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Ivadas

Slapimo piislés vézys — tai liga, kuomet $lapimo pisléje formuojasi piktybiniai navikai. Sie
susirgimai labiau biidingi vyrams, nes yra diagnozuojama net 4 kartus dazniau nei moterims. Dazniausiai
Si liga diagnozuojama vyresniems nei 50 mety asmenims. Pagal statistinius duomenis, jeigu nustatomas
ankstyvos stadijos Slapimo ptslés vézys ir yra skiriamas tinkamas gydymas, net penkerius metus iSgyvena
daugiau nei 90% ligoniy, esant iSplitusiam véziui, kai stadija jau pazengusi — 46%, o atsiradus metastaziy
—tik 9% ligoniy iSgyvena iki penkeriy mety. Pacientams aptikus navikus, kurie yra jsiskverbe j raumeninj
sluoksnj ir giliau, 5% atvejy randama metastaziy [1]. Svarbu paminéti, kad ankstyvoje stadijoje, liga
dazniausiai yra besimptomé. Vienas pirmyjy simptomy, kuris atsiranda susirgus — Kraujo atsiradimas
Slapime, taciau jis gali buti aptinkamas ir dél cistito, akmenligés ar prostatos ligy. Moksliskai jrodyta, kad
pagrindiniai veiksniai, lemiantys Slapimo pislés piktybinio naviko susiformavima, yra rikymas, létinis ir

nuolatos besikartojantis Slapimo piislés uzdegimas.

Ligos diagnozavimui yra sukurta daugybé tyrimy jskaitant hemataurijg, kompiuterinés
tomografijos urografija (KTU), intravenine urografija (IVU), multiparametrinj magnetinj rezonansg bei
citoskopija. Kraujo Slapime (hemataurija) tyrimo metodas yra gana paprastas ir gali biiti atlickamas
bendrosios sveikatos patikrinimo metu, bet rezultaty patikimumas yra mazas, todél reikalingi tolimesni ir
sudétingesni testai. KTU pranaSumai, lyginant su IVU, ypac stebimi esant invaziniam Slapimo puslés
véziui ar virSutiniy Slapimo taky urotelio karcinomai. Tac¢iau KTU turéty buti taikoma tik pradinei véZzio
diagnostikai. Sio tyrimo atlikimas po nustatytos diagnozés, yra abejotinas, dél Zemo reikimingy radiniy
daznio [1-3]. Multiparametrinio magnetinio rezonanso pranasumas yra didesnis mink$tyjy audiniy
kontrastas bei tai, kad iSvengiama ap$vitos. Taciau pasak Europos urology asociacijos, multiparametrinio
magnetinio rezonanso reik§mé $lapimo puslés vézio diagnostikoje ir stadijos nustatyme kol kas néra

patikrinta ir patvirtinta patikimais moksliniais tyrimais [4].

Geras $lapimo ar $lapimo puslés nuoplovy tyrimas klinikingje praktikoje yra suprantamas, kaip
tyrimas, galintis padéti i1Svengti invaziniy diagnostiniy metody bei aptikti tuos piktybinius pakitimus,
kurie nebuvo uzfiksuoti vaizdiniais ar invaziniais tyrimais. Klinikinéje praktikoje yra taikoma keletas
Slapimo ir Slapimo piislés nuoplovy tyrimy, taciau kol kas idealaus tyrimo néra. Jy pritatkomumga apriboja
prastas jautrumas ir specifiSkumas, ypa¢ pirmose naviko stadijose [5-7]. Labiausiai klinikinéje praktikoje
naudojamas Slapimo pislés nuoplovy citologinis tyrimas atipinéms lgsteléms nustatyti. Tai yra didelio
jautrumo (84%) tyrimas, taciau tik tuomet, kai $lapimo pislés vézys yra G3 stadijos arba auksto
piktybiskumo. Slapimo piislés véziui esant G1 stadijos ar Zemo piktybiskumo, tyrimo jautrumas siekia tik
16% [8]. Todél siekiant efektyvaus pacienty gydymo, reikia sukurti nebrangy, neinvazinj, greitg ir

automatizuotg didelio jautrumo diagnostikos metoda.



Atlikti moksliniai tyrimai jrodo, kad virpesiné spektroskopija gali biiti naudojama tiksliam ir
dideliy i$laidy nereikalaujanc¢iam biologiniy audiniy bei skys¢iy Zymeny identifikavimui. Yra Zinoma, jog
Sios metodikos tinkamos ir naudojamos sveiky ir véziniy skydliaukés, plauciy, prostatos bei odos audiniy
zymeny aptikimui [9]. Sveiky ir véziniy audiniy lgsteliy biologiniai skirtumai nedideli, ta¢iau gali nulemti
labai skirtingus lasteliy metabolizmus. Vézio diagnozavimas bitent ir yra atliekamas remiantis véziniy
Iasteliy metabolizmo poky¢iu. Slapimo piislés nuoplovy cheminé sudétis véZziniuose ir sveikuose
audiniuose yra skirtinga, todél atlikus fiziking, cheming ir biologing $lapimo piislés nuoplovy analizg
galima nustatyti ar pacientas, kurio $lapimo pislés nuoplovos tiriamos serga véziu ar ne. Tokig analize

galima atlikti naudojant Ramano sklaida.

Susiduriama su problema, kad S$lapimo puslés nuoplovy bandinius sudaran¢iy molekuliy
koncentracija yra per maza, jog buty galima uzregistruoti kokybiskus §io bandinio Ramano sklaidos
spektrus. Taciau yra iSeitis, nes bandiniy, kuriose molekuliy koncentracija nedidelé, virpesinius spektrus
galima uzregistruoti pasinaudojus pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos (angl. surface enhanced
Raman scattering — SERS) metodu. SERS naudojamas kartu su koloidiniais sidabro (arba aukso)
nanodaleliy tirpalais. Jy pagalba gaunamas itin didelis Ramano skaidos signalo stiprinimas, o tirpaly

paruo$imas néra sudétingas ir nereikalauja dideliy islaidy.

Magistro baigiamojo darbo tikslas — taikyti pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos metoda

Slapimo piuslés vézio tyrimams.
Tikslui pasiekti iSkeltos uzduotys:

1. Uzregistruoti pacienty véziniy ir sveiky §lapimo ptslés nuoplovy SERS spektrus.
2. Atlikti uzregistruoty spektry statisting analizg, juos sugrupuoti j grupes véZinis/nevezinis.
3. Atlikti spektriniy juosty priskyrima molekuliniams dariniams ir nustatyti spektrinius véZzio

Zymenis.



l. Teoriné dalis

1. Slapimo piislés vézys
Slapimo pislés vézys atsiranda dél labai spartaus ,,issigimusiy® lasteliy augimo ir plitimo. VéZinés
lastelés susidaro pakitus genams, kurie ir lemia lasteliy augima. Slapimo puslés audinio véZzys
Siuolaikinéje medicinoje yra iSskiriamas ] kelias klases, pagal vézio vieta organizme, kilmés priezastis ir
fiziologines savybes organe. Bendrai iSskiriamos trys esminés Slapimo piislés vézio raSys: urotelio
karcinoma, ploki¢ialasteling karcinoma ir adenokarcinoma. Slapimo pislés vézys susidaro, kai mutuoja
Slapimo puslés gleivinés Igstelés, todél pagrindinés vézio rasys ir yra vadinamos pagal lasteles, kuriose

atsiranda piktybiniy (véziniy) pakitimy.

Dazniausial diagnozuojama S$lapimo puslés naviky rasSis yra pereinamyjy lasteliy (urotelio)
karcinoma (90-95% atvejy) [10]. Pereinamyjy lasteliy karcinomos pradzia fiksuojama inkstuose,
Slapimtakiuose ir Slapimo pisléje. Pastarosios Igstelés turi geb¢jima iSsiplésti, kai Slapimo piislé yra pilna,
ir susitraukti, kai ji licka tuscia, nes Sios lastelés yra iSklojusios visg Slapimo pislés, Slapimtakiy ir Slaplés
vidy. Pagal véZiniy Igsteliy diferenciacijos laipsnj urotelio karcinima yra i§skiriama dar i du tipus: | mazo
ir didelio diferenciacijos laipsnio. Véziniy lasteliy diferenciacijos laipsnis nustatomas mikroskopu istyrus
naviko biopsinés medziagos Igsteles. Diferenciacijos laipsnis naudojamas apibtdinti kaip labai vézinés
lastelés yra pakitusios, lyginant su tomis lgstelémis, i§ kuriy jos iSsivysté [11]. Kuo diferenciacijos
laipsnis didesnis, tuo naviko lgstelés yra maziau panasios j sveikgsias, pats navikas grei¢iau auga, liga vis
agresyvesné. Kuo diferenciacijos laipsnis mazesnis tuo naviko Igstelés labiau panasios j sveikasias, patys
navikai formuojasi 1é¢iau, o ligos eiga gali bliti mazo agresyvumo. Mazo diferenciacijos laipsnio (G1,
G2) pereinamyjy lasteliy karcinoma po gydymo gali ir pasikartoti, taciau labai retai iSplinta j Kitus
organus ar kuno dalis. Didelio diferenciacijos laipsnio (G3, G4) pereinamyjy lasteliy karcinoma po
gydymo labai daznai pasikartoja, yra reikalingas nuolatinis paciento stebéjimas, taip pat dazniau
pasitaiko, kad iSplinta j kitus organus, kiino dalis ir limfmazgius. Kitas Slapimo puslés vézio tipas,
plokséialasteliné karcinoma, kuri formuojasi i§ ploksciyjy lasteliy (sudaro 3—-7% atvejy). Daznu atveju
susidaro po ilgalaikés stiprios infekcijos ar nuolatinio dirginimo, pavyzdziui dél dazno ilgo kateterio
naudojimo [12]. Paskutinioji s§lapimo pislés vézio rusis — adenokarcinoma, kuri susidaro i§ liauky
lasteliy, kurios yra slapimo piislés gleivinéje. Adenokarcinoma sudaro tik 1-2% visy Slapimo piislés vézio
atvejy. Vézys iSplites ir pazeides Slapimo piislés gleivine, jsiskverbes | raumeninj pislés sienelés sluoksnj

arba isplites  netoliese esancius organus, vadinamas.

