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Ivadas

Ivairiy cheminiy junginiy diagnostika biologiniuose skys¢iuose yra aktuali Siuolaikinés medici-
nos problema, tai lieCia ir vaisty likuciy aptikima kraujo bandiniuose [1-3]. Ypatingai tai aktualu
nereceptiniy vaisty atveju, nes netinkamas tokiy vaisty vartojimas turi neigiamos jtakos pacienty svei-
katai. Pvz., nesteroidinis prieSuzdegiminis nereceptinis vaistas - aspirinas tiek, Europoje tiek ir JAV
vartojamas labai placiai, nes yra daugelio vaisty veiklioji medZiaga [4]. DaZniausias jis vartojamas
kaip: (I) analgetikas skausmo numalSinimui, (II) prieSuzdegiminis preparatas arba (III) krauja skys-
tinanti medZiaga. Toks aspirino populiarumas, gerai i§vystyta jo pardavimy rinka bei vartotojy Ziniy
trukumas privedé prie vis didéjancio apsinuodijimy aspirinu skaiciaus bei hospitalizacijos atvejy [5].
Siuo metu vienas i§ sunkumy su kuriuo klinikinés jstaigos susiduria, siekdamos greitai ir efektyviai
diagnozuoti apsinuodijimo vaistais prieZast}, yra ilga diagnostiniy tyrimy trukmé. Dél Sios priezas-
ties Siuolaikinéje medicinoje yra iSauges sparciy diagnostikos priemoniy (angl. point of care) porei-
kis. Tokio tipo tyrimuose virpesinés spektroskopijos metodai galéty uZimti svarbig vieta, taciau dél
1vairiy techniniy problemuy — $iy metody nepakankamai didelio jautrio, spektry analizés sudétingumo
ir pan., jie Siuolaikiniuose klinikiniuose tyrimuose yra naudojami tik epizodiskai [6]. Spektriniy
metody jautr] galima padidinti naudojant jvairias spektriniy signaly stiprinimo metodikas, 1§ kuriy
efektyviausios yra rezonansiné¢ Ramano sklaida, pavirSiaus sustiprinta IR spinduliuotés sugertis, bei
pavirSiaus sustiprinta Ramano sklaida (angl. Surface Enhanced Raman Scattering - SERS) [7]. Butent
SERS spektroskopijoje gali biti pasickiamas efektyviausias (iki 10° karty) spektriniy signaly stipri-
nimas [8]. Pagrindiniai privalumai, taikant SERS spektrinj metoda diagnostiniuose medicininiuose
tyrimuose, yra didelis metodo jautris, spektrinés analizés operatyvumas (SERS spektry registravimo
trukme siekia kelias ar keliasdeSimt minuciy) bei ta aplinkybé, kad tyrimams yra reikalingas labai
mazas (keli ul biologinio skyscio) bandinio kiekis. Todél, tinkamai parinkus koloidines metalo na-
nodaleles, Sis metodas gali buti panaudojamas vaisty likuciy Zmogaus kraujo bandiniuose aptikimui.
Paminétos aplinkybés ir apsprendeé Sio darbo tiksla: Pritaikyti koloidini SERS spektrinj metoda nere-
ceptinio vaisto, aspirino, koncentracijos kraujyje diagnostiniams tyrimams.

Darbe sprendZiami tokie uzdaviniai:

1. Pritaikyti koloidiniy metalo nanodaleliy sintezés standartines metodikas aspirino kraujyje diag-

nostiniams tyrimams SERS spektriniu metodu.
2. Nustatyti patikimus salicilo riigSties (aspirino metabolito kraujyje) spektrinius SERS Zymenis.
3. Ivertinti gydymo tikslams suvartojamy aspirino table¢iy maziausig SERS diagnosting riba.

4. Patikrinti aspirino tableCiy suvartojimo SERS diagnostinio metodo galimybes, atliekant kliniki-

nius tyrimus.



1 Literaturos apzvalga

Elektromagnetinés spinduliuotés saveika su medZziaga pasireiskia keliais budais. Elektromagne-
tin¢ spinduliuoté¢ medZiagoje gali buti iSsklaidyta arba sugerta. Sklaida taip pat gali biti elastine (kai
nepakinta krintancios ir iSsklaidytos spinduliuotés daZnis, tik kryptis), vadinama Reléjaus sklaida,
arba neelastiné - Ramano sklaida. Skirtingy medziagy molekulés skirtingai saveikauja su elektro-
magnetine spinduliuote, priklausomai nuo funkciniy grupiy, atomy skaiciaus, orbitaliy sanklodos ir
t.t. Tai galima matyti sugerties ir/arba sklaidos spektruose, kurie specifiniai kiekvienai molekulei. Jais
remiantis galima tiksliai atlikti kokybing ir kiekybing medziagy analiz¢. Ramano sklaida - procesas,
atrastas 1928 m. Kritgs fotonas saveikauja su molekule, jvyksta perturbacijos (kurias placiau apraso
kvantinés mechanikos perturbacijy teorija), dél saveikos i$sklaidyto fotono daznis pakinta. MedZiaga
po sklaidos lieka pakitusioje energinéje busenoje - suZadintame virpesiniame lygmenyje. Ramano
sklaidos poslinkis priklauso nuo energijy skirtumo tarp suzadinto ir nesuzadinto virpesinio lygmens.
Tokio Ramano sklaidos metu jvykusio Suolio tikimybé yra maZa ir dél to Ramano sklaida yra labai
mazo intensyvumo. Ramano sklaidos spektriniuose eksperimentuose yra naudojami didelés galios
monochromatinés spinduliuotés Saltiniai - lazeriai. Proceso efektyvuma galima apibtdinti sklaidos
efektyviuoju skerspjuviu. Tai spinduliuotés stiprio arba galios, kurig generuoja molekulé, santykis
su procesa sukelian&ios spinduliuotés galia. O Ramano sklaidos efektyvusis skerspjavis, og, 10'°
karto mazesnis uz infraraudonosios (IR) spinduliuotés sugerties skerspjiuvi (or ~ 10731 cm? sr 1),
efektyvumas labai maZas — taip i§sklaidoma 107> kritusios spinduliuotés intensyvumo. I$sklaidy-
tos Sviesos intensyvuma, Zinant efektyvyji skerspjuvi galima aprasyti kaip priklausoma nuo kritusios

spinduliuotés intensyvumo Iy, ir efektyviojo skerspjuvio (o) tam tikru kampu (£2) [9]:
[ =1Iydo/dQ. (1)

Matome, jog Ramano sklaidos spektroskopija yra informatyvus metodas, pasiZymintis specifiSkumu
molekuléms, taciau nelabai efektyvus. Jo efektyvumas priklauso nuo krentancio j molekulg spindu-
livotés elektromagnetinio lauko stiprio. Galima jj padidinti, padidinus sklaida Zadinancios spindu-
livotés intensyvuma. 1974 metais atrastas SERS metodas leidZia padidinti Ramano sklaidos intensy-

vumg ir efektyvuma, taip pat Ramano sklaidos spektrinio metodo jautrj.

1.1 PavirSiaus sustiprinta Ramano sklaida

Piridino molekuliy Ramano sklaidos efektyvumas labai sustipréjo, kai molekulés buvo adsorbuo-
tos ant Siurkstinto sidabro elektrodo [10]. Véliau tyrinéta, kaip sidabras ir kiti taurieji metalai gali
stiprinti elektrinj lauka. Ramano sklaidos stiprinimo efektas arti plazmoniniy metaly nanodariniy pa-
virSiaus vis dar néra visiSkai perprastas, nes ji salygoja keli efektai. Dabar manoma, jog stiprinimag
sudaro du mechanizmai. Vis dél to, didZiausig indelj 1 Ramano sklaidos stiprinimg jneSa elektromag-

netinio stiprinimo komponentas. Yra nustatyta, jog didelio elektromagnetinio stiprinimo priezastimi



yra metale kuriamy pavirSiaus plazmony rezonansiniai reiskiniai [11].

PavirSiaus plazmonai (PP) — elektromagnetiniy bangy suZadintos elektrony tankio osciliacijos ties
metalo ir dielektriko pavirSiumi. Jei tokie PP suZadinami makroskopinio dydZio metale ir susiejami
su krentancia iSorine elektromagnetinés spinduliuotés banga, jie gali sklisti metalo ir dielektriko riba,
suformuodami PP banga. Jei metalo matmenys ne nano dydZio, tai, norint patenkinti rezonansui
buting judesio kiekio tvermés désnj, reikalinga kitokia eksperimento konfigtracija - Otto geometrija,
gardelés, bangolaidZiai [12]. Tokio atvejo ¢ia nenagrinésime.

Nano dydZio struktiirose, metaly nanodaleléems PP banga yra apribota jy matmeny — pati banga
nesklinda pavirSiumi ir jai suzZadinti ypatingos geometrijos nereikia. Kai nanostruktaros dydis yra
pusés PP bangos ilgio, sklaida gali lemti PP stovinciyjy banguy susifomavimg [13]. Nanodalelése
plazmony modos vadinamos lokalizuotais pavirSiaus plazmonais (LPP) [14] suZadinamais tam tikro
daznio elektromagnetine banga, kurios daZznis sutampa su nanodalelés laisvyjy elektrony osciliacijy
dazniu. Tai pasireiskia atitinkamomis LPP sugerties juostomis UV-Vis sugerties spektruose. Lenkto,
kampuoto pavirSiaus geometrijos struktiros (taip pat ir nanodalelés) pasiZzymi efektyvia palaikancia
osciliuojancius elektronus jéga, sukelianCia elektrony rezonansa pavirSiuje (lokalizuotas pavirSiaus
plazmony rezonansas - LPPR) [12—14].

Tauriyjy metaly nanodaleliy pavirSiuje atsirandantj plazmony rezonansg paaiskinti galima jsivai-
zduojant plokscig elektromagneting banga krentancig i sfering metalo nanodalelg. Sprendinius tokiai
sistemai apraSé G. Mie, ir jie vadinami Mie sklaida [15]. ISsprendus Maksvelo lygtis metalo (indeksas
m) ir dielektriko (indeksas d) riboje ir pritaikius kraStines salygas, gaunama salyga, kuri turi buti

tenkinama, norint suformuoti LPP:

En(0) = —2¢,. )

T.y. medZiagos, | kurig krinta spinduliuoté (Siuo atveju metalo) dielektriné skvarba turi buti
prieSingo Zenklo ir dvigubai didesné nei medziagos, i$ kurios spinduliuoté krenta. Taigi, iS 2 lygties
matome, jog turi buti tenkinamos ir salygos: 2|g;| > |g,| ir &, < 0. Neigiama dielektring skvarbg infra-
raudonojoje - ultravioletingje srityje turi metalai. Juose esantys laisvieji elektronai menkai saveikauja
su jonais ir gali osciliuoti jy atzvilgiu. Taigi, jeigu krentancios spinduliuotés daznis néra didesnis uz
laisvyju elektrony, arba plazmony, daZnj, metalo plazmonai prisitaiko ir atkartoja - atspindi - spindu-
livote. T.y. metalai — puikus laidininkai. Jy dielektriné skvarba apraSoma Drude modeliu, o jskaicius

menamaja dalj (slopimo koeficienta - y), Drude — Sommerfield modeliu [16, 17]:

en(@) = 1 - (@3/@?) = 1 - (02)/ (6} +iY0), )
ir priklauso nuo iSorinio elektromagnetinio lauko daznio (®), bei savojo laisvyjuy elektrony oscilia-
ciju daznio (wp).

(x)g = (ne?)/(eomy). 4)



Plazmony osciliacijy daznis priklauso nuo elektrony koncentracijos n, ir efektinés mases my. Cia
e - elektrono kriivis. Zinoma, visi metalai turi savita plazmony osciliacijos daznj, tadiau kalbant apie
SERS, nagrin¢jami daZniausiai téra keli - sidabras (Ag), auksas (Au), aliuminis (Al) ir varis (Cu).
Placiau skirtingy plazmoniniy metaly savybes aptarsiu véliau.

Suzadinus LPPR, tai galima pamatyti i§ ekstinkcijos (arba toliau tekste vadinamy tiesiog suger-
ties) spektry. Sviesai sklindant koloidiniame tirpale, elektromagnetinés bangos praranda energija
del sugerties ir sklaidos. Mazoms daleléms lyginant su krentancios bangos ilgiu (aukso atveju toks
daleliy dydis apie 25 nm) tik dipolinis Mie lygCiy narys turi jtakos efektyviajam dalelés sugerties

skerspjuviui, tada pagal Mie teorija efektyvusis sugerties skerspjuvis [17,18]:

3/2

o Ve, [0) 5)
o (g(w)+2¢) + & (w2)%
Sugertis priklauso nuo sugerties efektyvumo (o, = Q,/wR?) pagal:
R*Q.Nd _ nR*Q.Nd
_ TRQNd _ 7R?Q, ©

In1l0 2,303

Kur N - daleliy koncentracija, d - kiuvetés plotis (optinio kelio ilgis), €; - realioji metalo dielekt-
rinés skvarbos dalis, 0 & - menamoji. Dipolinis LPPR nanodalelei esant elektromagnetiniame lauke
iliustruotas 1 paveikslélyje ((a) dalyje). Nanodalelé yra pakankamai maza lyginant su bangos ilgiu,

jos laisvieji elektronai osciliuoja pagal iSorinio elektromagnetinio lauko pokycius.

1 pav. Dipolinio ir kvadrupolinio plazmony rezonanso iliustracija. (a) - dipolinis rezonansas, (b) - kvadrupolinis.

Jeigu nanodalelé yra didesné (100 nm ir daugiau), gali pasireiksSti kvadrupolinis Mie lyg€iy narys
(iliustruotas 1 pav. (b)).

Akivaizdu, kad elektromagnetinés spinduliuotés sugertis priklauso nuo daleliy koncentracijos
(N), spindulio (R), dielektrinés skvarbos (€). Tuo remdamiesi galime taikyti UV-Vis sugerties spektro-
skopija siekdami nustatyti susintetinty nanodaleliy dyd; ir koncentracija. Mie parod¢, kad maZesnéms
nei 10 nm dydZio daleléms koloidinio tirpalo sugerties maksimumas yra ties 525 nm bangos ilgiu,

nepriklausomai nuo nanodalelés dydzio. Kai nanodalelés dydis buna 20 — 100 nm, sugerties maksi-

5



mumas pasislenka j ilgesniy bangy puse (batochrominis poslinkis). Didesnéms nei 100 nm dydzio
daleléms sugerties maksimumas dar labiau pasislenka link IR elektromagnetiniy bangy srities, tirpalo

spalva pakinta j mélynesng [13,17].

1.1.1 Elektromagnetinis stiprinimas

Del bendro plazmony ir iSorinés spinduliuotés osciliavimo (atsirandan¢io LPPR) elektromagneti-
nis laukas arti nanodaleliy pavirSiaus labai sustipréja. Kadangi Ramano sklaidoje dalyvauja du foto-
nai, krentantis ir i§sklaidytas, stiprinimas priklauso nuo intensyvumo kvadrato (/%) arba elektromagne-
tinio lauko stiprio ketvirtuoju laipsniu (E*). Tokj elektromagnetinis lauko sustipréjima jvertinti galima
stiprinimo faktoriumi (SF, angl. enhancement factor - EF) arba vietinio lauko intensyvumo stiprini-
mo faktoriumi (VLISF arba angl. Local Field Intensity Enhancement Factor - LFIEF) [8, 11, 19].
Kadangi Ramano sklaidos poslinkis (skirtumas tarp kritusio (ay) ir i§sklaidyto (®;) daznio) paprastai
siekia iki 200 meV, sklaidos stiprinima galime apraSyti kaip priklausoma nuo vieno, tarkim kritusio,

elektromagnetinés bangos daznio.
SF = SF(ex) +SF () = (|Ep(ex) *|Ep(wr)[?) /(| Eo (k) | Eo (wr)|?) = |Ep(@i)|* /|Eo(w)[*. (7)

7 lygtyje apraSytas SERS stiprinimo faktorius SF, sudarytas i§ dviejy daliy - stiprinimo faktoriaus
krentanciai spindulivotei SF(wy) ir i§sklaidytai SF(@;). Eo(@y) - krentancios spinduliuotés elektro-
magnetinio lauko stipris paprastos Ramano sklaidos atveju, Eg(wg) - iSsklaidytai elektromagnetinei
spinduliuotei. Ep(wy) - atitinkamai elektromagnetinio lauko stipris krentanciai spinduliuotei SERS
atveju ir Ep(@g) - iSsklaidytai spinduliuotei SERS atveju.

