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SANTRUMPOS

SPV — §lapimo pislés vézys

UK — urotelio karcinoma

RNN — raumeninio sluoksnio neinfiltruojantis navikas

RIN — raumenin;j sluoksnj infiltruojantys navikai

SPTUR — §lapimo pislés transuretriné rezekcija

IR — infraraudonieji spinduliai

CIS - karcinoma in situ

PSO — Pasaulio Sveikatos Organizacija

BSC — baltos $viesos cistoskopija

PDD - fotodinaminé diagnostika (PDD, angl. - photodynamic diagnosis)
NBI - siauros juostos vaizdavimas (NBI, angl. — narrow band imaging)
NPV — neigiama prognosting verté

TPV — teigiama prognostiné verte

RC — radikali cistektomija

TNM — vézio isplitimo klasifikavimo sistema (angl. Tumor Node
Metastasis)

SERS - pavirSiaus sustiprinta Ramano sklaidos spektroskopija (SERS, angl.
surface-enhanced Raman scattering spectroscopy)

GLOBOCAN - Pasauliné Vézio Stebéjimo organizacija (GLOBOCAN;
angl. Global Cancer Observatory)

RS —rizikos santykis

PI — pasikliautinis intervalas

BCG - Bacillus Calmette—Guérin

HCA - hierarchiné klasteriy analizé (angl. hierarchical cluster analysis)

PCA - pagrindiniy komponenciy analizé (angl. principal component
analysis)



APUK - auksto piktybiskumo urotelio karcinoma
ZPUK — zemo piktybigkumo urotelio karcinoma

AUC — plotas po kreive (angl. area under curve). Binarinio klasifikatoriaus
gebéjimo atskirti klases matas.
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1. IVADAS
1.1. Darbo aktualumas

Slapimo piislés vézys (SPV) — septintas pagal daznumg vyry onkologinis
susirgimas pasaulyje, deSimtas — jei skai¢iuojamos abi lytys.! Sergamumas
Slapimo ptslés véziu yra nevienodas skirtinguose geografiniuose regionuose,
taCiau prognozuojama, kad bendrai pasaulyje per ateinantj deSimtmetj jis ir
toliau didés.? Tai yra heterogeniska liga, kuri apima ir maZai agresyvius
Slapimo puslés navikus, kurie retai progresuoja, taciau daznai recidyvuoja ir
lemia ilgalaikj pacienty sekimg, ir agresyvius navikus, kurie daznai plinta }
gilesnius $lapimo piislés sluoksnius ir kitus organus.* DidZioji dalis (apie 75
%) naujai nustatomy SPV atvejy yra raumenis neinfiltruojantys navikai
(RNN, <T1 stadija), apriboti §lapimo pislés gleivinés ir pogleivio ribose.*
Likusiems 25-30 % SPV atvejy nustatoma naviko invazija j gilesnius §lapimo
puslés sluoksnius (RIN — raumeninj sluoksnj infiltruojantis navikas, >T2
stadija), arba nustatoma liga, kai jau susiformavo atokiosios metastazés.* RNN
gydomas atliekant Slapimo puslés transuretrines rezekcijas su ar be po to
sekancia intravezikine terapija®, kai tuo tarpu RIN gydomas radikalios
cistektomijos, radioterapijos, chemoterapijos gydymo metodais ar jy
kombinacijomis.® Nepaisant to, kad didzioji dalis SPV atvejy nustatoma
ankstyvose stadijose, kai pacientui dar galima taikyti $lapimo psle
tausojancius gydymo metodus, ligai biidingas aukstas recidyvavimo (78 %) ir
progresavimo (45 %) daznis.” Ligos nustatymas pradinése ligos stadijose —
vienas svarbiausiy klinicisto uzdaviniy. Anksti nustatyta liga gali pagerinti
pacienty iSgyvenamuma, iSsaugoti pacienty gyvenimo kokybe¢ ir sumazinti
ekonoming nastg visuomenei.

Siuo metu taikomos standartinés $lapimo puslés vézio diagnostings
priemonés yra baltos §viesos cistoskopija kartu su §lapimo piislés transuretrine
rezekcija (SPTUR) ir po to sekandiu patologiniu §lapimo pislés rezektaty
istyrimu. Si diagnostiné taktika leidZia nustatyti, ar tiriamajame audinyje yra
SPV pozymiy, kokius $lapimo piislés sluoksnius pazeidzia SPV, koks yra SPV
piktybiskumo laipsnis. Vis délto, baltos Sviesos cistoskopija pasizymi
nedideliu neigiamos prognostinés vertés (NPV) rodikliu — 56 %.* Sis rodiklis
yra kiek aukstesnis — 86 %, jei kartu yra taikomas §lapimo piislés nuoplovy
citologinis tyrimas.” Taip pat §i diagnostiné taktika yra invaziné, jai butina
atlikti $lapimo pislés sienclés rezekcija, kad po to biity galimg jg istirti
patologiniais metodais. SPTUR komplikacijy daznis siekia 4-6 %, dazniausios
i§ jy — $lapimo taky infekcijos ir kraujavimas i§ $lapimo taky.!” Literatiiros
duomenimis baltos Sviesos cistoskopijos teigiama prognostiné verté (PPV) yra



64 %, o tai reiskia, kad 36 % SPTUR procediiry yra perteklinés.® Tai rodo,
kad SPV standartiné diagnostikos taktika néra optimali ir reikalingos naujos
technologijos navikiniams procesams $lapimo pusléje nustatyti, kurios biity
tikslesnés, patogios specialistui, sumazinty su liga susijusiy komplikacijy
daznj ir ekonoming nastg visuomenei.

Biologiniy audiniy tyrimams chirurginés onkologijos srityje vis placiau
taikomi jvairlis optinés spektroskopijos metodai, jskaitant fluorescencine,
Ramano sklaidos ir infraraudonosios (IR) sugerties spektroskopija.
Chirurginéms  procediiroms jau taikomi fluorescencijos metodai.
Fluorescenciné chirurgija jau taikoma keliy tipy onkologinéms operacijoms.'!
Operacijos metu $is metodas leidzia vizualizuoti jvairius audiniy tipus, tokius
kaip normalus audinys ir piktybiniai pazeidimai, kurie nebiity matomi
apzitrint plika akimi. Tac¢iau yra tam tikry apribojimy. Norint vizualizuoti
skirtingus audiniy tipus, pries tyrimg j organizmag reikia jterpti fluorescencinés
kontrastinés medziagos, kad ji kauptysi tikslinéje navikinio audinio srityje.
Siuo atzvilgiu virpesinés spektroskopijos (Ramano sklaida ir IR sugertis)
metodai turi tam tikry pranasumy, nes juos galima laikyti metodais be
papildomos kontrastinés medziagos, nereikalaujant audiniy dazymo ar
cheminio apdorojimo prie$ tyrima.

Ramano sklaidos spektroskopijos metodai buvo pritaikyti navikiniy
audiniy identifikavimui zmoniy ir gyviiny modeliuose ir davé daug zadanciy
rezultaty.'? PavyzdZiui, pritaikius $viesolaidine technologija smegeny audinio
tyrimui parodé galimybe atlikti tyrimg in vivo salygomis ir parodé gerus
intraoperacinio naviko nustatymo rezultatus.!* Taip pat buvo atlikta nemazai
virpesinés spektroskopijos tyrimy su §lapimo pislés véziu.'*?! Jrodyta, kad
IR spektroskopija gali biiti naudojama ne tik véziniams ir nevéziniams
Slapimo puslés audiniams atskirti'*!*, bet ir $lapimo piislés véZiui aptikti i$
Slapimo piislés nuoplovy.'®

1.2. Darbo tikslas
Pacienty serganciy Slapimo puslés véziu diagnostikos optimizavimas,
remiantis audiniy virpesinés spektroskopijos, citologijos ir histologijos
metodais.

1.3. Darbo uzdaviniai

1. Jvertinti virpesinés spektroskopijos metody galimybe diagnozuoti
Slapimo piislés vézj, analizuojant $lapimo piislés audinius.
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2. Ivertinti virpesinés spektroskopijos metodo galimybes diagnozuoti
Slapimo piislés véZzj, analizuojant $lapimo piislés nuoplovy nuosédas.

3. Nustatyti virpesinés spektroskopijos metodo tikslumg diagnozuojant
Slapimo puslés vézj.

4. Jvertinti virpesinés spektroskopijos metodo galimybe diferencijuoti
Slapimo puslés vézj pagal histologinj (diferenciacijos) laipsnj.

1.4. Darbo naujumas ir reikSme

Siy dieny literatiroje daug démesio skiriama onkologiniy ligy
netiesioginiam nustatymui, geriau zinomam ,,skystyjy biopsijy“ (angl. Liquid
biopsies) pavadinimu. Jy principas yra neinvaziniu biidu nustatyti ar
tiksliniame organe yra véziniy pakitimy. Virpesinés spektroskopijos metodai
pasizymi galimybe atskirti medziagas pagal jy molekulinius skirtumus, Siy
medziagy (ar audiniy) nepaZzeidZiant. Siame tyrime buvo naudoti du
virpesinés spektroskopijos metodai — pavirSiaus sustiprinta Ramano sklaidos
spektroskopija  (SERS, angl. surface-enhanced Raman scattering
spectroscopy) ir Sviesolaidiné paZeistojo visiSkojo vidaus atspindZzio
Infraraudonoji spektroskopija (angl. fiber-based attenuated total reflection
infrared spectroscopy).

Pirmuoju metodu (SERS) buvo tiriami Slapimo piislés vézinio ir nevézinio
audinio preparatai, jy tarplastelinio skyscio preparatai, taip pat Slapimo puslés
nuoplovos pacienty, serganciy ir neserganciy Slapimo puslés véziu.

Nustatyti pagrindiniai spektriniai skirtumai ex vivo salygomis, leidZiantys
atskirti nevézinius ir vézinius audinius, tarplgstelinio skyscio SERS
spektruose. Sios spektrinés juostos yra ties 1052 cm™, 1414 cm™ ir 660 cm'.
Spektriné juosta ties 1052 cm! priskirta pieno riigsties ir cisteino molekuléms,
spektriné juosta ties 1414 cm™! — lipidy, nukleorfig§¢iy ir baltymy molekuléms,
spektriné juosta ties 660 cm™ — cisteino molekuléms.

Nustatyta spektring sritis ties 1020-1080 cm™, kurig analizuojant
pagrindiniy komponenéiy analizés metodu, aiSkiai i§skiriama tasky grupé,
kuri leidzia diferencijuoti nevézinj Slapimo ptslés audinj nuo vézinio.

Nustatyti spektriniy juosty skirtumai ties 852 cm™, 919 cm!, 1200 cm™ ir
1030 cm™! tiriant sveiky ir serganciy $lapimo puslés véZiu pacienty §lapimo
puslés nuoplovas. Nustatytas spektriniy juosty intervalas ties 900-1200 cm™,
kuriame atlikus K-vidurkiy analiz¢ gauti geriausi $lapimo pislés nuoplovy
tyrimo jautrumo ir specifiSkumo rezultatai.

Antruoju metodu (IR spektroskopija) buvo tiriami véZinio ir nevézinio
audinio preparatai.
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Nustatyti pagrindiniai spektriniai skirtumai, leidziantys atskirti nevézinius
ir vézinius audinius §lapimo piaslés audinio IR spektruose. Sios spektrinés
juostos yra ties 972 cm™!, 1028 cm!, 1033 cm!, 1082 cm!, 1154 cm’!, 1206
cm™, 1240 cm™!, 1282 ecm™, 1317 cm™ ir 1339 cm™.

Literatiiroje yra tik pavieniai virpesinés spektroskopijos tyrimai su §lapimo
puslés vézio preparatais. Doktoranto Ziniomis, $ioje disertacijoje aprasomas
Sviesolaidinés spektroskopijos tyrimas su §vieziai rezekuotais §lapimo puslés
audiniais buvo pirmasis literatiiroje. Virpesinés spektroskopijos tyrimas su
Slapimo pislés nuoplovomis buvo tik viengkart aprasytas literattiroje.'® Tuo
tarpu, SERS metodu Slapimo piislés nuoplovy tyrimy literatiiroje nebuvo
rasta.

Sioje disertacijoje aprasomo darbo tikslas - supaprastinti §lapimo pislés
vézio diagnostikg, sumazinti intervencijy ir su jomis susijusiy komplikacijy
daznj. Teorin¢ darbo reikSmé: automatizuotais diagnostiniais metodais
nustatyti ar audinyje yra objektyviy SPV pozymiy iki planuojant chirurging
intervencijg ir §lapimo piislés audinio vientisumo suardyma.

1.5. Disertacijos ginamieji teiginiai

1. PavirSiaus sustiprinta Ramano sklaidos spektroskopija (SERS) ir
Infraraudonoji (IR) spektroskopija gali diferencijuoti Slapimo
puslés vézio ir nevéZzinius Slapimo puslés audinius ex vivo
sglygomis.

2. SERS gali diferencijuoti Slapimo piislés véziu serganciyjy ir
sveiky pacienty nuoplovas.

3. SERS ir IR spektroskopijos metodai pasiZymi aukstais jautrumo ir
specifiSkumo rodikliais diferencijuojant Slapimo puslés vézio ir
nevézinius $lapimo pislés audinius ex vivo sglygomis.

4. IR spektroskopijos metodas gali diferencijuoti Slapimo puslés
vézio audinius pagal piktybiskumo laipsnj ex vivo salygomis.
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2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. Slapimo piislés vézys

Slapimo pislés vezys (SPV) — tai pavirsiniy, isklojanéiy $lapimo paslés
spindj Iasteliy — urotelio (arba pereinamyjy lgsteliy), piktybinis susirgimas
(karcinoma). Urotelio karcinomos (UK) terminas apima ir kity Slapimo taky
daliy onkologinius susirgimus (inksto geldelés, Slapimtakiy, Slaplés), taciau
90-95% urotelio karcinomos atvejy yra SPV, todél ios disertacijos démesys
bus skirtas Slapimo pislés véziui.!?

2.1.1. Slapimo pislés vézio epidemiologija

Pasaulinés VéZio Stebéjimo organizacijos (GLOBOCAN; angl. Global
Cancer Observatory) duomenimis 2020 metais pasaulyje buvo 573 000 nauji
SPV atvejai ir 213 000 mirtys.'®! Trys ketvirtadaliai naujy SPV atvejy buvo
nustatyti vyrams. Pagal amziy standartizuoti sergamumo rodikliai (100 000
gyventojy per metus) abiems lytims buvo auki¢iausi Europoje (11), Siaurés
Amerikoje (11), Siaurés Afrikoje (8,9) ir Vakary Azijoje (8,6). Tuo tarpu
zemiausi — Vakary Afrikoje (2,0), Vidurio Afrikoje (2,0), Centrinéje
Amerikoje (2,2) ir Piety Vidurio Azijoje (1,9). Vyry ir motery santykis
Pasaulyje skirtinguose regionuose varijuoja nuo 6:1 iki 2:1 (100 000
gyventojy per metus). 2020 metais nustatytas 5-eriy mety SPV paplitimas
pasaulyje buvo 1721 000 atvejai. Pagal amziy standartizuoti mirtingumo
rodikliai (100 000 gyventojy per metus) abiems lytims buvo aukSciausi
Siaurés Afrikoje (5,2), Piety Europoje (3,3) ir Vakary Afrikoje (3,2).2 Vyrams
SPV yra 6-ta dazniausia onkologiné liga pasaulyje (~ 5 % visy onkologiniy
ligy), tuo tarpu moterims — 17-ta (~ 1,5 % visy onkologiniy ligy). SPV yra 9-
ta labiausiai paplitusi onkologiné liga abiems lytims (5-eriy mety paplitimo
rodiklis, 22 atv. per 100 000 gyv.).2> GLOBACON sudaryti SPV paplitimo
per penkerius metus rodikliai vyrams ir moterims pateikti paveiksléliuose nr.
1ir2.
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Santykis 100 000 vyry

247,7
l 22,3277
11,0223
5,2-11,0 I |vertinti negalima
<52 Néra duomeny

1 pav. Slapimo piislés véZio paplitimo per penkerius metus rodiklis pasaulyje vyrams.
(2020 m., visos amziaus grupés. GLOBACON 2020, pritaikyta pagal prieigg
internete: http://gco.iarc.fr/today)

Santykis 100 000 motery

299
569,9
3356
1,933 [ ] Ivertinti negalima
<19 Néra duomeny

2 pav. Slapimo piislés vézio paplitimo per penkerius metus rodiklis pasaulyje
moterims. (2020 m., visos amziaus grupés. GLOBACON 2020, pritaikyta pagal
prieiga internete: http://gco.iarc.fr/today)

Lietuvos vézio registre 2017 mety duomenimis SPV pagal amziy
standartizuotas sergamumo rodiklis (100 000 gyv. per metus) abiems lytims
buvo 5,5 (viso 405 atvejai). Tuo tarpu vyrams — 11,9 (viso 321 atvejai), o
moterims — 1,6 (viso 84 atvejai). Pagal amziy standartizuotas mirtingumo
rodiklis (100 000 gyv. per metus) abiems lytims buvo 3,1 (viso 263 atvejai).
Tuo tarpu vyrams — 6,7 (viso 195 atvejai), o moterims — 1,1 (viso 68 atvejai).

14


http://gco.iarc.fr/today
http://gco.iarc.fr/today

2.1.2. Slapimo piislés vézio etiopatogenezé

SPV — daugiafaktoriné liga, kurios etiologija néra aiskiai zinoma. Tyrimy
duomenimis tik 4,3 % pacienty sergan¢iy SPV turi pirmos eilés giminaitj
sirgusj SPV?!, 0 50 % pacienty sergan¢iy UK $eimoje buvo asmeny sirgusiu
betkokia onkologine liga.? Manoma, kad daugelj SPV sukelia iSoriniai
veiksniai. Tarptautiné vézio tyrimy agentiira (IARC - International Agency
for Research on Cancer) surinko pakankamai jrodymy dél §iy SPV iSorés
rizikos veiksniy: tabako rukymas, jvairiis profesiniai poveikiai (aliuminio
gamyba, gumos gamyba, dazymas, gaisry gesinimas, jvairiy dazy (pvz.:
auraminas) arba tarpiniy dazy produkty (pvz., 4-aminobifenilas)), aplinkos
poveikis (jonizuojancioji spinduliuoté ir arsenas), vaistai (ciklofosfamidas ir
chlornafazinas), opijaus vartojimas ir Sistosomy sukelta infekcija.”® Apie 50
% visy SPV atvejy yra sukelti tabako gaminiy riikymo.?* Kohortinis tyrimas,
kuriame dalyvavo 422 010 tiriamyjy, kurie buvo stebimi 30 mety, parodé 2—3
kartus padidéjusia SPV rizika riikant (rizikos santykis [RS]: 2,32, 95 %
pasikliautinasis intervalas [P1]).2*

UK vystosi dviem skirtingais biidais: pirmasis lemia papiliarinio tipo
karcinomos vystymasi, o antrasis — plok§¢ios morfologijos tipo karcinomos
vystymasi. Kopijy skai¢iaus pokyciai (somatiniai pokyciai chromosomy
struktiiroje) ir genetinis nestabilumas koreliuoja su naviko progresavimu ir
prastesne ligos prognoze. Zemo laipsnio papiliariniai navikai daZniausiai
atsiranda dé¢l paprastos hiperplazijos ir (arba) minimalios displazijos. Jiems
biidingas 9 chromosomos heterozigotiSkumo (angl. LOH - loss of
heterozygosity) praradimas ir fibroblasty augimo faktoriaus receptoriaus 3
(FGFR3), telomerazes atvirkstinés transkriptazés (TERT), fosfatidilinozitolio
4 aktyvinimo mutacijos, 5-bisfosfato 3-kinazés katalizinio subvieneto alfa
izoforma (PIK3CA) ir inaktyvuojan¢ios STAG2 mutacijos. Zemo laipsnio
papiliarinis neinvazinis SPV dél CDKN2A geno praradimo gali progresuoti j
raumenis infiltruojantj SPV. Raumenis infiltruojantis SPV atsiranda dél
plokscios displazijos arba karcinomos in situ (CIS); pazeidimai rodo TP53
geno mutacijas ir 9 chromosomos LOH. Tada invaziné karcinoma gali
papildomai prarasti genus RB1 ir PTEN. Tai lemia, kartu su kitais pakitimais,
metastazavimo potencialo jgyjima. Apskritai, neinvazinis SPV paprastai rodo
diploidinius arba beveik diploidinius kariotipus ir maziau kopijy skaiciaus
poky¢iy, palyginti su raumenis infiltruojanéiu SPV. Raumenis infiltruojantis
SPV paprastai yra aneuploidinis, turintis daug chromosomy pakitimuy.252¢

SPV pagal naviko morfologija ir patogenezés kelig skirstomas j papiliaring
(papiloma, papilinis urotelio navikas su mazu piktybiskumo potencialu ir
papiliariné karcinoma) ir ploks¢iaja (urotelio karcinoma in situ ir invaziné
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UK) kategorijas. Pasaulio sveikatos organizacija (PSO) klasifikuoja UK pagal
histopatologija i zemo laipsnio arba auksto laipsnio, atsizvelgiant j branduoliy
anaplazijos laipsnj ir lasteliy architektiiros anomalijas. Slapimo pislés
raumenis infiltruojancios UK histologija gali biiti jvairi. Dauguma pavirSinius
Slapimo puslés audinius pazeidziancio (gleiviné, pogleivis) UK atvejy yra
papiliarinio, zemo ar auks$to laipsnio, tuo tarpu dauguma Slapimo puslés
raumenis ir gilesnius organo sluoksnius infiltruojanciy karcinomy yra
nepapiliarinés ir auk$to laipsnio. Kai UK wvystosi kartu su kitomis
histologinémis formomis, §is navikinio audinio tipas vadinamas netipinés
histologijos SPV. 27 Netipinés histologijos SPV sudaro maziau nei 5 % visy
Slapimo takuose nustatomy naviky.?® Dauguma netipinés histologijos
piktybiniy naviky, atsirandanciy Slapimo pisléje, yra epitelio kilmés® ir
apima  Sias  histologines  formas:  plok$éialgsteling  karcinoma,
adenokarcinomg, smulkialgsteling karcinomg ir nediferencijuotinas
karcinomas, kuriy daznis yra mazdaug <5 %. Sio tipo SPV serganéiy pacienty
iSgyvenamumas bendrai yra blogesnis nei tipinés UK atvejy.*°

Reali SPV patogeneziné stadija nustatoma patologinio istyrimo metu.
Svarbiausias veiksnys atlickant UK vertinima yra SPV invazijos masto
nustatymas $lapimo paslés audinyje, siekiant nustatytj SPV stadija ir
prognoze. SPV gali biti vienZidininiai arba daugiazidininiai. Dauguma atvejy
yra daugiaZidininiai. Daugiazidininiai gali vystytis nepriklausomai nuo kity
SPV zidiniy arba biati vienos kilmés. Patologijos ataskaitoje turéty biiti
nurodyta: tirto naviko vieta, naviko piktybiskumo laipsnis, naviko invazijos
stadija pagal TNM Kklasifikacijg, CIS buvimas / nebuvimas ir tai, ar tiriamame
meéginyje yra Slapimo puslés raumeninio sluoksnio. Patologijos ataskaitoje
taip pat turéty buti nurodyta limfavaskulinés invazijos ir netipinés histologijos
pozymiai.*’

2.1.3. Slapimo piislés véZio piktybiskumo vertinimas

SPV gali bti skirstomas j Zemo ir auksto piktybiskumo laipsnio UK pagal
standartizuotus histologinius pozymius. Zemo piktybiskumo laipsnio UK
dazniausiai blina papilinés struktiros su fibrovaskuliniu stromos stiebeliu ir
daugybiniu papiliniu i$siSakojimu, kurias iSkloja urotelis, suformuotas
atipiniy lasteliy su sutrikusia branduoliy poliarizacija, nezymiu, fokaliai kiek
rySkesniu branduoliy polimorfizmu bei hiperchromija. Siems navikams
budingos geny alteracijos 9-oje chromosomoje ir daznos mutacijos FGFR3,
PI3K genuose, arba Ras genuose.’'3? Zemo piktybiskumo laipsnio UK
recidyvavimo daznis siekia 48-71 %, progresavimo daznis | raumenis
infiltruojantj SPV — 2-12 %.3* Auksto piktybiskumo laipsnio urotelio
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karcinomos atveju stebima netvarkinga Iasteliy i§sidéstymo sistema, lizdinés,
trabekulinés ar solidinés naviko struktiiros. Lastelés su polimorfiskais
vidutinio ar stambaus kalibro apvaliais/ovaliais, hiperchromiskais
branduoliais, kuriems biidingos nukleolés. Siam piktybiskumo laipsniui
budingas didesnis recidyvavimo ir, svarbiausia, progresavimo j raumenis
infiltruojantj SPV tipa daznis.*

Normali §lapimo pislés Zemo piktybiskumo Auksto piktybiskumo
gleiviné urotelio karcinoma urotelio karcinoma
3 pav. Sveikos $lapimo piislés gleivinés urotelio, zemo ir auksto piktybiskumo
urotelio karcinomos schematinis lasteliy architekttiros ir branduoliy morfologijos
atvaizdavimas. (Bladder Cancer Advocacy Network paveikslas, pritaikyta pagal
prieiga internete https://bcan.org/)

2.1.4. Slapimo piislés vézio i§plitimo vertinimas

SPV isplitimo vertinimui naudojama 2017 m. publikuota TNM (Tumor,
Node, Metastasis. Liet. — pirminis navikas, limfmazgiai, metastazés)
klasifikacija. Naujausias TNM Kklasifikacijos leidimas, kuris buvo patvirtintas
Union International Contre le Cancer (UICC) (8 leidimas), pateiktas 1-oje
lenteléje.

