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WYKAZ SKROTOW

IR — spektroskopia IR — ang. infrared spectroscopy — spektroskopia w podczerwieni
UV-Vis — spektroskopia UV-Vis — ang. Ultraviolet-visible spectroscopy —
spektroskopia w zakresie $wiatta widzialnego i bliskiego ultrafioletu
NNKT — niezbgdne nienasycone kwasy thuszczowe

OA — ang. oleic acid — kwas oleinowy

LA — ang. linoleic acid — kwas linolowy

GLA — ang. j-linolenic acid — kwas y-linolenowy

AA — ang. arachidonic acid — kwas arachidonowy

ALA - ang. o-linolenic acid — kwas a-linolenowy

EPA — ang. eicosapentaenoic acid — kwas eikozapentaecnowy

DHA — ang. decosahexaenoic acid — kwas dekozaheksaenowy

DPPC - ang. D-a-phosphatidyicholine — D-a-fostatydylocholina

DMSO - dimetylosulfotenek

ISC — ang. intersystem crossing — ISC — przej$cia migdzysystemowe

PCA — ang. Principal Component Analysis — Analiza Gtéwnych Sktadowych
PDT — ang. photodynamic therapy — terapia fotodynamiczna

SERS — ang, Surface Enhanced Raman Spectroscopy — powierzchniowo
wzmocniony efekt Ramana

CARS — ang. Coherent Antistockes Raman Spectroscopy — spojny wymuszony
efekt Ramana

DNA — ang. deoxyribonucleic acid — kwas dezoksyrybonukleinowy

RNA — ang. ribonucleic acid — kwas rybonukleinowy

HpD — ang. hematoporphyrin derivatives — pochodne hematoporfiryny
LDL — ang. light density lipoproteine — lipoproteiny o niskiej ggstosci
LLSM — Laboratorium Laserowej Spektroskopii Molekularnej

BaF, — fluorek baru

AlPcS, — tetrasulfonowana ftalocyjanina glinu

WNKT — wielonienasycone niezbedne kwasy ttuszczowe

NADPH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

ATP — adenozynotrojfosforan

ZnPcS, — tetrasulfonowana ftalocyjanina cynku

HSA — ang. human serum albumine — albumina osocza ludzkiego

ESA — ang. excited state absorption — absorpcja ze stanu wzbudzonego






STRESZCZENIE

Metodami powszechnie stosowanymi w diagnostyce zmian nowotworowych
ludzkiego gruczotu piersiowego s3: mammografia, ultrasonografia oraz ostatecznie
potwierdzajace diagnozg¢ badanie histopatologiczne tkanek pobranych podczas
biopsji. Badania prezentowane w rozprawie ilustruja mozliwos¢ zastosowania
metod spektroskopowych w diagnostyce zmian onkologicznych piersi ludzkie;j.

Praca przedstawia badania eksperymentalne wykonane z wykorzystaniem:
spektroskopii Ramana, spektroskopii IR, spektroskopii UV-Vis i femtosekundowej
spektroskopii laserowej dotyczace identyfikacji i spektroskopowej charakteryzacji
zmian nowotworowych ludzkiego gruczolu piersiowego, w tym preparatow
zawie-rajacych potencjalne fotouczulacze mogace znalez¢ zastosowanie w terapii
fotodynamicznej PDT.

Analiza widm wibracyjnych dla grupy ponad 100 pacjentow Wojewodzkie-
go Szpitala Specjalistycznego im. M. Kopernika w t.odzi pozwolita na wskazanie
markeré6w zmian nowotworowych, ktore moga by¢ oznaczane metodami
spektroskopii Ramana, w tym obrazowania Ramana.

Badania z wykorzystaniem spektroskopii Ramana wykonano dla linii wzbu-
dzenia z zakresu widzialnego: 514 oraz 532 nm. Jako obszary spektralne pozwa-
lajace na odrdéznienie tkanek o budowie prawidtowej od zmienionych nowotworowo
zaproponowano zakresy charakterystyczne dla drgan karotenoidow, lipidow,
biatek oraz wody.

Pasma 1004, 1158, 1518 cm’ charakterystyczne dla karotenoidow, zakres
2800-3100 cm™ charakterystyczny dla drgan lipidow oraz biatek, a takze pasma
3258, 3311, 3410 cm™ charakterystyczne dla drgan czasteczek wody uznano za
markery pozwalajace na odréznienie komorek ludzkiego gruczotu piersiowego
o budowie prawidlowej od zmienionych nowotworowo.

W ramach analizy przeprowadzonej dla zakresu spektralnego 2800-3100 cm’™
poréwnano widma wibracyjne komorek ludzkiego gruczotu piersiowego o budowie
prawidtowej i zmienionej nowotworowo z widmami niezbednych nienasyconych
kwasow tluszczowych: kwasem oleinowym (OA, ®-9), przedstawicielami kwasow
»-6: kwasem linolowym (LA), y-linolenowym (GLA), arachidonowym (AA) oraz
przedstawicielami kwaséw ©-3: kwasem o-linolenowym (ALA), eikozapentaeno-
wym (EPA) i1 dekozaheksaenowym (DHA). Analiza poréwnawcza zostala przepro-
wadzona takze dla: trojpodstawionych pochodnych glicerolu, D-a-fosfatydylocholiny
(DPPC), mioinositolu, kardiolipiny, sfingomieliny, cholesterolu. Widma Ramana
ludzkiego gruczotu piersiowego z zakresu 2800-3100 cm’' poréwnano takze
z widmami bialek zwierzgcych ($winskich) pochodzacych z komorek migsniowych.
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Analiza preparatow gruczotu piersiowego w zakresie 3200-3500 cm™ pozwo-
lita na identyfikacje roznych typéw wody w postaci wody w masie (ang. bulk) oraz
wody miedzyfazowej (ang. interfacial water). Pasma 3258, 3410 cm™ przypisano
drganiom wody typu bulk, a pasmo 3311 cm™ uznano za charakte-rystyczne dla
wody miedzyfazowej. Pasmo 3311 cm™ okazato si¢ typowym dla preparatow
komorek nowotworowych ludzkiego gruczotu piersiowego. Przeprowadzone bada-
nia spektroskopowe pozostaja w zgodzie z obserwacjami klinicznymi, wskazuja-
cymi, iz tkanki nowotworowe cechuje wigksza w porownaniu z komodrkami
o budowie prawidlowej hydratacja, ktora pobudza ich proces dzielenia sie, ekspresje
onkogenu, dezaktywuje geny odpowiedzialne za rdznicowanie si¢ komorek, zapo-
biega apoptozie, a stopien hydratacji koreluje ze stopniem zto$liwosci nowotworu.

Z wykorzystaniem spektroskopii IR zostata wykonana analiza widm wibra-
cyjnych w funkcji wilgotnosci dla podstawowych sktadnikéw budulcowych kazdej
komorki zywej, takich jak DNA i DPPC otrzymane wyniki pozwolity wyciggnaé
wnioski dotyczace sity oddziatywan migdzy czasteczkami wody a sktadnikami
komorki.

Niskotemperaturowa spektroskopia Ramana, stacjonarna spektroskopia absorp-
cyjna UV-Vis oraz femtosekundowa spektroskopia laserowa absorpcji przejsciowej
zostaly zastosowane w analizie wlasno$ci fotochemicznych potencjalnych fotouczu-
laczy na przyktadzie roztworéw metaloftalocyjanin w postaci tetrasulfonowanych
ftalocyjanin: cynku, aluminium, magnezu i miedzi w H,O oraz DMSO. Dokonano
identyfikacji mechanizméw dyssypacji energii w badanych uktadach zachodzacych
pod wplywem $wiatla niepozostajacego w rezonansie z przejsciami elektrono-
wymi B i Q charakterystycznymi dla tej klasy zwigzkow.

Z wykorzystaniem spektroskopii femtosekundowej przeanalizowano oddziaty-
wania mi¢dzy kwasem ftalocyjaniny glinu w postaci filméw a komorkami ludzkiego
gruczotu piersiowego o budowie prawidtowej i patologicznej dla linii wzbudzenia
677 nm pozostajagcej w rezonansie z przejSciem Q wybranej ftalocyjaniny; otrzy-
mane wyniki porownano z danymi charakterystycznymi dla roztworéw wodnych
tego fotouczulacza.

Badania metaloftalocyjanin wykonane z wykorzystaniem spektroskopii absorp-
cyjnej z zakresu UV-Vis dla roztworéw wodnych i w DMSO pozwolity na osza-
cowanie statych dimeryzacji dla ftalocyjanin: cynku, miedzi, glinu i magnezu
i potwierdzity, iz wiekszo$¢ ftalocyjanin agreguje silniej w roztworach wodnych
niz w DMSO. Wyjatkiem okazala si¢ tetrasulfonowana ftalocyjanina glinu, ktora
w postaci kwasu, jak i soli czterosodowej, pozostawata w formie monomeru tak
w wodzie, jak i rozpuszczalniku organicznym.
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Analiza filméw tetrasulfonowanej ftalocyjaniny glinu w postaci kwasu oraz
soli czterosodowej z wykorzystaniem spektroskopii IR pozwolita na identyfikacje
wplywu podstawnikoéw w makrocyklu na wlasnosci wibracyjne hydratowanych
filmow ftalocyjanin. Zidentyfikowane zostaly drgania wody zaangazowane w od-
dzialywania o charakterze wigzan wodorowych z grupa sulfonowg i atomem
centralnym makrocyklu.

Badania roztwordw tetrasulfonowanych ftalocyjanin w wodzie i DMSO z wy-
korzystaniem spektroskopii femtosekundowej oraz niskotemperaturowej spektro-
skopii Ramana, dla wzbudzenia niepozostajacego w rezonansie z przejsciami B
i Q ftalocyjanin, pozwolily na zaproponowanie mechanizmow dyssypacji energii
w badanych uktadach obejmujacych kanaly promieniste i bezpromieniste. Analiza
widm niskotemperaturowych, jak i widm absorpcji przejsciowej pozwolila na
identyfikacje kanatow fotoindukowanej dysocjacji zwigzanych z przeniesieniem
elektronu miedzy jonami ftalocyjanin. Wykazano, ze przeniesienie elektronu jest
zwigzane z odleglo$cig miedzy sgsiadujgcymi pierScieniami i moze zachodzi¢
efektywnie jedynie dla struktur typu ‘kanapkowego’ (ang. ring stacked), w ktérych
wystepuje silne naktadanie si¢ chmur 7 elektronéw ligandow. Wykazano, iz
struktury te wystepuja w fazach krystalicznych dla wysoko stezonych roztworow
wodnych. Pokazano takze, ze fotoindukowane przeniesienie elektronu nie wystepuje
w roztworach z DMSO. Zagadnienie agregacji ftalocyjanin jest bardzo istotne
z punktu widzenia zastosowan tych zwigzkow w terapii PDT. Réwnowaga procesu
dimeryzacji przesunieta silnie w kierunku monomeru zwigksza efektywnos¢
przej$¢ interkombinacyjnych (ang. intersystem crossing — ISC) do stanu trypleto-
wego oraz wydajno$¢ generowania tlenu singletowego, co z kolei zwigksza
pozadane dziatanie ftalocyjaniny w fotodynamicznej terapii antynowotworowe;.

Analiza oddziatywan fotouczulacza w postaci filmu z komoérkami gruczotu
piersiowego o budowie prawidlowej i nowotworowej, na przykladzie kwasu
ftalocyjaniny glinu, pozwolita wykaza¢, ze dla tkanki o budowie prawidlowej
typowe sg procesy relaksacji bezpromienistej w przeciwienstwie do komorek
nowotworowych oraz roztworéw, dla ktorych przewazaja promieniste kanaty
relaksacji energii.

Analiza widm Ramana, w zakresach spektralnych, charakterystycznych dla
karotenoidow 1 lipidéw pozwolita na wyznaczenie czutosci i swoistosci stosowane;j
metody spektroskopowej wzgledem proponowanych markerow zmian nowo-
tworowych.

Zastosowanie analizy PCA pozwolito za§ na wskazanie czgsto$ci pasm
réznicujacych komorki prawidlowe ludzkiego gruczotu piersiowego od zmienionych
nowotworowo z wykorzystaniem metod chemometrycznych.






1. WPROWADZENIE

Jedng z glownych przyczyn umieralnosci na $wiecie sg choroby nowo-
tworowe. Prawie 20% zgondw kazdego roku powodowanych jest przez nowotwory;
w Polsce z tego powodu umiera okoto 70 tys. 0séb rocznie, blisko 40% tej grupy
stanowig kobiety w wieku 45-65 lat.

Najczestszymi nowotworami, na jakie zapadaja kobiety sa nowotwory
narzadow plciowych: rak gruczotu piersiowego, rak jajnika, rak szyjki macicy [1].

Wedhig danych Centrum Onkologii — Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie
w Warszawie w roku 2009 okolo 15% nowych zachorowah na nowotwory
w Polsce, leczonych w Centrum, stanowily nowotwory zlosliwe sutka, w roku
2008 zachorowan tych byto ponad 14% [2].

Rak piersi jest jednym z najczestszych nowotworéw odnotowywanych takze
w statystykach $wiatowych; Narodowy Instytut Zdrowia USA zarejestrowat
w roku 2011 blisko 200 000 przypadkow raka piersi, okoto 19% z nich okazato
si¢ przypadkami $§miertelnymi [3].

Istniejg przestanki wskazujace, ze zapadalno$¢ na nowotwory gruczolu
piersiowego skorelowana jest z takimi czynnikami jak m.in.: wiek pacjenta,
wystepowanie raka sutka u krewnych, szczeg6lnie pierwszego stopnia, sytuacja
ekonomiczna i spoteczna, poziom hormonow w organizmie, ekspozycja na pro-
mieniowanie jonizujace, dostep do opieki medycznej, pézne zajscie w pierwsza
ciazg czy tez otytos¢ [4, 5].

Do standardowych metod diagnostycznych, wykorzystywanych obecnie
w Polsce, jak i na §wiecie w diagnostyce nowotwordw piersi, naleza: mammografia,
ultrasonografia i ostatecznie potwierdzajace diagnoze badanie histopatologiczne.
Mammografia odgrywa szczegdlng rol¢ w badaniach przesiewowych. Badania
mammograficzne procz niewatpliwych zalet cechujg jednak pewne ograniczenia.
Mammografia rejestruje zmiany gestosci tkanki i tym samym obszary zidentyfi-
kowane w mammografii jako podejrzane nie muszg by¢ zwigzane z rakiem piersi.
Niekiedy zdarza si¢, ze obraz radiologiczny sugerujacy istnienic nowotworu nie
znajduje potwierdzenia w badaniu histologicznym podejrzanej zmiany. Mammo-
grafia jest takze technika, ktora nie potrafi odrézni¢ zmian tagodnych od zmian
ztosliwych. Wykorzystywanie promieniowania jonizujacego podczas badan
mammograficznych niesie ze sobg ryzyko uszkodzen tkanek zdrowych. Innymi
ujemnymi nastepstwami badan mammograficznych mogg by¢ takze: negatywne
skutki psychologiczne w przypadku wykonywania zbednych biopsji, czy tez
btgdne rozproszenie obaw badanej pacjentki w przypadku wyniku ujemnie
falszywego. Czutos¢ badania mammograficznego u chorych z rakiem sutka, ktory
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jest wyczuwalny podczas badania palpacyjnego okresla si¢ na poziomie okoto
80-90% [2, 3]. Wynika z tego, ze u 10-20% chorych badanie to nie pozwala na
wykrycie istniejacego nowotworu, a jedynie rozpoczgcie leczenia w stadium
TINO (T1 guz o $rednicy ponizej 2 cm, NO regionalne wezty chtonne bez prze-
rzutdow, na podstawie klasyfikacji TNM; Tumor — guz, Nodus — wezet chtonny,
Metastases — przerzuty odlegte, opracowanej na potrzeby Swiatowej Organizacji
Zdrowia — WHO (ang. Word Health Organization)) pozwala na catkowite
wyleczenie [2]. Istotnym ograniczeniem mammografii oraz ultrasonografii,
stosowanej w przypadku pacjentek ponizej 35 lat, jest takze fakt, ze techniki te
nie dostarczaja zadnych informacji o biochemicznym podiozu rozwijajacych sie
w organizmie zmian nowotworowych. Dostarczany przez nie wynik, cho¢
satysfakcjonujacy z punktu widzenia diagnostyki, nie pozwala na uzyskanie
informacji koniecznych do zrozumienia mechanizméw odpowiedzialnych za
transformacje komorek o budowie prawidtowej w komorki zmienione nowotwo-
rowo, a che¢ zglebienia mechanizméw molekularnych prowadzacych do
powstania raka lezy u podstaw wszystkich prac naukowych podejmujacych
zagadnienia badan nad nowotworami.

Wymienione powyzej przyczyny spowodowaty, iz od pewnego czasu
intensywnie rozwijajg si¢ metody, ktore umozliwityby szybka i jednoznaczna
diagnoz¢ zmian nowotworowych w oparciu o analiz¢ sktadu chemicznego badanych
tkanek, a tym samym pozwolilyby na szybka i jednoznaczng identyfikacje
markeréw nowotworowych.

Role markera moze petni¢ kazda substancja, ktora jest produkowana przez
zmienione nowotworowo komorki badz jest syntezowana i uwalniana przez
komérki prawidtowe w wyniku toczacego sie procesu nowotworowego [6].

Jak wykaza dalsze czeSci rozprawy metodami, ktore pozwalajg na szybka
identyfikacj¢ zmian nowotworowych sa: spontaniczna spektroskopia Ramana,
obrazowanie Ramana, spektroskopia IR. Femtosekundowa spektroskopia laserowa
pozwala za§ na wyjasnienie mechanizméw dyssypacji energii na granicy faz
fotouczulacz-tkanki piersi ludzkiej, przyczyniajac si¢ do lepszego zrozumienia
procesOw towarzyszacych terapii PDT.

1.1. Zastosowanie spektroskopii wibracyjnej w diagnostyce
zmian nowotworowych ludzkiego gruczotu piersiowego

Spektroskopia wibracyjna, w tym spektroskopia Ramana, jest jedna z na-
jdynamiczniej rozwijajacych si¢ dziedzin biospektroskopii znajdujacej szerokie
zastosowanie w analizie zmian nowotworowych, w tym guzéw ludzkiego gruczotu
piersiowego. Spektroskopia Ramana znana jest juz od prawie 100 lat, ale dopiero
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w ostatnich dziesigcioleciach dzigki rozwojowi mikroelektroniki, informatyki
oraz statystyki staje si¢ coraz szerzej wykorzystywanym narzedziem badawczym
w analizie uktadéw biologicznych. Gléwne zalety spektroskopii ramanowskiej,
w poréwnaniu z innymi metodami spektroskopowymi, to m.in.: mozliwo$¢
przeprowadzania analizy w warunkach otoczenia, czyli np. brak konieczno$ci
stosowania prozni czy tez srodowiska gazéw obojetnych oraz brak koniecznosci
specyficznego przygotowania probki, w tym stosowania znacznikow egzogennych.
W oznaczeniach nie przeszkadza takze obecno$¢ wody, aspekt ten ma szczegdlne
znaczenie w analizie preparatow biologicznych. Potgczenie metod spektroskopii
Ramana z mikroskopia konfokalnag pozwala na konstruowanie map rozktadu
roznych substancji w masie badanej probki, w tym projekcji 3D, z ekstremalnie
wysoka rozdzielczoscia, czyli wykonywanie tak zwanego obrazowania (ma-
powania) Ramana. W technice tej rowniez nie jest wymagane zadne wstepne
przygotowanie probki, a kontrast jest osiggany poprzez naturalne roznice
w przekroju czynnym na rozpraszanie poszczegolnych struktur komorkowych.
Konfokalna mikroskopia Ramana reprezentuje nowa generacje obrazowania
molekularnego, pozwalajac bada¢ nawet pojedyncza komoérke w jej naturalnym
srodowisku fizjologicznym.

Znaczace, z punktu widzenia diagnostyki zmian nowotworowych ludzkiego
gruczotu piersiowego, wyniki osiagane sa takze z wykorzystaniem spektroskopii
IR, a dzigki komplementarnosci obu metod spektroskopowych: spektroskopii IR
oraz spektroskopii Ramana, mozliwe jest otrzymanie pelnej informacji bioche-
micznej dotyczacej badanych uktadéw biologicznych w oparciu o analize widm
wibracyjnych.

Pierwszymi badaniami, ktore ukazaty swiatu zdolnos¢ spektroskopii Ramana
do odroznienia komorek gruczotu piersiowego o budowie prawidtowej od zmie-
nionych nowotworowo byty badania Alfano i wsp. [7] opublikowane w roku 1991.
Badajac wycinki tkanek piersi (7 ze zmiang tagodna i 7 ze zmiang zto$liwa)
z wykorzystaniem zrodta wzbudzenia o dtugosci fali 1064 nm, Alfano i wsp.
stwierdzili, ze wzgledna intensywno$¢ pasm 1445 i 1651 cm” moze byé
wykorzystywana do zdiagnozowania choroby nowotworowej, pochodzenie
biochemiczne tych pasm nie zostato jednak wyjasnione [7].

W latach 1994 i 1995 Redd wraz z grupa wsp. [8] opublikowat wyniki badan
dotyczace spektroskopowej analizy wycinkow tkanek piersi ludzkiej, z wyko-
rzystaniem roéznych dhugosci fal wzbudzenia: 406, 488, 515, 647, 691, 784 1 830 nm.
Wzbudzenie §wiattem widzialnym z zakresu 406-515 nm pozwolito grupie
Redda m.in. na zaobserwowanie w widmach tkanek o utkaniu prawidtowym
pasm karotenoidow. Redd zidentyfikowat trzy gléwne pasma karotenoidow:
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1105 cm”, 1156 cm™, 1517 cm™’ jako charakterystyczne, wzmocnione
rezonansowo pasma Ramana pochodzace od tej klasy zwigzkow. W dalszych
badaniach, jako gtowna lini¢ wzbudzenia, Redd stosowal 784 nm [8]. Analiza
wynikdéw otrzymanych dla tej linii wzbudzenia zwrécila uwageg takze na pasmo
1439 cm’ charakterystyczne dla tkanki o utkaniu prawidtowym, ktore prze-
suwato si¢ do 1450 cm™ dla tkanki ze zto$liwa zmiana nowotworowa. Pasmo
przy 1439 cm™ zostato zinterpretowane jako odpowiadajace drganiu rozciagajacemu
grupy CH,, ktérego intensywno$¢ zalezy od stezenia lipidow i biatek w badanej
tkance. Drugie charakterystyczne pasmo 1654 cm’ Redd przypisat drganiu
rozciggajacemu grupy C=C i stwierdzil, ze charakter tego drgania zmienia si¢
w zalezno$ci od stopnia nasycenia kwasow tluszczowych wystepujacych
w tkance. Uzyskanie informacji o pasmach 1439 cm™ i 1654 cm™ pozwolito
grupie Redda na rozrdéznienie tkanek o utkaniu prawidtowym od tkanek ze
zmiang zlosliwg w oparciu o wzrost stezenia bialek w ztosliwej tkance nowo-
tworowej, jednak ten etap badan nie umozliwil rozréznienia tkanki ze zmiang
tagodna od tkanki ze zmiang ztosliwa.

