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Spektroskopia i obrazowanie Ramana
Widmo oscylacyjne

Zreby atomowe w molekule wykonujg oscylacje wokoét potozenia

rownowagi. Ruch ten mozna roztozy¢ na 3n-6 w przypadku molekut
nieliniowych oraz 3n-5 w przypadku molekut liniowych, stopni swobody

Model oscylatora harmonicznego

Oscylacje mozna rozpatrywaé
wykorzystujgc modele

(&

mechaniczne, postugujqgc sie

--------------------------

prawami mechaniki klasycznej M) | !

i dodajgc kwantowanie energii. S S AR EEREEEREEEEEE RO
Drgania zrebéw atomowych . ‘ S
w pierwszym przyblizeniu mozna “’ o, AV K T g

rozpatrywaé na modelu oscylatora
harmonicznego.
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W czasie drgania wychylenie q zmienia sie periodycznie
q=Qcos2mvt
gdzie: v jest czestosciq drgania oscylatora, a Q jest amplitudg wychylenia.

Oscylator harmoniczny to taki oscylator, ktéry spetnia prawo Hooke’a. Wynika
z tego, ze:

F = -fq

czyli, Zze sila jest proporcjonalna do wychylenia.

Wspotczynnik proporcjonalnosci f nazywamy stalg sitowq. Stata sitowa jest
wielkosciq charakteryzujqcq ,, sprezystos¢’” sprezyny i jest rowna sile
przypadajgcej na jednostke wychylenia [N/m].
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Energia oscylatora

Ruch drgajgcy opisuje rownanie Lagrange’a:

d (dT) N auv 0
dt\dg/ dq
po podstawieniu:
1 -
T = Emredq
ofrzymujemy:
1 1
V= f [Hz] v = f [cm™1]
2T [Myeq 2TTC | Mg
\ \
mq Xm,
Myeq = [kg]
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Energia oscylacji molekut

Energia oscylacji zrebow atomowych w molekule jest skwantowana

1 h f
E,..= hv (v + —) E. . = 4
0SscC \ 2 0SscC 21T N od

kwantowa liczba oscylacji

stata sitowa

dla v=20
EOSC
kwant
nawet w temperaturze 0 K potowkowy
oscylacje zrebow atomowych AE osc.

NIE USTAJA !

e

X 2

kwantowa
liczba oscylacji

Myeq



Spektroskopia i obrazowanie Ramana
Qscylator anharmoniczny

Oscylator anharmoniczny nie spelnia prawa Hooke’a.

Gdy nie znamy matematycznej postaci funkcji U(q) rozwijamy funkcje w szereg
Taylora lub, jesli to mozliwe, w szereg Maclaurina.

Ua) = U, o+ 1 (dU) 1 (d2U> >, 1 <d3U> 3,
OD=Upqt\57-) At5\5.2)] 9T t3\g3) 4+
779 " 11\dgq 4=0 \2! dq? =0 3!\ dq3 0 |

|
0

energia oscylatora anharmonicznego

1 1\2
E,ccann = hVv (v + E) — hvx (v + E)

U [ motesoute’]

AE jscgnn. = hv[1 — 2x(v + 1)]
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drgania, ktore nie powodujg przemieszczenia
srodka masy molekuty ani jej obrotu

jednoczesny ruch wszystkich zrebow
atomowych molekuty odbywajacy sie z
jednakowa czestoscia i zgodnie w fazie

Nozycowe (zginajqce) Skrecajqce
Wahadlowe Wachlazowe

Rozciqgajqce asymetryczne

rodzaje drgan normalnych
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Czy promieniowanie elektromagnetyczne, w ktérym nie ma fotonéw
pasujqcych do odstepéw miedzy poziomami energetycznymi, w ogéle nie
oddzialuje z molekutami ?

Molekuta jest zbiorem tadunkéw elekirycznych dodatnich i ujemnych. Skiadowa
elektryczna promieniowania elektromagnetycznego musi z nimi oddzialywac.
Indukuje ona w molekule moment dipolowy proporcjonalny do natezenia E
skladowej elekitrycznej pola, przy czym wspoétczynnikiem proporcjonalnosci jest

Hing = aE (1)

E = Eycos2mvyt (2)



Uing = AEgcos2mvt (3)

I~M? v (4)

Opisane zjawisko nazywamy rozpraszaniem promieniowania

llustracja rozpraszania
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Teoria polaryzowalnosci Placzka

