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Jvadas

Sparti pazanga biologijos ir medicinos moksly srityse sglygoja vis didéjantj
Ziniy apie biologiniy molekuliniy dariniy chemine sudétj, struktirg bei jos pakitimus,
keiCiant aplinkos sglygas (pvz., temperatirg), poreikj. Biologiniai molekuliniai dariniai
pasizymi unikaliomis savybémis, kurios nulemia mikroorganizmy, audiniy ar organy
funkcijas. Siy savybiy tyrimui vis placiau yra naudojami jvairis spektriniai metodai, tarp
kuriy svarbig vietg uzima virpesiné spektrometrija [1-7]. Tai standartinis metodas
medziagy cheminei sudéciai nustatyti, molekuliy struktirai bei tarpmolekulinéms
sgveikos tirti. Tinkamai pasirinkus vieng i$ virpesinés spektrometrijos metody, gali bati
analizuojami bet kokios agregatinés blsenos, o panaudojant spektrine mikroskopija, ir
labai mazi bandiniai. Dél Siy priezasciy, virpesiné spektrometrija yra vis dazniau taikoma
jvairiems biologiniams molekuliniams dariniams — mazoms molekuléms ir sudétingoms
baltymy struktliroms, biologiniams skysciams, Igsteléms ir audiniams — tirti [8—13].

Daugelio Siuolaikiniy moksliniy tyrimy, atliekamy virpesinés spektrometrijos
metodais, tikslas yra naujy ankstyvos ligy diagnostikos budy paieska [5,14-17]. Jy metu,
anksciau nei bet kuriuo kitu dabar Zinomu cheminiu ar spektriniu metodu, aptinkami
jvairiy patologijy salygoti biocheminiai pakitimai lgstelése, audiniuose ar biologiniuose
skysCiuose. Atliekant eksperimentus laikantis griezto protokolo ir tokiomis paciomis
sglygomis, informacija gaunama virpesinés spektrometrijos metodais yra objektyvi ir
nepriklauso nuo eksperimentatoriaus Ziniy ar patirties. Galiausiai, virpesiniy spektry
registravimo sparta bei Sviesolaidinés optikos taikymas atveria galimybes tyrimams in
vivo [12,18-20].

Nepaisant Siy privalumy bei daugybés atliekamy laboratoriniy tyrimy,
virpesinés spektrometrijos taikymas kasdienéje klinikinéje praktikoje iki Siol yra tik
epizodiSkas. Tam yra keletas priezasCiy. Pirmiausia, norint taikyti naujus metodus
klinikinéje praktikoje, butina uztikrinti jy patikimuma atliekant klinikinius tyrimus

[21,22]. Trukstant artimo mokslininky ir mediky bendradarbiavimo, tai yra nelengva



uzduotis. Be to, biologiniy molekuliy ir jy dariniy virpesiniai spektrai yra sudétingi,
turintys daug spektriniy juosty, kurios gali biti persiklojusios viena su kita [21]. Siuose
spektruose uzkoduota visa informacija apie bandinio molekuline sudétj ir struktara,
taciau jprasta spektriné analizé, kuomet nustatomi spektriniy juosty padeétis, pusplotis
ir intensyvumas, néra efektyvi; ypac, jei analizuojamas ne vienas spektras, o jy rinkinys.
Tokiais atvejais turi buti taikomi statistiniai spektry apdorojimo ir klasifikavimo metodai
[23-25]. Be to, skirtingy bandiniy tyrimui, atsizvelgiant j jy agragatine buseng, aplinkg ir
kt., turi b0ti parenkamas tinkamiausias virpesinés spektrometrijos metodas.
Infraraudonoji (IR) veidrodinio atspindZio spektriné mikroskopija taikoma kietiems
biologiniams bandiniams, tokie kaip inksty akmenys, tirti [26]. Sis metodas yra
tinkamiausias tiek cheminés sudéties, tiek struktlros nustatymui, kadangi, kitaip nei
atliekant tyrimg daugeliu kity dabar taikomy metody, bandinys neturi bati sutrinamas
iki milteliy pavidalo. Taciau, veidrodinio atspindzZio spektruose dominuoja Reststrahlen
spektrinés juostos, kuriy analizei, siekiant iSgauti tiek kokybine, tiek kiekybine
informacijg apie bandinj, reikalinga taikyti sudétingas matematines spektry apdorojimo
proceduras. Standartinis Kramers-Kronig vaizdavimas, dél jvairiy apribojimy, susijusiy
su spektry registravimo metodika ir paties bandinio homogeniSkumu, pavirSiaus
lygumu, ne visuomet yra tam tinkamas budas. Kaip alternatyva IR veidrodinio atspindzio
spektrinei mikroskopijai, inksty akmeny tyrimams gali bati taikoma Ramano sklaidos
spektrometrija. Sis metodas taip pat nereikalauja jokio iankstinio bandiniy paruo$imo,
taciau sklaidos signalg daZnai uzgozia fluorescencijos fonas. Be to, dél mazo Ramano
sklaidos efektyvumo, spektry registravimo trukme yra ilga.

Mazas Ramano sklaidos efektyvumas taip pat salygoja mazg metodo
pritaikomumg mazZos koncentracijos medziagy tirpaluose, tokiuose kaip jvairus
biologiniai skysciai (Slapimas, kraujas, seilés ir kt.), aptikimui ir analizei ligy diagnostikai.
Kitavertus, sklaidos signalo stiprinimui gali buti panaudojami plazmonikos reiskiniai
metaly nanodalelése ir tyrimui taikomas pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos
metodas. Jo pritaikomuma klinikinéje praktikoje vis dar riboja registruojamy spektry
intensyvumo atsikartojamumas. Be to, kompleksinés sudéties bandiniuose reikalinga

spresti selektyvumo problemg [27,28].



Galiausiai, virpesinés spektrometrijos metody taikymo klinikinéje praktikoje

paplitima riboja tai, kad jie diegiami kaip atskiri, tarpusavyje konkuruojantys metodai.

VisapusiSkai informacijai apie bandinius gauti bei universalumui pasiekti reikalingas

kompleksiskas virpesinés spektrometrijos metody taikymas.

Pagrindinis disertacijos tikslas ir uZdaviniai

Atsizvelgiant j auksSciau aptartas problemas, pagrindinis Sios disertacijos

tikslas — kompleksiskai pritaikyti virpesinés spektrometrijos ir spektrinés mikroskopijos

metodus biomedicinoje svarbiems bandiniams — inksty akmenims, Slapimo nuosédoms

ir biologiniams skys¢iams — tirti. Pagrindinis démesys darbe skiriamas eksperimentiniy ir

duomeny analizés metody adaptavimui tokiy bandiniy tyrimams, siekiant patikimy ir

atsikartojanciy rezultaty.

1.

Tikslui pasiekti buvo suformuluoti Sie uzdaviniai:
IStirti virpesinés spektrometrijos ir spektrinés mikroskopijos metody tinkamuma
iSsamiai inksty akmeny morfologinei ir cheminés sudéties analizei.
IStirti infraraudonosios (IR) spektrometrijos ir spektrinés mikroskopijos metody
tinkamuma Slapimo nuosédy cheminés sudéties analizei.
IStyrus skiringy formy sidabro nanodaleliy substraty, paruosty dZiovinant
koloidinius tirpalus, signalo stiprinimo efektyvuma, nustatyti optimalias sglygas
mazos koncentracijos Slapimo rugsties vandeniniuose tirpaluose aptikimui
pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos spektrometrijos metodu. Atlikti teorinius
Slapimo rugSties molekulés, prisijungusios prie sidabro atomy klasterio,
strukturos ir virpesiniy spektry skaiciavimus tankio funkcionalo teorijos artinyje.
Siekiant nustatyti spektrinius véZinio inksty audinio Zymenis, atlikti tarplgstelinio

skyscio, paimto isS sveiky audiniy ir augliy inkstuose, IR sugerties spektry analize.



Ginamieji teiginiai

Veidrodinio atspindZio IR spektriné mikroskopija viduriniojoje ir tolimojoje IR
srityse gali bati efektyviai naudojama kiety bandiniy Siurks¢iu pavirSiumi, tokiy
kaip inksty akmenys, cheminiam vaizdinimui tik atlikus specialiai parinktg

eksperimentiniy spektry apdorojima.

Inksty akmeny vaizdinimo netiesinés optinés mikroskopijos metodu rezultatai
suteikia naudingos informacijos apie jy chemine sudétj ir mikrostruktirg su

didesne nei 1 um skyra.

Makro-ATR IR spektrometrija yra tinkamas metodas netipisSkos kristalinés
strukttros, polikristaliniy ir amorfiniy Slapimo nuosédy cheminei sudéciai

nustatyti bei yra pranasesnis nei dabar Siuo tikslu taikoma optiné mikroskopija.

Daline kiekybiné informacija apie mazas (iki 10°® M) 3lapimo rigsties
koncentracijas vandeniniuose tirpaluose gali biti gaunama pavirSiaus sustiprintos
Ramano sklaidos spektrometrijos metodu ruosSiant dZiovinty koloidiniy

nanodaleliy tirpaly substratus.

Statistinés analizés taikymas glikogeno spektriniy juosty, priskiriamy C-O
valentiniams virpesiams, tarplastelinio skyscio IR sugerties spektruose leidzia 91 %

tikslumu atskirti sveikg ir vézinj inksty audinius.

Darbo naujumas ir aktualumas

Tik kompleksiskai taikant virpesinés spektrometrijos metodus jmanoma gauti
visapusiska informacijg apie biologinés kilmés medziagas nepriklausomai nuo jy
dydzio, agragatinés busenos ar koncentracijos bandinyje. Tokia galimybé yra itin

patraukli taikant metodus klinikinéje praktikoje.

10



Tiriant kietus biologinius objektus, tokius kaip inksty akmenys, veidrodinio
atspindzio IR spektrinés mikroskopijos metodu ir siekiant patikimos jy kokybinés
ir dalinai kiekybinés analizés, atliekant matematinj spektry apdorojimg, svarbu
jskaityti sklaidaus atspindZio nuo Siurksc¢iy pavirsiy jtaka. Iki Siol, dazniausiai to
buvo nepaisoma.

Nors iki Siol netiesinés optinés mikroskopijos metodas buvo daugiausiai
naudojamas audiniy ir lipidy juose analizei, jo panaudojimas taip pat suteikia
galimybe tirti inksty akmeny chemine sudétj ir mikrostruktara.

