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WYKAZ SKROTOW UZYTYCH W PRACY

ANA - antinuclear antibody - przeciwciala przeciwjadrowe

CA125 - carcinoma antigen 125 - antygen nowotworowy CA 125

CEA - carcino-embryonic antygen - antygen rakowo-ptodowy

CLIA - chemiluminescent immunoassay chemiluminescencyjny test immunologiczny
CPP - chronic pelvic pain - przewlekty bol w miednicy mniejszej

ECLIA - electro-chemiluminescence immunoassay - elektrochemiluminescencja
ELISA - enzyme-linked immunoabsorbent assay - test immunoenzymatyczny ELISA
EIA - enzyme immunoassay - metody immunoenzymatyczne

FIA - fluorescent immunoassay - metody immunofluorescencyjne

FGF a - fibroblast growth factor a - czynnik wzrostu fibroblastow a

FGF B - fibroblast growth factor /5 - czynnik wzrostu fibroblastow B

FIGO - International Federation of Gynecology and Obstetrics - Migedzynarodowa
Federacja Ginekologii i Potoznictwa

HE4 - human epididymis protein 4 - ludzkie biatko komoérek nabtonkowych najadrza 4
HTZ - hormonalna terapia zast¢pcza

IL-6 - interleukin 6 - interleukina 6

IHFT - indirect immunofluorescence technique - technika immunofluorescencji
posrednie;j

MCSF - macrophag stimulaiting factor - czynnik stymulujacy kolonie makrofagow
(MCSF)

MMP-2 - matrix metalloproteinases 2 - metaloproteinaza macierzy pozakomoérkowej 2



OS - overall survival - czas przezycia catkowitego

PD-ECGEF - platelet growth factor - ptytkopochodny czynnik wzrostu

PFS - progression - free survival - czas do progresji choroby

PPV - positive predictive value - warto$¢ predykcyjna dodatnia

ROMA - Risk of Ovarian Malignancy Algorithm - algorytm ryzyka zlosliwosci
jajnikow

SPRI - Surface Plasmon Resonance Imaging - Powierzchniowy Rezonans Plazmonow
W wersji obrazowej

TGF-a - transforming growth factor o, - transformujace czynniki wzrostu o

TGF-B - transforming growth factor [5 - transformujace czynniki wzrostu 3

TNF a - tumor necrosis factor alfa - czynnik martwicy nowotworéow alfa

USG TV - transvaginal ultrasound - ultrasonografia przezpochwowa

VEGF - vascular endothelial growth factor - czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn



1. WSTEP - ENDOMETRIOZA

1.1 Wprowadzenie

Endometrioza, zwana tez gruczolisto$cig, jest chorobg przewlekla, indukowang
przez proces zapalny i zalezng od estrogenow. Definiowana jest jako obecnosé¢
czynnych gruczolow i tkanki podscieliska wystgpujacych poza jej naturalnym

srodowiskiem, czyli jama macicy.

Jest choroba nieztos$liwa, jednak ze wzgledu na towarzyszace dolegliwosci
i przewleklty charakter jest waznym problemem medycznym, spotecznym
I ekonomicznym. Wzrost tkanki endometrialnej jest zalezny od estrogendow, dlatego
choroba rozwija si¢ przede wszystkim u kobiet w wieku rozrodczym i dotyka od 5 do

12% z nich.

Dostepne dane pokazujg, ze u kobiet diagnozujacych si¢ z powodu nieptodnosci,
endometrioze stwierdza si¢ nawet do 50% przypadkow, co stanowi niezwykle wazny

problem medyczny (1).

Jest rowniez jedng z najczestszych przyczyn dolegliwosci bolowych miednicy
mniejszej (chronic pelvic pain — CPP), ktérych charakter moze by¢ zréznicowany
I czesto niespecyficzny (2). Ma najczgsciej postaé przewleklego zespotu bdolowego
miednicy mniejszej, niezaleznego od fazy cyklu miesigczkowego (3). Na podstawie
analizy szacuje si¢, ze endometrioza moze dotyczy¢ nawet do ponad 80% pacjentek

z przewlektymi bolami w jamie brzusznej, trwajacymi co najmniej trzy miesiace (4).

Do najczesciej zglaszanych przez pacjentki objawow endometriozy naleza:

bolesne miesigczkowanie, bole w podbrzuszu, bolesne stosunki (dyspareunia), zwiazane



z naciekaniem wigzadtet krzyzowo — macicznych oraz bolesne oddawanie moczu

i stolca, spowodowane zaj¢ciem zatoki Douglasa lub scian pochwy (5).

Lokalizacja zmian jest bardzo zréznicowana. Moze obejmowaé otrzewng
miednicy, warstwe mig¢$niowg macicy (adenomioza), inne narzady plciowe, a takze
odlegte lokalizacje np. przepon¢. Endometrioza moze lokalizowaé si¢ rdwniez

w obrebie jajnikéw, gdzie przybiera postac torbieli endometrialnych (6).

Ze wzgledu na tak szerokie spektrum dolegliwosci i trudnosci diagnostyczne,
endometrioza jest jednostka chorobowa wptywajaca na zdrowie fizyczne, psychiczne,

jako$¢ zycia seksualnego i relacje w zyciu codziennym kobiety.

1.2 Rodzaje endometriozy

Podziat klasyczny topograficzny (wg Martiusa) wyr6znia trzy rodzaje schorzenia

w zalezno$ci od lokalizacji:

1. Endometriosis genitalis interna (macica, jajowod);
2. Endometriosis genitalis externa (pozostate czgsci uktadu rozrodczego);
3. Endometriosis extragenitalis (poza uktadem rozrodczym — np. w jamie

otrzewnej).
Klasyfikacja histologiczna endometriozy (skala Brosensa) wyrdznia trzy podtypy:

1. Typ  Sluzowkowy  (wystgpuje w torbielach endometrialnych jajnika);

2. Typ otrzewnowy (wykazuje wieloogniskowo$¢ oraz  réznorodno$¢
morfologiczng);

3. Typ gruczotowaty (gtownym elementem jest tkanka gruczolowo - wildknisto-

migsniowa i dotyczy endometriozy gleboko naciekajace;j).



Obecnie powszechnie obowigzujaca klasyfikacja stopnia zaawansowania
endometriozy, to zmodyfikowana w 1996 roku przez Amerykanskic Towarzystwo
Medycyny Rozrodu (American Society for Reproductive Medicine — ASRM)

wczesniejsza klasyfikacja z 1985 r. (7):
> 1° - minimalna (1-5 pkt)
> 11° - lagodna (6-15 pkt)
> 111° - umiarkowana (16-40 pkt)
> IV - cigzka (>40 pkt)

1.3 Diagnostyka endometriozy

W praktyce klinicznej do diagnostyki endometriozy wykorzystywane sg:
1. Badania serologiczne
2. Techniki obrazowe

3. Badania laparoskopowe potaczone z badaniem histopatologicznym

1.3.1 Badania serologiczne

Od wielu lat prowadzi si¢ szereg badan laboratoryjnych na pograniczu
laboratorium i Kliniki, w celu proby identyfikacji markerow we krwi, endometrium lub
plynie otrzewnowym, ktéore pozwalatyby na wczesng 1 nieinwazyjng diagnostyke
endometriozy. Na dzien dzisiejszy nie udato si¢ wyodrgbni¢ specyficznych markerow
endometriozy, ktore pozwolityby na czule 1 swoiste rozpoznanie choroby
z pominigciem technik inwazyjnych. Jednym z badanych dotychczas biomarkerow

w endometriozie byto biatko CA125. Jest to substancja wieloczgsteczkowa wytwarzana



przez nowotwoér lub komorki gospodarza i1 uwalniana do plynow ustrojowych

w odpowiedzi na obecnos¢ procesu chorobotwoérczego.

Antygen CA125 nie jest specyficznym markerem dla tej jednostki chorobowej,
jednak oznaczenie go pozwala uzupehli¢ podstawows diagnostyke roéznicows
endometriozy. Wiadomo, ze podwyzszone stezenia CA125 Kkoreluja z wystepowaniem
endometriozy o $rednim i Cigzkim przebiegu i proponuje si¢ rutynowe oznaczanie jego
stezenia wsrod pacjentek diagnozowanych z powodu nieptodnosci (8). Dodatkowo
podkres$la si¢ wartos¢ oznaczania CA125 jako czynnika prognostycznego nawrotu
gruczolisto$ci, wskaznika oceny skuteczno$ci dziatan chirurgicznych oraz czynnika
prognostycznego mozliwosci zajscia w cigze wsrdod pacjentek cierpigcych na

nieptodnos¢ w przebiegu endometriozy (9).

Oznaczanie biomarkera HE4 moze by¢ pomocne przy diagnostyce réznicowej
endometriozy. Wraz =z biatkkiem CAI125 pozwala na réznicowanie torbieli
endometrialnych od nowotworow ztosliwych jajnika (10). Zapardiel i wsp. w 2016 roku
przeprowadzili wieloosrodkowe badanie, w ktérym udowodnili, Ze zastosowanie obu
wyzej wymienionych markeréw pozwala z duzym prawdopodobienstwem wykluczy¢
raka jajnika u pacjentek z endometrioza, poniewaz stezenie CA125 jest podwyzszone
zar6wno U kobiet z endometriozg jak i rakiem jajnika, z kolei stezenie HE4 jest
podwyzszone tylko u kobiet z rakiem jajnika (11). Badanie Huhtinena i wsp. dowiodto,
ze biomarker HE4 ma potencjalng warto$¢ w roznicowaniu nowotworow jajnika,
endometrium i torbieli endometrialnych jajnika. Wykazano, ze stezenie HE4 jest
najwyzsze u pacjentek z rakiem jajnika (1125,4 pmol/l), duzo nizsze u chorych z rakiem

endometrium (99,2 pmol/l), a najnizsze, ponizej goérnej granicy normy u kobiet
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z torbielami endometrialnymi jajnika (46,0 pmol/l) lub endometriozag w innej lokacji

(12).

Do biomarkeréw endometriozy zaliczy¢ mozna réwniez interleuking 6 (IL-6),

jednakze po wczesniejszym wykluczeniu objawow zakazenia.

1.3.2 Badania obrazowe

U pacjentek z przewlektym boélem w obrebie miednicy mniejszej badaniem
zwyboru nadal jest badanie ultrasonograficzne (USG), poniewaz umozliwia
przeprowadzenie diagnostyki réznicowej w kierunku innych przyczyn bolu. Jest ono
najbardziej dostepne i najmniej inwazyjne. Przezpochwowe badanie USG (transvaginal
ultrasound — USG TV) charakteryzuje si¢ najwyzsza czuloScig 1 swoistoscig

w diagnostyce 1 réznicowaniu torbieli endometrialnych jajnikdw.

Cechami charakterystycznymi w badaniu USG TV pozwalajacymi na ustalenie
rozpoznania endometrioma s3a zmiany torbielowate (maksymalnie do 4 komor),
0 zwigkszonej jednorodnej echogeniczno$ci, bez unaczynionych struktur wewnatrz

torbieli.

Ultrasonografia jest rowniez czuta metoda wykrywajaca endometrioze w $cianie
odbytnicy. Bardzo waznym ograniczeniem USG TV jest do§wiadczenie badajacego.

USG nie jest wystarczajgco czulym badaniem do wykluczenia endometriozy.

