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(57) Спосіб діагностики раку шляхом забору крові з
ліктьової вени обстежуваного, виділення сироват-
ки крові, визначення активності маркера раку, який
відрізняється тим, що як маркер раку використо-
вують катаболічну тимідинфосфорилазу (ТФ), и
активність визначають таким чином експеримен-
тальну та контрольну пробірки заповнюють тимі-
дином, калій - фосфатним буфером та розчине-
ною у фізіологічному розчині в 10 разів
сироваткою у співвідношенні 1 3 1,5 ВІДПОВІДНО,
причому в контрольну пробірку сироватку додають

після інкубації пробірок ЗО хвилин при 37°С, зупи-
няють реакції в пробірках, осаджують білок, в на-
досадовій рідині по оптичній ЩІЛЬНОСТІ виміряють
екстинцію, визначають вміст білка в сироватці кро-
ві обстежуваного по методу Лоурі, по формулі
розраховують активність катаболічної ТФ

АТФ =

Де
АТФ - активність катаболічної ТФ, ЕЕКСП - екстинція
в експериментальній пробірці, Е« - екстинція в кон-
трольній пробірці, ЕМАКС - максимальна екстинція
тимідину, Б - вміст білку в сироватці крові (мг/мл),
10 - розведення сироватки, потім розраховують
відношення активності ТФ в сироватці крові відпо-
відної здорової вікової групи з активністю ТФ об-
стежуваного та при зниженні активності в 2,7 - 3,3
рази діагнозують рак

Винахід належить до області медицини, зок-
рема до практичної медицини, та може бути вико-
ристаним для ранньої діагностики рака різноманіт-
ної локалізації при скринінгових профілактичних
дослідженнях, при періодичних обстеженнях груп
підвищеного ризику щодо розвитку злоякісних пух-
линних процесів

Відомо спосіб діагностики рака [1] шляхом за-
бору крові з ліктьової вени обслідуємого, виділен-
ня сироватки крові, визначення активності маркера
рака При цьому в якості маркера рака використо-
вують теломеразу, и активність визначають по
методиці TRAP (telomerase repeat amplification
protocol), що використовує активність теломерази
та полімеразну ланцюгову реакцію

Недоліком способу є його висока вартість, бо
реалізація способу потребує спеціальної апарату-
ри, наборів реактивів, а також тривалість виконан-
ня тому, що протокол TRAP - тривалий процес,
який використовує активність теломерази та полі-
меразну ланцюгову реакцію Враховуючи складні
умови для проведення протоколу, широке впрова-
дження способу в практику профілактичних обсте-
жень неможливе

Найбільш близьким по технічній суті вирішува-
ної задачі є спосіб діагностики рака [2] шляхом
забору крові з ліктьової вени обслідуємого, виді-
лення сироватки крові, визначення активності мар-
кера рака При цьому в якості маркера рака вико-
ристовують тимідинкіназу (ТК), и активність
визначають у спеціалізованій для роботи з радіо-
активними ізотопами лабораторії Для цього в 4
пробірки вносять радіоактивний С14 тимідин, трис-
HCL буфер, розчинену сироватку та АТФ, МдСЬ,
NaF Проби шкубують при 37°С по 10, 20, ЗО, 40
хвилин ВІДПОВІДНО Зупиняють реакції, осаджують
білок Наносять аліквоти по Юмкл надосадової
рідини на целюлозні диски ДЕАЕ Диски занурю-
ють на 10 хвилин в форміатний буфер та на 5 хви-
лин в воду, цю процедуру повторюють ДВІЧІ Об-
роблені таким чином диски висушують при 60°С
Радіоактивність дисків підраховують у СЦИНТИЛЯ-
ЦІЙНІМ лічильнику По формулі розраховують акти-
вність ТК у перерахунку на білок сироватки крові,
який визначають по методу Лоурі [3]

Недоліком відомого способу є те, що для його
проведення потрібні спеціальні умови - спеціалізо-
вана для роботи з радіоактивними ізотопами ла-
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бораторія На її обладнання потрібні значні витра-
ти Спосіб багато коштує ще й тому, що викорис-
товуються дорогі реактиви та апаратура - радіоак-
тивний тимідин та сцинтиляційний лічильник
Проведення дослідження - тривалий, трудоемкий
процес, що складається з проведення серії реакцій
тривалістю 10, 20, ЗО, 40 хвилин ВІДПОВІДНО, ЩО
заважає проводити одночасно декілька дослі-
джень Процес фіксації дисків складається з чоти-
рьох етапів, загальна тривалість яких складає 2
години Реалізація способу здійснюється за 3,5
години Таким чином, визначення активності ТК -
тривалий, трудоемкий, багатокоштовний спосіб,
який не може бути використаним для ранньої діаг-
ностики рака різноманітної локалізації при скринін-
гових профілактичних дослідженнях та при пері-
одичних обстеженнях груп підвищеного ризику
щодо розвитку злоякісних пухлинних процесів