Uing = AEgcos2mvyt (1)

polaryzowalnosé: potencjalna zdolnos¢ przemieszczania sie elektronéw
wzgledem jgder w polu elektrycznym

(2)

1 /da 1 (d?a
_ _ 2 3
«(q) = ag=0 + 1'<dq> q+2!<dq2> =0‘1 T )

q = Qcos2mtvt (4)



da
a(q) = ay + (—) Qcos2mvt (5)
dq/,

polaryzowalnosé zmienia sie z czestosciq drgania normalnego, ale tylko wtedy gdy
pochodna polaryzowalnosci po wspétrzednej drgania nie jest rowna zero
ostatecznie mozna pokazaé, ze:

1/da 1/da
Uing = aoEgcos2mv,t + 5 (d_q)o QE,cos2m(vy —v)t + > (d—q)o QE,cos2m(vy + v)t (6)

rozpraszanie Ramana rozpraszanie Ramana
skladowa stokesowska  skladowa antystokesowska
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ZASTOSOWANIA SPEKTROSKOPII RAMANA @"%

CEL BADAN
Obecnie stosowane metody analizy uktadow biologicznych
obrazowania sg bardzo czesto ograniczone ze wzgledu na
niedostateczng czutos¢, swoistos¢, a takze rozdzielczosé
przestrzenng, czasowg oraz spektralng.
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CEL BADAN @r%

IDENTYFIKACJA ZMIAN NOWOTWOROWYCH ROZNYCH NARZADOW
CZLOWIEKA: MOZGU, PIERSI, PRZEWODU POKARMOWEGO,
ORANOW GLOWY-SZYI.
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Spektroskopia i obrazowanie RAMANA
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Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczofu piersiowego

oleic acid

collagen

stearic acid p-carotene

Contents lists available at ScienceDirect

Analytica Chimica Acta

tkanka praWidfowa aaaaaaaaaaa page: www.elsevier.com/locate/aca
pacjent P115

New look inside human breast ducts with Raman imaging. Raman ®@,\~Mm
candidates as diagnostic markers for breast cancer prognosis:

Mammaglobin, palmitic acid and sphingomyelin

Halina Abramczyk’, Beata Brozek-Pluska

Lodz University of Technotogy, Institute of Applied Radiation Chemistry, Laboratory of Laser Molecular Spectroscopy, Wroblewskiego 15, 93.590 Lodz,
Poland



Spektroskopia i obrazowania Ramana w analizie chemicznej uktadéw biologicznych

Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczofu piersiowego
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Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczotu piersiowego
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Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczotu piersiowego
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Beata Brozek-Pluska,* Monika Kopec, Jakub Surmacki and Halina Abramczyk
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Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczofu piersiowego
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Przeprogramowanie metaboliczne lipidow w komodrkach
nowotworowych

Przez wiele lat fenotyp lipidow byt ignorowany przez srodowisko

naukowe, ktdre skupiato sie niemal wytgcznie na biosyntezie
biatek i profilu proteomu, czyli kompletnego zestawu biatek
danego organizmu (z ang. protein complement of the genome),
kodowanych przez genom.
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Analiza przejs¢ fazowy kwasu oleinowego (OA) i linolowego (LA)
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Journal of
Medicinal .
Chemistry s @g;o;sMa;k Raman microspectroscopy of noncancerous

and cancerous human breast tissues.
Identification and phase transitions of linoleic and
oleic acids by Raman low-temperature studies

Phase Transitions in Oleic Acid and in Human Breast Tissue As Studied

i Cite this: Analyst, 2015, 140, 2134
by Raman Spectroscopy and Raman Imaging
Beata Brozek-Pluska,’ Joanna Jablonska-Gajewicz,' Radzislaw Kordek,' and Halina Abramczyk™

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

*Department of Pathology, Chair of Oncology, Medical University of Lodz, Paderewskiego 4, 93-509 Lodz, Poland Beata Brozek-Pluska,* Monika Kopec, Jakub Surmacki and Halina Abramczyk
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Obrazowanie Ramana ludzkich tkanek gfowy i szyi -
analiza konformacji biatek
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Przypisanie pasma Amidu | do réznych postaci struktury drugorzedowej biatek

Goormaghtigh, E., Cabiaux, V. & Ruysschaert, J.-M.
Subcell. Biochem.

