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Laboratorium Laboratorium Laboratorium spektroskopii
spektroskopii Ramana obrazowania Ramana femtosekundowej
Ramanor U 1000 (Jobin Yvon), 488- - . . : X

Microscope Raman/AFM/SNOM/TERS Millennia, Tsunami, Empower30, Spitfire Ace, Topas

LN (Spectra Physics)

Konfokalny mikroskop Raman
(RERRED)

Laboratorium
obrazowania IR

Mikroskop FTIR (Agilent Technologies
Cary 600 Series)




System Ramana do diagnhostyki in-vivo,
W czasie rzeczywistym
podczas neurooperacji w trybie




Witasciwosci fal elektromagnetycznych zalezg od dilugosci fali. Promieniowaniem
elektromagnetycznym o réznej dilugosci fali sg fale radiowe, mikrofale, podczerwien,
Swiatlo widzialne, ultrafiolet, promieniowanie rentgenowskie i promieniowanie gamma.
Kazdy =zakres spektralny promieniowania jest zwigzany z okreSlonym rodzajem
spektroskopii.
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L. Fass, Molecular oncology 2008
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Figure 4 — Frequency spectrum of electromagnetic radiation imaging technologies.
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BRAZOWANIE RAMANA

180C 1900 2000 2100 2200 2300

Spektroskopia i obrazowanie Ramana moga
identyfikowa¢ sktadniki tkanki, takie jak
komérki nablonkowe 1 macierz
zewnatrzkomoérkowa, ktéra tworzy Srodowisko,
w ktérym proliferujg komoérki nowotworowe.
Dlatego obrazowanie Ramana jest doskonalg
metoda badania sktadu biochemicznego, w
tym zmian, ktére prowadzg do transformacji
nowotworowej 1 umozliwia wykrywanie
nieprawidtowosci genetycznych w komodrkach
nowotworowych  bardziej precyzyjne 1
kompleksowo niz metody klasyczne.
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MIEDZYRESORTOWY INSTYTUT TECHNIKI RADIACY]JNE]
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H. Abramczyk, B. Brozek-Pluska, Chem. Rev. 113 (2013) 5766-7581

CHEMIAL —
REVIEWS o

Raman Imaging in Biochemical and Biomedical Applications.
Diagnosis and Treatment of Breast Cancer

Halina Abramczvk® and Beata Brozek-Pluska

Laboratory of Laser Molecular Spectroscopy, Institute of Applied Radiation Chemistry, Lodz University of Technology,
Wroblewskiego 15, 93-590 Lodz, Poland

Dziedzina diagnostyki nowotworow stata sie tak rozlegtg, ze nie sposob przedyskutowac catej tej dziedziny na jednym wyktadzie.
Dlatego wybratam tylko kilka tematéw, preferujac te, ktére byty bezposrednio zwigzane z naszym osobistym wktadem w
dziedzine.



MOTYWACJA -
DLACZEGO?

Prawidlowa i nowotworowa ludzka tkanka gruczolu
piersiowego, moézgu, glowy i szyi, jelita

Ludzkie linie komoérkowe: piers komorki prawidlowe
(MCF-10A, ) i nowotworowe epitelialne: (MCF-71, MDA-
MB-231) ludzkie komorki glejowe moéozgu: NHA
Astrocytes CC2565 ), astrocyty (CCF-STTG1 (ATCC
CLR11718) i glejaki (USTMG) (ATCC® HTB-14)

Modele zwierzece in-vivo (mozq)

Leki ( temodal,erlotinib) i fotouczulacze w terapii
antynowotworowej

ap




ZASTOSOWANIA BIOMEDYCZNE @m%

 Wysoka rozdzielczosc przestrzenna OBRAZOWANIE RAMANA

 mikroskopia SNOM (ponizej limitu dyfrakcyjnego, SNOM)

* Wzmocnienie sygnalu umozliwiajagce monitorowanie
genetycznych i immunologicznych odpowiedzi uklaéw
biologicznych (SERS poljczony z nanoczastkami)

» Swoistos¢ oddzialywan (biokonjugaty)

 AFM topografia, sztywnos¢, adhezja, modul Younga (AFM)

 Wysoka rozdzielczoS¢ czasowa (spektroskopia femtosekundowa
pump-probe (metoda wigzki pompujacej-sondujjcej))



STATYSTYKA PACIJENTOW-
GRUCZOL PIERSIOWY

< <250 pacjentow >

Carcinoma ductale infiltrans
Types of breast tumors n=250 Carcinoma lobulare infiltrans

Carcinoma ductale infiltrans + carcinoma

1 lobulare infiltrans .
Carcinoma multifocale infiltrans

= Papillare intracysticum noninasium
Carcinoma mucinosum sinistri
= Carcinma intraductale

= Fibroademona

= Carcinoma metaplasticum

= Dysplasia benigna

= Hyperplasia ductalo-lobularis

= Adenosis
Leasio-fibroso-cysticum

Proliferating breast disease

Raporty patologiczne wskazuja, ze 70% Zajmiemy sie nowotworami nablonkowymi.
Prw?é‘;ika t‘l’:akl Plzzew"ld;""e_? It’°Z°Sta*e Wiekszo$¢ rakéw ma pochodzenie nablonkowe
proébki to raki zrazikowe lub nietypowe T g . a ¢

rali sutka, przeraity Stxier ool (epitelialne) i stanowig okoto 80-85% wszystkich

chorych nowotworow.38



STATYSTYKA PACIENTOW-MOZG
42 pacjentéw

Medulloglastoma WHO G IV
Ependymoma WHO G Il

Ependymoma anaplasticum WHO G il

Subependymoma WHO G |
= Astrocytoma fibrillare WHO G Il
Astrocytoma pilocyticum WHO G |
= Ganglioma WHO G Il

= Haemangioblastoma WHO G |
= Craniopharyngoma WHO G |
=DIGWHO G

= Nowotwér embrionalny OUN WHO G IV

» Metastatic tumor

Nomal brain

Komérki nabtonka pokrywajg ciato i wiekszosci narzagdoéw, takich jak przewody mleczne w gruczole piersiowym czy przewodzie
pokarmowym i biorg udzial w wchlanianiu pokarmu, chociaz jest to tylko jedna z wielu cech nablonka?®’. Komoérki wyscietajace
mozg, zwane ependymocytami, to rodzaj komérek glejowych pokrywajacych Sciany ukladu komorowego moézgu: komory
moézgowe i rdzen kregowy. Sg zaangazowane w wymiane materiatu miedzy ptynem mézgowo-rdzeniowym a tkanka nerwowg i w
przeciwienstwie do komoérek nabtonka, nie maja blony podstawnej. Pomimo tych réznic, dla uproszczenia obie grupy beda
nazywane epitelialnymi.



STATYSTYKA PACJENTOW-JELITO
40 pacjentow >

B rectal tumor

@ large intestine




STATYSTYKA PACIJENTOW- GLOWA - SZYJA

C £ M4 dacielitow - >

Komorki nabtonka pokrywajg ciato i wiekszosci narzagdow, takich jak przewody mleczne w gruczole piersiowym czy przewodzie pokarmowym i biorg udziat w
wchtanianiu pokarmu, chociaz jest to tylko jedna z wielu cech nabtonka37. Komoérki wyscietajagce moézg, zwane ependymocytami, to rodzaj komoérek glejowych
pokrywajacych Sciany uktadu komorowego mézgu: komory mézgowe i rdzen kregowy. Sg zaangazowane w wymiane materialu miedzy ptynem mézgowo-
rdzeniowym a tkanka nerwowsq i, w przeciwienstwie do komérek nabtonka, nie maja btony podstawnej. Pomimo tych réznic, dla uproszczenia obie grupy beda
nazywane epitelialnymi.



ZJAWISKA LINIOWE I NIELINIOWE

KONFOKALNA
MIKROSPEKTROSKOPIA
RAMANA

WYMUSZONE ROZPRASZANIE
RAMANA

GENEROWANIE DRUGIE] Absorpcja przejsciowa pump-probe,
HARMONICZNE]J (SHG) spektroskopia femtosekundowa, CARS

Indukowana polaryzacja makroskopowa P dipoli elektrycznych w materiale zalezy od natezenia przytozonego pola optycznego E. W przypadku stabych pdl elektrycznych (w
poréwnaniu z polami wigzgcymi elektrony z jadrem) zaleznos¢ te mozna sformutowac jako zaleznos¢ liniowa. Wraz z konstrukcja laseréw impulsowych o wysokich mocach
szczytowych mozna by zbadac i zastosowac wiecej proceséw nieliniowych. W takich procesach polaryzacja indukowana w materiale spowodowana padajgcym polem
elektrycznym (Swiatlem) nie jest juz liniowo zalezna od amplitudy pola. Istnieje wiele procesé6w obserwowanych w rezimie nieliniowym.