Badanie rezonansu magnetycznego umozliwia jednoczesng oceng przedniego
I tylnego  kompartmentu  miednicy, rozpoznanie nacieckania  wi¢zadet
krzyzowo - macicznych oraz moczowodow. Wykazuje jednak mniejszg czutosé
w diagnostyce endometriozy pecherza moczowego w poroOwnaniu z ultrasonografig

przezpochwowa.
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Nalezy podkresli¢, ze ocena obecnosci i gtebokosci nacieku jest bardzo trudna,
wymaga doodbytniczego podania $rodka cieniujgcego i bardzo duzego do$wiadczenia
osoby oceniajgcej wynik badania. Pomimo czulo$ci rezonansu magnetycznego 71%

i swoistosci 82% nie pozwala on na ocen¢ pelnego stopnia zaawansowania choroby.

1.3.3 Badanie laparoskopowe

Do 2021 r. ztotym standardem, ktory pozwalat na jednoznaczne rozpoznanie
endometriozy, bylo uzyskanie dodatniego wyniku badania histopatologicznego

materiatu pobranego w trakcie laparoskopii.

Podczas operacji mozna ustali¢ jeden z 3 fenotypow endometriozy: torbiele
endometrialne  (jajnikow), powierzchowne wszczepy endometriozy (glownie
w otrzewnej) i endometrioza gleboko naciekajaca, na ktorg wskazuje guzek penetrujacy

otrzewng na glebokos¢ przekraczajaca 5 mm.

W obrebie jajnikdw choroba moze wystgpowaé powierzchownie lub

w warstwie korowej, powodujac stan zapalny 1 zwldknienie.

Opublikowane w 2022 r. rekomendacje Europejskiego Towarzystwa Rozrodu
i Embriologii przestaty rozpoznawac laparoskopi¢ jako ztoty standard w rozpoznaniu
endometriozy. Badanie to jest rekomendowane jedynie w przypadku negatywnych

wynikow innych technik obrazowych i nieskutecznej terapii empirycznej (13).

1.4 Koncepcje patogenezy endometriozy

Pomimo wielu przeprowadzonych badan dotyczacych mechanizméw

odpowiedzialnych za rozwdj choroby, etiopatogeneza tej jednostki chorobowej nadal
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jest niejasna. Do dnia dzisiejszego nie mozna postawi¢ jednoznacznego pogladu

na temat jej patogenezy.

W historii badan nad endometriozg autorstwa Kanigowskiej i wsp. (14) widzimy
jak rozwijala si¢ wiedza na temat endometriozy. Zostata ona po raz pierwszy opisana
w 1860 roku przez Karla Rokitanskiego i Hansa Chiarie miedzy warstwami tkanki
mig$niowej Scian macicy (14,15). W 1908 roku Cullen napisat monografi¢ na temat
adenomyosis (16). Russel w 1899 roku opisal endometrioze¢ jajnikow u kobiety
operowanej z powodu raka jajnika. W badaniu histopatologicznym w drugim jajniku

stwierdzono strukture odpowiadajacg gruczotom i podscielisku endometrium (17).

Wsrod najczesciej stawianych hipotez przyczyn endometriozy podawane sg trzy
teorie:
1. Teoria transplantacyjna
2. Teoria rozwoju metaplazji (,,in situ™)

3. Teoria indukcyjna

1.4.1 Teoria transplantacyjna

Sampson na poczatku XX wieku opublikowat teori¢ wstecznego transportu krwi
miesigczkowej, tzw. teoria ,,wstecznego miesigczkowania”. Zgodnie z tg teorig
dochodzi do implantacji ztuszczonych komorek btony $luzowej endometrium w obrgbie

jamy otrzewnej (18). Mozliwe jest to dzieki zachodzeniu dwoch procesow:

» wstecznego odptywu krwi miesigczkowej, w ktorej znajduja si¢ komorki
endometrium, przez jajowody do jamy otrzewnowej oraz

» adhezji, implantacji i proliferacji tych komorek w zmiany endometrialne.
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Poczatkowo ta teoria wydawata si¢ spdjna i logiczna W wyjasnieniu zjawiska
endometriozy, jednak z czasem zaczeta budzi¢ wiele pytan i watpliwosci. Nie
potrafiono znalez¢ wyjasnienia, dlaczego pomimo teorii wstecznego odptywu krwi
miesigczkowej U blisko 90% kobiet, tylko w waskiej grupie dochodzi do przetrwania
komorek endometrium poza macica. Pdzniejsze badania potwierdzily, ze komorki
zhuszczonego nabtonka endometrium znajdowane sg poza jamg macicy u wigkszosci
zdrowych kobiet. Natomiast do implantacji dochodzi tylko u 10-15% z nich (19).

Spowodowalo to rozwdj dalszych badan i poszukiwah przyczyn endometriozy.
1.4.2 Teoria metaplazji

Prekursorem teorii metaplazji (rozwoju ,,in situ”) byt Robert Meyer, ktory
udowodnit, iz zrédlem komorek endometrialnych w miejscach ektopowych sa
multipotencjalne komorki nablonka otrzewnej, nablonka piciowego lub pozostatosci

przewodow Mullera i Wolffa.

Wyadzielina miesigczkowa moze by¢ dodatkowo bodzcem, ktory bezposrednio
lub posrednio wplywa na niezrdznicowane komoérki mezenchymy, powodujac

przeksztalcenie ich w komorki zrgbu.

1.4.3 Teoria indukcji

Obydwie teorie scala trzecia - teoria indukcyjna - oparta na hipotezie,
ze nieokreslony endogenny czynnik moze wywota¢ przeksztalcanie niezréznicowanych

komorek otrzewnowych w tkankg endometrialng (19).
1.4.4 Rola ukladu immunologicznego w endometriozie

Aby doszto do rozwoju i ,,progresji” ognisk endometriozy musi wspoétistnieé

wiele czynnikow i zachodzgcych réwnolegle procesow genetycznych, srodowiskowych
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czy immunologicznych. W ostatnich latach wielu badaczy potwierdza, ze jednym
z gtownych warunkow utrzymania i1 rozwoju komorek endometrium, niezaleznie od
sposobu ich pojawienia si¢ w jamie otrzewnowej, sg zaburzenia w ukladzie
odpornosciowym (20). W warunkach fizjologicznych komorki endometrialne, ktore
dostajg si¢ do jamy otrzewnowej, eliminowane sg przez mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej. Mechanizmy obronne swoiste i nieswoiste organizmu chronig w ten

Sposob przed rozwojem choroby.

W wigkszo$ci doniesien endometrioze traktuje si¢ jako miejscowy jatowy stan
zapalny otrzewnej. U pacjentek z endometriozg otrzewnowa wzrasta obje¢tos¢ plynu
otrzewnowego w ktorym gromadzg si¢ leukocyty i wzrasta stezenie cytokin (21). Do
pojawienia si¢ lokalnych zmian =zapalnych dochodzi w czasie krwawienia
miesigczkowego. Rozwijajacy si¢ miejscowy stan zapalny doprowadza do naptywu
monocytow ktore przechodzg w makrofagi, ktoérych podwyzszong zawarto$¢ wykazano
w plynie otrzewnowym u pacjentek z endometriozg w poréwnaniu do zdrowych kobiet
(21). Podczas oceny funkcji makrofagow zaobserwowano zmiany czynnosciowe tych
komorek. Pomimo tego, ze ilo§¢ ich w plynie otrzewnowym jest podwyzszona,
produkowane przez nie cytokiny i czynniki wzrostu nie niszczg komorek endometrium,
a wrecz stymulujg do wzrostu ektopowe komorki (22). Makrofagi znajdujace sig
w plynie otrzewnowym majg obnizong zdolno$¢ do cytolizy, fagocytozy oraz obnizong
adhezje do otrzewnej (23,24). Wiasnie tymi zaburzeniami thumaczy si¢ przezywalnos¢,
inwazje i rozrost komorek z nastgpowym rozrostem ognisk endometriozy (25).

Wykazano, ze u kobiet z endometriozg obnizona jest roéwniez odpornos$c
cytotoksyczna limfocytow NK, limfocytow T i B, odpowiedzialnych za produkcje

przeciwcial (26) oraz neutrofili (27).
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U pacjentek z endometriozg wykazano obecno$¢ autoprzeciwcial skierowanych
przeciwko antygenom i komorkom endometrialnym, antygenom
wewnatrzkomorkowym  (antyfosfolipidowe, przeciwhistonowe, przeciwjgdrowe),
tkankom (antyendotelialne) i1 narzadom (przeciwjajnikowe, przeciwtarczycowe).
Obecnos¢ wspomnianych przeciwcial jest typowa dla nieprawidtowej poliklonalne;j
aktywacji limfocytow B. Nadal brakuje jednak dowoddéw by postawié teze, iz jest to

choroba wynikajaca z autoagres;ji (28,29).

Obecnos$¢ 1 jednoczesnie brak eliminacji komorek endometrium, dostajacych si¢
do plynu otrzewnowego podczas ,wstecznego miesigczkowania”®, nie sg
wystarczajagcymi warunkami rozwinigcia si¢ endometriozy. Kolejnym niezbednym
elementem rozwoju choroby jest implantacja zywych komorek endometrium do miejsc
»docelowych”. W pewien sposob przypomina to zjawisko powstawania przerzutow
nowotworowych. Komorki endometrialne majag na swojej powierzchni szereg czastek
adhezyjnych. Czastki te, np. integryna i kadheryna E utatwiaja przyleganie tych

komorek do nabtonka otrzewnej i ich implantacje.

Adhezji komoérek blony s$luzowej macicy do otrzewnej sprzyjaja: czynnik
martwicy nowotworéw (TNF alfa — tumor necrosis factor), tkankowy aktywator
plazminogenu (t-PA — tissue plasminogen activator) oraz metaloproteinazy macierzy
pozakomorkowej (MMP - matrix metalloproteinases) (30,31,32,33). Umozliwiaja one
degradacje macierzy pozakomoérkowej. Wykazano wyzsza ekspresje MMP-2 oraz

zmniejszong ekspresje MRNA dla jej inhibitora u kobiet z endometriozg (34).

Kolejnym etapem  w procesie implantacji endometriozy jest indukcja
unaczynienia ektopowych ognisk endometrium, gdyz bez tego procesu niemozliwy byty

dalszy rozwdj ognisk endometriozy. Rozwdj unaczynienia reguluje grupa biatek
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angiogennych VEGF (VEGF, vascular endothelial growth factor) (35), czynnik wzrostu
fibroblastow a i B (FGF-0, FGF-B, fibroblast growth factor), ptytkopochodny czynnik
wzrostu $rodblonka (PD-ECGF, platelet growth factor), czynnik martwicy nowotworow
o (TNF-a, tumor necrosis factor) oraz transformujace czynniki wzrostu o i 8 (TGF-a
i TGF-B, transforming growth factor) (36,37,38). VEGF jest wydzielany do plynu

otrzewnowego przez aktywowane makrofagi.

1.5 Leczenie endometriozy

Skuteczne wyleczenie endometriozy wymagatoby leczenia przyczynowego
a nie znamy przyczyny jej wystapienia. W leczeniu endometriozy mozemy zatem
stosowac tylko leczenie objawowe w celu redukcji bolu, zwiekszenia szansy na zajScie
w cigze oraz w miar¢ mozliwosci maksymalne opodznienie wystgpienia wznowy
choroby (39). Nie udato si¢ znalezé w pelni skutecznego leczenia choroby,

umozliwiajacego eliminacje wszystkich zwigzanych z nig objawow.