Véziniy Slapimo puslés audiniy lgsteliy cheminé sandara skiriasi nuo sveiky lasteliy. Visi navikai
yra genetiSkai unikaltis dél kiekviename naviko klone jvykusiy skirtingy mutacijy kiekio. Todél net ir ty

paciy naviky lastelés turi skirtingg morfologija bei fenotipg, ir skirtingai sgveikauja su naviky
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mikroaplinka. Kai navikas formuojasi, kuria sau palankig mikroaplinkg formuodamas kraujagysles, jis
sutrikdo imuning sistema, perorganizuoja kolageno gijy (angl. fiber branches) neuroninj tinkla, kad
uzsitikrinty kelius i$plitimui. Atlikti tyrimai parodé labai didele jtaka daugumos terapijy efektyvumui bei
tokios unikalios sgveikos svarbg bendram naviko piktybiskumui [13]. Vézio atsiradimo ir vystymosi metu
naviko mikroaplinkos komponentas tarplasteliné matrica (angl. extracellular matrix — ECM) patiria
strukttirinius pokycius [14]. ECM sudaro specifing erdvine struktiirg - tinklg, kuriame jsitvirtina naviko
lastelés. ECM pagrindas yra sudarytas i§ baltymo kolageno gijy. Tokia matricos sandara pakinta esant
atitinkamoms Zmogaus organizmo patologijoms, bei tvirty audiniy navikuose. D¢l to, Slapimo pislés
patologiniy bikliy identifikavimui itin svarbu atpazinti kolageno gijas ir detaliai kiekybiskai jas
charakterizuoti.

Tyrimy metu taip pat pastebéta, kad tabako riikymas yra svarbiausias §lapimo piislés vézio rizikos
veiksnys. Net daugiau nei 50% pacienty serganciy $lapimo piislés véziu yra rikantys [16-18]. Rukanciy
Slapime kaupiasi kenksmingos cheminés medziagos, kurios dazniausiai sukelia $lapimo piisles epitelio
lasteliy DNR mutacijas. Rizika, susijusi su elektroninémis cigaretémis, néra tinkamai iStirta, taciau
rikanciy Slapime aptikti kancerogenai, kurie gali lemti §lapimo puslés vézio iSsivystyma [18]. Aromatiniy
aminy, policikliniy aromatiniy angliavandeniliy ir chlorinty angliavandeniliy poveikis yra antras pagal
svarbg Slapimo pislés véZzio rizikos veiksnys, kuris sudaro apie 10% visy atvejy. Profesinis poveikis
dazniausiai pasireiSkia pramonés jmonése, kurios apdoroja dazus, metalg ir naftos produktus [15].
ISsivyscCiusiose pramonés jmonése $i rizika buvo sumazinta laikantis darbo saugos gairiy, todél darbuotojy

rizika i$sivystyti $lapimo piislés véziui nebéra didesné nei bendros populiacijos [15-16].

2 Ramano sklaida

Ramano sklaida — tai fotony netampri sklaida medziagoje. Sis sklaidos rii§is yra apibidinama
kvantinés mechanikos sklaidos teorija, bet pagrindinius désnius galima paaiskinti Klasikinés mechanikos
teorijos pagalba [19]. Elektrinio lauko svyravimai, kai | molekule krinta monochromatiné

elektromagnetiné banga, aprasomi lygtimi:
E = E cos wt, 1)
Tada molekuléje indukuojamas dipolinis momentas, iSreiskiamas lygtimi:
u=ak, (2)
¢ia @ — molekulés poliarizuojamumas.

Daugiaatomés molekulés virpa 3N-6 normaliyjy virpesiy (N — atomy skaicius). Tokie virpesiai

apibiidinami harmoniniu artiniu pagal formulg:

Q = Qo COS wmt, 3



¢ia m — normaliojo virpesio numeris. Tuomet molekulés poliarizuojamumas priklauso nuo visy 3N-6
virpesiy koordinaciy. Jeigu normaliyjy virpesiy pusiausviryjy atstumy aplinkoje, poliarizuojamumag o

i8skleidziame Teiloro eilute, gaumame:
da
a=a0+2manQm+'” (4)

Galima matyti, kad indukuotas dipolinis momentas molekuléje kinta ir wo dazniu, ir wo + wm dazniais.

Indukuoto dipolinio momento iSraiska tuomet atrodo taip:

Hing = adoEowt + ;;—am QmEo[cos(wg — wm)t + cos(wy + wp)t] + -+ (5)

Sioje lygtyje pirmasis narys nusako nepakitusio daznio antrinj dipolinj spinduliavima, kuris vadinamas
Reiléjaus (Rayleigh) sklaida. Antrasis ir treCiasis nariai suteikia informacijg apie neelasting padidéjusio ir
sumazéjusio daznio sklaida, atitinkamai vadinamas Ramano Stokso bei Ramano anti-Stokso sklaida.
DazZniausiai Ramano sklaidos eksperimentuose yra registruojama Ramano Stokso sklaida, kadangi ji
intensyvesné uz Ramano anti-Stokso sklaidg. Anti-Stokso sklaida vyksta i§ suzadinty virpesiniy lygmeny,
0 juy uzpilda yra mazesné. Ramano sklaidos intensyvumas yra 10’ - 10° karty maZesnis nei Zadinancios
spinduliuotés intensyvumas, 0 zadinimui reikia galingo monochromatinio Saltinio. Tokj reikalavima

atitinka lazeriai, todél dazniausiai jie ir yra naudojami Ramano sklaidos eksperimentuose. [19].

3 Pavirsiaus sustiprinta Ramano sklaida (SERS)

Brity kilmés chemikas Martin Fleischman, padedant kolegoms, 1972 metais atrado pavirSiaus
sustiprintos Ramano sklaidos (SERS) reiskinj [19]. Tyrimy metu, kuomet ant elektrocheminiu budu
SiurkStinto elektrodo pavirSiaus tyrinéjo piridino molekulés adsorbcija, pastebéjo, kad piridino molekulés
Ramano sklaidos intensyvumas yra sustiprinamas net keliomis eilémis. I§ pradziy mokslininkai nesuprato
ir negaléjo paaiskinti stiprinimo prigimties, todél galvojo, kad signalo intensyvumas didéja dél ant
aktyvuoto elektrodo pavirSiaus padidejusios adsorbuoty piridino molekuliy koncentracijos. Taciau po
penkeriy mety, 1977 metais literatiiroje atsirado pirmosios publikacijos literatiiroje, buvo aptariami
pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos paaiSkinimai. Dvi atskiros tyréjy grupés pateike skirtingus
modelius, kurie aiskino stiprinimo prigimtj. Sie modeliai yra vadinami kriivio pernaos ir
elektromagnetiniu modeliu. Tokie stiprinimo mechanizmai realiuose SERS eksperimentuose yra labai
svarbiis, todél stiprinimo efektas turi bati aiSkinamas abejais modeliais: ir elektromagnetiniu, ir krivio

pernasos.



3.1  Kriivio pernasos modelis
PavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos reiSkinys gali buiti aiSkinamas pasitelkiant kriivio

pernasos komplekso tarp metalo pavirSiaus ir tiriamosios molekulés susidarymag [19]. Toks kompleksas
susidaro ir yra stebimas retai, nes ant metalo pavirsiaus reikalinga tiriamosios molekulés chemisorbcija
turi biiti pakankamai didelé. Ramano sklaidos signalo stiprinimui kravio pernasos svarba daznai yra neitin
didele, nes dauguma molekuliy su metalo pavir§iumi nesudaro cheminiy rysiy. Siuo modeliu galima
paaiskinti tik nedidele dalj Ramano sklaidos signalo stiprinimo efekto. Tokio stiprinimo faktoriaus verté
gali i8augti net iki 100 karty, nes naujai susidarantys kravio pernasos kompleksai tarp molekulés ir metalo

stipriai jj veikia. Tod¢l Sio modelio atskiro i§samaus nagrin€jimo nebus.

Dar vienas svarbus efektas — pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos kontinuumo, Kkuris
pasireiskia dél kravio pernasos. Kontinuumas, tai pastovus fonas, stebimas SERS spektruose, kuris gali
buti aiSkinamas molekulés ir pavirSiaus plazmony sgveika [20], taciau iki $iol dar néra nustatyta, kaip jj

panaikinti.

3.2  Elektromagnetinis modelis

Elektromagnetinis modelis tiria Sviesos, kuri sklinda kaip banga, elektrinio lauko poveikj metalo
pavirsiuje ir paaiskina, kodél Ramano sklaidos signalas yra stiprinamas. Tokiu modeliu yra nusakomas
spektriniy signaly stiprinimas, kuris stebimas ir tuomet, kai cheminis rySys tarp tiriamos molekulés ir
metalo pavirSiaus nestebimas. D¢l Sios priezasties yra labai svarbu atsizvelgti i elektromagnetiniu modeliu

aprasomus efektus, kai nagrinéjama pavirSiaus sustiprinta Ramano sklaida.

Elektromagnetinis stiprinimo modelis yra susijgs su elektromagnetinés bangos ir metalo
nanodaleliy pavir§iuje esanciy elektrony sgveika — pavirSiaus plazmony rezonansu. Paveikus metalo
nanodaleliy elektronus elektromagnetine banga, elektronai pradeda osciliuoti, t.y. sukeliamas elektrony
tankio fliuktuacijy sklidimas metalo pavir§iumi. Sios elektrony osciliacijos vadinamos pavirsiaus
plazmonais [21]. Nagringjant tokj modelj, kad biity papras¢iau, yra jvedamas dydis, kuris yra vadinamas
vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriumi (VELSF). Toks dydis parodo, kiek karty apibréZtame
erdvées taske padid¢ja elektromagnetinio lauko stipris dél metalo nanodaleliy. Norint apskai¢iuoti VELSF
yra randamas intensyvumy santykis, kuomet nagrinéjama erdvés sritis yra prie metalo pavirSiaus ir kai

nagrinéjamas taSkas néra Salia metalo pavirSiaus. VELSF galima apskaiciuoti pagal formule:

|E(r,w)|?

VELSF(r,w) = TR (6)



¢ia E(r, w) — elektrinio lauko stipris erdvés taske, kur yra lokalizuota tiriama molekulé, kai Salia
yra metalo pavirsius, Ep (r, w) - elektrinio lauko stipris tame paciame erdvés taske, kai Salia néra metalo
pavir$iaus. Vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktorius priklauso nuo spinduliuotés daznio w ir
lokalizacijos vektoriaus r. VELSF priklausomybé nuo bangos ilgio aukso ir sidabro metalams yra

pavaizduota grafiskai 1 pav [21].

o ' | ' T ]
2 L
A — Ag
o — Au
oy |
0. | . | . ! -
400 600 800

Bangos ilgis (nm)
1 pav. Aukso ir sidabro VELSF priklausomybé nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio (adaptuota
pagal [21])

Didesnés stiprinimo faktoriaus vertés gaunamos parinkus atitinkamas metaly nanodaleliy formas.
Stiprinimg paaiSkina indukuotas dipolis tam tikros formos dalelése. Taske, esanciame vir§ dalelés,
lauko stiprumas sumuojasi ir jj sudaro krintantysis bei dipolio sukurtas laukai. Didziausias
stiprinimo faktorius gaunamas trikampio formos dalelése, nes jy smailése kaupiasi krivis, taciau tokios
formos daleles sunku sukurti. Todél praktikoje daZzniausiai naudojamos sferinés dalelés. 2 pav.

pavaizduoti stiprinimo faktoriai sferinéms aukso ir sidabro daleles.
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2 pav. Sferiniy daleliy vietinio lauko intensyvumo stiprinimo faktoriaus priklausomybé nuo krintancios

elektromagnetinés spinduliuotés bangos ilgio. (adaptuota pagal [21])



Kadangi elektromagnetiné spinduliuoté sgveikauja su metalo pavirSiumi, vietinio elektrinio lauko
stiprinimo faktoriaus verté gali iSaugti net kelis kartus. Tokig sgveika galima paaiskinti nagrinéjant vienos
metalo nanodalelés sgveika su spinduliuote, kuri krenta j jg. Tiriamosios nanodalelés matmenys yra daug
mazesni uz Ramano sklaidg Zadinancios spinduliuotés bangos ilgj r << A, kur r — nanodalelés spindulys, o
J — spinduliuotés bangos ilgis. Todél spinduliuotés elektrinis laukas ties Kiekvienu bangos pusperiodziu
nanodalelés atzvilgiu yra laikomas vienaly¢iu. Kai nanodalelé saveikauja su vienalyc¢iu elektriniu lauku,

laidumo elektronai pavir$iuje persiskirsto, tokiu budu sukurdami nanodalelés elektrinj dipolinj moments.

