5 metastazés),
pasalintos smegeny augliy operacijy metu, buvo jterptos j parafino blokus, naudojant
fiksacijos formalinu ir iSsaugojimo parafine metodikg (angl. formalin-fixation
paraffin-preservation — FFPP). Jterpti j parafing smegeny audiniai buvo mikrotomu
padalinti j 4 um storio sluoksnius, kurie buvo perkelti ant CaF, ar stiklo optiniy langeliy,
atitinkamai Ramano spektrinés mikroskopijos ar daugiakanalés daugiafotonés

mikroskopijos eksperimentams. Taip paruosti parafine jterpty smegeny audinio
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bandiniai buvo deparafinizuoti, laikantis protokolo, pateikto 1 lenteléje. Parafino

pasalinimui kaip tirpikliai buvo naudojami ksilenas ar jo pakaitalai.

Deparafinizuoti sluoksniai buvo tiriami daugiakanalés CARS mikroskopijos ir Ramano
spektrinés mikroskopijos metodais. Daugiafotoniy atvaizdy analizei buvo naudojama
»lmagel“ programiné jranga. CARS ir TPEF signaly intensyvumai buvo skai¢iuojami pagal
iS deSimties 20 um x 20 pm dydzio sriCiy gautgsias ,mean gray value” vertes ir
sunormuoti j parinktas audinio srtis kiekvienam atvaizdui atskirai. Naudojantis
programine jranga ,GraphPad Prism 5“ (GraphPad Software Inc., USA), signaly
intensyvumy vertéms, gautoms iS deparafinizuoty ir uzsaldyty sluoksniy, palyginti buvo

taikomas ,,two-tailed” t-testas.

1 lentelé. FFPP audinio sluoksniy deparafinizacijos protokolas.

Pakartojimy skaicius Trukmé Tirpiklis
3x 5 min Ksilenas/ksileno pakaitalas
3x 5 min ethanolis 100%
1x 5 min ethanolis 96%
1x 5 min ethanolis 80%
1x 5 min H,O

17



3.2 Rezultatai

Pirmiausia Sioje darbo dalyje daugiakanalés CARS mikroskopijos ir Ramano spektrinés
mikroskopijos metodais buvo tiriami deparafinizuoti peliy smegeny sluoksniai.
Pastarieji rezultatai buvo lyginami su rezultatais, gautais i$ uzSaldymo bidu saugomy

peliy smegeny audiniy.

e Cryo(n=4)
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1 pav. CARS ir TPEF signaly intensyvumy pokyciai pelés smegeny baltojoje medziagoje,
esancioje smegenélése. Lyginami uzSaldyty (A — C) ir deparafinizuoty (D — F) baltosios
medzZiagos sluoksniy dvikanaliai (A, D) ir CARS (B, E) bei TPEF (C, F) signaly intensyvumy
atvazdai (pilkumo tonai). Vidutiniai CARS (G) ir TPEF (H) signaly intensyvumai aksony srityje (#)

normuoti j atitinkamus intensyvumus granuliuotose lgstelése (*).
IS pradziy buvo jvertinta jvairiy parafino tirpikliy jtaka deparafinizuoty audinio sluoksniy
CARS ir TPEF atvaizdams. Buvo nustatyta, jog, lyginant su uzsaldyty audiniy sluoksniais,
CARS signalo intensyvumas deparafinizuotose sluoksniuose sumazéja (p-verté<0.0001)

(1 pav.). Visy tirpikliy atveju CARS intensyvumo verté, gauta i$ baltosios smegeny
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2 pav. Ramano spektroskopija pelés smegeny sluoksniy deparafinizacijos efektams jvertinti.
Raudonas spektras uZregistruotas prieS sluoksnio deparafinizacija, Zalias — iS to paties
sluoksnio po jo deparafinizacijos, mélynas — i$ uzsaldyto pjivio. Zvaigzdutémis (*) pazymeétos
intensyviausios parafino spektrinés juostos. Rodyklés pazymi su lipidais susijusias spektrines

iuostas. kuriu nebhéra FFPP audinio sluoksnvie no io denarafinizaciios.

medZiagos ir normuota j intensyvumo vertes, gautas is$ pilkosios smegeny medziagos,
buvo apie 1, t.y. CARS kontrastas tarp Siy struktiry beveik neegzistuoja. Uzsaldyty
audinio sluoksniy atveju CARS kontrastas tarp pastaryjy smegeny audiniy tipy
egzistuoja. Sis skirtumas atsiranda, kadangi parafino pasalinimo metu kartu yra
iStirpinami ir pasalinami audinio lipidai, o CNS audiniuose Ramano spektrinés juostos
ties 2850 cm™ intensyvumo (3iuo atveju ir CARS signalo intensyvumo) poky¢iai yra

daugiausia susije su butent lipidy koncentracijos pokyciais.

Norint tiksliau jvertinti biocheminius pokycius, atsirandancius deparafinizuotuose
audiniy sluoksniuose, jiems tirti buvo pritaikyta Ramano mikrospektrometrija. Buvo
palyginti Ramano spektrai, gauti iS uzsaldyty sluoksniy ir i$ parafine jterpty sluoksniy
pries pastaryjy deparafinizacijg ir po jos. Prie$ sluoksnio deparafinizacijg jo Ramano
spektre vyravo parafino spektrinés juostos (v[C-C], 86[CH,], 8[CH;] virpesiai, 2 pav.
pazymeéti *), o audinio spektrinio signalo nebuvo galima isskirti. Tai parodo audinio
deparafinizacijos svarbg virpesinés spektrometrijos metodais paremtuose tyrimuose.

Lyginant su uZSaldyto sluoksnio Ramano spektru, deparafinizuoto audinio sluoksnio
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Ramano spektre itin sumazéjo ties 1130 cm™?, 1300 cm™, 1440 cm™ ir 1668 cm™ bangos
skaiciais esanciy spektriniy juosty, atitinkanciy lipidams svarbiausias virpesines modas,

intensyvumai. Tai dar kartg patvirtina lipidy iSplovima is$ audinio.

Deparafinizuotuose sluoksniuose CARS atvaizdo kontrastas yra kuriamas dél baltymy,
taip pat turinciy spektrine juostg ties 2850 cm™, skirtingos koncentracijos. UzZregistruoti
deparafinizuoty sluoksniy CARS atvaizdai parodé, jog visuminé audinio morfologija
buvo iSsaugota. Taciau Siuose bandiniuose taip pat buvo aptiktos neaiskios kilmés, itin
stipry signalg 633-647 nm spektringje srityje (minima sritis atitinka spektrine sritj,
apribota prie$ CARS signalo jutiklj patalpinto filtro) generuojanéios struktiros. Sios
struktliros dazniausiai buvo stebimos kaip (i) pavieniai laseliai; (ii) laseliy sankaupos kai
kuriuose neurony kanuose; (iii) laseliy sankaupos kai kuriose lgstelése smegeny Zieveés
iSorinéje srityje ir (iv) laseliy sankaupos kapiliaruose. Pirmiausia, atlikus eksperimentus
su jjungtu ir iSjungtu Stokso lazeriu, buvo parodyta, jog Sis signalas 633-647 nm
spektrinéje srityje yra sglygotas ne fluorescencijos, taCiau CARS proceso. Pritaikius
Ramano spektrine mikroskopijg, buvo parodyta, kad Sie, intensyvy CARS signalg
generuojantys artefaktai, yra parafino liekanos. Parafino liekanos buvo rastos visuose
tirtuose bandiniuose, nepriklausomai nuo deparafinizacijai naudoto tirpiklio. Kokybinis
CARS atvaizdy ir Ramano spektry jvertinimas parode, jog bandiniai, deparafinizuoti su
ksilenu buvo linke turéti maziausiai parafino liekany. Todél, tolimesniems tyrimams

buvo pasirinktas FFPP sluoksniy deparafinizacijos su ksilenu protokolas.

Deparafinizacijos procese naudojamas ksilenas taip pat galéty salygoti parazitines
spektrines juostas Ramano spektruose, sukelti daugiakanaliy CARS atvaizdy
intensyvumy pokycius ir (arba) sglygoti artefaktus CARS atvaizduose. Remiantis ksileno
Ramano spektriniy juosty analize, buvo aptarta, jog ksilenas yra tinkamai pasalintas i$

deparafinizuoty sluoksniy ir paminéty efekty nesukelia.

