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Аннотация
Эпилепсия — это группа хронических неврологических заболеваний, проявляющихся в предрасположенности организма 
к внезапному возникновению судорожных приступов. В основе патогенеза этого заболевания лежат пароксизмальные 
разряды в нейронах головного мозга. Эпилепсия характеризуется отличием в уровне аутоантител в периферической 
крови (аАТ) к уровню глутаматного рецептора GluR1, являющегося субъединицей AMPA рецепторов (GluR1) и повышен-
ным уровнем иммуноглобулина IgG и иммуноглобулина IgM между группой больных эпилепсией и группой здоровых. 
В данной статье анализировались сыворотки крови 30 здоровых доноров и 70 пациентов больных эпилепсией. Метод ин-
фракрасной спектроскопии в сочетании с мультивариантным анализом предложен в качестве диагностического метода. 
В ходе работы для дифференциации группы здоровых доноров от пациентов, больных эпилепсией, были использованы 
следующие виды мультивариантного анализа: метод главных компонент и метод проекции на латентные структуры. 
Каждый из представленных методов дает наилучшие результаты при использовании первой производной спектров во 
всем диапазоне спектра. При анализе данной выборки с помощью регрессионных методов чувствительность составила 
100 % и специфичность анализа составила 76,9 %.
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Abstract
Epilepsy is a group of chronic neurological diseases that manifest themselves in the body’s susceptibility to the sudden onset 
of convulsive seizures. The pathogenesis of this disease is based on paroxysmal discharges in the brain neurons. Epilepsy is 
characterized by a difference in the level of peripheral blood autoantibodies (aAT) to the level of the glutamate receptor GluR1, 
which is a subunit of AMPA receptors (GluR1) and an increased level of IgG and IgM immunoglobulins between the group of 
patients with epilepsy and the group of healthy ones. We analyzed the serum of 30 healthy donors and 70 patients with epilepsy. 
The method of IR-spectroscopy in combination with multivariate analysis is proposed as a diagnostic method. In the course 
of the work, the following types of multivariate analysis were used to assess the correct probability of diagnosis: the principal 
component method (PCA) and the projection onto latent structures (PLS) method. Each of the presented methods gives the best 
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results when using the first derivative of the spectra in the whole spectrum range. When analyzing this sample by regression 
procedures, the sensitivity was 100 % and the specificity of analysis was 76.9%.
Keywords
epilepsy, IR spectroscopy, multivariate analysis, serum, PCA, PLS

Введение
Эпилепсия является тяжелым неврологическим заболеванием, так как оказывает влияние на образ 

жизни пациентов с этим диагнозом и вызвана изменениями в тканях коры головного мозга. Для исследо-
вания таких изменений используется инфракрасная спектроскопия с Фурье преобразованием (ИК-Фурье 
спектроскопия), так как нарушение процессов в тканях ведет прежде всего к изменению состава сыворотки 
крови больных, с другой стороны, колебания связей органических соединений, из которых состоят биоло-
гические объекты, хорошо регистрируются в ИК-диапазоне. 

Большинство исследований биологических материалов сосредоточены в средней инфракрасной 
области спектра (4000–400 см–1). Спектры среднего инфракрасного диапазона от 1800 до 900 см–1 имеют 
большое количество спектроскопической информации в результате поглощения ИК-излучения функцио-
нальными группами, входящими в состав молекул. Именно поэтому эта область может быть очень полезна 
для характеристики биологических образцов путем идентификации биомаркеров болезней. 

ИК-спектроскопия успешно применяется для обнаружения и классификации различных болезней при 
исследовании образцов человеческой ткани и биологических жидкостей [1]. В частности, представленный 
метод имеет значительный потенциал при диагностике различного вида рака [2–7], оценке химиотерапев-
тической эффективности лечения [6], определении состава почечных камней [8] и т. п. Она также может 
быть использована для определения концентраций метаболитов в цельной крови, плазме, сыворотке крови 
и моче [9].

Однако анализу биохимических и структурных изменений, происходящих в тканях мозга, связанных с 
неврологическими заболеваниями, такими как болезнь Альцгеймера, Паркинсона, трансмиссивная губчатая 
энцефалопатия, а также эпилепсия, посвящено ограниченное количество публикаций [10–13]. Это связано 
прежде всего со сложными и параллельными процессами, протекающими одновременно в организме челове-
ка при наличии того или иного неврологического заболевания. В частности, в случае эпилепсии, например, 
происходит перекисное окисление и снижение текучести липидов, увеличение неориентированной доли 
структуры белка и т. п., что, однако, можно зафиксировать с помощью метода ИК-спектроскопии [12, 13].

