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ОТЧЕТ
о проведении клинических испытаний диагностических методов спектрального анализа сыворотки крови (Фурье-спектрометрия в области 400-7800 см–1)  и высокоэффективной жидкостной хроматографии сыворотки крови (ВЭЖХ) (в рамках Договора № 01/07–от 01. 02. 07 г).

Москва 2007
Целью настоящего исследования являлось изучение возможностей методов спектрального анализа сыворотки крови (Фурье-спектрометрия в области 400-7800 см-1 и высокоэффективной жидкостной хроматографии сыворотки крови (ВЭЖХ) для диагностики злокачественных новообразований, а также оценка их диагностической чувствительности и специфичности. Разработчиком методов является ООО «Медицинская диагностика» г. Нижний Новгород (Патент РФ "Способ дифференциальной диагностики злокачественных новообразований и соматических незлокачественных заболеваний." № 2232391 от 10.07.2004).
Клиническая апробация методов спектрального анализа сыворотки крови (Фурье-спектрометрия в области 400-7800 см-1 ) и высокоэффективной жидкостной хроматографии сыворотки крови (ВЭЖХ) проводилась рандомизированным слепым методом. 
Проанализированы сведения о 256 больных (экспериментальная группа) с морфологически верифицированными диагнозами. Возраст лиц, охваченных исследованием, колебался от 21 года до 79 лет. Средний возраст составил 49 ± 13 лет. В экспериментальную группу вошли пациенты, находившиеся на стационарном лечении в МНИОИ им. П.А. Герцена, со злокачественными новообразованиями (ЗНО) следующих локализаций: легкое; толстая кишка; мочевой пузырь; молочная железа; предстательная железа; органы женской половой сферы; почки. По каждому виду патологии численность группы составила от 24 до 48 образцов сыворотки крови от пациентов с морфологически верифицированными диагнозами. В исследование были включены пациенты со следующими стадиями опухолевого процесса: in situ I, II, III и IV. Контрольная группа без злокачественной патологии представлена в количестве 67 (шестидесяти семи) образцов (20 мужчин и 47 женщин) сыворотки крови от практически здоровых лиц и лиц с незлокачественными заболеваниями тех же локализаций, что и у лиц экспериментальной группы.
В качестве исследуемого субстрата была использована сыворотка крови. Забор крови проводился натощак из вены в количестве 5-10 мл. Полученная сыворотка (не менее 2 мл) высушивалась при 25(С до состояния сухой корочки и перемалывалась до состояния гомогенного порошка. Для ИК-спектрометрического анализа бралась навеска порошкообразной сыворотки в количестве 10 мг и смешивалась с 400 мг порошкообразного КBr. Прессовалась таблетка из данной смеси (20 мин, усилие 8 тонн). Затем снимался спектр поглощения на Фурье-спектрометре ФСМ1202. Для каждого пика вычислялась высота и отношение данной высоты к высотам других пиков. Эти отношения являлись ИК-параметрами, подлежащими статистической обработке и служили для формирования 3-мерного диагностического критерия, названного авторами метода "спектрометрическим образом болезни". Типичные ИК-спектры сухой сыворотки крови в норме и при ЗНО представлены на рис. 1 (фрагмент). 
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Рисунок 1. Сравнение участка ИК-спектров сухих сывороток крови в норме (красный) и при злокачественном новообразовании (зеленый).
Для ВЭЖХ бралась навеска порошкообразной сыворотки в количестве 40 мг и проводилась экстракция 85% этанолом. После осаждения крупно- и среднемолекулярных белков проводилось центрифугирование смеси с последующим отбором надосадочной жидкости. Полученный таким образом экстракт сыворотки крови подвергался хроматографическому исследованию. При анализе использовалась стандартная методика исследования на хроматографах «Милихром А-02» (ЗАО «Эконова», г. Новосибирск) и Agilent1200 (Agilent Technologies  Inc., Agilent Technologies Deutscheland GmbH [США, ФРГ]). Анализ проводился при следующих условиях:

· Колонка: (2х75мм с обращенной фазой С18 (ProntoSIL-120-5-C18 AQ);
· Элюент: А - [4M LiClO4 – 0.1M HClO4]:H2O (1:20); 

· Элюент: В - Ацетонитрил;
· Градиент: от 5% В до 100% В за 40 мин;
· Поток: 100 мкл/мин;
· Температура: 50(С;
· Детектор: 200, 210, 220, 230, 240, 250, 280 нм.
Полученная хроматограмма подвергалась математической обработке с идентификацией наиболее значимых пиков и вычислением их площадей.

Анализ более чем 2 тысяч хроматограмм позволил выявить общие закономерности в хроматографических спектрах различных групп больных. Были выделены и идентифицированы все постоянно встречающиеся пики, которым было дано цифро-буквенное обозначение. Для анализа хроматограмм и ИК-спектрограмм и оптимизации выделения наиболее значимых пиков был создан специальный программный пакет статистического анализа "DiaStat", основанный на модифицированных алгоритмах энтропийного анализа 
(А.Н. Панченков, 1999).  Типичная хроматограмма экстракта сухой сыворотки крови человека представлена на рисунке 2.
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Рис. 2. Типичная хроматограмма экстракта сухой сыворотки крови человека.

