
СТМ ∫ 2019 ∫ том 11 ∫ №2   69

 клинические приложения 

исПользование эллиПсометрического  
аналитического комПлекса  
При измерении вблизи Поверхностного  
Плазмонного резонанса  
в диагностике колоректального рака
DOI: 10.17691/stm2019.11.2.10 
УДК 616.345–006.6–073.5 
Поступила 1.03.2018 г.

В.Н. Кручинин, к.х.н., старший научный сотрудник лаборатории эллипсометрии1;
М.В. Кручинина, д.м.н., ведущий научный сотрудник лаборатории гастроэнтерологии2;  
доцент кафедры пропедевтики внутренних болезней3;
Я.И. Прудникова, аспирант лаборатории гастроэнтерологии2;
Е.В. Спесивцев, к.техн.н., старший научный сотрудник лаборатории эллипсометрии1;
С.В. Рыхлицкий, к.техн.н., руководитель лаборатории эллипсометрии1;
С.Е. Пельтек, к.б.н., руководитель лаборатории молекулярных биотехнологий4;
С.В. Шеховцов, к.б.н., старший научный сотрудник лаборатории молекулярных биотехнологий4;
Г.В. Шувалов, к.техн.н., директор5

1Институт физики полупроводников им. А.В. Ржанова Сибирского отделения РАН,  
 проспект Академика Лаврентьева, 13, Новосибирск, 630090; 
2НИИ терапии и профилактической медицины — филиал Федерального исследовательского центра  
 Институт цитологии и генетики Сибирского отделения РАН, ул. Б. Богаткова, 175/1, Новосибирск, 630089;  
3Новосибирский государственный медицинский университет, Красный проспект, 52, Новосибирск, 630091; 
4Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения РАН,  
 проспект Академика Лаврентьева, 10, Новосибирск, 630090; 
5Сибирский государственный ордена Трудового Красного Знамени НИИ метрологии, проспект Димитрова, 4,  
 Новосибирск, 630004

Цель исследования — оценить возможности использования эллипсометрического аналитического комплекса для повышения 
чувствительности современных малоинвазивных экспрессных оптических методов, основанных на анализе отражения поляризо-
ванного света вблизи наблюдаемого поверхностного плазмонного резонанса при полном внутреннем отражении в диагностике 
колоректального рака у пациентов с различной локализацией метастазов.

Материалы и методы. Исследована специфическая высокочувствительная реакция моноклональных антител, иммобилизо-
ванных на поверхности чипов, с опухолевой М2-пируваткиназой сыворотки крови условно здоровых лиц без онкологической па-
тологии и патологии внутренних органов (n=19) и больных колоректальным раком различных локализаций (n=49), разделенных 
на три подгруппы в зависимости от локализации метастазов: 1-я подгруппа — местно-регионарный колоректальный рак (n=15); 
2-я — только печеночные метастазы (n=18); 3-я — внепеченочные метастазы (n=16). Определение концентраций опухолевой М2-
пируваткиназы происходило в процессе ее взаимодействия с моноклональными антителами. Детекцию реакции осуществляли пу-
тем измерения изменений показателя преломления приповерхностной области чипа с помощью высокочувствительных оптических 
систем, основанных на измерении состояния поляризации света вблизи наблюдения поверхностного плазмонного резонанса.

Результаты. Взаимодействие опухолевой М2-пируваткиназы сыворотки крови с антителами приводит к заметному изменению 
оптических свойств среды, что говорит о высокой специфичности данной реакции. Обнаружены достоверные различия равновес-
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The aim of the study was to assess the ellipsometry analytical complex for its diagnostic potential related to colorectal cancer and 
metastases of different localization. The proposed ellipsometry was aimed to complement the current non-invasive optical methods based 
on the reflection of polarized light near the surface plasmon resonance under full internal reflection.

Materials and Methods. We measured the highly specific and sensitive reaction between tumor-associated M2-pyruvate kinase and 
the respective monoclonal antibodies immobilized on chips. The biological material (blood serum) was obtained from healthy (cancer-free) 
subjects (n=19) and from patients with colorectal cancer of various localizations (n=49). The examined patients were divided into three 
subgroups depending on localization of the metastases: 1st subgroup — local-regional colorectal cancer (n=15); 2nd subgroup — hepatic 
metastases only (n=18); 3rd subgroup — extrahepatic metastases (n=16). We also determined the concentrations of tumor M2-pyruvate 
kinase during its interaction with the monoclonal antibodies. In this, we measured the refractive index of the chip near-surface area by using 
highly sensitive optical systems able to measure the light polarization near the surface plasmon resonance. 