1 lentelé. Slapimo pislés vézio 2017 m. TNM klasifikacija.
Pirminis navikas (T)

Tx Pirminis navikas nejvertintas

TO Pirminio naviko néra

Ta Neinvaziné papiliné karcinoma

Tis Karcinoma in situ: “plokséias navikas”

T1 Naviko invazija j pogleivio jungiamajj audinj
T2 Naviko invazija | raumeninj sluoksnj

T2a  Naviko invazija j pavir$inj raumeninj sluoksnj (vidiné pusé)
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Pirminis navikas (T)

T2b  Naviko invazija j gilujj raumeninj sluoksnj (iSoriné pusé)
T3 Naviko invazija j perivezikinius audinius
T3a  Mikroskopiniai pozymiai
T3b  Makroskopiniai pozymiai (ekstravezikinés masés)
T4 Naviko invazija j bet kurj i§ §iy organy: prostatos stroma, séklinés
puslelés, gimda, makstis, dubens siena, pilvo siena
T4a  Naviko invazija | prostatos stroma, séklines piisleles, gimda ar
makstj
T4b  Naviko invazija | dubens ar pilvo siena
Sritiniai limfmazgiai (N)

Nx Sritiniai limfmazgiai nejvertinti

NO Sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra

N1 Viena metastazé vienoje i§ $iy limfmazgiy grupiy: hipogastriniai,
obturatoriniai, iSoriniai dubeniniai, presakraliniai

N2 Daugybinés metastazés Siose limfmazgiy grupése: hipogastriniai,
obturatoriniai, iSoriniai dubeniniai, presakraliniai

N3 Metastazés bendruosiuose dubeniniuose limfmazgiuose

Tolimosios metastazés (M)

MO Tolimyjy metastaziy néra

Mla Metastazés nesritiniuose limfmazgiuose

M1b Kitos tolimosios metastazés

2.1.5. Endoskopiniai §lapimo puslés vézio diagnostikos metodai

SPV pradeda vystytis §lapimo piislés spindj isklojancioje gleivingje, todél
pirminiais jo vystymosi etapais galima jj aptikti optiniais prietaisais, kurie
sukurti apzitiréti Slapimo pisle i§ vidaus. Jie vadinami endoskopiniais
prietaisais. Slapimo piislés diagnostikai naudojamas optinis endoskopas
vadinamas cistoskopu.

Baltos §viesos cistoskopija (BSC) yra vyraujantis §lapimo piislés naviky
nustatymo metodas.?’” Dél ribotos Slapimo piislés paZzeidimy vizualizacijos
BSC klaidingai teigiamy rezultaty rodiklis yra 10-20 %.3¢ Todél kuriamos
naujos technologijos, skirtos pagerinti pazeidimy aptikimg, diagnostikos
tikslumg ir prognozg.

Vadinamoji ,,mélynosios §viesos cistoskopija“, dar Zzinoma Kkaip
fotodinaminés diagnostikos (PDD, angl. - photodynamic diagnosis)
fluorescenciné cistoskopija, pirma karta buvo apraSyta 1964 m.3’ Pacientui
30-60 min. prie$ atliekant PDD cistoskopija i §lapimo piisl¢ instiliuojama 5-
aminolevulino rugsties (5-ALA) arba heksaaminolevulinato (HAL),
fotosensibilizuojanciy preparaty, kurie pirmiausia skatina porfiriny, ypac
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protoporfirino IX, kaupimasi greitai proliferuojanciose urotelio lgstelése.
Slapimo piislés sienelés apsvietimas mélyna $viesa (380—450 nm) sukelia
lastelés su sukauptu protoporfirinu fluorescencijg raudona spalva, o tai padeda
identifikuoti navikines Igsteles, kurioms biidinga greita proliferacija.

Kitas cistoskopijos papildymas, Zinomas kaip siauros juostos vaizdavimas
(NBI, angl. —narrow band imaging), apima $lapimo pslés sienelés apSvietima
filtruota balta Sviesa. Specifinio bangos ilgio filtruota Sviesa sugeriama
hemoglobino ir taip prasiskverbia pro urotelio pavirSiy ir pagerina gleivinés
kraujagysliy vizualizacija, tuo paciu ir struktiry, kurioms budinga
neoangiogenez¢ ir hipervaskulirizacija, kaip kad $lapimo puslés navikai.?’

Vienoje naujausiy metaanaliziy, j kurig buvo jtrauktos 17 prospektyvinés
nerandomizuotos ir randomizuotos kontroliuojamos studijos, buvo palygintas
$iy trijy endoskopiniy §lapimo paslés diagnostikos metody tikslumas. Sios
metaanalizés duomenimis, nustatyta, kad BSC pasizyméjo prastesniais
jautrumo ir diagnostinio Sansy santykio rodikliais. Vidutinis NBI jautrumas
buvo 96 % (95 % P1=93-98 %), PDD — 92 % (95 % PI, 80-100 %), tuo tarpu
BSC — 71 % (95 % PI, 49-93 %). Vidutinis NBI specifiskumas buvo 65 % (95
% PI = 54-75 %), PDD — 57 % (95 % PI, 36-79 %), kai BSC — 72 % (95 %
PI, 47-96 %). Tyrimo i8vada, kad naujos kartos cistoskopiniai metodai (NBI
ir PDD) pasizymi reikSmingai didesniu jautrumu, lyginant su tradicine baltos
Sviesos cistoskopija.®®

2.1.6. Slapimo piislés vézio $lapimo ir nuoplovy Zymenys

SPV diagnostikai be endoskopiniy ir radiologiniy tyrimo metody, dar
naudojami neinvaziniai Slapimo ir Slapimo ptslés nuoplovy Zymenys. Tai
metodai, kai i$ §lapimo ar $lapimo piislés nuoplovy patologiniais ar genetiniais
metodais nustatomi SPV pozymiai. Plagiausiai klinikingje praktikoje
naudojamas Slapimo piislés nuoplovy citologinis tyrimas atipinéms lasteléms
nustatyti. Tai yra didelio jautrumo (84 %) tyrimas auksto piktybiskumo SPV
nustatyti, ta¢iau zemo piktybiskumo ligai, tyrimo jautrumas siekia tik 16 % *,
taip pat yra priklausomas nuo patology analizés tikslumo.** Tyrimo
specifiskumas auksto piktybiskumo SPV siekia 95-100 %. Vis délto, tyrimo
rezultatai prastéja esant Sioms biikléms: Slapimo taky infekcija, inksty
akmenligé, taikoma intravezikiné terapija.*' Todél Europos Urology
Asociacijos (EAU) gairése teigiama, kad citologinis tyrimas negali biiti
naudojamas ,,cistoskopijy skai¢iui sumazinti“.?’ Abi procediiros turi dideliy
trikumy ir yra gana brangios,* o tai rodo, kad reikia ieskoti naujy diagnostiniy
metody, kurie supaprastinty SPV diagnostika.
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Paskutiniais metais atsirado naujy molekuliniy Slapimo Zymeny, pagristy
genetinémis anomalijomis arba epigenetiniais pokyciais, kurie dazniausiai
randami SPV (pvz.: nenormalus DNR metilinimas, egzosomos, metabolitai,
mRNR arba DNR be lgsteliy). Kai kurie i§ §iy testy buvo iSbandyti stebint
pacientus dél RNN SPV recidyvo ir parodé labai aukita NPV.* Vis délto,
kolkas nei vienas i$§ $iy zymeny nebuvo patvirtintas oficialiy tarptautiniy
gairiy kaip rutininis tyrimo metodas dé¢l Siy priezasciy:

e Molekuliniai Zymenys pasizymi didesniu jautrumu, taciau
mazesniu specifiskumu, lyginant su citologiniu tyrimu?*!4+-43
e Gretutiné Slapimo taky patologija ir ankstesnés BCG instiliacijos
reik§mingai jtakoja molekuliniy $lapimo Zymeny rezultatus*!-4#443
e To paties molekulinio Zymens didelio diapazono tikslumo
rezultaty skirtumai tyrimuose gali biti paaiskinti pacienty atrankos
selektyvumu ir sudétingy laboratorijos metody poreikiu®>#:49-56

Siuo metu esantys tyrimai ir jy apZvalgos literatiiroje rodo molekuliniy
Slapimo Zymeny perspektyva ateityje pirminei diagnostikai ir pacienty
sekimui dél recidyvo. Naudojant $iuos Zymenis potencialiai galima sumazinti
nereikalingy cistoskopijy skai¢iy. Vis délto, kolkas triikksta jrodymy, kad
molekuliniai Zymenys gali biiti naudojami kasdieninéje praktikoje.

2.2. Virpesinés spektroskopijos pritaikymas Slapimo puslés vézio
diagnostikai

Siekiant patobulinti §iuo metu naudojamus diagnostikos metodus jvairiy
lokalizacijy véziui nustatyti, mokslininky bendruomené iesko itin jautriy
technologijy, kurios gali greitai ir neinvaziniu biidu diagnozuoti onkologinius
susirgimus ankstyvose stadijose, suteikti platesng ir tikslesng informacijg.

PavirSiaus sustiprinta Ramano spektroskopija ir infraraudonoji (IR)
spektroskopija yra optinés virpesinés spektroskopijos metodai, kuriuos taikant
galima gauti informacija apie tiriamosios medziagos chemine sudétj. Sie
metodai pasizymi dideliu jautrumu, neinvaziSkumu, galimybe realiu laiku
gauti informacijg apie molekuling audinio sudét] ir nereikalauja papildomo
kontrastavimo. Molekuléje ja sudarantys branduoliai virpa tam tikrais
dazniais, kiekviena funkciné grupé turi savitg virpesiy daznj , o tai reiskia, kad
naudojant virpesing spektroskopija galima identifikuoti miSinio komponentus.
Taip pat nedidelius skirtumus tarp méginiy, net ir nehomogeniskiems
biologiniams preparatams tiek in situ, tiek ir in vivo salygomis.’’

Siekiant suprasti, kokie vézinio audinio skirtumai nuo nevézinio audinio
lemia virpesinés spektroskopijos metody gebéjima diferencijuoti juos, reikia
paminéti vézio biologijos principus. Organizme véZzys atsiranda dél
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nekontroliuojamo Igsteliy dauginimosi. Vézys pradeda augti dél genetiniy
mutacijy normaliose lgstelése, kurios lemia padidéjusj lasteliy dauginimosi
greit], mazesne lasteliy diferenciacija, invazinj elges] ir naujy kraujagysliy
formavimosi procesg (neoangiogenezé).® Nepaisant to, patj navikg sudaro ne
tik navikinés lastelés, bet ir Seimininko Iastelés, imuninés lgstelés,
kraujagyslés ir tarplgstelinis uZpildas. Dél neoangiogenezés kraujagysliy
endotelio augimo faktoriai ir citokinai, skatinantys naviko kraujagysliy tinklo
augima, atsiranda tarplasteliniame skystyje. Sio proceso metu formuojasi
nauji kapiliarai, o jau esanCios kraujagyslés pertvarkomos. Augant
piktybiniam navikui, vykstant neoangiogenezei ir susidarius uzdegiminiam
procesui, navikinés Igstelés migruoja  kitus to paties audinio sluoksnius ar
Salia esanéiy organy audinius. * Kai kuriems naviky tipams, dél padidéjusio
energijos poreikio, blidingas didesnis glikogeno kaupimas lgstelése. Tokie
pozymiai nustatyti krtties, inksty, gimdos, $lapimo piislés, kiausidziy, odos ir
smegeny vézio atvejais.*

Kitas svarbus veiksnys yra su véZiu susije fibroblastai, kurie yra pagrindiné
stromos sudedamoji dalis ir i$skiria augimo veiksnius, uzdegiminius ligandus
ir tarplastelinio uZpildo baltymus, kurie skatina naviko proliferacija,
atsparumg gydymui ir atsparumg imuniniam atsakui.®’ Pagrindiniai Siy
baltymy yra kolagenas, fibronektinas, elastinas ir lamininas, kurie sudaro
fizinj karkasg vézinéms lasteléms.

Navikinéms lgsteléms biidingas invaziskumas, kai proliferuodamos greta
Seimininko audiniy iS$skiria fermentus ir ardo aplinkines struktiiras.
Pavyzdziui, sergant urotelio karcinoma, navikiniy Iasteliy iSskiriamos
kolagenazés sekrecija gali sumazinti normalaus Slapimo piislés audinio
kolageno kiekj.%

Apibendrinant, vézio formavimosi metu vyksta jvairlis lasteliy
mikroaplinkos ir medziagy apykaitos poky¢iai. Yra jvairiy vézZiniy susirgimy,
kurie gali atsirasti skirtinguose organuose, ir kickvienas naviko tipas turi savo
specifiniy bruozy: genetiniy pakitimy, metaboliniy ir signaliniy keliy,
specifinés mikroaplinkos. Dél §iy veiksniy audiniuose vyksta jvairiis
biocheminiai poky¢iai. Siy poky¢iy biocheming sudétj galima pastebéti
virpesinés spektroskopijos spektruose, todél veézinius audinius galima
identifikuoti pagal spektrinius skirtumus.

Literattroje apraSomi Ramano ir IR spektroskopijos biologiniy méginiy
tyrimai, kuriose nustatyti Zmogaus geny, metabolity ir baltymy biocheminiai
rySiai ypatingu tikslumu, dar vadinami molekuliy ,,pirSty antspaudais®.
Virpesinés spektroskopijos metodai atvaizduoja biocheminius rysius ir leidzia
tyréjams itin tiksliai nustatyti molekuliy patologinius poky¢ius. Sie metodai

buvo sékmingai panaudoti diagnozuojant Alzheimer‘io ligag, demencijg®*%,
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cukrinj diabetg®>%, virusines infekcijas®’”’’, bakterines ir grybelines

infekcijas’'™7*. Taip pat ir jvariy lokalizacijy onkologinéms ligoms
diagnozuoti: plauciy’®, krities’®, odos’’, skrandzio’®, stemplés’”, burnos®,
smegeny®!, kolorektalinio®?, gimdos kaklelio®, vulvos’ ir prostatos®.

Siuo metu yra atlikty virpesinés spektroskopijos tyrimy ir su SPV
audiniais, kuriy rezultatai pavaizduoti 2 lenteléje. Pateikti tyrimai, kuriuose
buvo bandoma SERS ar IR spektroskopijos metodu diferencijuoti SPV nuo
nevézinio audinio. Tyrimai yra nehomogeniski, reikSmingai skiriasi jy imties
dydis, tirta biologiné medziaga, atlikti statistiniai metodai ir rezultaty
pateikimo forma. Ne visuose tyrimuose identifikuotos ir pateiktos spektrinés
juostos pokyciai, ar nebuvo paskaiciuoti diagnostinio tikslumo rodikliai.
Literatiiros duomeny bazése SERS tyrimy su slapimo puslés audiniu, kuriuose
bty lygintas nevézinis Slapimo piislés audinys ir $lapimo piislés urotelio
karcinomos buvo aptiktas tik vienas.®* Tuo tarpu, IR spektroskopijos tyrimy,
kuriuose biity bandoma diferencijuoti nevézinj ir vézinj audinj buvo rasta tik
trys.!#1586 SERS spektroskopijos tyrimy, kuriuose bandyta analizuoti sveiky
ir SPV sergandiy pacienty §lapimo puslés nuoplovas nebuvo aptikta.
Vienintelis tyrimas, kuriame buvo tirtos §lapimo piislés nuoplovos atliktas IR
spektroskopijos metodu. '
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2 lentelé. Publikuoti tyrimai, kai vibracinés spektroskopijos metodai buvo pritaikyti Slapimo piislés vézio diagnostikai.

. Virpesinés . .. . . . ... . Bendras
Al;iz:;tils, spektroskopijos merl;Z . "1;1121;2?;} Nustatyti spektr(l:r? lJ)uostos pokyciai | I aug/u;nas Spem(fz/sl){umas AUC diagnostinis
metodas 8 ‘ ’ tikslumas (%)
SP vézinis ir Baltymai (1650, 1550)
Aall' l\g‘oljlzetl o IR nevé¥inis 1 Lipidai (2925,2850) ; ; ; ;
’ audinys Nukleorigstys (1080, 1236)
Pezzei et R SP vézinis ir i 1100-1300, 1235, 1350-1450, 1550,
al® flevezInis 1655, 2800-3000, 3300 ) ; ; ;
audinys
Shaoin Li et Kraujo 481-486, 682-687, 1018-1034,
al. 2015% SERS serumas ot 1313-1323, 1450-1459, 1582-1587 90.9 100 )
Gok et al 1500-1340 83,8 73,5
201616 ' IR SP nuoplovos 136 1100-900 89,2 55,9 - -
900-800 89,2 52,9
Davis et al SP vézinis ir
201855 ’ SERS nevézinis 15 - - - 0,93 (0,75-1,00) -
audinys
Chen et al. Kraujo
2019% SERS serumas 90 - 98,3 96,7 0,987 97,8
SP vézinis ir
Witzke et al. IR (proteominé uzdegimiskai
2019" analizé) pakites 387 ) 95 95 ) 9
audinys
Davu Hu et 527, 668, 717, 798, 890, 1000, 1049,
aly;02189 SERS Slapimas 241 1140, 1241, 1294, 1356, 1483, 1598 100 98,85
’ cm’!
Liang et al. -
2022 % SERS Slapimas - - 80 100 - -
El-Faloujit -
al. 2022°1 IR Slapimas 62 - 86 77 0,92
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2.2.1. Ramano spektroskopija

Ramano spektroskopija yra analitinés chemijos technika, naudojama
molekuliy struktiiros, cheminés sudéties ir medziagy savybiy tyrimui. Ji
remiasi Ramano efektu, kuris atsiranda, kai $§viesa iSsklaidoma nuo molekulés,
ir dalis $ios Sviesos energijos pasikeicia dél saveikos su molekulés virpesine
energija. Ramano sklaidos metu tik nedidelé fotony dalis dalyvauja energijos
mainuose su molekulémis jgaudami arba netekdami energijos.

Molekulés energijos lygmenys yra kvantuoti, todél energijos mainai tarp
molekulés ir Sviesos kvanto (vo) vyksta tam tikrais nustatytais dydziais,
atitinkanciais molekulés virpesinio suzadinimo energijg.””

Kai monochromatiné (daZniausiai lazerio) §viesa sgveikauja su medziaga,
didzioji dalis Sviesos iSsklaidoma be energijos pokycio (Rel¢jaus sklaida).
Taciau nedidelé dalis Sviesos sgveikauja su molekuliy virpesiais ir
i§sklaidoma su pasikeitusia energija. ISsklaidyta Sviesa gali biiti mazesnés (vo-
vm) arba didesnés (vo+vm) energijos lygmenyje. Sis energijos pokytis yra
vadinamas atitinkamai Stokso Ramano sklaida ir antistokso Ramano sklaida
(4 pav.).”?

Zadinanéiosios
spinduliotés daznis
Vo

Saveikaujanti
molekulé

A

Stokso sklaida

Vo~V Reléjaus Antistokso sklaida
sklaida VotV
Vo
S1
B S SO A T S Menamasis lygmuo

S, <&

Antistokso Ramano  Reléjaus sklaida Stokso Ramano

sklaida sklaida

4 pav. (A) Ramano sklaidos proceso schema ir (B) Ramano (Stokso ir antistokso) ir
Reléjaus sklaidos energijy sugerties diagrama. SO ir S1 — pagrindinis ir suzadintas
elektroniniai lygmenys. Adaptuota pagal *2.
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Ramano spektroskopijos privalumai yra tai, kad tyrimo metu méginys néra
pazeidziamas, nereikalingas sudétingas meéginio paruoSimas, greitas tyrimo
atlikimas. Vis délto, mazas sklaidos efektyvumas neleido $iai technologijai
greitai vystytis. ReikSminga technologiné pazanga jvyko atradus pavirSiaus
sustiprintos Ramano sklaidos (SERS) reiskinj.

2.2.2. PavirSiaus sustiprinta Ramano sklaida

Pavirsiaus sustiprinta Ramano sklaidos spektroskopija arba pavirSiaus
sustiprinta Ramano sklaida (angl. surface-enhanced Raman scattering, SERS)
- tai pavirSiui jautrus metodas, kuris sustiprina Ramano sklaida molekuliy,
adsorbuoty ant Siurk$¢iy metalo pavir§iy arba nanostruktiiry.”® Stiprinimo
faktorius gali siekti nuo 10* iki 10'1,** o tai reiSkia, kad $iuo metodu galima
aptikti pavienes molekules.”* SERS mechanizmas apima ir elektromagnetinj,
ir cheminj (krivio pernasos) stiprinimg?®>-%:

Elektromagnetinis modelis, kuris nagringja Sviesos bangy elektrinio lauko
itaka metalo pavirSiui, paaiSkina pagrinding Ramano sklaidos stiprinimo
priezastj (5 pav). Sis modelis pateikia aiskinima spektriniy signaly
sustiprinimui, net jei tarp tiriamos molekulés ir metalo pavirSiaus néra
cheminio rysio. Sviesos bangy sukeltas elektrinio lauko stiprinimas Salia
metalo susidaro dél lokalizuoty pavirSiaus plazmony rezonanso (LSRP, angl.
- localized surface plasmon resonance).” Kadangi elektromagnetiné
spinduliuoté sgveikauja su metalo pavirSiumi, vietinio elektrinio lauko
stiprinimo faktoriaus verté gali iSaugti nuo 10* iki 10" karty.

Zadinantioji
spinduliuoté
Vo

Analizuojama
medZiaga

Nuo analités
rezonuojanciy

Pirminis a
elektrinio lauko D bangy

Ramano sklaidos
stiprinimas stiprinimas

Nanodaleliy substratas

5 pav. SERS spektroskopijos elektromagnetinio stiprinimo modelis. vy —
zadinanciosios spinduliuotés daznis, vg — Ramano sklaidos daznis.
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PavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos reiskinj galima paaiskinti krtivio
pernasos komplekso susidarymu tarp metalo pavirsiaus ir tiriamos molekulés.
% Kadangi reikalinga didelé tiriamos molekulés chemisorbcija ant metalo
pavirsiaus, Sis kompleksas formuojamas retai. Kriivio pernasos komplekso
svarba Ramano sklaidos signalo sustiprinimui daznai yra ribota, nes ne visos
molekulés gali sukurti cheminius rySius su metalo pavirSiumi. Taigi, §is
modelis paaiskina tik mazaja Ramano sklaidos signalo sustiprinimo dalj (6
pav.).

Sustiprinta
Ramano sklaida
Zadinang&ioji Ve
spinduliuoteé Analizuojama
Vo

medZiaga

Naujy analités ir
nanosubstrato
rysiy
4= susidarymas

Nanodaleliy substratas

6 pav. SERS spektroskopijos cheminio stiprinimo modelis. vo — Zadinanciosios
spinduliuotés daznis, vk — Ramano sklaidos daznis.

Bendras elektromagnetinio ir cheminio stiprinimo poveikis SERS lemia,
kad Sis metodas yra labai jautrus ir juo galima aptikti nedideles molekuliy
koncentracijas. Konkretlis mechanizmai gali skirtis priklausomai nuo metalo
nanodaleliy savybiy, suzadinimo bangos ilgio ir adsorbuoty molekuliy
pobudzio.

Tyrimams naudojamos jvairios metodikos, kurios yra pritaikytos atlikti
specialius eksperimentus ir tirti specifines molekules. Yra trys pagrindinés
pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos metodikos, kurios skiriasi pagal
substratus, naudojamus kiekvienai i§ jy: Siurkstinto elektrodo pavirSius,
nanostruktiirizuoti metaliniai pavirsiai, koloidiniai nanodaleliy tirpalai.”
Placiausiai naudojama metodika yra naudojant substratus i§ koloidiniy
nanodaleliy tirpaly. Dazniausiai pasitelkiami miSiniai, sudaryti i§ bandinio ir
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koloidinio tirpalo, todél Siy substraty gamyba yra greita ir nesudétinga.
Procediira, kurig reikia atlikti norint paruosti Siuos substratus, yra daug
paprastesné ir pigesné nei ruo$iant nanostruktiirizuotus metalinius pavirsius ir
ji trunka maziau laiko nei elektrodo pavirSiaus paruosimas. Be to, naudojant
Siuos substratus galima pasiekti ar net virSyti stiprinimo faktorius, kurie biina
naudojant nanostruktiirizuotus metalinius pavirSius. Be to, yra galimybé
paruosti nanodaleles jvairios sudéties, formy ir dydziy, todé¢l Sie substratai gali
biti tinkami naudoti jvairioms spektry registravimo sistemoms, atsizvelgiant
i ju specifinius reikalavimus.”” Nanodalelés gali bti sukuriamos naudojant
metalus, tokius kaip Ag, Au, Cu, Li ir Al. Sio tyrimo metu buvo naudojamas
sidabro nanodaleliy koloidinis tirpalas. Sidabro nanodalelés, turin¢ios LSPR,
gali bati aptinkamos spektro dalyje nuo 300 iki 1200 nm.'%

2.2.2. Infraraudonoji (IR) spektroskopija

Infraraudonoji spindulivoté (IR) yra elektromagnetinés bangos, kuriy
bangos ilgis yra ilgesnis nei matomos Sviesos, taciau trumpesnis nei radijo
bangy. Pavadinimas "infraraudonieji" reiSkia "Zemiau raudono” (lot. infra -
zemiau). Raudona spalva atitinka matomos Sviesos ilgiausig bangos ilgj.
Infraraudonyjy spinduliy diapazonas yra 12800 - 10 cm™ ir gali buti
skirstomas j artimyjy infraraudonyjy spinduliy sritj (12800 - 4000 cm™),
vidutiniyjy infraraudonyjy spinduliy sritj (4000 - 200 c¢cm™) ir tolimyjy
infraraudonyjy spinduliy sritj (50 - 1000 cm™). Infraraudonoji Sviesa buvo
atrasta XIX amziuje. Nuo to laiko mokslininkai nustaté jvairius
infraraudonyjy spinduliy panaudojimo biidus.'"!

