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Ivadas

Inksty vézys (piktybinis auglys) sudaro beveik du procentus visy diagnozuojamy véziy
pasaulyje [1]. Mirtingumas susirgus $ia liga per pastargjj deSimtmetj padidéjo 2 — 3 %, ir todél Sio
tipo vézio gydimui bei tyrimams yra skiriama daug resursy.

Kol auglys dar néra apémes viso inksto, chirurginiu dalinés nefrektomijos metodu jj galima
pasalinti, paliekant sveika inksto audinj ir tokiu biidu dalinai i§saugant jo gyvybines funkcijas. Tokios
procediiros sékme lemia naviko riby nustatymo chirurginés operacijos metu tikslumas. Siuolaikinéje
medicinoje véziniy audiniy nustatymui yra naudojami histopatologiniai tyrimai, kurie atliekami ne
operacinéje, o specialiose laboratorijose. Dél §ios priezasties histopatologiniy tyrimy metodai néra
operatyvis ir negali buti efektyviai panaudoti véziniy audiniy pasalinimo operacijy metu, kuomet
chirurgui reikia greitai ir tiksliai nustatyti vézinio audinio ribas. Vézio diagnostikos tyrimuose
intensyviai ieSkoma naujy neinvaziniy metody, Kurie chirurginiy operacijy metu jgalinty tiksliai ir
operatyviai nustatyti vézinio audinio sritis.

Gerai zinoma, kad audiniy Igstelés yra sudarytos i§ jvairiy molekuliniy dariniy, tarp kuriy
dominuoja baltymai, lipidai, nukleino ragstys. Visos $ios molekulinés struktiiros turi charakteringus
virpesinius (infraraudonosios (IR) sugerties ir Ramano sklaidos) spektrus, kurie gali bati traktuojami
kaip molekuliy ,,pirSty antspaudai [2]. Pastaraisiais deSimtmeciais atlikti moksliniai tyrimai parodé,
kad virpesinés spektroskopijos metodikos gali buiti panaudotos greitam ir papildomy Zymeny
nereikalaujanciam biologiniy medziagy charakterizavimui. Jrodyta, kad jprastos virpesinés
spektroskopijos metodikos gali biiti panaudotos sveiky ir véziniy kriities, odos, skydliaukés, prostatos
plauciy, audiniy sri¢iy nustatymui [3].

Zvelgiant i§ cheminés perspektyvos, audiniai yra sudétingos cheminés sistemos, kurios yra
sudarytos 1§ dviejy pagrindiniy komponenty — audinio Igsteliy bei tarplagstelinio skysc¢io. Biocheminiai
véziniy ir normaliy lgsteliy skirtumai yra mazi, taCiau jie nulemia labai skirtingus Iasteliy
metabolizmus. Kadangi tarplastelinis skystis yra susijes su maisto medziagy transportu j lasteles ir
metabolizmo produkty pasSalinimu i$ Igsteliy, cheminé tarplastelinio skys€io sudétis sveikuose
audiniuose ir piktybiniuose navikuose yra skirtinga.

Taigi, tarplastelinio skys¢io Ramano sklaidos spektrai turéty biti informatyviis nustatant ty
audinio sri¢iy, 1§ kuriy paimtas skystis, lasteliy tipa. Tarplastelinio skys¢io bandiniai spektriniams
tyrimams yra ruosiami $tampavimo budu - prispaudziant biopsinj audinj prie bandinio laikiklio.
Atitraukus audinj ant laikiklio lieka tik 0,1 um - 1 um storio tarplgstelinio skysé¢io plévelé, kurios
virpesinj spektrg ir reikia uzregistruoti. Dél mazo tarplgstelinio skys¢io sluoksnio storio Ramano

sklaidos spektrai yra labai silpni ir negali biiti panaudojami audinio diagnostikai. Tokios plonos
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plévelés Ramano sklaidos spektrg galima uzregistruoti tik panaudojant pavirsiaus sustiprintg Ramano
sklaidg (angl. SERS).

SERS metodas dazniausiai yra realizuojamas, naudojant koloidinius sidabro arba aukso
nanodaleliy tirpalus. Naudojant Siuos tirpalus gaunamas didelis Ramano skaidos signalo stiprinimas,
0 juos paruosti galima greitai ir nebrangiai. Pagrindinis metodo trikumas yra tas, kad sluoksniai,
suformuoti i§ koloidiniy nanodaleliy tirpaly, pasiZymi nehomogeniSkumu, o tuo paciu ir skirtingais
Ramano signalo stiprinimo faktoriais skirtinguose sluoksnio vietose. Si problema yra aktuali, nes

dirbant su nehomogeniskais sluoksniais néra galima patikima kiekybin¢ analizé.

Magistrinio darbo tikslas — suformuoti biologiniy skys¢iy SERS spektriniams tyrimams
efektyvius sidabro nanodaleliy sluoksnius ir pritaikyti juos inksty piktybiniy naviky aptikimui,

analizuojant inksty audinio tarplastelinio skys¢io SERS spektrus.
Tikslui pasiekti iskeltos tokios uzduotys:

1. Patobulinti SERS spektroskopijai skirty sidabro nanodaleliy sluoksniy paruosimo metodika,
testiniu SERS bandiniu panaudojant $lapimo riigsties vandenyje ir kraujyje tirpalus.

2. Naudojantis paruostais nanodaleliy sluoksniais, uzregistruoti onkologiniy pacienty inksty
audiniy tarplastelinio skys¢io su pavienémis inksty audinio lgstelémis SERS spektrus ir
nustatyti spektrinius véziniy lasteliy Zymenis.

3. [Jvertinti metodikos tinkamuma véziniy inksty audinio sri¢iy nustatymui.



l. Literaturos apzvalga

1. Biologiniai skysciai

Terminas ,,biologiniai skysCiai“ apima jvairius Zmogaus organizme esancius ar jame
susiformuojanéius skyséius. Zmogaus biologiniy skys¢iy grupei priklauso tokie skyséiai Kaip
prakaitas, asaros, kraujo serumas, Slapimas, seilés, skrandzio sultys, tarplastelinis skystis ir dar
daugelis kity [4]. Siy skysé¢iy svarba zmogaus organizmui yra didelé, nes jy déka yra pernesamos
jvairios cheminés ar maisto medziagos, Salinamos kenksmingos medZiagos ir medziagy apykaitos
produktai. D¢l Sios priezasties biologiniy skys¢iy sudétis yra labai jvairi, juose gausu jvairiy baltymy
ir kity biologiniy molekuliy. Yra nustatyta, kad sveikame Zzmogaus organizme procentiné biologiniy
skysc¢iy sandara yra pastovi, o sergant tam tikromis ligomis ji pakinta — padidéja arba sumazéja tam
tikry biologiniy molekuliy koncentracija. Stebint $iy molekuliy koncentracijy pokycius, galima i$

anksto diagnozuoti jvairias ligas [5].

2. Slapimo ragstis

Slapimo riigstis yra heterocikliné molekulé, kuri yra sudaryta i§ anglies, vandenilio, deguonies
ir azoto atomy. Ji yra galutinis augalinése ir gyviininése lgstelése esanciy puriny skilimo produktas.
Zmoniy organizmuose $lapimo riigities molekulés susidaro puriny metabolizmo metu virskinimo
trakte skylant baltymy molekuléms. Zmogaus organizme purinai, kurie gali biti pasisavinti i§ maisto
arba natdraliai susiformuoti paciame organizme, patenka j kepenis. Jose skaidant purinus
pagaminama slapimo riigstis. IS kepeny Slapimo riigstis patenka j kraujotaka ir pasiekia inkstus, kol,
galiausiai, yra paSalinama kartu su §lapimu. Tokiu biidu yra pasalinama apie septyniasdeSimt procenty
Slapimo rugsties. Taip pat dalis Slapimo riig§ties molekuliy patenka j zarnyna, kuriame jas suskaido
7arnyno bakterijos. Zmogaus organizme §lapimo riigitis yra batina, nes yra naudojama keliuose
metabolizmo procesuose. Stiprios antioksidacinés jos savybés yra svarbios organizmo apsaugai,
taciau, tuo paciu, Slapimo ruigstis turi ir neigiamy oksidaciniy savybiy [6]. Bendroji cheminé slapimo

rugsties molekulés struktiira yra pateikta 1 pav.
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1 pav. Cheminé slapimo riigsties molekulés struktiira.

Slapimo riigstis yra netirpi vandenyje. Jos didziausia galima koncentracija distiliuotame 20 °C
temperatiiros vandenyje yra 35 pmol I"L. Virsijus $ia koncentracija tirpale pradeda formuotis §lapimo
rugSties kristalai. D¢l Sios priezasties, atsiradus zmogaus metabolizmo pokyc¢iams (genetiniams ar
kitiems), kurie nulemia Slapimo riigSties koncentracijos biologiniuose skys¢iuose padidéjima,
pastaroji pradeda kauptis sanariy srityse, ties iSorine ausimi ar inkstais. Sios sankaupos yra
skausmingos ir galiausiai lemia tokias ligas kaip artritas ar podagra [7]. Taip pat nesugebant is
organizmo pasalinti $lapimo rugsties gali pradéti formuotis inksty akmenys. Padidéjes Slapimo
rugsties kiekis kraujyje (hiperuricemija) yra siejamas su tokiomis ligomis kaip acidozé, diabetas,
podagra, inksty nepakankamumas ir kitomis [8-9]. Sumazéjes Slapimo rugsties kraujyje kiekis
indikuoja, kad asmuo serga Vilsono liga ar Fankonio sindromu [9]. Todél registruojant §lapimo
rigsties koncentracijg biologiniuose skysciuose yra i§ anksto diagnozuojamos $ios ligos.

Slapimo riigsties koncentracija kraujyje priklauso nuo Zmogaus mitybos jpro¢iy, lyties ir
amZiaus. Taip pat Slapimo riigSties koncentracija gali biiti didesné arba mazesné dél skirtingos
zmogaus metabolizmo spartos. Dél Siy prieZzas€iy normaliomis (leistinomis) Slapimo rigsties
koncentracijomis kraujyje yra gydytojuy laikomi koncentracijy intervalai, o ne apibréZtos vertés

(1 lentelé).

1 lentelé. Slapimo riigsties normalios koncentracijos zmogaus kraujyje.

Grupé | Koncentracija, umol-1*
Vyrai 202 - 416
Moterys 143 — 357
Vaikai 119 — 327

Didesnj Slapimo rugsties tirpuma galima pasiekti Sarminiuose (aukS$to pH) tirpaluose.
Tokiuose tirpaluose Slapimo rugstis tirpsta, nes pereina j kitas tautomerines formas arba yra
deprotonuojama — azoto atomai atiduoda ,,savo* vandenilio atomus. Reikia paminéti, kad neutraliuose

tirpaluose Slapimo ragstis taip pat egzistuoja keliose tautomerinése formose deprotonuota, nes jos
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disociacijos konstantos vert¢ pKai = 5,4. Cheminés deprotonuotos Slapimo riigSties struktiiros

jvairiuose pH tirpaluose yra pateiktos 2 pav.

jIH 0y B
HN N - Hw)i“ HN/J\/[N
e g S =0
A EE>: DA\N-|3>— A M
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Zemas pH Neutralis pH Aulcitas pH

2 pav. Slapimo riigities molekulés struktiiros skirtingo pH terpése.

Slapimo riigities tautomerizacija bei deprotonavimas lemia itin gera jos adsorbcija ant sidabro
pavirsiaus. Like laisvi ir neigiamg kriivj turintys azoto atomai yra linke adsorbuotis prie sidabro
pavirSiaus. Si savybé yra naudojama kuriant sidabro jony jutiklius [10]. Taip pat, sugebéjimas
adsorbuotis ant metalo pavirSiaus yra vienas i§ faktoriy, nulemianciy intensyvy $lapimo rigsties
molekulés SERS signalg. Dé¢l galimybés i§ anksto diagnozuoti jvairias ligas registruojant Slapimo
rigsties koncentracija biologiniuose skysciuose bei geros Slapimo riigsties adsorbcijos, §i molekulé
buvo pasirinkta kaip testinis bandinys nustatyti darbo metu suformuoty sidabro nanodaleliy sluoksniy

tinkamuma biologiniy skys¢iy Ramano sklaidos spektriniy juosty intensyvumy stiprinimui.

3. Inksty audinio vézys

Inksty véZys, kaip kitos véZio risys, iSsivysto dél greito ,,nenormaliy lasteliy augimo.
Vézinés lastelés susiformuoja pakitus tam tikriems genams, reguliuojantiems lgsteliy augimga.
Siuolaikinéje medicinoje inksty audinio véZiai yra skirstomi j kelis tipus, kurie nustatomi pagal vézio
lokalizacija organizme, kilme bei fiziologines savybes. Sviesiyjy lasteliy karcinoma yra dazniausiai
diagnozuojamas zmoniy inksty vézio tipas. Jis diagnozuojamas apie 90 % inksty véziu serganciy
pacienty [11]. Sis inksty audinio karcinomos pavadinimas yra kiles dél $viesios véziniy lasteliy
iSvaizdos, kuri stebima panaudojus standartines histopatologines lgsteliy dazymo metodikas. Optiniu
mikroskopu suformuotuose atvaizduose vézinés lgstelés atrodo Sviesios, nes dél padidéjusios lipidy

bei kity su dazais nereaguojanc¢iy molekuliy koncentracijos Sios lastelés néra nudazomos.

Yra zinoma, kad véZzinés inksty audiniy lgstelés savo cheminé sandara skiriasi nuo sveiky.
Vézinéms Igsteléms yra biidingas padidéjes fosfolipidy kiekis jy membranose [12]. Be to, padidéja ir
daugelio kity biologiniy molekuliy, aptinkamy vézinése lastelése koncentracijos, pavyzdziui,

cholesterolio [13], riebiyjy rugsciy [14] ir Kity.
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Vézinéms lgsteléms budingas paspartéjes metabolizmas. Kad vézinés Igsteles galéty greitai
augti bei daugintis, joms reikia daug energijos. Sveiko Zmogaus organizme didelé dalis reikalingos
energijos yra pagaminama lastelinio kvépavimo metu, naudojant deguonj bei gliukoze. Lasteliy
mitochondrijose oksiduojant piruvatg (gliukozés skaidymo produkta) yra pagaminamos energinés
ATP (adenozintrifosfato) molekulés, kuriy cheminé energija, iSsiskyrusi joms skylant ; ADP
(adenozindifosfatg), véliau naudojama lgstelés viduje vykstanciuose bei energijos reikalaujanciuose
procesuose. Deguonis, kuris yra reikalingas lasteléms, yra tickiamas i§ kraujo kapiliary, taciau
nustatyta, kad tolstant nuo jy, deguonies koncentracija spar¢iai mazéja, ir pakankamu jo kiekiu yra
apripinamos tik lgstelés, esancios ne toliau nei 150 um nuo kraujagysliy. Tod¢l dél greito véziniy
lasteliy dauginimosi, didelé vézinio audinio sritis negali biiti apripinama pakankamu deguonies
kiekiu, butinu lIgstelinio kvépavimo vykdymui [15]. Hipoksinése (deguonies stingan¢iose) audinio
srityse, vézinio audinio Igstelés ,,iSgyvena‘ prisitaikydamos ir energija gaudamos ne vykdydamos
aerobinj (deguonies reikalaujant]) kvépavima, o deguonies nereikalaujant] anaerobinj kvépavima

(rigima).