Results. The interaction of serum M2-pyruvate kinase with the antibodies leads to a noticeable change in the optical properties of the 
medium, which indicates a high specificity of this reaction. We found significant differences (>20-fold) in the equilibrium levels of serum 
M2-pyruvate kinase both in healthy individuals and in patients with colorectal cancer, as well as in patients with metastases of various 
localizations. The diagnostic potential of these optical methods in respect to cancer-specific serum M2-pyruvate kinase as a marker of 
colorectal cancer was confirmed by subsequent ROC analysis.

Conclusion. The results obtained are promising for the development of methods for early diagnosis of colorectal cancer, for the detection 
of metastases of various locations, and (in the long term) for the detection of the recurrent disease, as well as for the treatment follow-up.

Key words: cancer diagnostics; colorectal cancer; ellipsometry; surface plasmon resonance; tumor M2-pyruvate kinase.

ных величин уровня опухолевой М2-пируваткиназы в сыворотке крови, превышающие 20-кратный уровень, как в группах здоровых 
лиц и пациентов, больных колоректальным раком, так и в группах больных колоректальным раком с метастазами различных лока-
лизаций. Диагностическая эффективность оптических методов в определении опухолевой М2-пируваткиназы сыворотки крови при 
выявлении колоректального рака подтверждена данными последующего ROC-анализа.

Заключение. Полученные результаты перспективны для разработки методов ранней диагностики колоректального рака, вы-
явления метастазов различных локализаций, в перспективе — рецидивов заболевания, а также для контроля за качеством прово-
димого лечения.

Ключевые слова: диагностика рака; колоректальный рак; эллипсометрия; поверхностный плазмонный резонанс; опухолевая 
М2-пируваткиназа.
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Введение

Рак толстой кишки по распространенности в мире 
среди онкологических заболеваний занимает третье 
место у мужчин и второе — у женщин [1, 2].

Несмотря на детальное предоперационное об-
следование пациентов с колоректальным раком 
(КРР), включающее высокотехнологичные методи-
ки, такие как компьютерная томография [3], в ряде 
случаев могут остаться незамеченными отдаленные 
метастазы. В дальнейшем при гистологическом ис-
следовании хирургических образцов определяют-
ся глубина опухолевой инвазии и вовлеченность 
лимфатических узлов, что часто служит основани-
ем для изменения первоначально установленной 
стадии. Американским обществом клинической он-
кологии [4] рекомендовано проведение ежегодного 
обследования, включая компьютерную томографию 
и определение раково-эмбрионального антигена в 
сыворотке крови, каждые три месяца в течение трех 
лет пациентов со II и III стадиями заболевания, если 
они являются кандидатами на хирургическое вме-
шательство или химиотерапию в связи с наличием 
метастатической болезни [5]. Интенсивное после-
операционное наблюдение необходимо для обна-
ружения метастазов, поддающихся резекции [6, 
7]. Это обусловливает решение проблемы поиска 
маркеров, позволяющих установить стадию заболе-
вания или наличие метастазов в предельно ранние 
сроки.

Пируваткиназа — ключевой фермент метаболиз-
ма глюкозы — существует в виде различных изо-
форм, характеризующихся тканеспецифичностью. 
Пируваткиназа типа L обнаружена в печени и прокси-
мальных почечных канальцах, типа R — в эритроци-
тах, типа М1 — в мышцах и мозге и типа М2 — в лег-
ких. В своей активной форме все изоформы фермента 
состоят из четырех идентичных субъединиц (т.е. явля-
ются тетрамерами) [8, 9]. При развитии опухоли коли-
чество исходных тканеспецифичных изоэнзимов сни-
жается и опухолевые клетки начинают вырабатывать 
М2-пируваткиназу (М2-ПК). Поскольку количество М2-
ПК возрастает, изоэнзим, который изначально состо-
ял из четырех субъединиц, расщепляется до димера, 
имеющего более низкую активность.

