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1. Uvod

V poslednich letech poukazuji celosvétové studie
zabyvajici se vyskytem a prevalenci nadord na fakt, Ze
dochazi k pomérné rychlému nartstu vyskytu onkologic-
kych onemocnéni v evropskych zemich'. Ceska republika
se fadi mezi jednu z nejvice onkologicky zatizenych zemi
v evropském méfitku. Nejcastéjsimi typy karcinomi dle
Narodniho onkologického registru u ceské populace jsou
néadory tlustého stieva a plic’.

Vyskytu riznych druht karcinomi lze G¢inné pred-
chazet a u fady pfipadii je moznost zamezit umrti. Preven-
ce je jednou z moznych cest k Gspésnému snizeni vyskytu
onkologickych onemocnéni. Hlavnim bodem prevence
zlstavd dodrzovani zdravého Zzivotniho stylu a vyuZiti
ucinnych diagnostickych postupti. To mtize vést ke snizeni
poctu karcinoml v pokrocilych fazich, kdy maji pacienti
horsi prognozy pro pieziti a 1écba je financné, psychicky
i fyzicky velice naro¢nd. V soucasnosti se pozornost vénu-
je hledani systémovych feseni v diagnostice nadorovych one-
mocnéni, lepSimu piistupu k diagnostickym testim a zlepSeni
screeningovych metod s vétsim pokrytim populace.

Tato prace je zaméfena na prehled v oblasti znamych
metod klinické praxe a vyvijejicich se metod vibracni
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spektroskopie pro v¢asnou diagnézu nadorovych onemoc-
néni plic a tlustého steva.

2. Klinicka diagnéza nadori plic a tlustého
stieva

Vcasna diagnostika nadorovych onemocnéni se stala
celosvétovou prioritou. Rozpoznani ranych stadii je velice
obtizné. Obvykle se jedna o asymptomatické pfipady nebo
nespecifické priznaky nemoci. Primarni vySetfeni u lékate
hraje zasadni roli pro v¢asnou diagnostiku a vybér postupu
1écby. Metody bézné pouzivané pro klinickou diagnostiku
nadort plic a tlustého stieva nebo zkoumané pro tento ucel
jsou shrnuty v tab. L.

2.1. Screeningové testy

V prvni fazi diagnostiky se 1ékatf zamétuje na analyzu
télnich tekutin (krve, hlenu, slin a mo¢i) s vyuZzitim scree-
ningovych metod, jejichz vyznam v preventivni medicing
neustile roste. Tyto metody lze zjednoduSené nazvat
,»vyhledavacimi®, se zaméfenim na odhaleni nadorovych
onemocnéni v ranych stadiich u asymptomatickych osob
a predstavuji jednu z nejslibnéjsich cest pro omezeni na-
rlstu onkologickych onemocnéni.

Mezi screeningové metody pro odhaleni nadoru tlus-
tého stfeva lze zaradit test okultniho krvaceni do stolice.
Rozlisuji se dveé kategorie tohoto testu: guajakovy
a imunochemicky’® . Tradi¢ni guajakovy test je zalozen na
interakci guajakového oxidacniho ¢inidla s hemovou sku-
pinou hemoglobinu a pseudoperoxidovou aktivitou. Guaja-
kovy test muze byt Casto fale$né pozitivni, coz je zv1asté
bézné, pokud nejsou dodrzovany doporucené dietni ome-
zeni, a tudiz stolice obsahuje bud’ myoglobin z ¢erveného
masa, nebo rostlinnou peroxidasu z tepelné neupravené
zeleniny”. Naopak vitamin C mtize zpasobit faleiné nega-
tivni vysledky, protoze diky svému antioxidacnimu t¢inku
inhibuje zabarveni poskytujici reakci.