Anaerobinio kvépavimo metu lagsteliy citoplazmoje (nebe mitochondrijose) i$ piruvato
molekuliy yra gaminamos ATP molekulés bei Salutinis produktas - pieno riigstis, kuri
transportuojama uz lastelés riby. Riigimo procesas energijos kaupimo prasme néra nasus. Sio proceso
ATP molekuliy sintezés iSeiga yra Zenkliai maZesné nei proceso, vykdomo mitochondrijose. IS vienos
gliukozés molekulés riigimo proceso metu yra pagaminamos tik 2 ATP molekulés, 0 tuo tarpu
lastelinio kvépavimo proceso metu pagaminamos 38 ATP molekulés. Kitas anaerobinio kvépavimo
produktas — didelis kiekis vandenilio jony. Sie jonai i§skiriami j tarplastelinj skystj. Dél padidéjusios
vandenilio jony ir pieno rugsties koncentracijy lastelés iSoréje, tarplgstelinio skys€io rugstingumas
padidéja - jo pH verté Zenkliai sumazéja [16]. Tarplastelinio skyscio rigstéjimas yra siejamas su vézio

augimu ir véziniy lasteliy plitimu j kitus organus.

Kadangi anaerobinio kvépavimo metu ATP molekuliy iSeiga yra maza, vézinés inksty audinio
lastelés privalo §j procesg atlikti sparciai, kad pasigaminty pakankama kiekj ATP molekuliy. Dél to
vézinése lgstelése stebimas intensyvus gliukozés srautas j lgstelés vidy. Be to, nustatyta, kad
daugumos vézio tipy lastelése yra kaupiamas glikogenas — Sakotas gliukozés polimeras, kuris yra
naudojamas gliukozés saugojimui lastelés viduje [17]. Prireikus energijos glikogenas yra
suskaidomas j gliukoze, kuri panaudojama ATP sintezei. Glikogeno kaupimas uztikrina, kad vézinés
lastelés visuomet turés pakankama kiekj gliukozeés, o tuo paciu ir energijos, reikalingos augimui bei
kitoms funkcijoms atlikti. Itin dideli glikogeno kiekiai nustatyti kriities, inksty, odos, smegeny,

gimdos, Slapimo piislés vézinése lastelése.
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Pakitusi véziniy lasteliy sandara ir metabolizmas jgalina véziniy ir sveiky Igsteliy atpazinima
spektriniais metodais. Analizuojant jvairiy biologiniy molekuliy koncentracijas Igstelése, galima
nustatyti lasteliy ,,véziskuma*, o taip pat ir metastazavusiy véziniy lasteliy kilme. PanaSiu principu
Sio darbo metu nagringjant véZzinio ir sveiko inksty audiniy tarplasteliniy skys¢iy virpesiniy spektry

skirtumus buvo bandoma nustatyti véZines audinio sritis.

4. Ramano sklaida
Ramano sklaida — tai netampri fotony sklaida medziagoje. Sj sklaidos vyksma i§samiai apraso
kvantiné mechanin¢ sklaidos teorija, bet pagrindinius désnius galima nusakyti naudojantis ir
klasikinés mechanikos teorija. Jei | nagrinéjamg daugiaatom¢ molekule krinta monochromatiné

elektromagnetiné banga, kurios elektrinio lauko svyravimai erdvés taske apraSomi lygtimi
E = E, cos wt, (1)

tai molekuléje yra indukuojamas dipolinis momentas, aprasomas lygtimi
u = ak, (2)
¢ia a yra molekulés poliarizuojamumas. Bendru atveju, dviatomiy molekuliy
poliarizuojamumas yra diagonalus tenzorius, 0 daugiaatomés molekulés poliarizuojamumas yra
nediagonalus simetrinis tenzorius. Kadangi poliarizuojamumas yra tenzorinis dydis molekuliy
indukuoto dipolinio momento kryptis, dél molekulés orientacijos lauko atzvilgiu, daZniausiai
nesutampa su elektromagentinés bangos elektrinio lauko stiprio vektoriaus kryptimi.
Daugiaatomé molekulé virpa 3N-6 normaliyjy virpesiy (tiesinés molekulés virpa 3N-5
normaliyjy virpesiy). Sie virpesiai gali biiti aprasyti harmoniniu artiniu pagal formule

Q = Q, cos wyt, 3)

¢ia m — normalio virpesio numeris. Tokiu atveju molekulés poliarizuojamumas priklauso nuo visy
3N-6 virpesiniy koordinaciy. Jei poliarizuojamumga « iSskleistume Teiloro eilute normaliyjy virpesiy

pusiausviryjy atstumy aplinkoje, gautume:

0
a=a0+z%Qm+... (4)

Taigi, galima pastebéti, kad molekuléje indukuotas dipolinis momentas kinta ne tik w, dazniu, bet ir

wq T wp, dazniais. Indukuoto dipolinio momento iSraiSka tuomet gali biiti uzraSyta:
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Uing = @oEy cos wt + =—— QEp[cos(wg — wy)t + cos(wy + wy)t] + - (5)

20Qn

Sioje i3raiskoje pirmas narys yra susijes su nepakitusio daZnio antriniu dipoliniu spinduliavimu,
vadinamu Reilio (Rayleigh) sklaida. Antrasis ir tre¢iasis nariai susij¢ su neelastine sumazéjusio ir
padidéjusio daznio sklaida, atitinkamai vadinamomis Ramano Stokso bei Ramano anti-Stokso
sklaidomis. Svarbu paminéti, kad spektriniuose Ramano sklaidos eksperimentuose dazniausiai yra
registruojama Ramano Stokso sklaida, nes ji yra intensyvesné uz Ramano anti-Stokso sklaidg. Taip
yra tod¢l, kad anti-Stokso sklaida vyksta i§ suzadinty virpesiniy lygmeny, o jy uzpilda natiiraliai yra
maZesné. Kadangi Ramano sklaidos intensyvumas yra 107 - 108 karty maZesnis nei Zzadinan¢ios
spinduliuotés intensyvumas, Zadinimui reikia galingo monochromatinio $altinio. Sj reikalavima

atitinka lazeriai, todél dazniausiai jie yra naudojami Ramano sklaidos eksperimentuose.

Reilio, Ramano Stokso bei Ramano anti-Stokso sklaidos intensyvumai yra atvirkséiai

proporcingi krintancios spinduliuotés bangos ilgio ketvirtajam laipsniui. Proporcingumai aprasomi

lygtimis:

Igeit % a3 E§Vg, (6)

Jda
IStm x (aQ ) QmEO (VO - Vm) (7)

m

Jda 4
Ianti—Stm (aQ ) QmEO (VO + Vm) (8)
m

Indeksas m nusako, kad juostos intensyvumas yra sglygotas m-tojo normaliojo virpesio. I$ §iy lyg¢iy
nesunku pastebéti, kad Reilio sklaidos intensyvumas yra didesnis nei Ramano Stokso sklaidos
intensyvumas apie tukstant] karty. Dél maZzo Ramano sklaidos intensyvumo §ia metodika galima

registruoti spektrus medziagy, kuriy koncentracijos yra ne mazesnés nei 10 mM.

5. Pavirsiaus sustiprintos Ramano sklaidos spektroskopija
Pavir$iaus sustiprintos Ramano sklaidos (SERS) reiskinj 1973 metais kartu su savo kolegomis
atrado brity chemikas Martin Fleischman [18]. Tiriant piridino molekulés adsorbcijg ant
elektrocheminiu biidu Siurkstinto elektrodo buvo pastebéta, kad piridino molekulés Ramano sklaidos
intensyvumas yra sustiprinamas keliomis eilémis. Stiprinimo prigimties Martin Fleischman grupé
negaléjo paaiskinti, todél buvo teigiama, kad signalo intensyvumo padidé¢jimg lemia padidéjusi
adsorbuoty ant aktyvuoto elektrodo pavirSiaus piridino molekuliy koncentracija. ISsamus pavirsiaus

sustiprintos Ramano sklaidos aiSkinimas literatiiroje pasirodé tik 1977 metais. Dvi nepriklausomos
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mokslininky grupés pateiké skirtingus modelius, paai§kinanéius stiprinimo prigimtj. Sie modeliai yra
vadinami (I) kravio pernaSos ir (I1) elektromagnetiniu modeliu. Abu modeliai yra teisingi ir realiuose
SERS eksperimentuose Sie stiprinimo mechanizmai gali biti svarbiis. Todél stiprinimo efektas negali

buti paaiskintas tik elektromagnetiniu ar tik kriivio pernasos modeliais, ir reikia atsizvelgti j abu.

5.1. Kriivio pernasos modelis

Pagal §j modelj pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos reiSkinys stebimas dél kravio
pernasos komplekso tarp tiriamos molekulés ir metalo pavirSiaus susidarymo [19]. Toks kompleksas
susidaro ne visada, nes reikalinga stipri tiriamos molekulés chemisorbcija ant metalo pavirSiaus.
Kadangi ne visos molekulés gali sudaryti cheminius rySius su metalo pavir§iumi, kriivio pernasos
indélis | Ramano sklaidos signalo stiprinimg yra Zenklus tik i$skirtiniais atvejais. Be to, Siuo modeliu
galima paaiskinti tik nedidele Ramano sklaidos signalo stiprinimo dalj. Maksimali signalo stiprinimo
faktoriaus, kuri nulemia kriivio pernasos kompleksy susidarymas, verté gali buti iki 100 karty. Dél
Siy priezasCiy, dazniausiai, j kriivio pernaSos modelj néra atsizvelgiama ir todél detaliai jis néra

aptariamas.

Kitas svarbus efektas kurio priezastimi yra kriivio pernasa yra taip vadinamas pavir$iaus
sustiprintos Ramano sklaidos kontinuumo susidarymas. SERS kontinuumas - tai pastovus emisijos
fonas, stebimas SERS spektruose. Sis fonas, pateiktas 3 pav., blogina spektry kokybe sumazindamas
spektriniy juosty signalo ir triukSmo santykj. Fono susidarymas yra aiSkinamas molekulés ir

pavirSiaus plazmony sgveika [20], taciau iki $iol dar nerasta biidu kaip jj eliminuoti.

Ramano sklaidos intensyvumas—»

100 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Ramano poslinkis, cm’”

3 pav. Pavirsiaus sustiprintos Ramano sklaidos spektruose registruojamas fonas.



12

5.2. Elektromagnetinis modelis
Elektromagnetinis modelis, kuriame nagriné¢jamas Sviesos bangos elektrinio lauko poveikis
metalo pavirsiui, paaiskina pagrindinj Ramano sklaidos stiprinimo faktoriaus sanda. Sis modelis yra
bendresnis, nes juo aiSkinamas spektriniy signaly stiprinimas, kuris yra stebimas net ir tada, kai néra
cheminio rysio tarp tiriamos molekulés ir metalo pavirSiaus. D¢l to, nagrinéjant pavirsiaus sustiprintg

Ramano sklaidg elektromagnetinis modelis biitinai turi bati panaudotas.

Elektromagnetinis modelis pavir$iaus sustiprintos Ramano sklaidos efekta aiskina
zadinancios spinduliuotés ir metalo nanodalelés pavirSiuje esanciy elektrony sgveika — taip vadinamu,
pavirSiaus plazmony rezonansu [21]. Dél paprastumo nagrinéjant §j modelj yra jvedamas naujas
dydis, vadinamas vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriumi (VELSF). Sis dydis nusako, kiek
karty nagrinéjamame erdvés taSke dél metalo nanodaleliy padidéja elektromagnetinio lauko stipris.
VELSF yra apskaic¢iuojamas pagal (9) formule nustatant intensyvumy, kai nagriné¢jamas erdvés taskas
yra $alia metalo pavirSiaus ir kai metalo pavirSiaus néra Salia nagrin¢jamo tasko, santykj.

|E(r,w)|?
|E0(T,(J))|2 !

VELSF(r, w) = 9)

¢ia E(r, w) — elektrinio lauko stipris erdvés vietoje, kur yra lokalizuota tiriamoji molekulé, kai $alia
yra metalo pavirSius, E,(r, w) - elektrinio lauko stipris toje pacioje vietoje, kai $alia néra metalo
pavir$iaus. Bendru atveju, vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktorius priklauso ir nuo lokalizacijos
vektoriaus r, ir nuo spinduliuotés daznio w, o jo vertés yra mazos ir daznai nesiekia net vieneto.
Vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriaus priklausomybés nuo bangos ilgio (aukso ir sidabro

metalams) yra pateiktos 4 pav.

- | ] T I T I T i
2 - pu—
" Ag
2 Sy
g _
0 [= 1 l 1 I 1 I 1 =
400 600 800

Bangos ilgis, nm

4 pav. Sidabro ir aukso vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriy priklausomybés nuo zadinancios spinduliuotés

bangos ilgio [21].
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Vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriaus verté dél elektromagnetinés spinduliuotés
saveikos su metalo pavir§iumi gali padidéti keliomis eilémis. Sj efekta galima paaiskinti nagrinéjant
supaprastintg sistema — vienos metalinés nanodalelés saveika su | ja krintancia spinduliuote.
Nanodalelés matmenys yra daug mazesni uz Ramano sklaidg Zadinancios spinduliuotés bangos ilgj
r <</ (r — nanodalelés spindulys, A — spinduliuotés bangos ilgis). Todél nanodalelés atzvilgiu Sios
spinduliuotés elektrinis laukas kiekvienu bangos pusperiodziu gali buti laikomas vienalyciu.
Vienalytis elektrinis laukas sgveikaudamas su nanodalele jos pavirSiuje perskirsto laidumo

elektronus. PersiskirsCius pavirSiniams nanodalelés elektronams yra sukuriamas nanodalelés

elektrinis dipolinis momentas. Tokios sistemos schema pateikiama 5 pav.

A

Spinduliuotés
sklidimo kryptis

Elektronu
debesélis

Elektrinio lauko vektoriaus kryptis

5 pav. Elektromagnetinés spinduliuotés ir metalinés nanodalelés sgveikos schema.