Elektrinis laukas, kuomet sklinda banga, osciliuoja nanodalelés atzvilgiu, tai reiSkia, kad
elektrinio lauko kryptis kei¢iasi kas pusé periodo. Tuomet susidaro plazmonai — metalo nanodaleliy
pavirSiaus laidumo elektrony tankio osciliacijos. Kuomet elektrony debesélis iSeina i§ pusiausvyros
biisenos, skirtinguose nanodalelés pusése yra sukuriamas kraviy skirtumas, kuris aprasomas
osciliuojanciu vietiniu elektriniu dipoliu. Nanodalelés matmenys nedideli, todél indukuotojo dipolio
galuose elektrinio lauko linijos sutankéja. Tokiuose taskuose elektrinis laukas, kurj sukuria krintanti
spinduliuoté yra mazesnis uz krintancios spinduliuotés ir lokaliojo elektrinio lauko susumuota elektrinj
lauka. Dél to tiriamaja molekulg, kuri yra $alia nanodalelés, veiks stipresnis elektrinis laukas ir Ramano

sklaidos signalas bus didesnis uz molekulés, kuri yra toliau nuo nanodalelés [21].

Stipresnj suminj elektrinj lauka ir vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriy galima gauti, jei
yra tenkinama rezonanso salyga. Tokia salyga apraso formulé, kuri nusako metalo nanodalelés

indukuoto dipolio momentg (7):

« ( e(A)—eym )' (7)

e(M)+2ey

kur p — indukuotas dipolinis momentas, (1) — metalo nanodalelés dielektriné skvarba, o ey —

dielektrine skvarba aplinkos, kurioje yra nanodalelé.

Jei metalo, i$ kurio sudaryta nanodalelé, dielektriné skvarba yra du kartus didesné uz aplinkos,
kur ta nanodalelé patalpinta, dielektring skvarbg ir yra prieSingo Zenklo, tuomet galios rezonanso salyga,
stipriai padidés indukuotas dipolinis momentas ir iSaugs lokaliojo ir suminio elektrinio lauko stipriai. Jei
tenkinama rezonanso salyga, pats rezonanso daznis taip pat yra priklausomas nuo elektrony
efektyviosios masés, kriivio tankio, bendrojo kriivio ir nanodalelés dydzio Tokiai salygai esant, vietinio
elektrinio lauko stiprinimo faktorius verté gali iSaugti iki 10° - 10°. Tai sunku pasiekti, nes norint, kad
biity tenkinama rezonanso sglyga, reikia metalo, kurio dielektriné skvarba yra neigiama. Tam tinkami
tik keli metalai: varis, sidabras, auksas. Tokiy medziagy, kurios nepraleidzia spinduliuotés, dielektriné
skvarba yra kompleksinis dydis, kur reali dalis susijusi su dispersija, menama — apibtdina sugert].

Daznu atveju, pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos spektroskopijoje naudojami du metalai — auksas
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ir sidabras. Jy dielektrinés skvarbos priklausomybé nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio yra

pateikta 3 pav. [21].

Rele(2)]

me(i)]

s 1 . 1
400 600 800

Bangos ilgis (nm)
3 pav. Aukso ir sidabro menamos ir realios dielektrinés skvarbos priklausomybé nuo bangos ilgio.

(adaptuota pagal [21])

Aukso ir sidabro dielektrinés skvarbos realiosios dalys yra neigiamos bangy ilgiy
srityje 300 nm — 1000 nm, kaip parodyta 3 pav. Tai yra prieZastis, kodél Sie metalai nanodaleléje

nepriekaistingai tenkina indukuoto elektrino dipolio momento rezonanso salyga.

Biitina atkreipti démesj, kad tiriama molekulé yra sgveikoje ne su viena nanodalele, o su jy
sankaupomis. Svarbu atsizvelgti j efektus, kurie atsiranda dél $altinio elektromagnetinés spinduliuotés
kritimo j metalo nanodaleliy sankaupas. Stiprinimo faktorius priklauso nuo atstumo tarp nanodaleliy
sankaupose, todél tai yra vienas i§ efekty. Atstumas tarp nanodaleliy turi baiti labai optimalus, jei
sickiama gauti optimaly stiprinimg. Jei tarp nanodaleliy esantis atstumas yra labai mazas (<1 nm),
dalelés gali uzdengti viena kitg ir suformuoti vieng atskirg struktiira, kuriai atsiradus stiprinimo efektas
beveik nestebimas. Taciau, kai atstumas tarp nanodaleliy padidéja iki ~20 nm, stiprinimo efektas
mazéja. Toks reiSkinys atsiranda dél indukuotojo dipolio, kurj sukuria lokalus elektrinis laukas ir kuris
vis silpnéja, kai atstumas didéja. Didziausia stiprinimo verté fiksuojama, kai atstumas tarp nanodaleliy
yra vos didesnis uz vieng nanometrg. Taciau, kai atstumas yra optimalus, ijmanoma stebéti ir kitg efekta,
kuris vyksta tyrinéjant nanodaleliy sankaupas [21]. Nanodaleliy, kurios yra viena prie kitos, indukuotieji
elektriniai dipoliai sgveikauja tarpusavyje vienas kita sustiprindami. Sgveikaudami jy vietiniai
elektriniai laukai lygiai taip pat stipréja ir tarp suminio elektrinio lauko verté¢ iSauga dar stipriau. Toks

reiskinys yra vadinamas Suporuoty plazmony rezonansu, kur erdvés sritis, kuomet elektrinio lauko verté
11



yra pati didziausia — vadinama karStuoju taSku (angl. hot-spot). Tokio karStojo tasko vaizdavimas

brézinyje ir kaip VELSF priklauso nuo kritimo kampo, parodo 4 pav.

T ¥ I T T T T ¥ T
2x10° (b) | -
i ||
w 1x 105 | :
g || FWHM
> | |
5% 10% |- | | -
[
I
0 —
1 M | L | L 1 L |
-80 —-40 0 40 80
e (deq)

4 pav. Karstasis taskas (2); VELSF priklausomybé nuo kampo (b) (adaptuota pagal [21])

4.  PavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos registravimo metodai
Tyrimams yra naudojamos jvairios metodikos, pritaikytos specialiems eksperimentams ir
specifinéms molekuléms [22]. Yra trys pagrindinés pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos metodikos

[23]. Jos yra skirstomos pagal substratus, kurie naudojami taikant kiekvieng tokiy metodiky:

o Siurkstinto elektrodo pavirsius,
o Nanostruktiirizuoti metaliniai pavirSiai,

o Koloidiniai nanodaleliy tirpalai.

Elektrodo pavir§ius, substratas, kuris naudojamas pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos
elektrocheminiame taikyme. Siuo metodu (angl. electrochemical surface enhanced Raman scattering EC-
SERS) jvertinama tiriamy molekuliy adsorbcija, kuri reikalinga valdyti keiiant potenciala, Kai jis
perduodamas | elektroda. Molekuliy adsorbcijos kontrolé uztikrina didesnj eksperimento rezultaty
atsikartojamumg. Deja, metodikos pritaikymas yra sudétingas, nes yra reikalingi tiksliis ir brangis
elektronikos prietaisai, bei reikia gerai iSmanyti elektrocheminius procesus. Remiantis tokia metodika
registravimas gaunasi létas, dél paties substrato paruoSimo (elektrodo SiurkStinimo) proceso, kuris yra
sudarytas i$ keliy etapy. Dél sudétingumo ir ilgo pasiruosimo laiko tokia metodika yra naudojama reciau
nei kitos. Kiti, nanostruktiirizuoty metaliniy pavir§iy substratai yra gaminami metaly garinimo,
litografijos, savitvarkiy sluoksniy ar kitomis metodikomis [24]. Kadangi gamybos technologijos yra
sudétingos, tokie substratai yra brangts. Substratai struktiiriSkai pasikeicia, nes juos paveikia Zadinanti

lazeriné spinduliuoté. Pasekmé - visiSkas signalo iSnykimas arba keleta karty sumazejes signalas. Kita,
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gaminamy i§ koloidiniy nanodaleliy tirpaly, substraty grupé yra bene placiausia, nes literatiroje aprasyty
koloidiniy tirpaly paruo$imo budy skaiCius yra labai didelis. Dazniausiai yra naudojami miSiniai i$
bandinio ir koloidinio tirpalo, todél substraty i§ koloidiniy nanodaleliy tirpaly pagaminimas yra lengvas ir
greitas. Substraty paruoSimo procediira yra zymiai lengvesné ir pigesné uz nanostruktiirizuoty metaliniy
pavirsiy substraty ruoSimo procediirg ir trunka ne taip ilgai, kaip elektrodo pavirSiaus paruosimas. Galima
pasiekti ir virSyti stiprinimo faktoriy vertes, kurios gaunamos pasitelkiant nanostrukttirizuoty metaliniy
pavirsiy substratus, jei yra naudojami Sie substratai. Taip pat, galima paruosti jvairios sudéties, formy ir
dydziy nanodaleles. Tai leidzia atitinkamai tokius substratus panaudoti kiekvienai naudojamai spektry
registravimo sistemai. Jmanoma pakeisti ir plazmony rezonansg tenkinant] bangos ilg] keiciant
nanodaleliy dydj. Sferinés formos sidabro nanodaleliy dydis su plazmony rezonanso bangos ilgiu susietas

empirine (8) formule:

d = /24,01 + 100(Anqex — 385) + 4,9 (8)

¢ia d (nm) — nanodalelés skersmuo, Amax (NM) — bangos ilgis nusakantis koloidinio tirpalo sugerties
spektro maksimumo padétj. Si kalibraciné kreivé buvo jvertinta i§ eksperimentiniy duomeny remiantis
Mie sklaidos teorija [25]. Naudojantis ja yra nagrinéjamos ir optinés nanodaleliy savybés. Tokia teorija
yra apibréziama kaip ploksciosios bangos sklaida sferinémis dalelémis. Nanodaleliy optinés savybés
priklauso nuo keliy veiksniy, tokiy kaip nanodaleliy medziagos savybés, nanodaleliy dydis, forma, tankis
bei atstumas tarp daleliy. Kai kei¢iama nanodaleliy forma, galima pasiekti didesnj stiprinimg. Toks
reiSkinys yra aiskinamas kaip zaibolaidZio efektas elektrostatikos teorijoje, susijes su indukuoto dipolio
elektrinio lauko jégy linijy tankiu ir maZesniais uZ krintancios spinduliuotés bangos ilg] nanodalelés

matmenimis.

