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1 Johdanto.

Tamaéan tutkielman tarkoituksena on havainnollistaa Raman spektroskopian hyotyja ja
kayttod biomolekyylien ja laaketieteellisena tutkimusmenetelmana. Erityisesti keski-
tymme syopasolujen tehokkaaseen ja nopeaan tunnistamiseen Raman spektroskopian
avulla, kun kyseessa on montaa eri partikkelia omaava nayte, josta mahdolliset syopasolut
ja patogeenit on tunnistettava. Kasittelemme Raman spektroskopian ja sironnan pe-
rusperiaatteita, seka edella mainittuja spektroskopian eri muotoja ja naista saatujen

tulosten tulkintaa data-analytiikan keinoin.

Syopa on edelleen yksi vakavimmista sairauksista, jota esiintyy ympéari maailmaa,
ja se on yleisin kuolemaan johtava sairaus. Kuitenkin selviytymisprosentti kasvaa huo-
mattavasti, jos syopa voidaan tunnistaa jo sen varhaisessa vaiheessa. Selviytymispros-

entti korreloi vahvasti syovén leviamisasteeseen.

Syopéaa voidaan tutkia erilaisilla spektrooskopisilla menetelmilla, joille kaikille yhteista
on hyvéa sensitiivisyys biologisia naytteita tutkittaessa. Hyva sensitiivisyys on tarkea
osa tutkimusmenetelméa, jotta biokemialliset erot voidaan erottaa naytteesta, kuten
erilaisten solujen pintaproteiinit, joiden kautta mahdollinen patogeeninen solu voidaan

tunnistaa. (Krishna et al., 2005)).

2 Raman spektroskopia.

Raman spetroskopiaa on onnistuneesti kaytetty jo kymmenia vuosia laaketieteellisessa
spektroskopiassa, jossa biomolekyylien hauraus estaa perinteisten korkeataajuisten spek-
troskopiamenetelmien kayttamisen. Ennen Raman spektroskopian yleistymista, yleisimmat
tutkimusmenetelmat olivat mikroskopia, fluoresenssispektroskopia ja vasta- ainemaéritys
naiden menetelmien suuren sensitiivisyyden tahden. Jokseenkin edella mainittujen
tekniikoiden spesifisyys oli heikko, jolloin annettujen naytteiden molekyylitason raken-
teesta ei saada tarkkaa tietoa (Petry et al., 2003)). Solujen tutkimiseen on mahdollista
kédyttdd myos Fourier muunnettua infrapunaspektroskopiaa (FTIR) jolla on riittdvén

hyva sensitiivisyys ja nopeus naytteiden tutkimiseen, mutta tamankin menetelman res-



oluutio on liian heikko yksittdisen solun hienorakenteen analysoimiseen (Krishna et al.,
2005). Raman spektroskopian vahvuutena on sen huomattavan suuri spesifisyys jonka
ansiosta voidaan suurella tarkkuudella havaita, onko tutkittavaa ainetta naytteessa vai
ei. Taman ominaisuuden hyoty nakyy esimerkiksi syopasolujen pintaproteiinien, yk-
sittaisten molekyylien ja naiden rakenteiden tehokkaassa tunnistuksessa, seka tehokku-
udesta nopean ja varhaisen syopasolujen ja patogeenien hienorakenteiden tunnistamis-

maisessa in vivo (elavéssé oliossa) (Petry et al., 2003).



2.1 Toimintaperiaate.
2.1.1 Raman sironta ja vapausasteet.

Raman spektroskopian perustana toimii Raman sironta. Raman sironnassa tapah-
tuu vuorovaikutus valon ja aineen valilla. Taméa vuorovaikutus voi olla joko sironta
tai suora absorptio. Seuraavaksi tarkastellaan sirontaa ja absorptiota, jotka patevat
yleisesti biomolekyyleihin, kudoksiin ja soluihin. Raman spektroskopiassa kaytetdan
hyvaksi aineen ominaisuutta absorboida valoa. Yleisesti, jos valon aallonpituus on in-
frapunavalon alueella, on todennékéista, ettd molekyylien vapausasteista varahtelymoodit
virittyvat. Jos valon aallonpituus vastaa ultraviolettisateilyn aallonpituuksia, absorboi
molekyyli valon ja virittyy elektronitransition kautta, josta yleisimmin seuraa sateilyn

emissio, eli fluoresenssi. (Petry et al., 2003)

Kaikki valo on elektromagneettista sateilya, joka muodostuu vuorottelevien sahko-
ja magneettikenttien jaksollisesta varahtelysta. Raman spektroskopiassa olemme yleis-
esti kiinnostuneita sahkokentéasta ja sen muutoksista. Erityisesti Raman-sirontaan
kéytetty aallonpituus (infrapunan ja ultraviolettisiteilyn alueella) aiheuttaa molekyylin
vérdhtelymoodien E,;, virittymisen. Pienempien (suuremman energian omaavat) aal-
lonpituuksien kaytto aiheuttaisi myos muiden vapausasteiden virittymisen. Mikali
kaytetty aallonpituus on suurempi, virittyvat rotationaaliset vapausasteet. Kuitenkin
on hyva muistaa, etta kaasufaasisessa naytteessa on huomioitava varahtely- ja rotaa-
tionaaliset vapausasteet.