Медицинские исследования эпилепсии последних лет касаются также продукции аутоантител (аАТ) 
к глутаматным АМРА-рецепторам нервных клеток при эпилепсии, показывается целесообразность опреде-
ления концентрации этих сывороточных аАТ для диагностики и изучения патогенеза эпилепсии [14]. Было 
выявлено достоверное отличие в уровне глутаматного рецептора GluRl и аутоантител в периферической 
крови аAT между группой больных эпилепсией и группой контроля [15]. Таким образом, диагностика эпи-
лепсии может осуществляться с помощью биохимического анализа сыворотки крови.

Однако в большинстве работ был представлен сравнительный анализ спектров сывороток крови 
больных эпилепсией со здоровыми донорами [16, 17]. Именно поэтому исследование наиболее доступной 
для анализа биосреды организма — сыворотки крови больных эпилепсией методом ИК-спектроскопии яв-
ляется актуальной задачей, а основываясь на значительном отличии состава сыворотки здоровых доноров и 
больных эпилепсией, использование дальнейшей математической обработки ИК-спектров как многомерной 
величины может позволить диагностировать болезнь. 

Мультивариантные способы (МВА) обработки данных не задействуют химические и лабораторные 
методы; для них характерно малое время получения результата [18].

В представленной работе были использованы такие методы МВА, как метод главных компонент 
(PCA), метод проекций на латентные структуры (PLS1) для дифференции группы пациентов больных эпи-
лепсией от группы здоровых доноров.

Материалы и методы
Объекты исследования. Исследуемые в работе образцы сывороток крови, предоставленные Санкт-

Петербургским государственным педиатрическим университетом, были получены сепарацией и выделением 
на центрифуге со скоростью вращения 3000 об/мин в течение 15 мин и хранились при — 20 °C. 

Метод Фурье ИК-спектроскопии. Спектры были записаны на спектрометре Tensor 37 Bruker с по-
мощью приставки нарушенного полного внутреннего отражения (НПВО) в диапазоне 4000–600 см–1 при 
разрешении 2 см–1 с усреднением по 32 сканированиям. Образец сыворотки крови помещался на кристалл 
приставки НПВО и ИК спектры последовательно записывались до полного высыхания капли. 

Для последующего анализа использовались последние спектры.
Многовариантный анализ данных. В ходе работы были использованы многомерные методы ана-

лиза для обработки ИК-спектров и биомедицинской интерпретации: анализ главных компонент (Principal-
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component analysis, PCA), кластерный анализ (CA) и метод проекции на латентные структуры (Partial Least 
Squares Regression, PLS).

Цель анализа PCA заключается в определении гораздо меньшего числа новых переменных (главных 
компонент — PC) по отношению к изначальным переменным. Это преобразование приводит к двум типам 
диаграмм: диаграмме координат образцов в новом базисе PC (счетов) и диаграмме вкладов переменных 
(нагрузок). График счетов содержит информацию о том, как спектры относится друг к другу. Нагрузки 
содержат информацию о том, как волновые числа относятся друг к другу и, таким образом, объясняют 
распределение выборки по диаграмме оценок. PС упорядочены так, что PC1 демонстрирует наибольшее 
количество вариаций, PC2 — второе наибольшее количество вариаций и так далее [19].

Для отнесения новых неизвестных образцов к группам больных или здоровых была создана мно-
гомерная модель рассматриваемой выборки методом проекции на латентные структуры (PLS1). Создание 
PLS-модели является методом обучения и требует предварительных знаний о принадлежности образцов 
к группе здоровых доноров или группе больных эпилепсией. PLS1 является регрессионным методом, т. е. 
существует набор данных X и зависимая, объясняемая этим набором величина Y. Для метода PLS1 величина 
Y является одномерным вектором.

Методом PLS1 сначала проводится взаимозависимая декомпозиция матриц X и Y. Она осуществля-
ется методом PCA так, что на декомпозицию X влияют элементы матрицы Y, а на декомпозицию Y — эле-
менты матрицы X [19].

