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Ivadas

Virpesinés spektroskopijos metody pritaikymas nedestruktyviai biologiniy bandiniy analizei yra
palyginti nauja ir besivystanti sritis. Pagrindiniai virpesinés spektroskopijos metodai yra Furjé
transformacijos infraraudonosios sugerties (FT-IR) ir Ramano sklaidos spektroskopijos. Jy veikimo
principas pagrjstas elektromagnetinés spinduliuotés sgveika su molekuliy virpesiais. Infraraudonosios
sugerties spektroskopijos atveju molekulés gali sugerti vidurinés infraraudonosios srities Sviesg ir
pereiti | aukStesnés energijos virpesini lygmenj. Bangos ilgiai, ties kuriais molekulés sugeria
infraraudonaja Sviesa, priklauso nuo jy normaliyjy virpesiy daznio, o sugerties intensyvumas priklauso
nuo molekulés elektrinio dipolio momento pokycio vykstant atitinkamam virpesiui. Pagal tai i8
infraraudonosios sugerties spektro galima iSgauti informacijg apie tiriamy molekuliy strukttrg ir
cheming sudétj. FT-IR spektroskopija yra sékmingai pritaikoma jvairiuose biochemijos tyrimuose,
pavyzdziui, farmacijoje [1], biologiniy skysciy analizéje [2], augaly tyrimuose [3], lasteliy ir audiniy
cheminiame vaizdinime naudojant mikroskopus-spektrometrus [4], vézio tyrimuose ir diagnostikoje

[5], maisto kokybés kontrol¢je [6] ir taip toliau.

Infraraudonosios sugerties spektroskopijos pagrindiniai privalumai, padarantys ja patrauklig biologijos
ir medicinos tyrimuose, yra lengvas naudojimas, greitas spektry registravimas, nedestruktyvumas ir
nespecifiSkumas. Vienas i$ virpesinés spektroskopijos iSskirtiniy pranaSumy yra tai, kad dauguma
spektry analizei naudojamy statistiniy ir ma$ininio mokymosi metody leidzia nustatyti, kurios
spektrinés sritys konkregiam tyrimui yra statistiskai svarbiausios. Sios sritys yra susijusios su tiriamais
biocheminiais vyksmais ar skirtumais tarp bandiniy. Tai reiskia, kad naudojantis virpesine
spektroskopija galima iSgauti bandiniy biocheminj ,,pirSto antspaudg®, arba kitaip tariant, spektrinius
Zymenis (taip pat vadinami bioZymenimis). Spektriniy Zymeny nustatymas yra daZzna biologiniy
tyrimy su virpesine spektroskopija dalis, jprastai atliekama kartu su bandiniy spektry klasifikacija.
Biologiniy bandiniy FT-IR spektry klasifikacija yra placiai aptarta ir iSnagrinéta tema, tac¢iau spektriniy
zymeny identifikavimo metody patikrinimui ir vystymui skiriama santykinai maziau démesio [7].
Esmin¢ problema su spektriniy Zymeny identifikavimu virpesiniuose spektruose yra ta, kad, skirtingai
nei su klasifikavimu, dazniausiai néra i§ anksto zinomy bioZzymeny, su kuriais biity galima palyginti
gautus rezultatus ir jvertinti pasirinkto metodo tiksluma. Spektriniy zZymeny iSgavimag taip pat
apsunkina nepageidaujami fizikiniai reiSkiniai - Sviesos sklaida, bandinio nevienalytiSkumas,
koncentracijos variacijos ir kiti - kurie jveda nuokrypius registruojant spektrus. Sie nuokrypiai turi biiti
iSkompensuojami pritaikant pirminio apdorojimo procediiras, taCiau pirminio apdorojimo jtaka

spektriniy Zymeny nustatymui dar néra istirta.



Sio darbo tikslas — nustatyti, kaip skirtingais statistiniais metodais gauti biologiniy bandiniy FT-IR
spektriniai Zymenys priklauso nuo spektry pirminio apdorojimo. Siame tyrime kaip konkretis

pavyzdziai buvo naudojami du FT-IR spektriniy duomeny rinkiniai:

e patologiniy bakterijy ir mieliy;

e ckstralgsteliniy vezikuliy, i§gauty i§ sveiky zmoniy ir miokardo infarkto pacienty kraujo.
Tyrimo tikslui pasiekti buvo iskelti Sie uzdaviniai:

e turimus spektry rinkinius apdoroti jvairiais skirtingais FT-IR spektry pirminio apdorojimo
metodais;

e i§ spektriniy duomeny rinkiniy su skirtingais apdorojimais iSgauti spektrinius Zymenis
naudojantis iSankstinio pozymiy atrinkimo (angl. forward feature selection) ir principinés
komponenty analizés — tiesinio diskriminanto klasifikacijos (angl. principal component
analysis — linear discriminant classifier) algoritmais;

e jvertinti gauty spektriniy Zymeny pagristumg ir priklausomybe nuo spektry pirminio
apdorojimo remiantis Zymeny stabilumo ir panaSumo kriterijais, taip pat pagal

spektring/biocheming interpretacija.
1. Teoriné dalis
1.1. Virpesinés spektroskopijos pritaikymas biologiniuose tyrimuose

Pagrindinés biologines sistemas sudarancios biomolekulés — baltymai, aminoriigstys, lipidai,
nukleoriigstys, angliavandeniai — turi savo charakteringus virpesius, kuriuos galima stebéti
virpesiniuose spektruose. Tipinis biologinio bandinio infraraudonosios sugerties spektras pavaizduotas
1 pav.

Biologiniy dariniy spektruose tipiskai aktualiausia yra 1700 — 900 cm’!

sritis, vadinama ,,pirSty
antspaudo* sritimi. Sioje srityje yra dauguma biomolekuliy virpesiniy juosty, i§ kuriy svarbiausios ir

intensyviausios yra:

e Amidy I ir II virpesinés juostos, atitinkancios baltymy peptidinés jungties virpesius, kuriy daznis
priklauso nuo baltymy antrinés struktiiros;

e -CH; ir -CH3 grupiy baltymuose ir lipiduose deformaciniy virpesiy juostos;

e Fosfato -PO» grupés valentiniy simetriniy ir antisimetriniy virpesiy juostos, priskiriamos DNR ir

RNR fosfodiesteriniai jungciai.

FT-IR spektroskopija turi didelj potencialg mikrobiologijoje [8], maisto apsaugoje [6], diagnostingje

medicinoje, taip pat biomolekuliy struktiiros, saveiky ir dinamikos tyrimuose [9]. Ji gali buti pritaikyta



pla¢iam biologiniy bandiniy pasirinkimui, jskaitant diagnostinés medicinos méginius — krauja,
Slapimg, audinius. Pavyzdziui, FT-IR spektroskopija buvo panaudota tirti zmogaus serumo albumino
antrinés struktiiros poky¢ius jvairiomis denatiiravimo salygomis [10]. Sio baltymo struktiiros poky<iai
buvo nustatyti pagal amidy I spektring juosta jai atlikus spektring dekonvoliucija, kuri isskiria kelias
persiklojusias juostas. Tuomet pagal amidy I juostos viding sandarg galima nustatyti santykj tarp

baltymo a-spiraliy, B-klosciy ir atsitiktiniy struktiiry kiekio.
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1 pav. Bakterijos Staphylococcus aureus IR sugerties spektras. Spektre pazymétos dazniausiai biologiniuose
bandiniuose pasitaikancios spektrinés juostos ir kokioms junginiy grupéms jos priklauso. vy Zymi simetrinius
valentinius virpesius, v, — antisimetrinius valentinius virpesius, 6 — deformacinius virpesius.

Vienas i§ perspektyviausiy virpesinés spektroskopijos pritaikymy biologijoje yra cheminis
vaizdinimas naudojant mikroskopus-spektrometrus. Si sritis yra aktuali Isteliy ir audiniy tyrimuose,
histopatologijoje ir véZio diagnostikoje, kuriuose virpesinés spektroskopijos vaizdinimas leisty aptikti

biocheminés sandaros skirtumus, neaptinkamus jprastais audiniy dazymo metodais [S][11].

1.2. Spektry pirminio apdorojimo procediiros
Spektry pirminis apdorojimas yra svarbiausias Zingsnis biologiniy virpesiniy spektry analizgje,
kadangi jis daro esming¢ jtaka visy sekanciy operacijy tikslumui. Pirminio apdorojimo tikslas yra
kompensuoti jvairius nepageidaujamus veiksnius, sukeliancius spektry iSkraipymus ir geriau iSskirti

biocheminius skirtumus tarp bandiniy. Pirminio apdorojimo procediry ir algoritmy pasirinkima



diktuoja bandymo specifikacijos ir kiekvienam tyrimui optimaliausios procediros dazniausiai biina
skirtingos. Pirminis apdorojimas parenkamas vadovaujantis fizikiniais principais ir optimizuojant

duomeny analizés tikslumga.
1.2.1. Bazinés linijos korekcija

Be elektromagnetinés spinduliuotés sgveikos su molekuliy virpesiais, bandiniuose vyksta ir kiti Sviesos
reiskiniai, kurie infraraudonosios sugerties spektruose pasireiskia kaip kylanti arba osciliuojanti baziné
linija. Biologiniy bandiniy FT-IR spektruose dazniausia kylancios bazinés linijos priezastis yra
zadinancios spinduliuotés rezonansiné¢ Mie sklaida [11] (sklaida, kai krentanc¢ios Sviesos bangos ilgis
yra palyginamas su sklaidancios dalelés dydziu). Sklaida daznai biina mazesné FT-IR spektrus
registruojant naudojantis pazeistojo vidaus atspindzio (angl. attenuated total reflection, ATR)
spektrometrais. Bazinés linijos kilimas dazniausiai taisomas aproksimuojant ir atimant bazing linija,

arba modeliuojant kilima sukeliancius reiskinius [12].
Bazinés linijos korekcijai (angl. baseline correction) naudojami Sie metodai:

1. ,,Rubberband*, arba ,,guminés juostos®, korekcija. Sis algoritmas randa linija, jungianéia taskus,
atitinkan¢ius spektro minimumus. Taip pat naudojamas rankinis $io metodo variantas, kuomet
linijos taSkai parenkami vartotojo nuozitra.

2. Bazinés linijos aproksimavimas tiesine arba kvadratine priklausomybe. Sis metodas skiriasi nuo
Srubberband® tuo, kad vietoj kreivos ir kampuotos linijos, jungiancios spektro minimumy taskus,
pagal tuos taskus atliekama funkcijos aproksimacija.

3. Diferencijavimas. Atliekant pirmos eilés diferencijavimg teoriSkai panaikinama tiesin¢ spektro
komponenté. Sis metodas pakei¢ia spektro kontiira, bet geriau i§skiria spektrines juostas. Taip pat
naudojamas ir antros eilés diferencijavimas, kuris, kitaip nei pirmos eilés, duoda simetrines
spektrines juostas. Pagrindinis diferencijavimo kaip spektrinio apdorojimo metodo trilkumas yra
tai, kad kartu su juosty iSskyrimu jis taip pat sustiprina spektro triukSma. D¢l Sios priezasties
praktikoje spektry diferencijavimui daznai naudojamas Savitzky-Golay algoritmas su triukSmo
i8lyginimu.

4. ,Extended multiplicative signal correction®, arba sutrumpintai EMSC, metodas. Tai yra
sudétingesnis infraraudonosios sugerties spektry apdorojimo metodas, kuris atlieka ir bazinés
linijos korekcijos, ir normalizavimo funkcijas. Jis yra paremtas Lamberto — Bugerio — Bero désnio
modeliavimu. EMSC remiasi prielaida, kad uzregistruotg infraraudonosios sugerties spektrg 4,:(v)
galima iSskleisti kokio nors atraminio spektro Au(v) atzvilgiu [13]:

Apr(W) =a+b Ay, (V) +c-v+d-v?+e(v), (1)



¢ia a, b, ¢, d — skleidimo parametrai, o &(v) — lickana, atitinkanti nemodeliuotus skirtumus tarp
Aus(v) it Aar(v). Laikoma, kad A.(v) yra ,,idealus* spektras, neturintis artefakty, o pirmas, trecias
ir ketvirtas lygties nariai atitinka spektro bazing linijg dél sklaidos. Apdorojimas EMSC metodu
veikia taip: pirma parenkamas atraminis spektras, dazniausiai kaip spektriniy duomeny rinkinio
vidutinis spektras. Tuomet visiems rinkinio spektrams pritaikoma (1) aproksimacija. Galiausiai
naudojantis gautais koeficientais 1§ A4.z(v) gaunamas apdorotas, normalizuotas spektras su
kompensuota bazine linija 4qpa(v):
Ayr(V) —a—c-v—d-v?
5 .