5. Nanodaleliy koloidiniai tirpalai
Sio eksperimento metu buvo naudojamas vienos riidies sidabro nanodaleliy koloidinis tirpalas.
Tirpalas buvo ruosiamas pritaikius literatiiroje pateikta nanodaleliy sintezés metodika, apraSyta pagal Lee

ir Meisel metodika.

Nanodaleliy sintezés procediiros skirstomos i dvi grupes: taip vadinamosios ,,i§ virSaus zemyn*
(angl. top-down) ir ,,i§ apacios aukstyn“ (angl. bottom-up) [25]. Pirmosios procediiry grupés atveju - i
dideliy cheminiy dariniy yra iSpjaunamos ar kitu bidu suformuojamos SERS metodikai reikiamo dydzio
nanodalelés, o antrosios procediiry grupés atveju i§ paprastesniy ir mazesniy dariniy cheminiy reakcijy

metu yra suformuojamos nanodalelés. Siame darbe buvo naudojama antroji procediiry grupé, nes
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nanodalelés buvo formuojamos i§ mazesniy cheminiy dariniy, jony, kurie yra vandeniniame tirpale, ]
didesnius darinius vykstant oksidacijos—redukcijos reakcijoms. Taip yra suformuojamos norimo dydzio ir
formos metalo nanodalelés. Koloidiniy tirpaly stabilumg lemia nanodalelés, kurios gali agreguotis ir
sudaryti nemazus spieCius arba vél skilti j smulkesnes dalis [25]. Galima to iSvengti stabilizuojant
nanodaleles sterinés arba elektrostatinés stabilizacijos metodais. Steriné stabilizacija gaunama prijungus
prie nanodaleliy pavirSiaus ilgy grandiniy polimerus, vadinamus surfaktantais. ElektrostatiSkai daleles
galima stabilizuoti prie jy pavirSiy prikabinant skirtingus jonus. Tada tie jonai iSsidésto aplink daleles, o
ju apvalkalai turintys tg patj kriivi dél elektrostatinés stiimos jégy nesuteikia galimybés daleléms priartéti
vienai prie kitos. Stai §i stabilizacija vadinama mechaniniu izoliavimu, o patys, i§ surfaktanty sudaryti
nanodaleliy apvalkalai, nereaguoja tarpusavyje, dél to tirpale nanodalelés nesgveikauja vienos su kitomis.

Abiejy nanodaleliy stabilizacijos metodai yra pateikti 5 pav.
a)

QU

5 pav. Sterinés (a) ir elektrostatinés (b) nanodaleliy stabilizacijos metodai koloidiniuose tirpaluose

(adaptuota pagal [25])

Nanodalelés turi unikaliy optiniy savybiy, nes sugeba suZadinti lokalizuotg pavirSiaus plazmony
rezonansg (angl. localized surface plasmon resonance — LSPR). Tai medziagos, kurios turi neigiamg
realig ir maza teigiamg menama dielektrine konstanty. Sis rezonansas — tai koherentiniai metalo
pavirSiaus elektrony virpesiai, suZadinti krintan¢ios Sviesos, kurios bangos ilgis sutampa su virpesiy
dazniu. Tai sglygoja ypac stipry Sviesos iSbarstyma ir absorbcija, todél medziagos, pasiZyminc¢ios LSPR,
gali buti naudojamos pavirSiaus sustiprintoje Ramano spektroskopijoje, tyrinéjant biochemines ir
chemines sgveikas. Nuo daleliy dydzio ir formos priklauso LSPR juostos padétis, aptinkama placioje
spektrinéje dalyje, regimosios Sviesos ir artimy ultravioletiniy (UV) diapazone. Sidabro nanodaleléms

LSPR galima aptinkti 300 — 1200 nm spektro dalyje.

PavirSiaus plazmony rezonansas gali susidaryti pavirSiuose, kurie pasizymi elektriniu laidumu ir
gali rezonuoti prie atitinkamo bangos ilgio. Regimosios ir NIR Sviesos regionuose SPR sudaro Ag, Au,
Cu, Li ir Al [18]. Naudojimui plazmonikoje yra svarbu pasirinkti metala, kuris gali sudaryti stipry SPR

prie tam tikro bangos ilgio. SPR stiprumui jvertinti yra jvedamas nasumo koeficientas Q [26]: didelés Q
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reikSmés reiSkia sudaromus stiprius pavirSiaus plazmony rezonansus, mazos reikSmés — silpnus.
Daugeliui plazmoniniy panaudojimy Q turéty buti didesnis nei ~10. Metaly, galinc¢iy sukelti LSPR,
nasumo koeficientai prie skirtingy bangos ilgiy yra suzyméti 6 pav. Matyti, kad metaly, kurie per didesnj
bangos ilgiy intervalg iSlieka pilkoje zonoje, kokybés faktorius yra didziausias. Sidabras pasizymi itin

stipriu LSPR ir turi didelj nasumo koeficienta atitinkamoje spektro dalyje nuo 300 iki 1200 nm.

Nasumo koeficientas Q

—a— Ag
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~ —¥— Cu
~ \}1’1\». L
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B S \\j
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4| —A— Pt
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Bangos ilgis, nm

6 pav. Metaly LSPR nasumo koeficientai. Tamsioje srityje parodyti naudojimui tinkamiausi Q.

(adaptuota pagal [26])
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1. Eksperimentas

1. Koloidinio tirpalo ruo$imui naudoti prietaisai ir medZiagos

Koloidinio tirpalo paruosimui naudojami Sie prietaisai: pipeté (Eppendorf), magnetiné maisyklé su
kaitinamuoju pagrindu (Thermo scientific, “Cimaerec”), laboratorinés elektroninés svarstyklés (Ohaus,

., Pioneer ), ledo vonelé, stikliniai indai.

Medziagos ir i§ jy pagaminti tirpalai, kurie buvo naudojami koloidiniy tirpaly paruo$imui:
distiliuotas vanduo, trinatrio citratas (NasCsHsO7), (Sigma-Aldrich), sidabro nitratas (AgNOs3), (Sigma-
Aldrich).

Tirpalas buvo ruoSiamas pritaikius literatiiroje pateikta nanodaleliy sintezés metodika. Sferiniy
nanodaleliy koloidinis tirpalas darbo metu buvo ruoSiamas pagal metodika, aprasyta Lee ir Meisel [28].
Pirmiausia 50 ml distiliuoto vandens jpilama j tus¢ig stiklinj inda, jame itirpinama 9 mg sidabro nitrato.
Tuomet indas su 5 - 10® M sidabro nitrato tirpalu dedamas ant magnetinés maisyklés su kaitinamu
pagrindu, kur greitai maiSant suSildomas iki virimo temperatiiros. Kaitinimo metu stiklinj indg geriau
laikyti uzdaryta, kad tirpalas neisgaruoty. Kuomet tirpalas pradeda virti, pipetés pagalba j indg su tirpalu
jlaginama 1 ml i§ anksto paruoito 1% trinatrio citrato tirpalo. Sio metodo pagalba trinatrio citratas
stabilizuoja metalo nanodaleles elektrostatiskai. Pagaminus tirpala, paliekamas kelioms valandoms virti,
kol tirpalas jgauna Zalsvai pilkg spalva. Tada stiklinis indas su nanodaleliy koloidiniu tirpalu nuimamas
nuo magnetinés maisyklés yra patalpinamas j ledinio vandens vonelg ir atvésinamas iki kambario
temperatiros. Kol nenaudojamas, tirpalas laikomas Saldytuve, kad buty sulétinti sidabro nanodaleliy
strukttiriniai poky¢iai ir kad kuo ilgiau pavykty iSlaikyti daleliy tinkamumg Ramano sklaidos signalo

stiprinimui.

2. Koloidiniy sidabro nanodaleliy tirpalo centrifugavimas
Pagal Siame darbe aprasyta metoda ruoSiamam koloidiniam tirpalui reikia naudoti mazos

koncentracijos tirpala, nes suformuoty sidabro nanodaleliy koncentracija jame yra labai nedidelé. Tai daro
jtaka SERS signalo stiprinimo faktoriui, nes nanodaleliy sankaupoms biidingi specifiniai efektai, tokie
kaip suporuoty plazmony rezonansas, kuris pasireiSkia nedaznai. Siekiant iSmatuoti koloidinio tirpalo
sugertj, reikia padidinti sidabro nanodaleliy koloidinio tirpalo koncentracija. Atitinkamas kiekis (apie 20
— 30 ml) paruosto nanodaleliy tirpalo centrifuguojamas apie 10 minuciy, sukant 9000 apsisukimy per
minute grei¢iu, veikiant daleliy iScentrine jéga. Siame darbe tai buvo atliekama naudojant centrifuga
Centrifuge 5804 (Eppendorf). Centrifuguojant dél iScentrinés jégos nanodalelés kaupiasi ant indo dugno.
Tuomet skaidrus pavirSiuje likes mazos koncentracijos tirpalas (supernatantas) létai nupilamas, o

sukoncentruotas likes tirpalas naudojamas sugerties matavimams.
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3.  Koloidinio tirpalo sugerties spektrai
Eksperimento metu ruoSto sidabro nanodaleliy koloidinio tirpalo charakterizavimui buvo

nagrin¢jamas $io0 tirpalo sugerties spektras 250 nm — 1100 nm srityje. Sugerties matavimui tirpalas buvo
ruoSiamas i§ Svieziai pagaminto, centrifuguoto koloidinio nanodaleliy tirpalo. Distiliuotu vandeniu 2:1
(vanduo:tirpalas) santykiu tirpalas yra praskiedZiamas. Analizuojant uzregistruotg spektrg, buvo

jvertinamas sugerties juostos maksimumo bangos ilgis, kuris atitinka plazmony rezonanso bangos ilgj.

4.  Bandiniy ruoSimas

Slapimo piislés nuoplovos SERS spektriniams tyrimams surinktos plaunant §lapimo takus
fiziologiniu tirpalu (pries biopsija) ir buvo perduotos spektrinei analizei i§ karto jas gavus. Visos Slapimo
puslés nuoplovos, kuriy analizé buvo atlikta darbo metu, buvo gautos i§ Vilniaus universiteto Santaros
kliniky.