Vis dél to tokia SF iSraiSka yra gerai suprantama ir tiksli, nors jvertinti realy elektrinio lauko
stipri Ramano sklaidos ir SERS atveju sudétinga. EksperimentiSkai jvertinti SF galima naudojantis

iSraiska [20]: 1o/ .
_Ip/Np — Ip IR

~ T ®)

SF = _ P DR
Ig/Nrk  Np I

kur Np ir Ng apibiidina daleliy kiekj, atitinkamai SERS ir Ramano sklaidos atveju, nuo kurio vyksta
sklaida: Np= (molinis pavirsiaus padengimas x Avogadro skaicius x lazerio démés dydis),

SF priklauso nuo vietinio elektrinio lauko Salia nanodaleliy pavirSiaus. 30 nm dydZio skersmens ir
60 nm dydZzio skersmens Ag nanodaleléms elektrinis laukas yra apskaiCiuotas remiantis Mie sklaidos

teorija jskaitant multipolinius narius [17], pasirinkus 2 taskus (2 pav.).
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2 pav. Dipolinio ir kvadrupolinio Mie sklaidos lyg¢iy nariy plazmony rezonanso iliustracija. (a) - dipolinis rezonansas,
(b) - kvadrupolinis. Cia E*E - stiprinimo faktorius. Adaptuota is [17].

2 pav. (a), raudona spalva pazymeétas labiausiai sustiprejes elektromagnetinis laukas (Zr. spalvy
gama paveikslélio deSinéje). 30 nm dydZzio dalelei taske 1 (Pt 1), esan¢iame iSilgai iSorinio elektro-
magnetinio lauko poliarizacijos krypties ir taske 2 (Pt 2), esanciame 45 laipsniy kampu nuo aSies bei
aplink visa dalele (Pav. vidurkis) pateikta ekstinkcijos efektyvumo ir SF priklausomybé nuo bangos
ilgio. 30 nm dydzio dalelei gaunamas SF - 100, jos pavirSiuje pasireiskia tik dipolinis narys. 60 nm
dydZio dalelei matomas ir kvadrupolinis narys (matomas antras ekstinkcijos juostos maksimumas),
jos SF mazesnis - 35.

Kai kur teigiama, jog didZiausias SERS SF gaunamas naudojant tam tikro dydZio, sidabro atveju
apie 50 nm skersmens daleles [21]. Taip pat, literatiiroje teigiama, jog norint pasiekti geriausia SF,
reikety Zadinti molekules Salia nanodaleliy tokiu bangos ilgiu, kuris patenka j nanodaleliy LPPR, ma-
toma sugerties spektruose. Taciau naujesni tyrimai parodeé, jog nebiitinai yra taip [22]. Nustatyta, jog
néra tiesioginio rysio tarp LPPR bangos ilgio ir SERS atsako. Salia metalo nanodaleliy egzistuoja ne
tik Sviesiosios modos - aptinkamos sugerties spektruose, taCiau ir tamsiosios modos - neaptinkamos
registruojant spinduliuote tolimajame lauke [22,23]. IS tiesy, SF registruojant SERS spektra ir nau-
dojant Ag koloidus net Zadinant 785 nm bangos ilgio lazeriu gaunami intensyvis SERS spektrai, nors
sidabro koloidy plazmony rezonanso daZniai daZniausiai yra srityje: 410 - 430 nm. Tamsiosios modos

atsiranda del plazmony hibridizacijos tarp nanodaleliy. DaZnai tenka nagrinéti ne pavienes nanoda-
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leles, o esancias tirpale arba agregavusias ant substrato. Tokiy daleliy elektrinis laukas arti dalelés
pavirSiaus ir plazmony rezonanso daZnis skiriasi nuo pavieniy daleliy. Dviejy daleliy, esanciy arti
viena kitos, kuriamas elektrinis laukas gali stiprinti, arba silpninti vienas kita ir keisti erdvinj lauko
pasiskirstyma. Tokiose sistemose, plazmony rezonansas yra pastumiamas j ilgabange puse, su inten-
syviausiu elektriniu lauku, esanciu ties tarpu tarp nanodaleliy, dar vadinamu karStuoju taSku (angl. -
hot spot) [8].

Ne sferinéms nanodaleléms, pvz. nanoprizméms, Zvaigzdéms, nanokubams, nanovamzdeliams
elektrinio lauko intensyvumo pagal Mie teorija apskaicCiuoti nepavykty. Dél Sios prieZasties taikomi
kiti metodai [17].

Pagal diskreciojo dipolio aproksimacijos (DDA) metoda apskaiciuotas elektrinio lauko intensy-
vumas trikampés plokstelés formos nanodaleléms (kraSto ilgis 100 nm, storis - 16 nm) pateiktas 3
pav. [17].

770 nm o 460 nm

3 pav. Plazmony rezonansas nanodalelése, pasiZyminciose astriais kampais. Adaptuota i$ [17].

Apskaiciuotas elektrinio lauko SF naudojant du bangos ilgius - 770 nm (patenkantj j ekstinkcijos
maksimuma) ir 460 nm. Matoma, kad elektrinis laukas yra kur kas stipresnis prie lenktos geometrijos
ir aStriy kampy viety. Tai vadinama Svieciancio strypo (angl. lightning rod) efektu.

VLISF priklausomybé¢ nuo atstumo tarp sferiniy daleliy (d), skaiCiuota naudojantis elektrostatine
aproksimacija [8], pateikta 4 pav. Matoma, kad atstumui tarp daleliy esant ~ 1 nm, elektromagnetinis
laukas sustipréja & 5 x 10° karto. Taciau daleléms tolstant viena nuo kitos, tarkim uZ 5 nm, stiprinimo
faktorius sumaz¢ja viena eile. Taip pat, paskaiCiuota (bet ¢ia nepateikta), jog nukrypus nuo karStojo
tasSko zonos tik 2,6 laipsnio, elektrinio lauko stiprinimas sumaZzéja perpus. Tai parodo, jog tokio
intensyviausio elektrinio lauko zony plotas nanodaleléje, lyginant su visu pavirSiaus plotu, yra labai
nedidelis ir molekulei patekti biitent ant Sios zonos tikimyb¢é yra maza.
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4 pav. VLISF karstajame taske tarp dviejy daleliy priklausomybé nuo atstumo. Adaptuota iS [8].

Egzistuoja ne tik elektromagnetinis molekulés stiprinimas dél saveikos su plazmoninio metalo
nanodalelémis, bet ir cheminis. Molekulé gali adsorbuotis ant ND pavirSiaus ir pasireiksti cheminis
stiprinimas, susijgs su kriivio pernasa tarp metalo ir molekulés. Paprastai elektromagnetinis stiprini-
mas siekia iki 10 — 107 karto. O cheminis — 100 karty [8].

1.1.2 Cheminis stiprinimas

Cheminis stiprinimas pasireiSkia ant nanodalelés pavirSiaus adsorbuotoms molekuléms ir yra su-
sijes su rezonansiniu efektu. Molekulei adsorbavusis, t.y. prisijungus prie nanodalelés, gali buti
sukuriamas kravio pernasos kompleksas. Energiniai lygmenys tarp molekules HOMO ir LUMO ir
metalo Fermi lygmens persiskirsto, molekulés elektroninis lygmuo gali buti suZadinamas ne tiesio-
giai perkeliant elektrong i§ LUMO j§ HOMO orbitales, bet per krivio pernaSos kompleksa dalyvaujant
metalo Fermi lygmeniui (5 pav.) [8].

Tuomet Zadinancios spinduliuotés daznio energija gali buti artima elektroninei sugerciai suzadinti
reikalingos energijos. Susiformaves krivio pernasos tarp nanodalelés ir molekulés kompleksas, gali
padidinti Ramano sklaidos procesa iki 100 karty. Net jeigu Zadinancios bangos daZnio energija nega-
li suzadinti elektroninés sugerties, tarp adsorbuotos molekulés ir nanodalelés pavirSiaus sukuriamas
pavirSiaus kompleksas — atsiranda stiprinamy virpesiy atrankos taisyklés. Labiausiai stiprinami tie

virpesiai, kuriy poliarizuojamumas kinta statmena nanodalelés pavirSiui kryptimi.
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5 pav. Kriivio pernasos komplekso iliustracija. Adaptuota i$ [8].

5 pav. pateikta krivio pernasos komplekso energiniy lygmeny diagrama, vaizduojanti metalo
nanostruktiros Fermi lygmens energija ir adsorbuotos molekulées HOMO — LUMO energin;j tarpa.

Ramano sklaidos atrankos taisyklés iSvedamos pagal kvantinés mechanikos postulatus. Molekuliy
virpesiai matomi Ramano sklaidos spektruose, kai bent viena i$ poliarizuojamumo tenzoriaus kompo-
nenciy kinta [8, 11] (poliarizuojamumas apibiidina molekulés savybe¢ esant iSoriniame monochroma-
tinés elektromagnetinés spinduliuotés lauke indukuoti dipolinj momenta). SERS atveju atsiranda pa-
pildomos atrankos taisyklés. Kadangi jau aiSku, jog net nedaug nutolus nuo nanodalelés pavirSiaus,
elektromagnetinio lauko stiprinimas susilpnéja, labiausiai stiprinami ty molekulés funkciniy grupiy
virpesiniy mody intensyvumai, kuriomis molekulé orientuota arba adsorbavusis ant nanodalelés. Taip
pat labiausiai stipréja virpesiai, kuriy transliacinis momentas sutampa su plazmony osciliacijy krypti-

mi - yra statmenas nanodalelés pavirSiui.

1.2 Koloidinés nanodalelés

DaZzniausiai ir placiausiai SERS spektriniuose tyrimuose naudojamos yra Au ir Ag nanodalelés.
Dél to Siame skyriuje Siy dviejy plazmoniniy metaly nanodaleliy savybes ir panagrinésiu. Kaip pa-
minéta ankscCiau, elektromagnetinio lauko stiprinimui Salia metalo nanodalelés svarbus parametras yra
dielektrinés skvarbos funkcija. Tinkamas metalas turi pasiZymeéti neigiama realigja dielektrinés skvar-
bos dalimi ir taip pat maZa menamaja dalimi. Menamoji dalis nusako metalo nanodalelés sugertj, taigi
ir elektromagnetinio lauko nuostolius. Bitent jie ir lemia maZesnj elektromagnetinio lauko stiprinima.

6 pav. pateikti dviejy tauriyjy metaly - sidabro (Ag) ir aukso (Au) dielektrinés skvarbos funkcijy
grafikai. Matome, kad sidabro ir aukso realioji dielektrinés funkcijos dedamoji regimojoje srityje yra
neigiama - tenkinama salyga suzadini plazmony rezonansui. Taiau menamoji dielektrinés funkcijos
dedamoji - atsakinga uZ sugertj, taigi ir spinduliuotés nuostolius Au, srityje iki 600 nm bangos ilgio,
yra didesné. Deél to auksas laikomas tinkamu plazmoniniu metalu ilgesniy nei 600 nm bangos ilgis

elektromagnetiniy bangy srityje.
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6 pav. Sidabro ir aukso dielektrinés skvarbos funkcijos (menama dalis apacioje, realioji — virSuje). Adaptuota i$ [14].

Sidabras pasizymi maza realigja dielektrinés skvarbos dalimi, taigi ir dideliu elektromagnetinio
lauko stiprinimu. Galima paminéti, jog UV srityje (maZesniy bangos ilgiy nei 350 nm) sidabro me-
namoji dielektrinés funkcijos dalis iSauga, taigi stiprinimas nebéra toks didelis. Sioje srityje galima
naudoti kita metala - Al, kuris pasiZymi didesniu stiprinimu nei Ag.

Sidabro atveju menamaja dalj iSreikSti galime Siek tiek pakeite Drude modelj. Taciau auksas
Drude modeliu negali buti pilnai apraSytas, dél savo elektrony juostos strukturos. Nanodalelei savei-
kaujant su elektromagnetine spinduliuote, elektronai gali biiti suzadinami j aukStesng energing juosta.
Aukso atveju tokiam suzadinimui reikalingas daZnis yra artimas savajam plazmony dazniui, kitiems
metalams jis buna didesnis - UV srityje. Aukso tarpjuostinés pernasos paaiSkinimas pateiktas 7 pav.
5d energijos lygmuo persikloja su 6sp hibridizuotu lygmeniu. 5d lygmenyje buseny tankis (angl.
density of states - DOS) didesnis, todél fotonas gali suzadinti elektrong i§ d lygmens j Fermi lygmen;.

Energijy skirtumas lygus 2,4 eV - dél tokios tarpjuostinés pernasos atsiranda sugertis, kai A < 600 nm.
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7 pav. Aukso tarpjuostinés pernasos paaiskinimas. DOS - buseny tankis, @y, - energijuy tarpaukso d ir Fermi lygmeny.
Adaptuota i$ [14].

Dél didesnio realios dielektrinés sklaidos nario, Aukso LPPR juosta sugerties spektruose yra pla-
tesné ir gaunamas elektromagnetinio lauko stiprinimas SERS spektroskopijoje maZesnis. Taciau Au

pasizymi kitu privalumu: jis maZiau oksiduojasi palyginus su Ag, taigi Au nanodalelés yra stabilesnés.

1.3 Kraujas ir jo komponentai

Kraujas yra vienas i§ biologiniy skysciy, atliekantis transporting funkcija t.y. padedantis transpor-
tuoti medZiagas tarp skirtingy kiino audiniy. Jis sudarytas i$ skysty (plazma) ir 1asteliniy komponenty.
Lasteliniai komponentai sudaro 40% - 50% kraujo tiirio. Lastelinius komponentus sudaro trijy tipy
Iastelés: eritrocitai, leukocitai ir kraujo plokstelés. Kraujo plazma sudaryta i§ 91% - 92% vandens
ir 7% proteiny. Likusia dalj sudaro mineralinés druskos, organiniai komponentai - angliavandeniai,
lipidai (perneSami baltymais), amino riigstys, nukleotidai ir didelis kiekis metabolity. Plazmos funk-
cija yra palaikyti osmosinj spaudima ir reguliuoti mineraly, angliavandeniy, lipidy ir t.t metabolizma,
palaikyti jony pusiausvyra. Taip pat apsaugoti nuo toksiny, patogeny ir ligos sukeléjy, palaikyti kiino
temperatura. Serumas nuo plazmos skiriasi tik tuo, jog yra gaunamas kai kraujui leidZiama sukreséti,
prieSingai nei plazmos atskyrimo atveju. Tai taip pat skystasis kraujo komponentas, bet neturintis
kreSéjimo faktoriy (fibrinogeno, protrombino ir kity). Plazmos ir serumo pH daZniausiai yra 7,35 -
7,45.

Kraujo plazma ir serumas yra biologiniai skysciai, dazniausiai naudojami diagnostikoje. Plazma
gaunama centrifuguojant krauja kartu j ji idéjus antikoagulianty - medZiagy, neleidZianc¢iy kraujui
sukreSéti. Serumas atskiriamas sukreSinus krauja. Tam daZniausiai naudojami specialus indeliai, j ku-
riuos iSkart paimamas kraujas yra sumaiSomas su koaguliantais. Kraujo serume aptinkamas didZiulis
skirtingy metabolity kiekis - kolkas literatiiroje pateikti vir§ keturiy tiikstanciy skirtingy medziagy,

esanCiy Zmogaus kraujo serume [24]. Zmogaus serumo albuminas - labiausiai pasitaikantis (54%)
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proteinas plazmoje ir serume. Kiti proteinai - globulinas, fibrinogenas (tik plazmoje), fermentai, hor-
monai ir t.t.

Norint taikyti spektring analiz¢ biologiniams skys¢iams sunkumai kyla dél to, jog daugelio se-
rume esanciy metabolity koncentracijos varijuoja apie +/- 50%, kai kuriy - +/- 100% (tokiy kaip
D-gliukoze, L-laktino riigstis, L-glutaminas, glicino) priklausomai nuo paciento savybiy: amZiaus,
lyties, genetiniy savybiy, kity vaisty vartojimo, patologiniy pakitimy, mitybos ir aktyvumo lygio.
Taigi siekiant sukurti patikima ir veikiantj diagnostinj metoda j tai turi biiti atsiZvelgiama.

SERS spektroskopiné metodika, kurios metu naudojamos sidabro arba aukso nanodalelés, siekiant
aptikti tam tikrai ligai budingus bioZymenis remiasi nanodaleliy funkcionalizacija. Svarbu, kad butent
tos molekulés, kuriy spektrinius Zymenis norima aptikti bty arti nanodalelés pavirSiaus. Nanodaleliy
funkcionalizavimo procedira yra sudétinga ir ne visada lemia geriausius rezultatus. Spektrinis at-
sikartojamumas mazas, nes biologiniuose skysciuose yra daug skirtingy biomolekuliy, turinCiy tas
pacias funkcines frupes, kurios taip pat gali jungtis su funkcionalizuota nanodalele. Jei vieno pacien-
to kraujyje ar jo skystuosiuose komponentuose yra skirtingas santykis toky molekuliy, tai gali pakeisti
uZregistruotus spektrinius duomenis. Galima taikyti SERS metodika ir kitaip - naudoti ne funkciona-
lizuotas nanodaleles, leisti prie ju prisijungti kuo daugiau molekuliy ir metabolity, turinCiy skirtingas
funkcines grupes ir analizuoti gautus spektrus, ieSkant biomolekuléms budingy spektriniy Zymeny.

Tokie Zymenys, tikimasi, sumaZzins skirtumus tarp pacienty ir leis gauti greita diagnostikos rezultata.