Oproti tomu imunochemicky test nevyzaduje dietni
nebo 1ékové omezeni a je klinicky citlivéjsi. Tento test
vykazuje imunologickou specifi¢nost monoklonalni proti-
latky pro lidsky hemoglobin nebo hemoglobin/hapto-
globinovy komplex a je zalozen na hemaglutinaci nebo
latexové aglutinaci. Imunochemické testy zahrnuji jak
kvalitativni, tak i kvantitativni postupy tieti generace, které
umoziuji  definovat  optimalni hodnoty citlivosti
a spolehlivosti. Rutinnimu zavedeni imunologickych test
brani jejich vy$§i cena, a proto jsou dodnes guajakové
testy nejvhodngjii pro screeningové vysetieni®’. I kdyz se
dava prednost imunologickym testiim, guajakové testovani
stolice prumérnych rizikovych skupin populace muze byt
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Tabulka I
Metody diagnostiky nadort plic a tlustého stfeva

Referat

Metoda Vyhody

Nevyhody

Screeningové metody

Zobrazovaci (endoskopické,
radiologické, nuklearni) spojeni sondy s PC

neinvazivnost (MRI)
Chemické/

imunochemické/genetické
Histologické metody

klasicka histologie,
imunohistochemie

vizualizace vnitinich tkani a organt

jednoduchost a rychlost pouziti
vysoka senzitivita a citlivost

odhaluje morfologické zmény bunék
spolehlivost, senzitivita a citlivost

vyuziti znacenych protilatek

Vibracni spektroskopie
FTIR a Ramanova
spektroskopie

vzorku

moznost in vivo a ex vivo provedeni
nevyzaduje naro¢nou pfipravu pacienta/

nejednoznacénost interpretace
negativni vliv radiace (radiologické)
finan¢ni narocnost

nespecifi¢nost fady markert
falesné pozitivni vysledky

casové€ naro¢ny
naro¢na priprava kvalitnich preparati
spolehlivost z&visi na zkuSenosti histologa

slozitost interpretace vysledk
detekuje pouze hlavni slozky (FTIR)
vysoké fluorescencni pozadi (Raman)

citlivost na strukturu a chemické zmény
moznost zesileni signalu (resonan¢ni

Raman, SERS)

dostatecna ke snizeni Umrtnosti souvisejici s rakovinou
tlustého stieva 0 25 % (cit.®).

Zajimavou alternativu v neinvazivnich metodach
screeningu predstavuje odhaleni abnormalni fekalni DNA.
Mechanismus analyzy vychazi z detekce mutace genu
KRAS (Kirsten Rat Sarcoma), APC (stfevni adematdzni
polypy), p53 a adukti DNA a RNA*'"". Z finan¢nich di-
vodl se DNA testy zatim nevyuzivaji pro populacni scree-
ning kolorektalniho karcinomu (CRC).

V Ceské republice prozatim neexistuje screening za-
méfeny pfimo na karcinom plic. V 70. letech 20. stoleti
byly provedeny studie po vySetfeni cytologie hlenu pro
ucinny screening rakoviny plic. Ziskané vysledky ale ne-
prokazaly ani zlepSeni detekce, ani sniZeni tmrtnosti''.
Tento pristup je kvili nizké citlivosti vyuzit jako vCasny
diagnosticky nastroj jen u podezielych piipadi a u popula-
ci s vysokym rizikem vyskytu karcinomu plic. Zlepseni ¢i
zpfesnéni oproti klasické cytologii predstavuji metody
analyzy obrazu bunééného jadra a molekularni analyzy
hlenu. Analyza obrazu jadra rozliSuje malé buiiky od nado-
rovych plicnich bunék na zéklad¢ obarveni jader tzv. Feul-
genovou reakci'”. Molekularni analyza hlenu deteguje
DNA mutace. Nejbéznéji se v hlenu nalézaji mutace onko-
genniho genu KRAS a methylace DNA. Mezi méné Casté
mutace lze fadit mutace genu p53, ztratu heterozygotnosti,
adukty DNA a RNA (cit.'?).