Daugiakanalio CARS atvaizdo palyginimas su Ramano klasteriy spektriniu Zemélapiu bei
centriniais klasteriy Ramano spektrais, gautais taikant klasterine spektriniy duomeny
analize, leido detaliau paanalizuoti deparafinizuoty smegeny audiniy pjaviy

morfochemijg bei jg atitinkantj atvaizdavimg daugiakanaliame CARS atvaizde. Buvo
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parodyta, kad skirtingas audinio strukturas deparafinizuotose sluoksniuose galima
iSskirti dél kintancios baltymy koncentracijos. Be to, intensyvy CARS signalg
generuojancios struktiros buvo teisingai suklasifikuotos ir atitinkamai atvaizdotos
Ramano klasteriy Zemélapyje kaip parafino liekanos (3 pav.). Tokia salyginai didelj
audinio plotg apimancios srities analizé parodé, kad parafino liekanos atvaizduose néra
dominuojancios ir, net egzistuojant minimiems parafino artefaktams, audinio

morfologines stukturas galima analizuoti.
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3 pav. Deparafinizuoto pelés smegeny sluoksnio CARS/TPEF mikroskopija ir Ramano spektriné
mikroskopija. Dvikanalis CARS (raudona) ir TPEF (zalia) atvaizdas (A) bei Ramano spektrinis
Zemeélapis, sudarytas pagal klasterinés analizés rezultatus (B) ir jo spalvinj uzkodavimag
atitinkantys centriniai grupiy spektrai (C). CARS/TPEF atvaizdas ir Ramano spektriniai
duomenys buvo gauti i$ to pacio deparafinizuoto sluoksnio. Tiesioginiam spektriniy juosty

palyginimui (C) paveiksle taip pat pateiktas parafino spektras (ruda spalva).
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Antroje Siy tyrimy dalyje buvo koncentruojamasi ties deparafinizuotais Zmogaus
smegeny audinio sluoksniais, siekiant jvertinti jy pritaikomuma daugiakanaliam CARS
vaizdinimui. CARS atvaizdy informatyvumas buvo jvertintas, analizuojant jvairiy
Zmogaus smegeny naviky biopsijas. Kaip ir peliy smegeny sluoksniy atveju, visy tirtyjy
bandiniy CARS atvaizduose buvo nustatyti parafino liekany salygojami artefaktai. Taciau
audinio architekura buvo pakankamai isskirta dél kintancios baltymy koncentracijos.
Pavyzdziui, CARS atvaizduose buvo atpaZjstami patologiniam bandinio atvaizdo
jvertinimui itin reikSmingi Igsteliy branduoliai ir net jy branduoléliai [4 pav. (A)]. Be to,
SHG ir TPEF signalai suteiké papildomos morfocheminés informacijos apie navikuose
esancias audinio struktdras. PavyzdZiui, vienu metu uZregistruoti CARS, TPEF ir SGH
signalai atvaizdavo navike esancios didelés kraujagyslés struktlra, TPEF signalas buvo
reikSmingas tikslesniam Igsteliy atvaizdavimui, o SHG signalas buvo svarbus tiek

kraujagysliy, tiek corpora amylacea struktiros identifikacijai.

4 pav. Deparafinizuoty Zmogaus smegeny su navikais daugiakanalé CARS mikroskopija. (A):

Deparafinizuoto sluoksnio su glioblastomos naviku CARS atvaizdas (pilkumo tonai).
Zvaigidutés (*) Zymi keletg tipiniy parafino liekany artefakty (pavieniy laseliy formoje).
Rodyklés rodo Igsteliy kiinus su branduoliais ir branduoléliais. (B): Krities metastazinio naviko
smegenyse daugiakanalis atvaizdas (CARS — raudona, SHG — mélyna, TPEF — Zalia). Netiesiniy
optiniy signaly kombinacija jgalina atskirti navika (virsutiné paveikslélio dalis) nuo normalaus
audinio (apatiné paveikslélio dalis). (C): palyginimui pateiktas H&E daZzymo Sviesos
mikroskopijos bldu uZregistruotas atvaizdas.
Daugiakanalés CARS mikroskopijos taikymas smegeny naviky tyrimuose turi didelj
potencialg, o FFPP bandiniai galéty buti itin svarbls didelio masto retrospektyviniuose
smegeny naviky tyrimuose. Todél, galiausiai daugiakanalés CARS mikroskopijos
deparafinizuoty sluoksniy atvaizdai buvo jvertinti naviky ir jy riby nustatymo galimybei.

Buvo parodyta, jog daugiakanaliuose CARS atvaizduose naviko ir sveiki audiniai bei riba
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tarp jy yra atskiriami. Be to, naviko riby nustaytmui itin reikSmingas buvo TPEF signalas
[4 pav. (B) ir (C)]. Parafino liekany kiekis bandiniuose nebuvo didelis ir nesudaré klitciy

daugiakanaliuose CARS atvaizduose atpaZinti navikus bei jy ribas.

23



3.3 Isvados

1.

Audinio lipidai yra pasalinami iS FFPP audinio jo deparafinizacijos metu. Todél
morfocheminis CARS atvaizdy kontrastas yra salygojamas skirtingos baltymy
koncentracijos audinio strukturose.

Lyginant su uzSaldytais sluoksniais, deparafinizuoty smegeny audinio sluoksniy
TPEF atvaizduose TPEF signalo intensyvumo vertés ir morfologinis kontrastas yra

didesnis.

. Taikant jprastg FFPP sluoksniy deparafinizacijos protokolg, parafinas i$ sluoksniy

néra galutinai pasalinamas. | parafino liekany generuojama CARS signalg turi bati
atsizvelgiama, interpretuojant deparafinizuoty smegeny audinio sluoksniy CARS
atvaizdy morfochemine informacija.

Daugiakanalé CARS/TPEF/SHG mikroskopija yra tinkamas metodas jvairiy pelés ir
Zmogaus smegeny struktlry vaizdinimui ir smegeny naviky bei jy riby

nustatymui tiriant deparafinizuotus bandinius.

. Visgi, deparafinizuotuose smegeny audinio sluoksniuose lipidy kiekio pokyciy

suteikiama morfocheminé informacija yra prarandama. Dél to, CARS
morfocheminis kontrastas, paremtas tik baltymy koncentracijos kitimu, gali itin
apriboti CNS audiniy patologijy, kurioms lipidy pokyciai yra itin reikSmingi,
tyrimus. Todél jprastinés CARS mikroskopijos, paremtos molekuliniy virpesiy ties
2850 cm™ adinimu, eksperimentams saugomi uz$aldyti ar $vieZi bandiniai yra

tinkamiausi.
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4 CARS mikroskopijos taikymas tiriant smegeny navikus

Smegeny navikai yra rimta ir pavojinga gyvybei nervinio audinio patologija: jie yra itin
linke jsiskverbti j sveikg audinj, o jy rezekcija yra pavojinga ar negalima dél pavojaus
pazeisti reikSmingus smegeny centrus [23]. Siekiant padidinti teigiamy smegeny naviky
gydymo rezultaty tikymybe, itin svarbls yra du pagrindiniai aspektai. Pirmiausia,
planuojant individualizuotas gydymo strategijas, yra svarbu tiksliai nustatyti naviko tipa
ir piktybiskumo laipsnj. Siuo metu ,auksinis“ naviky diagnostikos histopatologiniuose
tyrimuose standartas yra audinio biopsijos paémimas chirurginiu bidu ir jo morfologijos
jvertinimas [24]. Deja, Sis budas yra nepritaikomas in vivo ir nesuteikia galimybés tiksliai
jvertinti naviky tais atvejais, kai biopsijos paémimas yra nejmanomas [25]. Antra,
pagrindinis sékmingo smegeny naviko pasalinimo tikslas yra visisSkas véZiniy lgsteliy
pasalinimas, tuo paciu kiek jmanoma iSsaugant funkcinj sveikg smegeny audinj. Naviko
riby nustatymas yra sudétingas, kadangi véZinés lgstelés yra likusios jsiskverbti j

aplinkinj smegeny audinj, o naviky ribos yra neaiskios [26].

Dél Siy priezasCiy yra svarbu plétoti pazangius metodus, jgalinancius in situ smegeny
naviky patologinj jvertinimg ir operacijy metu jgalinancius naviky ribas nustatyti iki
pavieniy lasteliy. Kaip pastariesiems taikymams perspektyvus metodas, CARS
mikroskopija buvo taikoma tirti pirminius ir antrinius smegeny navikus, iSaugintus peliy
smegenyse, bei Zmogaus smegeny navikus, pasalintus chirurginiy operacijy metu. CARS
mikroskopijos sistema buvo suderinta Zadinti v¢(CH,) virpesius ties 2850 cm™,

nerviniame audinyje daugiausia sglygojamus lipidy.

4.1 Eksperimentiné dalis

Smegeny naviky augimas peliy smegenyse buvo sukeltas atliekant stereotaktine
Zmogaus véziniy lasteliy implantacijg j smegeny audinj. AStuoniems gyvinams buvo
implantuotos glioblastomos Igstelés, keturiems — melanomos lgstelés ir dar keturiems —
krGties vézZio lgstelés. Kuomet augliai susiformavo, gyviinams buvo atlika eutanazija, jy
smegenys pasalintos, jterptos j audiniy Saldymo terpe ir uzsaldytos ant sauso ledo. 16

um storio smegeny sluoksniai buvo perkelti ant stiklo optiniy langeliy CARS
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mikroskopiniams tyrimams. Atlikus CARS vaizdinimo eksperimentus, sluoksniams buvo
atliktas standartinis dazymas hematoksilinu ir eozinu (H&E). Paeiliui ar nepaeiliui
einantiems sluoksniams buvo atliktas anti-Ki67 imunohistocheminis dazymas arba jie

buvo perkelti ant CaF, optiniy langeliy Ramano spektrinés mikroskopijos tyrimams.