Димерную форму М2-ПК, характерную именно 
для опухолевых клеток, называют опухолевой М2-
пируваткиназой. Димеризация опухолевой М2-ПК про-
исходит вследствие фосфорилирования или прямого 
связывания онкопротеинов и приводит к снижению 
активности энзима, так же, как и в случае с глюкозой 
при синтезе нуклеиновых кислот, фосфолипидов и 
аминокислот. Опухолевая М2-ПК относится к вещест-
вам-биомаркерам, по содержанию которых в организ-
ме можно судить о наличии новообразований [10–13]. 
В случаях развития злокачественных новообразова-
ний в сыворотке крови также существенно возрастает 
уровень М2-изомера пируваткиназы. Таким образом, 

определение уровня опухолевой М2-ПК в сыворотке 
крови у пациентов с КРР патогенетически обосновано 
и будет служить отражением измененного опухолево-
го метаболизма [14].

Сложность работы с биомаркерами зачастую за-
ключается в их низкой концентрации в тканях ор-
ганизма, поэтому в современной медицинской ди-
агностике крайне актуальной задачей является 
совершенствование подходов к оценке малых кон-
центраций данного метаболита и повышение чувст-
вительности методик для определения его уровня. 
Метод, позволяющий выявить низкие уровни М2-ПК 
в сыворотке крови, их динамику, перспективен для 
ранней диагностики КРР, обнаружения оккультных 
метастазов до или после операции, оптимизации 
установления стадии КРР, что потенциально повли-
яет на тактику лечения.

Среди современных высокочувствительных мето-
дов, использующихся в ранней диагностике онкологи-
ческих заболеваний в настоящее время, многообеща-
ющими являются оптические методы, основанные на 
анализе света, отраженного, пропущенного или рас-
сеянного биологической средой, ввиду их малой ин-
вазивности и сравнительно простой пробоподготовки. 
Одним из приемов повышения их чувствительности 
служит исследование отраженного поляризованного 
света в условиях наличия поверхностного плазмон-
ного резонанса (ППР) при полном внутреннем отра-
жении [15–17]. Это обеспечивает беспрецедентно 
высокую чувствительность к особенностям состояния 
пограничной фазы на поверхности и в приповерхност-
ной области резонансной среды — нанослоях метал-
ла (золото), в качестве которых могут выступать рас-
творы биоорганических молекул (сыворотка крови). 
Свет при этом отражается от поверхности стеклянной 
пластины, покрытой тонким слоем золота, выступа-
ющего в роли чипа, с предварительно иммобилизо-
ванными на его поверхности молекулами высокоспе-
цифичных моноклональных антител к опухолевой 
М2-ПК. Для исследования особенностей отраженного 
поляризованного света вблизи наблюдения ППР все 
чаще используется эллипсометрия как метод, позво-
ляющий с высокой точностью и производительностью 
измерять параметры отраженного поляризованного 
света, определять оптические характеристики отра-
жающей системы [18] и количество прореагировав-
ших биомолекул.

Цель исследования — разработать способ повы-
шения чувствительности современных малоинвазив-
ных оптических методов в диагностике колоректаль-
ного рака у пациентов с различной локализацией 
метастазов.

Для этого с помощью метода спектральной эллип-
сометрии вблизи наблюдения ППР проведена детек-
ция опухолевой М2-ПК сыворотки крови пациентов с 
помощью высокоспецифичных моноклональных анти-
тел, выступающих в качестве зонда к детектируемому 
белковому маркеру [19].
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Материалы и методы

Обследованы 68 человек: 19 условно здоровых 
лиц (средний возраст — 53±8 лет) без онкологической 
патологии и манифестирующей патологии внутрен-
них органов и 49 пациентов (средний возраст — 52±9 
лет, 22 женщины, 27 мужчин) с КРР различных лока-
лизаций: поперечно-ободочной кишки (n=3), нисходя-
щих отделов толстой кишки (n=3), сигмовидной кишки 
(n=9), ректосигмоидного отдела (n=6), прямой кишки 
(n=22), а также с первично-множественными опухоля-
ми толстой кишки (n=6). Гистологически у всех пациен-
тов диагностирована аденокарцинома различной сте-
пени дифференцировки с преобладанием умеренной. 
Диагноз был верифицирован на основе комплексного 
клинико-инструментального обследования (включая 
УЗИ, КТ, мультиспиральную компьютерную томогра-
фию, колоноскопию, фиброгастродуоденоскопию, ги-
стологические исследования) в условиях онкологиче-
ского стационара.