2.2. Biochemické a genetické markery

Klinické vySetfeni krevnich vzorkd a odhaleni bio-
chemickych a genetickych nadorovych markeri se dnes jiz
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povazuji za rutinni analyzu. Nadorové markery 1ze zjedno-
dusen¢ charakterizovat jako biologické molekuly produko-
vané malignimi butikami nebo zdravymi butikami organis-
mu jako odpovéd’ na pfitomnost naddoru. Jedna se o Siroké
spektrum latek: antigeny, onkogeny, enzymy, fragmenty
cytoplazmatickych struktur a mnoho dal$ich. Pro odhaleni
zvySenych koncentraci téchto latek v organismu postize-
nych pacientd je ve velké oblibé rychly, jednoduchy
a zaroveil vysoce specificky a citlivy prouzkovy test
s lateralnim tokem, ktery sjednocuje principy papirové
chromatografie a imunochemickych metod. Kolorimetric-
ka detekce je mozna diky barevné znatenym protilatkam'>.
V Kklinické praxi se tato metoda efektivn€ uplatnila pii
detekci nadorovych markert karcinomu plic a tlustého
stieva, jako jsou karcinoembryondlni antigen (CEA), kar-
bohydratovy antigen (CA), fragmenty cytokeratinu 19
(CYFRA 19), antigen karcinomu dlazdicovych bunck
(SCCA), progastrin uvoliujici peptid (Pro-GRP), neuron-
specifickd enolasa (NSE), tkanovy polypeptidovy antigen
(TPA) a tkatiovy polypeptidovy specificky antigen (TPS)".
Zvyseni hladiny CEA, CYFRA 21-1 a NSE slouZi pfi
detekci karcinomu plic, ale neni specifické pro tento typ
nadoru. Vyssi specificitu vykazuji biomarkery malobunéc-
ného karcinomu plic NSE a Pro-GRP, pficemZ posledni
znich navic poskytuje také vyssi citlivost'. Exprese
Pro-GRP stimuluje proliferaci nadorovych bunék a je zod-
povédna za agresivnéjsi chovani nadoru. V pfiblizné 90 %
pripadt dokaze Pro-GRP jako marker rozlisit malobunéc-
ny karcinom od nemalobunééného karcinomu plic a uplat-
fiuje se v diferencialni diagnostice'®. Cytokeratinové mar-
kery TPS a TPA se bézn¢ pouzivaji v klinické praxi pro
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detekei epitelidlnich bunék karcinomu plic a tlustého stie-
va. ZvysSeni hladiny markeri mize byt spjato s rizikem
metastaz. Kombinace stanoveni TPA a CEA slouZi pro
sledovani recidivity kolorektalniho karcinomu'®.

Perspektivnimi markery karcinomu plic a CRC se
zdaji byt mikroRNA (miRNA) nachazejici se v séru a hle-
nu. Malé, endogenni regulacni geny se b&ézné ucastni bu-
nécného vyvoje, proliferace, diferenciace a apoptdzy. Ab-
normélni genové exprese miRNA mize plnit funkci onko-
gentl & nadorovych supresord'®. Zastupce genetickych
markerti pro CRC pfedstavuji mutace genu APC, mikrosa-
telitni nestabilita (MSI), thymidylsyntéza, methylace genu
SEPT 9 (mSEPT 9), aldehydehydrogenasa 1, cyklooxyge-
nasa 2 a dlouhé fetézce DNA'”. Nizka koncentrace marke-
ri v plazmé prozatim brani zavedeni testu pro populacni
screening.

2.3. Zobrazovaci metody

Zobrazovaci screeningové techniky umoziuji rozlisit
patologickou tkan plic a tlustého stfeva na zakladé morfo-
logickych odlisnosti od normalni tkané. Mezi prvnimi
zakladnimi vySetfovacimi metodami byly radiologické
metody umoziujici zobrazeni strukturnich a fyziolo-
gickych zmén. Z nich lze jmenovat rentgenové vySetieni
(RTG), pocitacovou tomografii (CT), dvojitou kontrastni
iriografii (DCBE), nizko-davkovou pocitacovou tomogra-
fii (LDCT) a sonografii (UZ).

Vyuziti vysoké radiacni davky RTG zareni umoziuje
detegovat karcinom v pokrocilych stadiich nemoci. V di-
sledku nizkého rozliseni mize byt RTG nahrazeno pocita-
¢ovou tomografii CT, kterd dovoluje ziskat mnohem kva-
litn€j§i vicerozmérné zobrazeni. Tato moznost nasla své
efektivni uplatnéni u CT kolonografie, neboli virtualni
kolonoskopie (CTC). Mnohem kvalitnéjsi obraz se da zis-
kat pouzitim metody DCBE (cit."®). Z divodu mozného
nezadouciho ucinku ioniza¢niho zafeni ustupuji metody
s vysokou radiacni energii a intenzitou (CT — 8 mSv), pred
Setrn&jsi LDCT (1,5 mSv)". SniZeni radiaéni davky piedsta-
vuje mensi riziko pro zdravi pacienta, zaroven vSak mize
vy$§i hladina $umu signalu vést ke zkresleni vysledka'®.