В основу винаходу поставлено завдання роз-
робити спосіб діагностики рака шляхом забору
крові з ліктьової вени обслідуємого, виділення си-
роватки крові, визначення активності маркера ра-
ка, де в якості маркера рака використовують ката-
болічну тимідинфосфорилазу (ТФ), що конкурує з
тимідинкіназою за субстрат (тимідин), для цього
визначають активність ТФ та розраховують відно-
шення активності ТФ в сироватці крові відповідної
здорової вікової групи з активністю ТФ обслідуємо-
го, та при зниженні активності в 2,7 - 3,3 рази діаг-
нозують рак, що дає можливість спростити спосіб
та значно знизити його вартість

Суть способу полягає в тому, що діагностику
рака здійснюють шляхом забору крові з ліктьової
вени обслідуємого, виділення сироватки крові,
визначення активності маркера рака - ТФ и актив-
ність визначають таким чином експериментальну
пробірку заповнюють тимідином, калій-фосфатним
буфером та розчиненою у фізіологічному розчині в
10 разів сироваткою крові у співвідношенні 1 3 1,5
ВІДПОВІДНО У контрольну пробірку помішують ти-
мідин та калій - фосфатний буфер у ВІДПОВІДНІМ
співвідношенні Пробірки шкубують при 37°С на
протязі ЗО хвилин Одразу після інкубації у контро-
льну пробірку додають розчинену у 10 разів у фізі-
ологічному розчині сироватку крові та зупиняють
реакції в пробірках, осаджують білок, в надосадо-
вій рідині по оптичній ЩІЛЬНОСТІ виміряють екстин-
цію, вміст білку в сироватці крові обслідуємого
визначають по методу Лоурі [3] По формулі роз-
раховують активність катаболічної ТФ

АТФ - активність катаболічної ТФ, ЕЕКСП - ексти-
нція в експериментальній пробірці, Е« - екстинція в
контрольній пробірці, ЕМАКС - максимальна екстин-
ція тимідина, Б - вміст білка в сироватці крові (мг/
мл), 10 - розведення сироватки Розраховують
відношення активності катаболічної ТФ в сироватці
крові відповідної здорової вікової групи з активніс-
тю ТФ обслідуємого та при зниженні активності в
2,7 - 3,3 рази діагнозують рак

Новим в способі, що заявляється, є те, що в
якості маркера рака використовують катаболічну
ТФ її активність визначають таким чином експе-
риментальну та контрольну пробірки заповнюють

тимідином, калій-фосфатним буфером та розчи-
неною у фізіологічному розчині в 10 разів сироват-
кою крові у співвідношенні 1 3 1,5 ВІДПОВІДНО, при-
чому у контрольну пробірку сироватку додають
одразу після інкубації пробірок при 37°С на протязі
ЗО хвилин Зупиняють реакції в пробірках, оса-
джують білок, в надосадовій рідині по оптичній
ЩІЛЬНОСТІ виміряють екстинцію Вміст білку в сиро-
ватці крові обслідуємого визначають по методу
Лоурі [3] По формулі розраховують активність
катаболічної ТФ

А т ф = д

ЕМАКС х Б
АТФ - активність катаболічної ТФ, ЕЕКСП - ексти-

нція в експериментальній пробірці, Е« - екстинція в
контрольній пробірці, ЕМАКС - максимальна екстин-
ція тимідина, Б - вміст білка в сироватці крові (мг/
мл), 10 - розведення сироватки Розраховують
відношення активності катаболічної ТФ в сироватці
крові відповідної здорової вікової групи з активніс-
тю ТФ обследуемого та при зниженні активності в
2,7 - 3,3 рази діагнозують рак