R Introduction to Laser Spectroscopy

Inlroduction to Laser
Spectioscapy

1st Edition

Write a review

Authors: Halina Abramczyk

eBook ISBN: 9780080455259
Hardcover ISBN: 9780444516626

Imprint: Elsevier Science

View on ScienceDirect Published Date: 6th May 20054

\—) UO. gk“ Page Count: 384

Teoria optyki nieliniowej w ogoélnosci, a szczegodlnie spdjne rozpraszanie Ramana zostata szczegétowo opisana w podrecznikach
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JAK SPEKTROSKOPIA
I OBRAZOWANIE RAMANA

WSPOMAGAJA BADANIA NAD
RAKIEM?

*BIOMARKERY RANMANA
ZNMIIAN NOWTWOROWYCH

B

Analyst

Surmacki J, Brozek-Pluska B, Kordek R, Abramczyk H,
@roen ki o et o The lipid-reactive oxygen species phenotype of breast cancer.

breast cancer. Raman spectroscopy and mapping,
PCA and PLSDA for invasive ductal carcinoma and

invasive lobular carcinoma, Molecular tumorigenic Raman spectroscopy and mapping, PCA and PLSDA for invasive
ductal carcinoma and invasive lobular carcinoma. Molecular
tumorigenic mechanisms beyond Warburg effect, Analyst,
2015, 140, 2121 - 2133, (IF=4.2)

mechanisms beyond Warburg effect




JAK SPEKTROSKOPIA
I OBRAZOWANIE RAMANA
WSPOMAGAJA BADANIA NAD
RAKIEM??

‘OPTYCZNA BIOPS]JA

g Progress in Biophysics and Molecular Biology i
journal homepage: www.elsevier.com/locate/pbiomolbio
Review

Raman ‘optical biopsy’ of human breast cancer

=

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Halina Abramczyk **, Beata Brozek-Pluska?, Jakub Surmacki?, Joanna Jablonska-Gajewicz?,

Radzistaw Kordek® Kompletno$S¢ resekcji chirurgicznej jest kluczowym czynnikiem w

Radiation Chey aboratory of Laser Molecular Sp py, Lodz, Poland

.o prognozowaniu przezywalnosci chorych na nowotwory. Margines
bezpieczenstwa moze by dodatni, co oznacza, Ze nie wszystkie
Raman imaging (R1) is a novel method of medical diagnostics of human breast cancer and has a potential komérki rakowe zostal’y usuniqte podczas operacji_ Pacj enci Z dodatnim

to become a routine optical bi b to date the present study is the r liable Raman
analysis b

o e el pese s d cancrous brast s o e same marginesem wymagaja ponownej operacji, aby upewni¢ sie, ze caly

provice dence s compostionof anceros et s difers sgnfcanty nowotwor zostal usuniety. Zaleta ,,biopsji Ramana” jest to, Ze dostarcza
oy e bezposredniej informacji biochemicznej (odcisk palca) w czasie

rzeczywistym, nie jest podatna na subiektywne interpretacje i
monitoruje tkanke biologiczng bez czynnikéw zewnetrznych, w
przeciwienstwie do oceny histopatologicznej.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

H. Abramczyk, B. Brozek-Pluska, J. Surmacki, J.
Jablonska-Gajewicz, R. Kordek, PBMB 108 (2012)
74-81



WIRTUALNA HISTOPATOLOGIA
RAMANA

T® ." - Abramczyk H et al.,
10 pm J patent application
STANDARDOWA HISTOPATOLOGIA H&E OBRAZ HISTOPATOLOGII RAMANOWSKIE]

* Szybka analiza histopatologiczna w praktyce klinicznej

* Analiza histopatologiczna bez znacznikow zewnetrznych (bez procedur
barwienia)

 Diagnostyka w czasie rzeczywistym w celu uzyskania dostepu do marginesu
bezpieczenstwa podczas operacji nawigowanej ramanowsko

 Wysoka rozdzielczos¢ przestrzenna (male zmiany nowotworowe mozna latwo
zidentyfikowac)

 Diagnoza obiektywna (bez interpretacji czlowieka, widma Ramana)

 Rozréznianie stopni rozwoju nowotworow z wysoka specyficznoscig i
czuloscig(ok. 90%)

« Monitorowanie heterogennosci tkanki nowotworowej



SPEKTROSKOPIA RAMANA JAKO
NARZEDZIE NAWIGUJACE W BIOPSJI
OPTYCZNEJ MOZGU IN-VIVO




OPTYCZNA BIOPSJA RAMANA
MOZGU SZCZURA

W LLSM




- CZULOSC MOLEKULARNA
ROZNYCH METOD OBRAZOWANIA

STRUCTURAL

Naukowcy pracujga rowniez nad
stworzeniem aktywowanych
molekularnie i iloSciowych sond,

ktéore wytwarzajg sygnat tylko MRI / MRS

wtedy, gdy wigza sie z okresSlonym METABOLIC Pogue et al.,
, Adapted from Am. ]J. Roentgen
receptorem. Sondy te s3 gléwnym 195, 321 (2010)
celem obrazowania optycznego, w RAMAN ’
tym rozpraszania Ramana,
poniewaz mechanizmy

przetgcznikéw optycznych moga
by¢ z natury elektroniczne lub
wibracyjne.

Molecular sensitivity

10
# of molecules detectable

Obrazowanie molekularne wymaga czutosci i swoistosci. O jego zastosowaniu decyduje czuto$¢ obrazowania na
niskie stezenia molekularne. Obrazowanie optyczne ma nanomolowg czuto$¢, podobng do metod takich jak PET
1 SPECT, i umozliwia wykrycie kilkunastu réznych znacznikéw molekularnych jednoczesnie.



Stezenie (molowe)
mIVI

HDAC

lipidy

bialka
weglowodany
mineraly
enzymy

LATWOSCWYKRYWALNOSCI

AN
Closed chromatin
Ac HAT
Acetyl-CoA
A A
JT G5 g
¢ [

Ac

metylacja
DNA
metylacja
histonow
acetylacja
histonow

OH OH
B-D-ryboza

POTENCJALNY WZROST SPECYFICZNOS

Wykrywalne cechy molekularne w tkance mozna podzieli¢ na pie¢ kategorii fizjologicznych: strukturalne, metaboliczne, epigenetyczne, immunologiczne i genetyczne. Kluczowym
czynnikiem ograniczajgcym wiekszosS¢ metod obrazowania jest stosunek sygnatu do szumu zwigzany ze stezeniem ,obrazowanej cechy”. Ryc. 1 przedstawia wykrywalne markery
molekularne w tkance (swoisto$¢) w funkcji stezenia (czutos¢). Markery metaboliczne i markery immunologiczne (czynniki wzrostu, cytokiny czy hormony) mogg by¢ wydzielane w

stezeniach kilkakrotnie wyzszych niz receptory powierzchniowe, co utatwia ich wykrycie.

Pogue et al. 2015
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Glejak o wysokim stopniu zlosliwosci, komorki U-87 MG

Bright field

Biologia raka z protokotami genomiki i
proteomiki zapewnia tylko czesciowy
obraz patologii raka. Protokoty izolacji
DNA, biatek, lipidow Ilub organelli z
komoérek i tkanek obejmujg rozerwanie — Raman |mag|ng
niszczenie komorek w celu ,otwarcia”
komérek i uwolnienia badanych struktur
komdérkowych. W obrazowaniu
ramanowskim i IR nie musimy rozrywac,
niszczy¢  struktury  komorek, aby

dowiedzie¢ sie o0 ich skfladzie Fluorescence
biochemicznym np. skfadzie kropli |mag|ng of Oil Red O

lipidowych, mitochondridéw, cytoplazmy,
jadra lub btony, w tym w zywych
komorkach.

Bright field after lipid
staining with Oil Red O




ANALIZA POJEDYNCZEJ KOMORKI TECHNIKA,
RAMANA: NOWA JAKOSC W TECHNIKACH
»OMICS”

* Polgczenie metod immunohistopatologii i profilowania gendéw jest uwazane za ztoty
standard identyfikacji wielu podtypow raka. PodejsScia diagnostyczne majg jednak
ograniczenia, takie jak fatszywie dodatnie wyniki, dlugi czas analizy, bdl i urazy
pacjentdw, co zacheca badaczy do odkrywania nowych, nieinwazyjnych,
pozbawionych znacznikéw 1 mniej bolesnych metod. Spektroskopia Ramana (RS),
technika spektroskopii oscylacyjnej, nie tylko zapewnia biochemiczny profil tkanek
W czasie rzeczywistym, ale takze pozwala zrozumiec¢ przebieg choroby.