Sklindant bangai jos elektrinis laukas nanodalelés atZvilgiu osciliuoja (kiekvienu pusperiodZiu
keiciasi elektrinio lauko kryptis), todel yra sukuriamos metalo nanodalelés pavirSiniy laidumo
elektrony tankio osciliacijos. Sios osciliacijos ir yra vadinamos plazmonais. Tuo metu, i$vedus
elektrony debes¢l] 1§ pusiausvyros, yra sukuriamas ir kriivio skirtumas skirtinguose nanodalelés
pusése. Sie efektai yra apibiidinami osciliuojandiu vietiniu elektriniu dipoliu, kuris taip pat yra
vadinamas indukuotuoju dipoliu. Sferinés formos metalin¢je nanodaleléje indukuoto elektrinio
dipolio momento skaitiné verté apytiksliai yra iSreiskiama (10) formule.

oc (—E(”“EM ) (10)

eD)+2eym

¢ia p —indukuotasis dipolinis momentas, &(A)—metalo nanodalelés diclektriné skvarba,
em — aplinkos, kurioje yra patalpinta nanodalele, dielektriné skvarba. Indukuotasis elektrinis dipolis
sukuria elektrinj laukg aplink nanodalele. Sukurtas elektrinis laukas yra vadinamas lokaliuoju

elektriniu lauku. Nanodalelés sgveikos su iSoriniu vienaly¢iu elektriniu lauku rezultatai - kravio
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persiskirstymas nanodaleléje, indukuotas dipolinis momentas (p) ir dipolio kuriamo elektrinio lauko
linijos yra grafiskai atvaizduoti 6 pav. [3orinio elektrinio lauko (E) kryptis Zymima juoda rodykle.

Simboliu r zymimas nanodalelés spindulys.

T

6 pav. Grafinis nanodaleléje indukuoto dipolio ir jo kuriamo elektrinio lauko atvaizdavimas.

D¢l mazy nanodalelés matmeny dipolio kuriamo elektrinio lauko linijos sutankéja ties
indukuotojo dipolio galais. Siuose taskuose lokaliojo elektrinio lauko ir krintan¢ios spinduliuotés
kuriamo elektrinio lauko suminis elektrinis laukas yra stipresnis negu krintancios spinduliuotés
kuriamas elektrinis laukas. Todél, jei tiriama molekulé bus Salia nanodalelés, ja veiks stipresnis
elektrinis laukas ir Ramano sklaidos signalas bus stipresnis nei molekulés atitolusios nuo nanodalelés
(arba tirpale be metalo nanodaleliy) atveju.

Dar stipresnj suminj elektrinj lauka, o tuo paciu ir vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriy,
galima gauti, jei yra tenkinama rezonanso salyga. Sig salyga galima jZzvelgti metalo nanodaleléje
indukuoto dipolio momentg iSreiSkiancioje formuléje (10). IS Sios formulés seka, kad, jei metalo, i$
kurio padaryta nanodalel¢, dielektriné skvarba bus prieSingo Zenklo ir dvigubai didesné uz aplinkos,
1 kurig yra patalpinta nanodalel¢, dielektring skvarbg, bus tenkinama rezonanso salyga ir indukuotas
dipolinis momentas Zenkliai iSaugs. Tuo paciu, padidés ir lokaliojo elektrinio lauko stipris bei suminio
elektrinio lauko stipris. Taciau biitina paminéti, kad tenkinant rezonanso salyga, rezonanso daZnis
taip pat priklauso nuo elektrony efektyviosios masés, bendrojo kriivio, kriivio tankio bei nanodalelés
dydzio.

Tenkinant rezonanso salyga vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriaus vertés gali siekti
net 10° - 10°. Tagiau tenkinti rezonanso salyga néra lengva, nes reikalingas metalas, kurio dielektriné
skvarba yra neigiama. Rezonanso sglygg tenkina kai kurie metalai, pavyzdziui, auksas, sidabras, varis.

Bendru atveju, spinduliuotés nepraleidzianc¢iy medziagy dielektriné skvarba yra kompleksinis
dydis, kurio realioji dalis apibudina dispersijg, o menamoji dalis siejama su sugertimi. Dviejy metaly

(aukso ir sidabro), dazniausiai naudojamy pavirsiaus sustiprintos Ramano sklaidos spektroskopijoje,
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dielektriniy skvarby priklausomybés nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio yra pateiktos

literataroje [21] (7 pav.).

Re[¢(3)]

IR [T ST N |

Im[e(3)]

400 600 800
Bangos ilgis, nm

7 pav. Sidabro ir aukso realios ir menamos dielektrinés skvarbos dedamuyjy priklausomybé nuo bangos ilgio [21].

Kaip matyti 7 pav., sidabro ir aukso dielektrinés skvarbos realiosios dalys yra neigiamos
300 nm - 1000 nm bangy ilgiy srityje. D¢l to, Sie metalai beveik idealiai gali tenkinti nanodaleléje
indukuoto elektrino dipolio momento rezonanso salygg. Vienintelis sglygos tenkinimg ribojantis
veiksnys yra menamoji dielektrinés skvarbos dalis. Vis délto, jos pastarosios vertés néra didelés ir
nukrypimai nuo rezonanso salygos yra nedideli.

Norint pilnai suprasti elektromagnetin] modelj, reikia panagrinéti ir metaly dielektring skvarbag
bei jos verte lemiancius veiksnius. Nagrin¢jant metaly ar puslaidininkiy dielektring skvarbg yra
naudojamas Drudés modelis [22], pagal kurj laisvieji elektronai metale juda laisvai tarp visy atomy.
D¢l paprastumo elektronai yra nagrin¢jami kaip plazma, kurios osciliacijy daznis nusakomas tokia

formule

nee?

(11)

2
wWwp = )
MefEo

¢ia n, —laisvyjy elektrony tankis, € — elektrono kriivis, mqs — efektiné elektrono masé. Efektiné
elektrono masé yra lygi elektrono masei, jei sistema pasiZymi parabolés formos potencialu. Kitu
atveju efektiné masé skiriasi nuo elektrono masés. Pavyzdziui, nustatyta efektiné masé sidabrui
mer(Ag) = 0,96 elektrono masés, auksui mer(Au) = 0,99 elektrono masés. Laisvyjy elektrony

tankis sidabrui n,(Ag) = 5,76 - 10°8m~3, o0 auksui n,(Au) = 5,90 - 102®m~3,

Iskaicius laisvyjy elektrony indélj, dielektrinés funkcijos iSraiSka tuomet uzraSoma tokia lygtimi
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2 2
e(w)=1—L+zw s (12)

w? + iwye F—w? = iwy’

C¢ia wj — tikrinis suriSty elektrony daznis, y; —harmoninio osciliatoriaus slopinimo koeficientas,
V1e — laisvyjy elektrony slopinimo koeficientas. Paskutinis (12) lygties narys apibtdina suriStyjy
elektrony indélj. Jis yra gaunamas sprendziant harmoninio osciliatoriaus lygtj, uzrasyta nagrinéjant
kriivininkus osciliuojanc¢iame elektriniame lauke. Antrasis lygties narys apibrézia dielektrinés

skvarbos ind¢lj, nulemta laisvyjy elektrony.

Laisvyjy elektrony slopinimo koeficientas yra susietas su relaksacijos laiku 7. Jis apibiidina
laika, po kurio laisvyjy elektrony judé¢jimas nuslopsta dél sgveiky su kitais kriivininkais ir gardelés

defektais. Bendriausiu atveju slopinimo koeficientas gali buti iSreikstas tokia lygtimi

— =1 _ -1 _ -1 -1 -1 -1
VIe=T1 - Z Ti © = Ttagkiniai defektai + Tdislokacijos + Tkristalo riba + Tpaviréius/sandﬁra
+ 1t + 1t (13)
el-fononas el—el*
Relaksacijos laikas sidabrui 7(Ag) = 3,7 - 1071* s, auksui (Au) = 0,9 - 10",

Taigi, galima pastebéti, kad realiosios dielektrinés skvarbos komponentés skaitiné verté
labiausiai priklauso nuo plazmony daznio, o pastarasis priklauso nuo laisvyjy elektrony tankio ir
efektineés elektrono masés. Kadangi minétieji parametrai aukso ir sidabro metalams yra panasus, tai
Siy metaly realiosios dielektrinés skvarbos komponentés priklausomybés nuo zadinancios
spinduliuotés bangos ilgio grafikai yra panaSiis. Menamosios dielektrinés skvarbos komponentés
priklausomybés nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio grafikai sidabro ir aukso metalams
skiriasi dél skirtingy relaksacijos laiky, kuriuos nulemia efektai, paminéti nagrinéjant (13) lygtj. Be
to, menamosios dalies skirtumus lemia ir tarpjuostiniai elektrony Suoliai bei laidumo juostos energijos

grafiko nukrypimai nuo parabolés formos. Detaliau Sie aspektai nebus nagrin¢jami.

Realiomis sglygomis tiriama molekulé sgveikauja ne su viena nanodalele, o su jy sankaupa,
todel reikia atsizvelgti ir j efektus, kurie vyksta, kai Saltinio elektromagnetiné spinduliuoté krinta j
metaliniy nanodaleliy sankaupg. Vienas tokiy efekty, tai stiprinimo faktoriaus priklausomybé nuo
atstumo tarp nanodaleliy. Norint pasiekti optimaly stiprinima, $is atstumas negali biiti nei per didelis,
nei per mazas. Jei atstumas tarp nanodaleliy yra per didelis (~20 nm), stiprinimo efektas sumazéja,
nes lokalusis elektrinis laukas, sukurtas indukuotojo dipolio, silpsta tolstant nuo nanodalelés. Taciau
jei atstumas tarp nanodaleliy yra per mazas (<1 nm), dalelés ,,perdengia“ viena kita (suformuoja
vientisg struktiirg) ir stiprinimo efektas visai iSnyksta. Didziausia stiprinimo verté yra registruojama

tuomet, kai atstumas tarp nanodaleliy yra Siek tiek daugiau nei vienas nanometras. Tokiu atveju, kai
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atstumas yra optimalus, galima stebéti dar vieng efekta, vykstant] nagrinéjant nanodaleliy sankaupg.
Salia viena kitos esanéiy nanodaleliy indukuotieji elektriniai dipoliai saveikauja tarpusavyje ir vienas
kita sustiprina. Dél saveikos jy vietiniai elektriniai laukai taip pat sustipréja ir tarp nanodaleliy
suminio elektrinio lauko verté dar labiau i3auga. Sis efektas yra vadinamas suporuotyjy plazmony
rezonansu, o erdvés sritis, kurioje elektrinio lauko verté yra didZiausia, yra vadinama karStuoju tasku
(angl. hot-spot). Taciau suporuotyjy plazmony rezonanso poveikio lemiama vietinio elektrinio lauko
stiprinimo faktoriaus verté labai priklauso nuo tiriamos molekulés padéties atzvilgiu tiesés,
jungianc¢ios nanodaleliy centrus. Pavyzdziui, jei kampo, kurj sudaro molekulés padétj su vienos i$
sgveikoje dalyvaujanéiy nanodaleliy centru jungianti ties¢ ir abiejy sgveikaujan¢iy nanodaleliy
centrus jungianti ties¢, verté padidés 2,6 laipsnio, vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriaus verté
sumazés dvigubai. Tokia stipri priklausomyb¢ yra aiskinama skirtingomis rezonanso salygomis
erdvés taskuose tarp dviejy nanodaleliy. Karstojo tasko grafinis atvaizdavimas ir vietinio elektrinio
lauko stiprinimo faktoriaus priklausomybé nuo kampo, kurj sudaro tiesé, jungianti nanodaleliy
centrus ir ties€, jungianti vienos 1§ sgveikaujanc¢iy nanodaleliy centra su molekulés padétimi, yra

pateikti 8 pav.

| ! | J | ! I k |
2x10° | (b) -
= I -l
1%x10° f | -
g | |
o] B | 3
g ‘||
5x10% - R .
= I i l
0k R — _
| | | L | | | L |
-80 -40 0 40 80

8 pav. Grafinis karstojo tasko atvaizdavimas (a); Vietinio elektrinio lauko stiprinimo faktoriaus (VELSF)

priklausomybé nuo kampo, nusakanc¢io molekulés padétj atzvilgiu tiesés, jungiancios nanodaleliy centrus (b) [21].

5.3. Optinés nanodaleliy savybés
Koloidiniai nanodaleliy tirpalai daznai charakterizuojami pagal jy spalva, o apraSant
koloidiniy tirpaly sinteze yra nurodomos tirpaly spalvos ir jy pokyc€iai paruosSimo metu. Todél
nagrin¢jant koloidinius nanodaleliy tirpalus yra svarbu suprasti kaip nanodaleliy dydis siejasi su jy

optinémis savybémis.
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Optinés nanodaleliy savybés yra nagrinéjamos naudojantis Mie sklaidos teorija. Bendru
atveju, tai ploksc¢iosios bangos sklaida sferinés formos dalelémis. Taciau yra ir iSplésty matematiniy
modeliy, kurie nagrinéja ne sferiniy daleliy sklaida. Nanodaleliy optinés savybés priklauso nuo
daugelio veiksniy kaip nanodaleliy medziagos savybés, nanodaleliy dydis, forma, aplinkos parametrai
ir Kity. Taip pat optines savybes nulemia ir nanodaleliy ansamblio parametrai — tankis, atstumas tarp
daleliy ir kiti.

Paprasciausiai nanodaleliy optiniy savybiy priklausomybé nuo jy dydzio yra paaiskinama
remiantis nanodaleliy sugerties skerspjivio (o) lygtimi, kuri yra i§vedama nagrinéjant nanodaleliy,

esanciy skaidrioje dielektrinéje terpéje, sklaida pagal Mie teorija:

Q83/2 ¢"(w)
c ™ (g"(w)+2ey)2+ " (w)?’

o(w) = 12nR3 (14)
¢ia R —nanodalelés spindulys, &y —aplinkos dielektriné skvarba, &'(w), €' (w) — reali ir menama
metalo, i§ kurio pagaminta nanodalelé, dielektrinés skvarbos komponentés. Ankstesniame skyriuje
aptarta kaip dielektriné skvarba priklauso nuo bangos ilgio, todél pasinaudojus dielektrinés skvarbos
iSraiska - (12) lygtis, galima susieti dalelés dydj su sklaidomos spinduliuotés dazniu (arba bangos
ilgiu). Galima pastebéti, kad (14) lygtyje taip pat yra rezonanso salyga, kuri, Zinoma, sutampa su
nagrinéta ankstesniame skyriuje. D¢l tenkinamos rezonanso saglygos gaunama plazmony sugerties

juosta.