1.2.2. Spektry normavimas

(2)

Aapd(v) =

Pagal Lamberto — Bero — Bugo désnj, bandinio pralaidumas Sviesai priklauso nuo jo koncentracijos ir
storio. Praktikoje atliekant spektroskopinius matavimus iSlaikyti bandiniy storj, koncentracija bei
Sviesos kelig juose tokius pacius yra sudétinga, ypa¢ dirbant su biologiniais bandiniais. D¢l to
registruojami virpesiniai spektrai daznai varijuoja savo intensyvumais, ir §ios variacijos gali paslépti
realius biocheminius skirtumus tarp bandiniy. Siekiant suvienodinti spektry intensyvumus, jie yra

normalizuojami pagal jvairius parametrus.
FT-IR spektry normavimui naudojami Sie metodai:

1. Vektorinis normavimas. Sis metodas padalina spektra i§ jo euklidinés normos:

Euklidiné norma = \/xlz +x2 4 -+ x3, (3)

¢ia xj, x2, ..., xv — spektro optinio tankio vertés duotam bangos skaiciui, kai spektre 1§ viso yra N
tasSky. Vektoriniam normavimui galima suteikti fiziking interpretacija, kad spektrai
transformuojami taip, jog jie tartum blity gauti i§ vienodo storio bandiniy.

2. Min — max normavimas. Sis metodas pirma pastumia spektra taip, kad jo optinio tankio minimumas
buty ties 0 (kitaip tariant, atima spektro intensyvuma i§ jo minimumo vertés) ir tuomet padalina

skirtuma 1§ skirtumo tarp spektro maksimumo ir minimumo veréiy Xmax 1t Xmin:
Xi — Xmin
Xinorm = (4)
¢ia x; norm. — normuoto spektro i-tasis elementas, o x;— nenormalizuoto spektro i-tasis elementas, i=1,
2,..,N.
3. Normavimas pagal viena juosta. Sis metodas padalina spektrus pagal jy tam tikros spektrinés
juostos integrin] intensyvumg. DaZniausiai tam parenkama amidy I arba II juosta, kadangi Sios
juostos yra intensyvios ir stebimos didZiojoje daugumoje biologiniy bandiniy. Tokiam normavimui

galima suteikti fiziking interpretacija, kad jie biity gauti i§ bandiniy su vienodu kiekiu



baltymy/aminoriigs¢iy (arba kitos medziagos, kurios spektrinés juostos buvo pasirinktos). Kita
vertus, $is metodas netinka, jei Sios (ar kitos pasirinktos) juostos reikSmingai skiriasi tarp bandiniy.

4. Normavimas pagal spektro plota. Sis metodas padalina spektra i3 jo ,,ploto”, apskai¢iuojamo kaip:
Plotas = x; + x, + -+ + xy, (5)

¢ia xy, x2, ..., xy — spektro optinio tankio vertés duotam bangos skai¢iui, kai spektre i§ viso yra N

tasky. Ploto normavimas veikia labai panasSiai, kaip ir vektorinis normavimas.
1.2.3. Pasaliniy medziagy kompensavimas

Vanduo turi intensyvig ir pla¢ig infraraudonosios sugerties spektring juostg ties ~3400 cm™!, susijusig
su O-H valentiniais simetriniais ir antisimetriniais virpesiais, taip pat pla¢ig ~1640 cm™ deformaciniy
virpesiy juosta. Sios juostos veikia kaip papildomas fonas 3alia esandioms aktualioms virpesinéms
juostoms, pvz. -CH; ir -CHj3 valentiniy bei amidy I ir II virpesiy juostoms. Beveik visi biologiniai
bandiniai arba turi savyje reikSmingus kiekius vandens, arba yra laikomi vandens terpéje.
Atmosferinés dujos — vandens garai, anglies dioksidas — taip pat jneSa papildomas juostas.
Atmosferiniy dujy virpesinés juostos dazniausiai kompensuojamos pagal bandymo pradzioje
uzregistruota atraminj spektra. Spektrinius priedus taip pat gali jnesti kai kuriy biologiniy bandiniy
paruoSimui ir iSlaikymui naudojamos medziagos, pvz. parafinas. PaSaliniy medziagy spektrinés
juostos gali buti kompensuojamos kai kuriais sudétingesniais apdorojimo metodais (pvz. ESMC),

taciau daZniausiai jos tiesiog iSkerpamos i8 spektry.
1.3. Spektriniy Zymeny iSgavimo metodai

Kartu su panaudojimais spektry analiz¢je bei klasifikacijos ir diagnostikos uzdaviniuose, statistiniai
metodai biologiniy bandiniy virpesingje spektroskopijoje taip pat leidzia nustatyti, kurios spektrinés
sritys yra svarbiausios statistiSkai. Tos sritys yra susijusios su biomolekulémis ir cheminiais rysiais,
kurie indikuoja biocheminius poky¢ius tarp bandiniy grupiy (pavyzdZziui, cheminis paveikimas, ligos
tipas ir taip toliau). Statistiniy metody pritaikymas eksperimentiniy rezultaty susiejimui su skirtumais
tarp bandiniy yra plati bioinformatikos tema, neapribota vien tik virpesine spektroskopija. BioZymeny
nustatymas taip pat atliekamas geny/baltymy seky analizéje, DNR mikrogardeliy analizéje, masiy

spektrometrijoje ir kitur.

BioZymeny i§gavimas remiasi prielaida, kad konkre¢iame bandyme yra stebimi nuo tiriamy biologiniy
mechanizmy priklausantys pokyciai, kurie palieka savo zZymenys eksperimentiniuose duomeny
rinkiniuose, Siuo atveju — FT-IR spektruose. Pagrindiniai metodai spektriniy zymeny iSgavimui i

virpesiniy spektry yra Sie [7][12]:



1. Statistiniai hipotezés testai, pvz. Krusalo ir Valiso (Kruskal-Wallis) testas, Mano ir Vitnio (Mann—
Whitney’s) testas ir kiti. Siais metodais kiekvienam spektry rinkinio bangos skai¢iui gaunama p
verté, pagal kurig jvertinamos svarbiausios spektrinés sritys ir virStnés.

2. Tiesiniai statistiniai ir klasifikacijos metodai, kurie kiekvienam bangos skai¢iui priskiria tam tikrus
svorius, pavyzdziui, principiniy komponenty analiz¢ (PCA), tiesinio diskriminanto klasifikacija
(LDC), maziausiyjy kvadraty metodai ir kiti;

3. Pozymiy atrinkimo metodai, pavyzdziui, iSankstinis pozymiy atrinkimas (angl. forward feature
selection, sutrumpintai FFS), genetinio algoritmo (angl. genetic algorithm) metodai ir kiti. Jie i$
visy spektry rinkinio parenka tik kelis bangos skai¢iy kintamuosius, geriausiai atskleidziancius

skirtumus rinkinyje pagal tam tikrg kriterijy.

Minéti metodai turi savo privalumy ir trikumy. Problema su hipotezés testais yra ta, kad juos atliekant
kiekvienam bangos skaiCiui individualiai nejvertinama, kaip spektrinés sritys gali biiti svarbios
kolektyviai. Be to, p vertés mazéja imciai didéjant, taigi didelése imtyse mazos p vertés nebitinai
koreliuoja su bangos skaiciaus aktualumu. Niuansas su tiesiniais metodais yra tas, kad gautiems svoriy
vektoriams reikSmingg jtakg turi ne tik skirtumai tarp spektry grupiy, bet ir variacijos grupiy viduje
[7]. Vienas i8 tiesiniy metody privalumy yra tas, kad jy svoriy kryptis (tai yra, ar svorio verté teigiama,
ar neigiama) indikuoja, kaip spektro intensyvumas tam tikrame bangos skaiciuje koreliuoja su spektro
priklausymui vienai ar kitai grupei. Tuo tarpu kiti metodai gali tik pasakyti, ar bangos skai€ius yra
svarbus bendrai. Pagrindinis pozymiy atrinkimo metody trikumas yra ilgas skai¢iavimo laikas,
kadangi jie reikalauja apskai€iuoti tikslumo kriterijus dideliam skai€iui kintamyjy deriniy. IS Cia
minéty metody kaip patikimiausi bioZymeny nustatymui literattiroje yra laikomi pozymiy atrinkimo

metodai [7][12][14][15].
1.3.1. Principiné komponenty analizé (PCA)

Principiné komponenty analize¢ (angl. principal component analysis, PCA) yra vienas populiariausiy
virpesiniy spektry apdorojimo ir analizés metody. Tai yra tiesinis dimensijos sumazinimo metodas,
kuris N — kiekj kintamyjy (spektroskopijos atveju — sugerties intensyvumy ties tam tikrais bangos
skaiciais) sutraukia j kelis naujus kintamuosius, vadinamus principiniais komponentais. Matematiskai
principiné komponenty analiz¢ atitinka spektrinio duomeny rinkinio matricos X, kurios dimensija yra
n % p, kur n — rinkinyje esanciy spektry skai€ius, o p — viename spektre esanciy kintamyjy (sugerties

intensyvumy) skaicius, bazés pakeitima:

XP=Y, (6)



¢ia P — p x k transformacijos matrica, kur k — pasirinktas principiniy komponenty skaicius, o Y — n X
k gauta principiniy komponenty matrica. Transformacijos matrica P parenkama tokia, kad gauti
komponentai biity ortogonaliis ir kuo geriau aprasSyty duomeny variacija. FT-IR spektry analizéje PCA
daznai naudojama aptikti esminius désningumus, kiek ir kaip skiriasi jvairios bandiniy grupés. Sie
skirtumai daznai lengvai pastebimi grafike atvaizduojant duomeny rinkinj pagal pirmus du (arba tris)

principinius komponentus, kadangi jie apima didzigjg dalj duomeny variacijos (2 pav. rodomas

pavyzdys).
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Principinis komponentas 1
2 pav. Patologiniy mikroorganizmy FT-IR spektry rinkinio pirmy dviejy PCA principiniy komponenty
pasiskirstymas pagal jy tipg. Prie§ PCA spektrai buvo apdoroti bazinés linijos korekcija ir vektoriniu

normavimu.

Jeigu tarp gauty principiniy komponenty spektriniy duomeny grupés gerai atsiskiria, principiniy
komponenty koeficientai, gauti i§ transformacijos matricos, gali biiti panaudojami spektriniy Zymeny
nustatymui. Zymeny nustatymo pavyzdys pateiktas 2 ir 3 pav. 2 pav. matomas Siame darbe naudojamo
patologiniy mikroorganizmy FT-IR spektry rinkinio pirmyjy dviejy principiniy komponenty
pasiskirstymas. Kadangi mikroorganizmy tipai (mielés/bakterijos) puikiai atsiskiria pagal pirmajj
principinj komponenta, galima daryti prielaida, jog jo koeficientai gerai atskleidZia spektriniy
tiesiogiai ] spektry priklausyma kokiai nors grupei neatsizvelgia. Tai reiSkia, jog PCA netinka zymeny
nustatymui, jei néra gero atsiskyrimo tarp duomeny grupiy. PCA taip pat naudojamas kaip apdorojimo
zingsnis pries kitus duomeny analizés metodus siekiant sumazinti skai¢iavimams reikalingg kintamyjy

kiekj ir isfiltruoti triukSmus bei neaktualig informacija spektruose.
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3 pav. Patologiniy mikroorganizmy FT-IR spektry rinkinio pirmo PCA principinio komponento koeficientai.
Grafike pazyméta, kurios koeficienty kryptys koreliuoja su kokiais mikroorganizmy tipais, atsizvelgiant j 2

pav. Prie§ PCA spektrai buvo apdoroti bazinés linijos korekcija ir vektoriniu normavimu.

Principinei komponenty analizei yra aktualus masininio mokymosi pirminio apdorojimo zingsnis,
vadinamas standartizavimu (angl. standardization, taip pat vadinamas feature scaling arba Z-score
normalization). Jis normalizuoja kiekvieno duomeny rinkinio kintamojo (spektroskopijos atveju —
spektry intensyvumus ties tam tikrais bangos skaiciais) vidurkj i O ir dispersijg j 1. Standartizavimas
naudojamas dél to, kad kai kurie masininio mokymosi modeliai pervertina kintamuosius, kurie
varijuoja didesniais intervalais. Pavyzdziui, kintamasis, kurio vertés varijuoja intervale nuo 1 iki 100,
biity labiau vertinamas nei kintamasis, varijuojantis intervale 1 — 10, nepaisant to, kad pastarajame
galbiit geriau atsiskiria duomeny klasés. Principinei komponenty analizei standartizavimas daZznai
pagerina duomeny grupiy atsiskyrimg ir padidina principiniy komponenty skaiciy, reikalingg pasiekti
aukSta paaiSkinta variacijg (kitaip tariant, padaro principinius komponentus informatyvesnius).
Kitiems statistiniams/masSininio mokymosi metodams standartizavimo poveikis nevienodas, kai

kuriems standartizavimas yra biitinas geram tikslumui, kitiems jis nereikalingas.
1.3.2. Tiesinio diskriminanto klasifikacija (LDC)

Tiesinio diskriminanto klasifikacija (angl. /inear discriminant classifier, sutrumpintai LDC, taip pat
vadinama FiSerio (Fischer) diskriminanto klasifikacija) yra statistikos metodas, kuris randa kintamyjy
tiesing kombinacijg, leidziancig geriausiai atskirti dvi arba daugiau duomeny grupiy. Kitaip tariant,
LDC suranda naujg a$j kintamyjy N-matéje erdveje, kurioje skirtingy grupiy duomeny projekcijos
geriausiai atsiskiria. Tuomet objektas gali biiti klasifikuotas pagal tai, kurioje asies pusé€je jis yra.