PRZYSZLE KIERUNKI W BADANIACH
NOWOTWOROW
TECHNIKI OMICZNE W BADANIACH
NOWOTWOROW (ANG.CANCER-OMICS)

&j GLYCOMICS
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Techniki konwencjonalne (np. SEM, IHC, H&E
i obrazowanie fluorescencyjne)

Destruktywne

Wymaga wczesniejszej wiedzy dotyczacej oznaczanych
czasteczek (markerow)

Pracochtonne procedury przygotowawcze

Optymalizacja protokotu - czesto czasochlonna

Czesto wymagane utrwalenie, nieodpowiednie dla
zywych komoérek

Uzywanie znacznikéw moze prowadzi¢ do artefaktow

Nie nadaje sie do prébek niejednorodnych
konwencjonalne metody czesto wymagaty duzej liczby
prébek substancji czystych do charakteryzacji prébki

badanej

Wysoka czulo$c (stezenie), ale nizsza specyficznosc
(cechy molekularne)

Diagnostyka oparta na spektroskopii
Ramana

Nieinwazyjne, niedestruktywne

Zapewnia pelen zakres informacji chemicznych
w widmie

Wymagane minimalne przygotowanie probki,
mozna zastosowac bezposrednio do zywych
komorek i zwierzat

Warunki pomiaru sg tatwe i szybkie do optymalizacji

Zywe komoérki - mozna analizowa¢é bez
powodowania uszkodzen komorek

Bezznacznikowa
Moze by wykorzystywana do analizy pojedynczych

prébek lub uzyskiwania informacje in situ (bez
przenoszenia ich na jakis specjalny nosnik)

Nizsza czutos¢, ale wyzsza specyficznoe

Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) immunohistochemia IHC, barwienie H&E




qPCR

Quantitative
reverse
transcription

Techniki konwencjonalne w histologii,
cytologii i biologii molekularnej (H&E, IHC,
qPCR, spektroskopia mas)

Destruktywne

Wymaga wczesniejszej wiedzy dotyczacej
oznaczanych czgsteczek (markeréw)
Przygotowanie probki moze zajac¢ od kilku
godzin do kilku dni
(np. przygotowanie DNA, testy PCR i western
blot)

Optymalizacja protokotu -
czesto czasochtonna
(np. western blot i PCR)

Utrata informacji przestrzennej
(np. PCR i1 spektroskopia mas)

Wymagane znakowanie
(np. PCR 1 western blot)
mozliwosc¢ tworzenia artefaktéw, kosztochlonnos¢
(czas, odczynniki i pracochtonnosc)

Diagnostyka oparta na spektroskopii
Ramana

Nieinwazyjne, niedestruktywne

Zapewnia pelen zakres informacji
chemicznych w widmie

Wymagane jest minimalne przygotowanie
probki lub brak specjalnego
przygotowania probki

Warunki pomiaru mozna latwo
zoptymalizowac¢. Mozna wdrozy¢ ,,szybki
pomiar ,,

Zachowuje informacje przestrzenne
Wysoka rozdzielczoS¢ przestrzenna (ponizej
mikrometra)

Bezznacznikowa




Techniki konwencjonalne (mikromacierz DNA,
sekwencjonowanie, spektrometria mas, PCR,
immunoprecypitacja, western blot)

Destrukcyjne (np. QPCR i spektrometria mas)

Wymaga wczesniejszej wiedzy dotyczacej oznaczanych
czasteczek — markeréw (np. IHC and qPCR)

Przygotowanie prébki moze zajac kilka dniu lub tygodni
(np. skrawanie 1 barwienie tkanek, posiewy mikrobiologiczne)

Optymalizacja protokotu - czesto czasochtonna (np.IHC i
qPCR)

Utrata informacji przestrzennej
(np. QPCR i spektrometria mas)

Czesto wymagane jest utrwalanie,
nie nadaje sie do zywych komoérek

Wymagane znakowanie (np.IHC i gPCR)
mozliwo$¢ tworzenia artefaktow, kosztowne (czas, odczynniki i
pracochtonnosc)

Spektroskopia i obrazowanie Ramana

Nieinwazyjne, niedestruktywne

Zapewnia pelen zakres informacji chemicznych w widmie

Wymagane jest minimalne lub Zadne przygotowanie
probki, dzieki czemu s3 szybsze i tansze w wykonaniu ->
szybsza diagnoza pacjenta i mniejsze koszty dla szpitali

Warunki pomiaru s latwe i szybkie do optymalizacji

Zachowuje informacje przestrzenne
Wysoka rozdzielczos¢ przestrzenna (ponizej mikrometra)

Zywe komoérki - mozna analizowaé bez powodowania ich
uszkodzen

Bezznacznikowe




ZJWSKA LINIOWE I NIELINIOWE

Konfokalna mikroskopia Ramana

Indukowana makroskopowa polaryzacja P dipoli elektrycznych w materiale zalezy od natezenia przytozonego pola optycznego E. W przypadku stabych pdl elektrycznych (v
poréwnaniu z polami wigzacymi elektrony z jadrem) zalezno$¢ te mozna sformutowac jako zaleznos¢ liniowa. Wraz z konstrukcja laseréw impulsowych o wysokich mocach
szczytowych mozna by zbadac i zastosowac wiecej proceséw nieliniowych. W takich procesach polaryzacja indukowana w materiale spowodowana padajacym polem
elektrycznym (Swiatlem) nie jest juz liniowo zalezna od amplitudy pola. Istnieje wiele proceséw, ktére moga wystapi¢ w rezimie nieliniowym.



KONFOKALNA MIKROSKOPIA RAMANA

1.5 Confocal Raman Microscopy

E3. E2 N
11
M7
Pioin

light source

-~
S,

chematic illustration of the beam path for confocal Ramian microscopy.

ConrFocal Raman Mic
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MIKROSKOPIA BLISKIEGO POLA PRZELAMUJE LIMIT DYFRAKCYJNY!
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AFM (MIKROSKOPIA SI¥ ATOMOWYCH)

AFM nie jest oparty na rozdzielczoSci przestrzennej
ograniczonej dyfrakcja. RozdzielczosS¢ przestrzenna
zalezy od rozmiaru ostrza i jest znacznie ponizej granicy dyfrakcji.
AFM to typ mikroskopii z sonda skanujgca (SPM) o bardzo wysokiej
rozdzielczoSci, z rozdzielczoScig rzedu ulamkéw nanometra, ponad
1000 razy lepsza niz granica dyfrakcji optycznej.

position sensitive photodetector (a photodiode)

| luR
lgr

Inset: SEM images amatic illustration of the beam path for AFM AC Mode .

cantilever with

a probing tip ve turret with objectives including the inertial drive and the SNOM tip
icmirror

Us Beam deflection unit

U& Binocular tube with ocular camera

scanned cell surface

Ug Pushrod

Ug Microscope Z stage with stepper motor

Wykrywanie poziomu $wiatta laserowego w oparciu o
matryce fotodiodowa



ROZDZIELCZOSC PRZESTRZENNA ROZNYCH

METODY OBRAZOWANIA

msec

relative gap

with native
conditions P.‘
Xray

increasing difficulty

Zatem pomyslne obserwacje
dynamiki nanostrukturalnej w
zywych neuronach mogg w
najblizszej przyszlosci
otworzy¢ mozliwos¢
wizualizacji morfologii
plastycznosci synaps w
rozdzielczosci
nanometrycznej w czasie
rzeczywistym.



1 ] viruses : o
plant cells animal cells bacteria bosomes | | moleculess

optical spectroscopy :

electron microscopy

atomic force microscopy (AFM)

AFM jest przydatna do uzyskiwania informacji topograficznej 3D probek o
rozdzielczoSci poprzecznej (w ptaszczyznie x / y) do 0,3 nm i rozdzielczosci
pionowej (w osi z) do 0,1 nm [26]. Prébki te obejmujg skupiska atomow i czgsteczek

[27], pojedyncze makroczgsteczki [28] 1 czgsteczki biologiczne (komérki, DNA,
biatka) [29, 30].



TOPOGRAFIA AFM W PROFILOWANIU
POWIERZCHNI

Obtaining Surface Profiles

.

Tl -
A 5

Fig. 6 Distribution of the glycans (green)., lipids (blue) and proteimn (red) in the human breast tumor
tissue, the white hght microscopy image (A)., Raman image (150 pm x 230 pm) obtained from the
basis analysis (B) and Raman spectra (C) in the high frequency spectral region. AFM image (D).
Raman image obtained from the basis analysis (E) and Raman spectra (F) in the fingerprint region of
the tumor breast fissue (Patient P155, Infiltrating adenocarcinoma grade WHO according to Elston and

Ellis modification G2 ), integration time for Raman images 0.5 s in the high frequency region and 1 s

in the low frequency region. resolution step 0.5 pm, laser excitation power 10 maWW. The line colors of

the spectra correspond to the colors of the Raman maps.




SZTYWNOSC
* Korzystajgc z tych krzywych sita-odlegtosc (czasami
nazywanych krzywymi wgiebienia (indentation)), mozna
tatwo obliczyC sztywnosc, ktéra jest definiowana jako
pochodna sity F w odniesieniu do penetraciji z

* (wgtebienie), dF/dz.

0.005862 N'm

Mapa adhezji (E), mapa sztywnosci (F) i topografia(G) komorek
glejaka ludzkiego USTMG.