Spektroskopowy model dopasowujacy, w badaniach nad zastosowaniem
spektroskopii Ramana, w analizie nowotworéw ludzkiego gruczotu piersiowego,
zostal opracowany przez Shafer-Peltier i wsp. [9]. W badaniach grupa Shafer-Peltier
skoncentrowala si¢ na wynikach otrzymanych dla linii wzbudzenia 830 nm. Model
opierat si¢ na opracowaniu kombinacji widm podstawowych sktadnikow tkanki,
otrzymanych metoda spektroskopii Ramana, w taki sposob by kombinacja ta jak
najlepiej oddawata makroskopowe widmo ludzkiego gruczotu piersiowego
o budowie prawidtowej i zmienionej nowotworowo. Do podstawowych sktadnikow
gruczotu piersiowego Shafer-Peltier i wsp. zaliczyli: kolagen, komorki cytoplazmy,
lipidy, jadro komdrkowe, cholesterol, hydroksyapatyt wapnia, wodg, dwuwodny
szczawian wapnia oraz B-karoten. Podstawa modelu dopasowujacego bylo
zatozenie, ze widmo Ramana badanej mieszaniny jest prosta, liniowg kombinacja
widm jej sktadnikoéw oraz ze pomigdzy intensywnoscig rejestrowanego sygnatu
a stezeniem badanej substancji istnieje zalezno$¢ wprost proporcjonalna. Analiza
przeprowadzona dla przypadkéw raka przewodowego naciekajacego (IDC, fac.
carcinoma ductale infiltrans mammae) pozwolila grupie Shafer-Peltier wykazac,
ze tkanka typowa dla tego nowotworu sktada si¢ w 40% z kolagenu, 31%
z cytoplazmy, 19% ze zwiazkow cholesterolu, 5% ze zwiazkow typowych dla
jadra komorkowego, 2% lipidow. W przypadku zamiany tagodnej — gruczo-
lakowtokniaka (fac. fibroadenoma) ustalono, ze tkanka sklada si¢ w 16%
z kolagenu, 15% ze zwigzkow cholesterolu, 5% ze zwigzkéw typowych dla jadra
komorkowego, 26% z lipidow. Dla tkanki o utkaniu prawidlowym zastosowanie
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modelu dopasowujacego pozwolilo na otrzymanie nastepujacych wynikow: 1%
kolagenu, 10% zwiazkow cholesterolu, 83% lipidow.

Kneipp, Puppels oraz wsp. [10] w roku 2003 przedstawili wyniki badan
dotyczace spektroskopowej charakterystyki nabtonka piersi ludzkiej z wyko-
rzystaniem spektroskopii Ramana dla linii wzbudzenia 840 nm oraz analize
statystyczng PCA dla otrzymanych danych. Kneipp i Puppels przeprowadzili
badania dla tkanki nablonkowej, poniewaz z tej wilasnie tkanki wywodzi sie
okoto 90% zmian nowotworowych ludzkiego gruczotu piersiowego [4]. Szczegblng
uwagg grupa ta, podobnie jak Shafer-Peltier i wsp., poswiecita takim kompo-
nentom gruczotu piersiowego jak: DNA, biatka oraz lipidy, wskazujac na ich
dominujaca rolg w réznicowaniu tkanek o budowie prawidtowej od zmienionych
nowotworowo.

W roku 2005 Feld i wsp. [11] przedstawili prace przegladowa dotyczaca
zastosowania spektroskopii Ramana w diagnostyce raka piersi, koncentrujgc si¢
na sktadzie biochemicznym tkanek o utkaniu prawidlowym i zmienionych
chorobowo oraz czulosci zastosowanej metody spektroskopowej. Czulos¢
spektroskopii Ramana w diagnostyce raka piersi Feld i wsp. oszacowali na
poziomie ponad 90%, potwierdzajac jej wysoki potencjat w diagnostyce
onkologicznej tego narzadu [12].

Prace nad zastosowaniem spektroskopii Ramana w diagnostyce gruczotu
piersiowego prowadzili takze Chodwdary, Kumar i Kurien. W roku 2006
Chodwdary i wsp. opublikowali wyniki pomiaré6w dotyczacych analizy ludzkiego
gruczotu piersiowego o budowie prawidlowej oraz ze zdiagnozowang zmiang
nowotworowa tagodng lub ztosliwg. W widmach otrzymanych dla linii wzbu-
dzenia 785 nm Chodwdary i wsp. zarejestrowali pasma pochodzace od lipidow
dla tkanki prawidtowej (1078, 1267, 1301, 1440, 1654, 1746 cm’™") oraz biatek
w widmie tkanek ze zmiang lagodng i zto$liwa (silne amidu I, poszerzone
i silne amidu III, 1002, 1033, 1530, 1556 cm"). Gtéwne réznice w widmach
tkanki ze zmiang lagodng w poréwnaniu do tkanki ze zmiang zlo$liwa,
Chodwdary 1 wsp. zaobserwowali w intensywno$ci pasm lipidow (1082, 1301,
1440 cm™) dla zmiany zto$liwej i dominujacej intensywnosci pasm pochodzacych od
biatek (amidu I, amidu III) dla zmiany tagodnej [13].

Charakterystyka spektroskopowa struktur gruczotu piersiowego, poparta
analiza chemometryczng byta takze gtdéwnym tematem prac grupy Stone’a [14-17].
W pracy opublikowanej w Cancer Research w roku 2008 Stone oraz wsp.
potwierdzili potencjat spektroskopii Ramana we wczesnej diagnostyce onkologicznej
gruczotu piersiowego, opisujac zastosowania techniki transmisyjnej w analizie
ognisk zwapnienia ludzkiego gruczotu piersiowego.
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Wyniki analizy poréwnawczej dla linii wzbudzenia 1064 nm dla tkanek
piersi o budowie prawidtowej i zmienionych nowotworowo opublikowali w roku
2010 Moreno i wsp., a w analizie skoncentrowali si¢ przede wszystkim na
drganiach charakterystycznych dla lipidow 1 wody [18].

Downes 1 wsp. [19] w roku 2010 opublikowali przegladowy artykut,
dotyczacy zastosowania roznych technik spektroskopii Ramana: obrazowania
Ramana, powierzchniowo wzmocnionego efektu Ramana (ang. SERS) 1 spdjnego
wymuszonego efektu Ramana (ang. CARS) w badaniach uktadéw biologicznych.
Autorzy podkreslili ogromny potencjat diagnostyczny spektroskopii Ramana,
w tym w odniesieniu do pomiaréw in vivo, z zastosowaniem technik endo-
skopowych. Analiza wykonana z zastosowaniem spektroskopii Ramana, dokonana
przez Downesa i wspotpracownikow, dotyczyta m.in. linii komorkowej MCF-7
(komorek nowotworowych ludzkiego gruczotu piersiowego typu adenocarcinoma).
Wykorzystujac lini¢ wzbudzenia 785 nm, Downes i wsp. zidentyfikowali takie
sktadniki komorek MCF-7 jak: biatka, kwasy nukleinowe i lipidy. Dzieki
wykorzystaniu mapowania Ramana autorzy przedstawili takze rozktad przestrzenny
poszczegolnych komponentéw komorek linii MCF-7 [19].

Coraz wigksze zastosowanie w badaniach nad spektroskopowg diagno-styka
zmian nowotworowych zyskuje takze spektroskopia IR. Venkatachalam w roku
2008 [20] przedstawil wyniki analizy porownawczej komodrek ludzkiego
gruczotu piersiowego o budowie prawidlowej i nowotworowej w zakresie 400-
4000 cm™. Analiza ta potwierdzila, ze stosunek intensywnosci pasm charakte-
rystycznych dla lipidow, kwasow nukleinowych, kolagenu, wegglowodanow
i glikogenu = Aszo0/Aszors,  Aieso/Arsso,  Azona/Asgss,  Avogo/Arzzes  Atoa/Asesos
A1ss/A1s67 01aZ Ajgss/A1467 moze byé wykorzystywany do odroznienia komorek
o budowie prawidlowej od zmienionych patologicznie.

W roku 2009 Petter i wsp. [21] opublikowali przegladowy artykut dotyczacy
zastosowania spektroskopii IR w identyfikacji zmian nowotworowych. Szczegolna
uwage w procesie roznicowania tkanek prawidtowych od zmienionych nowotwo-
rowo, analizujagc nowotwory piersi, prostaty, jelita i jamy ustnej, poswigcili
biatkom.

Zakresy spektralne roznicujgce tkanke zdrowa od nowotworowej w obsza-
rach drgan charakterystycznych dla wibracji grup CH tancuchow weglowodo-
rowych, grupy C-O rybozy i drgan wigzania P-O dla widm zarejestrowanych z wy-
korzystaniem techniki IR zostaty zidentyfikowane przez grupe Backhausa [22].

Obrazowanie IR w diagnostyce nowotworow piersi bylo za§ tematem prac
Lascha [23,24]. Najwigksze réznice w budowie komorek prawidtowych i nowo-
tworowych Lasch i wsp. zaobserwowali dla drgan DNA, RNA i fosfolipidow.
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Przegladowsa prace dotyczacg zastosowan mikroskopii i spektroskopii IR
w analizie zmian nowotworowych opublikowat w 2012 roku Ballicola [25].
Ballicola i wsp. przedstawili m.in. zestawienia czgstosci charakterystycznych dla
lipidow, biatek, DNA, RNA, wody i glikogenu pomocne w identyfikacji zmian
nowotworowych.

Szczegblnag pozycje dokumentujaca przydatnos¢ spektroskopii wibracyjnej
w zastosowaniach medycznych zajmuje monografia pod redakcja Diema
,»Vibrational Spectroscopy for Medical Diagnosis” Wiley-Blackwell (2008)
opisujaca zastosowania spektroskopii oscylacyjnej w diagnostyce onkologicznej
réznych narzadoéw organizmu ludzkiego [26].

1.2. Terapia PDT, wlasnosci fotochemiczne ftalocyjanin

Bardzo istotnym zagadnieniem w procesie leczenia chorob nowotworowych
jest jednoznaczna i precyzyjna identyfikacja nowotwordéw, ktéora moze byc¢
dokonana na drodze analizy biochemicznej tkanek. Aby jednak terapia przyniosta
oczekiwane rezultaty i doprowadzita do wyleczenia pacjenta, rownie waznym
zagadnieniem jest mozliwos¢ $ledzenia postepéw wdrozonej terapii antynowo-
tworowej. Jak wykaze dalsza cze$¢ rozprawy spektroskopia wibracyjna okazata
si¢ niezwykle uzyteczna metoda diagnostyki i $ledzenia procesu leczenia, ktory
moze opierac si¢ m.in. na zastosowaniu fotouczulaczy, czyli wdrozeniu terapii PDT.

Terapia PDT jest metoda umozliwiajacg lokalizowanie i zwalczanie komorek
nowotworowych rozwijajacych si¢ w organizmie czlowieka. Jednym z czynnikow
niezbednych w terapii PDT sa fotouczulacze [27].

Fotouczulaczem moze by¢ dowolna substancja, ktora wykazuje zrézni-
cowane powinowactwo do komodrek o budowie prawidlowej i zmienionych
nowotworowo [27,28]. Musi by¢ to rowniez substancja, ktora na skutek wzbu-
dzenia promieniowaniem elektromagnetycznym inicjuje cigg reakcji prowadzacych
w sposob posredni lub bezposredni do zniszczenia komorek nowotworowych.

Szczegodlne miejsce w terapii PDT odgrywaja ftalocyjaniny — syntetyczne
pigmenty o budowie zblizonej do wystepujacych w $rodowisku naturalnym
porfiryn. Metaloftalocyjaniny zyskaty popularnos¢ w terapii PDT od chwili, gdy
Ben-Hur zwrocil uwagg na antynowotworowe dzialanie chlorku ftalocyjaniny
glinu [29]. Poczatki terapii PDT siegaja jednak XIX wieku, gdy von Tappeiner
i Raab odkryli toksyczne wlasnosci niektorych barwnikéw, takich jak eozyna,
chinina i akrydyna dla pierwotniakdéw w obecno$ci swiatla [29]. W 1903 roku
von Tappeiner oraz dermatolog Jesionek po raz pierwszy zastosowali eozyng
jako fotouczulacz w leczeniu nowotworow skory. Termin "fotodynamiczna"
zostat wprowadzony w 1904 r. przez von Tappeinera oraz Jodlbauera. Z czasem
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naukowcy wykazali rowniez, ze reakcja fotodynamiczna wymaga obecnos$ci
tlenu [30,31]. W 1924 roku Policard, jako pierwszy, zaobserwowat podwyzszona
fluorescencjg¢ tkanek nowotworowych w trakcie naswietlania $wiatlem
ultrafioletowym [30,31]. Bylo to pierwsze naukowe doniesienie dotyczace
fluorescencji tkanki nowotworowej, w ktorej nastgpita zwigkszona kumulacja
endogennych porfiryn. W latach czterdziestych XX w. Auler i Banzer odkryli, ze
porfiryny ulegaja selektywnej koncentracji w tkankach nowotworowych [30,31].
Era PDT rozpoczgta si¢ wraz ze studiami Lipsona i Baldesa, ktorzy w 1960 r.
zastosowali opracowane przez Schwartza pochodne hematoporfiryny (HpD —
ang. hematoporphyrin derivatives) w wykrywaniu zmian nowotworowych
u ludzi. W 1975 roku Dougherty publikuje pierwszy artykut o udanym przypadku
wyleczenia nowotworu u myszy z wykorzystaniem HpD aktywowanych
$wiattem z zakresu podczerwieni [32].

Ftalocyjaniny spetniaja wickszos¢ zatozen idealnego fotouczulacza w terapii
PDT: nie wykazujg cytotoksycznosci bez udziatu $wiatta, sg wiec bezpieczne dla
pacjenta, efektywnie generuja rodnikowe formy tlenu, preferencyjnie kumuluja
si¢ w komorkach nowotworowych [33].

Ftalocyjaniny odkryto w roku 1907 w szkockiej fabryce barwnikéw podczas
syntezy imidu ftalowego. Na dnie reaktoré6w otrzymano wowczas nierozpuszczalny
osad o intensywnym ciemnoniebieskim zabarwieniu. Byl to kompleks ftalocyjaniny
zelaza. Za odkrywcow ftalocyjanin uwaza si¢ Brauna i Tcherniaca [34].

Nazwa ftalocyjanina pochodzi od dwoch greckich stow — ,naphtha”
oznaczajacego nafte i ,,cyanine”, czyli zielononiebieski, byt to kolor pierwszego
odkrytego przedstawiciela tej grupy zwigzkow. Nazwa ftalocyjanina po raz
pierwszy zostata uzyta w roku 1933 przez Sir Linsteada [35], ktory rowniez, jako
pierwszy, opisal strukture tych zwiagzkéw. Struktura ftalocyjaniny zostata
potwierdzona badaniami rentgenograficznymi przez grupg Robertsona [36].

Struktura elektronowa komplekséw ftalocyjanin w roztworach zostala
opisana po raz pierwszy w pracy Levera [37]. Pozniejsze prace dotyczace tej
klasy zwiazkéw to m. in. prace Taube [38] czy Goutermana, i cho¢ praca
Goutermana [39] dotyczyla przede wszystkim porfiryn, to gléwny watek
poswiecony specyficznym wlasnosciom wynikajacym ze sprzezenia miedzy
przejéciami m-m’, a przejéciami zwigzanymi z przeniesieniem ltadunku jest
szczegblnie aktualny w kontek$cie badan nad ftalocyjaninami. Gouterman
w swojej pracy przedstawit wiele danych dotyczacych réznie modyfikowanych
porfiryn, a jego publikacja jest doskonalym zrodtem umozliwiajgcym porowny-
wanie odmiennych wlasnosci cztonkéw tej klasy zwiazkéw, wynikajacych
z charakteru metalu centralnego lub tez podstawnikow. Dyskusja dotyczaca
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aspektow teoretycznych zwigzanych z porfirynami zawarta w pracy Goutermana
jest niezwykle warto$ciowa szczeg6lnie w konteks$cie zdefiniowania poziomow
energetycznych przewidywanych teoretycznie i obserwowanych na podstawie
widm absorpcyjnych i emisyjnych ftalocyjanin.

Szczegdlowe opracowania dotyczace wlasnosci chemicznych ftalocyjanin
zostaty opublikowane takze przez Mosera i Thomasa [40,41]. Prace przegladowa
dotyczaca ftalocyjanin opublikowali réwniez Simon i Andre [42]. Praca ta
zawiera informacje o strukturalnych, spektroskopowych i elektrochemicznych
wilasciwosciach ftalocyjanin w kontekscie ich specyficznych wiasnosci elektry-
cznych i fotowoltaicznych. Cenng jest réwniez praca Owensa i O’Connora [43]
opisujaca wlasnosci spektralne porfiryn z zelazem szczegolnie wobec mozliwosci
poréwnywania ich z ftalocyjaninami zawierajagcymi zelazo jako atom centralny.
Badania po$wiecone ftalocyjaninom byly takze przeprowadzone przez grupe
Ferraudiego [44]. Widma fluorescencji ftalocyjanin badali Howe i Zhang [45],
a takze Riickmann [46].

Bardzo waznym zagadnieniem, w kontekscie zastosowan ftalocyjanin
w PDT, jest zdolnos¢ ftalocyjanin do wigzania si¢ z komorkami nowotworowymi,
w tym okre§lonymi strukturami i organellami komorek rakowych.

Ogodlnie selektywnos$¢ gromadzenia si¢ fotouczulaczy w tkance nowotwo-
rowej jest wyrazana jako stosunek stezenia fotosensybilizatora w guzie do jego
stezenia w tkance zdrowej. Wykazano, ze stosunek ten zalezy od typu nowotworu,
rodzaju oraz sposobu podania fotouczulacza [47]. Najczgstszym sposobem
podania fotouczulacza jest iniekcja dozylna. Udowodniono, ze zwigzki silnie
hydrofobowe wigza si¢ preferencyjnie z lipoproteinami, podczas gdy
umiarkowanie hydrofobowe oraz hydrofilowe z biatkami osocza, glownie
albuminami [47, 48]. Fotouczulacze hydrofilowe transportowane przez biatka
osocza kumulujg si¢ preferencyjnie w zrgbie naczyn krwiono$nych guza, stad
dominujagcym mechanizmem dzialania PDT sa woéwczas efekty naczyniowe.
Zwigzki lipofilowe, tworzace kompleksy z lipoproteinami, gromadza si¢ za$
glownie w komorkach tkanki tgcznej nowotworu i dlatego w ich przypadku
dominuje mechanizm bezposredniej $mierci komorek [48, 49]. Fotouczulacze,
takie jak porfiryny, wykazujg rowniez duze powinowactwo do fibryny, kolagenu
i elastyny — sktadnikéw zrebu naczyniowego oraz nowotworu [48]. Kilka cech
charakterystycznych dla szybko rozwijajacej si¢ tkanki nowotworowej rowniez
wplywa stymulujaco na selektywno$¢ gromadzenia si¢ fotouczulaczy. Tkanki o
duzej aktywnoS$ci mitotycznej wytwarzajg bowiem zwigkszong ilo$¢ receptorow
dla lipoprotein o niskiej gestosci — LDL na powierzchni komorek. Powino-
wactwo hydrofobowych fotouczulaczy do lipoprotein surowicy, w szczegdlnosci
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do LDL, odgrywa wigc istotng rol¢ w ich dostarczaniu do tkanki nowotworowej [47,
49]. Nowotwory odporne na PDT wykazujg zwykle niskg aktywno$¢ receptorow
zwigzanych z LDL [50]. W gwaltownie rozwijajacej si¢ tkance nowotworowej pH
jest zawsze nizsze niz w otaczajacych tkankach zdrowych. Fakt ten jest dodatkowym
czynnikiem selektywnej lokalizacji niektorych fotouczulaczy. Badania udowodnity
bowiem, ze obnizenie pH w tkance nowotworowej, np. dzigki podaniu glukozy,
zwickszato selektywno$¢ gromadzenia si¢ fotouczulaczy [51]. Szybka angiogeneza
w tkance nowotworowej skutkuje takze powstawaniem naczyn stabej jakosci,
wykazujacych tendencje¢ do '"przeciekania", co ulatwia przedostawanie si¢
makromolekut do macierzy miedzykomorkowej. Jednocze$nie fotouczulacz jest
usuwany z guza wolniej ze wzgledu na zaburzenia odptywu limfy [49].

Wewnatrzkomorkowa lokalizacja fotouczulaczy jest waznym czynnikiem
determinujacym efektywno$¢ fotodynamiczng. Tlen singletowy charakteryzuje
krotki czas zycia, stad uszkodzenia powstate w wyniku reakcji PDT majg miejsce
w sasiedztwie struktur, w ktorych zlokalizowany jest fotouczulacz. Na
wewnatrzkomodrkowa lokalizacje fotouczulaczy wptyw maja takie czynniki jak:
1) tadunek fotosensybilizatora, 2) stopien agregacji, 3) rozpuszczalnos¢, 4) sposob
podania leku, 5) czas, ktéry uptynagt pomigdzy podaniem fotouczulacza
a rozpoczeciem naswietlania [52].

Fotouczulacze lipofilowe preferencyjnie lokalizuja si¢ w strukturach
btonowych, np. w blonie komérkowej, btonach mitochondrialnych, retikulum
endoplazmatycznym czy blonie jadrowej. Fotosensybilizatory hydrofilowe oraz
wykazujace tendencj¢ do agregacji sa za$ pobierane przez komdrki w procesie
endocytozy i dlatego lokalizujg si¢ gtownie w lizosomach [52, 53].

Laczenie fotouczulaczy z nosnikami takimi jak liposomy, lipoproteiny,
polimery czy nanoczasteczki takze wptywa na ich wewnatrzkomorkowa lokalizacje
i zwigksza ich efektywnos¢ terapeutyczng [47, 49].

W ciagu ostatniej dekady, wraz z rozwojem technik rozdzielczych w czasie,
pojawily si¢ rowniez prace dotyczace analizy dyssypacji energii w czasteczkach
fotouczulaczy zachodzacej na skutek oddziatywan z promieniowaniem elektroma-
gnetycznym z zakresu UV-NIR tak w roztworach, jak i w fazie skondensowanej [54-
56]. Prace te jednoznacznie potwierdzaja, iz zastosowanie spektroskopii femtose-
kundowej moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia zagadnien dotyczacych
fotostabilnosci ukladow biologicznych i mechanizméw relaksacji energii w komor-
kach zywych. Szczegotowa analiza mechanizméw oddziatywan migdzyczasteczko-
wych na granicy faz fotouczulacz-tkanki piersi ludzkiej zostanie przedstawiona
w rozdziale: Spektroskopia UV-Vis, spektroskopia femtosekundowa na granicy faz
fotouczulacz-komorki ludzkiego gruczotu piersiowego.
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2. CEL I ZAKRES BADAN

1. Podstawowym celem podjetych badan bylo wykazanie, Ze zmiany nowo-
tworowe ludzkiego gruczotu piersiowego moga by¢ identyfikowane metodami
spektroskopii wibracyjnej, takimi jak spektroskopia Ramana i spektroskopia
IR. W badaniach skoncentrowano si¢ przede wszystkim na:

e wykazaniu uzyteczno$ci spektroskopii Ramana, obrazowania Ramana,
spektroskopii IR w identyfikacji zmian nowotworowych ludzkiego
gruczotu piersiowego,

o wskazaniu klas zwigzkow, ktore moga by¢ wykorzystywane jako markery
zmian nowotworowych w technikach opartych na spektroskopii Ramana i IR,

e oszacowaniu czuto$ci i swoistosci spektroskopii Ramana, a tym samym
oszacowaniu wiarygodnosci zastosowanej metody spektroskopowe;,

e analizie wlasnos$ci wibracyjnych podstawowych sktadnikow budulcowych
komorek takich jak: lipidy, DNA, woda.