Dvejy klasiy atveju LDC matematiskai apraSoma taip [16]: duotas vienas iSmatavimas - vektorius x =
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(x1, x2, ... , Xn), €12 X1, X2, ... , X — bandymo metu iSmatuoti pozymiai/savybés (spektroskopijos atveju
— sugertis ties tam tikrais bangos skaiciais). Tiesinio diskriminanto klasifikacija remiasi prielaidomis,
kad kiekvienos klasés iSmatavimai yra pasiskirst¢ normaliuoju skirstiniu ir kad visos klasés turi
vienoda kovariacijos matrica. Taip pat Zinomi abejy klasiy i$matavimy vektoriy vidurkiai X(*) ir X(®

bei abiejy klasiy kovariacijos matrica X. Tuomet iSmatavimas x priskiriamas klasei pagal funkcija g(x):
gx) =x"B+w, B=Z (XY -X2), (7)

¢ia wo — funkcijos slenkscio konstanta. Jei g(x) > 0, iSmatavimas priskiriamas pirmai klasei, jei ne —

antrai klasei.

LDC gali buiti naudojamas spektriniy zymeny iSgavimui i§ FT-IR spektry déka jo parametry vektoriaus
P, kuris, panasiai kaip PCA, parodo, kaip spektry intensyvumas ties tam tikrais bangos skaiciais
koreliuoja su spektro priklausymu tam tikrai klasei. Be klasifikavimo ir Zymeny iSgavimo, $is metodas
taip pat kartais naudojamas kaip dimensijos sumazinimo metodas (tuomet jis vadinamas tiesinio
diskriminanto analize), panaSiai, kaip principiné komponenty analizé. LDC nuo PCA skiriasi tuo, kad
LDC yra prizitirimas metodas, kuris bando atskirti duomenis tiesiogiai pagal jy priklausyma kokiai
nors grupei, taigi spektriniy Zymeny iSgavimui yra patikimesnis ir universalesnis. Praktikoje LDC
daznai naudojamas kartu su PCA, kadangi LDC tipiSkai geriau veikia su maZesniu skai¢iumi
kintamyjy [12]. Spektriniy duomeny analiz¢je LDC yra vienas paprasciausiy ir dazniausiai naudojamy
klasifikavimo modeliy. Jis yra greitai apmokomas, lengvai interpretuojamas ir jprastai nepersimoko,
taCiau taip pat gali biiti nepakankamai sudétingas tiksliai nustatyti ribas tarp grupiy. Taip pat yra ir

kvadratinio arba kubinio diskriminanto klasifikacijos metodai, kurie gali nustatyti sudétingesnes ribas.
1.3.3. ISankstinis poZymiy atrinkimas (FFS)

[Sankstinio pozymiy atrinkimo (toliau — FFS) algoritmas suranda maza kiekj kintamyjy (bangos
skaiCiy) spektry rinkinyje, su kuriais pasirinktas klasifikacijos modelis (Sio darbo atveju — tiesinio
diskriminanto klasifikacija) pasiekia geriausig tam tikro kriterijaus, susijusio su klasifikacijos
tikslumu, vertg. Algoritmas tai atlieka pradédamas nuo tuscios kintamyjy imties. Tuomet jis apmoko
klasifikacijos modelj naudojant vieng rinkinio kintamajj ir apskai¢iuoja apmokyto modelio kriterijaus
verte. Sis procesas pakartojamas kiekvienam kintamajam. Kintamasis, su kuriuo gauta kriterijaus verté
yra optimaliausia, yra pridedamas j imtj. Apmokymo procesas pakartojamas S§jkart ieskant
optimaliausio kintamojo imtyje kartu su pries tai pasirinktu kintamuoju. Taip kintamieji yra vienas po
kito pridedami j imtj iki kol yra pasiekiamas i§ anksto nustatytas kintamyjy kiekis arba kai kriterijaus

verté konverguoja. FFS algoritmo pasirinkti spektriniai kintamieji ir bus ieSkomi spektriniai Zymenys,
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kadangi jie nurodo, kuriose spektrinése srityse yra geriausias atsiskyrimas tarp duomeny rinkinio
grupiy.

Mokslingje literatiroje yra aptarta, kad naudojant pozymiy atrinkimo metodus zymeny
identifikavimui, iSrinkimo procesas turéty biiti kartojamas kelis kartus, kas karta nezymiai pakeiciant
duomeny imtj [14][17][18]. Taip daroma dél to, jog pozymiy atrinkimo metodai daznai biina
nestabilis, tai yra, nedideli pokyc¢iai duomeny imtyje gali sukelti didelius poky¢ius iSrinkimo rezultate.
Kartojant pozymiy atrinkimo procesa keliolika karty, i§ tikryjy svarbiausi kintamieji bus parinkti
daugiau nei kiti, ir taip sumazinama rizika iSgauti netinkamus zymenis. Kartojamo pozymiy atrinkimo
rezultatai daznai vizualizuojami kintamyjy histograma, kur x asSyje yra duomeny rinkinio kintamieji
(virpesinés spektroskopijos atveju — spektry bangos skaiciai), o y asyje — karty, kiek buvo pasirinktas
atitinkamas kintamasis, skaicius (pavyzdys parodytas 4 pav.). Kuo daugiau karty FFS algoritmas

pataiké j ta patj bangos skaiciy, tuo jis yra santykinai reikSmingesnis.
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4 pav. Kartojamo FFS kintamyjy histograma (raudona spalva) mikroorganizmy FT-IR spektry rinkiniui. Dél

aiSkumo kartu jdétas atsitiktinis rinkinio spektras (mélyna spalva).
1.4. Darbe nagrinéjami biologiniai dariniai ir skirtumai tarp jy

Siame darbe kaip biologiniy dariniy pavyzdziai naudojami ekstralgstelinés vezikulés ir patologiniai

mikroorganizmai — bakterijos ir mielés.

Bakterijos yra prokariotiniai (t.y. neturintys lasteliy branduolio) vienalgs¢iai organizmai. Bakterijy
lastelés yra paprastesnés vidinés struktiiros palyginus su eukarotinémis lgstelémis, neturi branduolio
ar kity organeliy (su keliomis iSimtimis). Bakterijos i1Ssiskiria savo iSorinémis struktiromis — 1gstelés
membrana ir sienele. Bakterijy sienelés yra sudarytos i§ peptidoglikano, biidingo tik bakterijoms. Pagal

lastelés sienelés sandarg bakterijos skirstomos j dvi grupes: gram - teigiamas ir gram — neigiamas
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(pagal Gramo dazymo testg). Gram — teigiamos bakterijos pasizymi storesne sienele, o gram —

neigiamos turi plonesng¢ sienele, bet papildomg membrana.

Mielés yra grybeliams priskiriami vienalgs¢iai mikroorganizmai. Grybeliai yra eukariotiniy organizmy
grupé, kuriai priskiriami grybai, mielés ir pelésiai. Jie, kaip ir kiti eukariotai, turi branduolj ir organeles,
tokias kaip mitochondrijos, ribosomos ir vakuolés. Grybeliy sienelés yra sudarytos iS chitino ir glukany
komplekso. Grybeliai kaupia energija glikogeno forma (panasai, kaip gyvinai). Kai kurios mielés yra
patogeniskos ir sukelia uzkre¢iamas ligas. Palyginus su bakterijomis, mieliy sausag mas¢ grubiai
vidutini$kai sudaro didesnis santykinis kiekis angliavandeniy, bet mazesnis kiekis DNR/RNR ir

baltymy [19].

1 lentelé. Apytikslé bakterijy ir mieliy biocheminé sudétis pagal sausos masés procentinj svorj [19].

Bakterijos Mielés
DNR, % 2-4 1-3
RNR, % 5-15 3-10
Baltymai, % 40-60 40-50
Lipidai, % 10-15 5-20
Angliavandeniai, % 10-20 10-25

Vezikulés yra gyvose lastelése susiformuojancios nanostruktiiros, sudarytos i skyscio ar citoplazmos,
uzdarytos lipidy sluoksnyje tartum laseliai ir savyje neSancios jvairias biomedziagas. Ekstralastelinés
vezikulés - vezikulés, iSsilaisvinusios i§ jas pagaminusiy lgsteliy. Lastelése ir organizmuose
ekstralgstelinés vezikulés atliecka homeostazés palaikymo funkcijg paSalindamos toksiSkas ar

perteklines medZziagas i$ lasteliy, ir bioaktyviy medziagy perkélimo tarp lasteliy funkecija.
2. Eksperimentiné dalis

Siekiant nustatyti, kokig jtakg spektrinis pirminis apdorojimas turi iSgautiems spektriniams Zymenims
ir jy tikslumui, Siame tyrime buvo iSbandytos jvairios pirminio apdorojimo operacijy kombinacijos.
Siame darbe naudojamy FT-IR spektriniy rinkiniy spektrinis diapazonas yra 4000 - 400 cm™.
Biologiniuose bandiniuose aktualiausia spektriné sritis yra ,,pir§ty antspaudo® sritis ties mazdaug 1700
— 600 cm. Siame darbe buvo bandomi apdorojimai tiek su pilnais spektrais ir su spektrais, apkarpytais
iki pirSty antspaudo srities. Taip buvo bandoma jvertinti gaunamy spektriniy Zymeny jautruma
spektrinés informacijos kiekiui. IS viso buvo iSbandytos $ios apdorojimo procediiros ir jy deriniai

(skliausteliuose nurodyti toliau darbe naudojami procediiry trumpiniai):

1. jokio apdorojimo;

2. tiesiné bazinés linijos korekcija (t. b. 1. k.);
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antros eilés polinominé bazinés linijos korekcija (p. b. 1. k.);

wubberband' bazinés linijos korekcija (r. b. 1. k.);

tiesiné bazinés linijos korekcija + vektorinis normavimas (t. b. 1. k. + vekt. n.);
Hrubberband® bazinés linijos korekcija + vektorinis normavimas (r. b. 1. k. + vekt. n.);
pirma iSvesting (1 i§v.);

antra iSvesting (2 18v.);

o N kW

tiesiné bazinés linijos korekcija + vektorinis normavimas + standartizavimas (t. b. L. k. + vekt. n.
+ st.);

10. antra iSvestiné + standartizavimas (2 iSv. + st.);

11. antra iSvestiné + vektorinis normavimas (2 iSv. + vekt. n.);

12. ,.extended multiplicative signal correction* (EMSC);
Toliau i$vardinti apdorojimai su spektry apkarpymu iki 1700 — 600 cm' sities:

13. apkarpymas iki 1700 — 600 cm™! sities (apk.);

14. apkarpymas + tiesiné bazinés linijos korekcija (apk. +t. b. 1. k.);

15. apkarpymas + tiesiné bazinés linijos korekcija + vektorinis normavimas (apk.+ t. b. 1. k. + vekt.
n.);

16. apkarpymas + tiesiné bazineés linijos korekcija + vektorinis normavimas + standartizavimas (apk.
+t. b. I. k. + vekt. n. + st.);

17. apkarpymas + EMSC (apk. + EMSC)

18. apkarpymas + EMSC + standartizavimas (apk. + EMSC + st.)

19. apkarpymas + pirma iSvestiné (apk. + 1 i§v.)

20. apkarpymas + antra i§vestiné (apk. + 2 i8v.)

21. apkarpymas + antra iSvestiné + vektorinis normavimas (apk. + 2 i§v. + vekt. n.)

Su kiekvienu 1§ ¢ia iSvardintu apdorojimu buvo iSgauti spektriniai Zymenys naudojantis dvejais
metodais: iSankstiniu poZymiy atrinkimu (angl. forward feature selection, FFS) su tiesinio
diskriminanto klasifikacija ir principine komponenty analize — tiesinio diskriminanto klasifikacija
(angl. principal component analysis — linear discriminant classifier, PCA-LDC). Abu metodai yra
paremti spektry klasifikacijos modeliais. Spektry apdorojimas ir zymeny iSgavimo skaic¢iavimai buvo
atlikti naudojantis MATLAB programine aplinka (versija R2025b), MATLAB statistikos ir masininio
mokymosi bei lygiagretaus skaiciavimo paketais ,,Statistics and Machine Learning Toolbox* bei
wParallel Computing Toolbox*, taip pat vieSai prieinamu virpesinés spektroskopijos duomeny analizés

MATLAB paketu ,,/RootLab* [20].
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Siame darbe FFS algoritmui naudotas klasifikacijos modelis yra tiesinio diskriminanto klasifikacija be
reguliarizacijos. Kriterijaus funkcijos jvertinimas FFS algoritmo metu buvo atlickamas su penkeriopa
kryzmine validacija (angl. 5-fold cross validation). Tai reiskia, kad prie§ klasifikacijos modelio
apmokyma spektriniy duomeny rinkinys buvo padalinamas j penkias dalis. Tuomet modelio
apmokymas buvo kartojamas penkis kartus, kaskart vieng dalj paliekant tik modelio testavimui ir
kriterijaus funkcijos skai¢iavimui. Tuomet galutiné FFS kriterijaus funkcijos verté yra visais penkiais

atvejais suskaiciuoty kriterijaus funkcijos verciy vidurkis.