6. Pavirsiaus sustiprintos Ramano sklaidos registravimo metodai

Jau praéjo daugiau nei keturiasdeSimt mety nuo pavirsiaus sustiprintos Ramano sklaidos
atradimo ir yra sukurta daug $ios metodikos realizavimo bidy. Siuo metu naudojamos jvairios
metodikos, ne tik pritaikytos specialiesiems tyrimams, bet ir specializuotos atskiroms
molekuléms [23]. Viena netradiciniy metodiky yra metalo adatos pavirSiaus sustiprinta Ramano
sklaida. Siai metodikai yra biidinga auksta skyra ir ja naudojant galima registruoti pavienes molekules
ar atlikti lastelés vidinés sandaros vaizdinima [24]. Vis délto, yra iSskiriamos trys pagrindinés
pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos eksperimento realizavimo metodikos [25]. Jos yra

klasifikuojamos pagal substratus, naudojamus taikant kiekvieng $iy metodiky. Substratai yra:

e Elektrodo pavirsius,
e Nanostruktiirizuoti metaliniai pavirsiai,

e Koloidiniai nanodaleliy tirpalai.
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Elektrodo pavirSius, kaip substratas, yra naudojamas elektrocheminiame pavirSiaus
sustiprintos Ramano sklaidos metodikos taikyme. Si metodika (angl. E-SERS) apibiidinama gera
tiriamy molekuliy adsorbcija, kuri yra valdoma keiciant potenciala, paduodamg j darbinj elektroda.
Molekuliy adsorbcijos kontrol¢ suteikia stabilumo - didesnio eksperimento rezultaty
atsikartojamumo. Deja, metodikos pritaikymas yra sudétingas, nes reikia tiksliy ir brangiy
elektronikos prietaisy, o taip pat elektrocheminiy procesy iSmanymo. Taikant Sig metodika néra
galimas greitas registravimas, nes substrato paruosimo (elektrodo Siurkstinimo) procesas yra létas,
kadangi reikia taikyti elektrocheminius procesus. Taip pat uztrunka ir bandinio nusodinimo ant
elektrodo procediira, o po kiekvieno matavimo elektrodas turi buti ruoSiamas i§ naujo (jj reikia
mechaniskai nupoliruoti ir vél Siurkstinti). Be to, susiduriama su bandinio kaitimo problema, o norint
ja pasalinti yra reikalinga papildoma jranga [26]. Taipogi, stiprinimo faktorius, pasiekiamas naudojant
S$ig metodika, dazniausiai yra mazesnis nei pasiekiamas kitomis metodikomis. D¢l sudétingumo ir
ilgo pasiruosimo laiko E-SERS metodika yra naudojama reciau nei kitos.

Nanostruktiirizuoty metaliniy pavir$iy substratai — tai substratai, kurie yra gaminami metaly
garinimo, litografijos, lazerinés abliacijos, savitvarkiy sluoksniy ar kitomis metodikomis. Tokius
substratus dazniausiai dideliais kiekiais gamina jvairios firmos (Renishaw (Klarite), Silmeco ir kt.) ir
uzsiima komerciniu jy tiekimu. Kadangi Sie substratai sukuriami i§ tvarkingy atsikartojanciy
struktiiry, naudojantis jais eksperimento rezultatai atkartojami dazniau nei kitose metodikose. Taip
pat dél iSvystyty gamybiniy technologijy substraty pavirSius gali biiti padengiamas jvairiy formy ir
dydZziy nanodariniais, kurie gali biiti funkcionalizuojami (prijungiamos jvairios funkcinés grupés).
Todél nanostruktiirizuoty metaliniy pavirsiy substraty stiprinimo faktoriaus vertés yra didelés bei jie
gali bati specializuojami tam tikrai molekuliy grupei (naudojami kaip biojutikliai) [27]. Taciau tokio
tipo substratai yra brangiis, nes gamybos technologijos yra sudétingos, o patys gamybos procesai ilgai
trunkantys. Taip pat nanostruktirizuoty metaliniy pavir§iy substratai yra vienkartiniai, nors didzioji
dalis juos gaminanciy ir parduodanciy jmoniy teigia atvirk$ciai. Substratai turéty biiti laikomi
vienkartiniais, nes, juos panaudojus, dél geros molekuliy cheminés ar fizinés adsorbcijos, néra
paprasty budy, leidZianciy pasalinti tiriamas molekules nuo pavirSiaus nepazeidziant paties substrato.
Nepaisant to, dalis komerciniy substraty néra stabilis. D¢l Zadinancios lazerinés spinduliuotés
poveikio substratai patiria struktiirinius pokycius, kuriy pasekmé - keletg karty sumazejes signalas ar
visi§kas signalo iSnykimas. D¢l pastarosios prieZasties, didelés kainos ir vienkartinio panaudojimo
tokie substratai néra tinkami rutininiams matavimams.

Trecioji substraty, gaminamy i$ koloidiniy nanodaleliy tirpaly, grupé yra pati placiausia,
kadangi literatiiroje aprasyty koloidiniy tirpaly paruoSimo budy skaiCius yra itin didelis. Taip pat
substrato gamybos biidy i§ koloidiniy tirpaly yra ne vienas. Reikia paminéti, kad sausi substratai yra

naudojami tada, kai Ramano sklaidos spektrai yra registruojami NIR srityje. Su kitos srities
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spinduliuotémis dazniausiai naudojami bandinio ir koloidinio tirpalo miSinys. Taigi, substraty
paruosimas 18 koloidiniy nanodaleliy tirpaly yra lengvas ir, lyginant su jau aptarty substraty ruoSimu,
greitas. Substraty paruoSimo procedira yra daug lengvesné ir pigesné nei nanostruktiirizuoty
metaliniy pavirSiy substraty ruoSimo procediira bei trunka daug trumpiau nei elektrodo pavirSiaus
paruosimas. Naudojant Siuos substratus galima pasiekti ir net virSyti stiprinimo faktoriy vertes,
gaunamas naudojant nanostrukttrizuoty metaliniy pavir§iy substratus. Be to, yra galimybé lengvai
paruosti jvairiy formy, sudéties (vieno ar keliy metaly) ir dydziy nanodaleles. Tai leidzia optimaliai
pritaikyti Siuos substratus kiekvienai naudojamai spektry registravimo sistemai. Pavyzdziui, kei¢iant
nanodaleliy dydj, galima keisti plazmony rezonansg tenkinantj bangos ilgj ir taip pastarojo verte
sutapatinti su eksperimenty metu naudojamos monochromatinés lazerinés spinduliuotés bangos ilgio

verte. Sferinés formos nanodaleliy dydis su plazmony rezonanso bangos ilgiu siejamas (15) formule

d = /24,01 + 100(Apnax — 385) + 4,9, (15)

¢ia d (nm) — nanodalelés skersmuo, A,,x (nm) — koloidinio tirpalo sugerties spektro maksimumo
padétj nusakantis bangos ilgis. Si lygtis yra i§vesta i§ Mie sklaidos teorijos [28]. Teoriné kalibracijos

kreivé, gauta nubraizius priklausomybe, isreikstg (15) lygtimi, yra pateikta 9 pav.
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9 pav. Sferiniy nanodaleliy $viesos sugerties maksimumo padéties priklausomybé nuo vyraujancio daleliy dydzio.

Yra zinoma, kad keiciant nanodaleliy forma, galima pasiekti didesne stiprinimo faktoriaus
verte. Sis efektas aiskinamas panasiai kaip ir ZaibolaidZio efektas elektrostatikos teorijoje ir yra
susijes su mazesniais nei krintancios spinduliuotés bangos ilgis nanodalelés matmenimis bei
indukuoto dipolio elektrinio lauko jégy linijy tankiu. Panasiai kaip ir laidininky pavirSiaus vietose,
kurios charakterizuojamos mazu kreivumo spinduliu, kaupiasi kriivis, apSvietus nanodalele, ties

smailiais jos galais yra ,stebima“ didziausia elektrinio lauko stiprio verté. Sio poveikio grafiné
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iliustracija yra pateikta 10 pav. Raudona spalva pazymétos sritys, kuriose elektrinis laukas yra
stipriausias, o mélyna spalva pazymeétos sritys, kuriose elektrinis laukas yra silpnas. Svarbu paminéti,

kad lauko stipris prie nanodaleliy smailiy priklauso ir nuo zadinancios spinduliuotés bangos ilgio.

10 pav. Nanodaleliy formos jtaka stiprinimo faktoriaus vertei, kai nanodalelé ap$vie¢iama A = 422 nm (a); A = 372 nm

(b) bangos ilgio spinduliuote [21].

Naudojant i§ koloidiniy nanodaleliy tirpaly paruostus sluoksnius yra daug sunkiau pasiekti
gera eksperimento rezultaty atsikartojamuma. Kadangi dziovinant koloidinius nanodaleliy tirpalus,
nanodaleliy pasiskirstymas labai priklauso nuo jvairiy aplinkos salygy, tokiy kaip atmosferos slégis,
temperatiira, drégmé ir kiti, néra lengva pagaminti sluoksnius, turinius tokj pat] nanodaleliy
issidestyma. Siek tiek pagerinti sluoksniy paruo§ima galima panaudojus savitvarkiy struktiry
savybes. Taip pat yra bandoma, kontroliuojant aplinkos salygas, i§ koloidiniy tirpaly sukurti kuo

stabilesnius sluoksnius [29].
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Il. Eksperimentiné dalis

1. Sidabro nanodaleliy koloidiniai tirpalai
Sio darbo metu buvo naudojami dviejy rii$iy sidabro nanodaleliy koloidiniai tirpalai. Jvairiais
cheminiais metodais pagaminti tirpalai skyrési daleliy dydziais, formomis bei daleliy koncentracija.
Tirpalai buvo gaminami pritaikius dvi literatiiroje apraSytas nanodaleliy sintezés metodikas, kurios

yra aptartos Siame skyriuje.

Visas nanodaleliy sintezés procediiras galima suskirstyti j dvi grupes: (I) vadinamosios ,,i§
apacios auk$tyn® (angl. bottom-up) ir (I1) - ,,i§ virSaus zemyn“ (angl. top-down). Jos skiriasi tuo, kad
pirmosios procediry grupés atveju i$ paprastesniy ir smulkesniy cheminiy dariniy cheminiy reakcijy
metu yra suformuojamos nanodalelés, o antrosios procediiry grupés atveju - i§ stambiy cheminiy
dariniy yra iSpjaustomos ar kitokiu budu suformuojamos SERS metodikai tinkamo dydzio
nanodalelés. Siame darbe buvo naudojama pirmoji procediry grupé. Tai reiskia, kad nanodalelés
formuojamos i§ smulkesniy cheminiy dariniy (jony, esan¢iy vandeniniame tirpale) j stambesnius
darinius tam panaudojant oksidacijos - redukcijos reakcijas. Tokiu biidu yra suformuojamos norimos
formos bei dydzio metalo nanodalelés. Koloidiniy tirpaly stabiluma lemia nanodaleliy stabilumas,
nes jos gali arba veél skilti ; smulkesnes dalis, arba agreguotis ir sudaryti didelius spiecius. To
iSvengiama stabilizuojant nanodaleles elektrostatinés arba sterinés stabilizacijos metodais.
Elektrostatiskai dalelés stabilizuojamos prie jy pavir$iy ,,prikabinant® jvairius jonus. Sie jonai apsupa
daleles, o tg patj kriiv] turintys jy apvalkaléliai dél elektrostatinés stiimos jégy neleidzia daleléms
priartéti vienai iki kitos. Sterin¢ stabilizacija pasiekiama prie nanodaleliy pavirSiaus prijungus
ilgagrandZius polimerus, vadinamus surfaktantais. Tokia stabilizacija yra mechaninis izoliavimas. I§
surfaktanty sudaryti nanodaleliy apvalkaléliai nereaguoja vienas su kitu, todél tirpale nanodalelés

nesgveikauja tarpusavyje. Abiejy nanodaleliy stabilizacijos metody iliustracija yra pateikta 11 pav.

(a)

11 pav. Elektrostatiné (a) ir steriné (b) nanodaleliy stabilizacijos metodai koloidiniuose tirpaluose.
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1.1. Tirpaly paruoSimui naudotos medzZiagos ir prietaisai
Tirpaly ruo$imo metu naudojami $ie prictaisai: laboratorinés elektroninés svarstyklés (Ohaus,
,, Pioneer ©), magnetiné maiSyklé su kaitinamu pagrindu (Thermo scientific, “Cimaerec”), vandens
distiliavimo ir jony pasalinimo aparatas (Thermo scientific, “Easy Pure Rodi”), pipetés (Eppendorf),

stikliniai indai, ledo vonelé.

Cheminiy medziagy tirpalai, naudoti sidabro nanodaleliy koloidiniy tirpaly ruo$imui, buvo
sumaiSyti 1§ anksto, iStirpinus atitinkamus cheminiy medziagy kiekius distiliuotame vandenyje.
Naudotos cheminés medziagos: trinatrio citratas (NasCsHs07), (Merck-chemicals, 99 %, Vokietija),
poli(natrio 4-stireno sulfonatas) (PNSS), (Sigma-Aldrich, Mw=70000, JAV), natrio borohidridas
(NaBH4), (Sigma-Aldrich, 99 %, Vokietija), sidabro nitratas (AgNOs), (Merck-chemicals, 99 %
Vokietija), askorbo rtgstis (CsHgOg).

1.2. Sferiniy sidabro nanodaleliy tirpalo paruoSimas

Sferiniy nanodaleliy koloidinis tirpalas darbe buvo ruoSiamas pagal metodika, apraSyta Lee ir
Meisel [30]. Pirmiausia j stiklinj indg jpilama 50 ml distiliuoto vandens ir jame iStirpinama 9 mg
sidabro nitrato. Po to stiklinis indas su sidabro nitrato tirpalu pastatomas ant magnetinés maiSyklés su
kaitinamu pagrindu ir greitai maiSant kaitinamas iki virimo temperatiiros. Kaitinimo metu stiklinis
indas yra uzdaromas, kad maziau garuoty vanduo. Tirpalui uzvirus, i ji pipete ipilamal ml i§ anksto
paruosto 1 % trinatrio citrato tirpalo. Trinatrio citratas §ioje nanodaleliy ruoSimo metodikoje
naudojamas elektrostatiS§kai stabilizuoti metalo nanodaleles. Gaunamas tirpalas palickamas virti
vienai valandai. Galiausiai, stiklinis indas su sidabro nanodaleliy koloidiniu tirpalu yra jstatomas i
ledo vonele ir atSaldomas iki kambario temperattros. Paruostas tirpalas yra Zalsvai pilk§vos spalvos.
Kol tirpalas nenaudojamas, jis laikomas Saldytuve, 5 °C temperatiiroje, tokiu bidy sulétinant sidabro
nanodaleliy struktiirinius pokycius ir tuo paciu prailginant daleliy tinkamumo Ramano sklaidos

signalo stiprinimui trukme.

