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1. Introduzione

1 INTRODUZIONE

Il seguente lavoro si propone di porre le basi di un progetto dtionglementare un
sistema di Tomografia Coerenz®ttica (OCT) per lo studio di embnodi Zebrafish.

Nella prima partesi presentaunaampa bi bl i ogr afi a deleteate st at o
tecnica dimagingclinico e dei problemi ad essa connessi. Si tratteranno le varie tipologie
di implementazioa OCT sia nel dominio del tempaia nel dominio della frequenza, e si

descriveranno i vari componenti che fanno parte dello strumento.

Successivamente verranno presi I n imaging me a |l
OCT su Zebrafish, per dimostrare quadin® le enormi potenzidh di tale tecnicgper la
capacitaintrinsecadi fornire dati accuratiin vivo, e in tempo realedi campioni biologici

comelo Zebrafish.

Nella seconda parte del presente lavoro, si prenderanno in edzra materiali per la
conservazione decampionibiologici, nonché la struttura di supporto dei campioni stessi,

allo scopo duwerificarne la minima invasivitan fase di indagineln particolare, sonstati
analizzatl 6 agar osi o, | a licen@d, doinunemientelinpegat perentbntairel g

i campionibiologicisuvetriniper | 6anal i si

Si € messo a punto un setup sperimentalel p@alsi ottica di differenti campioni in

modo da definirne le bande di assorbimento, e con lo stesso setup si sono analizzati anche
diversi tipi di supporto per i capioni, i vetrini e le cuvettedi plastica, per determinare
gual e dei due supporti meglio si adat ti al
Zebrafish.

Con il presente lavoro, dunque, si propone di dare delle indicazioni su quali siano i
miglior i supporti da wutilizzare per l 6anal i si

mezzi otticamente meno invasivi per il montaggio degli stessi.

Sviluppi futuri prevedomospénitmemtialzazpeoemel

un sistema OCTh modo da poteacquisire dati su Zebrafish di notevole rilevanza clinica.
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

2 TOMOGRAFIA A COERENZ A OTTICA

2.1 Introduzione

La Tomografia aCoerenzaOttica (OCT, Optical Coherence Tomographg una recente

tecnica di diagnostica per immagini che presenta decipii di funzionamento molto

Si mil i all'"ecografia. La differenza sta ne
sfrutta infatti i fenomeni di riflessione, da parte di specifici tessuti, di segnali luminosi
incidenti invece disegnaliacustici, garaiendo una risoluzione assiale molto maggiore

rispdto a quella tipica dell'ultrasonografia standard utilizZatae | | 6 o-I 5il¢ mecamt Mo
115020 m del | 6escan)gr afi a B

090 grazie alla col |l ab doalati James Fujimotm, Charlasd i o0 s i
Lin, Joel Shuman, David Huang, studente M&ssachussetts Institute of Technology

(MIT) che ebbe l'intuizione delle immagini traverse, Eric Swansostruttore del primo
apparecchio OCT e fondatore dgluppo Advanced Ophthalmic Diagnostics assieme a
Carmen Puliafito.

La tomografia a coerenza ottica € caratterazidlla capacita di acquisire immagini
tomografiche trasversadid alta risoluzion@elle microstrutture interne dei materiali e dei

sistemi biologici attragrso la misura della luce retliffusa e riflessa. le immagini OCT

sono datset bdimensionali che rappresentano la retrodiffusione ottica in piasversali,

attraverso il tessutd idagingottico pud essere ottenuto situ e in tempo reale.

Il funzionamento dell 60CT, analogamente agl
del ritardo e dell éampiezza dell 6eco di ur
tessuto.

L dso di un segnale ottico permette di ottenera notevole risoluzione assialelie

immagini ma introduce anche un problefegato dl 6 i mpossi bi | it ™ di roi
diretta gli echi ottici a causa della velocita della luc&3f&0°m/s ) molto piu kvata di

guella del suono.

Léointerferometria a bassa coerenza il me t
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

L iinagingOCT fu fattoin vitro sulla retina umana e come eseongiiimagingin strutture

trasparenti gpoco diffusive e successivanmge in strutture non traspamé ed altamente

diffusive, come le placche arteriosclerotiche OCT fu i ni zi al mente appl
da allora, ha auto il piu grande impatto clinico in oftalmologia. La prima tomografia in

vivo del disco oculare umar® della macula fu fatta nel 1993. OCT permettenuaging

senza <contatto e non i nvasivo dell docchio
morfologiche della retinainclusa la fovea @ il disco ottico. Nel 1996 la tecnologia

divenne industriale e passal commercio per la diagnostica oftalmologica (Humphrey

Systems, Dublin, CA).

La pr of oimagingé’limitdted d 161 6 att enuazione ottica cal
dal | 6 as s o pane deletessutm. Tdttavia, nella maggior parte dei tessuticsi p

arrivare ad una profondita didagine di2 o 3 mm.Si tratta dellastessa profondita che si

ottiene conimmagini ottenutetramite biopsia o istologia convenzionale. Sebbene le
profondita dimagingnon sono cos?® profondeionredi@@enel | 6ec
maggiore di 10 o 100 voltespettoagu el | a del |l 6ecografia clinic
applicata in vitro per ottenere immagini di patologie arteriali e riesce a diversificare la
morfologia delle placche. Studi olhagingsono anche statondotti in vitro per analizzare

le applicazioni in dermatologia, gastroenterologia, urologia, ginecologia, chirurgia,
neurochirurgia, e reumatologia. OCT € stata usata in vivo per avere immagini dello
sviluppo biologico di alcune specie (Xenopus laevign® pipiens, & embrioni di
Brachyodanio rerio). Nelle applicazioni in biologia dello sviluppo, OCT e interessante

perché permette ummaging ripetuto dello sviluppo morfologico senza bisogno di
sacrificare le cavie.

OCT e stata interfacciata anche coteteri , endoscopi e laparoscopi che permettono un
imagingdel | 6i nterno del ¢ 0imaging.OCTAON vivod saitmodelle f f et t u
animali tramite cateteri ed endoscopi del tratto gastrointestinale, polmonare e urinario

come anche uimagingarteriale Sono stati anche riportati studi endoscofamite OCT

in esseri umani]).

In generale, ci sono tre tipi di scenari clinici in cui OCT puo avere applicazioni importanti:

-dove la biopsia escissionale convenzionale érdata o impossibile;

-dove |l a biopsia ¢ onJedassoididamsianegativila aausa di@rron a c c et

del campione,
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

-come guida nelle procedure di interventi chirurgigazie allaelevatacapacita di vedere

al di sotto della superficie deigguti in modo non invasivo.

2.2 Principi base di OCT

Per poter ottenere immagini ottiche di tes&iblogici tomograiche, & prima necessiar
ottenere dati sullstrutture intera.Ne |l | 6 OCT i | p terierm tali inmaginseo p er
misurare la distanza @9 al e a |l lltéssuto;guandm un fadc® di luce é diretto
al | 0 idella stuttum da analizzare, si riflette a livello delle interfacce tra i differenti
tessuti e diionde in maniera diversa da tessuti che hanno proprieta ottiche differenti. Le
distanze e le dimensioni delle differenti struttpassono essere determinatesumando il
tempo di ritardo dell 6eco di l uce che vien.
al variare dd& distanza assiale.
Si definisce

T =Dz/c

la risoluzione temporale associata allooushenb att o a mi sur ar e i
luminosodovegz @~ | a distanza che percorre | 6eco,
del | 6 ec o Peredloritipiei sl szdh50 mconc pari acirca3A0°m/ s si avranno
risoluzioni temporaldi circa 15 femtosecondiduni co modo per poter
tanto rapidi e avvalersi di smenti di rilevazione che sfruttano il prind@m

d el érférometia.

2.3 Luce: interferenza e coerenza

La luce e unaiadiazione elettromagnetica, ossia un campo elettromagnetico che si propaga

nello spazio e nel tempo, nel vuoto e nella materia con una velocita dipendente dalla natura
del mezzo attraversato. La radiazione mostra una duplice natura: corpuscolare ed
onduldoria, infatti i processi in cui essa viene generata oppure assorbita sono spiegabili

supponendo che sia costituita da particelle, i fotoni, mentre la propagazione nello spazio e
nel tempo segue i fenomeni tipici di un comportamento ondulatdréecondalel mezzo

in cui si propaga, la luce riduce la propria velocita di un fattore detto indice di rifrazione

del mezzm:
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

In otticasi chiamacoerenzdo coerenza di fase) laroprieta di urdnda elettromagnetiadi
mantenere una certa relazionefadiecon sestessa durante la sua propagazione. Il
fenomeno macroscopico piu noto dovuto alla coerenza di fase e queilatatédienz

Fig.1). Esistono due tipi di coerea: la coerenza temporale e la coerenza spaziale.
Quando si parla di fase di un'onda ci si riferisce sempre all'approssimazionegedpiane

ovwero di onde perfettamente monocromatichie realtd ogni onda reale ha delle
deviazioni rispetto a questo andamento ideale e quindi, dopo che si & propagata per una
certa distanza (ovvero per un certo tempo) le deviazioni da un andamento
perfetmentesinusoidaladiventano sensibilQueste deviazioni sono matematicamente

descrivibili come una deviazione sulla fase dellonda. Quando il rapporto di fase si perde

per via di queste deviazioni si dice che l'om@aperso la sueoerenza temporal&i puo

dunque definire comeempo di coerenzkintervallo medio di tempo nel quale l'onda

oscilla in un modo prevedibile. Durante questo intervallo essa compira un certo numero di

oscillazioni prima di cambiare fase.gtodotto tra il tempo di coerenza e la velocita della
luce € dettdunghezza di coerenzaUn'onda perfettament@onocromaticaarebbe

descrivibile come una perfetta sguide, la cui lunghezza di coerenza sarebbe infinita.

Due onde che provengano da due regioni diverse dello spazio, perpendicolari alla direzione
di propagazione, si dicono coerenti spazialmente se la differenza di fase tra di loro rimane
costante nel tengp Maggiore € la dimensione di tale regione di spazio in cui si verifichi

guesta correlazione tra le fasi, maggiore sara la lunghezza di correlazione spaziale laterale.

Affinchésiver i fi chi undinterferenza  neclessario
stesso periodo di oscillazioneyvero la stessa frequenza. Ssegnaliche si incontrano

hanno i campi in concordanza fase si parla di interferenza costruttiva e il segnale risultante

ha ampiezza pari alla somma delle ampiezze delle due onde. Aamonsi ha
interferenza distruttiva quando il segnale si annulla a causa dei campi in opposizione di

fase.
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

Riferimento

Braccio di riferimento

Braccio di esame

Sensore

Partitore ottico

2
c
1
]
o

Interferenza costruttiva

Riferimento

Braccio di riferimento

Senfore

Braccio di esame

Interferenza distruttiva

Figural:Rappr esent azi one di unbéinterferenza costruttiva e dis

Nei casi reali le onde sono soggette a dlationi attorno ad un certvalore medio, cioé
hannounpr opria | argfhezza di banda o
La perturbazione risultante ha undampiezza

certo intervallo di tempadetto tempo di coerenza:

Durante tale intervallo la perturbazione si comporta approssenante come una
radiazione monocromiag.
Analogamente sidefni sce | unghe 2 i lrevaldspazia io eurleeradimae (

puo essere considerata padetente sinusoidale:

Equaionel

Dz=cx

Consideriamo per esempio due punti P1 e P2 giacenti sulla semiretta uscente da una

sorgente SHigura?2) .
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

s o y, & BB

Figura2: Distanza tra due punti RLP2 giacenti sulla semiretta uscente dalla sorgente S.

S e z>prnallorada Pl a P2 si presenta un singolo trébadd e laperturbazione in P1

e fortemente correlata con quella in P2. In caso caotrseqr << ri,, le perturbazioni nei

due punti sono completamente setate e sonpresenti molti trend@nda.

Se | raggio di luce e coerente e quindi ha ulaghezza di coereazelevata,si

osserveranno oscillazioni di inferenza per umampio intervallo fra le relative differenze

di lunghezza di traiett@. Perapplicazioni in ambitomedico & neceasio misurare con

precisone la paizione d una strufura in un tessutoé quindirichiesta luce a bassa
coerenzawverolunghezzali coerenza breve

Nella pratica OCT, questo viene implementadol esempio attraverso un diodo
superluminescente s tratta di un dispositivo simile ad un diodo laser,basato

sull 6azionamento e | e tnt adhe, cquandal polarizzat@ divgntau nz i o n
otticamente attivo e genera emissione spontanea amplificata in un angicallo di

lunghezze d'ond&olitamente il sem@nduttore impiegato per produrre tale dispositivo e
alluminio o arseniuro digallicAl | 6i nt er no del mat eriale vengo
p-n e np+ a differenti drogaggio e indice di rifrazione. Nel momento in cui viene fornita

energia sufficientecaun elettronequesto viene promosso al livello energetico superiore;

al cessare della stimolazione,6 el et trone ritorna allo stato
intero | 6energia fornita. Tale energia  ri
unghezza dbéonda ( f dfsteni poodottioimbalzanodraana giuozmne.e

|l 6altra senza udimolande la graduziomkidsgitro fetont allav stessa

| unghezzdotdtbeomalradoe | 6ampl i fi caz jgeoeazonedie | segn
radiazionepud anche essere vista come la ricombinazioneadche elettriche positive

(lacune) e negativéelettroni). Ciascuna giunzione-p € progettata in modo tale che

elettroni e lacune presentino unaltitudine di stati possibili (banddi energia con

energie differenti. Pertanto, la ricombinazione di elettroni e lacune genera luce iastaa v
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

gamma di frequenze otticheipé luce a banda larg@a circa40 a300nm, a seconda delle

sorgenti impiegatg1]).

2.4 Interferometria a bassa coerenza

L6interfer ometzaiean metodo semplee cheopermettaniurare le
distanze tra gli oggetti con elevata precisionesurando la luce riflessa da questi e

confrontandola con un fascio luminoso che viaggi un percorso di riferimento.

Un interferometro ottico funziona facendo sovrapporre o interferire onde elettromagnetiche
con la stessa frequenzda Figura 3 mostra lo schema di funzionamento di un

interferometro semplice di tipo Michelson.

Riferimento

Tessuto

Sorgente
luminosa

EOut

Detector { 7

Figura3: Schema base di un interferometro di tipo Michelson

Undéonda |l uminosa incide <he funge aabeanpsplitec hi o
separado in due componentiil fascio emessodalla sorgente una parte funge da
riferimento,l6 a |l t r a d segmale gflessd cedifuso dal tessutodeé rappresentato
dal segnaleEsig, mentre qudd riflesso dallo specchio di rifenento e rappresentato dal

segnale Er. La combinazione di segnale e riferimengenera udnterferenza in
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

corrispondenza d& specchicsemiriflettente, n uscita ddliiterferometro si aaquindi il
segnée:

Eout:Esig+Eref
Léintensit?’ del |l 6emi ssi oniwlatbr&e mi nosa verr?" ri

L6 e q u aZfioornnei s c e iémissiane ie fanzioneiE sy dE er € delladifferenza
tra le traiettoie di sgnak e dirifer me nlt: o @

Equazion&
lout(t)e g |” + 1. [° ErefCE caos%cfﬁ@)l_
4 439
dovel 6ul ti mo terminea quello di interferenz

Daqesta equazionlalOsi \ge dnerfeeehza totdlmeatdistruttiva
o costruttivasi ha infatt Esiy & e lou & E 2.

Quindi, per una specifica posizione dello specchio di riferimento sara desddvare un

segnale di intderenzagenerato ad una profondita dspondente.

Facendo vari ar e |l a posizione del |l o especchi
predefinito, c or r i dapregiore eanibhdagareata lquindigossiile s i o ne
rilevare le interferenze ottiche provenienti dai vari tessuti a diffeqemtfondita. La

relazione tra la vaazione d lunghezza dei due percorsiioite lalunghezza di coerenza

gz € mostrata in figurd.

Come accennato in precedenza, affinché tale metodo di rilevazione degli echi ottici risulti
efficace, € necessario che la sorgente emetta luce a bassa coerenza. In questa maniera si
rilever?w unodinterferfeeizanzsaol diantr ot yjucaand o e
retrodiffuso dal tessuto e quello del riferimento sara minore del tempo di coerenza della
sorgente di | uce. Qui ndi | 6errore introdott

lunghezza di coerenza.
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

Luce coerente Luce a bassa coerenza

JujJiij\H AL

.
>

Figura4: Rappresentazione di luce ad elevata coerenza (a sinistra) ed una a bassa coerenza (a destra).Si nota come |l
segnale a bassa coerenza sia costituito da un insieme di
sinusoidalgluce ad elevata coerenza).

25 Modalit”™ di produzione dell 6i mmagi ne

Come nell'ecografia, con 'OCT si possono ottenere tre diversi tipi di immagini definite A
scan, Bscan, e &can.

| tracciati A-scan o monodimensionali, analizzano la riflettéav delle strutture e la loro
profondita lungo uasingoh direzione In OCT sono utilizzate molto di rado, soprattutto
per misurare con precisione la lunghezza dell'occhio.

| tracciatiB-scan o bidimensionali, vengono ottenuti affiancando circa 1608sscai A-
scan, esagte lungo una linea di circanim di lunghezza in sendoasversaleSono le
rappresentazioni piu frequentementdizzate in oculisticasono inolte immagini molto
simili alle sezioni istologiche ( preparati utilizzatper gli esammicroscopici tadizionali)

dei tessut Consentono di valutare la struttura interna dei tessuti, e di eseguire misure degli
spessar

| tracciati C- scan o tridimensiona) vengonoottenuti affiancand@65 scansionB-scan
orizzontali.

Indipendentementada qude metodo di campionamento vengailizzato, il risultato
del | 6i nsi e meeessenzialntkate un arrayanccanpd dealare di valaelativi
all 6intensit ™ .dPerlquesteigyalbstteruti ic @sota tramite escansione

soro digitalizzat.
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

| processi di elaborazione e visizahzione sono analoghi atre tecniche dimaging
medico comela Tomografia Computerizzatal€) ed Risonanza Magnetica Nucleare
(RMN).

2.5.1 Singola A-scan

Nel caso di una singola-écan la visudzazime é banaledi dati per ogni punto possono
essere rappresentatiun graficoprofonditdampiezzafig.5).
Finchél 61 nf or maa lungm enadireziorepnessuna informaagne pud essere

perduta ei cambiamenti significatiche subisce il segnalpossmo essere facilmente

individuat.
Cornea
B Alr < Aqueous —= Lens l\
= 3.84/n ! ﬁ\
" e = 2.88 (mm) | -t
.; \ |
o
» | L
0 1 1] 2 1 1 Al
-2 -1 0 1 2 3 B 5
(mm)
Figura5: Rappresentazionein-ode del | i ntensit”™ del segnale retro diffuso
2.5.2 B-scan

Quando si affianchino piu scansionis&an ancora norrisulta difficile visualizzare il

datasete cio accade nella modalita di acquisizione detszahn

La profondita e la posizione dlscansione lungo le coordinate x einyuna stessa
immagine permettono la visualizzazione del segnale riflessotessuti in una scala di
grigi.

Spessp per permettere un migliore contrasto tra valori differentquind rendere piu
chiaramente visibili le dierenzesi aternano alla rappresentazioinechiarescuro mappe

a coloi. Un esempio di Bscan é rappresentan figuraé.
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2. Tomografia a Coerenza Ottica

Figura6: Immagine OCT Bscan del corpo ciliato

2.5.3 C-scan o 3DOCT

Nel 3D-OCT, la visuakzazione € molto piu complessanfatti i dati acquisiti sono
rappresentattome un insieme di voxel colorati in funzione dalori retradiffusi misuratj

affiancando piu Bscan uln@@ al | 6al t rdamensionalekno spazi o tri
Questo processo spesso porta aemere immagini poco chiaeelivello di interpretazione

per laricostruzionesono quindiutilizzate tecniche impiegate in @t metodologie di

imaging. Uniternd@tiva € mostrare una sezione di immagine per tretti piani che

passano per un dato pun®visualizzarleper ot tenere | 61 Bnédehi ne d
campione. Oppureutilizzare una qualchealtra tecnica di modellazione dei dat

tridimersionali come considerarli n 6 i s o sapmferdifairegolakée (Fig.7) .

Figura7: Crosssection 3BOCT (a sinistra) e isosuperficie di profondita regolabile (a destra)
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3. Interpretazione della Tomografia a Coerenza Ottica

3 INTERPRETAZIONE DELL A TOMOGRAFIA A COERE NZA
OTTICA

3.1 Proprieta ottiche del tessutobiologico

La luce incidente sul tessutmologico, un mezzo otticamente rifrangente e torbidad
esserdrasmessagssorbitee diffusa.

La luce trasmessaimane inalterata ed € libedh interagire con gli stratili tessutopiu
profondi(oltre i 2 0 3 mm)

L assorbimentc | verifica perch® i cromofor. ti ssu
hanno wuno spettro di a s s oradiaziomsincideote. Alle mi | e

l unghezze dooinfrdressopsatenedlssdiagmestica OC{Tdrca 8061310nm)

la maggior parte dellaadiazioneassorbita produceer lo piu effetti termici Tuttavia,

poiché la potenzdel fascio incident@ molto bassa(mW) di vi ene trascurab
surriscaldamento del tessutmgdotto.

La diffusione otticaé una proprieta dei mezmon omogenei e si verifica quando sono

presenti zone aventi indice di rifrazione differente.

La diffusione comporta che la luce incidente sia proiettata in direzioni multiple. La luce

che inverte copletamente il suo percorso di andata € detta retrodiffusa.

Nei tessuti che assorbono fortemente o che diffondbnd,i nt ensi t ~ del fa:
decresce esponenzialmente dorspessore di penetrazigreed un tasso che dipende dai

relativi coefficientidi assorbimento e diffusione.

Quando un fascio di luce incide su un tessibdogico, € attenuat@er via diassorbimento

e diffusione. Mentre si propaga nel tessuto stessaadiazione @arzialmenteetrodiffusa

a livello delle strutture a differenpirofondita. In ultimo, la luce e ulteriormente attenuata

dal | 6 as s or bscaterimghebpereorsa di litdrrmprima di essere rivelata dallo
strumento OCT.

Al fine di eliminare la luce diffusa non voluta si utilizzano particolari tecniche di
focalizzazione del fascjocome risultato] 6 i mmagi ne OCT prodottp da, cCon:

un singolo fascio diuce retrodiffusa.
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3. Interpretazione della Tomografia a Coerenza Ottica

La potenza di un segnale OCT proveniente da una particolare stadittessub postaad
una certa profondita dipendialla quatita di radiazione elettromagnetica retrodiffusa che
incide sul fotorivelatore; wpndo si verificgper esempian forte assorbiment@ad esempio

a C aus amordagia iu mnétessutali strati piu in profondita tendono ad essere

oscurati.

3.2 Parametri chiave per la valutazione della qualita delle immagini OCT

| cinque piu importanti parametri per caratterizzare un setup OCT sono: la sensibilita, il
range dinamico, la risolicne assiale,la velocita diimaging e il roll-off di performance
(rilevante percsolo per FBOCT).

3.2.1 Sensibilita
La sensibilita determina la profonditia indaginein un tessuto, poichéome gia detto in
precedenzda luce incidente e attenuada c ausa del | deadsmesionei ment o

Sfruttando tecniche interferometricleeposgile raccogliere dati relativi anche a segnali

retrodiffusimolto deboli essendo il segnale ricevptoporzionale & &, (equazione

2) doveEsjgpuo essere debole, ma viene moltiplicato per il campo elettrioferimento
Eref-

La specifica sulla sensibilita € rappresentata dal rapporto segmalere (SNR). In

generale | 6SNR per un segnale rilevat o,
Equazione3
SNR=10log 7P __§
c2hyONEB=
Dovedq | 6efficienza @uwant dadelesinggld fotone essendat or e,
la costante di PlanckP € la potenza del segnale rilevatdNEB | 6 ampi ezza di

equivalente del rumore del sistema di rilevamento.

La sensibilita di un OCT é direttamente proporzionale alla potenza ed inversamente
proporzionaleh | 6 ampi ez za di cgbisgrenichraagia eid rapidamerderoeqgn a

risoluzione maggiore richiedera una maggiore ampiezza di lfagdazione 1)
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3. Interpretazione della Tomografia a Coerenza Ottica

Si verifica percio una relazione inversa tra le prestazioni ed il rapporto segnale ruenore, p

la quale e necessario trovare un giutsaoe-off.

Tipici valor i del | dBSsigmtficadche il Sistema esernsiniladdiun s o n ¢
segnale con intensiteflessa o retrodiffusa fino a 88 piupiccole del segnale incidente.

La sensibilitéspecificaquindila piu alta attenuaziormélevabile nel campione (ossia la piu
piccola riflessione di ritorno). Lehot noisenel rivelatore causato dalla luce proveniente
dal percorso ottico del segnaldi riferimento, limita fondamentalmente la sengtail
Specialmente per grandi velocitaidiaging sono obbligatori lasezon piccolaampiezza
relativa al rumorgRIN), perché i fotoricevitori ad alta velocita hanno un guadagno minore
rendendo necessari livelli maggiori di energia nel braccio di riferion@erottenereun
guadagno totalsufficiente per il segnale campiond®er evitare rumoreccessivo, sono
necessari laseron una buoa performance RIN, come i lageDML, per avere un limitato
shot noise Per una buona qualita delle immagini nelle a@ioni biomedicali la
sensibilita deve essereome detto>95dB.

3.2.2 Range dinamico

Il range dinamico @& rapporto nellapotenzadel segnale tra la piu forte e la piu debole
riflessione che pu0 essere misurata contemporaneamente corseam.ALe immagini
biomediche OCT hanno un range dinamico di ~35dB, cosi un sistema OCT deve fornire
40-50dB.

3.2.3 Risoluzione Spaziale

Per quanto riguarda la risoluzione possiamo distinguere qsslialee quellatrasversale
La prima rappresenta la plismne con cui pu0o esse misurata una distanza, ed
inversamente proporzionale allampiezza di banda della lunghezza d'ondaocdgéate
I umi n@8,edé défigita come

a2l 2~-§°/26
DZ:a n 8 8
c p bz

Risulta evidente chda risoluzione assiale

-

strettamente collegata allahkarp di

coerenza dé& fonte luminosa che, come si e gia visoin relazione di proporzionalita

inversa con |'ampiezza di banda.

25

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari



3. Interpretazione della Tomografia a Coerenza Ottica

Tipicamente per I'OCT si utilizzan@diazioni elettromagnetiche tlinghezza diada di
840-880nmo 1310nme un‘ampiezza dandain lunghezza d'onda partire dacirca40nm,

ottenendauna risoluzione assiale pari cirage m.

E inltre necessario specificare che esistdune tipologie drisoluzione assialeottica e
digitale. La prima degata dk prestazioni del sistema ottico di leuatilizzato per produrre
| iIdmagne, mentre la seconddipende dal tipo diicostrwzione digitalebasata suliverse
scansioni laser effetate sul tessuto in esame e poi sovrappasegiando irisultati
ottenuti In prima approssimazione si puo assumere la risoluzione digitaeicamente

meta di quéd ottica.

La risoluzione trasuesale invece, deriva dai principi della microscopia ottica
convenzionalee wr ri sponde a | spbétdumipase ¢ asultahte |dall@

focalizzazionalela radiazione elettromagnetica incidente

_a4/ 0(33-0

o+ Gd‘

Dove conf /d e indicato il rapporto tra la lunghezza focale della lentedeametro del

raggio ottico incidente.

b__ [

[ax]
/ Elevata focalizzazione NA

Bassa focalizzazione NA

<

Risoluzione assiale Az ] Risoluzione trasversale Ax

Profondita
di campo b

Figura8: Risoluzione di immagine nella OCTa risoluzione trasverbae  @x ~ det er mi n aledellod al di ame!
spot luminosoLarisoluzione assiale lo n g i t u zld dataldlleelunghezza di coerenza della sorgente luminosa
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3. Interpretazione della Tomografia a Coerenza Ottica

Quindi la larghezza diel spot pud essere regolata facendo variare opportunamente il
diametro del raggio e la lunghezfocale, come mostra Figura 8

Esiste inoltre un parametro confocaleche determina la profondita di campo:

b=p 2/ )
Mi nor e | 0 apatpumiacsa (enaggioeel risotuziodeasversale) piu ridotta
risulta la profondita del fuoco.
Generalmente nelle applicazioni OCT é preferibile avere una grande profondita di campo
(maggiore della lunghezza di coerenza) a discapito del grado di foeaeagarantendo

comunque unodoelevata risoluzione assiale.