2. Nastepnym zadaniem badawczym bylo dokonanie analizy whasnosci wibra-
cyjnych i emisyjnych fotouczulaczy stosowanych w terapii PDT na przyktadzie
wybranych metaloftalocyjanin: cynku, glinu, magnezu i aluminium z wyko-
rzystaniem spektroskopii Ramana, obrazowania Ramana, spektroskopii IR
oraz spektroskopii femtosekundowej. Badania obejmowaty:

e wykazanie potencjatu ftalocyjanin jako fotouczulaczy w diagnostyce zmian
nowotworowych na podstawie badan spektroskopowych z wykorzystaniem
spektroskopii Ramana, IR, UV-Vis,

e wyjasnienic mechanizméw dyssypacji energii wibracyjnej i1 elektronowe;j
wybranych ftalocyjanin, w kontekscie ich uzytecznosci w terapii PDT,

e analiz¢ wlasnos$ci wibracyjnych filmow ftalocyjanin w warunkach kontro-
lowanej wilgotno$ci na przykladzie ftalocyjaniny glinu.

3. Kolejnym celem badan byto wyjasnienie mechanizméw oddzialywan migdzy-
czasteczkowych na granicy faz fotouczulacz-tkanki piersi z wykorzystaniem
rozdzielczych w czasie metod spektroskopii laserowe;.

Materiat niniejszej rozprawy zostat opublikowany w 13 pracach, 12 z nich
ukazalo si¢ czasopismach z listy JCR.
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3.1. Tkanki ludzkiego gruczotu piersiowego

Z wykorzystaniem spektroskopii Ramana przebadano preparaty ludzkiego
gruczotu piersiowego pochodzace od 110 pacjentow Wojewoddzkiego Szpitala
Specjalistycznego im. Mikotaja Kopernika w Lodzi.

Przedmiotem prowadzonych badan byly preparaty ex-vivo ludzkiego
gruczotu piersiowego w postaci wycinkow s$rodoperacyjnych umieszczonych
w ampulkach oraz w postaci preparatow histologicznych o grubosci 2-10 um
umieszczonych na réznych podtozach: szkietkach mikroskopowych lub
okienkach wykonanych z BaF,. Wybér podioza byl uzalezniony od rodzaju
metody spektroskopowej stosowanej w analizie probki.

Material biologiczny byl pozyskiwany od pacjentow ze zdiagnozowanag
choroba nowotworowa gruczotu piersiowego leczonych w Wojewodzkim Szpitalu
Specjalistycznym im. Mikotaja Kopernika w Lodzi.

Analiza histopatologiczna preparatow ludzkiego gruczotu piersiowego byla
wykonywana przez patologow z Uniwersytetu Medycznego w todzi, Katedry
Onkologii, Zaktadu Patomorfologii kierowanego przez prof. dr hab. n. med.
Radzistawa Kordka.

Analizie byly poddawane tkanki pobrane z masy nowotworu oraz tkanki
o budowie prawidtowej pozyskane z marginesu bezpieczenstwa usuwanego
podczas operacji. Pozyskiwanie preparatéw do badan spektroskopowych w zaden
sposob nie wpltywalo na procedury operacyjne, jak i pooperacyjny proces
leczenia pacjentow.

Po pobraniu probek preparaty bytly przewozone do Laboratorium Laserowej
Spektroskopii Molekularnej Politechniki £odzkiej w hermetycznych amputkach
lub w przypadku preparatow histologicznych w specjalnie przystosowanych do
przewozu pojemnikach, ktore zabezpieczaly materiat biologiczny przed
uszkodzeniami mechanicznymi. Preparaty byly przewozone w styropianowym
pojemniku, w niskiej temperaturze utrzymywanej poprzez zastosowanie suchego
lodu lub schtodzonych wktadoéw zelowych. W LLSM preparaty przechowywano
w temperaturze -80°C. Bezposrednio przed pomiarem tkanki byty przecho-
wywane w temperaturze okoto -5°C.

Preparaty w postaci wycinkow $rodoperacyjnych, do analizy z wykorzysta-niem
spektroskopii Ramana, byly umieszczane przez histopatologéw w amputkach wyko-
nanych ze szkla, ktore, jak wykazano eksperymentalnie, nie zaktocalo rejestro-
wanych widm poprzez wktad wiasny, czyli byly spektroskopowo przezroczyste.
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Preparaty przygotowane na szkietkach mikroskopowych, do analizy z wy-
korzystaniem obrazowania Ramana lub spektroskopii IR, miaty posta¢ tkanki
nieutrwalonej, niewybarwionej, przygotowanej poprzez cigcie na mikrotomie
zamrozonego materialu biologicznego, czyli byla stosowana technika
kriogeniczna. Tkanka nieutrwalana i niebarwiona, wykorzystywana w badaniach
z zastosowaniem spektroskopii IR, byta umieszczana na szkietkach wykonanych
z BaF,; to samo podloze stosowano przygotowujac preparaty do badan
z wykorzystaniem laserowej spektroskopii femtosekundowej. Wybdr BaF, byt
podyktowany wlasno$ciami tego materialu, czyli wysoka transmitancjg w sze-
rokim zakresie spektralnym.

Preparaty do badan metodami spektroskopii Ramana i IR byly przygoto-
wywane metoda kriogeniczng (bez utrwalania i wybarwiania) w celu wyelimino-
wania wyplywu parafiny oraz §rodkoéw utrwalajacych stosowanych w procedurze
przygotowywania typowych preparatow histopatologicznych na widma wibracyjne
analizowanych tkanek. Metoda kriogenicznego przygotowywania preparatow
pozwolita takze na unikniecie procesu deparafinizacji, ktory, jak potwierdzono
eksperymentalnie, wptywa na zawarto$¢ takich komponentow tkanek jak lipidy
czy woda, ktore pozwalajg na odroznianie tkanek o budowie prawidlowej od
zmienionych nowotworowo.

Czgs¢ probek ludzkiego gruczotu piersiowego nasgczano roztworami
ftalocyjanin celem przeanalizowania sposobu oddzialywania fotouczulaczy
z tkankami piersi o budowie prawidtowej i zmienionymi nowotworowo. Analize
oddziatywan fotouczulaczy z tkanka prowadzono dla wycinkéw $rdédoperacyjnych
oraz preparatdow o grubosci 2-10 um przygotowanych metoda kriogeniczng na
podtozu z BaF,.

Badania tkanek nowotworowych objety analize¢ zmian tagodnych, jak i ztosli-
wych o réznym stopniu rozwoju zmian patologicznych. Materiat biologiczny po
wykonaniu badan spektroskopowych byt poddawany analizie histopatologiczne;j
w celu zdiagnozowania jednostki chorobowej oraz poréwnania otrzymanego
wyniku z diagnoza wydang na podstawie analizy materiatu pozyskanego od tego
samego pacjenta na potrzeby diagnostyki szpitalnej. Pordwnanie wynikow
badania histopatologicznego materiatu przebadanego w LLSM i w Wojewddzkim
Szpitalu Specjalistycznym im. Mikotaja Kopernika w todzi postuzylo do
wyznaczenia czulo$ci i swoisto$ci spektroskopii Ramana w analizie zmian
nowotworowych ludzkiego gruczotu piersiowego.

Po wykonaniu analizy spektroskopowej preparaty gruczotu piersiowego byty
utylizowane przez Wojewodzki Szpital Specjalistyczny im. Mikotaja Kopernika
w Lodzi.
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W oparciu o wyniki badan histopatologicznych stworzono w LLSM baze
pacjentow zawierajacg takie dane jak: wiek pacjenta, rodzaj choroby nowo-
tworowej, stopien zlosliwosci nowotworu, stopien zaawansowania choroby
w oparciu o klasyfikacje TNM (baza nie zawierata zadnych danych osobowych).

Procedurg analizy preparatow gruczotu piersiowego w LLSM i Katedrze
Onkologii, Zaktadzie Patologii Uniwersytetu Medycznego w todzi przedstawiono
na schemacie 1. Po usunieciu fragmentu piersi lub mastektomii a), guz piersi byt
charakteryzowany makroskopowo poprzez podanie: wymiardw, ksztattu,
konsystencji, koloru, kwadrantu piersi, z ktérego zostat pobrany, odleglosci od
weztow chtonnych, umiejscowienia wzgledem skory, podscieliska oraz migsni
b), nastepnie preparat cigty byt na 2 cm fragmenty c), ktore stuzyly do wykonania
bloczkéw parafinowych d), bloczki byly nastgpnie cicte z wykorzystaniem
mikrotomu e), a warstwy tkanki umieszczane byly na szkietkach mikroskopowych f,
g), preparaty na szkietkach byly nastgpnie barwione h) oraz poddawane procesowi
deparafinizacji 1), ostatni krok analizy obejmowat diagnoz¢ histopatologiczng na
podstawie obrazu mikroskopowego j), analizie histopatologicznej poddawane
byty rowniez preparaty analizowane w LLSM k), a wyniki uzyskane na potrzeby
diagnostyki szpitalnej j) oraz badan spektroskopowych 1) byty porownywane.

Schemat 1. Procedura analizy wycinkow ludzkiego gruczotu piersiowego stosowana w
LLSM PL oraz Katedrze Onkologii, Zakifadzie Patologii Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, tlem czerwonym oznaczono etapy przygotowywania
preparatow i ich analizy wykonywane w Katedrze Onkologii, Zakladzie
Patologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, kolorem zielonym oznaczono
etap analizy spektroskopowej wykonywanej w LLSM PL

24



3. PRZEDMIOTY BADAN

Badania byly wykonywane za zgoda Komisji Bioetyki Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi, decyzja nr RNN/30/11/KE/15/02/2011.

Ftalocyjaniny

Analiza wilasno$ci wibracyjnych i emisyjnych ftalocyjanin, potencjalnych
fotouczulaczy w terapii PDT, objeta sole czterosodowe tetrasulfonowanych ftalo-
cyjanin: cynku, magnezu, miedzi i aluminium oraz tetrasulfonowang ftalocyjanine
aluminium w postaci kwasu. Ftalocyjaniny przebadano w roztworach wodnych
oraz w roztworach DMSO. Ftalocyjaniny pochodzily z Sigma-Aldrich, Frontier
Scientific lub byly syntezowane we wspolpracy z Instytutem Barwnikow
1 Polimeréw Politechniki L.6dzkiej — grupa kierowang przez prof. dr hab. inz.
W. Czajkowskiego. Wybor ftalocyjanin: cynku, magnezu, miedzi i aluminium
byt podyktowany checig okreslenia wplywu jonu centralnego na wiasnosci
fotochemiczne przedstawicieli tej klasy zwigzkdéw. Zainteresowanie roztworami
wodnymi wynikato z mozliwosci ich bezposredniego stosowania w terapii PDT,
natomiast analiza roztworow w DMSO wynikata z odmiennego wptywu tego
rozpuszczalnika na stopien agregacji badanych ftalocyjanin w poréwnaniu do
H,0. Wykonano analiz¢ widm absorpcyjnych ftalocyjanin w szerokim zakresie
stezen od 107 do 10> M w wodzie oraz DMSO, dla stezen 10° oraz 10° M
w H,O i DMSO wykonano pomiary z wykorzystaniem niskotemperaturowe;j
spektroskopii Ramana w zakresie temperatur 293-77 K. Roztwory tetrasulfonowanej
ftalocyjaniny: cynku, miedzi oraz magnezu w wodzie o stezeniu 10° M
przebadano z wykorzystaniem spektroskopii femtosekundowej metoda wigzki
pompujacej i sondujacej. Spektroskopi¢ femtosekundowg wykorzystano takze w
analizie filmoéw kwasu tetrasulfonowanej ftalocyjaniny glinu, wytworzonych na
podtozu z komérek ludzkiego gruczotu piersiowego prawidtowych i zmienionych
nowotworowo, osadzonych na BaF,. Filmy ftalocyjaniny glinu, wytworzone na
podtozu z azotu krzemu, przebadano z wykorzystaniem spektroskopii IR
w funkcji wilgotnosci.

Przeanalizowano takze widma emisyjne probek ftalocyjanin odpowietrzo-
nych, jak i zawierajacych tlen w celu oszacowania wplywu tlenu na ksztalt widm
1 tym samym wnioskowania o wplywie utlenowania komoérek o budowie
prawidlowej i zmienionych nowotworowo na mechanizmy dyssypacji energii,
a tym samym, na efektywnos$¢ dziatania fotouczulacza w terapii PDT. Schemat 2
przedstawia tetrasulfonowang ftalocyjaning glinu w roztworze wodnym.
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Schemat 2. Tetrasulfonowana ftalocyjanina glinu (AIPcS,) w roztworze wodnym

4. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

4.1. Spektroskopia Ramana preparatéw ludzkiego gruczotu
piersiowego

Pierwszym typem preparatow ludzkiego gruczotu piersiowego, jakie prze-
badano z wykorzystaniem spektroskopii Ramana, byly probki tkanek piersi
ludzkiej w postaci wycinkow Srodoperacyjnych. Rysunek 1 przedstawia: zdjecie
ludzkiego gruczolu piersiowego z uwidoczniong zmiang nowotworowg oraz
oznaczeniem miejsc, z ktorych pobrano preparaty tkanek o budowie prawidlowej
1 zmienionej nowotworowo oraz preparaty piersi ludzkiej o budowie prawidlowej
A) oraz nowotworowej B) umieszczone w amputkach, przygotowane do analizy
spektroskopowe;.

Rysunek 2 przedstawia widma Ramana tkanki o utkaniu prawidlowym oraz
zmienionej nowotworowo — rak przewodowy naciekajacy (IDC, tac. carcinoma
ductale infiltrans mammae) pobranych od tego samego pacjenta (KT 26) [57].

26



4. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

thanka o utkaniu prawidiowym

A B

Rysunek 1. Ludzki gruczol piersiowy z uwidoczniong zmiang nowotworowg oraz
oznaczeniem miejsc, z ktorych pobrano preparaty tkanek o budowie prawidlowej
i zmienionej nowotworowo, preparaty piersi ludzkiej o budowie prawidlowej A

oraz nowotworowej B przygotowane do analizy spektroskopowej (Zrodlo: materialy
wlasne LLSM)
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Rysunek 2. Widma Ramana: (a) tkanki o utkaniu prawidiowym, (b) tkanki zmienionej
nowotworowo — rak przewodowy naciekajgcy (IDC, tac. carcinoma ductale
infiltrans mammae), pobranej od tego samego pacjenta (KT 26) [57]
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Poréwnanie widm na rysunkach 2a oraz 2b pozwala zauwazy¢, ze naj-
istotniejsze roéznice migdzy tkankg zdrowa a zmieniong chorobowo widoczne sg
dla drgan z zakresu 1000-1520 cm™ oraz 2800-3100 cm™. Pasma 1004, 1158 oraz
1518 cm” widoczne na widmie tkanki o budowie prawidlowej przypisano
drganiom karotenoidéw, zas§ pasma z zakresu 2800-3100 cm’ przypisano
lipidom [57]. Znaczace rdznice migdzy tkanka o wutkaniu prawidlowym
a zmieniong nowotworowo, jak wida¢ na rysunku 2, dotycza takze intensywnosci
autofluorescencji badanych tkanek. Tkanka nowotworowa wykazywata znacznie
wyzszy poziom fluorescencji dla wigkszosci przebadanych przypadkow. Nawet
gdy autofluorescencja obu typow tkanek byta poréwnywalna, byl to przypadek
typowy dla tagodnych zmian nowotworowych, silne pasma karotenoidow
i lipidow byty widoczne jedynie dla tkanek o budowie prawidtowej. Rysunek 3
przedstawia poréwnanie widm Ramana tkanek ludzkiego gruczotu piersiowego
o budowie prawidtowej (a) oraz tagodnej zmiany nowotworowej — dysplazji (fac.
dysplasia benigna mammae) (b), pobranych od tego samego pacjenta (KT 38) [57].
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Rysunek 3. Widma Ramana: (a) tkanki o utkaniu prawidlowym, (b) lagodnej zmiany
nowotworowej — dysplazji (lac. dysplasia benigna mammae), pobranej od
tego samego pacjenta (KT 38) [57]

Analiza widm przedstawionych na rysunku 3 pozwala zauwazyé, ze
autofluorescencja tkanki, w przypadku tagodnej zmiany nowotworowej gruczotu
piersiowego jest porownywalna z autofluorescencja tkanki o budowie prawidto-
wej, mimo to pasma charakterystyczne dla karotenoidow i lipidow sg widoczne
jedynie dla tkanki o utkaniu prawidtowym [57].
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Podobne spostrzezenia dotyczyty takze innych pacjentéw, preparaty ktorych,
np. w postaci probek o grubosci 6 pum, przeanalizowano z wykorzystaniem
spektroskopii Ramana. Rysunek 4 przedstawia widma Ramana tkanki o utkaniu
prawidlowym 1 tkanki zmienionej nowotworowo, raka przewodowego
naciekajacego, IDC (fac. carcinoma ductale infiltrans mammae) pochodzacych
od tego samego pacjenta, P80 [58]. Pasma rdznicujace tkanke o budowie
prawidtowej od tkanki nowotworowej wyr6zniono kolorowymi znacznikami.
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Rysunek 4. Widma Ramana: (a) tkanki o utkaniu prawidiowym, (b) tkanki zmienionej

nowotworowo — rak przewodowy naciekajgcy (fac. carcinoma ductale infiltrans
mammae), pobranej od tego samego pacjenta P80 [58]

Jak wida¢ na rysunku 4 ponownie najwigksze rdznice w budowie tkanki
prawidtowej i zmienionej nowotworowo wystepuja dla zakresow spektralnych
charakterystycznych dla karotenoidoéw i lipidow [58].
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Spostrzezenia dotyczace intensywno$ci autofluorescencji obu rodzajow
tkanek moga rodzi¢ jednak pytanie, czy pasma karotenoidow i lipidow sa
widoczne dla preparatéw ludzkiego gruczotu piersiowego o utkaniu prawidlo-
wym, poniewaz sg typowe tylko dla struktur zdrowych, czy tez wysoka
fluorescencja, szczegolnie charakterystyczna dla ztosliwych komorek nowotworo-
wych powoduje przestonigcie tych pasm i dlatego nie s3 one obserwowane
w widmach Ramana guzow piersi. Odpowiedzi na to pytanie dostarcza poréwnanie
widm tkanki prawidlowej i zmienionej patologicznie dla przypadku, w ktorym
oba typy tkanek cechuje relatywnie wysoka autofluorescencja rzgdu kilkudziesieciu
tysiecy zliczen. Jak wida¢ na rysunku 5 przedstawiajacym widma zarejestrowane
dla pacjenta KT01 pasma karotenoidow i lipidow ponownie widoczne sg jedynie
dla tkanki o budowie prawidiowej a) i nie obserwuje si¢ ich dla tkanki nowo-
tworowej b) [57].
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Rysunek 5. Widma Ramana: (a) tkanki o utkaniu prawidtowym, (b) tkanki nowotworowej —
raka przewodowego naciekajqcego (lac. carcinoma ductale infiltrans mammae),
(c) krwi obwodowej, pobranej od tego samego pacjenta (KT 01) [57]

Ksztalt widma tkanki zmienionej nowotworowo, przedstawiony na rysunku 5,
moze sugerowac znaczacy wpltyw krwi zawartej w tkance na zarejestrowane
widmo Ramana. Szerokie pasma z maksimum przy 540 1 560 nm widoczne dla
widm tkanki zdrowej, a szczegodlnie zmienionej nowotworowo rzeczywiscie
nalezy powigza¢ z obecno$cig krwi w badanym preparacie, pasma te odpowiadaja
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bowiem pasmom, jakie zarejestrowano dla krwi obwodowej pacjenta KTOI,
widmo ktorej przedstawiono na rysunku 5Sc.

Poniewaz jednym z czynnikow réznicujgcych tkanke o budowie prawi-
dtowej od zmienionej nowotworowo jest intensywnos¢ autofluorescencji, nalezy
odpowiedzie¢ takze na pytanie, jakie czynniki moga wplywaé na wysoki poziom
autofluorescencji tkanek o budowie patologiczne;.

Jak wykazano, wysoka autofluorescencja tkanki nowotworowej moze by¢
powodowana m.in. wyzszym stezeniem barwnikow zwanych lipofuscynami
w tym typie tkanek. Lipofuscyny odktadaja si¢ wewnatrzlizosomalnie w komoérkach
postmitotycznych i stanowia glowne produkty peroksydacji nienasyconych
kwasow ttuszczowych i lipoprotein, peroksydacji pozostajacej w $cistej korelacji
ze zmianami nowotworowymi zachodzacymi w organizmie cztowieka [58, 59].

Na zawarto$¢ karotenoidow w komorkach nowotworowych wptyw moga mieé
za$ produkty formowane w drodze stresu oksydacyjnego. Ponadtlenki powstajace
w wyniku stresu mogg by¢ redukowane przez metale przejsciowe lub inne reduktory
(np. chinony) do bardziej agresywnych form rodnikoéw, ktére moga powodowaé w
komorce rozleglte uszkodzenia [60]. Wzrost stezenia rodnikéw chinonowych zwykle
dobrze koreluje ze spadkiem zawarto$ci karotenoidow w uktadach biologicznych.

Drastyczna zmiana zawartosci lipidéw w badanych probkach moze wynikad
za$ z bardzo efektywnego utleniania lipidow w komorkach nowotworowych,
prowadzacego do tworzenia produktow wolnorodnikowej lub enzymatycznej
peroksydacji tej grupy zwiazkow [58].

Rola karotenoidow i lipidow w roznicowaniu tkanki zdrowej od zmienionej
patologicznie zostata potwierdzona takze przez zastosowanie pomiaréw z wy-
korzystaniem niskotemperaturowej spektroskopii Ramana. Jak wida¢ na rysunku
6 zastosowanie niskotemperaturowej spektroskopii Ramana niesprze¢zonej
z mikroskopem konfokalnym pozwolito potwierdzié, ze brak pasm przypisanych
karotenoidom i lipidom w tkance nowotworowej jest jej cecha charakterystyczna,
a autofluorescencja tkanki nowotworowej nie przestania pasm charakterystycznych
dla tych klas zwiazkow [61].

Podsumowujac, badania z wykorzystaniem spektroskopii Ramana niesprzezone;
z mikroskopem konfokalnym dla wycinkow srddoperacyjnych gruczotu piersiowego
zwrocity uwage na dominujacg rolg karotenoidow i lipidow w roznicowaniu
tkanki o budowie prawidlowej i nowotworowej [57, 58, 61], a badania przepro-
wadzone w LLSM pozwolity szczegélnie na uwydatnienie roli karotenoidow,
ktore do tej pory nie byly postrzegane jako wiarygodne markery nowotworowe [9].

