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Zptisob spotiva v tom, Ze se kapka vzorku krve pfed a po
zpracovini 20 a2 30 pl 5 % a2 20 % vodného roztoku chioridu
kovu atkalickych zemin po dobu 5 aZ 10 min. pfi teplot& 10 aZ
30 °C ve form& natéru podrobi sniméni infraterveného spekira
v intervalu 1600 aZ 1700 cm™', nade? se pro vzorek stanovi
pomér integrovanych ploch absorpénich maxim po zpracovéni
a pied zpracovanim ginidlem, zejména po pfevedeni spckier
na druhé odmocniny, pfitem? pti velikosti poméru t&chto
ploch vy&5im neZ 1,2 je ve vzorku pfitomno rakovinové
onemocnéni a pi velikosti tohoto poméru 0,4 az 1,2, zejména
0,44 az 1,2, je rakovinové onemocnéni nepEitomno.
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Zplsob spektroskopické diagnostiky rakovinovych onemocnéni v biologickém
materialu

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu zjiStovani vlastnosti biologického materialu,

vyuiiteln»}/eh-v oblasti mediciny, a sice v onkologii.
Zho

Dosavadni stav techniky

Je znam zplsob diagnostiky zhoubnych nadorl plic podle ukrajinského
patentu €. 2001 z 30.11.1993, ktery spodiva v tom, Ze na natér krve nemocného
rakovinou plic, odebrané z loketni Zily, se oddélené nanesou dvé kapky 25% roztoku
komplexonu, a pak po 10 minutach do jedné ze dvou kapek kazdého natéru se
vpravi kapka séra z krve vy$etfovaného pacienta a do druhé kapky se vpravi sérum
darce skupiny A, potom po 10 minutach se do vSech kapek pfida jedna kapka 0,25%
Cinidla vyvojky KBK a pii vyvolavani v jasném svétle za 3 aZ 4 hodiny se v kapce
séra vySetfovaného pacienta, pokud jde o nemocného rakovinou plic, objevi skvrna
cernohnédé barvy v centru s rozmazanymi okraji natéru, a v kapce, do které bylo
vpraveno sérum krve darce skupiny A, se objevi skvrna derné barvy s rozmazanymi
okraji a drobné& zrnité granule pfesného obrysu; prosvitani barvy centra skvrny
v druhe kapce také diagnostikuje zhoubny nador.

Tento zplsob mé fadu nedostatkl: pouzivéa se velké mnozstvi ginidel: (trilon B,
sérum, dusiCnan stfibry), pouziva se striking standardizované sérum krve uréité
skupiny, doba provedeni vySetfeni je dlouha (3 aZ 4 hodiny), neni pfitomno objektivni
zhodnaceni vykonu, protoZe intenzita reakce se hodnoti zrakem. Je nutné také

pocitat s tvarem a strukturou kapky.

Déle je znamo pouZiti resonanéni Ramanovy spektroskopie pro zjisténi
rakovinovych onemocnéni podle patentu USA & 4,832.483 z23.5.1989. Zpisob

zjisténi rakovinovych onemocnéni u pacient spo&ivé v obdrzeni vzork( plazmy krve




vySetfovaného pacienta a méfeni intenzity spektra Ramanova rozptyleni v daném
vzorku plazmy krve vintervalu 1000 az 1600 cm™. Dale ve srovnani intenzit
obdrZenych z vy$etfovaného vzorku a plazmy krve zdravého Elovéka a to za stejnych
podminek a ve stejném intervalu frekvenci.

Nedostatky tohoto zplsobu jsou: nizka informativnost odebrané krve, (odebira
se jenom Zilni krev), nutnost obdrZeni vzorku krve od pacienta cestou odbéru
venodzni krve a jeji odstfedéni; dale traumatiEnost, slab4 ochrana proti infekci,
nutnost pouziti konzervaCniho prostfedku, nepiitomnost specifické kontroly &istoty
chemicke reakce. Nepotita se s druhotnou strukturou bilkoviny, ktera prodéla zménu
pfi rakovinovych onemocnénich. Neni moZné pouzivat tento zplisob pro hromadné
vySetreni pro slozitost odbéru krve. |

Ukol, pfed kterym stoji tento vynalez, je zjednodusit proces diagnozy a zvysit
pfesnost a informativnost hodnoceni vysledk( vysetieni.