Ramano spektrai buvo registruojami 150-3250 cm™ Ramano poslinkio spektringje
srityje su 4 cm™ spektrine skyra. Pasirinkus nuo 50 iki 70 vienoje tieseje idéstyty
bandinio Zadinimo tasky, kiekviename taske buvo registruojamas Ramano sklaidos
spektras. Zadinamy tasky padétys parinktos taip, kad linijinis spektry masyvas apimty
spektrinés informacijos registravimg iS naviko bei sveiko audinio sri¢iy. Naudojant
zZingsninj staliukg, viena kryptimi bandinys buvo perkeliamas kas 17 um tarp tasky.
Kiekviename Zadinimo taske uZregistruojami ir suvidurkinami du spontaninés Ramano

sklaidos signalai. Vienas signalas Zadinamas su 2 s spinduliuotés ekspozicijos trukme.

Vaizdinimas daugiakanaliu CARS mikroskopu buvo atliekamas kaip aprasyta [15]. Lazeriy
zadinimo spinduliuoté CARS vaizdinimo eksperimentuose buvo sufokusuota su

C-Apochromat 32x/0,85 NA objektyvu.

4.2 Rezultatai

Siame darbe buvo istirtos 16 peliy smegenys su jose uzaugintais pirminiais ir metastaziy
smegeny navikais. Tyrimai parode, kad CARS mikroskopijos atvaizduose tiek pirminiai
navikai, tiek metastazés pasizymi mazesniu CARS signalo intensyvumu nei juos supantis
normalus smegeny audinys. Augliy ribos buvo tiksliai nustaytos deél lipidy
koncentracijos kitimo sglygoto CARS atvaizdy cheminio kontrasto. Be to, CARS atvaizdai
jgalino atskirti glioblastomos (glioblastoma multiforme — GBM) auglius ir metastazes
nuo normaliy smegeny struktary, naturaliai pasizyminciy dideliu lasteliy tankiu. GBM
augliy CARS atvaizdai leido iSskirti véziniy Igsteliy infiltracijos j sveikg audinj sritis bei

mazas véziniy lasteliy saleles iki pavieniy lasteliy (5 pav.).
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CARS signalo intensyvumo sumazéjimas navikuose buvo kiekybiskai jvertintas,
naudojant rodiklj /nayikas//pilkoji medziagas KUT Inavikas if Ipilkoji medsiaga Y@ Vidutinis CARS atvaizdo
pikseliy intensyvumas atitinkamai navike ir normalioje pilkojoje medZiagoje. Nustatyta,
jog CARS signalo intensyvumas, lyginant su normalia pilkgja medziaga (100 %), atitiko

61% GBM, 71 % melanomos metastaziy ir 68 % kruties véZio metastaziy atvejais
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5 pav. CARS vaizdinimas besiskverbianéio naviko riby nustatymui. (A): Zmogaus glioblastomos

i/

pelés smegenyse CARS atvaizdas. Bruksnine linija apribota sritis parodyta padidintame
atvaizde. (B): MazZos j sveikg audinj iSplitusiy glioblastomos lgsteliy salelés CARS atvaizdas.
Pavieniai Igsteliy branduoliai (A) ir (B) yra iSskiriami kaip tamsiausios struktiiros, citoplazminis
ir tarplastelinis uZpildas yra tamsesnis nei aplinkiné pilkoji medziaga. (C) ir (D): To pacio
sluoksnio Anti-Ki67 imunohistocheminio dazymo Sviesos mikroskopijos atvaizdai atitinkantys
(A) ir (B). Rodyklémis pazyméti keli pavieniy lgsteliy branduoliai.
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(6 pav.). Ramano spektroskopija buvo pritaikyta jvertinti lipidy koncentracijos
pokyCiams, atitinkantiems CARS signalo intensyvumy skirtumus. Buvo nagrinéjami
Ramano spektrinés juostos ties 2850 cm™ intensyvumy skirtimai navikuose ir
normalioje pilkojoje medZiagoje. Nustatyta, jog, lyginant su abiejy tipy metastazémis,
Sios Ramano spektrinés juostos intensyvumas glioblastomoje yra reikSmingai mazesnis
(P<0.001). Be to, lyginant su normalia pilkgja medziaga (100 %), jis atitiko 47 % GBM,
61 % melanomos metastaziy ir 65 % krities véZio metastaziy atvejais. Tiesioginis
Ramano spektrinés juostos ties 2850 cm™ir CARS signalo intensyvumy palyginimas néra

galimas [14], taciau abiem metodais gautieji rezultatai vienas kitam nepiestaravo.
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6 pav. CARS signalo intensyvumo ir atitinkamos Ramano spektrinés juostos pokyciy kiekybinis
jvertinimas. (A): CARS signalo intensyvumo normalioje pilkojoje medZiagoje palyginimo su
intensyvumu véZiniame audinyje kiekvieno Zmogaus naviko pelés modelyje atveju taskine
diagrama. (B): CARS signalo intensyvumai navikuose normuoti j atitinkamus intensyvumus
pilkojoje medZiagoje. (C): Vidutiniai normalios pilkosios medZiagos, glioblastomos, melanomos
ir krGties vézio metastaziy Ramano spektrai. (D): vs(CH,) virpesius atitinkanéios Ramano
spektrines juostos integriniai intensyvumai [(2850 + 15) cm™] navikuose normuoti j atitinkamus
intensyvumus pilkojoje medZiagoje. (B) ir (D) paveiksléliuose paklaidos briksniai rodo vidurkj +
standartinj nuokrypj; glioblastoma: n = 8; melanomos metastazés: n = 4; krities véZio
metastazés: n = 4; * statistiSkai reikSmingas skirtumas lyginant su pilkgja medZiaga: P<0,05;

statistiskai reikSmingas skirtumas lyginant su pilkaja medziaga ar kaip parodyta: P<0,001.
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Siame darbe buvo pirma karta detaliai nagrinéjamos CARS signalo intensyvumo
sumazeéjimo navikuose priezastys, jas siejant su audinio ir Igsteliy struktiromis, kuriuose
lipidy kiekis natdraliai néra didelis. Pirmiausia buvo suskaiCiuoti véziniy Igsteliy
branduoliy uZimami pavirSiaus plotai ir palyginti su lasteliy branduoliy uZimamais
plotais normaliame pilkajame audinyje: Igsteliy branduoliy uZzimami paviSiaus plotai
navikuose buvo reikSmingai didesni nei normaliame pilkosios medZiagos audinyje.
Taciau, buvo nustatyta, jog lgsteliy branduoliy uZimami pavisSiaus plotai navikuose ir
CARS signalo intensyvumo sumazéjimas tiesiogiai nekoreliavo. Kiekvienam augliui taip
pat buvo nustatytas Igsteliy proliferacijos rodiklis bei jvertinti mikrokraujagysliy tankis ir
morfologija, taCiau visi Sie parametrai, kaip pavieniai, taip pat nekoreliavo su CARS
signalo intensyvumy sumazéjimu. Buvo prieita prie iSvados, kad CARS signalo
intensyvumo sumazéjimas néra salygojamas vien tam tikry pavieniy mazai lipidy
turinCiy audinio struktdriy: maZesné lipidy koncentracija tikriausiai yra bendresné

vézinio audinio charakteristika.
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CARS intensyvumas pilkojoje medziagoje

7 pav. CARS signalo intensyvumo pokycCiy Zmogaus glioblastomoje kiekybinis jvertinimas. (A):
Zmogaus glioblastomos bandinio, pasalinto jprastinés operacijos metu, uzaldyto pjavio CARS
atvaizdas. Taskinémis linijjomis paZymétos ribos tarp vientiso naviko, véZiniy Iasteliy
jsiskverbimo srities ir normalaus audinio. (B): CARS signalo intensyvumo vertés isilgai srities,
pazymétos raudonai (A) paveiksle. Normalaus audinio, jsiskverbimo srities ir naviko
intensyvumy ribos, atitinkamai pazymétos Zaliai, geltonai ir raudonai. (C): Taskiné diagrama,
kurioje kiekvienam bandiniui lyginami CARS signalo intensyvumai iS Zmogaus glioblastomos ir

normalios pilkosios medZiagos.
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Sioje darbo dalyje CARS mikroskopinis vaizdinimas taip pat buvo pritaikytas $ediems
Zzmogaus glioblastomos navikams, pasalintiems jprastiniy chirurginiy operacijy metu.
Buvo vaizdinami iy biopsijy sluoksniai. Zmogaus glioblastomos navikuose CARS
intensyvumai taip pat buvo maZesni nei aplinkiniame sveikame smegeny audinyje
(7 pav.). CARS morfocheminis kontrastas buvo pakankamas naviky riboms ir véZiniy
lsteliy infiltracijos sritims nustatyti. Naviky srityje vidutinis CARS signalo intensyvumas

buvo 72.2 + 8.8 % (n=6, P<0.005), lyginant su sveiku audiniu (100 %).
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4.3 Isvados

1. Nepriklausomai nuo smegeny naviko tipo ir charakteristiky, CARS atvaizdy
morfocheminis kontrastas jgalina atskirti smegeny navikus nuo normalaus
smegeny audinio.

