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SPEKTROSKOPIA RAMANA

NANODIAGNOSTYKA
MEDYCZNA



Technologia laserowa

telekomunikacja
diagnostyka medyczna
optoelektronika
fotonika

Inzynieria materiatowa

technologia swiattowodowa
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Small but mighty—the power of concentration

Parametry

moc szczytowa- 0.12 MW ; elektrowniaEC-2 00 MW
moc szczytowa po wzmochieniu- 10 GW ;
elektrownia Belchatow 4 GW

gestosc energii- 10 8 W/cm?

PO wzmochieniu. 10 11 W/cm?



Jak mozemy wykorzystac tak krotkie impulsy?

Mozemy fotografowac reakcje chemiczne

Reakcja egzotermiczna
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Jak mozemy monitorowac tak szybkie procesy?
Metoda pump-probe
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Jestem pierwsza.
Wzbudze

elektrony!




Jak mozemy monitorowac tak szybkie procesy?
Metoda pump-probe

Nadchodze po
kilku
femtosekundach

Jestem pierwsza.
Wzbudze
elektrony!
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Zo6tta zmienita
mojq absorpcje!
Jak?

Zmierzy to wigzka
czerwona!
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Jak mozemy wykorzystywac w praktyce
tak krotkie impulsy?

Elektryczny sygnat
wyjsSciowy
Elektryczny sygnat Swiattowod
wejsciowy

, Channel
Time frame/ WDM Type. Channels  Wavelength Spacing

19805 [ | Wideband |\ 2 [13100m 1550mm| - |

ol 0] [Nantnd] [ 25 | Chad | B0A0GH
| Mid90s| | Dense |J16-40 |  Cband | 100-200 GHz |
| Lated0s\ | Dense |/64-160 | C-band | 25:60GHz

Fast optical networks utilizing the
wavelength multiplexing
technologies WDM, DWDM,
UWDM are one of the greatest
beneficient of the modern laser
technology in building of
complete optical platforms that
Includes

optical fibers

lasers, modulators, reflectometers
optical amplifiers

multiplexers and demultiplexers
switches and teracommutators
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PLAN WYKtADU

Przeglad giéwnych rutynowych technik medycznego obrazowania
( MRI, X, CT, PET, ultradzwieki)

Podstawy mikroskopii konfokalnej

Liniowe i nieliniowe rozpraszanie Ramana (spontaniczne rozpraszanie
Ramana, CARS, wymuszone rozpraszanie Ramana (SRS),
femtosekundowe wymuszone rozpraszanie Ramana (FSRS

Inne metody optyki nieliniowej z zastosowaniem laseréw _
femtosekundowych ( 2-fotonowa fluorescencja (two photon excited
fluoresence TPEF) oraz zastosowania ll i lll harmonicznej (SHG, THG)

Najnowsze wyniki z Laboratorium Laserowej Spektroskopii
Molekularnej PL - Diagnostyka nowotworu gruczotu piersiowego
metodg spektroskopii Ramana i obrazowania Ramana



L. Fass, Molecular oncology 2008

Eiology
Leptomolar Manosystems _Protein dynamics
Attomolar /
Femtomolar Optical Stem cell function
Picomolar Blochemistry Signal transduction
NM/PET Gene expression

FReceplors  Manomolar
Hhysiology

MRI MRl MRS

Metabalism

Perfusion Micromolar
Uktrasound

X Ray Angio
Fump function Millimolar

Anatomy

Figure 5 — Relative sensitivity of imaging technologies.

Cancer is a multifactorial disease and imaging is able to demonstrate the various mechanisms and
phases of pathogenesis. The combination of information using different modalities , various imaging
agents and various biomarkers will improve the sensitivity and specificity. As aresult there has been
an increased use of imaging of biomarkers demonstating metabolism, cell proliferation,cell migration,
protein expression, gen expresion, signal transduction, hypoxia, apoptosis




L. Fass, Molecular oncology 2008
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Figure 4 — Frequency spectrum of electromagnetic radiation imaging technologies.




nie jest metodg leczenia samg w sobie, ale moze ono
pomoc w wyborze najkorzystniejszego sposobu leczenia. Niektore metody
obrazowania mogg byC przydatne rowniez w diagnozowaniu choréb
nowotworowych, mogg one pomagac¢ w okresleniu jak zaawansowana jest
choroba, jak dziatajg dostarczane do organizmu leki i jak efektywna jest
zastosowana procedura leczenia.

Zastosowanie obrazowania

» Badania przesiewowe nowotworéw

Obrazowanie moze by¢c wykorzystywane w celu sprawdzenia czy
W organizmie pacjenta wystepujg podejrzane struktury moggce miec
charakter nowotworowy.

Mammografie sg przyktadem bardzo dobrze znanej metody
obrazowania uzywanej do badania raka piersi. Badania przesiewowe sg
szczegolnie polecane osobom z grup podwyzszonego ryzyka (ze wzgledu
na wiek, historie zachorowan w rodzinie czy tez styl zycia) w celu
zdiagnozowania réznych typow nowotworow.



»Diagnostyka

Obrazowanie moze by¢ wykorzystywane do okreslenia gdzie
zlokalizowany jest nowotwor | jaki jest stopien rozwoju choroby. W tym sensie
obrazowanie moze pomoc W okresleniu stopnia zaawansowania choroby
| stwierdzeniu czy nowotwor jest umiejscowiony w srodku, na zewnatrz czy tez
w poblizu waznych organow wewnetrznych lub naczyn krwionosnych. Jesli
konieczna jest biopsja (pobranie matego fragmentu z guza do celéw
diagnostycznych) obrazowanie jest przydatne w precyzyjnej lokalizacji
nowotworu i pobraniu wycinka do analizy.