1.3.1 Kraujo SERS spektriniai tyrimai

Galimybe atlikti biologiniy skysciy spektring analiz¢ turi daug privalumy. Biologiniai skysciai
turi gausia sudétj metabolity, gali suteikti biocheming ir biologing informacija. Pagal medZiagy kiek;
arba tam tikry medZiagy buvima sprendZiama apie paciento biiklg, sveikata, diagnozuojamos ligos.
Jie lengvai gaunami. Biologiniy skys¢iy, daZniausiai kraujo ir jo komponenty, analizé atliekama pasi-
naudojant chromatografiniais metodais. Efektyvioji skysc¢iy chromatografija (angl. high performance
liguid chromatography - HPLC) jgalina aptikti mazas medziagy koncentracijas kraujyje: nM, uM
eilés - priklausomai nuo medziagos. Taciau galimybé aptikti medZiagas spektroskopiniais tyrimais
yra daug Zadanti ir labai patraukli.

Spektriné analize, lyginant su chromatografiniais metodais pasizymi tokiais privalumais:

1. operatyvumu - spektra uzregistruoti galima greitai (spektry registravimo trukmeé siekia kelias
ar keliasdeSimt minuciy), beveik iSkart galima nustatyti, ar medZiaga yra kraujyje ir kokia jos

koncentracija;
2. reikia labai nedidelio bandinio kiekio - uZtenka laSiuko kraujo, seiliy ar kity skysciy;

3. patys skysciai néra uZterSiami pasalinémis medZiagomis kaip naudojantis chromatografiniu me-
todu;

4. perspektyvu panaudoti kuriant greity diagnostikos priemoniy (angl. point-of-care) testus.
13



Deél didelio skai¢iaus komponenty, esanciy kraujyje ir serume, spektriné jy analizé, mechaniskai
neiSskiriant pavieniy komponenty (kaip chromatografijos atveju) yra sudétinga. Literaturoje vis dar
néra pateikta daug kraujo SERS spektry ir straipsniy, analizuojanciy spektring kraujo sudétj, uzregist-
ruotg spektrine SERS metodika. Kraujo SERS spektrai analizuoti [25-27], darbuose. Kiek Zinoma,
serumo ir plazmos SERS spektry literaturoje aptinkama daugiau [3, 28, 28-30, 30-33], taciau ir jy
analizé sudétinga. Galima pradeéti palyginant kraujo Ramano sklaidos ir SERS spektrus.

Tiek Ramano sklaidos spektrams gauti, tiek ir SERS, labai svarbus Zadinancios bangos ilgis. SERS
arba Ramano sklaidos spektrams registruoti daZniausiai Zadinama regimaja ar artimaja infraraudonaja
(785 nm) spinduliuote.

Zadinant 785 nm bangos ilgio lazeriu uZregistruojamas prerezonansinis kraujo Ramano sklai-
dos spektras, kuriame matomos spektrinés juostos biidingos raudoniesiems kraujo kiineliams, tiksliau
hemoglobinui ir oksihemoglobinui [34], [26]. 8 pav. pateiktas iSdZiovinto kraujo Ramano sklaidos
spektras yra beveik identiSkas deoksiduotiems eritrocitams. Spektre taip pat matomos proteinuy spekt-
rinés juostos, amido I juosta ties 1650 cm ™!, CH, ir CH3 deformacinés modos pirminiy amino rigséiy
grandingje ties 1446 cm™!, fenilalanino juosta ties 1004 cm™!. Zadinant trumpesniy bangy ilgiy la-
zeriais (488 nm, 514 nm, 568 nm, ir 633 nm) taip pat dominuoja hemoglobino ir oksihemoglobino

rezonansinés Ramano sklaidos spektrinés juostos.
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8 pav. Kraujo ir eritrocity SERS spektrai. Adaptuota is [26].

Visai kitokia situacija matoma kraujo SERS spektruose. Naudojant Sig metodika galima pamatyti
ne tik eritrocity spektrus, kas neiSvengiama Ramano sklaidos atveju, ta¢iau aptinkamos mazos mole-
kulés ir metabolitai, esantys kraujyje. Premasiri et al. [26] uZregistruotuose SERS ir Ramano sklaidos
kraujo spektruose, Zadinant 785 nm bangos ilgio lazeriu, néra tokiy pat spektriniy juosty, kas reiskia,
jog SERS spektrai gaunami ne dél eritrocity ar kity 1asteliniy kraujo komponenty virpesiniy mody.
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Taip pat, 514,5 nm ir 785 nm bangos ilgio lazeriu Zadinant kraujo Ramano sklaida, uZregistruoti
spektrai skiriasi tarpusavyje [26]. Zadinant krauja 514,5 nm bangos ilgio lazeriu, SERS spektruose
galima identifikuoti hemo grupg [25]. Boyd et al. teigia, kad zadindami krauja 532 nm bangos ilgio
lazeriu, spektras gautas panasus j Ramano sklaidos spektra [27].

Zadinant 785 nm bangos ilgio lazeriu kraujo SERS spektras gautas toks pat kaip plazmos [26]
(9 pav.), kas parodo, jog kraujo SERS spektrinés juostos atsiranda dél mazy molekuliy, esanciy ir
serume, virpesiniy mody. Kraujo SERS spektruose galima aptikti Slapimo rugsties, hipoksantino,

Zmogaus serumo albumino (ZSA) ir hemoglobinui budingy spektriniy juosty [35].

3 T Y v T v T T ¥ T T
a. I8dZidves kraujas — Ramano sklaidos spektras

:

Santykinis intensyvumas —
..._.895......4...__..
>34

|

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Bangos skaiéius, cm1

9 pav. Kraujo Ramano sklaidos (a), kraujo SERS (b) ir plazmos SERS (c) spektrai. Registruota Zadinant 785 nm bangos
ilgio lazeriu. Adaptuota i§ [26].

Taigi keiiant Zadinancios bangos 1lgj, kraujo SERS spektruose galima pamatyti spektrines juos-
tas, budingas skirtingoms baltymy grupéms, metabolitams, kuriy Ramano sklaidos spektruose nema-
tytume. SERS spektroskopijos taikymas kraujui taip pat gali buti naudojamas teismo ekspertizéje,

aptinkant kraujo pédsakus ant ruby ar kity audiniy net jei jie atskiesti santykiu 1:100000 [27,35].

1.3.2 Kraujo serumo SERS spektriniai tyrimai

Kaip minéta anksciau, serumas nuo plazmos skiriasi tik kreséjimo faktoriy nebuvimu (juos sudaro
daugiausia baltymai, fermentai). ISties, literaturoje pateikty spektry daugelio juosty padétis ir forma

vizualiai atrodo panasSios. Be to, reikia nepamirsti, kad norint gauti kraujo plazma, papildomai j krauja
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biitina jmaiSyti antikoagulianty - pasaliniy medZiagy. Jie gali apsunkinti spektring interpretacija. Tarp
Ju daZniausiai naudojami EDTA (etilendiamintetraacto rugstis) ir trinatrio citratas. Heparinas, kitas
daznai naudojamas antikoaguliantas, nepakeicia uzregistruojamy plazmos spektry [28] (Ziuréti pa-
veikslelj 10). Paveikslelyje matomos citratui ir EDTA biidingos intensyvios spektrinés juostos, kurios
uzgoZia plazmos spektrines juostas. Heparino atveju SERS spektre nepastebimos paSalinés spektrinés
juostos, nes Sio eksperimento metu plazmos bandiniai buvo filtruoti siekiant gauti intensyvesnj; SERS
spektra. Heparino molekuliné masé didelé ir jis isfiltruojamas i§ bandinio kartu su plazmos baltymais.

Gaunamas filtruotas plazmos spektras savo forma ir spektrinémis juostomis panasus i serumo spektra.
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10 pav. SERS spektrai plazmos, gautos naudojant skirtingus antikoaguliantus. I§ apacios j vir§y: serumas, plazma su
heparinu, plazma su citratu, plazma su EDTA. Adaptuota iS [28].

Zadinangio bangos ilgio pasirinkimas SERS spektrams registruoti taip pat gali daryti jtaka gau-
namiems rezultatams. Zadinant kraujo bandinius 514 nm spinduliuote gaunami karotinoidy rezonan-
sinés pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos (PSRRS arba angl. SERRS) spektrai, nes Sie bangos
ilgiai patenka j karotinoidy sugerties juosta (400 nm - 530 nm) [28]. Serume jy koncentracija vari-
juoja nuo 0,2 iki 0,5 umol/L [36]. Bandinio filtravimas <3 kDa paSalina karotinoidus ir ju spektriniy
juosty SERS spektre nebesimato.
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Sunkumai norint analizuoti SERS serumo ar plazmos spektrus kyla dél taikomy skirtingy eksperi-
mentiniy metody, nuo ko gali priklausyti ir uzregistruojamas SERS spektras. Literaturoje pateikti
Zmogaus plazmos SERS spektrai savo forma Siek tiek skiriasi (11 pav.) priklausomai nuo plazmos ir

koloido maiSymo santykio ir nuo eksperimento btido (9 pav.).
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11 pav. Kraujo plazmos SERS spektrai, uzregistruoti naudojant koloidinj SERS metoda, kai plazmos ir nanodaleliy maiSy-
mo santykis su Ag ir Au nanodalelémis 1:9 ir 1:1. Adaptuota is [28].

Daznai literaturoje naudojama koloidinio SERS skystoje terpéje metodika. Serumo arba plazmos
bandinys ir koloidinis aukso arba sidabro tirpalas maiSomas santykiu 1:1 [3,28,30-33]. Santykiu 1:9
[28,29] arba kitu. Pries registruojant spektra, palaukiama kelias valandas, kol metabolitai adsorbuosis
ant nanodaleliy pavirSiaus. Registruojami tirpalo spektrai.

Naudojant tokj bandinio paruoSimo buda, reikia atsizvelgti j tai, kaip nanodalelés gali saveikauti

su biologinio skys¢io molekulémis.

1. Gali buti svarbu tai, jog koloido ir kraujo pH skiriasi, o gaunami SERS spektrai priklauso nuo
terpés pH [37], nes nanodalelés dazniausiai (Siuose eksperimentuose) yra stabilizuotos elekt-
rostatiSkai, t.y. apvalkalu, kuris turi kriivi. Keiciant pH regulivojama elektrostatiné¢ saveika

tarp nanodalelés ir bandinio molekuliy. Prie nanodaleliy pavirSiaus tuomet jungiasi tam tikros
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molekulés, kuriy jungimosi energija yra palankiausia.

2. Taip pat, Zinoma, jog Zmogaus serumo albuminas (ZSA) yra linkes jungtis prie nanodaleliy
ir sudaryti ,,proteiny Zieda* [38], tai gali trukdyti nanodaleliy agregacijai. Nanodaleliy agre-
gacija gali buti sukeliama, kai dél juy elektrostatinio krivio atsirandanti joniné jéga sumazéja.
Tai galima pasiekti tirpale atsiradus daugiau neutraliy molekuliy arba padidinus terpés joning
jéga. Serume yra daug joniniy medZiagu, galinCiy sukelti nanodaleliy agregacija, ta¢iau ZSA
baltymai gali sutrukdyti. Dél to bandiniai gali buti filtruojami [28].

3. Taip pat svarbus yra santykis tarp nanodaleliy ir bandinio molekuliy [28]. Jeigu nanodaleliy
kiekis néra pakankamas, prie jy prisijungti gali molekulés, kuriy giminiSkumo jungimosi ener-
gija didziausia - jos jungiasi spar¢iausiai, taciau jei nanodaleliy yra daugiau, prie jy prisijungti
taip pat gali ir kitokia jungimosi energija turincios molekulés - jos jungiasi léCiau ir uZregist-

ruojamas kitoks spektras ( ziareti 11 pav.).

Be to, tiriant kraujo SERS spektrus, verta paminéti, jog yra Zinoma, kad nanodalelés gali pra-
siskverbti 1 lasteliy vidy ir stiprinti 1astelés viduje esanciy komponenty Ramano sklaida [39] (nors
serume lasteliy biiti nebeturéty).

Premasiri et al. [26,40] eksperimento metodika skiriasi nuo pries tai minétos - ant paruosto subst-
rato uzlaSinamas serumo bandinys ir iSdZiovinamas. Spektras registruojamas Zadinant 785 nm bangos
ilgio lazeriu. Toks metodas neleidZia serumui maiSytis su nanodalelémis, dél to galima uZregistruo-
ti kitokius spektrus. Siuo atveju, nanodalelés nesimaiSo su bandinio molekulémis ir dominancios
molekulés gali adsorbuotis tik ant pavirSiaus.

Zinoma, jeigu prieS registruojant spektra, atskiriame kraujo arba serumo komponentus, galime
padidinti SERS jautrj norimoms aptikti medZiagoms, pavyzdziui, globulinui, tokiu biidu galima nu-
statyti kraujo grupe i plazmos SERS tyrimy [41,42].

Atrodo, kad ir uzZregistruojamos serumo ir plazmos spektrinés juostos vis dar néra sutartinai ir
nuodugniai iSnagrinétos. Vienuose spektruose dauguma juosty priskiriama Slapimo riig§ciai ir hipok-

santinui tiriant seruma [28,29, 32] ir plazma [26] (Zitréti 12 pav.).
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Bangos skaicius, cm™

12 pav. Serumo, Slapimo rugsties ir hipoksantino SERS spektry palyginimas. SERS spektrai i§ apacios i virSy: (a)
hipoksantinas; (b) Slapimo rugstis; (c) serumas; (d) aSaros. Cia cps - fotony skaicius per sekunde. (angl. counts per
second). Adaptuota i [32].

Kituose, publikuotuose ankscCiau ir ne tik, straipsniuose, daugiausiai tirianCiuose vézinius Zymenis
SERS metodika, spektrinés juostos preliminariai priskiriamos biomolekuléms: nukleortgsStims, pro-
teinams, DNR molekuléms, fenilalaninui, adeninui, lipidams tiriant seruma [28,29,31,33,40,43-46],
ir plazma [3,47]. Taciau tokia spektriniy juosty priskyrimas molekuléms neatrodo patikimas [28,32].
Patys autoriai nurodo, kad spektriniy juosty priskyrimas preliminarus, daugiausia remiamasi Ramano
sklaidos [39, 48, 49] bei ZSA [50] spektriniy SERS juosty padétimi bei lasteliy SERS spektrais [39].
Nors vizualiai juosty padétis ir forma atrodo panasios, skiriasi serumo ir plazmos spektriniy juosty
padéties interpretacija. Serumo spektriniy juosty priskyrimas, apibendrintas pagal kelis autorius,
priskirian¢ius serumo spektrines juostas biomolekuléms pateiktas 1 lenteléje. Pazymétina, jog toks
juosty priskyrimas gali buti netikslus, autoriai tas pacias spektrines juostas priskiria skirtingiems vir-
pesiams ir néra bendro sutarimo. Lenteléje pateiktos spektriniy juosty padétys ir priskyrimai gauti

uzregistravus SERS spektrus naudojant sidabro nanodaleles.
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1 lentelé. Serumo spektriniy juosty priskyrimas pagal literatiiros Saltinius: [45] ir [40]. Zyméjimai: v - valentinis virpesys,
8 - deformacija plokitumoje, ¥ - deformacija ne plokitumoje, 7 - sukimo virpesys. Trumpinys ZSA - Zmogaus serumo

albuminas. Raidés nurodo, kokiu literattiros Saltiniu remtasi: [45] - A, [40] - B.

Spektrinés juostos
maksimumo Virpesiné moda Molekulé
padétis, cm™!

496 Ziedo L-Argininas®
579 v(S-S) ZSAB
591 Amidas IVA
630 d(C-C=0) Tirozinas®?
638 (C-O) Tirozinas?
725 - Hipoksantinas®
807 Tirozinas?
813 v(C-C) Kolagenas?
888 0(C-O-H) D-galaktozaminas?
907 v(C-C) Peptidai®
1004 Ziedo Fenilalaninas*-?
1072 v(C-C) Lipidai?
1135 D-Manozé”
1206 v(C-CgHs) Triptofanas? (tirozinas?)
1332 - Triptofanas 4
1365 - Triptofanas®
1578 v(NH3) Fenilalaninas™-?
1655 v(C=0) Amidas '8

Apibendrinant, atrodo, jog serumo ir plazmos spektrai gaunami skirtingi, priklausomai nuo eks-

perimento metu naudojamos metodikos, ir néra placiai sutariama kokios molekulés kuria serumo ir

plazmos SERS spektrus. D¢l to, labai svarbus atrodo sistemingi kraujo ir jo komponenty SERS tyri-

mai. PriesS registruojant kraujo komponenty spektrus, reikéty atsizvelgti i kelis dalykus:

1.

2.

Zadinangios spinduliuotés bangos ilgi. Galima uZregistruoti SERS arba SERRS spektrus.

Bandinio paruoSimo metoda - bandinys lasinamas ant substrato ir dZiovinamas ar maiSomas su

nanodalelémis ir registruojamas koloidinis SERS spektras skystoje terpéje.

. Nanodaleliy ir bandinio maiSymo santykj, t.y. nanodaleliy kiekj bandinyje.