Sonografie a rizné jeji modifikace se hojné vyuzivaji
jak pro diagnostiku, tak ke stanoveni rozsahu rozsifeni
karcinomu plic a CRC. Metoda vyuziva ultrazvuk s vyso-
kou frekvenci k 2D zobrazeni s vysokym prostorovym
rozliSenim. Vyhodu pfedstavuje nizkd cena, flexibilita,
prenosnost a minimalni nepohodli pro pacienta. Sonografie
se velice Casto spojuje s endoskopickymi metodami jako
endobronchidlni ultrazvuk (EBUS) pro vySetteni karcino-
mu plic, nebo s endoskopickou ultrasonografii pro CRC
(cit.?).

Endoskopické metody predstavuji vysetfeni pomoci
ohebnych optickych sond (endoskopt), které umoziuji
zobrazeni té€lnich dutin, dutych organt, a zaroven poskytu-
ji moznost odbéru vzorki pro dalsi vySetfeni (biopsii, his-
tologii)*’. Endoskopické metody jako kolonoskopie nebo
flexibilni sigmoideoskopie patii k Setrnym screningovym
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metoddm diagnézy nadoru tlustého stieva. Pro detekci
karcinomu plic jsou nejrozsifendjsi metody bronchoskopie,
torakoskopie, a mediastinoskopie.

Metody nukledrni mediciny umoZiiuji zobrazit struk-
turu organt nebo Casti téla s vicerozmérnym rozliSenim.
Nejcastéji se pro diagnostiku rakoviny plic a CRC vyuziva
pozitronova emisni tomografie, scintigrafie a magneticka
rezonance. Pozitronovad emisni tomografie (PET) je zalo-
zena na detekci y-fotontl, které se uvolnuji z tkané€ po in-
terakci pozitronu s elektronem. Nejrozsifenéj§i pozitron
emitujici radiofarmakum pro PET je 18-fluordeoxyglukosa
(18F-FDG) s kratkym pologasem rozpadu®'. Bylo prokaza-
no, ze PET je citliva pro detekci vzdalenych metastaz
a Gi¢inna pii sledovani stavu lymfatickych uzlin®'. Magne-
ticka rezonance (MRI) spociva ve vizualizaci struktury
organli pomoci magnetického dipdlového momentu ato-
movych jader vodiku®. Oproti CT nebo PET je vySetieni
krat$i, snadno opakovatelné, nevyuziva ionizujiciho zate-
ni, ale vyzaduje zavedeni kontrastni latky. MRI poskytuje
vynikajici rozliSeni mékkych tkdni a dovoluje detegovat
nadory, jejich invazivnost a vzdalené metastaze. Zajima-
vou aplikaci ptredstavuje difuzné vazend MRI, kterou lze
nazvat markerem bunécné hustoty. Nadory vytvareji husté
struktury zabranujici pohybu vody a difuzi, coz umoziuje
jejich odligeni od normalni tkan&™.

Zminéné screeningové testy ovSem neposkytuji jed-
noznanou informaci, aproto mikroskopie tkéni
(histologie) zustava i nadéle jednou ze spolehlivéjsich
metod pro prokazani onkologického onemocnéni, a to
véetn¢ CRC a nadoru plic. Histologie pfedstavuje mikro-
skopické vySetfeni tenkého fezu tkan¢ a zahrnuje fadu
krokt pfipravy a vyhodnoceni histologickych preparatu.
Odbér tkané se uskutecnuje béhem operace, endoskopickeé-
ho vysetfeni nebo pii pitvé patologem. Vzorky tkan¢ se
nasledné fixuji. Nejbézn&jsim fixa¢nim ¢inidlem je formal-
dehyd. Dalsi krok ptedstavuje zaliti parafinem a nakrajeni
na parafinové fezy. Tkanové fezy maji obvykle tloustku
nékolik mikrometri, ale bez pouziti specidlnich barviv
nejsou bunky ani bunéfné struktury pozorovatelné pod
svételnym mikroskopem. Nejbéznéjsi histologicka barviva
jsou hematoxylin a eosin®. Pro mikroskopickou analyzu
vzorku se vyuzivaji svételné, elektronové a fluorescencni
mikroskopy. Vyvoj novych optickych nastroju je zalozen
na odliSnych vlastnostech (rozptyl, fluorescence ¢i diferen-
cialni lom) mezi zdravou a nadorovou tkani**, Moderng;jsi
variantou histologie je imunohistochemie. Piivodné vzni-
kala imunohistochemie propojenim histologie, analytické
chemie, biochemie a moznosti kovalentni vazby molekul
imunoglobulind na jiné¢ molekuly. Zavedeni fluorescencni-
ho znaceni vyrazn¢ zvySilo moznost identifikace a lokali-
zace chemickych komponent ve tkanich na histologické ¢i
cytologické urovni**,
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3. Vibra¢ni spektroskopie pro klinickou
diagndézu