Vapausasteita ovat translationaaliset v,, vy, v, sekéd rotationaaliset vapausasteet,
jotka riippuvat molekyylin muodosta. Jos molekyyli on lineaarinen, silld on kaksi
rotaatioon liittyvaa vapausastetta. Jos molekyyli ei ole lineaarinen, silld on kolme ro-
taatioon liittyvaa vapausastetta. Varahtelyyn liittyvien vapausasteiden maara voidaan
laskea lineaarisen molekyylin tapauksessa kaavalla 3n — 5, jossa n on molekyylissa ole-
vien atomien méaard. Esimerkiksi lineaarisessa C'Os-molekyylissd on 3(3) — 5 = 4
vérdhtelyyn liittyvad vapausastetta (in- phase stretch (molekyylin dipolimomentti ei
muutu), out-phase stretch (molekyylin dipolimomentti muuttuu) ja kaksi deformaation

liittyvad astetta). Epélineaarisen molekyylin tapauksessa kaava on 3n — 6, kuten es-



imerkiksi HyO-molekyylissa, jossa on 3(3) — 6 = 3 vérdhtelyyn liittyvaa vapausastetta
(in-phase stretch, out-phase stretch ja yksi deformaatio). Namé on esitelty kuvassa 1

(Larkin, [2011)).
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Kuva 1: Varahtelyn vapausasteet vesi ja hiilidioksidi molekyyleissa. v,, onout-phase

stretch, vy, on in-phase stretch, vqey on deformaatio (Larkin, 2011).

IR-spektroskopiassa pyritaan virittamaan molekyyli ja saamaan muutos sen dipolimo-
menttiin g = ¢ * d jossa m on dipolimomentti, ¢ on partikkelin varaus, d on dipolimo-
mentin suuntavektori. Hyvana esimerkkina toimii lineaariset, kaksiatomiset molekyylit
H, ja Ns, jotka ovat inaktiivisia IR-spektroskopiassa, mutta aktiivisia Raman spek-
troskopiassa. Raman spektroskopiassa virittamisen sijaan pyritdan mittaamaan ha-
jonneen valon Raman-siirtyma, eli naytteen valaisuun kéaytetyn valon energiamuutos.
Jotta Raman sironta ja siihen liittyvat aallonpituudet voidaan havaita on molekyylin
polarisoiduttava, jolloin dipolimomentti muuttuu. T&ll6in polarisoidun valon sahkokentta
vaikuttaa molekyylin kanssa, ja tuloksena on pieni méaard Stokes- tai anti-Stokes-
sironnutta valoa, jolla on eri taajuus kuin alkuperéisella valolla. Stokes sironnut elek-
troni virittyy perustilaltaan korkeammalle energiatasolle ja palaa perustilaa ylemmaélle
energiatasolle, jolloin sironneen valon energia voidaan laskea kaavalla £ = hc(v, —U,),
jossa E. on sironneen valon energia, h on Plancin vakio, ¢ on valonnopeus tyhjiossa, vy,
on laserista tulevan valon aaltoluku, v,, on molekyylille ominaisen varahtelyn aaltoluku.
Anti-Stokes sironnassa elektroni virittyy korkeammalta energiatasolta, kuin perustaso
ja palaa perustasolle, talloin sironneen valon energia voidaan laskea kaavasta F =
he(U+7,,) On hyva huomata, ettéd vaikka Raman spektroskopia kayttaa hyvikseen IR~

valoa, on tdmaé tekniikka kuitenkin erillinen verrattuna varsinaiseen IR-spektroskopiaan.(Larkin,



2011)).
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Kuva 2: Yksinkertaistettu kaavio a) fluoresenssista, b) infrapuna absorptiosta, c¢) Ra-
man sironnasta. Téssa wy = laserin taajuus, wg;; ja wre = fluoresenssitaajuuksia,

w4 = absorptiotaajuus, wg = Stokes sironneen valon taajuus (Petry et al., 2003])

Kuvassa 2 kuvataan yksinkertaisia infrapuna- ja sateilyemissioilmioité, eli fluore-
senssia.

Valon sirontaa voi tapahtua molekyylista taysin elastisesti tai joissain harvinaisem-
missa tapauksissa epaelastisesti. Elastinen sironta tapahtuu, kun fotoni osuu molekyylin
atomien elektroniverhoon ja siroaa tasta menettamatta energiaa, jolloin Awgik, = Awioppu.-
Epéelastisessa sironnassa sironeen fotonin energia on eri kuin ennen sirontaa, eli hw,x, 7#
hwioppu- Tata epaelastista sirontaa kutsutaan Raman sirontaksi. Epaelastinen sironta
voidaan edelleen jakaa kahteen eri sirontaluokkaan. Jos sironeen fotonin energia on

pienempi kuin ennen sirontaa, kyseessa on Stokes-sironta. Jos taas sironnassa fotoni



saa lisda energiaa, kyseessa on anti-Stokes-sironta. Naita epaelastisesti sironneita fo-
toneita esiintyy kuitenkin vain suhteellisen harvoin, noin 1/10® kertaa, joten Raman

sironnan intensiteetti on heikko, ja siten myds menetelmén sensitiivisyys (Petry et al.,

2008).
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Kuva 3: Stokes-Raman- ja anti-Stokes-Raman sironta. (Petry et al.,

Kuvassa 3 on havainnollistettu Stokes-Raman- ja Anti-Stokes-Raman-sirontaa.

