4. Interakce sveéetla a tkane,
spektroskopie
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Interakce svetlo — hmota

Interakce svétlo-hmota Ize z pohledu prestupu energie rozdeélit
» Absorbce fotonu

« Spontalni emise fotonu

« Stimulovana emise fotonu

« Ramanuv rozptyl - produkuje fotony s energii (frekvenci) rozdilnou od energie
(frekvence) dopadajiciho fotonu.
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Spontaneous Stimulated Raman
Absorption Emission Emission Scattering



Interakce svétlo — tkan
|
Y Y

zZarivé Nezarivé

Auto-fluorescence tkané

Fluorescence z rliznych

casti tkane
A
; + Fotodisrupce
Fotochemicke D , L .
Fotoablace - vznika razova vina generovana svetelnym
- reakce v excitovaném - pfimé porugeni pulsem
stavu aény fx o x L
bunécnych struktur - tkan je délena mechanickym uCinkem viny
- dochazi i pfi nizké - pomoci vysoké . . ,
optické hustoté vykonu y intenzity UV zafeni ¥ - operace oka (Sedého zakalu)
Tepelne Ablace s vyvojem plasmatu

- absorbované svétlo je

¢ - vysokointenzitni kratky puls
prevedeno na teplo

- dielektricky prliraz tvofi ionizované

- muze produkovat plasma, ktera interaguje se svétlem
srazeni, odpareni, ke vzniku ablace
spaleni a taveni



Rozpty, svetla

'

Pruzny rozptyl

Dopadajici a rozptylené fotony
maji stejnou frekvenci

¢

v

Rayleigh(v rozptyl

- rozptyl na Casticich

- rozptyl zavisi na A4, tedy
vyraznéji pro modrou

Nepruzny rozptyl

Dopadajici a rozptylené fotony
maji rliznou frekvenci

v

Miedv rozptyl BrillouinGv rozptyl
- rozptyl na ¢asticich - interakce
mensich, neZ je vinova délka vetSich oproti velikosti  elektromagnetické
vinové délky viny se zménami
indexu lomu materialu
- slabsi zavislost na A%, zplsobenymi
04<X<05 akustickym vinénim

- rozptyl ve sméru a v
protisméru dopadajiciho
svétla je stejny

Rayleigh Scattering Mie Scattering

- je preferovan rozptyl
ve smeéru dopadajiciho

_ . svetla
Mie Scattering,

larger particles
v

— Direction of incident light

|
\/

Ramanuv rozptyl

- rozdil energie
generuje vibracni
excitaci v molekule



Osud excitované molekuly (*)

excitace elektronu v molekule/shluku molekul

fotofyzikalni procesy fotoindukovany fotochemie
prechod elektronu
- fotoionizace
A*¥ 5> A" +e
- pfesun elektronu
Y D¥+A - D"+ A"
zafivé nezarivé prenos energie tvorba
procesy procesy A*+B —> A+ B* excitovaného
komplexu
- excimer
. . A* + A - (A—A)*
fluorescence - prechod ze stavu do jiného stavu _ excipl e(x )
fosforescence - vibracni relaxace
A*+B — (A—B)*
cepueere ez dle  fotoizomerace fotodekompozice fotoasociace
N N jako cis-trans A* 5> B+ C A*¥+B > A—B
VAR VT isomerace



Vibracni stav molekuly

* je feSenim Schrédingerovy rovnice molekuly

» dvouatomova molekula dovolujici jen jeden vibracCni stupen volnosti (stlaCeni, natazeni) ma
jednoduché feSeni

* energie pro vibracni pohyb jader je dana Morseho potencialni energii
Vir)=D.(1 - e_“{’"_“j)i , a=/k./2D,, je silovou konstantou v mist& minima pot. energie
« k popsani stacionarnich stavli na Morseho potencialu Ize vyresit Schrodingerovu rovnice, pomoci

této harmonické aproximace s okrajovou podminkou
} 1

E = V+l hn Dissociation Energy
%
2

/_—__

v = vibracni kvantové Cislo =0, 1, 2, atd.,
n = vibracni frekvence (k/u)*?,

u = redukovana hmota = m_m, /(m_+m,)
am_a m, jsou hmotnosti jader, tvoficich

Energy
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- N L ‘
Symmetric Stretch Symmetric Bend Unsymmetric Stretch

=3652 cm™! = 1595 cm™ =3756 cm™ .
N - T e & - Internuclear Separation ()




Vibracni stav molekuly

e« Znazornéni elektronovych a
vibracnich stavll molekuly

« Pfechody se fidi pomoci
Franck—Condonova principu

Energy

p1 =
E == —_— =
1 NJL
Absorpce Emise :
:4T01>:
Nuclear Coordinates
I =l , . , . .
| « Celkovad energie molekuly zavisi nejen
- I he, na elektronovém stavu E, a E,, ale také
( e na vibracnich Ccislech v' a v" znacCici
E, N 4 vybraéni stavy zékladniho elektronového
g stavu a elektronového excitovaného

stavu.