1.5.1 Leczenie chirurgiczne

Leczenie operacyjne dzieli si¢ na zachowawcze (stosowane gtownie u pacjentek
w wieku rozrodczym, ktore nie zrealizowaly jeszcze swoich planow macierzynskich)
1 radykalne (u pacjentek bez planéw macierzynskich). Operacja zachowawcza polega na
zniszczeniu lub wycieciu ognisk endometriozy z otrzewnej lub narzadéw sasiadujacych,
uwolnieniu zrostdw, wyluszczeniu torbieli endometrioidalnych Iub odnerwieniu
miednicy mniejszej. Operacja radykalna polega na obustronnym wycieciu przydatkow

wraz z jajowodami i macicg oraz usuni¢ciu wszystkich widocznych makroskopowo
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ognisk endometriozy (40). Niestety pomimo zastosowanych chirurgicznych metod

leczenia u 20-40% pacjentek leczenie nie przynosi zadowalajacego efektu (41).

1.5.2 Leczenie farmakologiczne

Farmakoterapia ma na celu stworzenie Srodowiska hypoestrogennego i atrofii
ognisk endometriozy lub polega na podaniu gestagendow i wywolaniu zmian

pseudodoczesnowych. Do lekow stosowanych w leczeniu endometriozy zaliczamy:

» danazol - lek o dziataniu antygonadotropowym i androgennym,
» analogi gonadoliberyny,

» leki gestagenne (42)

Pomimo obiecujacych wstepnych badan na zwierzgtach inhibitory aromatazy

(43) i inhibitory TNF-o (44) nie weszly do codziennej praktyki lekarskie;j.

2. RAK JAJNIKA

2.1 Epidemiologia

Nowotwory jajnika sa jednym z kluczowych problemow w ginekologii
onkologicznej. Rak jajnika jest drugim, po raku trzonu macicy, najczestszym

nowotworem zenskich narzadéw rodnych.

Ryzyko zachorowania na ten nowotwor szacuje si¢ na 1,5% w ciggu catego
zycia kobiety, przy ryzyku zgonu ok. 1%. Wedlug GLOBOCAN roczng liczbe
zachorowan w 2020 r. na raka jajnika na swiecie szacuje si¢ na ok. 314 000 nowych

przypadkow i ok. 207 000 zgonow (45).
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Zachorowalno$¢ na nowotwory zlosliwe jajnika wzrastata do potowy lat 90 XX
wieku (12,2/10° w 1996 roku), po czym nastapit spadek i stabilizacja zachorowalnosci
na poziomie okoto 11/ 10%. Polska nalezy do krajow o $redniej zachorowalnos$ci na raka
jajnika. W 2019 roku w Polsce zachorowato na raka jajnika 3 710 kobiet, a zmarto
2 777 (wspotczynnik standaryzowany odpowiednio - 10,8 i 6,42). Umiejscawia to ten
nowotwor na pigtym miejscu pod wzgledem zachorowalnos$ci wérod rakéw u kobiet i na
4 miejscu pod wzgledem struktury zgondéw, po nowotworze ptuc, piersi i jelita grubego

(46).

2.2 Etiologia

W ciggu ostatnich Kilkunastu zmienita si¢ wiedza na temat pochodzenia raka
jajnika. Do niedawna przyjmowano, iz wywodzi si¢ on z komoérek nabtonka
pokrywajacego jajnik — klasyczna teoria przedstawiona przez Thomasa Spencera Wellsa

w 1872 1. (47).

W $wietle nowych dowodow nalezy uznac ze, wigkszos$¢ rakow jajnika pochodzi
z innych struktur niz komorki nabtonka pokrywajacego jajnik (NPJ), tj. min. z jajowodu
I endometriozy (48). Zagadnienie histiogenezy raka jajnika zostalo omowione w pracy
Ewy Nowak - Markwitz i Marka Spaczynskiego zatytutowanej: ,,Rak jajnika — nowe
spojrzenie na pochodzenie i histiogeneze”, gdzie przedstawiony jest tzw. ,,dualistyczny
model kancerogenezy” (49). Heterogenne pochodzenie raka jajnika wskazuje, ze nie jest
to pojedyncza jednostka chorobowa. Obecnie uznaje sie, iz wigkszos¢
niskozréznicowanych rakoéw surowiczych jajnika (HG-SOC) wywodzi si¢ z dystalnej
czesci jajowodu. Natomiast surowicze raki o granicznej ztosliwosci (borderline tumors)

nie sg zmianami prekursorowymi dla wigkszosci HG-SOC, co potwierdza inne
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spektrum zmian molekularnych w guzach o granicznej zlosliwosci. Raki
jasnokomorkowe oraz endometrioidalne mogg wywodzi¢ si¢  Z nablonka

miillerowskiego lub z ognisk endometriozy.

Okoto 5-10% wszystkich rakéw jajnika rozwija si¢ na podlozu genetycznym

Wyr6zniamy wsrod nich:

»  zespot dziedzicznego wystepowania raka piersi i raka jajnika (HBOC -
Hereditary Breast Ovarian Cancer). Zwigzany jest z mutacjami w obrebie
genéw BRCA 112,

»  swoisty miejscowo zespdt dziedzicznego wystepowania raka jajnika (HOC -
Herediatary Ovarian Cancer), tzw. miejscowospecyficzny rak jajnika, TP53, in
the Li-Fraumeni syndrome, CHEKZ, RAD51, BRIP1, and PALBZ.

»  dziedziczny zespdl niepolipowatego raka okreznicy i odbytnicy - zespét Lynch
(Lynch Syndrom, HNPCC - Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer),

zwigzany z mutacjami w genach MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, EPCAM (50).

Przypadki o nieustalonej etiologii zostaly sklasyfikowane jako ,,sporadyczne”

raki jajnika i stanowig 90-95% przypadkow (51).

2.3 Czynniki ryzyka
2.3.1 Wiek

Rak jajnika jest chorobg wystepujaca gltownie w  wieku okoto
I pomenopauzalnym. Ryzyko zachorowania na raka jajnika wzrasta z wiekiem az do

potowy siddmej dekady zycia (ponad 45/ 105), PO czym zmniejsza si€.
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Wiek jest zarowno czynnikiem ryzyka zachorowania jak i czynnikiem
prognostycznym raka jajnika. Na $wiecie najczgéciej chorujg kobiety po 65 r.z.
W Europie 80% rakow jajnika rozwija si¢ po 50 r.z. (52). Nowotwory zwigzane
z ryzkiem genetycznym rozwijajg si¢ okoto 5 lat wcze$niej niz raki sporadyczne.
U pacjentek przed 40 rokiem zycia cze$ciej rozpoznaje si¢ nowotwory o granicznej
zto$liwosci oraz raki wysoko zrdéznicowane. U starszych pacjentek gorsze rokowanie
wigze si¢ z réznicami W biologii nowotworu oraz w wydolnosci organizmu. U starszych
kobiet rzadziej stosuje si¢ ,,agresywne” leczenie systemowe i operacyjne co przeklada

si¢ na gorsze wyniki leczenia (53).

2.3.2 Wiek menarche i menopauzy, czynniki rozrodcze a ryzyko rozwoju raka

jajnika

Wiek pierwszej miesigczki <12 i >15 r.z. nie ma wptywu na ryzyko wystgpienia
nowotworu, natomiast im pozniejszy wiek wystgpienia menopauzy, tym wigksze ryzyko

zachorowania na raka jajnika.

Niska rodnos$¢ lub brak potomstwa zwigksza ryzyko wystapienia raka jajnika.
Przebycie czterech i wigcej porodow redukuje ryzyko choroby o 40% (54). Nieptodnos¢
zwigksza ryzyko raka jajnika. U kobiet u ktorych stymulowano owulacje ryzyko wynosi
RR = 1,45, natomiast u kobiet po nieudanym zaptodnieniu zewnatrzustrojowym ryzyko

to wzrasta do RR=19 (55).
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2.3.3 Antykoncepcja, hormonalna terapia zastepcza (HTZ) a ryzyko raka
jajnika

Doustna antykoncepcja obniza ryzyko wystgpienia raka jajnika, jest to jedyna
udowodniona metoda chemoprewencji. Po 5 latach stosowania antykoncepcji ryzyko

zachorowania zmniejsza si¢ o ok. 50% (56).

HTZ nieznacznie zwigksza ryzyko wystgpienia raka jajnika, jest ono wigksze
przy stosowaniu terapii tylko estrogenowej (RR 1,53) w porownaniu do terapii taczonej

(RR 1,17) (57).

2.3.4 Endometrioza

Rak jajnika moze rozwing¢ si¢ na podiozu endometriozy a wystepowanie
endometriozy zwigksza ryzyko wystapienia raka jajnika (58,59). Istnieja wspolne szlaki
taczace endometrioz¢ z rakiem jajnika zwigzane ze stresem oksydacyjnym, zapaleniem
i hiperestrogenizmem (60). Transformacja ztosliwa dotyczy szczegblnie rakow

endometrioidalnych i jasnokomorkowych.

2.3.5 Styl zycia i nawyki zywieniowe

Kobiety otyte wykazuja wigksze ryzyko wystapienia raka jajnika (61). Tkanka
tluszczowa jest nie tylko rezerwuarem energii ale takze narzadem wytwarzajacym
czynniki prozapalne i regulujacym podzialy komorkowe. Jest infiltrowana przez
makrofagi, ktore stymuluja adipocyty do produkcji TNF alfa, interleukin, leptyny czy

biatka C-reaktywnego.
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2.4 Czynniki prognostyczne raka jajnika

Czynniki prognostyczne to cechy wskazujagce na przewidywany przebieg
naturalny choroby i rokowanie w chorobie nowotworowej i pozwalaja okresli¢
przewidywany czasokres do progresji oraz czasokres catkowitego przezycia (PFS,

progression-free survival i OS, overall survival).

Do podstawowych czynnikow prognostycznych w raku jajnika nalezy:
2.4.1 Stopien zaawansowania klinicznego wedlug FIGO (staging)

Stopien zaawansowania klinicznego raka jajnika wg FIGO (Migdzynarodowe;j
Federacji Ginekologii i Poloznictwa) uwazany jest za najwazniejszy czynnik
rokowniczy (62). Odsetek pigcioletnich przezy¢ w zaleznosci od stopnia

zaawansowania klinicznego w latach 1999-2001 wynosit na $wiecie:
> la-92,1%, Ib - 84,9%, Ic - 84,7%,
> lla-74,5%, llb - 67,4%, llc - 69,8%,
> llla-49,7%, Illb - 42,5%, Illc - 32,6%,
> 1V -17,9% (62).

2.4.2 Stopien zréznicowania histopatologicznego (grading)

Stopien  ztosliwosci histologiczne;j nowotworu  charakteryzuje
nowotwér poprzez wyglad jego komoérek i1 tkanek pod mikroskopem oraz
na podstawie ich podobiefistwa do zdrowych, niezmienionych nowotworowo
struktur. W klasyfikacji ~wrdzniono nastgpujace  stopnie  zréznicowania

histopatologicznego, 0znaczono je litera G:
» GX - stopien zréoznicowania niemozliwy do okres$lenia
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> Gl -

nowotwory o wysokim stopniu zrdznicowania (komorki

niezrdznicowane nie przekraczaja 5% wszystkich komorek)

» G2 - nowotwory zawierajace do 50% komorek niezréznicowanych

» G3 - nowotwory, w ktorych utkanie niezréznicowane przekracza 50%.