La risoluzione spaziale di uno strumento OCT e differente in base alla grandezza e alla
densit” dei pi xel che <costituiscono | 6i mm:
sufficiente densita diigel al fine di riuscire a visualizzargisomogeneita ddimensioni

ridotte con una data risoluzione.

La Figura9 mostra una descrizione schematica della densita e della grandezza dei pixel
nelle direzioni assiale e trasversale.

Il numero di pixel nelladirezione trasversale e dato dal numero di scansioni assiali
eseguite; datNx pixel trasversali ed una lunghezza di scansiox@gni pixel avra una

larghezza pari &x/Nx.Per sfruttare appieno la risoluzione dello strumento occorre che tale
dimensione ia inferiore alla risoluzione trasversale.

La misura in profondita di un pixel € invece legata alla velocita di acquisizione

del | 6i mmagine ad oper a de/tigitae; datiNepixal asdiali ¢ o n v ¢
ed una profondita assiale ogn pixel avra una profondita pea Lz/Nz.

Un tempo diindaginerapido in applicazioni cliniche riduce la possibilita di acquisire
immagini ricche di artefatti da moviment@nché riducd tempo di esame per il paziente.

Il tempo di acquisizione é strettamenégato alla sensibilita dello strumento di misura;

aumentando laelocitad i acquisizione di undi mmagi ne si
del | 6 SNR, a causa dell 6aumento dell 6ampi e z:
conNEBnel | 6equazione 3

Il rendimento potrebbe essere miglioratomentando la potenza del segnale rilewgto

tuttavia esistono norme che fissano dei limiti di potenza ed esposizione del paziente a
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radiazionel as er . E Oquindi necessario
del | 6i mmagine ottenuta e | 6intensi
'l tempo di acquisizione aument a

trtavar e ur

t

| umi nos

anche all 6c¢

uno strumento OCT effettua misure di profondita bbrscansioni assiali ad unaefjuenza

R, avremo un tempo di acquisiziohe %(

Risoluzione
assiale Az

Profilo del raggio

PAS

Risoluzione
trasversale
AX

Profondita assiale
LZ pixel assiali Nz

Larghezza trasversale Lx
Pixel trasversali Lx

A

-

Nx

N

Misura dei pixel assiali —  <—

Nz

<+—— Misura dei pixel trasversali

Figura 9: Risoluzione di immagine e densita dei pixlnumero e la misura dei pixel in direzione trasversale sono
determinati dal numero di scansioni assidlinumero dei pixel in direzione assiale & determinato dalla velocita di
acquisizione dei dati al computer

| dispositivi OCT commercializzati oggi posseggono una frequenza di decine di migliaia di

scans.i

pi xel

oni

n

assial.i

un tempo

per

brevissi mo.

s eidgnumaginoad elevaiandensita ie n d o |

Se

ad

pixel trasversali, sara necessario un tempo T di alcune decine di millisecondi.

3.2.4 Velocita diimaging

La velocita diimaging in OCT puo esge definita come il numero dscansioni in

esempi o

profondita (Ascan al secondo, nume di frame al secondo (Bcan) o il numero di voxel

al secondo. Quale di questi valori ha pit 0 meno senso usare in una specifica situazione

dipende dal protocollo di scansiore

dal

s imagimg perd eseémpid, nella

microscopia a coerenza ottica (OCM), si usa lmaitd di frameen facepiuttosto che la

velocita di Ascan per secondo. In S3CT pervalutarel 6 e f f et t | acquisizioed o c i t

dei voxel nonbasta basarsulla velocita di campionamento del convertitore Analogico

Digitale.
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Nella maggior parte dei casi, la velocita OCT é caratterizzata dalla velocita di scansione
assiale in profondita (Acan rate o velocita di linea). Per i sistemi@GST, la velocita di

imaging € data dalla velocita di ripetizione dello spazzolamert@er SBOCT dalla
velocitacon cuiil dispositivo di rivelazioneCCD (ChargeCoupled Devicg acquisisce i

dati Sebbenda velocita di acquisizionsia indubbiamente importante, da sola ron
sufficiente a caratterizzare la velocita idiaging per esempio, la maggior partei

dispositivi discansione in lineacome CCDpossono essere usatmaggiori velocita se si

i mpi egano meno pixel, mmmaging WETS giaodivemato it S i g ni |
rapi do. Significa semplicemente imdgiegel a r i s
sacrificato per ottenere una velocitd di scansione assiale maggiore. La quantita di
informazioni estratte nel tempo resta praticamente costante. Lo stessedisserquando
raddoppiamo la velocita di spazzolamento in un sistem&OGH senza andare ad
incrementare anche | a | arghezza di banda
pri nci praagieg OdTeéd fuello di estrarre informazioni volumetriche da u
campione e rappresentarle come dataset 2D/3D fatto di pixel/voxela misura piu
significativa per la velocita dmagingOCT e la quantita di informazionel tempo, cioé la

2D pixel rate(P) e 1a3D voxel ratg(V):

doveT, e il tempo richiesto per acquisire un dataset 2Bréifne) che consiste digybixel

e T e il tempo richiesto per acquisire un dataset 3D completo consistenieaké e che
includeduty ciclese tempi mortiridotti(d esempi o causati otieal | a ag
del fascio di scansione il turning timedegli scanner galvanometecc.). Per un Brame

con N, scansioni in profondita e per un volume 3D composto glB-Mames, &€ semplice

definire:
N =N, & N, =N, N, =N, N, &

con Z numero di elementi di risoluzione per scansione in profondita. Si destape
attenzione a quali pixel e voxigifine portino informazione utilai roll-off di performance
del laser e il setup di rivetdone limitano il valoremassimodi Z. Per maggiori profondita

di imaging in SSOCT, il segnale rilevatadiminuisce a causa di vari fattori, tra cui le
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limitazioni nella larghezza di banda rilevabile dovute al fotedd o , all 6ampl i fi

transmpedenza al sistema di acquisizione dei dati.

Sebbene i buoni sistemi OCT abbiano un range dinamico d668B, le immagini OCT
nelle applicazioni biomediche tipicamente hanno un range dinamico d4CeHB. Le
immagini OCT sono solitamente viste in scala ldgaida percido pe molti campioni
biomediciOCT ha senso definire la profondita di rolff a 20dB (meta del range dinamico

in scala logaritmica)

Per i sistemi S®CT a scansione continula pixel e voxel ratedi un sistema si puo

ottenere in modo particalmente semplice osservando la frequenka limite

del Il 6interferometr o a-dff Iatloducendd la soglh dieGdB B peci f i
cui sopra, la frequenzaorrispondentee assunta essere la piu alta frequenza recante
informazionein grado di fonire una frequenza di campionamento almeoppia La pixel

rate € quindi uguale a questa frequenza limite @dgel ratee lapixel rate moltiplicata

con il ciclo di |l avoro dell dacquisizione 3D
Questa senige relazionenon introduce errori significativperchef,oqs € la pit alta

frequenza che effettivamente porta informazi$®y)

Z = fsz e fsweep: Na

fsweep T2

In altre parole, poich&ogs € la maggio frequenza recante informazione, si richiede una
velocita di campionamento dif2gs (teorema detampionamento di Nyquist) e dopo la

FFT rimangono,

o

GZOdB

7 = 9 fsweep o

2

8
oo

elementi di risoluzioneUn eventualezero padding (aumentare il numero di campio
aggiungendone di fittizi quanto basta per ottenere una buona descrizione dello spettro)
campionamento piu veloce incrementano il numero di campioni ma non il numero di

informazioni che portano gli elementi di risoluziofe

Come esempio, un sistanBSOCT potrebbe raggiungere una velocita bidirezionale di

scansione di 2x50kHz e una profondita spettrale di 100nm usando uivdiattore a
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350MHz connesso con wonvertitore Analogico Digitala 1GS/s Dopo la trasformata di

Fourier, ogni Ascan constera di 10us/1ns/2=5000 campioni, suggerendo Z=5000, e una

pixel rate di 2A/0000kHZ&000=500MPixels/s. Tuttavia, una delle direzioni di
spazzolamento delle lunghezze dbébonda-potret
off della sorgente potrebberlitare la piu alta frequenza limite utilizzabile a 250MHz,

r i ducend o pixel Ggatefafl25MPixels/sa Lavoxel rate potrebbe ancora essere

mi nore della pixel rate a causa dei ritard
considerare nons o | o l a velocit?@ di campionamento

performance del setup.

Allo stesso modo, per calcolare faxel rate a 20dB per i sistemi OCT basati su
spettrometro (SBDCT), non si deve usare il numero totale dei pixel dEIEZD. | pixel
rilevanti sono solo quelli che coprono lo spettro della sorgente luminosa, e si deve usare |l
numero di pixel equivalente richiesto per risolvere la profondita dofoth 20dB quando

si va a stimare il numero di pixel che portano informazione al secéssie,

3.2.5 Roll-off di Performance

Il roll-off di performancedetermina il decremento dellgotenzadel segnale OCT con

| 6aument are della profondit "™, causato sia
della sorgente di luce applicata in-8&€T sia dak risoluzione globale limitata dello
spettrometro in SEDCT. Sebbene dipenda dal campione, come regola empirica, un buon
sistema OCT dovrebbe avere valori di +off di 20dB o meno oltre una profondita di

2mm

3.3 Confronto con altre tecnologie dimaging

LinagingOCT s i mi | e -made labdéferenzgdelafdtto ehe Wiilizza la
radiazione luminosavece del suono. A causa dellalagie tra OCT ed ecografia, € utile
cominciare a considerare i fattori cbharatterizzand iagingOCT r i s pneging o al |
con ultrasuoni. Per ottenere immagini tomograficheross sectionale innanzi tutto
necessario misurare le strutture interne dei materiali o dei tessiotjici lungo una unica
dimensione assiale o trasversale. In OCT il primo passo per costmir&agini
tomografiche & misurare la distanza asgilglbe diverse interfacce presentl tessuto. Ci

sono diversi modi di implementare OCT, ma in sostanza OCT crea immagini misurando |l
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ritardo temporale di ec e | 6 idella ®cesretitodiffusa e meriflessa dalle
microstrutture interne di materiali o tessuti.
Le immagini OCT sono datset bi o tridimensionali che rappresentano le differenze di

diffusione o riflessione in piani o volumi trasversali.

L inagingad ultrasuoni &€ una pratica ben rad&#n clinica e viene utilizzata in un ampio

range di appl i caimagmmdi sistetmiedi organn mterniirdagihgl 0
tranguminale endoscopico, ienaging intravascolare basato su catetere. In ecografia, un

suono ad alta frequenza viene inviatdéegsuto o al materiale da analizzare attraverso una
sonda trasduttore a ultrasuoni. Londa sono
riflessa o retro diffusa dalle strutture enmbe che hanno diverse proprigtéustiche. La
frequenzaormdorld 6dbentdear i na | a ri sol uzévwhe del |
dire che a frequenze magagiori corrisponde una mgli@oluzione. Tuttavia, durante la
propagazione | 6onda sonora viene attenuat a
imaging Il comportamentoga mpor al e o0 | @ dalé ondetsbnore aflessee | | 6 e c
vengono rilevate da una sondalasuoni e il range e la dimensione delle strutture interne

determinatadaltiar doo.del | dec

In OCT, le misure di distanza e di microstaué sono fatte attraversoadiazioni ad
opportuna | unghe z zitesse & retmiffuae da diversevrecrogjrottaore
specifichenel materiale o nel tessutB.importante notare che sebbene OCT possa essere
implementato usando brevi impulsitici, la maggior parte dei sistemi OQtinziona in

continua

Quando un fascio sonoro o luminoso € direttoun tessuto, esso viene retroriflesso e
retradiffuso dalle strutture che hanno proprieta acustiche e ottiche dilersimensione
delle disomogenéa puo essere determinata ateeso la misura del tempo dieche |l
suono o la luce impiegano per essere riflessetmdiffuse ddle diverse strutture a varie
distanze assiali (longitudinali). In ecografia, le misure assiali di distanza o il rang@neen

chiamate scansioni-fnode.

La principale dif f enagingatiao étilrfadto chedla vetogta dif i a e

propagazione della luce e circa un milianaggioredi quelladel suono. Poiché le distanze
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all 6interno del vengonoedeterminae attnavetse laungdel sitardot o
temporale di eco delleadiazioni elettromagnetichiflesse e retrdiffuse, questo implica
che le misure di distanzzdne utilizzanda luce richiedono una risoluzione temponaielto

alta
Due dei piui mportant i parametr.i per inagingsohotleer i zz a
nsoluzione del |l 0i mmegiggi ne e | a profondit™ di

La r i s ol wmagingad eltrasuenl dipénde direttamente dalla frequenza delle onde
sonore che vengono impiegataer i tipici sistemi clinici a ultrasuonitali frequenzesi
aggirano attorno ai 10MHz e portano una risoluzione spaziale di 15Dfimaging a
ultrasuoni ha il vantaggio che le onde sonore a questa frequenza sono trasmesse
rapidamente nella maggior parte desguti biologici e quindi € possibile ottenere immagini

di struttureche sitrovano fino a decine di centimetri in profondita nel corpo. La frequenza

del suono un p a rirmagiegt ar utrasuom perché a mpdssbilen e | |
ottimizzare la risoluziom del | 6i mmagi ne per una data appl
i mmagi ni in profondit?7 peggiorano. Lébecogr

ampiamente studiata per applicazioni in laboratorio e anche cliniche. Con frequenze di

100MHz opiysismo raggiunte risoluzioni dai 15 ai
frequenza B fortemente attenuat a nei t es
progressivamente i n pr op omagngwamie eadgrdfimadf r e q u

alta frequenza drhitato ad una profondita di pochi millimet anche importante notare
che | a risoluzione trasversale dell 6ecogr a
onde sonore e in generale il suono e piu difficile da focalizzare rispetto alla luce @ cosi

risoluzione trasversale dell 6ecografia  mi

Infine, & utile specificare che OCT, ecografia e microscopia hanno diversi meccanismi di
contrasto nelle immagini. Le immagini ecografichéasano sulléifferenze dimpedenza

acusti@ neidiversi tessuti. Questo genera differenze di intensiti@ elde sonore riflesse
oretradi f f usagingOC® usa | a luce ed  sensibile
rifrazione trai diversi tessuti. Infine, in microscopia, le immagu@ngono generate o0 in

base alla di riflessione alla trasmissioneottica attraverso sottili seziodiel campione in

esameln istopatologia, si possono usare una grande quantita di coloranti per aumentare in

modo selettivo il contrasto in diverse strueu@u i ndi , | 6aspetto dell e

33

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari



3. Interpretazione della Tomografia a Coerenza Ottica

generale, diverso sia da quelle ecografiche o istopatologiche e sono necessari degli studi
per stabilire una base per | 61 nt eatolpgieet azi on

clinicamente rilevanti
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4 FUNZIONAMENTO E IMPLEMANTAZIONE DEI SISTEMI OCT

4.1 Principi di funzionamento e tecnologia dei sisten®@CT

Poiché la velocita della luce & estremamenteal, il ritardoongud t emp
essere misurato direttamente da sistemi elettronici come aywiémempio,in ecografia.

La velocita del suono in acqua € di circa 1500m/s mentre quella dellm ladaé dicirca

3A0° m/s. Distanze o informazioni spaziali si possono determinare dai ritardi temporali
degl i echi rifl essza/ wedomwnaaocdedi eo, zfeddrdistankea aT
che conopiee IOWec |l a velocit”™ del LadOnisarddi s ono
distanze con risolu®mpnichdelsladg®rmbdienet i péic a
corrisponde ad una risoluzione temporale di circa A90l ritardi temporali degli ex

associati alla luce sono estremamente rapidi. Per esempio, la migura struttura con

una risoluzione nella scala dei fifh, che e tipica per OCT, corrisponde ad una risoluzione
temporde di circa 30fs. Qu questa scala temporale non €& possibile una rilevazione
elettronica diretta. Invece, € necessario utilizzare teenielgate alla correlazione o

all 6int e(RE)er ometri a

Un metodo per misurae i | ritardo lunieosopeoquelld @ utiiizeaiel 6 e ¢

| &arferometria a bassa coerenza, la cui prima applicafibineoftalmologia pe ottenere

mi sure precise della lunghezza assiale dell
Léinterferometriara bagsddacdee ¢ fednpromeas si td'e
radiazione diffusa confrontando questa con tadiazione luminosache haviaggiato

attraverso un noto percorso di riferimento e un noto ritardo temporale. Le misure sono fatte

usando un interferometro di Michelson.
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Reference Path
—/

Light
Source // :I Sample
: ; Detector

BS

Long Coherence Length Light Short Coherence Length Light

FiguralO: Interferometro di Michelson (in alto) ed esempi di onde a lunghezza dinzzelunga o breve

La luce proveniente dalla sorgente viene mandata &keam Splittee uno dei fasci va a

colpire il campione da esaminare, mentre il secondo fascio viaggia lungo il percorso di
riferimento con lunghezza di percorso variabile e vamalitardo temporale. La luce

retradiffusa dal campione interferisce con la luce riflessa dal braccio di riferimento e

rilevata con un fotavelatorei n wuscita dall éinterferometro.
coerente, allora si osserveranno delle frangetdiferenza nel momento in cui variano le

lunghezze di percorso relative. Tuttavia, se si usa luce a bassa coerenza o a brevi impulsi,
allora | 6interferenza ddallriferanentoypassonoravvéniree s sa d
solo quando le due lunghezzepmlier cor so s i ncontrano all éin
coerenza dellaadiazione Il ritardo temporale decoe | 6 i nt ens i diffusadl@ | | a | u.
var i siti all éinterno del campione S i pos
| 6interferdndanitrerdseciotmetda mentre si scansi
riferimento.

La figura 11 illustra in modo schematico come OCT ottiene immagini in sezione
trasversale. |l fascio ottico e focalizzato sul campione da analizzare, e vengono misurati il

rtar do t empecoe | led idretl d s i tdiffusadped ottenerel un prefilo diet r o
diffusione assiale. Il fascio incidente € poi scansionato nella direzione trasversale, e il

profilo di diffusione assiale € misurato in corrispondenza di diverse posirasversali
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per ottenere un dataset bidimensionale. Questoselatappresenta la diffusione ottica
attraverso sezioni trasversali del tessuto. | dati vengono visualizzati in scala logaritmica di
grigi o con immagini a colori.

scansioni trasversali

>

intensita della
radiazione retrodiffuso

>

- b

]

=

=

[

=)

o

[

&

2

oo

wn

[’z

©

()

=

g It b

o \J
Immagine 2D o B-scan in scala di grigi o a colori
Figurall: Le immaginitomografiches ono costruite attraverso misure del rita

a diverse posizioni trasversali. | risultati sono dataset bidimensionali che rappresentano la retrodiffusione in piani
tomograficidel tessuto. Questi dati possono essere mostrati in scala di grigi o con immagini a colori.

In contrasto alla microscopia convenzionale, i meccanismi che regolano la risoluzione
assiale e trasversale in OCT sono disaccoppiati. La risoluzione assiale dediginm@CT

e determinata dalla lunghezza di coerenza della sorgente di luce cosi che si puo ottenere
undalta risoluzione indipendentemente dall
seqale di interferenzaricevutoins ci t a dal | 6 iengesrrtfae rlobnmeeutrooc ara
in campo elettrico della sorgente di luce. La lunghezza di coerenza e la ampiezza spaziale
del campo di autocorrelazione. Il n aggiunt a
equivalente alla trasformata di Fourier dello gpeit d i potenza. Quindi,
funzione di autocorrelazione, o la risoluzione assiale, € inversamente proporzionale
all ampiezza dello S p et teroon distribuzipre tseetiralea . Pe

gaussiana, l a risoluzione assiale ez
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Dz = az2ln 28%/

c P
Dove rappresenta | 6ampiezza i n l unghezza d¢
impiegatae & @ |l a lunghezza d®&imotidaquest fotmuladhe del |
spostando |l a lunghezza doonudr&soluiene &quastoe a v al
i motivo per cui i n OCT non si i mpiegano | u

gueste sarebbero in grado di penetrare maggiormente il tessuto.

Uno dei vantaggi di OCT é che puo essere implementato usando componerditcamp
fibre ottiche e integrato con un ampio rangestdiimenti medicali. La figura 1&ostra un
sistema schematico di OCT che impiega un interferamgittMichelson a fibre ottiche,

una sorgente di luce a bassa coergazm fotodiodoper la rivelazionalel segnale utile

LOW COHERENCE FAST SCANNING
LIGHT SOURCE OPTICAL
DELAY LINE

OPTICAL
FIBER

CATHETER

DETECTOR
Figura 12: Schema di uno strumento OCT basato su undi mpl ement
Mi chel son. Un braccio dell 6interfer ome thraocioha uhonstaanerf acci at o

ottico per linee di ritardo. Il sistema mostrato in figura viene impegatoirpaging ad alta velocitd basato su
cateteri/endoscopi.

Per le applicazioni in campo di ricerca, si sono usati laser a brevi impulsi come sorgente di
radiazzionep e rimading OCT poiché hanno lunghezza di coerenza estremamente corta e
elevatept enze dous ci imaginggu alta nseluzibrne e thalto veloce. Molti

studi sono stati effettuati con laser a brevi impulsi a Cr4+:Forsterite. Quastdi laser

pud avereuna potenza in uscita di 100mWenerae impulsi molto brevi a lunghezze
déonda vicine ai 1300nm e produrre una |l arg
risoluzione assiale dai 5 ai 10um. Usando potenze incidenti nel rangd @n\/, si

ottengono velocita di acquisizione di immagini di vari frames al secondo e ShiRali

100dB.
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Per le applicazioni cliniche, rispetto a laser a brevi impulsi sono convenienti come sorgenti
luminose diodi compatti a superluminescenza o basate siccs®httori. Le sorgenti
disponibili in commercio AFC TechnologyHull, Quebec, Canada) operano a 1300nm e
possono arrivare ad una risoluzione assiale di ~15um con potenze in udeit®mv,

suf f i ciimagingOCTpnetempd réale.

Diverse carattastiche fanno di OCT una tecnologaealep e imadingbiomedico:

1. OCT puo ottenere immagini con risoluzioni assiali da 1 a 15 um, uno o due ordini di
grandezza in pi%h rispetto alldecografia co
d e | tdpétologia, permettendo di risolvere morfologie particoldrakeune carattetishe
cellulari. Di v er s anagngpuc essere fattoidiretiaménte atisaveoso i I
|l aria senza richiedere un cowsdumone o diretto

2 . imhgingpuo essere fatto in tempo reale, senza bisogno di analizzare il campione come
nella normale biopsia e istopatologmonitorando il decorso deljgatologiedirettamente
sullo schermo e immagazzimdo video ad alta risoluzionecio permette acesempio che

OCT possaessere una guida per interventi chirurgici.

Figural3: Immagini OCT di anastomosi in arteria di coniglionm) fatta con sutura continua (F). Le linee indicano i

piani diimagingOCT. (AD)Este mi t © opposte dell danastomasriatdife cama et rdaend d
con un lumen evidente. (B) Lumen parzialmente ostruito e presenza di lembo trombo genico. (C) Porzione
compl etamente ostruita del ridimensionae ehe pud @ssaesricostruitagda punti diG) Prc
vista arbitrari.
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3 . imhgingpuo essere fattm sity, senza la necessita di sezionare il campione. Questo
permette di ottenere immagini di strutture per le quali la biopar@bbe azzardata o

impossbile, riducendo gli errori di campionamento associati alla biopsia escissionale.

Figural4: Immagini OCT in vitro del tessuto gastrointestinale umano e patologicdt(dturasquamosa del tessuto
esofageo normale; (B) Teseutormale del colon con le caratteristiche cripte; (C) carcinoma ampollare che porta alla

di struzione della struttura normale dell depitelio; il carc
capacit?’ di OCT d itura dnor®logica dei tessuti eal finebdh rilevdre éventuali cambiamenti
neoplastici.

4. OCT utilizza fibre ottiche e si pu0 interfacciare ad un ampio range di strumenti come
cateteri, endoscopi, laparoscopi, e sonde chirurgiche pendette imaging di sistemi

all 6i nt e rmnonandeaté invasvo p o

Figurals: Fotografia di un pimadingttasversale, thtralurirale. & tiameteo deDct€terpée r | 6
di Imm.
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5. OCT éun sistemaompatto e portatile, caratistica importante per i dispositivi clinici.

Biopsy Histology

OoCT
Catheter

__—Catheter Sheath
e a i T e —————
m%} SRR » ;}&Q"’:@ﬁy‘é&‘-@
R o ALY B 3
mp
C 500 LM ee—
Figural6: Imagingc | i ni co endoscopico OCT dell 6esofago normal e i mp

endoscopica di una regione normale. (B) Istologia da biopsia delaterepitelio squamoso. (C) Immagine OCT del
normale epitelio squamoso con le strutture dei relativi strati uniformi e distinte.

L idnaging tramite OCT & applicato ad ampio raggio in oftalmologia da piu di 15 anni,
graziealla sua abilita di visualizze B st r ut t ur ealtaorisoluzione. Da aloman un 6
OCT ha compiuto notevol: passi imwvasegioni. Al | ¢
ottiche trasversali del segmento anteriore, per analizzare malattie della retina
(distaccamentce perforazioe della macula, membrana epiretidaledema maculare, e
corioretin@atia centrale idiopatica sedialLe sezioni OCT furono utilizzate arelper

valutare il disco ottico e le strutture della retina, come il fascio nervoso della retina
(RNFL).

Il primo sigema clinico era limitato ad una velocita di scansione di 400 scansioni assiali
(A-scan)/ s a causa di d e | | gpecchip @i dferimento maobilef | s i ¢
impiegato perotteneresegnaliA-scana differenti profonditanel campione del tessut

Questo primo approccio viene chiamatotimedomain TD-OCT poiché si ottengono
direttamente segnal. codi ficati nel t empo.
stati introdotti da quando il primo sistema -TBCT commerciale fu reso disponibile. ledu

principali avanzamentiintrodotti nei sistemi commerciali sono stati una migliore

risoluzione assiale e | 6aumento della veloc
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LOi mplementazione di una sor gent eisoldzionel uce a
assiale da ~10um aptnh nel tessuto. Anche la velocita di acquisizione e migliorata
considerevolmente captando i segnali riflessi nel dominio della frequeezza la

necessita di avere delle parti meccaniche in movimeénformazioni sulla frequenza sono

acquisite corun sigema costituito dana sorgente di luce a larga bandaun dispositivo

a carica accoppiataahargecoupledcamera(CCD), edauno spettrometro, o attraverso lo
spazzolamento di una sorgente a banda stretta attraverso un ampio raggio di frequenze con

un fotorivelatore L 6 u t i luhazsargenteda larga banidaOCT & noto comespectrat
domainSD-OCT,mentrel 6ut i | i zzo di sorgenti a banda st
ampio range di | wwepiboaree 5ROCT. theemrdmabiji sistemjli o

profili di intensita (Ascarn sono ottenuti utilizzando la trasformata di Fourier delle
frequenze collezionate e questo facilita una veloce acquisizieseai In aggiunta al
miglioramento della velocita di scansiomeento, OCT nel dominio della frequen offre

anche una maggiore sensibilitaridiezione

Grazie a questi miglioramenti in velocita e sensibilitdA g i o r,recora gadabideq i
collezionare scansioni volumetriche del tessuto (3D), mentre nel passato, il tempo richiesto
per fare cio divelwa proibitivo. Sono state ottenute immagini della re8iaa larga banda

con SDOCT alla velocita di 312.500 Acars e SSOCT a249.000Ascaris. Ad oggi, la
maggior parte dei sistemi utilizzati in clinica operano ad una velocita di acquisizione di

~27.M0 A-scan/s e con una@soluzione assiale dai 5 git ([2]).

Ophthalmic System

Light Source Commercially Available? Primary Advantages Primary Disadvantages
TD-OCT Broadband width Yes Intensity information acquired in time Moving reference mirror required
domain; no complex conjugate image limiting acquisition rate
SD-OCT Broadband width Yes No moving reference mirror required; Noticeable signal drop-off with depth

higher sensitivity than TD-OCT; high
scanning speed and axial resolution
have been attained
SS-OCT Narrow band, swept No No moving reference mirror required;  Most ophthalmic systems operating
through broad range Higher sensitivity than TD-OCT; very at longer wavel engths (A = 113
high scanning speeds can be attained;  pm), with lower axial resolution
minimal signal drop-off with depth

Tabellal: Confronto di sistemi TD, SD, e S3CT [2]
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4.2 SistemiOCT nel dominio del tempo

OCT fu sviluppata pela prima volta dal gruppo di Fujimoto al MIT cir@@ anni fa, € il

metodosi e evoluto divenendana importante modalita dinaging clinico. Esso infatti

permette di ottenere immagini ad alta risoluzione, le radiazioni emesse hanno potenze
bassetalid poter wutilizzare OCT anche in tessut
e | 6 utfibre otaczepermeétte do per ar e al |l 6i nterno del tr e
vasi sanguigni maggioriln aggiuntaalcune strategie diimaging OCT piu soisticate
possono fornire informazioni funzional. ac
Dopplery | 6organi zzazione strutturale del tess
distribuzione spaziale di specifici agenti di contrasto (con OCT a contraoatawe).