2. MaiZesnés CARS intensyvumo vertés nei normaliame smegeny audinyje jgalina
nustatyti naviky ribas bei infiltracijos sritis iki pavieniy Igsteliy. CARS
intensyvumo  sumazéjimas yra didesnis glioblastomose nei smegeny
metastazése. Ramano spektrometrija patvirtino, jog CARS intensyvumo
sumazeéjimas yra susijes su mazesne lipidy koncentracija auglyje.

3. Koreliacinis rySys tarp naviko sukelty pavieniy lasteliy citologiniy pokyciy ir CARS

signalo intensyvumo sumazéjimo nebuvo nustatytas.
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5 Virpesinés mikrospektrometrijos bei daugiakanalés CARS mikroskopijos taikymas
tiriant stuburo smegeny audinio pazaidy gydymo poveikj

Stuburo smegeny audinio pazeidimas sukelia visg eile biomolekuliniy pokyciy. Po
pirminiy Uminiy pasekmiy, tokiy kaip kraujagysliy pazeidimas, lasteliy nekrozé ir
kraujavimas [27], seka létiné paZaidos fazé, kurios metu pasireiskia uzdegiminiai
procesai, edema ir iSemija, lemiantys toliau vykstancius nervinio audinio pazeidimo ir
fibrotinio randéjimo procesus [28]. Bendra Zinduoliy stuburo smegeny paZaidos
sglygoty biocheminiy pokycCiy pasekmé yra sustabdyta savaiminé nervinio audinio
regeneracija. Viena iS potencialiy gydymo ir nervinio audinio regeneracijos strategijy
yra implantai, kuriy esmé — sudaryti neurony augimui pralaidZig aplinka. Itin svarbis yra
biopolimeriniai implantai, i$ kuriy vienas yra alginato hidrogelis [29]. Alginato hidrogelis
yra sudarytas is$ tiesiniy polisacharidy, tinkliskai susiety per multivalentinius jonus [30].
Kity autoriy tyrimuose jau buvo parodyta, jog alginato hidrogeliai sudaro neurony
augimui pralaidzia terpe in vitro[31]. Taip pat buvo parodyta, kad nefunkcionalizuotas
minkstas alginato hidrogelis padeda neurity augimui in vitro ir apsaugo neuronus nuo

oksidacinio streso [32].

Siekiant kokybiskai ir kiekybiskai jvertinti stuburo smegeny pazaidy gydymo strategijas,
svarbi reikSmé tenka stuburo smegeny pazaidy vaizdinimui, jgalinanfiam tirti
biocheminius audinio pokycius, bei, implanty jterpimo atveju, stebéti implantus.
Virpesinés spektrometrijos metodai, jskaitant IR ir Ramano spektrine mikroskopijas, bei
daugiakanalé daugiafotoné CARS mikroskopija jgalina audinio vaizdinimg be jokio
papildomo molekuliy dazymo Zymekliais. Galli ir kt. jau paskelbé rezultatus studijos,
kurioje stuburo smegeny pazaidy tyrimams buvo taikomi virpesinés spektrinés
mikroskopijos ir daugiakanalés CARS mikroskopijos metodai [15]. Disertacijos autorés
darbe pastarieji vaizdinimo metodai buvo pirmg kartg taikomi alginato hidrogelio
implanty jtakg stuburo smegeny pazaidy regeneraciniams procesams stebéti ir jiems
kokybiskai ir kiekybiskai jvertinti. Be to, stuburo smegeny pazaidose pirmg kartg buvo

iSsamiai analizuojami uzdegiminiy procesy sukelti lipidy cheminiai pokyciai.
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5.1 Eksperimentiné dalis

Alginato hidrogeliui ruosti buvo panaudotas ,Pronova“ natrio alginatas (Novamatrix,
Sandvika, Norway), turintis 50 % manuronato. Paruostas 4 % alginato tirpalas buvo
isfiltruotas ir inkubuojamas 20 min. kambario temperatlroje. RuoSiant alginato
hidrogelj, pastarasis tirpalas buvo padengtas CaCl, ir NaCl bei 12 valandy paliktas
kambario temperatiroje. Galiausiai, tirpalas buvo pasalintas, o susiformaves hidrogelis

supjaustytas implantavimui.

Sioje darbo dalyje i§ viso buvo tiriamos 28 suaugusios Wistar ziurkes, kuriy stuburo
smegenims buvo atlikta 2 mm hemisekcija. 14 Ziurkiy buvo implantuotas hidrogelio
implantas (eksperimentiné grupé), o likusios 14 sudaré kontroline grupe. Tiek
kontroling, tiek ir eksperimentiné grupés buvo padalintos dar karty: iS kiekvienos
grupés septynioms Ziurkéms buvo leista gyventi 1 ménesj, likusioms septynioms — 6
meénesius. Po atitinkamo laiko tarpo Ziurkés buvo uzkonservuotos perfuzijos budu, jy
stuburo smegenys iSimtos, dehidratuotos ir uzkonservuotos Saldymu. 16 um storio
sluoksniai buvo paruosti ant CaF, ar stiklo optiniy langeliy. Paeiliui einantiems

sluoksniams buvo atliktas H&E histocheminis dazymas.

Bandiniai buvo tiriami FT-IR ir Ramano mikrospektrometrijy bei daugiakanalés CARS
mikroskopijos metodais. FT-IR spektriniy Zemeélapiy duomenys buvo surenkami,
skenuojant bandinio pavirSiaus plotg ir surenkant pro bandinj praéjusia IR spinduliuote
68x68 tasky daugiakanaliu jutikliu. Kiekvienam pikseliui buvo uzregistruoti ir
suvidurkinti 8 spektrai su 6 cm™ spektrine skyra 900-3500 cm™ spektringje srityje. IR
spektrai buvo matematiskai apdoroti, o duomeny analizei buvo naudojami Matlab

programinés jrangos paketai (version 7, Math Works Inc., Natick, MA, USA).

Ramano spektriniai Zemélapiai buvo registruojami kas 23 pm tarp tasky, bandinj
perkeliant Zingsniniu staliuku. Kiekviename taske buvo registruojami ir suvidurkinami du
150-3250 cm™ spektrinés srities bei 4 cm™ spektrinés skyros Ramano sklaidos spektrai,

kiekvieng jy registruojant su 750 ms Zadinimo trukme. Spektry apdorojimas buvo
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atliktas su MATLAB programinés jrangos paketais (version 7, Math Works Inc., Natick,
MA, USA).

Vaizdinimas daugiakanaliu CARS mikroskopu buvo atliekamas kaip aprasyta [15]. CARS,

SGH ir TPEF signalai buvo registruojami 20x/1.0 vandens imersiniu objektyvu.

5.2 Rezultatai

Soje darbo dalyje pirmiausia yra pristatomi IR spektrinés mikroskopijos metodu gautieji
rezultatai. Pagal IR spektrinius Zemélapius aptariami pazeisty nugaros smegeny Ziurkiy
modelyje bendroji morfologiné struktura (pilkosios ir baltosios medziagos
pasiskirstymas, pazaidos sritis) bei jos biocheminei struktdrai charakteringi spektriniai

zZymenys (8 pav.).

Atlikus specifiniy spektriniy juosty intengrinio intensyvumo skaiciavimus, kokybiskai
(sukuriant IR intensyvumo atvaizdus) ir kiekybiskai (naudojantis statistiniais
skaiciavimais) jvertintas ir palygintas lipidy bei kolageno pasiskirstymas eksperimentiniy
bei kontroliniy Ziurkiy stuburo smegeny pazaidy bandiniuose (1 mén. ir 6 mén. po
stuburo smegeny hemisekcijos). Tokiu bldu buvo atitinkamai jvertinta stuburo
smegeny pazaidy sukeltas mielino dangaly irimas — demielinizacija ir rando

susidarymas.
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8 pav. FT-IR mikrospektroskopijos taikymas stuburo smegeny pazaidy Ziurkés modelyje su
alginato hidrogelio implantu ir be jo, praéjus vienam ir SeSiems ménesiams po paZzaidos,
tyrimui. (A): Visy 28 stuburo smegeny su hemisekcijos pazaidomis iSilginiy sluoksniy IR
spektriniai atvaizdai, sudaryti suskai¢iavus amido | spektrinés juotos ties 1653 cm™ integrinj
intensyvuma ir rodantys baltymy pasiskirstyma nugaros smegenyse. Zvaigidutés (*) Zymi
dideles cistas. Mastelio juosta: 1 mm. (B): Pavyzdiniai baltosios ir pilkosios medZiagos