W wysoko zroznicowanych typach nowotworu wykazano dhuzsze przezycia

chorych z rakiem jajnika. Odsetek pigcioletnich przezy¢ wynosi: dla Gl - 77%,

G2 - 30%, G3 - 17% (63).

2.4.3 Typ histologiczny nowotworu

Nowotwory wywodzace si¢ z nabtonka pokrywajacego jajnik, pochodzenia

jajowodowego i z podscieliska stanowig okoto 60% wszystkich nowotworéow jajnika

i okoto 80-90% nowotworow ztosliwych jajnika. Raki jajnika (nowotwory nabtonkowe)

dzieli si¢ na nastgpujace typy:

1. Nowotwory z nabtonka powierzchniowego i podscieliska (surface-epithelial

stromal tumors):

>

vV Vv YV ¥V V VYV V VY

surowicze,

endometrioidalne,

sluzowe,

jasnokomorkowe,

z komorek nablonka przejsciowego,
ptaskonablonkowe,

mieszane,

niezroznicowane,

niesklasyfikowane.
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2. Nowotwory ze sznuréw plciowych i zrebu jajnika (sex-cord stromal tumors)

3. Nowotwory z komorek rozrodczych (germ cel tumor)

Ze wzgledu na czesto$¢ wystgpowania najwigksze znaczenie praktyczne majg
nowotwory nabtonkowe surowicze (60-80%), sluzowe (5-15%) i endometrioidalne (10-

25%) (64).

Nowotwory nabtonkowe moga mie¢ charakter tagodny, ztosliwy lub nowotwory
o tzw. zlosliwosci granicznej. Dla Kklinicysty bardzo wazne jest odroznienie
nowotworow granicznych (o matym potencjale ztosliwosci), gdyz wymagaja one mniej
inwazyjnego postegpowania chirurgicznego i uzupelniajacego, od nowotworow

o wyzszym potencjale zlosliwosci wymagajacych bardziej agresywnego postepowania.

2.4.4 Stan pacjentki, zastosowane leczenie

Wiek chorej w chwili rozpoznania nowotworu, stan ogélny wg WHO,
doswiadczenie zespotu leczacego, masa pozostawionych tkanek nowotworowych po
pierwotnej operacji cytoredukcyjnej maja kluczowe znaczenie prognostyczne, tuz po

stopniu zaawansowania choroby (65).

2.4.5 Inne czynniki prognostyczne

Do innych czynnikow prognostycznych zaliczamy:
» ploidie DNA,
» warto$¢ stezenia markera CA125,
» obecno$¢ mutacji w obrebie genu BRCA1 i BRCAZ2,
» zwickszong ekspresje takich czynnikow molekularnych jak: biatko

p53, interleukina 6 (IL-6), protoonkogen c-erbB2, receptor czynnika
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wzrostu naskoérka (EGF-R), ptytkopodobny czynnik wzrostu (PDGF),
rozpuszczalna  posta¢  urokinazowego  receptora  aktywatora
plazminogenu (u-PA), naczyniowo-srodblonkowy czynnik wzrostu

(VEGF), czynnik stymulujgcy kolonie makrofagow (MCSF) (64,65).

2.4.6 Pierwotna cytoredukcja

Zakres pierwotnej cytoredukcji 1 pozostata po operacji masa nowotworu ma
wplyw na 5-cio letnie przezycie chorych. Za optymalng cytoredukcj¢ uwaza si¢ taka, po
ktorej wielko$¢ pozostawionych mas nowotworu nie przekracza 1 cm (66). W badaniu
przeprowadzonym przez Gynecologic Oncology Group wykazano, ze u pacjentek
u ktorych zastosowano chemioterapi¢ z paklitakselem i cisplatyna, po zabiegu
cytoredukcyjnym, u ktorych choroba resztkowa byta nie wigksza niz 1 cm, $redni czas
do wznowy procesu nowotworowego Wyniost 22 miesigce, a S$rednie catkowite
przezycie (OS - overall survival, srednie catkowite przezycie) wyniosto 52 miesigce.
U pacjentek, u ktorych podczas pierwotnego zabiegu chirurgicznego pozostawiono
resztki guza > 1 cm, $redni czas do wznowy wynidst 14 miesiecy, a $rednie

OS wyniosto 26 miesiecy (67).

Waznym czynnikiem rokowniczym podczas pierwotnego zabiegu operacyjnego
jest stan torebki guza nowotworowego. Wykazano, ze pgknigcie torebki guza jajnika
podczas zabiegu jest czynnikiem prognostycznym co do czasu wystgpienia wznowy
procesu nowotworowego.Vergote i wsp. wykazali, ze u pacjentek u ktorych nie doszto
do pekniecia torebki guza odsetek pacjentek z pigcioletnim przezyciem, byt znaczgco
wiekszy (83,3%) niz pacjentek, u ktorych doszio do przerwania cigglosci torebki

(70,2%) (68).
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2.4.7 Wodobrzusze

Niezaleznym czynnikiem prognostycznym jest obecno$¢ wysigku otrzewnowego

podczas rozpoznania raka jajnika. Srednie przezycia u pacjentek z wodobrzuszem

WYNosza:
» chore bez wysigku — 56% przezywa 5 lat
» chore z wysickiem — 22% przezywa 5 lat
U pacjentek z wodobrzuszem w 1Il i IV stopniu zaawansowania klinicznego

wg FIGO, odsetek pigcioletnich przezy¢ wynosi 5%, a u pacjentek bez wodobrzusza
w tych samych stopniach zaawansowania, odsetek wynosi 14-45%. Obecnos$¢ ptynu

W jamie otrzewnej zmniejsza rowniez skuteczno$¢ stosowanej chemioterapii (69).

2.5 Diagnostyka raka jajnika

2.5.1 Badania przesiewowe

Najwiekszg przeszkoda we wczesnym wykrywaniu raka jajnika jest brak
skutecznej metody screeningowej. Pomimo, ze USG przezpochwowe (USG TV)
charakteryzuje wysoka czuto$¢ w wykrywaniu guzoéw jajnika to warto$¢ predykcyjna
w wykrywaniu wczesnych rakéw jajnika (PPV — positive predictive value, warto$¢
predykcyjna) jest niska (70). Rutynowe coroczne badanie USG TV oraz oznaczanie
stezenia markera CA125 nie zmniejszajag umieralno$ci z powodu raka jajnika. Taki
sposOb postepowania wprowadza znaczny niepokoj wsrod pacjentek ze wzgledu na
duzg ilos¢ wynikow falszywie dodatnich 1 naraza kobiety na niepotrzebne dodatkowe

procedury chirurgiczne.
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2.5.2 Badania obrazowe

Glownym badaniem jest badanie ultrasonograficzne, ktore stuzy do oceny

charakteru zmian w przydatkach.

Timmerman 1 wsp. stworzyli prosty system oceny obrazow usg, na podstawie
ktorych mozna zakwalifikowaé guzy jako tagodne (B-rules, benign) lub ztosliwe

(M-rules, malignant).
Kryteria rozpoznania zmian tagodnych (B-rules, benign):

1. Jednokomorowa zmiana cystyczna

2. Nieobecno$¢ litych komponentéw lub ich obecno$¢ nie przekraczajaca
7cm

3. Cien akustyczny za guzem

4. Réwna powierzchnia wewngtrzna zmiany W przypadku zmian
wielkokomorowych mniejszych niz 100 mm

5. Brak unaczynienia w badaniu dopplerowskim
Kryteria rozpoznania zmian ztosliwych (M-rules, malignant):

1. Nieregularna w obrysie zmiana

2. Obecno$¢ wodobrzusza

3. Minimum 4 struktury wewnatrz §wiatla torbieli

4. Nieregularna torbiel wielokomorowa o wymiarze > 100 mm

5. Silne unaczynienie potwierdzone badaniem dopplerowskim

Czulo$¢ 1 swoistos¢ tej metody opartej] na badaniach International Ovarian

Tumor Analisis (IOTA) wynoszg odpowiednio 95% i 91% (71).
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Do oceny zaawansowania procesu nowotworowego, monitorowania leczenia
I wykrywania wznowy stuzg rowniez: tomografia komputerowa (TK), obrazowanie
metodg rezonansu magnetycznego (MR) i obrazowanie pozytronows tomografig
emisyjng (PET-KT). Badanie PET-KT charakteryzuje si¢ wysoka czuloscig

w wykrywaniu zmian przerzutowych przy prawidtowym poziomie CA125 (72).

3. MARKERY NOWOTWOROWE | ICH ZNACZENIE

W DIAGNOSTYCE ENDOMETRIOZY | RAKA JAJNIKA

3.1 Marker CA125 - antygen nowotworowy CA125

Antygen nowotworowy 125 (CA125)/ (MUCL16) jest najdoktadniej przebadanym
i najczesciej wykorzystywanym markerem w diagnostyce serologicznej nowotworow
jajnika (73). Jego czutos¢ wynosi (78-85,5%) przy swoistosci (78,3-93%) (74).
W zaawansowanym stadium choroby ponad 80% pacjentek prezentuje jego
podwyzszony poziom w przypadku rakéw surowiczych i ok. 30% w przypadku rakow

jajnika endometrialnych, jasnokomorkowych, niskozroznicowanych i §luzowych (75).

Mimo ze antygen CAI25 uwazany jest za biomarker nowotworowy
wykorzystywany w diagnostyce raka jajnika, to jest to antygen obecny réwniez
w innych tkankach organizmu. Wystgpuje m.in. w endometrium, ptynie owodniowym,
w nabtonku jajowodoéw czy kanale szyjki macicy. Datego tez oznaczajac st¢Zenie
CA125 mozna wspomaga¢ diagnostyke innych chordob nowotworowych, np. raka

trzustki, ptuc czy raka zoladka.
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Nieznacznie wyzsze stezenic CA125 mozemy zaobserwowaé W nieztosliwych

zmianach, takich jak:
stan zapalny jajowodu,
mie$niaki macicy,

endometrioza,

vV V VYV V¥V

zapalenie osierdzia.

CA125 jest kodowany przez gen MUC16 umiejscowiony na krotkim ramieniu
chromosomu 19 (76). CA125 jest O-glikozylowang glikoproteing, co warunkuje jej
hydrofilowe wiasciwosci (77,78). CA125 jest duza czasteczka (powyzej 1000 kDa),
zwigzang z blong komorkowa, zbudowana z trzech réznych domen. Sktada si¢ z
krotkiego konca  cytoplazmatycznego, domeny transblonowej oraz dlugiej
glikozylowanej domeny zewnatrzkomorkowej. Zewnatrzkomérkowy region MUC16
zostaje uwolniony z powierzchni komorki w wyniku jej proteolitycznego rozszczepienia
i stad obserwujemy podwyzszony poziom CA125 w surowicy w wyniku procesu

chorobotworczego (81).

CA125 dziata na komorki uktadu immunologicznego, przez co limfocyty NK
1 monocyty nie sa w stanie rozpozna¢ 1 zniszczy¢ komoérek nowotworowych.
Dodatkowo biatko CA125 bierze udziat w $ciezce sygnatowej promujacej proliferacje

komorek i w mechanizmie przerzutowania (79,80).

Stezenie CA125 w surowicy krwi lub osoczu pacjentek ze ztosliwym guzem
jajnika jest wielokrotnie wyzsza niz w probkach zdrowych dawczyn. Warto$¢ stezenia
CA125 jest zwykle wyrazana w jednostkach aktywnosci (U/ml) (82) a warto$¢ odcigcia

markera CA125 zostata ustalona na poziomie 35 U/ml. Wigkszg swoisto$¢ dla zmian
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nowotworowych okresla si¢ dla wartosci powyzej 65 U/ml (u kobiet przed

menopauzg).