Nanodaleliy apvalkalo kravj, teigiama kriivj turintys metabolitai bus labiau linke adsorbuotis

ant neigiama kruvj turin¢iy nanodaleliy ir atvirksciai [51].
Nanodaleliy ir bandinio pH skirtuma.

Bandinyje esan¢iy komponenty filtravima, ZSA ir kity baltymy nufiltravima, pagerinant nanoda-

leliy agregacija.
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1.3.3 Kraujo komponenty SERS aktyvumas

Pastebéta, jog kraujo bandiniy laikymas ir apdorojimas spektrinei informacijai yra labai svarbus.
Geriausia paémus krauja, jo spektra registruoti 1S karto, per kelias valandas arba atskirti komponen-
tus. Laikant kraujo bandinj Saldytuve, tamsoje 4 °C temperatiroje, jame esanciy lasteliy irimas néra
sustabdomas ir po 14 - 17 h kraujo spektre atsiranda hipoksantinui biidingos spektrinés juostos. To-
liau ilgéjant laikymo laikui, hipoksantino spektrinés juostos intensyveéja. Kol pasiekia maksimuma po
apytiksliai 24 h. Lyginant su pradiniu bandiniu, hipoksantino koncentracija kraujyje iSauga 50 - 100
karty ir pasiekia apytiksliai 200 uM [26].

Kraujo serume, kaip minéta, SERS spektruose aktyviausia yra Slapimo riigStis. Serumo spektrinés
juostos beveik visos gali bati priskiriamos §lapimo riigg¢iai. Slapimo riigstis (SR), arba uratas, yra
heterocikliné organiné medziaga, kurios cheminé formulé - CsH4N4O3. SR yra biidingas laktamo —
laktimo tautomerizmas. Molekuléje vandenilio atomai gali buti prisijunge prie azoto atomy (laktamo
tautomeras) arba deguonies atomy (laktimo tautomeras) (Zr. 13 pav.). Sios molekulés rugsties diso-
ciacijos konstanta, pKa — 5,4. Tai yra silpna riigstis, kuri praranda vandenil] ir tampa deprotonuota
(tuomet vadinama uratu) pH esant 5,4 ir aukstesniam. Uratas — konjuguota SR bazé. Taigi, Zmogaus

kine esant normaliam pH Slapimo rugstis aptinkama deprotonuotos formos.

] OH
N NH N N

O:< | — HO_</ | /)\
Laktamo forma Laktimo forma

13 pav. Slapimo riigities molekulés tautomerai - laktamo ir laktimo forma.

SR yra stiprus reduktorius ir antioksidantas. Tai vienas daZniausiai Zmogaus kraujyje ir seru-
me aptinkamy antioksidanty. SR Zmogaus ir i§sivys¢iusiy primaty organizmuose gaunama skaidant
purinus - heterociklinius aromatinus junginius, sudaranc¢ius DNR ir RNR pagrinda (galutinis puriny
metabolizmo produktas). Daugelis kity Zinduoliy turi fermenta urikaze, kuri suskaido SR iki alantoi-
no. SR formuojama kai fermentas oksiduoja oksipurinus (ksantina, hipoksantina) kepenyse, Zarnyne,
raumenyse ir kituose audiniuose. Slapimo riigitis aptinkama $lapime, kraujyje (normaliomis laiko-
mos koncentracijos sritis 24 — 70 mg/L arba 140 - 420 uM) taip pat Sios molekulés aptinkamos ir
kituose audiniuose bei organuose. Slapimo riigtis maZai tirpi vandenyje. Maksimalus tirpumas —
60 mg/L (360 uM). D¢l ligos ar prastos mitybos padidéjus SR koncentracijai kraujyje SR kristalizuo-
jasi ir i$ $iy kristaly susiformuoja inksty akmenys. SR kristaly sankaupos sanariuose sukelia artrita,
podagra (smailiis SR kristalai susiformuoja kapiliaruose, sanariuose, odoje ir sukelia skausma). SR

yra Salinama per inkstus kartu su Slapimu.
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Mums SR svarbi dél to, jog jos koncentracija kraujyje ir serume kinta priklausomai nuo mity-
bos, alkoholio vartojimo, medicininio gydymo (chemoterapija, radioterapija), fizinio aktyvumo, jeigu
sergama inksty, kepeny ligomis.

Dél savo cheminés sudéties - konkre&iai dél amidy, SR molekulé yra labai aktyvi SERS spekt-
ruose. Ji adsorbuojasi ant nanodalelés pavirSiaus per amiding grupe [52] (didZiausia rySio energija,
pakankama ry§iui susiformuoti, gaunama kai SR molekulé pasisukusi amidine grupe prie sidabro
klusterio, sudaromi kompleksai) ir dél jos serumo spektry analizé ieSkant vaisty - salicilo rugsties
(SA) molekuliy Zymeny, labai pasunkeéja.

Vaisty, tokiy kaip aspirinas ir salicilatai, vartojimas taip pat daro jtaka Slapimo rugsties koncent-
racijai serume. Yra nustatyta, jog maZa < 325 mg/dienai aspirino dozé padidina SR koncentracija
serume. Kuo maZesné aspirino doze, tuo labiau padidéja SR koncentracija (tirta po 24 h savaite lai-
ko tai paciai aspirino dozei) [53]. Didesné nei 325 mg/dienai aspirino dozé prieSingai, sumazina
SR koncentracija kraujyje [54]. Kas i¥ tiesy apsunkina kiekybinj salicilo ragties kraujyje tyrima
neselektyviomis nanodalelémis. Abi molekulés konkuruoja dél prisijungimo vietos ant nanodalelés

pavirSiaus, taigi svarbi yra molekuliy santykiné koncentracija.

1.4 Aspirinas ir jo metabolizmas

Aspirinas ir salicilatai — vieni seniausiai naudojamy medikamenty. Nors aspirino vartojimas per
pastaruosius deSimtmecius Siek tiek sumazéjo dél kity nesteroidiniy prieSuzdegiminiy vaisty iSpopu-
liaréjimo bei aspirino siejimo su Reye sindromu (pasireis$kia vaikams po infekcinés ligos) - jis nereko-
menduojamas vaikams, sergantiems véjaraupiais. Vis dél to aspirinas i$lieka placiai vartojamas kaip
analgetikas ir dél krauja skystinanciy ir kre$€jima maZzinanciy savybiy. Reaguodamas su vandeniu, o
paciento kraujyje ir veikiamas esteraziy, aspirinas labai greitai — per 20 — 25 min virsta metabolitu,
salicilo ragstimi (molekulés struktura pateikta 14 pav.). Aktyviojo aspirino metabolito — SA randama
daugelyje kity vaisty — salicilo rigsties tepale, metilo salicilatuose, 1§ kuriy vieno, daZniausiai perdo-
zuojamo, ,,Oil of Wintergreen* koncentracija labai didelé: 5 ml sirupo atitinka 7,5 g aspirino. Siekiant
nustatyti perdozavima salicilatais ir aspirinu, tiriama butent SA koncentracija kraujyje, kraujo serume

ar plazmoje.

14 pav. Salicilo rugsties molekulés struktiira.
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Salicilo rugsties farmakokinetika: salicilatai Salinami su Slapimu. Jprastomis dozémis (325 mg,
500 mg) pusé SA 1§ kraujo yra paSalinama per 3 - 5 valandas. Kraujyje SA aptinkama prisijungu-
si prie albumino. Prisijungusios rugsties kiekis gali siekti iki 80% kraujo plazmoje (didelés dozés
atveju). Dél SA saveikos su albuminu, salicilatai pasizymi nuo dozés priklausiancia kinetika. T.y.
jei dozé didesné (3,6 g) SA koncentracija sumazéja perpus po 12 - 16h (priklausomai nuo dozés Si
trukmeé gali padidéti iki 30 h stipraus apsinuodijimo atveju) ir SA farmakokinetika sulétéja. Maksima-
lig koncentracija SA kraujyje pasiekia po apytiksliai 0,5 h - 1 h, vartojant terapines, 500 mg, dozes -
0,17 mM [55]. Ir po 2h [56] vartojant 640 mg doze - 0,3 mM. Umaus apsinuodijimo atveju priklauso-
mai nuo dozes ir vaisto rasies (Snypsciosios tabletés greiCiau patenka j krauja) Si koncentracija iSauga.
Taciau SA kinetika labai priklauso nuo paciento ir gali svyruoti. Vaisto farmakokinetika, iSgérus 1,2 g

aspirino pateikta 15 pav.
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Koncentracija, pg/ml

\\\
5,

15 pav. Aspirino (acetilsalicilo riigsties) ir salicilo rigsties (punktyriné linija) farmakokinetika iSgérus 1,2 g aspirino dozg.
Adaptuota i$ [57].

15 pav. matoma, jog aspirino koncentracija plazmoje lyginant su SA yra maza, ir greitai maZzéjanti.
SA koncentracija serume pasiekia maksimalig 0,7 mM koncentracija (grafike atitinka 95 ug/ml) ank-
sCiau nei po 1h.

ToksiSkumas: apsinuodijimas aspirinu ar kitais salicilatais nustatomas i§ SA koncentracijos krau-
jyje arba kraujo plazmoje tiriant krauja po 3h — 4h arba 4h — 6h. Dozés kategorijos pagal skirtingo

pavojingumo perdozavima [58] ir aspirino metabolito koncentracijos kraujyje pateiktos 2 lenteléje.

2 lentelé. Salicilo riigsties koncentracijos serume pagal pavojinguma. Adaptuota i§ [59].

ToksiSkumas Koncentracija | Moliné konc., M | Laikas
Terapiné 100 pg/ml 0,7 mM

PrieSuZdegiminé 100-400 pg/ml | iki 3 mM

Pavojinga dozé 500 pg/ml nuo 3,6 mM 4-6 val.
L. pavojinga dozeé. | 700 ug/ml 5 mM

Mirtina dozé 1,6 mg/ml 11,5 mM
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Perdozavimas labiausiai pavojingas vaikams iki 6 mety amzZiaus ir vyresnio amZiaus Zmonéms (70
mety ir vyresni). Pagal 2017 m. Jungtiniy valstijy duomenis, nuo aspirino ir kity krauja skystinanciy
vaisty kasmet mirSta 3000 vyresnio amZziaus (> 65 m.) Zmoniy [60]. Taip pat daZnai pasitaiko
bandymuy nusiZzudyti apsinuodijus vaistais [61].

Paprastai medikamenty perdozavimas pacientams nustatomas efektyviosios skys¢iy chromato-
grafijos metodais ( angl. high performance liquid chromatography). Jais galimas nustatyti maZiausias
vaisty kiekis 25 ug/ml — 1 ug/ml. Tokia priemoné, SA koncentracijos nustatymui - (Emit tox Salicy-
lic Acid Assay 1S Beckman Coulter). Kitas komercinis produktas — Lab Corp kompanijos Salicylate
Serum Test leidzia aptikti 5 ug/ml, bet tik po 2-3 dieny. Neogen kompanijos Salicylates Acid Test
leidZia nustatyti — 1,1 ug/ml SA koncentracijos.

Taciau klinikose medikamenty perdozavimo nustatymas uZtrunka palyginus ilgai. Pacientai po
vaisty vartojimo turi laukti 4 h kol bus paimtas kraujas, tuomet dar laukti, kol i§ laboratorijos gaus
tyrimy rezultatus. Laikas nuo atvykimo j ligoning iki rezultaty gavimo trunka apie 370 minuciy —
6 h [62]. D¢l to ieSskoma budy kaip pagreitinti tyrimus ir gauti tikslius rezultatus (naudojami jvairts
greito testavimo metodai). Taip pat, chromatografiniams ir daugeliui kity metody taikyti j kraujo
méginius dar dedamos papildomos stabilizuojancios medziagos (kalio fluorido, natrio fluorido), be
to, paimamas didesnis kiekis kraujo i paciento. SERS metodikai tereikty 1 laSiuko — 25 ul paciento

kraujo ir jokio ilgo bei sudétingo paruoSimo.
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2 Eksperimentinio tyrimo metodai

2.1

1.

Medziagos ir eksperimentiné jranga

Nanodaleliy sintezei: trinatrio citratas (Na3CgHs50O7) nehidrintas, pH 7,5 - 9, Merck (Vokieti-
ja); sidabro nitratas (AgNQO3), didelio grynumo, Merck (Vokietija); aukso chloridas (HAuCly),
didelio grynumo, Merck (Vokietija); Polivinilpirolidonas K-30 (PVP K-30), Roth (Vokietija);

natrio borohidridas (NaBHy4); cetilmetilamonio bromidas (CTAB); askorbo rugstis.

pH ir joninéms jégoms pakeisti: KCl, Sigma Aldrich (JAV); HCI 2M, Sigma Aldrich (JAV),
NaOH 2M, Sigma Aldrich (JAV).

Kraujo bandiniy paruoSimui: Dicynone 250mg/2ml, 2 ml, injekcinis tirpalas, N50.

Bandiniams: acetilsalicilo riig§tis 99% grynumo, Alfa Aesar (JAV); salicilo riigsties ragstis 99%
grynumo, Sigma Aldrich (Vokietija); acetaminofenas, Sigma Aldrich (Vokietija); Paracetamolis
Actavis 500 mg tabletés; Aspirin Bayer 500 mg tabletés; Slapimo rugstis 98% grynumo, Merck
(Vokietija); hipoksantinas 98% grynumo, Merck (Vokietija); Zmogaus kraujo serumas i§ AB

kraujo grupés vyro sukre$¢jusio kraujo (Sigma Aldrich, JAV).

Iranga: kaitinama magnetiné maiSyklé Cimarec, Thermo Scientific (JAV); Lambda 1050 UV-
Vis spektrometras, Perkin Elmer (JAV); MultiRam FT-Raman spektrometras, Bruker (JAV);
Heraeus megafuge 16 centrifuga, Thermo scientific (JAV); pH matuoklis; Whatman filtrinis

popierius 2,7 um (Merck, Vokietija).

Chemineéms reakcijoms buvo naudotas dejonizuotas vanduo ir bandiniy paruo$imui, valymui - etano-

lis. Koloidy indams plauti - karaliSkas vanduo.

2.2

I.

Nanodaleliy sintezé

Sidabro nanodaleliy sintez¢ pagal Lee-Meisel metoda (Ag-cit) atlikta kaip nurodyta literatiiroje
[63]. Indas, kuriame sintetinamos dalelés, uZdengiamas nuo iSoriniy spinduliy aliuminio foljja,
paruoSiamas 100 ml tiirio 1 mM koncentracijos sidabro nitrato tirpalas. Jis uzverdamas nuo-
lat maiSant magnetine maiSykle. | uZvirusj tirpala supilamas paSildytas 40 mM natrio citrato

tirpalas (2 ml). Verdama 1 h, maiSant 600 rpm greiciu.

Natrio borohidridu redukuoty sidabro nanodaleliy (Ag-NaBH4) sintezé (adaptuota i§ Aherne
et al protokolo [64]) atlikta dviem etapais. 1) Gaminamos séklos - 0,12M PVP tirpalas (20 ml)
uzverdamas, jpilama 1 mM AgNOs tirpalo (4 ml), verdama 1 h maiSant. Kai tirpalas atvésta, j
tirpala (2 ml) jpilama 2,5 mM citrato tirpalo (2 ml ) ir, galiausiai, katik paruosto 10 mM natrio
borohidrido tirpalo (0,059 ml). 2) Auginimas — j 6 kartus skiesta sé¢kly tirpala (3 ml) jpilama
10 mM askorbo rigsties tirpalo (75 yl) ir létai sulaSinamas 0,5 mM AgNOj3 tirpalas (3ml).
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3. Polimeru redukuoty ir dengty sidabro (Ag-PVP) nanodaleliy sinteze [65]. 1,25 g PVP istirpinta
25 ml vandens. [ tirpala nuolat maiSant jdéta 1,27 g sidabro nitrato. Sinteze jvyko iSkart, taciau

maiSyta dar 1 h.

4. Polimeru redukuoty ir dengty aukso nanodaleliy (Au-PVP) sinteze [66]. 0,12 M PVP tirpa-
las (25 ml) uZvirinamas, sumaiSomas su uzvirintu 1 mM HAuCly tirpalu (25 ml). Verdama
uZdengtame folija inde 1 h. Po sintezés paSalinamas perteklinis polimero kiekis tirpale ir kon-

centruojama — skiedziant dejonizuotu vandeniu ir nuimant supernatanta (kartojama 3 kartus).

5. Citratu stabilizuoty ir redukuoty Au nanodaleliy (Au-cit) sintezé atlikta pagal Turkevich et al.
[67] metoda.

2.3 Bandiniuy paruoSimas

Susintetinti Ag-cit koloidai koncentruoti centrifuga. 30 ml koloido centrifuguojama 10 min
6500 G jéga, nuimama 20 ml supernatanto.
Ant $variai nuvalytos metanolio tirpalu aliuminio folijos uZlaSinamas 25 ul koloido laSiukas.

DZiovinama kambario temperatiroje uZdarame inde. Ant virSaus uzlaSinama 25 yl bandinio. Bandi-

.....