ADHEZJA

 Kolejna interesujaca cecha krzywej retracting jest niezerowa sila
wymagana do oderwania koncowki sondy od powierzchni. Jest to tak
zwana sila adhezji. Pojawia sie z powodu slabych sil (takich jak sily van
der Waalsa) dzialajacych miedzy koncéwka sondy a powierzchnig

probki podczas kontaktu .
Int. J. Mol. Sci. 2015, 16

approaching curve

retracting curve

contact

Figure 2. A typical force—distance curve recorded by AFM in force
mode. Both the approaching and retracting curves are shown.




WARTOSCI MODULU YOUNGA ROZNYCH
PROBEK BIOLOGICZNYCH

Spores!
Silicified diatoms !

Eucaryotic
cells under
stress
Bacteri;‘

Osteoblasts!

Eucaryotic cells

Neuronal celg

10

o
o
=
©
)
@
O
o3
>

Figure 4, Range of Young's modulus values of various biological samples. Young's modulus Is an indicator of a cell's response to stress (force). Depending on their type,
eukaryotic cells can exhibit very different mechanical properties. Neurons are extremely soft (down to 1 kPa), whereas bone cells are as robust as bacteria.




ZALETY OPTYKI NIELINIOWEJ
W BADANIACH NOWOTWOROW



Wywotanie zjawiska i odczyt dla oddziatywan nieliniowych
uzyskuje sie za pomocg co najmniej dwoéch impulséw o
dobrze okreslonych wtasciwosciach: wigzka pompujaca i
wigzka sondujgca. Réznica w stosunku do innych
nieliniowych metod obrazowania optycznego, takich jak
fluorescencja i niespdjna mikroskopia Ramana.

Odczyt wymuszony ttumi procesy niespdjne, takie jak
emisja spontaniczna

Potaczenie wysokiej mocy lasera i czulej detekcji skutkuje
wysoka wydajnoscia interakcji nieliniowej

Umozliwia to szybkie uzyskiwanie obrazow

Kroétki czas naswietlania przez laser redukuje foto-
uszkodzenie probki spowodowane przez laser o duzej
mocy

Czasteczki znakujgce nie sg potrzebne do przygotowania
prébki, jak ma to miejsce w obrazowaniu fluorescencyjnym

Jednym 2z Kkluczowych celéw obecnych badan jest
skrécenie czasu potrzebnego do uzyskania obrazu. Jest to
czesto bezposrednio zwigzane z czulo$cig wykrywania.
Dzieki nowoczesnemu mikroskopowl skaningowemu czas
akwizycji do 30 fs jest mozliwy dla obrazu 512 na 512
pikseli

Emisja spontaniczna

Dlugie czasy akwizycji




Zastosowanie femtosekundowych impulséw laserowych
zamiast szeroko stosowanych impulséw pikosekundowych
w kolejnej innowacyjnej funkcji mikroskopu. Dzieki
zwiekszonej szerokosci pasma wzbudzenia krétszych
impulséw femtosekundowe impulsy laserowe sg w stanie
lepiej wzbudzac izolowane rezonanse wibracyjne

Waznym zagadnieniem ze wzgledu na wysokie moce

wigzek laserowych jest fotouszkodzenie prébki podczas
analizy. Musi nastgpi¢ zbalansowanie mocy wigzki
wzbudzajgcej — dla impulséw zakresu NIR do okolo
40mW. Na takim poziomie niebezpieczenstwo uszkodzenia
probki jest relatywnie nizsze niz np. dla mocy rzedu
10mW dla Swiatta z zakresu widzialnego. Obrazowanie
moze by( rejestrowane z wysoka czutoScig i szybkoscia.
Ekspozycja pojedynczego pixela na wigzke laserows jest
ponizej 4 ms.




ZJAWISKA LINIOWE I NIELINIOWE
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METODY GENEROWANIA ULTRAKR()T[KICH
IMPULSOW-SYNCHRONIZACJA MODOW

Aby zbadac¢ interakcje nieliniowe, potrzebujemy laseréw impulsowych o wysokich mocach szczytowych



METODY SYNCHRONIZACJI MODOW

a) Raman-Nath regime

acoustic wave

lQ o L\
"]Ci(’(\"t ® =
0 s

beam c | a) przetworniki akusto-optyczne

' b) przetworniki elektro-optyczne

C) nasycajgce sie absorbenty

: . d) zjawisko samoogniskowania Kerra
M<<A? %o e) zwierciadta Bragga

b) Bragg regime

acoustic wave
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METODY GENEROWANIA KROTKICH IMPULSOW-
PRZELACZANIE DOBROCI (Q-SWITCHING)

Mechanizm generowania impulsu
technika z przetgczaniem dobroci
(Q-Switch),

a) pompowanie,

b) przetgczanie dobroci,

C) magazynowanie energii,

d) generowanie impulsow




From oscillator

CHIRPED PULSE AMPLIFICATION (CPA)

Pump

Stretcher

%
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grating %
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e L e | T
CPA dla laseréw zostat opracowany przez Donne

Strickland 1 Gérarda Mourou na University of Rochester

w potowie lat 80., w 2018 roku otrzymali Nagrode Nobla
w dziedzinie fizyki.

Donna Strickland
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Pockels
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pump pulse

PC2

=
==
layer

Oproécz tych najnowoczesniejszych systemow badawczych,

wielu komercyjnych producentéw sprzedaje CPA na bazie Ti
szafiru o mocy szczytowej od 10 do 100 GW.

Pockels
polarizer cell
Second Harmonic Generation

(Nd : YLF, Q-switch)

CPA to najnowoczesniejsza technika uzywana przez

wszystkie lasery o najwiekszej mocy (powyzej 100 TW)



ZJAWISKA NIELINIOWE DRUGIEGO RZEDU

GENERAC]A DRUGIE]
HARMONICZNE] (SHG)




ZJAWISKA NIELINIOWE TRZECIEGO RZEDU

WYMUSZONE ROZPRASZANIE RAMANA

SPEKRTROSKOPIA ABSORPC]JI PRZE]SCIOWE]
METODA WIAZKI POMPUJACE] I SONDUJACE]



WYMUSZONE ROZPRASZANIE RAMANA

scattering state

(n + D)o,

v=1

v=0 —— Y
Rayleigh Stokes Raman Anti-Stokes Raman
scattering scattering scattering




S (2og-op ) CSRS

AS (0g)  SRGS

laser og S (20 -t0g) CARS

Rys. 6.19. Schematyczny diagram najczescie] stosowanych technik nieliniowego
wymuszonego rozpraszania Ramana




CARS

KIERUNEK PROPAGACJI STYMULOWANEGO
ANTYSTOKESOWSKIEGO ROZPRASZANIA RAMANA




SPEKTROSKOPIA ABSORPCJI PRZEJSCIOWEJ
METODA WIAZKI POMPUJACEJ I SONDUJACEJ

detector

Eksperyment z wykorzystaniem pomiardéw absorpcji przejsciowej metoda wigzki pompujacej i sondujace]j
jest prawdopodobnie najczesSciej stosowanym eksperymentem nieliniowym trzeciego rzedu. Moze byc¢
uzywany do Sledzenia wielu typéw proceséw relaksacji zaleznych od czasu i dynamiki chemicznej i jest
najczesciej uzywany do Sledzenia relaksacji populacji, kinetyki chemicznej lub dynamiki pakietdéw
falowych i dudnien kwantowych.



TRANSIENT ABSORPTION MICROSCOPY

Two Photon Transient
Absorption Absorption

:I_ excited
states

virtual
state

Examples for nonlinear absorption processes




SPEKTROSKOPIA ABSORPCJI PRZEJSCIOWE)
METODA WIAZKI POMPUJACEJ | SONDUJACE!J
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ROLA RETINOIDOW W PRZEWODZENIU
SYGNALOW KOMORKOWYCH

 Aby zrozumie( role retinoidow w przekazywaniu sygnalow komoérkowych w
wielu waznych procesach w organizmach zywych, musimy znalezé
odpowiednie narzedzia do wykrywania retinoidow in vivo w celu
monitorowania dystrybucji retinoidow w komorkach i tkankach oraz dynamiki
czasowej.

Moja prezentacja nie jest w pelni wyczerpujaca, ale raczej przedstawia przeglad ostatnich postepow z
perspektywy badan w LLSM.



ester

aldehyd

alkohol

Podstawowa struktura
hydrofobowej czgsteczki retinoidu
sktada sie z cyklicznej grupy
koncowej, polienowego tancucha
bocznego i polarnej grupy
koncowej

RETINOIDY

CHg CHg 0

CHg~_ _CHsg /JL\\
| NN 0 (CH32)14CH3
CH

3

CHg CHj

CHa~_ _CHj
NN AX,_-COOH

CHj

Retinyl palmitate

All-trans retinal

Retinol

Retinoic acid



METABOLIZM RETINOIDOW U KREGOWCOW
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. o= - 1 retinyl imine (Slri'liﬁ base)

. . /J T ‘xr’]‘ “0H Ratro-relincids
Oxidized and conjugated derivatives —* {5.g., anhydroratinol, 14-hydrosy-13, 14-ratroratinal)

retinol (vitamin A)

v \
Ratinol conjugates \(-’ | | g Salurated retinoids

(&g sultate, phosphates) - THF.Q}"#; - Q"*-#"'“'G’JL‘F! {e.g., 13, 14-dihydronetinol)
.~ retinyl esters (vi), the main storage form of vitamin A in the body.