Zmienna specyficzno$¢ markera uzalezniona jest od typu histopatologicznego
nowotworu z najwyzszymi wartosciami dla raka surowiczego, niskozrdznicowanego,
jasnokomorkowego i endometrioidalnego. CA125 jest uwazany za najlepszy marker dla
niesluzowych rakow jajnika (64). Wykazano obnizanie si¢ stezenia markera CA125
w surowicy Krwi po operacyjnym zmniejszeniu masy guza (83). Tydzien po radykalnej
operacji stezenie markera obniza si¢ $rednio o 51% warto$ci przed operacja, a po 6 - 30

tygodniach do warto$ci ok. 9%.

Oznaczanie st¢zenia CA125 stosuje si¢ rOwniez w monitorowaniu skutecznosci
chemioterapii. O dobrej odpowiedzi na leczenie $wiadczy obnizenie st¢zenia markera
CA125 po drugim cyklu chemioterapii. Progresje choroby przepowiada utrzymywanie
si¢ stezenia przed trzecim cyklem (84). Waznym problemem klinicznym
w monitorowaniu pacjentek z rakiem jajnika jest wczesne rozpoznanie wznowy
choroby. Regularne oznaczanie stezenia CA125 jest przydatnym narz¢dziem
diagnostycznym. U ok. 70% pacjentek wzrost stezenia markera jest wlasnie pierwszym
objawem wznowy procesu nowotworowego, ktora serologiczne moze wyprzedzac

wznowe kliniczng o0 0,5 do 24 miesi¢cy (85,86).
Dostepne sg trzy metody analityczne oznaczania markera CA125:

»> elektrochemiluminescencja (ECLIA),
» immunotest chemiluminescencji Abbot Architect (Architect i2000),

» enzymatyczny test immunoabsorbcyjny (ELISA).
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3.2 HE4 - human epididymis protein 4

Rownie waznym markerem surowiczym co marker CA125 jest glikoproteina
HE4. HE4 to ludzkie biatko komorek nabtonkowych najadrza, znane réwniez jako
WFDC2 (87). HE4 jest to biatko, zbudowane z pojedynczego tancucha peptydowego
0 masie czgsteczkowej okoto 25 kD, ktore nalezy do rodziny kwasnych biatek 0 rdzeniu

cztero - dwusiarczkowym (WFDC) (88,89,90,91).

Biatko kodowane jest przez gen WFDC2 znajdujacy si¢ na dlugim ramieniu
chromosomu 20. HE4 stymuluje proliferacje komorek nowotworu, promuje adhezj¢
komorek nowotworowych, hamuje apoptoze, powoduje opornos$¢ na chemioterapi¢ oraz

wplywa na przejsScie komorki z fazy G1 do fazy S cyklu komoérkowego.

Poczatkowo ekspresje HE4 okres$lano jako swoista dla najadrza. Dalsze badania
pokazaly, ze wykazuje on rowniez niska ekspresje w nabtonkach uktadu oddechowego
i rozrodczego (92,93) a wysoka ekspresje w tkance raka jajnika i w surowicy pacjentek
z rakiem jajnika (94,95). Najwyzsze st¢zenia HE4 stwierdzono w raku nabtonkowym
jajnika. Jako pojedynczy marker HE4 ma wysoka czutos¢ w wykrywaniu raka jajnika
w | stopniu zaawansowania choroby, szczegdlnie w jego bezobjawowym stadium.
W potaczeniu z oznaczaniem CA125 pomaga oceni¢ charakter guza w miednicy matej
(94). Potaczenie tych dwoch pomiarow jest doktadniejszym czynnikiem predykcyjnym
niz zastosowanie kazdego z nich osobno. Oznaczajac HE4 rzadziej obserwujemy
nieprawidtowosci niz przy pomiarach CA125 w ocenie tagodnych choréb jajnikow.

Huhtinen i wsp. okreslili jego czutos¢ na 78,6% a swoistos¢ na 95% przy
réznicowaniu raka jajnika od cysty endometrialnej (95). Moore i wsp. podali,

ze potaczenie oznaczenia CA125 i HE4 w tzw. algorytmie ROMA (Risk of Ovarian
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Malignancy Algorithm) ma 94% doktadno$¢ w rozroznianiu ztosliwych od

nieztosliwych guzow miednicy (96).

Test ROMA jest odzwierciedleniem otrzymanego z rownan algorytmu
matematycznego wskaznika prawdopodobienstwa wykrycia raka jajnika. Wyliczany

jest on oddzielnie dla pacjentek przed i po menopauzie.

Kobiety przed menopauza

» Wartos¢ ROMA > 11,4% uznawana jest za zwigkszone ryzyko wystgpienia
raka jajnika

» Wartos¢ ROMA < 11,4% uznawana jest za niskie ryzyko wystapienia raka
jajnika

Kobiety po menopauzie

» Wartos¢ ROMA > 29,9% uznawana jest za zwigkszone ryzyko wystgpienia
raka jajnika
» Wartos¢ ROMA < 29% uznawana jest za niskie ryzyko wystapienia raka

jajnika

Wielkosci te odnosza sie¢ wytacznie do oznaczen wykonanych w aparacie Cobas

1 moga by¢ rézne w przypadkach innych systemow.

Stezenie HE4 koreluje takze z odpowiedzig kliniczng na leczenie i wyprzedza
nawr6t choroby nowotworowej widoczny w badaniach obrazowych. Dlatego moze by¢
istotnym wskaznikiem wznowy procesu nowotworowego (97).

HE4 jest oznaczane za pomocg elektrochemicznego testu immunologicznego

typu sandwich lub przy uzyciu testow elektrochemiluminescencyjnych (98).

33



Przydatno$¢ oznaczen biatka HE4 w diagnostyce chorob nowotworowych poza

rakiem jajnika nie zostata dobrze udokumentowana.

3.3 Interleukina 6 (IL-6)

Interleukiny sg biatkkami z grupy cytokin. Interleukiny dzialajg
wielokierunkowo, m. in. biorg udzial w procesie komunikacji pomigedzy komoérkami
uktadu immunologicznego i procesach krwiotworczych. Leukocyty ale rowniez

fibroblasty czy komorki thuszczowe produkuja interleukiny.

Interleukina 6 (IL-6) jest cytoking wydzielang gtownie przez aktywowane
limfocyty T, makrofagi, neutrofie i komérki NK (natural kilers) pod wptywem
czynnikéw stymulujgcych i prozapalnych. IL-6 stymuluje produkcj¢ innych cytokin
1 dziata jako biatko ostrej fazy, reguluje odpowiedZz immunologiczna, poprzez
aktywacje limfocytow T 1 pobudzenie roznicowania limfocytow B. Reguluje
metabolizm, hematopoez¢ 1 stymuluje profileracj¢ fibroblastow. IL-6 w sposob
bezposredni silnie pobudza procesy zapalne, przez co stymuluje podziaty komorek
nablonka endometrium oraz endometrialnej puli limfocytow. Wysokie stezenie tej
cytokiny moze jednak ogranicza¢ rozwdj stanu zapalnego na zasadzie mechanizmu

hamowania zwrotnego.

Ludzki gen kodujacy interleuking 6 znajduje si¢ na chromosomie 7 (7p21)
(99,100). IL-6 ma mas¢ molekularng 21-28 kDa w =zaleznosci od modyfikacji
posttranslacyjnych w ktorych powstaje tancuch biatkowy, zbudowany ze 184
aminokwasow (101). Regulacja ekspresji IL-6 jest bardzo ztozona, odbywa si¢ na kilku
gléwnych poziomach: poprzez regulacje poziomu transkrypcji, regulacje translacji,
regulacje wydzielania. Liczne mechanizmy regulacji efektu biologicznego wywieranego
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przez te¢ cytoking zwigzane sg z obecnoscig rozpuszczalnych receptorow w ptynach
ustrojowych, z wigzaniem krazacej IL-6 z przeciwciatami anty-1L-6 i anty-1L-6R oraz

z tempem jej eliminacji z krgzenia.

4. STANDARDOWE METODY OZNACZANIA

MARKEROW NOWOTWOROWYCH

4.1 Testy ELISA

Test ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) jest to jeden z najczgsciej
wykorzystywanych testow diagnostycznych. Znajduje zastosowanie w badaniach
i diagnostyce medycznej, a takze w kontroli jako$ci proceséw produkcyjnych. Nazwa
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) pochodzi od cze¢sci ,,enzymatycznej”

1 ,,immunoabsorpcyjnej”.

Testy ELISA s3 czgsto stosowane do wykrywania i pomiaru obecnosci

specyficznych przeciwciat lub antygenéw 0 charakterze biatkowym we krwi (102).

Pomimo, ze metoda ta istnieje od ponad 40 lat, nadal uzywana jest w codziennej
praktyce medycznej. Po raz pierwszy zostala opisana w 1971 r. przez Eve Engvall
1 Petera Perlmanna, ktérzy wykorzystali przeciwciata znakowane enzymem do
iloS§ciowego oznaczania immunoglobulin klasy 1gG (103).

Zasada oznaczen polega na tworzeniu wigzan pomigdzy antygenem
a przeciwcialem i odczytywana jest w postaci barwnej reakcji, ktorej zajscie mozliwe
jest dzigki skoniugowanym z immunoglobulinami enzymom i odpowiednich dla nich

substratom. llos¢ powstatych wigzan warunkuje nat¢zenie barwy i mierzone jest
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najczesciej kolorymetrycznie przy uzyciu spektrofotometru. Wyrdzniamy cztery

warianty testu ELISA.

Dwie najwazniejsze odmiany testu to:
» test bezposredni (ang. direct ELISA)

» test posredni (ang. indirect ELISA) (104).

Dodatkowo wyrdzniamy metode: ,.kanapkowa” (ang. sandwich ELISA), ktéra
dzieli si¢ na metod¢ kanapkowa bezposrednig i posrednig oraz metode konkurencyjng

(ang. competitive ELISA)( 105).

Do pomiaru stezenia antygenu stuza odmiany: kanapkowa oraz kompetytywna,
natomiast w celu ilosciowego oznaczania przeciwcial powinno si¢ przeprowadzac test

bezposredni lub posredni (106).

4.1.1 Test ELISA bezposredni

Bezposredni test ELISA jest dedykowany do wykrycia przeciwcial obecnych
w surowicy przeciw okreslonym antygenom, najczes$ciej drobnoustroju. Test ten jest
najszybszym i najprostszym testem. Ptytke powleka si¢ antygenem i przeprowadza si¢
inkubacj¢ z przeciwciatlem pierwszorzgdowym, sprz¢zonym z enzymem. Po dodaniu
odpowiedniego substratu, enzym zawarty w koniugacie katalizuje reakcje, ktorej
produkt wykrywa si¢ spektrofotometrycznie. Intensywnos$¢ reakcji barwnej jest
proporcjonalna do stezenia przeciwcial zwigzanych do antygenow w badanych
probkach (107,108). W teScie bezposrednim nie uzywa si¢ przeciwciat
drugorzedowych, co eliminuje ryzyko wystapienia reakcji krzyzowych (109). Przy jego
uzyciu mozna wykrywac i oznaczaé ilosciowo prawie kazdy analit, od niskich st¢zen

w pikogramach do wysokich stezen w nanogramach na mililitr.
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Test ten ma jednak swojg wade, ktorg jest niska dostgpnosé na rynku przeciwciat
znakowanych danym enzymem swoistym dla danego antygenu. W praktyce mozliwa

jest samodzielna preparatyka takich koniugatow ale jest ona bardzo czasochtonna.