Kiekvienai Siame darbe nagrinétai apdorojimy sekai spektriniy Zymeny iSgavimas FFS ir PCA-LDC
algoritmais buvo kartojamas 30 karty, kas karta naudojant tik 90 % atsitiktinai parinktg spektriniy
duomeny rinkinio dalj. Taip buvo daroma siekiant iSmatuoti Zymeny iSgavimo metody stabiluma ir jo
priklausomybe nuo spektry pirminio apdorojimo. IS visy 30 FFS pakartojimy rezultaty buvo sudarytos
kintamyjy histogramos kiekvienai pirminio apdorojimo sekai, atitinkancios duomeny rinkinio
spektrinius Zymenis. Pastebétina, kad moksliniuose tyrimuose FFS skai¢iavimai dél patikimumo
Iprastai kartojami 100-1000 karty, taciau dél itin ilgo FFS algoritmo skai¢iavimo laiko Siame tyrime
buvo apsiribota tik su 30 pakartojimy. Apskaic¢iuoti FFS zymenis vienam spektriniy duomeny
rinkiniui, visiems 21 apdorojimo atvejy ir su 30 pakartojimy naudojantis MATLAB lygiagretaus
skaic¢iavimo paketu ,,Parallel Computing Toolbox* su 6 procesoriaus branduoliais uztruko apytiksliai

10 val.

PCA-LDC rezultatai buvo paversti | kintamyjy histogramas tam, kad jie galéty biiti palyginami su FFS
rezultatais. Apmokyty PCA-LDC modeliy koeficientai buvo paversti | histogramas laikant, kad
koeficienty spektry vir§tinés atitinka FFS kintamojo pasirinkima, kur vir§iinés padétis atitinka bangos
skaiCiaus kintamgjj, o virSinés intensyvumas — poZymio atrinkimo ,daznj* (kuo PCA-LDC
koeficiento vertés modulis didesnis, tuo atitinkamas bangos skaicius yra svarbesnis analogiskai, kaip
kartojamo FFS dazniau pasirinktas pozymis yra svarbesnis). Tokio pakeitimo pavyzdys pateiktas 5
pav. Siekiant iSvengti nereikalingo triukSmo, j histogramas buvo paver¢iamos tik pirmos 10 absoliutine
verte intensyviausiy vir§iiniy. Reikia paminéti, kad toks PCA-LDC koeficienty pavertimas j kintamyjy
histogramg panaikina informacijg apie koeficienty kryptj (tai yra, ar koeficientas teigiamas ar
neigiamas), 1§ kurios galima nusakyti, kaip atitinkamos spektrinés juostos intensyvumas koreliuoja su

bandinio priklausymu konkreciai klasei.
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5 pav. PCA-LDC koeficienty pavertimo j kintamyjy histograma pavyzdys. Mélyna spalva - PCA-LDC

koeficientai, raudona — i$ jy gauta histograma.

Siame darbe spektriniy Zymeny i$gavimas ir analizé buvo atlieckami remiantis J. Trevisan et al.
moksliniu straipsniu ,,Measuring similarity and improving stability in biomarker identification
methods applied to Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy” [7]. Siame straipsnyje tyréjai
aptar¢ Zymeny 1§ FT-IR spektry iSgavimo tikslumo patikrinimo metodus. Kaip kriterijus patikrinimui
jie pasiulé zymeny, iSgauty skirtingais metodais, panaSumg ir stabilumg lyginant Zymenis, i§gautus tuo
paciu metodu, bet su nedideliais pakeitimais spektry rinkiniuose. Kartu su minétais kriterijais Siame

tyrime zymeny tikslumas taip pat buvo tikrinamas atliekant gauty Zymeny fiziking interpretacija.
2.1. Darbe naudojami spektriniy duomeny rinkiniai

Siame darbe spektriniy zZymeny i$gavimo tyrimui kaip pavyzdZziai naudojami du biologiniy bandiniy
FT-IR spektry rinkiniai:
e patologiniy bakterijy ir mieliy;

e ckstralgsteliniy vezikuliy, iSgauty 1§ sveiky Zmoniy ir miokardo infarkto pacienty kraujo;

Patologiniy bakterijy ir grybeliy duomeny rinkinj sudaro FT-IR spektrai i§ 4 skirtingy mikroorganizmy
ruSiy: dvi mieliy raSys Candida guilliermondii (C. guilliermondii), Candida parapsilosis (C.
parapsilosis) ir dvi bakterijy rusys Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) bei Staphylococcus aureus
(S. aureus). Siame darbe §is spektry rinkinys buvo panaudotas trejuose Zymeny i$gavimo
uzdaviniuose:

1) bakterijy rusiy atskyrimui nuo mieliy;

2) bakterijy rusiy S. pyogenes ir S. aureus atskyrimui;

3) mieliy rusiy C. guilliermondii ir C. parapsilosis atskyrimui.
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Dalis mikroorganizmy FT-IR spektry buvo uzregistruoti Sio darbo autoriaus, o kita dalis spektry buvo
paimta i§ Vilniaus universiteto Fizikos fakulteto Cheminés fizikos instituto doktorantés Gerdos

Anuzienés parengto mikroorganizmy spektry rinkinio. Duomeny rinkinj i$ viso sudaro 100 spektry.

Ekstralgsteliniy vezikuliy duomeny rinkinj sudaro vezikuliy, i§gauty i$ sveiky zmoniy ir miokardo
infarkto pacienty kraujo, FT-IR spektrai. Ekstralgsteliniy vezikuliy bandiniai buvo paruosti Vilniaus
universiteto Medicinos fakulteto laboratorijose. Jy spektrai buvo uzregistruoti Vilniaus universiteto
Fizikos fakulteto Cheminés fizikos instituto mokslo darbuotojos dr. Rimantés Bandzevicitités.
Duomeny rinkinyje i§ viso yra 84 spektrai, i§ kuriy 26 buvo miokardo infarkto pacienty vezikuliy
bandiniy.

2.2. Rezultatai

2.2.1. Kriterijaus funkcijos pasirinkimas FFS algoritmui

Siekiant pasirinkti FFS kriterijaus funkcija buvo atlikti trumpi FFS skai¢iavimai su skirtingomis
kriterijaus funkcijomis apkirptiems, bet neapdorotiems spektrams (6 kartojimai su 5 kintamaisiais
vezikuléms, 12 kartojimy su 3 kintamaisiais mikrobams, kadangi Sie per greitai konverguoja).
Kriterijaus funkcijos buvo pasirinktos i$ MATLAB esanciy paruosty funkcijy, jy apibrézimas pateiktas
Sio darbo priede 8 lentel¢je ir taip pat randamas MATLAB dokumentacijoje [21]. Kriterijaus funkcija
buvo pasirinkta remiantis gauty histogramy stabilumo indekso (jis apibréztas skyriuje 2.2.4.)
priklausomybe nuo pasirinktos funkcijos, taip pat pagal histogramy logiSkumg ir polinkj j ankstyva
konvergavima. 2 lentel¢je matoma, kad mikroorganizmams stabiliausia kriterijaus funkcija buvo
,Hhinge*, o vezikuléms — ,,quadratic*. 6 pav. matoma, kad praktiniai skirtumai tarp histogramy yra
nezymis, o mikroorganizmy atveju kvadratiné kriterijaus funkcija pagerina ankstyva konvergavima
nedaug palyginus su ,,singe” funkcija. Taigi tolesniems skai¢iavimams buvo pasirinkta ,,hinge*

funkcija.

2 lentelé. Mikroorganizmy ir vezikuliy spektry rinkiniy FFS histogramy, gauty su skirtingoms FFS kriterijaus
funkcijoms, stabilumo indeksai. Spektrai prie§ FFS buvo apdoroti tik apkarpant iki 1700-600 cm™ srities.

Kriterijaus funkcija | Mikroorganizmy stabilumo ind. Vezikuliy stabilumo ind.

binodeviance 0,341 0,356
classifcost 0,402 0,275
classiferror 0,402 0,275
exponential 0,346 0,383
hinge 0,412 0,463

logit 0,361 0,476
quadratic 0,356 0,584
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6 pav. Vezikuliy FT-IR spektry FFS histogramos, gautos naudojantis skirtingomis kriterijaus funkcijomis.

2.2.2. Gautos spektriniy Zymeny histogramos ir jy interpretacijos

Toliau pateiktos kelios Siame tyrime su FFS(LDC) ir PCA-LDC metodais gautos spektriniy Zymeny

histogramos ekstralasteliniy vezikuliy ir mikroorganizmy (bakterijy/mieliy atskyrimas) rinkiniams

Su

skirtingais apdorojimais. Bitent $ie rinkiniai pasirinkti dél to, kad biocheminiai skirtumai tarp juose

esan¢iy bandiniy grupiy yra gerai Zinomi, kas leidzia patikrinti gauty Zymeny spektrin} pagristuma.

D¢l glaustumo histogramose pavaizduota tik dalis tyrime nagrinéty spektry pirminio apdorojimo

procediiry. Apdorojimai su ir be spektry apkarpymo buvo atvaizduoti atskiruose grafikuose.
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7 pav. Mikroorganizmy pilni FT-IR spektrai, apdoroti skirtingais metodais (mélyna spalva), kartu su
spektriniy Zymeny histogramomis, i§gautomis FFS algoritmu (raudona spalva). Grafikuose vaizduojamas tas

pats spektras, atsitiktinai parinktas i$ duomeny rinkinio.

7 pav. matomi spektriniy Zymeny iSgavimo FFS algoritmu rezultatai mikroorganizmy FT-IR spektry
rinkiniui su apdorojimais be apkarpymo. Pradedant nuo atvejo be apdorojimo, didzioji dauguma
Zymeny pataikymy yra <1000 cm™ srityje, o intensyviausia vir§iiné yra ties 997 cm™!. Pritaikius bazinés
linijos korekcija Zymeny stabilumas pageréjo (sumaZéjo pataikymy iSsibarstymas), intensyviausia
virsing isliko 997 cm™!, ta¢iau atsirado su spektrinémis juostomis nesusijes pataikymas ties 2628 cm”
I, Vektorinio normavimo pridéjimas sukélé persimokymg, matomg kaip Zymeny pataikymg paciame
spektro gale. Intensyviausios zymeny virsingés $iuo atveju yra ties amidy I ir II juostomis, taip pat yra
platus Zymeny pasiskirstymas ties ~1060 cm™ su angliavandeniais susijusioje juostoje. Taip pat yra
pataikymy placioje vandens juostoje ties ~3340 ir ~3490 cm™'. Apdorojus pirmos eilés diferencijavimu
dauguma FFS pataikymy atsidiiré tui¢ioje srityje nuo 1800 iki 2600 cm™, vieninteliai aktualiis
pataikymai yra ties -CH; asimetriniais valentiniais virpesiais ties 2958 cm™. Antros eilés
diferencijavimo rezultatai buvo geresni, daugiau pataikymy buvo pirSty antspaudo srityje, o
intensyviausia vir$iiné buvo ties 1048 cm™' angliavandeniy juosta, taciau intensyvus pataikymas CO,

virpesiy srityje i§liko. EMSC apdorojimo metodas taip pat sukélé persimokyma panasiai, kaip bazinés
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linijos k. su vektoriniu normavimu atveju, tatiau EMSC buvo daug stabilesnis, vieninteliai pataikymai
yra ties 990 ir 1135 cm™'. I§ minéty apdorojimy laikoma, kad tiksliausias spektriniy Zymeny rezultatas
gautas su apdorojimu bazinés linijos korekcija + vektoriniu normavimu. Taip manoma todél, kad
nepaisant persimokymo, pagrindiniai Zymenys yra ties baltymy amidy I ir II juostomis, taip pat 1060
cm’! angliavandeniy juostoje, o vienas i§ esminiy biocheminiy skirtumy tarp mieliy ir bakterijy yra
koncentracijy skirtumai tarp minéty biomolekuliy.

Vezikulés, FFS(LDC)
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8 pav. Ekstralasteliniy vezikuliy pilni FT-IR spektrai, apdoroti skirtingais metodais (mélyna spalva), kartu su
spektriniy Zymeny histogramomis, i§gautomis FFS algoritmu (raudona spalva). Grafikuose vaizduojamas tas

pats spektras, atsitiktinai parinktas i§ duomeny rinkinio.