Пациенты с КРР были разделены на три подгруп-
пы в зависимости от локализации метастазов: в 1-ю 
подгруппу вошли 15 пациентов с местно-регионарным 
КРР (7 из них имели II, 8 — III стадию заболевания); 
2-ю подгруппу составили 18 больных с метастазами 
только в печень (12 из них имели одиночные метаста-
зы, остальные — множественные; размеры узлов ва-
рьировали от 16 до 92 мм в диаметре); 3-я подгруппа 
включала 16 пациентов с внепеченочными метастаза-
ми (в том числе в надключичные лимфоузлы, легкие, 
кости, головной мозг). Таким образом, пациенты 2-й и 
3-й подгрупп имели IV стадию КРР. 3 пациента (20%) 
из 1-й, 6 (33%) — из 2-й и 11 (69%) — из 3-й подгрупп 
подвергались воздействию адъювантной полихимио-
терапии в течение 3 мес.

Работа проведена в соответствии с Хельсинкской 
декларацией (2013) и одобрена Комитетом биомеди-
цинской этики Научно-исследовательского института 
терапии и профилактической медицины — филиала 
Федерального исследовательского центра Институт 
цитологии и генетики Сибирского отделения РАН. Все 
пациенты подписали информированное согласие на 
участие в исследовании.

В работе использовалась сыворотка крови обсле-
дуемых, полученная центрифугированием цельной 
крови, взятой натощак, со скоростью 2000 об./мин в 
течение 20 мин. Для дальнейших исследований она 
разбавлялась фосфатным буфером. В работе приве-
дены данные, полученные при разбавлении образцов 
сыворотки крови 1:250.

Высокоспецифичные моноклональные антитела 
Anti-PKM2 antibody [EPR10138(B)] (Abcam, США) были 
иммобилизованы к поверхности золота (~30–40 нм) 
по методике, описанной в работе [20]. Тонкий слой 
золота использовался как резонансная среда и вхо-
дил в состав стеклянных пластин для последующих 
эллипсометрических измерений («Эллипс-СПЭК», 
ИФП СО РАН) [21], а также в состав специальных 

чипов для измерений при помощи оптической био-
сенсорной системы ProteOn XPR36 (Bio-Rad, США). 
Пластины для эллипсометрических измерений укре-
плялись внутренней стороной в специальной проточ-
ной ячейке, выполненной по схеме Кречмана (рис. 1) 
[22], сквозь которую непрерывно циркулировал рас-
твор фосфатного буфера и осуществлялся ввод про-
бы (сыворотка). На обратную сторону пластин через 
слой глицерина укреплялась призма, с использова-
нием которой проводили эллипсометрические изме-
рения. Две величины, измеряемые в эллипсометрии 
(углы Ψ и Δ — соотношение амплитуд и разность 
фаз отраженного и падающего лучей поляризован-
ного света соответственно), связаны с параметрами 
отражающей системы уравнением

tgΨ·eiΔ=Rp /Rs,                                 (1)

где Rp, Rs — комплексные коэффициенты отражения 
света для волн, поляризованных в плоскости падения 
и перпендикулярно к ней, которые зависят от оптиче-
ских свойств отражающей системы [23].

Условие наблюдения ППР можно записать как

0

ε ε
ε sin( )=

ε ε
мет раств

пр
мет раств+


  ,                      (2)               

где εпр, εмет, εраств — диэлектрические константы ма-
териала призмы и пластины, слоя металла (золото) и 
раствора (сыворотка в фосфатном буфере) [22].