Vienintelis dabar taikomas metodas ankstyvai inksty akmenligés diagnostikai -
optiné slapimo nuosédy mikroskopija — yra nepatikimas tiek aptinkant nuosédas,
tiek nustatant jy chemine sudétj. Makro-ATR IR spektrometrija yra pranasesné
analizuojant netipisSkos kristalinés struktaros, polikristalines ir amorfines Slapimo
nuosédas ir yra tinkamas metodas tokiems tyrimams.

Siekiant pritaikyti pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos spektrometrijos
metodg kokybinei ir kiekybinei maZos koncentracijos medziagy biologiniuose
skysCiuose analizei klinikinéje praktikoje, svarbu, kad gaunami rezultatai baty
patikimi ir atsikartojantys. Siame darbe parodoma, kad tai jmanoma ruosiant
dzZiovinty koloidiniy nanodaleliy tirpaly substratus.

Tarplastelinio skysCio IR spektrometriné analizé yra naujas, iki Siol netaikytas

metodas siekiant nustatyti, ar tiriamas audinys yra sveikas ar vézinis.
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Disertacijos santrauka

Disertacijos sandara

Disertacijg sudaro jvadas, trys skyriai, literatlros sgrasas ir keturi priedai.
Jvade supaZindinama su disertacijos tematika, keliamos su ja susijusios problemos. Joms
spresti, formuluojamas disertacijos tikslas, jam pasiekti — keturios uzduotys. Taip pat,
jvade pristatomi ginamieji teiginiai bei darbo svarba ir naujumas, pristatomas su
disertacija susijusiy moksliniy publikacijy sgrasas. Pirmajame skyriuje pateikiama
literatdros, susijusios su disertacijos tematika, apzvalga. Antrajame ir treciajame
skyriuose — pristatomi darbo eksperimentiné metodika bei pasiekti rezultatai. Siy skyriy

pabaigoje pateikiamos iSvados.

Virpesiné spektrometrija ir jos taikymai inksty akmeny cheminés
sudéties bei strukturos tyrimams

Pirmajame disertacijos skyriuje trumpai aprasomi virpesinés spektrometrijos
pagrindai bei Siuolaikiniai virpesinés spektrometrijos metody - visiSkojo vidaus
atspindzio (angl. attenuated total reflection — ATR), infraraudonosios (IR)
mikrospektrometrijos, pavirsSiaus sustiprintos Ramano sklaidos (angl. surface enhanced
Raman scattering — SERS) bei koherentinés anti-Stokso Ramano sklaidos (angl. coherent
anti-Stokes Raman scattering — CARS) — taikymai biomedicininiuose tyrimuose.
Antrajame disertacijos skyriuje nagrinéjamos minéty virpesinés spektrometrijos
metody taikymo inksty akmeny cheminés sudéties bei struktlros tyrimams problemos,
pateikiami Siame darbe sitlomi jy sprendimo bldai bei kompleksinio metody taikymo
rezultatai. Siy rezultaty pagrindu buvo suformuotas protokolas visapusidkai inksty
akmeny analizei. Taip pat, aptariami kontrolinés sveiky Zmoniy grupés, rizikos grupés
pacienty bei inksty akmenlige serganciyjy Slapimo nuosédy tyrimo IR pralaidumo

mikrospektometrijos, IR ATR spektrinés mikroskopijos (toliau mikro-ATR) bei IR ATR
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spektroskopijos (toliau makro-ATR) metodais ypatumai. Skyriuje pateikiami rezultatai

yra paskelbti penkiose disertantés ir bendraautoriy publikacijose.

Inksty akmeny analizé: eksperimentiné dalis

Inksty akmeny ir Slapimo nuosédy bandiniai Siame darbe buvo gauti is
Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy kliniky.

Inksty akmeny cheminés sudéties ir struktlros analizei Siame darbe buvo
kompleksiskai taikomi IR sugerties, IR veidrodinio atspindzio mikrospektrometrijos
viduriniojoje IR (angl. middle-infrared — MIR) bei tolimojoje IR (angl. far-infrared — FIR)
spektrinése srityse, Ramano sklaidos spektrometrijos bei netiesinés optinés
mikroskopijos (registruojami CARS, dvifotonés fluorescencijos (angl. two-photon
emission fluorescence — TPEF) ir antros harmonikos generacijos (angl. second harmonic
generation — SHG) signalai) metodai. Sugerties spektry registravimui MIR ir FIR srityse
inksty akmeny bandiniai buvo ruoSiami atitinkamai KBr arba polietileno (PE) tableciy
metodais. Kokybiné uzregistruoty spektry analizé buvo atliekama lyginant juos su
sintetiniy medziagy, dazniausiai sudaranciy inksty akmenis, tomis paciomis sglygomis
uzregistruotais spektrais.

Nejprasti morfologiniai makro- ir mikro-dariniai ant inksty akmeny pavirsiaus
buvo analizuojami Ramano sklaidos spektrometrijos metodu. Spektrai buvo
registruojami naudojant Zadinantj neodimio jonais legiruotg itrio aliuminio granato
(Nd:YAG) lazerj, kurio spinduliuotés bangos ilgis 1064 nm.

IR veidrodinio atspindZio mikrospektrometrija buvo taikoma Salinimo is
paciento organizmo metu neskaldyty akmeny skerspjlviy vaizdinimui. Tam, skenuojant,
taskiniu jutikliu (puslaidininkiniu, skystu azotu Saldomu MCT — MIR spektrinéje srityje,
skystu heliu Saldomu Si bolometru — FIR spektrinéje srityje) buvo registruojama
pasirinkto dydZio atspindZio nuo bandinio pavirSiaus spektry matrica. Siekiant
uzregistruotus IR veidrodinio atspindzio spektrus, kuriuose dominuoja Reststrahlen
spektrinés juostos, perskaiciuoti j sugerties spektrus, buvo atliekamas Kramers-Kronig
vaizdavimas (angl. Kramers-Kronig transformation — KKT). Taip pat, siekiant iSvengti

spektriniy juosty iskraipymuy, susijusiy su sklaidaus atspindzio jtaka, prie$ pritaikant KKT,
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iS uZregistruoty spektry buvo atimama sklaidaus atspindZio dedamoji. Galiausiai,
cheminiai Zemélapiai, kurie vaizduoja cheminiy komponenty, esanciy inksty akmenyse,
pasiskirstyma jy skerspjiavyje, buvo sudaromi dviem budais: (I) skaiCiuojant pasirinkty
charakteringy spektriniy juosty integrinius intensyvumus, bei gautas vertes koduojant
spalvomis, kurios parodo komponento satykine koncentracijg tam tikroje bandinio
vietoje, arba (Il) atliekant hierarchine klasteriy analize (angl. hierarchical cluster analysis
— HCA), kuomet spalvomis koduojamos skirtingos spektry grupés, atitinkancios skirtinga
chemine sudétj bandinyje.

Dalis IR veidrodinio atspindZio mikrospektrometrijos metodu vaizdinty
akmeny buvo analizuojami netiesinés optinés mikroskopijos metodu. Du, laike ir
erdvéje persikloje lazeriy spinduliuotés pluosteliai, vieno i$ kuriy bangos ilgis lygus
781,5 nm, o kito — yra kei¢iamas ir Siame darbe nustatytas ties 1005 nm ir 857 nm, buvo
naudojami bandinio Zadinimui. Tokiu budu buvo analizuojamos spektrinés juostos ties
2850 cm™ (priskiriama metileno funkcinés grupés CH valentiniams virpesiams) ir
1121 cm™ (priskiriama $lapimo ragsties C-O, C-N, C-C virpesiams) Ramano sklaidos
spektruose. Jutikliais buvo registruojami ne tik CARS, bet ir TPEF bei SHG signalai.
Skenuojant bandinj keic¢iant mikroskopo optinio xyz staliuko padétj, buvo formuojami
sudétiniai registruojamy signaly vaizdai.

Slapimo nuosédy bandiniai §iame darbe buvo analizuojami IR pralaidumo
mikrospektrometrijos, mikro-ATR ir makro-ATR metodais. Nuosédos i$ centrifuguoto
Slapimo bandiniy buvo isskiriamos filtruojant. Pries registruojant IR sugerties spektrus
IR pralaidumo mikrospektrometrijos metodu, bandiniai buvo sutraiSkomi siekiant
iSvengti visiSkos spinduliuotés sugerties. Mikro-ATR ir makro-ATR spektrai buvo

registruojami tiesiog prispaudus bandinj prie ATR elemento.

Inksty akmeny tyrimo IR sugerties ir Ramano sklaidos spektrometrijos metodais
rezultatai

Siame darbe buvo uZregistruoti 403 inksty akmeny bandiniy IR sugerties
spektrai, kuriy analizé leido nustatyti jy chemine sudétj. Sios analizés rezultatai pateikti

1 paveiksle. DidzZioji dalis (61 %) tirty akmeny buvo sudaryti i$ kalcio oksalato ar jo
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Apatito

akmenys Brusito
Struvito 1% akm;enys
akmenys \ / 2%
0% N\

Slapimo Kalcio
rugsties oksalato
akmenys akmenys

26% 61%

1 pav. Siame darbe IR spektrometrijos metodu tirty 403 inksty akmeny pasiskirstymas pagal tipus;
grafikas parodo kalcio oksalato, Slapimo rigsties, struvito, apatito ir brusito inksty akmeny,
aptinkamy akmenlige serganciy pacienty organizmuose, paplitima Lietuvoje.

misiniy su jvairiais kalcio fosfatais (kalcio oksalato akmenys). Slapimo ragsties akmenys
(akmenys, kuriy didzigjg dalj sudaro Slapimo rigstis) sudaro 26 % visy tirty inksty
akmeny. Likusioji dalis — tai fosfaty - struvito (10 %), brusito (2 %) ir apatito (1 %) -
akmenys. Sie rezultatai parodo inksty akmeny tipy pasiskirstyma Lietuvoje.

Informacija apie véliausius inksty akmeny formavimosi etapus gaunama
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Ramano poslinkis, cm™
2 pav. (A-C) Kalcio oksalato inksty akmenys, ant kuriy pavirSiaus matomi balti kalcio oksalato
dihidrato kristaly dariniai (pazyméti rodyklémis). (D) Balty kalcio oksalato dihidrato kristaly esanciy
ant inksty akmens, pavaizduoto (C), Ramano sklaidos spektras.
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nustacius morfologiniy struktiry, esanciy ant akmeny pavirSiaus (2 pav.), chemine
sudétj. Siuo tikslu buvo registruojami minéty struktiry Ramano sklaidos spektrai.
PavyzdzZiui, balti kristalai, esantys ant 2 paveiksle pavaizduoty kalcio oksalato inksty
akmeny pavirsiaus, buvo idetifikuoti kaip kalcio oksalato dihidratas. Jo Ramano sklaidos
spektras pateikiamas 2 paveiksle D. Tokie kristalai yra Zenklas, kad akmuo aktyviai
formavosi pries jj pasalinant i$ organizmo [29,30].