Infraraudonyjy spinduliy spektroskopija - tai infraraudonyjy spinduliy
saveikos su tiriamgja medziaga tyrimas. Tiriamosios medziagos molekulése
vyksta branduoliy virpesiai. Molekuléms patekus j aktyvios IR spinduliuotés
spektra, Sios selektyviai sugeria tam tikro daznio IR spinduliuote. Sugeriamos
spinduliuotés daznis atitinka daznj, kuriuo vyksta branduoliy virpesiai.
Vykstant IR spinduliuotés sugerciai, molekulés pereina i§ Zemesnio virpesinio
energetinio lygmens ] aukStesnj. Sugertos spinduliuotés energija lygi
energetiniy lygmeny energijy skirtumui. Molekulé bus aktyvi IR spektre, jei
kinta jos dipolinis momentas. Kiekviena IR aktyvi molekul¢ turés jai biidingg
IR spektra, o pagal spektriniy juosty padétis galima nustatyti molekuliy
chemines grupes. Todél analizuojant infraraudongjj spektra galima gauti daug
informacijos apie molekulés struktiira. Dauguma molekuliy yra aktyvios IR
spinduliuose, iSskyrus kelias homonuklearines dviatomes molekules,
pavyzdziui, Oz, N, ir Cl,, dél nulinio dipolio pokycio $iy molekuliy virpesiy
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ir sukimosi.!® IR spektroskopijos principas ir energijos sugerties diagrama
pateikta 7 paveiksle.

AR
S
A

LLL L
ATR kristala \\
A .
Sugeriamos

spindulivotés daznis

atitinka daznj, kurivo
vyksta molekulés

branduoliy virpesiai

IR saltinis Detektorius
LV,
B ® H
A ™
2 I 0
w | v n

7 pav. (A) ATR-FTIR spektroskopijos proceso schema ir (B) IR energijos sugerties
diagrama. Vo, Vi, V, — pagrindinis, pirmasis ir antrasis virpesinis lygmuo. Adaptuota
pagal 103,

Tai yra jautrus ir selektyvus medziagy analizés metodas, kai kiekviena
molekulé pasizymi savitu virpesiy dazniy rinkiniu, iSreikStu budingomis
spektrinémis  juostomis. Sios juostos leidzia identifikuoti méginio
komponentus. Todeél IR spektroskopija leidzia atpaZinti jvairias molekules ir
molekuliy grupes. Be to, naudojant tinkamas matavimo konfigiiracijas, galima
nuodugniai istirti beveik bet kokj méginj, neatsizvelgiant i jo biisena (kieta,
skystg ar dujinj). Dazniausiai naudojamas laboratorinis prietaisas, kuriame
naudojamas §is metodas, yra Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy
(FTIR) spektrometras. (8 paveikslas)
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SviesolaidZiai

Monitorius

SviesolaidZio
zondas

ATR
kristalas

i Spekiromet uet
PRSIEECE Detektorius

8 pav. Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy (FT-IR) spektrometro schema.
Prietaisag sudaro FT-IR spektrometras, iSorinis skystu azotu auSinamas MCT

......

kristalas.

IstoriSkai IR spektroskopija daugiausia buvo naudojama chemijoje
molekulinéms struktiroms apibtdinti. Tadiau jos potencialas analizuojant
biologinius méginius, Zinomas jau de§imtmecius.'* Sis metodas, garsé¢jantis
savo paprastumu ir tikslumu, nereikalauja reagenty, nepazeidZzia méginiy ir
reikalauja tik nedidelio méginio kiekio ir minimalaus méginio paruo$imo. IR
spektroskopijos jautrumas cheminiams pokyciams tarp sveiko ir patologiskai
pakitusio audinio leidZia nustatyti naujus biomarkerius ligoms.!®® Todél IR
spektroskopija tampa patikima diagnostikos priemone, turincia didelj
klinikinio pritaikymo potencialg, apimantj ne tik vézio atranking patikra,
diagnozavima, bet ir atsako j gydyma vertinimg.!%

Siekiant sukurti geresnes vézio diagnostikos alternatyvas, IR
spektroskopijos metodu buvo tiriamos jvairiy tipy biologinés medziagos,
iskaitant kraujg'"”’, audinius'%, $lapima'®, §lapimo paslés nuoplovas'®, tulzj''?
ir skreplius''". Siuo metu klinikinéje praktikoje ligy diagnostikai naudojami
kraujo ir jvairiy audiniy méginiai, taciau IR spektroskopijos panaudojamumas
didé¢ja atliekant daugiau tyrimy ir su kitomis biologinémis medziagomis.

IR spektroskopijos tyrimo metu biologiniuose méginiuose nustatoma
biocheminé¢ sudétis: nukleino rugstys, baltymai, lipidai ir angliavandeniai,
tiksliai nustatant molekulines konformacijas, jungéiy tipus, funkcines grupes
ir tarpmolekulines sgveikas, 1§ kuriy sudarytas méginys. Kadangi kiekviena
molekulé turi unikaly spektra, priklausantj nuo sugertos infraraudonosios
spinduliuotés bangos ilgio ir kiekio, infraraudonosios spinduliuotés
spektroskopija sukuria spektrinj pir§ty atspaudg su optinio tankio juostomis,
kuris leidzia nustatyti daugybinius tiriamo méginio sudéties parametrus. IS
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esmes biocheminiai pir§ty atspaudy pokyciai yra unikaliis konkreciy ligy
molekuliniams pakitimams ir suteikia vertingos diagnostinés informacijos
apie kiekvieno paciento sveikatos biikle.!!?

2.2.1. Sviesolaidiniai zondai pritaikant spektroskopinius metodus klinikinéje
praktikoje

Slapimo piislés vézio diagnostika $iuo metu remiasi endoskopiniais
minimaliai invazyviais tyrimo metodais, kai instrumentai optiniy prietaisy
pagalba pravedami per §laple j Slapimo pisle. Tai sukelia nedidelj diskomfortg
pacientui, nereikalauja bendrinés nejautros ir gali buti atlikta ambulatoriskai.
Virpesinés spektroskopijos metodai istoriSkai buvo naudojami jvairias
medziagas tirti jas perkeliant | laboratorija, taciau siekiant integruoti $iuos
prietaisus ] klinikine praktika, jie turés atitikti Siy dieny reikalavimus —
nesukelti pacientui papildomo diskomforto, biiti neinvaziniais ar minimaliai
invaziniais ir matavimus atlikti in vivo sglygomis.

Sviesolaidiniai zondai suteiké galimybe virpesinés spektroskopijos
pries atliekant biopsijg ir taip prisidéti prie ankstyvos vézio diagnostikos.
Sviesolaidiniai zondai, kuriuos galima pravesti pro endoskopinius kanalus,
leido atlikti spektrinius matavimus in vivo Siose lokalizacijose: burnos
ertmés,'”® plauciy,!*
zarnos,''> gimdos kaklelio,® ir §lapimo piislés.

Pastaraisiais metais sukurta, optimizuota ir iSbandyta daugybé Ramano
zondy konstrukcijy, skirty klinikiniams tikslams. Vis daZniau stengiamasi
pritaikyti spektroskopinius zondus klinikiniams poreikiams ir apribojimams,
kuriuos lemia specifiné ligy patofiziologija ir specifiné dominancios srities
anatomija (pvz.: skaidulos pravedimas natiiraliais takais iki tiriamojo organo,
endoskopinio instrumento kanalo skersmuo, méginio paémimo gylis).!!”

virSutinés vir§kinamojo trakto dalies,”® storosios
116

Sviesolaidinius zondus paprastai sudaro atskiri ap§vietimo ir surinkimo
Sviesolaidziai, prijungti atitinkamai prie Sviesos Saltinio ir detektoriaus. Jie
susijungia su zondo galu, kad buty galima vienu metu apSviesti méginj ir
surinkti $viesg. Zondo antgalio geometrija kinta siekiant uztikrinti optimaly
salyti su méginiu arba nuo zondu sklindancios spinduliuotés pluosto sklidimo
geometrijos.'"” Taikant S$viesolaidinius zondus IR spektroskopijoje,
dazniausiai integruojamas ] zondo antgalj paZeistojo visiSkojo vidaus
atspindzio (ATR, angl. - Attenuated total reflection) kristalas. (9 paveikslas)
Tinkamas medziagos, i§ kurios pagamintas ATR kristalas, parinkimas ir
optimali kristalo geometrija lemia zondo tinkamuma bandiniui tirti. Naudojant
Sviesolaidinj zonda biologiniams audiniams tirti, ATR kristalo medZziaga turi
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biiti netoksiSka biologiniams audiniams, nes ji lieCiasi su tiriamu audiniu.!'®
Misy tyrime IR spektroskopijos dalyje buvo naudotas ATR sidabro
halogenidy $viesolaidinis zondas ex vivo salygomis.

Analizuojama medziaga

N/
X/ T 1

ATR kristalas

IR 3altinis Detektorius

9 pav. Pazeistojo visiS$kojo vidaus atspindzio (ATR) kristals. * simboliu pazymétos
gestancio lauko vietos, kur jvyksta tam tikry IR spindulivotés dazniy absorbcija,
sgveikaujant su analizuojama medziaga.
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3. DARBO METODOLOGIJA

Tyrimui atlikti iSduotas Vilniaus Regioninio Biomedicininiy Tyrimy
Etikos komiteto (M. K. Ciurlionio g. 21, 03101 Vilnius, Lietuva) leidimas
(2019-12-03 Nr. 2019/12-1178-665; zr. 1 prieda).

Dalyvauti tyrime buvo kvieCiami visi ligoniai, gydyti Vilniaus universiteto
ligoninés Santaros kliniky (VUL SK) Urologijos centre (Santariskiy g. 2,
08661 Vilnius, Lietuva), kurie atitiko jtraukimo j tyrimg kriterijus ir kuriems
nenustatyta atmetimo kriterijy.

Spektroskopijos tyrimai atlikti Vilniaus universiteto Fizikos fakulteto
Cheminés Fizikos institute (Saulétekio al. 3, 10257 Vilnius, Lietuva).

Tyrimo imties dydzio skai¢iavimas buvo atliktas atsizvelgus j miisy tyrimo
tikslg - jvertinti diagnostinio metodo galimybe diferencijuoti Slapimo piislés
vézio audinius nuo nevéziniy. Tyrime numatomas statistinis metodas —
jautrumo ir specifiSkumo apskaiciavimas.

Numatytas reik§mingumo lygis — Alfa (a): 0,05, galia — (1-p): 0,80.

Imties dydis apskaiCiuotas, reikalingas jautrumui ir specifiskumui jvertinti
su norimu tikslumu. Siam tikslui naudosime diagnostiniy tyrimy imties dydzio
apskai¢iavimo formule:

z*.p-(1-P
o (2247)

e 7 yra Z-skaiCius, atitinkantis norimg pasitikéjimo lygi (95%

pasitikejimui Z = 1,96).
e P yra tikétinas santykis (jautrumas arba specifiskumas).
e d yra norima paklaida.

Tarkime, norime jvertinti jautruma ir specifiSkuma su 5% paklaida (d =
0,05) ir tikimés, kad jautrumas P bus 90% (0,90):

_{(1.96)%-0.90-(1—0.90)
n= ( (0.05)?2 )
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n — (3.i4102200.gg-0.10)
n = (G025 )

n = 138.3

Taigi, tyrimui reikés mazdaug 139 méginiy, kad jvertintumeéte jautruma su
5% paklaida. Planuojant i§ vieno paciento paimti du méginius — nevézinio ir
vézinio audinio, tikslinis tyrimo pacienty kiekis — 70.

Papildomai galime prognozuoti reikSmingy rezultaty tikimybe, remiantis
atliktu intraoperacinés inksto vézio diagnostikos infraraudonosios
spektroskopijos metodu tyrimu !''°, kur buvo naudotas identiskas tyrimo
metodas ir gauti auksti tyrimo patikimumo rezultatai trijose spektrogramos
pozicijose (p < 0.001 (1034 cm™), p < 0.001 (1358 cm™) and p < 0.5 (1393
cm™)), naudojant klastering uZregistruoty spektry analiz¢. Minéto tyrimo
imties dydis buvo 105 pacientai.

3.1. Jtraukimo kriterijai

metodais jtariamas Slapimo piislés vézys;

e pacientai, kuriems jau nustatytas ir patvirtintas Slapimo puslés
vézys ir pagal naujausias Europos Urology Asociacijos pateiktas
gaires yra indikuotina atlikti diagnosting cistoskopija,
transuretring Slapimo puslés rezekcijg ar radikaliajg cistektomija;

e pacienty amzius vir§ 18m.

3.2. Nejtraukimo kriterijai

e Aktyvi lapimo taky infekcija, kuri diagnozuojama BST, §lapimo
paséliu;

o nekoreguota koaguliopatija (dalinis aktyvuoto tromboplastino
laikas - ADTL daugiau 40 sekundziy; plazmos kres¢jimo laiko ir
vidutinio normalaus kres§éjimo laiko santykis - INR daugiau 1,5);

e sunki bendra buklé. (pagal ECOG skalg 4 ir daugiau baly);

e atsisakymas dalyvauti tyrime;
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e galutinéje tiriamyjy Slapimo piislés vézio histologinio tyrimo
iSvadoje nustatytas atipinis Slapimo piislés vézio variantas (ne
urotelio karcinoma).

3.3. Klinikiniai ir patologiniai duomenys
3.3.1.Klinikiniy ir patologiniy duomeny rinkimas

IS pacienty atlikty procediiry dokumentacijos ir po procediry gauty
patologiniy tyrimy iSvady surinkti visy tiriamyjy, sutikusiy dalyvauti
amzius procediiros metu, lytis, procediros data, cTNM, pTNM, SPV
piktybiskumo laipsnis, rezekuoto audinio histologinis tipas, Slapimo pislés
nuoplovy citologinio tyrimo atsakymas.

Visi tiriamieji, jtraukti j biomedicininj tyrimg, gavo savalaik]j ir visavertj
SPV gydyma. Jy dalyvavimas tyrime neturéjo jokios jtakos SPV gydymo
pasirinkimui, pradziai, eigai ar baigciai.

3.4. Biologiniai méginiai ir jy molekuliné analizé
3.4.1. Biologiniy méginiy rinkimas

Is tirlamyjy, sutikusiy dalyvauti  biomedicininiame tyrime,
spektroskopiniams tyrimams buvo renkami $lapimo piislés vézio audiniy ir
Slapimo ptslés nuoplovy méginiai.

Slapimo piislés audiniy méginiai SERS ir IR spektroskopiniams tyrimams
buvo gauti nuo 2019 m. gruodzio iki 2021 m. rugséjo ménesio Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros kliniky Urologijos centre atliekant
transuretring $lapimo paslés rezekcija (SPTUR) arba radikalig cistektomija
(RO).

SPTUR procediiros pradzioje, pries pjaunant navika, spektriniams
tyrimams endoskopiniu rezektoskopu, elektrine kilpele paimtas vienas
onkologiniy makroskopiniy pakitimy neturintis (nevézinis) Slapimo piislés
audinio meéginys, kurio skersmuo 2-5 mm. Po SPTUR procediiros
spektriniams tyrimams buvo paimtas vienas navikiskai pakitgs audinio
meéginys, kurio dydis galéjo siekti iki 5 mm. Piktybiskumas buvo patvirtintas
patologiskai iStyrus likusj iSpjauta audinj. Nevézinio audinio grup¢ sudaré
audiniai, kuriuose nebuvo §lapimo piislés vézio komponento. Atvejais, kai
buvo atliekama RC, po procediiros buvo paimami nevézinio ir piktybinio
audinio méginiai i$ pasalintos Slapimo puslés. ISkart po operacijos §lapimo
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puslés audinio méginiai buvo pateikti histologinei ir spektroskopinei analizei.
Histologin¢ analizé buvo atlickama pagal jprastinj protokolg taikoma gydymo
jstaigoje, audiniai fiksuoti 10 % buferinio formalino tirpale. Spektroskopiné
analiz¢ buvo atlickama ta pacig dieng kaip ir operacija, transportuojant
tiriamoji medziaga talpinta 0,9 % natrio chlorido tirpale. Taigi, kiekviename
spektroskopinei analizei surinkty méginiy rinkinyje buvo navikinis audinys ir
nevézinis audinys, paimtas i§ to paties paciento Slapimo piislés.

Slapimo pislés nuoplovos SERS spektriniams tyrimams surinktos nuo
2022 m. sausio ménesio iki 2023 m. kovo ménesio plaunant Slapimo takus
fiziologiniu tirpalu (prie§ betkokia manipuliacija Slapimo takuose), kurios
buvo perduotos spektrinei analizei i§ karto jas gavus. Tiriamyjy, kuriems
veliau i§ rezekuotos medziagos histologiskai buvo patvirtinta §lapimo piislés
vézio diagnozé, Slapimo puslés nuoplovy méginiai buvo laikyti navikinés
grupés. Atskira grupé buvo renkama sveiky pacienty, kuriems nebuvo
jtariamas Slapimo piislés vézys ir anamnezéje niekada nebuvo nustatyti
Slapimo taky onkologiniai susirgimai. Tokiy pacienty Slapimo puslés
nuoplovos buvo paimtos cistoskopijy metu, kai tyrimas buvo atliekamas dél
kity neonkologiniy ligy indikacijy. Pacientams, kurie buvo jtraukti j sveiky
Slapimo pislés nuoplovy grupe, nustatytos klinikinés diagnozés po urologo
iStyrimo: létinis cistitas — 20 pacienty, idiopatiné mikrohematurija — 17
pacienty, S$lapimo nelaikymas — 8 pacientai, nefrogeninés kilmés
mikrohematurija — 4 pacientai, gerybiné prostatos hiperplazija — 4 pacientai,
inksty akmenligé — 1 pacientas. 33 pacientams i$ visy 54 buvo atlikta pilvo ir
dubens kompiuteriné tomografija virSutiniy Slapimo taky urotelio karcinomai
ekskliuduoti, tame tarpe visiems pacientams, kuriems nustatyta idiopatiné
mikrohematurija. Kompiuterinés tomografijos tyrimas buvo atliktas pagal
klinikines indikacijas, tyréjams nejtakojant sveiky pacienty iStyrimo taktikos.
Visiems sveiky Slapimo pislés nuoplovy grupés pacientams taip pat buvo
atliktas citologinis tyrimas, kuris buvo neigiamas.

3.4.2. Biologiniy méginiy spektroskopiné analizé

Sio tyrimo tikslas yra nustatyti spektroskopiniy metody galimybe
diferencijuoti Slapimo piislés vézio ir nevézinius Slapimo puslés audinius, taip
pat sveiky ir serganciyjy Slapimo piislés véziu pacienty nuoplovas. Remiantis
jau atliktais spektroskopiniais tyrimais su biologiniais audiniais, kartu su
Slapimo piislés audinio analize, numatytas Slapimo puslés audinio
tarplastelinio skys¢io tyrimas.!'®!?° Tarplastelinio skys¢io Ramano sklaidos
spektrai gali suteikti svarbios informacijos apie lasteliy tipg tose audinio
srityse, i§ kuriy buvo paimtas skystis. Spektriniams tyrimams tarplastelinio
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skys€¢io méginiai ruoSiami Stampavimo biidu, prispaudziant biopsinj audinj
prie méginio laikiklio. Atitraukus audinj, ant laikiklio lieka 0,1 pm - 1 um
storio tarplgstelinio skyscio plévelé, kurios virpesinj spektrg reikia uzfiksuoti.
Dél nedidelio tarplastelinio skyscio sluoksnio storio Ramano sklaidos spektrai
yra labai silpni ir netinka audinio diagnostikai. Tokios plonos plévelés
Ramano sklaidos spektrg galima uZzfiksuoti tik naudojant pavirSiaus
sustiprinta Ramano sklaidg (angl. SERS). Dél tos pacios priezasties Slapimo
puslés nuoplovy tyrimai taip atlikti naudojant SERS spektroskopijg. Taip pat,
tikintis priartinti laboratorijoje atliekamus tyrimus prie klinikinés praktikos,
nuspresta kartu atlikti tyrimus su IR spektroskopija dél Siy Sio metodo
privalumy: tai yra audinius nepazeidziantis metodas, greitas spektry
uzregistravimas, nereikalingas sudétingas audiniy paruosimas, galimybé
naudoti Sviesolaiding technikg ir taip leisti naudoti metoda in situ salygomis,
spektrometrai yra nedideli ir transportabilis.

Projektuojant Sviesolaidinés IR spektroskopijos panaudojima in vivo
saglygomis endoskopiskai, buvo nuspresta tirti IR galimybe diferencijuoti
nevézinj Slapimo puslés audinj nuo vézinio. Todél nuspresta IR
spektroskopijos tyrimuose apsiriboti §lapimo pislés audinio preparatais.

3.4.2.1. SERS viso audinio ir audiniy tarplgstelinio skys¢io méginiy analizé
3.4.2.1.1. Méginiy paruoSimas

Méginiai viso audinio SERS analizei buvo paruosti tokia eiga:

e Svariu skalpelio aSmeniu buvo nupjauta nedidelé audinio dalis.
ISpjauti Slapimo ptslés vézio audiniai buvo gana mazi dél
operacijos (rezekcijos procediiros) apribojimy. Todél vidutiniskai
analizuojamy audiniy méginiai buvo mazdaug 1,5-2 mm
skersmens;

e audiniy pjuvis buvo padétas pjautine puse j virSy, o ant virSaus
uzlaSinta ir i8dziovinta nedidelé dalis koncentruoto koloidinio
nanodaleliy tirpalo;

e SERS spektrai buvo registruojami tiesiai nuo audinio pavirSiaus.

Siame darbe analizuojami nevéziniy ir véziniy §lapimo pislés audiniy
tarplastelinio skys¢io méginiai buvo paruosti tokia eiga:

e nedidelé Slapimo pislés audinio dalis buvo nupjauta nuo

pagrindinio audinio ir prispausta ant aliumininio pagrindo, kuris

buvo i§ anksto nuvalytas metanoliu (aliuminis gerai atspindi
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infraraudongja spinduliuote, krintancig j jg. Taip pat, aliuminio
pavirSius yra hidrofobinis, dél to koloidinio nanodaleliy tirpalo
laselis neiSsiplecia.);

e susidargs tarplastelinio skys¢io sluoksnis buvo dZiovinamas
atviroje aplinkoje kambario temperatiroje ir naudojamas
tolesniems tyrimams.

Atlikus tokig méginio paruosimo procediira, susidaro plona tarplgstelinio
skys¢io plévelé, | kurig patenka ir pavienés audinio lgstelés. Kadangi
tarplastelinio skys¢io meéginiai buvo paimti antspauduojant tiriamajj audinj
ant stiklinio pagrindo, antspaudas i$saugo informacijga apie audinio
morfologijg. Vézinés audinio sritys yra tose paciose antspaudo vietose, tik su
daug mazesne lasteliy koncentracija. Prie§ registruojant SERS spektrus, ant
i8dziovintos tarplastelinio skys¢io plévelés virSaus buvo uzlaSintas lasas
koloidinio nanodaleliy tirpalo. Siekiant iSvengti nuo laiko priklausanciy
biologinio méginio poky¢iy ir padidinti matavimy pakartojamumg, méginio
su koloidiniu nanodaleliy tirpalu paruoSimo ir SERS spektro gavimo laikas
buvo pakankamai trumpas, ne ilgesnis kaip 5 min.

Taip buvo paruostos sidabro nanodalelés:

e 18 mg sidabro nitrato (AgNO3, 99 %, Merck, Vokietija) iStirpinta
100 ml distiliuoto vandens.

e AgNO; vandeninis tirpalas nuolat maiSant buvo kaitinamas iki
virimo temperatiiros.

e pasiekus virimo temperatiirg, jpilta 2 ml 1 % trinatrio citrato
(Na3sCsHs07, 99 %, Merck, Vokietija) tirpalo ir visas miSinys
paliktas kaitinti dar valandg maiSant.

e po 1 val tirpalas buvo atSaldytas iki kambario temperatiiros ledo
vonioje. Gautas pilkSvai Zalias sidabro nanodaleliy tirpalas.

e siekiant padidinti nanodaleliy koncentracija, koloidinis tirpalas
buvo centrifuguojamas 10 min. 6500 aps./min greiciu.

e 15 mlis$ pradinio 30 ml tirpalo buvo pasalinta kaip supernatantas.
Likes koncentruotas tirpalas buvo naudojamas Ramano sklaidos
matavimams.

Remiantis transmisinés elektroninés mikroskopijos vaizdo analize,
nustatyta, kad vidutinis sferiniy nanodaleliy skersmuo yra apie 80 nm. Ag
nanodaleliy tinkamumas SERS tyrimams buvo patikrintas naudojant Slapimo
rugsti kaip adsorbata. Nustatyta, kad apskaiCiuotas analitinis sustiprinimo
koeficientas nanodaleléms yra 8 x 104,
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3.4.2.1.2. Analizavimo jranga

SERS spektrai buvo registruojami naudojant Furjé transformacijos (FT-
Raman) MultiRAM spektrometrg (Bruker GmbH, Vokietija). Méginiai buvo
apSvitinti 1064 nm bangos ilgio Nd:YAG lazeriu. Buvo naudojamas
paauksuotas hiperbolinis 90 laipsniy kampo veidrodinis objektyvas, sujungtas
su CCD kamera. Objektyvo zidinio nuotolis buvo 33 mm, o sufokusuoto
lazerio spindulio skersmuo - 100 um (vidutinis teorinis intensyvumas
bandinyje 1270 W/cm?, kai lazerio galia 100 mW, taciau reali tikétina lazerio
galia dél nuostoliy lazerio spindulio kelyje — 955 W/cm?). I$sklaidytai Sviesai
surinkti naudotas skystu azotu ausinamas Ge detektorius. Visi spektrai buvo
registruojami 100-3600 cm™! bangos skai¢iy diapazone, skyra - 4 cm™.