1.3. Prizmés formos sidabro nanodaleliy tirpalo paruoSimas

Prizmés formos nanodalelés buvo ruosiamos panaudojant literatiiroje apraSyta Damian
Aherne ir Deirdre M. Ledwith metodika [31]. Si metodika nuo sferinés formos nanodaleliy ruo§imo
metodikos skiriasi tuo, kad susideda i§ dviejy etapy. Pirmasis etapas — tai agregacijos centry sinteze,
0 antrasis — nanodaleliy auginimas. Pirmame tirpalo ruo$imo etape sidabro nitratas yra veikiamas
stipriu reduktoriumi (natrio borohidridu). Déka skirtingy trinatrio citrato ir poli(natrio 4-stireno
sulfonato) adsorbcijos grei¢iy, yra suformuojama ir stabilizuojama specifiné agregacijos centry
nanodaleliy forma. Po to silpnu reduktoriumi (askorbo rtigstimi) paveikus agregacijos centrus, i$ jy,

jvedant papildomg sidabro nitrato kiekj, formuojasi prizmés formos nanodalelés. Pastarosios buvo
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stabilizuojamos elektrostatinés stabilizacijos metodu sumaisius gautg tirpalg su didelés koncentracijos

trinatrio citrato tirpalu.

Agregacijos centry tirpalas buvo ruoSiamas kambario temperatiroje pagal tokig tvarka:
pirmiausia, visg laikg aktyviai maisant magnetine maisykle, | stiklinj inda pipete yra jpilama 5 ml
2,5 mM citrato tirpalo, 0,25 ml 500 mg/l PNSS tirpalo ir 0,3 ml 10 mM natrio borohidrido tirpalo. Po
to, pipete 2 ml/min grei¢iu | tirpalg yra jlasinama 5 ml 0,5 mM sidabro nitrato tirpalo. Lasinant
sidabro nitratg tirpalo spalva pradeda keistis i$ bespalvés | Sviesiai geltong. Spalvos kitimas parodo,
kad formuojasi nanodalelés. Baigus lasinti sidabro nitrata, sustabdomas maiSymas ir stiklinis indas

nukeliamas nuo magnetinés maisyklés.

Daleliy ruosimo procediira pradedama j stiklinj indg jpilant 5 ml distiliuoto vandens. Stiklinis
indas padedamas ant magnetinés maiSyklés. Jjungus intensyvaus maiS§ymo rezima pipete jpilama
75 pl 10 mM 18 anksto paruosto askorbo riigsties tirpalo. Tuomet, | tirpalg pipete jpilamas tam tikras
kiekis (25 ul) agregacijos centry nanodaleliy tirpalo. Agregacijos centry nanodaleliy kiekis
galutiniame tirpale yra tiesiogiai susij¢s su paruosty nanodaleliy dydziu. Kitame etape | tirpala
1 ml/min greiciu yra jlasSinama 3 ml 0,5 mM sidabro nitrato tirpalo. Nuo pacios lasinimo pradzios
tirpalo spalva pradeda tolygiai keistis i§ bespalvés | roZing ar oranzing spalva. Galutiné spalva
priklauso nuo daleliy dydzio (agregacijos centry tirpalo kiekio). Spalvy diapazonas keiciasi intervale
nuo tamsiai violetinés iki Sviesiai oranZinés spalvos. Nanodaleliy stabilizavimui j tirpalg nedelsiant
yra jpilama 0,5 ml 25 mM trinatrio citrato tirpalo. Nanodaleliy stabilizavimas jvyksta per kelias
minutes ir tirpalas jau gali bati naudojamas SERS spektriniams tyrimams. Siuo metodu paruostas
tirpalas neturi jokiy specialiy laikymo salygy, taiau, kai jis nenaudojamas, kaip ir sferinés formos

sidabro nanodaleliy koloidinis tirpalas, buvo saugomas saldytuve, 5 °C temperatiroje.

1.4. Koloidiniy sidabro nanodaleliy tirpaly centrifugavimas

Pagal anksCiau apraSytas metodikas ruoSiant koloidinius tirpalus reikia naudoti mazZos
koncentracijos vandeninius tirpalus ir dél to suformuoty sidabro nanodaleliy koncentracija juose yra
nedidelé. Tai jtakoja SERS signalo stiprinimo faktoriy, nes tik nanodaleliy sankaupoms budingi
specifiniai efektai, pavyzdziui, suporuoty plazmony rezonansas, pasireiskia daug reciau. Dél to,
pavirsiaus sustiprintos Ramano sklaidos efektas yra silpnesnis naudojant substratus, paruostus is Siy
tirpaly. Norint pasiekti didesnj SERS signalo stiprinima, reikia didinti sidabro nanodaleliy koloidiniy
tirpaly koncentracija. Siame darbe tai buvo atlickama naudojant centrifuga Centrifuge 5804
(Eppendorf). Atitinkami kiekiai (nuo 40 ml iki 80 ml) paruosty nanodaleliy tirpaly buvo
centrifuguojami 30 minuciy, sukant juos 9000 apsisukimy per minut¢ greiciu (tokiu badu veikiant

daleles 10400 xg santykine iScentrine jéga (angl. RCF)). Centrifuguojant dél iScentrinés jégos



25

nanodalelés kaupiasi indo dugne. Po to, skaidrus pavirSiuje lik¢s mazos koncentracijos tirpalas
atsargiai nupilamas, o likes sukoncentruotas tirpalas naudojamas substraty paruoSimui, SERS

eksperimenty metu.

1.5. Koloidiniy sidabro nanodaleliy tirpaly sugerties spektrai
Darbo metu paruosty sidabro nanodaleliy koloidiniy tirpaly sugerties spektry
charakterizavimui buvo analizuojami S$iy tirpaly sugerties 250 nm — 800 nm srityje spektrai.
Bandiniai tirpaly sugerties matavimams buvo ruoSiami i§ kg tik pagaminty koloidiniy nanodaleliy
tirpaly. Koloidiniai tirpalai skiedziami distiliuotu vandeniu santykiu 2:1 (vanduo : koloidinis
tirpalas). Registruojant koncentruoty koloidiniy sidabro nanodaleliy tirpaly sugerties spektrus,

skiedimo santykis kei¢iamas priklausomai nuo tirpalo koncentracijos, kad nebiity sotinama sugertis.

2. Bandiniy paruoSimas

Sidabro nanodaleliy sluoksniai SERS spektriniams tyrimams buvo ruosiami i§ koncentruoty
koloidiniy sidabro nanodaleliy tirpaly. Sluoksniai buvo formuojami ant stiklinio padéklo padengto
Simto nanometry storio aliuminio sluoksniu. Pirmiausia, stiklinés plokstelés buvo plaunamos keliy
alkoholiy tirpale, ultragarsinéje voneléje. Ant nuplauty ploksteliy vakuuminio metaly garinimo
metodu buvo suformuotas plonas aliuminio sluoksnis. Si padékly gamybos metodika néra greitesné,
nei jprastiné metodika (stiklines ploksteles dengiant aliuminio folija), taciau uzgarintas aliuminio
sluoksnis pasiZymi lygesniu pavirSiumi. Kaip ir anks¢iau, toks padéklo pavirSius buvo ruoSiamas dél
to, kad aliuminis gerai atspindi krintancig j jg infraraudonajg spinduliuote. Be to, aliuminio pavirSius
yra hidrofobinis, todél koloidinio tirpalo laSelis neiSsiplecia. PrieS ruoSiant nanodaleliy sluoksnius ant
aliuminiu padengto stiklo pavirsiaus pagrindas buvo nuvalomas metanoliu, kad baty pasalintos dulkés
ar kiti neSvarumai, nuséde ant aliuminio pavirSiaus. Tuomet, pipete, ant substrato pagrindo (nuvalyto
aliuminio pavir$iaus) uzlasinami 6 - 10 koloidinio nanodaleliy tirpalo lasy. Koloidinio tirpalo vieno
laSo tairis nevirSijo 23 pl. UZlaSinus tirpalg substratas paliekamas i§dZziiiti kambario temperatiiroje.
Dziovinimas buvo vykdomas uzdaroje aplinkoje (sandarioje 1,6 1 tirio dézutéje), tokiu budu
sumazinant dzitivimo greit], nes dZilivimas vyksta padidintos aplinkos drégmés salygomis.

Dziovinant lasg tokiu biidu nesusidaro nanodaleliy sankaupos ties laso krastais (coffee-ring).

Darbo metu naudoti komerciniai substratai, pagaminti Danijoje, firmoje Silmeco. Siy
substraty gamybos technologija paremta silicio cilindry auginimo vakuuminio gary nusodinimo
metodu. Gaminant substratus ant padéklo buvo sukuriamas tam tikrg tankj turintis silicio cilindry
,,miskas®. Po to ant virSaus uzgarinamas aukso arba sidabro sluoksnis. Substrato grafinis atvaizdas

bei substrato SEM nuotrauka pateikti 12 pav.
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Komercinio ir darbo metu paruosto padéklo, su i§dziovintu bandinio lasu, nuotraukos yra

pateiktos 13 pav.

12 pav. Grafinis komercinio substrato struktiiros atvaizdavimas (kairéje) ir skanuojanéiu elektroniniu mikroskopu

padaryta substrato nuotrauka (desinéje).

13 pav. SERS spektriniams tyrimams darbe naudoty komercinio (kairéje) ir laboratorijoje paruosto (desinéje) substraty

nuotraukos.

Ruosiant bandinius Slapimo ragsties SERS spektriniams tyrimams ant substraty buvo
uzlasSinami 23 pl tiirio vandeniniai tiriamos medZiagos - Slapimo rtigsties ar Zmogaus kraujo tirpaly
lagai ir paliekami i8dzititi, uzdaroje dézutéje kambario temperatiroje. ParuoStas bandinys buvo
nuplaunamas vandeniu. Tai daroma, nes plaunant nuo bandinio pavirSiaus yra paSalinamos
molekulés, kurios néra adsorbuotos ant substrato. Nuplovus substratus pavir§iaus sustiprintos

Ramano sklaidos intensyvumas padidéja kelis kartus.

Vandeniniai Slapimo riigsties tirpalai, naudoti bandiniy paruo$imui, buvo ruo§iami pasveérus
atitinkamag kiekj Slapimo rugsties milteliy (Sigma-Aldrich, 99 %, Vokietija) bei juos iStirpinus
atitinkamame kiekyje distiliuoto vandens. Dél mazo $lapimo riigsties tirpumo vandenyje maksimali
$ios medziagos koncentracija distiliuotame vandenyje gali biiti pasiekta tik iki 3,57-10% M. Todél,
norint pasiekti didesnes (1-10° M) nei pastaroji koncentracijas, be distiliuoto vandens dar papildomai
ipilama dviejy procenty natrio Sarmo (NaOH) tirpalo. Natrio Sarmo tirpalo kiekis parenkamas toks,

kad galutiniame tirpale buty iStirpusi visa Slapimo rugstis.

Kraujyje esancios $lapimo rtgsties SERS spektriniams tyrimams buvo paruostas zmogaus

kraujo vandeninis tirpalas. Kraujas buvo maiSomas su vandeniu taip, kad galutiné §lapimo rugsties
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koncentracija tirpale biity maZesné nei normali Zmogaus organizme (10 M). Vandens ir Zmogaus
kraujo kiekiai apskai¢iuoti naudojant standartines sveiko zmogaus Slapimo riigSties koncentracijy
kraujyje skaitines vertes (zr. 1 lentele). Kraujo skiedimas vandeniu taip pat uztikrino, kad kraujas

nesukre$és bandiniy paruoSimo ir spektry registravimo metu.

Bandiniai inksty audiniy tarplastelinio skyscio su pavienémis lastelémis SERS spektriniams
tyrimams ruosti i$ inksty audiniy, kurie buvo gauti i§ karto juos iSoperavus. Visi inksty audiniai,
naudoti darbo metu, gauti i§ Vilniaus universiteto SantariSkiy klinikose atlickamy inksty rezekcijos
ar nefrektomijos operacijy. Spektriniai inksty audiniy tyrimai yra patvirtinti Vilniaus regiono
bioetikos komiteto (dokumento nr. 158200-15-803-312).

Bandinio paruo§imo procediira yra tokia. Svariu skalpeliu nuo ka tik ioperuoto inksty audinio
atpjaunamas nedidelis audinio gabalélis. Tuomet, naudojantis pincetu, nestipriai prispaudziant ir
atleidziant (Stampavimo metodu) inksty audinio gabalélj pjiivio vietoje ant i§ anksto suformuoty
sidabro nanodaleliy sluoksniy uzdedamas plonas tarplastelinio skys€io sluoksnis, kuriame yra
pavieniy inksty audinio lgsteliy. Po Sios procediiros, bandiniai buvo paliekami isdzitti uzdaroje
100 ml dézutéje. Sidabro nanodaleliy sluoksniai ruosiami tokiu pat metodu kaip ir §lapimo riigsties

tyrimy metu.

Stampavimo metodu ruosiant bandinius susiduriama su viena problema — suformuojamas
nevienodo storio bandinio sluoksnis, kuris apriboja kiekybinés analizés tiksluma. Taciau Siame darbe
buvo atliekama tik kokybiné véziniy ir sveiky inksty audiniy analizé, todél bandinio sluoksnio storio

netolygumai nepakenkia darbo metu gautiems rezultatams.