W analizie wycinkow s$rddoperacyjnych wykorzystano takze obrazowanie
(mapowanie) Ramana.
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Rysunek 6. Widma Ramana: (a) tkanki o utkaniu prawidiowym, (b) thanki nowotworowej —
raka przewodowego naciekajgcego (lac. carcinoma ductale infiltrans mammae)
w zakresie temperatur 293-77 K dla tego samego pacjenta KT90

Rysunek 7 przedstawia widma Ramana tkanki o budowie prawidtowej zare-
jestrowane z wykorzystaniem techniki obrazowania (mapowania) Ramana [62].
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Rysunek 7. Widma Ramana tkanki o budowie prawidlowej w postaci wycinka srod-
operacyjnego zarejestrowane z wykorzystaniem techniki obrazowania Ramana:
(a) obraz mikroskopowy tkanki o utkaniu prawidlowym, (b) widma Ramana
zarejestrowane w miejscach oznaczonych krzyzykiem na obrazie mikrosko-
powym (a) dla pacjenta P33. Czas integracji 0,2 s [62]
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Widma zarejestrowane dla tkanki nowotworowej pobranej od tego samego
pacjenta, P33, przestawia rysunek 8 [62].
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Rysunek 8. Widma Ramana tkanki o budowie nowotworowej w postaci wycinka
srodoperacyjnego zarejestrowane z wykorzystaniem techniki obrazowania
Ramana: (a) obraz mikroskopowy tkanki nowotworowej — rak przewodowy
naciekajgcy (tac. carcinoma ductale infiltrans mammae), (b) widma Ramana
zarejestrowane w  miejscach oznaczonych krzyzykiem na obrazie
mikroskopowym (a) dla pacjenta P33. Czas integracji 0,5 s [62]

Jak wida¢ na rysunkach 7 oraz 8 z zastosowaniem techniki obrazowania
Ramana wykazano, ze podobnie jak dla techniki spektroskopii Ramana nie-
sprzezonej z mikroskopem, dla wycinkow srédoperacyjnych najistotniejsze réznice
w budowie komoérek prawidlowych i nowotworowych sg widoczne dla pasm
charakterystycznych dla karotenoidow i lipidow, czyli zakresow spektralnych
odpowiednio: 1000-1550 cm™ oraz 2800-3100 cm'™.

Réznice w zastosowanych technikach pomiarowych, objawiajace si¢ m.in.
odmiennym ogniskowaniem wigzki laserowej na probce, pozwolity jednak na
uzyskanie z wykorzystaniem obrazowania Ramana bardziej szczegdtowych
informacji o sktadzie biochemicznym badanych preparatow.

Obrazowanie, dzieki przekroczeniu limitu rozdzielczosci wynikajacego z dy-
frakcji, pozwala bowiem na uzyskiwanie obrazoéw z rozdzielczo$cia umozliwiajaca
obserwacje pojedynczych organelli komoérkowych. Rozdzielczo$¢ standardowo
moze osigga¢ wartosci rzgdu kilku mikrometrow. Zastosowanie obrazowania
Ramana pozwolilo wiec, przede wszystkim, na bardziej szczegdtowa analize
zakresu 2800-3100 cm™ charakterystycznego dla lipidoéw oraz zwrdcito uwage na
role obszaru spektralnego charakterystycznego dla drgan czasteczek wody.
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Analize¢ z zastosowaniem obrazowania Ramana wykonano réwniez dla
tkanek gruczotu piersiowego w postaci 6 um preparatow nieutrwalonych i niebar-
wionych przygotowanych metoda kriogeniczng, umieszczonych na szkietkach
mikroskopowych. Wyniki uzyskane dla tkanki o budowie prawidlowej przedstawia
rysunek 9 [62].
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Rysunek 9. (@) Obraz mikroskopowy tkanki prawidlowej (2x2 mm), (b) obrazowanie Ramana
obszaru zaznaczonego w czgsci (a) czerwonym kwadratem (1.75x1.75 mm),
(¢) widma Ramana zarejestrowane dla obszarow o roznej barwie widocznych
na obrazowaniu (b) dla probki w postaci 6 pum preparatow nieutrwalonych
i niebarwionych, umieszczonych na szkietkach mikroskopowych dla tego
samego pacjenta P33. Kolory widm odpowiadajq kolorom obszarow
widocznych na obrazowaniu b). Czas integracji 0,2 s [62]
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Rysunek 10 ilustruje wyniki, jakie otrzymano technikg obrazowania Ramana dla
tkanki o budowie nowotworowej pochodzacej od tego samego pacjenta, P33 [62].
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Rysunek 10. (a) Obraz mikroskopowy tkanki nowotworowej (2x2 mm), (b) obrazowanie Rama-
na obszaru zaznaczonego w czesci (a) czerwonym kwadratem (1.75x1.75 mm),
(c) widma Ramana zarejestrowane dla obszarow o roznej barwie widocznych
na obrazowania (b) dla probki w postaci 6 pum preparatow nieutrwalonych
i niebarwionych, umieszczonych na szkietkach mikroskopowych dla tego
samego pacjenta P33. Kolory widm odpowiadajq kolorom obszarow
widocznych na obrazowaniu b). Czas integracji 0,2 s [62]

Rysunek 11 przedstawia poréwnanie widm otrzymanych technika mapowania
Ramana dla tkanek o budowie prawidtowej i zmienionych nowotworowo pocho-
dzacych od samego pacjenta jak na rysunkach 8 oraz 9 (P33).
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Rysunek 11. Porownanie widm Ramana tkanki o utkaniu prawidlowym (linia niebieska)

oraz zmienionej nowotworowo (linia czerwona) dla tego samego pacjenta
(P33) otrzymanych metodq obrazowania Ramana [62]

Pasma przy 1444, 1660, 1750, 2854, 2888, 2926 cm™ widoczne na rysunku 11
przypisano lipidom. Pasma przy 2854 i 2926 cm™ odpowiadaja bowiem syme-
trycznym i antysymetrycznym drganiom rozciagajacym grup CH, lancuchow
weglowodorowych lipidow. Pasma przy 1660 cm” i 3009 cm™” przypisano
odpowiednio: drganiom grupy C=C oraz grupy C-H potaczonej z grupg C=C
lipidow. Sygnat przy czestosci 1444 cm™ przyporzadkowano drganiom nozy-
cowym grupy CH,, za$ pasmo przy 1750 cm zinterpretowano jako czestos¢
charakterystyczna dla grupy C=0 [62-64]. Pasma przy 1004, 1158 oraz 1518 cm’
! przypisano karotenoidom [62-64].

Jak wida¢ na rysunku 11 badania, ktére wykonano z wykorzystaniem obra-
zowania Ramana dla preparatoéw o grubosci 6 pm po raz kolejny potwierdzity
dominujacg role lipidow i1 karotenoidow w odréznieniu tkanek o budowie
prawidtowej od zmienionych nowotworowo; poréwnanie widma Ramana tkanek
o budowie prawidlowej i zmienionych nowotworowo wskazato takze na wicksza
zawarto$¢ lipidow w tkance zdrowej. Jak wida¢ na rysunkach 9 oraz 10 tkanka
o budowie prawidlowej zawiera wiecej komorek tluszczowych, oznaczonych
w obrazowaniu kolorem niebieskim, niz tkanka nowotworowa [62].

W grupie lipidéw, jak wykaze dalsza czg$¢ rozprawy, szczegdlnag role
w roznicowaniu tkanki piersi o budowie prawidlowej od zmienionej nowotworowo
odgrywaja niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe okreslane takze mianem wielo-
nienasyconych niezbednych kwasow tluszczowych (WNKT, ang. polyunsaturated
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fatty acids, PUFA). Kwasy te nie mogg by¢ syntezowane przez organizm cztowicka
1 musza by¢ dostarczane w diecie [58, 65].

Pierwsze dane zwracajace uwage na wptyw diety na rozwoj choroéb nowo-
tworowych pojawity sie juz na poczatku XX w., kiedy choroby nowotworowe
obok chorob uktadu krazenia zaczgly dominowaé, jako najwazniejsze przyczyny
przedwczesnej $miertelnosci. Williams w roku 1908 w rozprawie naukowej
po$wieconej rakowi donosil o istotnym wptywie sposobu odzywiania na rozwoj
choréb nowotworowych. Od tego czasu szeroko prowadzone byly badania
dotyczace zaleznosci zapadalnosci na choroby nowotworowe i stosowanej diety.
Obecnie uwaza sie, ze okoto 35-45% zachorowan na chorobe nowotworowa,
zwlaszcza w krajach dobrze rozwinigtych, zwigzanych jest ze zle zbilansowanym
odzywianiem [66], a tluszcz zawarty w diecie i tworzace go kwasy tlhuszczowe
zalicza si¢ do glownych czynnikow wzrostu ryzyka wystapienia choréb nowo-
tworowych piersi, okreznicy i prostaty [67].

Najwickszg uwage w kontekscie rozwoju chorob nowotworowych poswiecono,
w prezentowanych badaniach, rodzinom kwaséw -3 i ®-6.

Czgé¢ kwasow thuszczowych moze by¢ syntezowana w organizmie cztowieka,
a pierwotnym substratem do syntezy kwasow tluszczowych jest wowczas
acetylo-CoA pochodzacy z przemian weglowodanow i bialek, za$ jej koncowym
produktem jest kwas palmitynowy (C 16:0 — (ilo§¢ atomoéw wegla: ilos¢ wigzan
podwojnych)), ktory moze by¢ wydluzany do kwasu stearynowego (C18:0),
i dalej do kwasow 20-, 22- i1 24-weglowych [65]. Synteza kwaséw tluszczowych
odbywa si¢ w watrobie, nerkach, mozgu, ptucach, gruczole sutkowym oraz
tkance tluszczowej, a kondensacja jednostek dwuweglowych w postaci
acetylo-CoA nie jest odwrdceniem ciaggu reakcji, prowadzacych do rozktadu
tych zwigzkow.

Do syntezy kwasow thuszczowych sg wykorzystywane kofaktory NADPH,
ATP, Mn*", biotyna oraz HCO3. Intermediaty sg kowalencyjnie zwigzane z grupg
hydrosulfidowa biatkowego nosnika grup acylowych (ACP - ang. acyl carrier
protein). Glowny substrat potrzebny do przeprowadzenia syntezy, czyli acetylo-
CoA, powstaje w wyniku katabolizmu glukozy przy pomocy dehydrogenazy
pirogronianowej lub w wyniku B-oksydacji kwasow tluszczowych. Nastepnie
acetylo-CoA jest przenoszony z mitochondriéw do cytozolu. Wewnetrzna blona
mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla acetylo-CoA, ulega wiec on kon-
densacji ze szczawiooctanem. Powstaje cytrynian, ktory do$¢ tatwo przenika
przez btone. W cytozolu cytrynian ulega rozktadowi, co umozliwia odtworzenie
acetylo-CoA. Przeniesienie acetylo-CoA z matriks mitochondrialnej do cytozolu
przedstawiono na rysunku 12 [68].
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Rysunek 12. Przeniesienie acetylo-CoA z matriks mitochondrialnej do cytozolu

Bardzo istotny wktad w wyjasnienie procesu biosyntezy kwasow tluszczo-
wych wniost S. Wakil, ktéry potwierdzit konieczno$¢ wystepowania w tym procesie
wodoroweglanow [68]. Istotnie pierwszym kluczowym etapem biosyntezy
kwasow tluszczowych jest karboksylacja acetylo-CoA, ktora prowadzi do powstania
malonylo-CoA. Reakcja ta katalizowana jest przez karboksylazg acetylo-CoA,
enzym zawierajacy biotyne jako grupe prostetyczna (rys. 13). Enzym ten jest
biatkiem zawierajagcym zmienna liczbe identycznych podjednostek, w ktorej
wystepuja: biotyna, karboksylaza biotyny, biatko nos$nikowe karboksybiotyny,

transkarboksylazy oraz allosteryczne miegjsce regulatorowe [68].
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Rysunek 13. Tworzenie malonylo-CoA
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Acetylo-CoA 1 malonylo-CoA zostajg nastgpnie przeksztalcone w ich ACP-
pochodne (rys. 14).

CH:COSCoA CH3CO-5-ACP + CoA

“O2CCH2COSCoA "02CCH2CO-S-ACP + CoA

Rysunek 14. Rola biatka przenoszqcego acyl (ACP)

Acetylo-ACP oraz malonylo-ACP nast¢pnie kondensujg tworzac acetoace-
tylo-ACP, wykorzystujac enzym-syntaze 3-ketoacylowa. Reakcja ta jest napedzana
przez uwalnianie CO, z aktywowanej jednostki malonylowej. Nastgpnie zachodza
procesy redukcji (redukcja acetoacetylo-ACP do D-3-hydroksybutyrylo-ACP,
w ktorym czynnikiem redukujgcym jest NADPH, a katalizatorem jest reduktaza
B —ketoacylo-ACP), dehydratacji (dehydratacja D-3-hydroksybutyrylo-ACP do
krotonylo-ACP, w ktérej katalizatorem jest dehydrataza 3-hydroksyacylo-ACP)
oraz kolejnej redukcji (redukcja krotonylo-ACP do butyrylo-ACP, w ktorej re-
duktorem jest NADPH, a katalizatorem reduktaza enoilo-ACP) (rys. 15). Uzyskany
w ten sposob butyrylo-ACP wchodzi w cykl elongacji, ktory rozpoczyna si¢ od do-
laczenia jednostki dwuweglowej, pochodzacej z kolejnej czasteczki malonylo-CoA.

Siedem cykli elongacji prowadzi ostatecznie do powstania palmitoilo-ACP.
Zwiazek ten hydrolizuje na palmitynian i ACP.

39



METODY SPEKTROSKOPOWE W DIAGNOSTYCE ZMIAN NOWOTWOROWYCH LUDZKIEGO GRUCZOLU PIERSIOWEGO

palmitynian
4
ACP

\

palmitoilo-ACP

noesteraza

CH3yCO-S-ACP + "0:CCH:CO-S-ACP

Agenlo-ACP

ACP=COxv

)

L

4

symtaza 3-k

Matorylo-ACP

ketoacylowa

CHyCOCH:CO-5-ACP

Acetoasendo-ACP

-

C

o

NADPH-H-

redultara f-ketoacvlo-ACP

CHiCCH:CO-S-ACP

k

D.ihydroksytutynylo-ACP
dehvd
H:0 + | 5

4

drataza 3-hvdroksy

NADP

CHaCH=CH-CO-5-ACP

Krotenyle-AC?
NADPH-H

NADP~

Y

CHyCH:CH:CO-5-ACP

Butynlo-ACP

MMalomylo-CoA

Ryusnek 15. Biosynteza kwasow tuszczowych

rechiitaza encto-ACP



4. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

pIOD3U0]2-Y2AM0ZIZSNY MOSDMY DZIJUAS *QT YOUNSAY

e ned
-ODTHO(THD)EHD

dOV
mwﬁ“Z
: \\ dov-opoyumed

o~ dOV-S-OJHOFICHD)IHD

dDV-S-0D7HOF(FHD)FHD
-davN
dOV-0[0U=2 EZERNpai
-H+HdAV¥N : i
EZEIEIPAY _

dOV-S-0D-*HD*HOHO=HDfH) < dDV S-0D*HI*HOI*HIIHD

4 dDVv-0jioe01a-g |
o EZELNpa] HO

~H+-HdOVN
dOV-S-0D*HD*HI*HIO0I*HD

EMO[ADE01aY-§ EZEJUAS \vnOU...

dOV-olAuoERY dov-opading
dOV-S-0D%HDD='0- + dDV-S-0D'HI'HIHD

41



METODY SPEKTROSKOPOWE W DIAGNOSTYCE ZMIAN NOWOTWOROWYCH LUDZKIEGO GRUCZOLU PIERSIOWEGO

Enzymy biorgce udzial w katalizowaniu syntezy kwasoéw tluszczowych
tworzg uktad enzymatyczny nazywany syntaza kwasoéw tluszczowych. Synteza
palmitynianu wymaga 8 czasteczek acetylo-CoA, 14 NADPH, 7 ATP i 7 HCO;,
ktory odgrywa role katalityczng.

Dalsza elongacja kwasoéw tluszczowych zachodzi na powierzchni cyto-
plazmatycznej gtadkiego retikulum endoplazmatycznego.

NADPH niezbedny do biosyntezy pochodzi ze szlaku pentozofosforanowego
albo z reakcji dekarboksylujacej dehydrogenazy jablczanowej (rys. 17).

L. Szlak pentozowy

CH Co:
WADPH-H" ! CADPH-H™
H,C—7—CH H,C—T—CH HsC OH
NADP- NADP- co-
OH——CH, CH——CH,4 - —0
—— e T - >

H,C—1—0CH dehydrogenaza HyC—F+—0H dehydrogenaza H3C—7—OH
H,C—— CH shikozat-fosforanowa H,C—— CH §-fosfoghkonianowa HyC—F—OH
H,C——0P H.C——OP ie—L—op

glukoze-6-fosforan 6-fosfoglubonian rybulozo.3-fosforan

2. Dehydrogenaza jablczanowa

. NADP-
HO-CH—CO; |
CH,COy H3C—CCO;
jatdczan CfCh piragfaman

Rysunek 17. Zrédia NADPH niezbednego do biosyntezy kwaséw thiszczowych

Dla prawidtowego funkcjonowania organizméw, w tym dla prawidtowego
funkcjonowania blon biologicznych niezbedne sg jednak wielonienasycone
kwasy tluszczowe. Kwasy te powstaja z kwasu palmitynowego w wyniku dziatania
odpowiednich desaturaz powodujacych wprowadzenie podwdjnego wiazania
w strukturg¢ kwasu. Z kwasu palmitynowego powstaje w ten sposob kwas
palmitooleinowy (C16:1 ®-7), za$ ze stearynowego — kwas oleinowy (C18:1 ®-9).

W wyniku dziatania Al2-desaturazy z kwasu oleinowego powstaje kwas
linolowy (C18:2 ®-6, LA), przeksztalcany dalej przez Al5-desaturaze do kwasu
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a-linolenowego (C18:3 -3, ALA). W tkankach zwierzecych podwojne wigzania
moga by¢ jednak wprowadzone jedynie migedzy istniejace juz wigzanie podwdjne
a grupe karboksylowa z powodu braku odpowiednich desaturaz. W tkankach
zwierzgcych nie zachodzi wigc synteza kwasow LA 1 ALA 1 muszg by¢ one
dostarczone w diecie [65].

LA i ALA daja poczatek rodzinom kwaséw odpowiednio ®-6 i ®-3. W wy-
niku enzymatycznej peroksydacji z LA w procesie desaturacji powstaje kwas
y-linolenowy (GLA), ktory jest wydluzany do kwasu dihomo-y-linolenowego
(DGLA). Ten za$ jest konwertowany przez AS5-desaturazg do kwasu arachido-
nowego (AA). Te same enzymy powoduja przeksztalcenie kwasu ALA do kwasu
eikozapentaenowego, z ktérego nastepnie powstaje kwas dekozaheksaenowy.

Kwas arachidonowy moze by¢ uwalniany takze bezposrednio z blon
plazmatycznych przez fosfolipaze A..

Kwas AA jest metabolizowany w organizmie ludzkim w trzech szlakach
enzymatycznych: 1) szlaku cyklooksygenezy-1 (COX-1) lub cyklooksygenezy-2
(COX-2); 2) szlaku lipoksygenazy (LOX); 3) takze cytochrom P-450 moze
stuzy¢ jako katalizator dla biotransformacji AA do réznych utlenionych
metabolitow, wlaczajac epoksydy i seri¢ hydroksykwasow ttuszczowych.

Szczegbdlna rola AA wynika z faktu, iz eikozanoidy, ktérych jest prekur-
sorem, wykazuja stymulujaca rolg w rozwoju zmian miazdzycowych, tworzeniu
zakrzepow, wystgpowaniu silnych reakcji zapalnych i alergicznych, odgrywaja
one rowniez dominujaca role w procesie proliferacji komorek i rozro$cie tkanki
nowotworowej, zwlaszcza w gruczole sutkowym, jelicie grubym i prostacie [67, 69].
Rysunek 18 przedstawia schemat przemian, jakim podlegaja wielonienasycone
kwasy ttuszczowe w organizmie czlowieka.

Jak wida¢ na rysunku 18 kwasy ®-3 i ©—6 w szlaku metabolizmu konkuruja
o te same enzymy powodujace desaturacje, elongacje i oksydacje.

Kluczowa rola wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w prawidtowym
funkcjonowaniu organizmu ludzkiego sktonita do wykonania analizy porownawczej
widm Ramana ludzkiego gruczotu piersiowego o budowie prawidlowej i zmienio-
nego nowotworowo z widmami NNKT [58].

Poréwnanie widm Ramana tkanek piersi o budowie prawidtowej i zmie-
nionych nowotworowo z wybranymi przedstawicielami kwaséw ©®-3 1 ®—6
przedstawia rysunek 19.
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Rysunek 19. Porownanie widm Ramana niezbednych nienasyconych kwasow tuszczowych
z widmami Ramana gruczolu piersiowego o budowie prawidlowej
i nowotworowej dla tego samego pacjenta P80: a) dla zakresu spektralnego
200-2600 cm™ b) dla zakresu spektralnego 2600-3200 cm™ [58]
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Jak wida¢ na rysunku 19 istnieje wyraznie zauwazalne podobienstwo widm
Ramana gruczohu piersiowego o budowie prawidlowej oraz widm Ramana kwasow:
oleinowego (OA), linolowego (LA) i dekozahekasenowego (DHA). Role ochronng
W rozwoju nowotwordw kwasow oleinowego i linolowego udowodniono
w badaniach klinicznych [70]. Zaskakujacy wynik przyniosto poréwnanie widm
Ramana w zakresie spektralnym 2800-3100 cm™ kwasu eikozapentaenowego (EPA)
z widmem Ramana tkanki o utkaniu prawidtowym; mimo ze EPA jest kwasem
postrzeganym jako zmniejszajacy ryzyko choroby nowotworowej [71], widma
Ramana tkanki zdrowe;j i kwasu nie wykazuja idealnej zgodnosci.

Jak wida¢ na rysunku 19 widmo Ramana tkanki nowotworowej jest za$
dobrze odtwarzane przez widma kwasow y-linolenowego (GLA) i arachidono-
wgo (AA); spostrzezenie to pozostaje w zgodzie z badaniami wykazujacymi
dzialanie pronowotworowe kwasow ®-6 poprzez produkcje¢ eikozanoidéw, np.
prostaglandyny E,, ktorej prekursorem jest AA [72-75].

W poréwnaniu widm kwaséow -6 z widmem Ramana tkanki nowotworowe;j
szczegolng uwage zwraca pasmo 3009 cm™ charakterystyczne dla NNKT. Jak widaé
na rysunku 19 pasmo to nie cechuje jednak tak znaczaca intensywnos¢ w widmach
piersi ludzkiej, jak mozna by oczekiwaé. Nalezy jednak pamigta¢, ze niezbedne
nienasycone kwasy tluszczowe podlegaja w organizmie cztowieka przemianom
w szlaku COX-1, COX-2 oraz LOX, sg prekursorami hormonéw tkankowych i ich
ilos¢ w tkankach musi korelowa¢ z wydajnoscia generowania eikozanoidow.