3.4.2.2. IR viso audinio spektroskopiné analize

Svieziai i$pjauty audiniy méginiy IR spektrai buvo registruojami naudojant
ATR IR S$viesolaidinj zondg. Sistema sudaro ATR sidabro halogenidy
Sviesolaidinis zondas (Art Photonics GmbH, Berlynas, Vokietija), prijungtas
prie standartinio FT-IR (Furjé transformacijos infraraudonojo) spektrometro
Alpha (Bruker Optik GmbH, Ettlingenas, Vokietija), sujungto su iSoriniu
skystu azotu ausSinamu MCT (gyvsidabrio-kadmio-telurido) detektoriumi
(Infrared Associates, Inc., modelis IRA-20-00131).

Buvo padaryti nedideli normalaus ir vézinio §lapimo ptslés audinio
pjuviai. Spektrai surinkti prispaudus ATR pluosto zondg prie Svieziai
supjaustyto audinio pavirSiaus. Kiekvienam méginiui buvo uzregistruoti keli
spektrai, kuriy analizei buvo iSvestas vidurkis. Spektrai uzregistruoti
spektrinéje srityje nuo 400 iki 4000 cm™! , skyra - 4 cm™!. Kiekvieno matavimo
metu registruojamos 64 interferogramos, kuriy vidurkiui atlikus Furjé
transformacija gaunamas ATR IR spektras. Furjé transformacijos metu
naudota Blackmanno-Harriso 3 nariy apodizacijos funkcija ir uzpildymo
nuliais koeficienta 2. Prie§ kiekvieng matavimg ATR kristalas buvo valomas
distiliuotu vandeniu ir etanoliu ir matuojamas aplinkos oro foninis spektras.

3.4.2.3. Slapimo paslés nuoplovy tyrimas SERS metodu

Bandinio paruosimo procediira tokia: pipetés pagalba ant aliuminio folija
dengtos stiklinés plokstelés uzlaSinamas mazas Slapimo pislés nuoplovy
lasas. Prie§ paruoSiant nanodaleliy sluoksnius ant aliuminiu padengto stiklo,
pagrindas buvo nuvalomas metanoliu, kad biity pasalintos nusédusios dulkeés,
pirsty antspaudai ar kiti neSvarumai, nugule ant aliuminio folijos pavirSiaus.
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Tuomet bandinys paliekamas i$dzititi kambario temperatiiroje, uzlasinamas
koloidinio nanodaleliy tirpalo lasas ir taip pat iSdziovinamas. Taip substrato
pavirSiuje susidaro ovalo formos bandinys, kurio krastuose registruojamas
sustiprintos Ramano sklaidos spektras.

SERS spektrai registruojami naudojant Furjé transformacijos (FT-Raman)
MultiRAM spektrometrg (Bruker GmbH, Vokietija), kurio parametrai
aprasSyti auksciau (zr. 3.4.2.1.2 skyriy). Norint padidinti signalo ir triukSmo
santykj visi spektrai buvo vidurkinami. Kiekvienas i§ spektry buvo
registruojamas 200 karty (angl. 200 scans), o gautieji rezultatai vidurkinami.

3.5. Rezultaty vertinimas matematinés statistikos metodais

SERS ir IR spektroskopija yra galingi ir tikslis cheminiy junginiy
identifikavimo metodai, taciau biologiniy audiniy biocheminés sudéties
nustatymas naudojant $ig metodika néra paprastas arba aiSkus. Biologiniai
méginiai yra sudétingos medziagos, kurig sudaro jvairlis cheminiai
komponentai. Daugumoje biologiniy méginiy yra gausu jvairiy junginiy
grupiy, tokiy kaip baltymai, lipidai, angliavandeniai ir nukleino ragstys,
taciau $iy komponenty proporcijos gali skirtis net tarp tos pacios kilmés
meginiy. Be to, spektrinés juostos yra gana placios ir gali persidengti
tarpusavyje. Dél Sios priezasties skiriasi IR spektrai, netgi to paties organo
audiniuose skirtinguose individuose. Si vidiné ir tarpklasiné kintamumo
savybé sukelia sunkumy aiSkinant biologiniy audiniy biocheminiy
sudéCiy pokycCius dél patologijos. Kai kuriais atvejais patologiniai
procesai gali sukelti nedidelius cheminio pobiidZio pokycius audiniuose,
todél reikalingi statistiniai metodai, kurie atsizvelgty j skirtumus tarp tos
pacios kilmés audiniy skirtinguose individuose ir leisty tuo paciu metu
nustatyti patologiniy procesy sukeltus pokycius.

3.5.1. Naudoti statistiniai tyrimo metodai

e Hierarchin¢ klasteriy analizé (HCA) — tai klasteriy grupavimo
metodas, kuris leidzia suprasti, kaip klasteriai tarpusavyje susije.
Tai daznai vaizduojama dendrograma, kuri parodo klasteriy
sarysius ir jy sujungimo buda. Pagrindiniai etapai yra objekty
atranka klasterizavimui, savybiy apibrézimas, panasumo
matavimas, objekty priskyrimas klasteriams ir gauty rezultaty
analizé. Pirmiausia atskiri objektai (pvz., spektrai) laikomi
atskirais klasteriais. Véliau randamas panaSiausias klasteris
(spektras) ir Sie du klasteriai sujungiami. Toliau operacija
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kartojama sujungiant dar du klasterius, o visi klasteriai sujungiami
1 vieng struktlira, pavadinta dendrograma. PanaSumas tarp
klasteriy apibtidinamas atstumu (pvz., Euklido atstumu) - kuo
mazesnis atstumas tarp dviejy klasteriy, tuo panasesni duomenys.
Pavyzdiné schema 10 paveiksle.
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10 pav. Hierarchinés klasterinés analizés dendrogramos pavyzdys. Y asyje —
Euklido atstumas. X aSyje — objektai, kurie grupavimo pradzioje sudaro

atskirg klasterj. Pirmiausia nustatomi du klasteriai (9 ir 4), kurie panasiausi ir

sugrupuojami. Véliau Sis sugrupuotas klasteris (9, 4) dalyvauja analizéje kaip
atskiras Kklasteris, o jy pozymiai suvidurkinami. Analizé tgsiama, kol

sujungiami visi klasteriai.

Pagrindiniy komponenciy analizé (PCA) naudojama duomeny
dimensijy sumazinimui ir didesnei dispersijai, tiesiSkai
transformuojant duomenis (pvz., spektry bangy daznius ir spektry
skaiCiy) ir atmetant komponentes su maza dispersija. Jvertinant
duomeny skirstymg, §i analizé identifikuoja pagrindines
komponentes, kurios paaiSkina duomeny variacija. Pagrindinés
komponentés yra nepriklausomos viena nuo kitos. Pagrindiniy
komponenciy skaiCius yra mazesnis, palyginti su kintamyjy
skai¢iumi. Pirmoji pagrindiné komponenté rodo didziausig
variacijy dalj, antroji - antrajg pagal dydj variacijy dalj, trecioji -
treCiaja pagal dydj variacijy dalj ir t. t. PCA grafika sudaro dvi
pagrindiniy komponenc¢iy plokStumos, kurios paprastai yra
didziausios. Pavyzdiné schema 11 paveiksle.
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11 pav. Pagrindiniy komponenciy analizés sudarymo schema. Pavyzdyje
naudojami objektai turintys du kintamuosius i§déstytus X ir Y asyse (A). PCA
naudoja koreliacija tarp kintamyjy, kad surasty vektorius PC1 ir PC2, kurie
paaiskina didziausig dispersijg (B). Duomeny taskuose vaizduojami tie patys
stebéjimai kaip ir anks¢iau, taciau dabar naudojamos naujos koordinatés,

pagristos ortogonaliy vektoriy (Pagrindinémis komponentémis PC1 ir PC2)

duomenimis (C).

e K-vidurkiy analizé¢ yra duomeny grupavimo metodas, kuris

naudojamas duomeny rinkiniuose rasti natiraliai susidarancias
grupes (klasterius). Siame metode kiekvienas klasteris yra

apibréziamas pagal jo vidurkj, kuris yra klasteryje esanciy tasky

vidutiné pozicija. Pavyzdiné schema pateikta 12 paveiksle.

A

™

o..
® 20
e 0

®e

® @
c.. ®e
° LN -] o
o ® ® 0

A

-

12 pav. K vidurkiy analizés sudarymo schema. A schemoje pavaizduoti

duomenys iki analizés. B schemoje pavaizduoti sugrupuoti duomenys. Visy
pirmg yra nustatomi 2 ar daugiau duomeny centroidai i§ i§déstyty duomeny

tasky. Kiekvienas duomeny taskas priskiriamas artimiausiam centroidui. B

schemoje pavaizduoti duomenys po grupavimo.
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e Diagnostinio tyrimo patikimumui jvertinti apskaic¢iuojamos
jautrumo, specifiskumo, teigiamos (PPV) ir neigiamos
prognostinés (NPV) vertés. Siems parametrams nustatyti
naudojama rezultaty suskirstymo lentelé:!?!

Liga

Yra Néra

Teisingai Klaidingai

. . . Teigiamas .. g .. g
Diagnostinio teigiamas teigiamas
testo rezultatas .. Klaidingai Teisingai

Neigiamas .. ..
neigiamas neigiamas

Jautrumas - tai gebéjimas nustatyti, kad testo rezultatai yra teigiami.
Didelio jautrumo testas reiskia, kad yra nedaug klaidingai neigiamy rezultaty,
todél praleidziama maziau ligos atvejy.'?! Tai galima apibidinti §ia formule:

Teisingai teigiami

autrumas =
/ Teisingai teigiami + Klaidingai neigiami

Tyrimo specifiSkumas - tai gebéjimas neigiamai jvertinti asmenj, kuris
neserga tam tikra liga. Labai specifinis testas reiskia, kad klaidingai teigiamy
rezultaty biina nedaug.'?! Tai galima apibudinti $ia formule:

. Teisingai neigiami
Specifiskumas =

Teisingai neigiami + Klaidingai teigiami

Teigiama prognostiné verte¢ (TPV) - tai tikimybé, kad pacientas, kurio
tyrimo rezultatas yra teigiamas, i3 tikryjy serga liga.'?! Si verté apibidinama
Sia formule:

_ Teisingai teigiami
TPy = Teisingai teigiami + Klaidingai teigiami

Neigiama prognostiné vert¢ (NPV) - tai tikimybé¢, kad neigiamg testo
rezultata gaves asmuo tikrai neserga.'?!

NPV Teisingai neigiami
" Teisingai neigiami + Klaidingai neigiami
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e Pasikliautinis intervalas (PI, angl. confidence interval) rodo ribas,
kuriose su tam tikra tikimybe yra tikrasis rodiklis. Tikimybé, kad
tikrasis rodiklis yra Siame intervale, vadinama reikSmingumo
lygmeniu. Moksle paprastai pateikiamas 95 % reikSmingumo
lygmuo. Pl rezultatai pateikiami intervalu, nurodant
reikSmingumo lygmenj. Pasikliautinio intervalo schema pateikta
13 paveiksle.

95%

-4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4

13 pav. Pasikliautinio intervalo schema. Pagal nurodyta grafika galime teigti,
kad 95 % atvejy populiacijg atspindintis rezultatas bus nurodytame
pasikliautiniame intervale.

3.6. Doktoranto ir kity tyréjy indélis

Doktorantas Gediminas Platkevicius jtrauké visus tiriamuosius j bio-
medicininj tyrimg, surinko visus klinikinius ir patologinius duomenis. Rinko
biologing medziagg operacingje ir atliko pooperacing tiriamyjy stebésena.
Gediminas Platkevicius analizavo spektroskopiniy tyrimy rezultatus ir siejo
pagrindiniy autoriy, rengiant tyrimo duomenimis paremtus mokslinius
straipsnius.  Pristaté  biomedicininio tyrimo duomenis mokslinése
konferencijose.

Spektroskopiniy tyrimy dalj atliko prof. dr. Valdo Sablinsko vadovaujama
fizikos fakulteto cheminés fizikos instituto komanda: dr. Rimanté
Velicka. Edvinas Zacharovas ir dr. Martynas Velicka buvo pagrindiniai
bendraautoriai ruo$iant pirmaja moksling publikacijag. Dr. Rimanté
Bandzeviiiité ir prof. dr. Justinas Ceponkus buvo antrosios publikacijos
pagrindiniai bendraautoriai.

Dr. Rimanté Bandzevicitité¢ supazindino doktorantg su spektroskopijos
prietaisais ir parodé, kaip yra atlickami spektroskopiniai tyrimai su gyvais
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Velicka konsultavo doktorantg ruosiant disertacija fizikiniais klausimais.

Prof. dr. Valdas Sablinskas buvo pagrindinis konsultantas, atsakingas uZ
biomedicininio tyrimo fiziking dalj. Profesorius kritiSkai vertino parengtas
mokslines publikacijas, pateiké vertingy pastaby dél jy turinio ir pateikimo
spaudai.

Prof. dr. A. Zelvys buvo darbo vadovas, atsakingas uz biomedicininio
tyrimo dizaing, ir pagrindinis konsultantas, sprendziant klinikinius klausimus.
Profesorius taip pat kritiskai vertino parengtas mokslines publikacijas, pateiké
vertingy pastaby dél jy turinio ir pateikimo spaudai.
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4. REZULTATAI
4.1. Tiriamyjy bendrosios charakteristikos

I viso | tyrimg buvo jtraukti 157 tiriamieji, kurie buvo gydyti VULSK dél
Slapimo pislés vézio. IS jy, 76 — buvo jtraukti j Slapimo pislés véZzio audiniy
tyrimus. Siems pacientams buvo atlickama SPTUR ar RC procediiros, ir esant
galimybei paimta Slapimo piislés nevézinio ir navikiskai pakitusio audinio
méginiai. Atvejais, kai procediiros metu nebuvo galima vizualizuoti sveikos
Slapimo ptslés gleivinés, nevézinio audinio méginiai nebuvo imti, todél
audiniy tyrimuose nevézinio ir vézinio audinio kiekis néra lygus.

Audiniy tyrimai buvo atlikti etapais. Pirmieji 30 pacienty buvo tirti abiem
spektroskopijos metodais — SERS ir IR. Vélesni pacientai, buvo tirti tik IR
metodu. Sios tyrimy imtys pateiktos atskirai, aprasant kiekvieno metodo
rezultatus. Pirmojo tyrimo etapo metu dalis makroskopiskai vertinto audinio
kaip navikinis, histologiniame tyrime buvo vertintas kaip pakites
uzdegimiskai (cistito), todél §i grupé spektroskopiniuose tyrimuose buvo
i8skirta atskirai. Vertinant IR metodu visi tiriamieji, kai histologinio tyrimo
galutiniame atsakyme buvo nustatyta ne urotelio karcinoma (pavyzdziui
nespecifinis cistitas, neuroendokrininé karcinoma, adenokarcinoma), buvo
eksliuduoti. Tuomet, tyrime liko 54 tiriamieji.

Slapimo pislés nuoplovy tyrime jtrauktas 81 tiriamasis, i§ kuriy 27
tiriamyjy — SPV grupéje ir 54 tiriamieji sveikoje grupéje, kuriems niekada
nebuvo nustatytas SPV.

4.2. Slapimo pislés audinio tyrimai SERS metodu

Siame darbe buvo surinkti ir istirti 58 §lapimo piislés audinio méginiai i3
30 skirtingy pacienty (28 sveiky, 25 véziu serganéiy pacienty ir 5 cistitu
serganciy pacienty). Dviems pacientams sveiko audinio méginio nebuvo
jmanoma paimti. Siame tyrime naudoty §lapimo pislés audiniy histologinés
analizés rezultatai pateikti 3 lenteléje. Véziniai susirgimai buvo klasifikuojami
pagal TNM Kklasifikavimo sistema.
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3 lentelé. Tyrimo metu surinkti audiniy tipai ir pacienty charakteristikos. Informacija,
pagrista operacijos metu gauta informacija ir galutiniy patologinio iStyrimo
duomenimis.

Audinio tipas Méginiy skaicius
Normalus SP audinys 28
Pazeistas audinys

Cistitas 5
Auksto laipsnio UK 16
Zemo laipsnio UK 9

Tiriamyjy charakteristika Tiriamyjy skaicius
Tumoro dydis SPTUR metu
<10 mm 8
10-30 mm 10
>30 mm 7
Tumory skai¢ius SPTUR metu
Vienas 10
Du - trys 9
Daugiau nei trys 6

Papildoma informacija

Viso dalyvavo tiriamyjy 30
Vidutinis tiriamyjy amzius (metais) 71,3

Norint nustatyti spektrinius skirtumus tarp nevéziniy, véziniy ir cistitu
paveikty Slapimo pislés audiniy, buvo uzregistruoti SERS spektrai. Spektrai
buvo registruojami penkiose skirtingose bandinio vietose kiekvienam Slapimo
puslés audinio méginiui, siekiant atsizvelgti j galimus skirtumus spektruose
skirtingose to paties audinio vietose. Slapimo piislés audiniy vidutiniai SERS
spektrai pateikiami 14 paveiksle.
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14 pav. Vidutiniai visy tiriamyjy SERS spektrai cistitu paveikty, véziniy ir sveiky
Slapimo pislés audiniy méginiy, ir skirtuminis spektras, kuris yra apskaiciuotas i$
vézinio audinio spektro atémus normalaus audinio spektrg ir pateiktas padidintu
intensyvumu (4x). Spektruose pilki plotai atitinka intensyvumo standartinj nuokrypj.
Zadinangios spinduliuotés bangos ilgis yra 1064 nm.

Pilkos spalvos plotai rodo SERS spektro juosty intensyvumo standartinj
nuokrypj. Siuos poky¢ius galima paaiskinti koncentracijos svyravimais dél
nevienodo struktiriniy molekuliy pasiskirstymo. Véziui svarbiy molekuliy
pasiskirstymas zmogaus organizme priklauso nuo fiziologijos, gyvenimo
biido, fizinio aktyvumo, vartojamo maisto, vaisty, ligy ir kity veiksniy. Be to,
vézio atveju tokiy molekuliy koncentracija audiniuose gali kisti priklausomai
nuo skirtingo naviko tipo, jo stadijos ir véziniy lasteliy morfologiniy poky¢iy.
Taip pat svarbu pazyméti, kad operacijos metu tiksli riba tarp normaliy ir
véziniy audiniy yra nematoma. Tod¢l véZines lasteles galima aptikti sveiko
audinio méginyje ir atvirksciai.

Analizuojant sveiko ir vézinio Slapimo puslés audinio SERS spektry
vidurkius, reik§mingy spektriniy skirtumy tarp jy nebuvo nustatyta. Siekdami
i8rySkinti nedidelius spektrinius nuokrypius tarp tirty méginiy, sudarytas
skirtuminis spektras, kuris yra apskaiciuotas i§ vézinio audinio spektro atémus
normalaus audinio spektra (toks metodas anksCiau buvo taikytas iSsamiai
Raman/SERS S§lapimo piislés vézio analizei®®®!122). Skirtuminis spektras
parodé dvi dominangias spektrines juostas (14 pav.). Jos yra 660 cm™ ir 891
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cm’!. Be to, palyginus véziniy ir normaliy audiniy spektrus su cistito paZeisty
audiniy SERS spektrais, buvo nustatytos trys SERS spektro juostos, kuriy
normaliy ir véZiniy audiniy spektruose néra arba jy intensyvumas mazas. Sios
juostos yra 724 cm™!, 1222 cm™ ir 1438 cm™'.

Siekiant jvertinti Slapimo piislés vézio ir cistito paZzeisty Slapimo ptslés
audiniy spektriniy pozymiy patikimumag ir tikslumg, buvo atlikta pagrindiniy
komponenciy analizé (PCA) naudojant algoritmg, sukurtg "Origin Pro 9"
programine jranga ("OriginLab Corporation", Northampton, MA).

Pagrindiniy komponanc¢iy analizéje buvo pasirinktos spektriniy juosty
sritys, kurios gali biiti naudojamos Slapimo piislés audiniy véziui ir cistitui
nustatyti. Slapimo pislés audinio spektry analizei buvo pasirinkti §ie SERS
spektrinés sritys: 700-750 c¢m™, 1190-1260 cm™ ir 1400-1460 cm™ .
Potencialiy zymeny juosty spektro srityse atlikta PCA parodé, kad normalaus,
vézinio ir cistito paveikto audinio spektry duomeny projekcijos i§ dalies
sutampa pagrindiniy komponenciy plokStumoje. Aiskiy riby tarp tasky grupiy,
atitinkan¢iy skirtingy audiniy spektrus, nubrézti negalima. Galima daryti
prielaidg, kad spektriniy juosty, kurios Slapimo piislés audiniy tyrimuose buvo
nustatytos kaip cistito pazeisty audiniy spektriniai Zymenys, intensyvumo
svyravimai gali buti atsitiktiniai ir priklausyti tik nuo skirtingos paciento
fiziologijos ir kity veiksniy. De¢l Sios priezasties atitinkamy juosty
intensyvumo pokyc¢iy negalima priskirti sveiky, véziniy ar cistitu sergancéiy
audiniy grupéms, kurios tiesiog pasizymi Sioms grupéms biidingais bruozais.

4.3. Slapimo pislés tarplastelinio skys¢io tyrimai SERS metodu

Siame darbe buvo pasirinktas audiniy tepinéliy metodas, nes jis jau buvo
naudotas ankstesniuose tyrimuose, kuriuose buvo jrodyta, kad tarplastelinio
skys¢io méginiuose taip pat yra pavieniy audiniy lgsteliy, o spektriniy juosty
intensyvumo  poky¢iai nedideli lyginant su audiniy tyrimais.!'*?
Tarplastelinio skys¢io SERS spektrai taip pat buvo registruojami penkiuose
atsitiktinai parinktuose kiekvieno méginio taskuose. SERS signalo surinkimag
tokiu biidu galima laikyti spektrinés informacijos vidurkiu. Norint parodyti
tipinio méginio atkuriamuma, 15 paveiksle pateikti SERS spektrai, surinkti
penkiuose atsitiktinai parinktuose normalaus Slapimo puslés audinio
tarplastelinio skysCio taSkuose. Kaip galima pastebéti, matavimo taske
atsiranda tik nedideli intensyvumo skirtumai.
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15 pav. Vieno tiriamojo normalios §lapimo ptslés tarplastelinio skys¢io SERS
spektrai, surinkti penkiuose atsitiktinai pasirinktuose méginio taskuose.

Sveiko, navikinio ir cistito paveikto audinio tarplastelinio skyscio, kuriame
yra pavieniy lgsteliy, SERS spektrai pateikti 16 paveiksle. Pazymétina, kad
spektriniy juosty intensyvumo standartinis nuokrypis (vizualizuotas pilkuoju
plotu) Siuose spektruose gali biiti siejamas ne tik su individualiais poky¢iais
dél skirtingo kiekvieno paciento gyvenimo biido, bet ir su méginio paruoSimu
dél nelygaus pavirsiaus tarplastelinio skyscio sluoksnio. Taip yra todél, kad
jprastinés ir pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos signaly intensyvumas
priklauso nuo tiriamojo méginio storio (prie Ramano signalo prisidedanciy
molekuliy skai¢iaus). Labai plonas tarplgstelinio skyscio sluoksnis su
pavienémis lastelémis lemia pakankamai stipry SERS signala, o storo
sluoksnio SERS spektras gali biiti panasus i viso audinio Ramano spektra.
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16 pav. Visy tiriamyjy cistito pazeisty, véziniy ir normaliy Slapimo piislés audiniy
tarplastelinio skys¢io SERS spektry vidurkiai ir padidinto intensyvumo (x4) skirtumo
spektrai tarp véziniy ir normaliy bei véziniy ir cistito pazeisty audiniy tarplastelinio
skyséio vidurkiy. Pilkos spalvos plotai spektruose rodo intensyvumo standartinj

nuokrypj.

Pagrindiniai spektriniai skirtumai, leidziantys atskirti sveikus ir vézinius
audinius, pavaizduoti 16 paveiksle pateiktuose tarplgstelinio skys¢io SERS
spektruose. Sios spektrinés juostos yra atitinkamai ties 1052 cm™ ir 1414 cm
!, Vézinio §lapimo piislés audinio tarplastelinio skys¢io SERS juosta ties 1052
cm’! yra gana intensyvi, o sveiky ir cistito pazeisty audiniy spektruose juosta
ties 1414 cm™ yra maZiau intensyvi. Kai kuriuose sveiky audiniy SERS
spektruose $iy juosty apskritai néra.

Spektriniai pokyc¢iai aiSkiau matomi SERS skirtuminiame spektre (16
pav.), sudarytame i véziniy ir normaliy bei véziniy ir cistito paveikty Slapimo
pislés audiniy spektry vidurkiy. Siame spektre esantys teigiami poZymiai yra
susije su véziniams méginiams budingomis papildomomis arba
sustipréjusiomis juostomis. Taigi, intensyviausia juosta matoma ties 1052 cm
' 0 dvi mazesnio intensyvumo juostos atsiranda ties 1414 ir 660 cm™'.

Analizuojant tarplgstelinio skys¢io SERS juostas PCA analizei, buvo
pasirinktos 600-750 cm™, 1020-1080 cm™ ir 1390-1440 cm™! spektrinés sritys.

50



600-750 cm™ ir 1390-1440 cm! spektriniy sri¢iy PCA diagramy taskai placiai
i§sidéste ir dauguma skirtingy tiriamyjy grupiy taskai sutampa, todél nebuvo
Jjmanoma nustatyti tiriamyjy susikaupimo sriciy, pagal kurias biity galima
atskirti sveiko, vézio ir cistitinio §lapimo pislés audinio grupes. Tuo tarpu,
1020-1080 cm™! spektrinés srities PCA diagramoje aiSkiai i$skiriama tasky
grupé, atitinkanti sveiko Slapimo pislés audinio tiriamyjy spektrinius
duomenis (17 pav.).
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17 pav. Pagrindiniy komponenéiy analizés (PCA) diagrama 1020 - 1080 cm™! bangy
skaiCiaus srityje, kurioje yra normalaus, vézinio ir cistito pazeisto $lapimo puslés
audinio méginiy tarplastelinio skys¢io SERS spektrai.