»Doboér metody leczenia

Obrazowanie moze by¢€ takze przydatne w kontekscie sterowania leczeniem by
byto one jak najmniej inwazyjne | skupione na tkance nowotworowej. Np.
ultrasonografia, MRI czy CT mogg by¢ uzywane do bardzo doktadnego
zlokalizowania guza dzieki czemu leczenie moze obejmowac prawie wytgcznie
tkanki guza jak najmniej uszkadzajgc tkanki otaczajgce.



»Nadzorowanie efektywnosci podjetego leczenia

Obrazowanie moze takze pozwoli¢ na Sledzenie postepow stosowanej
terapii. Dzieki obrazowaniu mozna sledzi¢ czy guz ulega zmniejszeniu czy tez
rozrasta sie. Zastosowanie znajdujg tutaj, wykonywane regularnie badania
technikami takimi jak: przeswietlenia promieniami X, MRI czy CT. PET i inne
techniki medycyny nuklearnej sg wykorzystywane do badan majgcych
stwierdzi¢ czy guz atakuje najwazniejsze zyciowe narzgdy. MNR jest zas
stosowany do badan majgcych na celu sledzenie zmian chemicznych
zachodzgcych w nowotworach.

>Monitorowanie nawrotéw choroby nowotworowej

Obrazowanie moze by¢ uzywane takze do diagnozowania nawrotow
choroby nowotworowej i Sledzenia jej rozprzestrzeniania sie w organizmie.



KONTRAST OBRAZOWANIA

Endogenne mechanizmy:

Absorpcja, odbicie, transmisja
‘Podatnos¢ magnetyczna
*Relaksacja magnetyczna

Dyfuzja wody

*Spin magnetyczny

e utlenianie

*‘Rozkiad widmowy

*Temperatua
*Elektryczna impedancja
*Przesuniecie czestosci akustycznej
* elastycznos¢ mechaniczna
-Rozpraszanie Raman (indukowana polaryzowalnosc)



KONTRAST OBRAZOWANIA

« Egzogenne mechanizmy:

 Absorpcja, odbicie, transmisja
« Hiperpolaryzacja spinu
 Relaksacja magnetyczna
 Podatnos¢ magnetyczna
« Transfer namagnesowania
« Transfer nasycenia
* lzotopy
 Fluorescencja
 Bioluminescencja
 komoérkowe pH
* Niedotlenienie (Hypoxia)



Obrazowanie promieniowaniem X
(X-ray imaginq)

Przeswietlenie promieniowaniem X jest
najprawdopodobniej jedng
z najpopularniejszych metod obrazowania

Obrazy powstajg podczas przeswietlenia na skutek odmiennej Babsorpcii
promieniowania przez rozne typy tkanek. Wapn zawarty
w kosciach absorbuje promieniowanie najsilniej i dlatego kosci widoczne na zdjeciu sg
biate. Ttuszcz oraz inne tkanki absorbujg stabiej i dlatego majg kolor szary. Najstabiej
promieniowanie absorbujg ptuca z tego powodu odpowiada im kolor czarny.

Najpopularniejszym zastosowaniem przeswietlenia rentgenowskiego jest badanie
ztamanych kosci. Metoda ta ma jednak zastosowanie rowniez
w badaniu nowotworow. Analiza zdje¢ pozwala bowiem na stwierdzenie czy guz
wystepuje, a jesli tak to czy rozrasta sie w ptucach lub innych obszarach klatki
piersiowe;.

Mammografia wykorzystuje promieniowanie X do wyszukiwania guzow i obszaréw
podejrzanych o charakter nowotworowy w piersiach.



Tomografia komputerowa CT (computed tomoqgraphy)
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A. P. Reeves, Cornell University

Tomografia komputerowa (CT lub CAT) wykorzystuje komputerowo kontrolowane promieniowanie X do kreowania

obrazéw ciata. Zastosowanie promieniowania X zbliza CT do przeswietlenia rentgenowskiego jednakze zdjecie
rentgenowskie i skany CT pozwalajg pozyskac catkiem odmienne informacje. Chociaz doswiadczony radiolog
potrafi rbwniez ze zdjecia rentgenowskiego wywnioskowac o tréjwymiarowej lokacji guza przeswietlenia
rentgenowskie w przeciwienstwie do CT sg z natury dwuwymiarowe.

Przeswietlenia rentgenowskie ramienia lub klatki piersiowej nie sg

w stanie dostarczy¢ informacji jak gteboko penetrujemy ciato w poszukiwaniu zmian. Skany CT sg tréjwymiarowe.
Dzieki zarejestrowaniu i zanalizowaniu trojwymiarowych ,plastrow” ciata pacjenta lekarz nie tylko moze stwierdzic
obecnosc¢ guza, ale takze jak gteboko jest on umiejscowiony. Skany CT sg trojwymiarowe, poniewaz obrazowanie

nastepuje nie na ptaskiej kliszy
a w pamieci komputera.



A- konwencjonalna CT
B- spiralna CT

Konwencjonalny skan CT bez kontrastu  ggnwencjonalny skan CT z kontrastem tego
ukazujacy guz watroby. samego pacjenta ukazujacy guz watroby.