Le applicazioni del | 60OCT per ottenere i mma
| iMaging del tratto gastrointestinale per la scoperta di tumori, il monitoraggio e la
valutazione dei rischi di placche vulnerabili di grasso nel sistema eascatonitorare gli

stent intracoronarici, e rintracciare debolezze strutturali connesse con la perdita dei denti.

Le applicazioni OCThanno reso possibilé monitoraggio dello sviluppo cardiaco in

embrioni di pulcinop lo studb d e émbribne di topallo stadio di gastrula

Tra il 2005 e il Zanbhidmenta n@l metadb @iitlaccomumita dgie n e r a |
ricercatorinaimplement#o | idagingOCT, gr azi e al | eincreceatprellat e | e
sensi bi |l i se quedte Vidned LiDapatel dominio della frequenzasgectral

domainOCT) invece che nel dominio del temgome domainOCT). Questo aumento di
sensibilita fornito da SEDCT pud essere sfruttato con una maggiore velocita di
acquisizione di scansioni, una maggiore penetraziorgrdfondita, o per aumentare la

sensibilita dei vari metodi di OCT funzionali.

In questa sezione viene descritto il percorso effettuato per passare dalla tecnologia OCT di
analisi &l | 6i nterferenza nae duellad relmdominico di €crrder, t e mp
desrivendo i vantaggi portati dalla nuova tecnologia sulle immagini prodotte.

Come detto in precedenza, | modo con cui S i riesce a r
luminosi retrodiffusi equello di utilizzare un interferometro. A partire da una sorgente
luminosa a banda larga viene prodotto un raggio, che viene separato itadueo

specchio semiriflettente (B&Beam Splitter. Una parte si dirige verso il tessutmentre

| 6al tra va hodirifronentonldessstipdeampione esaminato produwm
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echi luminosi retrodiffusi che si combinano con il fascio luminoso di riferimento riflesso

dallo specchio di riferimento.

Léintensit?” del segnal e i n uXuesto alitpicoene r i |
funzionamento di un TEDCT (Time DomairOCT).

Un tipico sistema TEOCT é rappresentato in figura 17 Rer semplicita, assumeremo che

|l a sorgente di l uce abbia uinl pnoméeld o dpenda :
ak |l a |l arghezza di bandasis preitctoorad & ¢ hnhe niulmermr
| 6i nverso dell).a lunghezza doéonda
y A 3
Xri XE. Xri XS
<> <>
Broadband | _ ~ Broadband |« ~
Source [Z -~ Source |7 -
BS Sample \\/J BS Sample
Y
\'% V
PD Spectrometer
A B

Figura 17. Rappresentazione di (A)FDCT e (B) SBOCT. M, specchio; ODL, ftiea ottica di ritardo; PD,
fotorivelatore BS, beamsplitter.

In tale sistema, il fascio di luce in ingresso viene divisalue da urbeamsplitter. Una
componente  diretta al campione, |l 6altra

segnali riflesi e retrodiffusi sono patombinati e rilevati da uffotorivelatore Per ogni

interfaccia dibackscatteringretrodiffusione)d at a , S i pu, derivare un:
potenzarilevata,fectof K) ad un dato numero dbébonda, k, cl

PietectolK) = Per (K) + Rig(K) + 2,/ Py (K) P (K) @0SK2(X, - X))

Dove Redk) e Rig(k) sono rispettivamente la potenza rilevata dal riferimento e dal
campione all a | uRJgéhladfferanzachélla lnrglezzi del braccio di
riferimento e | a di st anlmaekscaterihgldocamptorerdédlac ci a

deviatore del fascio.

44

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari



4. Funzionamento e implementazione dei sistemi OCT

Si noti dhe il termine di interferenzd (G ul t i mo t er mi ne) ha un piccc
braccio di riferimento comba backscattermglLa | a di
larghezza del picco del segnale di iféeeenza € data dalla lunghezza di coerenza; per
ottenere una determinazione be rbackseafteringi t a d e
e desiderabile una lunghezza di coerenza breve o una larghezza di banda spettrale ampia
dalla sorgente di luce. Rvando i vari picchi di interferenza durante la scansione, si
possono determinare la posizione e la potenza delle interfabeeldicatteringa | | 6 i nt er n
del campione.

Immaginando una sorgente di luce pulsata, tutte le conclusioni sopradette diventano
fisi camente intuitive. Léinterferenza pu, av
lunghezza cosi che gli impulsi di ritorno possono arrivare al detettore nello stesso
moment o per interferire. Pi % str eatdthanda | 6i r
spettrale, mi gliore | a nos tbackscatteangma c i t |

presenza di interfacce diffusive adiacenti.

Nel sistemal D-OCT, il braccio di riferimento é tipicamente disposto e scansionato ad una

distanza uguale aadnge di profonditaxseptn Che si vuole esplorare nel campione.

In un TD-OCT (Figura 18 lo specchio di riferimento oscilla tra un minimo e un massimo

per permettere di acquisire tutti gli echi alle varie profondita del tesséeattj, come detto

in precedenzas i verifica undinterferenza sol o se
retrodiffuso e la stessa alla quale si trova lo specchio di riferimento rispetto(BleB&

Splitter).

Definendo corl¢ la lunghezza di coerenza della sorgentex@pnla massima esirsione

dello specchio di rifamento e corT il tempo totale di scansione per ottenere urscan,

si puo definire con

L .
durata_acquisiziome=—-—-Q
Xdepth

|l a durata dell éacquisizione di un segnale d

Una stima della sensibilita del sisteB-OCT puo essere fatta calcolando il numero di
fotoni ut il del segnal e al | 6inddloeol mmerod i g u e

di fotoni cha danno rumoyeche stanno quindi al di fuori del piano a fuotlonumero
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totale di fotoni utili delsegnale di interferenza che sara raccolto in questo contesto sara

dato da:
. T e
Slgnall' - :2 PSI Pref
D-OCT g depth h/’l
doveU™ | 6ef f i c i(neisura dellacefliciemza di coaversioregel rivelatoree hv &

| 6ener gi a g u,axonh costante di @lanckUmatvautazéone quantitativa del

rumore € datodalla radice quadrata di tutti i fotoni rilevati dal detettore durante

guell 6intervall o di t e mp oPetifcantcent®dominalsigli pot en z
altri segnali in TBOCT, abbiamo:

I T e

NOIS€p_ocr = . | Pes m

epth

Le cifra di merito per la sensibilita convenzionale impiegata per la misura della prestazione

OCT e il rapporto segnaleimore (SNR), quantita data da:

2 ~
SNR, o =10lo %?\:glr;alm °°T§ 10|og il h£§
&poct T g Xy nz
Questa cifra di merito & simile al fattore di sensibilita limitata peshid noiseche si puo
derivare dalla rilevazione diretta dei fotoni conniuelatoreideale, ossia privo di fonti di
rumor e. Nel campo dell 60CT, cd6 unodaltra inf
che ha un SNR di 110dB implica che esso e sensibilanaghterfaccia riflettente dal
campione che ritorna tutta o pit di 1 parte sti #iélla luce incidente. Il tipico SNR di un
sistema OCT puo variare a seconda dei parametri di scansione di interesse, ma un SNR

>95dB éil valore richiesto per i fini di uimagingbiologico.

La forma di questa cifra di nrivalatoteraccolgail e un o6 a
fotoni retrad i f f u s i dall 6interfaccia di i nteresse ¢
schema di rilevazione seleziona attivamentie goei fotoni per la costruzione del segnale
OCT su un intervallo di tempo molto piu brev)%;fl. Questo comporta necessariamente

epth

la diminuzione della sensibilita al segnale rispetto allo schema che é in grado di utilizzare
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perlacostrai one del segnale OCT quei fotoni l un

l{e )

OCT e in grado di sfruttare a pieno tutti quei fotoni.

Nonostante i/l fotorivelatore collezioni [
| 6i nt er a dwsiziome, § lo dehénladda leyazione e selettivamente attivo

sol amente per quei fotoni che appartengono
undinevitabile perdita di i1 nfomumoaezi one e di
Sample

-J

I

Measurement

Mirror

\ Light Source

Reference Beam Splitter

Figural8: Schema di funzionamento di un TOCT. Il fascio di luce sorgente viene diviso in due componenti,di cui una
va verso lo specchio di riferimento ed una verso il tesiflzscio ricombinato é rilevato da un fotorivelatore.

4.3 SistemiOCT nel dominio della frequenza

Un sistema in grado di fare pieno uso dei
tempo di acquisizione, eMourier DomainOCT (FD-OCT).

Un tipico sistemépectral(SD-OCT) € molto simile a un TIDCT (Fig. 17B).

Lo specchio di riferimento che si muoveva € immobilizzato,revélatoree rimpiazzato da

uno spettrometro a bassa perdita nello schem#@8&D. In questo schema, la variazione

dello spetro nel segnale rilevateiene registrata dallo spettrometro. Si noti dhgeriodo

del |l 6oscillazione dello spettro neldxyp spazi
Undéinterfaccia che ¢japuwuowdualtdorentdmoeor bkl aiz
sinusoidale pi%¥% |l enta ri petmagyiorea Quindi,nad i nt er

trasformata di Fourier della misura dello spettro produrra un profilo di scansione lineare
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simile a quello ottenuto con FDCT. Si noti che in questo caso, il contributo del segnale
da due o piu interfacce pu0 essere recepitomodo simultaneo poiché queste
contribuiscono a differenti componenti di oscillazione dello spettro.

La trasformata di Fourier, applicaadlo spettro acquisito, permette di ottenere un profilo di
scansione lineare molto simile ad un-&CT.
Il numero d fotoni del segnale utile &

Signal,, ocr =2,/P,, P

Y-
sig ref Cr GhU
In questo caso il numero totale di fotoni rumorosi € sempre dato alla radice quadrata dei

fotoni totali del segnale retrodiffuso:

NOiS%D_OCT = [BeT O@

Di conseguenza si ottiene un SNR di:

asigna
SNR, ocr =10l0 QMO lologaé
B ¢

. € 0
TO—adB
gel\lmsest,_oCT 9 hug )

sig

La profondita di scansiongepn, Si traduce per un SDCT, nel range delle oscillazioni
spettrali, in frequenza, che lo spettrometro € in grado di rilevare. Oltre questo valore, le
oscillazioni portano in saturazione lo strumento e gemewrdiasing Usando questo

criterio si puo vedere che:

aN g _aNp g_aN g P
DK2Xyepn = 8- 020 - Xyepn= 8—0=2&- 0. |, =—
Xaep 92+Qp T2k 2+ ¢ ¢ Dk
conDki ntervall o di numer i ddoonda.
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Ora € possibile stabilire un confronto tra un-8BT ed un TBOCT. Dato un sistema

, .y . aN g .
Spectrala N pixel con una profondit di scansmnexdepth:gez—&bcl, una acquisizione
¢ -

tramite TDOCT della stessa durata temporale avra un SNR pari a:

a,_ 426 ed aN o
SN =10loga&P. ar < 8=sN - 10lo
Ro.oct géﬁ agéﬁ\_lg hu@ Roocr 9862—9

Da tale equazione si vede chiaramente che un sistem@C3IDe intrinsecamente piu
sensibile di un TBOCT di unfattore N/2. Questo miglioramento & dovuto al fatto che un
SD-OCT é capace di collezionare segnali del campione provenienti da tutte le profondita,

per | 6intera durata del tempo di acquisizio
| vantaggi principald:@ iovattecnolahia sohoistatd a | | dut i | i
1 Un aumento della frequenza di scansioni assiali
1 Un aumento della sensibilita di rilevazione
1 Lariduzione dei tempi di acquisizione delle immagini
1 Lariduzione di artefatti da movimento ottico a circa 1/30 rispetto ad un TD
1 La possibilita di ipetere piu volte la stessa scansione, per eseguire la sommatoria

dei valori misurati in ogni punto esaminato, ed ottenere delle immagini con
miglioramento del rapporto segnale rumore

1 La possibilita di seguire molte scansioni-&an affancate per ottenere una
ricostruzione tridimensionale dei tessuti -(Gcan) ed esaminarli anche

diversificandoli in profonditgoeri vari strati (scansionen face

In figura 19 mostrata Il a differenza nell éinterp
relativa allo stesso paziente prodotta con un@®©T (A) e con un SBDCT (B). In

entrambe le immagini € visibile un accumulo di liquido intraretinico, che neOTD si

mi scel a al rumor e €CT ef chisramente disteguibile ta ivagil | 6 SLC
strati. Le frecce bianche indicano le aree di liquido, e gli asterischi neri indicano la

membrana neovascolare coroideale.

49

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari



4. Funzionamento e implementazione dei sistemi OCT

Spesso la risoluzione assiale risulta il parametro piu utilizzato in fase di
commercializzazione per esibire le prestazionidiun OCé.evol uzi one ha port
continuo aumento della larghezza di banda della sorgente, ovvero di una minore lunghezza

di coerenza, che significa migliore risoluzione assiale.

In un sistema TBOCT, aumentare la larghezza di banda della sorgente signdicae

| 6 SNR, in quanto viene incrementata anche | ¢
mantenere lo stesso SNR sarebbe necessario diminuire la frequenza delle scansioni assiali

o il range di profondita di scansione (peggiorativo dal punto dawstnologico), o
incrementare | 6intensit”™ delldilluminazione
incidente significa esporre il paziente a rischio maggiore). Per questi motivi, un recente
aumento, attraverso la tecnologia Fourier Domain, dediguenza degliAA can/ s e | 6av
ottenuto piu ampi range di scansione di profondita, ha reso superati glif @@TDomain

Figural9: Immagine OCT ottenuta con tecnologiane Domair(in alto) eSpectral Domairfin basso)
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4.4 Metodi di implementazione dei sistemsD-OCT

Ci sono due modi differenti per implementare sistema OCT nel dominio della
frequenzaSpectral DomairOCT oppureSwept Sourc®CT.

Il primo approccio, un SEDCT basato su spettrometr@nosciuto come radar spetie o

OCT nel dominio di Fourier, utilizza una sorgente di luce ad ampia banda e uno
spettrometro a basse perdite per misurare le oscillazioni spettrali. 1| secondo metodo, SD
OCT sweptsource che e stato anche chiamato riflettometria ottica nel domieite d
frequenze (OFDR), i nterferometri aimagingt unghe
ottico nel dominio delle frequenze (OFDI), impiega una sorgente a banda stretta che
cambia rapidamente per misurare le oscillazignest t r al i a n ustagiatii doéon

Andiamo ad analizzare i setup sperimentali di questi due metodi.

4.4.1 SD-OCT con spettrometro

Il setup sperimentale di un sistema-8ITT basato su spettrometro € mostrato in figura.

Un SD-OCT (Fig. 20 € molto simile ad un TEDCT s e non abiltardello per |
specchio di riferimento e della presenza di uno spettrometro a bassa perdita al posto del

fotorivelatore.

Light V Stationary
TN r
Source Reference
N— Mirror \
— =~
L e —{=N | .
y Coupler 0 ‘; Pl
Graﬂng RS TRRRR A% F ; *_ ),'
Transverse Y ' —
> scan
Line h g
Camera '
b e
' el A LK Ll L [ ) Tg’ Wy
ransform ;
Spectral Interferogram Axial scan
Figura20: Schema di un SpectralOCT. S i nota | 6i mmobilizzazione dedidn@ specch
spettrometro abassaperdit&a r di scri minare | e varie interferenze in fun
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Il setup usa una sorgente di luce a banda larga, di solito un diodo a superluminescenza
(SLD) o un lasemodelockede per la rivelazione del geale utile uno spettrometro a
basse perditechemisura lo spettro del pattern di interferenza dedldiazioneche ritorna

dai bracci di riferimento e di campione dell

Lo spettrometro al suo interno e costituito da una schiera linkaiementi sensibili alla
luce (CCD o CMOS); non appena questi vengono investiti dal fascio ricombsoaim,in

grado di rilevare le varie interferenze sufsale luminoso incidente in base alla loro

l unghezza dbéonda @o. (I segnale in ingresso
del Il 6array il segnale =~ gi” stato campionatc
sono messi in scala pset t o al dominio dei numer i 0o
del |l 6esecuzione della trasformata di Fourier
unarappresentazioneinrhRode del |l 6intensit”™ degli echi re
Undalta risol ucarattenstica degdarabilegoéreain sistemaaOCT) richiede

| 6i mpiego di una sorgente di l uce con una anm

coerenzd. molto piccola). Questo fatto implica che un range di profondita in scansione
maggiore richiedetgbe un numero maggiore di pixél, per array lineari (CCD camera)
dello spettrometro. Cio si vede anche dal fatto che decrementando la dimensione dei pixel

e incrementando il numero di pixel N della CCD camera, si pud aumentare la piu alta

oscillazione spttrale rilevabile che corrispondera ad un piu ampio range di scansione.

/ \ Reference

Arm

Broadband
Source

PC k===

........................

Spectrometer

Figura21: Sistema SBOCT con spettrometro dove la sorgente laser a banda larga pud essere costituita da un diodo
superluminescente (SLD) o da una sorgédaser ultravelocemodelocked SMF, fibra a modo singolo; G, reticolo di
diffrazione; PC, personal computer; CGibarged coupledevice
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S AT
Rescale &
o T N,

S b
C L

Figura22: | dati spettrali vengono riscalati e ricampionati ugualmente nello spagroma di essere Fourigrasformati
per ottenere il profilo di scansione in profondita-s@an (BD).

4.4.2 SSOCT System

Nel sistemaswept sourc&D-OCT o piu comunemente SSCT, mostrato in figur®3, la

sorgente € un laser a banstaetta che commuta rapichente In un SSOCT (Hg. 23)

| 6i nformazione in fr eque@GTaisamdo mno Spettomdtrs. at t a
Si dispone invece di una sorgente in grado di emettere un fascio laser ad una specifica

| unghez zlab wsdbeointdaa .d e | | aionsdoerlg emnunee r 0 udndao nfduan ( |

Il unghez z3k(t)ieal @ mahtanuta lineare. Essa puo essere scritta come
k{t) =k, +ck3t

conlkqgk/ p con ok rappresenta | 6ampiezza del | &

segnal e s or tpdempe totalenmpiegatoeper tare assumere alla sorgente tutti

ivaloridil unghezza dbédonda nell éintervallo.
Idealmente un sistema SECT richi eder ebbe M numer|i déonda
dell 6intervallo di definizione, del tipo MI

In questo contesto, un sistema SS@OT avra un range si scansione in profondita:
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Il segnale di interferenza Dk puo essere lgvato da urrivelatoresingolo oppure da due
rivelatori bilanciati per compensare tstorsioni eventuali che la radiazione puo subire
Poiché il segnale vienecqui si t o a n diste@ziaii, D[#]6pon essere e q u i
direttamente trasformato con trashata di Fourier discreta (DFT) per ottenere il profilo
lineare della scansione risolta in profondita del campione di tessuto sotto analisi.

1/' c Reference
— Arm
Tunable T 7\ SMF
Laser _(N M
/ 3
”ﬁj
Sample

Figura23: Sistema S®CT. SMF, fibra a modo singolo; C, circoletoottico; M, speccla; PD, fotorivelatore ADC,
convertitore Analogicdigitale; PC, personal computeBi nota la presenza di una sorgente laser ad emissione di
l unghezza dbonda variabile

4.5 Confronto tra implementazioni OCT nel dominio della frequenza

La comunita biomedicaahcon successampiegato notevoli sforzper incrementare la
larghezza di banda delle sorgenti ottiche. Una maggiore larghezza di banda a sua volta
comporta un decrement o del | a l unghezza di

immagini OCT con altissimasoluzione assiale.

In un sistemal D-OCT, | 6aument o della | arghezza di ban
SNR poiché richiedein aumentadella larghezza di banda di rilevazione elettronica. Per
mantenere lo stesso SNR si devdriduire la velocita di aguisizioni A-scan o ilrange di
scansione in profondit "™, o aumentare | 6inten
di fatto, sia una alta velocita dcquisizioniA-scan sia un ampio range di scansione in

profondita sono caratteristiche fortementsiderate nei sistemi OCT. Allo stesso tempo,

in mol ti cimaging ofalmalogiconla potler&a ottica incidente non puo essere
aument at a ol tr eAmerican National Btandarde mstitg@NEI). Queedtol 6

problema pud essere risoltatilizzando delle tecniche piu sensibili. Fortunatamente,

entrambi i sistemiSD-OCT (sia baati su spettrometro sia @weptsourcg mostrano
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vantaggi significativi di sensibilita rispetto ai sisteni>-OCT. Quindi, i sistemSD-OCT
possono essere impiegati e rimading OCT a velocita maggiori e (0) a maggiori
profondita si scansione.

Se si confrontano SOCT e SDOCT, wo dei vantaggdi SSOCT rispetto ad un Sb

OCT sta nella possibilita di impiegare intervailid | unghez z a -1806tm;rcid a d i
perméte la visualizzazione ad alta risoluzione di strutture molto in profondita, altrimenti

poco visibili tramite undpectral Inoltre la linea di scansione OCT risulta invisibile per il
paziente sottoposto ad esame oculistico, consentendogli di non ditothaeet t enz i one
mira di fissazione interna dello strumento,
Con un SSOCT é inoltre possibile raggiungere velocitasdansione molto piu elevate

(del | 6or di-h &0 B 0xdd/6)HDa2i® a questa specificaissge ad acquisire

una Bscan in 0.01s, invece dei 0.02 s necessari ad uno Spectral; ma la grossa differenza
sta nell dacqui si zi one-0GT sono sufficiemti 09is cahtid,gli d o v e
1.9 s di uno Spectral Domain.

A titolo esplicativo la Figra 25mostra la differenza tra le immagini di fovea e disco ottico
ottenute attraverso la tecnologspectral Domain(a sinistra) e quell&wept Sourcéa
destra). Si not a ¢ o me-OCTopermetta gna pitechigra visidnet t a
di sclera e oroide, quasi invisibilicon I&pectral | nol t r e, noneQGCTant e |
sia stata ottenuta con un minor numer o di

risulta apparire molto piu nitida rispetto a quella ottenuta c@plectral

Come disaosso precedentemente, -O€T ottiene informazioni spettrali codificate nel

tempo spazzolando con un laser a larghezza di banda ridotte un ampio spettro ottico.
Léintensit”™ di r i fféotariwelatoreQuesto procesaot etinucordras@m d a
con SD-OCT con spettrometro, che usa una sorgente luminosa a larga banda e capta gli
spettri di interferenza tramite ugispositvoCCD eluno spettrometro. L
sistemi basati sullo spettrometro sono impiegati largamente in clinica tuttavia ci sono
alcuni vantaggi nei sistemi basati su fotelatore Ambedue mostrano una maggiore
sensibilitd e velocita sui sistemi TOCT, come anche una notevole riduzione degli

artefatti da movimento.
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DRI OCT-1 (48 overlapping)

Less sensitivity
roll-off with
tissue depth

*DRI OCT-1 is capabie of maximum 96 overlapping.

Figura24: Confronto tra le immagini diovea e disco ottico ottenute con la tecnologiaC8ST (a destra) e SDCT (a
sinistra)

Un vantaggiodei sistemiSSOCT rispetto ai sistemSD-OCT é si utilizza un semplice

fotorivelatore al posto di un CCD e di uno spettrometro. Un inconveniente della
rivelazione basata suCCD e undrop-off del segnalea | | 6 a u méamptondiea did e |
scansione a causa della dimensione finita dei pixedlidabsitivoCCD. Sebbene si possa

rimediare a questo riducendo la dimensione dei pixel @eD, si aumenta cosi la

complessita e quindi il costo di un array CCD. Questa riduzione del seghaled a u me nt ar e
della profondita di indagineon si manifesta nesistemiSSOCT, poiché viene utilizzata

una sorgente luminosa a banda stretta.

A guesto punto uno svantaggioi ggstemi SSOCT e che la maggior partei duesti
operano a | unghez z%¥3um)aammachissmastudi che trattan¢ SS= 1

OCT nel range di 800 m. Léassorbimento dell éacqua | i mit
pKm e questo limita la risoluzione assiale; la finestra di assorbiroen d eid d p@ aropeg

a 8501m, e cosi si possono raggiungere risoluzioni assiali maggiori.

Mentre |l a risoluzione assipadesseracodifineainecaz ze do
850nm, ci sono dei vantaggiel | 6 usar e s oumgRenésempi@ € stdlo e 1. 3
riportato che la luce a 1040nm e piu adatta per immagini della retina perché permette una

maggiorepenetrazione nelle coroidi. iinaging del segmento posteriore utilizzando una
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l unghezza doo nuudl0481660rim) hal permesso tnh penetrazione pi
profonda nella retina, la testa del nervo ottico, e il coroide, il che & molto utile per la
visualizzazione dei vasi coroidali, la lamina cibrosa, e malattie come la

neovascolarizzazione coroidale.

In modo simile,alcuni esami angiografici che prevedohd® i mp il@Xy(imdoctamnina

verdgr i chi edono si st emi i n gr a thamnodel regimegliual i z
800nm in quanto ~ proprio a questbandeldunghez
assorbimento. Quindi, per godere a pieno dei vantaggi-@GSE, sarebbe fondamentale
realizzare swept source ad alta velocita, ampiamente regolabili in altre bande di lunghezze

déonda.

Sebbene i sistemi SSCT funzionanti al u n g h e z zdiversé dom sia alisponibili
ancora per I 6ut i | a cara deiicaosti dellaisorgectealyminéesssi par t e
hanno sono di notevole interesselinico. La mancanza didrop-off del segnale

al | 6 au me nprofomdiga di dndalgiheain combinazionealla migliore capacitadi
penetrazi one amabgion fgmoeda iskemBEECHId@i mpl ement azi

piu evoluta tra i sistemi OCT.

Device (Manufacturer) Description
3D-OCT 2000 (Topcon, Tokyo, Japan) SD-OCT and high-resolution fundus camera; axial resolution, 5 um; A-scan
acquisition rate, 27 kHz
Bioptigen SD-OCT (Bioptigen, Research Triangle Park, NC) Designed for both clinical and research use and includes a hand-held

probe and microscope setup; axial resolution, 4 pm; A-scan acquisition
rate, 20 kHz

Cirrus HD-OCT (Carl Zeiss Meditec, Dublin, CA) Software includes guided progression analysis for glaucoma progression
detection; axial resolution, 5 pm: A-scan acquisition rate, 27 kHz
RTVue-100 (Optovue, Fremont, CA) Offers multiple scanning protocols for glaucoma detection, including

ganglion cell complex analysis; axial resolution, 5 pm; A-scan
acquisition rate, 26 kHz

SOCT Copernicus (Optopol, Zawiercie, Poland) Software includes progression analysis software that incorporates disk
damage likelihood scale, asymmetry between the discs, and RNFL
thickness; axial resolution, 6 pm: A-scan acquisition rate, 27 kHz

Spectral OCT SLO (Opko, Miami, FL) Combines SD-OCT, scanning laser ophthalmoscopy, and microperimetry.
Axial resolution, 6 pm, A-scan acquisition rate, 27 kHz
Spectralis OCT (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany) High-speed SD-OCT device with eye-tracking, fluorescein angiography,

ICG angiography, and autofluorescence. Axial resolution, 4 pm: A-scan
acquisition rate, 40 kHz

Tabella2: Descrizione dei sistemi SDCT disponibili in commerci@]
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Diversi gruppi di ricerca hanno studiato sisteé®i-OCT ad alta risoluzione in grado di

operare a veloti ” notevol mente alte. Usando undampi €
(FWHM, Full Width at Half Maximun) paria 144nmcentrataa 825nm, M. Wojtkowski et

al. [19], 2004) hannotsidiato unSD-OCT con spettraetroadalta risoluzione (2.umdi

risoluzione assiale nel tessuto) con SHIFB8dB e potenza ottica incidente di 750uW e

u n 6 a lotitadiinmagihg (16000 A-scan rate con 1024 pixeér A-scan).

La Figura 23 mo st r a agine Qellametina ad alta risoluzione compaa300 A
scanacquisite in 15Ms con un sistem&D-OCT ad alta velocita. Per confnto, nella

Figura 25B , S i propone unod6i mmagine dell adaetina
300A-scanacquisite in 8 da un sistemdD-OCT. Chiaramente, un aumento della velocita

di imagingnei sistemiSD-OCT permette di acquisire un numero maggiore di scansioni in
profondita per dare una risoluzione maggioella direzione trasversalen@ caratteristica
desiderata pema risoluzione ottima non possibile con i sist&D+OCT).