Dél stiprios dominuojanciy komponenty inksty akmenyse sugerties, mazos
koncentracijos komponentai, taip pat esantys akmenyse, daznai néra aptinkami. Jy
identifikavimas yra svarbus siekiant kuo tiksliau iSsiaiskinti inksty akmeny augimo
organizme procesus, susieti juos su organizmo patologijomis. Siuo tikslu, buvo
registruojami sugerties spektrai ne tik MIR, bet ir FIR spektrinéje srityje. Inksty akmens,
sudaryto iS Slapimo ragsties ir kalcio oksalato monohidrato, bei atitinkamy sintetiniy
medziagy normuoti MIR ir FIR spektrai pateikti 3 paveiksle. MIR sugerties spektruose
kalcio oksalato monohidrato spektrinés juostos yra panasaus intensyvumo bei
persiklojusios su Slapimo rugsties spektrinémis juostomis. Todél, mazi jo kiekiai Slapimo
ragsties inksty akmenyse (apytiksliai kai Cgjapimo ragsties > 4*Ckalcio oksalato monohidrato) daZnai

negali bati aptinkami. FIR sugerties spektruose kalcio oksalato monohidrato spektriné
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3 pav. IR sugerties spektrai (A) MIR ir (B) FIR spektrinése srityse: virSuje — inksty akmens, sudaryto i$
Slapimo rigsties ir kalcio oksalato, viduryje — sintetinio kalcio oksalato monohidrato, apacioje —
sintetinés Slapimo ragsties. Radonos punktyrinés linijos Zymi komponenty charakteringas spektrines
juostas, kurios véliau buvo naudojamos ir sudarant cheminius Zzemélapius.
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juosta ties 273 cm™ (priskiriama y(O=C-C=0) virpesiui) yra daug intensyvesné nei
Slapimo rugsties spektrinés juostos Sioje srityje, todél, net esant maziems jo kiekiams,
jis gali bati aptinkamas. Atitinkamai, Slapimo ragstis identifikuojama analizuojant
spektrines juostas, esancias 700 — 550 cm™ spektringje srityje. Siuo ir kitais atvejai,
spektry tiek MIR, tiek FIR srityse registravimas leidZia sékmingiau idetifikuoti visus

inksty akmenyse esancius komponentus.

Inksty akmeny vaizdinimo IR atspindZio mikrospektrometrijos metodu rezultatai

Inksty akmenys, kurie, jy pasSalinimo iS Zmogaus organizmo procediros
metu, nebuvo suskaldyti, taip pat buvo tiriami IR veidrodinio atspindzio
mikrospektrometrijos metodu. Veidrodinio atspindZio spektruose stebimos
Reststrahlen spektrinés juostos, kurios, dél anomalios lGZio rodiklio dispersijos, savo
forma yra panasios j sugerties spektriniy juosty pirmajg iSvestine. Siekiant atlikti tikslig
tokiy spektry analize bei inksty akmeny skerspjlviy vaizdinimg skaiCiuojant
charakteringy juosty integrinius intensyvumus, butina juos perskaiCiuoti j sugerties
spektrus, panaudojant KKT vaizdavimg. Taciau taip perskaiciuoty spektry kokybé labai
priklauso nuo bandinio pavirSiaus lygumo - kuo lygesnis pavirSius, tuo mazesné
sklaidaus atspindZio jtaka spektrui, tuo tiksliau suskai¢iuojamas sugerties spektras.

Kalcio oksalato monohidratas Slapimo ragstis
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4 pav. Kalcio oksalato monohidrato (A) ir Slapimo rigsties (B) charakteringos spektrinés juostos IR
atspindzio (1), taikant KKT vaizdavima suskaiCiuotuose sugerties (Il ir 1ll) bei IR sugerties (IV)
spektruose.
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Nupoliruoti inksty akmeny skerspjlvio pavirSius taip, kad nebuty sklaidoma IR
spinduliuoté, ne visuomet jmanoma dél jy trapumo. Be to, skirtingy cheminiy
komponenty sandlros akmens skerspjuvyje taip pat yra sklaidos centrai [31]. Todél,
pries pritaikant IR atspindZio spektrams KKT vaizdavimg, buvo atlikta eksperimentiniy
spektry korekcija, iS jy eliminuojant sklaidaus atspindzio komponente. Kaip keiciasi
kalcio oksalato monohidratui ir Slapimo ruagsciai charakteringy spektriniy juosty

atitinkamai ties 1318 cm™ (simetrinis valentinis C-O virpesys [32]) ir 1121 cm™ (Ziedo
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5 pav. Optinis inksty akmens, sudaryto is Slapimo rugsties ir kalcio oksalato monohidrato, vaizdas (A)
ir komponenty pasiskirstymo cheminiai Zemélapiai, sudaryti suskaiciavus integrinius intensyvumus
spektriniy juosty eksperimentiniame IR atspindZio spektre(B, C) ir juosty, atémus sklaidaus
atpindZio dedamajg, panaudojant KKT suskaiciuotuose spektruose (D, E).

virpesiai [33]) konturai IR atspindZio, sugerties ir suskaiiuotuose panaudojant KKT
spektruose, pavaizduota 4 paveiksle. Kaip matyti, tik atémus sklaidaus atpindzio
dedamajg, panaudojant KKT suskaiciuotos spektrinés juostos padeétis bei kontlro forma
sutampa su spektrine juosta eksperimentiniame IR sugerties spektre.

Inksty akmens, sudaryto iS Slapimo rugsties ir kalcio oksalato monohidrato
cheminiai Zemélapiai, sudaryti skaiCiuojant charakteringy spektriniy juosty integrinius
intensyvumus IR atspindzio ir, atémus sklaidaus atpindZio dedamaja, panaudojant KKT
suskaiCiuotuose spektruose, pavaizduoti 5 paveiksle. Lyginant sudarytus cheminius
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Kalcio oksalato monohidratas Slapimo ragstis
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6 pav. Kalcio oksalato monohidrato (A) ir Slapimo ragsties (B) FIR atspindZio (virSuje), taikant KKT
vaizdavima suskaiCiuoti sugerties (viduryje) bei FIR sugerties (apacioje) spektrai. Raudonos
punktyrinés linijos Zymi komponenty charakteringas spektrines juostas bei leidzZia stebéti spektriniy
juosty poslinkj kiekviename spektre.

Zemeélapius su optiniu inksty akmens skerspjuvio vaizdu, nustatyta, kad Zemélapiy,
sudaryty naudojant suskaicCiuotas spektrines juostas, kontrastas yra didesnis, t.y., ribos
tarp skirtingy komponenty gali bati iSskiriamos geriau, jy pasiskirstymas nustatomas
tiksliau. Cheminiai Zemélapiai nebuvo sudaromi panaudojant spektrines juostas, taikant
KKT vaizdavimg, bet pries tai neatémus sklaidaus atspindzio dedamosios,
suskaiCiuotuose spektruose; kaip buvo parodyta, spektriniy juosty konturai Siuose
spektruose iSkraipyti ir vaizdinimui netinkami (4 pav.). Panasus rezultatai buvo gauti
tiriant kity, skirtingy tipy inksty akmeny chemine sudét;j ir struktira.

IR atspindZio spektry koregavimas atimant sklaidaus atspindZio dedamgjg,
nors ir leidzia pasiekti norimus rezultatus, reikalauja sudétingo spektry apdorojimo.
Toliau bus parodyta, kad inksty akmeny vaizdinimui naudojant FIR spinduliuote,
spektriné analizé gali buti supaprastinta. Taip yra todél, kad didesnio bangos ilgio FIR
spinduliuoté néra sklaidoma arba sklaidoma maziau nei maZesnio bangos ilgio MIR
spinduliuoté ir FIR atspindZio spektruose dominuoja veidrodinio atspindZzio dedamoji.
Tai reiskia, kad KKT vaizdavimas gali bati taikomas tiesiog uzregistruotiems spektrams,
be papildomo apdorojimo atimant sklaidaus atspindZio dedamajg. Spektriniy juosty

padétis ir forma FIR spektruose, suskaiCiuotuose pritaikius KKT vaizdavimg, gerai
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7 pav. Optinis inksty akmens, sudaryto i$ Slapimo rigsties ir kalcio oksalato monohidrato, vaizdas
(A) ir komponenty pasiskirstymo cheminiai Zemélapiai, sudaryti skaiciuojant charakteringy
spektriniy juosty integrinius intensyvumus FIR atspindZio spektruose (B, E) bei FIR spektruose,
suskaiciuotuose pritaikius KKT vaizdavima (D, E).

sutampa su spektrinémis juostomis eksperimentiniuose FIR sugerties spektruose
(6 pav.). Kalcio oksalato monohidratui ir Slapimo rugsciai charakteringos spektrinés
juostos atitinkamai yra ties 274 cm™ (deformacinis 0O=C-C=0 virpesys [34]) ir 472 cm™
(deformacinis N-H virpesys [35]).

Anksciau aptarto inksty akmens, sudaryto iS Slapimo ragsties ir kalcio
oksalato monohidrato, cheminiai Zemélapiai, sudaryti skaiCiuojant charakteringy
spektriniy juosty integrinius intensyvumus FIR atspindzio spektruose bei FIR spektruose,
suskaiCiuotuose pritaikius KKT vaizdavima, pavaizduoti 7 paveiksle. Matyti, kad
pastarieji cheminiai Zemélapiai (7pav. D, E) pasizymi dideliu kontrastu, komponentai
inksty akmens skerpspjlvyje gali buti gerai iSskiriami, o jy pasiskirtymas atitinka
koncentriniy Ziedy struktirg, matomg optiniame vaizde (7 pav. A ). Be to, Sie cheminiai
Zemélapiai gerai sutampa su 5 paveiksle pavaizduotais cheminiais Zemélapiais,
sudarytais skaiCiuojant charakteringy spektriniy juosty integrinius intensyvumus MIR

spektruose, suskaiCiuotuose panaudojant KKT, prieS tai atémus sklaidaus atpindzio
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8 pav. Optinis inksty akmens, sudaryto i$ Slapimo rhgsties ir kalcio oksalato monohidrato, vaizdas (A)
ir komponenty pasiskirstymo cheminiai Zemélapiai, sudaryti pritaikant HCA MIR atspindzio spektry
(B) ir FIR spektry, suskaiCiuoty pritaikius KKT vaizdavimg, grupavimui. Grupavimo rezultatus
atitinkantys spektrai pateikiami (D) ir (E) grafikuose. Spektrai, priskiriami atskiroms grupéms ir
atitinkantys triukSmus, néra pavaizduoti.