Spektroskopie

* Spektroskopie se zabyva charakteristikou a
aplikaci prechodu mezi dvéma kvantovanym
stavy atomu, molekuly, nebo shluku molekul.

e Spektrum je zavislost vystupni intenzity svetla
opoustejici vzorek na jeho frekvenci (nebo
vinové delky).



Spektroskopie

Elektronové

Pfechod mezi dvéma stavy elektronu;
spojovano s vibracemi

Vibra¢ni pfechody zahrnujici soucasné
zmény elektronovych a vibracnich stavi

Y

Vibracni
Infraervena absorpcni Ramandyv rozptyl
Absorpce IR fotonu Rozptyl fotond ve
k pfechodu ze zakladniho viditelnem spektru

do vy33iho vibracniho stavu Produkovanych zmenou
vibracniho stavu

Absorpcni

Pfechod z nizkého (obvykle
zakladniho) do excitovaného
energetického stavu

je pouzivan Sirokopasmovy
zdroj svétla. Spektrum je

‘ Pozn.:

Pro emisi spektrum nebo
pro Ramanovo spektrum
je pouzito excitace na
specifické vinové délce
Pfechod z vysSiho do nizSiho stavu (tzv. excitaéni vinova
| délka). Spektrum je
ziskano detekci

Emisni

emitovaného svétla.

ziskano zeslabenim nebo Fluorescencni Eosforescenéni

absorpci

Spin excitovaneho elektronu se  "zakazany" pfechodu spinu

nemeéni



Absorpcni spektroskopie

Beer-lambert(lv zakon

I(v) = Ie ™+

k je molarni atlumovy koeficient, ktery je zavisly na frekvenci v, ¢ je molarni koncentrace
(mol/L), b je opticka draha paprsku v méreném prostredi

Iy(v Mirror
Absorbance:  A(v)= lOgm( o )]
1(v)
- I(v @
Transmittance: T(v)= V)
Lo(v) D, lamp § Tungstenlamp Reference
OBt GEmRiGON) = e Mirror @ Photo diode
Data readout
8
Data _§
Processing Z
<
’Tﬂ Wavelength (nm)
| Photo diode
Beam
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Monochromator SP
Linearly
I,(v) absor‘bing I(v) = I, (v)10-&Wbe
E— medium | P P
Concentration ¢ 1(v)
Optical length b
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Absorpcni spektrum chlorofylu
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Fluorescencni spektroskopie

« Emise je spojena s prfechodem 2z excitovaného L

elektronického stavu do nizsiho stavu (zpravidla zakladniho 120 Strokes shift
stavu). 100 L ! 1

« Absorpce fotonl produkuje fluorescencéni pasmo, které je 50 1 g
c¢ervené posunuto (na nizSi energii). Tento posun mezi 8 E
maximem absorpcniho a fluorescencniho pasma se nazyva 8 60t 3
Stokesllv posun. Velikost Stokesova posunu je zavisla 2 | 2
na velikosti relaxacniho procesu, ktery se dostavi < 40+ é
po absorpci. Rozdil v energii absorbovaného fotonu a 1 i
emitovaného fotonu odpovida energetickym ztratam 20 +
v dlsledku nezafivych proces. [

0 —F == . f——"—
» Zpravidla modul pfipojitelny ke konfokalnimu mikroskopu. 300 350 400 450 500 550 600 650

Wavelength, nm

Nikon Enhanced Spectral

Spectral Imaging
Lambda Stack Anatomy

Fluorophore Emission Spectral Profile
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Figure 1



Ramanova spektroskopie

Foton viditelného spektra (argon-iontovy laser s
vinovou délkou 488 nm nebo 514.5 nm) je rozptylen a
spektralné posunut. Rozdil frekvence je souvisly se
zmeénou vibracni energie molekuly.