Do eikozanoidéw nalezg: prostaglandyny (PG), prostacykliny (PGI) i trom-
boksany (TX) okreslane wspolnie mianem prostanoidéw oraz leukotrienow (LT).
Prekursorami eikozanoidow sa DGLA, AA i EPA. Pod wplywem cyklo-
oksygenazy (COX) powstaja zwigzki cykliczne — PG, PGI i TX, natomiast
lipoksygenazy katalizujg synteze zwigzkoéw niecyklicznych — LT, kwasow
hydroperoksyeikozatetraenowego (HPETE) i hydroksyeikozatetraenowego (HETE).
DGLA ulega przemianie do PG, PGI i TX monoenowych (PGE;, TXA,), AA-do
zwigzkow dienowych (PGE,, PGI,, TXA,;), a EPA — do trienowych (PGE;, PGI;,
TXAj3). AA jest rowniez prekursorem leukotrienow Ay, By, C4, Dy i Ey, a EPA —
leukotrienéw As, Bs, Cs, Ds 1 E5[58, 65].

Typ, a takze ilo§¢ syntezowanych eikozanoidow jest uzalezniona nie tylko
od dostgpnosci prekursora, ale takze aktywnosci fosfolipazy A, i fosfolipazy C
oraz cyklooksygenaz i lipoksygenaz. Jak wspomniano wcze$niej najczescie]
prekursorem eikozanoidow jest kwas arachidonowy. Eikozanoidy bedace jego
pochodnymi charakteryzuja si¢ znacznie wyzsza aktywnoscig biologiczng niz
pochodne DGLA i1 EPA, nawet w bardzo matych ilo$ciach [58, 65]. Schemat
powstawania eikozanoidéw w organizmie ludzkim przedstawia rysunek 20.
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Rysunek 20. Drogi syntezy eikozanoidow [62]
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Poniewaz widma piersi ludzkiej zmienionej nowotworowo nie byly idealnie
odtwarzane przez kombinacje widm WNKT, dokonano pordéwnania widm
gruczohu piersiowego z widmami takich sktadnikéw organizmu ludzkiego jak:
trojpodstawione pochodne glicerolu, D-o-fostatydylocholina, mioinositol, kardio-
lipina, sfingomielina, cholesterol. Wyniki poréwnania przedstawia rysunek 21.
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Rysunek 21. Porownanie widm gruczotu piersiowego z trojpodstawionymi pochodnymi
glicerolu, DPPC, mioinositolem, kardioliping, sfingomieling, cholesterolem

Poniewaz zakres spektralny 2800-3100 cm™ charakterystyczny dla widm
ludzkiego gruczotu piersiowego o budowie nowotworowej nadal nie byt idealnie
odtwarzany ani przez kombinacje widm kwaséw ®-3 i w—6 (rys.19), ani widma
takich sktadnikow komorek jak: trojpodstawione pochodne glicerolu, D-o-
fostatydylocholina, mioinositol, kardiolipina, sfingomielina, cholesterol (rys. 21),
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zakres ten poréwnano z widmem Ramana zwierzecej (Swinskiej) tkanki
mig$niowej zdominowanej przez biatka. Rysunek 22 przedstawia pordwnanie
widma Ramana biatek zwierzecych z widmem Ramana tkanki nowotworowe;j
piersi ludzkiej [58].
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Rysunek 22. Poréwnanie widm Ramana biatek z widmem Ramana tkanki nowotworowej [58]

Jak wida¢ na rysunku 22 profil widma Ramana nowotworowej tkanki piersi
ludzkiej jest bardzo dobrze odtwarzany przez widmo zwierzegcej tkanki migsniowe;j
zdominowanej przez biatka. Spostrzezenie to potwierdza wzrost udziatu biatek
w tkankach nowotworowych w porownaniu z tkankami o budowie prawidtowe;j [58].

Widma Ramana ludzkiego gruczotu piersiowego o budowie prawidtowej
przedstawione na rysunku 19, zwrocily uwage na dominujaca role kwasu
oleinowego w profilu lipidowym struktur zdrowych. Spostrzezenie to sktonito do
przeprowadzenia szczegdtowej analizy poréwnawczej dla tkanek piersi ludzkiej
o budowie prawidlowej i kwasu oleinowego (OA).

Rysunek 23 przedstawia poréwnanie widm Ramana ludzkiego gruczotu
piersiowego o budowie prawidlowej z widmem Ramana kwasu oleinowego
w zakresach spektralnych 200-3600 cm™ oraz 2600-3200 cm™ [64].
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Rysunek 23. Porownanie widm Ramana ludzkiego gruczolu piersiowego o budowie
prawidlowej z widmem Ramana kwasu oleinowego w zakresach
spektralnych: a) 200-4000 cm™ oraz b) 2600-3200 cm™ (OA) [64]

Jak wida¢ na rysunku 23 widma Ramana ludzkiego gruczotu piersiowego o
budowie prawidlowej i kwasu oleinowego w postaci czystej wykazuja bardzo

duza zgodnos¢ spektralng.
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Jak wykazano z wykorzystaniem réznych metod pomiarowych OA tworzy
kwasismektyczng strukturg cieklokrystaliczng w zakresie temperatur miedzy 15 a
30°C. Struktura miedzy 30 a 55°C sklada si¢ zas z klasterow o mniej
uporzadkowanej strukturze. Powyzej 55°C kwas oleinowy przybiera postac
izotropowej cieczy. Ponizej temperatury topienia kwas oleinowy tworzy trzy
fazy: a, B,1y. Fazy te zostaty zidentyfikowane z wykorzystaniem technik: DSC,
rentgenografii i technik spektroskopowych [76-82]. Jak wykazano, przejscie
miedzy fazami o i y wystepuje w temperaturze -2.2°C i odpowiada przejsciu
miedzy fazg nieuporzadkowana i1 uporzadkowana. W fazie o lancuchy
weglowodorowe po stronie grupy metylowej wzgledem wigzania C=C wykazuja
strukturalne nieuporzadkowanie, podczas gdy cze$¢ przylegajaca do grupy
karboksylowej jest uporzadkowana przestrzennie 1 charakteryzuje sie¢
konformacja all-trans. W fazie y wystepuje wicksze uporzadkowanie czasteczek
kwasu, w pseudoortorombowej komorce elementarnej wystepujg zawsze cztery
czasteczki lub dwa polaczone wigzaniami wodorowymi dimery [76, 77, 79, 80].
Faza B wystepuje za§ w dwodch odmianach: stabilnej [; oraz niestabilnej
B> . Wygenerowanie fazy 3 jest trudne i w ramach prezentowanych badan nie
zaobserwowano jej powstawania [76, 77, 79, 80].

Rysunek 24 przedstawia termogramy kwasu oleinowego, jakie zarejestro-
wano z wykorzystaniem techniki DSC.
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Rysunek 24. Termogram DSC kwasu oleinowego [64]
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Jak wida¢ na rysunku 24 technika DSC pozwolita na zaobserwowanie m.in.
przejscia fazowego o—vy, ktore zidentyfikowano takze technika niskotempera-
turowej spektroskopii Ramana. By udowodni¢, ze kwas oleinowy jest
dominujacym sktadnikiem tluszczowym wystepujacym w tkankach zdrowych
piersi ludzkiej zarejestrowano widma Ramana czystego kwasu oleinowego oraz
tkanki o utkaniu prawidtowym w zakresie temperatur 293-77 K.

Rysunek 25 przedstawia widma Ramana czystego kwasu oleinowego
w zakresie temperatur 293-77 K, za$ rysunek 26 widma Ramana tkanki o utkaniu
prawidlowym w zakresie temperatur 293-150 K.
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Rysunek 25. Widma Ramana kwasu oleinowego w postaci czystej, w zakresie temperatur
293-77 K [64]
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Rysunek 26. Widma Ramana ludzkiego gruczolu piersiowego o budowie prawidlowej
w zakresie temperatur 293-150 K [64]

Rysunek 27 przedstawia za$ zaleznoSci zmian polozenia maksimum pasm
charakterystycznych dla drgan CH tancuchow weglowodorowych kwasu
oleinowego w postaci czystej i kwasu oleinowego zawartego w gruczole
piersiowym o budowie prawidlowej [64].

Jak wida¢ na rysunku 27 analiza niskotemperaturowych widm Ramana
pozwolita na identyfikacje przej$¢ fazowych charakterystycznych dla kwasu
oleinowego. Temperature 285 K przypisano przej$ciu fazowemu miedzy
strukturg ciektokrystaliczng a fazg o, zas temperatura 270 K odpowiada przejsciu
migdzy fazami a iy charakterystycznymi dla OA. Jak wida¢ z rysunku 27a takim
samym zmianom podlega potozenie pasma vy(CH,) obserwowanego dla czystego
kwasu oleinowego i tkanki piersi o budowie prawidtowej [64]. Obserwacja ta
potwierdza hipoteze, ze kwas oleinowy jest gldéwnym sktadnikiem komoérek
thuszczowych typowych dla struktur prawidtowych gruczotu piersiowego.
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Rysunek 27. Zmiana polozenia maksimum pasm: (a) vi(CH,), (b) v,(CH,), (c) v(CH,),
(d) vas(CH>), (e) v(=C-H), () vas(CH3) [64]

Przedstawione dotychczas badania spektroskopowe preparatow ludzkiego
gruczotu piersiowego jednoznacznie potwierdzaja dominujgcg role profilu
lipidowego w réznicowaniu komorek o budowie prawidtowej od zmienionych
nowotworowo. By méc jednak wykorzystywaé zakres spektralny charakterystyczny
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dla drgan lipidow w diagnostyce onkologicznej piersi ludzkiej w procedurze
przygotowywania preparatow, nalezy poming¢ proces wytwarzania probek
z bloczkow parafinowych 1 deparafinizacje, etapy charakterystyczne dla
przygotowywania typowych preparatow histologicznych. Pomiary, jakie
wykonano z wykorzystaniem techniki obrazowania Ramana potwierdzaja
bowiem, iz deparafinizacja znieksztatca profil lipidowy badanych preparatow.
Rysunek 28 przedstawia porownanie wynikow otrzymanych dla probki
przygotowanej metoda kriogeniczng oraz preparatu po deparafinizacji.

M
~

intensity [cts/s)
200 400 600
intensity [cts/s]

0 800 1600 2400 3200

40 80 120 160 200 240 280 320 360 [um] 0 30 s 70 % 10 130 [um]

Rysunek 28. Porownanie intensywnosci pasm lipidow z zakresu spektralnego 2800-
3110 em™ dla preparatu piersi ludzkiej przygotowanego metodq kriogeniczng
oraz preparatu po deparafinizacji. Obraz mikroskopowy A), obrazowanie
Ramana B), intensywnos¢ pasm lipidow z zakresu spektralnego 2800-
3110 em™ C) dla preparatu piersi ludzkiej przygotowanego metodg
kriogeniczng. Obraz mikroskopowy D), obrazowanie Ramana E),
intensywnos¢ pasm lipidow z zakresu spektralnego 2800-3110 em™ F) dla
preparatu piersi ludzkiej po deparafinizacji [58]
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Jak wida¢ na rysunku 28 C intensywno$¢ pasm z zakresu spektralnego 2800-
3110 cm™ charakterystycznego dla lipidow w przypadku preparatu przygotowanego
metoda kriogeniczng jest rézna od zera w catym zakresie, w jakim dokonano analizy,
czyli wzdluz z6ttej linii widocznej na obrazowaniu Ramana, rysunek 28B.
Najintensywniejsze pasma w przypadku tego preparatu zarejestrowano dla obszarow
oznaczonych na obrazowaniu Ramana kolorem niebieskim (rys. 28B), czyli dla
komorek thuszczowych obecnych w preparacie piersi ludzkiej. W przypadku
preparatu po deparafinizacji analiza intensywno$ci pasm z zakresu spektralnego
2800-3110 cm™ (rys. 28F), wzdhuz zotej linii widocznej na rysunkach 28D i 28E
pozwolita na zaobserwowanie jedynie dwoch pasm, potozenie ktérych odpowiada
blonom komoérkowym adipocytow widocznych na obrazie mikroskopowym
1 obrazowaniu Ramana — rysunki 28D i 28E. Z rysunku 28F wida¢ takze, ze zerowa
intensywnos$¢ pasm zostala zarejestrowana dla obszaru odpowiadajacego wnetrzu
komorki tluszczowej potwierdzajac, iz proces deparafinizacji znieksztalca profil
lipidowy analizowanego preparatu ‘wyptukujac’ lipidy z badanej probki.

4.2. Spektroskopia Ramana wycinkow ludzkiego gruczotu
piersiowego zawierajacych fotouczulacz

W ramach analizy wilasnosci wibracyjnych wycinkow ludzkiego gruczotu
piersiowego wykonano takze pomiary dla probek nasgczonych fotouczulaczami
w postaci ftalocyjanin. W badaniach zastosowano so6l czterosodowg tetra-
sulfonowane;j ftalocyjaniny cynku oraz kwas tetrasulfonowanej ftalocyjaniny glinu.

Rysunek 29 przedstawia widma Ramana tkanki o budowie prawidlowej
1 zmienione] nowotworowo nasaczonych sola czterosodowa tetrasulfonowanej
ftalocyjaniny cynku o stezeniu 10” M.

Jak wida¢ na rysunkach 29a oraz 29c¢ widma Ramana nasgczonych
ftalocyjaning cynku tkanek o budowie prawidlowej i zmienionej nowotworowo
znacznie roznig si¢ od siebie. Po pierwsze: pasma przy 560 nm i 690 nm sg
znacznie bardziej intensywne w przypadku tkanki nowotworowej niz dla tkanki
o budowie prawidtowej, co wiecej intensywnos¢ emisji dla tkanki nowotworowej
po poczatkowym spadku rosnie wraz z obnizaniem temperatury, podczas gdy dla
tkanki zdrowej obserwuje si¢ jej systematyczny spadek, az do temperatury 110 K.
Dla tkanki o budowie prawidtowej nasaczonej sola sodowa tetrasulfonowane;j
ftalocyjaniny cynku, podobnie jak dla tkanek nienasgczonych ftalocyjaning,
widoczne sa pasma 1004 cm™, 1158 cm™, 1304 cm™, 1444 cm”, 1518 cm’,
1660 cm™ oraz 2854, 2888, 2126 cm™ (rys. 29b), ktore nie wystepuja dla tkanki
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nowotworowej. Porownanie rysunkow 29a i 29d potwierdza, ze wymienione
pasma pochodzg od tkanki, nie za$ od ftalocyjaniny [83].
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Widma Ramana: (a) tkanki o budowie prawidlowej ludzkiego gruczotu

piersiowego nasqczonej roztworem ZnPcS,H,O (¢ = 10° M), (b) thkanki
nowotworowej ludzkiego gruczolu piersiowego nasgczonej roztworem
ZnPeS4-H,0 (c = 10° M)

59



METODY SPEKTROSKOPOWE W DIAGNOSTYCE ZMIAN NOWOTWOROWYCH LUDZKIEGO GRUCZOLU PIERSIOWEGO

c)

110K —293K

8000

6000

4000

intensywnos¢ [cts/s]

2000

T T T T T T T T T T T T T |

0 1000 2000 3000 4000 SOOP 6000 7000 8000

liczba falowa [cm ]
607 647 691

514 541 5§72 743 802 872 [nm]

14000

12000

10000

8000

6000

intensywnosc¢ [cts/s]

4000

¥ T v T v T v 1 M T M T M T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
liczba falowa [cm™]
514 541 672 607 647 691 743 802  872[nm]

Rysunek 29 (cd.). Widma Ramana: (c) tkanki o budowie prawidlowej ludzkiego gruczotu
piersiowego dla tego samego pacjenta P55, (d) roztworu ZnPcS,-H,0
(c=10" M) [83]

Rysunek 30 przedstawia poréwnanie widm Ramana tkanki nowotworowej,
tkanki o obudowie prawidtowej nasaczonych roztworem ZnPcS, (c = 10° M)
i roztworu wodnego ZnPcS, o stezeniu ¢ = 10” M w temperaturze pokojowej.
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Rysunek 30. Widma Ramana: (a) tkanki nowotworowej, (b) tkanki o budowie prawidlowej
nasgczonych roztworem ZnPcS, (¢ = 10° M) dla tego samego pacjenta
P55, (c) roztworu wodnego ZnPcS, (¢ = 10° M) w temperaturze
pokojowej [83]

Jak wida¢ na rysunku 30 roztwor ZnPcS, wykazuje dwa silne pasma emis;ji
przy 590 nm i 690 nm oraz silne pasma wibracyjne przy 3250 i 3410 cm’
pochodzace od drgan czasteczek wody. Pasmo 690 nm zinterpretowano jako pasmo
emisji zwigzane z przejsciami elektronowymi typowymi dla monomerow
ftalocyjanin. Emisji przy 590 nm, mimo wielu lat badan, nie przyporzadkowuje si¢
jednoznacznej interpretacji. W literaturze pasmo 590 nm przypisuje si¢: formie
zredukowanej ftalocyjaniny (MePc)* [84], emisji S,—S, [85], emisji T,—T, [46],
przeniesieniu tadunku (ang. charge transfer, CT) migdzy jonem centralnym
a ligandami [86], emisji = —n [84] lub emisji pochodzacej od pasma B [87].

Na rysunku 30 wida¢ takze, ze profil emisji obserwowanej w roztworze jest
bardzo podobny do profilu emisji obserwowanej dla tkanki nowotworowej nasaczo-
nej ftalocyjaning. Analiza zalezno$ci temperaturowej emisji przy 690 nm réwniez
wskazuje na analogiczne zachowanie roztworu ftalocyjaniny oraz tkanki nowotwo-
rowej nasgczonej fotouczulaczem. Oznacza to, iz emisja nasgczonego ftalocyjaning
preparatu tkanki nowotworowej jest zdominowana przez ftalocyjaning zaadsorbowa-
ng na powierzchni prébki gruczolu piersiowego. Nizsza intensywnos$¢ emisji
w przypadku tkanki o budowie prawidlowej w poréwnaniu z tkanka nowotworowa
moze by¢ powodowana dwoma czynnikami: a) nizszym stg¢zeniem fotouczulacza
w tkance zdrowej i b) od-miennymi kanatami dyssypacji energii w tkance zdrowe;j
i zmienionej chorobowo.
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Bezpromieniste kanaly dyssypacji energii sg bardziej efektywne w przy-
padku dimerow, ktore powstaja wydajnie dla wyzszych stezen fotouczulacza lub
w niskich temperaturach, gdy odlegto$¢ miedzy czasteczkami ftalocyjanin ulega
zmniejszeniu. Wiele ftalocyjanin w warunkach obnizonej temperatury i zwigkszo-
nego stezenia efektywnie tworzy struktury typu ‘kanapkowego’ (ang. ring stacked).
Agregacja ftalocyjanin zalezy oczywiscie od rodzaju jonu centralnego i pod-
stawnikow: ich rodzaju i liczby w strukturze makrocyklu. Zagadnienie agregacji
ftalocyjanin jest niezwykle istotne w kontekscie praktycznego stosowania ftalocyja-
nin, jako fotouczulaczy w terapii PDT, bowiem zdolno$¢ do agregacji determinuje
wydajno$¢ generowania tlenu singletowego.

W celu poréwnania réznych fotouczulaczy podobng analiz¢ wykonano dla
ftalocyjaniny glinu. Rysunek 31 przedstawia widma Ramana (a) tkanki o obudo-
wie prawidlowej ludzkiego gruczotu piersiowego oraz (b) tkanki nowotworowe;j
nasaczonych roztworem ftalocyjaniny glinu (¢ = 10 M) oraz wodnego roztworu
AlPcS, (c = 10* M) w temperaturze 293 K.

Rysunek 32 przedstawia zas widma Ramana (a) tkanki o budowie prawidlowej
ludzkiego gruczotu piersiowego nasaczonej roztworem AlPcS,-H,O (¢ = 10™* M),
(b) tkanki nowotworowej ludzkiego gruczolu piersiowego nasaczonej roztworem
AlPcS4-H,0 (c = 10* M) dla pacjenta P55 oraz (c) roztworu AIPcS,-H,O (c=10" M)
w temperaturze 293 K [83].
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Rysunek 31. Widma Ramana: (a) tkanki o budowie prawidlowej ludzkiego gruczotu
piersiowego nasqczonej roztworem AIPcS;H,0 (¢ = 107 M), (b) thanki
nowotworowej ludzkiego gruczolu piersiowego nasqczonej roztworem
AIPcS,-H>0 (¢ = 10* M) dla pacjenta P58 oraz roztworu AIPcS;-H>0
(c=10"M) [83]
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Rysunek 32. Widma Ramana: (a) tkanki o budowie prawidlowej ludzkiego gruczotu
piersiowego nasqczonej roztworem AlPcS,H,O (c = 107 M), (b) tkanki
nowotworowej ludzkiego gruczolu piersiowego nasgczonej roztworem
AIPcS,-H0 (¢ = 107 M) dla pacjenta P55 oraz (c) roztworu AlPcS,-H,O
(c=10"M) [83]
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Na rysunku 32 wida¢, ze widma tkanki nowotworowej nasgczonej AlPcS,
i roztworu AlPcS,-H,0 wykazuja pasma Qx przy 695 nm, Qy przy 721 nm i pasmo
wibronowe przy 759 nm. Tkanka o utkaniu prawidtowym nasaczona AlPcS,-H,O
wykazuje natomiast jedynie pasmo Qy oraz pasmo wibronowe. Maksimum
fluorescencji w przypadku tkanki zdrowej jest rowniez przesunigte w kierunku
podczerwieni w poréwnaniu do tkanki nowotworowej i roztworu AlPcS,-H,O.
Porownanie widm przedstawionych na rysunku 32 potwierdza wigc, ze mecha-
nizmy dyssypacji energii i agregacji dla tkanki nowotworowej muszg by¢ podobne
jak dla roztworu, podczas gdy dla tkanki o budowie prawidtowej nasaczonej
fotouczulaczem mechanizmy te musza by¢ odmienne, a duza role musi odgrywac
powinowactwo struktur zdrowej i zmienionej nowotworowo tkanki piersi ludzkiej do
wody. Wyniki otrzymane dla AlPcS, zwrocity takze uwage na strukture pasma Q tej
ftalocyjaniny. Struktura pasma Q obserwowana dla ftalocyjaniny glinu jest
bowiem bardzo specyficzna i powodowana ligandowaniem jonu centralnego przez
czasteczki wody, ktore obniza symetri¢ kompleksu [83].