™

AtspindZio faktorius
AtspindZio faktorius

dedamajg. Panasis rezultatai buvo gauti ir tiriant dar septyniy skirtingy tipy inksty
akmeny chemine sudétj bei struktlra. Tai leidZia daryti iSvadg, kad veidrodinio
atspindzio FIR mikrospektrometrija yra tinkamas metodas Siurkstiems, spinduliuote MIR
spektrinéje srityje sklaidantiems bandiniams, tokiems kaip inkty akmeny skerspjaviai,
tirti.

Galiausiai, to paties inksty akmens, sudaryto is Slapimo rugsties ir kalcio
oksalato monohidrato, cheminiai Zemélapiai buvo sudaryti eksperimentinius MIR
atspindzio spektrus ir FIR spektrus, suskaiciuotus pritaikius KKT vaizdavimg, grupuojant
panaudojant HCA analize (8 pav.). Panaudojant HCA sudarytuose cheminiuose
Zemeélapiuose matomas komponenty pasiskirstymas gerai sutampa su optiniame vaizde
bei auksCiau pateiktuose cheminiuose Zemélapiuose, sudarytuose skaiCiuojant
charakteringy juosty integrinius intensyvumus (5 ir 7 pav.), stebima struktira. MIR
atspindzio spektrai, dél didesnio signalo-triukSmo santyko ir siauresniy spektriniy

juosty, yra labiau tinkami cheminiams Zemélapiams panaudojant HCA sudaryti — toks

26



cheminis Zemélapis yra didesnio kontrasto ir komponentai gali bati gerai iSskiriami.
Nors sudarant cheminius Zemélapius panaudojant HCA, prarandama kiekybiné
informacija, taciau, vaizdinimo procedira gerokai supaprastéja, kadangi metodas yra
maZiau jautrus spektriniy juosty formai ir papildomas spektry apdorojimas tampa
nereikalingas. Tai ypac palanku, kai mikrospektrometrijos taikymas FIR srityje néra

prieinamas.

Inksty akmeny vaizdinimo netiesinés optinés mikroskopijos metodu rezultatai

Inksty akmeny mikrostruktlrai nustatyti, jie buvo vaizdininami netiesinés
optinés mikroskopijos metodu, registruojant CARS, TPEF ir SHG signalus. Atitinkami
inksty akmens, sudaryto iS kalcio oksalato monohidrato ir struvito, vaizdai pateikti

9 paveiksle. Matyti, kad skirtingi komponentai akmenyje generuoja skirtingg optinj

SHG/mélyna
fluorescencija

Kalcio oksalato
monohidratas

SHG/mélyna fluorescencija
CARS/raudona TPEF CARS, padidintas
fluorescencija CARS/raudona fluorescencija vaizdas

9 pav. Optinis inksty akmens, sudaryto i$ kalcio oksalato monohidrato ir struvito, vaizdas (A) ir
spektriniai atvaizdai: (B) SHG/mélynos fluorescencijos intensyvumo, (C) TPEF intensyvumo, (D)
CARS/raudonos fluorescencijos intensyvumo, (D) sudétinis (B-D) minéty signaly intensyvumo.
Raudonas staCiakampis (A) Zymi akmens vietg, kuri buvo tiriama netiesinés optinés mikroskopijos
metodu. Mélynas staciakampis (D) Zymi CARS atvaizdo vietg, kurios padidintas vaizdas pateiktas (F).
Zymuo (B-E) atvaizduose — 200 pm.
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signala. Struvitas, dél savo necentrosimetrinés ortorombinés (Pmn2; = C,,’) kristalinés
struktlros generuoja intensyvy SHG signalg (pazyméta raudonomis rodyklémis 9 pav.
B). Tuo tarpu kalcio oksalato monohidratas akmenyje generuoja TPEF (9 pav. C) ir
fluorescencijos bangos ilgiy srityje Zemiau 399 nm (toliau — mélyna fluorescencija) ir ties
633-647 nm (toliau — raudona fluorescencija) signalus. Kadangi sinetinis mineralas Siy
signaly negeneruoja, greiiausiai jie yra salygoti pigmenty bei kity organiniy medziagy,
jsiterpusiy j kalcio oksalato monohidrato struktlirg akmeniui besiformuojant ir
suteikianc¢iy jam rudg spalvg (9 pav. A). Inksty akmens skerspjivyje taip pat buvo
aptiktos mazos (1-5 um dydzio) kristalinés struktlros, kurios generuoja CARS signalg
(9 pav. D, F). Iki Siol panasus dariniai nebuvo stebéti. Buvo nustatyta, kad tai Slapimo
ragSties kristalai, kurie jsiterpia j akmens struktirg jam besiformuojant. Analizuojant
sudétinj, visy generuojamy signaly vaizdg (9 pav. E) matyti, kad netiesiné optiné
mikroskopija leidZia atskirti skirtingus cheminius komponetus inksty akmenyje bei
stebéti jy mikrostruktara.

IS viso netiesinés optinés mikroskopijos metodu buvo tiriami 10 jvairiy tipy
inksty akmeny. Buvo nustatyta, kad optinius signalus, leidziancius atskirti vieng
chemininj komponentg nuo kito, generuoja dauguma daznai inksty akmenyse
aptinkamy medziagy — kalcio oksalato monohidratas, Slapimo ragstis, struvitas,
apatitas. Vis délto, metodas néra tinkamas norint akmenyje atskirti du kalcio oksalato
hidratus — mono- ir dihidratg. Amorfinis kalcio fosfatas, kurio akmenyse buvo
identifikuotas IR spektrinés mikroskopijos metodu, taip pat nebuvo aptiktas netiesinés

optinés mikroskopijos metodu.

Slapimo nuosédy analizé

Inksty akmeny cheminés sudéties ir strukturos tyrimai yra svarbus siekiant
iSsiaisSkinti akmenligés priezastis, inksty akmeny augimo veiksnius bei norint pacientui
paskirti atitinkamg gydyma. Ankstyvai akmenligés diagnozei ir prevencijai yra tiriamos
rizikos grupéje esanciy pacienty Slapimo nuosédos. Dabar naudojamas optinés
mikroskopijos metodas néra patikimas, ypa¢ kai tiriamos netipinio kristaliSkumo,

polikristaliniai ar amorfiniai dariniai. Siame darbe $lapimo nuosédos buvo tiriamos IR
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10 pav. Optiniai skirtingos morfologijos Slapimo nuosédy vaizdai (kairéje) ir atitinkami IR sugerties

spektrai, uzregistruoti IR pralaidumo mikroskopijos metodu (deSinéje); spektriné analizé rodo, kad
abi nuosédos sudarytos is struvito.

spektroskopijos ir spektrinés mikroskopijos metodais. Dviejy skirtingos morfologijos
nuosédy kristaly optiniai vaizdai bei atitinkami IR sugerties spektrai, uzregistruoti IR
pralaidumo mikroskopijos metodu, pavaizduoti 10 paveiksle. Pastaryjy analizé leido
nustatyti, kad abi nuosédos sudarytos i tos pacios medZziagos - struvito. Tai parodo, kad
optiné mikroskopija néra patikimas metodas cheminei Slapimo nuosédy sudédiai
nustatyti.

Slapimo nuosédy tyrimui jy cheminei sudéciai nustatyti, buvo palyginti trys
skirtingi IR spektrometrijos metodai: IR pralaidumo spektriné mikroskopija, mikro-ATR ir
makro-ATR. Slapimo nuosédos, sudarytos i§ struvito ir organiniy medZiagy matricos
(baltymy ir lipidy), optinis vaizdas ir IR, mikro-ATR ir makro-ATR spektrai pavaizduoti
11 paveiksle. Nors spektry signalo-triukSmo santykis skiriasi, nuosédos cheminé sudétis
galéjo buti nustatyta bet kuriuo is trijy budy. Kitavertus, juos lyginant matyti, kad visi jie
skiriasi: IR sugerties spektruose, uzZregistruotuose IR pralaidumo spektrinés

mikroskopijos ir mikro-ATR metodais, stebimos spektrinés juostos, budingos tiek
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11 pav. Optinis Slapimo nuosédos, sudarytos i$ struvito ir organinés matricos, vaizdas ir jos IR
sugerties spektrai, uZregistruoti IR pralaidumo mikroskopijos (A), mikro-ATR (B) ir makro-ATR (C)
metodais.

struvitui, tiek organinei matricai; tuo tarpu makro-ATR metodu uzZregistruotame spektre
dominuoja tik struvitui badingos spektrinés juostos. Kadangi pries kiekvieng matavimg
ta pati nuoséda buvo perkeliama nuo vieno prietaiso prie kito, buvo registruojama ne ta
pati jos dalis. Be to, perkélimas neiSvengiamai sglygoja dalies bandinio praradima.
Norint taikyti pralaidumo metodg, tam, kad neblty stebimas sugerties
jsisotinimas, bandinio storis neturi virSyti 10 um storio. Tai reiskia, kad Slapimo
nuosédos turi bati suspaudzZiamos ir sutraiSkomos tarp dviejy stiklo ploksteliy ar optiniy
langeliy. Pirmuoju atveju, bandinj perkeliant nuo plokstelés ant spektry registravimui
tinkamo optinio langelio, dalis bandinio bus neiSvengiamai prarasta. Kitavertus,
nuosédy iSkart spaudziant tarp optiniy langeliy, jie pazeidziami ir jy naudojimo laikas
tampa ribotas. Taikant ATR metodus, specialus bandinio paruoSimas néra reikalingas,
todél jy taikymas yra patogesnis. Kaip matyti 11 paveiksle, makro-ATR spektras yra
triukSmingesnis nei mikro-ATR spektras. Tai gali blti paaiskinama tuo, kad nuoséda

nepadengia viso makro-ATR elemento ploto (2x2 mm), todél j jutiklj patenka
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spinduliuoté, kuri nesgveikavo su bandiniu. Siame darbe buvo nustatyta, kad, nepaisant
mazesnio signalo-triukSmo santykio, makro-ATR metodu galima tirti nuosédas, kuriy
dydis yra ne maZesnis nei 100x100 um. Mikro-ATR metodu buvo uZregistruoti
15x10 um dydzio Slapimo nuosédy IR sugerties spektrai. TaCiau, yra parodyta, kad
inksty akmenlige serganciy Zmoniy organizme formuojasi didesnio dydZio ir labiau
linkusios agreguotis nuosédos nei sveiky Zzmoniy organizme [36,37]. Kadangi makro-ATR
metodo, prieSingai nei mikro-ATR, taikymas nereikalauja sudétingos ir brangios
aparaturos, jis yra tinkamiausias pasirinkimas Slapimo nuosédy cheminei sudéciai tirti
klinikinése laboratorijose.