Зависимой величиной, для которой осуществлялось предсказание, бралась переменная «Наличие 
болезни», равная 1, в случае принадлежности образца к группе больных эпилепсией и равная 0, в случае 
группы здоровых. Объясненная проверочная дисперсия зависимой величины отражает меру качества регрес-
сионной модели и показывает, какая доля дисперсии зависимой величины учтена. Объясненная проверочная 
дисперсия может изменяться от 0 до 1. Чем ближе эта величина к 1, тем более точно описывает созданная 
модель моделируемую систему.

Для оценки проводимых процедур предсказания, т.е. отнесения образцов к группе здоровых или боль-
ных, рассчитывалась чувствительность (Sensitivity) и специфичность (Specificity) результата. За положитель-
ный результат было принято наличие болезни, за отрицательный — ее отсутствие. Количество правильно 
определенных образцов, имеющих заболевание, обозначалось TP, ложноположительных идентификаций 
(больные, неверно отнесенные в группу здоровых) — FP, количество правильно идентифицированных 
здоровых — TN, ложноотрицательных, т.е. здоровых неверно отнесенных к группе больных, — FN. 

Чувствительность и специфичность рассчитывались по формулам:

 Sensitivity=TP/(TP+FN)·100%, (1)

 Specificity=TN/(TN+FP)·100%. (2)

Для получения результатов методами мультивариантного анализа использовались пакеты The 
Unscrambler и Statistica.

Результаты и обсуждение
ИК-Фурье спектроскопия. На рис. 1 приведены типовые ИК-спектры сывороток крови здорового 

донора и больного эпилепсией. Вклад белков в ИК-спектры находится в диапазонах частот 3400–3030 см–1, 
1720–1480 см–1 и 1301–1229 см–1 — регион I; липидов в диапазонах 3020–2819 см–1, 1750–1725 см–1 и 1480–
1430 см–1 — регион II; углеводов и нуклеиновых кислот (ДНК/РНК) в диапазоне частот 1200–900 см–1 — 
регион III (рис. 1, а). В последнем регионе IV, подробнее он рассмотрен на рис. 1, б, также обнаружены 
вибрации некоторых функциональных групп белков и липидов. Поскольку образцы представляют собой 
сложные смеси нескольких соединений со многими функциональными группами, то спектры представляют 
собой сложную совокупность полос поглощения ИК-излучения.

Изменение состава крови для больных эпилепсией, по медицинским данным, характеризуется 
снижением количества маркеров Т-хелперов (CD4), повышением количества маркеров цитотоксических 
Т-лимфоцитов (CD8) и соответственно иммунорегуляторного индекса (CD4/CD8), а также изменением 
уровней белковых структур, таких как иммуноглобулин IgG и иммуноглобулин IgM, повышение количества 
В-лимфоцитов. С учащением эпилептических приступов связывается положительная корреляция между 
повышенным уровнем IgM и уровнем аАТ в группе больных эпилепсией [17].

Таким образом, компонентный состав сывороток больных эпилепсией должен отличаться от группы 
здоровых повышенным содержанием IgM и аАТ, которые также имеют иммуноглобулиновую природу. 
Значит, в спектрах сыворотки крови, которая представляет собой смесь белков, должны наблюдаться 
 изменения в белковых полосах поглощения (изменение интенсивности полос). В противоположность 
 данному предположению, можно видеть, что спектры не обнаруживают существенных различий. Возможно, 
изменения малы и распределены по всем белковым участкам, поэтому визуально трудно их идентифици-
ровать.
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Многомерный анализ
Подготовка спектров. Первые производные используются для выявления наибольших различий в 

спектрах контрольной группы и группы пациентов (рис. 2). 
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Рис. 2. Первые производные спектров сыворотки крови пациентов с эпилепсией (1) и контрольной группы (2)

Детальный анализ первой производной ИК-спектров исследуемых сывороток дает отличия между 
группами больных эпилепсией и здоровыми донорами сывороток крови во многих фрагментах ИК-спектров, 
особенно в области 1150–1060 см–1 и 900–820 см–1 (рис. 2, а, б). Отличия в первых производных спектров 
двух рассматриваемых групп более выражены, чем в самих спектрах, поэтому для МВА брались первые 
производные.

Метод главных компонент (PCA). Метод PCA применялся для предварительного анализа выборки 
ИК-спектров сыворотки крови во всей спектральной области 4000–600 см–1. Из графика (рис. 3) видно, что 
здоровые доноры (серые квадраты) и больные эпилепсией (черные кружки) объединяются в две дифферен-
цированные группы. Первые три компоненты несут в себе наибольшее количество информации о различиях 
в составе сыворотки крови здоровых доноров и пациентов больных эпилепсией. Следовательно, можно 
утверждать, что выборка обладает параметрами, отделяющими здоровых доноров от больных эпилепсией, 
и к рассматриваемой выборке возможно применение метода PLS1.