T e — o N \‘:“»rmnw‘om

2 S A BN
-~

Figura25: Immagini retiniche umane ottenute con un sistemgO&F (A) e con un sistema FOCT (B). NFL, strato di

fibra nervosa; GCL, strato di gangli; IPL, strato inteplexiforme; INL, strato interno nucleare; OPL, strato plexiforme
esterno; ONL, strato nucleare esterno; ELM, membrane sterne di confine; IS/OS, fotorecettore interno e segmento di
giunzione esterno; RPE, epitelio retinale pigmentato; CC, corio capillari
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by

Un altro lavoro, riportato da B. Cense e al. (2004), e considerato come larmigli
performance diimaging OCT (in termini di velocitd) riportata finora in quanto si e
raggiunta una velocita di video idhagingper un SBOCT con spettrometro, di 29 frarse
con 1000 Ascan/frame e 1024 pixél-scan.

Come detto precedentemente,-GST acquisisce dati interferometrici da un campione
attraver so | &semuymabiegrogradd idi spapzolare un ampio range di

| unghezz Boichtk o nard@ di spazza ment o dell e lunghezze
portera ad una risoluzione in profondita maggiore e un apib rapido delle lunghezze
dénda per met t erpiurapidaddai datiuii dedign e ¢ rfumzionalita della
sorgentdunabilegiocano un ruolo iportante nella performance del sistemaGET.

In anni recenti, sono stati impiegati vari desiger sorgentinella bandaprossima ai
1300nm per S®CT.

Oh et al. [10], 2005) hanno riportato answept sourcecon range tunale di 145nm
attorno a 1310npe convelocita dispazzolamentdi 20kHz. Il piccodella potenza ottica

la potenza ottica media erano lintitaspettivamente a 1.8 e 1.38V.

Swept Source SDOCT Spectrometer-Based SDOCT
SNR drop-off No Yes
Spectral band (nm) 1300 800
Heterodyne detection Yes No
Balanced detection Yes No
Speed Comparable
MCOCT No Yes
OCT system Simple Complex
Light source Complex Simple
SNR, signal-to-noise; SDOCT, spectral domain optical coherence tomography; MCOCT, molecular
contrast optical coherence tomography.

Tabella3: Confronto tra S®OCT e SBOCT [4]

Unbdaltra i nt eassustada rcereatordé scoprire ianod per risolvere il
problema detirop-off di SNR nei sistem&8D-OCT con spettrometro che limita fortemente
il rangedi scansione in profondita a circa 2mm o meRimora, non sono stati riportati

metodi efficienti per migliorare in modo significativoditop-off di SNR.

59

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari



4. Funzionamento e implementazione dei sistemi OCT

Infine, con il forte aumento della quantita dei dati in input8BeOCTf or ni sce e | 6i n
sforzo computazionalehe richiedeper effettuarela trasformata di Fourieré ora

importante introdurre moduli dilaborazionelel segnale ad altissima velocita, confield

programmable gate array§PGAS) per acquisire e processare il segnale OCT in tempo

r e al @amagirgreal im&ein vivo.

Come sié dettq la potenza ottica uscente di questi sisferelativamente bassguo
rappresentare un limiteRecentemente, R.Huber et §l11]) hanno studiato unawept

sourcecon larghezza di banda di 120nm centrata a 1310nmabasatu | | ut i |l i zzo
cavita tunabile Fabry-Perot (2005). Questo sistem&SOCT e in grado di fornire una

potenza ottica di uscita di circa 45mW ad una velocita di spazzolamento di 20kHz. La
figura 26 mostra immaginiottenute conSSOCT e SDOCT a 20kHz.In conclusione

Huber ha dimostrato che sistemi OCT implementati tramiteswept sourceo con

spettrometro sono confrontabili in termini di velocitardaging

" ™ A :". ‘
4 ,m,m,,m,;gaﬁ;?,

DEJ
1 mm 20 kHz

A

Figura26: | mmagi ni di pel | e u ma nttenute @ 20kHBoa SIOET (A) edoh SDOETBNRt a del | e
DEI, giunzione dermapiderma; SC, strato corneo; SD, condotti sudoripari.

| sistemiSSOCTr i ducono | 6e Quessgom dierrcthi®o raed. ogni n u
| 6 0out psotgentd @ded umo spettro danda stretta con un rumore moibderiore

rispetto aguello di una sorgente a bandega Inoltre, dato il metodo di rilevamento in SS

OCT, non si nota ildrop-off del SNR che usualmente avviene nei sistemi basati su
spettrometro. S®CT permette ancheuna rilevazione eterodinguna caratteristica

ulteriore che permette di traslada frequenza dello spettro del segnale interferometrico

lontano dalla frequenza zero permettendo una rilevazione di variazioni sia positive che

negative.
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4.6 Sistemi OCT per aquisizione di dati tridimensionali

OCT e una modalita dimaging che permette di ottenere informazioni ¥@satesulle

proprieta di diffusione dei campioni biologici. Tuttavia, la bassa velocita di acquisizione

dei primi sistemi TBOCT nel range di ~1kHzid s ol i t o inmagingd pratocdlliat o | ¢
di acquisizioni di singoli Brame e spesso non € stato possibile acquisire nessun data set
completo 3D.

Léointroduzione di tecniche di cattura nel
FD) con maggioreensibilitd per OCTha portato ad un aumento drastico della velocita di
acquisizione, rendendo possibili velocita lineari di -480kHz. A queste velocitaidene

fattibile acquisire datet di interi volumi 3D offrendo una maggiore flessibilita di
visualzzazione, analisi, quantificazione e processamento delle imm&gspiorre didati
tridimensionali permette la ricostruzione di visali disposte su piani opposper la
registrazione di scansioni assol edrbrari©OCT , i
curve dal datset 3D, la quantificazione volumetrica delle caratteristiche morfologiche del
tessuto, la riduzione di errori di campionamento causati dalle mancata presenza di un punto
nelle immagini 2D, e una pseudo microscopia a coerenza otticargezioni opposte
simultanee ad alta risoluzione. Oindginge a que
principal mente utilizzata per acquisire i mn
valutare i cambiamenti transitori del campiorgeldro dinamica e la loro velocita, che sono
semplicemente troppo veloci per sistemi piu lenti. La terza maggior applicazione
deimdgihgad alta velocit?a ~ negoziare | a velo
contrasto funzionale. Medianddiversi frame acquisiti con un sistema ad alta velocita
spesso sSi ottiene wuna migliore qualit?@ de
macchioline(spekcle noige. Inoltre, grazie agli avanzati algoritmi di processamento delle
immagini disponibili ad oggi, dati 3D acquisiti ad alta velocita possono essere usati per
estrarre informazioni da immagini funzionatome il flusso Dopplefcosi la velocita puo

essere impiegata per generare immagini funzionali di con}rasto

Sebbene tutte queste applicazioni abbiang i © di most r at o Iimégemg or me
OCT 3D, neld maggior parte dei casi i dat 3D hanno fortemente sbilanciato il numero
di campioni in ognuna delle tre dimensioni, oppure il tempo di acquisizione era troppo

| u n g oimagiagdi routiedi pazienti non allenati.
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Valori tipici dimensionali per datet di immagini 3D sono circa 500x500x100, cioé 500
pixel per scansione in profondita, 500 scansioni in profondita/linea per frame e 100 frame.
Con un sistema che funziona a 50kiHzelocita d scansionsi puo ottenere questo ds¢a

in 1 secondo. Tuttavia, specialmente nelle due direzioni trasversali, & necessario effettuare
un campionamento isotropico approssimato per molte fundioanalisi sui dati 3D. Un
dateset delle dimensioni di 50088x500 sarebbe desiderabile per la maggior parte delle
proiezioni standard, ~2000x2000x500 per visualizzazioni ad alta definizanéace
Mirando ad un tempo di acquisizione di ~0.2 s per una scansione piena 3D, € necessaria
unavelocita di scansionen 1MHz e 20VHz.

Questoimplica, per la maggior parte delle applicaziola, necessita di aveneelocita di
scansionsuperioriae MHz . Tuttavia, il principale proble
velocita diimaging € la richiesta di mantenere una buonalij@ delle immagini. Per

fornire una qualita sufficiente per la maggior parte delle applicazioni OCT, un sistema

OCT multtMHz dovrebbe avere una risoluzione assiale di ~10um nel tessuto e una
sensibilita >95dB.

Choi et al. [9], 2008) hannostudiato un sistema SD-OCT con una velocita di
campionamento di 60MHz. Tuttavia, la loro larghezza di banda per la rivelazione era solo

di 12MHz, e si acquisivano solo 256 campioni per scansione prima della trasformazione di
Fourier,dunque la velocitaper acquisire un#&\-scan effettiva era 12MHz e la velocita

massima per voxel che ne risultava era H2M 28 =1. 5GVoxel / s. E6 st al
valore di sensibilita di 88dBion sufficiente quindi per una ottenere immagini di buona

qualita.

Moon et al.[8], 2006) hannastudiatoun approccio S®CT con velocita discansione di
circa 5MHz. La loro larghezza di banda analoga era di 4GHz per una durata di
spazzolamento di 70ns, raggiungenddA0°A0A0°=560 campioni per spazzolamento.
Assumendo ché roll-off di performance diosseabbastanza buorda ottenere frequenze

del segnke di interferenzautili, si € ottenuta unaelocita di acquisizione pari adi
0.55605A0°=1.4GVoxel/s.Tuttavia, piché la sensibilita era diolo 40dB non si sono

ottenute immagini OCT.
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P Vg Scan rate Sens.
MPixells MVoxels/s MH; dB
Setup BS 1250 | 4500 (1100 x 4) 104(2.6x4) 104
Setup Bi6 1100 | 4000 (1000 x 4) 208(3.2x4) 98
Setup F (with LPF) 450 | 900 (230 x 4) 40(1.0x4) 105
Potsaid et al. [ 14] 3D mode (conf. C) 100 | 80 0.25 9l
Potsaid et al. [ [4] (conf. D) 90 | <%0 0.31 98
Choi et al. [24] (1300) | (1500) 12.0 <88

Tabella4: Confronto tra i recenti siemi OCT ad alta veloci{&]

Wieser et allf], 2010) ha dimostrato ummaging OCT con una buona qualita delle
immagini, ~100dB di sensibilita e ~10um di risoluzione assiale nel tessuto \éoxéis,
20MA-scan/ s, 4x3650=14600 f rvalume ins25ms.Si $o00a c q U i S

ottenute cosi immagini 2D e 3D di campioni biologici di buona qualita.

Hanno studiato un sistema OCT ad altissima velocita, et@tiwadi scansionel e | | 6 or di ne
dei muli-megahertz e hanno analizzato la qualita delle immagini ottenute. Il sistema
presentato @&in SSOCT che utilizza un laser FDMLFourier Domain Mode Lockéd

Sono state paragonate tre diverse sorg&ager basate su FDML con velocita di

spazzolaranto di 1 2.6 e 5.2 MHz

Per ottenere tali risultati, sono state applicate una serie di strategie: € stato sviluppato un
nuovo filtro ottico Fabry Perot ad altissima velocita di carico per avaeevelocita di
spazzol amento dell e | &MHgheestata esata énparticblare pr o s s
configurazione di laser FDML per aumentare la potenza totale in uscita, si € sviluppato un
nuovo sistema di distribuziordel fascio multi spot per ridurre le aberrazioni, € stato usato

un protocollo di scansione adattato nmodo specificp per ottenereuna ricostruzione

affidabile deidati volumetrici

La qualita delle immagini nei sistemi mulHz puo essre migliorata mediando molti-B

frame Non si riduce cosi solo Ishot noiseo il rumore dai sistemi di acquisizione ma
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sol it ame n tspeckla noishdevutd @ mofiimento del campione, movimento di

diffusione termica ed effetti simile ridotto, ottenendo cos? unoi mmse
Tuttavia, nei sistemi OCT molto veloci, la media deifr@me a pena velocita di

acquiszione non riduce in modo significativo il contenutordimore. @me si puo vedere

in figura 27, la tipica trama sgranata propria defipecke noissi mantiene abbastanza

stabile nella successione deiffame ad una velocita di acquisizione di ~2khzentre

invecesi riduce il rumore di fondo.

Figura27: Confronto tra diversi protocolli di media. Sinistra: Singokér&8me (in alto) con 600 Acan e una media di 5

B-frame (in basso)Le immaginisono state acquisite a 5.2MHz e mna@so un campione di pelle umanan visibili
ghiandolesudoripare. | frame mediate sono stati acquisiti alla velocité2lHz e mostrano un comportamento dello

speckle stabile come si pud vedere nelle immagini ingrandite. Centro: Immagiive di pelle umana (giunzione del

dito) presa con un diverso setup a una velocita di scansione in profon2li@idiz LO6i mmagiennmamediast r at a
di 5 B-frame consecutive ognuno costituito da 700 scansioni in profondita e acquisite ad una frame rate~fithzta a

L6 i mmagini, non solo mostra una notevole profondit"@ di
immagini di unghia umana con 1200s8an prese con un terzo setup alla velocita di scansione in profondita di 1IMHz.

L6i mmagi ne singolo®3ft eame mentre | 06i mmagi ne -frame eduisapmaat di~ una me
12um/framel ungo | 6asse |l ento ed&30ui $6i ngcaeandumantf o amestrraa el e
dello speckle.

Se, al contrario, si effettua una mediei Bframe acquisitiad una velocita minore, si

riduce ilrumore come si nota ifrigura28 sotto e al centro inigura27.

Qu i n onagingcbndmultiMHz OCT offre opzioni di media completamente nuove: per

la riduzione defumoresi possono acquisirdiversi dataset 3D completi in successione e

poi mediarli assicurandosi che lo stesso punto nel campione sia campionato ad una velocita

di ripetizione sufficientemente bassa. Léef f
mediando frame presifaame rateminori. Wieser et al.(201Qyova che il numero ottimo

di acquisizioni da mediare per ottenere la miglior qualita di immagine si&.di 5
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Figura28: Confronto tra immagini ottenute con tre setuypekocita di scansione iprofondita dil1.0, 2.6e 5.2MHzche
mostrano le strutture cellular di kiwi (sinistra) e cetriolo (centro e destra). La freccia in alto mostra sifigatieB
ognuno costituito da 800-gcan e acquisiti iB00us, 310us and 155udgspettivamentela frecca in basso mostrie

medie dei frame di diversi-Bame (al centro e a destra sono stati mediate-fiaBe presi con un intervalldi ~1s a

sinistra la media ha considerate 10 frameldR4 Ascansdi un diverso luogonel kiwi mediati a intervallic di
acquisizione di~1s.Scala mostra 1mm in acqua.

4.7 Altri tipi di OCT

4.7.1 Adaptive OpticOCT
| sistemi oftalmici che impiegano ottica adattativa (AO) aggiustano le loro caratteristiche

ottiche per compensare le aberrazioni monocromatiche che naturalmente avvengono

nell 6éocchio. AO  stata inizial mente propos
l e distorsioni della luce che passa attra
nell 6occhio da Liang et al ., c h eShackmepunce g, ur

specchio deformabile peorreggere la sensibilita al contrasto e migliorare la qualita della
visione per i soggetti umani e per ottenere immagini con una risoluzione migliore. Poco

dopo, i mosaici desingoli conisono stati visualizzati.

AO-OCT ¢ stata riportata nel 2003 da Miller e al. per migliorare la risoluzione trasversale.
Non corretti, i fasci OCT convenzionali di 1mm di diametro hanno una risoluzione
trasversle limitata che va da ~15 a| 2. Questo rende difficile visualizzare le stane
cellulari singole. Un metodo per migliorare la risoluzione trasversale € aumentare

| 6apertura numerica, che in pratica signif
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entra nell docchi o, poich® questo pdellot er ebbe
spot sulla retinaTuttavia, la risoluzione teorica limitata dalla diffrazione non puo essere
raggiunta a causa di aberrazioni oculari che avvengono quando si dilata la pupilla. AO

OCT misura e corregge queste aberrazioni utilizzando sensoridelédond 6onda e spe
deformabili, e quindi diminuendo la grandezza dello spot e migliorando la risoluzione
trasversale. Si potrebbe notare che le aberrazioni possono dipendere dalla larghezza di
banda della sorgente luminosa impiegata estgus puo migligare impiegando delle lenti

acromatiche.

BN

AO-OCT a risoluzione assiale ultraveloce e stata introdotta nel 2004, portando la
risoluzione trasversale d& a 1Qum nella retina. Uno svantaggio HebagingAO é che la

profondita delfuoco e breve, che signifec che é difficile mettere a fuoco in modo

simultaneo a differenti profondita. Per esempio, i fotorecettori, posizionati in profondita

nella retina, e le cellule dei gangli retinali superficiali non possono essere messe a fuoco

nello stesso momento. Si pebbe pensare di superare questo limite scansionando in
profondita e variando il piano focale o mettendo im&d volumi. Un altro limite dAO é

che il campo visivo  ristretto approssi mat.
eyetracking per aquisire una serie di scansioni vicine e gradualmente ricostruire

undi mmagi ne c he copra un ampi o vol ume potr

problema.

Un potenziale vantaggio dato dal miglioramento della risoluzione laterale ce@@Oe

la miglior compensione delle funzioni della retina normale o patologicaivo. AO puo

inoltre aiutare a migliorare a qual it” generale dell e i mmagin
affette da aberrazione. Migliae la risoluzione laterale e la qualita delle immagini
permettono una migliore performance degli algoritmi di segmentazione automatici e

assistenza nella diagnosi di malattieedla fase dfollow-up.
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4.7.2 OCT a contrasto molecolare

"Gill Pockets " Gill Pockets

500 pm / s - 500 pm /\_.... .
L ' ¢ o gy e faid
4 g
i ' ) b 2 e Y 2 v {
! : g

500 um. . Gill Pockets

(e)

Figura29: Tomografia a coerenza ottica a contrastecolare (MGOCT) di Xenopus laevisllo stadio 54. (a) Vista
ventrale dell dani male con infusione di una mistura di 40
di concentrazione di volume di agarosio; la linea rossa indica la rediamuisizione delle scansioni OCT, (b) e (c)

mostrano immagini Bcan della regione illuminata prima e dopo il fotosbiancamento ICG, rispettivamente; (d) e (e)
mostrano immagini Bcandelle cavitad branchiali di un altro esemplareXdnopus laeviallastessa eta. Si pud notare un
aumento della diffusione tra | e cavit”™ branchiali dell 6arl

L6OOCT a cont r as-O0T) auoaltecmica D@Tr fenziohalé@he combina i
principali vantaggi della microscopia a fluorescenza (rilevamento del contrastica) e

di OCT (risoluzione spaziale e range in profondita maggiore). Nonostante la maggior parte
dei metodi MCOCT riportati finora siano stati implementati utilizzandd-OCT,
possono essere adattati al formaBD-OCT per avere una migliore sensibilita
Recentemente (2005), e stato implementato uno schema atmg per MGOCT usando

un SD-OCT con spettrometro. Lo schema usava indociano verde (ICG), una tinta
approvata da FDA con uno spettro di assorbimento con picco a 790nm, come agente di

contrastolnizialmente si & acquisitana prima scansionseguita dal fotosbiancamento di
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ICG. Poi é stata effettuata una seconda scansione OCT. La differenza delle due scansioni

OCT portava informazioni sulla distrebuzi
risolte in profondita. Mappando la distribuzione di ICG in una branchia di Xenopus Laevis
allo stadio 54 attraverso la tecnica di MBCT nel dominio dello spettro si ottengono

immagini come quella sottostante.

4.7.3 PolarizationSensitiveOCT

| sistemi PSOCT captano i cambiamenti di polarizzazione nella luce polarizzata
circolarmente. E stata inizialmente applicata per caratterizzare la birifrangenza dello
smalto dei denti, pelle, e cartilagine. Poiché la birifrangenza potrebbe cambiare con
| 6 av an z a alattia,dai biriftamganzanottenuta con OCT, pu0 costituire un indicatore
addizionale del cambiamento ghtologie, quali ilglaucoma. Diversi studi indicano che la
PSOCT offre un approccio alternativo per valutare i cambiamenti delle proprieta ottiche

deitessuti. Se si potesse affermare che un cambiamento nella birifrangenza avviene prima

che il tessuto si assottigli o si ingrossi) permetterebbe una investigazione precoce e

l opportunit”™ di interventi tempestivi

4.7.4 Sistemi OCT per la guida chirurgica

OCT e gia stato usato per la pianificazione di interventi chirurgici e pflldw up

|l nol tre, cd stato un progresso nello svi

sono stati impiegati per la prima volta nella chirurgia del segmento aeterio
(oftalmologia) dove un sistema a 1310nm era accoppiato con un microscopio operatorio.
Léuso di dmagimg®@E€T palmarii della lietina e stato impiegato in pazienti
sottoposti a vitrectomia, dopo che era stato rimossa o ILM o la membrananafergter
visualizzare meglio la patologia maculare. E possibile che lo sviluppo di un approccio
intraoperativo possa ulteriormente migliorare utilizzando la proiezioni di immagini virtuali
da OCT sul sito chirurgico e dentro la linea visiva del chirumga, il significato di

implementare tale tecnica in chirurgia deve ancora essere investigato.

4.7.5 Imaging OCT su animali

La natura non invasiva dell dacquisizione
di si st emi ot t i mi z z iahanno pastato atl Gnudcente aumento del n
numero di animali studiati con OCT. Lo scanning oi tridimensionale con OCT &
allettante poiché gli stessi animali possono essere osservati nel iremwipo, rendendo

possibile ad esempio studi longitudinalildestrutture ottiche senza il bisogno di uccidere
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gli animali a diversi intervalli temporali per ottenere sezioni istologiblan solo questo
metodo riduce il numero di animali necessari per gli esperimenti, ma & anche migiiore d
metodi sperimentali peottenere immagini tomograficlehe richiedono diversi animali per

diversi periodi temporali.

Si riassumo brevemente di seguito gli studi che recentemente sono stati fatti su animali di
piccoli e grandi dimensioni. Gli occhi di piccoli modelli animali tisa biologia délo

sviluppo, come le larve dKenopus laevise gli embrioni di Zebrafish sono stati
visualizzati con successo con OCT. Le immagini di roditori sono diventate sempre piu
popolari, grazie al loro relativo basso costo e la vita breve dwsianche il tempo di
progressione della malattia & breve. Inoltre, molti modelli transgenici sono facilmente
accessibili per i ricercatori. OCT é stato impiegato per studiare le dimensioni oculari e
caratterizzare | a cr es cilaceescitmaeglimadhien mbdelli | 6 o ¢ C
di topo affetti da miopia. Modelli di topo con degenerazione retinale sono stati investigati
usando TBOCT, altri in salute o meno con SDCT.

Recentemente, sono stati presentati metodi per ottenere misure automaticimeadani

OCT di topo. Le immagini prese in un topo anestetizzato, tanuteco usando un palco

con uno strato di vetro per neutralizzare il grande potere rifrattivo della cornea del topo, si
sono dimostrat. r i pr oichagiog3b 5D-OCT deQuauretisatdel i nd i
topo puo essere utile per gli studi longitudinali delle strutture retinali neiAaphe i ratti
forniscono una interessante piattaforma per studiare i cambiamenti strutturali nella retina e
nel nervo ottico a seguito di danno @lattia. Dati i loro grandi occhi, € meno complicato

mettere il fuoco sulla retina rispetto che nel topo.

Gli occhi di grandi modelli animali, come il pollo con degenerazione della retina, sono stati
analizzati. | ricercatori hanno usato OCT per esaminaeelli rapaci, maiali, gatti e
conigli. Questi animali hanno occhi che per dimensioni si possono paragonare agli occhi

umani, che significa che sono necessarie po

Modelli di primati non umani sono molto appetibili per stumin OCT, poiché le

di mensi oni e |l e strutture oculari sono mol t

Infine studi OCT longitudinali di piccoli e grandi animali potrebbe aiutare a valutare
| 6efficacia di, tesagieaon dellulétaminalantwdntd apiiurgici, e di

protesi della retina, riducendo nel frattempo il numero di animali richiesto. OCT ha |l
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potenziale di fornire ummigliore monitoraggiodello sviluppo di patologie e la loro
progressione in modelli transgenici o0 meno, che po&efialmente tradursi in un
mi gl ioramento dell 6assetto clinico e della c

4.8 Inconvenienti della tecnologiaOCT

Nonostante i numerosi vantaggi discussi finora, ci sono alcuni problemi riguardanti

| 6i mpl ementOLZ.i one di SD

4.8.1 Dispersione

La dispersione un fenomeno che degrada | a qualit?@
elevata nel caso di impiego di sorgenti a banda larga. Il fenomeno consiste nella
scomposizione di undonda elettromagnetica I
momento in cui questa attraversa un corpo, avente uno specifico indice di rifrazione. La
velocit? con culi S i pr opaga a Sicoomd eascdnapende
onda monocromatica possiede umalifferente, tendera a viaggiare neldag® ad una

velocita differente glcune componenti spettrali di luce a baddar ga r al |l ent ano
rispetto all déaltra ment r).elPoichéadivdrse tumghepzades a at t
percorso ottico corrispondenti a diverse componenti spettrali nel mezzo possono essere
compensate con diverse posizioni del l o specc

funzione di coerenza aumerfampromettendo cofa risoluzione assiaje

Léeffetto netto | édallargamento dell 6i mpul
segnal e e, talvolt a, | 6i mpossibilit™ di ril e
loro insieme producono una riduzione delEohiizione assiale.

Solitamente la dispersione sulla profondita assiale e trascurabile ed e principalmente
causata da wuno sbilanciamento ottico nei d
immagini retiniche, la maggior parte della dispersione nascetdad, che costituisce gran

parte della lunghezza dell docchio. | met odoc
e la compensazione di dispersione. Tale metodo si serve di specchi chirpati, ricoperti da
materiale dielettrico; vengono progettatlmo d o che a diverse lunghez
per dispersione nel materiale corrispondano differenti lunghezze di penetrazione e di
conseguenza diversi ritardi di gruppo. Si possono quindi generare strati di copeettia

ritardi di gruppo tali da compseare quelli prodotti dal mezzo attraversalel caso di SB
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OCT, esiste un altro approccio per compensare la dispersione: via software. Recentemente,
due gruppi di r i daevard Medicah Schopl@ostbre Md)ie ab | | 6
Massachussetts Institutd TechnologyMIT; Cambridge, MA) hanno discusso numerosi
metodi per compensare la distorsiobe esempio di immagimttenutesenza correzione

di dispersione (A) e con correzione tramite specchio (B)ftwvare (C) sono presentate in
Figura30.
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Figura 30: Immagini retiniche con e senza compensazione della distorsione. (A) Immagine della retina senza
compensazione della distorsione. (B e C) Immagini della retina con compensazione della distorsione utilizzando una cella
d 6 a c gl braccindi riferimente attraverso software, rispettivamente. NFL, strato di fibra nervosa; GCL, strato di
gangli; IPL, strato interno plexiforme; INL, strato interno nucleare; OPL, strato plexiforme esterno; ONL, strato nucleare
esterno; ELM, membrangerne di confine; IS/OS, fotorecettore interno e segmento di giunzione esterno; RPE, epitelio
retinale pigmentato; CC, corio capillari.
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4.8.2 SNR Drop-Off
Movimenti del campione o della sonda possono affievolire il segnale, decrementare la
risoluzione assial e (0) trasversale, e ridurre SNENR Drop-Off), che si manifestano in

una distorsione e in una sfocatura dell i mma

L BNR DropOff € un fenomeno causato dal non perfetto mantenimento della
monocromaticit”™ dell donda& durante | 6acquisiz
In TD-OCT, il movimento del campione o della sonda influenzano solo i pixel

del | 6i mmagine per [ qgual i ~ stato acquisito
segnale per pixel € molto breve, il peggioramento di SNR e della risoluzione spaziale

dovuto al movimento puo essere trascurato.

Tuttavi a, i deterioramento dell 60CInmagi ne dc
guali il segnale é acquisito nel tempo a diverse profondita di interesse nel campione, puo

essere rilevante.

Il drop-off di SNRnei sistemiSBOCT @ dovuto alla risoluzione
durante | 6acqui si zi on@CTdladrghezza ditineassociataNae i Si st
ciascun numero doébonda  cos?® piccdrdpaff che que

di SNR nei sistemi S®CT e principalmente dovuto alle non linearita nella scansione dei
numer i déonda. Usual mente queste non | inear:|
cosi questo problema non € prominente e pud essere trascurato oltre il raragesidnsc

in profondita.