Stokes-Raman-sironnassa tapahtuu kvanttitilojen ¢ ja f valilla siirtyminen niin,
ettd ¢ on alemman energian omaava kvanttitila ja f korkeamman energian omaava
kvanttitila. Aluksi elektroni siirtyy matalammalta energiatilalta ¢ lyhytaikaiselle vir-
tuaalitilalle r ja palaa korkeammalle energiatilalle f. Koska kyseessa on epéaelastinen
siroaminen, muodostuneen fotonin energia on hw, = £y — E;

Anti-Stokes-sironnassa elektroni siirtyy korkeammalta tilalta alemmalle virtuaali-

tilan kautta. Huomautetaan, etta virtuaalitila on matemaattinen kasite, jolla havain-



nollistetaan hyvin lyhytikaisia viritystiloja, jotka eivat ole fysikaalisesti havaittavissa.
Tassa siirtymaéssa emittoituvien fotonien intensiteetti on huomattavasti pienempi ver-
rattuna Stokes-Raman-sirontaan, silla virittyneiden f tilojen lukumaara on huomat-
tavasti pienempi kuin perustilojen i (Petry et al., 2003]).

Raman sironneen sateilyn intensiteetti saadaan kaavasta:

[R 0.8 U4[0N(§—g)2 (1)

Jossa I on tulevan valon intensiteetti (laser), N on molekyylien mééré, jossa sironta voi
tapahtua ja jotka ovat tietyssa sirontaan liittyvassa tilassa, v on laserin valon taajuus,
a on molekyylien polarisoituvuus ja ) on varahtelyn amplitudi.

Kaavasta |1| voidaan nahda, mitka parametrit vaikuttavat Raman sironnan intensi-
teettiin. Selvasti IV viittaa intensiteetin riippuvuuteen tutkittavan naytteen konsen-
traatiosta. Myos laserista lahetetyn valon taajuus vaikuttaa intensiteettiin seuraavasti:
kun taajuutta suurennetaan, tai laserista saapuvien fotonien intensiteettia niin myos
Raman intensiteetti lisaantyy. Parametri o ilmaisee, etta vain varahtelymoodit, jotka
aiheuttavat molekyylin polarisaation, ovat Raman aktiivisia, jolloin polarisoituminen
varahtelyn amplitudiin ndhden on suurempi kuin nolla.

Molekyylin Raman aktiivisuuden voi paatella molekyylin polarisaation muutok-

sesta varahtelytilojen aktivoituessa. Mikali molekyyli on symmetrinen ja sailyttaa

varahtelytilojen aktivoitumien seurauksena symmetriansa, on todennakoista, etta molekyyli

on Raman aktiivinen. Tama polarisaation muutos aiheuttaa myos dipolimomentin

muutoksen ja on syyta huomata, etta Raman aktiivisien molekyylien yhteydessa dipolimo-

mentti silti séilyy vaikka dipolimomentti kokisi ajasta riippuvaa oskillointia. (Larkin,

2011)



Totally symmetric Asymmetric
Center of symmetry vibration vibration

Kuva 4: Symmetrinen ja asymmetrinen vérahtely. Symmetriset varahtelyt ovat Ra-
man aktiivisia, silla niissa ei tapahdu muutoksia molekyylin symmetrian keskipis-
teen sijainnissa ja dipolimomentti sailyy, kuten kohdassa Totally symmetric vibration.
Mikali varahtelytilojen aktivoituessa molekyylin symmetrinen keskipiste muuttuu, eli
vérdhtely on asymmetristd (Asymmetric vibration), muuttuu myos dipolimomentti ja
nain ollen molekyyli on IR-aktiivinen mikali dipolimomentti ei saily, muttei Raman

aktiivinen. (Larkin, [2011)).

2.2 Pinta- Raman spektroskopia (SERS).

Pinta- Raman spektroskopiassa kaytetaan hyvaksi valon sirontaa voimistavia mate-
riaaleja, kuten metalleja, jonka pintaan tutkittava nayte asetetaan. Nain taustalla
oleva metalli voimistaa Raman sirontaa, ja tutkittavan materiaalin hienorakenteiden
havaitseminen helpottuu huomattavasti.

Pinta-Raman-spektroskopialla on useita kayttokohteita monilla eri aloilla johtuen
menetelman hyvésta spesifisyydestda metallin kanssa adsorboitaessa, hyvasta sensiti-
ivisyydesta ja tarvittaessa spatiaalisesta resoluutiosta. Pinta-Raman-spektroskopian
kayttokohteita voivat olla esimerkiksi DNA:n emasjarjestyksen, rdajahteiden, ladkkeiden,
solujen ja itioiden analysointi.

Esimerkiksi Pinta-Raman-spektroskopialla voidaan havaita erilaiset solut tehokkaasti

ja nopeasti. Kuitenkin biologisten naytteiden kanssa on ymmarrettavaa, etta naytteen
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aaltolukujen spektri on hyvin suuri ja monimuotoinen. Naissa tapauksissa on tarkeaa
valita ndytteelle ominainen substraatti (taustamateriaali, yleensd metalli) ja ndytteen
oikeanlainen kerrostaminen. Tamén lisaksi tarvitaan data-analyyttisia menetelmia,
kuten PCA (principal component analysis) tai partial least square (PLS), jotta tulok-
sia voitaisiin tulkita tehokkaasti ja luotettavasti (McNay et al., 2011)).