Agregacje ftalocyjanin, tak istotng z punktu widzenia zastosowan praktycznych
w PDT, przebadano dla réznych przedstawicieli tej klasy zwigzkoéw, wykorzystujac
m.in. technike spektroskopii absorpcyjnej z zakresu UV-Vis [88, 89]. Otrzymane
wyniki zostang omowione na przyktadzie soli czterosodowej tetrasulfonowane;j ftalo-
cyjaniny cynku. Rysunki 33 i 34 przedstawiajg widma absorpcyjne ZnPcS, w DMSO.
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Rysunek 33. Widma absorpcyjne soli czterosodowej tetrasulfonowanej fialocyjaniny cynku
(ZnPcS,) w DMSO, zakres spektralny 200-800 nm [89]
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Rysunek 34. Widma absorpcyjne soli czterosodowej tetrasulfonowanej fialocyjaniny cynku
(ZnPcS,) w DMSO, zakres spektralny 500-800 nm [89]

Rysunki 35 1 36 przedstawiajg za§ widma absorpcyjne soli czterosodowej
tetrasulfonowane;j ftalocyjaniny cynku ZnPcS, w H,O [89].
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Rysunek 35. Widma absorpcyjne soli czterosodowej tetrasulfonowanej ftalocyjaniny cynku
(ZnPcS,) w H,0, zakres spektralny 200-800 nm [89]
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Rysunek 36. Widma absorpcyjne soli czterosodowej tetrasulfonowanej fialocyjaniny cynku
(ZnPcS,) w H,0, zakres spektralny 500-800 nm [89]

Jak wida¢ na rysunkach 33 oraz 35 ZnPcS, w roztworach DMSO wystepuje
w przewazajacej ilosci w formie monomeru, podczas gdy w roztworach wodnych
przewaza forma dimeru.

W celu wyznaczenia statej dimeryzacji K, przy zalozeniu braku agregatow
wyzszych niz dimery, skorzystano z rownania:

K=[d]/[m]*

gdzie [d] 1 [m] opisuja st¢zenia substancji w formie dimeru i monomeru, st¢zenie
catkowite [c]:

¢, =2[d]+[m]

. A
)=y g =L
J+2 A,

Absorbancje A mozna wigc ostatecznie opisa¢ rownaniem:
A=(e,[m] +2,[d])]

gdzie 1 jest dtugoscia drogi optycznej, €, 1 € to molowe wspotczynniki absorpcji
odpowiednio monomeru i dimeru wyrazone w [dm®/(mol cm)].
Po przeksztatceniu rownan mozna ostatecznie zapisac:

66



4. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

A=(e,c, +(e, —e,)[~1+J1+8K ¢, 1/4K,

Ostatecznie w celu wyznaczenia wartosci statej dimeryzacji K najpierw wyznaczono
w oparciu o prawo Lamberta-Beera wartosci molowych wspolczynnikéw absorpcji
monomeru i dimeru. Nastgpnie wyznaczono wstgpng warto$¢ K. Kolejnym krokiem
bylo sporzadzenie wykresu A/l (A — absorbancja, 1 — dlugo$¢ drogi optycznej) w
funkcji stezenia catkowitego. Ostateczne wartosci &, €4 1 K otrzymano na drodze
dopasowania funkcji 4 =(¢,c, + (&, —&,)[-1+(1+8K,c,]/4K, do pun-
ktéw eksperymentalnych.

Dla tetrasulfonowane;j ftalocyjaniny cynku otrzymano wartosci K zestawione
W ponizszej tabeli 1.

Tabela 1. Wartosci stalej dimeryzacji K dla tetrasulfonowanej ftalocyjaniny cynku
w roztworach DMSO i H,O [89]

K &m [dm*/(mol-em™)] | &4 [dm’/(mol-cm™)]
ZnPcS,/DMSO 0,89x10°+0.2 | 8,42:10*£43x10° | 1,22:10°+ 1.1 x10°
x 10° dla 679 nm dla 652 nm
ZnPcSyH,0 987x10°+ | 331.10*+1.6x10° | 3410*%5.1x10°
2.5x 10* dla 676 nm dla 633 nm

Wyniki zawarte w tabeli 1 potwierdzajg wyzszy stopien dimeryzacji ZnPcS,
w roztworach wodnych niz w DMSO. Analogiczna zalezno$¢ zostata osiagnicta dla
innych tetrasulfonowanych ftalocyjanin, takich jak ftalocyjaniny: miedzi czy magne-
zu, wyjatkiem okazata si¢ ftalocyjaning glinu, ktora jak wykazano na rysunkach 31
i 32 nawet dla stezen rzedu 10 * M wystepuje w wodzie w formie monomeru
[83, 88-91].

Wysoka tendencja do agregacji ftalocyjanin: cynku, miedzi, magnezu w roz-
tworach wodnych moglaby sugerowac¢ ich niska przydatnos¢ w PDT [88-91].
Jednak badania roztwordéw ftalocyjanin w krwi ludzkiej, w obecnosci biatek osocza
— HSA (ang. human serum albumine) potwierdzity, ze HSA powoduje przesunigcie
rownowagi dimeryzacji na korzy$¢ monomerdw. Rysunek 37 przedstawia widma
Ramana soli czterosodowe;j tetrasulfonowanej ftalocyjaniny miedzi, jakie zarejestro-
wano w roztworze wodnym i krwi ludzkiej. Jak wida¢ na rysunku 37 w roztworze
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wodnym ftalocyjanina miedzi wystepuje w znacznej ilosci w formie dimeru
(pasmo 1538 cm™), podczas gdy w krwi ludzkiej rownowaga jest wyraznie prze-
sunigta na korzy$¢ monomeru (pasmo 1527 cm™) [88].
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Rysunek 37. Widma Ramana soli czterosodowej tetrasulfonowanej ftalocyjaniny miedzi
w roztworze wodnym i krwi ludzkiej [88]
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Spektroskopie Ramana zastosowano takze do identyfikacji form rodnikowych
ftalocyjanin z wykorzystaniem pomiaréw niskotemperaturowych. Rysunek 38
przedstawia widma Ramana roztworu ZnPcS, w DMSO o stezeniu 10 > M. Dla
poréwnania rysunek 39 przedstawia widma Ramana ZnPcS, w H,O o tym
samym stezeniu 10 > M [89].
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Rysunek 38. Widma Ramana tetrasulfonowanej ftalocyjaniny cynku (ZnPcS, w MSO
o stezeniu 10 M [89]
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Rysunek 39. Widma Ramana tetrasulfonowanej ftalocyjaniny cynku (ZnPcS,) w H>O
o stezeniu 10 M [89]

Poréwnanie rysunkéw 38 oraz 39 pozwala zauwazy¢, ze w przypadku obu
rozpuszczalnikéw w zakresie spektralnym charakterystycznym dla pasma Q w miarg
obnizania temperatury wybudowuje si¢ pasmo z maksimum przy okoto 711 nm.

Ze wzgledu na wilasnoséci pasma przy 711 nm, intensywno$¢ tego pasma
ro$nie wraz ze spadkiem temperatury; uzasadnione jest przypisanie tego pasma
formom rodnikowym ftalocyjaniny. W niskich temperaturach, gdy odlegltosci
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miedzyczasteczkowe maleja, zwicksza si¢ prawdopodobienstwo przeniesienia
fadunku miedzy sgsiadujgcymi pierscieniami makrocykli i tym samym zwigksza
si¢ mozliwo$¢ powstawania rodnikow generowanych zgodnie z reakcja:

[Zn[[ (PCS)—4]2 hv=514nm anl (PCSO)—S + anl (PCSO)—3

Aby udowodni¢, czy pasmo to nie pochodzi od form ponadtlenkowych
ftalocyjaniny wykonano pomiary dla probek odgazowanych [89].

Rysunek 40 przedstawia widma Ramana roztworu ZnPcS; o stezeniu 10 > M
w DMSO dla probki odgazowanej, rysunek 41 przedstawia wyniki otrzymane dla
tego samego stezenia ftalocyjaniny, ale roztworu wodnego [89].
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Rysunek 40. Widma Ramana roztworu ftalocyjaniny cynku ZnPcS, o stezeniu 10 2 M
w DMSO dla probki odgazowanej [89]

Porownujac rysunki 40 oraz 41 mozna zauwazy¢, iz dla ftalocyjaniny cynku
w H,O, dla probki odgazowanej, pasmo z maksimum okoto 711 nm jest wcigz
widoczne, co oznacza, ze pasmo to nie moze pochodzi¢ od zwigzkéw ponadtlen-
kowych, jednakze tlen wptywa na intensywno$¢ obserwowanego pasma. Wyniki
te potwierdzaja wiec hipoteze, iz pasmo to moze pochodzi¢ od zredukowanej
formy rodnika ftalocyjaniny. Podobng analiz¢ przeprowadzono takze dla ftalo-
cyjanin magnezu i miedzi [88, 90, 91], a wnioski pozostajg spojne z wyciagnig-
tymi dla ftalocyjaniny cynku [89].
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Rysunek 41. Widma Ramana roztworu falocyjaniny cynku ZnPcS; o stezeniu 10 > M
w H,0 dla probki odgazowanej [89]

W ramach badan, jakie przeprowadzono dla preparatéow ludzkiego gruczotu
piersiowego nasgczanych roztworami ftalocyjanin wykonano takze obrazowanie
Ramana.

Rysunki 42 i 43 przedstawiaja obrazowanie Ramana tkanek o budowie pra-
widtowej i zmienionej nowotworowo dla preparatow piersi ludzkiej bez dodania
fotouczulacza i nasaczonych tetrasulfonowang ftalocyjaning glinu [83].

Porownanie wynikow przedstawionych na rysunkach 42 i 43 po raz kolejny
potwierdza role karotenoidow, lipidow, biatek oraz wody w odroznianiu tkanki
o budowie prawidtowej od zmienionej nowotworowo. Nasgczenie preparatow piersi
ludzkiej ftalocyjaning glinu nie przestonilo pasm markeréw nowotworowych
identyfikowanych metoda spektroskopii Ramana [83].

Rysunek 44 przedstawia obrazy mikroskopowe a), obrazowanie Ramana b),
analizg¢ PCA c¢) oraz widma Ramana typowe dla obszaréw wyréznionych odpo-
wiednim kolorem na obrazowaniu Ramana preparatéw pacjenta P58 [83].

Rysunki 44A oraz 44B przedstawiaja m.in. analiz¢ PCA wykonang dla
badanych zbioréw widm Ramana tkanek o budowie prawidlowej i zmienionych
nowotworowo, pochodzacych od pacjenta P58. Rola metod chemometrycznych
w analizie wielowymiarowych danych zostanie omdéwiona w kolejnym rozdziale:
Analiza PCA.
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4.3. Analiza PCA

Analiza PCA (ang. Principal Component Analysis) jest jedng ze statystycznych
metod analizy czynnikowej, ktorg stosuje si¢ do analizy wielowymiarowych zbiorow
danych. Analiza PCA zostala przedstawiona po raz pierwszy przez Hotellinga
w 1933 roku [92, 93].

W roku 1901 Pearson opublikowat prace o prostych i plaszczyznach, ktore
sa najlepiej dopasowane do zbioru probek w przestrzeni pomiarowej. Nastepnie,
po 22 latach, Fisher i MacKenzie zaproponowali pierwszy algorytm PCA, znany
obecnie jako algorytm NIPALS. Kolejne modyfikacje metody PCA zawdzigczamy
Woldowi i Hottelingowi.

Najczesciej analize glownych sktadowych stosuje si¢ w celu redukcji danych,
wowczas analiza PCA polega na opisaniu danych o duzej liczbie cech — o duzym
wymiarze, za pomocg danych o mniejszej liczbie cech, zachowujac jednocze$nie
maksimum zawartej informacji [92, 93]. Czgsto zdarza si¢, bowiem, ze tylko czgé¢
informacji wnoszonej przez kazda ze zmiennych jest swoista, a reszta jest
powtdrzeniem informacji wnoszonej przez inne zmienne. Dlatego gtéwne sktadniki,
w analizie PCA, konstruuje si¢ jako liniowa kombinacje oryginalnych zmiennych
(wzajemnie nieskorelowanych) tak, aby kazdy nastepny sktadnik opisywal naj-
wigksza zmienno$¢ danych i byl ortogonalny do poprzedniego. Gtéwne sktadowe
moga by¢ wyznaczane w kolejnosci malejacego zasobu informacji, dlatego pierwsza
gtowna skladowa zawiera najwickszy zasob zmiennosci. Jesli miedzy rozwazanymi
zmiennymi wyj$ciowymi istniejg znaczace korelacje, to liczba glownych sktadowych
konieczna do poprawnego opisania danych jest znacznie mniejsza niz liczba
zmiennych wyjsciowych, dzigki czemu tatwiej analizowa¢ badane zbiory, a uwaga
jest koncentrowana na najistotniejszych aspektach danych. Dotychczas nie istnieje
jedno niezawodne kryterium wyboru liczby istotnych sktadowych. W przypadku
wykreséw dwuwymiarowych mozna wykorzystac¢ tylko dwie skladowe, a w przy-
padku wykresow przestrzennych trzy sktadowe.

Najistotniejsza cecha analizy gtdéwnych sktadowych jest skoncentrowanie sig
na pozyskiwaniu informacji o réznicach pomi¢dzy probkami, a nie ich podo-
bienstwach, analiza PCA jest wigc idealnym narzedziem do wskazania rdéznic
miedzy komoérkami piersi ludzkiej o budowie prawidlowej i nowotworowe;.

Wszystkie dane wykorzystywane w analizie PCA zawsze wymagaja obrobki
wstepnej, polegajacej np. na ich centrowaniu ($rednia rowna zero) oraz autoskalo-
waniu (Srednia rowna zero i odchylenie standardowe rdéwne jeden). Zadaniem
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autoskalowania jest nadanie kazdej zmiennej ten samej wagi w analizie. Przy
obrobece danych nalezy zwrdci¢ takze uwagg na jako$¢ widm uzywanych w analizie,
duze szumy, tzw. ,duchy”, czy tez ,sklejki” moga wpltywa¢ niekorzystnie na
otrzymany wynik koncowy.

Podsumowujgc, zadaniem PCA jest przedstawienie danych, X, o m
obiektach 1 » zmiennych, jako iloczynu dwoch nowych macierzy T (mxf) i P
(n%f), gdzie f << n, ktére zawierajg wspotrzedne obiektow i parametrow na
kierunkach maksymalizujacych opis wariancji danych. O liczbie kolumn macierzy T
i P, czyli o kompleksowosci modelu PCA, decyduje rzad chemiczny macierzy X,
ktory jest, co najwyzej rowny jej rzedowi matematycznemu. Model PCA mozna
wyrazi¢ nastepujaco:

Xpmn) = Tpm, 1 P + Epa]

gdzie E macierz reszt modelu PCA z f czynnikami gtownymi.

Kolumny macierzy T i P zawieraja wspotrzedne obiektow i parametrow na
nowych ukrytych zmiennych, nazywanych czynnikami gléwnymi. Czynniki gtéwne
sa konstruowane iteracyjnie tak, aby maksymalizowa¢ opis wariancji danych. Kazdy
kolejny czynnik gtdéwny opisuje niewyjasniong przez poprzednie czynniki wariancje
danych i dlatego jego wklad do opisu catkowitej wariancji danych jest mniejszy.
Kolumny T sa ortogonalne, a kolumny P ortonormalane. Z kazdym czynnikiem
gléwnym stowarzyszona jest tzw. warto$¢ wilasna v;. Oblicza si¢ ja jako sume
kwadratow wartosci wynikow dla danego czynnika gléwnego. Wartosci wilasne
okreslajg iloSciowo wariancj¢ danych opisang przez kolejne czynniki [92, 93].
Modele analizy PCA przestawiono na rysunku 45.

Podsumowujac, analiza gtownych sktadowych zmniejsza liczbe zmiennych
bez istotnej straty zawartych w nich informacji (funkcja redundacyjna) oraz upo-
rzadkowuje i klasyfikuje obiekty w ortogonalnych przestrzeniach czynnikowych
(funkcja delimitacyjna).

Analiza PCA przeprowadzona dla analizowanego zbioru pacjentéw potwier-
dzita, iz czgstoSciami réznicujagcymi tkanki o budowie prawidtowej od zmienionych
nowotworowo, jak wida¢ z rysunku 46, sg czesto$ci charakterystyczne dla
karotenoidow, lipidoéw, biatek, wody.

Rysunek 46 przedstawia wyniki analizy PCA dla pacjenta P33, za$ rysunek 47
dla wybranej grupy 70 pacjentow.
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Rysunek 45. Schemat analizy PCA [92,93]
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Rysunek 46. Analiza PCA widm Ramana preparatow ludzkiego gruczotu piersiowego.
Zaleznosci wartosci czynnikow gtownych PC1, PC2, PC3 w funkcji liczby
falowej dla pacjenta P33 oraz zaleznos¢ wag trzech czynnikow gtownych
w trojwymiarowym ukiadzie wspotrzednych dla zbioru danych pochodzgcych
od pacjenta P33
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Rysunek 46 (cd.). Analiza PCA widm Ramana preparatow ludzkiego gruczotu piersiowego.
Zaleznosci wartosci czynnikow glownych PCI, PC2, PC3 w funkcji
liczby falowej dla pacjenta P33 oraz zaleznos¢ wag trzech czynnikow
glownych w trojwymiarowym ukladzie wspotrzednych dla zbioru
danych pochodzgcych od pacjenta P33
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Rysunek 47. Analiza PCA dla zbioru 70 pacjentow: (A) projekcja widm Ramana na
plaszczyzny czynnikow PCI oraz PC2, (B) projekcja wag czynnika PCI
w funkcji liczby falowej, (C) projekcja wag czynnika PC2 w funkcji liczby
falowej
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4.4. Czulos¢ i swoistos¢ spektroskopii Ramana w analizie zmian
nowotworowych ludzkiego gruczotu piersiowego

Jednym z glownych celow pracy bylo oszacowanie czuto$ci i swoistosci
spektroskopii Ramana, a tym samym oszacowanie wiarygodno$ci zastosowanej
metody spektroskopowe;.

Czuto$¢ (ang. sensitivity) opisuje odsetek wynikéw dodatnich testu diagno-
stycznego wsrdd osob faktycznie chorych. Sg to tzw. wyniki prawdziwie dodat-
nie [94]. Test o duzej czutosci gwarantuje niewielkie ryzyko przeoczenia choroby
— jego wynik ujemny pozwala w duzym stopniu wykluczy¢ chorobe.

Swoisto$¢ (ang. specificity) opisuje odsetek wynikow ujemnych wsrdd osob
faktycznie zdrowych. Sa to tzw. wyniki prawdziwie ujemne [94]. Dodatni wynik
wysoce swoistego testu z duzym prawdopodobienstwem chorobe potwierdza.

Czutosci i swoisto$ci metody oszacowano dla widm z zakresu 200-3600 cm™
wzgledem pasma przy czestosci 1518 cm™ (pasma pochodzacego od karotenoi-
dow) oraz 2854 cm™ (pasma pochodzacego od lipidow).

Czutos¢ wyznaczona wzgledem pasma pochodzacego od karotenoidow przy
1518 cm wyniosta 60%. Warto$é ta ilustruje liczbe probek zmian nowotworo-
wych wykazujacych brak pasma przy 1518 cm” wzgledem wszystkich probek
zmian nowotworowych.

Swoisto$é wzgledem pasma 1518 cm™ wyniosta zas 95% i zostata wyzna-
czona jako suma wszystkich widm, w ktorych obserwowano pasmo 1518 cm™
wzgledem wszystkich widm Ramana prébek gruczolu piersiowego o utkaniu
prawidlowym.

Wyznaczona czuto$é metody wzgledem pasma 2854 cm™ lipidow wyniosta
87%., a swoistos¢ 89%.

Czutos¢ i swoistos¢ zastosowanej metody spektroskopowej obliczono

wedtug ponizszych wzorow:

liczba widm bez pasm karotenoid6éw lub lipidéw

Czutosé __ pochodzacych od prébek opisanych jako nowotworowa 1
ZU10SCyzgl. karotenoidéw lub lipidéw ™= liczba wszystkich widm X

pochodzacych od prébek opisanych jako nowotworowe

00%

liczba widm z pasmami karotenoidéw lub lipidéw

. ’ 7 __ pochodzacych od prébek opisanych jako zdrowa
SWOIStOSCWZgl. karotenoid6w lub lipidéw — liczba wszystkich widm x100

pochodzacych od prébek opisanych jako zdrowa
%
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4.5. Spektroskopia IR preparatow ludzkiego gruczotu
piersiowego, DNA oraz lipidow na przykladzie DPPC
w warunkach kontrolowanej wilgotnosci

Ze wzgledu na kluczowa role zakresu spektralnego charakterystycznego dla
drgan czasteczek wody w roznicowaniu tkanek o budowie prawidlowej i zmienio-
nych nowotworowo, w celu glebszego scharakteryzowania oddziatywan czgsteczek
wody z glownymi sktadkami budulcowymi komoérek ludzkiego gruczotu piersio-
wego, w trakcie badan eksperymentalnych zarejestrowano takze widma IR DPPC
w funkcji kontrolowanej wilgotnosci probki. Wybor DPPC byt podyktowany
faktem, iz zwigzek ten jest glownym sktadnikiem ludzkich bton komorkowych.
Pomiary wykonano dla wilgotnosci 100, 75, 23 oraz 0% przy zastosowaniu
odpowiednio: czystej wody, wodnego nasyconego roztworu NaCl, wodnego
nasyconego roztworu CH;COOK i P,Os, ktore byly umieszczone w specjalnym
pojemniku bedacym integralng czes$cia kuwety zaprojektowanej do pomiarow
z wykorzystaniem spektroskopii IR. Rysunek 48 przedstawia kuwete, jaka
wykorzystano w pomiarach o kontrolowanej wilgotnosci probki.

Rysunek 48. Kuweta wykorzystywana do pomiaréw IR w funkcji kontrolowanej
wilgotnosci probki (Zrodto: materialy wiasne LLSM)

Zarejestrowanie widm DPPC na granicy faz DPPC-woda pozwolilo przeanali-
zowa¢ oddzialywania mi¢dzy czasteczkami wody obecnymi w badanym uktadzie
a czasteczkami DPPC. Rysunek 49 przedstawia widma IR DPPC dla wilgotnosci
0% oraz wody typu ‘bulk”.
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Rysunek 49. Widmo IR DPPC (wilgotnosci 0%,) oraz widmo Ramana wody typu ,,bulk”

Jak wida¢ na rysunku 49 potozenia maksimum pasm przypisanych drganiom
czasteczek wody widocznych w uktadzie DPPC-woda sg zupelie inne niz
w przypadku czystej wody typu ,,bulk”. Przy przejsciu od wody typu ,,bulk” do
wody zwiazanej powierzchniowo z DPPC widoczne jest przesunigcie maksimum
pasm przypisanych drganiom grup OH w strone nizszych liczb falowych od
3258 cm™ i 3410 cm” do odpowiednio 3232 ecm™ i 3379 cm™. Podobne prze-
suni¢cie zaobserwowano takze wykonujac pomiary IR dla filméw DPPC dla
wilgotnosci innych niz 0%. Rysunek 50, przedstawia widma DPPC dla wilgotnosci
od 0 do 100%.