Nei sistemi SDOCT con spettrometro, SNR non € lo stesso lungo tutto il range di
scansione in profondita. Infatcende a mano a mano che la differenza di percorso tra
braccio di riferimento e braccio campione aumentdrdp-off di SNR puo essere descritto
come la convoluzione tra la funzione di risoluzione spettrale, che e una funzione reale
del | 6ampi ezza fdispositivoadi fdt@ livelapioneCED, e dled kegnale
interferenza nel dominio della frequenza. Nel sist&DeOCT con spettrometro, drop-

off di SNR puod essere abbastanza serio vicino ai 20dB oltre il range di scansione. Si puo
migliorare questo fatto da un lato diminuendo la dimensione dei pixel della camera CCD o
muovendo la regione di interesse del campiwicino al punto di uguale lunghezza di

percorso. Recentemente, Z. Hu et al.(2005) hanno riportato un raigéoto detirop-off

72

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari



4. Funzionamento e implementazione dei sistemi OCT

acquisendo we set di spettri; uno prima e uno dopo lo stigt dispositivo CCDdi una
distanza pari a meta della dimensiahen pixel.

4.8.3 Segnale simmetrico

Poiché lo spettro acquisito in SDCT € una funzione reale, la sua trasformata di Fourier

(FT) e simmetrica rispetto al punto in cui i cammini si eguagligneesto porta a ridurre |l
contenut o i nf or manteiavscansiane giudats iPdr ioVviare & aid € 6
necessario costruire un segnale complesso, e quindi ricavare informazioni sulla fase del
segnale.

La natur a si mmeduindiunaimmaginelsgeéulare cha limgaail range di
scansione complessivo 8D-OCT. I modo per evitare | 061 mm
raddoppiare il range di scansione € ottenere il segnale complesso a range totale. Per fare
guesto, I 6informazione di fase del segnal e
sviluppati dversi metodi per ottenere questo risultato. Un approccidiveiframe method

nel quale si costruisce il segnale complesso acquisendo cinque misure consecutive degli

spettri presi con unashift di fase incrementale di/2. La figura sottostantenostra

undi mmagi ne di o c c ISDOCTpradzienaleneocongplesgal i si t a con
Optical Path Difference Optical Path Difference
neg pos neg pos

[pixels]
900

[pixels]

0 1024 0 1024

[pixels] [pixels]
A B
Figura31: Immagini di occhio porcino. (A) Immagine di occhio porcino ottenuta colrOSDT st andar d. L&i mm
speculare e causata dalla natura simiceetdella trasformata di Fourier (FT) di una funzione reale. (B) Immagine di
occhio porcino priva di wrapping grazie allbéacquisizione
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Al tr i met odi i ncludono | 6uti BixBzmedil umt &c ¢ @
la traslazione dello specchio di riferimento per introdurre shit di fase di 90°, e
| applicazione di u n -ottimm pleu hcguisicer le spedti®CTf ase el
complesso.
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5 OPTOELETTRONICA E CO MPONENTI OTTICI

In quesa sezionei si soffermerdu alcuni componenti otticdeslettronici per permettere
il confronto delle implementazioni della tecnologia OCT e capire alcuni dei punti di forza
o dei limiti di questa. Questi comprendore sorgenti, le linee di ritardo ottico,

| 61 nt er frieelatorme t r o,
5.1 Sorgenti

La sorgente ideale per un OCT, saepto meno, dovrebbe avere tipicamente una
lunghezza dbébonda <centrale attorno agl:. 800nr
1300nmper i tessuti non trasparentin amjo spettro, un profilo del fascigaussiano,
undalta potenza di out put , basso rumor e, d

un dispositivo biomedico dinaging

Le sorgenti a semiconduttore sono oggi quelle piu largamente impi&gate.sorgem a

onda continua che includono i diodi superluminescentglie amplificatori ottici a
semiconduttore (SOAXome in un semplice modello di diodo emettitore di luce (LED), in

una giunzione m polarizzatalirettamenteun elettrone cade in una lacunalimprocesso

chiamato ricombinazioneContemporaneamenta | | a transi zione del |
generato un fotone. Se nella giunzione si verifica una forte polarizzazione in avangi,

nei diodi a superluminescenza (SL.Bi forma una grande densiteetettroni e lacune, e la
potenza in uscita pu, raggiungere valor:i d e
aumentarein modo indefinito o la amplificazione della radiazione superare la perdita:

perdite avverranno comunque, e potrebbero distruglgerearatteristiche dello spettro

ampio. Queste sorgenti hanno il vantaggio di un costo relativamente basso, una piccola
dimensione, un profilo Gaussiano, e un output modulato variando la corrente.
Frequentemente vengono combinati assieme due SLD conlungke d6onda | egge
diverse per produrre spettri ancora piu ampi. Tuttavia, la potenza di queste sorgenti (1
mW) non s uimhging in eivot e il lgre uso é Quindi statdimitato

generalmente a sistemi piu leatie operandn vitro.
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Le sogenti al amplificatori ottici a semiconduttofiSemiconductor Optical mplifiers,

SOA) sono | e pi Y ammagamgad alta eeloatdGli amplficatart e per
ottici a semiconduttore utilizzanansemiconduttor&eome mezzo attivo ottenendo anche

qui l'effetto di amplificazione o guadagno per effetto dell'emissione stimolata grazie pero

ad un segnale di pompa elettrico che crea inversione di popolazione.

Questi ampliicatori hanno una struttura Sikai diodi laserFabryPerot ma con elementi
anttriflesso sulle facce esterne. Progetti recenti includono stratiii@ésiso eguide d'ond

inclinate che garantisconoflessioni delle facce esternmferiori allo 0.001%. Esse
consentono di creare una perdita di potenza concentrata maggiore del guadagno in cavita,
prevenendo il formarsi di un'osciliane laser. Tali amplificatoriavoranoa lunghezze

d'onda tra gli 850nm ed i 166 e generano guadagni fino adB0

L'amplificatore ottico a semiconduttore ha piccole dimens@mpEpcocostoso pud essere
integrato con laser a semiconduttore, modulatori, ecc., tuttavia il S@abastanza
rumoroso, presenta un guadagno inferiaspetto ad altri tipi di amplificatori (ad esempio,
guel | i i n fibra dunagaléraa sensibilita alla ipalaoizzazidh® EdA )
elevate nodinearita a tempi di risposta molto veloci. Questo origina atbfche il tempo
medio di vita degli elettroni nello stato eccitato € molto ridotto e questo comporta rapide
reazioni del guadagno alle variazioni di potenza del segnale utile e di quello di pompa. A
sua volta rapide variazioni di guadagno possono disterit segnale. Queste ndinearita
costituiscono il problema maggiore per applicazioni nelle comunicazioni ottiche. Tuttavia i
SOA garantiscono la possibilita di ottenere guadagno per lunghezze d'onda diverse dagli
EDFA.

Due modelli dilaser ecristalli a stato solidsono diventati tra le piu importanti ggmti in
OCT:il lasera titanio zaffiro(Ti:Al.Os) e quello aforsterite cromdCr**Mg,SiO), sonoin
grado di fornireunalta risoluzion® una grande potenza uscita Essi sono sorgenti a luce
pulsata con durate nel range dei femtoseca@desti laser paraagnetici contengono ioni
di lantanie e actinite,che sono usati per drogsil materiale ospitecome il vetro o |l
cristallo. Le interazioni vibrazionaltra gli ioni ospiti e quelli drogatiportano ad uno
spettroampio di assorbimento eidemissionedella radiazione | lasersono otticamente
at t i v ainversiotheadi popolaziongamite unpompalaser Questi laser permettono

grandi potenze enapielargheze di banda ma sono generalmentenplessi e costosi.
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Per il laserTi:Al ;O3 il cristallo € generalmentgompato con un laser ad argda potenza

di picco é di circa 400W, la lunghezza dfma centrale € nel range di 800 e la
largheza di banda si avvicina ai 206. Con questa sorgengestato possibile ottenere una
risoluzione in al di sotto de2um Tuttavia, poiché la lunghezza d'onda ottima per
I'imaging nei tessutnon trasparenti & di circa 13@® questa sorgente & usata soprattutto

nei tessuti trasparenper esempio l'occhi@ perprofondita inferiori ab0Qum.

Il laser Cr**Mg.SiO, offre una penetrazionali indagine superiore nei tessuti non
trasparenti rispetto al laser precedentemente ,viatdunghezza é@nda centrale é di
1280hm con una potenza uscitadi 300mW. Poichéla larghezza di banda e di 2@@ si
riescono ad ottenemgsoluzioni al di sotto deiddm. Inoltre,dal momento che la lunghezza
d'onda media vicinaalla finestra ottica pea rivelazione delle radiazioni retrodiffusel
tessuto biologicptale sorgente @iu pratica per iimagingdelle patologie umanéssieme

alla alta potenzache la caratterizzaessa € particolarmente utile come sorgente per

l'imagingin vivo.

Possono essere impiegate come sorgamtine amplificatori ottici dibre drogate con terre

rare. Gli amplificatori in fibra drogata(DFA) sono amplificatori ottici che usano
direttamente un tratto dibra ottica drogatadi lunghezza L come mezzo attivo per
lamplificazione di un segnale ottico. Il segnale utile che si vuole amplificare ed un segnale
ottico di pompa vengono multiplati in una fibra drogata ed il segnale ottico utile risulta
amplificato pereffetto dellemissione stimolatdi fotoni grazie all'interazione del segnale

ottico di pompa con gloni del drogante.

Il segnale ottico di pompa eccita infatti gli elettroni del drogante e li porta in uno stato a
piu alta energiaifversione di popolamné da cui essi possono decadere in uno stato ad

energia inferiore mediante I'emissione stimolata di un fotone. Generalmente i livelli di
energia coinvolti formano un sistema a tre o quattro livelli e quindi includono transizioni

non radiative dal livetl a massima a quello a minima energia e viceversa.

La finestra di amplificazione di un amplificatore otticofifmestra di guadagnaovvero il

range di lunghezze d'onda per cui I'amplificatore mostra un guadagno sfruttabile, dipende
dal tipo di ioni di drgante impiegati, dalla struttura vetrosa della fibra ottica e dalla
lunghezza d'onda del segnale di pompa impiegato. Il guadagno di un amplificatore ottico

dipende anche dalla intensita locale del raggio in ogni punto all'interno dell'amplificatore.
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Nonostnte le transizioni elettroniche di un singolo ione siano ben definite, quando gli ioni
vengono inseriti nel vetro della fibra ottica si verifica un allargamento dei livelli energetici
e di conseguenza si allarga anche la finestra di lunghezze d'ondasden@ essere
amplificate. Questo allargamento ha una componemtegenead unaeterogeneail che
comporta unapettro di guadagnoon uniforme su tutte le lunghezze d'onda e dunque una

possibile fonte ddistorsionede lampezza.

La capacita per una sorgente gaussiana a banda ampia di spazzolare le frequenze e
importante perSSOCT. Idealmente la profondita lineare dello spettro dovra essere
piccola e la velocita di spazzolamento veldcenode-hopping minimizzato e la velocita di

spazzolamento lineare.

5.2 Interferometri

L imterferometro diMichelson con urbeam splitter5050 rappresenta la configurazione
originale dei sistem®DCT e questa configurazione probabilmente rimane la piu comune. In
guesta configurazione la potenza del braccio di riferimento & parzialmente attenuata per
minimizzarebttimizzare la performance ma l'attenuazione ottimale rimane controlersa.
maggior parte dedesignattuali impiegano una detenziomiamente bilanciatache
dovrebbe essere lo standaadquesto puntgoer i sistemiTD-OCT, e possibilmente anche
per i sistemSSOCT per ridurre lI'eccesso di rumorlcuni gruppi usanaplitter di fascio
sbilanciati(90:10), dove la maggior parte della potenza e indiriazalt braccio campione.
Questoe fatto dal momento che tilessione del campione & sostanzialmente inferiore a
guella del segnale dal braccio di riferimentddonostante cipmolti designsempre piu
complessi sono stati proposti tuttawéasi costituisconoin praticadelle modifiche da

configurazione origiicheldlo. del |l 6i nterferometro

5.3 Linee diritardo ottico

Esistono molte configuraziomer lelinee di ritardoottico, ma quellabasata sweticolo di
diffrazione probabilmente € la piu comunementsata per i sistemi dmaging ad alta

velocita.
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Sono presentati qui alt@nfigurazionicomunemente usate negli ultimi 10 amifiettore
a galvanometrgpiezoelectridiber stretche.

La versione piu sempligge r | 6 i mp |ldieunadimea di tardoottieo ecostituita da

uno specchio posto su un galvanome@rgcansione lineare nel braccio di riferimento. Il
galvanometro tipiamente scansiona al di sotto3@i mm/s Nei primi sistemi questo
corrispondeva alla generazione di una immagine in 80l conprofondita di scansione

di circa 3nm, con la dimensioné pixel di 300x 300. Questo € insufficiente per prevenire
artefatti da movimento e per la necessita generale di acquisire un ampio numero di
immagini in breve tempdl| ritardo di gruppce il ritardo di fase cambiano in parallefmn

c'e instabilita di polarizzazione e non ci sono perdite significative di potenza assdciate

specchio o qualsiasi altra riflessione aberrante.

A causa dei limiti di velocita associati al galvanometmaezcelectric fiber stretchesono
stat introdoti come metodo per aumentare la velocita di acquisizigssi permetbno
velocita di acquisizione dell'ordine di 4 frafse250 x 250 pixelln questo approccio la
fibra @ modo singolo nel braccio di riferim® €& avvolta attorno a trasduttori piezoelettrici

che sono tipicamente ceramiche policristalline.

Un trasduttore piezoelettricPZT) € una ceramica multicristalinche subisce una
espansione del cristallo quando una carica elettrica viene applicatatrildegli elementi

del cristallo subiscono un riallineamento, che fa si che l'intero cristallo non si trovi piu ad
un volume minimo bensi si espanth funzione ddh tensionel PZT si espandono in
maniera proporzionale lal tensione applicatallungando le fibore e aumentando cosi il
gruppo di ritardo ottico. Essi possono essere impilati per aumentare il loro effetto ma cio
puo portare drizione eallo sviluppo dicalore che potrebb® a loro voltaportare ad una
rottura del cristallol PZT hanno fequenze di risonanza che dipendono dalla massa e dalle
proprieta elastiche del cristall@omela suscettibilita elettrica. | problemi piu rilevanti
associatiai PZT sona |Gsteresi, la coerenza di polarizzazioné dispersione dei modi di

polarizzazionee le alte tensioni

Gli estensori PZTnon si comportano come uni@mogeneema consistono di micro
domini, si puo vedere che non appena un domaambiain risposta hcampq si sviluppa
unafrizione tra di loroche comporta una degenerazione delleossp Quindi la risposta ad

una tensione applicataon € lineargcosi che ad esempipuna forma d'onda triangolare
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non comporta una risposta triangojamlla velocita di 4 framés e possibile attuare una
correzione di primo ordinana a velocita di aegsizioni maggiori € piu difficile operare
una correzione per l'istere$iPZT sono anche soggetti a rottura a temperature vicino agli
80°C. L'aumento di temperatura € dovuto a dissipazione di poteadia &izione, che
peggiorase si impiegan@nde trangolari o un grande numero di pi@li allungatori sono

poi soggetti anche a tre diversi problemi di polarizzazidheorimo €l 6 i ncapaci t
mantenere una polarizzazione fissgvuta & &véolgimento delle fibre il secondo
problema di polarizzazioné ura derivalenta che risulta dal graduale incremento di
temperatura del cristatlanfine, la dispersione dei modi dellaolarizzazione avviene a

c a u s alluaganheht® attivo delle fibr@liversi stati di polarizzazione corrispondono a
diverse espansni del cristallg.

Le linee di ritardo che ricorrono a reticoli di diffrazione sono statedotte nei primi anni
®0permodel | ar e i mp ufemstasecahd. Quabtadivamantia eadiakienedi
riferimento e direzionatsu unreticolo; la radazionedispersavienepoi focalizzata su uno

specchio inclinatocome mostra la figura2.

Figura32: Schema del braccio di riferimento di una linea di ritardo bastet®olodi diffrazione

In funzione della posizione sullgpecchioavvieneuno shift della fase dellaradiazione
riflessa dllo specchig e quindipoichéla radiazionee dispesa in funzione della frequenza
un aumentalellafase nel dominio della frequenza risulta in un ritardo di gruppo ottico nel

dominio del tenpo.
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Questa strutturda diversi vantaggi oltre alla velocitBrimo, i ritardi di gruppo e dfase

possono essere controllati in modo separétsecondo vantaggio della tecnica basata su
reticolo & che la dispersionauo essere compensata senza la ret@edi componenti ottici

aggiuntivi Se la dispersione avviene nel tessuto essa pud essere compensatdoaléera
posizione dello specchiehte relativaal reticola Queste linee di ritardo possono ottenere
immagini a 8 framks, a 256 x 256 pixel2000 scansions. Gli svantaggi includono una

perdita di potenza associalla grigliae una dispersione cromatieas soci at a al | 0
di una sorgente a banda larga.

5.4 Rivelatori

TD-OCT e SSOCT usano i singoli did PIN (diodo tipop, intrinseco, tipen) per la
rilevazione di segnali otticimentre SD-OCT tipicamente impiega uwlispositivo CCD
(ChargeCoupled ®vicg. SD-OCT potrebbe sfruttaran singolo rilevatore e una griglia o

dispositivi simili ma questo si fa raramente.

5.4.1 CCD

Il CCD (acronimodellinglese ChargeCoupled Devicgin italiano DAC, dispositivo ad
accoppiamento di carifaonsiste in urtircuito integratoformato da una riga, o da una
griglia, di elementisemiconduttorin grado di accumulare ur@arica elettrica(charge
proporzionale all'intensita dellaadiazione elettromagneticahe li colpisce. Questi
elementi sono accoppiatdupled in modo che ognuno di essi, sollecitato da un impulso

elettrico, possa trasfeei la propria carica ad un altro elemento adiacente.

Inviando al dispositivodevicg una sequenza temporizzata d'impulsi, si ottiene in uscita un
segnale elettricgrazie al quale € possibile ricostruire la matriceigel che compongono

I'immagine proiettata sulla superficie del CCD stesso.

Questa informazione pud essere utilizzata direttamente nella suma #oralogica per
riprodurre I'immagine su di umonitoro per registrarla su supporti magnetici, oppoue
essere convertita in formattgitale per I'immagazzinamento file che ne garantiscano il

riutilizzo futuro.

La radiazione elettromagnetiaa focalizzata su un arreyi dvelatori e l'output di ogni

rivelatoredeve essere letto in modo sequenziale.
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L dnita base dell&CD é un condensatore a semiconduttore metallo o¢dkdS). Uno
strato di dossdo di silicone si forma dusilicone di tipo p. I gateé un elettrodo metallico
polarizzato positivamente rispetto al silicone toppie elettronéacuna si formano nel
momento in cui entrano i fotoni. Gli elettroni sono attratti dal silicimehé si mantiene
una tensione positivanentre le lacune si muovono in direzione oppoQuaesti elettroni
sono intrappolati sotto il metallo da una barriera di potenzgdilelettroni si accumulano
quindi, durante il periodan cui si effettua lanisura oil periodo di integrazione.

| Gate
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-—
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Figura33: Schena di un elemento componente@GD

Ora una serie di condensatdviOS devono essere letti in modo sequenziale. Non appena
sia stato raggiunto un tempo di integrazicauatto,la carica puoessere rimossa dalla
catena dMOS, attraverso unaimozionesequenziale dei potenziali dghte shiftandola
barriera quantica effettiva. Non si puo fare una nuova integraZimoea che le cariche
non siano state rimosse per tutta la lunghezzaé dely. Peraumentargquindi, la velocita

di scansiongsi pone una seconda2CD schermatachiamatafregistro di trasport lungo

il campo e schermatper laluce entrante Quando la carica e trasferita al registro di
trasporto puo essere letta in modowsaiale mentre I&€CD originale sta accumulando
IGmmagine successiva. Quando piu grseno presenti la lettura degli elettroene fatta
attraversi la lettura del registrtyn aumento della complessita dell&€D puo, da un latg

migliorare la performace dall'altro, portare a significative sorgenti di rumore.
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5.5 Elettronica di rilevamento

La maggior parte detlettronica di rilevamento non sara discyssanodo particolarger
guanto riguarda design del circuito. Tuttavicomprendere alcuni aspiediei componenti

elettronici e ottici € necessario per comprendere i punti di forza e i limiti delle varie

implementazionOCT.

5.5.1 TD-OCT

Con TD-OCT, dopo che il segnale stato rivelatp esso passattrazerso un filtro passa
banda per rimuovere il rumore adse frequenze. Dopo il filtraggid segnale viene
demodulato attraverso una demodulazione sincr@maxing, o una deradulazione
asincrona(envelog detectioh Lo scopo principale della demodulazione e quello di
rimuovere la frequenza portanfshift Dopplen dovuta al movimento della specchio in
movimento Con TD-OCT il segnale passa attraverso un amplificatore logaritmico di
demodulazione che comprime i dati e aume®iNR Dopo che lafrequenza portanté
stata rimossaviene effettuata una conversioaealogicedigitale In entrambi i tipi di
demodulazionela frequenza portante deve essere molto maggiore aosphdt frequenza
di modul azi one cihf@mazooer Nela demadeldzibnesintron ila
segnale misurat@i combinacon un segnalad una frequenza identica a quella della
frequenza portantée essenziale che la fase della portant@desegnale aggiunto siano
vincolate Cio porta ad uncshift dello spettro del segnale modulatella sua posizione
originale sull'asse delle frequendésegnaleé poi filtrato con un filtro passabasso per
rimuoverela frequenza portanteCon la demodulazione asincrgneome suggerisce il
nome, non €& necessaria la sinézaazione(fase e frequenzara i segnali di iput e il
segnale di demodulazion&ssa sbasa sul fatto che la funzione di autocorrelazione e
positiva e la sua frequenza angoléreviluppo) varia lentamente se confrontata a quella
portante Tuttavia c'é untrade-off tra il rendimentodi potenzadi outpute laqualita del
segnale didemodulazionelnoltre, la demodulazione asincrona richiede una potenza di

trasmissionenaggiorerispetto a quella sincrona.
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Figura34: Elettronica di rilevamento della maggior parte dei sistemiO®T. In A, il segnale vielatopassa attraverso

un filtro passébanda per rimuovere il rumore a basse frequenze. In B, si effettua una demodulazione per per separare la
funzione di autocorrelazione dalla portante. In C, si effettua un filtraggio-passa per rimuovere la portantenpai

della conversione &

5.5.2 FD-OCT

Con FDOCT il segnalee rilevato da un aay di fotodiodi, seguito da digitalizzazione

tramiteun convertitoreanalogico digitalédata acquisition board | dati sono poi trasferiti

ad un elaboratore per estrarne il conteninformativa Prima di operare la trasformata di

Fourier discreta (DFT), i punti ddlo spettro dovrebbero essere edistribuiti

nell 6intervall o di numer i codrrsponddnde intervdlledi e s sat o
| unghez zlaDHEI¥ienadlirque effettuataui dati digitalizzatiViene poi filtrab

il segnale ottenut@er rimuovere il rumoreli fondg e successivamente viene attuata

media spettralger ottenere spettri meno rumorosi i mmagi ne subi sce unao:
che include una ampensazione per la dispersipnma compensazione pée diverse
sensibilitaproprie deifotodiodi, e una compressione logaritmi¢selbenequesta avvenga

dopo DFT)
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5.6 ConversioneAnalogico-Digitale

Una conversioneanalogicedigitale (AD) e ovviamenterichiesta per un monitoraggio
digitale dei dati acquisiti e per la loro elaboraziomleconvertitoreA-D campiona a 2
dove n & il numero di bit nel convertitofeD e il range dinamico & dato da 10l0g(2

Le quattro piu comuni sorgenti di rumore nel comiitore A-D sono Gerrore di offset
| ebrore di scalala non linearita e non momonia. Erori di quantizzazion® errori ad essa
associati, sono particolarmente significanti nelle tecnicl@CT nel dominio della
frequenzapoichéla trasformata di Founieviene fatta susegnale gia digitalizzatmon sul
segnale analoganalogico

Tutti i sistemiOCT digitali sono oggi ampiamente studipbichépermettono il vantaggio
di alterare il filtro passa banda attraverso un controllo computerizZatesb é
paticolarmente utile per i sisten@CT Doppler. Per la realizzazione di un sister@CT
interamente digitale¢ necessaria una alfeequenzadi campionamentocome anche un
ampio range dinamico del convertitapalogicedigitale La frequenzali campionameto
della conversion&-D deve essere alta abbastanzamescire adigitalizzare la piu alta
frequenza del segnale di interferenkaoricamentgper il teorema dNyquist, & necessaria
unafrequenzadi campionamento di almeno due volteggioredela piu alta frequenza

campionaa.
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6 ZEBRAFISH

6.1 Introduzione

Figura35: Zebrafish

Lo scorso decennio un piccolo pesce originario dei fiumi delestigasiatico e salito alla
ribalta come uno dei sistemi modello piu importanti nelialdgia dello sviluppo e
riconosciuto come tale dal NHN@tional Institute of Healthamericano. Il pesce zebra
(Danio rerio) noto anche con il nome inglegebrafishsta assumendo un ruolo sempre piu
predominante in ambito scientifico non sono nellarcaedi base, ma anchegli studi
comportamentali, nella patogenedi origine batterica nelle neurdegenerazioni, nella
ricerca farmaceuticaden particolare nello studio di malattie ereditarie e congenite. Questo
piccolo pesce, -8 cm di lunghezza inta adulta, ha fattd proprio ingressomella storia
dell a biologia grazie all a tr asppduttiegnaz a d el
fecondazione esterna, ed un bregielo riproduttiva Oltre quanto menzionato in
precedenza, la possibilita didurre mutazioni puntiformi su singoli geni, is@amutanti e
'uso di tecnologieproprie della biologia cellulare, quali il trapianto di cellule e
I'inattivazioneselettiva di attivita geniche specifiche, ha permesso il suo utilizzo in uno

spettro sciertico sempre piu ampio. In via di completamento, sulle orme del progetto
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genoma umano, € il sequenziamento dellintero genordeltiafishda parte del Sanger
Centre (55]). Zebrafishe stato utilizzato in diversi ambiti deld#iologia che vanno della
biochimica alla biologia comportamentale.
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Figura36: Stad dello sviluppo embrionale diebrafish
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Figura 37: Disegni alla camera lucida di embrioni débrafishnelle prime fai di sviluppo Al e schema delle varie
componenti cellulari.

6.2 Sviluppo dello Zebrafish: una visione generale

Lo sviluppo dello Zebrafiskavviene aduna temperatura tra i 26 e 0 gradi centigradiln
realta lo sviluppo puo avveniie un ambito di tempature piu ampio che va dai 21 ai 32
gradi centigradi: questo garantisce la possibilita di steidiro cronici (studi sul
cambiamento ndassi di sviluppdli unindividuor i s p eantenatddarhritedo sviluppo
utilizzando tecrihe di trapianto cellulare.
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Figura38: Immaginidi embrioni diZebrafish a 24 ore di sviluppo
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Figura39: Immaginidi embrioni a 48 ore di sviluppo.
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Figura40: Immaginidi embrioni di Zebrafista 5 giorni.

La prima divisione cellulare avviene dopo tre quarti d'ora e nel giro di 2Zelafish
mostra caratteristiche morfologiche ben distinte. La semplice osservazione al microscopio
permette di riconoscere gli occhi, ghioliti, i somiti, i dotti pranefrici, i precursori delle
cellule del sangue, un sistema vascolare di placodi olfattivi e I'epifisi. Inoltre, utilizzando
anticorpi omarcatorigenetici € possibile evidenziare un sistema nervoso ben organizzato e

definito sepur piu semplice rispettaquello dei mammiferi.

Nel giro di altre 48 ore siyp osservare una pompa cardiaca e la dinamica delle cellule
sangue. Utilizzando marcatenolecolari opportuni si iniziama distinguere i diversi tipi di
neuroni ed un appamtgastrointestinale in formazione che potra essere osservato
morfologicamente al quinto giorno. Si distingue un fegatologicamente molto simile a

guello dei mammiferi, @i reni.
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Figura41: Sezioni di vari organi dZebrafi e di uomo (le scale di riferimento non sono in proporzione ma si puo notare
la somiglianza a livello istologico). Le immagini mostrano le seguenti sezioni: retinica, articolare, di un dotto biliare,
tumorale, cervello, fegato, ependima (A uomdbrafsh) .