Autor:Dr. Peter Choyke,
Department of Radiology, Clinical Center, National Institutes of Health




OBRAZOWANIE JADROWE (PET i SPECT)

e

e * . e "‘: — - V‘» ,FY‘ .
P . Tz E
-~ N -

":,-" £ ,f > t ) /'"' )
& =X P >
4 - 2= - o
- “ - *

Obrazowanie jadrowe (PET and SPECT)

Obrazowanie jgdrowe wykorzystuje mate dawki znacznikow radioaktywnych, ktore zostajg
wprowadzone do ciata pacjenta. Odpowiednio skonstruowana aparatura $ledzi nastepnie
gdzie i kiedy nastepuje koncentracja znacznika. Najpopularniejsze metody z tej grupy to
PET i SPECT.

Pozytonowatomografia emisyjna (PET)

rejestruje komputerowe obrazy zmian metabolizmu cukréow, jakie maja miejsce w tkankach.
Standardowo pacjent otrzymuje zastrzyk substancji bedacej potgczeniem cukru i cukru
znaczonego izotopowo. Cukier znaczony izotopowo pozwala na zlokalizowanie guza
poniewaz komorki guza pochtaniajg czgsteczki cukru efektywniej niz inne tkanki organizmu.
Po otrzymaniu cukru znaczonego izotopowo pacjent lezy przez okoto 60 min podczas gdy
znaczony cukier krgzy w jego ciele. Jesli w organizmie wystepuje guz cukier powinien
efektywnie sie w nim zakumulowac.



Pozytonowatomografia emisyjna (PET)
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Nastepnie pacjent umieszczony na stole stopniowo wprowadzany jest
do skanera PET 6-7 razy w ciggu 45-60min. Skaner PET uzywany jest do
okreslenia rozmieszczenia cukru w guzie i innych tkankach ciata. Dzieki
analizie skanéw CT i PET mozna osiggnac¢ lepsza zdolnos¢ opisu guza.
Obraz obrobiony komputerowo analizowany jest przez radiologa.

PET moze wykry¢ guz nawet gdy inne techniki wskazuja na normalny
charakter tkanki. PET pozwala takze na diagnostyke wznowien
nowotworowych i okreslenie efektywnosci leczenia-gdy guz zmniejsza
sie jego komoérki metabolizujg coraz mniej cukru.



. The detector records pair of gamma rays emitted by a positron-emitting radioactive substance. To
recall, proton-rich isotopes like are may decay via positron emission, in which a proton in the nucleus
decays to a neutron, a positron (positive electron) and a neutrino. Understanding this phenomenon

of detection requires recalling that there is antimatter in the universe, and when antimatter
(positron) meets matter (electron), then both kinds of matter are annihilated, and pure energy
(gamma radiation) is formed. PET radioactive substance emits positrons which annihilate with
electrons up to a few millimeters away, causing two gamma photons to be emitted in opposite directions

'Y Two anti-parallel 511keV
P O Photons produced
P N e
N . -~.¢:1‘.::1§-‘1_‘:“:_\_\ D)

N Positron combines
with electron
Unstable parent nucleus \I and annihilates

Proton decays to

neutron in nucleus-

positron and neutrino Vv
emitted



SPECT

Podobna do techniki PET komputerowa tomografia
emisyjna pojedynczeqgo fotonu SPECT wykorzystuje
radioaktywne znaczniki i skaner do rejestrowania dwu- lub
trojwymiarowych  obrazow ciatla . Mata  porcja
radioaktywnego znacznika podawana jest dozylnie, a
nastepnie wykonywane jest skanowanie ciata pacjenta
podczas gdy znacznik jest wchianiany przez tkanki. SPECT
moze dostarczyC¢ informacji o przeptywie krwi w tkankach |
metabolizmie zachodzgcym w ciele pacjenta.

W procedurze tej antyciata mogg by¢ potaczone z
substancjg radioaktywng. Gdy w ciele pacjenta wystepuje
guz antyciata mogg tatwo przytgczy¢ sie do komorek
nowotworowych. Skany SPECT pozwalajg wiec na
lokalizacje guza.




Ultradzwieki

Ultrasonografia wykorzystuje fale
dzwickowe o0 czestosciach powyzej
wykrywalnych przez ucho ludzkie.
Przetwornik  wytwarza fale, ktore
przenikajg do ciata badanego pacjenta |
ulegajg odbiciu od organéw oraz tkanek
pozwalajgc na wytworzenie obrazu
organow wewnetrznych. Ultradzwieki
mogg by¢  wykorzystywane do
lokalizacji nowotworow | sg pomocne
podczas wykonywania biopsji

Ultrasound image of the liver; dark areas by arrows show
possible tumors. Image courtesy of Dr.Thomas Shawker,
National Cancer Institute.



Magnetic Resonance Imaging (MRI)
Obrazowanie jadrowym rezonansem magnetycznym

MRI scan without contrast showing possible

‘ ‘*1, v tumor in the liver.
‘ i MRI scan of the same patient using contrast.
Images courtesy of Dr. Peter Choyke,
‘ n Clinical Center, NIH.

Obrazowanie rezonansem magnetycznym wykorzystuje fale
radiowe do badania pacjentow umieszczonych w silnym polu
magnetycznym, a uzyskany obraz powstaje w oparciu o fale radiowe
wyemitowane przez badane tkanki.

Roézne tkanki witgczajgc takze guzy emitujg mniej lub bardziej
intensywne sygnaty w zaleznosci od ich chemicznego otoczenia, a obraz
ciata pacjenta moze zostaC zapisany w postaci danych komputerowych .
Obrazowanie rezonansem magnetycznym podobnie jak CT dostarcza
obrazéw dwu- i trojwymiarowych czasem jest jednak o wiele czulszg metodag
szczegolnie w rozroznianiu tkanek miekkich.