Atlikus 1020-1080 c¢m™ spektro duomeny pagrindiniy komponenciy
analizg, paaiskéjo, kad 81 % véziniy audiniy méginiy galima priskirti atskirai
grupei, kurios duomeny nuokrypiai yra didesni nei sveiky ir cistito pazeisty
audiniy. Toks metodo véziniy méginiy atskyrimas nuo kity audiniy, lemia
tokius metodo tikslumo rezultatus: jautrumas — 85 % ir specifiskumas — 97 %.
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4 lentelé. Apibendrinta Slapimo pislés vézio tarplastelinio skyscio SERS
spektroskopijos rezultaty pagrindiniy komponenciy analizés (PCA) rezultaty
jautrumo, specifiSkumo, teigiamosios prognostinés vertés (TPV) ir neigiamosios
prognostinés vertés (NPV) vertés.

Metodas
PCA
Rezultatas 95 % PI
Jautrumas 85 % 64 —95 %
Specifiskumas 97 % 84 —100 %
TPV 95 % 75-99 %
NPV 89 % 77-95%

Santrumpos: PI — pasikliautinis intervalas
4.4. Slapimo paslés audinio tyrimai IR metodu

Sioje tyrimo dalyje jtraukti 54 tiriamieji. Apibendrinti duomenys
pateikiami 5 lentel¢je. Daugeliu atvejy kiekvieno paciento spektrinei analizei
buvo gauti dviejy tipy audiniy méginiai (nevéZiniai ir véZziniai). Keliais
atvejais i§ konkretaus paciento analizei buvo gautas tik nevézinis arba tik
vézinis audinys, todél analizuoti tik 49 nevéziniai ir 47 véZziniai audiniy
méginiai.

5 lentelé. Tyrimo metu surinkti audiniy tipai ir pacienty charakteristikos. Informacija,

pagrista operacijos metu gauta informacija ir galutiniy patologinio iStyrimo
duomenimis.

Audinio tipas Méginiy skaicius
Nevézinis SP audinys 49
Navikinis audinys

Auksto laipsnio UK 34
Zemo laipsnio UK 13

Tiriamyjy charakteristika Tiriamyjy skaicius
Tumoro dydis SPTUR metu
<10 mm 12
10-30 mm 18
>30 mm 17
Tumory skai¢ius SPTUR metu
Vienas 15
Du - trys 15
Daugiau nei trys 17

Papildoma informacija

Viso dalyvavo tiriamyjy 54
Vidutinis tiriamyjy amzius (metais) 70,5
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Tiriamyjy nevézinio ir vézinio Slapimo pislés audinio vidutiniai IR
spektrai pateikti 18 paveiksle.
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18 pav. Visy tiriamyjy imties nevéziniy ir §lapimo pislés karcinomos (auksto laipsnio
naviko ir zemo laipsnio urotelio karcinomos) audiniy vidutiniai IR spektrai.
Spektrams atlikta bazinés linijos korekcija ir vektorinis normavimas. Nevézinio
audinio spektras pasizyméjo rysSkesnémis 1033 cm™!, 1206 cm™, 1240 cm™, 1282 cm-
1, 1317 em™ ir 1339 cm! spektrinémis juostomis. Vézinio audinio spektras
pasiZyméjo rySkesnémis spektrinémis juostomis ties 972 cm’!, 1082 cm™!, 1028 cm™!
ir 1154 cm.

Statistiné analizé (hierarchiné klasteriné analizé (HCA) ir pagrindiniy
komponenciy analizé (PCA)) atlikta naudojant duomeny analizés programing
jrangg OriginPro (OriginLab corporation). Prie§ atliekant statisting analize
spektrai buvo i§ anksto apdoroti: atmosferos kompensavimas, bazinés linijos
korekcija, vektoriaus normalizavimas ir poslinkio korekcija buvo atlikti
naudojant spektroskopijos programing jrangg OPUS (Bruker Optik GmbH,
Ettlingen, Vokietija). Pries atlieckant HCA analize, pirmoji spektry iSvestiné
buvo apskai¢iuota naudojant spektroskopijos programine jranga OPUS.
Statistin¢ analize atlikta taikant standartines "OriginPro" programinés jrangos
paketo procediras (hierarching klastering analizg¢ ir pagrindiniy komponenciy
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analizg). Atlieckant HCA buvo pasirinktas Ward klasteriy algoritmas,
Euklidinio atstumo tipas.

Siekiant jvertinti metodo patikimuma, buvo apskaifiuotas jautrumas,
specifiSkumas, teigiama prognostin¢ vert¢ (PPV) ir neigiama prognostiné
verté (NPV). 95 % pasikliautinieji intervalai (PI) apskaiciuoti naudojant
interneting statistinés analizés priemong MedCalc ("MedCalc Software Ltd.",
Ostendé, Belgija).

IR spektroskopijos gebéjimo atskirti navikinius ir nevézinius audinius
jvertinimui, buvo taikoma HCA ir PCA analize. 19 paveiksle pavaizduota
HCA analizés dendrograma. Véziniy ir nevéZziniy audiniy spektrai suskirstyti
] du klasterius (raudonasis klasteris kairéje ir mélynasis klasteris deSinéje
dendrogramos puséje atitinka véziniy ir nevéziniy audiniy klases), didelis
atstumas tarp klasteriy rodo, kad abi audiniy klasés yra gerai atskirtos. Tik 1
spektras i§ 49 nevéZziniy audiniy spektry ir 4 spektrai i§ 47 navikiniy audiniy
spektry buvo priskirti klaidingoms klaséms (Sie spektrai pazyméti * simboliu),
o tai atitinka 91 % jautruma ir 98 % specifiSkuma (6 lentelé).
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19 pav. HCA dendrograma. Raudonas klasteris atitinka navikiniy audiniy klase,
mélynas klasteris - nevéziniy audiniy klase. Raidés T ir N zymi atitinkamai kiekvieno
navikinio ir normalaus audinio méginio spektrus. * Simbolis Zymi spektrus, kurie
buvo priskirti neteisingai audiniy klasei.
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6 lentelé. Apibendrintos Slapimo piislés vézio audinio IR spektroskopijos rezultaty
hierarchinés klasteriy analizés (HCA) ir pagrindiniy komponenciy analizés (PCA)
rezultaty jautrumo, specifiSkumo, teigiamosios prognostinés vertés (TPV) ir
neigiamosios prognostinés vertés (NPV) verteés.

Metodas
HCA PCA
Rezultatas 95 % PI Rezultatas 95 % PI
Jautrumas 91 % 80 —-98 % 91 % 80 —-98 %
Specifiskumas 98 % 89— 100 % 96 % 86 —100 %
TPV 98 % 86 — 100 % 96 % 85-99 %
NPV 92 % 82-97% 92 % 87 -98 %

PI — pasikliautinis intervalas

PCA analizés rezultatai pateikti 20 paveiksle. Spektrai normalizuoti, todél
didziaja dispersijos dalj paaiSkina pirmoji ir antroji pagrindinés komponentés
(PC) (pirmosios ir antrosios PC dispersijos procentiné dalis yra atitinkamai 39
% ir 16 %). ReikSmingiausius cheminius pokycius audiniy méginiuose
apibrézia pirmoji ir antroji PC, todél pateikiamas Siy dviejy PC grafikas.
Kairéje ir deSinéje diagramos puséje esantys klasteriai atitinka atitinkamai
nevézinio ir vézinio audinio klases. Mélynais taskais pazyméti kiekvieno
nevézinio audinio spektrai, raudonais ir oranziniais taskais pazyméti
kiekvieno navikinio (atitinkamai aukSto ir Zemo piktybiskumo laipsnio)
audinio méginiy spektrai. Klasés yra gerai atskirtos, tik 2 spektrai i§ 49
normaliojo audinio spektry ir 4 spektrai i§ 47 navikinio audinio spektry buvo
priskirti klaidingoms klaséms, o tai atitinka 91 % jautrumag ir 96 %
specifiskuma (6 lentelé).
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Pagrindiné komponenté 2 (16 %)
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20 pav. PCA diagrama. M¢lynais taskais pazyméti visy nevézinio audiniy méginiy
spektrai, raudonais ir oranziniais taSkais pazyméti kiekvieno vézinio (atitinkamai
auksto ir zemo piktybisSkumo laipsnio) audinio spektrai. Skliausteliuose nurodyta
procentiné PC dispersijos dalis.

4.5. Slapimo pislés nuoplovy tyrimas SERS metodu

Eksperimento metu, siekiant patikrinti, ar spektriniai skirtumai néra
atsitiktiniai ir galima juos panaudoti Slapimo puslés vézio identifikavimui,
buvo uzfiksuoti 81 skirtingy pacienty Slapimo piislés nuoplovy (27 véziniy ir
54 nevéziniy) SERS spektrai. Sio tyrimo metu §lapimo pislés nuoplovy SERS
spektrai buvo suvidurkinti siekiant jsitikinti, kad charakteringy zymeny
pasikartojimas néra atsitiktinis. Be to, spektry vidurkinimas buvo taikomas
siekiant padidinti signalo ir triuk§mo santykj, palengvinant spektry analize.
Tai leidzia aiskiau iSskirti esminius spektry skirtumus ir panasumus, ypac kai
spektrinés juostos turi maza intensyvuma. Spektry vidurkiai pateikti 21
paveiksle.
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21 pav. Visy tiriamyjy §lapimo pislés nuoplovy SERS spektry vidurkiai. Slapimo
puslés véziu serganciy tiriamyjy spektriné juosta pazyméta raudona spalva, sveiky
pacienty — mélyna spalva.

Sio tyrimo metu uZregistruoty véziniy ir nevéziniy $lapimo pislés
nuoplovy SERS spektruose nustatyti keturi reik§mingiausi skirtumai, kai
spektrinés juostos buvo nestebimos nevéziniuose, bet stebimos véziniuose
Slapimo pislés nuoplovy spektruose. Skirtumai buvo stebimi visuose
bandiniuose, kurie buvo paruosti i§ véziniy ir nevéziniy Slapimo puslés
nuoplovy. Visy pirma, véziniy Slapimo ptslés nuoplovy SERS spektruose
matoma intensyvi spektriné juosta ties 852 cm!, kurios nebuvo stebima sveiky
pacienty spektruose. Dar viena intensyvi spektriné juosta véziniy pacienty
spektruose buvo stebima ties 919 cm™, kurios sveiky pacienty spektruose néra,
ar yra nedidelio intensyvumo. Taip pat véZiniy audiniys pektruose stebimos
intensyvios ar vidutinio intensyvumo juostos ties 1200 cm™ ir 1030 cm!, kuriy
nebuvo matoma sveiky pacienty spektruose.
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Metodo tikslumas diagnozuoti vézinius atvejus buvo nustatytas atlikus
statistinés analizés metoda — K-vidurkiy analiz¢, naudojant kompiutering
programg Quasar. K-vidurkiy analizé atlikta pasirinkus atvejj, kur duomenys
yra skirstomi j 2 (vézinis, nevézinis) klasterius ir yra pavaizduota 22
paveiksle. Klaidingai suklasifikuoti buvo 11 spektry (11 véZiniy, 0 nevéziniy).
Tai aiskiai rodo, jog véZiniuose ir nevéziniuose SERS spektruose spektrinés
juostos pasikartoja, leidziant klasifikuoti spektrus ir palengvinti tolimesng
analize. Sio analizés metodo specifiskumas yra 100 % (95 % PI 93 — 100 %),
o jautrumas siekia 59 % (95 % PI1 38 — 77 %).
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Klasteris
22 pav. Slapimo pislés nuoplovy SERS spektry K-vidurkiy analizés rezultatai,
intervale 0 — 4000 cm™'. (O — véZiniy $lapimo piislés nuoplovy SERS spektrai; K —
nevéziniy slapimo ptslés nuoplovy SERS spektrai)

Analizuojant spektrus ir remiantis identifikuotais spektriniais skirtumais,

buvo atlikta K-vidurkiy analizé, kuriai pasirinkti skirtingi spektry intervalai.
Atitinkamos K-vidurkiy analizés rezultatai pateikti 23-24 paveiksluose.
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Siluetas

Klasteris
23 pav. Slapimo pislés nuoplovy SERS spektry K-vidurkiy analizés rezultatai,
intervale 450 — 1300 cm™!. (O — véZiniy $lapimo piislés nuoplovy SERS spektrai; K —
nevéziniy §lapimo pislés nuoplovy SERS spektrai)

Siluetas

Klasteris

24 pav. Slapimo pislés nuoplovy SERS spektry K-vidurkiy analizés rezultatai,
intervale 900 — 1200 cm!. (O — véZziniy $lapimo piislés nuoplovy SERS spektrai; K —
nevéziniy slapimo ptslés nuoplovy SERS spektrai)
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Sumazinus intervalg iki 450 — 1300 cm™, buvo neteisingai priskirti 11
spektry (3 nevéziniai, 8 véziniai), o intervale 900 — 1200 cm™ — 10 spektry (3
nevéziniai, 7 véziniai). Abiem atvejais buvo apskaiCiuotas analizés metodo
specifiSkumas ir jautrumas, siekiant palyginti, kaip skiriasi duomeny
klasifikavimas, pasirenkant specifinj duomeny diapazong. Sumazinus
intervalg iki 450 — 1300 cm™ specifiSkumas sumazéjo iki 94 % (95 % P1 84 —
98 %), taciau jautrumas padidé¢jo iki 70 % (95 % PI 49 — 86 %). Dar labiau
sumazinus intervalg iki 900 — 1200 cm™! specifiSkumas nepakito ir iSliko 94
% (95 % PI 85 — 99 %), o jautrumas padidéjo iki 74 % (95% PI1 53 — 89 %).
Apibendrintas K-vidurkiy analizés visuose tirtuose spektriniuose intervaluose
reikSmés nurodytos 7 lenteléje.

7 lentelé. Apibendrintos Slapimo puslés nuoplovy SERS spektry K-vidurkiy analizés
jvairiuose spektriniuose intervaluose rezultaty jautrumo, specifiSkumo, teigiamosios
prognostinés vertés (TPV) ir neigiamosios prognostinés vertés (NPV) vertés.

Intervalas
0 —4000 cm’! 450 — 1300 cm™! 900 — 1200 cm’!
Rezultatas 95 % PI Rezultatas 95 % PI Rezultatas 95 % PI
Jautrumas 59 % 38—-77% 70 % 49 - 86 % 74 % 53-89%
Specifiskumas 100 % 93 —-100 % 94 % 84 -98 % 94 % 85-99 %
TPV 100 % 79 — 100 % 86 % 67 —-95% 87 % 68 —95 %
NPV 83 % 75-88 % 86 % 78 -92 % 88 % 79-93 %

PI — pasikliautinis intervalas

4.6. Slapimo piislés vézio piktybiskumo vertinimas spektroskopiniais
metodais

Pirmojoje tyrimo dalyje, kai buvo atlikti SERS spektroskopiniai bandymai
su Slapimo puslés audiniu dél mazos pacienty imties navikiniai audiniai
nebuvo iSskirti pagal piktybiskumo laipsnj. Tyrimas apsiribojo metodo
galimybe diferencijuoti vézinj audinj nuo nevézinio.

Slapimo paslés audinio tyrimuose IR spektroskopijos metodu pastebéta,
kad urotelio karcinomos audiniy spektruose stebimos didesnés optinio tankio
vertés 1028 cm™ juosty ir 1154 cm™ juosty virpesiams, kurios taip vizualiai
skiriasi tarp auksto ir zemo piktybiskumo UK vidutiniy spektry (25 pav.).
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25 pav. Normalaus ir Slapimo puslés karcinomos (auksto laipsnio naviko ir zemo
laipsnio urotelio karcinomos) audiniy vidutiniai ATR IR spektrai. Spektrams atlikta
bazinés linijos korekcija ir vektorinis normavimas. Punktyrine linija pazymétos
didesnés optinio tankio vertés 1028 cm™! juosty ir 1154 cm! juosty virpesiams

Siekiant patikrinti IR spektroskopijos galimybe diferencijuoti auksto ir
zemo piktybiSkumo urotelio karcinomos audinius, buvo taikoma hierarchiné
klasteriné analizé (HCA) navikinio audinio spektro pirmajai i§vestinei. Si
analizé¢ atlickama spektrinj diapazong nuo 950 iki 1183 c¢m’, kuris apima
spektrines juostas 1028 cm™ ir 1154 cm’!, kurios vizualiai i$siskyré vertinant
vidutinius spektrus. Dauguma auksto laipsnio naviky spektry (29 i§ 34) sudaré
vieng klaster] kartu su 7 spektrais (i§ 13) i§ zemo laipsnio naviky. Kitame
klasteryje 6 spektrai i§ Zemo laipsnio naviky buvo sugrupuoti su 5 spektrais 18
auksto laipsnio naviky. Apibendrinant Siuos rezultatus, galima daryti iSvada,
kad auksto laipsnio navikus galima nustatyti 85 % tikslumu, o Zemo laipsnio
navikus - tik 46 % tikslumu. Apibendrinti $lapimo ptslés vézinio audinio
diferencijavimo pagal piktybiskumo laipsnj HCA analizés rezultatai pateikti
8 lenteléje.
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8 lentelé. Apibendrintos Slapimo puslés vézinio audinio diferencijavimo FTIR
spektroskopijos biidu pagal piktybiSkumo laipsnj hierarchinés klasteriy analizés
(HCA) rezultaty jautrumo, specifiSkumo, teigiamosios prognostinés vertés (TPV) ir
neigiamosios prognostinés vertés (NPV) vertés.

Urotelio karcinomos variantas

APUK ZPUK
Rezultatas 95 % PI Rezultatas 95 % PI
Jautrumas 85 % 68 —95 % 46 % 19-75%
Specifiskumas 46 % 19-74 % 85 % 69 - 95 %
TPV 80 % 71 -87 % 55 % 31-77%
NPV 54 % 30-77% 81 % 71 -87 %

PI — pasikliautinis intervalas
APUK - auksto piktybiskumo urotelio karcinoma
ZPUK — zemo piktybiskumo urotelio karcinoma
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5. REZULTATU APTARIMAS
5.1. Spektroskopiniy tyrimy nustatyty zymeny juosty analizé

Siekiant paaiskinti pastebétus Slapimo piislés audiniy ir nuoplovy spektry
skirtumus, buvo atliktas preliminarus spektriniy juosty priskyrimas pagal
literatiros duomenis. SERS spektroskopijos audiniy ir tarplastelinio skyscio
tyrimo metu taip pat buvo uzregistruota tirpaly su pavienémis biomolekulémis
spektrai, kad biity galima lengviau suprasti Slapimo pislés vézio tyrimo
spektriniy juosty pokycius (26 pav.).
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26 pav. Skirtuminis spektras tarp Slapimo pislés véziniy ir sveiky Slapimo puslés
audiniy tarplastelinio skyscio. Palyginimui taip pat pateikiami skirtingy biomolekuliy
(1 mM) tirpaly SERS spektrai. ATF — adenozintrifosfatas.

Visy pirma, SERS spektroskopijos audiniy tyrimo metu statistiSkai
reik§Smingy skirtumy nebuvo stebéta, taciau lyginant vézinius ir sveiky
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pacienty spektrus buvo pastebétos dvi dominuojancios juostos 660 cm™ ir 891
cm! (14 pav.). Pagal literatiiros Saltiniy duomenis ir registruoty biomolekuliy
tirpaly SERS spektrus, galime teigti, kad Sios juostos rodo didesne cisteino
koncentracijg navikiniame §lapimo piislés audinyje.'* Taip pat biomolekuliy
tirpaly spektre guaninas turi ryskig juosta ties 660 cm™, ta¢iau kitos guanino
iSreikstos juostos ties 1600 cm™ §lapimo piislés véZio spektre nestebima. Dél
Sios priezasties negalime teigti, kad Slapimo piislés vézio spektro isreiksta 660
cm’! juosta lemia didesné guanino koncentracija.

Cisteinas yra nepakei¢iamoji aminoriig§tis, svarbi baltymy gamybai ir
kitoms medziagy apykaitos funkcijoms. Jo yra beta-keratino sudétyje. Tai
pagrindinis nagy, odos ir plauky baltymas. Cisteinas svarbus kolagenui
gaminti. Cisteinas, kaip daugialypis pirmtakas, atlicka pagrindinj vaidmen;j
lasteliy metabolizme ir prisideda prie véziniy lgsteliy iSlikimo ir
dauginimosi.'**

Slapimo piislés tarplastelinio skyséio tyrimo SERS metodu metu véZiniy
audiniy spektruose buvo stebimos intensyvesnés juostos ties 1052 cm! ir 1414
cm!. Véliau sudarytame skirtuminiame spektre tarp véziniy ir sveiky audiniy
be $iy juosty isry$kéjo ir anks¢iau minéta cisteinui biidinga 660 cm™ juosta
(16 pav.). Pagal atlikta biomolekuliy spektry lentele (26 pav.) galime
pastebéti, kad visos tirtos molekulés (cisteinas, tirozinas, ATF, timinas,
guaninas ir pieno riigstis) galéjo prisidéti prie vézinio spektro juostos
intensyvumo ties 1052 cm™. Vis délto, skirtingai nei kity molekuliy nedidelio
intensyvumo ties 1052 cm™ juosta, pieno riigities tirpalo §ioje vietoje buvo
didziausio intensyvumo ir neturi rySkiy intensyvumo juosty kitose srityse.
Taip pat Siai zonai galéjo turéti jtakos jau minétas cisteinas, kurio tirpalo
SERS spektre 1052 cm™ juosta taip pat buvo intensyvesné. Si juosta yra
ryskiausias Zymuo Sio tyrimo rezultatuose ir pagal Sig juostg jtraukiant]
intervalg 1020-1080 cm™ buvo atlikti tyrimo tikslumo skai¢iavimai.

Pieno rugstis vézinése lgstelése kaupiasi dél energijos gavimo biido —
glikolizés, kai gliukozé virsta galutiniu metabolitu Slapimo ragstimi.
Vézinéms lgsteléms biidinga glikolizé kaip pirminis energijos gavimo biidas,
net ir aerobinémis salygomis. Sia véziniy lasteliy savybe pirmas pastebéjo
vokie¢iy fiziologas Otto Warburg.'” Sis ,,aerobinés glikolizés®, ar kitaip
vadinamo ,,Warburg‘o efekto* procesas yra maziau efektyvus nei oksidacinio
fosforilinimo kelias.'?® Dél $io proceso padidéja véziniy Igsteliy gliukozés
poreikis lyginant su sveiky lasteliy. Be to, vézinés lgstelés gauna energijos ir
i§ kity nuo gliukozés nepriklausomy energijos gavimo keliy kaip
gliutaminolizé.'”” Aerobiné glikolizé ir padidéjusi gliutaminolizé bendrai
laikomos "perprogramuota energijos apykaita" - reiSkinys, kuris dabar
visuotinai pripazjstamas kaip pagrindinis véZio metabolinis pozymis.'?®
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Abiem energijos gavimo biudais kaip galutinis produktas iSskiriama pieno
rugstis, todél jos padidéjusi koncentracija vézinése lastelése, lyginant su
sveikomis ir galéjo biiti nustatyta miisy tyrimo metu.

Kita Slapimo piislés vézio audiniy tarplastelinio skys¢io SERS spektruose
stebima intensyvesné juosta ties 1414 cm™! gali biti siejama didesne baltymy,
lipidy, DNR ir pieno riigsties virpesiams, besitesiantiems 1414 cm™! - 1448
cm! regione. Intensyvios juostos Sioje spektro srityje budingos lipidy
molekuléms.'?’

Lipidai atliecka lastelés energijos kaupimo funkcija ir dalyvauja signaly
perdavimo, lasteliy dauginimosi ir augimo procesuose. Kadangi
nekontroliuojamo véziniy lasteliy dalijimosi ir augimo metu sunaudojama
daugiau energijos, naviko lgstelése sutrinka lipidy apykaita.'*® Nors dauguma
somatiniy lgsteliy lipidy gauna i§ maisto Saltiniy arba i§ kepeny sintetinamy
lipidy, jvairios vézio lastelés atlicka de novo lipogeneze, todél jos tampa
labiau nepriklausomos nuo i$ iSorés gaunamy lipidy.'3! Dél pakitusios Siy
molekuliy apykaitos lipidy koncentracija sveikose ir vézinése lgstelése gali
skirtis.

9 lentelé. Slapimo pislés vézio SERS Zymeny juostos remiantis audiniy ir
tarplastelinio skyscio méginiy analize.

Bangos skai¢ius, cm™! Molekuliy grupé
660 cisteinas
1052 Pieno r., cisteinas
1414/1448 Lipidai, baltymai, nukleortigstys

Aiskinamoji ryskiausiai besiskirian¢iy spektriniy juosty analizé pagal
literatiiros duomenis atlikta ir IR spektroskopijos tyrime. Slapimo piislés vézio
audiniy tyrimuose FTIR spektroskopijos metodu vidutinis normalios §lapimo
pislés audinio spektras pasizyméjo rySkesnémis 1033 cm™, 1206 cm™, 1240
cm, 1282 cm™, 1317 em™ ir 1339 cm™ spektrinémis juostomos, kurias pagal
literatdiros Saltinius galime priskirti kolagenui (18 pav.)."*>!3? Sjos spektrinés
juostos rodo didesnj kolageno kiekj normalios §lapimo pislés audinyje nei
navikiniame.

Kolagenas yra viena i§ Slapimo pislés pogleivio sudedamyjy daliy ir
uztikrina tempimo stiprumag, perduodamas Slapimo piislés lygiyjy raumeny
Igsteliy jtampa organui pleciantis ir kaupiant $lapima.'** SumaZzéjes kolageno
kiekis navikiniame $lapimo piislés audinyje gali bati susijes su padidéjusia
fermenty kolagenazés sekrecija j audiniy tarplgstelinj skystj ir §eimininko
audiniy destrukcija.®?
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Navikinio Slapimo piislés audinio spektrai rodo ryskesnes spektrines
juostas ties 972 cm’!, kurias galima priskirti nukleino rigs¢iy virpesiams.
Panasiose padétyse esancias spektrines juostas galima priskirti ir kai kuriy
baltymy ir polisacharidy grupiy molekuliy virpesiams, taciau didéjant 972 cm
! spektrinés juostos optinio tankio vertéms, ry$kéja ir 1082 cm’! véZinio
audinio spektriné juosta, kuri priskiriama nukleino rtigséiy virpesiams (18
pav.). Dél Sios priezasties galime teigti, kad Sie pakitimai spektruose susije su
padidéjusia nukleino riig&¢iy kiekiu urotelio karcinomos audinyje.!*?