8 pav. matomi ekstralgsteliniy vezikuliy neapkarpyty FT-IR spektry FFS spektriniy Zymeny i§gavimo
rezultatai. Atveju be jokio apdorojimo gauti Zymenys yra labai nestabiliis ir iSsibarste, dauguma jy
sukoncentruoti tus¢ioje 3600 — 4000 cm™' srityje. Bazinés linijos korekcija pagerina situacija: Zymenys
daug stabilesni, taip pat daug maziau jy yra neaktualiose srityse. Pridé¢jus vektorinj normavima
atsiranda intensyvi, bet neaktuali pataikymy virsiiné ties 2300 cm™!, o kiti svarbesni pataikymai ties
1696 ir 1020 cm™! islieka. Pirmos i$vestinés spektruose pasirodé intensyvus pataikymas ties 1424 cm”

!, kuris yra $alia COO" grupés simetriniy valentiniy virpesiy aminoriigityse juostos ir CHz grupés
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deformaciniy virpesiy lipiduose ir baltymuose juostos. Antros iSvestinés spektruose yra tas pats
pataikymas kartu su nauju pataikymu ties 1530 cm’!, atitinkanéiu amidy II juosta. Spektruose,
apdorotuose EMSC metodu, yra intensyvus pataikymas ties 1000 cm™, taciau kiti pataikymai yra
neaktualiose srityse, prie CO2 ir H,O virpesiy. Kaip tiksliausi zymenys laikomi atveju su antros

iSvestinés apdorojimu, kadangi jie arciausiai koreliuoja su vezikulése esanciy baltymy galimais

pokyciais.
Mikroorganizmai, FFS(LDC)
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9 pav. Mikroorganizmy apkarpyti FT-IR spektrai, apdoroti skirtingais metodais (mélyna spalva), kartu su
spektriniy Zymeny histogramomis, i§gautomis FFS algoritmu (raudona spalva). Grafikuose vaizduojamas tas

pats spektras, atsitiktinai parinktas i§ duomeny rinkinio.

9 pav. matomi FFS Zymeny i§gavimo rezultatai mikroorganizmy FT-IR spektry rinkiniui, kai kartu su
pirminiu apdorojimu spektrai buvo apkarpyti iki 1700-600 cm™ , pir§ty antspaudo srities. Pirma
pastebima, kad spektruose tik su apkarpymu stebima viena intensyvi pataikymy virsiiné ties 997 cm!,
taip pat stebimas pataikymas dél FFS algoritmo persimokymo spektro gale prie 600 cm™. Tiesiné
bazinés linijos korekcija panaikino persimokyma ir iSlaiké tg pacig pataikymy virStne. Tuo tarpu
vektorinis normavimas vél sukelé persimokyma - spektro gale matomas intensyvi virstné dél ankstyvo
konvergavimo. Be persimokymo virsiinés, kiti intensyviausi pataikymai yra ties 1537 cm™ amidy II

juosta, taip pat ties 994 ir 1042 cm™! juostomis. Antros i§vestinés spektruose intensyviausia vir$iiné yra
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ties 1048 cm’!, o sekancios dvi yra ties 1444 ir 1557 cm™! -CH, deformaciniy ir amidy II virpesiy
spektrinémis juostomis atitinkamai. Vektorinio normavimo pridéjimas prie spektry antry iSvestiniy irgi
sukelé persimokyma, bet taip pat gerai stabilizavo Zymenis ir paliko tik vieng tg pacig virSung ties 1042
cm!. Rezultatas su EMSC apdorojimu labai panaSus, kaip ir su antros i$vestinés + vektorinio
normavimo apdorojimu, tik vir§iinés padétis pasislinko j 1068 cm™!. Tiksliausi FFS metody gauti
zymenys laikomi su spektry antromis iSvestinémis dé¢l ty paciy argumenty, kaip ir pries tai aptartu
atveju su neapkarpytais spektrais.

Vezikulés, FFS(LDC)

Apkirpimas 1700 - 600 Apk.+t.b. L k

= 0.15 ——20 2 ¥ 0.1 15 2
v 0 = 2
2 01f \ " 10 %
5 10 £ & 0.05 =
g“ 0 HU— 1 Y TR i ”\All e ol \0 E g“ 0 L *Il Ij 1 ) JO E
800 1000 1200 1400 1600 800 1000 1200 1400 1600
Bangos skaicius, cm’! Bangos skaicius, cm’!

. Apk. +t. b. L k. + vekt. n. o, . =10 Apk. + 2 idv. A
; 0.1 . P : T ‘ 15 % ; 1 . : P T 30 §
4 g 4 g
i 10 35 Z 0 20 &
= 0.05 g = g
4 ' 5 5 gl 10 &
% 0L | | ‘|M . 1 l[h 0 ‘c'c; %-2“'.1.l m.. u. “l.‘ i . ‘c'c;

A A
800 1000 1200 1400 1600 800 1000 1200 1400 1600
Bangos skaicius, cm’! Bangos skaicius, cm’!

5 01r Apk.‘+ 2 isv. + vekt. n. 30 8 %015 Apk. + E.MSC 20 3
7] e n 3
o T o 'z
Z 0 20% & 01t £
E Eg E 10 Eg
g 0.1} ‘ 10 £, .2 0.05F =,
g"oz L‘ ' .||ﬂn I T | nl L ..'ﬁh wll 11 11\. J 0 f_; g“ 0 L Ll n“l’c I 1 " |.|N“||n o f_;

A A
800 1000 1200 1400 1600 800 1000 1200 1400 1600

1 1

Bangos skaicius, cm’ Bangos skai¢ius, cm’

10 pav. Ekstralasteliniy vezikuliy apkarpyti FT-IR spektrai, apdoroti skirtingais metodais (mélyna spalva),
kartu su spektriniy Zymeny histogramomis, iSgautomis FFS algoritmu (raudona spalva). Grafikuose

vaizduojamas tas pats spektras, atsitiktinai parinktas i§ duomeny rinkinio.

10 pav. matomi FFS Zymeny i§gavimo rezultatai ekstralasteliniy vezikuliy apkarpyty FT-IR spektry
rinkiniui su skirtingais apdorojimais. Atveju be apdorojimo FFS Zymenys buvo sukoncentruoti ties
baltymy virpesinémis juostomis - ties amidy I juosta ir prie -CH> deformaciniy virpesiy baltymuose
bei lipiduose (pataikymai ties 1480 ir 1448 cm™). Pridéjus tiesine bazinés linijos korekcija Zymeny
stabilumas pablogéjo, intensyviausias pataikymas stebimas ties 1578 cm™ tarp amidy I ir II juosty, bet

kiti pataikymai labiau iSsibarste, taip pat stebimas pataikymas spektro gale dél persimokymo. Pridéjus
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vektorin} normavima taip pat buvo stebimas persimokymas ir zymeny iSsibarstymas, intensyviausi
Zymenys yra ties 1012 ir 925 cm™. Spektrus apdorojus antros eilés diferencijavimu gauti Zymenys yra
stabilesni, du pagrindiniai pataikymai yra ties 1528 cm™ amidy II juosta ir 1433 cm™!, $alia COO-
grupés simetriniy valentiniy virpesiy aminoriigStyse juostos. Prie antros iSvestinés pridéjus vektorinj
normavima gaunamas vienas intensyviausias pataikymas vél ties 1433 cm™'. Galiausiai su EMSC buvo
stebimi trys intensyviis pataikymai ties 1641 cm™ amidy I juosta, 1416 cm™ COO" juosta ir 1272 cm’!
juosta. Tiksliausi Zymenys buvo gauti su spektry antromis iSvestinémis, kadangi jie buvo stabiliausi ir
labiausiai susije su poky¢iais vezikuliy baltymuose.

Mikroorganizmai, PCA-LDC
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11 pav. Mikroorganizmy apkarpyti FT-IR spektrai, apdoroti skirtingais metodais (mélyna spalva), kartu su
spektriniy Zymeny histogramomis, i§gautomis PCA-LDC algoritmu (raudona spalva). Grafikuose

vaizduojamas tas pats spektras, atsitiktinai parinktas i§ duomeny rinkinio.

11 pav. matomi mikroorganizmy FT-IR apkarpyty spektry rinkinio spektriniai Zymenys, gauti su PCA-
LDC algoritmu ir su skirtingais apdorojimais. Visy pirma, atveju be papildomo apdorojimo zZymenys
yra daugiausia pasiskirste 1150 —990 cm! srityje, daugiausiai susijusioje su angliavandeniy virpesiais,
ir aplink 1670 cm™ prie amidy I juostos. Zymeny rezultatas islieka panasus pridéjus bazinés linijos

korekcija. Pritaikius vektorinj normavimg spektriniai Zymenys pasikeité, Siuo atveju intensyviausi
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Zymenys buvo ties 1205, 970 ir 877 cm’! sritimis, o Zymenys ties angliavandeniy ir amidy spektrinémis
juostomis buvo santykinai silpnesni. Zymenys, gauti su spektry antromis i§vestinémis, buvo gerai
sukoncentruoti prie§ tai minétoje 1150 — 990 cm™! srityje, taip pat ties amidy I ir II juostomis. Prie
iSvestiniy pridéjus vektorinj normavimg visi Zymenys susikoncentravo aplink angliavandeniy sritj.
Galiausiai su EMSC apdorojimu gauti Zzymenys buvo tolygiau pasiskirste per visg spektrg ir pagal
intensyvuma, svarbiausi Zymenys buvo ties 970 ir 1114 cm™. I§ visy apdorojimy tiksliausi spektriniai
zymenys pasirodé spektry antrose iSvestinése — jie buvo gerai sukoncentruoti ties amidy ir

angliavandeniy spektrinémis juostomis.

Vezikulés, PCA-LDC
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12 pav. Ekstralasteliniy vezikuliy apkarpyti FT-IR spektrai, apdoroti skirtingais metodais (mélyna spalva),
kartu su spektriniy Zymeny histogramomis, i§gautomis PCA-LDC algoritmu (raudona spalva). Grafikuose

vaizduojamas tas pats spektras, atsitiktinai parinktas i§ duomeny rinkinio.

12 pav. matomi PCA-LDC Zymeny i§gavimo rezultatai apkarpytiems ekstralgsteliniy vezikuliy FT-IR
spektrams su skirtingais apdorojimais. Atveju be apdorojimo matoma, kad dauguma Zymeny yra su
baltymais susijusiose srityse, ties amidy I ir II juostomis, taip pat srityje aplink 1480 cm™'. Spektrus
apdorojus bazingés linijos korekcija Zymenys prie amidy I/11 juosty Siek tiek persiskirste, taip pat Zymuo
ties 1020 cm™! tapo santykinai svarbesnis. Pridéjus vektorinj normavimg Zymenys tapo stabilesni,

daugiau santykinai intensyvesniy zymeny pasirodé 1180 — 990 cm™ srityje. Spektry antrose i§vestinése
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su ir be vektorinio normavimo zymenys buvo i$sidést¢ panasiai kaip atveju su bazinés linijos korekcija,
tik Siek tiek stabiliau. Apdorojimo su EMSC rezultatai taip pat yra panasus j kitus atvejus, ar¢iausiai |
apdorojima bazinés linijos korekcija + vektoriniu normavimu. PCA-LDC Zymeny padétys vezikuliy
spektruose buvo labai panasis visais ¢ia aptartais atvejais. Todél kaip tiksliausi Zymenys yra laikomi
gauti su spektrais, apdorotais bazinés linijos korekcija + vektoriniu normavimu, nes jie buvo

stabiliausi. Zymenys su EMSC taip pat buvo panasiai stabilis.

Siame skyriuje aptarty FT-IR spektry apdorojimo metody jtaka spektriniy Zymeny i$gavimui,

remiantis gautomis zymeny histogramomis, buvo apibendrinta 3 lenteléje.

3 lentelé. Siame skyriuje aptarty FT-IR spektry apdorojimo procediry poveikio FFS ir PCA-LDC metodais

gautiems spektriniams Zymenims apibendrinimas.

Apdorojimai Poveikis gautiems Zymenims

Be apdorojimo Nestabilu, daug nereikSmingy Zymeny

D e . Geresnis stabilumas, maziau nereikSmin
Tiesiné bazinés linijos korekcija ’ st

Zymen
Tiesiné bazinés linijos korekcija + vektorinis Neblogas stabilu?nas, ;}ra nereikSmingi
normavimas zymenys dél persimokymo
Pirma iSvestiné Stabilu, bet yra nereikSmingy zymeny
Antra iSvestiné Stabilu, gera interpretacija
EMSC Stabilu, bet yra nereikSmingy Zymeny

MaZziau i$sibarstymo ir nestabilumo palyginus
su neapkarpytais spektrais
Kai kuriais atvejais sumazino nereik§mingy

Apkarpymas iki 1700-600 cm!