3. Spektry registravimo aparatiira

Pagaminty sidabro nanodaleliy koloidiniy tirpaly sugerties spektrai (plazmony rezonanso
daznio bei atitinkamo bangos ilgio nustatymui) buvo registruojami spektrofotometru Lambda 1050
(Perken Elmer, JAV). Spektrofotometre naudojami spinduliuotés Saltiniai: deuterio ir halogeniné
lempos, o signalas registruojamas PMT (photomultiplier — fotodaugintuvas) jutikliu, kurio jautrumo
storio kvarcinio stiklo kiuvetes. Koloidiniy tirpaly spektrai buvo lyginami su tirpaluose naudoto
tirpiklio - distiliuvoto vandens sugerties spektrais. Tokiu buidu galutiniame spektre buvo
eliminuojamos tirpiklio spektrinés juostos. Spektrai registruoti 250 nm — 800 nm spektrinéje srityje
(5 nm spektrine skyra).
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Tiek spontaninés (t.y. jprastinés), tiek pavirsiaus sustiprintos Ramano sklaidos spektrai buvo
registruojami Furjé vaizdavimo (angl. Fourier Transform — FT) Ramano spektrometru MultiRAM
(Bruker, Vokietija). Spektrometre naudojamas modernus ,,RockSolid* interferometras, kuriam
budingas didelis stabilumas aplinkos poveikiams. Todé¢l Siuo interferometru galima realizuoti itin
kokybiska infraraudonosios spinduliuotés interferencija. Ramano sklaidos signalo Zzadinimui
bandinio pavir$iaus vieta buvo parenkama naudojantis motorizuotu bandinio laikikliu, kurio judéjima
x ir y kryptimis galima kontroliuoti programiskai, o judéjimg z kryptimi - reguliuoti mechaniskai.
Eksperimenty metu naudojama 1064 nm (neodimio itrio granato lazeris Nd:YAG) bangos ilgio
lazeriné¢ spinduliuoté. Lazeriné spinduliuotés pluostelis 1 bandini fokusuojamas 90° kampo
veidrodiniu objektyvu (tuo paciu objektyvu surenkama ir iSsklaidyta spinduliuoté). Objektyvo
priedélyje jtaisyta kamera (CCD jutiklis) stebimas bandinys ir pasirenkama bandinio pavirSiaus sritis
kurioje bus zadinama Ramano sklaida. Sufokusuotos lazerinés spinduliuotés pluostelio skersmuo yra
apie 100 um. Ramano sklaidos registravimui spektrometre panaudotas skystu azotu Saldomas
puslaidininkinis Ge jutiklis (skirtas darbui 100 cm™ -3600 cm™® Ramano poslinkiy srityje).
Registravimo metu buvo nustatyta parinkta 5 mm apertira. Toks apertiros skersmuo jgalina
spektrogramose realizuoti 4 cm™ spektring skyra. Siekiant padidinti signalo/triuk§mo santykj spektrai
buvo kaupinami ir vidurkinami. Kiekvienas spektras buvo registruojamas 100 karty

(angl. 100 scancs) ir rezultatai vidurkinami.
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I1l. Rezultatai

1. Koloidiniai sidabro nanodaleliy tirpalai

Yra zinoma, kad SERS signalo intensyvumas labai priklauso nuo koloidinio tirpalo sidabro
nanodaleliy formos ir dydzio. Darbo pradZzioje, ruosSiant koloidinius nanodaleliy tirpalus, ypatingas
démesys buvo skiriamas nanodaleliy formos ir dydZio optimizavimui jy sintetinimo metu. Siuo tikslu
nanodaleliy formavimosi kontrolei panaudota elektroning mikroskopija. Siy tirpaly sferinés ir
prizmés formos sidabro nanodaleliy atvaizdai, uzregistruoti transmisiniu elektroniniu mikroskopu
(TEM), yra pateikti atitinkamai 14 pav. ir 15 pav. Atvaizdai uzregistruoti TEM mikroskopu Libra 200
(Zeiss, Vokietija). Registravimo metu didinimas buvo kei¢iamas nuo 20000 iki 63000 karty.

’

—200 nm—

——100 nm:

14 pav. Sferinés formos sidabro nanodaleliy nuotraukos, uZregistruotos elektroniniu mikroskopu LIBRA 200 (Zeiss,
Vokietija).

Atvaizduose, pateiktuose 14 pav., matyti, jog koloidiniuose tirpaluose, paruostuose pagal
literatiiroje aprasyta Lee ir Meisel, metodika, dominuoja sferinés formos nanodalelés. Taciau
atvaizduose taip pat galima pastebéti susiformavusias strypo (angl. rod) ar net laido (angl. nanowire)
formos nanodaleles. Dvi pastarosios nanodaleliy formos néra biidingos $io tipo koloidiniam tirpalui.
Strypo ar laido formos nanodaleliy susiformavimas gali buti aiSkinamas koncentracijos netolygumais,
atsirandantiems daleliy sintezés metu. RuoSiant §j tirpala daleliy dydis bei jo pasiskirstymas Zenkliai
priklauso nuo tirpalo mai§ymo grei¢io, tirpalo temperatiiros bei kaitinimo trukmés. Zvelgiant j
nanodaleliy nuotraukas, pateiktas 14 pav., galima pastebéti, kad koloidinis tirpalas néra vienalytis.

Vidutinis sferiniy daleliy dydis jame yra apie 60 nm, ir jis kinta nuo 25 nm iki 70 nm.
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15 pav. Prizmés formos sidabro nanodaleliy nuotraukos, uzregistruotos elektroniniu mikroskopu LIBRA 200 (Zeiss,
Vokietija).

Prizmés formos nanodaleliy, paruosty pagal Damian Aherneir Deirdre M. Ledwith metodika
atvaizdai yra pateikti 15 pav. Kaip ir pagal Lee ir Meisel metodika ruo$tame koloidiniame tirpale,
Siame tirpale esan¢ios nanodalelés néra vienodo dydzio - dydziai kinta nuo 20 nm iki 60 nm, o
vidutinis daleliy dydis yra apie 40 nm. Tirpale yra lik¢ ir agregacijos centry, kurie nebuvo suformuoti
] prizmes. Tokiy daleliy pavyzdys — kairiojoje 15 pav. atvaizde stebimos 10 nm dydzio, sferinés
formos dalelés. Taigi, prizmés formos nanodaleliy ruo$imo iSeiga néra Simtaprocentiné. Jos metu
susiformuoja ir disko formos nanodalelés. Pastarosios formos nanodaleliy susiformavimg lemia
ruo§imo metu padidéjusi redukuojancios medziagos koncentracija. D¢l didesnés redukuojancios
medziagos kiekio smailiosios nanodaleliy dalys negali susiformuoti ir biiti stabilizuotos, nes nuolat
yra nuésdinamos reduktoriaus. Tam tikros medZiagos koncentracijos padid¢jimas tirpale gali biiti
nulemtas fliuktuacijy ar nepilno koloidinio tirpalo i$simaiSymo gamybos metu, kadangi visas

medziagos vandeninio tirpalo turis ] bendrg tirpalg yra jpilamas i§ karto.

Pagaminty sferinés ir prizmés formy sidabro nanodaleliy koloidiniy tirpaly sugerties spektrai,
uzregistruoti UV-VIS srityse, yra pateikti 16 pav. Koloidinio sidabro tirpalo su sferinés formos
nanodalelémis UV-VIS sugerties spektrinés juostos maksimumo padétis yra ties 4 =415nm, o
prizmés formos nanodaleliy tirpalo - ties 4 = 600 nm. Pagal sarysj (15) apskaiciuotas sferinés formos
nanodaleliy skersmuo d = 59,9 nm. Kadangi sarysis (15) tinka tik sferinés formos nanodaleliy dydzio
jvertinimui 1§ jy sugerties spektry, prizmés formos nanodaleliy dydis negali biiti jvertintas
panaudojant §j sarysj. Platesnés koloidiniy prizmés formos nanodaleliy tirpalo spektrinés sugerties
juostos reiSkia, kad Siame tirpale daleliy dydis yra pasiskirstes platesniame intervale, negu sferinés

formos nanodaleliy koloidiniame tirpale.
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16 pav. Sferiniy ir prizmés formy sidabro nanodaleliy koloidiniy tirpaly sugerties spektrai UV-VIS srityje. Spektrai
registruoti po paruos$imo (juoda spalva), praéjus 18 dieny (raudona spalva), po centrifugavimo (mélyna spalva). Kad

bty galima atskirti skirtingy matavimy spektrus, jie buvo paslinkti.

Be kg tik pagaminty koloidiniy sferinés bei prizmés formy sidabro nanodaleliy tirpaly
sugerties spektry, 16 pav. yra pateikti Siy tirpaly sugerties spektrai, uzregistruoti praéjus aStuoniolikai
dieny nuo jy paruos$imo bei uzregistruoti po jy centrifugavimo. Spektrai buvo uzregistruoti tam, kad
buty jvertinta tirpaly centrifugavimo jtaka daleliy dydziui ir jo pasiskirstymui bei ar, senstant
koloidiniams tirpalams, neatsiranda struktiiriniy sidabro nanodaleliy poky¢iy. Pateikti spektrai yra
sunormuoti, nes ruosSiant necentrifuguoty ir centrifuguoty koloidiniy nanodaleliy tirpaly bandinius
elektroninés sugerties spektry registravimui, tirpalai buvo skiedZiami skirtingu distiliuoto vandens
kiekiu. Dél normavimo optinio tankio vertés praranda savo prasme ir daleliy koncentracijos skirtumy
jvairiy koloidiniy tirpaly atveju nusakyti negalima. Kadangi skirtingu laiku uzregistruotuose sugerties
spektruose spektriniy juosty poslinkiai néra stebimi, galima teigti, kad nei koloidiniy tirpaly

koncentravimas, nei jy senéjimas neturi jtakos nanodaleliy dydziui bei jo pasiskirstymui.



32

2. SERS spektriniai rezultatai
2.1. Slapimo riigsties tyrimai
Ankstesniame miusy grupés darbe nustatyta, kad atviroje patalpoje dziovinami koloidinio
tirpalo laeliai suformuoja Zieding struktira, anglidkai vadinama coffee-ring. Siame darbe buvo
bandoma iSvengti coffee-ring efekto, todél koloidinio tirpalo laseliai buvo dziovinami uzdaroje
aplinkoje - 1,6 1 turio tam tikslui specialiai sukonstruotoje sandarioje dézutéje. Dzitinant lasui
uzdaroje aplinkoje joje kaupiasi vandens garai ir laSo dzilivimo procesas yra létesnis, todél
susiformuoja homogeniSkesnés sidabro nanodaleliy struktiiros. Substraty, gaminty atviroje aplinkoje,
uzdaroje aplinkoje bei komerciniy substraty, homogeniskumo palyginimui, buvo jvertinti
laboratorijoje gaminty ir komercinio substraty integrinio intensyvumo profiliai. Buvo skai¢iuojamas
integrinis intensyvumas §lapimo riigsties vandeninio tirpalo (10-3 M) SERS spektro, uzregistruoto tam
tikroje bandinio pozicijoje, spektrinés juostos 1430 cm™ iki 1750 cm™ Ramano poslinkiy intervale.

Substraty integrinio intensyvumo profiliy palyginimas bei bandinio nuotrauka yra pateikti 17 pav.
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Pozicijos numeris

Ramano spektriniy juosty integrinis intensyvumas

17 pav. Uzdaroje ir atviroje aplinkoje ruosty substraty integrinio intensyvumo profiliai ir bandinio, su pazymétomis

pirma ir paskutine matavimo pozicijomis, nuotrauka.

Pateiktuose integrinio intensyvumo profiliuose galima pastebéti, kad substratai, paruosti
uzdaroje aplinkoje, yra homogeniskesni uz substratus, paruostus atviroje aplinkoje. Skirtumas tarp
maksimalios ir minimalios integrinio intensyvumo vertés sumazéjo kelis kartus. Taip pat integrinio
intensyvumo vertés bandinio kraStuose ir centre yra panasios, o to nebuvo galima pasiekti substratus
dziovinant atviroje aplinkoje. Pastebéta, kad substraty gamybai naudojant sferinés formos daleles
substratas yra homogeniSkesnis, o registruojamos integrinio intensyvumo vertés Siek tiek didesnés

substraty, kuriy paruoSime naudojamos prizmés formos nanodaleles. DidZiausios Ramano spektriniy
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juosty integrinio intensyvumo vertés gautos naudojant komercinj substrata. Taip pat pastarojo
substrato integrinio intensyvumo profilis yra homogeniskiausias, taciau nedaug skiriasi nei substrato,
pagaminto naudojant sferinés formos nanodaleles. Atsizvelgiant | komercinio ir laboratorijoje
paruosto substrato savybiy panaSuma bei didele komerciniy substraty kaina buvo nuspresta, kad
laboratorijoje paruo$ti substratai yra tinkamesni rutininiams tyrimams - S$lapimo ragsties
biologiniuose tirpaluose kokybinei ir kiekybinei analizei. Darbo metu paruo$ty substraty ir

komercinio substrato parametry palyginimas pateiktas 2 lenteléje.

2 lentelé. Darbo metu paruosty ir komercinio substrato palyginimas.

Substratas Vidutiné integrinio Didziausias nuokrypis Vidutinis nuokrypis
intensyvumo verté - | nuo | vertés, % nuo | vertés, %
Sferos formos dalelés 305,5 15,1 8,1
Prizmés formos dalelés 3124 18,6 11,0
Komercinis 340,2 14,6 6,4

ISbandant laboratorijoje paruoStus substratus buvo registruojami jvairiy koncentracijy
(10° M - 10° M) 3lapimo riigities vandeniniy tirpaly spektrai. Pastebéta, kad $iais substratais daug
sunkiau registruoti spektrus tirpaly, kuriy koncentracija yra lygi ar mazesné 107" M, nei su substratais
paruostais atviromis sglygomis. Tokios koncentracijy ribos priezastis galéty biiti homogeniskos
struktiiros atsiradimas, nes esant nehomogeniSkumui yra galimas didesnis sidabro nanodaleliy
sankaupy konfigtracijy skai¢ius (galimai didesnis karStyjy tasky skaicius). Keliy koncentracijy
Slapimo rugsties vandeniniy tirpaly spektrai, uzregistruoti substratais, paruostais naudojant sferinés ir
prizmés formos nanodaleles, pateikti 18 pav. Tirpalo, kurio koncentracija 10° M spektra uzregistruoti
pavyko tik su substratu, paruostu naudojant prizmeés formos nanodaleles. Sis rezultatas néra jprastas,
nes pazvelgus i abiejy substraty profilius matyti, kad didesnis SERS stiprinimas turéty buti stebimas
naudojant sferinés formos nanodaleles. Gautas eksperimentinis rezultatas gali biti aiSkinimas tuo,
kad substrato, paruoSto naudojant prizmeés formos nanodaleles, integrinio intensyvumo profilyje yra
sriciy, kuriose intensyvumas Zenkliai didesnis nei substrato, pagaminto i§ sferiniy nanodaleliy
integrinio intensyvumo profilyje. Todé¢l jei SERS eksperimento metu Zadinama Ramano sklaida
tokioje bandinio srityje, tai galima tikétis didesnio stiprinimo, o tuo paciu galimybés registruoti

mazesniy koncentracijy tirpaly SERS spektrus.
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18 pav. Ivairiy koncentracijy §lapimo riigsties vandeniniy tirpaly SERS spektrai, uzregistruoti Ramano sklaidos

stiprinimui naudojant sferos(kairéje)ar prizmés (desingje) formy sidabro nanodaleles.

Siekiant palyginti darbo metu laboratorijoje gamintus substratus su komerciniu substratu tie
patys ivairiy koncentracijy Slapimo riigSties vandeniniy tirpaly spektrai buvo registruojami naudojant
komercinj substrata. Sunkumai registruojant zemesniy nei 107 M koncentracijos tirpaly spektrus
buvo pastebéti ir naudojant komercinj substratg. Tai 1§ dalies patvirtina hipoteze, kad tvarkingomis
struktiiromis yra sunkiau uzregistruoti itin mazy koncentracijy medziagy SERS spektrus. Gamintojy
pateiktoje substrato specifikacijoje nurodyta, kad Zzemiausia detekcijos riba yra milijardinés
dalys — ppb. Slapimo riigsties molekulei tokio dydzio molinis koncentracijos atitikmuo biity apie

6-10° M.