4.1.2 Test ELISA poSredni

Posredni test ELISA to metoda w ktorej uzywa si¢ dwoch rodzajow przeciwecial:
pierwszorzedowych,  skierowanych  przeciw  badanemu  antygenowi  oraz
drugorzedowych, sprzezonych z enzymem i skierowanych przeciwko przeciwciatu
pierwszorzedowemu (110). Znakowane przeciwciata nie musza byé wiec specyficzne
wzgledem antygenu, a jedynie wzgledem przeciwcial pierwszorzedowych. To
powoduje, ze moga by¢ wykorzystywane do badan nad wieloma réznymi analitami.
Test posredni charakteryzuje si¢ przez to wigkszg czuto$cig anizeli test bezposredni ale
jest przez to duzo bardziej czasochtonny. Zarowno testu bezposredniego, jak
1 posredniego najcze$ciej uzywa si¢ do oznaczania ilosci przeciwcial i badania

intensywnos$ci odpowiedzi immunologicznej na réznego typu antygeny.

4.1.3 Test podwojnego wigzania — ,.kanapkowy sandwich”

Test ELISA ,kanapkowy”, wykorzystuje przeciwcialta do wigzania
I wychwytywania pokrewnego im antygenu. Te przeciwciala sg nastepnie wykrywane
w probce przez przeciwcialo znakowane enzymem, ktéry ma zdolno$¢ reagowania
z substratem i wytwarza widzialny sygnal §wietny, najcz¢éciej mierzony przy pomocy

spektrofotometru.

Test rozpoczyna si¢ od oplaszczenia fazy stalej warstwg przeciwcial

pierwszorzedowych. Nastepnie dodaj¢ si¢ probe badang, sposrod ktorej wychwytywane
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sg tylko te biatka, przeciw ktorym skierowane sg unieruchomione immunoglobuliny
(111). W kolejnym etapie mozna zastosowa¢ wariant bezposredni lub wariant posredni,
w ktorym dodatkowo uzywa si¢ warstwy detekcyjnych przeciwciat pierwszorzedowych
skierowanych przeciw oznaczanemu antygenowi. Przeciwciata te sg specyficzne wobec
danego antygenu ale rozpoznaja inny rejon czasteczki biatkowej 1 dzigki temu nie
blokujg przeciwciata znakowanego enzymem. Zwykle stosowane sg tu zwigzki, ktore
w wyniku reakcji przechodza w barwny produkt i stosujgc pomiar w spektofotometrze
okreslane jest stezenie antygenu w danym materiale. Test ten znajduje szerokie
zastosowanie do wykrywania i ilosciowego oznaczania biatek z duzg iloscig epitopow,
takich jak cytokiny (106). Odmiana posrednia, ,,sandwich” ELISA, jest uznawana za

najczulsza i najbardziej specyficzna, ale jednoczesnie najbardziej pracochtonna.

4.1.4 Test ELISA —metoda konkurencyjna (kompetytywna)

W przeciwienstwie do pozostatych wariantdow, w tym tescie stosuje si¢
znakowane antygeny lub przeciwciata w zaleznosci od rodzaju badanego materiatu
biologicznego. Uzyskany sygnatl zalezny jest wigc od proporcji obu rodzajow
konkurujacych ze sobag czasteczek i jest tym wigkszy, im mniejsze jest stezenie
antygenow lub przeciwcial znajdujacych si¢ w badanym materiale. Wariant
kompetytywny stosowany jest do ilosciowego oznaczania matych czasteczek, ktore nie
zwigzg si¢ jednoczes$nie z dwoma rodzajami przeciwcial. Wykorzystuje si¢ go do
wykrywania i iloSciowego oznaczania matych ilo$ci substratu np. przy kontroli

antydopingowej lub metabolitow lekow, uzywek czy suplementow (106,107).

Testy ELISA sa wykorzystywane do oznaczania markeréw nowotworowych

m.in. CA125, HE4, CEA, IL-6, CA72-4, AFP czy PSA.
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faza stala

Rycina 1. Schemat — odmiany testu ELISA

4.2 Inne metody immunoenzymatyczne

Metody immunoenzymatyczne (EIA), to metody, ktére wymagaja zastosowania
antygenu lub przeciwciata, ktore sprzgga si¢ z enzymem. Otrzymany produkt reakcji
jest produktem barwnym, gdzie do odczytu natezenia wykorzystuje si¢ metody

spektrofotometryczne (112).

Najczesciej stosowanymi enzymami W metodzie immunoenzymatycznej sa:
o fosfataza alkaliczna AP (substrat p-nirofenylofosforan [p-NPP])

e peroksydaza chrzanowa HRP (substrat o-fenylenodiamina [OPD])

Do metod immunoenzymatycznych zaliczamy:
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4.2.1 Metoda chemiluminescencyjna (CLIA)

Chemiluminescencyjny test immunologiczny (CLIA) — to analityczny test
chemiczny, ktory wykorzystuje reakcje chemiczng do wytworzenia $wiatla widzialnego.
Chemiluminescencyjne testy immunologiczne to szybkie, czule i specyficzne testy do
diagnozowania roznych choréb. Testy te stuzg do ilosciowego oznaczania stezen
W surowicy i 0soczu hormonow, lekéw, markeréw nowotworowych (takich jak CEA,
cytokeratyna 19, SCC), markerow chordb zakaznych, markeréw uszkodzenia migsnia

sercowego czy autoprzeciwciat (113,114).

Zestawy do CLIA s3 w stanie wykrywac reakcje chemiluminescencji oparte na
wzbudzeniu promieniowania widzialnego lub prawie widzialnego (k = 300-800 nm).
Reakcja jest generowana, gdy elektron przechodzi ze stanu wzbudzonego do stanu
podstawowego. Energia potencjalna w atomie jest uwolniona w postaci $wiatla.
W spektrofotometrii luminescencja ma przewage nad absorbancja, poniewaz pierwsza
jest miarg bezwzgledna, podczas gdy druga jest wzgledna. Metody
chemiluminescencyjne mozemy podzieli¢ na te bezposrednie z uzyciem markerow

luminoforowych lub posrednie z uzyciem markeré6w enzymatycznych.

4.2.2 Metoda elektrochemiluminescencyjna (ECLIA)

W metodzie elektrochemiluminescencyjnej (ECLIA) sygnatem analitycznym
jest impuls $wiatta wyzwalany przez impuls elektryczny. Impuls $wiatta powstaje
w wyniku mechanizmu chemiluminescencyjnego. Metoda elektrochemiluminescenciji
ECLIA przeznaczona jest do stosowania w odpowiednich analizatorach Elecsys

i COBASE.
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Zasada pomiaru opiera si¢ na technice ,,testu sandwich”. Dokonuje si¢ inkubacji
probki osocza, podczas ktérej tworzy si¢ kompleks immunologiczny typu
,kanapkowego” z biotynylowanymi monoklonalnymi swoistymi przeciwciatami dla
danego markera nowotworowego, znakowanymi kompleksem rutenu. Po dodaniu
mikroczasteczek optaszczonych streptawidyna, kompleks wigze si¢ z faza stalg dzieki
powinowactwu biotyny i streptawidyny. Taka mieszanina reakcyjna przenoszona jest do
komory pomiarowej, gdzie mikroczgsteczki przyciggane sg do powierzchni elektrody za
pomocg magnesu. Niezwigzane czasteczki usuwane sa za pomoca ProCell/Procell M.
Napigcie przytozone do elektrody indukuje reakcje elektrochemiluminescencji i emisje
fotonu, ktéra mierzona jest za pomoca fotopowielacza. Wyniki odczytywane sa
z krzywej kalibracyjnej przygotowanej dla danego analizatora w oparciu o0 kalibracjg¢
2 punktowa oraz krzywa wzorcowg zawarta w urzadzeniu. Za pomocg tego testu
w standardowych laboratoriach diagnostycznych oznaczany jest m.in. marker CA125,

HE4, IL-6 (Elecsys HE4 — modular analytics E170) (115,116).

4.2.3 Metody immunofluorescencyjne

W metodzie immunofluorescencyjnej (FIA) ) mozemy wyr6zni¢ dwie odmiany

testu immunofluorescencyjnego: posrednig i bezposrednia.

W przypadku tych metod stosuje si¢ dwa rodzaje znacznikow: fluorofory, ktore
sg bezposrednio przytaczone do antygenu 1 enzymy, ktérych aktywno$¢ oznacza si¢ za

pomocg produktu koncowego reakcji powodujgcego fluorescencije (117).

Metoda immunofluorescencji posredniej (ang. indirect immunofluorescence —
IIF) jest podstawowg technika immunopatologiczng stuzaca do wykrywania

w surowicach pacjentéw krazacych autoprzeciwciat. Metoda IIF jest badaniem zarowno
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jakosciowym jak 1 ilo§ciowym, poniewaz reakcje przeprowadza si¢ uzywajac wielu
rozcienczen badanych surowic (1 : 10, 1 : 20 itd.). Stuzy do wykrywania przeciwciat:
pecherzycowych, przeciwcial skierowanych przeciwko btonie podstawnej, przeciwciat

przeciwjadrowych (ang. antinuclear antibody — ANA).

Reakcja bezposrednia jest duzo rzadziej wykorzystywana w diagnostyce
klinicznej laboratoryjnej. Technika tg mozemy oznaczy¢ takie antygeny jak antygen

CD20 oraz HER?2 (118,119).

5. TYPY BIOSENSOROW

Biosensory zgodnie z przyjeta przez Miedzynarodowa Uni¢ Chemii Czystej
i Stosowanej (ang. International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC)
definicja, ,fo samowystarczalne, zintegrowane urzgdzenia, ktore dostarczajg
specyficznych ilosciowych Ilub potilosciowych informacji analitycznych, za pomocg
sktadnikow umieszczonych w bezposrednim kontakcie z elementem przetwarzajgcym”
(120). Wykorzystuja one reakcje biochemiczne do oznaczania okreslonych zwigzkow
chemicznych, za pomocag sygnatéw optycznych, elektrycznych lub termicznych
(121,122). Pierwszym w historii biosensorem byta elektroda tlenowa opracowana
w drugiej potowie XX w. przez C. Clarka Jr. (123). Byl to pierwszy biosensor
enzymatyczny wykorzystywany do oznaczania stezenia glukozy. Od tego czasu ilos¢
zastosowan biosensorow rosnie w duzym tempie. O rosngcym zainteresowaniu tg
metoda swiadczy tez liczba publikacji w tym temacie — na przestrzeni ostatnich 20 lat

wzrosta niemalze 10 - krotnie zgodnie z danymi pubmed.gov.
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Stosowanie biosensoréw ma wiele zalet w stosunku do metod standardowych.
Najwazniejszg z nich jest to, ze badanie prowadzone jest w czasie rzeczywistym,
dlatego tatwo je dopasowa¢ do potrzeb. Ponadto jest to metoda szybka, w peini
zautomatyzowana 1 pozwalajgca w niektoérych wypadkach na analize kilku substancji

jednoczesnie.

Dziatanie biosensora polega na specyficznym rozpoznawaniu badanego analitu
bedacego w styczno$ci z sensorem fizycznym lub chemicznym. Czujniki biologiczne
sktadaja si¢ z trzech podstawowych elementow: detektora, przetwornika sygnatu oraz
elementu biologicznego (czujnika), ktérym najczesciej sa: enzymy, przeciwciala,

naturalne receptory, mikroorganizmy, DNA lub RNA a obecnie rowniez aptamery.