Сравнение участка хроматограмм экстрактов сухой сыворотки крови в норме и при злокачественном новообразовании представлено на рисунке 3.
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Рис. 3. Сравнение участка хроматограмм экстрактов сухих сывороток крови в норме и при злокачественном новообразовании.

Для каждого пика хроматограммы вычислялись площадь и отношения данной площади к площадям других пиков. Эти отношения являлись параметрами, подлежащими статистической обработке. Изменения количественных соотношений веществ, регистрируемые при ВЭЖХ сыворотки крови, служили параметрами для формирования трехмерного диагностического критерия – многомерного статистического многообразия, названного авторами метода "спектрометрическим образом болезни".

Математическая обработка проводилась на совмещенной с хроматографом/Фурье-спектрометром ПЭВМ типа IBM PC. Данные хроматограммы оцифровывались в полосах УФ - детектирования:  200, 210, 220, 230, 240, 250 и 280 нм. В результате сравнения ВЭЖХ - параметров с верифицированными диагнозами соответствующих хроматограмм, были получены трехмерные диагностические ВЭЖХ критерии в виде трехмерных областей в ортогональной системе координат (X, Y, Z). 
Для статистической оценки полученных распределений ВЭЖХ-параметров в образах болезней использовались методы многомерного статистического анализа. Методом кластерного анализа проводилась предварительная оценка однородности исследуемых распределений ВЭЖХ-параметров для каждых двух дифференцируемых образов болезней. Далее использовался метод дискриминантного анализа, основанный на определении канонических направлений в исходном пространстве признаков (ВЭЖХ-параметров), удовлетворяющих критерию максимального отношения дисперсии распределений ВЭЖХ-параметров между образами к дисперсии внутри образов. 

В ходе анализа результатов НИР «Оценка диагностической чувствительности и специфичности методов спектрального анализа сыворотки крови (Фурье-спектрометрия в области 400-7800 см–1.) и высокоэффективной жидкостной хроматографии сыворотки крови (ВЭЖХ)» получены значения по диагностической информативности (чувствительность и специфичность) для каждого метода. Результаты научно – исследовательской работы отражены в таблицах, представленных ниже, для каждого метода отдельно.

Для метода спектрального анализа сыворотки крови способом Фурье-спектрометрии в области 400-7800 см–1 получены следующие диагностические значения:

ЗНО легких чувствительность [восемьдесят четыре] % при специфичности [девяносто шесть] %

ЗНО толстого кишечника чувствительность [восемьдесят два] % при специфичности [девяносто шесть] %
ЗНО мочевого пузыря чувствительность [восемьдесят шесть] % при специфичности [девяносто шесть] %
ЗНО молочной железы чувствительность [восемьдесят шесть] % при специфичности [девяносто шесть] %
ЗНО предстательной железы чувствительность [восемьдесят два] % при специфичности [девяносто пять] %
ЗНО женской половых органов чувствительность [восемьдесят один] % при специфичности [девяносто шесть] %
ЗНО почки чувствительность [восемьдесят три] % при специфичности [девяносто семь] %.
По результатам исследования методом высокоэффективной жидкостной хроматографии сыворотки крови (ВЭЖХ)  получены следующие значения диагностической информативности метода по диагностической позиции "злокачественное новообразование (с локализацией): наличие или отсутствие" следующих локализаций:

ЗНО легких чувствительность [восемьдесят четыре] % при специфичности [девяносто шесть] %.

ЗНО толстого кишечника чувствительность [восемьдесят пять] % при специфичности [девяносто шесть] %.

ЗНО мочевого пузыря чувствительность [восемьдесят шесть] % при специфичности [девяносто шесть] %.

ЗНО молочной железы чувствительность [восемьдесят шесть] % при специфичности [девяносто шесть] %.

ЗНО предстательной железы чувствительность [восемьдесят четыре] % при специфичности [девяносто пять] %.

ЗНО женской половых органов чувствительность [восемьдесят пять] % при специфичности [девяносто шесть] %.

ЗНО почки чувствительность [восемьдесят три] % при специфичности [девяносто семь] %.