Figure 5. Retinoid metabolism in vertebrates. Dietary all-frans-f,f-carotene (i), obtained primarily from plants, is oxidatively cleaved in a symmetric
manner by fi-carotene monooxygenase | (BCMO 1), yielding two molecules of all-trans-retinal (ii). Retinal can reversibly combine with an amino
group to form a retinyl imine (Schiff base) (iv). Retinal is also subject to oxidation and reduction to form retinoic acid (jii) and retinol (vitamin A) v,
respectively, the latter in a physiologically reversible manner. Retinoic acid can be converted into several conjugated and/or oxidized derivatives,
some of which exert biological effects. Retinol also can be converted into several derivatives including retro-retinoids, saturated retinols, and
phosphate conjugates. Retinol is also reversibly esterified to produce retinyl esters (vi), the main storage form of vitamin A in the body.




WCHLANIANIE WITAMINY A,

METABOLIZM 1

Komoérki gwiazdziste watroby

Komoérki gwiazdziste watroby znajdujg sie
pomiedzy hepatocytami a malymi
naczyniami krwiono$Snymi w watrobie.
Charakteryzujq sie obecnoscia kropelek
lipidowych i cienkimi wypustkami
rozciggajacymi sie wokél naczyn
krwionosnych. Ich aktywacja w uszkodzonej
watrobie prowadzi do wydzielania kolagenu i
tworzenia sie tkanki bliznowatej, prowadzac
do przewleklego zwléknienia lub marskosci.

circulation

| Carolmng

A DE\ Are
pI i
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AT: lagi
retingl 1;- dmz ]:-mtem.

DOSTARCZANIE DO OKA

Watroba gromadzi witaming A w postaci estru retinylu,
gdy spozycie witaminy A przekracza zapotrzebowanie
organizmu. W warunkach optymalnych dla witaminy A
wigkszos¢ uwolnionego retinolu jest przenoszona z
hepatocytow do komoérek gwiazdzistych watroby, gdzie
retinol jest wigzany z CRBP2 i reestryfikowany przez
LRAT, a nastepnie przechowywany jako estry retinylu w
cytoplazmatycznych kropelkach lipidow.33
Przechowywanie stuzy rowniez jako mechanizm
detoksykacji. usuwajac nadmiar ,,wolnego” retinolu. Gdy
tkanki obwodowe wymagaja retinolu, te zmagazynowane
estry ulegajag hydrolizie, a retinol jest ponownie
mobilizowany do hepatocytow. Hepatocyty sg réwniez
glownym miejscem syntezy RBP. Nowo uwolniony
retinol taczy sie z apo-RBP, tworzac kompleks holo-RBP,
ktory jest uwalniany z watroby do krwiobiegu.

Komoérkowe biatka wigzgce
retinoidy (CRBP) (ang. Cellular
retinoid-binding proteins (CRBP))

Chylomikrony transportuja
zawarte w pozywieniu lipidy i
estry z jelit do innych miejsc w
organizmie.



LRAT
ACYLOTRANSFERAZA RETINOLOWA LECYTYNY

a 1,2-diacyl-sn-

glycero-3 . : ; a 2-acyl-sn-glycero-
PHosohoshuiis all-trans-retinol ?;181.1..(;‘(111 :mmo acid 3-phosphocholine st

an all-trans-

all-trans-retinol--[retinol-binding protein RBP]

LRAT przenosi grupe acylowa z pozycji sn-1 fosfatydylocholiny na all-trans retinol, wytwarzajac
estry all-trans-retinylowe. Estry retinylu sg magazynami witaminy A.



MODYFIKACJE EPIGENETYCZNE
W PATOGENEZIE GUZA MOZGU

* Istnieje coraz wiecej dowodow na to, ze kwas retinowy i receptory kwasu retinowego
(RAR) odgrywaja wazng role w wywotywaniu zmian epigenetycznych i requlowaniu
zmian epigenetycznych w karcynogenezie. Subcell Biochem. 2014; 70: 129-149.

Czy glejak wielopostaciowy jest ztosliwg zmiang o podtozu
epigenetycznym?

Cancers 2013, 5, 1120-1139: doi:10.3390/cancers5031120

cancers



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=24962884

GENY MODYFIKUJACE HISTONY
I ZMIANY EPIGENETYCZNE W RDZENIAKU
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KOMORKOWA TRANSDUKCJA SYGNALU

Witamina A odgrywa wazng role w przewodzeniu sygnatéw komoérkowych w wielu waznych
procesach. Gradient protonowy wyzwala synteze ATP. Istniejg dwa rodzaje generowania gradientu
protonow.

mechanizm aktywowany swiatlem w procesach widzenia (rodzina
rodopsyn)

lancuch transportu elektronéw tworzy gradient protonow w poprzek
wewnetrznej blony mitochondrialnej, ktéory napedza synteze ATP

poprzez chemiosmoze.



Aktywowany Swiatlem mechanizm generowania

Aktywacja Swiattem
wyzwala izomeryzacje
trans do cis

Zwigzanego retinalu

gradientu protonow

Hoover Dam

water
electrochemical level
gradient gradient

extracellular
medium

turbine

, ATP
,Synthas
>™°e

lhemical energy
ATP (Adenosine Triphosphate)

electric energy i

Dziata jak pompa
protonowa; to znaczy
wychwytuje energie
Swietlng i wykorzystuje ja
do przemieszczania
protonéw przez bione
poza komorke. Powstaty
gradient protonéw w
poprzek btony wyzwala
synteze ATP uzywang do
metabolizmu i fosforylac;ji
przez syntaze ATP



LANCUCH TRANSPORTU EI‘JEKTRON(‘)W TWORZY
GRADIENT PROTONOW W POPRZEK
WEWNETRZNEJ BLONY MITOCHONDRIALNEJ,
KTORY NAPEDZA SYNTEZE ATP POPRZEZ
CHEMIOSMOZE.

T —— Overview: oxidative phosphorylation

cyhplasm
Intermembrane space

NAD" + H"

The electron transport chain is a series of proteins and organic molecules
found in the inner membrane of the mitochondria. Electrons are passed from
one member of the transport chain to another in a series of redox reactions.
Oxidative phosphorylation: Figure 1 Energy released in these reactions is captured as a proton gradient, which is
CCBY 3.0 then used to make ATP in a process called chemiosmosis. Together, the
electron transport chain and chemiosmosis make up oxidative
phosphorylation. The key steps of this process, shown in simplified form in the

Mitochondrial matrix Inner mitochondrial membrane




RETINOIDY ZWIAZANE Z BIALKAMI

., WOLNE” RETINOIDY
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RETINOIDY ZWIAZANE Z BIALKAMI

H. ABRAMCZYK, FEMTOSECOND PRIMARY EVENTS IN BACTERIORHODOPSIN. REVISION OF COMMONLY ACCEPTED
INTERPRETATION OF ELECTRONIC SPECTRA OF TRANSIENT INTERMEDIATES, J. CHEM.PHYS. 120 11120 (2004)

i3 A. TERENTIS, L.UJI, H. ABRAMCZYK, G. H. ATKINSON, PRIMARY EVENTS IN BACTERIORHODOPSIN PHOTOCYCLE:
TORSIONAL VIBRATIONAL DEPHASING IN THE FIRST EXCITED ELECTRONIC STATE, CHEM. PHYS. 313(2005) 51-62

ba

=y

i roup
Retlnyl Imlne (SChIﬁ base ) University olplifllnl(?l:nm I:hbmm&\

73
BR zawiera chromofor polienowy, retinal, ktory jest kowalencyjnie zwigzany z resztg Lys216 biatka

przez protonowang zasade Schiffa



RETINOIDY ZWIAZANE Z BIALKAMI
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Absorpcja fotonu z zakresu widzialnego (568 nm) inicjuje w bakteriorodopsynie cykliczng sekwencje reakcji, ktora konczy si¢ w milisekundowe;j
skali czasu (Schemat 1), prowadzac do przemieszczania si¢ protonu od strony cytoplazmatycznej do powierzchni zewnatrzkomérkowej i potencjal
elektrochemiczny wykorzystywany jest przez bakterie do utrzymania jej metabolizmu. Jak wida¢ na schemacie 1, obserwowane state czasowe
fotocyklu BR obejmujg okoto 11 rzedow. Fotocykl mozna podzieli¢ na dwie odrebne czesci. Pierwsza obejmuje bardzo szybkie procesy molekularne

zachodzace w femto- i pikosekundowej skali czasowej pod wplywem wzbudzenia BR-568 (all-trans), az do powstania zwigzku posredniego K o
konfiguracji 13-cis. Druga cz¢$¢ fotocyklu jest znacznie wolniejsza.