Siame darbe buvo istirti 68 sveiky, 151 rizikos grupés ir 76 inksty akmenlige
serganCiy Zmoniy Slapimo nuosédy bandiniai. Pirmuoju atveju, tik 23 tirtuose
bandiniuose buvo rasta nuosédy, kuriy dydis nevirSijo 270 um. Didzioji dalis Siy
nuosédy buvo sudarytos i$ Slapimo rugsties dihidrato ir organiniy medziagy (baltymuy,
lipidy). Rizikos grupéje esanciy Zmoniy Slapimo nusédos, kuriy buvo rasta 127
bandiniuose, buvo pastebimai didesnés (iki 800 um dydzio). Nors didZioji dalis jy taip
pat buvo sudarytos i$ Slapimo ragsties dihidrato ir organiniy medziagy, taip pat buvo
aptiktos ir kalcio oksalato monohidrato bei jvairiy forfaty (struvito, brusito) nuosédos.
Visuose tirtuose serganciy inksty akmenlige Zmoniy Slapimo bandiniuose buvo rasta
nuosédy ir 73 % atvejy bent vienas jose aptiktas komponentas sutapo su to paties
paciento inksty akmens sudétimi. Sie rezultatai parodo, kad IR spektrometrija yra
tinkamas metodas Slapimo nuosédy cheminei sudéciai tirti siekiant anksti diagnozuoti

inksty akmenlige.

Inksty akmeny ir Slapimo nuosédy analizés iSvados
1. Inksty akmeny morfologiné analizé suteikia informacijos apie jy formavimosi
procesus, o detalesné informacija gaunama nustacius specifiniy morfologiniy
struktdry, tokiy kaip kalcio oksalato dihidratas, cukrozé ar kraujas, esanciy ant

akmeny pavirsiaus, chemine sudétj Ramano sklaidos spektrometrijos metodu.
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. 1Ssami inksty akmeny cheminés sudéties analizé IR spektrometrijos metodu gali
bati atliekama tik panaudojant spinduliuote MIR ir FIR spektrinése srityse. IStyrus
403 inksty akmeny chemine sudétj, buvo nustatytas jy pasiskirstymas pagal
tipus: kalcio oksalato inksty akmenys - 61 %, , Slapimo rugsties - 26 %, struvito -

10 %, brusito - 2 %, apatito — 1 %.

. MIR veidrodinio atspindZio spektriné mikroskopija inksty akmeny vaizdinimui
gali buti efektyviai taikoma tik tuomet, (I) kai, pries atliekant spektry korekcijg
KKT metodu, atsizvelgiama j sklaidaus atspindZio jtaka ir jo dedamoji atimama is
uzregistruoty spektry; (ll) kai cheminiy Zemélapiy sudarymui panaudojama HCA

analize.

. FIR veidrodinio atspindzio spektriné mikroskopija inksty akmeny vaizdinimui gali
bati efektyviai taikoma tik atlikus spektry korekcija KKT metodu, kadangi
sklaidaus atspindZio jtaka Sioje spektrinéje srityje yra maza ir papildomas spektry

apdorojimas néra reikalingas.

. Netiesiné optiné mikroskopija, kuomet registruojami CARS, TPEF ir SHG signalai,
gali bati taikoma inksty akmeny cheminei sudéciai ir mikrostruktirai nustatyti.
Skirtingi komponentai akmenyse generuoja skirtingus optinius signalus, todél gali

bati identifikuojami.

. Visi trys IR spektrometrijos metodai — pralaidumo, makro-ATR ir mikro-ATR — yra
tinkami kristaliniy, netipinio kristaliSkumo, polikristaliniy bei amorfiniy Slapimo
nuosédy cheminei sudédciai nustatyti; be to, yra pranasesni nei dabar Siam tikslui
naudojama optiné mikroskopija. Makro-ATR metodas, kuriuo gali bati
registruojami didesniy nei 100 um dydZio nuosédy spektrai ir kuriam
nereikalinga sudétinga aparatura, yra tinkamas metodas taikymams klinikinéje

praktikoje.
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7. IStyrus 76 akmenlige serganciy Zmoniy inksty akmeny ir Slapimo nuosédy
chemine sudétj, nustatyta, kad 73 % atvejy bent vieno komponento juose

cheminé sudétis sutampa. Visiskas sutapimas buvo stebétas 41 % Siy atvejy.
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Virpesinés spektrometrijos taikymai biologiniy skysciy tyrimams

Trecdiajame disertacijos skyriuje aptariami virpesinés spektrometrijos
taikymai biologiniy skysciy tyrimams: maZos koncentracijos medziagy aptikimui ir
identifikavimui kiino skysc€iuose (Slapime, kraujyje, asarose ir pan.) SERS spektrometrijos
metodu bei vézZiniy inksty audiniy diagnostikai atliekant tarplastelinio skysCio IR
spektrometrine analize. Pirmuoju atveju, skyriuje aprasoma bandiniy paruoSimo SERS
eksperimentui problematika bei galimi sprendimo budai, pateikiama detali metabolito,
aptinkamo kdno skysciuose ir svarbaus ligy diagnostikai — Slapimo rlgsties — SERS
spektry analizé, taip pat atliekant teorinius molekuliy struktlros bei virpesiniy spektry
skai¢iavimus tankio funkcionalo teorijos artinyje. Antruoju atveju, aptariami
kompleksinés cheminés sudéties tarplastelinio skysCio bandiniy spektrinés analizés
vézio diagnostikai ypatumai. Skyriuje pateikiami rezultatai buvo paskelbti trijose

disertantés ir bendraautoriy publikacijose.

Slapimo rigsties aptikimas vandeniniuose tirpaluose: eksperimentiné dalis

SERS substratams ruosti buvo pagaminti trys skirtingy formy sidabro
nanodaleliy koloidiniai tirpalai: (I) redukuojant AgNO; natrio citratu, kuomet tirpale
gaunamos jvairiy formy nanodalelés [38], (lI) redukuojant AgNO; hidroksilamino
hidrochloridu, kuomet tirpale gaunamos sferinés nanodalelés [39] ir (lll) askorbo
ragStimi paveikiant tirpalg, su sidabro agregacijos centrais (angl. seed), kuomet tirpale
gaunamos prizmés formos dalelés [40]. Siekiant padidinti nanodaleliy koncentracija,
pagaminti koloidai buvo centrifuguojami 30 min. (RCF=10400xg). IS 100 ml pradinio
tirpalo buvo gaunama apie 20 ml koncentrato.

Slapimo rigsties vandeniniai tirpalai buvo gaminami tirpinant $lapimo
ragSties miltelius distiliuotame vandenyje ir, siekiant padidinti tirpumg, jlasinant 2 %
NaOH tirpalo. Mazy koncentracijy tirpalai buvo ruosiami distiliuotu vandeniu skiedziant
1 mM koncentracijos Slapimo ragsties tirpala.

Substratai SERS matavimams buvo ruoSiami lasinat 23 ul koncentruoto

koloidinio tirpalo ant stiklinés plokstelés, padengtos aliuminio oksido sluoksiu, ir
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leidziant 9 lasams i$dziuti kambario temperataroje (23° C), uZdaroje 23 cm x 8 cm X
x 9 cm dydZzio dézéje. Ant taip paruosty substraty, buvo lasSinami Slapimo rigsties
tirpalai ir taip pat iSdZiovinami, o prieS atliekant matavimg, papildomai nuplaunami
distiliuoto vandens srove. Tokiy bandiniy SERS spektrai buvo registruojami FT-Ramano
sklaidos spektrometru (MultiRAM, Bruker Optik GmbH), Zadinant Nd:YAG lazerio 1064
nm spinduliuote.

Teoriniai Slapimo rugsties molekulés, jos tautomery bei anijony ir penkiy Ag
atomy rinkinio geometrijos ir virpesiniy spektry skaiciavimai buvo atlikti Gaussian
programiniu paketu, naudojant B3LYP tankio funkcionalg bei 6-311++G(d,p) ir LANL2DZ
bazines funkcijas. Nustacius stabiliausias (maZiausios energijos) Slapimo ragsties
molekulés struktiras vakuume ir vandenyje (homogeniskoje dielektrinéje terpéje), is jy
ir Ag atomy rinkinio buvo sudaryti kompleksai. Optimizavus jy geometrijg bei radus
maZziausios energijos kompleksus, buvo skaiCiuojami jy virpesiniai spektrai, kurie buvo

lyginami su eksperimentiniais SERS spektrais.