Apkarpymas + tiesiné bazinés linijos korekcija zymeny kiekj, bet kitais atvejais pablogino
stabiluma
Apkarpymas + tiesiné bazinés linijos korekcija + Didelis polinkis persimokyti, prastesné
vektorinis normavimas interpretacija
Apkarpymas + antra i§vestine Stabilu, mazai i8sibarstymo, gera interpretacija

Apkarpymas + antra i§vestin¢ +
vektorinis normavimas

Apkarpymas + EMSC

Didelis polinkis persimokyti, labai stabilu

Didelis polinkis persimokyti, labai stabilu,
nebloga interpretacija

2.2.3. Spektriniy Zymeny panasSumo rezultatai

Siame darbe skirtingais metodais gauti spektriniai Zymenys buvo palyginami naudojantis Zymeny
panasumo indeksu Limisiariny, kuri ivedé J. Trevisan et al. [7] Jo apibrézZimas pateiktas 13 pav. Indekso
principas yra toks: duotos dvi Zymeny histogramos - bangos skaiciy aibés 4 = {a, az, ...} ir B = {by,

bz, ... } bei su jomis susije svoriai (Zymeny ,,intensyvumai‘) Wy = {was, wao, ... } it W= {wgi, wao,
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...}. Kiekvienam vienos histogramos Zymeniui (nenuliniam svoriui) surandamas arciausias atitinkamas

zymuo kitoje histogramoje, ir jy panaSumas jvertinamas naudojantis sigmoidine funkcija sigfun(x):

1+e5

sigfun(x) = (8)

1 4 ernllxl=hn)’

¢ia s — funkcijos statumo parametras, hh — plocio parametras. J. Trevisan et al. Sios funkcijos
skai¢iavimui naudojo Sias parametry vertes: s = 6, hh = 45 cm’! [7], tokios pacios vertés buvo
naudojamos ir $iame tyrime. Zymeny panasumo indekso skai¢iavimo metu sigfun(x) argumentas yra
bangos skaiCiy atstumas tarp anks¢iau minéty dvejy Zymeny. Indeksas suskai¢iuojamas susumuojant
visas sigmoidinés funkcijos vertes atstumams tarp vienos histogramos Zymeny ir kitos. Zymeny
panaSumo indeksas jgyja reikSmes nuo 0 iki 1, kur 1 reiskia, kad Zymeny histogramos yra identiskos,

o 0 — jog histogramos yra visiskai skirtingos.

A

A B
Zsigfun(a.-bm‘q :.,})'WA, Zsigfun[hl-am{b' a’}).w"'
Al i . i MRLE] J /2

N I

/

"’ 0 s Imluknfy S l
. i alll

A Waveérumber (cm™) A 7
N sl |

Du geri sutapimai Vienas geras sutapimas ir vienas blogas

Pirmas narys = 1 Antras narys ~ 0,5

\
Lyimitarity= 0.75

13 pav. A formulé apskaiciuoti zymeny panasumo indeksa. B Indekso veikimo principo iliustracija.
Adaptuota is [7].
4 lenteleje matomi FFS algoritmu gauty Zymeny panasumo indeksai tarp jvairiy apdorojimo procediiry
pory, suvidurkinti per visus keturis Siame darbe naudotus duomeny rinkinius. Visy pirma galima
pastebéti, kad atvejis be apdorojimo (tik su iskirpimu iki pir§ty antspaudo srities) gerai sutampa su
apdorojimu su bazinés linijos korekcija bei vektoriniu normavimu, taip pat su iSvestinémis (panaSumo
indeksas = 0,90 su standartiniu nuokrypiu < 0,05). ISvestinés taip pat neblogai sutapo su kitais
metodais, antros eilés iSvestiné Siek tiek geriau nei pirmos. Antra, apdorojimas tik bazinés linijos
korekcija i$siskyre blogu panaSumu | su kitais apdorojimais gautais Zymenimis. EMSC metodas bei
apdorojimas antros eilés i§vestine ir vektoriniu normavimu taip pat prasciau sutapo su kitais metodais.
Taip pat pastebima, kad kadangi FFS Zymeny rezultatai atvejais su ir be standartizacijos yra identiski,

panasumo indeksai tarp Siy atvejy lygis 1.
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4 lentelé. Tyrime naudoty spektriniy rinkiniy FFS metodu gauty Zymeny vidutiniai panasumo indeksai ir jy
standartiniai nuokrypiai jvairioms apdorojimy poroms. Lentelés langeliai nuspalvinti gradientu nuo zalios iki

raudonos spalvos, kur zalia spalva — didziausias panasumas, o raudona — maziausias panasumas.

Apk. +t.
Apkirpimas| Apk. + t. ﬁxplk 'k+i b.Lk.+ | Apk.+ E?\EI)IS('C—:- Apk.+1 | Apk. +2 AIRI\(/ 12
1700-600 | b. 1 k. "o |vekt.n.+| EMSC i8v. iSv. SV
vekt. n. st. vekt. n.

st.

Apkirpimas 1700 -
600

Apk. +t.b. L k. | 0,85+0,08 |1,00+0,00|0,71+0,14|0,71+0,14 {0,5340,37|0,53+0,37| 0,73+0,19|0,72+0,21 | 0,49+0,40

Apk. +t.b. L k. +
vekt. n.
Apk. +t.b. L k. +
vekt. n. + st.

Apk. + EMSC | 0,82+0,12 |0,53+0,370,80+0,11|0,79+0,12 | 1,00+0,00 {1,00+0,00] 0,83+0,110,85+0,16|0,79+0,17

1,00+0,00 |0,85+0,08 (0,91+0,03|0,91+0,03|0,82+0,12|0,82+0,12|0,89+0,03 [ 0,90+0,05 | 0,75+0,24

0,91+0,03 [0,71+0,14 | 1,00+0,00 {1,00+0,001 0,80+0,11|0,80+0,11 | 0,85+0,21 {0,89+0,05 | 0,86+0,15

0,91+0,03 [0,71+0,14 [1,00£0,00| 1,00+0,00|0,79+0,120,79+0,12 | 0,85+0,21 { 0,89+0,05 | 0,85+0,15

IApk. + EMSC + st 0,82+0,12 [0,53+0,37|0,80+0,11|0,79+0,12|1,00+0,00| 1,00+0,00 0,83+0,11|0,85+0,16|0,79+0,17

Apk. + 1 isv. | 0,89+0,03 |0,73+0,19(0,85+0,21 |0,85+0,21|0,830,11|0,83%0,11 | 1,00+0,00|0,91%0,11|0,79+0,18

Apk. + 2 i8v. 0,90+0,05 |0,72+0,21 | 0,89+0,05 [ 0,89+0,05 | 0,85+0,16 | 0,85+0,16 [0,91+0,11 | 1,00+0,00 |0,84+0,15

Apk. +2i8v. +
vekt. n.

0,75+0,24 |0,49+0,40/0,86+0,15(0,85+0,15(0,79+0,170,79+0,17|0,790,18 |0,840,15 | 1,00+0,00

5 lentelé. Tyrime naudoty spektriniy rinkiniy PCA-LDC metodu gauty zymeny vidutiniai panaSumo indeksai
ir jy standartiniai nuokrypiai jvairioms apdorojimy poroms. Lentelés langeliai nuspalvinti gradientu nuo Zalios
iki raudonos spalvos, kur zalia spalva — didziausias panasumas, o raudona — maziausias panaSumas.

Apk. +t.

Apkirpimas | Apk. + t. lgplk -k+-t b.Lk.+ | Apk.+ EAhfI)IS(C++ Apk. +1 | Apk. +2 Alpgl\(/ -:_2
1700-600 | b.lL k. "7 |vekt.n.+| EMSC isv. iSv. :
vekt. n. st. vekt. n.

st.

Apkirpimas 1700 -
600

Apk. +t.b. L k. | 0,99£0,02 |1,00+0,00|0,970,02 [0,77£0,07 |0,94:0,06 |0,89+0,07 |0,96+0,02|0,91+0,060,87+0,10

Apk. +t.b. L k. +
vekt. n.
Apk. +t.b. L. k. +
vekt. n. + st.

Apk. + EMSC | 0,93+0,09 |0,94+0,06(0,97+0,0210,76+0,11|1,00+0,00(0,95+0,02|0,93+0,04 {0,87+0,130,88+0,10

Apk. + EMSC +
st.

Apk. + 1 igv. | 0,95+0,03 |0,96+0,02 [0,97+0,02[0,66+0,20|0,93:0,04 |0,86=0,05 | 1,00+0,00|0,96+0,03|0,900,07

1,0040,00 |0,99+0,02]0,96+0,03 [0,67+0,17|0,93+0,09[0,810,10[0,95+0,03 |0,910,07 |0,87+0,11

0,96+0,03 |0,97+0,02 (1,00+0,00|0,77+0,07[0,97+0,02|0,94+0,03 |0,97+0,02|0,93+0,09|0,88+0,11

0,67+0,17 |0,77+0,07{0,77+0,07|1,00+0,000,76+0,11|0,82+0,11|0,66+0,200,67+0,31 |0,65+0,29

0,810,10 [0,89+0,07|0,94+0,03 [0,82+0,11]0,95+0,02 | 1,00+0,000,86+0,05 | 0,81=0,12 |0,79+0,13

Apk. + 2 i8v. 0,91+0,07 {0,91+0,06{0,93+0,0910,67+0,31{0,87+0,13|0,81+0,12|0,96+0,03 | 1,00+0,00|0,94-+0,05

Apk. + 2 i8v. +
vekt. n.

0,87+0,11 |0,87+0,10{0,88+0,11]0,65+0,290,88+0,10|0,79+0,13 {0,90+0,07|0,94+0,05 | 1,00+0,00
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5 lenteléje matomi PCA-LDC algoritmu gauty zZymeny panaSumo indeksai tarp jvairiy apdorojimo
procedury pory, suvidurkinti per visus keturis Siame darbe naudotus duomeny rinkinius. Pastebima,
kad atvejai su tik apkarpymu, bazinés linijos korekcija ir korekcija su normavimu yra labai panasis.
Tai yra pokytis palyginus su FFS algoritmu gautais Zymenimis, kur apdorojimas su tik bazinés linijos
korekcija reikSmingai skyrési nuo kity. Rezultatai su EMSC metodu taip pat pasirodé panaSesni j kitus
palyginus su FFS panasumo rezultatais. Prasc¢iausiai pasirodé apdorojimai su standartizavimu, kurie
buvo maziausiai panasis ir tarp kity metody, ir tarp vienas kito. Apdorojimas su antros eilés iSvestine
ir vektoriniu normavimu taip pat buvo maziau panasus nei kiti, nors jo vidutinis panasumas yra Siek

tiek geresnis nei FFS atveju.

6 lentelé. FHG zZymeny panasumo indeksai tarp FFS ir PCA-LDC histogramy gavimo metody tiems patiems
duomeny rinkiniams su skirtingais apdorojimais. Lenteléje taip pat pateikti panaSumo indeksy vidurkiai
kiekvienam apdorojimui kartu su standartiniu nuokrypiu. Lentelés langeliai nuspalvinti gradientu nuo Zalios iki

raudonos spalvos, kur zalia spalva — didziausias panasumas, o raudona — maziausias panaSumas.

Apdorojimai Mikrobai | Vezikulés | Bakterijos Mieles Vidurkis

Be apdorojimo 0,42 0,63 0,32 0,88 0,56+0,22

T.b. 1k 0,72 0,66 0,57 0,58 0,63+0,06

P.b. 1l k 0,45 0,45 0,19 0,88 0,49+0,25

R.b. L k. 0,49 0,51 0,19 0,43 0,40+0,13

T.b. 1. k. + vekt. n. 0,80 0,88 0,79 0,53 0,75+0,13
R.b. 1. k. + vekt. n. 0,61 0,87 0,58 0,57 0,66+0,12

1 i8v. 0,34 0,68 0,51 0,47 0,50+0,13

2 i8v. 0,59 0,55 0,66 0,51 0,58+0,06

T.b. 1. k. + vekt. n. + st. 0,49 0,91 0,76 0,67 0,71+0,15
2 i8v. + st. 0,63 0,50 0,87 0,83 0,71+0,15

2 i8v. + vekt. n. 0,49 0,56 0,34 0,62 0,50+0,11
EMSC 0,59 0,86 0,78 0,78 0,75+0,10
Apkirpimas 1700 — 600 cm™! 0,84 0,98 0,86 0,80 0,87+0,07
Apk. +t.b. L. k. 0,83 0,96 0,98 0,63 0,85+0,14
Apk. +t. b. 1. k. + vekt. n. 0,53 0,88 0,91 0,90 0,81+0,16
Apk. +t. b. 1. k. + vekt. n. + st. 0,83 0,92 0,89 0,96 0,90+0,05
Apk. + EMSC 0,62 0,94 0,98 0,72 0,82+0,15

Apk. + EMSC + st. 0,47 0,89 0,98 0,73 0,77+0,19
Apk. + 1 i8v. 0,72 0,96 0,80 0,93 0,85+0,10