Aby zoptymalizowa¢ AFM do .

badania dynamicznych

uktadéw biologicznych, kazdy °

element AFM mozna
zmodyfikowac W celu
zwiekszenia szybkosci
skanowania AFM. W rezultacie
szybki AFM (HS-AFM) osiagnat
predkosci skanowania o kilka
rzedéw wielkosci szybsze niz w
przypadku konwencjonalnego
AFM, umozliwiajagc w ten
sposéb monitorowanie
dynamiki konformacyjnej
pojedynczych biatek na

c1thaetratarnrh » ~Adcecalb i1 AATRTA

FOTOAKTYWACIJA
BAKTERIORODOPSYNY

Fast imaging AFM na BR Mutant D96N
w 10 mM TRIS, 150 mM KC1, pH 7.6
AM AFM z A=1.0 nm

1kl/ s (64 px2)

Eksperyment trwat 200 fps

To samo miejsce (te same molekuly)

"& e,"

X,y-range=18x18nm?, z=325pm

1 Ando T et al., Nanotechnology 23 (2012)
062001
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MIKROSKOPIA SZEROKOPASMOWA CARS
(BCARS) VS MIKROSKOPIA POJEDYNCZEJ
CZESTOTLIWOSCI CARS

W celu zbadania pelnego widma BCARS, zwykle stosuje sie szerokopasmowg wigzke
Stokesa. Szerokopasmowe supercontinuum moze by¢ generowane wewngtrz witdkna
krysztatu fotonicznego. Czesto uzywany jest detektor CCD, w ktérym binning
pionowy generuje liniowy uktad nieujemnych liczb catkowitych, tj. intensywnosci
sygnatu na liczbe falowg. W kazdym punkcie obrazu zbierane jest pojedyncze widmo,
mozna przeprowadzi¢ skanowanie probki w celu uzyskania mapy widmowej.
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H. Abramczyk, Femtosecond primary events in bacteriorhodopsin. Revision of commonly accepted
interpretation of electronic spectra of transient intermediates, J. Chem. Phys. 120 11120 (2004)

A. Terentis, L. Uji, H. Abramczyk, G. H. Atkinson, Primary events in Bacteriorhodopsin photocycle:
torsional vibrational dephasing in the first excited electronic state, Chem. Phys. 313(2005) 51-62



CARS W SAKLI PIKOSEKUND

=k

1
Lock-In Amp

Fig. 4.5. Directions of propagation of the stimulated anti-Stokes scattering

Monochromator

Why the phase matchine condition _AK =0 that is always met for the stimulate
Stokes scattering, it is not automatically complied with the stimulated anti-Stokes scattering? If
results from the fact that the phase of vibrating molecules is defined by the more intense Stoke:

To sum up, intense light of the frequency @, can cause intense stimulated Raman scattering:

Stokes @¢ = @; — @, and anti-Stokes @, = @; + @_, . As a result of photon

interaction with matter, the energy exchange via optical phonons (or vibrations) takes place
leading to the formation in a medium the third-order polarisation, P% « ;(;EEj E E, . that

consists of the components changing with the frequency @, = @; — @,

O, =0, —0 . and @, = @; + @ _, . The polarisation components generate new

waves of the frequencies o, and @, . known as the stimulated Stokes and anti-Stokes Raman

scattering. The phase matching condition is met in all directions for the Stokes radiation
(Ak = 0). so the scattered light is emitted in all directions. The anti-Stokes stimulated

scattering is observed in directions, K,.. for which the phase matching condition

2k, — kg =Kk, ismet.

W skrocie, impulsy swiatta z waskopasmowego (<4 cm1, FWHM) lasera barwnikowego pracujacego przy 663 nm (I11) i szerokopasmowego (700 cm1l) lasera barwnikowego
dziatajacego w zakresie 700—750 nm (Is) sa dopasowane fazowo w ptynagcym BR (natywny lub zmodyfikowany pigment siatkowki), generujac sygnaty CARS obejmujace obszar
widmowy (las) okoto 700 cm1. Aby obja¢ caly interesujacy zakres widmowy 750-1750 cm1, |1 jest odostrojony o kilka nanometrow lub IS jest regulowany przy uzyciu innego
roztworu barwnika laserowego.




CARS: teoria

intensywnos¢ sygnatu CARS :

Ias((oas) ﬂ |Z(3)(a)assa)11ws)|2 . |12 . Is(a)s) . GZ

® Znormalizowana funkcja dopasowania widma CARS
(2-species mixture):
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- Natezenie widma bez tta (linie Lorentza):
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£2 =Band Origin

A = Amplitude

I"=Bandwidth

@ =Vibrational phase
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N = Number of vibrations

29 = third-order
susceptibility

2

19



Ve Ua Yl
NN

all-trans

Aktywacja Swiatlem
wyzwala izomeryzacje
trans do cis
Zwlgzanego retinalu

80



Native BR-568 and unlocked
analogs BR 6.11 and 6.9
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Chemical Physics 313 (2005) 51-6



NATYWNA BR-568 | NIEZMKNIETE
ANALOGI BR 6.11 AND 6.9
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Primary events in the bacteriorhodopsin photocycle:Torsional vibrational dephasing in the first
excited electronic stateAndrew C. Terentis, Laszlo Ujj, Halina Abramczyk, George H. Atkinson*
Chemieal Physics 313 (2005) 51-6



all-trans

W przypadku BR5.12 wigzanie retinalu C13 = C14 jest zablokowane w
konfiguraciji trans przez sztywny piecioczltonowy pierscien weglowy




NATYWNA BR-568 | NIEZMKNIETE
ANALOGI BR 6.11 AND 6.9

Natlve BR-568 and unlocked
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Primary events in the bacteriorhodopsin photocycle:Torsional vibrational dephasing in the first
excited electronic stateAndrew C. Terentis, Laszlo Ujj, Halina Abramczyk, George H. Atkinson*
Chemieal Physics 313 (2005) 51-6
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NATYWNA BR-568 | NIEZMKNIETE
ANALOGI BR 6.11 AND 6.9
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For BR5.12, the C13=C14 retinal bond is locked in the trans configuration
by a rigid, five-membered carbon ring
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JAKIE INFORMACJE O
DYNAMICE DRGAN ZAWIERA
KSZTALT PASMA CARS?



Maxwell equation

2 1 0%EFL)  4no'P [H(t), p |y p(1) = p, €xp(— iHI)
Vld——— =~ 1 N
¢ o c” ot° H(t)=H,

R I ) I )
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B0 =T, (BG0) pf)  pdemsity -
opelator p: ;S (3 )(1); Z(' )((z))




4  Time domain response

Scars ~ ‘5(3)(fs=f2=f1)r

four time correlation functions
SO W () (e, V(e )V (0))
factorization of the
Green functions
V@)V (0)) two time
correlation
functions




6 frequency domain response
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NATYWNA BR-568 | NIEZMKNIETE
ANALOGI BR 6.11 AND 6.9
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all-trans

or BKY.12, the =Cl4 retinal bond is locked in the trans configuration
by a rigid, five-membered carbon ring
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DYNAMIKA ELEKTRONOWA
BAKTERIORODOPSYNY I JEJ
ZMODYFIKOWANYCH ANALOGOW

Absorpcja ze stanu wzbudzonego Absorpcja ze stanu wzbudzonego

J. Phys. Ch
."-

T iy  why the femtosecond spectra of e
native BR-568 and locked analogs
pro ple Tops st e e are 1dentical ?

* why the stimulated emission

Data points are missing ;;r;.aund-

the interfering 620nm excitation Spectmm does not Overlap With the

wavelength, Transient spectral changes

following excitation of C13C14,
00 60 700 800 Sw 1000 all-locked bacteriorhodopsin, bR
5.12. Details as in earlier figure.
' avelength (nm)

——
500 600 700 800 9 1000
Wavelength (nm)

Emisja wymuszona
Wybielanie stanu podstawowego

Wyniki wykazaty, ze poczatkowe ultraszybkie zmiany widmowe
obserwowane w natywnej BR sa praktycznie identyczne z tymi Wybielanie stanu
zarejestrowanymi dla zmodyfikowanych analogow, w tym wzrost podstawowego

pasm absorpcji / emisji (460/860 nm) w czasie krotszym niz 30 fs Emisja wymuszona



ODPOWIEDZI LINIOWE I NIELINIOWE
SPRZEZENIE WIBRACYJNE
MODEL TEORETYCZNY

I(o)=(27)" [1 exp(——h—a)ﬂjdte "(M;

S p(@0,7)= [ ) 20, J"’(o Ia’r Idt [ ”‘"[Rf’(f;.r.t,)+RJ”(13.T.II)]]+

U MG 2 (YL R T 1))