SERS intensyvumas

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
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19 pav. Keliy koncentracijy $lapimo rtigsties vandeniniy tirpaly SERS spektrai, uzregistruoti naudojant komercinj

substratg.
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Darbo metu, naudojant komercinj substrata, pavyko uzregistruoti ir 10°° M koncentracijos
tirpalo SERS spektrg. Skirtingy koncentracijy tirpaly SERS spektrai, uzregistruoti naudojant
komercinj substrata, yra pateikti 19 pav. Siy spektry intensyvumas yra $iek tiek didesnis nei spektry,
registruoty naudojant laboratorijoje paruostus substratus. Intensyvumo skirtumus galima nesunkiai
suprasti atsizvelgus ] 2 lenteléje pateiktus Siy substraty parametrus. Vidutiné komercinio substrato
integrinio profilio intensyvumo verté yra didziausia, o taip pat maziausias nukrypimas nuo vidutinés
integrinio intensyvumo vertés. Sferinés formos daleliy pagrindu paruosto substrato salygota viduting
SERS signalo integrinio intensyvumo skaitiné verté yra mazesné nei prizmés formos nanodaleliy
pagrindu paruosto substrato atveju, taciau pastarajam integrinio intensyvumo nuokrypis nuo vidutinés
vertés daug didesnis. Intensyvumo pasiskirstymas yra pateiktas 20 pav., kuriame yra lyginami
$lapimo riigsties vandeninio 10 M koncentracijos tirpalo spektrai, uzregistruoti naudojant skirtingus

substratus.

T T T T T T T T T T T

— Sferos
m— Prizmeés
— KOMercinis

SERS intensyvumas
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20 pav. Slapimo riigities vandeniniy tirpaly (10-* M) SERS spektry, uzregistruoty naudojant skirtingus substratus,
palyginimas.

Norint patikrinti ar darbo metu paruostus substratus galima panaudoti §lapimo rtgsties
biologiniuose skysciuose aptikimui, buvo uzregistruotas Slapimo rugsties kraujyje, SERS spektras.
Slapimo riigsties koncentracija kraujo ir vandens tirpale parinkta maZesné nei leistina (1 lentelé)
7mogaus organizme (10° M), kad bity galima jsitikinti, jog paruostais substratais jmanoma
registruoti ir itin mazas §lapimo riigsties biologiniuose skys¢iuose koncentracijas. Sintetinio Slapimo
rligsties tirpalo (10 M) vandenyje ir §lapimo riigsties tirpalo kraujyje SERS spektrai, uzregistruoti
naudojant substratus, paruostus su sferos formos nanodalelémis, yra pateikti 21 pav. Akivaizdu, kad
substratu, paruostu darbo metu, galima uzregistruoti kokybiskus mazy koncentracijy Slapimo riigsties

tirpaly SERS spektrus.
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= Slapimo riigétis vandenyje (10° M)
= Slapimo ragstis kraujyje (10° M)
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21 pav. Slapimo riigities vandeninio tirpalo (10 M) ir §lapimo riigsties kraujyje SERS spektrai.

Atlikus eksperimentus ir palyginus SERS spektrus, uzregistruotus naudojant skirtingus
substratus, galima teigti, kad Siame darbe paruosti substratai gali biiti panaudoti §lapimo rugsties
priemaisy aptikimui biologiniuose skysciuose ir i§ dalies yra tinkami ir kiekybinei mazy koncentracijy
$lapimo riigities analizei. Zinoma, tokiu biidy nustatyty koncentracijy skaitiniy veréiy paklaidos bty
didelés, bet nustatyti ar Slapimo rtigSties koncentracija yra didesné nei normali ir preliminariai
nusakyti jos koncentracija yra galima, nes skirtingy koncentracijy Slapimo riigsties tirpaly SERS
spektry intensyvumas taip pat Zenkliai skiriasi. IS praktikos metu gauty rezultaty galima daryti iSvada,
kad tinkamiausias substratas kg tik aptartam pritaikymui yra i§ sferinés formos sidabro nanodaleliy
koloidinio tirpalo paruostas substratas. Lyginant su prizmés formos nanodalelémis jo integrinio
intensyvumo profilio ver¢iy nuokrypis nuo vidurkio yra maZesnis. Lyginant su komerciniais
substratais paruo$imo kastai yra daug karty mazesni nei komercinio substrato kaina. Dél aptarty
sferiniy sidabro nanodaleliy sluoksniy pranasumo, Sio tipo sluoksniai buvo ruosiami bei naudojami

inksty audiniy tarplastelinio skyscio su pavienémis lastelémis tyrimams.

2.2. Inksty audiniy tyrimai.
Tiriant inksty audinius, pirmiausia buvo jsitikinta, kad jprasta Ramano sklaidos bei SERS
metodikos néra tinkamos inksty audiniy véZio tyrimams. Siam teiginiui patvirtinti, uZzregistruoti
véziniy ir sveiky inksty audiniy bei inksty audiniy tarplgstelinio Skys¢io su pavienémis lastelémis

Ramano sklaidos bei SERS spektrai, kurie yra pateikti 22 pav.

Nesunkiai galima pastebéti, kad darbo metu uzregistruotuose véziniy ir sveiky inksty audiniy
Ramano sklaidos spektruose, pateiktuose 22 pav. kairéje, néra jmanoma jzvelgti esminiy skirtumy.
D¢l Sios priezasties jprasta Ramano sklaidos metodika néra tinkama véziniy inksty audiniy

diagnostikai registruojant audiniy spektrus. Skirtumai tarp véziniy ir sveiky inksty audiniy Ramano
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sklaidos spektry greiciausiai nestebimi todél, kad dél didelio lgsteliy skaiéiaus spektriniai pokyciai
yra nustelbiami stiprios zadinancios spinduliuotés sklaidos, nulemtos didelio molekuliy skai¢iaus,

kuriy koncentracijos yra vienodos tiek vézinése, tiek sveikose Igstelése.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
= Sveikas audinys
= \/&Zinis audinys

= Sveikas audinys
= \/&Zinis audinys

Ramano sklaidos intensyvumas —=
SERS intensyvumas —-»

1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1

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

. 1 . . R
Ramano poslinkis, cm Ramano poslinkis, cm™

22 pav. Véziniy ir sveiky inksty audiniy Ramano sklaidos bei SERS spektrai.

PrieSingai nei Ramano sklaidos spektruose, uzregistruotuose Véziniy ir sveiky inksty audiniy
SERS spektruose, pateiktuose 22 pav. desinéje, galima pastebéti nedidelius keliy spektriniy juosty
intensyvumy skirtumus. Vis délto, operatyviam audinio véziniy sri¢iy nustatymui Sie spektriniai
skirtumai yra per mazi, nes tiesiogiai diagnozuoti vézinius inksty audinius pagal $iuos poky¢ius néra
jmanoma. Tam reikia naudoti papildomas matematines procediiras, pavyzdziui, pagrindiniy

komponenty analize (PCA) [32-33], o tai apsunkina analize ir sumazina rezultaty tiksluma.

Uzregistruoti inksty audiniy tarplastelinio skys¢io su pavienémis inksty audinio Igstelémis
Ramano sklaidos bei SERS spektrai yra pateikti 23 pav. Svarbu paminéti, kad Ramano sklaidos
spektruose (23 pav. virSuje) ordinaciy asies skalé, lyginant ja su SERS spektruose (23 pav. apacioje)
pateikta ordinaciy aSimi, yra specialiai iSplésta. Yra zinoma, kad dél spektriniy signaly silpnumo
jprasta Ramano sklaida netinka plony pléveliy tyrimams. Todél nesunku suprasti, kad dél plono
tarplastelinio skysé¢io sluoksnio, kuris yra gaunamas ruo$iant bandinius, néra jmanoma uzregistruoti
$iy bandiniy Ramano sklaidos spektry. Tai patvirtina ir Siame darbe gauti eksperimentiniai rezultatai,
nes tarplastelinio skys¢io Ramano sklaidos spektruose nestebimos jokios spektrinés juostos ir vyrauja

tik triukSmai.

Darbo metu uzregistruotuose tarplgstelinio skys¢io su pavienémis Igstelémis SERS spektruose,
pateiktuose 23 pav. apacioje, ne tik stebimos bandiniy spektrinés juostos bet ir nesunkiai galima

pastebéti ir skirtumus tarp $iy spektry. Kadangi spektruose esanciy virpesiniy juosty intensyvumo



38

poky¢iai yra zenklis, nustatyti vézinio audinio sritis galima be papildomo spektry matematinio
apdorojimo. Dél $ios priezasties analizuoti SERS metodu uzregistruotus inksty audiniy tarplgstelinio
skyscio spektrus yra patogiau ir tiksliau nei analizuoti SERS metodu uzregistruotus audiniy spektrus.
Bitina pabrézti, kad inksty audiniy tarplastelinio skys¢io su pavienémis lastelémis SERS spektrai
Siame darbe yra pateikiami kaip keliy SERS spektry, uzregistruoty skirtingose bandinio vietose,
vidurkiai. Spektrai buvo registruojami skirtingose tarplgstelinio skys¢io plévelés vietose, kad biity
iSvengta atsitiktiniy virpesiniy juosty intensyvumo poky¢iy spektruose, kurie gali kilti dél to, kad
bandinio paruo$imo metu yra suformuojama nevienodo storio tarplastelinio skyscio plévelé ar dél
skirtingo skai¢iaus molekuliy, adsorbuoty prie nanodaleliy. Taip pat pateikiami SERS spektrai yra

sunormuoti pagal virpesinés juostos, esancios ties 1586 cm™ intensyvuma.

J— Svéikaslaudi'nys I
m— \/&Zinis audinys

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Ramano poslinkis, cm™

Ramano sklaidos intensyvumas —

1 N 1 N 1 N 1
== Sveikas audinys
= \/&Zinis audinys

M M 1 M 1 1 1 1 M
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

SERS intensyvumas —=

Ramano poslinkis, cm™

23 pav. Véziniy ir sveiky inksty audiniy tarplastelinio skyséio su pavienémis lastelémis Ramano sklaidos (vir§uje) bei

SERS (apacioje) spektrai.

Norint jsitikinti, kad spektriniai pokyc¢iai néra atsitiktiniai ir pagal juos galima diagnozuoti
inksty audinio vézj, darbo metu buvo uzregistruoti 24 skirtingy pacienty sveiky ir véZiniy inksty
audiniy tarplastelinio skyscio su pavienémis lgstelémis SERS spektrai. Suvidurkinti ir sunormuoti
spektrai yra pateikti 24 pav. Taip pat Siuose spektruose pateikti ir virpesiniy juosty intensyvumo
nuokrypiai (pilkos sritys), kurie pasireiSkia registruojant i§ skirtingy pacienty inksty audiniy
paruoitus bandinius. Galima pastebéti, kad spektriniy juosty intensyvumai kinta Zenkliai. Sie
intensyvumo pokyciai veikiausiai yra nulemti skirtingo pacienty gyvenimo budo, kadangi

priklausomai nuo maitinimosi ypatumy, fizinés veiklos ir kity lemianciy faktoriy, zZmogaus organizme
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gali padaugéti ar sumazéti jvairiy biologiniy molekuliy. Spektriniy juosty intensyvumy pokycius
nulémé ir tai, kad pacienty vézio iSsivystymo stadijos buvo skirtingos. Taciau biitina paminéti ir tai,
kad spektriniy juosty intensyvumo pokycius gal¢jo dalinai nulemti ir bandinio paruo$imo
netikslumai. Bandinio paruo$ime dalyvavo ir medikas chirurgas, kuris inksty audiniy méginius
atpjaudavo 1§ tam tikros inksty audiniy vietos. Todél priklausomai nuo pjivio vietos, tam tikry

biomolekuliy kiekis gali kisti.

SERS intensyvumas
SERS intensyvumas

1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1

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

C 1 . . -
Ramano poslinkis, cm Ramano poslinkis, cm™

24 pav. Véziniy (kairéje) ir sveiky (desingje) inksty audiniy tarplastelinio skyscio su pavienémis inksty audinio

lastelémis SERS spektrai.

Net ir esant dideliems spektriniy juosty intensyvumy pokyciams, tarpusavyje lyginant
spektrus buvo rasti du esminiai skirtumai tarp bandiniy, paruosty i$ véziniy ir sveiky inksty audiniy,
kurie stebimi visuose uZregistruotuose spektruose. Sie skirtumai - tai intensyvios spektrinés juostos
stebimos i§ véziniy inksty audiniy paruosty bandiniy spektruose ir nestebimos arba stebimos itin
silpnos virpesinés juostos i sveiky inksty audiniy paruosty bandiniy spektruose. Sios virpesinés
juostos uzregistruotuose SERS spektruose yra stebimos ties 483 cm™ bei 1221 cm™,

Norint suzinoti, kas nulemia darbo metu uzregistruoty inksty audiniy tarplgstelinio skys¢io su
pavienémis inksty audinio lgstelémis SERS spektry skirtumus, buvo atliktas spektruose stebimy
intensyviausiy spektriniy juosty priskyrimas molekuliy vidiniams virpesiams. Spektriniy juosty
interpretacija atlikta naudojantis literatiiroje [32-38] pateiktais priskyrimais. Spektriniy juosty
padétys, bei Sioms juostoms priskirti normalieji virpesiai ir Saltiniy, kuriais remiantis atliktas

priskyrimas, nuorodos pateikti 3 lenteléje.



3 lentelé. Virpesiniy juosty, stebimy SERS spektruose, interpretacija.