infraraudonosios sugerties spektrai.
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IR spektriniai Zemélapiai, demonstruojantys lipidy pasiskirstyma bandiniuose, buvo
gauti skaiCiuojant spektrinés juostos ties 1735 cm™ integrinj intensyvuma (9 pav.). Sie
spektriniai Zemélapiai leido tinkamai atvaizduoti ir atskirti lipidy gausios baltosios
medzZiagos ruozus nuo pilkosios medZiagos ruozy su maza lipidy koncentracija. Visy
bandiniy baltosios medzZiagos ruozo dalyse, esanciose tiesiai prie$ pazaidg, buvo rasta
sritis su mazesne lipidy koncentracija (lyginant su labiau nuo pazaidos atitolusiomis nuo
Sio ruozo sritimis). Minétasis lipidy koncentracijos sumazéjimas demonstruoja mielino
dangaly demielinizacijg. Kiekybinis demielinizacijos jvertinimas tarp skirtingy bandiniy
grupiy buvo paremtas lipidams badingy spektriniy juosty ties 1735 cm™, 1466 cm™ ir
1225 cm™ integriniy intensyvumy skai¢iavimu ir statistiniu palyginimu. Buvo nustatyta,
jog demielinizacijos srityje lipidus atitinkanciy spektriniy juosty intensyvumas sumazéja
iki 70 %—90 %, palyginus su sveiku baltosios medziagos audiniu (100 %). Nors vieno
meénesio pazaidos bandiniuose statistiSkai reikSmingi integriniy intensyvumy skirtumai
tarp kontrolinés ir eksperimentinés grupiy nebuvo nustatyti, SeSiy ménesiy pazaidos
eksperimentinés grupés bandiniuose nustatytas reikSmingas lipidy koncentracijos
padidéjimas (p=0.019, p=0.0095, p=0.0095, atitinkamai spektrinéms juostoms ties
1735 cm™, 1466 cm™, 1225 cm'l).
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9 pav. Priesais paZaidg esancio baltosios medZiagos ruozo analizé. (A): IR spektriniai atvaizdai,
sudaryti suskai¢iavus spektrinés juostos ties 1735 cm™ [vs(C=0)] integrinj intensyvumg ir
rodantys lipidy pasiskirstyma nugaros smegenyse. Pateikti vieno ir SeSiy ménesiy pazaidy be
alginato implanto ir su juo pavyzdZiai. Mastelio juosta: 1 mm. (B): Spektriniy juosty ties 1735
cm™, 1466 cm™ (8[CH,], irgi atitinkanti lipidus) ir 1225 cm™ (atitinkanti fosfolipidus)
intensyvumai priesais pazaidg esancios baltosios medZiagos ruozo srityje ((A) apribota juodu
kvadratu). Kiekviename bandinyje pastarieji intensyvumai buvo normuoti | atitinkamy
spektriniy juosty intensyvumus iSsaugotos baltosios medziagos srityje, esancioje tame
pacCiame baltosios medZiagos ruoze ((A) apribota baltais kvadratais). Kiekvienai grupei n=5-6.
,two — tailed” testas, *: p < 0,05, **: p < 0,01.

Kadangi stuburo smegeny pazaidos sukelto rando susiformavimas yra reikSmingas
veiksnys, ribojantis sékmingg nervinio audinio regeneracija, taip pat buvo jvertinta, ar
alginato hidrogelis daro jtaka rando formavimuisi. Pasitelkiant kolagenui tipinés IR
spektrinés juostos ties 1242 cm™ integrinio intensyvumo Zemélapius, visuose
bandiniuose buvo apskaiciuotas fibrotinio rando storis (10 pav.). Jis buvo reikSmingai
mazesnis SeSiy ménesiy pazaidos eksperimentinéje grupéje (p=0,0153). Tai leido daryti
iSvadg, jog alginato hidrogelis turi teigiama jtaka, slopinant rando formavimasi létinéje

stuburo smegeny pazaidos stadijoje.
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10 pav. Fibrotinio rando analizé. (A): Pavyzdiniai po SeSiy ménesiy paZeistose nugaros
smegenyse susidariusio fibrotinio rando, normalios pilkosios medziagos ir gryno kolageno IR
spektrai. (B): IR spektriniai atvaizdai, sudaryti suskaiciavus spektrinés juotos ties 1242 cm™
integrinj intensyvuma, rodantys kolageno pasiskirstyma nugaros smegenyse. Pateikti vieno ir
SeSiy ménesiy pazaidy be ir su alginato implantu pavyzdZiai. Mastelio juosta: 0,5 mm. (C):
Fibrotinio rando storis bandiniuose su alginato implantu ir be jo po vieno ir po Sesiy ménesiy

po pazaidos, n=5 -7, ,,two — tailed” testas, *: p < 0,05.
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11 pav. Alginato hidrogelio pasiskirstymas nugaros smegeny pazaidoje po Sesiy ménesiy. (A):
IR RGB spektrinis atvaizdas, sudarytas sujungiant spektriniy juosty ties 1420 cm™ (atitinka
alginato hidrogelj — raudona), 1653 cm™ (atitinka nervinj audinj — zalia) ir 1242 cm™ (atitinka
kolageng — mélyna) integrinio intensyvumo spektrinius Zemeélapius. (B): Alciano mélynos
dazymo ant paeiliui einancéio audinio sluoksnio Sviesos mikroskopijos atvaizdas. Mastelio
juosta: 100 um. Kvadratai (A) ir (B) paveiksléliuose Zymi padidinty vaizdy sritis. Padidintuose
vaizduose esancios rodyklés Zymi nedideles alginato hidrogelio jsiterpimo j audinj sritis, kuriy
pozicijos spektriniame atvaizde ir dazymo atvaizde sutampa. ZvaigZzdutés (*) Zymi alginato
hidrogelio likucius didelése cistose. (C): IR spektrai, demonstruojantys alginato hidrogelio

sgveika su audiniu. Spektro nr. atitinka numeruotas pozicijas (A) paveiksle.

Nustatyta, jog IR spektriné mikroskopija yra parankus metodas stebéti alginato
hidrogelio implantus. Siekiant geriausiai atvaizduoti alginato hidrogelio pasiskirstymg,
stuburo smegeny pazZaidoje buvo sugeneruoti RGB spektriniai Zemélapiai, kuriuose
spektrinés juostos ties 1420 cm™ integrinis intensyvumas atvaizdavo alginato hidrogelj,
ties 1242 cm™ — kolagena ir ties 1650 cm™ — nervinj audinj (11 pav.). Alginato hidrogelis
buvo rastas SeSiuose iS septyniy SeSiy ménesiy bandiniy, kas atitinka jo létg iSirimo
tempa fiziologinése terpése. RGB spektriniai atvaizdai leido daryti prielaida, jog
hidrogelis maiSosi su audiniu. Todél, siekiant geriau suprasti audinio ir hidrogelio
sgveiky, buvo analizuojami i$ skirtingy bandinio sri¢iy uzregistruoti IR spektrai. Kolageno
ir alginato spektriniy juosty persiklojimas parodé, jog kolagenas gali pereiti iSilgai per

hidrogelj. Buvo pastebéta, jog nervinis audinys taip pat galéty augti per hidrogelj: amido
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ir lipidy spektriniai komponentai buvo persikloje su alginato hidrogelio spektrinémis

juostomis ties 1420 cm™and 1643 cm™.

IR spektrinés mikroskopijos rezutatai buvo patvirtinti ir papildyti rezultatais, gautais
Ramano spektrinés mikroskopijos blidu. Ramano spektriniy duomeny analizé buvo
paremta klasterine spektry klasifikacija. Visuose bandiniuose klasteriné analizé leido
nustayti ir lokalizuoti nervinio audinio, sudarancio stuburo smegenis, tipus. Be to,
klasteriné analizé jgalino nustatyti demielinizacijos sritis, nusakomas mazesne lipidy
koncentracija (dél salyginai mazesniy cholesterolio spektrinés juostos ties 700 cm™ ir
CH deformaciniy virpesiy juosty ties 1300 ir 1440 cm™ intensyvumy). Centrinis
klasterinés analizés spektras, kuriame buvo audiniams charakteringos juostos ir alginato
hidrogelio spektrinio signalo salygoti spektrinés juostos ties 1100 cm™ intensyvumo bei
formos pokyciai, leido nustatyti, jog alginato hidrogelis yra ne tik pasiskirstes pazaidos

tusStumose, taciau ir sgveikauja su audiniu.

Virpesinés spektrinés mikroskopijos eksperimenty trukmé buvo ilga (nuo keliy valandy
FT-IR iki keliolikos valandy didesniy Ramano spektriniy Zemélapiy duomeny surinkimui),
o duomeny apdorojimas salyginai sudétingas. Todél stuburo smegeny bandiniams tirti
buvo pritaikyta daugiakanalé CARS mikroskopija. Nors visuminé spektriné informacija
vienos-juostos CARS mikroskopijos budu néra surenkama, taciau submikrometrinés
skyros CARS atvaizdai, iSskiriantys audinio degeneracijos ir regeneracijos jvertinimui
svarbius audinio komponentus, buvo uZregistruoti sglyginai greitai (nuo keliy iki
maksimaliai keliy desimciy minuciy). Kaip parodyta 12 paveiksle, daugiakanalio CARS
atvaizde baltosios medziagos ruozas, kuriame gausu lipidy, yra gerai iSskiriamas. Taip
pat matomas gausus lipidy regionas (pazyméta rodyklémis), kurio kilmé yra placiau
aptariama tolesnéje darbo dalyje. Nepaisant to, kad plataus masto aksony augimas per
pazaidg nebuvo stebimas, pavieniai mielinu padengti aksonai buvo rasti keliuose
bandiniuose. Pastarasis rezultatas pagrindzia idéjg, jog alginato hidrogelis sudaro
aksony regeneracijai pralaidzig aplinkg gyviny modeliuose. Makrofagai, kurie Salina
pazeisto audinio likucius, buvo puikiai atvaizduojami TPEF signalo. Kolagenas dél savo
necentrosimetrinés struktiros generuoja SHG signalg. Pagal kolageno isplitimg buvo
galima spresti apie fibrotinio rando storj. Sie rezultatai idealiai sutapo su rezultatais,

gautais virpesinés spektrinés mikroskopijos metodais.