Метод проекций на латентные структуры. Для дальнейшего анализа был применен метод PLS1 
с целью разделения выборки спектров с созданием обучающей модели и нахождения отличия параметров 
спектров больных и здоровых.

Рис. 1. Типовые инфракрасные спектры сывороток здоровых доноров (1) и больных эпилепсией (2), 
полученные с помощью приставки нарушенного полного внутреннего отражения
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Для предсказания отнесения неизвестного образца к одной из групп создавалась обучающая и тесто-
вая выборка. В качестве обучающей выборки были отобраны 20 спектров здоровых доноров и 20 спектров 
пациентов с эпилепсией.

На рис. 4, а представлено разделение образцов в обучающей модели. Эта модель позволяет при до-
бавлении новых неизвестных спектров сывороток крови предсказать отношение спектра образца к группе 
больных или здоровых. Для нее была определена объясненная проверочная дисперсия переменной «Наличие 
болезни» равная 0,982. 

В качестве тестовой выборки для оценки результативности модели была взята вновь созданная вы-
борка образцов сывороток крови, которая состояла из образцов от 10 здоровых доноров и 49 пациентов, 
больных эпилепсией. На рис. 4, б представленный график счетов показывает расположение образцов здо-
ровых доноров и больных эпилепсией в осях 1-го и 2-го факторов. Объясненная дисперсия независимых 
переменных по фактору-1 — 23 %, по фактору-2 — 2 0%. Объясненная дисперсия зависимой величины по 
фактору-1 — 69 %, по фактору-2 — 8 %. 

Основываясь на рассчитанной модели, была проведена процедура предсказания для тестовой выбор-
ки. На рис. 4, б показан результат применения разработанной модели к тестовому набору ИК-спектров сы-
вороток. Если вероятность принадлежности к группе больных выше уровня 0,5, то мы считаем, что образец 
относится к группе больных, если меньше — то к группе здоровых. Как видно из рис. 4, б, из 10 здоровых 
доноров тестового набора 10 образцов отнесено к вероятно здоровым, из 49 пациентов, у которых была 
диагностирована эпилепсия, только 3 образца отклоняются в область вероятности, отнесенную к здоровым, 
на рисунке они отмечены кружками. 

Все 10 здоровых образцов отнесены в область здоровых, т. е. количество правильно отнесенных 
 здоровых образцов — 100 %. Из 49 образцов пациентов, больных эпилепсией, 3 образца определяются 
как здоровые. Результат расчета чувствительности и специфичности методы PLS по (1) и (2) приведен 
в таблице.

Таблица. Чувствительность и специфичность для регрессионного анализа

Статус образцов TP TN FP FN Sensitivity Specificity

Здоровые  10  0
100 % 76,9 %

Пациенты больные эпилепсией 46 3

0,14

0,12

0,10

0,08

0,06

0,04

0,02

0,00

–0,02
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Рис. 3. Метод главных компонент для здоровых доноров (1) и больных эпилепсией (2)
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Заключение
Одной из наиболее доступных для анализов биосред организма является сыворотка крови. Получение 

информации из нее методами инфракрасной спектроскопии и мультивариантного анализа является актуаль-
ной задачей. Их применение минимизирует временные затраты и не требует проведения сложных процедур 
по анализу образцов.

Метод главных компонент дает наглядное представление расположения двух групп, составляющих 
выборку. При этом не трудно визуально определить, к какой группе относится образец. Такое наглядное 
простое представление набора данных является эффективным при проведении экспресс-диагностики за-
болевания.

При анализе используемой выборки с помощью регрессии объясненная проверочная дисперсия 
переменной «Наличие болезни» равна 0,982. Чувствительность составила 100 % и специфичность анализа 
составила 76,9 %. 

Таким образом, в работе показана целесообразность применения указанных методов для определения 
принадлежности образца сыворотки крови к группе пациентов, больных эпилепсией, или группе здоровых 
доноров.
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Рис. 4. Метод проекций на латентные структуры: а — обучающая модель: группа пациентов с эпилепсией (1) 
и группа здоровых (2); б — результат работы модели для тестовой выборки: группа пациентов с эпилепсией (1) 

и группа здоровых (2)
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