Bandinio paruo$imo procedira tokia: pipete ant aliuminio folija dengtos stiklinés plokstelés
uzlaSinamas mazas $lapimo piislés nuoplovos lasas. Toks plokstelés pavir§ius buvo ruosiamas todél, kad
aliuminis gerai atspindi infraraudongja spinduliuote, krintancig j ja. Taip pat, aliuminio pavirSius yra
hidrofobinis, dél to koloido tirpalo laselis neiSsipleCia. Prie§ paruosSiant nanodaleliy sluoksnius ant
aliuminiu padengto stiklo, pagrindas buvo nuvalomas metanoliu, kad buty pasalintos nusédusios dulkés,
pirsty antspaudai ar kiti ne§varumai, nugule ant aliuminio folijos pavirSiaus. Tuomet bandinys paliekamas
i8dziati kambario temperatiiroje, UzlaSinamas koloidinio tirpalo lasas ir taip pat iSdziovinamas. Taip
substrato pavirSiuje susidaro ovalo formos bandinys, kurio krastuose registruojamas sustiprintos Ramano

sklaidos spektras.

5. Prietaisai spektry registravimui

Paruosto sidabro nanodaleliy koloidinio tirpalo sugerties spetras UV-VIS srityje buvo
registruojamas spektrofotometru Lambda 1050 (Perkin Elmer). Spektrofotometre naudojamas
spinduliuotés Saltinis — halogeniné lempa, o signalas uzregistruojamas PMT (fotodaugintuvo) jutikliu,
kurio jautrumo sritis ties 175 nm — 860 nm. Matavimo metu koloidinis tirpalas buvo talpinamas j 5 mm
storio kvarcinio stiklo kiuvete. Spektras buvo registruojamas 250 nm — 1100 nm spektrinéje srityje, kur

spektriné skyra 5 nm.

SERS spektrai buvo registruojami Furjé vaizdavimo (angl. Fourier Transform — FT) Ramano
spektrometru MultiRAM (Bruker). Ramano sklaidos signalo zadinimui bandinio vieta parenkama

naudojantis motorizuotu bandiniy staleliu, kurio judéjimag galima kontroliuoti programiskai arba
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mechaniskai. Eksperimenty metu naudojama 1064 nm (Nd:YAG) bangos ilgio lazeriné spinduliuoté.
Ramano sklaidos Zadinimui ir surinkimui naudojama 180° laipsniy geometrija. Lazeriné spinduliuoté
fokusuojama ir surenkama veidrodiniu objektyvu. Objektyvo priedélyje yra kamera (CCD jutiklis), kuria
stebimas bandinys ir parenkama bandinio pavirSiaus vieta, kurioje Zadinama Ramano sklaida.
Registravimo metu parinkta 4 cm™ skyra. Norint padidinti signalo ir triuk§mo santykj visi spektrai buvo
vidurkinami. Kiekvienas i§ spektry buvo registruojamas 200 karty (angl. 200 scans), o gautieji rezultatai

vidurkinami.
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I11.  Statistinés analizés metodai

1. Hierarchiné klasteriy analizé
Hierarchiniai klasterizavimo metodai — tai tokie klasterizavimo metodai, kuriais nustatoma bendra

visy klasteriy tarpusavio priklausomybiy struktiira. Sis metodas daZnai pateikiamas grafiskai naudojant
tam tikrg diagramg, vadinamg dendrograma, kuri parodo kiekvieno i$ klasteriy sarys$j bei tvarkg, Kuria
Kklasteriai buvo sujungti. Isskiriami keli pagrindiniai svarbiausi klasterizavimo etapai: klasterizavimo
objekty parinkimas; pozymiy, pagal kuriuos objektai bus klasterizuojami apibrézimas, panaSumo mato
nustatymas, objekty suskirstymas i klasterius ir gauto rezultato analizavimas. Objekty panaSumo matai
taip pat gali buti keli tipy. Dazniausiai naudojami yra metriniai atstumo matai, koreliacijos ir

asociatyvumo koeficientai.

Metodikos tikslumas diagnozuoti véZzinius atvejus buvo nustatytas atlikus klastering darbo metu
uzregistruoty spektry analize. Si analizé buvo atlikta naudojantis programoje OPUS jdiegta klasterinés
analizés funkcija. Spektry duomenys buvo analizuojami naudojant Ward algoritmg. Naudojant §j
algoritma, analizés pradzioje kiekvienas narys yra laikomas kaip atskira grupé (klasteris). Tada
analizuojamy nariy grupés yra jungiamos j didesnes grupes taip, kad biity minimizuotas kvadratinis
klaidos kriterijus (angl. sum of the squared error - SSE). Kvadratinis klaidos kriterijus aprasomas tokia

lygtimi:

] 2
SSE = Zﬁ'(:l ZXiECj dlS(cjr xi) (9)

kur K — grupiy (klasteriy) skai¢ius, C; — viena i§ grupiy, c¢; — JOS centras, x; — objektas, esantis grupéje,
dist(c; , xi) — Euklidinis atstumas tarp objekto ir klasterio centro. Analizé baigiama, kai visos grupés yra

sujungiamos ] vieng bendrg grupe.

2.  Pagrindiniy komponenciy analizé

Pagrindiniy komponenciy analizé (PCA - Principal Component Analysis) yra naudojama, norint
sumazinti duomeny dimensiSkumg ir kuo didesne¢ dispersija, juos tiesiSkai transformuojant bei atmetant
gautus komponentus, kuriy maza dispersija [29]. Pagrindiné Sios analizés idéja yra sumazinti duomeny
skai¢iy atliekant tiesing transformacija, kuri padeda atmesti dalj po transformacijos atsiradusiy kity
komponenciy, su maza dispersija. Pirmiausia ieSkoma kryptis, kur dispersija yra didZiausios vertés. Tokia
kryptis yra vadinama pirmgja pagrindine komponente. Ji eina per centrinj duomeny taska. Visy tasky

vidutinis atstumas iki $ios tiesés yra minimalus, t. y. §i tiesé¢ yra kiek galima arciau visy duomeny tasky.
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Antrosios pagrindinés komponentés asis taip pat eina per centrinj duomeny taskg ir yra statmena pirmajai.
Lyginant su kitais metodais, PCA dimensijy kiekj sumazina greiciausiai, taciau Siuo metodu galima atlikti

tik tiesines transformacijas.

X o~ PC1

7z

X2

7 pav. Pagrindiniy komponenciy analizés principiné schema

Si analizé buvo atlikta naudojantis programoje QUASAR jdiegta PCA analizés funkcija [37].
Algoritmo vykdymo metu i§ duomeny sudaroma kovariaciné matrica, i§ kurios apskaiciuojami tikrinés
reik§més ir vektoriai. IS surtiSiuoty tikriniy vektoriy gaunama pagrindiniy komponenciy matrica.
Pagrindiniy komponenc¢iy matrica paprastai sudaroma i§ atitinkamo kiekio tikriniy vektoriy, dazniausiai

turiniy didZiausias tikrines reikSmes, nes kiti tikriniai vektoriai turi pernelyg mazg jtakg rezultatui.

3.  K-vidurkiy analizé

K-vidurkiy metodas — nehierarchinis klasterizavimo metodas, taikomas, kai klasteriy skaicius yra
i§ anksto Zzinomas arba parenkamas. Sj klasterizavimo metoda galima laikyti ir kvadratinés paklaidos
algoritmu, nes jis minimizuoja kvadrating paklaida. Kvadratiné paklaida vienam Kklasteriui (K;) yra

Euklido atstumy tarp kiekvieno klasterio elemento ir klasterio centro (C;) kvadraty suma:

; i 2
B, = Sl - o

Kvadratiné paklaida klasteriy aibei K = {Kj, Ks,..., Kk} apskai¢iuojama pagal formule:
Ex =YX Ex.
o (11)
Naudojant K-vidurkiy metoda, i§ pradziy visi tiriamieji objektai yra sugrupuojami j k pagrindiniy
klasteriy, tuomet apskaiciuojamas kiekvieno objekto atstumas iki klasteriy centry (Euklido atstumas).

Kiekvienas analizuojamy duomeny aibés objektas priskiriamas tam Klasteriui, iki kurio centro atstumas
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yra maziausias. Tada pagal formule (11) perskai¢iuojami kiekvieno klasterio centrai ir suskai¢iuojama
kvadratiné paklaida. Veiksmai kartojami, kol kvadratinés paklaidos reikSmé tampa mazesné uz pasirinkta
slenksting reikSme arba objektai nebepersiskirsto kitiems klasteriams. Svarbu paminéti, kad Euklidiniy
atstumy skai¢iavimas yra ne vienintelis, o tik vienas i§ galimy algoritmy $iam metodui. Si analizé buvo

atlikta naudojantis programoje QUASAR jdiegta K-vidurkiy analizés funkcija [38].
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V. Rezultatai

1.  Koloidinis sidabro nanodaleliy tirpalas

Paruosto ir naudoto sferos formos sidabro nanodaleliy koloidinio tirpalo sugerties spektras buvo
uzregistruotas UV-VIS srityse. Koloidinio sidabro nanodaleliy tirpalo UV-VIS sugerties spektrinés
juostos maksimumo vieta yra ties 4 = 425 nm (8 pav.). Pagal formule (8) apskai¢iuotas sferinés formos
nanodaleliy skersmuo d = 68,5 nm. Galima matyti, kad sugertis ties 1064 nm yra maza ir artima, bet
nelygi nuliui. D¢l Sios priezasties registruojant SERS spektrus ir naudojant §j bangos ilgj yra stebimas
stiprinimas. Taip pat galima iS§vengti liuminescencijos, kas yra dazna problema, kai naudojami Kiti bangos
ilgiai. Taigi UV-VIS sugertis ne tik leidzia paskaiciuoti daleliy dydj, bet ir parodo kurioje spektro srityje
galima tikétis didziausio SERS efekto.
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8 pav. Sidabro formos nanodaleliy koloidinio tirpalo, sugerties spektras registruotas UV-VIS
srityje
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2. Mokslo tiriamojo darbo I-11 dalyje atlikti tyrimai
Mokslo tiriamojo darbo | dalyje, buvo atlikti eksperimentai, kuriy metu, buvo uzregistruoti 33
skirtingy pacienty Slapimo puslés nuoplovy SERS spektrai. Skirtingy pacienty véziniy ir nevéziniy

Slapimo puslés nuoplovy SERS spektrai yra pateikti 9 pav.