Na rysunku 50, podobnie jak na rysunku 49, potozenia maksimum pasm
przypisanych drganiom grupy OH wody ulegaja przesunigciom w strong
nizszych liczb falowych, przy czym przesunigcie jest tym wigksze, im mniejsza
jest zawarto$¢ wody w badanym ukladzie. Dla wilgotnosci 0% mozna przyjaé, iz
w uktadzie obecna jest jedynie woda migdzyfazowa ang. ,interfacial water”,
natomiast dla wyzszych wilgotnosci nalezy niewatpliwie rozpatrywa¢ mieszaning
wody typu ,,bulk” i wody migdzyfazowej. Obserwowane przesuniecie ku nizszym
liczbom falowym $wiadczy oczywiscie o zmianie charakteru oddziatywan miedzy
czgsteczkami lipidu i wody na granicy faz, a tym samym o zmianie sity wigzan
wodorowych wystepujacych w badanej probce.
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Rysunek 50. Widma IR ukiadu DPPC-woda w funkcji wilgotnosci probki od 0% do100%

W literaturze pasmo przy ok. 3200 cm’ przyporzadkowywane jest tetra-
edrycznie koordynowanym czasteczkom wody zwanym réwniez struktura “ice-
like” [95, 96]. Kolejne pasmo przy ok. 3400 cm™ jest natomiast przypisywane
czasteczkom wody o strukturze nieuporzadkowanej, odpowiadajacej luzniejszej niz
w pierwszym przypadku strukturze wigzan wodorowych, zwanej strukturg ,,water-
like” [95]. W uktadach fosfolipid-woda pierwsze pasmo przy ok. 3200 cm™ jest
czgsto przypisywane drganiu symetrycznemu grupy OH czasteczek wody silnie
oddziatujacych z polarnymi ,,glowami” lipidow w warstwie bimolekularnej blon
biologicznych [97], podczas gdy pasmo przy ok. 3400 cm™ przypisuje si¢ strukturze
,water-like” [98].

Rysunek 51 przedstawia widma IR zakresu przypisanego drganiom grupy
OH wody dla uktadow woda-DNA (nici pojedynczej i podwojnej) oraz DPPC-
woda.

Jak wida¢ na rysunku 51 sygnat pochodzacy od wody miedzyfazowej jest
wrazliwy na struktur¢ uktadu biologicznego. Przesunigcie potozenia maksimum
w strong nizszych liczb falowych jest wyraznie wigksze w przypadku DNA niz
dla DPPC. Pasmo przy ok. 3220 cm” w uktadzie DNA-woda zinterpretowano
jako superpozycje pasm przypisanych drganiu symetrycznemu grupy NH,
adeniny oraz drganiom rozciggajagcym grupy NH tyminy, natomiast pasmo przy
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ok. 3350 cm™ jako pasmo pochodzace od drgan antysymetrycznych grupy NH,
[99]. Pasmo przypisane drganiom rozciggajacym grupy OH wody mi¢dzyfazowe;j
w poblizu grupy fosforanowej DNA wystepuje przy okoto 3550 cm™. Przesu-
nigcia w strong podczerwieni w poréwnaniu do wody typu ,,bulk” rzedu 26 i 31 cm™
dla pierwszego pasma w ukladzie fosfolipidy-woda oraz 57 cm™ i 75 cm™ dla
drugiego pasma potwierdzaja, ze oddziatywania o charakterze wigzan wodorowych
sa w tym uktadzie o wiele silniejsze niz w czystej wodzie. Wigksze przesuniecie
dla pojedynczej nici DNA w poréwnaniu z nicig podwdjng potwierdza za$ fakt,
ze w przypadku pojedynczej nici DNA czasteczki wody majg wigkszg mozliwos¢
tworzenia wigzan wodorowych z tyming lub adening dzieki mniejszej zawadzie
przestrzenne;j.
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Rysunek 51. Widma IR filméw DPPC-woda i DNA-woda

Strukture pasm wibracyjnych przypisanych grupie OH wody przeanalizowano
rowniez dla preparatdw histologicznych i tkanek ludzkiego gruczotu piersiowego
w postaci wycinkow $rodoperacyjnych. Rysunek 52 przedstawia widma wibra-
cyjne zakresu odpowiadajacego drganiom lipidéow oraz drganiom rozciggajacym
grupy OH dla wody typu ,,bulk”, nowotworowej tkanki gruczotu piersiowego
w postaci wycinka $rédoperacyjnego, tkanki o budowie prawidlowe] oraz tkanki
zmienionej nowotworowo w postaci preparatow histotologicznych grubosci 2 um
(IDC) [99].
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Rysunek 52. Widma wibracyjne zakresu odpowiadajgcego drganiom lipidow oraz drganiom

s

rozciggajgcym grupy OH dla: wody typu ,,bulk”, nowotworowej tkanki
gruczolu piersiowego w postaci wycinkow Srodoperacyjnych, tkanki o budowie
prawidlowej oraz tkanki zmienionej nowotworowo w postaci preparatow
histopatologicznych grubosci 2um (IDC)

Jak wida¢ na rysunku 52 czasteczki wody w tkance typu wycinkow $rodope-
racyjnych reprezentujg gldwnie wode typu ,,bulk”. Oznacza to, ze wigzka laserowa
ma utrudniony dostep do powierzchni migdzyfazowej, bowiem warstwa
hydratacyjna jest zbudowana zaledwie z kilku czasteczek wody, przez co jej
monitorowanie jest bardzo utrudnione.

Widma dla preparatow grubosci kilku mikrometrow raka przewodowego
naciekajacego zarejestrowano by sprawdzi¢, czy sposob przygotowania probek ma
wplyw na widma wibracyjne wody obecnej w badanych tkankach ludzkich.
Szczegdtowa analiza zakresu odpowiadajacego drganiom rozciggajacym grupy OH
przedstawionego na rysunku 52 pozwala zauwazy¢, ze w przypadku preparatow
grubosci kilku mikrometrow zamiast dwoch pasm o potozeniu maksimum przy 3258
cm™ i 3410 cm™ widoczne jest tylko jedno pasmo o potozeniu maksimum 3311 cm™,
ktore nie wykazuje zadnych dodatkowych sktadowych przy probie dekonwolucji.
Spostrzezenie to potwierdza, ze jedynie analiza preparatow o grubosci kilku mikro-
metrow stwarza mozliwosci analizy wtasnosci wody w poblizu powierzchni migdzy-
fazowej, ktore r6znig si¢ znacznie od wlasnosci wody typu ,,bulk”. Zarejestrowanie
pojedynczego pasma przy 3311 cm’ dla preparatu tkanki zmienionej nowo-
tworowo wskazuje tez na odmienne regulty wyboru dla czasteczek wody na granicy
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faz tkanka-woda. Sytuacje t¢ mozna porownaé z efektem SERS z ta rdznica, ze
brak jest wzmocnienia powodowanego obecnoscig atoméw metalu. Podsumowujac,
pasmo 3311 cm” mozna przypisaé drganiu antysymetrycznemu grupy OH na gra-
nicy faz woda-btona biologiczna [99].

4.6. Spektroskopia UV-Vis, spektroskopia femtosekundowa
na granicy faz fotouczulacz-komorki ludzkiego gruczotu
piersiowego

Kolejnym celem podjetych badan bylo wyjasnienie mechanizmow dyssypacji
energii na granicy faz fotouczulacz-komorki ludzkiego gruczotu piersiowego z wy-
korzystaniem stacjonarnej spektroskopii UV-Vis oraz femtosekundowej spektrosko-
pii absorpcyjnej technika wigzki pompujacej i sondujacej [100].

Podjecie badan dotyczacych filmow ftalocyjanin na powierzchni wytworzonej
z komorek ludzkiego gruczotu piersiowego pozwolilo nie tylko scharakteryzowaé
wlasnosci fotouczulacza na granicy faz fotouczulacz-tkanka piersi ludzkiej, ale
zwrocito takze uwage na wlasnosci ftalocyjanin w fazach skondensowanych. Czgsto
wnioski wyciagniete dla roztworow ftalocyjanin przenosi si¢ bezposrednio na
fazy skondensowane, jak np. filmy deponowane na réznych podtozach. Nie jest
to jednak podejscie stuszne, a kanaly relaksacji energii w fazach skondensowanych
sa catkowicie odmienne w poréwnaniu z roztworami [100].

Rysunek 53 przedstawia widma UV-Vis filméw ftalocyjaniny AlPcS, wytwo-
rzonych na podtozu z komérek prawidtowych i nowotworowych ludzkiego gruczotu
piersiowego osadzonych na BaF,, filmu AlPcS, wytworzonego na BaF, niewzbo-
gaconym o warstwe tkanki piersi ludzkiej oraz roztworu wodnego tej ftalocyjaniny.
Jak wida¢ z rysunku 53 pasmo Soreta i pasmo Q bylo obserwowane dla roztworu
ftalocyjaniny przy dtugosci fal odpowiednio 340 nm i 678 nm. Pasmo Q odpo-
wiadajace przejéciu (So—S;, (ax)—(e,)) W roztworze wykazuje bardzo waskie
maksimum przy 678 nm oraz slabsze pasma boczne przy 643 nm i 607 nm.
W przypadku filméw pasma rejestrowane dla AlPcS4 sg za§ bardzo szerokie.
Stezenie ftalocyjaniny w filmie fotouczulacza przy zatozeniu jego grubosci 100 um
oszacowano na okoto 10> M, w zwigzku z tym dokonujac interpretacji otrzyma-
nych wynikow shuszne byto wzigcie pod uwage tendencji ftalocyjanin do agregacji
w fazie skondensowane;.

Agregacja ftalocyjanin byta badana z wykorzystaniem metod optycznych m.in.
przez Tran-Thi [101] w latach 90. XX w. Literatura dostarcza wielu przyktadéw, iz
dimeryzacja ftalocyjanin znaczaco wplywa na dynamike femtosekundowa tej klasy
zwigzkow, czasy zycia standéw wzbudzonych homodimerow ftalocyjanin sg znacznie
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krétsze w pordwnaniu do monomerdw, a przeniesienie tadunku migdzy ligandami
jest wowczas czgsto efektywnym kanatem relaksacji energii.
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Rysunek 53. Widma UV-Vis filmu ftalocyjaniny AIPcS,; na podtozu z komorek gruczotu

piersiowego o budowie prawidiowej a), nowotworowej b), czystego filmu
AIPcS, c) oraz roztworu wodnego AIPcS, o stezeniu 1 0° Md) [100]

Nikolaitchik i wsp. [102] wykazali m.in., ze¢ w przypadku dimeréw kopla-
narnych, zgodnie z teorig ekscytonow, przejscia migdzy stanem podstawowym
1 najnizszym stanem wzbudzonym sg zabronione ze wzgledu na symetri¢ przejscia, a
brak fluorescencji w takich uktadach oznacza, iz wyzszy stan wzbudzony szybko
relaksuje do stanu nizszego, ktory podlega sekwencji przemian bezpromienistych
z uwzglednieniem przejs¢ miedzysystemowych. Nikolaitchik i wsp. udowodnili
takze, ze brak fluorescencji w uktadach dimeréw kofacjalnych faczy si¢ z obnize-
niem wydajnosci kwantowej przejscia do stanu trypletowego i skroceniem czasow
zycia stanu trypletowego oraz drastycznym wzrostem statych konwersji wewnetrznej
nawet o 200-300 razy. Wzrost stalych konwersji wewnetrznej moze by¢ za$ zwia-
zany z faktem, Ze rozszczepienie ekscytonowe powoduje przesunigcie nizszego stanu
ekscytonowego blizej stanu podstawowego. Wzrost wartosci statych przejscia
miedzysystemowego moze wigzaé si¢ takze ze zmniejszeniem przerwy energe-
tycznej migdzy najnizszym stanem ekscytonu i stanu trypletowego [102]. Podobne
obserwacje poczynit Ma i wsp. [103] dla ftalocyjaniny Zelaza. Ma wykazal bowiem,
ze w fazach skondensowanych efektywne oddziatywania migdzyczasteczkowe pro-
wadza do skrocenia czasow zycia stanow wzbudzonych i wysokiej wydajnosci
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przej$¢ miedzysystemowych. Wplyw agregacji ftalocyjanin na dynamike wibracyjng
tej klasy zwiazkéw badali takze Peyghambarian i wsp. [104], sugerujac znaczaca
role stanow przejsciowych w relaksacji ekscytonow. Dimery ftalocyjanin chara-
kteryzujace si¢ fluorescencjg badali natomiast Speirs 1 wspotp. [105], a w badaniach
swych wykazali, Zze relaksacja promienista jest typowa dla dimeréw o symetrii
odchylonej od koplanarne;.

Pomiary z wykorzystaniem spektroskopii rozdzielczej w czasie dla AIPcS, wy-
konano z wykorzystaniem impulséw o dlugosci trwania okoto 50 fs. i dlugosci fali
677 nm inicjujacej przejscie Sy—Si, (a2,)—(€), czyli przejscie w zakresie pasma Q.

Czasteczki wzbudzane promieniowaniem o dlugosci fali 677 nm analizowano
dla r6znych dtugosci fal probkujacych: 602 nm, 644 nm, 670 nm.

Rysunek 54 przedstawia widma absorpcji przejsciowej 44 (1) AlPcS, zdepo-
nowanej na komorkach ludzkiego gruczotu piersiowego, czystego filmu ftalocyja-
niny AlPcS, oraz roztworu ftalocyjaniny w funkcji opdéznienia czasowego migdzy
wigzka pompujacg i sondujaca dla linii wzbudzenia 677 nm i wiazki probkujace;j
o dtugosci fali 664 nm [100].
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Rysunek 54. Widma absorpcji przejsciowej AA(t) AIPcS, zdeponowanej na komorkach
ludzkiego gruczolu piersiowego o budowie prawidfowej (®), nowotworowej
(A), czystego filmu ftalocyjaniny () oraz roztworu AIPcS; (¢ = 107 M)
(VY )w funkcji opdznienia czasowego miedzy wiqzkg pompujgcq i sondujgcg
dla linii wzbudzenia 677 nm i linii probkujgcej 670 nm [100]

Jak wida¢ na rysunku 54 dla filmow AIPcS, wytworzonych na podtozu z ko-
moérek ludzkiego gruczotu piersiowego natychmiast po wzbudzeniu wiazka o diu-
gosci fali 677 nm dla wigzki probkujacej o dtugosci fali 670 nm rejestrowano
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sygnal ujemy. Sygnat ten przypisano wybielaniu stanu podstawowego ftalocyjaniny
Sy zwigzanego z przejsciami Sy—S;, (ax,)—(e,) W ramach pasma Q. Wybielanie
nastgpowato natychmiast po wzbudzeniu, w skali czasowej korespondujacej do
czasu trwania impulsu. Powrdt do stanu podstawowego opisano trzema
funkcjami wyktadniczymi o statych czasowych: 130 + 0.10 fs, 1.53 £ 0.19 ps,
i 37.86 £ 5.25 ps dla tkanki nowotworowej oraz 110+£0.10 fs, 1.34+0.16 ps,
1 40.72£7.86 ps dla tkanki o budowie prawidtowej. Dla czystych filméw
ftalocyjaniny AlPcS,; wyznaczono stale czasowe na poziomie 830+100 fs,
7.31£1.02 ps, 1 56.03+6.58 ps. dla roztworu za$§ szczegodlnie charakterystyczna
okazata si¢ stata czasowa réwna 232.52+81.00 ps. Oznacza to, ze state czasowe
charakterystyczne dla AlPcS, na granicy faz fotouczulacz-tkanki piersi ludzkiej
sa zblizone dla podtozy z komorek o utkaniu prawidlowym i zmienionych pato-
logicznie 1 sg o wiele krotsze niz dla czystego filmu AlPcS, oraz roztworu tej
ftalocyjaniny [100]. State czasowe wyznaczone dla roztworu wodnego AlPcS,
dla przyblizenia funkcja dwuwyktadniczg wynoszg 5.09 = 0.99 ps, 1 203.16 +
18.75 ps [106], za$ dla funkcji tréjwyktadniczej rowne sg 4.27 + 1.68 ps, 47.21 +
124.44 1 232.52 + 81.00 ps [107]. State czasowe dla roztworu wodnego AlPcS,
pozostaja w zgodzie z danymi otrzymanymi przez Howe i wsp. [45] dla PcS,
i ZnPcS; w DMSO dla wigzek sondujgcych o dlugosci fali 720, 790, 820 nm.

Podsumowujac, jak wida¢ na rysunku 54 dynamika AlPcS, w uktadach bio-
logicznych jest o wiele szybsza niz w roztworze. Spostrzezenie to po raz kolejny
zwraca uwagg na fakt, iz agregacja ftalocyjanin wptywa na dynamike relaksacji
fotouczulacza, a wnioski sluszne w przypadku roztworow nie musza pozostawaé
prawdziwe w przypadku filmow ftalocyjanin.

Rysunek 55 przedstawia wyniki otrzymane dla wiazki probkujacej o dtugosci
fali 602 nm. Sygnal dodatni obserwowany dla tej dhugosci fali przypisano absorpcji
ze stanu wzbudzonego (ESA, ang. excited state absorption), czyli stanu S; obsa-
dzanego w drodze przejscia S;—S; w obrgbie pasma Q. Wyniki pokazuja
jednoznacznie, ze dynamika AlPcS, na podtozu z komoérek prawidtowych ludzkiego
gruczohu piersiowego jest szybsza niz w przypadku komodrek nowotworowych.
Dla prébek zawierajacych komorki nowotworowe stale czasowe oszacowano na
poziomie 810 £ 40 fs, 5.63 = 5.49 ps, 59.90 £12.85 ps, za$ dla tkanki o utkaniu
prawidlowym otrzymano state rowne: 176+20 fs, 847+422 fs, 6.03+1.92 ps
[100]. Jak wida¢ na rysunku 55 ponownie dynamika dla probek zawierajacych
podtoze z tkanek ludzkiego gruczotu piersiowego jest szybsza niz dla czystego
filmu AlPcS,. Spostrzezenie to po raz kolejny zwraca uwage na fakt, iz agregacja
ftalocyjanin wplywa na dynamike relaksacji fotouczulacza [100].
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Rysunek 55. Widma absorpcji przejsciowej AA(t) AIPcS, zdeponowanej na komorkach
ludzkiego gruczotu piersiowego o budowie prawidiowej (®), nowotworowej
(A) oraz czystego filmu AIPcS, (%) w funkcji opoznienia czasowego miedzy
wigzkq pompujgcq i sondujgcq dla linii wzbudzenia 677 nm i linii
probkujgcej 602 nm [100]

Tabela 2 zawiera poréwnanie stalych czasowych charakterystycznych dla
relaksacji stanu wzbudzonego S; AIPcS, w postaci filmu wytworzonego na podtozu
z komorek ludzkiego gruczotu piersiowego o budowie prawidtowej i nowotworowe;,
czystego filmu AIPcS, oraz roztworu dla linii wzbudzenia 677 nm i linii
probkujacej 602 nm.
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Tabela 2. Porownanie statych czasowych charakterystycznych dla relaksacji stanu
wzbudzonego S; AIPcS; w postaci filmu wytworzonego na podtozu
z komorek ludzkiego gruczotu piersiowego o budowie prawidlowej
i nowotworowej, czystego filmu AIPcS, oraz roztworu dla linii wzbudzenia
677 nm i linii probkujgcej 602 nm

AlPcS, State czasowe

Tkanka 176120 fs | 847+422 fs | 6.03+1.92 ps

o budowie

prawidtowe;j

Tkanka 810+40 fs | 5.63+5.49 ps | 59.90 +

nowotworowa 12.85 ps

Film 16325 fs 1.56+£0.42 ps |21.59+
4.14 ps

Roztwor ' 560 + 94 fs 237+0.71 ps |28.07+ 345.81+107.87ps
24.18 ps

Jak wida¢ w tabeli 2 dynamika stanu wzbudzonego S; dla tkanki o utkaniu pra-
widlowym jest o wiele szybsza niz dla komorek nowotworowych. Dynamika dla
tkanki prawidlowej opisana statymi czasowymi 176+20 fs, 8474422 fs, 6.03+1.92 ps
nie zawiera dtugiej statej czasowej charakterystycznej dla tkanki nowotworowej
(59.90 +12.85 ps), czystego filmu AIPcS; (21.59+4.14 ps) i roztworu
(28.07£24.18 ps, 345.81+107.87ps).

Zgodnie z przedstawionymi dotychczas wynikami dynamika AIPcS, w stanie
wzbudzonym jest opisana trzema statymi czasowymi: a) bardzo szybka sktadowa
o czasie trwania kilkuset femtosekund, b) stala o czasie trwania kilku ps oraz
c) stala o wymiarze 20-60 ps, w roztworze obserwowano dodatkowa stata czasowa
rzedu kilkuset pikosekund. Femtosekundowa stala czasowa jest interpretowana
w literaturze w roézny sposob [107, 108]. Savolainen i wsp. [107] przypisuja
najkrotsza statg czasowa procesom odpowiedzi dielektrycznej uktadu zwigzanej
z solwatacja, Fournier i wsp. [108] przypisali za$ t¢ stata, obserwowang dla NiPc
i CuPc, do czasu charakterystycznego dla konwersji wewnetrznej S,—S;, Rao
1 wspolp. [109] przypisujg statg < 170 fs relaksacji w ramach stanu S,. Wyniki
otrzymane w LLSM dla AlPcS, w roztworach wodnych i rozpuszczalnikach orga-
nicznych wykazujg jednak, Ze najszybsza sktadowa nie jest wrazliwa na dynamike
solwatacji, poniewaz stale czasowe nie zaleza od rozpuszczalnika [106]. Dlatego
nie wydaje si¢ sluszne przypisywanie tej statej odpowiedzi dielektrycznej
w procesie solwatacji. Stata femtosekundowa sktadowej sygnatu ESA dla AlPcS,
W roztworze przypisano dynamice wibracyjnej paczki falowej dla wyzszych standw
elektronowych generowanych natychmiast po wzbudzeniu.
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Podsumowujac, szczegdlowa analiza stalych czasowych otrzymanych dla
wigzki pompujacej o dlugosci fali 677 nm 1 wigzek probkujacych o dtugosciach
fal 670 1 602 nm pozwala zauwazy¢, ze dynamika w fazie skondensowanej na
granicy faz fotouczulacz-tkanka jest calkowicie inna niz w przypadku roztwordw.
Poniewaz ultraszybka sktadowa rzedu kilkuset femtosekund jest widoczna tak
dla wzbudzonego stanu S; probkowanego przy 602 nm, jak i stanu podstawo-
wego probkowanego przy 670 nm, oznacza to, ze interpretacja shuszna dla
roztworu nie moze by¢ przeniesiona na faze statg. Wzigwszy pod uwage, ze nie
stwierdzono dlugiej statej czasowej dla uktadu AlPcS,-tkanka gruczolu piersiowego
o budowie prawidlowej typowej dla roztwordéw (232 ps [106], 2.9 ns [107], [45]),
mozliwe jest, ze ultraszybka sktadowa 110 fs obserwowana w tkance nie-
nowotworowej odpowiada specyficznemu kanatowi relaksacji energii na drodze
relaksacji bezpromienistej w postaci przejs¢ stozkowych [108]. W przypadku
tkanki nowotworowej skladowa 110 fs nie byta obserwowana w procesie relaksacji
wzbudzonego stanu S; (tabela 2). Stata czasowa 810 fs, ktora jest znaczaco
dhuzsza, musi wigc bezposrednio odzwierciedla¢ odmienne drogi relaksacji energii
w uktadzie AlPcS,-tkanka nowotworowa. Jak wiadomo efektywno$¢ dzialania
fotouczulaczy ftalocyjaninowych w terapii PDT wiaze si¢ z przekazywaniem
energii wzbudzenia fotouczulacza do stanu podstawowego czasteczek tlenu (stanu
trypletowego) z wytworzeniem tlenu singletowego. W tym typie reakcji fotouczulacz
podlega przejsciu intersystemowemu ze stanu S; do stanu T; z ostatecznym
odtworzeniem stanu S,.