Mammoaqrafia cyfrowa

Mammografia konwencjonalna wykorzystuje
promieniowanie X w celu identyfikacji zmian B
nowotworowych lub obszarow podejrzanych

o charakter nowotworowy w piersi.

Mammografia cyfrowa rowniez wykorzystuje
promieniowanie X, ale dane gromadzone sg A- konwecjonalna
w pamieci komputera zamiast na kliszy fotograficzne;. mammografia piersi.
Pozwala to na komputerowe opracowywanie obrazow
w tym ich wzmacnianie czy tez powiekszanie.

B- mammografia
cyfrowa
tej samej pacjentki.

Autor Dr. Laurie Fajardo,
Johns Hopkins
Medical Institutions
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bs/colonoscopy/index.htm



LASEROWA KONFOKALNA
MIKROSKOPIA FLUORESCENCYJNA

Laserowa konfokalna mikroskopia fluorescencyjna stata sie
standardem dla obrazowania optycznego oferujgc mozliwos¢
konstrukcji trojwymiarowych obrazéw o rozdzielczosci okreslonej
przez kryterium Rayleigha, ktore okresla lateralng rozdzielczos¢ jako
rowng dtugosci fali A Swiatta probkujgcego, zas rozdzielczos¢ aksjalng
jako 2 A

Typowa prébkowana objetosc w zakresie widzialnym wynosi wiec
okoto 500 nm*500 nm*1000nm

a2

500 nm*500 nm*1000nm

axial



MIKROSKOPIA KONFOKALNA

M_ Pt )
3\ ,»‘"/

O, =0.61A/NA

lateral

—

5, =2xn/(NA)

lat

3D imaging and deep profiling
due to confocal configuration

Z Control

axial

The lateral and axial spatial resolution, 5, and d,,, are determined by the diffraction limit, as discussed before: w
Or = 0.61 A/ NA 3., =2An/(NA)?

where A is the wavelength of exciting light, n the refractive index, and NA the numeric aperture of the objective.




http://www.hopkinsmedicine.org/micfac/refman/Zeiss/LSM510Meta/Principles
_of _Confocal Microscopy.pdf



RAMAN IMAGING
OBRAZOWANIE RAMANA
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Rayleigh Raman scattering Raman scattering
scattering Stokes anti-Stokes




Rozpraszanie elastyczne

ground state

36



Jednakze swiatlo moze sie rozpraszaci w inny sposob-
rozpraszanie Ramana

- ______—__I_ rozpraszanie nieelastyczne

ettt Bl ol e znalaztem CZQStOéCi inne od

J) wyzsza czestosc

nizsza czestosc¢

f w Swietle rozproszonym

czestosci Swiatta padajacego

I

Chandrasekhara
Venkata Raman 37



Jednakze swiatto moze sie rozpraszac takze w inny sposol
—rozpraszanie Ramana

___________________ W Swietle rozproszonym
zzzzzzzzzzz;(izzzzzz:zzzzzz: S Zhalaztem czestoscl Inne od
czestosci Swiatta padajacego
J) wyzsza czestosé
nizsza W
: N s Chandrasekhara
mierzac réznice energii miedzy Venkata Raman

swiattem padajacym a rozproszonym
otrzymujemy informacje o drganiach
czasteczek. 38
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Internuclear distance



Uing = AEgcos2mvyt ©)

I~M%, v (4)

Opisane zjawisko nazywamy rozpraszaniem promieniowania

llustracja rozpraszania




Spektroskopia RAMANA

Teoria polaryzowalnosci Placzka

Uinga = AEgcos2mvyt (1)

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

a=f(q) )
da 1 /(d*a A
P —— L N ] 3
®(q) = @go + 1'(dq) q+2!<dq2> G ‘%

q = Qcos2ntvt (4)



da
a(q) = ay + (d_q) Qcos2nvt (5)
0

polaryzowalnos¢ zmienia sie z czestoscig drgania normalnego, ale tylko wtedy gdy
pochodna polaryzowalnosci po wspétrzednej drgania nie jest rowna zero
ostatecznie mozna pokazac, ze:

da = ;
(d—q)OQ 0€0s2m(vy + V)t (6)

1/da 1
Hing = @pEgcos2myyt + - (—) QE,cos2n(vy —v)t + =
0

2\dq 2

rozpraszanie rozpraszanie Ramana
Rayleigha  skladowa stokesowska



wi=20 - 0 =10

Rayleigh Raman scattering Raman scattering
scattering Stokes anti-Stokes




3. Analiza ukladéw biologicznych
3A. Zastosowanie spektroskopii Ramana w badaniu nowotworow
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Widma Ramana
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c) tkanka nowotworowa

Widma Ramana

a) tkanka zdrowa

b) tkanka nowotworowa
c) krew obwodowa
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kriostat




6. Analizy farmaceutyczne

paracetamol- N-(4-
hydroksyfenylo)acetamid

widma Ramana
sktadnikow tabletki

http://www.horiba.com



5. Konfokalna mikroskopia Ramana

alpha300 series - measurement resulis _WI TEC

focus innovations

1. Healthy tissue (from surgery) . . .
5a. Analiza tkanek gruczotu piersiowego

(a) Stitching image: (b) Single Spectra: .
ex-Vvivo

alpha300 series - measurement results _WI TEC

Single spectra focus innovations
Wavelength [nm]: 532
Obijective: 50x 0.50NA
Integration Time [s]: 0.2
Accumulations: 5

3. Healthy tissue (histopathological sample)

Figure 4

Figure 1.a. shows a stitching image composed of hundreds of video images for a larger overview of the sample. Two
single spectra, Fig.1.b.,were achieved at the positions marked in the stitching image, Fig.1.a., with a integration time

(a) Stitching image: (b) Raman image (XY): (c) Averaged spectra:
of0.2s. '

Using the confocal Raman
Microscope alpha500 R, samplé, 3

was measured using a 532 nin

laser for Raman imaging and —
50x objective with a numerical [Readlul
aperture (N.A.) of 0.50.