2.2.1 Toimintaperiaate

Pinta-Raman-spektroskopiassa (SERS), nédyte adsorboidaan metallin pinnalle, tyypil-
lisesti kaytetdaan kultaa tai hopeaa, mika johtaa Raman sironnan intensiteetin voimis-
tumiseen plasmonisen varahtelyn kautta.

Jos adsorbaatti on epatasaisella pinnalla, kuoppaisella pinnalla, sahkomagneettinen
varahtely vahvistuu naissa kohdissa. Tassa tilanteessa metallin elektronit muodosta-
vat kollektiivisia varahtelytiloja, joita kutsutaan plasmoneiksi. Plasmonit johtavat
sahkomagneettisen kentan voimistumiseen pinnan laheisyydessa, mika puolestaan voimis-

taa Raman sironnan intensiteettia (Stiles et al., 2008)).

2.2.2 Lokalisoitunut pintaplasmoniresonanssi (LSPR)

LSPR, eli lokalisoitunut pintaplasmoniresonanssi on ilmio, jossa valenssielektronien

kollektiivinen varahtely on resonanssissa naytteeseen tulevan valon kanssa.

Sahkomagneettisen kentéan voimakkuus naytteen pinnan liheisyydessa voidaan laskea
kaavalla

3z

Eou(z,y,2) = Eoz — aEO[ — T—5(x§< +yy + Ziﬂ (2)

V/
3
jossa X, y ja z ovat karteesisia kordinaatteja, r on etaisyys, Fy on sahkomagneettisen

kentdn voimakkuus naytteen pinnalla, X,y,z ovat karteesisia yksikkovektoreita ja «

metallin polarisoituvuus joka voidaan laskea kaavalla

a = ga® (3)
missa a on pallon sade, g on
€in — Eout
= 4
g (Ein + 250ut) ( )
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Téassd e, on metallin nanopartikkeleille ominainen dielektrinen vakio ja &,,; on
ympériston dielektrinen vakio (Stiles et al., 2008) (veden kohdalla ey,0 = 78,54
lampotilassa T = 25°C' (Weast, [1968))).

Kuten kaavasta (5) huomataan, suurin vahvistuminen saadaan aikaiseksi, kun nimittéjassa
Ein R —2e4,. Kaavasta (3) huomataan, ettd signaalin vahvistumiselle on riippuvuus

3

r—°. Tastd voidaan paatella, ettd on olemassa raja-arvo sahkokentalle F,,;, jonka

jalkeen vahvistunutta signaalia ei voida endd havaita (Stiles et al., 2008]).

EF/E

79.6
68.2
56.9
45.5
34.1
227
1.4
0
0

Kuva 5: Kuvassa a) lokalisoitu pintaplasmoniresonanssi. Kuvassa b) pallomaisen

Electric
field

Electron
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Eo
cloud
-70
-7

0 0 7
nm

hopea-atomin sammumistehokkuus. (Stiles et al., 2008)

Sammumistehokkuus maarittaa aineen kyvyn absorboida ja sirottaa valoa tietyilla
aallonpituuksilla Mie teorian mukaan. Sammumistehokkuus voidaan maarittada mieli-

valtaisen muotoiselle kappaleelle seuraavasti

E() = 2472 N a3/ [ gi(N) ] (5)
Aln(10) (e (N) + XEout)? + €i(N)?

jossa ¢, on reaalinen ja ¢; on imaginaarinen komponentti dielektrisessa funktiossa.

x on muototekiji, joka ottaa huomioon poikkeaman pallomaisesta hiukkasgeometri-

asta. Tama on otettava huomioon, koska Mie teoriaa ei voida analyyttisesti ratkaista

muissa, kuin pallomaisissa geometrioissa. A on aallonpituus. Koska x voimistaa €,

voidaan y ajatella olevan osa LSPR:n sensitiivisyytta sammumistehokkuudelle dielek-

trisessé ympaéristossa (Stiles et al., 2008).
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Raman spektroskopiassa sironneen valon intensiteetti on lineaarinen tulevan valon

suhteen seuraavasti

|Eoul = E5[11 — gI* + 3cos*0(2Re(g) + [g]’] (6)

jossa 6 on kulma tulevan valon kentta vektorin ja pinnalla sijaitsevan molekyylin
paikkavektorin valilla. Suurin intensiteetin vahvistus tapahtuu kun kulma 6 = 0° tai
6 = 180° jolloin maksimi-intensiteetiksi saadaan |E,|* = 4F2|g|* kun taas radiaalisella
keskiarvolla |E,.|> = 2E2|g|* (Stiles et al., 2008).
Raman sironnassa muodostunut sahkokentta indusoi oskilloivan dipolin tutkittavaan
adsorboituun molekyyliin, jolloin dipoli emittoi sateilya. Talloin on mahdollista, etta
pieni osa valosta kokee Stokes siirtyméan molekyylin vardhtelyn ansiosta. Tata emit-
toitunutta sateilya voidaan vahvistaa, kuten edella on mainittu, ja tata vahvistusta

voidaan kuvata kaavalla

‘Eout|2’E;ut’2
[Eol*

jossa EF on Raman sironnan vahvistuksen maaréa, kun molekyyli on adsorboitu

EF = =4lg|*|g'|” (7)