Podstata vynalezu

Doclli se toho nasledujicim zptsobem. Na jednu kapku odebraného vzorku
krve se plusobi po dobu 5 aZ 10 min pii teploté 10 a2 30 °C 20 az 30 pl &inidla,
tvoreného 5% aZ 20% vodnym roztokem chloridu kovu alkalickych zemin. Ze vzork
pred a po vpraveni ¢inidla se pfipravi natéry, napfiklad na podloznim sklicku, a po
vyschnuti se podrobi snimani infraterveného spektra v intervalu 1600 a2 1700 cm™.
Pro kaZzdou dvojici spekter (tj. pro kaZzdy vzorek pfed a po vpraveni &inidla) se
stanovi pomer integrovanych ploch absorpénich maxim. Tento pomér je mozno
stanovit pfimo ze ziskanych infratervenych spekter nebo zejména po prevedeni
nameéfenych hodnot absorpce na druhé odmocniny (ziskani ,druhych odmochin
spekter’). Stanoveni uvedenych ploch a jejich poméru je mozno vyhodné provadét
pomoci automatizovaného spektroskopu (napfiklad Specord). Pfi velikosti poméru
integrovanych ploch absorpénich maxim po a pfed pouzitim &inidla od 1,2 do « se
diagnostikuje rakovinové onemocnéni. Pfi velikosti poméru od 0,4 do 12, zejména od

0,44 do 1,2, je test na rakovinové onemocnéni negativni.




Prehled obrazkli na vykresech

Obr. 1 zobrazuje infradervené spektrum vzorku krve pacienta podle pfikladu 1;
obr. 1A pfedstavuje infraervené spektrum vzorku tého? pacienta, zpracovaného

Cinidlem. Obr. 1B, resp. 1C piedstavuji druhé odmocniny téchto spekter,

Obr. 2 zobrazuje infragervené spektrum vzorku krve pacienta podle pfikladu 2:
obr. 2A pfedstavuje infradervené spektrum vzorku téhoz pacienta, zpracovaného
Cinidlem. Obr. 2B, resp. 2C pFedstavuji druhé odmocniny t&chto spekter.

Obr. 3 zobrazuje infraéervené spektrum vzorku krve pacienta podle pfikladu 3;
obr. 3A pfedstavuje infradervené spektrum vzorku téhoz pacienta, zpracovaného
Cinidlem. Obr. 3B, resp. 3C predstavuji druhé odmocniny téchto spekter.

Obr. 4 zobrazuje infraervené spektrum vzorku krve pacienta podle pfikladu 4;
obr. 4A pfedstavuje infradervené spektrum vzorku tého pacienta, zpracovaného
Cinidlem. Obr. 4B, resp. 4C predstavuji druhé odmocniny téchto spekter.

Tato spektra a jejich odmocniny byly pofizeny pomoci pfistroje Specord. |

Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1

Provadeélo se vysetieni krve pacienta S. Natér krve se nanesl na podloZni sklicko,
byl vysuen a sniman v infragerveném spektru v intervalu 1600 a2 1700 cm ™’ (obr. 1).
Dale se tentyZ vzorek zpracoval po dobu 10 min pfi teploté mistnosti s 25 ul 10%
vodneho roztoku chloridu hofe¢natého, byl vysusen a sniman v infraderveném
spektru ve stejném intervalu (obr. 1A). Byly ziskany druhé odmocniny téchto spekter
ve stejném intervalu pro vypocitani integrovanych ploch absorp&nich maxim (obr. 1B

a 1C). Na obrazku 1B je zobrazen fragment druhé odmocniny infragervengho spektra



natéru krve pfed zpracovanim &inidlem. Plocha S1 v intervalu 1672 aZ 1655 cm™' se
rovna 2,35 cm?. Na obrazku 1C je zobrazena &ast druhé odmocniny infraderveného
spektra natéru krve po zpracovani &inidlem. Plocha S2 v intervalu 1668 cm aZ 1656
cm? se rovna 1,88 cm®  Pomér ploch S2/S1 se rovna 0,80, coz své&déi o
nepfitomnosti rakovinového onemocnéni u pacienta. Dodateéné vysetieni pacienta

S potvrdilo zavéry vysledku spektroskopického vysetfeni.
PFiklad 2

Stejnym postupem jako v pfikladu 1 se provadélo vysetieni krve pacienta K. a
nameéfené hodnoty jsou zndzornény na obr. 2, 2A, 2B a 2C. Na obr. 2B je zobrazen
fragment druhé odmocniny infraterveného spektra natéru krve v intervalu 1668 az
1656 cm™ pred zpracovanim &inidlem. Plocha S1 se rovna 0,52 cm?. Na obr. 2C je
zobrazena ¢ast infracerveného spektra druhé odmocniny po zpracovani &inidiem.
Plocha S2, ktera leZi v intervalu 1664 az 1656 cm™", se rovna 1,60 cm? Pomér ploch
S2/81 se rovna 3,07, coZ svédgi o pfitomnosti rakovinového onemocnéni u pacienta.
Po provedeni klinického rentgenového, endoskopického a histologického vysetfeni
byta stanovena diagnéza: rakovina prsni Zlazy, nalez za 4 mésice, metastazy
v lymfatickych uzlinach, metastazy za pobfisnici, proristajici do tenkého stfeva. Toto

potvrdily vysledky spektroskopického vysetfeni.