Figure 4. (a) shows the stitching image (2x2 mm) of sample 3 compesed of hundreds

of single video images. (b) The Raman image (1.75x1.75 mm) of the region marked in  Image Scan (XY):
(a) obtained by basis analysis from the average specira, is shown in (c). These three  Points per Lin
spectra were averaged from three different areas in the sample. The spectra blue and Lines per Image

http//WWW mltrp|0dz- pllram an red show differences in relative intensities of some Raman bands. The colors of the ~ Scan Width [um]:

spectra correspond to the colors in the image. Mixed areas are displayed as mixed ‘Scan Hg\gh_]t_.[pmj: )
colors. ntegration Time [s]:

http://www.witec.de




5b. Analiza komoérek skory in-vivo

skora nawilzona

http://www.horiba.com skora sucha



5¢c. Widma komorek bakterii
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6. Analizy farmaceutyczne

paracetamol- N-(4-
hydroksyfenylo)acetamid

widma Ramana
sktadnikow tabletki

http://www.horiba.com



7. Analiza fotouczulaczy
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OPTYCZNA BIOPSJA W WALCE Z
RAKIEM — MARZENIE CZY
RZECZYWISTOSC?



Obrazowanie Ramana

Mikroskopia Ramana
Konfokalna mikroskopia Ramana

Zebranie przestrzennie rozdzielonych danych metoda
skanowania zogniskowanej wigzki laserowej, albo
przesuwanie probki za pomocg mikroskopowego stolika
translacyjnego

Otrzymane dane zostajg wykorzystane do zbudowania
obrazu spektralnego

Ulepszenie obrazow spektralnych metodami
statystycznymi Principal Component analysis (PCA),
Vertex Component Analysis (VCA), Hierarhical Cluster
Analysis (HCA)



Obrazowanie Ramana ‘..

Mikroskopla Ramana |
Konfokalna mikroskonia Ramana I .

Zebranie przestrzennie rozdzielonych danych metoda
skanowania zogniskowanej wigzki laserowej, albo
przesuwanie probki za pomocg mikroskopowego stolika
translacyjneqo

Otrzymane dane zostajg wykorzystane do zbudowania
obrazu spektralnego

Ulepszenie obrazow spektralnych metodami
statystycznymi Principal Component analysis (PCA),
Vertex Component Analysis (VCA), Hierarhical Cluster
Analysis (HCA)



Obrazowanie Ramana

Mikroskopia Ramana
Konfokalna mikroskopia Ramana

Zebranie przestrzennie rozdzielonych danych metoda
skanowania zogniskowanej wigzki laserowej, albo
przesuwanie probki za pomocg mikroskopowego stolika
translacyjnego

Otrzymane dane zostaia wvkorzystane do zbudowania
obrazu spektralnego

Ulepszenie obrazow spektralnych metodami
statystycznymi Principal Component analysis (PCA),
Vertex Component Analysis (VCA), Hierarhical Cluster
Anaiysis (HCA)



http://www.witec.de/en/download/Raman/alpha300Rflyer.pdf
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nucleus endoplasmatic .
reticulum -. \
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10 um

Fig. 5: Color- coded image of the different regions of the cell.
Using the CRM 200 and its software tools, it is not neccessary to
dye the sample in advance. 300 “m

Raman human breast tissue image-

alpha 700IREE Raman ,optical histopathology” image

Typically, the sample in Raman imaging is illuminated with ca. 10 mW of the laser power focused into a spot
of ca. 200 nm radius that gives a power density of 107 W/cm? which is about a limit of damage for the biological tissue.



Rezonansowe obrazowanle

Optyczne efekty nieliniowe

SERS (surface enhanced
Raman spectroscopy)

Nanoparticles



NANOPARTICLES
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Mikroskopia nieliniowego
obrazowania

Poniewaz efekty nieliniowe zachodzg tylko w objetosci zogniskowanej wigzki laserowej
obrazowanie 3D osigga sie bez koniecznosci stosowania konfokalnej apertury

Nie ma nakladania sie fluorescencji z réznych warstw proébki

nieliniowe efekty laseréw femtosekundowych osiagniete sa dzieki wysokiej mocy
szczytowej. Energie pojedynczych impulséw sg jednak mate ( kilka nJ) i probki
biologiczne nie ulegaja uszkodzeniu

Wykorzystanie laseréw femtosekundowych z zakresu IR (800 nm) pozwala na gteboka
penetracje w tkance ze wzgledu na niskg absorpcje podstawowych sktadnikéw komorki
(woda, proteiny)



mikrospektroskopia CARS

wymuszone rozpraszanie Ramana
(SRS)

femtosekundowe wymuszone
rozpraszanie Ramana (FSRS)



CARS IMAGING

Imm 25 ym

Figure 20: CARS microscopy as a contrast mechanism for imaging tumors in brain tissue of a SCID mouse.
By making use of differences in lipid density between tumor tissue and healthy tissue, brain tumor margins can
be seen with subcellular spatial resolution in fresh, unstained tissue [44].