NukleortigStys yra dviejy pagrindiniy klasiy: deoksiribonukleortigstis
(DNR) ir ribonukleortigstis (RNR). Yra Zinoma, kad genetinés DNR
mutacijos vaidina pagrindinj vaidmenj véZzio vystymuisi.'> RNR yra svarbi
geny raiskai, dalyvaujant transkripcijoje (DNR segmento kopijavime j RNR
procesas), transliacijoje (procesas, kurio metu informacija, uzkoduota
pasiuntiniy RNR (mRNA), nukreipia aminortig§¢iy pridéjima baltymy
sintezés metu) ir jg reguliuojant. Tyrimy duomenimis nustatyta, kad navikinio
RNR apykaita yra pakitusi ir turi jtakos naviky augimui ir progresavimui.!3¢
Taip pat yra nustatyta su naviku susijusiy geny hiperekspresija navikiniame
audinyje, didesné cirkulivojan¢iy nukleino rugsciy koncentracija véziu
sergan¢iy pacienty kraujyje. 37 Vézinéms lasteléms bidingi didesni
branduoliai, lyginant su sveikomis lgstelémis, o lgsteliy branduoliuose
nustatoma didZiausia nukleoriig§¢iy koncentracija.'*®

Dar dvi IR spektroskopijos §lapimo piislés vézio audinio tyrime didesnés
optinio tankio vertés pastebétos ties 1028 cm™ ir 1154 cm™ gali buti
priskiriamos glikogeno virpesiams (18 pav.). Glikogenui priskiriamy
spektriniy juosty padidéjusios optinio tankio vertés yra susijusios su
padidéjusiu glikogeno kiekiu véZiniuose Slapimo piislés audiniuose. Padidéjes
glikogeno kiekis pastebimas kai kuriy tipy navikuose ir naudojamas kaip
energijos Saltinis Igsteléms daugintis.®®!** Be to, didesnis glikogeno kiekis
stebimas zemo laipsnio urotelio karcinomos audiniuose, palyginti su auksto
laipsnio naviko audiniais. Pastebéta atvirkstiné glikogeno kiekio ir naviko
piktybiskumo laipsnio priklausomybé gali bati susijusi su didesniu auksto
laipsnio naviky proliferacijos grei¢iu. Kai kuriy tipy navikuose stebimas
atvirkstinis glikogeno kiekio ir proliferacijos greicio santykis, kuris gali buti
susijes su didesniu glikogeno suvartojimu naviko augimui palaikyti.®
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10 lentelé. Slapimo piislés vézio IR spektroskopijos Zymeny juostos remiantis audiniy
méginiy analize.

Bangos skai¢ius, cm™! Molekuliy grupé
1033, 1206, 1240, 1282, 1317, 1339 Kolagenas
972,1082 Nukleoriigstys
1028, 1154 Glikogenas

Slapimo pislés nuoplovy tyrimo SERS metodu pagrindiniai skirtumai
buvo nustatyti ties 852 cm™, 919 ecm!, 1030 cm™ ir 1200 cm™ spektrinémis
juostomis. Remiantis literatiiros $altiniais atliktas spektriniy juosty, stebimy
SERS slapimo puslés nuoplovu tyrime priskyrimas, kuris yra pateikiamas 11
lenteléje.

Pastebéta, kad véziniy Slapimo pislés nuoplovy SERS spektruose matoma
intensyvi spektriné juosta ties 852 cm’!, bet nevéZiniy $lapimo puslés
nuoplovy SERS spektruose ji néra stebima. Si spektriné juosta gali bti gali
buti siejama su tirozinu ir jo virpesiais.®”:14?

Tirozinas arba 4-hidroksifenilalaninas yra viena i§ 20 standartiniy
aminoriig§¢iy, kurias lgstelés naudoja baltymams sintetinti. Tirozinas yra ne
tik proteogeniné aminortigstis, bet ir ypatinga aminoriigstis dé¢l fenolinés
funkcijos. Jis aptinkamas baltymuose, kurie yra signaly perdavimo procesy
dalis, ir veikia kaip fosfatiniy grupiy, kurios perduodamos baltymy kinaziy
pagalba, priéméjas. Vienas tokiy baltymy yra tirozinkinazé. Tirozinkinazés
signaly keliai paprastai uzkerta kelig iSkreiptai proliferacijai arba prisideda
prie jautrumo apoptoziniams dirgikliams. Sie signaliniai keliai véZinése
lastelése daznai genetiSkai arba epigenetiniu biidu pakei¢iami, kad vézinéms
lasteléms biity suteiktas atrankos pranaSumas ir tirozinkinazes bty
nekontroliuojamai  aktyvios. Tai lemia nekontroliuojamg  vézio
proliferacijg.'*!

Kitas spektrinis skirtumas buvo stebimas ties 919 cm™ spektriné juosta,
kuri buvo intensyvesné véziniy nuoplovy spektruose. Sis skirtumas literatiiros
duomenimis gali biiti siejamas su didesne tam tikry baltymy ir glikogeno
koncentracija véZiniame audinyje.'**!'%

Trecias ir ketvirtas pastebéti skirtumai tarp intensyvumy spektriniy juosty
ties 1030 cm™ ir 1200 cm™' gali biti susije su fenilalanino virpesiniais.®”'#*
Slapimo piislés vézio nuoplovy spektruose isry$kéjo nedidelio intensyvumo
spektriné juosta, o nevéziniy Slapimo piislés nuoplovy spektruose $ios juostos
nestebimos.

Fenilalaninas yra nepakei¢iama a-amino rigstis. L-fenilalaninas
biologiskai paverCiamas ] L-tirozing — anksCiau apraSyta pakeic¢iamaja
aminorugstj.'*
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11 lentelé. Slapimo pislés vézio SERS spektroskopijos Zymeny juostos remiantis
Slapimo piislés nuoplovy méginiy analize.

Bangos skai¢ius, cm™! Molekuliy grupé
852 Tirozinas
919 Baltymai, glikogenas
1030, 1200 Fenilalaninas

5.2. Spektroskopiniy metody rezultaty palyginimas

Slapimo piislés vézio audinio tyrimai buvo atlikti ir gauti reik§mingi
rezultatai dviem metodais — SERS spektroskopijos tarplastelinio skyscio
méginiams ir IR spektroskopijos audiniy méginiams. ApZzvelgiant metodus
tarpusavyje, galime matyti, kad IR spektroskopija parodé geresnius jautrumo,
TPV ir NPV rezultatus, taciau SERS spektroskopijos metodas parodé
aukstesnj specifiSkumo rezultata. Metody tikslumo rezultatai sugretinti ir
pateikti 12 lenteléje. Rezultatai tik apzvalginiai, nes FTIR tyrmo metu buvo
istirta beveik dvigubai daugiau méginiy.

12 lentelé. Slapimo piislés vézio tarplastelinio skyséio tyrimo SERS spektroskopijos
ir §lapimo pislés vézio audinio tyrimo FTIR metodu tikslumo rezultaty palyginimas.

Metodas
SERS FTIR
Rezultatas 95 % PI Rezultatas 95 % PI
Jautrumas 85 % 64 —95 % 91 % 80 —-98 %
Specifiskumas 97 % 84 —100 % 96 % 86 —100 %
TPV 95 % 75-99 % 96 % 85-99%
NPV 89 % 77-95% 92 % 87 -98%

(SERS — angl. Surface Enhanced Raman Spectroscopy; FTIR — angl. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy).

Siuo metu pladiausiai taikomas endoskopinis metodas §lapimo piislés
véziui diagnozuoti yra baltos $viesos cistoskopija, kurio jautrumas 71 % (95
% PI, 49-93 %), o specifiskumas - 72 % (95 % PI, 47-96 %).*® PDD metodas
parodé geresnius jautrumo rodiklius — 92 % (95 % PL, 80-100 %), taciau
zemesnj specifiSkumg — 57 % (95 % P1, 36-79 %).3® Dar vienas naujos kartos
endoskopinis metodas, NBI, pasizymi dideliu jautrumu — 96 % (95 % PI = 93-
98 %), taciau, kaip ir PDD, Zemu specifiskumu - 65 % (95 % PI1 = 54-75 %).3®

Misy tyrimas parodé daug zadanCius rezultatus, leidziancius atskirti
nevézinj ir vézinj Slapimo puslés audinj ex vivo salygomis, kurie artimi
auksiniam standartui — histologinei analizei. Sviesolaidiné IR spektroskopija
tiriant Slapimo piislés audinius ir SERS spektroskopija tarplasteliniam Slapimo
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puslés audinio skysCiui parodé panaSius jautrumo rezultatus, kaip ir
literatiiroje pateikiami PDD ir NBI rezultatai, nesumazindama specifiSkumo.
Spektroskopiniy tyrimy integravimas j endoskoping $lapimo pislés vézio
diagnostikg galéty patobulinti Siuo metu naudojamus diagnostinius jrankius.
Be to, dél didelio tyrimo specifiSkumo galéty sumazéti pertekliniy rezekcijy
skaiCius, kas lemty mazesng komplikacijy rizika ir mazesnj skaiCiy
patologiniy tyrimy, reikalingy stebint pacientg, o tai sumazinty ekonoming
nasta.

Slapimo pislés nuoplovy SERS spektroskopijos tyrimo dalyje tyrimo
tikslumas buvo vertintas keliuose spektriniuose intervaluose, kol galiausiai
sumazinus tiriamajj spektry intervalg iki 900 — 1200 ¢m™ gauti tokie tyrimo
rezultatai: jautrumas 74 % (95 % PI, 53 — 89 %), specifiskumas 94 % (95 %
PL, 85 — 99 %). Siuo metu pla¢iausiai klinikin¢je praktikoje naudojamas
Slapimo puslés nuoplovy tyriomas pasizymi dideliu jautrumu auksto
piktybiskumo urotelio karcinomai (84 %), taciau yra Zemo piktybiskumo ligai
jautrumas siekia tik 16 %. Tyrimo specifiSkumas siekia 95-100 %.* Miisy
tyrime gauti rezultatai nenusileidzia citologinio tyrimo specifiSkumo
rodikliams, bei beveik siekia citologinio tyrimo jautrumo rezultatus
diagnozuojant auksto piktybiskumo urotelio karcinomg. Be to, tyrimy
duomenimis nustatyta, kad citologinio tyrimo rezultatams jtakos gali turéti
specialisto patirtis.'*> Standartizavus SERS spektroskopijos metu stebimus
skirtumus tarp sveiky pacienty ir Slapimo puslés véziu serganciy pacienty
Slapimo puslés nuoplovy ir pritaikius SERS spektroskopijos tyrimg klinikinei
praktikai, biity galima iSvengti §io zmogaus faktoriaus sukelto trikumo.

5.3. Veiksniai, galéje jtakoti tyrimo rezultatus

Sio tyrimo rezultatams jtakos galéjo turéti galimi tyrimo trikumai. Visy
pirma, mums nepavyko i§ kiekvieno paciento gauti ir véZiniy, ir normaliy
Slapimo piislés audiniy méginiy. Operacijos buvo atlickamos pacientams,
kuriems buvo jtariami piktybiniai Slapimo piislés navikai. Chirurgas
makroskopiskai jvertino rezekuota audinj, véliau patologiskai atrodantis
audinys buvo laikytas navikiniu ir spektroskopinei analizei paimtas rezekuoto
navikinio audinio méginys, likgs navikinis rezekuotas audinys nusiystas
jprastiniam patologiniam tyrimui. Atlikus patologinj tyrima, dalis navikiniy
audiniy buvo ekskliuduoti, nenustacius vézinio audinio méginyje. Daliai
pacientu buvo stebima pakitusi Slapimo puslé visame plote, be sveikos
gleivinés endoskopiniy pozymiy ir mums nepavyko gauti nevézinés §lapimo
puslés audinio méginiy.
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Antra, nepaisant pastebéty zemo ir auksto laipsnio naviky vidutiniy spektry
skirtumy IR spektroskopijos tyrimo dalyje, Zemo ir auksto laipsnio véziniy
audiniy spektriniai profiliai turi panaSiy bruozy, todél jy negalima iSskirti |
atskiras grupes. Tai galima paaiskinti skirtingu j tyrimg jtraukty Zemo ir auksto
laipsnio naviky atvejy skai¢iumi. Auksto laipsnio naviky atvejy skaiius yra
daug didesnis nei Zemo laipsnio naviky atvejy (atitinkamai 34 ir 13 atvejy),
todé¢l iSsamesnéms iSvadoms padaryti buty naudinga didesné Zemo laipsnio
naviky atvejy apimtis.

Trecia, didesni véziniy audiniy spektro klasés skirtumai, palyginti su
normaliy audiniy spektro klase, gali biiti susije¢ su skirtinga véziniy lasteliy
diferenciacija. Vystantis navikui, 1gstelés praranda savo funkcijas ir pakeicia
morfologines savybes. Taigi, priklausomai nuo naviko savybiy ir vystymosi,
atskirais atvejais gali skirtis konkre¢iy komponenty kiekiy variacijos. Tuo
tarpu normaliy audiniy spektro klasés svyravimai yra mazesni, palyginti su
navikiniy audiniy klase (27 pav.). Taigi, spektrinius skirtumus gali lemti
individual@is audiniy sandaros skirtumai.
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27 pav. Vidutiniai spektrai (juoda iStisiné linija) ir i§ skirtingy pacienty paimty
normalaus (A) ir vézinio urotelio karcinomos (B) audiniy spektry variacijos (pilkas
plotas). Paveiksle spektry variacijos hipotezei paaiskinti pateiktas pavyzdys i§ IR
spektroskopijos tyrimo dalies.

Ketvirta, spektroskopinés analizés netikslumus galéjo lemti biologinés
medziagos degradacija transportuojant ja i§ audinio paémimo vietos ]
analizavimo laboratorija. Siame tyrime audiniai buvo transportuojami ta pacia
dieng po atliktos Slapimo puslés operacijos ] spektroskopinés analizés
laboratorijg. Transportuojant nebuvo naudota specifiné audinj fiksuojancios
medziagos, tik 0,9 % natrio chlorido tirpalas, kuris naudojamas ir
endoskopiniy $lapimo piislés operacijy metu. Nors spektroskopiné analizé
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buvo atlikta tg paciag dieng, galima tikétis, kad tam tikro lygio biologiné
audiniy degradacija jvyko, o tai gali lemti tyrimo rezultaty netikslumus.
Penkta, SERS spektroskopijos metu ty paciy pacienty audiniy ir audiniy
tarplastelinio skysCio tyrimuose gauti skirtingi rezultatai. Tai yra, audiniy
tyrimuose reikSmingy skirtumy tarp $lapimo puslés sveiky ir véziniy audiniy
nebuvo stebéta. Tuo tarpu, tarplastelinio audinio tyrimuose nustatyc¢ios aiskios
juostos, pagal kurias galima diferencijuoti sveikus ir vézinius audinius 85 %
jautrumu ir 97 % specifiSkumu. Tokj tyrimy sékmés skirtuma galima
paaiskinti skirtinga tarplastelinio skys€io ir audinio molekuline struktiira.
Tarplastelinj skysti sudaro $ios pagrindinés baltyminés molekulés: kolagenas,
elastinas, fibronektinas, lamininas, tenascinas, augimo faktoriai.'*¢ Tuo tarpu
audiniy preparatuose molekuling strukttirg sudaro ne tik tarplastelinis skystis,
bet ir lgstelés, kuriuose nustatomos $ios pagrindinés molekulés: glikogenas,
lipidai (fosfolipidai, triacilglicerolis ir kt.), nukleoriigtys (DNR,RNR),
jvair@is baltymai ir amino rigstys.'*’ Taigi, skirtinga molekuliné audiniy ir
tarplastelinio audiniy skyscio struktiira galéjo lemti skirtingus rezultatus.
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ISVADOS

SERS spektroskopija ex vivo saglygomis gali diferencijuoti Slapimo
puslés veézio ir sveikos Slapimo pislés audiniy tarplastelinio
skys¢io méginius. Spektriniy juosty, esanéiy ties 1052 cm’! ir ties
660 cm’!, intensyvumas yra didesnis véZiniy audiniy tarplastelinio
skys¢io SERS spektruose, lyginant su sveikos gleivinés.
Spektrinés juostos esancios ties 1052 c¢cm! siejamos su pieno
riigStimi ir cisteinu, o juostos ties 660 cm™ — su cisteinu.
Sviesolaidzio pagrindu veikianti IR spektroskopija ex vivo
saglygomis gali diferencijuoti $lapimo puslés vézio ir nevézinius
Slapimo puslés audinius. Spektrinés juostos, esancios ties 1033,
1206, 1240, 1282, 1317, 1339 ¢cm™ — intensyvesnés nevézinio
Slapimo puslés audinio spektruose ir siejamos su kolagenu, 972,
1082 cm! — intensyvesnés vézinio audinio spektruose ir siejamos
nukleortigstimis, 1028, 1154 cm™ — intensyvesnés vézinio audinio
spektruose ir siejamos su glikogenu.

SERS spektroskopijos metodas gali diferencijuoti $lapimo puslés
nuoplovas tarp serganciyjy Slapimo pislés véziu ir sveiky pacienty
tokiu tikslumu, kuris nenusileidzia Siuo metu placiausiai
naudojamam klinikinéje praktikoje citologiniam tyrimui.

SERS spektroskopija ex vivo salygomis gali diferencijuoti Slapimo
puslés vézio ir sveikos Slapimo piislés audiniy tarplastelinio
skys¢io méginius 85 % jautrumu ir 97 % specifiSkumu. Tuo tarpu,
IR spektroskopija ex vivo sglygomis gali diferencijuoti §lapimo
puslés vézio ir nevézinius Slapimo puslés audinius 91 % jautrumu
ir 98 % specifiskumu.

Diferencijuojant auks$to ir zemo laipsnio piktybiSkumo urotelio
karcinimos méginius IR spektroskopijos metodu spektrinése
juostose nustatyti skirtumai, taciau jautrumo ir specifiSkumo
rezultatai buvo reikSmingai prastesni, lyginant su histologinio
tyrimo rezultatais. Tyrimo jautrumas nustatant APUK — 85 %,
specifiskumas — 46 %, tuo tarpu nustatant ZPUK jautrumas — 46
%, specifiskumas — 85 %.

Tiriant audinius SERS metodu, skirtumy tarp auksto ir zemo
laipsnio piktybiSkumo urotelio karcinomos méginiy nebuvo
nustatyta.
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1.

PRAKTINES REKOMENDACIJOS

PavirSiaus sustiprinta Ramano sklaidos spektroskopija (SERS)
gali buti naudojama Slapimo piislés nuoplovy tyrimui,
diferencijuojant serganc¢iuosius Slapimo pislés véziu ir sveikus
pacientus.

IR spektroskopijos metodas dé¢l savo Sviesolaidinio elemento,
galéty biti toliau tiriamas in vivo salygomis, integravus jj j Siuo
metu naudojamag endoskopine technikg Slapimo puslés véziui
nustatyti, siekiant nustatyti metodo verte klinikinéje praktikoje.
Virpesinés spektroskopijos metodai, integravus juos j kliniking
praktika, galéty biiti naudojami skubiai Slapimo puslés vézio
diagnostikai. Tai galéty biiti papildomas, automatizuotas jrankis,
naudojamas kartu su S$iuo metu turimais endoskopinés
diagnostikos metodais.
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SUMMARY

1. LIST OF ABBREVIATIONS

SERS - surface-enhanced Raman scattering spectroscopy
ATR - attenuated total reflection

IR — infrared

TURBT - transurethral resection of the bladder

RC —radical cystectomy

HCA - hierarchical cluster analysis

PCA — principal component analysis

PPV — positive predictive value

NPV- negative predictive value

CI - confidence interval

VULSK - Vilniaus Universiteto Ligoninés Santaros Klinikos (Vilnius
University Hospital Santaros Clinics)

UC — urothelial carcinoma
2. AIM OF THE THESIS

To optimize the diagnosis of patients with bladder cancer based on tissue
reflectance vibrational spectroscopy, cytology, and histology.

3. OBJECTIVES OF THE THESIS

1. Evaluate the capabilities of vibrational spectroscopy methods to
diagnose bladder cancer by analyzing bladder tissue smears.

2. [Evaluate the capabilities of the vibrational spectroscopy method to
diagnose bladder cancer by analyzing bladder wash sediment.

3. Determine the accuracy of the vibrational spectroscopy method in
diagnosing bladder cancer.

4. Evaluate the capability of the vibrational spectroscopy method to
differentiate bladder cancer by histological (differentiation) grade.
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4. NOVELTY AND PRACTICAL SIGNIFICANCE OF THE THESIS

The current literature focuses on the indirect detection of oncological
diseases, better known as "liquid biopsies." Their principle is to determine in
a non-invasive way whether the target organ contains cancerous lesions. This
study used two oscillatory spectroscopy techniques, surface-enhanced Raman
scattering spectroscopy (SERS) and fiber-based attenuated total reflection
infrared spectroscopy (ATR IR). The first method was used to study bladder
cancer and healthy bladder tissue preparations, interstitial fluid preparations,
and bladder washings between patients with and without bladder cancer. The
second method was used to study cancer and healthy tissue preparations.

The first method (SERS) was used to study bladder cancer and healthy
bladder tissue preparations, their interstitial fluid preparations, and bladder
washings between patients with and without bladder cancer.

Key spectral differences distinguishing healthy from cancerous tissue were
identified in the SERS spectra of interstitial fluid. These spectral bands are
located at 1052 cm!, 1414 cm!, and 660 cm™'. The spectral band at 1052 ¢cm-
!'is assigned to lactic acid and cysteine molecules, the spectral band at 1414
cm’! to lipid, nucleic acid, and protein molecules, and the spectral band at 660
cm! to cysteine molecules.

A spectral region at 1020-1080 cm™! has been identified. When analyzed
by principal component analysis, it clearly distinguishes a group of points that
allows the differentiation of healthy bladder tissue from cancerous tissue.

Differences in the spectral bands at 852 cm, 919 cm!, 1200 ¢cm™, and
1030 cm™ have been identified in bladder casts of healthy and bladder cancer
patients. By K-means analysis, the spectral band at 900-1200 ¢cm™ was
identified as the range with the best sensitivity and specificity results for
bladder washings.

The second method (IR spectroscopy) was used to analyze cancerous and
healthy tissue specimens. The main spectral differences were found to
distinguish between healthy and cancerous tissues in the IR spectra of bladder
tissue. These spectral bands are located at 972 cm™!, 1028 cm™!, 1033 cm,
1082 cm™, 1154 cm’!, 1206 cm™, 1240 cm™', 1282 cm, 1317 cm™ and 1339
cm,

Only isolated oscillatory spectroscopy studies with bladder cancer
specimens are available in the literature. To the knowledge of the PhD student,
the fiber optic spectroscopy study on freshly resected bladder tissue described
in this thesis was the first in the literature. Infrared spectroscopy with bladder
scrapings has been reported only once in the literature.'
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The work described in this thesis aims to simplify the diagnosis of bladder
cancer and reduce the rate of interventions and associated complications. The
theoretical significance of this work is to determine whether there are
objective signs of bladder cancer in the bladder tissue before the planning of
surgical intervention and disruption of bladder tissue integrity using
automated diagnostic methods.

5. STATEMENTS TO BE DEFENDED

1. Surface-enhanced Raman scattering (SERS) and Infrared (IR)
spectroscopy can differentiate bladder cancer and healthy bladder
tissues under ex vivo conditions.

2. SERS can differentiate washings from patients with bladder cancer and
healthy patients.

3. SERS and IR spectroscopy methods exhibit high sensitivity and
specificity in differentiating bladder cancer and healthy tissues under
ex vivo conditions.

4. The IR spectroscopy method can differentiate bladder cancer tissues
by the degree of malignancy under ex vivo conditions.

6. MATERIAL AND METHODS

The study was authorized by the Vilnius Regional Ethics Committee for
Biomedical Research (M.K. Ciurlionio g. 21, 03101 Vilnius, Lithuania)
(2019-12-03 No. 2019/12-1178-665; see Annex 1).

All patients treated at the Vilnius University Hospital Santaros Clinics
(VUL SK) Urology Centre (Santariskiy g. 2, 08661 Vilnius, Lithuania) who
met the inclusion criteria and had no exclusion criteria were invited to
participate in the study.

Spectroscopic studies were performed at the Institute of Chemical Physics,
Faculty of Physics, Vilnius University (Saulétekio al. 3, 10257 Vilnius,
Lithuania).

The study's sample size was calculated considering that our research aims
to evaluate the diagnostic method's ability to distinguish bladder cancer tissues
from healthy ones. The planned statistical method in the study is the
calculation of sensitivity and specificity. The significance level was set—Alfa
(a): 0,05, power—(1-B): 0,80.
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The sample size was calculated to assess sensitivity and specificity with
the desired precision. For this purpose, we will use the sample size calculation
formula for diagnostic studies:

(22-1"3-(1_1"3))
d2

e Z is the Z-value corresponding to the desired confidence level (for
95% confidence, Z = 1,96).
e P isthe estimated proportion (sensitivity or specificity).

e dis the desired margin of error.

Assume we want to estimate sensitivity and specificity with a 5% margin
of error (d = 0.05), and we expect sensitivity or specificity P to be 90% (0.90):

" — ((1.96)2-0.90-(1—0.90))

(0.05)2
n — (3.3410220692}2-0.10)
n = (Go02 )

n = 138.3

So, approximately 139 samples will be needed to evaluate sensitivity with
a 5% margin of error. Two samples from each patient—healthy and cancerous
tissue—are planned. The targeted number of study patients is 70.