SERSE intensyvumas

[=1Li] 00 1000 1200
Ramano posinkis, cm™”
9 pav. 33 skirtingy pacienty véziniy (raudona) ir nevéziniy (mélyna) Slapimo piislés nuoplovy

SERS spektrai

Darbo metu atlikus skirtingy pacienty véziniy ir nevéziniy $lapimo puslés nuoplovy uzregistruoty
SERS spektry analize buvo pastebéta, kad SERS spektrinés juostos, esancios atitinkamai ties 852 cm™?,
919 em™, 1030 cm™ ir 1200 cm™ gali biti tinkamos §lapimo piislés vézio identifikacijai. Buvo nustatyta,
kad atlikus Slapimo piislés nuoplovy SERS spektry statisting analiz¢, duomenis tinkamai suskirs¢ius ]
klases, galima pastebéti aiSkius skirtumus tarp veéZiniy ir nevéziniy Slapimo piislés nuoplovy SERS

spektry. Taciau tikslesnei analizei reikalinga didesné duomeny apimtis.

Uzregistravus visus Slapimo pislés nuoplovy SERS spektrus ir ieSkant véziui biudingy zymeny,
buvo svarbu jsitikinti, kad matomi atitinkami pasikartojantys virpesiai nebiity biidingi paties Slapimo ar
Slapimo rigsties spektrams. Buvo atlikti matavimai, kuriy metu uzregistruoti Slapimo riagsties ir
karbamido SERS spektrai. Jie pateikti 10 pav., kartu su véziniy ir nevéziniy Slapimo puslés nuoplovy
SERS spektrais. Galima pastebéti, kad pries tai aptarti ir identifikuoti spektriniai véZio Zymenys néra

biidingi nei karbamido, nei §lapimo riigSties SERS spektrams
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SERS intensyvumas ——
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SERS intensyvumas ———»
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b)

800 1000 1200

Ramano poslinkis, cm™

600

10 pav. a) Slapimo piislés nuoplovy spektrai: véZinis (raudonas), nevézinis (mélynas)
ir Slapimo raigstis (juodas); b) Slapimo piislés nuoplovy spektrai: vézinis (raudonas), nevézinis (mélynas)
ir karbamidas (juodas)

Atliekant tyrimus, visy Slapimo pislés nuoplovy SERS spektry registravimui buvo naudojamas

sidabro nanodaleliy koloidas pagamintas pagal Lee ir Meisel metodika. Keliems i$ bandiniy, matavimai

buvo pakartoti, panaudojus kita, sidabro nanodaleliy koloidinj tirpala su magnetinémis savybes. Tai

hibridines gelezies-sidabro nanodalelés, kurios buvo gautos cheminiu biidu ant geleZies nanodaleliy

lazerinio abliavimo metu nusodinus sidabro nanodaleles. Spektrus, gautus naudojant §j koloidinj tirpala,

galima matyti 11 pav. Koloidas turi intensyvia savo juosta ties 550 cm™, o patys spektriniai skirtumai tarp

vézinio ir nevézinio §lapimo pislés nuoplovy spektry - nedideli.

200 400

&00 1000 1200

SERS intensyvumas —=

200 400

00 800
Ramano poslinkis, cm™

1000 1200

11 pav. Slapimo piislés nuoplovy SERS spektrai naudojant sidabro nanodaleliy koloidinj tirpala su

magnetinémis savybémis: véZinis (raudona), nevézinis (melyna)
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3.  SERS spektriniai rezultatai

3.1 Slapimo paslés nuoplovy tyrimai
Eksperimento metu, norint jsitikinti, kad spektriniai skirtumai yra neatsitiktiniai ir galima pagal

juos identifikuoti Slapimo piislés vézj, buvo uzregistruoti 48 skirtingy pacienty Slapimo piislés nuoplovy

(12 véziniy, 36 nevéziniy) SERS spektrai. Darbo metu uZregistruoty pacienty Slapimo puslés nuoplovy

SERS spektrai buvo suvidurkinti, kad buty galima jsitikinti, jog charakteringy Zymeny atsikartojamumas

néra atsitiktinis. Spektry vidurkinimas taip pat buvo naudojamas padidinti signalo ir triuk§mo santykj, nes

tada spektrus lengviau analizuoti, iSrySkéja esminiai spektry skirtumai ir panasumai, ypac jei spektrinés

juostos yra mazo intensyvumo. Suvidurkinti spektrai yra pateikti 12 pav

600

800

SERS intensyvumas ———=

600

12 pav. Suvidurkinti véziniy (raudona) ir nevéziniy (mélyna) Slapimo puslés nuoplovy SERS spektrai

800

Ramano poslinkis, cm™

1

Remiantis literattros $altiniais [30-36] atliktas spektriniy juosty, stebimy SERS priskyrimas, kuris

yra pateikiamas 1 lenteléje.

1 lentelé. Virpesinés juostos, stebimos SERS spektruose.

Virpesiné juosta cm™ Normalieji virpesiai Molekulé Literatiira
590 Amide IV Baltymai [30, 31]
625 8(C-C) Fenilalaninas [30]
v(C-S) Cistinas
669 d(C-C) Fenilalaninas /Tirozinas 31, 32]
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675 v(C-S) Cistinas [30, 32]
740 Ziedo virpesys Timinas [30, 32, 33]
757 - Citozinas, baltymai -
800 v(C-C) Kolagenas [32]
825 Ziedo virpesys Tirozinas [32, 33]
852 v(C-C) Tirozinas [32, 33]
888 d (C-0O-H) D-Galactosamine -
893 3(C-C), 8(C-0) Riebaly ragstys [31]
919 v(C-C) Baltymai, sacharidai [30, 31]
1000 v(C-C), ziedo kvépavimas Fenilalaninas, triptofanas [33, 36]
1030 3(C-H) Fenilalaninas [31, 32]
1050 v(C-0), v(C-N) Baltymai [30, 31]
1090 v(C-N) D-Mannose, fosfolipidai [34]
1101 - Polipeptidai [33]
1165 - Citozinas, guaninas [30, 33]
1200 v(C-C6-H5) Fenilalaninas [31, 32]
1253 Amide 111 Baltymai [31]
1293 - - -
1326 v(CH) Baltymai [30, 31]
Cholesterolis ir jo esteriali
1352 ) CH3 grupés ad!anozinas [32]
1370 v(C-N) Guaninas, citozinas [34]
1418 v(C-H) - [34]
1459 d(C-H) Kolagenas, lipidai [30, 31]
1495 3(C=C), v(C-H) - [35]
1589 v (Ziedo virpesys) Fenilalaninas [30]
1688 Amide | Baltymai [30, 33]

Sio eksperimento metu uZregistruotuose pacienty véziniy ir nevéZiniy $lapimo paslés nuoplovy
SERS spektruose, tarpusavyje juos lyginant, buvo rasti keturi esminiai skirtumai — tai spektrinés juostos
nestebimos i§ nevéziniy ir stebimos i§ véziniy $lapimo puslés nuoplovy SERS spektruose. Pagal 1
lentel¢je iSskirtus Zymenis nustatyti skirtumai, matomi visuose bandiniuose, kurie buvo paruosti i$
véziniy ir nevéziniy Slapimo piislés nuoplovy, spektruose. Pastebéta, kad véziniy Slapimo piislés nuoplovy
SERS spektruose matoma intensyvi spektriné juosta ties 852 cm™, bet nevéziniy Slapimo pislés nuoplovy

SERS spektruose ji néra stebima. Si spektriné juosta gali biiti gali biti siejama su tirozinu ir jo virpesiais.

Kitas virpesinés juostos intensyvumo skirtumas siejamas su baltymy ir sacharidy spektrine juosta.

Véziniy Slapimo pislés nuoplovy spektruose matomos intensyvios virpesinés juostos, atsirandancios ties
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919 cm™, tadiau nevéziniy Slapimo puslés nuoplovy spektruose, pastarosios juostos néra arba stebima itin

silpno intensyvumo.

Trediasis ir ketvirtasis pastebéti virpesiniy juosty intensyvumy skirtumai ties 1200 cm™ ir 1030
cm™ gali bati siejami su fenilalanino virpesiais. Véziniy $lapimo pislés nuoplovy spektruose matoma
nedidelio intensyvumo virpesiné juosta, tadiau nevéziniy Slapimo puslés nuoplovy spektruose, Sios

juostos visai néra stebimos.

Sio eksperimento metu, buvo uZregistruoti 12 skirtingy pacienty véziniy ir 36 nevéziniy §lapimo
puslés nuoplovy SERS spektrai, kuriy keletas yra pateikti 13 pav. Pateiktuose analizés rezultatuose
pastebima, kad yra nezymiy skirtumy tarp tirty pacienty $lapimo ptslés nuoplovy SERS spektry. Taciau
galima matyti, kad véziniy Slapimo puslés nuoplovy SERS spektruose stebimi pagrindiniai Zymenys,
identifikuoti ankstesniame suvidurkintame spektre (12 pav.) ir nestebimi nevéziniy Slapimo puslés
nuoplovy SERS spektruose. Visuose véziniy pacienty Slapimo puslés nuoplovy bandiniuose matoma
budinga spektriné juosta ties 1030 cm™. Nevéziniy $lapimo puslés nuoplovy spektruose sumazéja
spektrinés juostos 1000 cm™ intensyvumas, taciau keliy atskiry pacienty nevéZiniuose bandiniuose ji taip
pat i3lieka intensyvi ir i§ pirmo Zvilgsnio spektras atrodo panaSus j vézinj. Si juosta gali bati priskiriama
baltymui fenilalaninui, kurio virpesiai gali biiti stebimi ir véZiniy, ir nevéZiniy §lapimo puslés nuoplovy
spektruose. Gerai iSanalizavus — pagrindinés spektrinés juostos, identifikuotos suvidurkintuose spektruose
yra stebimos ir atskiry pacienty véziniuose ir nevéziniuose spektruose, todél tai leidzia daryti iSvada, kad

spektriniai vézio Zymenys buvo priskirti tinkamai ir néra atsitiktiniai.

600 800 1000 1200 600 800 1000 1200
T T T T
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&0 goo 1000 1200 600 800 1000 1200
Ramano poslinkis, cm™ Ramano poslinkis, em™t

13 pav. Skirtingy pacienty a) nevéziniy Slapimo piislés nuoplovy SERS spektrai ir b) véziniy
Slapimo pislés nuoplovy SERS spektrai

27



3.2 Statistiné analizé

Sio darbo metu, uZregistravus visus §lapimo piislés nuoplovy SERS spektrus, juos lyginant, buvo
svarbu patikrinti, ar pasirinktas vézio diagnozavimo biidas yra tikslus ir spektriniy juosty specifiSkumas
néra atsitiktinis. Tam buvo atliekama statistiné¢ uzregistruoty spektry analizé, kuri padéjo duomenis
sugrupuoti ir jsitikinti, kad véziniai ir nevéziniai Slapimo pislés nuoplovy spektrai gali biiti naudojami
Sios ligos diagnozavimui. Pirmasis metodas — hierarchiné klasteriy analizé, kurios rezultatai pateikti
14pav.
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14 pav. 48 spektry hierarchinés klasteriy analizés rezultatai, intervale 350 — 1400 cm™. (Trumpiniu

,,onko* — zymimi véZiniy, o ,,kontrolé* — nevéziniy §lapimo piuslés nuoplovy SERS spektrai)

Siuose Klasterinés analizés duomenyse galima matyti, kad véZiniy ir nevéziniy §lapimo pislés
nuoplovy klasés yra tinkamai iSskirtos. Galima pastebéti, kad i§ 48 pacienty §lapimo pislés nuoplovy
SERS spektry neteisingas priskyrimas atliktas 16 atvejy. Netinkamas spektry priskyrimas gali biiti dél

nuoplovose atsiradusiy priemaiSy arba dél paciy pacienty gretutiniy ligy.