SERS aktiiviselle pinnalle. E suureet viittaavat sahkomagneettisen kentan voimakku-
uteen sironneen valon taajuudella. Kaavasta (8) on hyvd huomata, ettd mikéli g ja
g ovat yhtd suuret (tai lihes sama), muuttuu EF neljinteen potenssiin, eli g* (Stiles

et al., 2008).
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2.2.3 Laitteisto

Sample o
NikonTE300 Nanopositioning stage

GWU Ti : sapphire Millenia X
240-500 nm 700-1000 nm 532 nm

R-560 dye laser DCM dye laser
540-605 nm 605-700 nm

Triple
spectrometer

Microscope
objective B [eleh)

£ «—— Sample

Kuva 6: Kuvassa tyypillinen SERS mittauslaitteisto. Kohdassa a) oleva laitteisto on su-
unniteltu suuremmille néytteille, eli ns. macro-Raman konfiguraatio. Téata laitteistoa
kaytetaan naytteiden kanssa joiden kuvantamiseen riittaa 100um — 1mm spatiaalinen
resoluutio. Kohdassa b) on puolestaan micro-Raman laitteiston konfiguraatio, joka
kayttad mikroskooppista objektia valaisemaan, kerddméan ja suurentamaan spatiaal-
ista resoluutiota. Kohdassa ¢) Koko laitteisto joka siséltdd useamman laserin jolloin
on mahdollista tuottaa myos nakyvaa valon aallonpituutta, kun jokainen laser on ko-

hdistettu naytteeseen.

Kuvan (6), kohdassa a) laserin valo asetetaan ennalta médrityssd kulmassa osumaan
substraattiin ja samalla Raman sironnut valo johdetaan valon keraavan linssin lapi.
Keratty valo johdetaan spektrometriin ja havaitaan typpijaahdytteisella kameralla.
Tama menetelma sopii naytteille, jossa pieni paikkaresoluutio on riittava.

Kuvassa b) laserista tuleva valo kerdtaan ja fokusoidaan, jonka jélkeen valo viedaan
katkaisusuotimen lapi jolloin Rayleigh sironnut valo suodattuu suurilta osin pois. Taman
jalkeen valo ohjataan spektrometrille ja detektorille. Kuvassa c), on useampi peili joita
kadntadmalla voidaan muuttaa laserin/lasereilta tulevan valon aallonpituutta nopeasti
vastaamaan tarvittavaa aallonpituutta, eli taajuutta. Selitykset: CCD = CCD- Kenno,
joka luo kuvan vastaanotetuista aallonpituuksista; CL = kerdava linssi; FL = tarken-

nuslinssi; NF = katkaisusuodin, joka suodattaa tarpeettomat aallonpituudet (Rayleight
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sironneen valon) (Stiles et al., 2008).

3 Raman spektroskopia syovan tunnistuksessa.

Raman spektroskopia on nouseva ja lupaava uusi spektroskopian menetelma laaketieteen
eri diagnostiikan osa-alueilla sen tarjoaman kvantitatiivisen informaation ja monipuolisen
soveltuvuuden vuoksi. Raman-spektroskopiaa voidaan kayttaa esimerkiksi avusta-
maan leikkauksissa, joissa tarkan marginaalirajan saavuttaminen on leikkauksen on-
nistumisen ja potilaan toipumisen kannalta tarkeaa. Raman-spektroskopiaa kaytetaan
laaketieteellisessa diagnostiikassa molekyylien ja moninaisten taudinaiheuttajien havait-
semiseen, mika helpottaa hoitosuunnitelman tekemista ja operatiivisten interventioiden
suunnittelua.

Koska jokaisella otetulla ndytteella on oma yksil6llinen rakenteensa (Raman-spektroskopia
erottaa hyvin erilaiset lipidit, proteiinit ja hiilihydraatit), voidaan néitd rakenteita
havainnoimalla erottaa esimerkiksi erilaiset kudostyypit. Tata on kaytetty hyvaksi es-
imerkiksi rinta-, aivo-, munasarja-, eturauhas- ja haimasyovissa. Menetelméa voidaan

myos kayttaa havaitsemaan syopasoluja jopa verenkierrosta.

Non-invasiivinen lahestymistapa mahdollistaa solujen, jotka muodostavat kudoksen,
nopean tutkimisen ja tarjoaa siten tarkeaa tietoa hoitohenkilokunnalle tehokkaimman
hoidon suunnittelussa. Taman vuoksi Raman-spektroskopia on ollut kasvava kiinnos-
tuksen kohde laaketieteellisessa diagnostiikassa sen perustuessa molekyylin varahtelytiloihin
solujen tunnistamisessa. Lisaksi yksi Raman-spektroskopian suurista eduista on sen
kayttama aallonpituus, joka ei ole riittavan energinen vaurioittamaan tutkittavaa ku-

dosta.
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Kuva 7: Tyypillinen diagnostiikassa kaytettavan Raman spektrometrin kaaviokuva

(Auner et al., [2018]).