6
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3
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Рис. 1. Схема эллипсометрического комплекса с по-
верхностным плазмонным резонансом:
1 — источник света с монохроматором; 2 — эллипсо-
метр; 3 — система напуска, термостатирования и цир-
куляции пробы; 4 — прецизионный предметный столик 
с ППР-ячейкой. В нижней части рисунка показана схема 
ППР-ячейки: 5 — призма; 6 — стеклянная пластина с на-
несенным слоем золота; 7 — корпус ячейки. Здесь АЦП — 
аналого-цифровой преобразователь, К — контроллер

К

АЦП

В.Н. Кручинин, М.В. Кручинина, Я.И. Прудникова, Е.В. Спесивцев, С.В. Рыхлицкий, ..., Г.В. Шувалов



СТМ ∫ 2019 ∫ том 11 ∫ №2   73

 клинические приложения 

Изменение диэлектрической константы раствора в 
условиях наблюдения ППР по формуле (2) приведет 
к сдвигу пика поглощения ППР и, следовательно, к 
изменению эллипсометрических углов Ψ и Δ соглас-
но уравнению (1). Экспериментально подтверждено, 
что измерение в условиях резонансного поглощения 
света увеличивает чувствительность эллипсометрии 
на 2–3 порядка и позволяет уверенно определять кон-
центрации отдельных белковых молекул до десятых 
долей нанограммов в миллилитре.

Параллельно проводили детекцию антигенов к вы-
сокоспецифичным моноклональным антителам к М2-
ПК в сыворотках крови, взятых у здоровых людей и 
больных с КРР, при помощи оптической биосенсорной 
системы ProteOn XPR36, принцип действия которой 
также основан на измерении отраженного поляризо-
ванного света в условиях ППР. Антитела к опухоле-
вой М2-ПК человека ковалентно связывали с покры-
той золотом поверхностью сенсорного чипа GLC. И в 
том, и в другом случаях реакция изучалась в сходных 
физико-химических условиях при наблюдении ППР. 
Разница в качестве информации, полученной на эл-
липсометре «Эллипс-СПЭК» и с помощью биосенсор-
ной системы ProteOn XPR36, объяснялась способом 
анализа параметров отраженного поляризованного 
света (в эллипсометрии учитывается также фазовая 
составляющая сигнала).

Результаты и обсуждение
В нашем исследовании была использована сы-

воротка крови обследованных пациентов. На рис. 2 
представлена кинетика взаимодействия высокоспеци-
фичных моноклональных антител к опухолевой М2-ПК 
с антигенами сыворотки крови пациентов в исследуе-
мых группах при определении методом спектральной 
эллипсометрии и оптической биосенсорной системы 
ProteOn XPR36 вблизи наблюдения ППР.

Средний равновесный уровень сывороточной опу-
холевой М2-ПК, определенный в группе здоровых 
обследуемых, составил 11,6±4,5 RU (resonance unit — 
единица резонанса) и не зависел от пола (p=0,51) 
и возраста (p=0,61). 1 RU эквивалентен сдвигу, вы-
зываемому связыванием 1 пг (10–15 кг) протеина на 
1 мм2 чувствительной поверхности, и соответствует 
~1,12 угл. мин эллипсометрического угла Δ.

Средний равновесный сывороточный уровень 
опухолевой М2-ПК среди пациентов с местно-ре-
гионарным КРР (1-я подгруппа) оказался равным 
67,4±9,8 RU; среди больных с КРР с метастазами в 
печень (2-я подгруппа) — 162,5±17,8 RU и у больных 
с внепеченочными метастазами (3-я подгруппа) — 
269,2±14,6 RU (p<0,001–0,05), отличаясь в 6–23 раза 
от такового в группе здоровых (см. таблицу).

Данные, полученные с помощью спектрального эл-
липсометрического ППР-комплекса «Эллипс-СПЭК» 
(см. рис. 2), оказались сопоставимы с результатами, 
полученными на приборе ProteOn XPR36.

Различия в уровнях опухолевой пируваткиназы, 
связанные со стадией КРР, были выявлены в иссле-
дованиях [10], где установлены ассоциации концент-
рации энзима со стадией по классификации Duke [24].

Интересна роль высоких уровней опухолевой М2-
ПК в развитии метастазирования. В исследовании [25] 

Средние равновесные уровни опухолевой М2-ПК 
сыворотки, определенные с помощью эффекта  
поверхностного плазмонного резонанса (M±m)

Группы обследованных
Средний уровень 

сывороточной
М2-ПК, RU

p, менее

Группа сравнения (n=19) 11,6±4,5 —
1-я подгруппа, местно-регионарный 
колоректальный рак (n=15)

67,4±9,8 10–7* 

2-я подгруппа, колоректальный рак 
IV стадии с метастазами в печень 
(n=18)

162,5±17,8 
 

10–7*
1–2=10–6 

3-я подгруппа, колоректальный 
рак IV стадии с внепеченочными 
метастазами (n=16)

269,2±14,6 
 

10–7*
1–3=10–7

2–3=5,1·10–6

Пр и м е ч а н и е: * — статистическая значимость разли-
чий значений с группой сравнения; 1–2, 1–3, 2–3 — меж-
ду группами.