Additionally, we can predict the probability of significant results based on
the study!'” using intraoperative kidney cancer diagnostics by infrared
spectroscopy, where an identical research method was utilized. High
reliability of the study results was obtained at three spectrogram positions (p
< 0.001 (1034 cm™), p < 0.001 (1358 cm™), and p < 0.5 (1393 cm™")), using
cluster analysis of registered spectra. The sample size of the mentioned study
was 105 patients.
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6.1. Inclusion criteria

1. Patients suspected of having bladder cancer by co-clinical and
radiological methods.

2. Patients with already diagnosed and confirmed bladder cancer, where
diagnostic cystoscopy, transurethral bladder resection, or radical
cystectomy is indicated according to the latest guidelines of the
European Association of Urology.

3. Patients over 18 years of age.

6.2. Exclusion criteria

1. Active urinary tract infection diagnosed by urine culture.

2. Uncontrolled coagulopathy (partial activated thromboplastin time -
aPTT more than 40 seconds; international normalized ratio - INR more
than 1.5)

3. Severe overall condition (according to the ECOG scale, four or more
points)

4. Refusal to participate in the study

5. Inthe conclusion of the histological examination of the bladder cancer
patients, an atypical variant of bladder cancer was diagnosed (not
urothelial carcinoma).

6.3. Clinical and pathological characteristics
6.3.1. Collection of clinical and pathological data

Clinical and pathological data of all subjects who agreed to participate in
the biomedical study were collected from the patients' documentation of the
procedures and post-procedure pathology reports: subject's age at the time of
the procedure, sex, date of procedure, cTNM, pTNM, bladder cancer grade,
histological type of the resected tissue, and bladder smear cytology response.

All subjects enrolled in the biomedical study received timely and complete
treatment for bladder cancer. Their participation in the study did not influence
the choice, initiation, course, or outcome of bladder cancer treatment.
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6.4. Biological samples and their molecular analysis
6.4.1. Collection of biological samples

Samples of bladder cancer tissues and bladder washings were collected
from subjects who agreed to participate in the biomedical study for
spectroscopic studies.

Bladder tissue samples for SERS and IR spectroscopic studies were
obtained between December 2019 and September 2021 at the Urology Centre
of Vilnius University Hospital Santaros Clinics during transurethral resection
of the bladder (TURBT) or radical cystectomy (RC).

At the start of the TURBT procedure, before cutting the tumor, one sample
of healthy bladder tissue, 2-5 mm in diameter, was taken for spectral analysis
using an endoscopic resectoscope with an electric loop. After the TURBT
procedure, one sample of tumor-lesioned tissue up to 5 mm was taken for
spectral analysis. Malignancy was confirmed by pathological examination of
the remaining excised tissue. The healthy tissue group consisted of tissues
with no bladder cancer component. In cases of RC, samples of healthy and
malignant tissue were taken from the removed bladder after the procedure.
Immediately after surgery, bladder tissue samples were submitted for
histological and spectroscopic analysis. Histological analysis followed the
standard protocol applied at the treatment facility, with tissues fixed in a 10%
buffered formalin solution. Spectroscopic analysis was performed on the same
day as the surgery, with the test material transported in 0.9% sodium chloride
solution. Thus, each set of samples collected for spectroscopic analysis
contained tumor tissue and healthy tissue taken from the bladder of the same
patient.

The bladder washings for SERS spectral analysis were collected between
January 2022 and March 2023 by washing the urinary tract with saline
solution (before any manipulation of the urinary tract). They were submitted
for spectral analysis immediately upon receipt. Subjects who subsequently
had a histologically confirmed diagnosis of bladder cancer from the resected
material were considered to be in the tumor group. A separate group was
recruited from healthy patients with no suspicion of bladder cancer and no
history of urinary tract oncology. In these patients, bladder samples were taken
during cystoscopy when the test was performed for other non-oncological
indications. The clinical diagnoses of the patients enrolled in the healthy
bladder group after urological examination were chronic cystitis - in 20
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patients, idiopathic microhaematuria - in 17 patients, urinary incontinence - in
8 patients, microhaematuria of nephrogenic origin - in 4 patients, benign
prostatic hyperplasia - 4 patients, and renal calculi - 1 patient. 33 out of 54
patients underwent abdominal and pelvic computed tomography for excision
of upper urinary tract urothelial carcinoma, including all patients with
idiopathic microhaematuria. The CT scan was performed according to clinical
indications without the investigators influencing the examination tactics in
healthy patients. All patients in the healthy bladder washings group also
underwent cytology, which was negative.

6.4.2. Spectroscopic analysis of biological samples

This study aims to determine the ability of spectroscopic techniques to
differentiate between bladder cancer and healthy bladder tissues, as well as
between healthy and bladder cancer patients' voids. Based on existing
spectroscopic studies on biological tissues, the study of the interstitial fluid of
bladder tissue is foreseen in combination with the analysis of bladder
tissue!'!”!2° Raman scattering spectra of the interstitial fluid can provide
crucial information on the type of cells in the areas of the tissue from which
the fluid has been collected. Interstitial fluid samples are prepared for spectral
studies by stamping the biopsy tissue against a sample holder. After removal
of the tissue, a film of interstitial fluid 0,1 pm to 1 um thick is left on the
holder, the oscillatory spectrum of which must be recorded. Due to the low
thickness of the interstitial fluid layer, the Raman scattering spectra are very
weak and are not suitable for tissue diagnosis. The Raman scattering spectrum
of such a thin film can only be captured using surface-enhanced Raman
scattering (SERS). For the same reason, bladder scrapings have been
investigated in this way using SERS spectroscopy. In addition, in the hope of
bringing the laboratory studies closer to clinical practice, it was decided to
perform the studies in combination with IR spectroscopy because of the
following advantages of this method: it is a non-damaging method, rapid
recording of spectra, no complex tissue preparation is required, the possibility
of using fiber-optic techniques, thus allowing the process to be used in situ,
the spectrometers are small and transportable.

When designing the endoscopic use of fiber optic IR spectroscopy in vivo,
it was decided to investigate the potential of IR to differentiate healthy bladder
tissue from cancerous tissue. Therefore, it was decided to limit IR
spectroscopy studies to bladder tissue preparations.
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6.4.2.1. Analysis of SERS whole tissue and interstitial tissue fluid samples
6.4.2.1.1. Sample preparation

Samples for whole tissue SERS analysis were prepared as follows. A small
part of the tissue was cut with a clean scalpel blade. The bladder cancer tissues
excised were relatively small due to the limitations of the surgery (resection
procedure). Therefore, on average, the tissue samples analyzed were
approximately 1,5-2 mm in diameter. Subsequently, the tissue section was cut
side up, and a small amount of concentrated colloidal nanoparticle solution
was dripped on top and dried. SERS spectra were then recorded directly from
the tissue surface.

The interstitial fluid samples of healthy and cancerous bladder tissues
analyzed in this work were prepared as follows. A small section of bladder
tissue was cut from the primary tissue and applied to an aluminum substrate
pre-cleaned with methanol. (The reason for preparing this plate surface is that
aluminum reflects the infrared radiation incident well. Also, the aluminum
surface is hydrophobic, which prevents the droplet of the colloidal
nanoparticle solution from spreading). The resulting layer of intercellular fluid
was dried in an open environment at room temperature and used for further
investigations. This sample preparation procedure results in a thin film of
interstitial fluid, which also contains individual tissue cells. Since the
intracellular fluid samples were taken by stamping the tissue on a glass slide,
the stamp preserves information about the morphology of the tissue. The
cancerous areas of the tissue are located in the same areas of the stamp but
with a much lower concentration of cells. Before recording the SERS spectra,
a drop of colloidal nanoparticle solution was placed on top of the dried
interstitial fluid film. To avoid time-dependent changes in the biological
sample and to increase the reproducibility of the measurements, the time for
preparing the sample with the colloidal nanoparticle solution and obtaining
the SERS spectra was kept sufficiently short, to a maximum of 5 minutes.

Silver nanoparticles were prepared as follows: 18 mg of silver nitrate
(AgNOs, 99%, Merck, Germany) dissolved in 100 ml of distilled water. The
aqueous solution of AgNO3 was then heated to boiling point with constant
stirring. After reaching boiling point, 2 ml of a 1 % solution of trisodium
citrate (NazCsHs07, 99 %, Merck, Germany) was added, and the whole
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mixture was left to boil for a further hour with stirring. After 1 hour, the
solution was cooled to room temperature in an ice bath. A greyish-green
solution of silver nanoparticles was obtained. The colloidal solution was
centrifuged for 10 min to increase the nanoparticle concentration at 6500 rpm.
Then, 15 ml of the initial 30 ml solution was removed as a supernatant. The
remaining concentrated solution was used for Raman scattering
measurements.

Based on transmission electron microscopy image analysis, the average
diameter of the spherical nanoparticles was around 80 nm. The suitability of
the Ag nanoparticles for SERS studies was verified using uric acid as an
adsorbate. The calculated analytical amplification factor for the nanoparticles
was 8 x 104,

6.4.2.1.2. Analysis equipment

SERS spectra were recorded using a Fourier transform (FT-Raman)
MultiRAM spectrometer (Bruker GmbH, Germany). Samples were irradiated
with a 1064 nm Nd: YAG laser. A gold-plated hyperbolic 90° mirror lens
coupled to a CCD camera was used. The focal length of the lens was 33 mm,
and the diameter of the focused laser beam was 100 um (average theoretical
intensity in the sample is 1270 W/cm?2, at a laser power of 100 mW, but the
actual expected laser power due to losses in the laser beam path is 955 W/cm?).
A liquid nitrogen-cooled Ge detector was used to collect the scattered light.
All spectra were recorded in the wavenumber range 100-3600 cm™ with a
resolution of 4 cm™.

6.4.2.2. Infrared spectroscopic analysis of the entire tissue

The freshly cut tissue samples' IR spectra were recorded using an ATR IR
fiber optic probe. The system consists of an ATR silver halide fiber optic
probe (Art Photonics GmbH, Berlin, Germany) connected to a standard FT-
IR (Fourier transform infrared) spectrometer Alpha (Bruker Optik GmbH,
Ettlingen, Germany), coupled with an externally liquid nitrogen-cooled MCT
(mercury-cadmium-telluride) detector (Infrared Associates, Inc., model IRA-
20-00131).

Small sections of normal and cancerous bladder tissue were prepared.
Spectra were collected by pressing the ATR fiber probe against the freshly cut
tissue surface. Several spectra were recorded for each sample, and the average
was taken for analysis. Spectra were recorded in the spectral range from 400
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to 4000 cm™, with a resolution of 4 cm’!. During each measurement, 64
interferograms were recorded, and the ATR IR spectrum was obtained by
performing Fourier transformation on their average. Blackman-Harris 3-term
apodization function and a zero-filling factor of 2 were used during Fourier
transformation. Before each measurement, the ATR crystal was cleaned with
distilled water and ethanol, and the background spectrum of the ambient air
was measured.

6.4.2.3. Urinary bladder wash analysis using the SERS method

The sample preparation procedure follows: a small drop of bladder wash
is deposited onto an aluminum foil-covered glass slide using a pipette. Before
preparing nanoparticle layers on aluminum-coated glass, the substrate was
wiped with methanol to remove deposited dust, fingerprints, or other
impurities that may have settled on the surface of the aluminum foil. Then, the
sample is left to dry at room temperature, and a drop of colloidal nanoparticle
solution is deposited and allowed to dry. This creates an oval-shaped sample
on the substrate, with enhanced Raman scattering spectra observed at the
edges.

SERS spectra are recorded using a Fourier-transform Raman (FT-Raman)
MultiRAM spectrometer (Bruker GmbH, Germany), the parameters of which
are described above (see section 3.4.2.1.2). To increase the signal-to-noise
ratio, all spectra were averaged. Each spectrum was recorded 200 times, and
the obtained results were averaged.

6.5. Author‘s contributions

PhD student Gediminas PlatkeviCius enrolled all subjects in the bio-
medical study and collected all clinical and pathological data. He collected
biological material in the operating room and performed post-operative
monitoring of the subjects. Gediminas Platkevi¢ius analyzed the spectroscopic
results and correlated them with the clinical and pathological data. He was one
of the principal authors of the scientific articles based on the study data and
presented biomedical research data at scientific conferences.

The spectroscopic part of the research was carried out by a team from the
Institute of Chemical Physics, Faculty of Physics, led by Prof. Valdas
Sablinskas, PhD, Rimanté Bandzevi¢iate, PhD, Prof. Justinas éeponkus, PhD,
Edvinas Zacharovas, Martynas Velicka, PhD. Edvinas Zacharovas and
Martynas Velicka, PhD were the principal co-authors of the first scientific
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instruments and demonstrated how spectroscopic studies are performed on
living tissues.

Prof. Valdas Sablinskas, PhD was the principal consultant responsible for
the physical part of the biomedical research. Prof. Sablinskas, PhD critically
evaluated the prepared scientific publications and provided valuable
comments on their content and presentation to the press.

Prof. A. Zelvys, PhD was the thesis supervisor responsible for the
biomedical study design and the principal consultant on clinical issues. He
was also critical of the scientific publications he prepared and provided
valuable comments on their content and presentation to the press.

7. RESULTS
7.1. General characteristics of the subjects

A total of 157 subjects were included in the study who were treated at the
VULSK for bladder cancer. Of these, 76 were enrolled in the bladder cancer
tissue studies. These patients underwent TURBT or RC procedures, and
healthy and neoplastic bladder tissue samples were taken when possible. In
cases where the healthy bladder lining could not be visualized during the
procedure, no healthy tissue samples were taken, so the tissue analysis does
not show equal amounts of healthy and cancerous tissue.

The tissue tests were performed in stages. The first 30 patients were
examined using both SERS and IR spectroscopy techniques. Subsequent
patients were tested by IR only. These study samples are presented separately,
describing the results of each method. In the first phase of the study, part of
the tissue evaluated macroscopically as neoplastic was assessed as
inflammatory (cystitis) on histological examination, and this group was
therefore excluded from the spectroscopic studies. In the IR evaluation, all
subjects with a final histological response of non-urethral carcinoma (e.g.,
non-specific cystitis, neuroendocrine carcinoma, adenocarcinoma) were
excluded. Then, 54 subjects remained in the IR spectroscopy study.

The bladder wash study included 81 subjects, of whom 27 subjects were in
the bladder cancer group and 54 subjects in the healthy group who had never
been diagnosed with bladder cancer.
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7.2. Bladder tissue SERS analysis

In this study, 58 bladder tissue samples from 30 different patients (28
healthy, 25 cancer, and five cystitis patients) were collected and analyzed. A
healthy tissue sample was not possible to obtain in two patients. The results
of the histological analysis of the bladder tissues used in this study are shown
in Table 1. Cancers were classified according to the TNM classification
system.

Table 1. Tissue types and patient characteristics were collected in the study.
Information based on intraoperative information and final pathological findings.

Tissue type No. of samples
Normal bladder tissue 28

Altered tissue

Cystitis 5

High grade UC 16

Low grade UC 9

Subject characteristics No. of subjects
Tumor size on TURBT

<10 mm 8

10-30 mm 10

>30 mm 7

No. Of tumors on TURBT

One 10

Two - three 9

More than three 6

Additional information

Total No. of subjects 30

Average age (years) 71,3

UC — urothelial carcinoma
TURBT - transurethral resection of the bladder

SERS spectra were recorded to determine the spectral differences between
healthy, cancerous, and cystitis-affected bladder tissues. Spectra were
collected from five different points for each bladder tissue sample to account
for possible differences in spectra at different measurement points. The mean
SERS spectra of the bladder tissues are presented in Figure 1.
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Figure 1. Mean SERS spectra of cystitis-affected, cancerous, and healthy bladder
tissue samples, and the difference spectrum, with increased intensity (x4), between
the mean spectra of cancerous and healthy tissues. The grey areas in the spectra
represent the standard deviation of the intensity. The excursion wavelength is 1064
nm.

The grey areas show the standard deviation of the intensity of the SERS
spectrum bands. Concentration variations can explain these variations due to
the uneven distribution of structural molecules. The distribution of cancer-
relevant molecules in the human body depends on physiology, lifestyle,
physical activity, food intake, medications, diseases, and other factors. In
addition, in the case of cancer, the concentration of such molecules in the
tissues may vary depending on the tumor type, stage, and morphological
changes in the cancer cells. It is also important to note that the exact boundary
between normal and cancerous tissues is not visible during surgery. Therefore,
cancer cells can be detected in a healthy tissue sample and vice versa.

The analysis of the mean SERS spectra of healthy and cancerous bladder
tissue showed no significant spectral differences between them. To highlight
the minor spectral deviations between the samples, we constructed a
difference spectrum (a method that has been previously used for detailed
Raman/SERS analysis of bladder cancer®®%-122), The difference spectrum
showed two spectral bands of interest (Figure 1). They are 660 cm™ and 891
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cm’!. Furthermore, comparing these spectra with the SERS spectra of cystitis-
affected tissues revealed three SERS spectral bands that are absent or of low
intensity in the spectra of normal and cancerous tissues. These bands are 724
cm™, 1222 cm™ and 1438 cm™'.

To assess the reliability and accuracy of the spectral signatures of bladder
cancer and cystitis-affected bladder tissues, principal component analysis
(PCA) was performed using an algorithm developed in Origin Pro 9 software
(OriginLab Corporation, Northampton, MA).

In the principal component analysis, regions of vibrational bands were
selected that could be used to detect bladder tissue cancer and cystitis. The
SERS spectral regions chosen to analyze bladder tissue spectra were 700-750
cm, 1190-1260 cm™ and 1400-1460 cm™. PCA performed on the spectral
regions of the potential marker bands showed that the projections of the data
from the spectra of normal, cancerous, and cystic tissue overlap in the plane
of the principal components. No clear boundaries can be drawn between the
groups of points corresponding to the spectra of different tissues. It can be
assumed that the variations in the intensity of the vibrational bands identified
as spectral markers of cystitis-affected tissues in the bladder tissue studies may
be random and depend only on the different physiology of the patient and
other factors. For this reason, changes in the intensity of the corresponding
bands cannot be attributed to groups of healthy, cancerous, or cystitic tissues,
which exhibit features characteristic of these groups.

7.3. Bladder extracellular fluid SERS analysis

The tissue smear method was chosen in this study because it has been used
in previous studies where extracellular fluid samples have also been shown to
contain single tissue cells, and the changes in the intensity of the spectral
bands are small compared to tissue studies.!'>!?* Extracellular fluid SERS
spectra were collected from five randomly selected points in each sample. The
collection of the SERS signal in this way can be considered an average of the
spectral information. To demonstrate the reproducibility of a representative
sample, the SERS spectra collected at five randomly selected points in the
extracellular fluid of normal bladder tissue are shown in Figure 2. As can be
seen, only minor differences in intensity occur at the measurement point.
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Figure 2. SERS spectra of normal bladder extracellular fluid were collected at five
randomly selected sample points.

The SERS spectra of the extracellular fluid containing single cells from the
healthy tumor and cystitis tissue are shown in Figure 3. It should be noted that
the standard deviation of the intensity of the vibrational bands (visualized by
the grey area) in these spectra can be attributed not only to individual
variations due to the different lifestyles of each patient but also to sample
preparation due to the unevenness of the surface of the extracellular fluid
layer. This is because the intensity of the Raman scattering signals, both
conventional and surface-enhanced, depends on the thickness of the sample
(the number of molecules contributing to the Raman signal). A very thin layer
of intracellular fluid with single cells produces a sufficiently strong SERS
signal. In contrast, a thick layer may have a SERS spectrum similar to the
Raman spectrum of the whole tissue.
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Figure 3. Mean SERS spectra of extracellular fluid from cystitis-affected, cancerous,
and normal bladder tissues, and enhanced intensity (x4) difference spectra between
cancerous and healthy and cancerous and cystitis-affected tissues. The grey areas in
the spectra indicate the standard deviation of the intensity.

The main spectral differences that distinguish healthy and cancerous tissue
are shown in the SERS spectra of the extracellular fluid in Figure 3. These
vibrational spectral bands are located at 1052 cm™ and 1414 cm™" respectively.
The SERS band at 1052 cm! in the extracellular fluid of the cancerous bladder
tissue is quite intense, whereas the band at 1414 cm! is less intense in the
spectra of the healthy and the cystitis-affected tissues. In some SERS spectra
of healthy tissues, these bands are not present.

The spectral changes are more clearly visible in the SERS difference
spectrum (Figure 3), which consists of the average of the spectra of cancerous
and normal bladder tissues and the spectra of cancerous and cystitis-affected
bladder tissue. Positive features in this spectrum are associated with additional
or enhanced bands characteristic of cancerous samples. Thus, the most intense
band is seen at 1052 cm™!, while two bands of lower intensity appear at 1414
and 660 cm™.
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The spectral regions 600-750 cm™, 1020-1080 cm!, and 1390-1440 cm™
were chosen for PCA analysis of the extracellular fluid SERS bands. The PCA
plots of the spectral regions 600-750 cm™ and 1390-1440 cm™ show a wide
spread of PCA plotted points, with most overlapping points between different
groups of subjects. It was not, therefore, possible to identify areas of
concentration of the subjects that would allow the distinction of the groups of
healthy, cancerous, and cystic bladder tissue. In contrast, the PCA plot of
1020-1080 cm! spectral region identifies a group of points corresponding to
the spectral data of the healthy bladder tissue subjects (Figure 4).
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Figure 4. Principal Component Analysis (PCA) plot of the SERS spectra of
extracellular fluid from normal, cancerous, and cystitis-affected bladder tissue
samples in the 1020-180 cm™! wavenumber range.

Principal component analysis of the 1020-1080 cm™! spectral data showed
that 81 % of the cancerous tissue samples could be assigned to a separate
group, with a higher variance than the healthy and cystitis samples. Separating
cancerous samples from other tissues yields the following accuracy results:
sensitivity 85 % and specificity 97 %.
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Table 2. Summary of the sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and
negative predictive value (NPV) values of SERS spectroscopy results of the principal
component analysis (PCA) of extracellular fluid from bladder cancer.

Method
PCA
Results 95 % CI
Sensitivity 85 % 64 -95%
Specificity 97 % 84 -100 %
PPV 95 % 75-99 %
NPV 89 % 77-95%

CI - Confidence Interval
7.4. Bladder tissue analysis by IR

This part of the study included 54 subjects. The summary data is presented
in Table 3. In most cases, two types of tissue samples (normal and cancerous)
were obtained for spectral analysis in each patient. In some instances, only
normal or only tumor tissue was obtained from a given patient for analysis,
resulting in only 49 healthy and 47 tumor tissue samples being analyzed.

Table 3. The study collected tissue types and patient characteristics. Information
based on intraoperative information and final pathological findings.

Tissue type No. of samples
Normal bladder tissue 49

Cancerous tissue

High grade UC 34

Low grade UC 13

Subject characteristics No. of subjects
Tumor size on TURBT

<10 mm 12

10-30 mm 18

>30 mm 17

No. of tumors on TURBT

One 15

Two - three 15

More than three 17

Additional information

Total No. of subjects 54

Average subject age (years) 70,5
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The mean IR spectra of normal and cancerous bladder tissue are shown in
Figure 5.
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Figure 5. Mean IR spectra of healthy and bladder carcinoma (high-grade tumor and
low-grade urothelial carcinoma) tissues. Spectra are baseline corrected and vector
normalized.

Statistical analysis (hierarchical cluster analysis (HCA) and principal
component analysis (PCA)) was performed using OriginPro data analysis
software (OriginLab corporation). Before statistical analysis, the spectra were
pre-processed: atmospheric compensation, baseline correction, vector
normalization, and bias correction were performed using the spectroscopy
software OPUS (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Germany). Before the HCA
analysis, the first spectra derivative was calculated using OPUS spectroscopy
software. Statistical analysis was performed using standard procedures of the
OriginPro software package (hierarchical cluster analysis and principal
component analysis). The Ward clustering algorithm, Euclidean distance type,
was chosen for HCA.
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Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and negative
predictive value (NPV) were calculated to assess the method's robustness. 95
% confidence intervals (CI) were calculated using the web-based statistical
analysis tool MedCalc (MedCalc Software Ltd., Ostend, Belgium).

Figure 6 shows a dendrogram of HCA analysis. The spectra of cancerous
and normal tissues are divided into two clusters (the red cluster on the left and
the blue cluster on the right side of the dendrogram correspond to the classes
of cancerous and normal tissues), with a considerable distance between the
clusters indicating that the two classes of tissues are well separated. Only one
spectrum out of 49 healthy tissue spectra and 4 out of 47 tumor tissue spectra
were assigned to the wrong class (these spectra are marked with *),
corresponding to a sensitivity of 91 % and a specificity of 98 % (Table 4).
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Figure 6. HCA dendrogram. The red cluster corresponds to the tumor tissue class,
and the blue cluster corresponds to the healthy tissue class. The letters T and N denote
the spectra of each tumor and healthy tissue sample, respectively. The * symbol
indicates spectra assigned to the wrong tissue class.

Table 4. The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and negative
predictive value (NPV) values of the Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and
Principal Component Analysis (PCA) results of IR spectroscopy of bladder cancer
tissue are summarised.

Method
HCA PCA
Result 95 % CI Result 95 % CI
Sensitivity 91 % 80-98 % 91 % 80 -98 %
Specificity 98 % 89 — 100 % 96 % 86 —100 %
PPV 98 % 86 — 100 % 96 % 85-99 %
NPV 92 % 82-97% 92 % 87 -98%

CI - Confidence Interval
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The results of the PCA analysis are shown in Figure 7. The spectra are
normalized so that most of the variance is explained by the first and second
principal components (PCs) (the percentage of the variance of the first and
second PCs is 39 % and 16 %, respectively). The first and second PCs define
the most significant chemical changes in the tissue samples, and a plot of the
scores of these two PCs is presented. The clusters on the left and right of the
graph correspond to the healthy and cancerous tissue classes, respectively. The
blue dots represent the spectra of each normal tissue, while the red and orange
dots represent the spectra of each tumor tissue sample (high and low
malignancy, respectively). The classes are well separated, with only 2 out of
49 healthy tissue spectra and 4 out of 47 tumor tissue spectra assigned to the

wrong class, corresponding to a sensitivity of 91 % and a specificity of 96 %
(Table 4).