Slapimo rigsties aptikimas vandeniniuose tirpaluose: SERS substraty paruogimo
metodikos jvertinimas

Siame darbe, maZos koncentracijos $lapimo rigsties aptikimui vandeniniuose
tirpaluose SERS metodu, bandinio Zadinimui buvo naudojama 1064 nm bangos ilgio
spinduliuoté. Kadangi Sioje spektrinéje srityje stebima vandens OH valentiniy virpesiy
treCiojo virstonio sugertis, dél kurios Ramano sklaidos intensyvumas mazéja, bandiniai
buvo dZiovinami. Siekiant iSvengti koloidinius tirpalus dziovinant dazZniausiai susidrancio
nanodaleliy Ziedo (angl. coffee-ring), substratams ruosti buvo parinktas maZiau nei
jprastai naudojamas stiklas drékininantis aliuminio oksido pagrindas ir uzdara déze,
kurioje stebimas drégmeés lygis. Didesnis pavirSiaus drékinimo kampas lase salygoja
silpnesnes vidines sroves, dél kuriy nanodalelés migruoja link krasty [41]. Be to,
dZiovinimas uzdaroje dézéje leidzZia sudaryti dregmés gradientg lasy dziGvimo aplinkoje.
Dél santykinai mazos 29 % pradinés drégmeés, vyksta greitas vandens garavimas, o tai
sglygoja pradinés lasy krasty padéties fiksavimasi [42] — dZilstant nesikeiCia lasy

diametras, bet keiciasi aukstis. Véliau, drégmei padidéjus iki 58 — 60 %, garavimas
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sulétéja, todél nesusidaro stiprios vidinés srovés, nesancios nanodaleles j lasy krastus
[42]. 18dZiovinty bandiniy optiniai vaizdai bei lasy skerpjlvyje uzregistruoty devyniolikos
1 mM koncentracijos Slapimo ragsties vandeninio tirpalo SERS spektry analitinio

stiprinimo faktoriaus [43] vertés, suskai¢iuotos deformaciniy C-N ir ploksStuminiy Ziedo
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f
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2.0x10°
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Analitinis stiprinimo faktorius

5.0x10°

0.0

5 10 15

Tasko numeris
12 pav. (A) Optiniai substraty, pagaminty i$ skirtingy formy nanodaleliy koloidy, vaizdai: kairéje —
jvairiy formy, vidurje — nanoprizmiy, desinéje — sferiniy. Taskai ties substraty skerpjlviu nurodo
Slapimo ragsties SERS spektry registravimo pozicijas. (B) Analitinio stiprinimo faktoriaus vertés
kiekviename iS matuoty tasky, suskaiciuotos Slapimo rigsties deformaciniy C-N ir plokStuminiy
Ziedo virpesiy juostai ties 500 cm™.

virpesiy juostai ties 500 cm™, pavaizduoti 12 paveiksle. Skai¢iavimuose buvo
naudojamas 65 mM koncentracijos Slapimo rugsties vandeninio tirpalo Ramano sklaidos
spektras. Matyti, kad, naudojant i$ jvairiy formy ir sferiniy Ag nanodaleliy koloidy
pagamintus substratus, visame bandinio skerspjluvyje gaunamos panasSios analitinio
stiprinimo faktoriaus vertés, jy standartinis nuokrypis nuo vidurkio yra ne daugiau nei
30%. IS Ag nanoprizmiy koloido pagamintuose substratuose, nanodalelés néra

pasiskirsc€iusios tolygiai, todél ir stiprinimo faktoriaus vertés yra didesnés bandinio
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centre nei krastuose. Sie substratai taip pat nepasizyméjo rezultaty atsikartojamumu.
Tolesnei Slapimo rugsties vandeniniy tirpaly analizei buvo pasirinkti i$ jvairiy formy Ag

nanodaleliy koloidy pagaminti substratai.

Slapimo rigsties aptikimas vandeniniuose tirpaluose: SERS spektry analizé
Jvairiy koncentracijy Slapimo rigsties vandeniniy tirpaly SERS spektrai,
uzregistruoti naudojant is jvairiy formy Ag nanodaleliy koloidy pagamintus substratus,

pavaizduoti 13 paveiksle. Kaip matyti, intensyvus sklaidos signalas gali buti

SERS signalo intensyvumas

Ramano poslinkis, cm™’
13 pav. Slapimo rigsties vandeniniy tirpaly SERS spektrai uiregistruoti naudojant substratus,
pagamintus i$ jvairiy formy Ag nanodaleliy koloido: (A) 10° M, (B) 10° M, (C) 10°® M.

registruojamas net tuomet, kai Slapimo rugsties koncentracija vandeniniame tirpale
siekia 10 M. Kadangi realiuose biologiniuose skys&iuose $lapimo ragsties koncentracija
yra apie 10° — 10* M, toks signalo stiprinimas ir metodo jautrumas yra pakankamas,
kad galéty buti taikomas Sio metabolito aptikimui.

Kiekybinei analizei atlikti svarbu uztikrinti pagaminty substraty stiprinimo
faktoriaus atsikartojamuma. Nors Siame darbe dziovinant koloidiniy tirpaly lasus
specifineémis, auksciau aptartomis sglygomis buvo jmanoma pasiekti dalinai tolygy
sidabro nanodaleliy pasiskirstymg substrate, taciau nepavyko uztikrinti gero skirtingy

substraty atsikartojamumo. Tai matyti 13 paveiksle, kur pilkai nuspalvintos sritys Zymi
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— Eksperimentinis spektras
— B3LYP/LANL2DZ
Ramano poslinkiy kalibravimo konstanta - 0,94

SERS signalo intensyvumas

Ramano poslinkis, cm™
14 pav. (A) Stabiliausio Slapimo rigsties tautomero ir penkiy Ag atomy komplekso struktlra;tamsiai
mélyna — azotas, tamsiai pilka — anglis, raudona — deguonis, Sviesiai pilka — vandenilis, Sviesiai
meélyna — sidabras; mélynos rodyklés nurodo deformacinio N-H virpesio atomy poslinio vektorius,
geltona rodyklé — dipolinio momento vektoriy. (B) Eksperimentinis 1mM koncentracijos Slapimo
rdgsties vandeniniame tirpale SERS spektras (virSuje) ir suskai¢iuotas komplekso Ramano sklaidos

spektras (apacioje).

SERS spektry intensyvumo variacijas. Vis délto, grieztas koloidy lasy dZiovinimo aplinkos
sglygy kontroliavimas galéty buti naudojamas substratams, kuriy stiprinimo faktorius
atsikartoja, ruosti.

Kadangi Slapimo rlgsties Ramano sklaidos ir SERS spektrai skiriasi, norint
identifikuoti SERS spektrines juostas, svarbu suprasti, kokios sgveikos vyksta tarp
molekulés ir sidabro nanodaleliy. Didele jtaka spektriniams pokyciams daro tai, kad
Slapimo rugsties molekulé tautomerizuojasi vandiniuose tirpaluose ir arti metaly
pavirsiaus [44]. Todél, buvo atlikti stabiliausio molekulés tautomero, prisijungusio prie
sidabro atomy klasterio, teoriniai struktdros ir virpesiniy spektry skai¢iavimai (14 pav.).
Nors atliekant tokius skai¢iavimus néra jskaitomas elektromagnetinis Ramano sklaidos

stiprinimo mechanizmas, spektrinéje srityje nuo 1740 cm™ iki 900 cm™ buvo stebétas
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geras sutapimas tarp eksperimentiniy ir teoriniy spektry, atlikta spektriniy juosty
interpretacija (14 pav. B). MaZesniy bangos skaiciy srityje stebimi skirtumai tarp
spektriniy juosty intensyvumy gali bati paaiskinti pavirSiaus atrankos taisyklémis,
galiojan¢iomis SERS spektrams: (I) labiausiai stiprinami tie virpesiai, kurie vyksta
statmenai sidabro pavirSiui (14 pav. A), (ll) nestiprinami tie virpesiai, kurie vyksta
lygiagreciai sidabro pavirsiui. Gauti rezultatai leidzia teigti, jog skirtumai tarp Slapimo
ragSties Ramano sklaidos ir SERS spektry yra stebimi tiek dél molekulés struktiros
pokyciy tirpale bei arti metalo pavirSiaus, tiek dél adsorbcijos, tiek dél skirtingo

stiprinimo faktoriaus skirtingoms spektrinéms juostoms.

Tarplgstelinio skyscio tyrimai: eksperimentiné dalis

Pritarus Vilniaus regioninei etikos komisijai (leidimo nr.: 158200-15-803-312),
inksty audiniy bandiniai buvo gauti iS Vilniaus universitetiniy kliniky Santariskiy
ligoninés Urologijos skyriaus po dalinés, paprastos ar radikalios nefraktomijos operacijy.
Tarplastelinio skysCio bandiniai buvo ruoSiami prispaudziant sveiko ar véZinio audinio
dalj prie spektrometro ,Alpha“ (Bruker Optik GmbH) ATR elemento ir, jg atitraukus,
leidZiant skyscCiui iSdzZitti kambario temperatiroje. Buvo registruojami taip paruosty
bandiniy IR sugerties spektrai. Atlikus jy bazinés linijos tiesinimg, vektorinj normavima ir
suskaiCiavus pirmajg iSvestine, spektrai buvo analizuojami panaudojant HCA ir
principiniy komponenty analize (angl. principal component analysis — PCA). HCA
rezultatai pateikiami dendrogramose, kur artimiausios grupés yra suskirstytos taip, kad
jy krastiniai elementai buty panasiausi [45]. PCA analizés rezultatai pateikiami pirmy

dviejy principiniy komponenty projekcijy grafike.

Tarplgstelinio skyscCio tyrimai: spektrinés analizés rezultatai
Siame darbe buvo analizuoti 84 pacienty inksty audiniy tarplastelinio skys¢io
bandiniy IR sugerties spektrai. Analizés rezultai buvo lyginami su histopatology

iSvadomis apie vézinio audinio piktybiSkuma (G indeksg) (1 lentelé).
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1 lentelé. Inksty audiniy tarplastelinio skysCio bandiniy skirstymas pagal véZio piktybisSkuma (G
indeksg), atsizvelgiant j histopatology iSvadas.

Audinio tipas Bandiniy Pastabos
skaicius
Sveikas audinys 84
1 bandinys — chromofobiné inksto Igsteliy
G1* 11

karcinoma

2 bandiniai — papiliné, 2 bandiniai —
*
G2 44 multilokaliné cistiné, 1 bandinys -
chromofobiné inksto Igsteliy karcinoma

G3* 23 1 bandinys — epitelio ir strumos auglys, 1
bandinys — papiliné inksto Iasteliy karcinoma
Inksty angiomiolipoma 1
Inksty onkocitoma 4
Pielonefritas 1

*Visi augliai buvo diagnozuoti kaip Sviesiy lgsteliy karcinoma; iSskirtiniai atvejai paminéti Pastabose.
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15 pav. Sveiky (apacioje) ir véZiniy (virSuje) inksty audiniy tarplastelinio skysCio IR sugerties
spektrai. Raudona linija Zymi visy spektry vidurkj, o pilka sritis — spektry intensyvumo pokycius tarp
bandiniy.
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Visi sveiky ir véziniy audiniy tarplastelinio skysCio IR sugerties spektrai pateikiami 15
paveiksle. Raudona linija Zymi visy spektry vidurkj, o pilka dalis — spektry intensyvumo
pokycius tarp bandiniy. Matyti, kad didZiausi skirtumai tarp sveiky ir véZiniy audiniy
tarplastelinio skys¢io IR sugerties spektry yra 1200-890 cm™ spektrinéje srityje, kurioje
stebimi angliavandeniy valentiniai C-O ir deformaciniai CHO grupiy virpesiai. Trys
spektrinés juostos ties 1152, 1080 ir 1022 cm™ véZiniy audiniy tarplastelio skyséio IR
sugerties spektruose yra priskiriamos glikogenui ir gali bati laikomos patikimu inksty
vézio spektriniu Zymeniu. Yra parodyta, kad veéZiniy audiniy (ir ypa€, Sviesiy lgsteliy
karcinomos) lgstelés yra linkusios savo citoplazmoje intensyviai kaupti glikogena kaip
gliukozés atsargas tam, kad galéty iSgyventi esant maisto medziagy trikumui ar
anaerobinémis sglygomis [46]. Tai, jog glikogenas stebimas tarplastelinio skys¢io IR
sugerties spektruose parodo, kad bandinyje taip pat yra ir paciy lIasteliy bei
vidulastelinio skyscio, iStekéjusio iS pjluvio metu pazeisty Igsteliy.