Розробка способу, що заявляється, стала мо-
жливою завдяки встановленому авторами науко-
вому факту, що сироватка крові відображає особ-
ливості проліферативних процесів у тканинах [4]
Катаболічна ТФ розщеплює тимідин до тиміна, т ч
знижує можливість використання тимідина у син-
тезі ДНК, каталізуєме тимідинкіназою [5] В ре-
зультаті дослідження активності ТК та ТФ у сиро-
ватці крові при раці різноманітної локалізації (рак
шлунка, рак кишечника, рак молочної залози)
встановлена чітка кореляція між активністю ТК та
ТФ [2, 4, 5] Збільшення активності ТК, що є харак-
терним для рака [6], супроводжується зниженням
активності катаболічної ТФ Згідно попереднім
дослідженням авторів, активність ТФ залежить від
віку За показниками активності ТФ в сироватці
крові здорових людей різного віку, їх об'єднано у
ВІКОВІ групи [7] Встановлено достовірне зниження
активності ТФ у хворих раком шлунка, мінімальна
активність спостерігається у ВІЦІ 46 - 60 років У
жінок хворих раком молочної залози мінімальна
активність ТФ (в 3 рази нижче норми) спостеріга-
ється після 60 років

Вказане співвідношення тимідина, калій-
фосфатного буфера та розчиненої в 10 разів у
фізіологічному розчині сироватки є оптимальним
для роботи катаболічної ТФ, причому максимальну
активність катаболічна ТФ виявляє на ЗО хвилині
інкубації Контрольну пробірку використовують для
визначення екстинцм продукту реакції, коли знахо-
дять різницю між екстинціями експериментальної
та контрольної пробірок Активність ТФ виражали
в умовних одиницях За одиницю ферментативної
активності приймали збільшення екстинцм тиміна
при ЗООнм на мг білку на протязі ЗО хвилин інкуба-
ції Спосіб, що заявляється, має добре відтворен-
ня та схожість результатів в паралельних дослі-
дженнях та є високочуттєвим, що дає можливість
діагнозувати рак різноманітної локалізації на ран-
ніх стадіях

Реалізують спосіб діагностики рака таким чи-
ном 3 ліктьової вени обслідуємого шприцем на-
бирають 0,5мл крові в пробірку, центрифугують 5
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хвилин при 3000 оборотів на хвилину та виділяють
сироватку крові Експериментальну пробірку запо-
внюють тимідином, калій-фосфатним буфером та
розчиненою у фізіологічному розчині в 10 разів
сироваткою крові у співвідношенні 1 3 1,5 ВІДПО-
ВІДНО У контрольну пробірку помішують тимідин та
калій-фосфатний буфер у ВІДПОВІДНІМ співвідно-
шенні Обидві пробірки інкубують при 37°С на про-
тязі ЗО хвилин Одразу після інкубації у контрольну
пробірку додають розчинену у 10 разів у фізіологі-
чному розчині сироватку крові Зупиняють реакції в
пробірках, занурюючи їх на 2 хвилини в киплячу
водяну баню та охолоджуючи на льоді 2 хвилини
Осаджують білок за допомогою 0,01 н розчина
NaOH, доводячи об'єм проб до Змл, та центрифу-
гуючи обидві пробірки при 3000 оборотів на хви-
лину на протязі 15 хвилин В надосадовій рідині по
оптичній ЩІЛЬНОСТІ на спектрофотометрі СФ-46
при ЗООнм виміряють екстинцію в пробірках Па-
ралельно визначають вміст білку в сироватці крові
обслідуємого по методу Лоурі [3] По формулі роз-
раховують активність катаболічної ТФ

АТФ - активність катаболічної ТФ, ЕЕКСП - ексти-
нція в експериментальній пробірці, Ек - екстинція в
контрольній пробірці, ЕМАКС - максимальна екстин-
ція тимідина, Б - вміст білка в сироватці крові (мг/
мл), 10 - розведення сироватки Розраховують
відношення активності катаболічної ТФ в сироватці
крові відповідної здорової вікової групи з активніс-
тю ТФ обслідуємого та при зниженні активності в
2,7 - 3,3 рази діагнозують рак Спосіб реалізують
за 1,5 години