42



CARS
CARS TPEF SHG Susieti TPEF

SHG

(]
1
]
1
I
1
]
i
1
1
1
t .1
1
1
I

(B)

12 pav. Stuburo smegeny pazaidy daugiakanalis CARS vaizdinimas po vieno ménesio be
alginato implanto (A) ir su implantu (C) ir po SesSiy ménesiy be alginato implanto (B) ir su
implantu (D). Daugiafotonés mikroskopijos atvaizdai paeiliui: CARS, TPEF, SHG intensyvumy
atvaizdai (pilkumo tonai) ir visy Siy signaly RGB atvaizdas (CARS — raudona, TPEF — Zalia, SHG
— mélyna). Briksniné linija apriboja hemisekcijos centrg. Rodyklés Zymi pazaidoje ar priesais
pazaidas esancias lipidy gausias sritis. Mastelio juosta: 1 mm.
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Be to, Siame darbe Ramano spektrometrija paremtais metodais buvo pirmg karta
iSsamiai analizuojami lipidy cheminiai pokyciai, sukelti stuburo smegeny pazaidy
uzdegiminiy procesy. Pirmiausia, buvo parodyta, jog Ramano spektriniai Zemélapiai,
gauti skai¢iuojant CH, deformaciniy virpesiy modos (1440 cm™) integrinj intensyvuma,
jgalina atskirti pazaidos sritis, kuriose lipidy koncentracija yra maza (t.y. mielino
dangaly demielinizacijos sritis), ir iSsaugotg baltgjg nervinio audinio medziaga, taciau
nesuteikia detalios biocheminés informacijos apie minétgsias neaiskios kilmés lipidy

gausias sritis, eancias pacioje pazaidoje ar i$ karto Salia jos.

13 pav. Detalesni lipidy gausios srities ties pazaidos centru atvaizdai. (A): H&E dazymo Sviesos

mikroskopijos atvaizdas, rodantis audinio morfologine struktira. (B): CARS atvaizdas (pilkumo
tonai) rodo isirusius mielino dangalus ir riebaly laselius paZzaidoje bei tvarkingai iSsilygiavusius
aksonus paZaidg ribojancioje nepaZeistoje baltojoje medziagoje. (C): TPEF (pilkumo tonai)
atvaizdas demonstruoja aktyvuotas mikroglijos/makrofagy lasteles, t. y. uzdegimo sritis. (D):
CARS/TPEF signaly apjungtas atvaizdas: lipidy laSeliy ir aktyvuoty mikroglijos/makrofagy
Iasteliy padétys sutampa. Mastelio juosta: 200 um.

Toliau Siame darbe buvo aiSkinamasi pastaryjy lipidais gausiy sriciy kilmé. Riebaly
l[aseliais uzpildyty uzdeginimiy lgsteliy — putliyjy Iasteliy, SalinanCiy pazeistg baltgja
medZziagg ir keiCianCiy jos lipidy chemine strukturg, pasiskirstymas stuburo smegeny

pazaidoje pirmiausia buvo nustatytas is dvikanaliy CARS/TPEF atvaizdy (13 pav.).
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Be to, buvo sudaryti karbonilo grupés virpesiy spektrinés juostos ties 1743 cm™ Ramano
intensyvumo Zemélapiai, kurie atvaizdavo didZiausios esterifikacijos regionus. Svarbu,
jog pastarieji regionai sutapo su lipidais gausiomis pazaidy sritimis ir atitiko CARS/TPEF
mikroskopijos atvaizdy sritis, kuriuose buvo identifikuotos uZzdegiminés aktyvuotos

mikroglijos / makrofagy Igstelés (14 pav.).

Pagrindiniy komponenciy analizé, pritaikyta Ramano spektriniams duomenims, jgalino

jvertinti biocheminius lipidy gausiy sric¢iy skirtumus. Penktojo krivio vektoriaus (angl.

(A) 1 (C) (D)

(E)

— Sritis su iSreiksta lipidy esterifikacija

Baltoji medziaga

1743

=

" . f
400 600 800 1000 120 1400 1600 1800
Ramano poslinkis [cm]

14 pav. (A) — (E): Penkiy bandiniy, pasizymingiy uzdegimu, karbonilo virpesiy (1743 cm™)
integrinio intensyvumo Ramano Zemélapiai, rodantys esterifikuoty lipidy pasiskirstyma.
Mastelio juosta: 0,5 mm. (F): SriCiy su iSreikSta (pazaida) ir su nezymia lipidy esterifikacija
(baltoji medziaga) Ramano spektrai. Pateiktieji spektrai buvo suskaiciuoti kaip vidurkiai visy

spektry, esanciy 12x12 pikseliy apribotose atitinkamose bandinio srityse, parodytose (C).
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15 pav. Pagrindiniy komponenciy analizé Ramano spektriniams duomenims. Penktosios
pagrindinés komponentés jverciy reiSmiy Zzemelapiai visiems bandiniams (A) — (E), kuriuose
visuose didesniy jveréiy reikSmiy pikseliy pozicijos atitiko uZdegimines sritis su
fluorescuojandiais makrofagais, ir krivio vektorius (F), rodantis soCiosioms riebaly ragstims
bhdingus virpesius. (G): #5 bandinyje paZzymétos srities padidintas atvaizdas; (H) — (J): CARS,
TPEF ir sujungti CARS/TPEF atvaizdai toje pacioje srityje kaip ir (G). Mastelio juosta: 0,5 mm.

Zvaigzduteé (*) Zymi alginato hidrogelio implanta.

loading vector) spektriniy komponenty analizé parodé, jog uzdegiminése srityse yra
susikaupusios butent socCiosios riebaly ragstys (15 pav.). Remiantis CARS/TPEF ir
Ramano spektriniy duomeny analizés rezultatais, disertacijoje buvo pladiau aptarta

soCiyjy riebaly rugsciy uzdegiminése stuburo smegeny srityse kilme.
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5.3 Isvados

1. FT-IR ir Ramano mikrospektrometrinis vaizdinimas jgalino jvertinti skirtingus
biocheminius stuburo smegeny pazaidos sukeltus CNS audinio pokycius.

2. 28 zZiurkiy stuburo smegeny pazaidy FT-IR ir Ramano mikrospektrometrijos
atvaizdai jgalino atlikti stuburo smegeny audinio demielinizacijos ir randéjimo
kiekybinj jvertinimg, siekiant jvertinti nefunkcionalizuoty minksty alginato
hidrogeliy implanty gydomojajj poveikj stuburo smegeny paZaidoms. Buvo
nustatyta, kad pastarieji implantai (i) stuburo smegeny paZaidose padeda
iSlaikyti bendrgjg audinio architektlirg ir morfologijg bei (ii) létinéje stuburo
smegeny pazaidos fazéje riboja tebevykstancia demielinizacija ir audinio
randéjima.

3. FT-IR ir Ramano mikrospektrometrinis vaizdinimas puikiai tinka stebéti
nefunkcionalizuoto minksto alginato hidrogelio implantus stuburo smegeny
pazaidose: buvo nustatyta, kad Sie implantai pasizymi ilgalaikiu cheminiu
stabilumu, siekianciu iki SeSiy meénesiy po implantacijos j Ziurkiy stuburo
smegeny audinj.

4. CARS vaizdinimas neparodé plataus masto aksony ataugimo per stuburo
smegeny pazaidg. Visgi, keletas pavieniy aksony, kertanciy implantg,
eksperimentiniuose bandiniuose buvo stebimi. Tai leidZia pagrjsti prielaida, jog
tirtasis alginato hidrogelis gyvuny modeliuose yra pralaidus augantiems
aksonams.