Dosavadni diagnostické metody nejsou dostate¢né
citlivé a jednoznacné pro odhaleni nddorovych onemocné-
ni v ranych stadiich. Jejich provedeni muze byt velice Cas-
to komplikované a finan¢né ¢i Casové narocné. Hledani
mnohem citlivéjSich a zaroven rychlejSich a levngjSich
metod diagnostiky zistava i nadale aktualnim tématem.
Velky potencial pro odhaleni patologickych zmén maji
vibracni spektroskopické metody.

Metody vibracni spektroskopie lze aplikovat pro fese-
ni rlznych biomedicinskych problémi. Ramanova a infra-
cervena (IR) spektroskopie poskytuji tidaje o chemickém
slozeni a molekularni struktufe tkani. Uplatiuje se zejmé-
na pii detekci patologickych zmén ve tkanich a mize byt
pouzita pro odhaleni rakoviny plic a CRC. Nedestruktiv-
nost metody a jednoduchost ptipravy vzorku tkani predur-
¢uji aplikace vibra¢nich spektroskopickych metod v klinic-
ké praxi (obr. 1).

3.1. Ramanova spektroskopie

Ramanovu spektroskopii charakterizuje Ramaniv
rozptyl svétla pfi interakci dopadajiciho laserového zareni
se vzorkem. Ramanova spektra umoziluji detegovat bio-
chemické rozdily v tkanich, bunkach a télnich tekutinach
a mohou byt vyuZity pro in vitro, ex vivo ¢i in vivo odhale-
ni zmén na biochemické urovni. Této metody a jeji modifi-
kace lze vyuzit pro rozliSovani benignity a malignity ¢i pro
mapovani vzorku plic a tlustého stfeva postizenych karci-
nomem®> %’

Aplikaci Ramanovy spektroskopie pro biomedicinské
ucely dlouho zabratiovalo vysoké fluorescencni pozadi

Referat

biologickych tkani, zejména u vzorkd tkani plic. Jedna
z moznych cest feSeni tohoto problému je méfeni s exci-
tacni vinovou délkou v blizké infracervené oblasti spektra
(NIR), kde vétsina latek neabsorbuje. Pfi analyze vzorkd
cerstvé plicni tkan¢ multikanalovym NIR Ramanovym
systémem s Aoy 785 a 1064 nm se zd4 byt nejvhodnéjsi A
1064 nm, jelikoz pfi pouziti A.x 785 nm vykazovala Rama-
nova spektra plicni tkang vysoké fluorescenéni pozadi®.
Vyuziti rdzné excitacni vlnové délky mize mit vliv na
zvyraznéni urcitych typl tkénovych slozek. Naptiklad ve
studii vzorki CRC a normalni tkané pomoci Ramanovy
spektroskopie s A, 1064, 785 a 532 nm byly nalezeny
nejen Ramanovy pasy zakladnich tkanovych slozek, jako
jsou proteiny, lipidy a nukleové kyseliny, ale i pasy vniti-
nich tkanovych chromofort, a to karotenoidii a hemovych
jader”’. Bylo pozorovano, e v Ramanovych spektrech
CRC tkang vyrazné narQsta intenzita past oxidované for-
my hemového jadra. Naopak u normélni tkdné byly zazna-
menany zietelné pasy deoxy-hemového jadra. Pti analyze
plicnich nddorovych bunék, a to adenokarcinomu, karcino-
mu dlazdicovych bungk, malych bunék a velkobunééného
karcinomu, Ramanovou spektroskopii s excitacni vlnovou
délkou 532 nm in situ byl objeven vyrazny pas cytochro-
mu C, ktery poslouzil jako hlavni diskrimina¢ni faktor pfi
klasifikaci bungk™.

Pro analyzu vzorkt velmi malych rozméra 1ze apliko-
vat konfokalni Ramanovu mikrospektroskopii. Tato nede-
struktivni technika 0¢inn¢€ spojuje Ramandv spektrometr
s optickym mikroskopem pro chemické mapovani moleku-
larnich vlastnosti povrchu vzorku pomoci excitacnich lase-
1t v NIR a viditelné oblasti***.