Конкретні приклади реалізації заявляемого
способу діагностики рака

Приклад 1 Хвора 3 , 48 років КЛІНІЧНИЙ діаг-
ноз виразкова хвороба, активна фаза, виразка
дванадцятипалої кишки, виразка шлунка, усклад-
нена кровотечею середнього ступеня важкості За
даними фіброгастродуоденоскопм (ФГДС) виразка
шлунка до 6см, з щільними, нерівними краями, що
потребує морфологічної оцінки На задній СТІНЦІ
дванадцятипалої кишки виразка до 5мм, з рівними
краями, вкрита фібрином У хворої з ліктьової вени
набрано кров Виділяють сироватку В експериме-
нтальну пробірку у співвідношенні 1 3 1,5 помі-
шують тимідин, калій-фосфатний буфер та розчи-
нену у фізіологічному розчині в 10 разів сироватку
крові У контрольну - тільки тимідин та калій-
фосфатний буфер Після інкубації пробірок при
37° С на протязі ЗО хвилин у контрольну пробірку
додають розчинену у 10 разів у фізіологічному
розчині сироватку крові Обидві пробірки занурю-
ють на 2 хвилини в киплячу водяну баню, а потім в
штативі ставлять на лід на 2 хвилини Загальний
об'єм проб в пробірках доводять 0,01 н розчином
NaOH до Змл Центрифугують при 3000 оборотів
на хвилину на протязі 15 хвилин В надосадовій
рідині виміряють екстинцію в експериментальній
та контрольній пробірках екстинція в експеримен-
тальній пробірці - ЕЕКСП = 0,379, в контрольній - Ек
= 0,368 По методу Лоурі визначають вміст білку в
сироватці крові Б = 64Г/Л По формулі розрахову-
ють активність катаболічної ТФ АТФ = 0,0372 ум

од В результаті дослідження встановлено ета-
лонну активність ТФ в здорових вікових групах В
здоровій ВІКОВІЙ групі активність катаболічної ТФ в
сироватці крові дорівнює 0,3600 ± 0,02 ум од
Розраховують відношення 0,3600 0,0372 = 9,83
Таким чином, у хворої 3 активність катаболічної
ТФ знижена в 9,8 рази, що дає можливість діагно-
зувати рак Хворій 3 було зроблено резедцію
шлунку Згідно З ГІСТОЛОГІЧНИМ дослідженням було
встановлено діагноз недиференційований полі-
морфноклітинний рак шлунку

Приклад 2 Хвора X, 46 років КЛІНІЧНИЙ діаг-
ноз фіброзно-кістозна мастопатія правої молочної
залози Захворювання молочної залози? Аналогі-
чно, як і у хворої 3 , 48 років, проводять дослі-
дження активності катаболічної ТФ у сироватці
крові У хворої X ЕЕКСП = 0,4297, Ек = 0,3581 Вміст
білку в сироватці крові Б = 73Г/Л По формулі роз-
раховують активність катаболічної ТФ АТФ - 0,2338
ум од Відношення активності ТФ здорової вікової
групи до активності ТФ хворої X дорівнює 0,3600
0,2338 = 1 , 6 Встановлено зниження активності
катаболічної ТФ в 1,6 рази, що вказує на доброякі-
сний характер новоутворення правої молочної
залози Хворій X виконано секторальну резекцію
правої молочної залози Гістологічне дослідження
підтвердило діагноз фіброзно-кістозної мастопатії

Приклад 3 Хворий С , 53 роки КЛІНІЧНИЙ діаг-
ноз бластома шлунку? ФГДС поверхневий реф-
люкс - гастрит Гіперемія слизової оболонки сере-
дньої треті тіла Виражений дуоденіт Цибуля
дванадцятипалої кишки зменшена в об'ємі, пози-
тивний симптом "манної крупи" Аналогічно, як у
попередніх прикладах, у хворого С у перший день
перебування у лікарні беруть кров з ліктьової вени,
виділяють сироватку крові Проводять реакцію В
надосадовій рідині виміряють екстинцм ЕЕКСП =
0,559, Ек = 0,551 По методу Лоурі визначають
вміст білку в сироватці крові Б = 70г/л Відношення
активності ТФ здорової вікової групи до активності
ТФ хворого С дорівнює 0,4700 0,03=15,7 Акти-
вність катаболічної ТФ хворого С знижена в 15,7
рази, що дозволяє діагнозувати рак Хворого було
дообслідовано Згідно з даними ультразвукового
дослідження органів черевної порожнини у хворо-
го С діагнозовано рак підшлункової залози

Лабораторні випробування способа, що заяв-
ляється, проведені на 52 хворих та 85 здорових
людях

Перевагою способу, що заявляється є те, що
він простий у виконанні, не потребує спеціальних
умов для проведення Нерадюактивний тимідин,
що використовується в якості субстрата в пробах,
має малу коштовність Спектрофотометр СФ-46 є
стандартним обладнанням КЛІНІЧНИХ лабораторій
Реалізація способу здійснюється за 1 годину Од-
ночасно може бути проведено до десяти дослі-
джень

Все це робить перспективним вживання спо-
собу в практичній медицині для ранньої діагности-
ки рака різноманітної локалізації при скринінгових
профілактичних дослідженнях, при періодичних
обстеженнях груп підвищеного ризику щодо розви-
тку злоякісних пухлинних процесів
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