[44] C.L. Evans, X. Xu, S. Kesari, X.S. Xie, S. T.C. Wong, G. S. Young,
Optics Express 15, (2007) 12076



CARS at the C-H stretching vibrational mode (a) and TPEF (b) images, respectively. The sample is a living yeast cell,whose
nucleus is labeled by GFP. The scale bar corresponds to 2 im. The number at the upper left shows the time course of the
observation. Exposure time at each spatial point is 50 ms. Lateral (XY) images consist of 61 61 pixels and are measured in
3.8 min per one image.
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Obrazowanie z wykorzystaniem 2- | 3-
fotonowe] fluorescenc

Fluorescence Fluorescence
-1 s / ______ //'V
1. T--} T/ =5
~Na S
\ 4 \ 4

One-Photon Excitation Two-Photon Excitation




For nonlinear phenomena we do not need pinhole to
obtain the confocality

1-photon excitation 2-photon excitaion
One-photon versus Two-photon Excitation Volume

One-photon
excitation P
.'...'n'.‘-l.dm e R

Two-photon
excitation

Figure 10 a) The excitation region (pink colour) is limited in the focal plane for the two-
photon case, while extends above and below in the one-photon excitation. b) The same
characteristic 1s noted in the two comparative pictures

European Virtual University-Filipidos


http://mitr.p.lodz.pl/evu

ITPEF — SHG combined applications

XY
scanner

Acquisition |

electronics

Figure 13 A combined scanning TPEF-SHG microscope. A pulsed femtosecond laser beam
(red) 1s focused into a thin sample. The TPEF (green) is collected in the backward direction
using a dichroic beam-splitter. SHG (blue) 1s collected in the forward direction. after blocking
both transmitted laser light and fluorescence.

http://mitr.p.lodz.pl/evu  gyropean Virtual University-Filipidos



http://mitr.p.lodz.pl/evu

VWhen TPEF and SHG combined in a single microscope, can reveal complementary
informations. As a general principle, it can be said that TPEF gives information about the
concentration of chromophores within Dbiological specimens, while SHG  provides
informations about the global orientation of the chromophores. This principle arises from the
coherent character of SHG, which is absent in TPEF. As an example. Figure 14 depicts two

P =2 E; + 25 BB + X
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Diagnostyka nowotworu
gruczotu piersiowego metoda
spektroskopii Ramana

H. Abramczyk, I. Placek, B. Brozek-Ptuska, K. Kurczewski, Z. Morawiec,
M. Tazbir, Spectroscopy, Vol. 22, no 2-3, 2008

H. Abramczyk, I. Placek, B. Brozek — Pluska, K. Kurczewski, Z.
Morawiec, M. Tazbir Breast Cancer Diagnostics by Raman
Spectroscopy. J. Mol. Liquid. 2008 141,145-148

21

H. Abramczyk, J. Surmacki, B. Brozek — Ptuska, Z. Morawiec, M. Tazbir,
The Hallmarks of Breast Cancer by Raman Spectroscopy, J. Mol. Struc.
2009



Cel obrazowania Ramana ?
ebezposrednia diagnoza in vivo
eredukcja liczby biopsji

e metoda biochemiczna — patologia zawsze jest
ZwWigzana z biochemiqg

eKombinacja diagnozy biochemicznej i
histopatologicznej dostarcza wiecej informacji

e metoda ma potencjat wykluczenia ludzkiej
Interpretacji

e promieniowanie nieinwazyjne, niejonizujgce

e wyjatkowo duza rozdzielczosc¢ przestrzenna
(optical imaging)



Przygotowanie probki

—
Localised ° ==
. DCIS — |

Lobule—___

Duct___ [ #

Raman

Biological tissues:

healthy breast tissue (from surgery)

cancer breast tissue (from surgery)

cancer breast tissue (histopathological sample)
4

Medical University of Lodz, Department of
Pathology, Chair of Oncology,
Paderewskiego 4, 93-509 Lodz, Poland.

Histopathology

carcinoma mammae fibroadenoma mammae

514nm, 100mW, cancer
/\

+*Human speciemens obtained from surgery. Upon

removal during the operation, the ex vivo sample is
devided by a doctor into two parts, one goes to our lab ,
the second goes to the pathology examination

+the ex vivo samples are neither frozen in liquid nitrogen
for storage nor fixed in formalin, the fresh tissue is
measured immeditely after delivering from the hospital

+The samples for pathology measurements are passively
thawed atroom temperature and kept moist with PBS
fixed in formalin

+Cut through the marked locations into 5-pm-thick
sections, and stained with eosin 70

70



Patients Statistics

% 1500 spectra from 146 patients

ofibroadenomas

einfiltrating carcinoma

einfiltrating ductal carcinoma (IDC)
einfiltrating lobular carcinoma (ILC)

«IDC+ILC

emultifocal carcinoma

ecarcinoma microinvasive

eintracystic papillary carcinoma (noninvasive) H ‘ ‘
ecarcinoma mucinosum H HH H| H H||H ‘ |
ecarcinoma intraductal microinvasive
ebenign dysplasia

edysplasia benign dysplasia (cystes, apocrinal metaplasia, adenosis)
eductal-lobular hyperplasia

ecystic mastopathy




Single Spectra:

rel. licm

Sample 2 P26 Cancer

3.37991/01 Cancer - Scan Area Imaging -

Figure 5

(a) Video image: (b) Raman image (XY): (c) Averaged spectra:

\
Using the confocal Raman
Microscope alpha700 R, sample 3
was measured using a 532 nm
laser for Raman imaging and &
50x objective with a numerical\
aperture (NA.) of 0.50.