Kuvassa 7 on kaaviokuva tyypillisesta Raman spektrometrista, jota kaytetaan diag-
nostiikassa. Laserista tuleva valo ohjataan ensin notch-filtterille (kuvassa edge filter),
joka suodattaa laserin muut aallonpituudet pois. Taman jalkeen laserin valo ohjataan
linssille 1, joka fokusoi laserin valon ja keskittda sen suoraan naytteeseen. Kun valo
siroaa osuessaan naytteeseen, se kerataan talteen ja ohjataan takaisin notch-filtterille,
joka paastaa lavitseen vain Raman-sironneen valon aallonpituudet. Tama suodatettu
valo jatkaa linssille 2. Valo kulkee taman jalkeen spektrometrin raon lapi kollimoin-
tipeilille, jonka jalkeen valon séateet kulkevat rinnakkain hilalle, joka hajottaa valon eri
aallonpituuksiin. Taman jalkeen hajonnut valo ohjataan peilille 2, joka fokusoi valon

CCD-laitteelle, missé valon aallonpituudet tunnistetaan. (Auner et al., 2018)).

3.1 Raman luotain.

In vivo sovelluksiin tarvitaan pienikokoinen korkean resoluution jarjestelma, joka mah-
dollistaa nopeat mittaukset. Tavallisesti kdytetddn Raman-kuituoptista anturia (probe),
joka mahdollistaa paasyn pienen pinta-alan omaavaan elimen osaan. Pienempi koko
voi kuitenkin tarkoittaa alhaisempaa resoluutiota tai pienempééa spektrialuetta verrat-
tuna laboratorio-olosuhteissa kédytettyihin laitteisiin. Alhaisempi resoluutio tarkoittaa
sita, etta dataa ei valttamatta saada tarpeeksi tarkasti. Lyhyemmat mittausajat voivat

johtaa alhaisempiin signaali-kohinasuhteisiin. Kuitenkin naita laitteistoja kehitetaan
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aktiivisesti niiden merkittavan avun tahden kliinisessa diagnostiikassa jolloin Raman

luotaimista saadaan tulevaisuudessa monipuolisempaa dataa.

Raman Probe Spectrometer

Kuva 8: Raman luotain (Auner et al., 2018).

Kuvassa 8 on tyypillinen Raman luotain. Toimintaperiaate on muilta osin sama,
kuin laboratoriossa suoritetussa Raman spektrometrissa, mutta tassa laser johdetaan

valokuituja pitkin luotaimelle ja luotaimesta valokuituja pitkin CCD- laitteelle. (Auner

et al., [2018))

3.2 Raman spektroskopian kaytto neurokirurgiassa.

Tassa osassa tarkastellaan Raman-spektroskopian kayttoa neurokirurgisen leikkauksen
apuvélineena. Erityisesti keskitymme Raman luotaimeen, jota kaytetaan leikkausalueen
maarittamiseen, mika on kriittisen tarkeaa leikkauksen onnistumisen ja potilaan toipumisen
kannalta. Luotaimen tehokkuus ja sen kayton helppous mahdollistavat diagnostiikan
tekemisen leikkauksen aikana intraoperatiivisesti, tarjoten reaaliaikaisen kuvan tarvit-
tavista marginaaleista.
Neurokirurgiassa Raman-spektroskopia on osoittautunut tehokkaaksi erilaisten aivo-
jen kudosten erottelussa. Se kykenee erottamaan esimerkiksi valkoisen aineen, har-
maan aineen, glioblastoomat ja nekroosit toisistaan. Yhdessa tutkimuksessa kaytettiin
1

jaadytettya niytetti, ja Raman-spektrissi havaittiin intensiteettipiikit 1004cm =1, 1300em ! —

1344cm~15a1660cm ! aallonpituusalueilla, jotka osoittivat proteiinien ja lipidien lisnioloa.
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Jermyn ja kollegat (Desroches et al., n.d.) suorittivat intraoperatiivista Raman-
spektroskopiaa kayttaen Raman-luotainta neurokirurgisen toimenpiteen aikana. Lu-
otain oli kykeneva erottamaan syopéasoluja sisaltavan kudoksen terveesta kudoksesta
erittdin hyvéalld herkkyydelld (93%) ja spesifisyydelld (91%). Kasikdyttoinen luotain
asetettiin aivojen lahelle, missa leikkaus suoritettiin, ja laserin aallonpituus oli 785
nm. Kuvantamisnopeus oli asetettu 0,2 sekuntiin. Tulosten analysointiin kaytettiin
koneoppimisen menetelmaa, boosted-trees -luokittelualgoritmia, joka hyodynsi kaikkea
mitattua dataa terveen ja syopaa sisaltdvan kudoksen erottamiseksi toisistaan. On
huomionarvoista, ettd tama Raman-luotaukseen perustuva tekniikka kykeni havaitse-
maan syopasolujen lasnéolon, kun taas T1- ja T2-kontrastivahvistettu magneettireso-
nanssikuvaus ei sithen pystynyt. (Auner et al., 2018])

Kuvassa 9 havainnollistaa minkalaista Raman spektria voidaan naytteesta saada.
Tassa tapauksessa naytteena toimi aivokudos joka sisalsi harmaata- ja valkoista ai-
vokudosta, tervetta kudosta, seka syopasoluja sisaltavaa kudosta. Kyseisen mittauk-
sen mittausalue oli 400cm ! —1800cm ™! vilissa. Kuten huomaamme, oli Raman spek-
trin intensiteetti eri aaltolukujen kohdilla huomattavasti muista intensiteeteista eriava,
eli voitiin intensiteetin avulla paatella minkalaisesta solukosta on kyse. Esimerkiksi
nekroosinen solukko ja aivojen valkoinen aine antavat intensiteettipiikin 1450cm ! aal-
lonpituuden kohdalla ;mutta valkoisen aineen intensiteetti on huomattavasti suurempi
verrattuna nekroosiin.