Результаты оценки чувствительности и специфичности метода Фурье-спектрометрии сыворотки крови в области  длин волн электромагнитного излучения  400-7800 см –1 

Таблица 1

ЗНО толстого кишечника

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО толстого кишечника


	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО толстого кишечника
	Положительный
	36
	3
	39

	
	Отрицательный
	8
	64
	72

	
	Всего
	44
	67
	111


Чувствительность (36*100)/44=82% 
Специфичность (64*100)/67=96%

Таблица 2

ЗНО предстательной железы

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО предстательной железы


	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО предстательной железы
	Положительный
	31
	1
	32

	
	Отрицательный
	7
	19
	26

	
	Всего
	38
	20
	58


Чувствительность (31*100)/38=82%
Специфичность (19*100)/20=95%

Таблица 3
ЗНО легких

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО легких
	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО легких
	Положительный
	31
	3
	34

	
	Отрицательный
	6
	64
	70

	
	Всего
	37
	67
	104


Чувствительность (31*100)/37=84%
Специфичность (64*100)/67=96%

Таблица 4
ЗНО женских половых органов
	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО женских половых органов
	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО женских половых органов
	Положительный
	39
	2
	41

	
	Отрицательный
	9
	45
	54

	
	Всего
	48
	47
	95


Чувствительность (39*100)/48=81%
Специфичность (45*100)/47=96%

Таблица 5
ЗНО молочной железы

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО молочной железы
	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО молочной железы
	Положительный
	32
	2
	34

	
	Отрицательный
	5
	45
	50

	
	Всего
	37
	47
	84


Чувствительность (32*100)/37=86%
Специфичность (45*100)/47=96%

Таблица 6
ЗНО почки

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО почки
	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО почки
	Положительный
	20
	2
	22

	
	Отрицательный
	4
	65
	69

	
	Всего
	24
	67
	91


Чувствительность (20*100)/24=83%
Специфичность (65*100)/67=97%

Таблица 7
ЗНО мочевого пузыря

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО мочевого пузыря


	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО мочевого пузыря
	Положительный
	24
	3
	27

	
	Отрицательный
	4
	64
	68

	
	Всего
	28
	67
	95


Чувствительность (24*100)/28=86%
Специфичность (64*100)/67=96%
Результаты оценки чувствительности и специфичности метода жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) сыворотки крови

Таблица 8
ЗНО толстого кишечника
	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО толстого кишечника 
	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО толстого кишечника
	Положительный
	40
	3
	43

	
	Отрицательный
	8
	64
	72

	
	Всего
	47
	67
	114


Чувствительность (40*100)/47=85%
Специфичность (64*100)/67=96%

Таблица 9
ЗНО предстательной железы
	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО предстательной железы 
	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО предстательной же-лезы
	Положительный
	32
	1
	33

	
	Отрицательный
	6
	19
	25

	
	Всего
	38
	20
	58


Чувствительность (32*100)/38=84%
Специфичность (19*100)/20=95%

Таблица 10
ЗНО легких

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО легких


	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО легких
	Положительный
	31
	3
	34

	
	Отрицательный
	6
	64
	70

	
	Всего
	37
	67
	104


Чувствительность (31*100)/37=84%
Специфичность (64*100)/67=96%

Таблица 11
ЗНО женских половых органов

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО женских половых органов
	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО женских половых органов
	Положительный
	41
	2
	43

	
	Отрицательный
	7
	45
	52

	
	Всего
	48
	47
	95


Чувствительность (41*100)/48=85%
Специфичность (45*100)/47=96%

Таблица 12
ЗНО молочной железы

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО молочной железы


	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО молочной железы
	Положительный
	32
	2
	34

	
	Отрицательный
	5
	45
	50

	
	Всего
	37
	47
	84


Чувствительность (32*100)/37=86%
Специфичность (45*100)/47=96%

Таблица 13
ЗНО почки

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО почки


	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО почки
	Положительный
	20
	2
	22

	
	Отрицательный
	4
	65
	69

	
	Всего
	24
	67
	91


Чувствительность (20*100)/24=83%
Специфичность (65*100)/67=97%

Таблица 14
ЗНО мочевого пузыря

	Реакция
	Характер ответа
	ЗНО мочевого пузыря
	Всего

	
	
	Есть
	Нет
	

	Гипотетическая реакция на ЗНО мочевого пузыря
	Положительный
	24
	3
	27

	
	Отрицательный
	4
	64
	68

	
	Всего
	28
	67
	95


Чувствительность (24*100)/28=86%
Специфичность (64*100)/67=96%

Таким образом, работа по настоящему Договору проводилась в соответствии с календарным планом и была выполнена в полном объёме. За отчётный период были полностью проанализированы 256 образцов сыворотки крови от больных с морфологически верифицированным диагнозом с использованием методов спектрального анализа сыворотки крови (Фурье-спектрометрия в области 400-7800 см–1 ) и высокоэффективной жидкостной хроматографии сыворотки крови. Полученные данные были 

верифицированы и обработаны с помощью программного пакета статистического анализа "DiaStat", основанного на модифицированных алгоритмах энтропийного анализа. При анализе  результатов проведенной  научно – исследовательской работы были получены высокие значения диагностической информативности (чувствительность и специфичность) методов спектрального анализа сыворотки крови (Фурье-спектрометрия в области 400-7800 см–1 ) и высокоэффективной жидкостной хроматографии. 
Данные методы диагностики злокачественных новообразований прошли клиническую апробацию и могут быть оценены положительно. 
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