Shaul Mukamel Principles
of Nonlinear Optical Spectroscopy



https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=shaul+mukamel+principles+of+nonlinear+optical+spectroscopy&stick=H4sIAAAAAAAAABXKPQ7CMAxA4QkJIcTAyGQxshgy5jJVakIbxYnd_AztcTgpZXvS946X6wkTPrc3mW25n3HClxmTGWhaHrdIFkeRiK63WYr9dwXJvH4Pts6uM6QeXfIMWkKmoOx3_0Den5C9KyDaAjmGqp5akUqi6w_zkmK6dQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj56qG-5uTiAhXRjqQKHYnsDvgQmxMoATAXegQIDBAQ&biw=2048&bih=1038
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=shaul+mukamel+principles+of+nonlinear+optical+spectroscopy&stick=H4sIAAAAAAAAABXKPQ7CMAxA4QkJIcTAyGQxshgy5jJVakIbxYnd_AztcTgpZXvS946X6wkTPrc3mW25n3HClxmTGWhaHrdIFkeRiK63WYr9dwXJvH4Pts6uM6QeXfIMWkKmoOx3_0Den5C9KyDaAjmGqp5akUqi6w_zkmK6dQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj56qG-5uTiAhXRjqQKHYnsDvgQmxMoATAXegQIDBAQ&biw=2048&bih=1038

PROFILE WYPALANIA DZIUR

bleach H. Abramezyk, J. Chem.Phys. 120 11120 (2004)

of the ground state near IR

BR4568 nm : stimulated emission
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H. Abramczyk, Femtosecond primary events in bacteriorhodopsin. Revision of commonly accepted

interpretation of electronic spectra of transient intermediates, J. Chem. Phys. 120 11120 (2004)



POPRZEDNIE MODELE
Models

2-state model 3-state model M. Garavelli, F. Negri, M. Qlivucei, J. Plys. Chem, Sor. 121 (1999) 1023

Initial Relaxation

13-trans

C,5=C,, torsional coordinate C,;=C,, torsional coordmate

Pomimo duzej roznorodnosci tradycyjnych i wspolczesnych podejs¢ do metod eksperymentalnych i
teoretycznych stosowanych do badania rodziny rodopsyn odpowiedzialnych za procesy widzenia, nie ma ogolnie
przyjetego modelu wyjasniajacego ultraszybkie procesy pierwotne



WNIOSEK-1

PROPONOWANY MECHANIZM ZDARZEN
PIERWOTNYCH W FOTOCYKLU BR

bleach H. Abramczyk, J. Chem.Phys. 120 11120 (2004)

of the ground state near IR

BR4568 nm
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H. Abramczyk, Femtosecond primary events in bacteriorhodopsin. Revision of commonly
accepted interpretation of electronic spectra of transient intermediates, J]. Chem. Phys. 120 11120
(2004)



WOLNE RETINOIDY I RETINOIDY ZWIAZANE
Z BIALKAMI

Czy dynamika femtosekundowa retinoidow ,,wolnych” w roztworze jest inna niz retinoidéw
zwigzanych z biatkami?
Odpowiedz na to pytanie jest bardzo wazna, poniewaz dynamika femtosekundowa moze monitorowac
wolny retinol i retinol zwigzany z biatkami w komoérkach, dostarczajgc informacji o mechanizmie
wychwytu retinolu i sygnalizacji przez STRA6

| sTaTais

Model of the mechanism of retinol uptake and signalling by STRA6




WOLEN RETINOIDY W ROZTWORZE
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SPEKTROSKOPIA FEMTOSEKUNDOWA
ABSORPCJI PRZEJSCIOWEJ METODA WIAZKI
POMPUJACEJ I SONDUJACEJ

)
__ sampIeJ‘

Lock-in amplifier
Standard Research Systems [~ — —illl

SR 830 photodiode

Millennia Pro Tsunami

(Spectra-Physics, (Spectra-Physics, : {
532 nm, 5 W) 100 fs, 82 MHz)

delay line

TOPAS-Prime
(Light Conversion,
270 nm-12 ym)

Empower 30
(Spectra-Physics,
Q-switched,
20 W, 1kHz)

TOPAS-Prime
(Light Conversion,
270 nm -12 uym)




SPEKTROSKOPIA FEMTOSEKUNDOWA ABSORPCJI
PRZEJSCIOWEJ METODA WIAZKI POMPUJACEJ I
SONDUJACEJ

Mierzony sygnat pump-
probe jest
proporcjonalny do czesci
detector urojonej polaryzaciji

AT {E'J =2 .u;}__:__ﬁ.E.E:' Im |:E :h Pi?-j- 1, E'j:|

Eksperyment w konfiguracji pump-probe jest prawdopodobnie najczesciej stosowanym eksperymentem
nieliniowym trzeciego rzedu. Moze by¢ uzywany do Sledzenia wielu typoéw procesdéw relaksacji zaleznych
od czasu i dynamiki chemicznej i jest najczesciej uzywany do Sledzenia relaksacji populacji, kinetyki
chemicznej lub dynamiki pakietdédw fal i dudnien kwantowych.



WYBIELANIE STANU PODSTAWOWEGO RETINOIDOW W
ROZTWORZE (N-HEKSAN, KAT MAGICZNY)
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04 All-trans retinal in hexane

-2 1| pump: 350 nm, probe 380 nm 5 || PUmp: 350 nm, probe: 360 nm
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| | Retinyl palmitate in hexane

404| /
I.'F-!etmcur: acid in hexane
w20 1. pump: 350 nm, probe: 360 nm

I =04 + 0.1ps
= =24 + 0.4ps =30 = 150208 ps

r ]

o [
p—— A r,=05 + 0.1ps

0
2
i
uf'ﬁ_ t,=26 + 1.0ps ‘%.15- =340 £0.4ps €
-8 r‘b\ .J.r
0

1ol =763 +84ps " T5= lang
f 7= long = I - . 7= long
1= long 3

- - .25 1. 2 40 :
“ Delay time (ps) 400 227 Delay time (ps) 400 s Delay time (ps) 400 0 Delay time (ps) 400

CHy CHy
CHy CHy
CHy

¥y [y N

CHs ICHa LAHly
— 'C\(Nfl%..f%f%;“'” - S N N

CHy |

CHy

7,=9.4 £0.1 ps|

1l B-karoten in chloroform
pump: 430 nm, probe: 440 nm

0 Delav time (pg) 400




WYBIELANIE STANU PODSTAWOWEGO
RETINOIDOW W ROZTWORZE
(CHLOROFORM)

'.-'_I."-. g g W 1'_'-'1"'\‘_ o WL

AN+ rans - Retingl Al - i - Patiresis Beid

Pump 350 nm 100 n)
Probe 360 nm 10 nJ

B-karoten 0.31:0.03ps 535%34.2ps

Retinyl 64.2+ 54ps 738.0+ 226 ps
palmitate

All trans-retinal 2.7 £+ 0.7 ps 161.2 £ 100.7 ps

Retinoic acid 253+34ps 219.8+29.3ps
retinol 60.5+10.5ps 3251 161.4 ps




ABSORPCJA W STANIE WZBUDZONYM RETINOIDOW W
ROZTWORZE (N-HEKSAN, KAT MAGICZNY

g | Retinyl palmitate in hexane All-trans retinal in hexane Retino in hexane 1| Retinoic acid in hexane
_Lpump: 350 nm, probe: 570 nm pump:. 350 nm, probe: 570 nm pUmp: 350 nm, probe: 570 nm | pump: 350 nm, probe: 570 nm
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ABSORPCJA W STANIE WZBUDZONYM
RETINOIDOW W ROZTWORZE (CHLOROFORM)

All-trans retinal

—— chloroform
—— hexane

AR buns - futeel Al - trans - Retinolc acid

Pump 350 nm 100 nJ
Probe 570 nm 10 nJ

450 500 20 , B-karoten 0.18 £0.01 ps 100.1£12. 7 ps
A (nm) 20 Retinyl palmitate 1.6+0.1ps 57.3 £5.7 ps 4449 +49. 4 ps
| All trans-retinal 0.8+0.1ps 3.7%0.2ps 92.7 + 16.6 ps
Retinoic acid 0.8+0.1ps 42+0.1ps 63.9+6.5ps
" retinol 1.2+0.1ps 42.6+3.0ps 384 +27.4 ps
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0.005 pump 430 nm 120 nJ
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B-karoten in chloroform
pump: 430 nm, probe: 440 nm
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Wiyniki bielenia dobrze odpowiadajg absorpcji w stanie wzbudzonym (ESA) stanu
S1 przedstawionego na rysunku. ESA narasta natychmiast i zanika
dwuwykladniczo z czasami 1 i 9,5 ps. Pierwszy z nich odzwierciedla relaksacje
wibracyjng w stanie S1, 9,5 ps odzwierciedla przejscie do stanu S0, odpowiadajac
doskonale czasowi powrotu do stanu SO w granicach 9,4 ps.