Sktadowej 847+422 fs nie obserwowano takze w tkance prawidlowej po-
twierdzajac, ze dynamika standw wzbudzonych w przypadku tkanki o utkaniu
prawidlowym jest zdominowana przez skladowa ultraszybka 176 fs zwigzana
z przejsciami stozkowymi.

Rysunek 56 przedstawia gtéwne kanaty relaksacji energii w roztworze i ukla-
dzie biologicznym. W roztworze, po wzbudzeniu stan S; fotouczulacza relaksuje
ze stala czasowa 560 fs w rezimie Francka-Condona i obserwowany jest powrot
do stanu podstawowego S, na drodze fluorescencji z czasem zycia w stan
ie wzbudzonym 345 ps. Drugi kanal relaksacji prowadzi przez przejscie
miedzysystemowe do stanu T ktory relaksuje nastepnie do stanu S, na drodze
fosforescencji z czasem zycia trypletu rzedu 28 ps.

W przypadku uktadu tkanka nowotworowa-AlPcS, po absorpcji fotonu obser-
wowano bardzo szybkg relaksacj¢ w ramach stanow S, po ktorej nastgpowato
przejscie migdzysystemowe do stanu trypletowego, z czasem zycia w stanie
wzbudzonym T; rzedu 59.9 ps i powr6t do stanu Sy na drodze fosforescencji,
drugi kanat relaksacji obejmowat za$ relaksacje wibracyjng w stanie S; ze stalg
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czasowg rowng 5.6 ps, po ktorej obserwowano przejscie stozkowe do stanu S,
z relaksacjg wibracyjng w tym stanie o stalej czasowej rzedu 1.5 ps.

W tkance o budowie prawidlowej rowniez obserwowano dwa kanaty relaksacji
energii. Gléwny kanat relaksacji jest zwigzany z przejSciami bezpromienistymi
na drodze przej$cia stozkowego i jest charakteryzowany przez state czasowe
rzedu 176 fs i 6 ps odpowiadajace relaksacji paczki falowej w rezymie Franka-
Condona w stanie S; i relaksacji wibracyjnej w ramach stanu S;. Relaksacja
w ramach stanu S, zostala opisana stala czasowg rowng 1.3 ps. Drugi kanat
relaksacji obejmowat za$ przej$cie migdzysystemowe do stanu T; z czasem zycia
w stanie trypletowym T; rownym 41 ps [100]. Gtéwne kanaty relaksacji energii
w ukladach biologicznych AlPcS, — tkanki piersi ludzkiej i roztworze AlPcS, —
H,O przedstawia rysunek 56.
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Rysunek 56. Glowne kanaly relaksacji energii w uktadach biologicznych AIPcS, — tkanki
piersi ludzkiej i roztworze AIPcS;— H,0 [100]
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4.7. Spektroskopia IR filmow ftalocyjaniny glinu

W ramach analizy oddziatywan czgsteczek wody z fotouczulaczami przeana-
lizowano takze widma wibracyjne AlPcS,; w postaci filmow wytworzonych na
podiozu z azotku krzemu z zastosowaniem spektroskopii IR. W analizie wyko-
rzystano okienka z azotku krzemu, poniewaz material ten charakteryzuje si¢ wysoka
transmitancjg w szerokim zakresie spektralnym. Pomiary wykonano dla filmow
tetrasulfonowanej ftalocyjaniny glinu w postaci kwasu oraz soli czterosodowe;.
W pomiarach wykorzystano kuwete, nasycone roztwory NaCl i CH;COOK oraz
P,Os jakie stosowano w analizie widm IR tkanek gruczotu piersiowego, DNA
1 DPPC w pomiarach o kontrolowanej wilgotnosci.

Rysunek 57 przedstawia widma IR ftalocyjaniny glinu w postaci kwasu w funk-
cji kontrolowanej wilgotnosci probki.
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Rysunek 57. Widma IR fialocyjaniny glinu w postaci kwasu w funkcji kontrolowanej
wilgotnosci probki oraz widmo Ramana wody typu ,,bulk” [110]

Podobng analiz¢ wykonano dla ftalocyjaniny glinu w postaci tetrasulfono-
wanej soli czterosodowej. Rysunek 58 przedstawia widma IR ftalocyjaniny glinu
w postaci soli w funkcji kontrolowanej wilgotno$ci probki oraz widmo Raman
wody typu ,,bulk”.
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Rysunek 58. Widma IR ftalocyjaniny glinu w postaci soli w funkcji wilgotnosci probki
oraz widmo Ramana wody typu ,,bulk” [110]

Analiza widm IR obje¢ta takze wykonanie pomiarow dla niesulfonowanej ftalo-
cyjaniny glinu celem zbadania wptywu podstawnikow w makrocyklu fotouczulacza
na widma z zakresu IR. Wyniki otrzymane dla niesulfonowanej ftalocyjaniny

glinu przedstawia rysunek 59.
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Rysunek 59. Porownanie widm IR tetrasulfonowanej ftalocyjaniny glinu oraz ftalocyjaniny

niesulfonowanej [110]
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Szczegdlowa analiza widm IR przedstawionych na rysunkach 57-59 pozwala
na wyciagnigcie nastepujacych wnioskéw: wtasnosci wibracyjne hydratowanych
filmow ftalocyjanin silnie zalezg od rodzaju podstawnikow oraz obecno$ci metalu
centralnego, a drgania grupy OH moga by¢ wykorzystywane jako probniki od-
dziatywan o charakterze wigzan wodorowych w filmach ftalocyjaniny glinu migdzy
makrocyklem czasteczki ftalocyjaniny a czasteczkami wody obecnymi w badanym
uktadzie.

Analiza widm IR pozwala takze zidentyfikowa¢ drgania OH zaangazowane
w wigzania wodorowe utworzone z grupa sulfonowg i atomem centralnym ftalo-
cyjaniny glinu, pasmo 3197 cm” w widmach IR filméw ftalocyjaniny glinu przy-
pisano drganiom symetrycznym czasteczek wody zwigzanych wigzaniem wodoro-
wym z obszarami hydrofilowymi (grupami sulfonowymi) makrocyklu ftalocyjaniny.
Potozenie tego pasma jest identyczne z potozeniem pasm drgan symetrycznych
grupy OH wody typu ,,bulk”. Pasmo 3465 cm” w filmach ftalocyjaniny glinu
przypisano za$ drganiom antysymetrycznym czasteczek wody zaangazowanym w
tworzenie wigzania wodorowego z grupami sulfonowymi makrocyklu ftalocyjaniny.
Pasmo to jest znaczaco przesuni¢te w porownaniu z drganiami antysymetrycznymi
wody typu ,,bulk”, obserwowanymi dla wody w masie przy 3410 cm™. Pasmo
3197 cm™ przypisano wiec drganiu typu symetrycznego silniej uporzadkowane;j
wody miedzyfazowej, za$ pasmo 3465 cm™ pasmu typu antysymetrycznego wody o
strukturze mniej uporzadkowanej, czyli o strukturze, w ktorej uktad tetraedryczny
wigzan wodorowych zostal zaklécony przez makrocykl ftalocyjaniny. Pasmo
3344 cm’' przypisano czasteczkom wody oddziatujacym z atomem centralnym
makrocyklu, pasma 3378 cm™ oraz 2491 ecm™ przyporzadkowano drganiom OH
oraz OD czasteczek HDO w uktadach zdeuterowanych [110].

Analiza widm wibracyjnych ftalocyjaniny glinu, w tym z zastosowaniem
deuterowania pozwolita wigc na identyfikacje oddziatywan zachodzacych miedzy
czasteczkami wody a makrocyklem ftalocyjaniny glinu.
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Wyniki badan eksperymentalnych otrzymanych z wykorzystaniem spektrosko-
pii Ramana, obrazowania Ramana, spektroskopii IR, spektroskopii UV-Vis oraz
laserowej spektroskopii femtosekundowej zaprezentowane w niniejszej rozprawie
jednoznacznie potwierdzajg uzyteczno$¢ metod spektroskopowych w identyfikacji
1 biochemicznej charakteryzacji zmian nowotworowych ludzkiego gruczohu piersio-
wego, analizie wlasnosci fotouczulaczy na przykladzie metaloftalocyjanin: cynku,
magnezu, miedzi i glinu oraz analizie mechanizmow dyssypacji energii w uktadach
fotouczulacz-tkanki piersi ludzkie;j.

Szczegblowe wnioski wyptywajace z przeprowadzonych badan sg naste-
pujace: spektroskopia Ramana umozliwia identyfikacj¢ zmian nowotworowych
ludzkiego gruczotu piersiowego w oparciu o identyfikacje charakterystycznych pasm
Ramana tkanek o utkaniu prawidtowym pochodzacych od karotenoidéw (drgania
wahadtowego grupy CH; sprzgzonego z drganiem rozciagajacym C-C (1004 cm™),
drgania rozciagajacego C-C lancucha (1158 cm™), drgania rozciagajacego C=C
(1518 cm™)), lipidow (C-H drgania rozciagajace (2800-3100 cm™)) oraz wody.
W widmach Ramana wycinkow gruczotu piersiowego ze zdiagnozowang zmiang
nowotworowg otrzymanych z zastosowaniem spektrometru niesprzezonego z mikro-
skopem nie obserwuje si¢ pasm wibracyjnych, jedynie dwa lub jedno poszerzone
pasmo pochodzace od autofluorescencji tkanki. Intensywno$¢ autofluorescencji
tkanek nowotworowych o zmianach zto§liwych jest znaczaco wyzsza niz tkanek
o utkaniu prawidlowym. Intensywno$¢ autofluorescencji tkanek nowotworowych
o zmianach fagodnych jest za$ porownywalna z tkankami o utkaniu prawidlowym.
Przedstawione w rozprawie obrazowanie Ramana probek w postaci wycinkow
srodoperacyjnych, jak i preparatow histologicznych o grubosci kilku mikrometréw
potwierdza zdolno$¢ spektroskopii Ramana sprz¢zonej z mikroskopem do roz-
rézniania zmian nowotworowych od tkanek o budowie prawidtowej i potwierdza
niehomogeniczny rozktad sktadnikoéw biochemicznych w analizowanych prob-
kach, takich jak karotenoidy, lipidy, biatka i woda.

Poréwnanie widm Ramana tkanek o budowie prawidlowej i zmienionych
nowotworowo z widmami Ramana wielonienasyconych kwasow tluszczowych
wykazuje dominujaca rolg kwasow ®-3 w profilu widm tkanek o budowie prawi-
dlowej 1 kwasow ®-6 oraz biatek w widmach tkanek o budowie nowotworowe;.

Analiza PCA umozliwia interpretacje otrzymanych wynikéw poprzez
wizualizacje graficzng zawartych w widmach informacji. Analiza PCA potwierdza
dominujaca role pasm karotenoidow, lipidow, biatek i wody w réznicowaniu
widm gruczotu piersiowego o budowie prawidtowej i zmienionej nowotworowo.
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Konfokalna mikroskopia ramanowska wycinkow $§rodoperacyjnych sutka zmienio-
nych nowotworowo wykazuje obecno$¢ pasm wody przy czgstosciach 3258
i 3410 cm™, a dla preparatu histologicznego obserwuje si¢ pojedyncze pasmo
przy 3311 cm™. Czasteczki wody badane w przypadku wycinkow srodoperacyjnych
reprezentujg wiec gtownie wode typu ,,bulk”. Wynika to z faktu, ze wiazka
laserowa ma utrudniony dostgp do powierzchni mi¢dzyfazowej, bowiem warstwa
hydratacyjna jest zbudowana zaledwie z kilku czasteczek wody. Analiza
preparatéw histopatologicznych o grubosci 2-10 um stwarza mozliwosci analizy
wlasnosci wody w poblizu powierzchni migdzyfazowej, ktore r6znig si¢ znacznie
od wlasnosci wody w masie.

Spektroskopia Ramana oraz obrazowanie Ramana pozwalaja takze $ledzi¢
procesy akumulacji i agregacji ftalocyjanin w tkankach ludzkiego gruczotu pier-
siowego. Wlasnos$ci wibracyjne hydratowanych filméw ftalocyjaniny glinu silnie
zaleza od rodzaju podstawnikéw oraz obecno$ci metalu centralnego w makrocy-
klu. Drgania grupy OH mogg by¢ wykorzystywane jako probnik oddziatywan
o charakterze wigzan wodorowych w filmach ftalocyjaniny glinu. Zastosowanie
techniki IR pozwala na zidentyfikowanie drgan grupy OH zaangazowanych
w wigzania wodorowe tworzone z grupa sulfonowa i atomem centralnym ftalocyja-
niny glinu. Pasmo 3197 cm™ w widmach IR filméw ftalocyjaniny glinu zostato
przypisane do drgan symetrycznych czasteczek wody zwigzanych wigzaniem
wodorowym z obszarami hydrofilowymi (grupami sulfonowymi) makrocyklu
ftalocyjaniny glinu. Potozenie pasma 3197 cm™ w filmach AlPcS, jest identyczne
z potozeniem drgan symetrycznych grupy OH wody typu ,,bulk”. Pasmo 3465 cm’
w filmach ftalocyjaniny glinu zostato przypisane drganiom antysymetrycznym
czasteczek wody zaangazowanych w tworzenie wigzania wodorowego z grupami
sulfonowymi makrocyklu ftalocyjaniny. Pasmo 3465 cm™ widoczne dla filmoéw
ftalocyjaniny glinu jest znaczaco przesuni¢te w poréwnaniu z drganiami antysy-
metrycznymi wody typu ,,bulk” obserwowanymi dla wody w masie przy 3410 cm™.
Pasmo 3197 cm™ w filmach ftalocyjaniny glinu zostalo przypisane drganiu typu
symetrycznego (ang. symmetric-like) silniej uporzadkowanej wody, za§ pasmo
3465 cm™ pasmu typu antysymetrycznego (ang. antysymmetric-like) wody o struktu-
rze mniej uporzadkowanej, czyli o strukturze, w ktorej uklad tetraedryczny wig-
zan wodorowych zostal zaktocony przez makrocykl ftalocyjaniny. Pasmo 3344 cm’
w filmach ftalocyjaniny glinu zostato przypisane czgsteczkom wody od-
dzialujacym z atomem centralnym makrocyklu. Pasma 3378 cm™ oraz 2491 cm™
obserwowane w filmach AlPcS, przypisano drganiom OH oraz OD czasteczek
HDO w uktadach deuterowanych.
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5. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Badania wykonane z wykorzystaniem laserowej spektroskopii rozdzielczej
w czasie dla uktadow komorki ludzkiego gruczolu piersiowego-fotouczulacz
pozwalajg za§ na wyciagniccie nastgpujacych wnioskow: dynamika AlPcS,
w roztworze wodnym, jak i DMSO jest zdominowana przez dynamike czasteczek
AlPcS,; w postaci monomerdw. Czasy relaksacji charakterystyczne dla AIPcS,
w postaci filmu na podtozu z BaF, sa o wiele dluzsze niz w przypadku uktadow
biologicznych zawierajgcych tkanki piersi ludzkiej. W przypadku tkanki nowo-
tworowej po absorpcji fotonu jest obserwowana bardzo szybka relaksacja w ramach
stanow Sn, po ktorej nastepuje przejscie migdzysystemowe do stanu trypletowego,
z czasem zycia w stanie wzbudzonym T, rzgdu 59.9 ps i powrdt do stanu Sy na
drodze fosforescencji, drugi kanat relaksacji obejmuje za$ relaksacj¢ wibracyjna
w stanie S; ze stala czasowa rowna 5.6 ps, po ktorej obserwuje si¢ przejscie
stozkowe do stanu S, z relaksacjg wibracyjng w tym stanie o stalej czasowej
rzedu 1.5 ps. W tkance o budowie prawidlowej rowniez obserwuje si¢ dwa kanaty
relaksacji energii. Gtowny kanatl relaksacji jest zwigzany z przej$ciami bezpro-
mienistymi na drodze przej$cia stozkowego i charakteryzowany przez stale
czasowe rzedu 176 fs i 6 ps odpowiadajace relaksacji paczki falowej w rezymie
Franka-Condona w stanie S; i relaksacji wibracyjnej w ramach stanu S,. Relaksacja
w ramach stanu S, jest opisana statg czasowa rowng 1.3 ps. Drugi kanat relaksacji
obejmuje za$ przejscie migdzysystemowe do stanu T, z czasem zycia w stanie
trypletowym T, rownym 41 ps.
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SUMMARY

In the traditional approach breast cancer can be identified using different
well established methods, such as computer tomography (CT), magnetic resonance
imaging (MRI), positron emission tomography (PET), X-ray, ultrasound, biopsy
and in cases of breast cancer also mammography or miraluma breast imaging.
However, the preferred method for diagnosing breast cancer is histological
analysis. Presently a histological analysis, being the standard procedure of
breast cancer diagnostics, occurs to be sometimes inconvenient, time consuming
and in a number of cases leads to ambiguous prone to human interpretations.
This shows an evident need to develop new methods that would enable an
unequivocal diagnosis within a short time.

In this work an application of spectroscopic methods such as: Raman
spectroscopy and imaging, IR spectroscopy, UV-VIS spectroscopy and time-
resolved laser spectroscopy techniques for breast cancer detection, biochimical
characterization and description of energy dissypation mechanisms in
noncancerous and cancerous breast tissues have been presented.

Results obtained by the Raman spectroscopy and images reveal an
inhomogeneous distribution of different compounds, mainly carotenoids,
proteins, fatty acids and products of fatty acids metabolism in the cancerous
breast tissue that differs from that of the surrounding noncancerous breast tissue.
Carotenoids, proteins and fatty acids as well as the products of fatty acids
metabolism can be treated as Raman biomarkers to distinguish between the
cancerous and noncancerous human breast tissues. The fatty acid composition of
the cancerous breast tissue is markedly different from that of the surrounding
noncancerous one. The cancerous breast tissue seems to be dominated by the
protein component and the -6 acids and products of ®-6 acids metabolism -
eicosanoids catalyzed by cyclooxygenase, while the noncancerous breast tissue
seems to be dominated by monounsaturated oleic acid and -3 acids spectra
(LA, ALA and DHA).

The low temperatures Raman spectroscopy has been used to identified
phase transitions characteristic for oleic acid in a pure form and confined
in noncancerous breast tissue. The results obtained by Raman spectroscopy
are identical as those obtained by DSC method.

The OH stretching vibrations of water also can be useful as potential Raman
biomarkers to distinguish between the cancerous and the noncancerous human
breast tissues. It has been found that water amount as well as the band shapes of
the OH stretching bands of the cancerous breast tissue are markedly different
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from that of the surrounding noncancerous one. It has been shown that water at
DNA and lipid interfaces is represented by the bands of symmetric and
antisymmetric like vibrations in the region of the OH stretching modes in
contrast to water confined in the cancerous breast tissue where the single band at
3311 cm' dominates in the Raman spectrum. Water in the cancerous breast
tissue is very likely present as interfacial molecule, which is hydrogen bonded to
some hydrophilic moieties in the tissue and the change of vibrational pattern of
behavior may be due to the decoupling of the vibrations of the OH bonds in water
molecule or change of the vibrational selection rules at biological interfaces.

The Raman spectra and images are also sensitive indicators of distribution of
photosensitizers in the noncancerous and the cancerous structures of the breast
tissue from the safety margin and the tumor mass. It has been shown that the
aggregation and distribution of photosensitizers in the cancerous breast tissue are
markedly different from that of the noncancerous breast tissues. Low temperatures
Raman spectroscopy, IR spectroscopy and time resolved laser spectroscopy have
been used to study aggregation and radical forms formation for various
tetrasulphonated phthalocyanines. It has been proved that the dimerization of the
tetrasulphonated phthalocyanines is significantly shifted towards monomeric
form in DMSO solutions compared to aqueous solutions. Generation of the
charge transfer species (CT) due to the charge transfer between the central metal
ion and the ligand of the phthalocyanine macrocycle has been observed. The
spectroscopic evidence of CT generation was observed in the region 500—-600 nm
both by the pump—probe femtosecond and the emission Raman spectroscopy. The
charge transfer species were generated in competition with another channel of energy
dissipation via T;—Tn triplet absorption. The transient absorption observed by the
pump—probe femtosecond and the emission at around 730 nm by low temperatures
Raman spectroscopy has been assigned to the radical transient species generated in
the process of the photoredox dissociation that is accompanied by the electron
transfer between the adjacent phthalocyaninemacrocycles. The photoredox
dissociation was result in the formation of the oxidized and reduced ligand radicals.

The excited-state dynamics of the tetrasulphonated aluminum phthalocyanine
(AlPcSy4) have been studied at biological interface of the human breast tissue by
Raman, IR, fluorescence and pump-probe transient absorption laser spectroscopy
providing information about the events occurring in time scale ranging from
femtoseconds to nanoseconds. It has been shown that the dynamics in the
interfacial regions of the biological tissue is markedly shorter than that in
solutions and the photosensitizer responsible for harvesting of the light energy in
biological tissue find their ways for a recovery through some special features of
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the potential energy surfaces such as conical intersections, which facilitate the
rate of radiationless transitions. The tetrasulphonated aluminum phthalocyanine
interacts with the normal (noncancerous) breast tissue and cancerous tissue
according to different pathways.

The dynamics in the noncancerous tissue is dominated by the radiationless
decay at a conical intersection in contrast to the dynamics in solutions, which is
dominated by the fluorescence. The dynamics in the cancerous tissue is
dominated by the phosphorescence from the triplet state T, state. The dynamics
of AlIPcS, reveals three time scales: 110-170 fs, 1-7 ps, and 20-60 ps. The
shortest time constants have been assigned to vibrational wavepacket dynamics
in the Franck-Condon region down to the local minimum of the excited state S,
a few picosecond component has been assigned to vibrational relaxation in the
ground and excited electronic states, 20-60 ps components represent the decay
from the triplet state T to the ground state S,.

The sensitivity of Raman spectroscopy method in breast cancer detection
was found equal to 60% for the carotenoids and 87% for lipids, while the
specificity was equal to 95% for carotenoids and 89% for lipids.
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Od pazdziernika 2002 roku do chwili obecnej jest pracownikiem Migdzy-
resortowego Instytutu Techniki Radiacyjnej Politechniki £.6dzkiej na stanowisku
adiunkta.

W roku 2011 ukonczyta z wynikiem bardzo dobrym studia podyplomowe na
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w ramach projektu pn. ,,Przygotowanie i realizacja nowych kierunkow studiow
w odpowiedzi na wspolczesne potrzeby rynku pracy i wymagania gospodarki opartej
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Dr Beata Brozek-Pluska jest wspotautorem 27 publikacji, 23 po uzyskaniu
stopnia doktora, w tym 13 bedacych podstawa rozprawy habilitacyjnej oraz 2 roz-
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articles X-XII 2008 roku. Jest takze wspétautorem ponad 60 prezentacji
konferencyjnych.
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2. ,,Produkty wolnorodnikowej i enzymatycznej peroksydacji wielonienasyconych
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piersiowego” grant NCN realizowany w latach 2011-2014.

Dr Beata Brozek-Pluska byta wykonawca kolejnych 4 grantow KBN, MNil oraz
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Politechniki £.6dzkiej, kadencji 2008-2012.
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