Apk. + 2 i8v. 0,92 0,86 0,68 0,79 0,81+0,09

Apk. + 2 i8v. + vekt. n. 0,65 0,73 0,82 0,89 0,77+0,09

6 lenteléje matomi panasumo indeksai, kurie palygina spektrinius Zymenis, iSgautus naudojantis FFS
ir PCA-LDC algoritmais. Visy pirma aiskiai pastebima, kad vidutinis panasumas tarp minéty metody

geresnis, kai spektrai yra apkarpyti. MaZziausias panasumas apkarpyty spektry atveju (0,78 su EMSC
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+ standartizavimu) buvo geresnis uz didziausig panasuma su neapkarpytais spektrais (0,75 su EMSC
arba tiesine bazinés linijos korekcija + vektoriniu normavimu). Didziausias panaSumas (0,90) gautas
su apkarpymu + tiesine bazinés linijos korekcija + vektoriniu normavimu + standartizavimu, be to,
standartinis nuokrypis Siuo atveju (0,05) irgi buvo geriausias. Taip pat matoma, kad tik su dvejais
apdorojimais panasumo indeksai buvo didesni nei 0,80 visiems spektry rinkiniams. Pastebétina, kad J.
Trevisan ef al. biologiniy bandiniy FT-IR spektriniy Zymeny panasumo tyrime vidutiné panasumo tarp
FFS(LDC) ir PCA-LDC indekso verté yra 0,68 + 0,12 [7]. Tame tyrime FT-IR spektry rinkiniai buvo
apdoroti apkirpimu iki 1800 - 900 cm™ srities, ,,;ubberband* bazinés linijos korekcija ir normavimu
pagal amidy I juostg, o Siame tyrime Sis apdorojimas nebuvo iSbandytas. Be to, pries tai minéta
panaSumo indekso verté gauta PCA-LDC skaic¢iuojant tik su pirmais 10 PCA komponenty, tuo tarpu
Siame tyrime buvo naudojami pirmi 15 komponenty. Turint omeny Siuos skirtumus, Siame tyrime
visiems apdorojimams su spektry apkarpymu panasumo indeksas patenka j intervalg nuo 0,77 iki 0,90,

kas yra reikSmingai daugiau nei J. Trevisan ef al. gauta 0,68 verte.
2.2.4. Spektriniy Zymeny stabilumo rezultatai

Siame darbe spektriniy Zymeny i$gavimo stabilumo priklausomybés nuo spektry rinkiniy pirminio
apdorojimo tyrimui buvo naudojamas pozymiy atrinkimo stabilumo indeksas, jvestas L. Kuncheva
[22]. Dvejoms pozymiy atrinkimo sekoms, kai i§ kintamyjy aibés X iSrenkamos dvi poaibés 4 ir B,
stabilumo indeksas /c(4, B) apibréziamas kaip:

rn — k?

IC(A'B) = m;

9)

¢ia n =|X] - visos kintamyjy aibés dydis (visy kintamyjy skaic¢ius), k= |[4| = |B| - poaibiy dydis (iSrinkty
kintamyjy skaicius), o » = |4 N B| - poaibiy sankirtos dydis (skai¢ius kintamyjy, bendry abejoms
poaibéms). Stabilumo indeksas jgyja vertes nuo O iki 1 imtinai, kur 1 reikSty, kad poaibés yra
identiSkos (» = k), o 0 — kad poaibés yra visiskai skirtingos (» = 0). Atveju, kai 1§ viso yra K pozymiy

atrinkimo seky, stabilumo indeksas yra apibréZiamas kaip visy seky pory stabilumo indeksy vidurkis:

5 K-1 K
I5(S1,S2, ., Sk) = mz Z Ic(Si'Sj); (10)
i=1 j=i+1
¢ia S1, Sz, ..., Sk — kintamyjy poaibés, gautos i§ K pozymiy atrinkimo seky. Nors stabilumo indeksas

originaliai buvo apibréztas poZymiy atrinkimo algoritmui, Siame tyrime jis taip pat buvo naudojamas

tikrinti PCA-LDC metodo stabilumg pavertus i$ jo gautus koeficientus j kintamyjy histogramas.
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7 lentelé. Visy duomeny rinkiniy zZymeny stabilumo indeksy vidurkiai, suskaiciuoti skirtingiems Zzymeny
gavimo metodams (FFS ir PCA-LDC) ir apdorojimo metodams. Taip pat pateiktas indekso skirtumas tarp
minéty dvejy metody. Lentelés langeliai nuspalvinti gradientu nuo Zalios iki raudonos spalvos, kur zalia spalva

— didZiausias stabilumas, o raudona — maziausias stabilumas.

Apdorojimas\Stabilumas FFS(LDC) PCA-LDC Skirtumas
Be apdorojimo 0,203 0,421 0,218
T.b. 1 k. 0,202 0,331 0,129
P.b. 1.k 0,282 0,359 0,077
R.b. L k. 0,303 0,355 0,052
T. b. I. k. + vekt. n. 0,251 0,446 0,196
R. b. L. k. + vekt. n. 0,230 0,496 0,266
1 iSv. 0,265 0,449 0,184
2 i8v. 0,349 0,613 0,264
T. b. . k. + vekt. n. + st. 0,251 0,359 0,108
2 i8v. + st. 0,349 0,489 0,140
2 i8v. + vekt. n. 0,466 0,665 0,199
EMSC 0,380 0,501 0,121
Apkirpimas 1700 — 600 cm! 0,228 0,422 0,194
Apk. +t.b. 1. k. 0,236 0,412 0,176
Apk. +t.b. 1. k. + vekt. n. 0,297 0,468 0,171
Apk. +t. b. 1. k. + vekt. n. + st. 0,308 0,477 0,169
Apk. + EMSC 0,341 0,496 0,156
Apk. + EMSC + st. 0,341 0,413 0,072
Apk. + 1 i8v. 0,307 0,373 0,066
Apk. + 2 i8v. 0,412 0,540 0,128
Apk. + 2 iSv. + vekt. n. 0,588 0,636 0,048

7 lenteléje matomi spektriniy Zymeny stabilumo indekso vidurkiai visiems Siame darbe naudotiems
FT-IR spektry rinkiniams ir pirminio apdorojimo procediiroms. Galima pastebéti, kad visais atvejais
PCA-LDC metodu gauti Zymenys buvo stabilesni uz FFS Zymenis. Taip pat pastebima, kad
apdorojimai su spektro apkarpymy yra stabilesni uz atitinkamus apdorojimus su pilnais spektrais
(viena iSimtis — EMSC apdorojimas). Tai yra logiSka, kadangi spektry apkarpymas paSalina
nereikalinga spektring informacija, kas turéty sumazinti tikimybe statistiniam modeliui padaryti klaida.
Be to, siauresné spektriné sritis (kitaip tariant, maZesnis kintamyjy kiekis) savaime apriboja galimy
zymeny variacijy kiekj. Kaip apdorojimo metodas, duodantis stabiliausius spektrinius zymenis,
pasirodé¢ antros eilés iSvestiné + vektorinis normavimas. Sis metodas buvo stabiliausias tiek
neapkarpytiems ir apkarpytiems spektrams, tiek FFS ir PCA-LDC metodams. Antros eilés iSvestiné

be normavimo taip pat pasieké palyginti aukstg stabiluma.
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2.3. Rezultaty aptarimas

Kalbant apie spektriniy zymeny iSgavimo su iSankstiniu pozZymiy atrinkimu (FFS) rezultatus, vienas
1§ $io metodo trikumy yra vidutiniskai didelis Zymeny jautrumas maziems duomeny imties pokyciams.
Tai pastebima tiek gautose zymeny histogramose (zr. 7-12 pav.) kaip didelis kiekis mazo daznio
pataikymuy, taip pat stabilumo indeksuose su skirtingais apdorojimais (Zr. 7 lentele), ypac palyginus su
PCA-LDC metodo stabilumu. Blogas stabilumas indikuoty, kad metodas yra nepatikimas ir juo gauti
spektriniai Zymenys yra labiau atsitiktiniai nei susije su tikrais poky¢iais bandiniuose. Si problema taip
pat buvo pastebéta ir aptarta J. Trevisan et al. straipsnyje [7]. Jame tyréjai pasiiilé FFS stabilizavimo
metoda: pozymiy atrinkimo proceso metu, vykstant kryzminei validacijai kiekvienas apmokymo
rinkinys yra papildomai padalijamas j dar kelias apmokymo — testavimo poras, ir kriterijaus funkcija
tai kryzminés validacijos iteracijai yra apskai¢iuojama kaip ty pory kriterijaus vidurkis. Tyréjai
pademonstravo, kad tokio stabilizavimo pritaikymas sékmingai sumazino mazo daznio pataikymy
kiekj ir sukoncentravo pataikymus ties pagrindiniais spektriniais Zymenimis, tafiau taip pat ir
pareikalavo ilgesnio skaiiavimo laiko. Siame darbe §is stabilizavimo metodas nebuvo taikomas,
taciau buvo pastebéta, kad kai kurie spektry apdorojimai — spektry apkarpymas, diferencijavimas,

EMSC - reikSmingai pagerino FFS Zymeny stabiluma.

Kita pastebéta problema su Zymeny iSgavimu FFS metodu yra daZznas persimokymas/ankstyvas
konvergavimas. Gautuose Zymenyse tai dazniausiai pasireiské kaip pertekliniai pataikymai spektry
galuose (zr. 9 pav.). Verta paminéti, kad FFS persimokymas dazniausiai buvo stebimas su spektriniais
apdorojimais, turinciais normavima, biitent su vektoriniu normavimu arba EMSC. Tai nebitinai yra
Siy apdorojimy trukumas, galimai problema yra ta, kad FFS metodas prastai veikia, kai atsiskyrimas
tarp spektry grupiy yra per lengvas. Sig i§vada paremia tai, kad ankstyvas konvergavimas daugiau
pasireiSké mikroorganizmy spektry rinkinyje nei vezikuliy rinkinyje, kadangi bakterijy ir mieliy
spektrai labai gerai atsiskiria vien dél baltymy/angliavandeniy koncentracijy skirtumo. FFS
persimokymo problema gali biiti sprendziama bandant poZymiy atrinkimui panaudoti kitokius
klasifikacijos modelius, pavyzdziui, kvadratinio diskriminanto klasifikacija (angl. quadratic
discriminant classifier) arba k — arCiausiy kaimyny (angl. k - nearest neighbours) klasifikacija. Taip
pat galima iSbandyti ta pacia tiesinio diskriminanto klasifikacija, bet su kitokiais hiperparametrais,
pavyzdziui, reguliarizavimu (Siame tyrime LDC buvo naudojamas be reguliarizavimo). Galiausiai
galima iSbandyti sudétingesnius pozymiy i§gavimo algoritmus, pavyzdZziui, genetinio algoritmo (angl.

genetic algorithm) optimizacija pagristus metodus.

Ir FFS, ir PCA-LDC zZymenims kai kuriems spektry apdorojimams be apkarpymo buvo biidingi dazni

pataikymai 1800 — 2800 cm! srityje, kurioje néra biologiniuose objektuose aktualiy virpesiniy juosty
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(zr. 7 ir 8 pav.). Nepaisant to ir kity prie§ tai minéty trikumy, FFS metodas kartu su tam tikrais
spektriniais apdorojimais sékmingai identifikavo spektrinius Zymenys su gera spektrine interpretacija
bei zZymeny stabilumu. Geri FFS algoritmo veikimo pavyzdziai matomi mikroorganizmy FT-IR
spektry rinkinyje su tiesinés bazinés linijos korekcijos + vektorinio normavimo (zr. 7 pav.), antros
iSvestinés su ir be spektry apkarpymo iki 1700 - 600 cm™ (Zr. 7 ir 9 pav.) apdorojimo sekomis, taip pat
vezikuliy spektry rinkinyje su antros iSvestinés su ir be spektry apkarpymo (zr. 8 ir 10 pav.),

apkarpymo + EMSC (zr. 10 pav.) apdorojimais.

Pereinant prie Zymeny iS§gavimo rezultaty su principiniy komponenty analize — tiesinio diskriminanto
klasifikacija (PCA - LDC), Siuo metodu iSgauti Zymenys buvo stabilesni nei gauti FFS metodu (zr. 7
lentele), be to, su skirtingais apdorojimais gauti Zymenys buvo panasesni j vienas kitg palyginus su
FFS Zymenimis (zr. 5 lentelg). PCA-LDC taip pat neturéjo FFS persimokymo problemos — didZzioji
dauguma zymeny buvo jei ne ties svarbiausiomis, tai bent ties bendrai spektriSkai aktualiomis
juostomis, ypac su apkarpytais spektrais (pavyzdziui, mikroorganizmy rinkiniui su apkirpimo + EMSC
apdorojimu, zr. 11 pav.). Kita vertus, gauti PCA-LDC Zymenys buvo labiau iSsibarst¢ nei FFS
zymenys. Pavyzdziui, mikroorganizmy spektry atveju su apkirpimu + 2 iSvestine + vektoriniu
normavimu ir atveju su apkirpimu + EMSC PCA-LDC svarbiausi Zymenys pagal interpretacija yra
ties mazdaug 1050 cm™! angliavandeniy juosta, tadiau daug kity panaSaus intensyvumo Zymeny yra
stebimi $alia minétos juostos, plac¢iame intervale nuo 900 iki 1260 cm™. Be iankstiniy Ziniy biity
sunku nustatyti, kurie Zymenys yra svarbesni (ar i§ viso svarbiis). Sitoje situacijoje pasireiskia tiesiniy
klasifikacijos metody interpretacijos problema, aptarta teoriniame jvade (zr. 1.3. skyriy). Dar vienas
niuansas su principinés komponenty analizés pritaikymu Zymeny iSgavimui yra tas, kad klasifikacijos
modeliy tikslumas, kartu ir su tais modeliais iSgauty Zymeny tikslumu, priklauso nuo pasirinkto
principiniy komponenty skai¢iaus. Siame tyrime Zymeny tikslumo priklausomybé nuo principiniy

komponenty skaiciaus nebuvo tiriama, PCA buvo naudojama su pastoviu komponenty skai¢iumi (15).