Statistiné spektry analizé leidZia geriau suprasti rysius tarp skirtingy bandiniy
grupiy. Dendrograma, sudaryta pagal sveiky ir véZiniy audiniy tarplastelinio skyscio IR
sugerties spektry HCA analizés rezultatus, pavaizduota 16 paveiksle A. Joje gerai
iSskiriamos dvi pagrindinés Sakos, () sudarytos isS sveiky (pazymeéta Zalia spalva) ir (Il)
vézZiniy (pazyméta geltona, oranZine arba raudona spalva, priklausomai nuo

piktybiskumo) audiniy tarplastelinio skyscio IR sugerties spektry. Tai, kad Sias dvi grupes
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16 pav. Dendrograma (A) ir pirmy dviejy principiniy komponenty projekcijy grafikas (B), sudaryti
atitinkamai pagal sveiky ir véZiniy audiniy tarplastelinio skyscio IR sugerties spektry HCA ir PCA
analizés rezultatus.
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sudarantys spektrai sudaro mazesnes subgrupes parodo, kad skirtingy pacienty audiniai
ir jy spektrai skiriasi. Sie skirtumai salygoja ir tai, kad 1l $akoje nestebimas grupavimasis
pagal naviko piktybiskuma, nors G1, G2 ir G3 grupéms priskiriamy véZziniy audiniy
tarplastelinio skyscCio spektry vidurkiy analizé parodé, kad charakteringy glikogeno
spektriniy juosty intensyvumas didéja, didéjant G indeksui. Dendrogramoje matyti, kad
trys sveiko audinio spektrai yra priskiriami véziniy audiniy grupei. Tai gali buti
paaiSkinama tuo, jog Siuose spektruose, kaip paaiskéjo po detalesnés jy analizés,
dominuoja lipidy spektrinés juostos. PCA analizé taip pat leido gerai atskirti sveiky ir
véziniy audiniy tarplastelinio skysCio IR sugerties spektrus. Tai matyti pirmy dviejy

principiniy komponenty projekcijy grafike (16 pav. B).

Biologiniy skyscCiy analizés isvados
1. RuoSiant substratus mazos koncentracijos Slapimo rugSties aptikimui
vandeniniuose tirpaluose SERS spektrometrijos metodu, dziovinant koloidy lasus
buvo gautas dalinai tolygus sidabro nanodaleliy pasiskirstymas. Substraty
skerspjuviuose registruoty SERS spektry analitinio stiprinimo faktoriaus verciy

vidutinis nuokrypis nuo vidurkio - apie 30 %.

2. Panaudojant dZiovintus jvairiy nanodaleliy koloidy substratus, pavyko
uzregistruoti SERS spektrus bandiniy, kuriuose Slapimo rugsties koncentracija
buvo 10° M. Atlikus $lapimo rugsties molekulés ir jos tautomery, prisijungusiy
prie sidabro atomy, struktlros ir virpesiniy spektry skaic¢iavimus, nustatyta, kad
skirtumai tarp Slapimo ragsties SERS ir Ramano sklaidos spektry gali buti

paaiskinami molekulés tautomery susidarymu bei jy adsorbcija ant sidabro.

3. Analizuojant inksty audinio tarplastelinio skyscCio IR sugerties spektrus nustatyta,
kad véZio aptikimui tinkami spektriniai Zymenys yra 1200-890 cm™ srityje ir yra
priskiriami glikogeno valentiniams C-O ir deformaciniams CHO grupiy virpesiams.
Atlikus Sios spektrinés srities HCA analize, metodo jautrumo ir specifiSkumo

vertés yra atitinkamai 91 % ir 96 %.
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Summary

Rapid advance in biology and medicine leads to an increasing demand of
knowledge about chemical composition and structure of related molecular compounds,
their function and response to changing environment. Vibrational spectroscopy has
been increasingly used for this purpose. It provides information about vibrational
modes in sample molecules and is a standard method for determination of chemical
composition, molecular structure and intermolecular interactions. Versatility of sample
preparation methods, possibility to analyze small samples provided by coupling the
spectrometers to microscopes and the fact that no labelling is needed to obtain
contrast makes vibrational spectroscopy extremely attractive for studies of biological
samples: from small molecules to complex structures of proteins, from biological fluids
to cells and tissues.

Many scientific research nowadays is based on a thought that vibrational
spectroscopy could also be useful for early diagnostics of diseases. It allows detecting
alterations in biochemistry of cells, tissues, biological fluids, etc. caused by various
pathologies. Due to sensitivity of vibrational spectroscopy, these alterations could be
discovered earlier than with any other currently available chemical or spectroscopic
method. When experiments are performed according to protocol and under constant
conditions, vibrational spectroscopy can also provide objective and operator
independent results. In addition, availability of fiber optics and the fact that vibrational
spectra can be recorded in a fraction of seconds opens up a possibility for diagnosis in
vivo.

Despite the potential of vibrational spectroscopy methods and a vast
amount of laboratory research being carried out, application of vibrational
spectroscopy in routine biomedical tests is still episodic. There are several reasons for
this. Firstly, for the method to be approved in medical practice, it has to produce
certain values of sensitivity and specificity, go through reliability tests and clinical trials.
With lack of close cooperation between medics and scientists, this is a difficult task to
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accomplish. Secondly, analysis of biological samples is challenging in itself due to issues
related to sample preparation and spectral analysis. Normally, they contain a mixture of
macromolecules which all contribute to the resultant spectrum causing spectral bands
to overlap and broaden. While such spectra contain vast amounts of information that
can be used for diagnostic purposes, their analysis by simply evaluating peak positions,
intensities and half-widths usually gives little use; particularly, when the spectral data
set is large. Therefore, data pre-processing algorithms and multivariate statistical
analysis for data reduction and classification is necessary. Furthermore, samples of
various nature and in various environments require consideration of the most suitable
approach for their analysis. Solid biological samples, such as urinary stones, often
require use of infrared (IR) microscopy in specular reflection mode which yields
Reststrahlen spectral bands in the recorded spectra. This method allows obtaining
information about both chemical composition and structure of samples as, unlike other
techniques, does not require sample grinding. On the other hand, specular reflectance
spectra require complex mathematical processing before both qualitative and
guantitative analysis can be performed. Standard Kramers-Kronig transform is rarely
applicable due to issues related to acquisition of spectra, sample homogeneity and
surface roughness. Alternatively to the specular reflection IR microspectroscopy,
Raman scattering methods could be applied. While this technique requires no sample
preparation, fluorescence background is a common issue when biological samples are
analyzed. In addition, due to low yield of Raman scattered photons, spectral acquisition
time is long.

Low efficiency of Raman scattering also prevents it from applications in
detection of small concentrations of substances in solutions, such as biological fluids.
This can be overcome by using signal enhancement by metal nanoparticles — surface
enhanced Raman scattering spectroscopy. The challenge for this method to be used in
clinical practice lies in achieving reproducibility and selectivity when biological fluids of
complex compositions are analyzed.

Finally, despite the fact that complementary use of vibrational spectroscopy

techniques provides the best perspectives for their practical applications, they are often
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viewed at as separate and competing techniques. This limits their acceptance among

other routine methods.

Goals and tasks of the thesis
Responding to the challenges highlighted above, the main goal of this thesis

is complementary application of vibrational spectroscopy and microspectroscopy

methods for analysis of biomedical samples - urinary stones, urinary deposits and

biological fluids. The work is focused on adapting the methods and data analysis
techniques to obtain reliable and repeatable results. To achieve this goal, the following
tasks were formulated:

1. Apply and evaluate potential of vibrational spectroscopy and microspectroscopy
techniques for comprehensive morphochemical analysis of human urinary stones.

2. Apply and evaluate potential of infrared spectroscopy and microspectroscopy for
chemical analysis of urinary deposits.

3. Explore enhancement effects of various drop-dried colloidal substrates with
differently shaped silver nanoparticles and find optimal experimental conditions for
detection traces of uric acid in aqueous solutions by means of surface enhanced
Raman scattering (SERS) spectroscopy and perform assignment of the SERS spectral
bands by means of density functional theory calculations.

4. Perform infrared spectral analysis of extracellular fluid taken from healthy and
tumor kidney tissue during nephrectomy surgery for identification of spectral

markers of cancer.

Statements of the thesis
1. Specular reflection IR microspectroscopy in MIR and FIR spectral region can be

efficiently used for chemical imaging of solid, rough surface samples such as human

urinary stones only when specific spectral pre-processing is performed.

2. Epi-detected non-linear optical imaging provides chemically sensitive information
concerning microstructure of urinary stones at lateral resolution higher than 1 um.
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3. Macro-ATR IR spectroscopy is found to be superior method to conventional optical

microscopy for determining chemical composition of atypical crystal, poly-crystal

and amorphous urinary deposits.

Semi-quantitative analysis of uric acid in biological fluids by means of colloidal SERS
with detection limits down to 10° M is possible only when special drop-drying

technique is used for preparation of the substrates.

Statistical multivariate analysis applied to IR spectral bands of glycogen in the
spectral region of C-O stretching vibrations allows differentiating between healthy

and cancerous kidney tissue with sensitivity up to 91 %.

Novelty and relevance of the results

Complementary use of vibrational spectroscopy techniques has the best prospects
for practical biomedical applications due to their versatility regarding sample size,
aggregation state or concentration.

In this work we show for the first time that for solid samples, such as urinary
stones, diffuse reflection influence has to be taken into account for reliable
qualitative and semi-quantitative analysis using specular reflection IR
microspectroscopy. This can be done either by subtracting the diffuse reflection
component from the specular reflection spectra or by applying FIR radiation for the
analysis.