40 -

Principal component 2 (16 %)

Principal component 1 (39 %)

Figure 7. PCA diagram. The blue dots indicate the spectra of all healthy tissue
samples, and the red and orange dots indicate the spectra of each cancerous tissue

(high and low malignancy, respectively). The percentage of PC variance is shown in
parentheses.
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7.5. Bladder washings analysis by SERS

In an experiment to test whether the spectral differences are not random
and can be used to identify bladder cancer, SERS spectra of bladder washings
from 81 different patients (27 cancerous and 54 non-cancerous) were
recorded. In this study, the SERS spectra of the bladder washings were
averaged to ensure that the recurrence of characteristic markers was not
random. In addition, spectral averaging was applied to increase the signal-to-
noise ratio, facilitating the spectra analysis. This allows for a more apparent
distinction of spectra's fundamental differences and similarities, especially
when the spectral bands have low intensities. The averages of the spectra are
shown in Figure 8.
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Figure 8. Averages of SERS spectra of bladder washings. The curve for bladder
cancer patients is shown in red, and for healthy subjects, it is in blue.

During this study, four significant differences were identified in the SERS
spectra of cancerous and non-cancerous bladder washings, where spectral
bands were absent in non-cancerous but present in cancerous bladder
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washings spectra. These differences were observed in all samples prepared
from cancerous and non-cancerous bladder washings. Firstly, an intense
spectral band was observed at 852 cm™ in the SERS spectra of cancerous
bladder washings, which was not seen in the spectra of healthy patients.
Another intense spectral band observed in the spectra of cancer patients was
at 919 cm™, which is either absent or of low intensity in the spectra of healthy
patients. Additionally, intense or moderate bands were observed at 1200 cm™
and 1030 cm™ in the spectra of cancer patients, which were not present in the
spectra of healthy patients.

The accuracy of the method to diagnose cancer cases was determined by
performing a statistical analysis - K-means analysis, using the computer
program Quasar. K-means analysis was conducted by selecting a case where
the data is divided into 2 clusters (cancerous, non-cancerous), and Figure 9
depicts 11 misclassified spectra (11 cancerous, 0 non-cancerous). This
indicates that spectral bands repeat in cancerous and non-cancerous SERS
spectra, allowing the classification of spectra and facilitating further analysis,
including identifying characteristic spectral bands for vibrations. The
specificity of this analysis method is 100 % (95 % CI 93 — 100 %), while the
sensitivity reaches 59 % (95 % CI 38 — 77 %).
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Figure 9. Results of K-means analysis of bladder washings SERS spectra, within the
range of 0 - 4000 cm™. (O - spectra of cancerous bladder washings; K - spectra of
non-cancerous bladder washings)
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After analyzing the spectra and identifying spectral differences, a K-means
analysis was performed, and different spectral intervals were chosen. The
respective results of the K-means analysis are presented in Figures 10-11.

Silhouette

Cluster

Figure 10. Results of K-means analysis of bladder washings SERS spectra, within the
450 — 1300 cm™ range. (O — spectra of cancerous bladder washings; K — spectra of
non-cancerous bladder washings)
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Figure 11. Results of K-means analysis of bladder washings SERS spectra, within the
900 — 1200 cm ™ range. (O — spectra of cancerous bladder washings; K — spectra of
non-cancerous bladder washings)

By narrowing the interval to 450-1300 cm™, 11 spectra were misclassified
(three non-cancerous, eight cancerous), while from 900 to 1200 cm™, ten
spectra were misclassified (three non-cancerous, seven cancerous). In both
cases, the specificity and sensitivity of the analysis method were calculated to
compare how data classification differs when selecting a specific data range.
When reducing the interval to 450—1300 cm™, the specificity decreased to 94
% (95 % CI 84 — 98 %), but the sensitivity increased to 70 % (95 % CI 49 —
86 %). Further narrowing the interval to 900-1200 cm™, the specificity
remained unchanged at 94 % (95 % CI 85 — 99 %), while the sensitivity
increased to 74 % (95 % CI 53 — 89 %).

From the provided figures, it can be seen that narrowing the interval
improves the distribution; more cancerous spectra are correctly classified, but
a few non-cancerous spectra also appear, which was not noticed when
analyzing the entire spectral range. This happens because the previous,
relatively narrow spectral interval identified the main spectral differences.
Therefore, performing statistical analysis in this area improves the distribution
of cancerous clusters but slightly complicates the non-cancerous cases.

The summarized values of the K-means analysis in all studied spectral

intervals are shown in Table 5.
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Table 5. The summarized sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and negative predictive value (NPV) values of K-means analysis
of bladder washings SERS spectra in various spectral intervals.

Interval
0 —4000 cm! 450 — 1300 cm™! 900 — 1200 cm™!
Result 95 % CI Result 95 % CI Result 95 % CI
Sensitivity 59 % 38—77% 70 % 49 — 86 % 74 % 53 -89 %
Specificity 100 % 93 -100 % 94 % 84 —-98 % 94 % 85-99 %
PPV 100 % 79 —100 % 86 % 67-95% 87 % 68 —95 %
NPV 83 % 75 —-88 % 86 % 78 —92 % 88 % 79-93 %

CI - Confidence Interval
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7.6. Evaluation of bladder cancer malignancy using spectroscopic methods

In the first part of the study, when SERS spectroscopic tests were
conducted on bladder tissue, malignant tissues were not distinguished based
on the degree of malignancy due to the small sample size of patients. The
study focused on the method's potential to differentiate cancerous from non-
cancerous tissue.

In bladder tissue studies using IR spectroscopy, it was observed that
urothelial carcinoma tissues exhibit higher absorption values at the vibrations
0f 1028 cm™ bands and 1154 cm™ bands, which visually differentiate between
high and low malignancy urothelial carcinoma average spectra. (Figure 12).
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Figure 12. Average ATR IR spectra of normal bladder tissue and bladder carcinoma
(high-grade tumor and low-grade urothelial carcinoma) tissue. Spectra are baseline-
corrected and vector-normalized. The dotted lines indicate higher absorption values
at the vibrations of 1028 cm™ bands and 1154 cm™ bands.

To assess the capability of IR spectroscopy to differentiate between high-
grade and low-grade urothelial carcinoma tissues, hierarchical cluster analysis
(HCA) was applied to the first derivative of tumor tissue spectra. This analysis
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focused on the spectral range from 950 to 1183 cm™, which includes the
spectral bands at 1028 cm™ and 1154 cm™, visually distinct in evaluating
average spectra. Most high-grade tumor spectra (29 out of 34) formed one
cluster, with seven spectra (out of 13) from low-grade tumors. In another
cluster, six spectra from low-grade tumors were grouped with five spectra
from high-grade tumors. Summarizing these results, it can be concluded that
high-grade tumors can be identified with 85 % accuracy, while low-grade
tumors can only be identified with 46 % accuracy. The summarized results of
bladder cancer tissue differentiation by malignancy level using HCA analysis
are presented in Table 6.

Table 6. Summarized sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and
negative predictive value (NPV) values of hierarchical cluster analysis (HCA) results
for differentiation of bladder cancer tissue by malignancy level using IR spectroscopy.

Urothelial carcinoma grade

HGUC LGUC
Result 95 % CI Result 95 % CI
Sensitivity 85 % 68 — 95 % 46 % 19-75%
Specificity 46 % 19-74% 85 % 69 —95 %
PPV 80 % 71 -87 % 55 % 31-77%
NPV 54 % 30-77 % 81 % 71 -87 %

CI — Confidence Interval
HGUC - High-grade Urothelial Carcinoma
LGUC — Low-grade Urothelial Carcinoma

8. DISCUSSION
8.1. Analysis of spectral markers identified in spectroscopic studies

To explain the observed differences in the spectra of bladder tissues and
washings, a preliminary assignment of spectral bands was performed based on
literature data. Spectra of solutions containing individual biomolecules were
also recorded during SERS spectroscopy of tissues and intracellular
investigation to facilitate a better understanding of the spectral band changes
in bladder cancer research (Figure 13).
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Figure 13. Differential spectrum between bladder cancer and healthy bladder tissue
extracellular fluid. SERS spectra of solutions containing different biomolecules (1
mM) are also provided for comparison. ATF - adenosine triphosphatase.

Firstly, no statistically significant differences were observed during SERS
spectroscopy tissue analysis. However, when comparing spectra of cancerous
and healthy patients, two dominant bands were noticed at 660 cm™ and 891
cm! (Figure 1). According to literature sources and the obtained SERS spectra
of biomolecule solutions, we can conclude that these bands indicate a higher
concentration of cysteine in the tumorous bladder tissue.'?* In the biomolecule
solutions spectrum, guanine exhibits a prominent band at 660 cm™!, but other
guanine-related bands at 1600 cm™ are not observed in the bladder cancer
spectrum. Therefore, we cannot assert that the 660 cm™ band expressed in the
bladder cancer spectrum is due to a higher concentration of guanine.
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Cysteine is a non-essential amino acid crucial for protein synthesis and
other metabolic functions. It is present in the composition of beta-keratin, the
main protein in nails, skin, and hair. Cysteine is vital for collagen production.
As a multifaceted precursor, cysteine plays a central role in cellular
metabolism and contributes to the survival and proliferation of cancer cells.!?*

During the study of bladder interstitial fluid using the SERS method, more
intense bands were observed at 1052 cm™ and 1414 cm™! in the spectra of
cancerous tissues. Subsequently, in the generated differential spectrum
between cancerous and healthy tissues without these bands, the previously
mentioned cysteine-associated band at 660 cm™! became prominent (Figure 3).
According to the table of biomolecule spectra conducted (Figure 13), we can
observe that all investigated molecules (cysteine, tyrosine, ATF, thymine,
guanine, and lactic acid) could contribute to the intensity of the cancerous
spectrum band at 1052 c¢cm'. However, unlike other molecules with low
intensity at the 1052 cm™ band, lactic acid solution in this position exhibited
the highest intensity and lacked distinct intensity bands in different areas. As
mentioned earlier, this zone could also be influenced by the cysteine, whose
SERS spectrum of the solution also showed increased intensity at the 1052
cm’! band. This band serves as the most prominent marker in the results of this
study, and precision calculations were performed for the interval including
this band, from 1020 to 1080 cm.

Urinary acid accumulates in cancerous cells due to the mode of energy
acquisition - glycolysis, where glucose is converted into the final metabolite,
uric acid. Glycolysis is characteristic of cancer cells as the primary mode of
energy acquisition, even under aerobic conditions. The German physiologist
Otto Warburg first observed this property of cancer cells.!? This "aerobic
glycolysis" process, known as the "Warburg effect," is less efficient than the
oxidative phosphorylation pathway.'? Due to this process, the glucose
requirement of cancer cells increases compared to healthy cells.

Additionally, cancer cells obtain energy from other glucose-independent
energy pathways, such as glutaminolysis.!?” Aerobic glycolysis and increased
glutaminolysis are collectively called "reprogrammed energy metabolism" - a
phenomenon now universally recognized as a primary metabolic hallmark of
cancer.'?® In both energy acquisition pathways, uric acid is produced as the
final product; hence, its increased concentration in cancer cells compared to
healthy ones could have been identified during our study.

Another more intense band observed in the SERS spectra of the
extracellular fluid of bladder cancer tissues at 1414 cm™ may be associated
with higher stretching vibrations of proteins, lipids, DNA, and lactic acid
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adjacent to spectral bands in the region of 1414 cm™! - 1448 cm!. Intense bands
in this spectral region are characteristic of lipid molecules.'*

Lipids are crucial in cellular energy storage, signal transduction, cell
proliferation, and growth processes. As more energy is consumed during the
uncontrolled division and growth of cancer cells, lipid metabolism is disrupted
in tumor cells.** While most somatic cells obtain lipids from dietary sources
or lipids synthesized in the liver, various cancer cells undergo de novo
lipogenesis, making them more independent of externally acquired lipids.'!
Due to these molecules' altered metabolism, lipid concentration can vary
between healthy and cancerous cells.

Table 7. Bladder cancer SERS marker bands based on tissue and extracellular fluid
sample analysis.

Wavenumber, cm! Molecular group

660 Cysteine

1052 Lactic acid, cysteine
1414/1448 Lipids, proteins, nucleic acids

The explanatory analysis of the most distinct spectral bands was carried
out based on literature data and performed in the IR spectroscopy study. In
studies of bladder cancer tissues using FTIR spectroscopy, the average
spectrum of normal bladder tissue was characterized by more prominent
spectral bands at 1033 cm™!, 1206 cm™, 1240 cm!, 1282 cm!, 1317 cm’!, and
1339 cm’!, which according to literature sources can be attributed to
collagen.'¥!133 These spectral bands indicate a higher amount of collagen in
normal bladder tissue compared to tumor tissue.

Collagen is one of the constituents of the bladder's submucosa and provides
tensile strength, transmitting tension from the smooth muscle cells of the
bladder to the organ as it expands and stores urine.!** The reduced amount of
collagen in tumor bladder tissue may be associated with increased secretion
of collagenase enzymes into the interstitial fluid of tissues and subsequent
destruction of host tissues.®

The spectra of tumor bladder tissue show more pronounced spectral bands
at absorption values around 972 cm!, which can be attributed to vibrations of
nucleic acids. Similar spectral bands in similar positions can also be attributed
to vibrations of specific protein and polysaccharide group molecules.
However, as the absorption values of the 972 cm! spectral band increase, the
spectral band at 1082 cm!, attributed to nucleic acid vibrations, becomes more
prominent in cancerous tissue. Therefore, we can conclude that these changes
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in the spectra are associated with an increased amount of nucleic acids in
urothelial carcinoma tissue.!'*?

Nucleic acids are of two main classes: deoxyribonucleic acid (DNA) and
ribonucleic acid (RNA). It is known that genetic DNA mutations play a
significant role in cancer development.! RNR is essential for gene
expression, participating in transcription (copying DNA segments into RNA
processes), translation (the process where information encoded in messenger
RNA directs the addition of amino acids during protein synthesis), and
regulating it. Research data shows that altered tumor RNR metabolism
influences tumor growth and progression.'*® Additionally, there is evidence of
hyperexpression of tumor-related genes in tumor tissue and higher
concentrations of circulating nucleic acids in the blood of cancer patients.'?’

Cancer cells typically have larger nuclei than healthy cells, and the nuclei
of cells exhibit the highest concentration of nucleic acids.'*®

Two other higher absorption values observed in IR spectroscopy in the
study of bladder cancer tissue, at 1028 cm™ and 1154 cm™!, can be attributed
to vibrations of glycogen. The increased absorption values of spectral bands
attributed to glycogen are associated with increased glycogen content in
bladder cancer tissues. Increased glycogen content is observed in certain types
of tumors and is used as an energy source for cell proliferation.5*!%

Additionally, higher glycogen levels are observed in low-grade urothelial
carcinoma tissues compared to high-grade tumor tissues. The observed
inverse relationship between glycogen levels and the degree of tumor
malignancy may be related to a higher proliferation rate in high-grade tumors.
In certain tumors, an inverse relationship between glycogen levels and
proliferation rate is observed, which may be associated with higher glycogen
consumption to sustain tumor growth.*

Table 8. Bladder cancer IR spectroscopy marker bands based on analysis of tissue
samples.

Wavenumber, cm™! Molecular group
1033, 1206, 1240, 1282, 1317, 1339 Collagen

972, 1082 Nucleic acids
1028, 1154 Glycogen

The main differences in bladder washings analyzed by the SERS method
were identified at vibrational bands of 852 cm™, 919 cm™!, 1030 cm™, and 1200
cm’'. Based on literature sources, a spectral band assignment of observed
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SERS bands in the bladder washing study is provided, which is presented in
Table 9.

In the SERS spectra of bladder washings from cancerous samples, there is
a prominent spectral band at 852 ¢cm™, which is not present in the SERS
spectra of non-cancerous bladder washings. This spectral band may be
associated with tyrosine and its vibrations.®”-!4

Tyrosine, or 4-hydroxyphenylalanine, is one of the 20 standard amino
acids cells use to synthesize proteins. Tyrosine is a proteogenic amino acid
and a particular amino acid due to its phenolic function. It is found in proteins
that are part of signal transduction processes and acts as a receptor for
phosphate groups, which are transferred with the help of protein kinases. One
such protein is tyrosine kinase. The signaling pathways of tyrosine kinases
typically prevent distorted proliferation or contribute to sensitivity to
apoptotic stimuli. These signaling pathways in cancer cells are often
genetically or epigenetically altered to give cancer cells a selective advantage
and to make tyrosine kinases uncontrollably active. This results in
uncontrolled cancer proliferation.!#!

Another spectral difference was observed at the vibrational band of 919
cm’!, which was more intense in the spectra of cancerous washings. According
to data from the literature, this difference may be associated with a higher
concentration of specific proteins and glycogen in cancerous tissue.'4>!43

The third and fourth observed differences between the intensities of
vibrational bands at 1030 cm™ and 1200 cm™ may be related to phenylalanine
vibrations.®”!** A low-intensity vibrational band was highlighted in the spectra
of bladder cancer washings, whereas these bands were not observed in the
spectra of non-cancerous bladder washings.

Phenylalanine is an essential a-amino acid. L-phenylalanine is biologically

converted into L-tyrosine — those above non-essential amino acids.'*

Table 9. Bladder cancer SERS spectroscopy marker bands based on analysis of
bladder washings samples.

Wavenumber, cm! Molecular group
852 Tyrosine

919 Proteins, glycogen
1030, 1200 Phenylalanine
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8.2. Comparing the results of spectroscopic methods

Bladder cancer tissue studies were conducted using SERS spectroscopy
and IR spectroscopy. IR spectroscopy showed better sensitivity, PPV, and
NPV results, while the SERS spectroscopy method demonstrated higher
specificity results. The accuracy results of the methods are compared and
presented in Table 10. The results are only illustrative, as two heterogeneous
groups were compared.

Table 10. Comparison of precision results between Surface Enhanced Raman
Spectroscopy (SERS) analysis of interstitial fluid in bladder cancer and Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis of bladder cancer tissue.

Method
SERS FTIR
Result 95% CI Result 95% CI
Sensitivity 85% 64 - 95% 91% 80 - 98%
Specificity 97% 84 - 100% 96% 86 - 100%
PPV 95% 75 - 99% 96% 85-99%
NPV 89% 77 - 95% 92% 87 -98%

The most widely used endoscopic method for diagnosing bladder cancer is
white light cystoscopy, with a sensitivity of 71 % (95 % CI, 49-93 %) and
specificity of 72 % (95 % CI, 47-96 %).*® The photodynamic diagnostics
(PDD) method showed better sensitivity rates at 92 % (95 % CI, 80-100 %)
but lower specificity at 57 % (95 % CI, 36-79 %).*® Another endoscopic
method of the new generation, narrow band imaging (NBI), is characterized
by high sensitivity — 96 % (95 % CI = 93-98 %), but like PDD, it has low
specificity — 65 % (95 % CI = 54-75 %).*8

Our study has shown promising results, allowing differentiation between
healthy and cancerous bladder tissue under ex vivo conditions, close to the
gold standard of pathological examination. Fiber optic IR spectroscopy of
bladder tissues and SERS spectroscopy of interstitial bladder tissue fluid
demonstrated similar sensitivity results to those reported in the literature for
PDD and NBI without compromising specificity. This could lead to a less
invasive diagnostic method, avoiding the need for extensive bladder resection
for accurate diagnosis. Furthermore, due to the high specificity of the study,
the number of pathological examinations required for patient monitoring
could be reduced, thereby reducing the economic burden.

In the study part evaluating SERS spectroscopy of bladder washings, the
accuracy of the study was assessed in several spectral intervals, and
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ultimately, by reducing the spectral range to 900 — 1200 cm™!, the following
results were obtained: sensitivity of 74 % (95 % CI, 53 — 89 %), specificity of
94 % (95 % CI, 85 —99 %). Currently, the most widely used in clinical practice
for bladder washings exhibits high sensitivity for high-grade urothelial
carcinoma (84 %), but sensitivity for low-grade disease is only 16 %. The
specificity of the study reaches 95-100 %.* The results obtained in our study
are comparable to the specificity indicators of cytological examination and
almost get the sensitivity results of cytological examination in diagnosing
high-grade urothelial carcinoma. According to the research data, cytological
examination results depend on the specialist's experience performing bladder
washings.!¥  Standardizing the differences observed during SERS
spectroscopy between bladder washings of healthy patients and those with
bladder cancer and applying SERS spectroscopy research to clinical practice
could help avoid the limitations caused by this human factor.

8.3. Limitations of the study

Potential shortcomings could have influenced the study results. Firstly, we
could not obtain every patient’s cancerous and normal bladder tissue samples.
Surgeries were performed on patients suspected of having malignant bladder
tumors. The surgeon macroscopically evaluated the resected tissue, with tissue
that appeared pathological being considered tumor tissue and used for
spectroscopic analysis. In contrast, the remaining tumor tissue was sent for
routine pathological examination. After pathological examination, some
tumor tissues were excluded due to the absence of cancerous tissue in the
sample. Some patients exhibited diffuse bladder involvement without
endoscopic signs of healthy mucosa, and we could not obtain healthy bladder
tissue samples.

Secondly, despite observing average spectral differences between low and
high-grade tumors in the IR spectroscopy part of the study, the spectral
profiles of low and high-grade cancerous tissues share similar characteristics,
making it impossible to distinguish them as separate groups. This could be
explained by the study's different numbers of low and high-grade tumors. The
number of high-grade tumor cases was much higher than that of low-grade
tumors (34 and 13 cases, respectively), so a larger sample size of low-grade
tumor cases would be beneficial for more detailed conclusions.

Thirdly, more significant spectral class differences of cancerous tissues
compared to normal tissues may be related to different cancer cell
differentiation. As the tumor develops, cells lose their functions and undergo
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morphological changes. Thus, variations in specific component quantities
may differ in individual cases depending on the tumor characteristics and
progression. Meanwhile, fluctuations in normal tissue spectral classes are
more minor than in cancerous tissue classes (Figure 14). Therefore, spectral
differences may be influenced by individual tissue structural differences.

o
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Figure 14. The average spectra (solid black line) and spectral variations (shaded area)
of normal (A) and urothelial carcinoma (B) tissues were taken from different patients.
The example from the IR spectroscopy part of the study is provided to explain the
hypothesis of spectral variations.

Fourthly, inaccuracies in spectroscopic analysis could have been caused by
the degradation of biological material during transportation from the tissue
sampling site to the analysis laboratory. In this study, tissues were transported
to the spectroscopic analysis laboratory the same day after bladder surgery.
Specific tissue-fixing agents were not used during transportation; only a 0.9
% sodium chloride solution was used during endoscopic bladder surgeries.
Although spectroscopic analysis was performed on the same day, it can be
expected that some level of biological tissue degradation occurred, which
could lead to inaccuracies in the study results.

Fifth, SERS spectroscopy yielded different tissue and tissue interstitial
fluid results in the same patients. No significant differences were observed
between healthy and cancerous bladder tissues in the tissue studies. In
contrast, the interstitial tissue studies showed clear bands that could
differentiate between healthy and cancerous tissues with a sensitivity of 85 %
and a specificity of 97 %. The different molecular structures of the interstitial
fluid and tissue can explain this difference in the success of the tests. The
intracellular fluid comprises the following major protein molecules: collagen,
elastin, fibronectin, laminin, tenascin, and growth factors.'* In contrast, the
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molecular structure of tissue preparations consists not only of the intracellular
fluid but also of the cells in which the following key molecules are detected:
glycogen, lipids (phospholipids, triacylglycerol, etc.), nucleic acids (DNA,
RNA), various proteins and amino acids."”’” Thus, different molecular
structures in the tissue and interstitial fluid could have led to different results.

9. CONCLUSIONS

1. SERS spectroscopy under ex vivo conditions can differentiate between

extracellular fluid samples of bladder cancer and healthy bladder
tissues. Spectral bands at 1052 cm and 660 cm exhibit higher
intensity in the SERS spectra of cancerous tissue extracellular fluid
than healthy mucosa. Spectral bands at 1052 cm! are linked with lactic
acid and cysteine, and spectral bands at 660 ¢cm™ are linked with
cysteine.
Fiber optic-based IR spectroscopy under ex vivo conditions can also
differentiate between bladder cancer and healthy bladder tissues.
Spectral bands at 1033, 1206, 1240, 1282, 1317, and 1339 cm™ are
more intense in healthy bladder tissue spectra and are linked with
collagen. Spectral bands at 972 cm™ and 1082 cm! are more intense in
cancerous bladder tissue and are linked to nucleic acids. Spectral bands
at 1028 cm™ and 1154 c¢cm™! are more intense in cancerous bladder
tissue and are linked with glycogen.

2. The SERS spectroscopy method can accurately differentiate urine
sediments from bladder cancer patients from healthy individuals,
matching the most widely used cytological examination in clinical
practice.

3. SERS spectroscopy under ex vivo conditions can differentiate between
extracellular fluid samples of bladder cancer and healthy bladder
tissues with 85% sensitivity and 97% specificity. Meanwhile, IR
spectroscopy under ex vivo conditions can differentiate between
bladder cancer and healthy bladder tissues with 91% sensitivity and
98% specificity.

4. Differences in spectral bands were detected when distinguishing
samples of high-grade and low-grade urothelial carcinoma, but the
sensitivity and specificity results were significantly poorer than those
from histological examination.
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The test's sensitivity and specificity for HGUC were 85% and 46%,
respectively, while the sensitivity and specificity for LGUC were 46%
and 85%, respectively.

No differences between high and low-grade urothelial carcinoma
samples were found when tissues were examined using the SERS
method.
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