Struktura Potozenie Zakres [1/cm]
drugorzedowa maximum
[1/cm]

a-helisa 1654 1648-1657

B-kartka 1633 1623-1641

B-kartka 1684 1674-1695

petle 1672 1662-1686
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Obrazowanie Ramana linii komoérkowych ludzkiego
gruczofu piersiowego
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@;n..u... The role of lipid droplets and adipocytes in cancer.
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Obrazowanie Ramana linii komorkowych ludzkiego
gruczotu piersiowego
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Obrazowanie Ramana linii komorkowych ludzkiego
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy
SERS

Rozpraszanie Ramana
X106-1014

nanoczgstki
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

Czgsteczki zaadsorbowane na chropowatych powierzchniach niektérych
metali (Ag, Au, Cu) dajg bardzo intensywny sygnat ramanowski.

Wzmochienie rozpraszania ramanowskiego w stosunku do zwyktych
warunkow rejestracji widma jest rzedu 10° lub wieksze.

1974- Pierwsza wzmianka o zaskakujgco silnym rozproszeniu
ramanowskim: Fleischmann et al. - rejestracja widm ramanowskich
pirydyny zaadsorbowanej na elektrodzie srebrowej poddane] uprzednio
kilkukrotnemu cyklowi utlenianie-redukcja

1977 - Jeanmaire & Van Duyne oraz Albrecht & Creighton wykazuja, ze
obserwowane w tych warunkach silne wzmocnienia sygnatu
ramanowskiego nie da sie wyjasni¢ zwiekszong powierzchnig adsorpcyjnag

metalu. SERS

o

Rozpraszanie Ramana
¥10°-10%

analit

nanoczgstki
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

Obecnie przyjmuje sie, ze obserwowane wzmocnienie sygnatu jest
wypadkowg dwoch mechanizmow: wzmocnienia chemicznego oraz
wzmocnienia pola elektromagnetycznego.
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[
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

SERS

Rozpraszanie Ramana
X106-104

nanocz3stki

wavelength [nm)

NaBH,+8AgNO, + 4H,0 = Na[B(OH),] + 8Ag + 8HNO;

cytrynian sodu
bromek potasu
nadtlenek wodoru
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

SERS

Rozpraszanie Ramana
X108-1014

nanoczastki

MeQ

Meo—\§i’\/\sn

OMe

podtoze
Silica
(180-210 nm)
Sample Details
Sample Name: seria_5_SiO2-MPTS_PO-MYCIU 3
SOP Name: mansettings.nano
General Notes: seia_5_SiO2-MPTS_PO-MYCIU_23.00.2013
File Name: seria_5_SiO2-MPTS_P.. Dispersant Name: etanol
Record Number: 5 Dispersant RI: 1,350
Material RI: 1,33 Viscosity (cP): 1,0780
Material Absorbtion: 0,17 Measurement Date and Time: 22 wrzednia 2013 13:56:15
System
Temperature (*C): 25.0 Duration Used (s): 80
Count Rate (kcps): 4414 Measurement Position (mm): 045
Cell Description: Disposable sizng cuvette Attenuator: 4
Results
Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm). 3844 Peak 1: 2023 946 40.90
Pdi: 0.384 Peak 2: 28368 54 3038 Laser
Intercept: 0918 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Goo Detector
S2e Districution by intensity
w04+
£
& 201
]
4
101
0.1
Size (@.nm)
Record 3: senia_5_Si02-MPTS_PO-MYCIU 1 w— Record 4. sena_S_SI02-MPTS_PO-MYCIU 2]
Record 5: sena_S_S102-MPTS PO-MYCIU 3
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Ll st
Raman label
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Y
Me’.‘\ .".M_a
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Scattered Light from Particles

Controlled Reference is developed at the
interface of the probe tip and fluid

http://www.microtrac.com
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

(]
LEOPOLD 25.0kV 14.7mm x30.0k SE(M) 11/19/15 1.00um

M) 11/19/15 1.00um
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Raman intencity [cts]
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1

Obrazowanie Ramana ludzkich linii komorkowych
SERS
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Widma Ramana soli czterosodowej tetrasulfonowanej
ftalocyjaniny miedzi
w roztworze wodnym i krwi ludzkiej
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Raman spectroscopy of phthalocyanines and their sulfonated derivatives
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Mechanizm fotochemiczny oddziatywania promieniowania laserowego
wykorzystuje sie do biostymulacji i w metodzie fotodynamicznej. Metoda
terapii fotodynamicznej (PDT) polega na selektywnym utlenianiu
materiatu biologicznego tkanki nowotworowej przez tlen singletowy lub
formy rodnikowe. Pozwala, najogolniej méwiagc, na wybidrcze niszczenie
tkanek nowotworowych, chronigc jednoczesnie tkanki zdrowe. Metoda ta
jest stosowana w leczeniu nowotwordw skory, drog moczowo -
ptciowych, ptuc, przetyku, jezyka, gardta, jelit, pecherza moczowego.