Biosensor

SIE, .

Nl ]
o ool T

Rycina 2. Schematyczna budowa biosensora (124)

43



Whasnie ze wzgledu na te poszczegdlne sktadowe, biosensory sg najczesciej

klasyfikowane albo ze wzgledu na metode przetwarzania sygnatu biologicznego albo na

zastosowany biologiczny element wykrywajacy (125).

na:

Biosensory ze wzgledu na uzyty element biologiczny mozemy podzielié¢ na:

>

>

YV V VYV V¥V

biosensory enzymatyczne;

immunosensory;

biosensory wykorzystujace kwasy nukleinowe;
translacyjne biosensory;

biosensory wykorzystujace wirusy;

nanobiosensory.

Natomiast ze wzgledu na rodzaj przekazywania sygnatu, biosensory dzieli si¢

YV V VYV V

elektrochemiczne;
akustyczne;
termiczno/kalorymetryczne;

optyczne.
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6. UZASADNIENIE PODJECIA BADAN | CELE PRACY

Automatyzacja, miniaturyzacja, nowe technologie to ciaggle aktualne wyzwania
wspoéltczesnej medycyny, gwarantujgce staty postep. W ostatnich latach obserwuje sie
rozw6j nowoczesnych metod wykorzystujacych czujniki, ktore sg kombinacijg
biologicznie czutego 1 selektywnego skladnika z fizykochemicznym detektorem.
Okreslane s3 terminem biosensorow. Biosensory cechuja si¢ duza selektywnoscig
1 powinowactwem wzgledem badanych czasteczek, umozliwiaja migdzy innymi rozwdj

metod analitycznych, przydatnych we wspotczesnej diagnostyce medyczne;j.

Tym bardziej, ze nowoczesna medycyna coraz powszechniej operuje pojeciem
biomarkera — biologicznie aktywnej czasteczki, zwigzanej, a czgsto odpowiedzialnej

za okres$lone zmiany patologiczne w organizmie cztowieka.

Z powyzszych wzgledow celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie

doktorskiej byla:

1. Ocena przydatnosci techniki Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw
w wersji Imaging (SPRI) do oznaczen IL-6, antygenow CA125 i HE4 w raku
jajnika i endometriozie.

2. Porownanie uzyskanych nowa metoda wynikéw z dostgpnymi komercyjnie
metodami oznaczen IL-6 i antygenow CA125 i HE4.

3. Wykazanie mozliwosci potencjalnego zastosowania metody SPRI
do oznaczen IL-6, antygenu CA125 i HE4 w rutynowej diagnostyce

laboratoryjne;j.
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7. METODYKA BADAN

7.1 Odczynniki

W  trakcie wykonywania badan opisywanych w rozprawie doktorskiej
wykorzystane zostaty odczynniki:

Biatko interleukina 6 (IL-6) Abcam plc, Cambridge, USA; ludzkie biatko
epiderialne 4 (HE4) Abcam plc, Cambridge, USA; glikoproteina antygenowa, marker
(CA 125/MUC 16) SIGMA, Steinheim, Niemcy; albumina ludzka (z osocza)
Calbiochem; mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne na marker IL-6 Abcam plc,
Cambridge, USA; krolicze poliklonalne przeciwcialo specyficzne na marker HE4
Abcam plc, Cambridge, USA,; krolicze poliklonalne przeciwciato specyficzne na marker
CA 125 SIGMA, Steinheim, Niemcy; 1-hydroksy-2,5-pirydynodion (NHS) ALDRICH,
Munich, Niemcy; 2-aminoetanotiol (cysteamina) SIGMA, Steinheim, Niemcy;
chlorowodorek 1-etylo-3 (3-dimetyloaminopropylo) karbodimid (EDC) SIGMA,
Steinheim, Niemcy; etanol bezwodny 99,9% POCh Gliwice; eter polimeru glikolu
polietylenowego (PEG) i p-tert-oktylofenolu (Triton X-100) SIGMA, Steinheim,
Niemcy; buforowana fosforanem so6l fizjologiczna (PBS), POCh Gliwice; bufor

weglanowy o pH=8,5.

7.2 Sprzet
W czasie prowadzenia pomiar6w korzystano z nastgpujacej aparatury

pomiarowej:
e Zestaw aparatury SPR Imaging (Pracownia Bioanalizy, Wydzialu Chemii

Uniwersytetu w Biatymstoku)
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W jego sktad wchodzi:
> laser,
uktad soczewek 1 polaryzatorow;

rami¢ z pryzmatem;

kamera CCD;

vV V VYV V¥V

rejestrator

Rycina 3. Stanowisko do pomiarow SPRI

7.3 Material i metody

Materiat stanowita krew pobrana od dwoch grup pacjentek:
» Grupa badana:
- pacjentki operowane z powodu endometriozy (25) i raka jajnika (7) w Klinice

Ginekologii i Ginekologii Onkologicznej UMB.
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Od pacjentek operowanych pobierano 2 ml krwi pelnej w nastepujacych
odstepach czasowych:
A — przed operacja
B — 6 godz. po operacji
C — 24 godz. po operacji
Okoto 2 ml krwi wirowano przez 15 min w wirowce z predkoscig 2500
obrotow/min. Uzyskang surowice zamrazano W temp. -70 st. C 1 nastepnie

wykorzystywano do dalszych badan.
» Grupa kontrolna:

- krew zdrowych kobiet (18), bez stwierdzonych patologii w narzadzie rodnym,

uzyskana w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Biatymstoku.

Okoto 2 ml krwi pobierano i wirowano przez 15 min w wiréwce z predko$cia
2500 obrotéw/min. Nastgpnie trzykrotnie saczono przez saczek bibulowy o $redniej

gestosci. Rozcienczono 2-krotnie wodg redestylowana i poddano pomiarom.

Surowica pochodzaca od pacjentek z rakiem jajnika i torbiela endometrialng
byta odpowiednio rozcienczona 2, 5 lub 10- krotnie roztworem PBS utrzymujac pH=7,4

w zalezno$ci od rodzaju oznaczanego markera nowotworowego.

Pacjentki objete badaniem wyrazity swiadoma zgode na pobranie krwi przed
1 po zabiegu usunigcia torbieli lub guza jajnika. Badanie uzyskato akceptacje Komisji

Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (uchwata nr: R-1-002/33/2019)

Metoda badan laboratoryjnych oznaczania CA125 i HE4

Marker CA125 byt oznaczany standardowym testem Architect CA125, marker

HE4 i IL-6 testem standardowym Elecsys na analizatorze COBAS E-411.
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Powyzsze markery 1 cytokina bedg poréwnane z oznaczeniami wykonanymi

metodg SPRI.

Metoda pomiaru Powierzchniowego Rezonansu Plazmonow w wersji Imaging

(SPRI)

Technika SPR i SPRI wykorzystuje zjawisko calkowitego wewngtrznego
odbicia §wiatta monochromatycznego, p - spolaryzowanego, majace miejsce na pokrytej
ztotem powierzchni biosensora. Efekt SPR mozna zaobserwowaé po umieszczeniu
cienkiej warstwy metalicznej miedzy dwoma os$rodkami roéznigcymi si¢ miedzy soba
gesto$cig optyczng (np. szklo/woda, szkto/powietrze). W sieci krystalicznej metalu
wystepuje gaz elektronowy i gdy na bioczujnik pada $wiatto o odpowiedniej
czestotliwosci dochodzi do wzbudzenia plazmonow czyli quasi-Czasteczek obecnych
w warstewce ztota, ktore rezonansowo pochtaniaja energi¢ fali padajacej. Pomiar polega
na pomiarze intensywnosci $wiatla odbitego, ktora zalezy od kata SPR. Ten z kolei
zmienia si¢ w zalezno$ci od ilosci zwigzanych molekut, ktore powoduja zmiang
wspoéiczynnika zatamania w poblizu powierzchni sensora. Istnieje liniowa zalezno$¢
migdzy ilo$cia zwigzanych czasteczek, a przesunigciem kata SPR co pozwala na
iloSciowe oznaczanie biomolekul z wykorzystaniem odpowiedniego elementu bio-

rozpoznajacego.

Jako bio-rozpoznajacy element bioczujnika wykorzystuje si¢ przeciwciala oraz
naturalne 1 syntetyczne inhibitory. Technika ta nie wymaga stosowania znacznikow
(label free method) dzigki czemu nie zostaje naruszona struktura biomolekut 1 nie tracg

one swych wtasciwosci.
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Technika SPRI rozni si¢ od klasycznej SPR tym, ze eliminuje zlozono$¢
skanowania kata padania promieniowania. W wyniku pomiaru uzyskuje si¢ zdjecie

roznigce si¢ intensywnoscig pol pomiarowych, ktore poddawane jest dalszej analizie.

Wysoka czuto$¢ metody, niski poziom wykrywalnos$ci 1 oznaczalnosci daje
mozliwoé¢ oznaczania stezen rzedu pg/ml (10°g/ml) czy tez ng/ml (10°g/ml) przy
odchyleniu + 1% (2%). Sa to ilosci czgsto okoto 1000 razy mniejsze niz otrzymywane
technikami standardowo wykorzystywanymi w laboratoriach diagnostycznych. Do
analizy potrzebne s3g niewielkie ilosci probek (rzedu kilku pl), co nie jest ucigzliwe dla
pacjentow. Biosensor SPRI umozliwia jednoczesny pomiar wielu probek

w przeciwienstwie do metod stosowanych komercyjnie.

Schematyczna budowg biosensorow SPRI oraz schemat pomiaru przedstawia

rycina 4.

Biosensory - matryce prébek
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5
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¢
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> 5 - warshwa 7ieta (sanm)|
e warstwa tytanuls nm)
»  phytha cridara fakdo BX 7)

Schemat basensorow do oznaczen wybranych bomaskerow

praed2Draz 2 kamery CCD

Rycina 4. Schematyczna budowa biosensoréw SPRI oraz schemat pomiaru.
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Ze wzgledu na wykorzystanie matrycy biosensorOw mozna oznaczy¢

jednoczesnie 9 niezaleznych probek.

7.4 Statystyka

Do analizy rozktadu danych zastosowano test W Shapiro-Wilka. Dane
o rozktadzie normalnym zostaty przeanalizowane przy uzyciu jednokierunkowej analizy
wariancji (ANOVA) 1 pokazane jako $rednia = SD. Dane o rozktadzie nienormalnym
przedstawiono jako mediang i1 przeanalizowano za pomoca nieparametrycznego testu
Kruskala-Wallisa. Korelacje zostaly przeanalizowane za pomocg analizy korelacji
Pearson (rozkltad normalny) lub Spearman’s Rank (rozktad nienormalny). Analizg
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism 7.4
(GraphPad Prism 7,04 Software, USA). Roznice uznano za istotne statystycznie, gdy

p<0,05.
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8. WYNIKI

W przeprowadzonych badaniach dokonano oceny stezeh CA125, HE4
i interleukiny 6 (IL-6) u pacjentek z torbielami endometrialnymi i rakiem jajnika za
pomoca biosensora SPRI. Porownano je ze stezeniami 0znaczonymi u zdrowych kobiet.
Dokonano nastepnie korelacji uzyskanych stezen ze stezeniami 0znaczanymi przy

pomocy standardowej, komercyjnej metody.