5. Siame darbe Ramano mikrospektrometijos ir CARS/TPEF mikroskopijos metodai
pirmg kartg buvo pritaikyti stuburo smegeny pazaidy sukeltam uzdegimui ir su
juo susijusiems lipidy pokyciams tirti. Buvo parodyta, kad: (i) Ramano Zzemélapiai,
kuriuose lipidy pasiskirstymas yra atvaizduojamas, skaiiuojant CH, virpesiy
Ramano spektrinés juostos integrinj intensyvuma, neleidzia atskirti iSsaugotos ar
regeneruojancios baltosios medzZiagos nuo lipidais gausiy uzdegiminiy sriCiy;
(ii) karbonilo spektrinés juostos ties 1743 cm™? intensyvumo Ramano Zemélapiai

parodo esterifikuoty lipidy pasiskirstymg ir yra tinkamas budas uzdegiminiy
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sriciy su lipidy gausiomis putliosiomis Igstelémis padéciy nustatymui; (iii)
uzdegiminiai stuburo smegeny pazaidy regionai yra gausus sociyjy riebaly
ragsciy, kurios, tikétina, dalyvauja lipidy metaboliniuose procesuose,

vykstanciuose aktyvuoty mikroglijos/makrofagy lgstelése.
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SUMMARY

Studies of biological tissues and biomolecules, which are essential for both structure
and growth of living systems, is of a key importance in biomedical and bioanalytical
applications. Various methods are widely used in this field of studies, including optical
microscopy and spectroscopy. Conventional optical microscopy techniques are capable
to provide morphological information of a biological tissue, but do not carry specific
chemical information. Current immunohistochemical visualization techniques, which
are based on labeling the molecules with special dyes, provide crucial visual and
chemical information. However, binding the molecules with special dies is an invasive
method. What is more, the sample preprocessing is usually long and complicated, the
success of evaluation is greatly based on the experience of the pathologist and the

provided chemical information is not complete.

Due to the growing need of clinical applications and of improvements in disease
diagnosis, the importance to establish sensitive, chemically selective and label-free
imaging techniques that are based on fundamental properties of biomolecules and thus

are non-invasive is of a great demand.

Vibrational spectroscopy imaging, which is based on intrinsic molecular vibrations, is
capable to provide chemical information without exogenous labeling of biomolecules in
a form of vibrational spectra. However, the main limiting factors of infrared (IR)
spectroscopic imaging are (i) low spatial resolution due to considerably long wavelength
of IR radiation and (ii) strong water absorption in biological samples. Raman microscopy
does not suffer from the mentioned problems. On the other hand, when applied for
biological samples, the spontaneous Raman scattering (or inelastic scattering) imaging
also faces several limitations. Firstly, the cross sections of spontaneous Raman
scattering are roughly only one out of 10° to 10° scattered photons to be scattered
inelastically. Thus, the acquisition of Raman spectra requires high laser powers and

integration times up to a few seconds per spectrum. Also, the background
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autofluorescence signal of the sample often obstructs the sample specific vibrational

spectral information.

Detailed morphochemical information can be attained by Coherent Anti-Stokes Raman
Scattering (CARS) microscopy, which is a non-linear variant of spontaneous Raman
scattering imaging. The method is based on the non-linear interaction between
molecules and pulsed laser radiation. During the event, information can be gained from
chemically selective signals, probing particular Raman scattering mode. Therefore,
endogenous morphochemical contrast of the tissue specimen can be achieved without
any additional labeling. When compared with spontaneous Raman scattering
microscopy, the full vibrational spectral data is not acquired and the chemical profile of
the sample is incomplete. This disadvantage is compensated by the fact that CARS
signal is by nature coherent and intensive, which makes the data acquisition
considerably faster. By simultaneous generation and acquisition of CARS, second
harmonic generation (SHG) and two-photon excited fluorescence (TPEF) signals on a
scanning laser microscope, a highly chemically informative multimodal image can be

recorded by single imaging experiment.

Revived by innovation, these modern imaging techniques rapidly grow scientific
interest for variety of potential applications and further development. Nevertheless,
possible sample preparation methods, which would allow to successfully apply
vibrational spectroscopy-based imaging for tissue morphochemical investigations are
still unclear or unproven and, therefore, require additional studies. For example,
formalin-fixed paraffin-preserved (FFPP) brain tissue samples could be an important
source of extensive retrospective studies. However, the applicability and potential of
CARS imaging of particular samples was not yet addressed. Furthermore, the diagnostic
capabilities of vibrational spectroscopic imaging and CARS microscopy are especially
promising to investigate nervous tissue of central nervous system (CNS) and, especially,
lipid content altering diseases of CNS, such as spinal cord injury or brain tumors.
Despite this fact, linear vibrational spectroscopic imaging and CARS microscopy still

requires more extensive studies in the field of neuroimaging. Also, the potential of
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these particular means of imaging to be applied in a complementary fashion is not yet

extensively exploited.

Goals and tasks of the thesis

The fundamental goal of this thesis was to combine experimental vibrational
spectroscopy-based imaging techniques and spectral data analysis approaches to
(i) evaluate these imaging modalities as a tool for diagnostic neuropathology and
monitoring of SCI treatment strategies and to (ii) gain new insights in biochemical status

of diseased nervous tissue. Therefore, this work covers the following tasks:

1. Analyze the effects of formalin-fixed paraffin-preserved brain tissue sections
deparaffinization in order to evaluate compatibility of formalin-fixed
paraffin-preserved brain tissue samples for multimodal CARS imaging and to
decide for the most suitable brain tissue sample preservation approach for CARS
microscopic imaging.

2. Validate applicability of CARS microscopy as a tool for precise delineation and
assessment of primary and secondary brain tumors and confirm the results with
the help of Raman microspectroscopy.

3. Apply and evaluate infrared and Raman microspectroscopy as well as
multimodal CARS microscopy for assessing the effects of and monitoring novel
soft alginate hydrogel implants for spinal cord injury treatment.

4. Apply Raman microspectroscopy in a combination with CARS and TPEF
microscopy to retrieve the biochemical information about the inflammation-

related alterations of lipids triggered by spinal cord injury.

Statements of the thesis

1. Despite the loss of lipids and artifacts induced by residual paraffin, sections of
deparaffinized brain tissue provide morphochemical information, when imaged
by Raman microspectroscopy and CARS microscopy. However, the study of brain
tissue pathologies is limited, when deparaffinized sections are used, and sample

cryoprotection is a better choice for more biochemically comprehensive results.
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2. The average reduction of CARS signal intensity in brain tumors was decreased by
30% — 40% with respect to normal gray matter, depending on type of tumor.
Therefore, CARS signal intensity ratio between tumor and normal gray matter
can be used as a robust parameter to identify tumor borders, infiltrations and
small tumor islands.

3. According to semi-quantitative infrared spectral data analysis, in the chronic
state of spinal cord injury, implants of soft alginate hydrogel result in significantly
higher lipid content in contralateral white matter and significantly reduced
fibrotic scarring.

4. Spectral information provided by FTIR and Raman microspectroscopy techniques
enables to detect alginate hydrogel implant and monitor its chemical stability in
spinal cord injury.

5. Mapping the intensity of carbonyl Raman band at 1743 cm™ allows to localize
inflammatory regions of spinal cord injury, while chemometrical analysis of
Raman spectral data reveals these regions to be enriched with saturated fatty

acids.

Novelty and relevance of the results

J Vibrational spectroscopic imaging and multimodal CARS microscopy have a great
potential to be applied as separate methods as well as in a complementary manner to
morphochemically visualize various CNS tissue pathologies with the future diagnostic,

monitoring of treatment and even intraoperative prospects in clinical application.

J As detailed and comparative approach was still lacking to evaluate CARS imaging
potential for brain tumor delineation and characterization, extended set of primary and
secondary tumors grown in mouse model as well as human tumors were investigated in

this work.

J The decrease of CARS signal intensity in brain tumors was for the first time

evaluated in detail and correlated with tissue structures and cellularity: it might result
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not only from higher occurrence of lipid-poor structures within the tissue, but also be

related with a general biochemical signature of tumorous tissue.

J Novel unfunctionalized soft alginate hydrogel implant was applied as a treatment
strategy to SCl in rat model. Combined approach to apply FT-IR, Raman and multimodal
CARS imaging is excellent for comprehensive biochemical assessment of SCI treatment

strategies.

J Until now only SCl-induced demyelination and scarring were already studied
elsewhere by Raman spectroscopy. Inflammation was so far neglected in spectroscopic

studies of SCI and was successfully addressed in this work.
Results

The multimodal CARS-SHG-TPEF images from deparaffinized sections of mouse brain
were compared with those from cryosections. Axons were selected to compare the
images. The deparaffinization conserved the general tissue morphology. However, the
deparaffinized samples showed reduced CARS signal intensities: the tissue
morphochemical contrast available from CARS signal was based on different protein
content, as lipids are removed during deparaffinization. Several paraffin solvents were
tested and all resulted to CARS images with no contrast between axons and
surrounding cell bodies. A trend of TPEF signal intensity increase was observed in
deparaffinized samples. Also, CARS images of deparaffinized tissue samples contained
some artifacts, which by applying Raman microspectroscopy were attributed to

residuals of paraffin wax.

All multimodal images acquired from the deparaffinized sections of human brain
provided good chemical contrast to observe various brain tissue structures. Tumor
tissue and surrounding brain parenchyma could be readily distinguished due
morphological differences provided by multiphoton signals as confirmed by H&E
stainings. Similar to the findings obtained in mouse brain, several paraffin artifacts

generating intense CARS signal were observed in all the samples investigated.