Kitas metodas — pagrindiniy komponenéiy analizé (PCA). Si analizé atlikta parinkus 2
komponentes. Sios analizés grafikas yra pateiktas 15 pav.
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15 pav. PCA analizé. Duomeny apimtis: 48 spektrai (Trumpiniu ,,0% — Zymimi véziniy, o ,,K*“ — nevéziniy

Slapimo piislés nuoplovy SERS spektrai)

Kaip galima matyti i§ pateikto grafiko, yra tik keli specifiniai spektrai, kurie yra sumaiSomi ir
priskiriami neteisingai, ta¢iau PCA metodo atveju nematome aiskaus dviejy klasiy i§skyrimo. Siuo atveju
taip pat reikalingas ir didesnis duomeny kiekis, nes kuo didesné duomeny apimtis, tuo tikslesné duomeny

analizé

Metodo tikslumas diagnozuoti vézinius atvejus buvo nustatytas atlikus treciajj statistinés analizés
metodg — K-vidurkiy analize, naudojant kompiutering programa Quasar. Jos principin¢ schema pateikta
16 pav. Pirmiausiai véziniai ir nevéziniai Slapimo piislés nuoplovy spektrai sukeliami j atskirus faily
apdorojimo talpyklas ,,Multifile”, kur uzduodamos reik§mes ,,0“ — véziniams ir ,,K*“ — nevéZiniams
bandiniams. Tuomet, funkcijos ,,Concatenate* pagalba sujungiami j bendrg talpykla ,,Data Table®, i$
kurios duomenys gali biiti interpretuojami ,,Preprocess Spectra® funkcijos. Jos pagalba galime parinkti
analizuojamg intervalag, minimaliai pakoreguoti spektry bazing¢ linijg ir raiSkg. Atitinkamai, pagal
uzduotas vertes, duomenys pateikiami kitoje lenteléje ,,Data Table (1), kurie naudojami sekancioje

funkcijoje ,,K-means”. Cia atliekama K-vidurkiy analizé, pagal rankiniu biidu parinkta klasteriy skaigiy.
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Galiausiai, paskutiniame taske ,,Scatter Plot” matome K-vidurkiy analizés rezultatus, kuriuose atsispindi

atitinkamas spektry pasiskirstymas.
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16 pav. K-vidurkiy analizei naudota principiné schema Quasar programoje

Si analizé atliekama klasteriy skai¢iy parenkant i§ karto, prie§ tai atsizvelgiant j jau naudoty
analizés metody rezultatus. Kaip ir PCA analizés atveju, K-vidurkiy analizé atlikta pasirinkus atvejj, kur

duomenys yra skirstomi j 2 (vézinis, nevézinis) klasterius ir yra pavaizduota 16 pav.
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17 pav. K- vidurkiy analizés rezultatai, intervale 0 - 4000 cm™. (Trumpiniu ,,0% — Zymimi véZiniy, o ,,K*
— nevéziniy Slapimo puslés nuoplovy SERS spektrai)
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Taip pat i§ K-vidurkiy analizés galima apskaiCiuoti ar SERS metodas Slapimo piislés vézio
diagnozavimui yra specifiskas ir jautrus. SpecifiSkumas yra susijgs su testo gebéjimu teisingai atmesti
sveiky pacienty diagnozes. Testo specifiSkumas parodo dalj pacienty, kurie tikrai neserga ir kuriy

diagnozé yra neigiama. Siuo atveju specifiSkumas:

Teisingai priskirty véziniy bandiniy sk.

SpecifiSkumas = =1
p f Teisingai priskirty véziniy bandiniy sk.+Neteisingai priskirty nevéziniy bandiniy sk. (12)

Jautrumas reiskia testo gebéjimga teisingai aptikti sergancius pacientus, kurie serga Sia liga. Apskaiciuotas

jautrumas Sio eksperimento rezultaty atveju:

Teisingai priskirty nevéziniy bandiniy sk.
Jautrumas = garp : 2 1

=092 (13)

Teisingai priskirty nevéziniy bandiniy sk.+Neteisingali priskirty véziniy bandiniy sk.

Ivertinus apskaiciuotas reikSmes, galima daryti iSvada, kad metodas yra ir jautrus, ir specifiskas. D¢l Sios

priezasties detalesnei spektry analizei buvo pasirinktas biitent §is statistinés analizés metodas.

Kadangi duomeny imtis $iai analizei néra labai didelé, buvo svarbu patikrinti ar toks metodas
tinka ir suteikia tikrai teisinga informacijg apie spektry panasuma, kai duomeny yra daugiau. Tam buvo
panaudoti ir mokslo tiriamojo darbo I — Il d. metu uzregistruoti Slapimo ptslés nuoplovy véZziniai ir
nevéziniai spektrai. Duomeny kiekis iSaugo iki 81 spektro, kur j netinkamg klas¢ buvo priskirti tik 9
spektrai. Tai puikiai parodo, kad spektrinés juostos véziniuose ir nevéziniuose SERS spektruose
atsikartoja ir leidzia pagal tai spektrus suskirstyti j klases, kas padeda tolimesnei ir atidesnei spektry
analizei ir buidingy spektriniy juosty priskyrimui virpesiams. Tokio analizés metodo specifiSkumas,

apskaiciuotas pagal formule (12-13) lygus 1, o jautrumas 0,83. Toks pavyzdys pateiktas 18 pav.
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Silhouette

C1 c2

18 pav. 81 spektro K-vidurkiy analizés rezultatai, intervale 0 — 4000 cm™. (Trumpiniu ,,0% — Zymimi
véziniy, o ,,K* — nevéziniy Slapimo pislés nuoplovy SERS spektrai)

Atliekant spektry analize, pagal identifikuotus spektrinius skirtumus, K-vidurkiy analizé buvo
atlikta parinkus skirtingus spektry intervalus. K-vidurkiy analizé atitinkamuose intervaluose pateikta 19 -

20 paveiksluose.

Silhouette

c2

Cluster

19 pav. K-vidukriy analizés rezultatai, intervale 450 — 1300 cm™
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20 pav. K-vidurkiy analizés rezultatai, intervale 900 — 1200 cm™

Sumazinus intervalg iki 350 — 1400 cm™ neteisingai priskirti 11 spektry (3 nevéziniai, 8 véZiniai),
0 900 — 1200 cm™ — 10 spektry (3 nevéZiniai, 7 véziniai). Skirtingy intervaly atvejais buvo apskai¢iuotas
analizés metodo specifiSkumas ir jautrumas, kad biity galima palyginti, kaip skiriasi duomeny skirstymas
1 klases parinkus specifinj duomeny diapazona. Sumazinus intervalg, abejais atvejais, specifiSkumas
sumazéjo iki 0,86, taciau jautrumas padidéjo iki 0,86. Pateiktuose paveiksluose galima matyti, kad
siaurinant intervalg, pasiskirstymas geréja, atsiranda daugiau gerai priskirty véziniy spektry, taciau
atsiranda ir keli netinkamai priskiri nevéZiniai, ko analizuojant per visg spektro dalj nebuvo. Taip yra dél
to, kad pagrindiniai spektriniai skirtumai identifikuoti anksé¢iau, stebimi gana siaurame spektry intervale,
todel atliekant statisting analiz¢ biitent toje srityje — pasiskirstymas i vézinius klasterius ger¢ja, taciau j

nevezinius Siek tiek pabloggja.

Atlikus uzregistruoty spektry analizg, démesj atkreipia netinkamoms klaséms priskirti spektrai,
kurie reikalauja atskiro nagriné¢jimo. Tam buvo iSskirti keli spektrai, kurie buvo priskirti nevézinei grupei,
kai tuo tarpu, pats bandinys buvo ruostas i§ véziniy Slapimo puslés nuoplovy ir atvirk$¢iai. Neteisingai

priskirti spektrai, palyginti su vidurkintais spektrais pateikti 21 — 22 pav.

33



600 800 1000 1200 600 800 1000 1200
a) b)
onko29
onko39

E E
: g
3 2
B g
= 5
w2

& o
& 2

600 800 1000 1200

600 800 1000 1200 :

Ramano poslinkis, cm'! Ramano poslinkis, cm”

21 pav. . Slapimo piislés nuoplovy spektrai: vidurkintas vézinis (raudona), vidurkintas nevézinis (mélyna)
a) véziniai ,,onk029” bandinys (juoda) ir b) vézinis ,,onk039” bandinys (juoda)

Analizuojant ,,onko29” ir ,,onko39” spektrus, labai aiSkiai matoma, kad néra pagrindiniy

identifikuoty spektriniy juosty, budingy spektrams uzregistruotiems i§ véziniy §lapimo pislés nuoplovy.

Patys spektrai turi daugiau panasumy ] vidurkintg nevéziniy Slapimo puslés nuoplovy spektrg. Toks

neatitikimas gali bati nulemtas daugybés faktoriy: bandinio paémimo tikslumas, paciento ligos stadija,

gretutiniy ligy tikimybé ir daug Kity.
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22 pav. Slapimo piislés nuoplovy spektrai: vidurkintas nevézinis (mélyna), vidurkintas véZinis (raudona)

a) nevézinis ,.kontrole55” bandinys (juoda) ir b) nevézinis ,,kontrolé67” bandinys (juoda)
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Analogiskai, palyginus vidurkinta nevéziniy Slapimo puslés nuoplovy spektrg su netinkamai
priskirtais ,kontrole55” ir “kontrole67”, galima jzvelgti kelis vézio zymenis. Nors ir nedidelio
intensyvumo, bet matoma israiskinga spektriné juosta ties 1030 cm™. Taip pat geriau jsiZitréjus, galima
matyti ir silpno intensyvumo 919 cm™, kuri taip pat stebima didZiojoje dalyje véziniy spektry. Kadangi
bandiniai, pagaminti i§ véziniy Slapimo pislés nuoplovy, savo sudétyje gali turéti priemaiSy, kity
biologiniy skysCiy, patekusiy j bandinj méginio paémimo metu, toks netinkamas priskyrimas yra
jmanomas. Didele¢ jtaka gali turéti ir paciento bendra sveikatos bukle, kiti Salutiniai susirgimai. Taciau

neatmetama galimybé, kad bandinio paémimo metu diagnozé buvo jvertinta netiksliai.