Priklad 3

Stejnym postupem jako v pfikladu 1 se provadélo vySetieni krve pacienta L. a
namérené hodnoty jsou znazomnény na obr. 3, 3A, 3B a 3C. Na obr. 3B je zobrazen
fragment druhé odmocniny infralerveného spektra natéru krve v intervalu 1668 az
1656 cm’' pred zpracovanim &inidlem. Plocha S1 se rovna 0,69 cm? Na obr. 3C je
zobrazena c¢ast infraderveného spektra druhé odmocniny po zpracovani inidlem.
Plocha $2, ktera lezi v intervalu 1664 a2 1656 cm™, se rovna 1,37 cm? Pomér S2/S1
se rovna 1,98, coz svéd¢i o pfitomnosti rakovinového onemocnéni u pacienta.
Vysledky Klinického rentgenového vyéetieni stanovily diagnézu: rakovina levé prsni

Zlazy, lymfoadenit v podpazi. Patologicka histologie N5517-23 od 14.04.97. Nizko




diferencovany infiltraéni adenokarcinom (metastazy do lymfatickych uzlin). Toto
potvrdily vysledky spektroskopického vysetieni.

Piiklad 4

Stejnym postupem jako v pfikladu 1 se provadélo vy$etieni krve pacienta O. a
namérené hodnoty jsou znazornény na obr. 4, 4A, 4B a 4C. Na obr. 4B je zobrazen
fragment druhé odmocniny infraterveného spektra natéru krve v intervalu 1668 az
1600 cm™’ pFed zpracovanim &inidlem. Plocha S1 se rovna 0,65 cm?. Na obr. 4C je
zobrazena &ast infraerveného spektra druhé odmocniny po zpracovani &inidlem.
Plocha S2, ktera lezi v intervalu 1668 az 1665 cm™, se rovna 0,54 ¢cmZ Pomeér ploch
S2/81 se rovna 0,83, coz sv&d&i o nepfitomnosti rakovinového onemocnéni u
pacienta. Béhem roéniho pozorovani nebylo objeveno rakovinové onemocnéni. Toto
potvrdily vysledky spektroskopického vysetieni.

Dale byly stejnym postupem provedeny pokusy s rGznymi koncentracemi
vodného roztoku chloridu vapenatého v rozmezi od 5 do 20 %. Pouzité mnoZstvi
roztoku se pohybovalo od 20 do 30 pl. Byly ziskény analogické vysledky.

Pokusnou cestou bylo tedy zji§téno, 2e po zpracovani vzorku nat&ru krve
rakovinou nemocnych pacientl 20 az 30 ul 5 az 20% vodného roztoku chloridu kovu
alkalickych zemin bylo zaznamenano podstatné zvétSeni (2 az 4krat) plochy vrcholu
druhé odmocniny vintervalu 1600 az 1700 cm™, kdeZto u zdravych lidi bylo
zaznamenano nepatmé zvétseni plochy vrcholu druhé odmocniny v intervalu 1600
az 1700 cm™ (1,2 az 0,4krat).

Vysledky vySetfeni jsou uvedeny v tabulce.




Tabulka
Zdravi pacienti Nemocni pacienti

C. plocha 51| plocha S2| pomér [ plocha St | plocha S2| pomér

pred po zprac. | ploch pred po zprac. ploch

zprac. ¢inidlem S52/81 zprac. Cinidlem S2/81

ginidlem cm? &inidlem cm?

cm? cm?
1 1,06 1,07 1,01 1 0,22 2,33 10,6
2 0,88 0,54 0,61 2 0,22 0,47 2,14
3 1,11 1,07 0,96 3 0,54 0,91 1,69
4 0,80 0,56 0,70 4 0,29 0,55 1,24
5 0,59 0,50 0,85 5 0,30 0,86 2,87
6 1,21 1,28 1,06 6 0,67 0.83 1,24
7 0,81 0,59 0,73 7 0,15 0,30 2,00
8 0,65 0,40 0,62 8 0,62 0,96 1,55
9 1,40 0,87 0,62 9 0,83 1,29 1,55
10 0,82 0,95 1,16 10 0,82 1,22 1,49
11 1,21 0,97 0,76 11 0,53 0,89 1,70
12 0,90 0,80 0,89 12 0,80 0,14 5,70
13 0,42 0,36 0,86 13 0,54 0,68 1,26
14 1,08 1,01 0,94 14 0,19 0,57 3,00
15 0,87 0,74 0,85 15 0,82 1,06 1,29
16 1,23 1,06 0,86 16 0,05 0,10 2,07
17 1,02 0,85 0,83 17 0,73 0,80 1,24
18 0.60 0,66 1,10 18 0,20 0,34 1,67
19 0,44 0,25 0,57 19 0,19 0,29 1,57
20 0,34 0,25 0,74 20 0,15 0,23 1,52
21 0,90 0,76 0,85 21 0,71 1,12 1,57
22 0,87 0,99 1,14 22 0,55 0.81 1,48
23 0.76 0,74 0,97 23 0,18 0,22 1,24
24 0,87 0,66 0,76 24 0,67 1,11 1,66
25 0,95 0,85 0,89 25 0,15 0,34 2,34
26 0,90 0,73 0,81 26 0,85 1,06 1,25
27 0,94 1,00 1,06 27 0,25 0,37 1,37