Pokud je frekvence rozptyleného fotonu nizSi, nez
dopadajiciho fotonu, je indukovan vibracni prechod
z tepelné nizSi Urovné na vysSSi. Nazyva se Stokes-
Ramantv rozptyl a jemu odpovidaji ve spektru
Stokesovy Ramanovy Cary.

Pokud je frekvence rozptyleného fotonu vysSSi, nez
dopadajiciho fotonu, je indukovan prechod z vySsi
vibraCni drovné na nizSi droven. Vznikaji anti-
Stokesovy cary.

Efektivita Ramanova rozptylu je slaba. Typicky jeden
ze 105ti fotonU je rozptylen za vzniku frekvencné
posunutého fotonu. Pro excitaci se pouziva laser
s vysokou intenzitou svétla.

Moznost méreni vzork( bez nutnosti specialni pfipravy,
integrovatelné do mikroskopu, Castd kombinace s
optickou pinzetou.

Intensity
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Energy

A virtual energy

level

1st excited
vibrational state

Ground state

AE= AE=
AE =hy, AE =-hy, ' AE ;=hy, -h(v,v,) | AE=hy, | [h(v,+1y)

------ > R R S e NS
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LIBS - LASER-INDUCED
BREAKDOWN SPECTROSCOPY

« Atomova/molekularni spektroskopicka technika, ktera vyuziva
vysokovykonnych pulzt laseru k odpareni malého mnoZzstvi preparatu.

* Pri odpareni vznika plasma s vysokou teplotou (10 000 K — 20 000 K),
ve které jsou molekuly excitovany a ionizovany.

 Pri chladnuti plasmy ztraceji atomy energii za vzniku spontalni emise
svétla, ktere je sbirano a spektralné analyzovano.

element speciﬁc

continuum emission
SSSSSSSS

pulsed h ck wave
laser R% VSJ
fragmentation plasma
melting
sublimation absorption bremmstrahlung
; crater atomization Solar LQ 529a Andor CC52
L collecting optics Andor Mechelle 5000

Andor iStar

(a) (b) (c) (d)
Schematic of the laser-induced breakdown process.

75mm € — e

focusing lens peristaltic pump

PCD 81

acrvlic glass vessel



Tomografie tkani

Vyuziva Roentgenovo zareni

Zareni je pfi prichodu tkani absorbovano specificky dle druhu tkané

I Attenuation values of lissue (retative to water)
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Tomografie tkani

Grid

« Zaznamenavaji se rentgenové snimky pomoci
detektor& (PMT’ matlcové detektory) Block(0,0) | Block(1,0) | Block(2,0)

 Z jednotlivych snimkid je mozno rekonstruovat 3D
obraz vzorku pomoci numerickych  metod
(Radonova transformace) na grafickych kartach
s CUDA jadry.

« CUDA (Compute Unified Device Architecture) je
hardwarova a softwarova architektura, ktera
umoznuje na GPU  spoustét  programy
pri paralelnich vypoctech.

Block(0, 1)" | Block(1, 1) ‘Block(2, 1)

Block(l, 1)

<A NVIDIA,

CUDA.

https://www.youtube.com/watch?v=-P28LKWTzrI



https://www.youtube.com/watch?v=-P28LKWTzrI

Tomografie tkani

CT spo&tené na grafické karté za 2 vtefiny. Rez krysi kosti.



Radioterapie

» Proces interakce radioaktivnino zareni Ize rozdélit do nékolika
stadii
- Fyzikalni stadium - ionizace a excitace atomd. Trva 10-16 az 10-14s,

- Fyzikalné-chemické stadium - vznik volnych kyslikovych radikal(
(hydroxylovy, superoxidovy, perhydroxylovy). Trva 10-14 az 10-10s,

- Chemické stadium - volné radikaly reaguji a poskozuji biomolekuly.
V pfipadé DNA dochazi k poskozeni vSech jejich slozek (bazi, cukr(,
fosfatll), vazeb a zlomlm vldken DNA. Jednoduché zlomy vznikaji
castéji a burika je schopna je ve vétsiné pripadl opravit. Dvojité zlomy
vznikaji pfi poSkozeni obou vlaken souCasné nebo ze dvou
jednoduchych zloml blizko u sebe. Toto poskozeni burika jiz hire
opravuje. Chemickeé stadium trva od tisicin sekundy do fadové jednotek -

Dude, mitosis starts in five minutes...