RU

Время, с

Δ, угл. град.

Рис. 2. Сенсограммы связывания и распада комплек-
сов, получаемых при взаимодействии антигенов сыво-
ротки крови и высокоспецифичных моноклональных 
антител к опухолевой M2-ПК у пациентов с колорек-
тальным раком и здоровых лиц при разбавлении сы-
воротки крови 1:250
Стрелками показаны моменты подачи пробы и нача-
ла промывки. В парах: более темные кривые — дан-
ные «Эллипс-СПЭК», более светлые кривые — данные 
ProteOn XPR36

внепеченочные
метастазы
метастазы в печень
местно-регионарный
колоректальный рак
контрольная группа

Диагностика колоректального рака с помощью эллипсометрического комплекса
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показана роль опухолевой М2-ПК в развитии новых 
сосудов в случаях наличия раневой поверхности, что 
ассоциировано с увеличением секреции сосудистого 
эндотелиального фактора роста. При опухолевом 
росте и прогрессировании высокие уровни М2-ПК, 
таким образом, обеспечивают  образование новых 
сосудов в растущей массе опухоли. Тем самым клетки 
получают преимущество в неблагоприятном метаболи-
ческом окружении, особенно при метастазировании.

Диагностическая чувствительность при опреде-
лении разницы сывороточного уровня опухолевой 
М2-ПК в случае КРР и у здоровых лиц составила 
98%, что согласуется с результатами исследования 
[26] и превышает чувствительность методов коло-
носкопии, исследования кала на скрытую кровь, 
определения раково-эмбрионального антигена, фе-
кальной М2-ПК [27, 28]. Так, в клинической практике 
опухолевую M2-ПК в кале определяют иммунологи-
чески с помощью моноклональных антител (имму-
но-ферментный анализ), специфических к димерной 
форме. При дискриминантном уровне 4 ЕД/мл спе-
цифичность для КРР составляет 79%, чувствитель-
ность — 85% (при наличии или отсутствии кровоте-
чения) [29], что ниже, чем полученные значения RU в 
настоящей работе.

В случае, когда пороговое значение уровня сыворо-
точной опухолевой М2-ПК составляло 11,6±4,5 RU, не 
было пропущено ни одного случая пациентов с КРР, 
что позволяет избежать 43,4% проведенных колоно-
скопий. Диагностическая чувствительность для всех 

случаев КРР возрастала при снижении пороговых зна-
чений уровней сывороточной М2-ПК.

При проведении ROC-анализа по выявлению мета-
стазов различных локализаций при КРР величины AUC 
для сывороточной М2-ПК составили 0,91–0,98 (95% 
доверительный интервал) с достаточно высокими 
уровнями чувствительности и специфичности (рис. 3).

Заключение
С помощью метода спектральной эллипсометрии 

и оптической биосенсорной системы ProteOn XPR36, 
основанных на измерении состояния поляризации 
света вблизи наблюдения поверхностного плазмонно-
го резонанса, исследована специфическая высокочув-
ствительная реакция моноклональных антител, им-
мобилизованных на поверхности чипов, с опухолевой 
М2-пируваткиназой сыворотки крови пациентов, боль-
ных колоректальным раком с метастазами различных 
локализаций.

Обнаружены достоверные различия уровней опу-
холевой М2-пируваткиназы в сыворотке крови как в 
группах здоровых лиц и пациентов, больных колорек-
тальным раком (более чем в 20 раз), так и в группах 
больных колоректальным раком с метастазами раз-
личных локализаций. Диагностическая эффектив-
ность оптических методов в дифференцировании 
групп подтверждена данными последующего ROC-
анализа (AUC — 0,91–0,98).

Полученные результаты перспективны для разра-
ботки методов ранней диагностики рака, в том числе 
колоректального, для выявления метастазов различ-
ных локализаций, а в перспективе — рецидивов забо-
левания, а также для контроля за качеством проводи-
мого лечения.
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