Piblizn¢ stondsobného zesileni slabého Ramanova
rozptylu 1ze dosédhnout aplikaci povrchové zesilené Rama-
novy spektroskopie (SERS). Divodem zesileni v SERS
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Obr.1. Schéma vyuZiti vibra¢ni spektroskopie pro biomedicinské aplikace
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spektrech je efekt rezonancni interakce zafeni s buzenymi
plazmony na povrchu kovového substratu nebo vhodné
nanocastice. SERS se dnes testuje pro diagnostiku nadoru,
kde nanocastice konjugované se specifickymi protilatkami
slouzi jako markery. Vyhodou je moznost detegovat nizké
koncentrace analytii v télnich tekutinach, které jsou do-
stupnéjsi nez tkané a maji diagnosticky potencial pro nein-
vazivni metody diagn6zy. SERS spektra slin pacientd on-
kologického oddéleni s nadorem plic poukazala na vy-
znamné rozdily v biochemickém slozeni vzorku, které byly
doprovéazeny poklesem intenzit pasi 791 cm ™ (pyrimidinu),
1007 cm™ (fenylalaninu), 1364 cm™ (tryptofanu) a nartistem
past 906 cm’! (tyrosinu) a 1720 cm'! (lipidﬁ)zg. Po odstrané-
ni Cetnych proteini bez diagnostického vyznamu (amylas,
lysozymil a mucinil) se podafilo zlepsit expresi signalu malo-
&etnych biomarkert®' 2.

Modifikace stiibrnych a zlatych nanocastic sérovymi
proteiny albuminem a globulinem vedla ke zvySeni citli-
vosti SERS metody pro diagnézu CRC. Zaroven pouziti
kyseliny octové jako agrega¢niho ¢inidla bylo efektivnéjsi
oproti chloridu a dusi¢nanu draselnému. Zajimavé zjisténi
predstavuje fakt, e obsah tryptofanu (760 cm™) se zvy3u-
je v ptipadé¢ modifikace albuminem, zatimco v pfipadé
globulinu klesé s postupujicim vyvojem nadoru™.

Kombinaci SERS s elektrochemickymi metodami se
podafilo vytvofit imunotest pro stanoveni plicnich nadoro-
vych markerd CYFRA-19, CEA, cirkulujici RNA a miRNA
v krevnim séru. Jako intracelularni NIR-SERS nanosondy
se podafilo vyuzit superparamagnetického zlatého nano-
pouzdra k identifikaci a odliSeni jednotlivych bun€k nema-
lobunééného karcinomu plic (A549, H1299, H460)
a leukocyt®. Tato vysoce citliva, rychld a neinvazivni
metoda predstavuje velky potencial v diagnostice nadoru
plic. Navic lze jeji modifikaci docilit stanoveni i jinych
nadorovych markerd nebo bunék.

V ptipad¢ in vivo endoskopického vySetfeni za pouZiti
Ramanovy spektroskopie pro detekce nadort lze slaby
Ramantv rozptyl zesilit pomoci modernizace konstrukce
sond optickymi vlakny, které jsou schopné potlacit auto-
fluorescenci tkani. Byl zkonstruovan endoskop s opticky-
mi vlakny, ktery zaznamenava Ramanova spektra v oblasti
8001800 cm ' a 2800-3600 cm™' v realném &ase in vivo,
¢imz umoznuje odlisit adenomatdzni polypy od normal-
nich, zvétsenych polypa®. Minivlaknova opticka sonda
byla vyvinuta a usp&$né testovana pro urceni odliSnosti
nemalobunééného karcinomu od normalni plicni tkané.

Ramanovy sondy pro diagnostiku in vivo ptedstavuji
velice perspektivni metodu vysetfeni, ktera by jednoho dne
mohla nahradit histologii. Navic by mohla slouZzit pro
in vivo vysetfeni malych ploch v riznych lokalitach s po-
dezienim vyskytu rakoviny.

3.2. Infracervend spektroskopie

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transforma-
ci (FTIR) umoznuje detegovat zmény v biomolekulach
tkéni ¢i v samotnych burikdch. VétSina FTIR analyz probi-
ha pti méfeni ve stfedni infracervené (MIR) oblasti (400 az
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4000 cm™"), avsak nékteré studie pouZivaji FTIR méfeni
v NIR oblasti (4000 az 12 000 cm ')*. V souasné dobé se
do poptedi pro diagnostiku nadorti dostava FTIR mikro-
skopie a FTIR sondy se zeslabenou uplnou reflektanci.