Il dato piu notevole riguarda il fatto che svariang causa di difetti congeniti nell'uomo,
se mutati ndd Zebrafish inducono difetti paragnabili, se non del tutto similialle
mutazioniriscontratenel 6 e s s e r ¢a daisd d fatto cheslpossibilita di studio sono
fortemente amplificatén Zebrafish sia per le tecniche di manipolazione embrionale, sia

per lanumerosa progenie.

Un aspetto molto spesso sottovalutato e la somiglianza genetica dei diversi organismi del
regno animale. Dei pmi 100 farmacial mondo si conosce in parte il meccanismo

d'azione. Tali farmaci lavorano sul prodotto di 62 geni (umani), di questi solo 7 non hanno
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corrispondena nello Zebrafish Volendo estendere il paragone anche ad invertebrati come

il moscerino d#a frutta (Drosophila melanogastgrsi avranno solo 9 geni non presenti,

appena due in piu di un vertebrato. Non solo questa somiglianza € numerica ma gli studi
sull devoluzione molecolare hanno di mostrat
spessadentici nei vari organismi, e questi sono in geriedemini in cui i principi attivi

dei farmaci agiscono. Chiaramente, non si puo attendere una completa somiglianza e
probabilmente non tutti i farmaci umani avranno sempre un loro interlocutore modecola
noto o presente nel vertebrato Aminoreodo ma

casi.

6.3 Lo Zebrafish come sistema modello per lo sviluppo e la malattia.

Lo Zebrafishsi sviluppa velocemente e permette di osservare la maggioranpaogei

organi nei primi giorni di sviluppo. Le sue dimensioni embrionali (pochi millimetri dopo 5
giorni di sviluppo) permettono di manipolarlo in maniera quasi del tutto automatizzata
garantendo cosi il trattamento e l'analisi di molti embrioni simultaneamentte)ra
numerosa progenie (fino a 200 embrioni la settimana pepia@oe la possibilita di
mantenere circa 10 adulti in 5 litri d'acqua, garantisce una quantita di unita sperimentali
vastissima nell'arco di un anno. Inoltre, il mantenimentodasbrafshé da un centesimo

a un millesimo economicamente piu vantagginspetto al topo, sistema animale principe

delle industrie farmaceutiche.

Non solo i costi di mantenimento spiegano la sua forte crescita nell'utilizzo a scopo di
ricerca per sviluppare owi farmaci ma anche considerazioni di natura economica sulla
guantita di prodotto utilizzato per effettuare I'analisi. Questo rendeboafishutilizzabile
(restando nel campo dell éindustria far maceu
i saggi cellulari. Gli ovvi vantaggi sono che questi potenziali farmaci possono essere
analizzati su un organismo o su un mutante anziché su una linea cellulare in pratica nello

stesso tempodeallo stesso costo.

Lo Zebrafishé stato usato storicamente pipaimente come modello per comprendere
I 6 e mbr grazie alig ialta fecondita, la fecondazione esterna e la trasparenza ottica
del |l 6embrione, che permette sia | a visual:|

visualizzazione di proteine fluasseenti come la &P (Green Fluorescent Protein
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Recenti sviluppi tecnici usati per lo studio dello sviluppo hanno aperto nuove strade
nell'indaginedelle diverse funzioni geniche; in particolare, e risultato di grande importanza
la possibilita di effettua knockdowrd , o v v er o a b fueebnaloublizzangcee net i ¢ h
oligo fosforo diammidato morfolino, in grado di bloccare in maniera sequenza specifica la

traduzione degli RNA messaggeri

La possibilita di usufruire di mutanti chicamente indotti e déffettuare inattivazioni
genetichefunzionali ha portato IZebrafishad essere utilizzato come modello per molte
malattie umane. Esso e utilizzato denocopiare disordini desistema ematopoietico,
cardiovascolare (Steiner et al.1996; Xu et al., 2008jvo (Goldsmith e Harris, 2003), ed

e rerale (Drummond et al., 1998). In particolare la ricerca in ambito cardiovascolare ha
fornito informazioni importanti sullo sviluppo in generale del cuore grazie alla capacita
dello Zebrafish di non dipendere nellerimne fasi dello sviluppo della circolazione
sanguigna. LoZebrafish- st ato wutilizzato anche in stud
Weinstein, 2002), sull'udito (Whitfield, 2002), e come modello per la sordita genetica
umana (Whitfield, 2002). L&ebrafishsta inoltre risultando un modello emergente per lo
studio dei modelli neurodegenerativi e neuromuscolari come ['Alzheimer (Tomasiewicz et

al., 2002), la distrofia muscolare Duchenne e diverse miopatie (Basset e Currie{13D03).

6.4 OCT su Zebrafish

Durante | o sviluppo embrional e, | 6organi zzaz
degl i organi funzional.i richiede cambi ament
capacita di monitorare direttamente questi complessi matimmorfogenetici ha

ampiamente aiutato la comprensione dello sviluppo aokne cos?3 C 0 me | 6ar

anomaliecongenite e mutazioni nei sistemi modello

L idnaging in vivo € molto importante ma anche molto impegnativo. Gli embrioni dei
vertebrati sono spss molto piccoli, richiedendo quindi una risoluzione spaziale alta
(<10pm) per seguire i movimenti cellulari e distinguere gli strati di tessuto. Inoltre,
sebbene alcuni embrioni siano trasparenti come queleloiafish al t r i |, come | 6e¢e
di topo, ®no abbastanzapachj e quindi e difficile ottenere immagini in profondita

attraverso molti strati di tessuto. In piu, la velocita alla quale processi come il battito
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cardiaco avvengono, puo essere difficile da raggiungere per la risoluzione tempariale a c

lavorano molti sistemi.

Sebbene esistano quedimitazionj i recenti avanzamenhelle metodologiedi imaging
hanno aumentati il livello e il numem analisi che pssonocessere fadin diverse specie
di embrioni. Tali avanzamenti hanno avuto un attp fondamentale nel comprendere

molti aspetti dello sviluppdra i quali,in particolare guello cardiovascolare.

Sono stati impiegati diversi metodi per ottenere immagini dello sviluppo cardiovascolare.

Met odi imagimgespistopico e la Tomografia Proiezione Ottica permettono
undanal i si eccellente dell a st r uidentiicara 3D d
strutture specifiche comarcatorifluorescenti. Tuttavia, il tessuto deve essere fissato per
entrambi i metodi e sezionato nel casotetniche episcopiche. Altri metodi come la
biomicroscopia ad ultrasuoni ad alta frequenza e NMR$onanza Magnetica Nucleare)
sononodi struttive e po simagimai vadusnscempéeti di sitart e  per
embrioni o di S p erpoi digli stessi ma soffrono Wiiunaabbskad i nt e
risoluzione spaziale (~36 0 O m) , che rende difficile | 6dan
sottili di tessutoLa MRI e inoltre limitata per la sua bassa risoluzione temporale poiché
impiega dai minuti alle ore peollezionare interi volumi 3D, in particolare se € necessaria
undalta risoluzione spazi atiemagindadffrono @mt r ar i C
risoluzione spaziale eccellenterdine deimicron laterale e assiale) e i sistemi confocali a
scansionel i neare per mettono una Trisoluzione sp
risoluzione assiale. Questo ha permesso, per esendp,clq u i di volumio3D eel

cuore pulsante negli embrioni debrafish([25]).

Modality Optoacoustic Ultrasound X-ray CT MRI

Contrast Anatomical, functional, Anatomical, Anatomical Anatomical
mechanisms molecular functional

Safety Good Good Fair Good

Soft tissue contrast Good Fair Poor Good

Spatial resolution 0.2-200 pm 50 pm=3 mm I pm—=1 mm 20 pgm-1 mm
Imaging depth 0.5-5 cm 1-25 cm Whole body Whole body
Speckle noise None Strong None None

Cost Medium Low Medium High

Tabella5: Confronto di performance tra diverse modalitdndaging adatta per la visualizzazione di tutto il corpo di
Zebrafish, (R. Ma[22] 2012)
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La microscopia a piano di illuminazione selettivo (SPIM) e statap i e g airhagingper | 6
del cuor e p ul s a niZebrafish &ébbedee quéstai tecmioa estenda la
profondita di imaging richiede c he | 6embri one si a i

16 a c q u i & immagioi simittomografiche da molteplici angolatur®@uesti metodi di
imaging a fluorescenza hanno il vantaggio che possono essere impiegati embrioni
transgenici vivi che iparticolari tessuti esprimonaroteine fluorescenti. In alcune specie,
tuttavia, come nel topo, pud essestoso introdurréali marcatoriin ogni linea mutante

che si vuole analizzare.

Recentemente si € visto ch@CT si adatta a molte di queste richieste ed & prossima ad
offrire il miglior compromesso tra risoluzione spaziale e penetrazione in profondita rispetto
ad ognialtrometd o d i s p o imMmadngdi embrpr dimoltedspecie animali, tra cui
Zebrafish

| recenti sviluppin SSOCT hanno portato la velocita di acquisizione a 8Ax rendendo
possibili acquisizionidelle dinamiche del cuordi alcune specie diccello con sistemi
OCT, mentre i sistemi OCT con acquisizioni meno rapide possono venire interfacciati con

tecniche di cardiografia embrionipa@r compensareelocita di acquisizione del segnale

Gli embrioni diZebrafishhanno raggiunto grande popolarita come madpér lo studio

degl i effetti di mut azioni geneticheonello
del cervello,del cuore,del midollo spinaleed e ihtéstino. Studi dettagliati delle strutture
interne all dembrione d nsgasso dil ssddruipfpioc iroi
| 6introduzione di mol ecole fluorescenti. L a
piccole strutture, tuttavia le immagini acquisite con un sistema di microscopia richiedono

una calibrazione spaziale, le 6 elazohedei frame acquisitie computazionalmente

oneroso La microscopia a fluorescenza multifotonica permetteimiaging 3D delle

strutture cellulari, ma richiede la trascrizione del cDNAipserirele proteine fluorescenti

all 6i nt er n oteraheéolinl mMbdo patemzale & modedid.

Studi precedenti hanno anche dimostrato la capacita di OCT di creare immagini di sezioni
di embrioni diXenopus laevisRana pipiense diDanio rerio. Nello studio condotto da
Kagemann et al[23] 2008) e stata utilizzata SIDCT ad alta risoluzioneutilizzando un
dominio spettrie/di Fourier dirivelazione che raggiunge i 3,5 um di risoluzione assiale
conl unghezza daghnea2400C®ksnansioni &ssiali-@an al secondo.
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Lo scopo dello studio era:

-Dimostrare la capacita di SOCT di creare e visualizzare dataset virtuali BBr
riconoscere le strutture negli embrioni Aebrafisha 24, 28, 72 e 120 ordopo la
fecondazionehpf = hours post fertilizatione confrontare i dacon quelli ottenuti tramite
sezioni istologiche;

-Di most r ar ésD-OG@Tadbvisdalizzare e dhisurare i cambiamenti che avvengono
durante lo sviluppo dejruppi embrionali a 24, 28, #te dopo la fecondazione e | dabi | i
di fare osservazioni Igitudinali per un periodoprolungato (pit giorni)in un singolo

embrione.

-Dimostrare la capacita di SOCT di identificare patologie tessuspecifiche associate e

mutazioni genetiche.

Dorsal

Rostral @™  Caudal
Ventral

Figura42: Immagine di uno Zebrafish a 7Zhgon un righello, un suo ingrandimento, e come appare se osservato tramite
SD-OCT. Gli embrioni di Zebrafish sono stati fissati in 1% di Agarosio in un vetrino per microscopia (A, B: A mostra un
ingrandimento di una regione di A). Le immagini degli emfirgono state acquisite in 3D e quantificata la riflettenza
delle strutture interne. Sezionif@ode dei dati 3D possono essere isolate e si pud mostrare la riflettenza del tessuto in
una singola fetta (C)

Gli embrioni sono stati raccolti subito dopo deposizione in modo da documentare

|l 6esatto tempo di fecondazione. Per esempi
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alle 10.00 del giorno seguente sara considerato un embrione di 24 hpf. Gli embrioni sono
stati incubati alla temperatura di 28,5 °Cuna soluzionesalinaapposita per colture di
embrioniZebrafishfino allo stato di sviluppo desideratQuindi, il corion & stato rimosso
conpi nze e ihcdusomlunmaisauriane% di agarosio a basso punto di fusione

p e imading

La rilevazionenel dominio delle frequenzegermette unalevata velocita di scansione,
normalmente tra i 20000 e 2508080 rendendo possibile ottenere dati tridimensiankli
sistema SBOCT impiegatonello studio di cui soptaé un prototipo che forniscena
risoluzione assiale di 3,m (ca. 23 volte superiore a quella ottenibile con strumenti
convenzionali nel dominio del tempo impiegati in oftalmologia, e ca. il doppio di
risoluzione dei dispositivi FOCT disponibili in commercio).

Si descrivera ora brevemente comesé@ at o effettuato | 6esperi me

illustrare i vari passi del protocollo seguito.

| vetrini sono st ati post. vert i caimageqn3DOCTal | o s ¢c
Successivamente, sono stati ottenuti volumi 3D centrati sul corpo di donepsiri a

1.5x1.5x1.4 mm ad una densitastiansioni di 501x180x1024 pixel 3.8s. Nei pesci di

120hpf, e stato necessario aumentare la dimensione del volume di scansione a 3x3x1.4mm

per visualizzare itampioneantero. Ripetute scansioni lineari piarans state ottenute a 47

frame al secondo. Per ogni scansione si sono ottenuti 180 frame. Ogni frame conteneva

501 pixel trasversali lungo la lunghezza di 750um, con 1024 pieella profondita di

1400um. le linee di scansione sono state poste in corrcdpaea di siti particolarmente

i nteressant i per l a visual i magng3DORE glil cuor e,
embrioni sono stati fissati per le procedure istologiche e per il sezionamento allo scopo di
confrontared coerenza tra Istrutture osswate con OCTe quelle visibili tramitesezioni

istologiche.
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Rostral

Figura43: Rotazioni di un dataset di immagini 3D di un embrione di 120hpfO&D pud acquisire una descrizione

quantitativa tridimensionale dei tessuti interni degtbrioni di Zebrafish. Questi dati permettono una visualizzazione

noni hvasiva dell 6intero anidmdll &,amdyeoharéerdahestoad egaiistadividelld r as v er ¢
sviluppo, tutte senza | a n e ciemodosensibilednellosviugpo.i fi care | dani m:

Per migliorare la visualizzazione delle varie strutture si sono messe in atto tre diverse

strategie davaraging

-avaragingdei frame che contenevano tessuti diversi ma molto vicini tra di loro attraverso

un filtro smathing

-avaragingdi un gran numero di frame contenenti lo stesso tegseitscansioni lineari

ripetute di un tessuto O6stazionari ob6;

-avaragingd e i frame che contenevano tessuti 60 mo

esempio il cuore pulsante).

Dopo aeer quindielaboratde immagini nel modo opportuno i campioni sono stati immersi

in resina per il sezionamento e la successiva osservazione. Le strutture tessutali in ambedue

le immagini (SDOCT e istologica) sono state misurate tramite calibro: le distanno

state misurate in pixel e poi convertite in numeri reali basandosi sulle dimensioni note delle
immagini Léaderenza tra i due tipi di i mmagi ni
(p=0.05).

Quattro degli embrioni sono stati analizzati a ttpeastep di sviluppo (2, 48, 72, e

120hpf). | dataet sono stati assemblati in modo tale da poter permettere una
visualizzazione dettagliata e arbitraria de
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Rostral“'

100 ym
o —

Caudal

Figura44: Mediare i dati permette didurre il rumore e aumentare il contrasto tra le strutture. A: Una media mobile su 3

frame di un embri one di 120hpf migliora | a visualizzazione
contorni netti d e | |Uh canfoohto fancea fidned tla diro singoto drdmmie @ 120 Bame mediati
del |l 6encefal o di un embrione di 24hpf di mostra che una m

visualizzazione dei tessuti molli e riduce il rumore

Imaging Plane

Figura 45: I sangue alldédinterno dei v a s-imodes @ di gattd denvasi. ter ea ar t e
immagini dello stesso embrione di 48hpf ottenute in un piano poco profondo (A) e in uno profondo (B), che é fortemente

affetto dascattering (A, punti luminosi, frecce), e le strutture risultanti dalla maschera per le ombre in piani piu profondi

(B, punti scuri, frecce).

Numerose strutture interne sono state visualizzate e misurate pestegtamporale. Il

confronto coni dati relativi a sezioni anatomiche ha permesso di identificare numerosi
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organi e tessutiad esempio lestrutture neurali: cervigitto, mesencefalo, rombencefalo

otoliti, midollo spinalee notocorda). Per @ato riguarda le strutture oculari si e riusciti a

dst i nguere |l a cornea, |l a camera anteriore,
oltre allestruttur e l ami nar i del t e s pigmeatatoo c ul ar
del I 6iride, i RPE/ CC e | a s taedaosarazieevano

strutture sottostantln questi embrioni la retina era visualizzabile solamente attraverso la
pupil |l a. A 24hpf, I | appanvagconee urastrutiramdltee r no d
riflettente Da 48, 72, e 120hpf, il tessuto cardig@rtaun segnée particolarmentgotente

per la visualizzazione delle pareti cardiache. Il cuore appare come una singola camera a 24

e 48hpf, e si divide in due camere distinte a 72 e 12@péndo le sezioni @hode
provenivano da strati distali (rispetto alla locadizione del fascio di scansione),fdarti

oscuratedal sangue nei tessuti piu prossimi potevano essere erroneamente interpretate

come spzi nei tessuti piu profondi. {dgura45).

E stato possibile visualizzare il movimento del cuore utilizzando un formwialo.

L iinaging M-mode (scansioni Acan acquisite in modo ripetuto per diversi secondi)
attraverso il cuore ha permesso la visualizzazione e il calcolo del battito cardiaco. A mano

a mano che il vol ume aument ava,irifledsiones angue

sempre piu brillanti.

Le misure fornite da SIDCT hanno dimostrato come lo spessore della retina e la

di mensione del cuore aumentino in modo sic
individuali hanno dimostrato un livello di significaitid minore di 0.0001 eccetto che per

la dimensione del cuore tra le 72hpf e 120hpf (p=0.048) e per lo spessore della retina tra le
24hpf e le 48hpf (p=0.0002). Gli sviluppi giornalieri erano prontamente visibili negli

embrioni virtuali 3D e nelle lastre-@ode.
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Figura46: Confronto fianco a fianco delle strutture della testa e del corpo visualizzate trarr@E B[R istologia. Le

immagini SDOCT (a sinistra) sono state ottenute in modo non invasivo da embrioni viventi, lasciarsidlite e in

grado di continuare la crescita. Dati simili delle stesse strutture sono stati ottenuti istologicamente, richiedendlo quindi i
sacrificio e il sezionamento dell danimale pri mealedi ottene
stesse strutture interne in modo longitudinale. A: Sviluppo di occhio e ventricolo di un embrione di 24hpf. B e C:

Sviluppo dorsalalel midollo spinalee degli occhi di un embrione di #®f, rispettivamente. D e E: Sviluppo di occhio,

midollo spinale e fegato di 72 hpf. F,G e H: Sviluppo di occhio, orecchio, cuomidello spinale di un embrione di
120hpf

Si é riscontrata una eccellente corrispondetrza le sezioni SBOCT e le sezioni

istologiche (Figura @). Le misure sono riportate in tabella.

omparison of optical and nistological structural measurements.

Hours post SD-OCT retina Histology retina
fertilization (m) (4m) P
Mean 8581+27.18 66.06£19.17 <0.0001
24 51.7848.74 38.95+2.45 0.0055
48 73.3045.64 5023+2 69 ns
72 108.86+8.07 79.26+9.70 ns
120 114.23+7.78 84.91+8.00* 0.0015

Tabella6: Misure dello spessore della retina (med®) ottenute da SIOCT e da sezioni istologiche e confrontate

tramite ttest. | valori significativi sono riportati in grassetto, per tenere conto di 5 confronti, & statmgatapuna

correzione di Bonferroni per aggiustare v@lue a 0.01 per le differenza considerate statisticamente significative. Le

misure dello spessore della retina da-GOT in vivo sono consistentemente piu spesse di quelle ottenute da sezioni
istologc he i n vitro. indd: non significativo. Ai*o: | e sezioni
appiattimentd23]
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Si nota dalla tabella cheei valori riportati in mediale misure SPOCT dello spessore
della retinasono sensibilmente maggiori rispetto alle misure istologicBensiderando
invece i vari stadi separatie misure medie SIOCT sonotutte maggiori rispetto alle

misure istologiche.

Lobesperimento prevedeva anfetthdevutdalla mutazeomei z z ar
del 6 a mb28dulgene nok i | guale regola | o sviluppo
mutazione porta alla disorganizzazioeesottosviluppodei tessuti della reting della

sclera e a un allargamento della cavita pemtiega e a un sottosviluppo del cuoréutte

gueste caratteristiche sono state prontamente visualizzate trar@$LC5e si pongono

a confrontol ednbrione mutante con quello normale, si vede come la retina normale a
72hpf sia caratterizzata da stratvireo, retina, e RPE/CC ben distinti e da una capacita di
assorbire la luce e di diffonderla sempre maggiore in corrispondenza dello sviluppo delle
strutture del segmento anteriofdd, 49. Tutto cio dimostra che la tecnologia SECT e
sufficientemente emnsibile per il rilevamento di difetti dello sviluppo a livello

microstrutturald] all é6interno dei tessut i

_—

Cornea

Figura 47: Visualizzazione delle mutazioni associate alla mutazione del gene nok m520. Confronto parallelo in un
embrioned 72hpf dell e strutture dell 6occhio (A) e del cuor e
eta non mutato a destifacontrasto & stato aumentato nella retina e nel cuore.

Dunque attraverso questo esperimento Kagemann ha potutstdireocome SEDCT

fornisca un valido strumento per la visualizzazione di numerose strutture negli embrioni di
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Zebrafishdurante il loro sviluppo. Diversamente dalla microscopia a fluorescenza o il
sezionamento istologico, questa tecnologia € non invgwiive, di contatto, e non richiede

modi fiche genetiche o0 esogen®CTdpermeétté ami mal e.
imagingripetuto multisessione degli embrioni singoli senza alterarne lo sviluppo. Si € in

grado quindi di documentare in modo qualitativguantitativo lo sviluppo di embrioni
viventi. Lo sviluppo di tessuti pignerdatnent e di
del I 6iride, RPE/ CC, e il S aimagingelei tessypi pil e sent a
profondicon SBOCT a | u n gé ewvizeinfrasscalddéstd e particolarmente
evidenteper i | sangue nel cuore o per |le striat
l unghezza doéonda maggi or iimaginggeitessutieetrostbnb e | a p
a quelli fortemente ditfsivi, ma peggiorerebbe la risoluzione assiale.

Ci sono per, anche di weagingteamile ISBOCT.eCpmemal i asso
caso di OCT nel dominio del tempo, Ispeckle noisep u , oscur ar e I 61 mr
Léboperazione di me dpu@ migidraireeiltrappodot sagnate uudmores e g n a |
(SNR) e ridurre lospeckle noise t uttavia | 6acquisizione di L
ampi o di i mmagi ni ridondant i per | operazi o
rispetto a un singolo tomogramma. Terynghi di scansione aumentano a loro volta la

probabilita di artefatti danovimentoquando si opera su tessuti viver@uesto limite ha

Il i mitato fort e m@GTtper le hoguisimipni 3®.g\Nello studio di €ui sopra,

la maggior parte degli embomi a ogni eta mostrava movimenti della coda durante i 4s del

tempo di scansione.

Un approccio potenzialmente valido per la riduzione dgtlekle noise il miglioramento

di SNR é collezionare in modo sequenziale dati da mediare. Per esempio, sedhiscansi
devono essere mediate per | 6i metang primachd i nal e,
il fascio si sposti su un punto successivo. A 24000Hz di velocita di scansione assiale,

guesto richiede solo 0.000125s petséan. Questo aumenterebbeéempo discansione
completoA-scanda 3.8 a 11.4s. La velocita nel collezionaresdan sequenziali rende
possibile unbéoperazione di me d is@n reediatiz a ar t e
tuttavia, si presenterebbero numerasiefatti da movimento nel daet ddla scansione

totale come ci si aspetta per qualsiasi immagine acquisita oltre gli 11s in un tessuto

vivente.
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Si é visto come lo spessore della retina fornito da immaginiO8D fosse sempre
superiore a quello dato dalle smziiistologiche corrispondent probabile che, nel daet
presentato, le differenze nelle misure fossero dovute, almeno in parte, al ritiro del tessuto
dovuto a deidratazione e fissaggio. Tipicamemtene aggiunto un fattore di correzione

del 15% alle misure di sezioni istologighattavia, si € documentato un ritiro pari al 47%.

La differenza media tra misure dello spessore della retina co®@G&D e misure da
campione istologico era del 37.7%.

In conclusioneSD-OCT € una tecnologia promettente in grado di permetteimaging
completamente non invasivo degli embrioniZaéibrafish modello importante per lo studio

del | 6espprneegsicane L@ a csqturidimansonad peemette idi sezianara
anatomicamente in modo virtuale | Gaesmabr i one
natura non invasiva, OCT puo fornire immagini ripetute dello stesso embrione da un
giorno al successivo, senza effetti osservabili sullo sviluppo. Inoltre, se non vengono
impiegati agenti anestetizzanti, i quali potrebbero avere effetti avversiesnlrioni, si

riduce il numero di campioni da sacrificare e sono necessari molti meno campioni per
ottenere informazioni sui cambiamenti. In plu,6 i mpi ego di un dato a

periodo di tempo puo fornire dati longitudinali piu accuratie utilsrp et t o al | 6 anal
popolazione di animali a differergtadidi sviluppo.

Le strutture anatomiche debrafishsono state studiate in vivo da Kabli e{[@6], 2005)

attraverso risonanza magnetica microscopica adiatilzione. Tuttavia, la risoluzione di

guesta tecnica era di ~78um e richiedeva un tempoatjingrelativamente lungo, circa 8

minuti. OCT puo fornire immagini di sezioni non invasivamente in tempo reale con una
risoluzione spaziale che arriva a pochicrometri. Gli sviluppi recenticome visto,di

guesta tecnica permettono inoltre di acquisire velocemente le immagini e di ottenere anche
informazioni 3 D imagding OCp e btnfitaten dalioscatterindy@el nhedzo

che distrugge la coerenza dakcio sonda. Quindi, diversamente dalle strutture oculari
prive di scattering, dove OCT pimagingfdeir ni r e
tessuti affetti dacatterirg come il cervello e solitamente limitato a pochi mm. OCT e stato
usato pero st essut o cerebrale escisso inovivoems posto
profondita é stata fatta nel cervello di ratto. Usare OCT per ottenere imnmagind non

invasive del cervello umano non € ancora possibile, ma é possibile usat&bafish

Rao etal. (2009[7]) ha utilizzato a questo scofinagingdi Zebrafisl) uno schema come
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quello di figura 48 che mostra un sistea OCT con sorgente ottica conodb

superluminescente a larga banda ad alta potenza. La sorgentd pgesehunghez z a

centrale a 1310nm con FWHM di 43nm e 18mW di potenza ottica.

SLD

BPF

A Port

Detectonrs

Clrculator

Fiber

Coupler

—

—

Sigmal

| Frame svnc
|

Sample

Line syne |4

Frame Grabber

Trngger signal

Computer

Figura48: Schema del setup FOCT impiegato. SLD: diodo superluminescente; BPF: filtro passa banda; LPF: filtro
passa basso; RD: scanner di risaaan

La luce proveniente dalla sorgente viene inviata alla porta di input di un circolatore ottico a

tre porte.

Léo

ut put

del | a

seconda port a

per la suddivisione della luce nel braccio di riferimento e mllqulel campione. La terza

porta &€ impiegata per reindirizzare la luce di ritorno verso la sorgemteekdtore La

frequenza della scansione laterale e stata fissata a 8Hz. La luce retroriflessa da ambedue i

bracci interferiva a livello delvelatore

Léout put

d i fivelatoreebilandiato |éemandatol a un filtro passa banda e

amplificato

i mpi egando un

del |l 6amplificatore |

grabber board
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secado. Si stima che la risoluzione assiale e laterale del setup sia di ~20 8N del

setup misurato e di 96dB.

Il setup OCT in tempo reale & stato impiegato per acquisire immagini trasversali
bidimensionali (piano XZ, come in figura) del cervello Zklrafish anestetizzato. Sono
state acquisite circa 90 immagini trasversali del cervello muovendo il campione nella

direzione Ycon un passo di 0.05mm.