-----

skiedZiamas dejonizuotu vandeniu 5, 10, 20, 50 arba 100 karty. Serumo SERS spektrams gauti, 0,2 ml
kraujo maiSoma su 25 ul dicynone tirpalo, paliekama sukres$éti ir centrifuguojama 10 min 4500 G jega.
Nuo virSaus nuimamas atsiskyres serumas.

Klinikiniai tyrimai SERS spektriniu metodu atlikti nevalgius, i§ ryto. Kraujo bandiniai paimti
pries aspirino vartojima i§ savanorio pirSto, gavus sutikima. Ir po 4 g aspirino vartojimo praéjus 30
min, 1 hir 2 h.

Spektrai registruoti MultiRam FT-Raman spektrometru. Sklaida Zadinama 1064 nm bangos il-
gio Nd:YAG lazeriu 100 mW galia. Kraujo spketrai registruoti 70 mW galia. Lazerio spindulio
pluostas sufokusuojamas j 100 um diametro plota ant bandiniy. ApskaiCiuotas lazerio intensyvumas

- 1,3 kW/cm? arba maZesnis.
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3 Rezultatai ir juy aptarimas

3.1 Koloidiniy metalo nanodaleliy sintezé

Nanodalelés buvo susintetintos naudojant skirtingus protokolus (Zr. skyriy eksperimentinio tyri-
mo metodai). Buvo sintetinamos Ag nanodalelés (Ag-cit, Ag-BH4 Ag-PVP) stabilizuotos ir redukuo-
tos atitinkamai citratu (cit), arba polimeru (PVP), redukuotos NaBHy ir stabilizuotos citratu (BHy) ir
Au nanodalelés (Au-cit ir Au-PVP). Sintezés metu gauty nanodaleliy dydZiai jvertinti UV-Vis suger-

ties spektroskopijos metodu. Gauti sugerties spektrai pateikti 16 pav.

Optinis tankis

300 400 500 600 700 800
Bangos ilgis, nm

16 pav. SERS spektrams registruoti susintetinty nanodaleliy sugerties spektrai. Sidabro nanodaleliy: Ag-cit; Ag-PVP;
Ag-cit-PVP; Ag-BH,. Aukso nanodaleliy: Au-cit; Au-PVP.

Sugerties spektrai nenormuoti, visi koloidai, i§skyrus Au-PVP, buvo skiesti 6 kartus prieS re-
gistruojant sugerties spektrus. Taigi, akivaizdu, jog gaunamy nanodaleliy koncentracija koloiduose
skiriasi, d¢l Sios priezasties, prie$ registruojant SERS spektrus, koloidai buvo koncentruojami centri-
fuguojant (Au-PVP ir Ag-PVP nanodalelés po sintezés buvo plaunamos nuo polimero liekany). Taip
pat matoma, jog sintezés metu gauty Au-PVP ir Ag-PVP nanodaleliy sugerties maksimumas pasislin-
kes i1 ilgabange puse. Kas gali reiksti, jog nanodalelés yra didelés, arba ne sferinés formos. Gauty
nanodaleliy sugerties juosty maksimumy padétys, juosty plotis pusés auksStyje (FWHM) ir apskaiciuo-

ti atitinkami nanodaleliy dydziai pateikti 17 pav.
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Nanodalelés Mak_s.. FWHM, Aps!(aiEiuotas Dydi.s i§ TEM
padétis, nm | hm dydis, nm atvaizdy, nm
Ag-cit 410 85 ~55 35-65
Ag-PVP 500 245 >100
Ag-BH, 415 95 ~60 50-80
Ag-cit-PVP 445 125 ~80
Au-cit 525 65 ~25 ~15
Au-PVP 560, 715 - - ~300

17 pav. Susintetinty nanodaleliy sugerties spektry parametrai, jvertinto dydZio palyginimas su dydZiu i§ TEM atvaizdy.

Nanodaleliy dydZziai skaiCiuoti remiantis literatira [68, 69]. Ag nanodaleliy dydZio jvertinimas

atliktas naudojantis 9 formule

d = /24,01 4 100(Aynar) — 385 +4,9, )

kur A4y - sugerties juostos maksimumas, o d - nanodaleliy skersmuo. Au-cit nanodaleliy dydziui

1vertinti naudotasi 11 formule:

A
d:exp(3- e —2,2), (10)
Ass0

Cia Ay - optinio tankio maksimumo verté, A4so optinio tankio ties 450 nm bangos ilgiu verté.
Skaitinés vertés formulése nustatytos empiriSkai. Deja, toks nanodaleliy dydzio 1§ UV-Vis sugerties

spektry nustatymas yra preliminarus. Netikslumai atsiranda, jei:
1. nanodalelés yra ne sferinés formos;

2. mazesnés uZz elektrony laisvojo lékio kelig metale (Au atveju nanodaleliy dydis, kai jj tiksliai

1vertinti sudétinga yra maZesnis nei 25 nm, Ag - mazZesnis nei 55 nm);

3. kitokia aplinkos terpés luZio rodiklio verté, pvz. nanodalelés dengtos polimeru (formulése nau-
dota luZzio rodiklio verté 1,333);

4. nanodalelés ne monodispersiSkos.

Tiksliau jvertinti nanodaleliy dydj galima i§ TEM atvaizdy (18 pav.). Au-PVP nanodaleliy dyd;
sunku jvertinti, bet i§ TEM atvaizdy matoma, jog ju forma néra sferiné ir pati dalelé labai didelé - apie
200 nm skersmens. Ag-cit ir Ag-BH,4 nanodaleliy dydZiai panasSts. Au-cit nanodalelés gaunamos kiek

mazesneés - apie 15 nm skersmens.
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Ag-cit Ag-BH,

@

50 nm 50 nm

18 pav. Au-PVP, Au-cit, Ag-cit ir Ag-BH,4 nanodaleliy TEM atvaizdai.

Siekiant jvertinti SA SERS spektry stiprinima tai paciai SA koncentracijai ir spektry kokybe nau-
dojant skirtingas koloidines metalo nanodaleles, 25 ul koloido buvo i§dZiovinti ant aliuminio folijos.
Ant virSaus uzlaSintas 25 ul 1 mM SA tirpalas ir uZregistruoti SERS spektrai. Spektrai pateikti 19 pav.
Patogumo déelei spektrai 19 pav. yra paslinkti vertikalioje skaléje. Visi spektrai registruoti 100 mW
lazerio galia ir registruojant 700 spektry. Salia kiekvieno spektro pateiktas kiekybiskai jvertintas ana-
litinis SERS stiprinimas juostai ties 1035 cm~! (véliau ja naudosime kaip spektrinj Zymen;).

Analitinis SERS spektry stiprinimas apskaiciuotas pagal 11 formule:

] .
g Isers-cr (1
I - csERs

Cia Isgrs - SERS spektrinés juostos intensyvumas, Iz atitinkamos Ramano sklaidos spektrinés juostos
intensyvumas, csggrs - bandinio koncentracija registruojant SERS spektra, cg - bandinio koncentracija
registruojant Ramano sklaidos spektra. Vis dél to, toks SERS stiprinimo apskaiciavimas neatsizvel-
gia j tai, kad SERS yra pavirSiaus spektroskopinis metodas. Dél to, pagal 11 formulg¢ gaunama verté
priklauso nuo bandinio paruoS$imo ir uzdéjimo ant substrato budo, nuo bandinio kiekio (t.y. ar ant
substrato susidaro monosluoksnis bandinio molekuliy, ar substratas padengiamas keliais sluoksniais).
Apskaiciuota, jog §io tyrimo metu uzlaginamas molekuliy kiekis buvo 150 - 10'3. Substrato paden-
gimas tuomet 417 - 1013 molekuliy/cm? - 600 - 10'® molekuliy/cm? (priklausomai nuo i§dZiiivusio
koloido lago suformuoto ploto). Vienai molekulei tenkantis plotas 2,4 - 1071 cm? - 1,7 - 10716 cm?.
Teorigkai paskaiGiuotas SA molekulés dydis - 180 A yra gerokai didesnis nei molekulei tenkantis
plotas, taigi bandinio molekulés suformuoja kelis sluoksnius, ne monosluoksnj ant pavirSiaus. Taciau
toks SERS stiprinimo jvertinimas musy tikslui puikiai tinka, nes leidZia surasti labiausiai stiprinancias

koloidines nanodaleles esant toms pacioms salygoms.
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\ \ \ \ \ \ \ \
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19 pav. 1 mM koncentracijos SA SERS spektrai, gauti SERS signalo stiprinimui naudojant jvairias koloidines metalo
nanodaleles. S - stiprinimas, apskaiiuotas SA spektrinei juostai ties 1035 cm™!.

DidZziausias stiprinimas, lygus 25000, gaunamas naudojant Ag-cit nanodaleles. Ypac stiprinimas
susilpnéja naudojant Au koloidus, gali biiti maZesnis 10 karty.

Dél didelio stiprinimo (25000) bei lengvo nanodaleliy paruoSimo, tolimesniam SERS spektry
registravimui buvo pasirinktos Ag-cit citratu stabilizuotos nanodalelés, sintetintos pagal Lee-Meisel
metoda [63].

UZregistruoto SA SERS spektro spektriniy juosty priskyrimas konkretiems molekuliy virpesiams
(20 pav.) yra atliktas naudojantis literaturos Saltiniu [70] ir teoriniais skaiCiavimais (skaiCiavimams
naudota Gaussian programa, RB3LYP funkcionalas su LANL2DZ funkcijy baze). SA SERS spektras
kartu su priskyrimu yra pateiktas 21 pav.

Pagal teoriniy skaiiavimy duomenis, SA molekulé atsisuka ; Ag klasterj karboksiline grupe.
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20 pav. Salicilo riigsties Ramano sklaidos (apacioje) ir SERS (virSuje) spektrai su spektriniy juosty priskyrimu konkretiems
molekuliy virpesiams. VirSuje deSinéje - apskaiciuota SA molekulé su 15 atomy Ag klusteriu. Geltona rodyklé nurodo
transliacinio dipolinio momento vektoriy, mélyna - atomy judéjimo vektoriy.

Tuostos padétis, cm’ Priskyrimas
569 Osiedo
809 V(C-C00)
364 7(CH)
1034 o(CH)
1094 5(CH)
1145 8(CH)
1248 v(C-0)+ v(C-CO0)
1308 Viiedo » O(CH)
1379 v5(OCO)
1480 Viiedo
1585 Viiedo
1619 Viiedo

21 pav. Salicilo riigities virpesinés modos ir virpesiy priskyrimas molekuléms. Zyméjimai: v- valentinis virpesys, vy -
simetrinis valentinis virpesys, ¥ - deformacija ne plok§tumoje, 6 - deformacija plok§tumoje.

20 pav. matomo SA ir Ag klasterio virpesinés modos ties 809 cm~! (eksperimentiniame SERS
spektre) transliacinio dipolinio momento vektoriaus kryptis leidZia nuspéti, kad bus stebimas SERS
stiprinimo efektas. Vektorius, statmenas Ag klasterio pavirSiui reiSkia, kad tokios virpesinés modos
bus sustipréjusios SA SERS spektruose. Tai patvirtina ir eksperimentiniai SERS spektrai: labiausiai
sustipréje yra karboksilo grupés 6(CH) virpesiai.
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3.2 Kraujo SERS spektrai

Sio tyrimo metu uZregistruotus kraujo SERS spektrus pagal spektry forma galima suskirstyti i
dvi rasis (ziuréti 22 pav.) atitinkamai (I) ir (I). (I1) formos kraujo SERS spektrai buvo uZregistruoti,
kai kraujo bandinys yra SvieZias ir nedaug skiestas (skiedZiamas ne daugiau nei 10 karty). Taciau
po kraujo bandinio paémimo praéjus kelioms valandoms arba atskiedus ji daugiau nei 10 karty, tarp
uzregistruojamy kraujo SERS spektry pradeda dominuoti (I) formos spektrai. Taigi, galima many-
ti, jog (I) formos spektras budingas bandiniams, kuriuose yra jvykusi hemoliz¢ ir kraujo Iasteles
bent dalinai yra suirusios. Apsaugoti kraujo bandinius nuo suirimo SERS spektry registravimo metu
sudétinga, nes koloidinio tirpalo pH ir joninés jégos skiriasi nuo kraujo, taip pat nanodalelés gali pa-
tekti j lastelés vidy [39]. Siekiant registravimo metu nesukreSinti kraujo, jis skiedZiamas, kas taip pat
gali pazeisti lasteles. Kitais atzvilgiais kraujo SERS spektrai buvo registruoti tokiomis pat salygomis.
Nanodaleliy koloidinis tirpalas prie§ registruojant spektrus buvo gaminamas naujas, prie§ atliekant
eksperimenta paimamas Sviezias kraujo bandinys. Taigi, jtakos gaunamy spektry formai gali turéti
ir skirtingos salygos nanodaleliy sintezé€s metu, t.y. gaunamos nanodalelés neZymiai skirtis, kraujo
sudétis taip pat Siek tiek skiriasi kiekvieno bandymo metu. Dél nanodaleliy ir kraujo saveikos yra

galimybé uzregistruoti Siek tiek kitokius kraujo SERS spektrus.

—Vidurkis
-irr
Il 16/84 PSV

Santykinis SERS intensyvumas —»

T T I I T I T I
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Ramano poslinkis, cm-!

22 pav. Kraujo, skiesto su vandeniu, SERS spektrai. VirSuje - (I) didesniu santykiu nei 1:9 skiestas kraujas, apacioje -
(IT) santykiu 1:9 skiestas kraujas. Raudona linija Zymi suvidurkinta kraujo spektra, Sviesiai uZspalvinta zona - standartinj
intensyvumo nuokrypj (o). Tamsiai uZspalvinta zona - tarp 16/84 percentiliy esancia intensyvumo spektring variacija
(PSV). Spektrai normuoti pagal spektrinés juostos ties 1445 cm™! intensyvuma, kurios intensyvumas visuose bandi-
niuose maziausiai kinta. Zvaigzdutés Zymispektrines juostas, kurios pastebimos tik (IT) formos kraujo SERS spektruose.
Rodyklémis nurodyti SERS spektriniy juosty intensyvumo poky¢iai (II) formos kraujo bandiniuose lyginant su (I).
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Idomu, kad savo forma ir juosty padétimi (I) formos kraujo spektras gaunamas labai panasus j Bo-
nifacio et al. [28] filtruoto serumo spektra, skiesta santykiu 1:1 (palyginimui Ziuréti 11 pav.). Daugelio
juosty padétys sutampa, kai kuriy juosty intensyvumai persiskirste. Spektriné juosta ties 1648 cm™!
iSplatéjusi. Bonifacio er al. daugelj juosty priskyré Slapimo riig§ciai ir hipoksantinui, kai bandinys
buvo skiestas santykiu 1:9, taCiau kai bandinys skiestas santykiu 1:1 daugelis juosty néra priskirtos,

1

1Sskyrus ties 724 cm™ " esanti hipoksantino spektriné juosta [26,28]. Mano uZregistruotuose kraujo ir

serumo SERS spektruose hipoksantinui taip pat galima priskirti juosta ties 724 cm~! (22 pav.), kurios
intensyvumas gali skirtis priklausomai nuo bandinio laikymo laiko. Juosty, esanéiy ties 724 cm™!
ir 643 cm~! santykinis intensyvumas nedaug skiriasi visuose spektruose, taigi gali biti, jog $ios vir-
pesinés modos bent i§ dalies (spektring juosta kuria keliy molekuliy virpesinés modos) atsiranda dél
tos pacios molekulés virpesiy. SkiedZiant kraujo bandinj distiliuotu vandeniu (skiesta buvo 10, 20,
50 ir 100 karty) kraujo lasteliy membrana turéjo suplysti - jvykti hemolize ir Igsteliy viduje esancios
medziagos (taip pat ir hemoglobinas) patekti j iSorg. Priskirti kraujo spektrines juostas labai sunku,
kaip minéta, vien kraujo serume yra vir§ 4000 skirtingy metabolity. Juostos 1150 cm™! - 400 cm™!
srityje galbut bent dalinai (juostos persiklojusios ir kuriamos keliy molekuliy) galéty buti atsiradusios
del Iasteliy citoplazmoje esanciy molekuliy virpesiu [71] (eksperimento metu uZregistruoti spektrai
panasus j pateiktus literatiiroje).