Figure 5. (a) shows the video image of sample 3 in a smaller area using a 100x100 um
piezo scanner. (b) The Raman image of the region (80x80 pm) marked in (a) obtained
by basis analysis from the average spectra, shown in (c). These three spectra were
averaged from three different areas in the sample. The Raman images reveal an
inhomogeneous  distribution of the different compounds in the sample. The colors of
the spectra correspond to the colors in the image. Mixed areas are displayed as mixed
colors.

Image Scan (XY):
Points per Line
Lines per Ima
Scan Width [

can Height [um]:
Integration Time [s]:




APARATURA

-Raman spectrometer Ramanor U1000 (Jobin Yvon), CCD, ion Ar (488, 514)

«alpha 700 RA (Witec, Germany), SHG NdYAG 532 nm

equipped with:
*an UHTS spectrometer,

*a Newton-CCD camera (operated in standard mode)
Raman acquisition modes used for these samples

*a frequency doubled NdYAG laser with 532 nm,
*a Olympus 50x (NA = 0.50) objective.

DV401_BU2:

Width [Pixels]: 1024
Height [Pixels]: 127
Temperature [°C]: -60
Read out: Full Vertical Binning

UHTS300:
Excitation Wavelength [nm]: 532
Grating: T1: 600 g/mm BLZ=500nm
Center Wavelength [nm]: 595.337
Spectral Center [rel. 1/cm]:2003.319



Comparison between the Raman
spectra for normal and
malignant tissue (infiltrating
ductal carcinoma (IDC))

A normal duct cells

B ductal cancer
cells breaking
through the
basement
membrane

 C basement
membrane

: 74
http://www.breastcancer.org/pictures/




Comparison between the Raman
spectra for normal and
malignant tissue (infiltrating
ductal carcinoma (IDC))

0006 KT - normal tissue
0006 KT - carcinoma ductale infiltrans G2
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Comparison between the Raman
spectra for normal and
malignant tissue (infiltrating
ductal carcinoma (IDC))
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Wygaszanie fluorescencji w
niskotemperaturowe] spektroskopii

— K90T33 - 250K — K90T14 - 250K

normal tissue - patient nr 90 —— K90T34 - 200K

—— K90T35 - 170K cancer tissue - patient nr 90

— K90T15 - 200K
——K90T16 - 170K

— K90T36 - 150K — K90T17 - 150K
— K90T37 - 110K — K90T18 - 110K

——K90T38 - 77K —K90T19 - 77K

2000 2500 3000 3500 4000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

wavenumber (cm-1) wavenumber (cm-1)

77



Tumor & Healthy samples

Figure 3 Single Spectra:

JRAJ\M | Healthy

Figure 3. shows the Raman spectra of sample 1 (Health) and sample 2 (Tumor) for spectral comparison.




1. Healthy tissue (from surgery)

Figure 1
(a) Stitching image: (b) Single Spectra:

800

Single spectra

Wavelength [nm]: 532
Obijective: 50x 0.50NA
Integration Time [s]: 0.2
Accumulations: 5

Figure 1.a. shows a stitching image composed of hundreds of video images for a larger overview of the sample. Two

single spectra, Fig.1.b.,were achieved at the positions marked in the stitching image, Fig.1.a., with a integration time
of 0.2 s.




2. Tumor tissue (from surgery)

Figure 2

(a) Stitching image: (b) Single Spectra:

Single spectra

Wavelength [nm]: 532
Obijective: 50x 0.50NA
Integration Time [s]: 0.5
Accumulations: 5

Figure 2.a. shows a stitching image composed of hundreds of video images for a larger overview of the sample. Two

single spectra, Fig.2.b., were achieved at the positions marked in the video image, Fig.2.a., with a integration time of
0.5s.




4. Cancer tissue (histopathological sample)

Figure 5

(a) Stitching image: (b) Raman image (XY): (c) Averaged spectra:

Using the confocal
Microscope alpha500 R, sampl
was measured using a 532 nig

laser for Raman imaging and a
50x objective with a numerical
aperture (N.A.) of 0.50.

Figure 5. (a) shows the stitching image (2x2 mm) of sample 3 composed of hundreds
of single video images. (b) The Raman image (1.75x1.75 mm) of the region marked in
(a) obtained by basis analysis from the average spectra, is shown in (c). These three
spectra were averaged from three different areas in the sample. The Raman images
reveal an inhomogeneous distribution of the different compounds in the sample. The
colors of the spectra correspond to the colors in the image. Mixed areas are displayed

as mixed colors.
COI0IS.

Image Scan (XY):
Points per Line:
Lines per Image:
Scan Width [um]:
Scan Height [um]:
Integration Time [s]:




1. Sample 1 P26 Health tissue

Figure 1
(a) Stitching image: (b) Video image: (c) Single Spectrum:

b

2000 pm

Single spectrum

Wavelength [nm]: 532
Objective: 50x 0.50NA
Integration Time [s]: 0.5
Acumulations: 3

Figure 1.a. shows a stitching image composed of hundreds of video images for a larger overview of the sample. A
single spectrum of sample 1, Fig.1.c.was achieved at the position marked in the video image, Fig.1.b., with a
integration time of 0.5 5.