Figura49: Il mmagi ne di Zebr afimagify adul to e geometria dell 6

In Figura ® e presentata una sequenza di 20 immagini (con una separazione di 0.15mm).
in queste immagini sono chiaramente distinguibili i lobi maggior dele n ¢ oarheaill o
bulbo olfativo, il telencefal o, il tett oemmeéniai c o,

granularis. Alle immagini grezze stata posta ursglia per minimizzare lspeckle noise
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Eminentia

Granulans

Figura50: Sequenza di sezioni trasversali OCT del cervello di Zebrafish adulto. Scala: 0.5mm (per tutte le immagini)

Utilizzando geeste immagini si € costruito un modello tridimensionald dele n cde f al o

Zebrafishcon il software AMIRA sia sul piano assiale che su quello sagittale.

Cerebellum

Tectum opticum

Sagittal plane

Figura51: Ricostruzione di una visuale 3D Hed e n diZébeafislonei @ni assiale e sagittale
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Gli studi sulla superficie del6 e n wtdidzzandoanodalita dimagingnon invasiven vivo

aiutano a monitorare i processi dinamici che avvengono durante la maturazione del
cervello con | 6et”™ e poscamobramenteasianal. gnoltiempi e g
una misura della curvatura media della superficié dele n geofservireocome indice di

uno sviluppo cerebrale normale piuttosto che anormale. E pertinente confrontare le
immagini ottenute tramite OCT con le immagiradversali 2D ottenute tramite tomografia

a proiezione ottica di un pesce adulto lungo 17¢%8]). Queste immagini non mostrano

in modo chiaro | a st r uemihantiagrandlaise ahchellebattre ol f at
struture appaiono risolte in modo nettamente superiore nelle immagini OCT, nelle quali si

pu, visualizzare in modo chiaro |l a cavit™ a

Data la presenza di uno strato a forte diffusioledia parteposterioredel 6 e ncde f al o
Zebrafsh non si possono distinguere in modo chiasdle immagini OCTle strutture

dietro il cervelletto comela cresta del cervelletto, il midollo spinale, parasfengddato
guadratogecc.. Per distinguere le strutture anatomiche in modo piu chiaro peteskbre
impiegato un setup OCT con una maggiore sensibilita (~110dB) e una migliore risoluzione
(~1-3um).

Dati quindi lo sviluppo esterno e la trasparenza degli embridehrafisheé un modello

ideale di organismo per approcci otticiiaiaging offrencb cosi la possibilita di osservare

i processi di sviluppo degli Or ganusaaoi Vi Ve
Zebrafish transgenici viventi, si € dimostrato che le cellule staminali ematopoietiche
derivano dir et t anmomtdasaldd’]Bertandcetah 20édsebbened e | | 6
sia statabttenutauna linea mutante debrafish che rimane trasparente durante tutta la sua

vita ([38] White et al2008), le altre linee comuui Zebrafishperdono la loro caratteristica
trasparenza a partire approssimativamente dai 14dpf e non sonoaquociaccessibili ai

metodi diimagingottici ad alta risoluzione in eta adulta.
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7. Caratterizzazione ottica dei medzinclusione

7 CARATTERIZZAZIONE OTTICA DEI MEZZ| DI INCLUSIONE

7.1 Fasi di preparazione dei campioni biologici

Léballestimento di preparat:. mi croscopici i n
-Prelievo dicampionibiologici

-Fissaggio

-Inclusione

-Colorazione

Il prelievodi campioniva condotto al piu presto sul materiale fresco. Se, in teoria, i metodi

di osservazione delle cellule allo stato vitale sarebbero da preferirsi in quanto consentono
uno studd dinamico della cellula, in assenza di artefatti di immagine prodotti dalle fasi
successive di allestimento del campione, in realta il loro impiego é limitato perché le
cellule ed i tessut i i sol at i dal |l 6ongani sm
che non siano coltivati in vitro) in quanto gli enzimi litici intracellulari si attivano

rapidamente e distruggono la cellula (autolisi) provocando gravi alterazioni di struttura.

Il n secondo luogo, framment i s p@tdogica firkie t es s
quindi diventa necessario lavorare con tessuti uccisi chimicamente, prima che intervengano
gli enzimi autolitici, e tagliarli in sezioni sottili che possano essere osservate al

microscopio, eventualmente previa colorazione.

Il fissaggio consiste nel trattamento del frame nt o déor gano con proce
fisici capaci di preservare e stabilizzare i costituenti dei tessuti, inattivando nel contempo

gli enzimi autolitici.ll fissaggiodi organi interi non € in genere buona norma, iarga, a

parte | 6i mpossibilits@ di alcune situazi ol
I'inconveniente di permettere l'autolisi delle parti che tardivamente vengono a contatto col
fissativo.

La fissazione dura da pochi minuti fino a-28 ore a secondaetla grandezza del
frammento. Il rapporto fissativo/campione deve essere di 20:1. Ogni fissativo all'atto di
provvedere alla stabilizzazione delle strutture provoca degli artefatti di struttura, ossia

immagini inesistenti prima della fissazione. Cido contparhe il metodo venga di volta in
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volta scelto opportunamente in rapporto al tipo di strutture che si desiderano studiare e, di
conseguenza, alla colorazione da adottare. Nella scelta di un fissativo va anche tenuto
presente che esso non deve svolgerenaziestrattiva sui compenti che si desiderano
identificare. Cosi, ad esempio, i fissativi in soluzione acquosa sono controindicati quando
si debba studiare la distribuzione del glicogeno, in quanto tale sostanza € solubile in acqua.
In questa evenienza indispensabile l'uso dell'alcool etilico dsgo che precipita il
glicogeno.| fissativi magyiormente usati sono la formaldeide (o formalina) al 10% e
l'alcool etilico a 90°. Soprattutto la prima viene particolarmente raccomandata in quanto
consente larealizzazione dei pit comuni metodi di colorazione per uso diagnostico. E
maggiormente usata la formalina tamponata per evitare variazioni di pH che possano

alterare le proprietantigeniche di alcuni antigeni.

Lébal dei de for mi ca ha i uaref odaeniodakledaepppen
conseguenti alla sua inalazione, si devono usare cappe o almeno tenere aperte le finestre. E
cancerogena per le vie respiratorie e teratogena, cioé danneggianklfdtbtrimestre di
gravidanzaNon bisogna maiusar | a soluzione fisiologica in

nelle cellule per osmofacendole scoppiare.

Altri ~ fissativi sono: gluteraldeide, cloruro di mercurio, acido picrico.

I migliori fissativi sono quelli che determinano una precipitazione dei compiarediotiari

in minutissi mi granul i . I fissativi cont ene
penetrant.i e mol t o rapi di, ma determinano
Bisogna considerare che nel caso si vogliano effettuare studi immunaistcha

formalina richiede successive tecniche di smascheramento antigenico in quanto questo

fissativo crea ponti metilenici con le proteine alterandone la struttura.

La formaldeide non permette di scendere all'individuazione di fini dettagli citoloigi,

che le cellule vanno incontro a raggrinzamenti e r@r. Ne consegue che per indagini

analitiche si congiiano altri fissativi o, meglio, miscele di fissativi. Alcuni fissativi
fungono anche da colorant. c mema& dimogrbziorma s o de
dei lipidi.

Una tecnica di fisgggio molto utilizzata € il congelamentssiccamento: si ricoprié
materiale da fissare con una resina e lo si espone a vapori di azoto liquido alla temperatura
di -170-190A C, compl et and3®W-40PC Quesartecica banilevantaggio di
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un rapidofissaggio e non necessita di una successiva fase di smascheramento antigenico se

si vogliono usee tecniche immunoistochimiche.

Per fissare il tessuto, infine, spesso si usano miscele di varie zZmskmpiu note sono:
miscela di Bouin, di Zenker, di Susa, di Carnoy e di Orth.

L inclusioneconsise nel lasciar permeare il tessuto da una sostanza che solidifica a
temperatura ambiente atta a consentire il taglio in sezioni sottili dello spessorehdi po

micron.

L6l nclusione consta di due fasi
-Infiltrazione del mezzo di inclusione

-Indurimento del mezzo di inclusione

L a fase di I nfiltrazione consi ste nel | 61 r
doéinclusione all o st atientenientg lunga da cognsentirneulan p e r

penetrazione nei piu profondi interstizi del campione.

Lo scopodellinclusionee quellodi infiltrare la sezionecon una soluzione di polimeri ad
alto peso molecolare cheessiccandosiformi uno scheletro di sostegrevitando il
collasso delle strutture cellulari ed in particolare delle membrim®meno altrimenti
inevitabile. Linclusione puo essere effettuata con sostanze idrofile come ilaatiebsa,

il Polivinilalcool, la gelatina il destang il Ficoll, e la Piroxilina (Parlodion),che un
composo idrofobico della cellulosa. & lavori di routine il composto piu usato € la
metilcellulosa che e disponibile in una vasta gamma di pesi molecolari e quindi di

viscosita.

L6l nduri mento (pol i imappolae egwaiinclimdere, il garapioneent t e
un materiale abbastanza duro e omogeneo tale da poter essere tagliato in sezioni di
spessore solitamente non superiord0® m. I mezzi déinclusione
sostegno evitando che durante la faseglidale sezioni perdano la consistenza necessaria

per il loro mamenimento e per la successmsservazione microscopica.

I mezzi doébinclusione maggior mente usati son
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-Paraffina: € una miscela di cere a vari punti di fusione, usata nell'allestimemepaligii
istologici per la microscopia otticd; 6i ncl usi one in paraffina
ricavare sezioni aventi spessore minimo par2adm; inoltre & insolubile sia in acqua che

in etanolo (per questo occorre inserire, dopo la disidratazefese di chiarificazione con
xilolo) e garantise migliori dettagli morfologici La par af fina, pri ma
sciolta alla temperatura di circa-5® °C, e poi filtrata per eliminare eventuali impurita.
Dopo la fase di infiltrazione, i cangaii vengono alloggiati in contenitori sagomati in cui &
fatta colare paraffina liquida ed il tutto e lasciato solidificare a temperatura ambiente. A
completa solidificazione avvenuta, il blocchetto solido viene estratto dal contenitore e

processato perlsuccessiva fase di sezionament o. I

tre ore; non esistono tempi massimi, perché il campione, una volta infiltrato dalla paraffina,
non si deterioral rattandosi di una sostanza idrofoba, la sua penetrazione richiedalche
tessuto venga allontanata l'acqua a mezzo di un disidratante. Si usa all'uopo una serie di
soluzioni di alcool etilico a gradazione crescente fino a portare il pezzo in alcool assoluto.
Da qui il tessuto viene trasferito in un solvente della paradiireadi solito e lo xilolo. Esso

ha la funzione di consentire la penetrazione del mezzo includente. La paraffina, il cui punto
di fusione varia tra 52 e 60 °C, e usata allo stato liquido, quindi I'operazione viene praticata
in termostato. Una volta che l@mpenetrazione e avvenuta, il pezzo viene rapidamente

raffreddato, cosi da acquistare la cst&iza della paraffina solida.

Del tessuto inltiso si ottengono fette di-BOum, usando un microtoma lama d'acciaio.

Data la sottiliezza, queste risultano fidilmente maneggevoli, quindi vengono montate

su unvetrino portaoggetto. Per provvedere alla loro colorazione si suole allontanare la
paraffina e riportare il tessuto al suo primitivo stato d'idratazione. Cosi le sezioni vengono
dapprima immerse in xilo, quindi in una serie di soluzioni di alcool a gradazione
decrescente fino allacqua. A questo punto si puo procedere alla zamerae al
mont aggi o, 0S si a vettinb éopripquéttd cha ziene fateo adekrire all n

primo mediante una resimaturale o sintetica.

- resine idrofile : valide per tessuti decalcificati o naturalmente non calcificati, richiedono

un tempo di polimerizzazione variabile da 1 a 20 ore a seconda della temperatura ;

- resine Epossidiche : consentono il taglio di sezminisottili di quanto non sia possibile

con | édinclusione in paraffina, dunque vengo

Esse poli merizzano i n mo d o omogeneo produc
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dettagli strutturali; ma, a causa della lor@wlta reattivita, possono interagire con le

strutture tissutali durante i processi di polimerizzazione;

- metacrilati, utilizzati sovente per sezioni calcificate come ossa e denti, tendono a
polimerizzare in modo non uniforme e non copolimerizzano conmmpomenti tissutali;

quindi possono causare contrazione del tessuto a scapito della morfologia.

Linclusione in un materiale pi%h durl@ pu,
resire epossidibe Léinfiltrazione del ftar carmpiastinat o0 d a
fluida allo stato momomerico; viene quindi indotta la solidificazione del frammento
infiltrato facendo polimerizzare la plastica mediante calore o raggi ultravioletti. Trattandosi

di un materiale di inclusione molto duro, la plastica coteseh ottenere sezioni sottili

dello spessore di poche centinaia di nanometri che possono essere osservate al microscopio
elettronico.

Nel caso di organicui componenti abbiano cossenza disomogenea, conh@evrasse e

l'osso, si prefesice l'inclusior in celloidina o in resina. Solo nel caso di tessuti calcificati

all édinclusione viene fatta precedere | a de

acidi diluiti ovvero di chelanti, come l'acido tetracetico dell'etilendiamina (EDTA).

La coloragoneviene paticata principalmente per mettere in risalto singoli componenti
strutturali. In altri casi viene eseguita al fine di identificare costituenti chimici particolari
del tessuto.

Se il tessuto da esaminare consiste in un monostrato di celluleegpepio cellule
coltivate in vitro, preparati per striscio di sangue circolante o preparati per
schiacciamento), esso viene di solito osservato direttamente al microscopio. Negli altri

casi, invecesi procede con la colorazione.

| coloranti sono di dudipi: naturalie sintetici. | primi possono essere di origine tanto
animale che vegetale. | secondi, prodotti in laboratorio, sono derivati dall'anilina.

| coloranti, ancora, si distinguono in vitali e sopravitali.

| coloranti vitalihanno la poprieta diessere assunti attivamente da alcune cellule viventi
permettendo cosi la loro identificazione o lo studio di funzioni particolari. Esempi di

coloranti vitali sono:
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-Alizarina, incorpored el et ti vamente nella sostanza fon

caldficazione, colorandola di rosso.

-Blu Triptan,litio carminio, blu pirrolo, chesono fagocitati dai macrofagi permettendo cosi

la loro individuazione.

-Verde Janus, che calelettivamente i mitocondri in virtu delle proprieta osgidoittive
di questiorganuli.

-Rosso neutro, cheofora i granuli specifici dei leucociti (in rosa quelli dei granulociti
neutrofili, in giallo quelli degli eosinofili e in rosso mattone quelli dei basofili).

-Blu di metilene,che ol or a | 6assone dei neur oni

| coloranti sopavitali, invece, sono somministrati a cellule o a tessuti isolati
dal | 6 o rlgdorantisinegano ai tessuti mediante legami chimici con le proteine, gli
acidi nucleici, le glicoproteine e le lipoproteine. Da un punto di vista chimico, quindi, i
coloranti sono classificati in due cagiarie: coloranti acidi, neguali il gruppo cromoforo e

acido (anionicok coloranti basici, nei guial gruppo cromoforo e basico (cationico).
| coloranti acidi piu comuni sono: eosina, arancio G, verde luce.

| colorant basici piu comuni sono: blu di metilene, blu di toluidina, tionina, verde di

metile, pironina, azzurro B, fucisina basica.

| componenti dei tessuti che hanno affinita per i colorantdi aono dettacidofili; quelli

che mostrano affinita per i colorantasici sono detthasofili. Bisogna considerare, pero,

che | 6acidofilia e |l a basofilia dei wvari <cos
colorante. Ai valori di pH comunemente impiegati per una determinakarazione

istologica (pH®6), lacr omat i na del nucl eo, | 6ergastopl
glicosaminoglicani assumono i coloranti basici, mentre gli eritrociti, i granuli dei

granulociti eosinofili ed alcune parti delaitlasma legano coloranti acidi.

| coloranti sono di regola indirgin quanto la loro fissazione al tessuto necessita I'impiego

di mordenzatori, osai degli ossidanti (acido fosfomolibdico, acido picrico, acido
fosfowolframico, acido cromico, permanganato di potassio, ecc.) che fungono da mezzo
intermediario di collegaemto tra struttura tissutale e colorante, fra i quali non esiste una

particolare affinita.
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| metodi di colorazione prevedono spesso l'uso di piu coloranti, ciascuno capace di mettere
in evidenza un particolare componente strutturale. In tal senso i stodwianti possono
essere applicati successivamente ovvero contemporaneamente sotto forma di miscele

bilanciate.

7.2 | mezzi diinclusione

Lo scopo principale dei mezzi dnclusione utilizzati per ilmontaggiodei campioni
biologici € quello di proteggeresfii cament e il campione, incl us
antisbiadimento per i coloranti fluorescenti. | mezzi devono quindi impedire fenomeni

guali ossidazione, formazione di sali, e devono garantire la stabilita del campione nei
confronti della luce e ddipo di conservazione scelta (raffreddamento o congelamento).

Un impiego scorretto dei mezzli montaggio potrebbe causare perdite di segnale e
aberrazioni ottiche, mentre | O0uso corretto

i segnali di florescenza grazie alle proprieta astiiadimento dei mez£j42]).

Air (RI~1.0)

s, Corn Oil (RI~1.47)

Figurab2 Esempi o di variazione dell dindice di rifrazione (RI
Léassorbimento di l uce | aser ccitd il eolorbnke | nt e

(solitamente un singolo stato) clemana unafluorescenza. Lo stato eccitato puod
comportare reazioni chimiche che a sua volta puo causare stdgea della fluorescenza
uno shiadimento o una decolorazione. Questo porta alla néceésninimizzare tali

reazioni per prolungare le loro caratteristiche di fluorescenza.
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Undaltra caratteristica fondamentale per sc
il suo indice di rifrazione (RI) Conoscendo RI si puo scegliere il campoedenti per
ottenere una qualitad ottima di immagine. La maggior parte dei mezzi tendono avere un RI

vicino a quello del vetro (Rkss=1.515).

Mountant RI
Air 1
Water 1.34
Glycerine 1.41
Glycerol 1.47
Glass 1.515
Mowiol variable
PVA variable
Ziess Qil 1.515
DABCO 1.47
Immersion Oil 1.515
FluoGuard 1.47
FluorSave 1.46
Fluoromount-G 1.393
Gel/Mount 1.353
Vectashield Hard 1.44
Vectashield 1.458
Prolong 1.455
DPX 1.525
DAKO fluorescence mounting medium 1.47-1.50
Entellan 15
Permount 1.54

Tabella7: Mezzi e indice di rifrazione (R[¥2]

7.2.1 Agarosio

L égarosio € un polisaccaridep ur i f i cagdragar (cbstiluitodda agarosio e
agaropecting)una sostara gelatinosa isolata a sua volta dalle algisse Rhodophyceage
soprattuttoGracilaria e Gelidium). E unpolimerolineare e neutro formato da unita di D
galattosioe di 3,6anidroL-galattosio legate alternativamente degami glicosidici
Léagarosi o  uno z ulateniperatura disebollizibhenente diventa a ¢ g u a
solido man mano che si raffredda formando gel tramite formazione di una matrice

tridimensionale costitudtsi attraverso déegami a idrogentra le catene lineari.
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OH

Figura53: Unita fondamental d e | | GeAlghe agarefite o

Il gel di agarosio e largamente utilizzato peségparazione elettrofored di frammenti d
DNA.

Le proprieta deiprodotti di Agarosio varidra i campionidisponibili in commercip a

seconda dellalgheimpiegate per la sua estrazionelleleliverse staigni di raccolta, de

diversi processi di produzione applicati. | costituenti princigadi | | 6 a g argu@mi 0 s on
solfati (<0.3%6), metossi (0.£2.5%), e piruvati (<0.10%), ma a volte sono presenti anche

zuccheri neutri come-galattosio, metilpentosio, xilosio, e@&metil-L-galattosio.
Le caratteristiche pit importanti di agar sono iLsagi.

1. Il suo grande potere gelificante in un ambiente acquoso permette di formare gel piu
resistenti di quelli di qualsiasi altro agente gelificante, assumendo l'uso di concentrazioni

uguali.

2. La soluzione in semplice acqua ha potere gelificante. démisogno di aggiungere
reagenti per produrre gelificazie, come potassio (0 proteim®me € necessario con
carragenine), calcio (o altri cationi bivalenti come €& necessario con algat)sono
necessarielevate concentrazioni di zucchero o di ambiente acido (come e necessario

con pectine)

3. Esso puo essere utilizzato in un ampio intervallo di pH da 5 a 8, e in alcuni casi anche

oltre questi limiti.

4. Resiste molto bene ai trattamenti termici, anche oltre i 100°C e cio permette una buona

stailizzazione.
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5. Il gel 1,5% si forma in soluzione acquosa tra 323CC e non si scioglie sotto gli 85°C.

Questa é una proprieta unica di agar, rispetto ad altri agenti gelificanti.

6. Agar da gel senza sapore e non richiede aggiunte di cationi con feaf@potassio o
calcio), puo essere usato senza problemi per prodotti alimentari.

7. Si assimila e valorizza sapalei prodotti mescolati con essoagisce come ufissatore

a lungo termine.

8. Il gel ha una reversibilita eccellente permettendo cassireipetutamente gelificato e
fusosenzgperdere le proprieta originali.

9. Gel trasparentpossono esserfacilmente colorate indiée di rifrazione pud essere
facilmente aumentato aggiungendo zucchero, glucosio, glicering, dsodo loro una

diversaluminosita.

10. 1l gel € molto stabile, non provocando preciidai in presenza di cationi come accade

con alginati di calcio.

L Agarosio formaun gel termoreversibile quanda soluzione caldali agarosio viene
raffreddata al di sotto di 4Q@° E stato ampiamente utilizzato in campo biomedico, come
ad esempimella somministrazione di farmaci (Mehrotra et al., 2012), la terapia cellulare
(Vinerean, Gazda, Hall, e Smith, 2011), biologia molecolare (Novak et al.,, 2011) e
I'ingegneria dei tessuti (Kharian, Haney, Burga, e Lu, 2012) a causa delle sue particolari
proprieta meccanicheli biocompatibilita e la natura bioinerte. Tuttavia@arosio, come

la maggior partaedegli idrogel comuni, non e favorevole per l'admedelle cellule e la
crescitadi questea causa della sua elevata idrofilia. Inolsgarosio non assorbe proteine
adesivedelle cellule, con conseguente proprieta @udesive. Al fine di migliorare la
bioattivita di agarosio,Yixue et al.(30] 2013) hannomodificato | ajarosioattraverso

carbossilazione e innestibdopamina.

Studi di di ffrazione a raggi X mostrano che
doppia elica coassial e, nell a qual eudae due c

periodicita assiale di 0.95nm.Tutte le altre frazioni di agar che possono essere indotte a
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formare film o fibre orientate mostrano pattern di diffrazione che corrispondono alla stessa

geometria fondamentale elicoidale.

L a

gel i fi cazi ortaaundanbianerstiaradicalesdella rotpzione ottica, che

si crede sia originato dal passaggio da und#armazione della disordinataafdonzcoil)

alle alte temperature (stato liquidoluzione) alla conformazione ordinata a doppia elica

nelgel. Latrasi zi one

mostr a

unoi

steresi

ter mi ca ma

attribuita alla stabilizzazione della struttura a doppia elica, una cludt@ stata formata, da

estese aggregazioni eliedica.

Passando da temperatura ambiente ad una tatope piu alta (26, 33, e 38°C), gli spettri

osservati presentano una regione iniziale che rimane pressoché costante come € presente

una regione di

stato

in soluzione,
1986).

pl ateau

descr i

ad

tte,
ed e shiftato di ~9nmon larghezzai banda cambiata (Morris et aJ47]
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Lo studio condotto da Wood et 48] n e | 1993 ha di mo g4%re®%)o Cc 0 me
sia un mezzo adatto per | 6incapsul amento dei
mani pol abil e, preserva | o0integrit?@ del l a ce
solidifica lentamente a 32°C, senza arrecare danni da eccesso di calore), non presenta un

forte backgroundnelle immagini acquisite. In tabell@ si riportano le caratteristica di

alcuni mezzi analizzati da Wood.

Agar - ‘ Gelatin ' o Agarose
Melting point °C 100 : © 28-30 65
Gel point °C ) 55 S _ 23 o ' 30-37
Encapsulation Must work quickly Non-uniform solution Uniform solution
characteristics Heat-damage prone Need high concentration No heat damage
. Not sticky Gelled slowly . Not sticky
Sticky when solid . .
Post-fixation Brown post-fixation ) Black post-fixation Color/texture unchanged
characteristics of
medium
Dehydration effect Firm . a Brittle Firm
on medium
Sectioning Easy to trim Shredded when sectioned- Easy to trim and section
characteristics Days to harden Not well infiltrated - -
Shattered during trimming
TEM ) High background : Very high background Low background
No separation of specimen from resin  Gel separated from specimen No separation of specimen from resin
Clear zone around cells Many holes in sections No holes in sections

Cells appeared normal Cells small, shrunken not well fixed  Cells normal, well fixed

Tabella8: Confronb tra i mezzi di incapsulamenjé3]

Léagarosi o | 0eil aéadadr enzgrme memero di campioni particolati,
special mente per | a preparazione di singol e
campioni sianopochi e si debba minimizzare il danno da caldteb e | abodi azi one
campioni singoli e delicati (come gli ovociti, Hyttel e Madsen, 1987) puo essere facilitato

con | 6i mpiego di agar osi o, poich® | 6orienta
preciso pima che il gel si raffreddi, e con scarse possibilita di distorsioni da calore (come

i nvece avviene se si i mpi ega agar) . Léagaro
anche a seguito di osmotizzazione. A seguito di deidratazione esso degmianente

marrone e solido, ma non fragile.
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17 fixation

Pre-encapsulation Blocks somewhat soft, especially if no post-fixation. More difficult to section, but still obtained acceptable
results
Post-encapsulation Preferred; blocks firm and easy to trim, with or without osmication
Post-fixation with csmium Little or no background to interfere with observation of specimen
En bloc UA staining No increased background with en bloc staining; en bloc staining appeared to provide mere contrast than
staining after sectioning .
Resin
ERL ) Little or no background, regardless of whether or not osmication performed
Epon-Araldite Slightly higher background if osmication performed; no background without osmication
LR White No background, with and without osmication
Quetol Little or no background, increased contrast of specimen image
Specimen type High guality results observed with all specimen types; membranes intact, no distartion of contents of cells
Tabella 9: Caratteristiche dell 8Agarosi o come mezzo di incap

incapsulament(8]

Lédagarosi @l i zzdtad ootatni camente per l unghez:

Ultravioletto e dello spettro Infrarosso. Si riportano di seguito alcuni studi effettuati tramite
diverse tecniche per | d6analisi spettrale

La Spettroscopia infrarossa € il mebogiu accessibile per aliezare dal punto di vista
ottico i materiali. La Tabelld0 mostra le diverse bande di assorbimento che sono state
caratterizzate per lo spettdbagar( pr ecur s or e Letbantlel adl54q @ 164081 o )
sono particolarmenteegne di notaEsse provengono da proteiesistenti in agar e di cui
solo un paio di osservazioni sono state fatte prima. Il picco a 890wmn & stato

identificato fino ad oggi.

Numer i Strutture che causano assorbimento
730 Carbonsulfur links vbration. (Cross, 1964).
750 Carbonsulfur links vibration. (TorresPombo, 1972).
820 Estersulfate in G6 link vibration. (Stancioff and Stanley, 1969).
850 C-O-S in G4 link vibration. (De Lestang and Lloyd, 1961; Alkahane and Izumi, 1976
890 Typicd Agar peak with unknown meaning
930 3,6-Anhydro-galactose bridge vibratioiypical Agar peak(Stanley, 1963)
1060 Estersulfate link vibrations. (Cross, 1964). (1)
1070 3,6-Anhydro-galactose bridge vibratioiypical Agar peak(Stanley, 1963)
1180 Estersulfate link vibrations (Cross, 1964). (1)
1250 Estersulfate link vibrations, (Alkahane and Izumi, 1976). (1)
1370 Estersulfate link vibrations. (Cross, 1964). (1)
1410 Peak with unknown meaning.
1540 CO-NH peptide link vibrations. (Cristiae983).
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1640 Amine function deformations vibrations. (Cristiaen, 1983).
1750 Possibly a methyl group vibration. (2)

2815 O-CH; link vibrations.

2830 O-CHs link vibrations.

TabellalO: Spettroscopia a Infrarossi su film di afa8]
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Figura55: Spettro FTIR di Agarosio(AG) (a), sodium saccharat¢SA) (b), AGS (c)e mistura fisica dAG e SA. (d)
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Attraverso anal i si spettroscopri @@EBIR)Oeal | 61 nf
([45], 2010) ha rilevato i seguenti picchi di assorbimento per agarosio: 34%)7(6BH-

stretching); 1642 (legame-B-H), 1376 (CH2-OS0O32 legame a &); 1074 (CO-C

legame glicosidico), 932 (3,fegame anidrogattosio),778 e 741cm

1200+

1000 (d)

@®

o
o
1
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400
(b}

Fluorescence Intensity

2004 {a)

T b 1 «
300 400 500
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Figura56: Emissioni di fluorescenza (a) agarosio, 5 6181, (b) guanina, 3,63 x 18 M,contenente 0.037mM guanina,
(c) guanina, 5 x 18 M, contenete guanina 0.051mM,(d) agarosguanina, 5 x 1% M, contenente guanina 0.037mM.