(II) formos kraujo SERS spektre, lyginant su (I), matomi keli skirtumai. (II) spektre iSryskeéja
intensyvi juosta ties 1649 cm™!, biidinga amido I virpesiams [72, 73], atsiranda spektrinés juostos

ties 942 cm~!, 928 cm™! (bidinga amino ragi¢iy C-COO™ virpesiams) ir juostos ties 1074 cm ™!,

1036 cm™~!. Atsiranda intensyvios ir placios spektrinés juostos ties 1415cm™!, 1393 cm™!, 1366 cm™!.
SumaZ¢ja spektrinés juostos ties 1222 cm™~! intensyvumas. Padidéja spektrinés juostos intensyvumas
ties 810 cm™! ir 1133 cm™'. Kai kurias $iy spektriniy juosty galima priskirti proteinams biidingiems
virpesiams. Juosty ties 724 ~! ir 653 ~! sumaZ¢jusj intensyvuma galima sieti su maZesniu DNR
kiekiu skystojoje kraujo dalyje dar ne visiSkai suirus lasteléms. Spektriné juosta ties 483 cm™! pasi-
slenka j didesniy bangos skai¢iy puse dél SR juosty intensyvéjimo. SR spektrinés juostos idryskéja
ties 496 cm™!, 641 cm~!, 812 cm™!, 1074 cm™!, 1136 cm™!. Zinant, jog baltymai, tokie kaip ZSA
yra linkg¢ sudaryti proteiny Zieda aplink nanodalelg, galima manyti, jog (II) kraujo spektre matomi
virpesiai atsiranda dél arti nanodaleliy esanciy baltymy.

Literatiiroje nurodytos SERS spektrinés juostos, tiriant DNR molekules ties 500 cm™!, 650 cm™!
ir 1120 ecm™! [51] savo padétimi ir forma atrodo panasios j uZregistruotas spektrines juostas ties
483 cm~ 1, 643 cm™!, 1132 cm™ L. Taip pat, spektrinés juostos ties 910 cm~ !, 801 ecm™!, 723 cm ™!,
651 cm™!, 478 cm™!, 1585 cm™!, 1445 cm™! galéty biti interpretuojamos kaip eritrocity ir hemoglo-
bino spektrinés juostos [50, 73]. 3 lenteléje pateiktos uzregistruoto kraujo spektrinés juostos padétys
ir palygintos su literaturoje pateiktomis hemoglobino ir eritrocity [73] (A) SERS spektrinémis juosto-
mis. SERS spektrai, pateikti literaturoje, buvo Zadinami 785 nm bangos ilgio lazeriu (hemoglobinas
nepasiZzymi intensyvia sugertimi 700 - 1200 nm bangos ilgio diapazone - t.y. gaunama nerezonan-

siné SERS sklaida). Autoriai taip pat nurodo, jog keiCiant Zadinancios bangos ilgj: 488 nm, 514 nm,
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633 nm ir 785 nm, uZregistruojamame SERS spektre matomos vis silpnéjancios porfirino spektrinés
juostos.
3 lentelé. Kraujo spektriniy juosty palyginimas su literatiroje priskirtomis hemoglobinui (A), DNR (B), hipoksantinui

(C) ir peptidams (D) biidingomis spektrinémis juostomis pagal SERS sklaidos spektrus. Zvaigzduté Zymi juostas, atsiran-
danéias tik (IT) riSies kraujo SERS spektruose. Kiti Zyméjimai: v- valentinis virpesys, & - deformacija plok§tumoje, ¥ -

deformacija ne plokStumoje, Cg - anglies atomas beta pozicijoje porfirinuose.

Kraujo spektrinés Lit. pateiktos sp.
juostos padétis, juostos padétis, Virpesiné moda Molekulé
cm™! cm™!
483 4784, 5008 7 Porfirinas”®, DNR?
Cisteinas
643 6514, 6508 v(C-S) (globinas)*, DNR?
Globinas (amino
723 722, 7304, 724€ 3(CO0 )4 rigstys)?,
hipoksantinas®
801 801 pirolio Ziedo kv. Porfirinas?
810
910 910 v(C-O) Globinas®
928 9244, 930P v(C-CO0™) 4 ‘A(‘;;l;?nr;f)it,%s
942%
1020
1030*
1051
1075*
1132% 1125 v(Cg-metil), v(C-C) Porfirinas?, DNR?
R Treoninas
1182 1184 0(CH3) (globinas)!
1220 1221-1285 amidas IT1°
1320%* Globinas”
1339 1334 pirolio Ziedo (dalis) Porfirinas?
1366*
Alifatiniai grupés
1393 (peptidai)”
1415% 1412 pirolio Ziedo (dalis)y, ¥(COO™)? Porfirinas”,
’ Peptidas”
A Porfirinas?,
1445 1455 0(CHy) olutaminas ©
1585 1580 skeleto Porfirinas?
1610*
1648, 1653* 1636-1664 amidas I Proteinai, lipidai”

Palyginus hemoglobino Ramano sklaidos spektrus, kai Zadinama 1064 nm bangos ilgio lazeriu
su rezonansinés Ramano sklaidos spektrais [74], labiau matomos pirolio Ziedo virpesinés modos, ir
dvigubo rysio valentinés modos. Tokios pat modos matomos ir eksperimento metu uzregistruotuose
kraujo SERS spektruose, taigi, galima manyti, jog 1064 nm bangos ilgiu uZregistruotos SERS spekt-

rinés juostos gali priklausyti hemoglobinui, porfirinui. Kita vertus, Sios spektrinés juostos taip pat gali
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persikloti su peptidy spektrinémis juostomis. UZregistruoti kraujo SERS spektrai taip pat palyginti su
literaturoje pateiktais DNR [51] (B), kraujo [26] (C) ir peptidy, proteiny [72,75] (D) SERS spektrais.
Taciau toks kraujo SERS spektriniy juosty priskyrimas téra preliminarus.

Ilgiau pastovéjusiuose kraujo bandiniy SERS spektruose tampa matomos hipoksantino spektrinés
juostos. Kraujo bandiniams pastovéjus net ir neilga laika, juose labai padidéja hipoksantino koncent-
racija. Nors spektriné juosta ties 724 cm™! yra pastebima SERS spektruose ne tik dél hipoksantino
molekuliy virpesiy (3 lentelé), tatiau santykinis juostos ties 724 cm™! ir 643 cm™! intensyvumas
leidZia spresti apie hipoksantino kiekio padidéjima kraujyje. Tokie pokyciai labai pastebimi SERS
spektruose. SvieZio kraujo ir kraujo po 2 dieny bandiniy SERS spektrai pateikti 23 pav.

100 k.sk. kraujas
20 k.sk. kraujas

Kraujas po 2 d.

SERS intensyvumas —

Hipoksantinas

T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Ramano poslinkis, cm™’

23 pav. Kraujo SERS spektro laikiné evoliucija. SERS spektrai i§ apacios i vir§y: hipoksantino; kraujo po 2 d.; 20 karty
skiesto kraujo (juoda spalva) ir 100 karty skiesto kraujo (raudona spalva).

Po 2 dieny kraujo spektre jau dominuoja hipoksantino spektrinés juostos, kai kurios kraujo ir
serumo juostos spektre iSlieka, tik jy intensyvumas sumazéja (greiCiau prie nanodaleliy adsorbuojasi
hipoksantino molekulés). Hipoksantino juostos kraujo bandinyje tuo atveju, kai serumas néra greitai
atskiriamas nuo sukreSéjusiy komponenty, pradeda matytis jau po keliy valandy [26]. Todél visi
kraujo bandiniai turi buti paimami SvieZi. Pagal hipoksantino juostos intensyvuma galima spresti
apie kraujo ir serumo stovéjimo laika. Tolimesniuose spektriniuose SERS serumo eksperimentuose
serumas daZniausiai atskiriamas labai greitai ir skiedZiamas, taigi hipoksantino toliau naudotuose
serumo spektruose nebuvo matyti.

Bandinio, gauto isfiltravus krauja SERS spektras pateiktas 24 pav.
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Filtruotas
kraujas

SERS intensyvumas —

Kraujas

I I I I I I I
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Ramano poslinkis, cm-!

24 pav. Kraujo ir kraujo su filtravimo metu paSalintais baltymais SERS spektry palyginimas. IS apacios j virSy: kraujo
spektras; filtruoto kraujo spektras; Slapimo rugsties spektras.

Filtruojant krauja, skiesta su distiliuotu vandeniu, filtro poros yra pakankamai mazos, kad galéty
sulaikyti lastelinius kraujo komponentus (eritrocity skersmuo 6-9 um, leukocity - 7-20 ym, o trombo-
city 1,5-3 um). Taigi, galima manyti, jog dalis trombocity vis dél to galéjo buti nenufiltruoti. Taciau
skiedZiant vandeniu, kaip jau minéta, lastelés turéjo hemolizuotis ir juy turinys patekti j skystaja krau-
jo dalj. Kartu su vandeniu filtruoto kraujo SERS spektre matomi keli pokyciai bei atsiradusios in-
tensyvesnés SR ir serumui biidingos spektrinés juostos: 1653 - 1614 cm™! diapazone; 1134 cm™!,

1073 cm™ L, 1014 cm !, 888 cm~!, 812 cm™ !, petys ties 497 cm L

3.3 Serumo SERS spektrai

Kraujo spektrines juostas sunku priskirti molekuliy virpesinéms modoms, patys kraujo SERS

I esandia SA spektrine

spektrai skiriasi tarpusavyje, standartinis nuokrypis didelis - ties 809 cm™
juosta o= 0,14 ir sudaro 54% juostos intensyvumo. Siekiant uZregistruoti pastovesnius SERS kraujo
komponenty spektrus ir taip palengvinti vaisto pédsaky analizg, i§ kraujo buvo iSskirtas serumas ir
registruoti serumo SERS spektrai.

Kraujo serumo SERS spektruose matomos juostos beveik visos bidingos SR molekuliy SERS
spektrinéms juostoms. Sios molekulés labai aktyvios SERS spektruose, per amido grupes gali ad-
sorbuotis ant nanodaleliy. IS tiesy visa vaisty pédsaky aptikimag i§ SERS serumo tyrimy apsunkina
intensyvios matomos SR SERS spektrinés juostos serumo spektre. Kai kurios vaisty spektrinés juos-
tos persikloja su SR virpesinémis modomis ir atskirti jas tampa sunku. 25 pav. pateikti SR ir serumo
SERS spektrai kartu su spektriniu standartiniu nuokrypiu ir spektrine variacija.

Siekiant aptikti vaisty molekuléms budingas virpesines modas, matomas, SERS spektruose, svar-

bu palyginti serumo spektrus su SR molekuliy ir Zinoti, kurie nukrypimai serumo spektruose yra atsi-
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randantys del SR molekulés kitokios orientacijos arba tautomero, kurie badingi tik serumo spektrams
ir atsirandantys dél kity molekuliy virpesiy. 25 pav. matoma, jog pacios SR SERS spektre pastebimi
nuokrypiai nuo vidurkio didZiausi - 1650 cm™! - 1436 cm™! srityje (amido virpesiai, CH virpesiai).
Tai nestebina, nes SR fiziologiniame pH gali egzistuoti dviejy tautomery biisenos. Sioje srityje po-
ky¢iai atsirasti gali dél kitokios molekulés orientacijos. Siuo atzvilgiu kraujo serumo spektrai maZiau
varijuoja, bandinyje yra daugiau molekuliy, galbiit SR molekulés orientacija nanodalelés atzvilgiu
labiau apibrézta. Vis dél to, palyginus SR ir serumo SERS spektrus matomi ir keli poky&iai: serumo
SERS spektriné juosta ties 1648 cm™! kur kas intensyvesné, juostos srityje 1650 cm™! - 1436 cm™! ir-
gi intensyvesnés. Taip pat intensyvesnés spektrinés juostos ties 1499 cm™!, 1394 cm~! ir 1255 cm ™!,

kurios atsiranda tikriausiai ne dél SR molekulés virpesiy.

. L —Vidurkis
Skirtuminis x 2 -

Il 16/84 PSV

Serumas

Slapimo ragstis

Santykinis SERS intensyvumas —»
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25 pav. Kraujo serumo ir Slapimo riigities SERS spektry palyginimas. Apacioje - §lapimo rigsties SERS spektras, viduryje
- serumo SERS spektras, vir§uje - skirtuminis serumo ir SR vidurkiy spektras. Raudona linija Zymi suvidurkintus spekt-
rus, tamsiai uZspalvinta zona - standartinj nuokrypj nuo suvidurkinto spektro (o), Sviesiai uzspalvinta zona - tarp 16/84
percentiliy esania intensyvumo spektring variacija (PSV). Spektrai normuoti pagal juostos ties 1134 cm ™! intensyvuma.

Kraujo serumo bandinys taip pat buvo filtruotas filtriniu popieriumi ir skiestas, norint surasti
geriausia serumo bandinio paruoSimo metoda. Nors filtrinio popieriaus pory dydis per didelis bal-
tymams nufiltruoti, taciau pokyciai spektre vis tiek egzistuoja. Filtravimo ir skiedimo jtaka serumo
SERS spektrams Serumo SERS spektrai, kai serumo spektras registruotas ant iSdZiuvusio koloido,
skiestas ir filtruotas, pateikti 26 pav.

Neskiesto serumo SERS spektruose matomos ir serumo Ramano sklaidos spektrui badingos juos-

tos ties 1450 cm~! CH,, CH; deformaciniai virpesiai (lipidai/proteinai); ir 1004 cm~! - fenilalanino
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ziedo asimetriskas kvépavimo virpesys [76]. Taip pat intensyvesné spektriné juosta ties 724 cm™!

tikriausiai atsiradusi del didesnés hipoksantino koncentracijos. Norint matyti tik SERS spektrines
juostas, nepersiklojancias su Ramano sklaidos juostomis, serumas buvo skiestas distiliuotu vandeniu
2,5, 10, 20, 50 ir 100 karty. Ramano sklaidos spektrui budingy serumo juosty nepastebéta, spektry
forma ir juosty padétis nuo skiedimo nepriklauso, kai serumas skiedZiamas 10 ir daugiau karty, taip
pat skiestuose serumo bandiniuose nebéra matomas hipoksantinas. Taigi toliau savo darbe nagrinésiu

spektrus, kuriuose serumas skiestas 10 - 20 karty.

Filtruotas
serumas

20 k.sk.
serumas

Santykinis SERS Intensyvumas —»

Nesk.
serumas
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26 pav. Filtruoto ir nefiltruoto serumo SERS spektry palyginimas. IS apacios j virSy: serumo Ramano sklaidos spektras;
serumo SERS spektras; 10 k. skiesto serumo SERS spektras; skiesto ir filtruoto serumo SERS spektras. Spektrai normuoti
pagal juostos ties 1134 cm™! intensyvuma.

Seruma filtravus per filtrinj popieriy gaunamas labai panagus spektras, taip pat badingas SR, kaip
ir turéty biti, nes SR molekulé maZa (168 Da), filtravimas jos neturéty paveikti. Vis dél to, idomu
tai, jog atsiranda matomi spektro poky¢iai srityje 1700 - 1230 cm™~!. Spektriné juosta ties 1647 cm™!
(amidas I virpesiai) nebéra pastebima, uZtat isrySkéja juosta ties 1707 cm™! (taip pat amidas I virpe-
siai) taip pat sumaZéja spektriniy juosty ties 1620 cm™!, 1574 cm~! (amidas II virpesiai), 1499 cm™!
(CH,, CHj virpesinés modos) juostos ties 1395 cm™! (alifatiniai junginiai) intensyvumas. Spektriné
juosta, ties 724 cm~!, biidinga hipoksantinui tampa intensyvesné, galbiit dél to, jog maZa hipoksanti-

no molekulé dabar gali lengviau adsorbuotis ant nanodaleliy pavirSiaus.
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Filtravimui naudotas 2,7 um pory dydZio filtrinis popierius, pagamintas i medvilnés. Pory dydis
per didelis, kad atskirty serumo baltymus (kuriy dydis iki 150 nm. Arba 66,5 kDa (ZSA) - 1193 kDa
(gama globulino) ) nuo molekuliy, taciau yra Zinoma, kad baltymai link¢ adsorbuotis ant celiuliozés
skaiduly [77,78]. Filtruotas serumo kiekis buvo 0,5 ml, tokiame kiekyje serumo yra daugiau nei 35 ug
baltymy. Pagal [78] pateiktus duomenis (pH, filtravimo greit}), apskai€iuota, jog ant mano naudoto
filtrinio popieriaus galéjo adsorbuotis daugiausia apie 27 ug baltymu (t.y. 77% esamy baltymy). Tuo,
kad dalis baltymy adsorbavosi ant filtrinio popieriaus galima paaiskinti pokycius, atsiradusius spektre.
Taigi, serumo SERS spektre matoma ne tik SR, kaip buvo manyta i§ pradZiy, tadiau subtilds spekt-
riniai pokyciai leidZia pastebéti ir baltymy SERS spektrines juostas, taCiau jas priskirti konkretiems
baltymams sudétinga.

Apibendrintas serumo spektriniy juosty padétis ir priskyrimas pateikti 4 lenteléje. Priskyrimas
atliktas naudojantis literatura [52,79] (Slapimo rugsties) ir aukSciau pateikta spektriniy juosty analize.
4 lentelé. Serumo spektriniy juosty padétis ir priskyrimas. Zvaigzduté Zymi juostas, nepriklausiancias SR. Kiti Zyméjimai:

v- valentinis virpesys, 0 - deformacija plokStumoje, v - deformacija ne plok§tumoje, pl. - plokStumoje, nepl. - ne plokstu-
moje.