FTIR mikrospektroskopie umoziuje podrobnéji pro-
studovat chemické zmény onkogeneze na Urovni mikro-
preparati. Lze ziskat kvalitni spektra za velice kratkou
dobu pro velmi malé vzorky. FTIR mikroskopie byla
uspésné vyuzita pro odliSeni plicni nadorové tkané pacien-
th od zdravé tkan¢ dobrovolnikl. Jako kandidat na dia-
gnosticky marker odrazejici prubéh vyvoje nadoru byl
navrzen spektroskopicky pas glykogenu®’. Mnozstvi gly-
kogenu ve tkanich bylo vyjadieno pomérem intenzit cha-
rakteristickych pasti glykogenu (1045 cm™) viigi proteinu
(1545 cm™) nebo cholesterolu (1467 cm™).

Jednou z nejuc¢innéjSich cest zaznamu IR spektra
predstavuje FTIR ve spojeni se zeslabenou tplnou reflek-
tanci (ATR). IR zéfeni miize byt vedeno mimo FTIR spek-
trometr prostfednictvim optického vlakna k ATR sondé¢,
kterd je tvofena prihlednym krystalem s vysokym inde-
xem lomu, a pak dal$im optickym vlaknem do spektrome-
tru. Na vysledky FTIR-ATR analyzy mtze mit vliv vzda-
lenost mezi sondou a tkani. Pfi méfeni vzorku tkan¢ CRC
a kolorektalni sliznice in situ pomoci FTIR ATR sondy
z optickych vlaken v riznych vzdalenostech od nadoru (1,
2 a 5 cm) bylo zjisténo, ze optimalni vzdalenost vzorku od
FTIR-ATR sondy se pohybuje do 1 cm (cit.*®).

FTIR-ATR sondy maji §iroké uplatnéni v biomedicin-
skych aplikacich pro diagnostiku nadorti, odhad resekce
nadorl a sledovani jejich recidivity. V soucasné dob¢ se
sondy rozvijeji pro dosazeni diagnostiky nadort in vivo.
Aplikaci FTIR-ATR sondy v diagnostice CRC bylo zjiste-
no, ze nadorova tkan ma vyssi obsah vody, nukleovych
kyselin a proteini s pfevahou neuspotadané struktury
a naopak niz§i obsah lipidi a karbohydrati. SniZeni obsa-
hu tuku v maligni tkani nastdva v disledku jeho spotieby
pro vyvoj nadoru a naopak nartst bilkovin a nukleovych
kyselin je zpusoben rychlejsim metabolismem a proliferaci
nadorovych bungk™.

FTIR spektroskopie v NIR oblasti (FT NIR) je pfesna,
rychld a levnd analytickd metoda pouzitelna pro testovani
tkafiové patologie kolorekty®®. Absorpce NIR zafeni
(14 7004000 cm ') tkani poskytuje komplexni spektrum
obsahujici kvalitativni a kvantitativni informace o chemic-
kém slozeni. V podoblasti kratkych NIR vlnoctt (14 700—
9000 cm™) se pievazné vyskytuji pasy elektronovych pie-
chodti hemovych bilkovin (hemoglobin, myoglobin a je-
jich oxy-derivaty) a tkanovych cytochromt. Tato podob-
last je uzitecna pro sledovani prutoku krve, nasyceni tkané
kyslikem a jeho spotieby, a redox stavu enzymi*’. Podob-
last dlouhych NIR vinoétd (90004000 cm ') obsahuje
pasy kombinaci a overtont zakladnich molekularnich vib-
raci C-H, N-H a O-H skupin, které jsou soucasti vSech
biologickych molekul. Jakdkoliv patologickd zména
v chemickém sloZzeni tkéani zplisobena vyvojem nemoci
miiZze byt detegovana pomoci FT NIR spekter a dale vy-

hodnocovana s vyuzitim G¢innych metod rozpoznava-
£36,40,41
ni™
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3.3. Statistické metody vyhodnoceni spekter

Technické a védecké moznosti dovoluji sbér velkého
mnozstvi dat za kratkou dobu. Zlepseni statistického vy-
hodnoceni experimentalnich dat pfispiva k 0€innéjsi klasi-
fikaci vzorkd a vyznaceni jeji diskriminacni specifi¢nosti
bez ztraty charakteristické informace. Pro Ramanovu
a FTIR spektroskopii se vyuziva vicerozmérné metody
analyzy, zejména analyza hlavnich komponent (PCA)
a linearni diskriminac¢ni analyza (LDA). Tyto a dal§i meto-
dy umoziuji stanoveni klasifikatoru.