2. Sample 2 P26 Cancer tissue

Figure 2
(a) Stitching image: (b) Video image: (c) Single Specira:

&

Ej =
=]
)

5 por e T

Wavelength [nm]: 532 i Bl
Objective: 50x 0.50NA

Integration Time [s]: 1

Acumulations: 3

ral, i

Figure 2.a. shows a stiiching image composed of hundreds of video images for a larger overview of the sample. Two
single spectra of sample 2, Fig.2.c.,.were achieved at the position marked in the video image, Fig.2.b., with a
integration time of 1s.




3.37991/01 Cancer - Large area imaging -

Figure 4

(a) Stitching image: (b) Raman image (XY): (c) Averaged specira:

Using the confocal Raman
Microscope alpha700 R, sample 3
was measured using a 532 nm m

laser for Raman imaging and a
50x objective with a numerical
aperture (N.A.) of 0.50.

Figure 4. (a) shows the stitching image (2x2 mm) of sample 3 composed of hundreds
of single video images. (b) The Raman image (1.75x1.75 mm) of the region marked in
(a) obtained by basis analysis from the average spectra, is shown in (¢). These three
spectra were averaged from three different areas in the sample. The Raman images
reveal an inhomogeneous distribution of the different compounds in the sample. The
colors of the spectra correspond to the colors in the image. Mixed areas are displayed
as mixed colors.

Image Scan (XY):
Peints per Line:
Lines per Image:
Scan Width [um]:
Scan Height [um]:
Integration Time [s]:




3. 37991/01 Cancer - Scan Area Imaging -

Figure 5

(a) Video image: (b) Raman image (XY): (c) Averaged specira:

.

Microscope alpha700 R, sample 3
was measured using a 532
laser for Raman imaging and a
50x objective with a numerical
aperture (N.A.) of 0.50.

Using the confocal R %an

Figure 5. (a) shows the video image of sample 3 in a smaller area using a 100x100 Um  |mage Scan (XY):
piezo scanner. (b) The Raman image of the region (80x80 pum) marked in (a) obtained  Points per Line:

by basis analysis from the average spectra, shown in (c). These three spectra were  Lines per Image:
averaged from three different areas in the sample. The Raman images reveal an  Scan Width [um]:
inhomogeneous distribution of the different compounds in the sample. The colors of ~ Scan Height [im]:
the spectra correspond to the colors in the image. Mixed areas are displayed as mixed  Integration Time [s]:
colors.




4.37991/02 Cancer - Large area imaging -

Figure 6

(a) Stitching image: (b) Raman image (XY): (c) Averaged spectra:

Using the confocal Rarman
Microscope alpha700 R, sample

!
{ I

was measured using a 532 nm\ xR um L~

laser for Raman imaging and a )
50x objective with a numerical
aperture (N.A.) of 0.50.

Figure 6. (a) shows the stitching image (2x2 mm) of sample 4 composed of hundreds
of single video images. (b) The Raman image (1.75x1.75 mm) of the region marked in
(a) is obtained by integrating over the CH-band (2775-3000/cm). The averaged
spectrum is shown in (c). Before recording a spectrum, the fluorescence in the sample
was quenched during 500 ms at each point. Variations in fluorescence intensity and
form have been observed in all the sample.

" " :
an 4] W 2000
% m

Image Scan (XY):
Peints per Line:
Lines per image:
Scan Width [pm]:
Scan Height [um]:
integration Time [s]:




4.37991/02 Cancer - Cluster Analysis -

Figure 7 ; \ : .
(b) Raman image (XY): (c) Averaged spectra:

(a) Stitching image:

S |
300 pm ¥

Looking at the same sample and area as in the previous slide.
Figure 7. (a) shows the stitching image (2x2 mm) of sample 4
composed of hundreds of single video images. (b) Raman image of
the region marked in (a) obtained by cluster analysis. The
averaged spectra show in (c) reveal strong variations in intensity
especially in the bands 1066 and 1298/cm. The colors of the
spectra comespond to the colors in the image.




Comparison between the Raman
spectra for normal and malignant
tissue (infiltrating lobular
carcinoma (ILC))

A normal cells

B lobular cancer
cells breaking
through the
basement
membrane

e C basement
membrane

http://www.breastcancer.org/pictures/ d
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Comparison between the Raman

spectra for normal and
malignant tissue (infiltrating
lobular carcinoma (ILC))

0014 KT - carcinoma lobulare infiltrans mammae
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Comparison between the
Raman spectra for normal
and malignant tissue
(carcinoma mucinosum )

K14T2 (carcinoma mucinosum mammae sinistri)

Y Axis Title

1
4000
X Axis Title




Comparison between the

Raman spectra for normal

and benign tumour tissue
(fibroadenoma)

K31T5 (norma | tissue)
K31T8 (Fibroadenoma mamae)

Y Axis Title

40'00
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PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS

(PCA)

PLS Toolbox 4.0

Barry M. Wise Jeremy M. Shaver
Neal B. Gallagher Willem Windig
Rasmus Bro R. Scott Koch

EIGENVECTOR

RESEARCH INCORPORATED

PLS_Toolbox Version 4.0
for use with MATLAB™

Barry M. Wise
Neal B. Gallagher
Rasmus Bro
Jeremy M. Shaver
Willem Windig

R. Scott Koch

Eigenvector Research, Inc.
3905 West Eaglerock Drive
Wenatchee, WA 98801

helpdesk@eigenvector.co
m
www.eigenvector.com



PCA score plot — mean center,
SNV, 1-st derivative

Low autofluorescence
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PCA loading plot — mean
center, SNV, 1-st derivative
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