ISanalizavus duomenis galima pastebéti, kad pasinaudojus statistinés analizés metodais, duomenys
yra atskiriami ir sugrupuojami i§ esmés teisingai. Matoma, kad kuo didesné duomeny apimtis, tuo
grupavimas tikslesnis, todél | statistinés analizés duomeny apimtj jtraukus jau anksCiau uzregistruotus
spektrus, gauname dar tikslesnj Slapimo piislés nuoplovy SERS spektry grupavima, kuris leidzia jsitikinti,
kad toks vézio diagnozavimo metodas yra tikslus ir perspektyvus. Nagrinéjant neteisingai priskirtus
spektrus, galime pastebéti, kad toks netinkamas grupavimas atsiranda ne atsitiktinai, o dél jvertintos
diagnozés galimo netikslumo ar paciento gretutiniy ligy, dél kuriy bandinyje atsiranda papildomy

biologiniy pakitimy.
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Pagrindiniai rezultatai ir iSvados

Atlikus Slapimo puslés nuoplovy SERS spektry statisting analiz¢, duomenis tinkamai suskirs¢ius j
klases, nustatyta, kad galima identifikuoti aiskius skirtumus tarp véziniy ir nevéziniy Slapimo piislés
nuoplovy SERS spektry.

Tyrimo metu uzregistravus skirtingy pacienty véziniy ir nevéziniy Slapimo puslés nuoplovy SERS
spektrus ir atlikus jy analiz¢ pastebéta, kad su tirozinu susijusi SERS spektriné juosta, esanti
atitinkamai ties 852 cm™, su baltymais ir sacharidais, esanti ties 919 cm™, su fenilalaninu, esanti ties
1030 cm™ bei 1200 cm™, gali biiti tinkamos Slapimo puslés vézio identifikacijai.

Slapimo pislés nuoplovy SERS spektry statistinei analizei tinkamiausias metodas, kuris padéjo
sugrupuoti duomenis, yra K-vidurkiy analizé. I8analizavus spektrus, buvo jsitikinta, kad §is analizés
metodas veikia tiek visame duomeny intervale (jautrumas 0,83, specifiskumas 1), tiek specifiniuose
siauriuose intervaluose (jautrumas 0,86, specifiSkumas 0,86).

Padidinus duomeny imtj, spektry priskyrimo j klases tikslumas pageré¢jo. Galima daryti iSvada, kad
kuo didesné duomeny apimtis, tuo tikslesné ir paciy spektry analiz¢.

ISnagrinéjus neteisingai suskirstytus Slapimo puslés nuoplovy spektrus, buvo pastebéta ir jsitikinta,
kad toks netinkamas klasifikavimas néra atsitiktinis. Taip gali nutikti dél netikslios ligos diagnozeés

arba papildomy priemaisy atsiradimo, pacientui sergant gretutinémis ligomis.
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Santrauka

Magistro baigiamojo darbo tema: ,,SLAPIMO PUSLES NUOPLOVU TYRIMAS SERS METODU,
NAVIKU DIAGNOSTIKAI*

Studenté: Dominyka GraSyte

Slapimo pislés vézio diagnozavimui yra sukurta daugybé tyrimy jskaitant hemataurija,
kompiuterinés tomografijos urografija, intravening urografijg, multiparametrinj magnetinj rezonansg bei
citoskopija. Visiems Siems i§vardintiems diagnostikos metodams reikalinga brangi ir profesionali jranga,
0 galutinis rezultatas ne visada gaunamas teisingas. Geras $lapimo ar $lapimo puslés nuoplovy tyrimas
klinikinéje praktikoje yra suprantamas, kaip tyrimas, galintis padéti iSvengti invaziniy diagnostiniy
metody bei aptikti tuos piktybinius pakitimus, kurie nebuvo uzfiksuoti vaizdiniais ar invaziniais tyrimais.
Klinikingje praktikoje yra taikoma keletas Slapimo ir Slapimo pislés nuoplovy tyrimy, taciau kol kas
idealaus tyrimo néra. Jy pritaikomumg apriboja prastas jautrumas ir specifiSkumas, ypa¢ zemose naviko
stadijose. Todél siekiant efektyvaus pacienty gydymo, reikia sukurti nebrangy, neinvazinj, greitg ir
automatizuota didelio jautrumo diagnostikos metoda. Virpesiné spektroskopija ir jos metodikos gali biiti
naudojamos produktyviam ir dideliy iSlaidy nereikalaujan¢iam biologiniy audiniy Zymeny
identifikavimui. Yra Zinoma, jog Sios metodikos tinkamos ir naudojamos sveiky ir véziniy skydliaukés,
plauciy, prostatos bei odos audiniy Zymeny aptikimui. Sveiky ir véziniy audiniy Igsteliy biologiniai
skirtumai nedideli, taciau gali nulemti labai skirtingus lasteliy metabolizmus. Vézio diagnozavimas biutent
ir yra paremtas véziniy lasteliy metabolizmo pokygiu. Slapimo piislés nuoplovy cheminé sudétis
véziniuose ir sveikuose audiniuose yra skirtinga, todél atlikus fiziking, chemine ir biologing Slapimo
puslés nuoplovy analize galima nustatyti ar pacientas, kurio $lapimo ptslés nuoplovos tiriamos serga
véZiu ar ne. Bandiniy, kuriuose tiriamos medZziagos koncentracija maza, Ramano sklaidos spektra galima
uzregistruoti panaudojant pavirSiaus sustiprinta Ramano spektroskopija. SERS metodas yra

realizuojamas, naudojant koloidinius nanodaleliy tirpalus.

Magistro baigiamojo darbo tikslas — pritaikyti pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos metoda

Slapimo piislés véZio tyrimams.
Tikslui pasiekti iSkeltos uzduotys:

1. Uzregistruoti pacienty véziniy ir sveiky Slapimo piislés nuoplovy SERS spektrus.
2. Atlikti uzregistruoty spektry statisting analizg, juos sugrupuoti j grupes vézinis/neveézinis.
3. Atlikti spektriniy juosty priskyrimg molekuliniams dariniams ir nustatyti spektrinius vézio

Zymenis.
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Nustatyta, kad atlikus Slapimo ptslés nuoplovy SERS spektry statisting analize, duomenis
tinkamai suskirscius i klases, galima pastebéti aiSkius skirtumus tarp véziniy ir nevéziniy $lapimo pislés
nuoplovy SERS spektry. Taciau tikslesnei analizei reikalinga didesné duomeny apimtis. Eksperimento
metu atlikus skirtingy pacienty véziniy ir nevéziniy Slapimo piislés nuoplovy uzregistruoty SERS spektry
analize pastebéta, kad su tirozinu susijusi SERS spektriné juosta, esanti atitinkamai ties 852 cm™ su
baltymais ir sacharidais ties 919 cm™, su fenilalaninu, esanti ties 1030 cm™ bei 1200 cm™, gali buti
tinkamos §lapimo pislés vézio identifikacijai. Slapimo piaslés nuoplovy SERS spektry statistinei analizei
tinkamiausias metodas, kuris pad¢jo sugrupuoti duomenis yra K-vidurkiy analizé. Atlikus eksperimentg ir
iSanalizavus duomenis, galima daryti iSvadg, kad SERS metodas diagnozuoti navikinius darinius $lapimo
puslés nuoplovose yra perspektyvus ir tinkamas. Galima daryti i§vada, kad kuo didesné duomeny apimtis,
tuo tikslesné ir paciy spektry analizé, nes padidinus duomeny imtj — spektry klasifikavimas j vézinius ir
nevézinius pageré¢jo. ISnagrinéjus neteisingai suskirstytus §lapimo puslés nuoplovy spektrus, galima teigti,
kad toks netinkamas klasifikavimas néra atsitiktinis. Taip gali nutikti dél netikslios ligos diagnozés arba

papildomy priemaiSy atsiradimo, kuomet pacientas serga gretutinémis ligomis.
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Summary

The topic of the master work: "STUDY OF BLADDER WASHOUTS BY THE MEANS OF
SERS, FOR THE TUMOUR DETECTION"

Student: Dominyka Grasyte

Many studies have been developed to diagnose bladder cancer, including hematuria, computed
tomography, intravenous urography, multiparametric magnetic resonance imaging, and cystoscopy. All of
these diagnostic methods require expensive and professional equipment, and the end result itself is not
always correct. A good test for urinary or bladder washouts in clinical practice is understood as a test that
can help prevent invasive diagnostic methods and detect those malignancies that have not been detected
by imaging or invasive tests. Several studies of urinary and bladder washouts have been applied in
clinical practice but no ideal study is available yet. Their applicability is limited by poor sensitivity and
specificity, especially in the low stages of the tumor. Therefore, an inexpensive, non-invasive, rapid, and
automated method for high-sensitivity diagnostics needs to be developed to effectively treat patients.
Vibrational spectroscopy and its methodologies can be used for rapid and additional identification of
biological materials that do not require labeling. These techniques have been found to be suitable for the
detection of healthy and cancerous markers of the thyroid, lung, prostate, skin, and other tissues.
Although the biochemical differences between normal and cancer cells are small, they lead to very
different cell metabolisms. Therefore, chemical analysis of the intercellular fluid can determine if the
tissue is cancerous. The Raman scattering spectrum of samples with low concentrations of the test
substance can be recorded using surface-enhanced Raman spectroscopy. The SERS method is realized

using colloidal nanoparticle solutions.

The aim of the research work is to apply surface enhanced Raman scattering methods for bladder
cancer research.
The tasks of this work were set as follows:
1. To record SERS spectra of patients with cancer and healthy bladder washouts.
2. Make a statistical analysis of the recorded spectra, group them into cancer / non-cancer groups.
3. Make an assignment of spectral bands to molecular derivatives and identify spectra of cancer

markers.

Statistical analysis of the SERS spectra of bladder lavage, with the appropriate classification of the
data, reveals clear differences between the SERS spectra of cancerous and non-cancerous bladder
washouts. Analysis of the recorded SERS spectra of cancerous and non-cancerous bladder washouts in
different patients during the experiment revealed that the SERS spectral band associated with tyrosine

oscillations at the 852 cm™, band associated with proteins and saccharides at 919 cm™, and the SERS
40



spectral bands associated with phenylalanine oscillations at 1030 cm™ and 1200 cm™ may be suitable for
bladder cancer identification. The most appropriate method for the statistical analysis of the SERS spectra
of bladder washouts, which helped to divide the data into three groups, is the analysis of K-means. This
method not only groups the data into key classes, but also helps to distinguish those spectra that require
additional analysis. After the experiment and the analysis of the data, it can be concluded that the SERS
method for diagnosing tumors in bladder washouts is a promising and eligible method. It can be
concluded that the larger the volume of data, the more accurate the analysis of the spectra because by
increasing the data sample amount, the classification of spectra into cancerous and non-cancerous has
been improved. Examining the misclassified bladder washout spectra suggests that such misclassification
is not accidental. This can happen due to an inaccurate diagnosis of the disease or the appearance of

additional impurities when the patient has concomitant diseases.
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