| 28 0,89 0,86 0,96 28 0,17 0,29 1,70
[ 29 1,01 0.84 0,83 29 0,17 1,36 2,13

30 1,18 0,80 0,68 30 0,24 0,34 1,40

]
Vérohodnost vysledku se ovéfi timto zpiisobem:
Vypocte se aritmeticky primér podle vzorce
n
S=1n®(S1+82+..+Sn)=1/n® 3 (S)
i=1

S - integrovana plocha absorp&niho maxima druhé odmocniny
N1-  pocet vy§etfenych darch
N2 - pocet vySetienych nemocnych rakovinou

Reprodukce provedené série méfeni se charakterizuje standardni odchy!kou
nékterych méfeni die vzorce:

n -
S=vVE (Xi-X)?
i=1

(n-1)

Velikost standardni odchylky pro:
donory 81 = 0,16
nemocne rakovinou S2 = 1,82

Standardni odchylka pramérné hodnoty:

n -
S$12 =81 /vh=VE(SLS)/ [n (n-1)]
=1

Standardni odchylka primé&rmych hodnot pro :
donory S1 =0,029

nemocné rakovinou $2= 0,,333




Pro zhodnoceni vyznamu odlinosti mezi primérnymi hodnotami S1 a $2, kdyz jsou
znamy standardni odchylky jednotlivych méfeni, se vypolte vaZeny pramér

standardni odchylky:

S=V(N1-1) ® S1% + (N2-1 ) ® $2°
(N1-1) + ( N2-1)

Studentovo kriterium () se vypoéte dle vzorce:

= 1X1-x21 VN1®N2
S N1 +N2 t= 3,88

t - tabulkové se rovna 1,96

JelikoZ vypoletni t je v&tSi neZ tabulkové t, je rozdil mezi dvéma priméry
velicin §1 a S2 statisticky vyznamny, protoZe leZi za hranicemi, které se daji vysvétlit
nahodnymi chybarﬁi pokusu. Provedené vypolty dovoluji tvrdit, Ze piesnost
pfedloZzeného zplsobu ¢&ini 97,5 %. ZpUsob se pouZivd pro diagnostikovani
rakovinovych onemocnéni u &lovéka podle vySetfeni celkové krve. PfedloZeny
zpusob umoziiuje zjistit prvotni zmény v krvi paCienta pfi onemocnéni rakovinou, a to

pfed klinickym projevenim, a vasné zahajit léSbu.

Pramyslova vyuZitelnost

Jednoduchost provedeni, dostupnost materidlu a Cinidel umoZiuje provadét
masové vySetfeni obyvatelstva za ulelem véasné diagnostiky rakovinovych
onemocneéni. PouZiti tohoto zplisobu je urujici pro pfipady, kdy neni mo2né provést
biopsii z nddorll, které se nachazeji na té2ko dostupnych mistech. Objektivnost

hodnoceni vysledku vySetfeni je vysoka, presnost zpusobu je 975 %.
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PATENTOVE NAROKY

Zplsob spektroskopické diagnostiky rakovinovych onemocnéni v biologickém
materidlu, vyznadujici se tim, Je se kapka vzorku krve pfed a po
zpracovani 20 az 30 ul 5% az 20% vodného roztoku chloridu kovu alkalickych zemin
po dobu 5 aZ 10 min pfi teploté 10 az 30 °C ve formé natéru podrobi snimani
infralerveného spektra v intervalu 1600 az 1700 cm™, nages se pro vzorek stanovi
pomér integrovanych ploch absorpénich maxim po Zpracovani a pfed zpracovanim
cinidlem, zejména po pfevedeni spekter na druhé odmocniny, pficemz pii velikosti
pomeéru téchto ploch vy$sim neZ 1,2 je ve vzorku pfitomno rakovinové onemocnéni a
pfi velikosti tohoto poméru 04 a2 12, zejména 0,44 az 1.2, je rakovinové
onemocnéni nepfitomno.
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