Spektr.lr.les ] uoff o8 Virpesiné moda Priskyrimas
padétis, cm

411 0(ziedo) pl. Ziedo deformacija

497 8(C-N-C) C-N-C; pl. Ziedo deformacija
593 v(N-H), Ziedo nepl. N-H; Ziedo kvépavimas
639 8(C-0) C-0, ziedo deformacija

765 v(NH), Ziedo nepl. NH lenkimo; Ziedo

812 8(C-N), ziedo C-N lenkimo; pl. Ziedo deformacija
888 v(C-N), 3(NH) C-N valentinis; N-H lenkimo

1004* ziedo (fenilalaninas)

1012 v(C-N) C-N valentinis; zZiedo

1073 v(C-N), 6(OH) C-N valentinis; OH lenkimo, miSri
1134 v(C-N) C-N valentinis; miSri

1206 O0(NH) pl. N-H lenkimas; miSri

1260-1270

1395 v(C-N), 8(NH), 6(OH) | C-N valentinis; pl. NH, OH lenkimo
1504 v(C-C) C-C valentinis

1544

1574 v(C-N), v(C=C) C=C, C-N valentinis

1617 v(C=0) C=0 valentinis

1647* v(C=0), amidas I C=0 valentinis; amidas I

3.4 Salicilo ragsties kraujyje ir serume SERS spektrai

Siekiant nustatyti, kokie spektriniai Zymenys gali buti naudojami aspirino perdozavimui i§ kraujo
SERS tyrimy nustatyti, vandeninis 10 mM SA tirpalas buvo sumaiSytas su 10 karty skiestu krauju.
Kraujas buvo skiestas dejonizuotu vandeniu. Galutiné miSinio koncentracija - 20 karty skiestas krau-

jas ir 5 mM SA. UZregistruoti spektrai palyginti su SvieZio paprasto kraujo spektrais 27 pav.
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Kraujas +
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Kraujas +
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Santykinis SERS intensyvumas —»
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27 pav. Kraujo ir kraujo miSiniy su salicilo riigSties vandeniniu tirpalu SERS spektrai. IS apacios j virSy: 1 mM SA tirpalas
vandenyje; 20 k. sk. kraujas; 20 k. sk. kraujas su 5 mM SA; 20 k. sk. kraujas su 0,5 mM SA.

SumaiSius krauja su SA, isry$kéja SA virpesiné moda ties 809 cm~!. Tagiau gryno kraujo SERS
spektruose galimi dideli intensyvumo nukrypimai Sioje srityje, apskaiciuotas standartinis nuokrypis
sudaro 54% intensyvumo. Kraujo su SA spektrinés juostos ties 809 cm™! intensyvumas patenka
1 standartinio nuokrypio zona gryno kraujo SERS spektruose, taciau vertinant uZregistruoty spektry
duomeny pasiskirstyma Sios spektrinés juostos intensyvumas akivaizdziai didesnis 86 % atvejy. Taip
pat matoma SA spektriné juosta ties 1032 cm™! ir 1252 cm™!. Geresniam statistiniam jvertinimui
reikety sukaupti didesnj gryno kraujo bandiniy SERS spektry kiekj, nors kol kas galima manyti, jog
20 karty skiestuose kraujo spektruose galima aptikti 5 mM koncentracijos SA rugsties molekules.
Taciau SA koncentracijai kraujyje esant maZesnei, SA spektriniai SERS Zymenys nebpastebimi ir
SA kraujyje nebeaptinkama. Kraujo miSinio kartu su 0,5 mM SA koncentracija spektriné juosta ties
809 cm~! nebéra i§skiriama.

Zmogaus kraujo serumas taip pat buvo maiSytas su SA vandeniniu tirpalu ir stebéta, kaip SR
ir kiti serumo komponentai ir SA saveikauja. Spektriniy Zymeny radimui nustatant SA vartojima i$
serumo SERS tyrimy, vandeninis 10 mM SA tirpalas buvo sumaiSytas su neskiestu, 5, 10 karty skiestu
serumu. Pastebéta, kad geriausiai juostos atsiskiria ir maZesné koncentracija aptinkama maiSant 10
karty skiesta seruma. MiSiniuose padarytos galutinés SA koncentracijos: 5 mM, 2,5 mM, 0,5 mM ir

0,15 mM. UZzregistruoti spektrai palyginti su SvieZio paprasto kraujo spektrais 28 pav.
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Serumas

Serumas +
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Serumas +
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Santykinis SERS Intensyvumas —
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28 pav. Serumo miSiniy su skirtinga salicilo riig§ties vandeninio tirpalo koncentracija SERS spektrai. Salicilo riigsties
koncentracija kinta i§ apacios j virSy: 5 mM; 2,5 mM; 0,5 mM ir 0,15 mM. VirSuje - serumo SERS spektras.

Kaip jau minéta, labai didelés SA koncentracijos ir aspirino perdozavimo Salutinis poveikis pa-
sireiSkia kraujo uzrugstéjimu, t.y. pH pokycCiu. Dél to naudojant 5 mM koncentracijos SA tirpala,
jo pH nuo 2,4 buvo pakeistas iki 5,8, kitu atveju SERS spektro gauti nepavyko, miSinio pH buvo
per Zema ir tokioje pH SR biina protonuota (pKa - 5,6) ir baltymai denatiiruoja (daugelis baltymy
visiSkai denattruoja prie pH 4 [80]). Net ir sumaiSius 5 mM SA tirpalg su serumu, dél pernelyg
zemos pH serumo spektras pasidaro panaSus | neskiesto serumo SERS spektra - matomos Ramano
sklaidos spektrams bidingos spektrinés juostos ties 1004 cm™! (fenilalaninas) ir plati spektriné juosta
ties 1454 cm™'. SR nebe taip efektyviai adsorbuojasi ant nanodaleliy. Serumo su SA SERS spekt-
ruose SA gali biiti lengvai i§skiriama pagal padidéjusj spektrinés juostos ties 810 cm~! intensyvuma,
atsiradusiy juosta ties 1032 cm~!, matomas spektrines juostas ties 1256 cm~! ir 1389 cm~!. Lygi-
nant su serumo SERS spektrais, kuriuose SA koncentracija mazesné, matoma, jog vienas geriausiy
spektriniy Zymeny - juostos ties 1032 cm~! intensyvumo didéjimas. Taip pat idomu tai, jog juosty
ties 1073 cm™! ir 1013 cm™! dubleto intensyvumy santykis kei¢iasi priklausomai nuo SA koncent-

racijos. Kaip manoma, dél intensyvesnés fenilalanino juostos ties 1004 cm~!, kuri atsiranda pakitus
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serumo pH. Vis dél to, net plika akimi galima pastebéti serumo spektrinés juostos ties 1012 cm™!

konturo pokytj, kai vandeniniame tirpale SA koncentracija siekia 0,15 mM. Kita intensyvi SA spekt-
riné juosta ties 809 cm ™! persikloja su serumo spektrine juosta, esancia ties 812 cm~!. Tadiau serumo
spektrinés juostos poslinkio priklausomybés nuo SA koncentracijos nepastebéta. Tik kai SA koncent-
racija 5 mM, Sios juostos intensyvumas padidéja. Kai koncentracija maZesné - vizualiai nesiskiria.
IS empiriniy stebéjimy rezultaty pasirinkti spektriniai Zymenys, kuriais remdamiesi galime aptikti SA
SERS molekules serume ( pateikti 5 lenteléje). IeSkant SA pédsaky serume, nagrinésime serumo
SERS spektrinés juostos, esancios ties 1012 cm~!, kontara, dubleto: 1012 cm™!, 1073 cm™! integrinj
intensyvumuy santykj ir spektrinés juostos ties 812 cm™! integrinj intensyvuma (lyginant su spektrinés

juostos j kuria normuoti spektrai - 1134 cm™! - intensyvumu).

5 lentelé. Salicilo riigities kraujo serume galimi spektriniai Zymenys. Skiltyje 1032 cm™! Zymima, ar galima i$skirti
SA juosty ties 1032 cm™! aiskiai (M), ar matomas juostos petys (P), ar reikia naudoti konttry atskyrimo metoda (KA).
Dubletas - santykinis integrinis juostos ties 1073 cm™! ir 1012 cm™! intensyvumas. 812 cm™! - santykinis integrinis
juostos ties 1134 cm~! ir 812 cm™! intensyvumas. Standartinis nuokrypis (o) Zymimas + Zenklu.

Bandinys 1032 cm™! Dubletas 812 cm™!
Serumas 0 1,84 £0,33 | 1,4 +£0,06
Serumas + 5 mM SA M 0,72+ 0,12 | 1,04 0,25
Serumas + 2,5 mM M 0,95 +0,18 | 1,42 + 0,07
Serumas + 1 mM P 09+0,2 1,47 + 0,02
Serumas + 0,7 mM P 1,4 £0,22 | 1,49 + 0,07
Serumas + 0,15 mM KA 1,67+0,3 | 1,61 +£0,04

IS 5 lentelés duomeny matoma, jog santykinis dubleto intensyvumas virsija 1,8 karto. O bandi-
niuose su serumu, jvertinus standartinj nuokrypj keiciasi nuo 0,6 (5 mM) iki 1,6 (0,7 mM) ir 1,9 (0,15
mM) karto. AiSkus intensyvumo santykio didéjimas pastebimas didinant SA koncentracija serumo ir
SA miSiniuose, jvertinus ir standartinio nuokrypio verte. Vertés, pateiktos 5 lenteléje apskaiciuotos
1Sanalizavus po 10 SERS spektry 1§ kiekvienos lenteléje pateiktos bandiniy grupés. Kad galima buty
nustatyti SA koncentracija i§ dubleto santykinio intensyvumo tiksliau, reikéty iSanalizuoti serumo ir
SA miSiniy SERS spektriniy juosty kiekj.

Spektrinés juostos ties 812 cm™~! santykinis intensyvumas lyginant su juosta ties 1134 cm™!
kinta maziau (standartinis nuokrypis maZesnis), ir lyginant bandinius su skirtinga serumo koncent-
racija matoma priklausomybé tarp SA koncentracijos didéjimo ir intensyvumy santykio maZzéjimo.
Kai SA koncentracija didelé - 5 mM, santykinis intensyvumas maZiausias - 1. Maz¢jant SA kon-
centracijai kraujyje, santykinis intensyvumas didéja iki 1,6 (kai SA koncentracija bandiniuose yra
0,15 mM). Taiau palyginus gryno serumo ir serumo su SA bandinius, matoma, jog vien tik i juostos
ties 812 cm ™! ir ties 1134 cm~! santykinio intensyvumo nustatyti, ar kraujo serume yra SA molekuliy,
ar ne, negalima.

Sirtuminiai spektrai, gauti i§ miSiniy su skirtinga SA koncentracija SERS spektry atémus serumo
be SA SERS spektra. Spektrai normuoti pagal juostos ties 1073 cm~! intensyvuma. Rezultatai pateikti
29 pav.
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29 pav. Serumo miSiniy su skirtinga salicilo rigsties vandeninio tirpalo koncentracija skirtuminiai SERS spektrai. Spektrai
gauti i§ miginiy spektry atémus serumo spektra. Raudonos linijos Zymi fenilalanino juostos ties 1004 cm™! ir SA juostos
ties 1032 cm ™! padetis.

Raudona linija paZymétos fenilalanino ties 1004 cm™! ir SA ties 1032 cm~! spektrinés juostos.
Kai SA koncentracija didelé¢, tiek SA, tiek fenilalanino juostos gerai iSskiriamos. Vis dél to, kai SA
koncentracija maza (0,5 mM ir 0,15 mM) SA spektrin¢ juosta slenkasi j maZesnés energijos pusg -
pastebima ties 1030 cm ™.

Apibendrinant aukSc¢iau pateiktus serumo ir kraujo miSiniy su SA SERS spektry rezultatus, galima

padaryti kelias iSvadas:

1. Kraujo SERS spektrus sunku analizuoti, dél to ir pastebimi spektriniai pokyciai krauja sumaiSius
su SA néra aiskus. Didelés koncentracijos (5 mM) SA galima aptikti kraujo SERS spektruose.

Taciau maZesnés koncentracijos nebe.

2. Serumo SERS spektrines juostas galima priskirti daugiausia SR molekuléms, serumy SERS

spektry analizg, ieSkant SA spektriniy Zymeny atlikti lengviau.

3. SA spektriniai Zymenys serumo SERS spektruose pasirinkti ir analizuojami trys - juostos ties
812 cm~! poslinkis, juostos ties 1032 cm™! petys ir juosty ties 1073 cm ™! ir 1012 cm™! integ-

rinis intensyvumy santyKkis.

4. SA su serumu miSinyje galima iSskirti SA, kai SA koncentracija - 0,15 mM. Tai atitinka 3 mM

SA koncentracija kraujyje.

Toliau darbe bus nuodugniau nagrinéjami pasirinkti spektriniai Zymenys. IeSkoma budy, kaip

pagerinti SA SERS Zymeny pastebimuma.
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3.5 Terpés itaka Slapimo rugsties adsorbcijai ant koloidiniy nanodaleliu

400 uM SR ir 1 mM SA misinio pH buvo keista, siekiant patikrinti, ar SR pras¢iau adsorbuosis
ant nanodaleliy esant mazesniam pH (30 pav.). Salicilo riigsties pKa - 2,98, o Slapimo rugsties - 5,6.
Jei pH nukrenta Zemiau ios ribos (5,6), SR molekulés turéty vis dar bati prisijungusios vandenilius,
taigi, negaléti adsorbuotis ant nanodaleliy pavirSiaus. Kadangi SA pKa Zemesné, SA vis dar gali
matytis SERS spektruose, nes SA molekulés vis dar bus netekusios vandenilio - joninés formos. 30
pav. matoma, jog pradinio tirpalo pH buvo 3,7 ir vis maZinant pH, SR molekuliy spektriniy juosty
intensyvumas mazéja. Kai pH verté pasiekia 3,2 SR jau nelabai galima isskirti i§ triuk§my, tadiau SA

spektriné juosta ties 812 cm™! vis dar yra pastebima.

SERS intensyvumas —

T T T T T T T
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Ramano poslinkis, cm-!

30 pav. 1 mM salicilo riigsties ir 0,4 mM Slapimo rigsties tirpalo SERS spektrai, kei¢iant pH. Apacioje pateiktas 1 mM
salicilo rugSties SERS spektras. Keista bandinio pH i§ apacios j virSy: 3,7; 3,6; 3,5; 3,3; 3,2; 3; 2,9; 2,8. Rodykle
paZyméta intensyviausia salicilo riigities spektriné juosta ties 809 cm .

SR tirpalas buvo maiSytas su SA tirpalu, pasiekta galutiné 1 mM SA ir 0,4 mM SR koncentracija
misinyje. Gautas mi$inys maigytas su nanodalelémis santykiu 1:1. Kai 0,4 mM SR tirpalas maigomas
su SA tirpalu matomas spektriniy juosty intensyvumo persiskirstymas. Siekiant pakeisti joniniy jégy
pusiausvyrg gautuose tirpaluose ir nanodaleliy pavirSiaus kruvj, buvo pagamintas 0,05 M KCl tirpalas
ir maiSytas su SA ir SR miginiais santykiu 1:4 (atitinkamai 1 dalis KCI, 4 dalys SA ir SR miSinio). Ir
buvo tiriami SERS spektry poky¢iai j miSinius pridéjus KCI (31 pav.).
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31 pav. SA spektriniy Zymeny aptikimo tik SR ir SA miSinyje palyginimas, kai j miinj jdéta KCI ir nieko nedéta. SERS
spektrai i§ apaccios | virSy: SR: SR su KCI; SR su 0,5 mM SA tirpalu; 1 mM SA tirpalas. Rodyklémis paZymétos §lapimo
rugsties spektrinés juostos, kurios misiniuose pakinta.

Chlorido jonai gerai adsobuojasi ant nanodaleliy pavirSiaus ir d¢l to gali pakeisti pavirSiaus kravj,
bei paveikti pavirSiaus aktyvigsias zonas. Yra Zinoma, kad dél C1~ koncentracijos bandiniy su koloi-
dais tirpaluose kai kuriy molekuliy SERS signalas sustipréja, kity prieSingai, susilpnéja [81, 82]. Tai
susije su pakeista nanodaleliy pavirSiaus struktiira ir elektrostatine jéga. Taigi, i bandinius jdéjus C1™
jony, galime susitiprinti kai kuriy moelkuliy SERS signala.

31 pav. matoma, jog tokia pati intensyvi spektriné juosta ties 1050 cm™! i3ryskéja j SR tirpala
imaisius tiek KCI, tiek ir SA. Registruojant grynos SR su SA SERS spektra, aiSkiau pastebima ir
SA spektriné juosta ties 1034 cm~! (serume i spektriné juosta pasislinkusi ties 1032 cm~!). SR
koncentracija panasi, kokia turéty biiti ir Zmogaus kraujo serume - 0,4 mM. (serume: 1,5 mM - 0,4
mM), taigi SA adsorbcija ant nanodaleliy ir SERS intensyvuma slopina ne tik SR, tadiau ir kiti serumo
komponentai. Nors spektriné juosta, suintensyvéjanti ties 1050 cm™! parodo, jog SA ir KC1 SR SERS
spektrines juostas pakeicia panaSiai.