)y ROS —> Cell &tissue death
' : (PDT)
Light
& Time plst
)\& delay
—_— —( [
PS Non-specific PS localizaion Light
administration PS distribution in target tissue Activation
(idealized)
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Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczofu
piersiowego zawierajgcych ftalocyjaniny

2900 CCD cis 2900 GCD s
JCCDete (™ 2CCDete

2888
2854 . 2926
1| )
‘g iox1e 2940
B, !
> .80x10° A
=
w 0
C 6.60x10"
)
2
C 0
—4.40x10" 4
C
3
E2.20x10°
©
o
0.00
2600 2800 " 3000 3200
wavenumber [cm™
Analyst
PAPER Y Acile oo

Oncologic photodynamic diagnosis and therapy:
confocal Raman/fluorescence imaging of metal
phthalocyanines in human breast cancer tissue in
vitro
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Cite this: Ay, 2014, 139, 5547

Halina Abramczyk,** Beata Brozek-Pluska,” Jakub Surmacki,* Jacek Musial®
and Radzistaw Kordek”
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J

Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczotu
piersiowego zawierajqcych porfiryny
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B. Brozek-Pluska, M.Kopec u————
Raman microspectroscopy of Hematoporphyrins. Imaging of the noncancerous and

the cancerous human breast tissues with photosensitizers.

Spectrochimica Acta Part A, 2016 submmited
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J

Obrazowanie Ramana
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Obrazowanie Ramana

Fig. 1. Raman spectroscopy system for intraoperative detection (A) Photograph of the hand-
held contact probe. with the attached neuronavigation tracking unit. (B) Illustration of the
probe being used intraoperatively. with the neuronavigation system showing the location of the
tip of the probe (cross hairs) on the preoperative MR images.
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Obrazowanie Ramana
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AFM
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SNOM- scanning optical near field microscopy

JST=TEY
| o|B BlE 2 e
A

884 .4 cts

SNOM

http://www.witec.de/techniques/afm

Raman

0 cts

1.874E5 CCD cts _ 539.8 nm*

AFM

0 CCD cts 0 nm*



Spektroskopia i obrazowania Ramana w analizie chemicznej uktadow biologicznych

351.4 nm

\ W
" { Lo~ < N 669.3 CCD cts
YN
3 e ./‘.,/_"..‘\"'\ - ‘t
"‘ - s - g ‘ \ “ N
Raman 2850 cm?
- 549.1 nm 0CCD cts
450.1 cts
0 nm

AFM

Octs




Spektroskopia i obrazowania Ramana w analizie chemicznej uktadow biologicznych

-~
— -r"f
C e AFM
B A
D =) i
— il

mitr.p.lodz.pl/raman

adhezja sztywnos¢ topografia



Spektroskopia i obrazowania Ramana w analizie chemicznej uktadow biologicznych

0.015

0.01

0.005

Scores on PC 3 (0.40%)

-0.005

-0.01

e E

-0.016

| 1
0.005 0.01 0.016 0.02 0.026

| 1 1
-0.026 -0.02 -0.016 -0.01 -0.0056
Scores on PC 2 (3.34%)

e e o P
1
i
1
1
1
1
I
|
i
i
]
i
|
|
|
i
1
I
"

!I
I
|
]
|
i
|
1
]

[ 1 16
Sooes on PG 1 BN

0.2 T

carotenoids
1158 1518

01} lipids i

005 i
\ / 1 |

1N T.d,-_-i bL r}'tl,.,\____,g -—ﬂ\.—_—'"r‘ill‘lr‘.-i hlﬁ.l,___. _—

005+ g

Scores on LV 3 (0.33%)

Loadings on PC1 (79.75%)

02 1 1 1 L L 1 1

1 1 1 1 1

0.0z 0.08 0.06 0.08 o 032 §00 1000 1600 2000 2600 3000 3500
Scores on LV 1 (79.03%)

Wavenumber [cm]



Spektroskopia i obrazowania Ramana w analizie chemicznej uktadow biologicznych

1

farmaceutykow

8.6x10%

intensywnosc

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

’ budowy komodrek

liczba falowa [cm™]

® @)oo

Live Cells\* @

metabolizmu

. : - zywotnosci komoérek
transformacji

nowotworowych