PCA ptevadi data do nového rozmérného prostoru, ve
kterém je hlavni rozptyl datové sady reprezentovan pouze
nékolika proménnymi. Analyza dovoluje zvyraznit hlavni

vvvvvv

diky ¢emuz dochazi ke zlepsSeni t€¢innosti metod pro klasi-
fikaci tkani a biologickych tekutin®.

LDA piedstavuje klasifika¢ni analyzu, ktera snizuje
dimenzionalitu dat na zaklad¢ jejich odliSnosti. Umoziiuje
maximalizovat rozdil mezi riznymi skupinami a minimali-
zovat rozdil pro stejné skupiny vypoctem kombinace line-
arnich proménnych pro stanoveni sméru v prostoru. Slouzi
pro rozliSeni mezi skupinami v zavislosti na spektralnich
rozdilech™.

Propojenim PCA a LDA metod 1ze obvykle doséah-
nout lepSich vysledki pro diagnostiku. PCA redukuje vel-
ky rozmér dat a prevadi je do mensiho poétu proménnych.
LDA nasledné slouzi ke klasifikaci skupin.

Velice uzite¢nou vicerozmeérnou statistickou metodou
pro zpracovani dat se jevi hierarchickd shlukovéd analyza
(HCA). HCA umoznuje vytvorit hierarchii klastrii v zavis-
losti na datech a statistice. Analyzou lze dobfe rozliSit
malo podobné vzorky, mize ovSem dochézet i k chybné
klasifikaci pfi rozliSovani Gzce blizkych vzorkd.

Regrese ¢astecnych nejmensich ¢tverct (PLS) je zalo-
zena na konstrukci latentni proménné zaméfujici se na
variabilitu dat ve spektrech. Pro spektroskopickou dia-
gnostiku poskytuji uziteéné informace o afinité skupin®'.

V soucasné dobé sehravaji vyznamnou roli v diskri-
minaci a interpretaci spektralnich dat tzv. ,,machine lear-
ning techniques®. Tyto techniky jsou postaveny na zakladé
algoritmu, ktery je schopen se ,,u¢it” a pomoci klasifikato-
ru (funkce vytvorené z dat) tak mize predvidat problémy
pro nova data jiz béhem jejich testovani. Zastupcem je
»Support Vector Machines* Siroce vyuzivany pro klasifi-
kaci nadorovych vzorkd. DalSim predstavitelem téchto
algoritm je neuronova sit' piedstavujici pocitacovy pro-
gram podobny fetézu nervovych bunék, ktery se mize
,.haucit“ detegovat i malé zmény ve spektrech neodpovida-
jici standardnimu spektru. Vyuziva se pro feseni slozitych
vztahti ¢i neznamych.

4. Zavér

Vibra¢ni  spektroskopické metody v kombinaci
s mikroskopii, vlaknovou optikou a multivarianim statis-
tickym vyhodnocenim dat se stavaji velkym pfinosem pro
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ranou diagnézu karcinomu plic a tlustého stfeva. Tyto
metody by mohly doplnit a moZné i nahradit fadu klasic-
kych postupli screeningové a biochemické analyzy a tim
pfispét ke sniZzeni vyskytu nddorovych onemocnéni.

Tato prace byla financovana z ucelové podpory
MSMT 20-SVv/2017 (Al1_FCHI 2017_003
a A2 FCHI 2017 _001), Operacni program Praha — Kon-
kurenceschopnost (CZ.2.16/3.1.00/21537 a /24503), Na-
rodni program udrZitelnosti (NPU MSMT — LOI1601;
43760/2015).
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Prevalence of tumors and the search for effective
diagnostic approach is a very topical issue worldwide.
According to the Czech National Cancer Registry
(CNCR), colon and lung cancers are the most common
types of cancer in the Czech Republic. This review is fo-
cused on brief literal survey of known, widely used and
newly evolving methods suitable for early diagnosis of the
mentioned cancer diseases.



