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1. CEL CWICZENIA

Cwiczenie ma na celu praktyczne zilustrowanie mozliwosci zastosowania spektroskopii
i obrazowania Ramana w analizie prébek biologicznych i wykazanie, ze obrazowanie Ramana
jest narz¢dziem umozliwiajacym analiz¢ pojedynczych komorek, w tym ich organelli na
podstawie identyfikacji unikalnych drgan poszczegoélnych grup funkcyjnych typowych dla
sktadnikow komorki budujacych poszczegdlne organelle.

2. WPROWADZENIE

Spektroskopia Ramana jest jedna z najbardziej uniwersalnych spektroskopowych technik
analitycznych, umozliwiajacych okreslenie sktadu chemicznego badanego materiatu.
U swoich podstaw wykorzystuje zjawisko nieelastycznego rozpraszania S$wiatta
monochromatycznego. Energia $wiatla rozproszonego nieelastycznie jest rézna od energii
Swiatla padajacego na probke, a wyzej opisana roznica koresponduje do odlegtosci poziomow
oscylacyjnych czasteczek. Zarejestrowana zmiana energii moze zosta¢ przedstawiona
graficznie, jako widmo ramanowskie, charakterystyczne dla danej substancji.

Spektroskopia i obrazowanie Ramana moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane m.in.
w analizie komorek, poniewaz w rejestracji widm nie przeszkadza woda, ktora tak bardzo
utrudnia pomiary z wykorzystaniem spektroskopii IR. Widma Ramana dostarczaja swoisty
,»odcisk palca” odzwierciedlajacy molekularny sktad mierzonych komorek. Pozwala to na
niedestrukcyjny pomiar np. komorek zywych i tkanek w stanie natywnym bez potrzeby
uprzedniego wybarwiania lub innego przygotowywania materiatu przed pomiarem.

Jednym z najbardziej aktualnych zastosowan spektroskopii i obrazowania Ramana sg badania
nad komdrkami nowotworowymi zaréwno w testach in vitro, jak i in vivo.

Ilustracj¢ pomiaru w wykorzystaniem spektroskopii i obrazowania Ramana przedstawia
Rysunek 1.
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Rysunek 1: llustracja pomiaru z wykorzystaniem spektroskopii
i obrazowania Ramana.

Klasyczna analiza wynikow uzyskanych na drodze obrazowania polega na obliczeniu
wartosci catki (pola powierzchni pod pasmem) w zakresach wybranych pasm wystgpujacych
na widmach. Rezultatem tej analizy sg rysunki w skali kolorystycznej, gdzie dana warto$¢
catki zakodowana jest kolorem wedtug wybranej skali. W jej wyniku uzyskuje si¢ macierz
trojwymiarowa, gdzie x i y informuja o potozeniu kazdego piksela na mapie, natomiast
wymiar z zawiera informacj¢ o wartosci catki wybranego pasma w danym punkcie (nalezy
pamigtac, ze kazdy punkt na mapie reprezentowany jest przez jedno widmo).

b)

Min
Dystrybucja wybranych sktadnikéw komérki wykonana na podstawie analizy
intensywnosci ramanowskiej pasm zwigzanych z drganiami rozciggajacymi C-H
w zakresie 2800-3020 cm™' (a, b) oraz drgan rozciagajacych O-P-O w zakresie 1080~
1118 cm™' (c, d). Komérka érédbtonka, linia EA.hy926. Parametry pomiarowe: linia
lasera 532 nm, czas integracji 0,5 s, rozmiar obrazowanego obszaru 16,7x34,1 ym2,
rozdzielczo$¢ przestrzenna 0,32 pm (rozmiar obrazu 52x106 punktéw)

Rysunek 2: Klasyczna analiza pasm Ramana na podstawie ich intensywnosci.
Ref. Spektroskopia oscylacyjna — od teorii do praktyki, praca zbiorowa pod redakcjg K. Matek, Wydawnictwo
Naukowe PWN SA, Warszawa 2016.



Analiza skupien (CA, ang. cluster analysis) to metoda grupowania obiektéw do siebie
podobnych. W przypadku stosowania analizy skupien, jako metody eksploracji danych
zarejestrowanych za pomoca obrazowania w podczerwieni lub ramanowskiego, jako obiekt
rozumiane jest pojedyncze widmo reprezentowane przez jeden piksel na obrazie. W rezultacie
wynikiem jest uzyskanie wielu grup okreslanych mianem ,,klas”. Przez klas¢ rozumiana jest
grupa widm o podobnym profilu spektralnym.
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Rysunek 3: Analiza Skupien — na podstawie analizy widm Ramana komdrki ludzkiej

linii komorkowej jelita, wynik wlasny.

3. PRZEBIEG CWICZENIA

1.

Zapoznaj si¢ z podstawowymi informacjami dotyczagcymi mozliwosci
zastosowania spektroskopii Ramana w biochemicznej charakterystyce komorek
ludzkich.

Zapoznaj si¢ z podstawowymi informacjami dotyczacymi przygotowania probki
linii komorkowej do analizy spektroskopowej.

Zarejestruj widma i mapy Ramana przygotowanych probek z wykorzystaniem
konfokalnego mikroskopu Ramana.

Dokonaj analizy map z zastosowaniem odpowiednich filtréw, dedykowanych do
$ledzenia substancji charakterystycznych dla budowy komorek ludzkich oraz
Analizy skupien (zgodnie ze wskazowkami prowadzacego).

Dokonaj analizy otrzymanych wynikéw, w tym pordéwnania opracowania danych
z zastosowaniem filtrow oraz Analizy skupien.

Przygotuj sprawozdanie z wykonanego ¢wiczenia.



4. OPRACOWANIE SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie z ¢wiczenia nr 2 powinno zawierac:

a) Strong tytulowg zawierajaca:

Imi¢ i Nazwisko oraz numer indeksu autora sprawozdania,

Imie¢ i Nazwisko prowadzacego ¢wiczenie,

Nazwg¢ przedmiotu w ramach, ktérego zostalo zrealizowane ¢wiczenie,
Date wykonania ¢wiczenia,

Date oddania sprawozdania,

Numer i tytut ¢wiczenia.

Cel wykonanego ¢wiczenia.

Wstep teoretyczny dotyczacy budowy komdrek ludzkich (w zaleznosci od

zastosowanych w ¢wiczeniu komorek, np. zotadka, jelita grubego, itd.).

Opis wykorzystanej w ¢wiczeniu aparatury wraz z zastosowanymi liniami

wzbudzenia laserowego.

Wydruki i analize¢ map ramanowskich zarejestrowanych w trakcie zajec.

Whnioski wyplywajace z wykonanego ¢wiczenia.

Wykaz literatury wykorzystanej do sporzadzenia sprawozdania.

Termin oddania sprawozdania: 2 tygodnie od daty wykonania ¢wiczenia.

Sprawozdanie nalezy ztozy¢ w sekretariacie MITR,

ul. Wréblewskiego 15, budynek C2.