Despite the fact that nonlinear optical microscopy has been mostly used for
analysis of tissues and lipid structures, the method is suitable to determine both
chemical composition and microstructure of wurinary stones for more
comprehensive pathogenesis of urolithiasis.

The only currently applied method for early diagnosis of urolithiasis — optical
microscopy of urinary deposits — is unreliable both in detecting the deposits and

determining their chemical composition. Macro-ATR IR spectroscopy is found to be
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superior method for determining chemical composition of atypical crystal, poly-
crystal and amorphous urinary deposits.

e Possibility to obtain quantitative information about low concentration substances
in solutions (or biological fluids) by means of SERS is of great importance if the
method is going to be used in clinical practice. We show that for detection of uric
acid by colloidal SERS technique it is possible only when special drop-drying
technique is used for preparation of the substrates
e IR spectroscopic analysis of extracellular fluid is a new, never before applied

method for differentiation of healthy and cancerous tissue.

Main results

Results of the analysis of urinary stones and urinary deposits

In this work, human urinary stones were analyzed by means of vibrational
spectroscopy. Complementary use of methods such as IR absorption spectroscopy, IR
specular reflection microspectroscopy, Raman spectroscopy and nonlinear optical
microscopy, was implemented for the first time. Visual inspection of the stones by
optical stereomicroscopy allowed obtaining information about their growth processes.
For instance, papillary surface is typical to stones that formed attached on a surface in
the urinary system, while smooth, glossy surface is caused by rubbing between multiple
unattached stones confined in the same anatomical site in urinary tract. Specific
morphological features suggesting last stages of stones’ growth were additionally
analyzed by Raman scattering microscopy which revealed chemical composition of
minor components in urinary stones such as sucrose, COD or blood.

IR absorption spectroscopy in the MIR and FIR spectral regions allowed
determining complete chemical composition of 403 urinary stones. The results reflect
prevalence of different types of stones in Lithuania: calcium oxalate stones — 61 %, uric
acid stones — 26 %, struvite stones - 10 %, brushite stones - 2 % and apatite stones - 1

%. While these results correlate well with observations in other countries such as
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Germany or the USA, the percentage of calcium oxalate stones is lower and the
percentage of uric acid stones — unexpectedly high.

IR specular reflection microspectroscopic imaging was used to deduce both
the chemical composition and structure of urinary stones simultaneously. In the MIR
spectral region, the method can only be effectively used if diffuse reflection influence is
taken into account. Specular reflection spectra that are affected by the diffuse
reflection require modification of the experimental spectra — subtraction of the diffuse
reflection component — prior application of Kramers-Kronig transform to convert
Reststrahlen spectral bands to absorbance bands. Only then chemical images can be
created by integrating areas under the characteristic calculated bands. Such chemical
images have higher contrast and boundaries between different components in the
stones can be determined more precisely. Otherwise, HCA analysis can be used to
group raw specular reflectance spectra and create the chemical images. Despite the
fact that quantitative information is lost, the analysis procedure is much simpler and
the HCA chemical images correspond well with the chemical images created by
integrating areas under the characteristic calculated bands. When FIR radiation is used
for the chemical imaging, the diffuse reflection influence is significantly diminished and
Kramers-Kronig transform can be directly used to convert Reststrahlen spectral bands
to absorbance bands. High contrast images can be created by calculating integral
intensities of such converted characteristic spectral bands.

Nonlinear optical microscopy (CARS, TPEF and SHG signals are recorded) was
used to determine chemical composition and microstructure of urinary stones. It was
determined that different chemical constituents of urinary stones can be well
discriminated in the multimodal images by the optical signal they generate. For
instance, TPEF, blue and red fluorescence were generated by COM, intense CARS signal
and TPEF — by uric acid and SHG signal - by struvite. However, neither COD nor ACP
could be discriminated from COM. Apatite, on the other hand, generated both red
fluorescence and blue fluorescence, as well as green TPEF signal which were more
intense than those generated by COM and thus clearly distinguishable. These five

chemical components constitute the majority (93.5 %) of human urinary stones. One
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advantage of the method over the previously proposed IR specular reflection
microspectroscopy is its speed - the images can be captured in less than an hour. In
addition, high lateral resolution allows revealing hidden information about the
microstructure of the stones.

For early diagnosis of urolithiasis, analysis of urinary deposits in the urine of
high risk urolithiasis patients is crucial. Optical microscopy is currently the only method
used for this purpose, however, this method is not reliable to determine chemical
composition of atypical crystal, poly-crystal and amorphous deposits. In this work we
show that IR transmission microspectroscopy, macro-ATR and micro-ATR spectroscopic
methods are suitable to determine chemical composition of such formations. While
crushing of the deposits is necessary in order to obtain the transmission spectra, the
ATR methods do not require any additional sample preparation. Furthermore, micro-
ATR spectra of deposits as small as 15x10 pm in size could be recorded. On the other
hand, ease of use and availability of the portable IR spectrometer with macro-ATR unit
makes the method more attractive for routine measurements. High quality macro-ATR
spectra of urinary deposits larger than 100 um could be recorded.

Analyzing chemical composition of urinary deposits and urinary stones of
urolithiasis patients, it was determined that at least one component is common both in
the deposits and in the stones in 73 % of the cases of the 76 patients investigated. In
41 % of those cases, a complete match of chemical composition was observed. The

level of correlation varied depending on the type of the stones.

Results of the analysis of biological fluids

In this work, analysis of biological fluids was performed for diagnostic
purposes. Low concentration uric acid aqueous solutions were analyzed by means of
colloidal SERS spectroscopy. For experimental setup with 1064 nm excitation laser,
liguid agueous solutions cannot be analyzed due to water absorption (third overtone of
OH stretching vibration). Therefore, drop-dried colloidal substrates using Lee-Meisel,
Leopold-Lendl and Aherne et al. colloids, containing differently shaped, spherical and

prism shaped nanoparticles respectively, were produced. Nearly uniform spread of the
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nanoparticles across the area of the drop was achieved which, in turn, led to relatively
small variance (approx. 30 %) in analytical enhancement factor across the drops’
diameter. Such substrate preparation could eventually lead to creation of reproducible
self-assembled layers of nanoparticles which could then be used for reproducible SERS
enhancement and quantitative analysis.

The most uniform and providing the highest enhancement SERS substrates
produced by using the Lee-Meisel colloid allowed detecting uric acid in aqueous
solutions of concentrations down to 10°® M. Density functional theory calculations of
uric acid tautomer — five-atom silver cluster complexes allowed correct assignment uric
acid spectral bands in SERS spectra. Differences between Raman and SERS spectra of
uric acid can be mainly explained by tautomerization of the molecule and its bonding to
the silver surface.

Analysis of extracellular fluid taken from healthy and cancerous kidney tissue
was performed by means of IR spectroscopy. It was determined that IR absorption
spectra of the extracellular fluid contain spectral markers, mainly assigned to glycogen,
which can be used for reliable differentiation between normal tissue and cancer.
Application of HCA and PCA analysis methods to the spectral region where the glycogen
bands are located allowed better evaluation of relationship between samples: dried
extracellular fluid films can be reliably separated into two groups corresponding to the

tissue type. Sensitivity and specificity values of the HCA are 91 % and 96 % respectively.

Conclusions

Conclusions of the analysis of urinary stones and urinary deposits
1. Morphological examination of urinary stones provided both valuable information
about their growth processes and some clue on what path further vibrational
spectroscopic analysis should take. Specific morphological features suggesting
last stages of stones’ growth were additionally analyzed by Raman scattering
microscopy which revealed chemical composition of minor components in

urinary stones such as COD, sucrose or blood.
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. Comprehensive chemical analysis of urinary stones by means of IR spectroscopy
is only possible when both MIR and FIR radiation is used. After performing IR
spectroscopic analysis of 403 urinary stones, distribution according to their type
was determined: calcium oxalate stones — 61 %, uric acid stones — 26 %, struvite

stones — 10 %, brushite stones - 2 % and apatite stones - 1 %.

. Specular reflection microspectroscopic imaging of urinary stones in MIR spectral
region can be effectively used only if (I) modification of the experimental spectra
— the subtraction of the diffuse reflection component — is performed prior
application of KKT to convert Reststrahlen spectral bands to absorbance bands

or () HCA is used to group the spectra and create the chemical images.

. Specular reflection microspectroscopic imaging of urinary stones in FIR spectral
region allows suppressing influence of diffuse reflection. KKT can be directly used
to convert Reststrahlen spectral bands to absorbance bands without any

additional pre-processing.

Epi-detected nonlinear optical microscopy, when CARS, TPEF and SHG signals are
recorded, can be used to determine chemical composition and microstructure of
urinary stones. Different constituents of urinary stones can be well discriminated

according to the optical signal they generate.

IR transmission microspectroscopy, macro-ATR and micro-ATR spectroscopic
methods were shown to be suitable to determine chemical composition of
atypical crystal, poly-crystal and amorphous urinary deposits and are superior to
the conventional optical microscopy. The fact that high quality macro-ATR
spectra of urinary deposits larger than 100 um could be recorded and that the
method does not require sophisticated equipment, makes it attractive for

applications in clinical practice.
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7. High correlation between chemical composition of urinary deposits and urinary
stones obtained from the same urolithiasis patients was observed. At least one
common component was found both in the deposits and in the stones in 73 % of
the cases of the 76 patients investigated. In 41 % of those cases, a complete

match of chemical composition was observed.

Conclusions of the analysis of biological fluids

1. For detection of metabolites in biological fluids, drop-dried colloidal substrates
using Lee-Meisel, Leopold-Lendl and Aherne et al. colloids containing nanoparticles
of different shapes were produced. Nearly uniform spread of the nanoparticles
across the area of the drop was achieved which, in turn, led to relatively small
variance (approx. 30 %) in analytical enhancement factor across the drops’

diameter.

2. The SERS substrates produced by using the Lee-Meisel colloid allowed detecting
uric acid in aqueous solutions of concentrations down to 10°® M. DFT calculations of
uric acid tautomer — five-atom silver cluster complexes allowed correct assignment
uric acid spectral bands in SERS spectra. Differences between Raman and SERS
spectra of uric acid can be mainly explained by tautomerization of the molecule and

its bonding to the silver surface.

3. IR absorption spectra of dried ECF taken from kidney tissue contain reliable spectral
markers, mainly assigned to glycogen, capable of differentiating between healthy
and tumor tissue. Results of the HCA of the spectra show that the spectra of
healthy and tumor tissue films can be reliably separated into two groups. Sensitivity

and specificity values of the method are 91 % and 96 % respectively.
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