57



CARS imaging was evaluated as a technique for label-free discrimination between the
brain tumors and the surrounding normal brain parenchyma in mouse model. The focal
brain tumors were induced in mice using human glioblastoma cells, metastasis of
human melanoma and of human breast cancer cells. The primary and secondary tumors
could be localized in the CARS images, because of the lower lipid content in tumors and
resulting lower intensities of CARS signal. The borders of the tumors were localized with
high precision. CARS images were in perfect agreement with the corresponding images
of H&E stainings. In all investigated samples, the CARS signal intensity within the tumor
was lower than within gray matter. The decrease was more pronounced in glioblastoma
than in both types of metastases. On average, the CARS signal intensity was decreased

by 30 — 40 percent depending on tumor type.

Even more, CARS images provide cellular resolution. This enabled to detect small tumor
infiltrates down to few cells: cell nuclei were characterized as dark structures in CARS
images. CARS imaging also enabled to discern regions of tumor infiltration due to
gradual decline of the CARS signal intensity values from normal gray matter via

infiltration zone to solid tumor.

Raman spectroscopy was performed to alleviate any uncertainty about the lipid
contribution to the observed CARS signals. The quantification of the intensity of the
Raman band at 2850 cm™ - the one, which is addressed in CARS imaging - confirmed the
findings of the CARS signal measurements: the intensity reduction was significantly

more pronounced in tumors than in normal grey matter.

The CARS imaging of a six human glioblastoma biopsies confirmed the findings obtained
in the mouse model. The tumor was characterized by lower CARS signal intensities than
the surrounding normal tissue. CARS signal intensity changes were sufficient to discern
normal tissue, the infiltration zone, and the solid tumor. Quantification demonstrated a
reduced CARS signal intensity within the tumor compared to adjacent almost normal
brain tissue in all samples of human glioblastoma investigated. The average decrease

was approximately by 30%.
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Spinal cord injury and its treatment with alginate hydrogel implants were investigated
in rat model. In total, 28 rats were investigated. They all received hemisection injury
and were divided into groups of 14 alginate-implanted and 14 control animals without
alginate implant. At one month post-injury, 7 animals from each group were selected
randomly and longitudinal cryosections of spinal cords were prepared. The same

procedure were done for the rest of the animals at six months post-injury.

IR spectroscopic mapping allowed to address the demyelination and scarring as well as
to monitor the alginate hydrogel implants. To generate images showing the distribution
of lipids, the integral intensity of band 1735 cm™ was calculated. Tracts of white matter
containing more lipids could be distinguished from grey matter. Lipid depleted region
corresponding to secondary demyelination next to injury site was identified in all the
samples. To semi-quantify the differences of demyelination between different samples
groups, the integral intensities of bands corresponding to lipids at 1735 cm™, 1466 cm™,
1225 cm™ were analyzed. Significantly higher lipid content (p=0.019, p=0.0095,
p=0.0095, for 1735 cm'l, 1466 cm'l, 1225 cm'l, respectively) was in the alginate-

implanted group of six months.

To investigate, whether implantation of alginate affects the scarring, the quantity of
collagen was analyzed. The intensity of the band at 1242 cm™ was used to retrieve
spectroscopic images, which showed the location and the extent of the scar. The mean
thickness of collagenous tissue was quantified. It was found to be significantly reduced
in alginate-implanted samples, compared to the untreated controls at six months post-

injury.

Also, the stability of implants in injured spinal cord tissue was investigated. The spectral
pattern of implanted and native alginate was similar and the positions of spectral bands
were consistent: no exchange of crosslinking ions took place in the hydrogel after
implantation. Residues of the implants were identified in 6/7 and in 5/7 spinal cord

samples at one month and at six months after injury, respectively.
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CARS microscopy was applied to combine the chemical information with the
morphology of spinal cord tissue with submicrometer resolution. Even though, that no
massive axonal growth across the lesion could be proved, isolated axons inside the

lesion were found in several samples.

Raman microspectroscopy was applied in a combination with CARS-TPEF microscopy to
retrieve the biochemical information about the inflammation-related alterations of
lipids triggered by spinal cord injury. Raman integral intensity maps of a band at 1743
cm™ (carbonyl vibration) precisely represented regions of inflammation (distribution of
esterified lipids) and co-localized with the foam cells as detected with CARS/TPEF

microscopy.

Principal component analysis was applied on the entire dataset, namely the one
produced by merging Raman spectral data from all samples. The fifth component
appeared to be related with inflammatory regions. The corresponding loading vector
was consistent with saturated fatty acids, in particular, myristic acid. The score maps
mimicked the pattern of TPEF more than the distribution of lipid droplets as seen by

CARS.
Conclusions

Lipids are removed from the tissue during its deparaffinization. The morphochemical
contrast in CARS images of deparaffinized sections is, therefore, provided by varying
content of proteins. Compared with cryosections, TPEF signal intensity values and
morphological contrast in TPEF images of deparaffinized brain tissue sections are
increased. This contributes for better definition of various brain tissue structures.
Paraffin is not completely removed from FFPP tissue sections during conventional
deparaffinization process. Paraffin artifacts have to be taken in account when
interpreting CARS images of deparaffinized brain tissue samples. In deparaffinized
samples, multimodal CARS/TPEF/SHG microscopy is suitable to image various structures
of mouse and human brain tissue and to distinguish brain tumor borders. However, the

morphochemical information provided by variations of lipid content is no longer
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available. The resultant lack of lipid-related CARS contrast brings substantial limitations
to studies of CNS tissue pathologies, which are related with lipid content alterations. In
this case, cryoprotected or fresh tissue specimens are best choice for conventional
CARS imaging based on addressing the Raman band at 2850 cm™ of CH, vibrations.
Morphochemical contrast of CARS images enables to discern brain tumors from the
normal parenchyma irrespective of the tumor type and characteristics. Tumor margins,
infiltrations and small tumor islands can be identified with cellular resolution due to
lower intensity values of CARS signal in tumor than in normal brain parenchyma. The
reduction of CARS signal intensity is more pronounced in glioblastoma than in
metastases. The decrease of CARS intensity is related with the decrease of total lipid
content in tumors as confirmed by Raman spectroscopy. No correlation between
independent tumor-induced cytological changes and the degree of CARS signal intensity
reduction were found.

FTIR and Raman microspectroscopic imaging enable to address different biochemical
aspects of central nervous system tissue alterations induced by spinal cord injury. FTIR
and Raman chemical images of 28 injured rat spinal cords allowed to perform
quantitative assessment of tissue demyelination and scarring in order to assess the
therapeutic effects of non-functionalized soft alginate hydrogel implants. These
implants (i) may help to preserve the overall tissue architecture and morphology, (ii)
may limit the ongoing demyelination of CNS tissue and (iii) may reduce scarring at the
chronic stage of SCI. Both FTIR and Raman microspectroscopic imaging are superior for
monitoring non-functionalized soft alginate hydrogel implants in SCl: particular
implants have a long-term chemical stability up to six-months after the implantation in
nervous tissue of rat spinal cord. No massive axonal growth across the lesion could be
proved in animals treated by using alginate hydrogel. Nevertheless, isolated axons
inside the lesion were found by CARS imaging in several experimental samples
supporting that the non-functionalized soft alginate hydrogel implants are permissive
to axon growth in animal model. Alterations of lipids, which are triggered by spinal cord
injury-induced inflammation, was for the first time addressed by spectroscopic studies.
It was shown that: (i) unspecific mapping of CH, (and sterol ring) Raman band intensity
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to address the lipid distribution does not enable to discern between preserved white
matter and inflammatory regions; (ii) mapping of carbonyl Raman band intensity to
address distribution of esterified lipids is an appropriate approach to localize
inflammatory regions with lipid laden microglia/macrophages; (iii) inflammatory regions
of SCI are rich of saturated fatty acids, which are likely taking part in the lipid

metabolism of activated microglia/macrophages.

62



	ĮVADAS
	Pagrindinis disertacijos tikslas ir uždaviniai
	Ginamieji teiginiai
	Darbo naujumas ir aktualumas
	Publikacijų disertacijos tematika sąrašas
	Publikacijų ne disertacijos tematika sąrašas
	Pranešimai konferencijose
	Dalyvavimas jaunųjų mokslininkų mokyklose

	DISERTACIJOS SANTRAUKA
	1 Disertacijos sandara
	2 Tyrimų aparatūra
	3 Biologinių audinių paruošimas daugiakanalės CARS mikroskopijos eksperimentams: plonų audinio sluoksnių deparafinizacijos įtaka netiesinės optinės mikroskopijos atvaizdų teikiamai morfocheminei informacijai
	3.1 Eksperimentinė dalis
	3.2 Rezultatai
	3.3 Išvados

	4 CARS mikroskopijos taikymas tiriant smegenų navikus
	4.1 Eksperimentinė dalis
	4.2 Rezultatai
	4.3 Išvados

	5 Virpesinės mikrospektrometrijos bei daugiakanalės CARS mikroskopijos taikymas tiriant stuburo smegenų audinio pažaidų gydymo poveikį
	5.1 Eksperimentinė dalis
	5.2 Rezultatai
	5.3 Išvados


	BIBLIOGRAFIJA