Analizzandoi nvece | o il comportamento nelle | un
Ultravioletto UV) del 6 agar os i ¢45] @M@ haano coastatato ¢he questo non

presenta bande di assartginto nel UVo nelvisibile né particolare fluorescenza.

Podegv 431]4995) hanno stijdiato la diffusione della luce in agardsmsandosi su

I 61 n c r(anfddnibde di rifrazionen di questo polisaccaride funzione della sua
concentrazione. Altri studi condotti da Rochas e Lahaye (1989) riportavano solo una
stima rozza del R ad una specifica | unghe
(RI=0. 14) fu ottenuta ata msure espesneali dindb/dcat r ap o |
2=940nm assumendo che | a pentperz al &daed drao dii o
la stessa di quelladeldestrabhbe | | o st udi o condotto da Podeg

calcolato per tre campioni di agarosio, a diverse lunghg#zzao nda (&) e t emper

due solventi, acqua e di metil sol fossido (L
per | 6agarosio in ricerca e in pratica, me n
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di sciogl i er e Ipéraaugaambiestia suatamperdivea diggdicazeone &
al di sotto di OC) e per la capacita di rompere i legami a idrogprapri della struttura
del | 6agarosi o

Per una soluzione del polimero (avente una massa nidlatghastanza alta) in un singolo

sdvente,l a variazione dell 6indice di dipefide azi one
solo ddla temperaturd edd | a | u n g ha& aiaguestodeostatd misuratd noto,
infatti, chel 6i ndi ce di rifrazione i ncerfounateriasl@ ne del |

una funzione lineare di e  d¥. Tuttawia, al di sotto di certi limiti (<fgmol* o, in
alcuni casi, <1fymol™), specifici per ogni sistema polimero/solverigemassa molardel

polimero pud influenzard 6 i ndi c e ,dcosttuendof cosh mna denza variabile

indipendentela M per | 6 a g a rgmslt ® quindi, don inflieiza il calcolo

del | 68i ndi c elnguesto studio soaw stabh corrontati tre campioni di prodotti di

agarosio.

Per sciogl i er gleanipallg@mntenent l® soluzioni sooocstata scaldate per

30 minut.i alla temperatura di 100AC, fino ¢

concentrazioni di agarosio sono state calcolate prendendo in considerazione sia il

contenuto di umidita nel capione sia la densita del solvente ad una data temperatura.

Le misure sono state effettuate tramite un
633nm, a temperature di 50°, 60°, e 70°C per i sistemi acquosi. La temperatura minima é
stata scelta in modale da evitare la gelificazione della soluzione di agarosio, che avviene

a ~45°C o0 meno.

Il n tutt.i i casi, con & costante, dn/dc incre
Tcostant e, a l?dniaiuaveaumeantadavviene il @rario in DMSO), e i
valori di dn/dc variano da 0.148 a 0.164gth(con un valore medio di 0.1%frg™).

Si pu, concludere quindi esséreun rhebdza gqdattooak i o0 b e |
montaggio dei campioni biologici, in quanto e stabile, facilmemianeggiabile e il suo

indice di rifrazione e prossimo a quello del vetro (su cui solitamente si montano i

campioni), non iimagiegotticeer endo cos3?® con | 6
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7.2.2 Metilcellulosa

La Metilcellulosa € un composto chimico derivato dalla cellulosa. Satcatina polvere

bianca idrofilain forma pura e dissolve inacqua freddaima nonin acqua calda

formando una soluzione chiaraum gel viscoso. E vendatcon una varieta di nomi
commerciali e viene utilizzattome addensante ed emulsionante in vari alineeprodotti
cosmetici, e Vviene i mpi egac Canelaallbse, nanel | 6i n
digeribile, noretossi@, e none un allergene.

La Metilcellulosa non si trova naturalmente e viene prodotta sinteticamente riscaldando
cellulosa con ua soluzione caustica (ad esempio una soluzione di idrossido di sodio) e
trattandola con cloruro di metile. Nella reazione di sostituzione che segue, i residui
ossidrilici (gruppi funzionaltOH) sono sostituiti da metossido (grupPICH3).

Diversi tipi di metilcellulosa possono essere preparati a seconda del numero di gruppi
ossidrilici sostituiti. La cellulosa € un polimero costituito da numerose molecole di
glucosio legate, ciascuna delle quali espone tre gruppi ossidrilici. 1l grado di sostituzione
(DS) di una data forma di metilcellulosa e definito come il numero medio di gruppi
ossidrilici sostituiti per glucosio. Il maisso teorico € quindi un DS di @, vdori
comunque piu tipici sono 1-36. Diverse preparazioni di metilcellulosa possono anche

differire nella lunghezza media delle loro catene polimeriche.

RO OR-
_-+-0 o |

OR "

R=H or CHj

Figura57: Unita chimica di base della Metilcellulosa

La Metilcellulosa ha una temperatura di soluzione critica inferiore (LCST) tra 40°C e
50°C. A temperature inferiodlla LCST, é facilmente solubile in acqua, sopra la LCST,

non e solubile, si ha cioé un effetto paradospaiehéil riscaldamento di una soluzione
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satura di metilcellulosa la trasforma in solido, perché la metilcellulosa precipita. La
temperatura alla gue si verifica cio dipende dal valore DS.

La preparazione di una soluzione di metilcellulosa in acqua fredda e pero difficile: come la

polvere viene a contatto con l'acqua, si forma attorno ad essa uno strato colloso, e l'interno

non riesce ad idratardn modo migliore & miscelare prima la polvere con acqua calda, in

modo che | e particelle di metilcellulosa so
dispersionemiscelando continuamentportando alla dissoluzione di tali particelle.

Si é voluto quindverificare se il processo delificazione della metilcellulossia causato

da interazioni idrofobiche. Le porzioni idrofobe della metilcellulosa, che sono formate dai
sostituenti metilici, sono isolate tra loro a basse temperature (<50°C) da clustdecile
d'acqua. | cluster d'acqua vengono distrutti riscaldando il materiale sopra i 50°C. Questo
rende possibile alle porzioni idrofobe di formare intercagsociate. Di conseguenza, Si
forma una rete tridimensionale di legafisici incrociati tra & catene e la soluzione si

trasforma in un gel.

Buslov et al. [49] 2008) hanno analizzato otticamente una soluzione acquosa al 3% di
metilcellulosa nel range di temperatura che andava da un minimo di 20 a un massimo di

70°C. L'uso della spettroscopia ATRAftenuated Total Reflectance spectros¢opg

per messo di comprendere quale fosse |1 06influe
e sul posizionamento delle eventuali bande di assorbimento. La forma della curva spettrale
esaminata cambia drasticamente se la temperatura della soluzione di metilcellulosa
aument a. Questo  particolarmente evidente
1115cm e nel cambiamento nella posizione del massimo principale da 1054 a 1066cm
Questicambiamenti sono pitl evidenti nel range di temperatw®08C. E noto infatti che

la transizione segiel di questo sistema si verifica in particolare in questo intervallo di

temperatura.
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04 r
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Figura58: Spettri IRATR di una soluzine acquosa di metilcellulosa a 20 (1), 40 (2), 50 (3), 60 (4), e 70°C (5) nella
gamma di frequenze 98(250cm1.

La distribuzione di metile e altri sostituenti all'interno di una unita di anidroglucosio
nonché lungo la catena molecolare, e consideratfatiore importante che determina le
proprietafisico-chimiche dei derivatdella cellulosa. Tali reazioni eterogenee possono
basarsi su una varieta dei sostituenti all'interno di una unita di anidro glucosio, come anche
lungo la @tena molecolare nei deaitr della cellulosa, che causaancheproprieta fisiche
variabili per i prodotti. Quanda derivati della cellulosa sono costituiti da usé&ruttura
chimica omogeneale loro proprieta fisiche possono esserealirettamente previste
(Takaragi, Fujimoto, Miymoto, e Inagaki, 1987).a distribuzione dei sostituenti influenza

la formazione dei legami ad idrogeno inter intramolecolari, e cio contribuisce alla
solubilita (Kondo, 1997a), alla gelificazione (Itagaki, Takahashi, Natsume, e Kondo, 1994;
Itagaki, Tokai, e Kondo, 1997), alla cristallizzazione del liquido (Kondo & Miyamoto,
1998), e alle reazioni chimiche di gruppi ossidril{Kondo, 1997a) in derivatiella
cellulosa. La distribuzione dei sostituenti influerszeche la suscettibilitdei derivatidela

cellulosa alla degradazione enzimatica (Kondo & Nojiri, 1994; Nojiri & Kondo, 1E58).

Per meglio comprendere come la formazione dei legassa influenzare le caratteristiche
proprie del materiale Sekiguchi et al[3@] 2003) ha analizzato tramite FIR (analisi
spettrale nel lontandnfrarossg e NIR (analisi spettrale nel vicindnfrarossg la
caratteristiche di due tipi di metilcellulosa. | due tipi ding@tilcellulosa utilizzati sono i

seguenti: uno era 4netilcellulosa (con DS=0-1.8 e solubile in acqua) ttivamente
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metilatae | 6 al t r ola metilgekulosa'R-MC' (O-metilcellulosa commercialmente

disponibile e casualmente metilata). | campioni di cui sopra sono stati sciatiqira, e

centrifugati a 15.00Qm per rimuovere le impurita insolubili. Il supernatante e stato isolato

ed essiccato a 50°C. | campioni secchi sono stati huovamente disciolti in acqua a

temperatura ambiente, e poi mantenuti alle stesse condizioni per n#idtelando

continuamentge per assicurare una completa dissoluzione.

La Fig. 60mostra gli spettri IR di 2,3 M@ e RMC sottoforma di filmessiccati. Questi

spettrilR sono stati normalizzati di 11&61*. Aumentando il grado di sostituzione P&
regiore delle vibrazioni dovute lla stiramento del legameC-H (3000-2800cnt) &
maggiore e minore € laegione delle vibrazioni dovute alktiramentodel gruppoOH
(3700:300GcnY). La forma dellabandadi stiramento OHn R-MC & diversada quel in
2,3MC-n. La differenza puo dipendedalla formazione di legami a idrogeno aeirivati

della cellulosaLe bande di stretchin@H neiderivai della cellulosa sono assurgssere

una combinazione diance che includonaon sologruppi idrossilicilegati con legama

idrogeno inter e intramolecolarima anche un piccolo numegouppi ossidrilici ‘liberi o

legati noncon legami adrogeno (Kondo1997b).
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Figura59: SpettraR di film di 2,3MC-1b per legami OH

La banda B in k.60 pud esere attribuita & formazioneintramolecolaredi legami

idrogeno In generalele banded i ass

formazione dilegami a idrogeno intermolecolari appaiono raumeri d'onda inferiori

or bi mento
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(lunghezze d 6com fdrma pmMaagnpia ospett) a quelleausate dia
formazione dilegamia idrogeno intramolecolari. Cosi, la bandapG0 essere dovatai
legamia idrogeno intermolecolamentre labanda A puo essere doaw# gruppi idrossilici
liberi in posizione sfuggiti alla metilazione, aa gruppi idrossilici liberiche non sono stati

coinvolti nellegame adrogeno intermolecolare

Soluzioni acquose di film 2,3 M@ e RMC divengono opache se riscaldate, e si
trasformano in un gel se ulteriore riscaldate. | fenomegelificazione sono dipendenti
dal tempo e termicamente reversibile con ister&i.sono analizzati entrambi i
comportamenti degruppi OH in acqua ederivati dellacellulosausando gli spettri nel
vicino e medio mfrarosso, rispettivamente. Nel medio Arfssso non é facilerilevare la
band caratteristica dei grupf®H p e racqua @erché il contributo delldandaOH nei
derivati della cellulosa si sovrapponealla prima non rendendola visibileCosi, in
misurazioni nel medio Infrarossai sono utilizzati campioni disidratati per riuscire a
vedere il contributo €i legami a idrogenocaratteristico dederivati della celliosa La
struttura d e acjué inun materiale allostato di gel puo essere studigiaro tramite

tecniche spettroscopiche nel vicino Bripsso a trasformata di Fourier (NIR).

Gli spettri FFNIR di soluzionidi metilcellulosa 2,3 MG-1b e RMC) sono statanalizzati

per studiare la formazione di legami a idrogena le molecole di acqua della soluzione in
cui i materiali vengono discit) per comprendere come questi legami contribuiscano al
processo di gelificaziond.a Fig. 61 mostra la band®H nella regione NIR tra 6000 e
7400 cm' (1351:1667nm)dovuta ai legamiOH. La bandadi assorbimentdOH & stah
risolta in tre fasce di componéncon picchi s a 7060, 6900, e 66661" (1416, 1449,
1502nm).

Queste bande sono state assegnate alle molecole di acqua libeadld 8@)lecole d'acqua
con ungruppo OH impegnab in legami a idrogend¢S1), e queé con duegruppi OH

impegnati in legamidrogeno(S2), rispettivamente

A 30°C dove non si verifica gelazione, le aree di S1 di acqua in soluzioni 21BMCR

MC erano piu grande rispetto a quelle selo solvente (acqua pura), mentre le aree di S2
in entrambe le soluzioni erano piu piccoleqdielle del solvente puro (acqua pura). Cio
significacheleno |l ecol e dbébacqua hanno interagito

formazione di S1 a 30°C.

131

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari

c

(0]



7. Caratterizzazione ottica dei medzinclusione

A 90°C dove é avvenutda gdificazione di RMC e 2,3 MC1b l'area di SO, mentre la

superficie diS2 c& latgba € diminuita.

A causa della rotturdi alcuni legami idrogeno nelldaratturad e acdué a temperata piu
alta, | e m@podssonqoassaragl siat beri(20)Le aree di S1 sia 2j8 MC-
1b eR-MC sonopiu grand a 90°C che netolo solventgacqua pura). Questo indica che
sono presentiegamia idrogeno intermolecofatral e mo | &qgua édel cath@iora

temperature elevate.
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Figura60: Banda OHd e &ctjué inspettri NIR di (a) acqua a 30°C, (b) aega 90°C, (c) RMC a 30T, (d ) RMC a
90°C, (e) 2,3 MCG1b a 30C, e (f) 2,3 MG1b a 90C.
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Lo studio degli spettri IR di acqua e soluzioni acquose di metilcellulosa nell'intervallo di
bande di assorbimento (60@800cn) ha portato alla conclusione ehl legame a

idrogeno di molecole d'acqua tra loro e con gruppi polari di metilcellulosa svolge un ruolo

i mportante nell associazione idrofoba dura
anche la formazione di legami idrogeno intermolecolari éadia nel processo di
gelificazione. L'organizzazione strutturale degli idrogel di metilcellulosa & perd ancora
poco studiato. Ad esempio, non € noto se la gelificazione modifica la struttura delle
macromolecole di metilcellulosa o fissa semplicemente sfeuttura adottata da

macromolecole isolate in soluzione acquosa.

Mirando a diversificare la gamma dei prodotti addensanti utilizzati nella stampa tessile,
alcuni eteri cellulosici (metilcellulosa, metilidrossipropilcellulosa e idrossietilcellulosa)
sono $ati testati da Balan et al.3@d] 2009) che tramite spettroscopia IR ha confermato la
struttura chimica e il grado di sostituzione dei prodotti delle imprese Benecel, BenecelM e
Tubicoat HEC. | prodotti testati sono presenitiabellal?2 (di nostro interesse sara solo

la metilcellulosa)

. Comunercial Chenucal compound Manufacturing - _—
No. ‘ : Application fields
product (prospectus) company
1 Benecel 324 methylhydroxypropyleellulose D
. C ’ -’ thickening agent
2 Benecel 363 methylhydroxypropyleellulose (co*mekTi“t
3 Benecel 424 methylhydroxypropyleellulose Aqualon. USA TR
pharmaceuticals. food
4 Benecel M 011 methylcellulose indust)
.1
5 Benecel M 021 methylcellulose ‘
. . Tubingen, thickening agent
6 Tubicoat HEC hydroxvethylcellulose .- AHCREHINZ 48
- ST Germany (textile industry)

Tabellall: Materiali studiati34]

Per una migliore identificazione, caratterizzazione e confronto, gli spettri d'assorbimento
delle sostanze studiate sono stati sovrapposti nello stesso grafico. Tutti i campioni hanno
bande caratteristiche dei polisaccaridi. Le bande specifiche della cellulosa sone: 3450
3225, 1620, 118 1065980, 900, 67865 e 616m". Per i derivatidella cellulsa, le

bande caratteristiche sono: 1320, 1160, 1125,1075 e 94%mia metilcellulosa.

| prodotti a base di metilcellulosa (Benecel M 011 e M Benecel Oairjchspettri simili.
La Figura @ presenta lo spettro dei prodotti basati su metilceluloRigetto alle

caratteristiche proprie della cellulosmno evidenti diversshift di bande rispetto alla
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cellulosa, come ad esempio per i gruppi OH (da 34T5gen la cellulosa a 3466¢hper
la metilcellulosa), o quellselativoall a banda deital(dhd62@chaerlassor b

cellulosa a 1645crh per il prodotto)

1004
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Figura6l: Spettro FHR di Benacel M 021 (linea sottile) e cellulosa (linea spessa)

Maity et al. (35] 2012) hanno studiato i nanocoogi dimetilcellulosaargentotramite
spettroscopia FTR. | nanocompads ibridi metallo-polimeri hanno recentemente attirato
attenzione grazie al loro potenziale di offrire le caratteristiche sinergiche dei materiali
polimerici con quelli dei materiali arganici. | polimeri sono materiali ospiti eccellenti per
nanoparticelle di metallo e di semiconduttori offrendo insieme diverse eccezionali
proprieta ottiche ed elettriche. | polimeri si comportano come suapenf grado di

intrappolarenanoparticelle.

Considerando solo le caratteristiche proprie dello spettro della metilcellulosa i picchi di
assorbimento si ritrovano 2469cnt (attribuito alla vibrazione di stiramento del gruppo

idrossild a 2921crit (attribuito alla vibrazione asimmetrica di strantew CH nel | 6ane
piranosicd. La banda a 1641c¢mdipende dallamodalitd di legame CH; la banda di
assorbimento a 1081 ¢né attribuita #e vibrazioni proprie dellstiramentodel legameC-

O-C. Il picco a 951cr & relativo al gruppo-OCHs. Non si ripota in questa sede

undanal i si per il nanocompost o.
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Figura62: Spettro FHIR per nanocomposto M&g e per metilcellulosa pura

7.2.3 Glicerolo

Il Glicerolo (o glicerina) & un composto poliolico semplice. Higmido viscosoincolore,
inodore, che e ampiamente usato in formulazioni farmaceutickcerolo ha tre gruppi
ossdrilici che sono responsabili dalsua solubilita in acquadela sua natura igroscopica.

La spina dorsaldel glicerolo € centrale per tutti i lipidi noti contegliceridi. Il glicerolo e
di sapore dolce e di bassa tossicita.

Molecular formula C3HgOs
Molar mas 92.09 g mdl*
Appearance Colorless, liquidhygroscopic
Odor odorless
Density 1.261 g/cm
Melting point 17.8°C, 291K, 64 °F
Boiling point 290°C, 563K, 554 °F
Refractive indexnp) 1.4746
Viscosity 1.412 Pa-s
Tabellal2: Proprietédel glicerolo
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7. Caratterizzazione ottica dei medzinclusione

Figura63: Struttura tridimensionale del glicerolo, composizione chimica e campione di glicerolo

Per descrivere otticamente il glicerolo nel
possibile si presentano di sefp studi spettroscopici effettuati nel vicino Infrarosso (NIR),
nel | 61 nf-tRaenel®tamo lhfrRrdsso.

La spettroscopia neliaino infrarosso (NIR), come visto,e un metodo analitico che
fornisce varie informazioni sulle proprieta chimicheigiche dei materiali tra struttura
molecolare, cristallinita, cristalli polimorfi, contenuto di acqua residua, miscibilita
componente, struttura secondaria della pretenle interazioni molecolarl Gssorbanza
relativamente bassche consentenisuredi riflessionediffusa e i recenti progressi nella
chemiometria hanno resola spettroscopia NIR un potente strumento analitico non
distruttivo per il controllo di qualitaLa possibilita di inserire gampionisottovuoto in fiale

di vetroéuno deivantaggp p e r | &I& dea dolidisamorfi fisicamente instabili. L'uso
corretto di spettroscopia NIR, in combinazione con ak@niche di analissofisticate
migliora il prodotto e la comprensione del processo richiest@pere unamigliore qualita

di formulazionee quindi del prodotto finale.

Lo scopo ello studio condotto da lzutsu et al[46] 2009) era quello di caratterizzaie
profili del legame a idrogeno in solidi amorfiallo stato gomroso e \treo tramite
spettroscopi NIR. La configurazione casuale delle molecole e la variaziongeda#ioni
molecolari in polioliamori e solidi saccaridici forsiceampie bande di assorbimento nello
spettro NIR Alcune delle bandgiu larghe (ad esempialovuto a stiramento dei grpp
OH) indicano diversi stati di legamea idrogeno (ad esempio, intermolecolare,

intramolecolare Jibero) nei solidi. | profili del legamea idrogeno in acqua e alcodi
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alcuni liquidi dipendono in gran parte dalla temperatRecenti studnel medioinfrarosso
su film saccarigti amori indicanodifferenti shift deipicchi di stiramento OH dipendenti
dalla temperatura (33e8400cni) e d legame (100A10Ccm™) tra lo stato vetrosce

gommoso

L énalisi NIR di solidi amorfi raffreddati(ad es.sorbitolo, glucosio) edi un liquido
(glicerolo) in una cka di quarzo (Inm di lunghezza del percorso della luce,°’GD ha
mostrato spettri sirliicon alcune bande larghe. Le bammie ampie sono presentiG200
6500cni” (rappresentanatiramento del legam®H prima del legamea idrogeno con
gruppi intermolecola)i e a 6600710 (legami congruppi intramolecolarb non a
idrogeng. L'aggiunta di HO aumental'assorbanzadi glicerolo a circa 4110, 5152 e
6925cm™* nello spettro NIR (dati non mostrati).

—— Sorbitol
— Glucose

W Glycerol

:

Absorbance
o

—_
()}
T

o5+ B

0 A T " 1 A A
10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000
Wavenumbers (cm™)

Figura64: Spettri NIR digliceroloe altri solidi (sorbitolo, gluosio) in una cella di quarzorfim lunghezza del percorso
della luce) preparato con genza,e B con scambio idrogeno / deuterio (@GP

L'effetto delriscaldamento syli spettri NIR di trasmissionelel glicerolo e mostrataccome
spetto di differenza (Fig.65). |l cambiamento porta lal spostaranto delle bande
principali presenti a 600800@&m™ (14291670nm)(stiramento OH) e circa 475@m*

137

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari



7. Caratterizzazione ottica dei medzinclusione

(2105nm)(stiramentoOH /camba me nt o del | 06 @ negliospetri odginalilae g a me

numeri d'onda superiori alle temperature elevaté@460C e 80C).

L'apparente diminuzione dell'assorbanzalla banda60006500cm™ e il concomiante

aumento di assorbanza in quella corrisporeleat 6706710&m™ sono dovute ai

cambi ament i nei profili dei | egami a idroger
comporta il passaggio da legami a idrogeno intermolecolari a legami intramolecolari o

liberi.
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005 | ,
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0 I 1  p—

-0.05 ¢
Glycerol

01 }
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Figura65: Effetto del riscaldamento gli spettri NIRdi trasmissione di glicerolo liquido raffreddato e sorbitolo solido (1
mm di lunghezza del percorso della luckg. differenzedegli spettri smo state ottenuteottraendo ‘dssorbanza dei
campioni a 30C

La compensione dei processi dinamici nel glicerolo, ha attirato molta attenzione per molti
decenni.Sono state effettuatmisure sia statiche che dinamiche. La maggior parte delle
dinamiche atomiche nello stato disordinato puo essere compresa in termini diovibraz

nel lontano infrarosso poiché questi spettri possono fornire una informazione diretta sulle
modalita vibrazionali e possono essere utilizzati come un'informazione supplementare ai
risultati ottenuti con altre tecniche. Un altro motivo per una talagm# e quello di

ottenere ulteriori informazioni a bassa frequenza al fine di avere una migliore
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comprensione del cosiddettmoson peak(il picco a bassa frequenza tipico degli spettri
degliliquidi altamente viscosi deipolimeri).

Per comprenderél comportamentoottico del glicerolon e | | & | nsi presanta gis o
seguito lo spettro FTR del glicerolo ottenuto da Barone et 4B9] 2007) durante uno
studio su composti formati da un polisaccaride, il levan, e altri piiquwimerici, tra cui il
glicerolo.

glycerol
70:30 levan:glycerol

0.351 ) |l f |
|

Abs orb ance

0.151 Vo]

r A » N
0.05 L/ ~ R - - DAY,

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm ')

Figura66: Spettro FTIR per glicerolo e 70:30: miscela levan:glicerolo stampati a compressione a 90°C. L'asse y non &
unascala comune a causa dell' elevato assorbimento del glicerolo.

Pervalutare le caratteristiche proprie dei materiali in esame nel vicino Infrarosso si puo
utilizzare la spettroscopia ATRAftenuated Total &lectancg tecnica di campionamento
della spettroscopia infrarosseghe sfrutta lariflessionedella radiazione elettromagnetica
che incide ehe attraversa il campiome esameQueste tecniche spettroscopiche vengono,

infatt.i i mpiegate per valutare | 6eventuale

Per analizzare un campiorstraverso questa tecni¢aliggind et al. (201)1[40]), una
gocciadel liquido viene posto su una finestra trasparente nsuida superficie superiore
dell'analizzatore, e poi una seconda finestra e rmiotdta posizione di apertura modo

cheil campionesi trovitra le due finestre. Questo crea un percorso ofisso altamente
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riproducibile tra le due finestre. Per campiarbassa concentrazigreeselezionato uno dei
pit lunghi cammin ottici, per campioni che sono piu concerifratiene usata una

combinazionea percorso ottico breve.

Questo studio riporta darelativi a vari materiali tra cui ilGlicol propilene liquido,il
glicerolo, la triacetina, eil glicole dipropilenico, che sono utilizzati come additivi
alimentari, farmaci e cosmetici per verifioarl'identita e la purezza globale. Gli spettri
ottenui sono costituitda 64 interferogramniessi assieme a#i* di risoluzione.

Absobance

2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber

Figura 67: Spettroacquisiti tramite ATR:Blu = glicerolo, rosso = triacetina, verdghcole propilenico, e viola =
dipropilenglicole.

Poiché le barde spettrali caratteristiche dellmpurezze esono molto simili a quelle
proprie dei materiali in esameper la misurazionsono state selezionategioni spettrali
specifichea | fine di riuscire a discrimiAdar e
esempio, nel caso del glicerolo, le regioni spettrali-8@5cm’ e 11301200cnT sono

efficaci per misurare le bandi assorbimento dovute alla presenzamiurita.

140

OCT per studi su Zebrafish: risultati preliminari



7. Caratterizzazione ottica dei medzinclusione

Figura68: Spettro nel lontano IR di glicerolo a temperatamsbiente nellaegione 56600cm1

Gli spettrinel lontanoinfrarosso(25-500cni) di due liquidi altamenteiscosi, glicerolo e
triaceting sono stati studiati nelangedi temperaturada 253K a 32RB da Perova et al.
([50] 1998. La presenza degami a idrogenmel glicerolo porta ad una grande differenza
nella formadello spettro di queste due molecole. Lo spettro di glicerolo mbstnde
molto ampie, chg@robabilmente sono dovuteua gran numero di bande vibrazionedin
differenti intensita relativesovrapposte(quattro componenti in questo casdyttavia, la
frequenza demassimi di queste bande per glicerolo e triaceérdiversaa a causa del

contributo vibrazionale diverso

Figura69: Fitting dello spettranel lontandR del Glicerolo attraverso 4 Gaussiane

| glicerol o, dunque, come anche gl al tri

non di mostra bande di assorbimento in corr.i
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