Sekundy' | can't believe you're not condensed yet.
-  Biologické stadium - dochazi k rozvoji biologické odpovédi. V burice M

jsou aktivovany signalni fetézce, kterymi bunka rozpozna signal

o poSkozeni DNA. DalSi postup zavisi na mife poSkozeni a stadiu

bunéc&ného cyklu, ve kterém se burika nachazi.

* Bunécny cyklus je kontrolovan v nékolika kontrolnich bodech.
Nejdllezit&jSi je misté prechodu G1/S faze a dale G2/M faze.

AT e e

a ATM/ATR. Protein p53 se oznatuje jako strdZce genomu a e \A o
plisobi v pifechodu G1/S faze. Jeho aktivace v G1 fazi vede k @2 e\ B
zastaveni bun&&ného cyklu a zahéajeni oprav DNA. Po skongeni i ' Synhast
oprav se mnozstvi p53 snizi a cyklus pokraCuje dal k replikaci. .

Jestlize dojde k poSkozeni v predmitotické fazi nebo je-li e
poSkozeni tak zavazné, ze nelze opravit, p53 vede bunku k

bunécné smrti cestou apoptdzy (programovana smrt).




Radioterapie

U rychle proliferujicich bunék se radiacni poskozeni projevi dfive (kostni dfen, epitel, gonady) nez u bunék
neproliferujicich (nervové bunky). Radiosenzitivni byvaji také tkané s rychle se délicimi a malo
diferencovanymi bunkami. Radiorezistentni jsou naopak tkané s nedélicimi se bunkami a dobre
diferencované. U rychle proliferujici tkané se poSkozeni projevi akutné. Pomalu proliferujici tkané mivaji
pozdni toxicitu.

Mezi radiosenzitivni nadory patfi hematologické malignity, seminom, meduloblastom, Ewinglv sarkom.

Mezi radiorezistentni nadory patfi sarkomy, maligni melanom, meningeom.

Patersonliv graf znazorniuje pocet zniCenych
nadorovych a zdravych bunék v zavislosti
na davce zareni. Krivka t predstavuje populaci
zniCenych nadorovych bunék. Davkou v bodé L |
jsou usmrceny vSechny nadorové bunky. znicenych
- . . , v s « - . Tu bunék
Pri aplikaci davky nizsi nez v bodé O nedojde
k niCeni nadoru. Kfivka z znadzornuje obdobnou
situaci u zdravych bunék, pficemz v bodé Q se
zaCina prudce zvySovat riziko nevratného
poskozeni zdraveé tkané. Dle vlastnosti nadoru a
tkani, které jej obklopuji, se jednotlivé krivky
od sebe vzdaluji nebo pfiblizuji. Posun kfivky t
doleva znaCi zvySeni radiosenzitivity, posun
doprava znamena zvySeni radiorezistence.

+ 100% nziko
komplikaci
po azéfeni

davka zafeni



Radioterapie

Konformni  radioterapie, resp. trojrozmérnd  konformni
radioterapie (3D-CRT)
standardni IéCebna metoda.

ozafovany objem je individualné pfizplsoben nepravidelnému
trojrozmérnému tvaru cilového objemu.
Zakladem pro 3D planovani je pouziti trojrozmérnych zobrazovacich
vySetfeni - CT vySetfeni, MR vySetfeni
IMRT radioterapie - Radioterapie s modulovanou intenzitou
(IMRT - Intensity Modulated Radiation Therapy)
vyspélejSi forma 3D-konformni radioterapie.
upravena intenzita (fluence) svazku zareni.

s

mozno ozarovat geometricky slozit€jSi cilové objemy a dosahnout
i vétSiho Setfeni zdravych struktur.

IGRT - Image Guided Radiation Therapy
poloha cilového objemu se méni v disledku pohyb( vnitfnich organt
specialni zobrazovaci 3D systém pfimo na ozafovacim pfistroji
Stereotakticka radioterapie a radiochirguie
Lécba provadéna jednorazove a tim napodobuje chirurgicky vykon.
vysoka davka zareni (12-25 Gy) je aplikovana do ozarovaného loziska
o maximalnim priméru 3-3,5 cm.
gama ndz a linearni urychlovaée s mikrokolimatorem ¢&i konickymi
tubusy (X nliz), CyberKnife, TomoTherapy
4D-konformni radioterapie

zohlediiuje zmény cilového objemu v aktudlnim Case zplsobené
fyziologickymi pohyby organ(, které nastavaji v pribéhu lécby (pohyb
tumoru v priibéhu dychaciho cyklu)
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