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Obrazowanie tkanek metodg spektroskopii Ramana i FTIR
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Probki biologiczne charakteryzujg sie ztozong strukturg i zréznicowanym sktadem
chemicznym. Badanie tego typu materiatéw polega na analizie biosktadnikow, ktére
wystepuja w bardzo niskich stezeniach. Wsréd wielu metod analitycznych techniki
spektroskopii optycznej bardzo dobrze sprawdzajg sie w badaniach komérek i tkanek
pochodzenia biologicznego. Do gtéwnych zalet metod spektroskopowych zaliczyé mozna:
matg inwazyjnos¢, niedestrukcyjnos¢ oraz mozliwo$¢ wykrycia zmian patologicznych w
tkankach juz na wczesnym etapie ich powstania. Metody spektroskopowe s3 stosunkowo
szybkie oraz umozliwiajg badania in vivo, dzieki czemu mozna oming¢ etapy pobierania i
przygotowywania prébek do analizy oraz unikna¢ biopsji.

Obrazowanie tkanek ma na celu utworzenie obrazéw zmian fizjologicznych i patologicznych
zachodzacych w tkankach roslinnych lub zwierzecych. Obraz powstaje na skutek réznych
oddziatywan promieniowania elektromagnetycznego z badana materig. Spektroskopia FTIR i
Ramana nalezg do metod, gdzie obserwujemy odpowiednio absorpcje i rozpraszanie
promieniowania w efekcie oddziatywania z tkankami zachodzace w zakresie podczerwieni
(400-4000 cm). Wynikiem odziatywan sg pasma absorpcyjne (FTIR) i rozproszeniowe
(Raman) charakterystyczne dla ugrupowan chemicznych obecnych w prébce. Pomiary moga
by¢ prowadzone punktowo - dajac widmo w miejscu pomiaru. Obecnie powszechna staje
sie jednak technika obrazowania, ktéra umozliwia zebranie mapy widm wyznaczonego
obszaru proébki i przy uzyciu algorytmdéw obrébki widm - réznicowania  obszaru prébki pod
katem rozmieszczenia wybranych bioskfadnikéw.

Materiat do badan stanowity tkanki ludzkie (zgby i $luzéwka z jamy ustnej) oraz roslinne
(liscie, marchew).

Do  mapowania technikg  rozproszenia
Ramanowskiego wykorzystano spektrometr
Nicolet 1S-50 Raman/FTIR z dtugoscia lasera
wzbudzajgcego 1064 nm i detektorem DLaTGS.
Jednoczesnie ze spektrometrem sprzezony jest
modut ATR-IR stuzacy do rejestracji widm w
zakresie podczerwieni.

Do mapowania technikg absorpcji w podczerwieni
(FTIR) wykorzystano mikroskop Nicolet iN10

wyposazony w detektory DTGS, MCT, ruchomy stolik s
umozliwiajacy  precyzyjng lokalizacje  obszaru ‘
mapowanego. Wymienne przystawki pozwalajg na

dopasowanie techniki pomiaru (DRIFT, ATR, ,\ >
transmisja) do rodzaju analizowanych probek. —

Komorki, tkanki i ptyny ustrojowe cztowieka
sktadajg sie z wody, lipiddw, biatek,
weglowodoréw oraz  kwaséw nukleinowych.
Dlatego tez, w widmach absorpcyjnych IR
rejestrowanych w tego typu materiatach
wyrézni¢ mozna trzy gtédwne masywy tj. pasma
lipidéw (2800 — 3000 cm't), biatek (1600 — 1700
cm, 1500 — 1560 cm?), kwaséw nukleinowych
(1000 — 1250 cm) oraz dodatkowe pasma
charakterystyczne dla okreslonego rodzaju
Rys. 1. Mapa tkanki sluzéwki jamy ustnej  tkanki. Mapa absorpcyjna badanej powierzchni

wykonana technika FTIR. obrazuje rozktad biatek zawartych w probce
zdeterminowany obecnoscia grup funkcyjnych w
zakresie 1500-1700 cm™.

Przedstawiona mapa wycinka $luzowki jamy
ustnej okresla rozktad lipidéw zawartych w
probce. Obszar 1400-1500 cm™! determinowany
jest przez drgania grup CH;, CH, oraz C=C
pierscienia aromatycznego pochodzacego od
lipidéw.