Raman spektri on usein hyvin monimuotoista ja haastavaa tulkita. Kuvassa 9 karakter-
istiset Raman piikit syntyvat aina jonkin tietyn funktionaalisen ryhmén tai sidoksen
rotaatiosta tai viriahtelysta. Esimerkiksi aaltolukujen 1500cm~! — 1760cm~! vilissi
tapahtuu C' = O kaksoissidoksen venymista tapahtuvaa varahtelya, proteiinien C' = C'
sidoksen varahtelya, kuten myos lipidien ja aminohappojen C' = C sidoksen varahtelya.
Alueella 1400cm ™t — 1500cm ™! tapahtuu C — H, CH, ja C'H; sidosten viarahtelya ja
niin edelleen. Eli jokaista intensiteetti piikkia vastaa jokin tietty sidos joka varahtelee,
kun siithen kohdistetaan tietyn aaltoluvun omaavaa valoa. Kuvassa 9 nahty spektri on
valmiiksi analysoitua ja "puhdistettua”, eli siita on poistettu taustahairiot, seka muiden
solujen molekyylisidosten tuottama ylimaarainen data. Taman datan analysointiin on

monia eri tekniikoita joita ei tésséd tutkielmassa késitelld (Auner et al., [2018).
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Raman Spectra of Brain Tissue
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Kuva 9: Raman spektri interoperattiivisesta aivokudoksesta. Spektri 400 — 1800cm !
on normaalin rajoissa. Kuvassa White tarkoittaa vaaleaa aivokudosta, Infiltrat-
1ng tarkoittaa terveen kudoksen lapaisevia syopasolukkoa, Grey tarkoittaa harmaata

ainetta, Tumor tarkoittaa sy6pésoluja, Necrosis on kuollut solukko (Auner et al., 2018)).

3.3 Tunnistus laboratorio-olosuhteissa ja elavissa organismeissa.

Taysin noninvasiivinen biologisen naytteen kerdaminen on usein ihanteellinen tapa
saada tietoa potilaan terveydentilasta, etenkin kun pyritaan valttamaan kivuliaita tai
haitallisia menetelmia. Biofluidit, kuten veri, plasma, seerumi ja virtsa, tarjoavat ar-
vokasta informaatiota monista syista:

Monipuolisuus: Biofluidit sisaltdvat monenlaisia biologisia komponentteja, kuten
proteiineja, hormoneja, metaboliitteja ja soluja. Tama monipuolisuus mahdollistaa
monien sairauksien ja terveydentilan piilevien merkkien tunnistamisen.

Noninvasiivisuus: Veri- ja virtsanaytteiden kerdaminen on yleensa vahemman haitallista

potilaalle verrattuna kudospalojen ottamiseen (biopsia) tai muihin invasiivisiin menetelmiin.
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Seuranta ja seulonta: Biofluidinaytteita voidaan kerédta sadnnollisesti potilailta seu-
rannan tai seulonnan tarkoituksiin. Tamé auttaa havaitsemaan sairaudet varhaisessa
vaiheessa tai seuraamaan pitkaaikaissairauksien kulkua.

Hoitojen seuranta: Veri- ja virtsanaytteita voidaan kayttaa hoidon tehokkuuden
seuraamiseen. Esimerkiksi tiettyjen laakkeiden tai hoitojen vaikutusta voidaan arvioida
naiden naytteiden perusteella.

Genetiikka: Verinaytteet voivat sisaltda potilaan DNA:ta, mikd mahdollistaa ge-
neettisten sairauksien tunnistamisen ja riskianalyysin.

Kuitenkin on tarkeda huomata, etta vaikka veri- ja virtsanaytteiden keraaminen
on noninvasiivista, se voi silti olla epamiellyttavaa tai hankalaa potilaalle. Lisaksi tu-
losten tulkinta vaatii usein laboratoriotutkimuksia, ja tulosten oikeellisuus voi vaihdella
naytteen laadun ja kéasittelyn perusteella.

Nykyaan laaketieteellinen diagnostiikka pyrkii kehittaméaan yha tarkempia ja ei-
invasiivisia menetelmié, kuten nestemaéisen biopsian, joka perustuu veren tai virtsan
analysointiin syovan varhaisen tunnistamisen kannalta. Tama voi auttaa potilaita saa-
maan tarvitsemansa hoidon varhaisemmassa vaiheessa ja parantamaan mahdollisuuk-
siaan toipumiseen.

Taulukossa 1 on esimerkkejé, minkalaisissa syopatyypeissa voidaan kayttaa hyodyksi
Raman spektroskopiaa, kun naytteenottomenetelma keskittyy biofluideihin. Taulukossa
2 on havainnollistettu erilaisia aallonpituuksia joita voidaan kayttaa eri syopatyyppien
tunnistuksessa.