I§ 32 pav., matoma, jog i serumo bandinj su 1 mM SA koncentracija jdéjus KCI tirpalo, SR
adsorbcija ant nanodaleliy pavirsiaus susilpnéja, spektre isry§kéja fenilalanino ties 1004 cm~!' SERS
spektriné juosta. TaCiau aiSkiai matoma tampa ir SA spektriné juosta ties 1032 cm~!. Siek tiek
sumazinus SA koncentracija iki 1 mM, SR molekulés Siek tick geriau adsorbuojasi ant nanodaleliy, ju
spektras intensyvesnis (skirtumus tikriausiai lemia subtiliis pH skirtumai), taiau SA vis tiek matoma.
Palyginimui pateiktas 1,3 mM SA ir serumo bandinio spektras virSuje, jame SA spektriné juosta ties
1032 cm~! néra taip aiSkiai matoma, ja pastebéti galima i peties, atsirandancio juostoje, esancioje
ties 1012 cm™'. Gryno serumo bandinj sumaisius su KCI tirpalu SA spektrinés juostos nesimato, SR
taip pat vis dar gali adsorbuotis ant nanodaleliy pavirSiaus. Atsiranda spektrinés juostos ties 1073

cm ™! persiskirstymas ir juosta ties 1050 cm~! tampa matoma. Si spektriné juosta misri (5 lentelé)
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ir ties pagrindine smaile (1073 cm™!). Pana$is rezultatai pastebéti ir maiant grynos SR tirpala su
KCl, tik spektriniy juosty persiskirstymas kur kas intensyvesnis ir labiau matomas. Tai néra keista,
nes kraujo serume yra daug kitpkiy molekuliy ir jony, kurie gali palaikyti jony pusiausvyra stabilesng.

Taip pat, SR gali bati aptinkama prisijungusi prie ja perne$anciy baltymy [38].

Serumas +
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n
©
g Serumas +
2 1 mM SA + Kel
%)
c
Q
£
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L
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32 pav. SA spektriniy Zymeny aptikimo serumo ir SA miSinyje palyginimas, kai j miSinj jdéta KCl ir nieko nedéta. SERS
spektrai i§ apaccios | virSy: grynas serumas su KCI; serumo ir 1,3 mM SA miSinys su KCI; serumo ir | mM SA miSinys
su KCI; serumo ir 1,3 mM SA miSinys. Rodyklémis pazymétos Slapimo rugsties spektrinés juostos, kurios miSiniuose
pakinta.

Apibendrinant Sia rezultaty dal; galima pastebéti, jog SA spektrinis Zymuo serumo SERS spekt-
ruose - juostos ties 812 cm™! poslinkis, serumo ir SA miSiniy spektruose yra nevalidus, ta¢iau SA
ir SR spektruose, esant 1 mM SA koncentracijai galima pastebéti juostos poslinkj. Taip pat, norint
pagerinti SA SERS spektrinius Zymenis, galima bandyti maZinti serumo pH, taip sumaZinant adsor-
buotos ant nanodaleliy Slapimo rugsties kiekj. Taip pat, KCI pridéjimas j bandinius su serumu, galima

padaryti juostos ties 1032 cm™! spektrinj Zymenj geriau matoma.

3.6 Klinikiniai salicilo rugsties kraujo serume SERS tyrimai

Eksperimentai su serumo ir SA miSiniais atskleidé, jog SA gali buti aptinkama naudojantis SERS
spektroskopija i§ kraujo serumo tyrimy. Su maziausia aptinkama riba - 0,15 mM, kas neskiestam
serume atitinka 3 mM ir tai galima priskirti pavojingai vaisto kiekio koncentracijai (6 lentel¢).

Si hipoteze buvo tirta klinikinio tyrimo metu, naudojant paciento, suvartojusio 4 g aspirino, krau-
ja. Kraujo bandinys buvo paimtas prie$ suvartojant aspirino, tuomet po 30 min, po lh ir po 2h nuo
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4 g aspirino dozés suvartojimo. Kraujo serumas atskirtas ir SERS spektrai registruoti iSkart po kraujo

bandinio paémimo. UZregistruoti SERS spektrai pateikti 33 pav.

30 min

Santykinis SERS intensyvumas —
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33 pav. Klinikinio tyrimo SERS spektroskopijos metodu rezultatai. I$ apacios j virSy pateikti serumo SERS spektrai,
uZregistruoti: prie§ aspirino dozés suvartojima; 30 min po 4 g aspirino dozés suvartojimo; po 1 h; ir po 2 h. Rodyklés
Zymi spektriniy poky¢iu vietas. Spektrai normuoti pagal juostos ties 1134 cm ™! intensyvuma.

Dubleto santykinis intensyvumas pastebimai sumazéja bandiniuose po 30 min ir po 1h lyginant
su bandiniu, kai SA bandiniuose néra. Bandiniy SERS spektruose galima pastebéti spektrinés juostos
peti ties 1032 cm™!. Bandinyje po 2h &is petys matomas sunkiai, ir dubleto santykinis intensyvumas
didesnis nei kituose bandiniuose. Taip pat pastebimi kiti spektriniai pokyciai bandiniuose - spektrinés
juostos ties 1650 cm~! ir ties 1398 cm~! intensyvumo poky¢éiai. Aiskiausiai jie matomi bandiniuose
po 1 h, kai SA koncentracija gaunama didele. Kadangi Sie spektriniai pokyciai néra pastebéti kituose
spektruose tiriant SA ir serumo miSinius, ] juos néra atsizvelgta.

Kad biity galima iSnagrinéti spektrus nuodugniau, tuo tikslu reikalinga atlikti konttry atskyrima
arba analizuoti skirtuminius bandiniy spektrus (34 pav.). Skirtuminiai spektrai gauti i§ bandiniy po
30 min, po 1 hir po 2 h nuo aspirino suvartojimo SERS spektry atémus serumo prie§ vartojima SERS
spektra. Spektrai normuoti pagal juostos ties 1073 cm~! intensyvuma. Ties 1004 cm™! matomas
padidéjes spektrinio signalo intensyvumas, manoma, atsiradgs dél fenilalanino spektrinés juostos.
Taip pat akivaizdZiai matomas ir dubleto santykinio intensyvumo sumaZz¢jimas, t.y. intensyvumo
padidéjimas spektrinéje srityje: 1035 cm™! - 990 cm™!. SA spektrinés juostos ties 1032 cm™! padeétis
pazyméta raudona linija, taciau skirtuminiuose spektruose petys matomas kiek kitoje vietoje - ties
1030 cm™!.
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34 pav. Skirtuminiai klinikinio tyrimo SERS spektrai, gauti atémus serumo prie§ aspirino vartojima, spektra. Zalia spalva
pazyméti spektrai, uZregistruoti po 2 h, oranzine - po 1 h, mélyna - po 30 min nuo apsirino suvartojimo. Raudonos linijos
Zymi fenilalanino juostos ties 1004 cm™! ir SA juostos ties 1032 cm™! padétis.

Dubleto santykinis intergrinis intensyvumas ir kiti Zymeny parametrai apibendrinti 6 lenteléje.

6 lentelé. Salicilo riigsties kraujo serume spektriniai Zymenys. Skiltyje 1032 cm™! Zymima, ar galima i$skirti SA juosta
ties 1032 cm ™! aigkiai (M), ar matomas juostos petys (P), ar reikia naudoti kontiiry atskyrimo metoda (KA). Dubletas -
santykinis integralinis juostos ties 1073 cm™! ir 1012 cm™! intensyvumas. 812 cm™! - santykinis integrinis juostos ties
1134 cm~! ir 812 cm™! intensyvumas. Standartinis nuokrypis (o) Zymimas + Zenklu.

1032cm™' | Dubletas 812cm~!
Prie§ 0 1,8 +0,31 | 1,454+ 0,03
Po 30 min KA 1,46+ 0,25 | 1,46 £ 0,11
Polh KA 1,23 +0,2 | 1,54 £ 0,07
Po2h KA 1,53+0,1 | 1,37 +£ 0,01

IS 6 lentelés duomeny galima pastebéti, jog iS tiesy santykinis dubleto intensyvumas bandiniuose
priesS aspirino vartojima yra apie 1,8. Po 30 min - apie 1,46 ir po 1h nukrenta iki 1,2. Net atsizvelgus
1 standartinio nuokrypio vertes (prieS§ vartojima - 1,5, po 1h - 1,4), matoma, jog po 1 h serume galima
pastebéti SA pédsakus ir SA koncentracija kraujyje yra didZiausia. Po 2 h SA koncentracija sumazéja,
taiau Zinoma, jog SR kiekis kraujyje taip pat gali padidéti pavartojus aspirino. Be to, vertinant farma-
kokinetikos rezultatus labai svarbu atsizvelgti ;1 kiekvieno asmens metabolinius skirtumus. Rezultatai
gali smarkiai varijuoti.

Remiantis klinikiniy tyrimy metu gautais rezultatais, aspirino likucius SERS spektroskopijos me-
todu galima aptikti i§ serumo SERS spektry analizés. Sio klinikinio tyrimo metu, pagal netiesioginius
spektrinius pokycius ir Zymenis buvo nustatyta didesné nei 3 mM salicilo rtugsties kraujyje koncent-

racija (Zr. 5 lentelg) po 1 h nuo aspirino suvartojimo (kai salicilo rugsties koncentracija turéty buti
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didZiausia). Kas atitinka suvartota 4 g aspirino dozés farmakokinetika. Taciau po 30 min nuo aspirino
suvartojimo taip pat galima aptikti salicilo rugsties molekuliy kraujyje. ApskaiCiuota, jog tokiu budu
nustatytas SA molekuliy kiekis kraujyje artimas 3 mM. Taigi, kolkas manoma, jog salicilo riigSties
detekcijos slenkstis i§ kraujo SERS tyrimy - 3 mM. Tikslesniems rezultatams galima taikyti statisti-
nius metodus uZregistravus kur kas daugiau SERS spektry. TaCiau matoma galimybé aptikti salicilo
rugsties pédsakus kraujo serume ir spektriniai pokyciai prikausomai nuo salicilo ragsties koncentra-

cijos (kiekybiniam salicilo riigSties molekuliy nustatymui).
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Pagrindiniai rezultatai ir iSvados

1.

Nustatyta, kad naudojantis SeSiais skirtingais metodais susintetintas skirtingos formos ir dydzio
Au ir Ag koloidines nanodaleles (Ag-cit, Ag-PVP, Ag-BH4, Ag-cit-PVP ir Au-cit, Au-PVP),
intensyviausias salicilo riigities SERS spektriniy juosty stiprinimas (2,5 - 10*) yra pasiekiamas

60 nm dydzio citratu stabilizuoty Ag nanodaleliy atveju.

Nustatyta, kad patikimesni aspirino kraujyje Zymenys gaunami tiriant ne paties kraujo, o jo

serumo SERS spektrus, nes Siuo atveju yra paprastesné spektry interpretacija.

. Nustatyti, aspirino kraujo serume Zymenys yra spektriniy juosty ties 1032 cm™! intensyvu-

mas bei netiesioginiai Zymenys - dubleto, sudaryto i§ juosty ties 1073 cm™! ir 1012 cm™!

intensyvumy santykis.

Atrastas, netiesioginis salicilo rugsties kraujo serume SERS Zymuo - fenilalanino spektrinés
juostos ties 1004 cm~! intensyvumas, kuris koreliuoja su salicilo riigsties sukeltu kraujo pH

sumazeéjimu.

. IS modeliniy salicilo rugsStis/serumas tirpaly bei i realaus paciento kraujo serumo SERS tyrimy

maziausia SERS metodu aptikta salicilo riigSties koncentracija kraujyje yra 3 mM, kuri indikuo-

ja apie 4 standartiniy aspirino tableciy suvartojima 1 val. prie§ tyrima.
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Sonata Adomaviciaté
NERECEPTINIU VAISTU KRAUJYJE KIEKYBINE ANALIZE SERS SPEKTRINIU METODU
Santrauka

Greitesniam aspirino perdozavimo nustatymui i§ kraujo tyrimy yra reikalinga naudoti spartesnes
mas ir spektrinis SERS metodas, kuriuo galima aptikti mazas molekuliy koncentracijas biologiniuose
skys¢iuose. SERS metodu gali biiti pasiekiamas efektyvus (iki 10° karty) spektriniy signaly stip-
rinimas iSlaikant molekuliy virpesiniy mody specifiSkumg. Pagrindiniai privalumai, taikant SERS
spektrinj metoda diagnostiniuose medicininiuose tyrimuose, yra analizés operatyvumas, nereikalin-
gas sudétingas bandinio paruoSimas ir tai, kad analizei uZtenka maZo bandinio kiekio.

Atsizvelgiant j biologiniy skysciy operatyvios analizés ir diagnostikos poreikj, Siame darbe i$si-
keltas tikslas - pritaikyti koloidinj SERS spektrinj metoda nereceptinio vaisto, aspirino, koncentracijos
kraujyje diagnostiniams tyrimams.

Sio darbo metu susintetintos nanodalelés, labiausiai stiprinan¢ios salicilo rigsties (aktyviojo as-
pirino metabolito) SERS spektra, citratu dengtos Ag nanodalelés. Nustatyta, jog spektriniam SERS
vaisty koncentracijos kraujyje nustatymui tinkamesnis ne kraujas, o kraujo serumas. Kraujo serumo
spektrines SERS juostas galima priskirti daugiausia Slapimo rugsties (kurios virpesinés modos labai
aktyvios SERS spektruose) molekuléms. Aspirino koncentracija kraujo serume galima nustatyti i§
jo metabolito - salicilo rugsties, spektriniy SERS Zymeny. Vienas Zymuo - spektrinés juostos ties
1032 cm™! intensyvumas, kuri gali biti matoma kaip §lapimo riigsties juostos ties 1012 cm™! petys,
nors esant mazoms salicilo ragsties koncentracijoms ji sunku i$skirti. Geresniam §ios juostos i$skyri-
mui galima naudoti kontuiry atskyrimo metoda. Taip pat pastebétas kitas netiesioginis salicilo rugsties
SERS Zymuo serumo SERS spektruose - fenilalanino spektrinés juostos ties 1004 cm~! intensyvumo
pokytis, kuris koreliuoja su SA sukeltu kraujo pH sumazéjimu. Fenilalanino spektrinés juostos inten-
syvuma galima pastebeéti ir apskai¢iuoti kaip dubleto, sudaryto i§ juosty ties 1073 cm ™! ir 1012 cm ™!
integrinj intensyvumy santykj. Taip pat egzistuoja santykinio intensyvumo kitimo priklausomybé nuo
salicilo rugsties koncentracijos serume. Taigi, yra galimybé atlikti kiekybinj salicilo rugsties kraujyje
nustatyma, kurio tiksluma galima pagerinti uZregistravus daugiau kraujo serumo SERS spektry ir pri-
taikius statistinius metodus. IS modeliniy tirpaly salicilo rugstis/serumas bei iS realaus paciento kraujo
serumo SERS tyrimy nustatyta maziausia SERS metodu dar aptinkama rtgsties koncentracija kraujyje

yra 3 mM, kuri indikuoja apie 4 standartiniy aspirino tableciy suvartojima 1 val. prie§ tyrima.
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Sonata Adomaviciaté

QUANTITATIVE ANALYSIS OF OTC DRUGS IN BLOOD BY MEANS OF SERS
SPECTROSCOPY

Summary

Over-the-counter (OTC) anti-inflammatory drugs, such as aspirin, are sold extensively throughout
the world. Overdose and rapid use of this medication may lead to serious drug-induced liver injury
and even death. The concentration of active metabolite of aspirin, salicylic acid, in patients’ blood is
commonly tested in clinical institutions, but the time from taking blood sample to diagnosis is far too
long. In order to achieve accurate results faster, point-of-care testing methods are important. Surface
enhanced Raman scattering (SERS) might be employed since it is capable to detect molecules by
enhacing Raman scattering intensity by 10° times.

In this study, we found that citrate capped silver nanoparticles have the greatest enhancement of
SERS signal of salicylic acid - the active metabolite of aspirin. Experiments with salicylic acid in
blood and blood serum revealed that whole blood is not suitable for detection of drug traces, it is
better to investigate blood serum instead. Spectral marker of salicylic acid was discovered - inten-
sity of the spectral band at 1032 cm~!. Also, additional spectral marker was revealed from spectral
SERS investigations of the serum. The spectral band of phenylalanine at 1004 cm~! which intensity
correlates with pH level in blood changes because of salicylic acid concentration. Increased intensity
in phenylalanine spectral band decreases the integral ratio of intensities between spectral bands at
1073 cm~! and 1012 cm~! that we can measure. So far the measurements of salicylic acid in serum
as well as clinical trial revealed that concentrations of salicylic acid as low as 3 mM might be distin-
guished in blood by spectroscopic analysis. Such concentration of salicylic acid in blood indicates the

consumption of 4 standard pills off aspirin 1 hour before clinical trial.
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