Rys. 2. Mapa tkanki $luzéwki jamy ustnej
wykonana technika Ramana.
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Szkliwo jest zbudowane w 96-98% z materii
nieorganicznej w  postaci  krysztatow
dwuhydroksyapatytu Ca;o(PO,)s(OH),.

Jego zawartos¢ w szkliwie i zebinie zmienia
sie stad pasmo grup fosforanowych (1200-
1000 cm™) charakterystyczne dla
hydroksyapatytu jest bardziej intensywne w
szkliwie niz w zebinie. Zmiana préchnicza
zeba to ubytek grup fosforanowych co
przejawia sie dalszym obnizeniem
Rys.3. Mapa zeba wykonana technikg FTIR. intensywnosci pasma. Mapa absorpcyjna
przedstawia rozktad hydrosyapatytu w
przekroju zeba charakterystyczny dla szkliwa,
zebiny i zmian préchniczych.

W widmie ramanowskim widoczny jest
gtéwnie jeden pik w okolicy 960 cm?,
charakterystyczny  dla grupy PO,
Intensywno$¢ tego pasma determinuje
zawartos¢  hydroksyapatytu w  badanej
prébce. Préchnica zeba jest zmiang ilosciowa,
stad najwieksza ilos¢ fosforanéw
obserwowana jest w szkliwie zdrowym
mniejsza za§ w miejscu objetym procesem
préchniczym.

Karotenoidy s3 popularnymi barwnikami
wielu roslin. Naleza do grupy nienasyconych
weglowodoréw o specyficznej budowie z
charakterystycznym  uktadem  sprzezonych
wigzan podwajnych wegiel-wegiel .

W korzeniu marchwi wystepuja dwa naj-
wazniejsze z nich czyli a- i B-karoten. Mapa
absorpcyjna przedstawia rozktad karotenu w
plasterku marchwi . Jest on determinowany
obecnoscig intensywnego pasma bedacego
markerem karotenu w  tkance roélinnej,
pochodnego od drgan  rozciagajacych
wigzania C=C.

Rys. 5. Mapa wycinka marchwi wykonana
technika FTIR.

W lisciach zawarte s3 liczne barwniki jak
chlorofil, karotenoidy, ksantofile i antocyjany.
Nadajg one w zaleznosci od pory roku rézne
zabarwienie komdrkom rodlinnym.
Dominujgca barwa badanego wycinka liscia
jest bordo, ktéra nadana jest przez duig
zawarto$¢ barwnikéw z grupy antocyjanidyn
(intensywne pasma 1320-1350, 1520 cm).
: Pasmo 1150 cm? pochodzi od chlorofilu,
Rys.6. Mapa liscia wykonana technikg ktéry mimo, iz niewidoczny gotym okiem, jest
Ramana. wcigz obecny w tkankach liscia.

Mapowanie umozliwia precyzyjne okreslenie nie tylko sktadu chemicznego badanej prébki, ale
takze rozktadu poszczegdlnych biosktadnikéw na wyznaczonej powierzchni. Procesy patologiczne
toczace sie¢ w zywych tkankach w istotny sposéb zmieniajg ich strukture , a zatem rozktad i ilos¢
okreslonych grup funkcyjnych. W miejscu procesu patologicznego rozktad ugrupowan
chemicznych staje sie wyraznie odmienny , niz otaczajaca go tkanka zdrowa. Istotne moga okazac
sie zmiany dotyczace jedynie bardzo specyficznych grup funkcyjnych , ktére mozna
wyselekcjonowaé w toku badan laboratoryjnych nad tkankami fizjologicznymi i zmienionymi
chorobowo. Takie swoiste markery umozliwiajg réznicowanie tkanki zdrowej i patologicznej, a
obrazowanie staje sie waznym narzedziem w diagnostyce nowotwordw.

Prezentowane techniki obrazowania uzupetniajg sie wzajemnie. Ze wzgledu na rdézne zjawiska
fizyczne (absopcja/rozpraszanie) lezace u podstaw spektroskopii FTIR i Ramana, pasma
niewidoczne w widmie FTIR bedg obecne w widmie Ramana i odwrotnie. Uzycie obu technik do
obrazowania zmian w tkankach zwigkszaj zatem precyzje monitorowania toczacego sie
potencjalnego procesu patologicznego.