Toliau bus aptariami Siame darbe nagrinéti spektry pirminio apdorojimo metodai ir jy jtaka spektriniy
zymeny iSgavimui. Pirma galima pastebéti, kad spektriniai zZymenys, gauti i§ spektry be jokio
apdorojimo, tur¢jo bloga stabilumg ir buvo linke¢ turéti daug atsitiktiniy ir nereikSmingy pataikymy
(pavyzdziui, ties CO; spektrinémis juostomis). Spektry apkarpymas iki pirSty antspaudo srities
reik§mingai pagerino Zymeny stabilumg ir padéjo iSvengti pataikymy nereikSmingose srityse. Be to,
i8skyrus kelias iSimtis, visi spektrai su apkarpymu tarpusavyje turéjo bent patenkinamg panaSuma
(indekso verte >0,80), kas indikuoja bendrg patikimumg. Vienas niuansas biitent su FFS metodu yra
tas, kad apkarpymas padidino jo rizikg persimokyti. Bazinés linijos korekcijos pritaikymas padédavo

sumazinti blogy pataikymy kiekj, tac¢iau jo poveikis zymeny stabilumui ir panaSumui buvo
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nevienareikSmis. FFS Zymenims bazinés linijos korekcija padidino stabiluma (turint omeny atvejus be
tolesnio apdorojimo), o PCA-LDC Zymenims — sumazino (zr. 7 lentel¢). Taciau FFS zymenys su
apkarpymu ir bazinés linijos korekcija taip pat turéjo stebétinai mazg panaSuma su kitaip apdoroty
spektry zymenimis (zr. 4 lentele), o su PCA-LDC panasumas buvo puikus (zr. 5 lentelg). Prie bazinés
linijos korekcijos pridéjus vektorinj normavima gaunami zymenys tapo stabilesni, taciau jy fizikiné
interpretacija buvo nenuosekli. Be to, FFS algoritmas daug dazniau persimoké su spektrais, apdorotais
vektoriniu normavimu, kas kartu reiskia, kad jo teigiama jtaka stabilumui gali biiti pervertinta. Kaip
minéta aptariant FFS metodo rezultatus, spektry normavimas gali biiti nesusijes tiesiogiai su FFS
persimokymu. Spektry diferencijavimas pasirodé gerai — i§ spektry antry iSvestiniy iSgauti Zymenys
turéjo ir gerg interpretacija, ir buvo stabiliausi i$ visy tirty apdorojimo metody. Be to, naudojant FFS
metoda antry iSvestiniy zymenys iSvengé persimokymo. Tiesa, kai kuriais atvejais su antros eilés
diferencijavimu ir vektoriniu normavimu pasireiské FFS persimokymas, taiau Siems atvejams taip pat
buvo biidingas labai aukstas stabilumas (beveik jokiy zemo daznio pataikymy, pavyzdziui, kaip 9 pav.
su apk. + 2 i8v. + vekt. n.). EMSC apdorojimas taip pat pasirod¢ neblogai: Zymenys i§ EMSC spektry
buvo vieni stabiliausiy ir turéjo gerg interpretacija, taciau tur¢jo ta pacia persimokymo problemga kaip
ir vektorinis normavimas. Siame tyrime dél geresnés spektriniy Zymeny interpretacijos EMSC
apdorojimo metodas laikomas pranasesniu uz bazinés linijos korekcija + vektorinj normavima.
Standartizavimas neturé¢jo jtakos FFS Zymenims (gaunami vienodi Zymenys, kaip ir be
standartizavimo). PCA-LDC zymenims standartizavimas daugeliu atveju tik sumazino stabiluma, be
to, PCA-LDC Zymenys 1§ standartizuoty spektry taip pat buvo maziausiai panasis ] kitus zymenis (Zr.
5 lentelg). Tai indikuoja, kad spektriniy Zymeny identifikavimui spektry standartizavimas yra
nereikalingas bent jau naudojant zymeny iSgavimo metodus, paremtus tiesinio diskriminanto

klasifikacija.

Galiausiai reikia paminéti §io tyrimo apribojimus. Pirma, Siame tyrime buvo nagrin¢jami tik du
spektriniy Zymeny iSgavimo metodai: vienas, paremtas tiesiniais klasifikacijos modeliais (principiné
komponenty analizé + tiesinio diskriminanto klasifikacija), ir vienas, paremtas pozymiy atrinkimu
(iSankstinis pozymiy atrinkimas naudojant tiesinio diskriminanto klasifikacijg). Antra, tiriant FT-IR
spektry pirminio apdorojimo jtakg gautiems Zymenims buvo iSbandytas ribotas kiekis apdorojimo
operacijy ir jy kombinacijy. Pavyzdziui, Siame tyrime buvo nagrin¢jami tik du spektry normavimo
metodai: vektorinis normavimas ir EMSC, o kiti populiariis normavimo metodai, kaip normavimas
pagal amidy I juosta, nebuvo iSbandyti. Skirtingy bazinés linijos korekcijos metody (tiesinés,
polinominés, ,,yubberband‘) tyrimas taip pat buvo ribotas. Tre€ia, Siame tyrime spektriniy Zymeny

iSgavimas buvo patikrintas tik su keturiais spektriniy duomeny atvejais, i$ kuriy trys buvo i§ to paties
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spektry rinkinio. Tolesni spektriniy Zymeny tyrimai galéty iSplésti Sio darbo rezultatus su platesniu
zymeny iSgavimo ir spektry apdorojimo metody pasirinkimu, taip pat patikrinti, ar §io darbo i§vados

galioja ir su kitokiy biologiniy objekty FT-IR spektry rinkiniais.
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ISvados

Apibendrinant, Siame darbe buvo tiriami biologiniy bandiniy Furjé transformacijos infraraudonosios
sugerties (FT-IR) spektry spektriniy zymeny iSgavimo metody patikimumas ir jo priklausomybé nuo
spektry pirminio apdorojimo. Tyrimo metu dviejy biologiniy objekty — ekstralgsteliniy vezikuliy ir
patologiniy mikroorganizmy - spektry rinkiniai buvo apdorojami skirtingomis pirminio apdorojimo
operacijomis, ir tuomet 1§ gauty apdoroty spektry buvo iSgauti spektriniai Zymenys. Tyrime buvo
iSbandyti du spektriniy zymeny iSgavimo algoritmai: iSankstinis poZymiy atrinkimas (angl. forward
feature selection, FFS) ir principiniy komponenty analizé — tiesinio diskriminanto klasifikacija (angl.
principal component analysis — linear discriminant classifier, PCA-LDC). Atsizvelgiant | gautus

rezultatus, buvo padarytos Sios iSvados:

1. ISgavus spektrinius Zymenis i§ FT-IR spektry rinkiniy, apdoroty skirtingais metodais ir jy
kombinacijomis pastebéta, kad spektry pirminis apdorojimas turi didel¢ jtaka spektriniy zymeny
stabilumui ir fizikinei interpretacijai.

2. Palyginus spektrinius Zymenis, gautus su pilnais (400 - 4000 cm™ diapazonas) ir apkarpytais iki
,,pirsty antspaudo srities” (600 - 1700 cm™! diapazonas) FT-IR spektrais nustatyta, kad spektry
apkarpymas iki pir$ty antspaudo srities reikSmingai pagerina Zymeny stabilumg ir panaSuma, taip
pat padeda iSvengti biochemiskai nereikSmingy zymeny.

3. Perzitirint Zymeny iSgavimo rezultatus FFS algoritmui pastebéta, kad spektry normavimo metodai
skatino jo persimokyma ir ankstyva konvergavima. Sp¢jama, kad §i problema yra labiau susijusi su
FFS metodo ypatybémis, ir jg iSsprendus spektry normavimas pagerinty gauty zymeny stabiluma.

4. Palyginus spektrinius Zymenis, gautus PCA-LDC ir FFS algoritmais, buvo nustatyta, kad PCA-
LDC Zymenys buvo stabilesni uZ FFS zymenis ir neturé¢jo persimokymo problemos, taciau FFS
zymenys buvo vidutini§kai labiau koncentruoti, taigi ir aiSkiau interpretuojami. D¢l Sios priezasties
FFS Zymeny iSgavimo metodas laikomas pranasesniu uz PCA-LDC.

5. I8analizavus visy tyrime iSbandyty FT-IR spektry apdorojimo procediiry poveikj gauty spektriniy
zymeny stabilumui ir fizikinei interpretacijai laikoma, kad geriausia spektry apdorojimo procediira
spektriniy Zymeny i§gavimui yra spektry apkarpymas iki 1700 — 600 cm™! srities kartu su antros

eilés diferencijavimu.

Padéka
Noréciau padékoti Vilniaus universiteto Fizikos fakulteto Cheminés fizikos instituto doktorantei
Gerdai Anuzienei ir Vilniaus universiteto Fizikos fakulteto Cheminés fizikos instituto mokslo

darbuotojai dr. Rimantei Bandzeviciiitei uz leidimus naudotis jy parengtais FT-IR spektry rinkiniais.
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Priedas

8 lentelé. Darbe tirty FFS algoritmo kriterijaus funkcijy L apibrézimai. » yra imties dydis; y; — j-ojo iSmatavimo
klas¢, dvejy klasiy atveju programiskai koduojama kaip -1 arba 1; m; — klasifikacijos jvertis, LDC atveju m;=
vg(xj), g(xj) gaunamas pagal (7), jei g(x;) > 0, tai y; = 1; w; — svoriai, priklausantys nuo klasiy pradinio
pasiskirstymo imtyje; ¢; — nustatyta klasifikacijos kaina (pagal nutyléjima 0, kai klasifikavimas teisingas, ir 1,
kai klasifikavimas neteisingas); I; = 0, kai klasifikavimas teisingas, arba /; = 1, kai klasifikavimas neteisingas
[21].

Kriterijaus funkcijos pavadinimas Apibrézimas

n

binodeviance L= Z w;In{1 + exp[—2m;]}
j=1
n
classifcost =
if L= W;Cj
j=1
n
classiferror L= Z w;l;
j=1
n
exponential L= Z w; exp[—m;]
j=1
n
hinge L= Z wj max{O,l — mj}
=1
n
logit L= Z w; In{1 + exp[—m; ]}
j=1
n
quadratic L= Z w; (1 - m]-)2
=1
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Identification of spectral markers in Fourier transform infrared spectra of

biological samples by means of statistical analysis

Tautvydas Taraskevicius
Summary

Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy is a versatile, non-destructive and label-free
vibrational spectroscopy method with great potential in biomedical research and diagnosis. One of the
advantages of this method is that many data analysis methods used in spectral analysis provide the
means to detect the most important spectral regions that relate to biological mechanisms under
investigation. However, the validity of these spectral markers is not well understood because of the
complexity of vibrational spectra of biological samples, as well as the fact that usually there are no
reference biomarkers to compare to. Furthermore, the effect spectral preprocessing has on spectral
marker extraction has not yet been investigated. The aim of this study is to evaluate the validity of
FTIR spectral biomarkers obtained by various statistical and machine learning methods and how they
depend on spectral preprocessing. For this, two methods of spectral marker identification were tested:
forward feature selection (FFS) wrapped with a linear discriminant classification model and extraction
of loadings from a principal component analysis - linear discriminant classification (PCA-LDC)
model. Two experimental FT-IR spectral datasets were used as examples, one containing spectra from
pathological microorganisms and the another containing spectra from extracellular vesicles extracted
from human blood of healthy individuals and myocardial infarction patients. Spectral markers
extracted from spectra preprocessed by various means were compared and evaluated by their
similarity, stability and spectral interpretation. The results show that spectral preprocessing has a major
impact on spectral marker extraction results. Despite poorer stability and similarity, the FFS method
is considered overall more reliable than PCA-LDC on the grounds of clearer spectral interpretation.
The best FT-IR spectral preprocessing procedure for spectral marker extraction is believed to be

spectral truncation to the fingerprint region + second order differentiation.
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