(Austin et al., 2016).
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Sample platform

Type of cancer Biofluid

Ex vivo tissue

In vivo model

Prostate Blood, %0114 yrine?®
Oral Blood,*®*™% urine,'® saliva™®”
Breast Blood,'® urine,"® saliva''®
Skin —

Brain —

Lung —

Gastrointestinal Blood' %%

Leukemia Blood"%%!%3

Head and neck Blood"®*

Cervical Blood'®®

Liver Blood'®8

Ovarian —

Circulating tumor cells Blood?*1%*

Taulukko 1:

Human'®®

Human'®®'®7
Human!4-118:121,122,124-126,165-170
HL111]E111132*139,17Z*174

Human, 141112:144-146,148,149,151,175,176
Mouse,17-148150,151,153,177 14 0113,149,178

pig
Human
Human

127-131
162,163,181
Human'®®
Human'®”
Human '8¢
Human®®!

Yhteenveto syopatyypeista joissa voidaan kayttaa

spektroskopiaa ja minkéalainen nayte tyyppi soveltuu Raman

kaytettavaksi.

troskopia on hyddyllinen. (Austin et al., [2016)).
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Human®*—>°®

Mouse>2:53158-160,171
Human®?-¢*16!
Mouse,*+13154 human

mouse®®
50,51

Human®’
.. 34,36-39,41-48
Human,

pig,*® rat*

Human??~?

Mouse'*?

hyvaksi Raman

spektroskopiassa

Taulukko toimii esimerkkind missa syopatyypeissa Raman spek-



Raman shift

(em™) Vibrational mode Assignment

481 Glycogen

558 1(C-C) Uric acid

600 1(N-CH,), §(C=0), Creatinine

ring vibrations

621 t(C-C) Phenylalanine

650 t(CC) Tryptophan, uric acid

678 1(N-CH,), v(C=0), Creatinine

ring vibrations

685 t(C-8)

692 8(0-Cc=0) Creatinine

798 1(N-H) Uric acid

825 as(0-P-0) DNA backbone

840 8(N-CH,), ring vibrations ~ Creatinine

903 1(C-C-N) Creatinine

912 1(C-C) Calcium oxalate dihydrate

960 (PO, ) Calcium hydroxyapatite
1049 1(C-0), 1(C-N) Proteins
1004 1(C-C) ring breathing Phenylalanine
1155 p-Carotene
1176 1(C-H) Tyrosine
1217 1(C-CgHs) Tyrosine, phenylalanine
1265 1(C-N), §(NH) amide III Proteins, a-helix, collagen
1310 t(C-H) Lipids
1340 w(CH;CH,) Collagen, lipids
1445 8(CH,) Collagen, lipids
1477 1(C-0) Calcium oxalate dihydrate
1523 p-Carotene
1586 8(C=Q) Phenylalanine
1654 1(C=CQ) Fatty acids
1655 1(C=0) amide I Proteins, a-helix, collagen
1739 1(C=0) Cholesterol esters
2850 1(CH,) Lipids
2940 1(CHj;) Proteins, lipids

Taulukko 2: Esimerkkeja aallonpituuksista joita usein kaytetaan syopatutkimuksien

yhteydessa.

néytteestd (Austin et al., 2016))
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4 Yhteenveto

Kuten tutkielmasta voidaan huomata, on Raman spektroskopialle loytynyt kayttoa
niin ldaketieteellisessa tutkimuksessa, kuin myos yleisessa molekyylien tunnistamisessa.
Raman spektroskopia on onnistunut tuomaan vaihtoehtoisen tavat tutkia hauraita biol-
ogisia naytteita joita tutkimusmenetelmien korkeaenegisten menetelmien tahden ei ole
ennen voitu tutkia. Menetelméan yksi suurimmista hyodyista on sen kompaktisuus ja
nopeus. Kuten edella mainittiin, Raman spektroskopiaan perustuvaa luotainta voidaan
kayttaa aivokasvaimien marginaalien maarittamiseen leikkauksen aikana. Téama kuvan-
tamismenetelma on myos potilaalle turvallinen eiké kaytettaessa aiheuta lisarasitetta
tai vahinkoa tutkittavalle kudokselle. Koska Raman spektroskopia toimii molekyylien
kanssa jotka kokevat indusoidun dipolimomentin muutoksen molekyylin polarisaation
seurauksensa, on myos kirjoittajan mielesta kannattavaa harkita myos IR- spektroskopian
kayttoa mahdollisimman monipuolisten tulosten saamiseksi. IR~ spektroskopia havait-
see luotettavammin esimerkiksi kemiallisten sidosten vahvuuden ja funktionaaliset ryhmat.
Toisaalta IR-spektroskopian toiminta perustuu molekyylin dipolimomenttiin u = e;r;,
jossa p on dipolimomentti, e on varauksen suuruus, r on varauksen paikka.

Raman spektroskopian kayttoa patogeenien havaitsemiseen biofluidien kautta olisi no-
pea ja tarkka menetelma, joka saattaisi nopeuttaa tulosten prosessointia nykyisestaan
ja helpottaa laboratoriodiagnostiikan taakkaa. Menetelman kustannustehokkuutta ei
ole tassa tutkielmassa kasitelty, mutta kirjoittaja nakee tassd mahdollisuuden kehittaa

diagnostisia menetelmia suomen terveydenhuollossa.
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