Virpesinés juostos padétis, cm™ | Normalusis virpesys Molekulé Literatara
452 Ziedo virpesys Fenilalaninas 32
483 - Glikogenas 34
537 v(S-S) Baltymai 32,33, 36
557 - Guaninas, timinas, uracilas 32
589 Amide IV Baltymai 35
625 3(C-C) Fenilalaninas 33
657 v(C-S) Cistinas 32,34

3(C-C) Fenilalaninas /Tirozinas
724 3(C-H) Adeninas 33-35
740 Ziedo virpesys Timinas 36, 37
797 - Citozinas, baltymai, pieno riigstis 33
814 v(C-C) Kolagenas 38
829 Ziedo virpesys Tirozinas 34,35
852 v(C-C) Tirozinas 34
887 5 (C-0-H) D-Galactosamine 37,38
910 v(C-C) Baltymai, sacharidai 32-34
959 - Fosflipidai, baltymai, cholesterolis 32,33
1004 Vl(ci;;::’viizio Fenilalaninas, triptofanas 35,37
1052 v(C-0), v(C-N) Baltymai 32,33
1094 v(C-N) D-Mannose 36
1130 v(C-C) Lipidai 32,36

v(C-N) Baltymai
1173 - Citozinas, guaninas 33
1221 v(C-Cg-Hs) Fenilalaninas, tirozinas 32,34
1286 - Baltymai, adeninas 33
1332 v(CH) Baltymai, DNR 32, 33, 36, 38
1372 - Guaninas, triptofanas, lipidai 36
1443 3(CHy), 5(CHg) Baltymai, fosfolipidai 32 - 34,36
1586 3(C=C) Fenilalaninas 32,34, 38
1650 v(C=0) Amide I, a-spiralé (baltymai) 34,35,37,38

1684

40



41

Pagal 3 lenteléje pateiktus duomenis nustatyta dviejy esminiy skirtumy, kurie pasikartoja
visuose bandiniy, paruoSty i§ véziniy ir sveiky inksty audiniy, spektruose, cheminé prigimtis.
Nustatyta, kad vézinio inksty audinio tarplastelinio skysc¢io SERS spektre stebima intensyvi spektriné
juosta, esanti ties 483 cm™, yra susijusi su glikogeno virpesiais. Bandiniuose, paruostuose i3 sveiky
inksty audiniy, $i juosta nestebima arba yra itin silpna. Pastarasis rezultatas gerai paaiSkinamas
véziniy lasteliy metabolizmo ypatumais, apraSytais teorin€je dalyje. Kadangi véziniy lgsteliy
iSgyvenimui reikia daug energijos pastarosios kaupia didelj kiekj glikogeno. Padidéjusi glikogeno
koncentracija nulemia spektrinés juostos intensyvumo padidéjima. Norint patikrinti, ar stebima
spektriné juosta yra tikrai susijusi su glikogeno virpesiais, uzregistruotas vandeninio glikogeno tirpalo
(10 M) SERS spektras. Uzregistruotas glikogeno (Sigma Aldrich, 99 %, JAV) spektras pateiktas
25 pav. Siame spektre ai$kiai matoma intensyvi virpesiné juosta esanti ties 483 cm™, o tai patvirtina,
kad bandiniuose, paruostuose i§ vézinio inksty audinio, stebima intensyvi juosta, esanti ties 483 cm™,
yra susijusi su glikogeno virpesiais. Kitos glikogeno virpesiams priskiriamos juostos inksto audiniy
tarplastelinio skys¢io su pavienémis inksty audinio lagstelémis spektruose nestebimos, nes yra

nustelbiamos intensyviy kity molekuliy virpesiniy spektry juosty.

SERS intensyvumas —~

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Ramano poslinkis, cm™

25 pav. Glikogeno SERS spektras.

Antrosios virpesinés juostos intensyvumo pokytis yra susijes su amino ragstimis fenilalaninu
bei tirozinu. I vézinio inksty audinio paruoS$ty bandiniy spektruose stebima intensyvi virpesiné
juosta, esanti ties 1221 cm™, o bandiniuose, paruostuose i$ sveiko audinio, §i juosta néra stebima. Yra
zinoma, kad inkstuose i§ fenilalanino yra gaminamas tirozinas, todél §ios juostos atsiradimas
greiCiausiai nurodo, kad fenilalanino bei tirozino koncentracijy santykis yra Zzenkliai pakites
véziniame audinyje. Fenilalanino ir tirozino kiekiy santykio pokyciai, gali buti siejami su inksty
veiklos sutrikimais [39]. Kadangi véZinés lgstelés taip pat netenka dalies savo funkcijy, galima daryti

prielaida, jog juy sudétyje turéty buti pakites fenilalanino bei tirozino koncentracijy santykis. Toks
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pokytis gali nulemti stebimos juostos intensyvumo padidéjima, stebimg Siame darbe uzregistruotuose

spektruose.

Su glikogeno virpesiais susijusios virpesiné juosta yra zymiai intensyvesné véziniy inksty
audiniy tarplastelinio skys¢io su pavienémis lgstelémis spektruose. Su fenilalanino bei tirozino
virpesiais susijusios juostos intensyvumas taip pat yra pakites su véziu susijusiuose spektruose, tac¢iau
daugumoje $iy spektry pastaroji juosta néra gerai iSreikSta ir stebima tik kaip gretimos spektrinés
juostos ,,petys*. D¢l to, diagnozuoti vézinius audinius pagal fenilalanino bei tirozino virpesnés juostos
intensyvumg gali biiti netikslu. Glikogeno virpesné juosta SERS spektruose yra intensyvi ir
nepersikloja su kitomis juostomis todél pagal jos intensyvuma turéty bati galima tiksliau diagnozuoti

vézinius ir sveikus audinius.

Metodikos tikslumas diagnozuoti vézinius inksty audinius buvo nustatytas atlikus klastering
darbo metu uZregistruoty spektry analize. Si analizé buvo atlikta naudojantis programoje ORIGIN
PRO jdiegta klasterinés analizés funkcija. Spektry duomenys analizuoti naudojant Ward algoritma.
Naudojant Ward algoritma, analizé yra pradedama kickvieng narj laikant kaip atskirg grupe (klasterj).
Tuomet analizuojamy nariy grupés yra jungiamos } didesnes grupes taip, kad biity minimizuotas
kvadratinis klaidos kriterijus (angl. sum of the squared error - SSE). Kvadratinis klaidos kriterijus

aprasSomas tokia lygtimi:

SSE = ZK: Z dist(c;, x;)”, (16)

j=1 xiECj

¢ia K — grupiy (klasteriy) skaicius, C; — viena i$ grupiy, c; — jos centras, x; — objektas, esantis grupéje,
dist(c;, x;) — Euklidinis atstumas tarp objekto ir klasterio centro. Analizé baigiama, kai visos grupés

yra sujungiamos j vieng bendrg grupe.

Duomenys analizei buvo paimti 1§ uzregistruoty sveiky bei véziniy inksty audiniy
tarplastelinio skys¢io SERS spektry Ramano poslinkiy spektrinés srities nuo 530 cm™ iki 440 cm™.
Si Ramano poslinkiy spektriné sritis pasirinkta todél, nes j ja patenka su glikogeno virpesiais susijusi

virpesiné juosta. Analizés rezultatai pateikti 26 pav.
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Tarplastelinio skys¢io SERS spektrai

26 pav. Klasterinés analizés rezultatai. Simboliu C — Zymimi véziniy, o N — sveiky inksty audiniy tarplastelinio skyscio
SERS spektrai.

Pateiktuose klasterinés analizés rezultatuose galima pastebéti, kad véZiniy ir sveiky audiniy
klasés yra gerai i$skirtos. Ta¢iau matoma, kad i§ 24 pacienty inksty audiniy tarplgstelinio skysé¢io
SERS spektry vézys teisingai diagnozuotas 21 atveju. Be to, diagnozuojant sveikus audinius suklysta
du kartus. Bitina paminéti, kad neteisingoms kategorijoms priskirti spektrai yra greta ir i$skirti kaip
atskiri pogrupiai. Neteisingas spektry priskyrimas gali buti jtakotas pjavio vietos, i§ kurios buvo
atpjaunamas inksty audinys. Jei sveikas inksty audinys buvo atpjautas i$ sveiko-vézinio audinio ribos,
sveiko audinio tarplastelinio skys¢io SERS spektruose gali biiti stebimos véZiniy audiniy tarplgstelinio
skyscio SERS spektrams biidingos virpesinés juostos. Taip pat dél galimai gerybinés vézio stadijos
veziniy audiniy tarplastelinio skys¢io SERS spektrai gali biti priskiriami sveiky audiniy klasei.
Klasterinés analizés rezultatai teikia daug vil¢iy, nes visiskai teisingai diagnozuota 89,6 % atvejy, o
vézys teisingai diagnozuotas 87,5 % atvejy. Tikslesniems rezultatams pasiekti reikalinga didesné

duomeny imtis.

Svarbu paminéti, kad darbo metu nebuvo atsizvelgiama j inksty vézio stadijas, kurios
panaudojant histologinius tyrimus buvo diagnozuotos pacientams. D¢l Sios priezasties néra galima
susieti inksty audiniy tarplgstelinio skysCio su pavienémis lgstelémis SERS spektruose stebimy

virpesiniy spektriniy juosty intensyvumy pokyc¢iy su tam tikromis vézio stadijomis.

Darbo metu nustatyta, kad SERS spektroskopijos metodika yra perspektyvi ir gali buti
panaudota véziniy inksty audiniy diagnozei operacijy metu. Vis délto kol kas negalima teigti, kad
darbe isvystyta metodika galima ne tik diagnozuoti inksty audinio véZj bet ir nustatyti jo stadijg i$
uzregistruoty inksty audiniy tarplastelinio skys¢io SERS spektry. Didesné duomeny imtis bei
histopatology nustatytos inksty vézio stadijos yra reikalingi SERS spektroskopijos metodikos

praplétimui.
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Pagrindiniai rezultatai ir iSvados

1. Nustatyta, kad tiek sferiniy, tick prizmés formos sidabro nanodaleliy sluoksniai, suformuoti
darbo metu, pasizymi dideliu Ramano sklaidos signalo stiprinimu. Sluoksniai su sferinémis
nanodalelémis yra homogeniSkesni ir dél to tinkamesni kiekybinei Slapimo riigSties
biologiniuose skys¢iuose analizei SERS metodu.

2. Darbo metu atlikus uzregistruoty skirtingy pacienty véziniy ir sveiky inksty audiniy
tarplastelinio skys¢io SERS spektry analize nustatyta, kad su glikogeno bei fenilalanino ir
tirozino virpesiais susijusios SERS spektrinés juostos, esancios atitinkamai ties 483 cm™ ir
1221 cm?, yra tinkamiausios inksty vézio diagnostikai.

3. Atlikta darbo metu uZregistruoty 24 pacienty inksty audinio tarplastelinio skys¢io SERS
spektry statistiné analizé. Teisingai identifikuota 89,6 % spektry, o 87,5 % spektry teisingai

priskirti véziniy audiniy grupei.
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Santrauka

Studentas: Martynas Velicka

Magistrantiiros studijy baigiamojo darbo tema: ,,INKSTU VEZIO DIAGNOSTIKA
PAVIRSIAUS SUSTIPRINTOS RAMANO SKLAIDOS SPEKTRINIU METODU*.

Magistrinio darbo tikslas — suformuoti biologiniy skys¢iy SERS spektriniams tyrimams
efektyvius sidabro nanodaleliy sluoksnius ir pritaikyti juos inksty piktybiniy naviky aptikimui,

analizuojant inksty audinio tarplastelinio skys¢io SERS spektrus.
Tikslui pasiekti iskeltos tokios uzduotys:

1. Patobulinti SERS spektroskopijai skirty sidabro nanodaleliy sluoksniy paruo§imo metodika,
testiniu SERS bandiniu panaudojant §lapimo rtigsties vandenyje ir kraujyje tirpalus.

2. Naudojantis paruoStais nanodaleliy sluoksniais, uzregistruoti onkologiniy pacienty inksty
audiniy tarplastelinio skys¢io su pavienémis inksty audinio lgstelémis SERS spektrus ir
nustatyti spektrinius véziniy lasteliy Zymenis.

3. [Jvertinti metodikos tinkamuma véziniy inksty audinio sri¢iy nustatymui.

Nustatyta, kad darbo metu naudojant sferinius ir prizmés formos sidabro nanodaleliy
koloidinius tirpalus uzdaroje aplinkoje paruosti sluoksniai yra homogeniskesni nei atviroje aplinkoje
ruo$ti sluoksniai. Naudojant Siuos sluoksnius yra gaunamos mazesnés tiriamos medziagos
koncentracijos nustatymo paklaidos, kurios yra palyginamos su paklaidomis, gaunamomis naudojant
komercinius substratus. Dél pigesnio paruoSimo Sie substratai yra tinkamesni rutininei biologiniy

skysciy analizei.

Darbo metu nustatyta, kad SERS signalo stiprinimui panaudojant nanodaleliy sluoksnius
galima aptikti Slapimo rigstj biologiniuose tirpaluose net ir esant mazesnei nei leistina
(202 — 416 pmol-17t) jos koncentracijai. Taip pat, $ie substratai gali biiti panaudojami apytikslei

kiekybinei Slapimo riigsties biologiniuose skysc¢iuose analizei.

Darbo metu naudojantis paruostais nanodaleliy sluoksniais uZzregistruoti véziniy ir sveiky
inksty audiniy tarplastelinio skys¢io su pavienémis lastelémis SERS spektrai. Atlikus spektruose
stebimy virpesiniy juosty interpretacija nustatyti pagrindiniai spektriniai pokyciai, kurie jgalina

veéziniy audiniy diagnostika.

Nustatyta, kad su glikogeno virpesiais susijusi spektriné juosta gali biiti panaudota kaip

spektrinis Zymuo tiksliam véziniy inksto sri¢iy nustatymui.
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Summary

Student: Martynas Velicka

Title of the master thesis: ,,THE DIAGNOSIS OF KIDNEY CANCER USING SURFACE
ENHANCED RAMAN SCATTERING SPECTROSCOPY™.

The aim of this work was to prepare silver nanoparticle layers, which would be effective for
the analysis of biological fluids, and use them for the kidney cancer diagnosis by analyzing SERS

spectra of the extracellular matrix of kidney tissue.
The tasks of this work were set as follows.

1. To improve the preparation of silver nanoparticle layers used in SERS spectroscopy and
testing them by detecting uric acid molecules in water and blood.

2. Using prepared layers, to register the spectra of the extracellular matrix of the kidney tissues
taken from different patients, and to determine the spectral markers of cancerous cells which
could be used for the cancerous tissue identification.

3. To determine the usability of the SERS method for diagnosis of kidney cancer carcinoma.

It was determined that the spherical and prism shaped nanoparticle layers prepared during this
work were more homogenous than prepared in an open environment. Measurement deviations got
while using these layers were smaller and comparable with the ones got while using commercially
sold substrates. Due to the lower cost of the prepared substrates they were more suitable for the routine
analysis of biological fluids.

It was determined that the nanoparticle layers can be used for detection of uric acid in
biological fluids even with concentrations that were lower than normal. Also, these substrates could
be used for the approximate quantitative analysis of uric acid in biological fluids.

SERS spectra of cancerous and normal kidney extracellular matrix with single cells was
registered using the layers prepared in this work. The assignment of the vibrational bands were made
and the main differences between the spectra were identified. These spectral differences allowed the
identification of cancerous tissue areas.

It was determined that the vibrational band corresponding to the vibrations of glycogen can

be used as spectral marker for the precise diagnosis of cancerous kidney tissue areas.