ALL-TRANS RETINAL

| All-trans retinal in hexane
E=ae AT = |[\ pump: 350 nm, probe: 360 nm

chloroform
cell 1 mm

1,=34.0 £0.4 ps
5= long

100 200 300 400 - o 5
Delay time (ps) Delay time (ps)

scheme 1. Electronic structure ¢ s-retinal in (a) n-hexanc or cyclohexane (nonpolar) and (b) acctonitrile (see Refs 3 and 7). Lifctimes
epresenting state transitions are lectronic transient absorption results although one for the weak ISC in (b) is based on transient infrared
ibsorption.

0 10 20
Delay time (ps)

Fig. Poziomy elektronowe dla all-trans retinalu . Sktadajg sie z trzech wzbudzonych stanéw singletowych w

30

obszarze widmowym bliskiego UV i widzialnym (ryc. 2). Stany wzbudzone S, A,(nn*) i S; B,(nn*) reprezentuja

polienowg strukture elektronowg, S,(nn*) reprezentuje grupe aldehydows3 all-trans retinalu



ALL-TRANS RETINOL

Retinol

0 nm 100 nJ
) nm 10 nd

Crt,

All - trans - Retinol (Vitamin A)

400 Lili] 1000

Delay time




METODY OBRAZOWANIA MIKROSPEKTROSKOPII
MOLEKULARNEJ I LASEROWEJ

3.1 SNOM AC in transmission configuration

Obrazowanie Ramana Obrazowanie IR Obrazowanie SNOM Obrazowanie AFM

Chociaz w niektoérych przypadkach dynamika jest dobrym wskaznikiem zmian metabolicznych w
komorkach, réwnie wazna moze by znajomosc¢ zawartosci komorkowej i rozmieszczenia retinoidéw
wewngtrz komorki.

Nie musimy rozrywac¢ komorek, aby przeanalizowac struktury komoérkowe
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WIDMA RAMANA RETINOIDOW
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KONWENCJONALNA BIOLOGIA
MOLEKULARNA

prote\in‘s

A

IZOLAC]JA DNA z komorek i tkanek

DNA mozna ekstrahowac z wielu typéw komoérek. Pierwszym krokiem jest liza lub rozerwanie
komorki. Mozna to zrobi¢ takze poprzez homogenizacje tkanki. Po rozerwaniu komoérek dodaje sie
roztwor soli, taki jak NaCl i roztwor detergentu zawierajacy zwigzek SDS (sododecylosiarczan).

Izolacja mitochondriow z komodrek i tkanek

Protokoty izolacji mitochondrialnej obejmujg dwa procesy - rozbicie komdrek w celu ich
otwarcia 1 uwolnienia struktur komdorkowych oraz wirowanie réznicowe w celu odzyskania
frakcji wzbogaconych w mitochondria.



W OBRAZOWANIU RAMANOWSKIM NIE MUSIMY
ROZRYWAC KOMOREK, ABY ANALIZOWAC STRUKTURY
KOMORKOWE, ABY WNISOKOWAC O ICH SKLADZIE
BIOCHEMICZNYM

Oil Red O Hoechst 33342

CLR1718

Abramczyk et al. LLSM, 2018



Biologia raka z protokotami
genomiki i proteomiki
zapewnia tylko czesciowy
obraz  patologii raka.
Protokoty izolacji DNA,
biatek, lipidow lub organelli

z komérek | tkanek
obejmujg rozerwanie
komdrek w celu otwarcia
komorek i uwolnienia

struktur komorkowych. W
obrazowaniu
ramanowskim i IR nie
musimy rozbijaC komorek,
aby dowiedzie¢ sie 0 ich
sktadzie  biochemicznym
kropelek lipidow,
mitochondriow,
cytoplazmy, jadra lub btony
w zywych komaorkach.

Jasne pole

Bright field

Obrazowanie Ramana
Raman imaging

__

Obrazowanie fluorescencyjn

barwienie czerwienig oleistg
Fluorescence

imaging of Oil Red O

Jasne pole,

barwienie czerwienia oleista

Bright field after lipid
staining with Oil Red O

10pm




System Ramana do diagnostyki w czasie rzeczywi
podczas neurooperacji w trybie in-vivo

116




BIOPSJA OPTYCZNEA MOZGU SZCURA
IN-VIVO W LLSM




NAWIGOWANA RAMANOWSKO BIOPSJA
OPTYCZNA MOZGU SZCURA IN-VIVO
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'BIOPSJA OPTYCZNA
MOZGU SZCZURA IN-VIVO
W LLSM
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WIZUALIZACJA KROPLI LIPIDOWYCH

* Chociaz w niektérych przypadkach morfologia jest dobrym wskaznikiem zmian
metabolicznych w komoérkach, réwnie wazna moze byc¢ znajomosc¢ zawartosci
komoérkowej. W przypadku LD zmiany nasycenia wigzan i dlugosci tancuchéw mozna

powigzac z chorobami.



KROPLE LIPIDOWE W NORMALNYCH KOMORKACH
GRUCZOLU PIERSIOWEGO MCF10A W POROWNANIU Z
KOMORKAMI NOWOTWOROWYMI LAGODNYMI MCF?

I AGRESYWNIE ZLOSLIWYMI MDA-MB-231

MCF10A - komérki C7 — Srednio

15/kom

Celem naszych badan bedzie ocena
wplywu agresywnosci raka na ilos¢ kropli
lipidowych i1 ich sklad chemiczny w
nieztosliwych 1 ztoSliwych ludzkich
liniach komérkowych.

Abramczyk et al. Analyst, 2015



KROPLE LIPIDOWE W ASTROCYTACH VS
GLEJAK WIELOPOSTACIOWY U887

29 /cell

67/cell

501U

Astrocyty- komorki normalne  gstrocytoma —-komérki Glejak U81-

nowotworowe Komoérki wysoce zlosliwe

* Komérki rakowe zawierajg zwiekszong liczbe kropli
lipidowych w poréwnaniu z normalnymi komérkami.

» Zwiekszona ilos¢ kropli lipidowych koreluje ze zwiekszong
agresywnoscig raka.

» Zwiekszona iloS¢ cytoplazmatycznych kropli lipidowych w
ludzkich komoérkach nowotworowych moze byc¢ Scisle
zwigzana ze zwiekszonym tempem syntezy lipidow w

tkankach nowotworowych. Abramezyk et al. 11SM 2018



PRZESTRZENNE ROZMIESZCZENIE RETI}\TOID()W
W NORMALNYCH ASTROCYTACH I KOMORKACH
GLEJAKA

Retinyl esters

10 um

NORMALNE ASTROCYTY

N <.
E =

GLEJAK
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PRZESTRZENNE ROZMIESZCZENIE RETINOIDOW
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PRZESTRZENNE ROZMIESZCZENIE RETINOIDOW
W NORMALNYCH ASTROCYTACH I GLEJAKU.
REZONANSOWE WIDMA RAMANOWSKIE

I WIDMA POLARYZACYJNE
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WNISOKI

Zidentyfikowano dwa rodzaje kropli lipidowych w normalnych astrocytach i komodrkach
nowotworowych glejaka o roéznym skladzie chemicznym, funkcjach biologicznych i

wlasciwosciach wibracyjnych.
Dwa rodzaje kropli lipidowych majg rézne funkcje - magazynowanie energii i sygnalizacje.

Ich ekspresja i sktad biochemiczny zalezg od agresywnosci raka.



* Pierwsza grupa jest gtéwnie wypetniona TAG-ami i zajmuje sie magazynowaniem energii.

* Druga grupa jest giownie wypeiniona estrami retinylu i biatkami wigzgcymi retinol i bierze
udziat w sygnalizacji, zwtaszcza sygnalizacji szlaku JAK2 / STATG.

RBP-ROH

membrane
outer mitochondrial inner mitochondrial membrane

apo-CRBP1 membrane
ATP synthase

pyruvate fatty acids intermembrane
space

matrix

food molecules from cytosol

ft{nucleus

[7 STAT3/5 |




WNISOKI OGOLNE

Obrazowanie ramanowskie wraz z ultraszybg spektroskopig
czasowo-rozdzielcza ujawnia  funkcjonalne  aspekty
retinoidow na nowym poziomie molekularnym. To
multidyscyplinarne podejscie do ,,wolnych” i zwigzanych z
biatkami retinoidéw w polagczeniu 2z odpowiednimi
hodowlami komorkowymi, tkankami ex vivo, modelami
zwierzecymi moga bycC szczegdlnie pomocne w transferze
wledzy naukowe] do  procedur terapeutycznych
stosowanych na zwierzetach 1 ostatecznie ludziach.



SPEKTROSKOPIA CZASOWO-ROZDZIELCZA 1
STYMULOWANA SPEKTROSKOPIA RAMANA

stimulated Raman spectroscopy [158-161]. These methods
should be able to help resolve the ongoing problems of

understanding the pattern of carotenoid excited singlet

states and their involvement in light harvesting. They
should be able to resolve the key issues of which absorption
changes reflect discrete electronic states and which come
from different vibrational ones. Sorting this out will

hopefully remove many of the current controversies.