Analizie poddano surowice pacjentek (n=25) ze zdiagnozowang torbielg
endometrialng. Probki podzielono na 3 grupy w zalezno$ci od czasu przed i po
wykonaniu zabiegu operacyjnego (A - przed operacja; B - 6 h po operacji wyciecia
torbieli; C - 24 h po operacji wycigcia torbieli). Oznaczono w nich stezenie markera
CA125, HE4 i IL-6 przy zastosowaniu skonstruowanych i analitycznie opracowanych
biosensorow SPRI. Otrzymane wyniki porownano z wartosciami stgzen w probkach

kontrolnych (zdrowych kobiet n=18).

Badaniu poddano rowniez surowice pochodzaca od pacjentek (n=7)
operowanych w Klinice Ginekologii i Ginekologii Onkologicznej UMB z powodu raka
jajnika. Otrzymany material biologiczny podzielony byt rowniez na 3 grupy ze wzgledu
na czas przed i po wykonaniu zabiegu operacyjnego (A - przed operacja; B - 6 h po

operacji wycigcia guza jajnika; C - 24 h po operacji wycigcia guza jajnika).

W surowicy oznaczono st¢zenie markera CA125, HE4 i IL-6 przy zastosowaniu
skonstruowanych 1 analitycznie opracowanych biosensoréw SPRI. Otrzymane wyniki

poréwnano z warto$ciami stgzen w probkach kontrolnych (zdrowych kobiet n=18).
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8.1 Ocena stezen badanych markerow CA125, HE4 1 IL-6

w badanych grupach

8.1.1 Oznaczanie stezenia markera CA125 w prébkach pacjentek z torbiela

endometrialng i zdrowych dawczyn

Rozktad wynikow stezen CA125 jest nienormalny dlatego do porownan uzyto
testu nieparametrycznego. Minimalne stezenie CA125 u zdrowych dawczyn wynosito
0,86 pg/ml, maksymalne 20,69 pg/ml, analogicznie u pacjentek z torbielami
endometrialnymi: przed zabiegiem min. 8,36 pug/ml do 306,2 pg/ml, 6 godzin po
operacji 3,56 pg/ml do 222 pg/ml i 24 godziny po zabiegu 3,97 ug/ml do 314,6 pg/ml.
Stezenia CA125 byty statystycznie znamiennie wyzsze w kazdym oznaczanym punkcie

w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Rozktad stezen i znamienno$ci statystyczne oraz warto$ci poszczegdlnych

parametrow przedstawiajg rycina 5 i tabela 1.

53



4001 [ *k k |
—_
E .
o 3004
=
wn
(3]
- A
< 2004
o
(]
<
~N 1004 *
[+3 L J
: A
01 —5xn 7& wL
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6 h po zabiegu
24 h po zabiegu

Rycina 5. Rozktad stezen markera CA125 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu

biologicznego pacjentek z torbielg endometrialng o réznym czasie po resekcji torbieli

(A - przed operacja; B - 6 h po operacji wycigcia torbieli; C - 24 h po operacji wycigcia

torbieli). Pomiary wykonano na aparacie SPRI.
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Tabela 1. Minimalne i maksymalne wartosci CA125 oraz pozostale parametry
u pacjentek z torbielami endometrialnymi i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie

analizy statystycznej.

CA 125 Grupa Przed 6 h po zabiegu 24 h po

kontrolna zabiegiem zabiegu
Minimum 0,8600 8,360 3,560 3,970
25% Percentyl 2,293 30,19 10,30 10,21
Mediana 6,990 58,17 22,91 15,74
75% Percentyl 12,40 74,50 40,52 34,64
Maximum 20,69 306,2 222,0 314,6
Zakres 19,83 297,8 218,4 310,6
Srednia 7,986 71,53 36,35 38,24

Standardowe

odchylenie 6,330 68,35 47,96 64,89
Blad standardowy 1,492 14,25 10,22 13,53

8.1.2 Oznaczanie stezenia markera CA125 w probkach pacjentek z rakiem

jajnika i zdrowych dawczyn

U pacjentek leczonych z powodu raka jajnika, podobnie jak torbieli
endometrialnej rozktad wynikoéw CA125 oznaczanych przy pomocy biosensora SPRI

byt nienormalny. Do analizy uzyto testu nieparametrycznego. Minimalne stezenie
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CA125 u pacjentek z rakiem jajnika przed zabiegiem wynosito 111,1 pg/ml,
maksymalne 1020 pg/ml, odpowiednio 6 godzin po 26,28 pg/ml i 651,1 pg/ml i 24
godziny po zabiegu 12,51 pg/ml i 317,5 pg/ml. St¢zenia CA125 byty znamiennie
statystycznie wyzsze u kobiet z rakiem jajnika w poréwnaniu do grupy kontrolnej
przed zabiegiem i 6 godzin po zabiegu. Nie wykazano roznic statystycznych stezen

CA125 uzyskanych 24 godziny po zabiegu w porownaniu do grupy kontrolne;.

Rozktad stezen i znamiennosci statystyczne oraz wartosci poszczegolnych

parametrow przedstawiaja rycina 6 i tabela 2.
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**p<0.01, ***p<0.001 vs grupa kontrolna

Rycina 6. Rozktad stezen markera CA125 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z rakiem jajnika o ré6znym czasie po resekcji guza. (A - przed
operacja; B - 6 h po operacji wyciecia guza jajnika; C - 24 h po operacji wycigcia guza
jajnika). Pomiary wykonano na aparacie SPRI.
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Tabela 2. Minimalne 1 maksymalne wartosci CA 125 oraz pozostale parametry

u pacjentek z rakiem jajnika i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy

statystycznej.
CA 125 Grupa Przed zabiegiem 6 h po 24 h po
kontrolna zabiegu zabiegu
Minimum 0,8600 1111 26,28 12,51
25% Percentyl 2,293 163,1 59,93 14,83
Mediana 6,990 256,4 112,7 45,77
75% Percentyl 12,40 504,4 432,0 1154
Maximum 20,69 1020 651,1 317,5
Zakres 19,83 909,2 624,8 305,0
Srednia 7,986 376,7 222,2 80,87
Standardowe
odchylenie 6,330 317,4 240,8 117,0
Blad standardowy 1,492 120,0 98,31 47,77

Standardowo poziom markera nowotworowego CAI125 w ptynach

ustrojowych (osocze, surowica) oznaczane jest w jednostkach aktywnosci (U/mL).

Istnieje mozliwos¢ przeliczenia aktywnos$ci na standardowe stezenie np. (ug/ml)

0znaczane za pomocg biosensorow SPRI (126).

C=A*mlv

C- aktywno$¢ [U/mL]; A - specyficzna aktywnos¢ dla CA-125 (1040 U/mg= 1,04

U/ug); m-masa[ug]; V- objetos¢ [mL]

57




8.1.3 Oznaczanie stezenia markera HE4 w prébkach pacjentek z torbiela

endometrialng i zdrowych dawczyn

Rozktad stezen HE4 oznaczanych przy pomocy biosensora byt normalny, do
analizy uzyto wartosci $redniej i odchylenia standardowego. Srednie stezenie HE4
oznaczane metodg biosensora SPRI w grupie kontrolnej wynosito 4,42 (+3,201) ng/ml
1 bylo statystycznie znamiennie nizsze w pordéwnaniu do pacjentek z torbielami
endometrialnymi w kazdym punkcie pomiaru, to znaczy przed zabiegiem, 6 i 24
godziny po operacji, odpowiednio 24,96 (£5,465) ng/ml, 21,36 (+4,616) ng/ml i 13,56
(£5.902) ng/ml. Interesujaco stezenie HE4 ulegalo znamiennemu obnizeniu juz 6 i 24

godziny po zabiegu w porownaniu do wartosci przed zabiegiem.

Rozklad stezen 1 znamienno$ci statystyczne oraz warto$ci poszczegdlnych

parametrow przedstawiaja rycina 7 i tabela 3.

k¥ k
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1 zdrowi dawcy

_i

T [ przed zabiegiem

= 6 h po zabiegu
Bl 24 h po zabiegu

Stezenie HE 4 [ng/ml]
= [X)
e e

***n<0.001, vs zdrowi ochotnicy, ###p<0.001 vs przed zabiegiem

Rycina 7. Rozktad stezen markera HE4 probek kontrolnych oraz materiatu
biologicznego pacjentek z torbielg endometrialng o r6znym czasie po resekcji torbieli
(A - przed operacja; B - 6 h po operacji wycigcia torbieli; C - 24 h po operacji wycigcia
torbieli). Pomiary wykonano na aparacie SPRI.
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Tabela 3. Srednie stezenia HE4 oraz pozostale parametry u pacjentek z torbielami

endometrialnymi i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy statystycznej.

HE4 Grupa Przed 6 h po zabiegu 24 h po
kontrolna zabiegiem zabiegu
Minimum 0,2400 9,615 12,94 2,068
Maximum 10,69 32,43 31,41 23,84
Zakres 10,45 22,81 18,47 21,78
Srednia 4,422 24,96 21,36 13,56
Standardowe
odchylenie 3,201 5,465 4,616 5,902
Btad
standardowy 0,7546 1,140 0,9841 1,258

8.1.4 Oznaczanie stezemia markera HE4 w probkach pacjentek z rakiem

jajnika i zdrowych dawczyn

Rozktad stezen HE4 oznaczanych przy pomocy biosensora byt normalny, do
analizy uzyto wartosci $redniej i odchylenia standardowego. Stezenia HE4 u pacjentek
z rakiem jajnika byty statystycznie znamiennie wyzsze w kazdym punkcie pomiaru

i wynosity odpowiednio 37,68 (£19,3) ng/ml przed zabiegiem, 36,58 (£16,89) ng/ml,
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6 godz. po i 24,14 (+11,85) ng/ml, 24 godz. po operacji. Nie zaobserwowano jednak zna
czacego spadku HE4 po zabiegu, jak to miato miejsce w przypadku pacjentek leczonych

z powodu torbieli endometrialnych.

Rozktad stgzen i znamiennosci statystyczne oraz wartosci poszczegdlnych

parametréw przedstawiajg rycina 8 i tabela 4.
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**p<0.01, ***p<0.001 vs grupa kontrolna

Rycina 8. Rozktad stezen HE4 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu biologicznego
pacjentek z rakiem jajnika o réoznym czasie po resekcji guza. (A - przed operacja;
B - 6 h po operacji wycigcia guza jajnika; C - 24 h po operacji wycigcia guza jajnika).

Pomiary wykonano na aparacie SPRI.
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Tabela 4. Srednie stezenia HE4 oraz pozostate parametry u pacjentek z rakiem jajnika

i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy statystycznej.

HE4 Grupa Przed 6 h po zabiegu 24 h po
kontrolna zabiegiem zabiegu
Minimum 0,2400 15,48 14,96 10,21
Maximum 10,69 66,16 52,12 35,67
Zakres 10,45 50,68 37,16 25,46
Srednia 4,422 37,68 36,58 24,14
Standardowe
odchylenie 3,201 19,30 16,89 11,85
Btad
standardowy 0,7546 7,296 6,897 4,838

8.1.5 Oznaczanie stezenia IL-6 w probkach pacjentek z torbielg

endometrialng i zdrowych dawczyn

Rozktad stezen interleukiny 6 oznaczanych przy pomocy biosensora byt
normalny, do analizy uzyto wartoéci $redniej i odchylenia standardowego. Srednie
stezenie interleukiny 6 oznaczane metoda biosensora SPRI w grupie kontrolnej

wynosito 8,808 (£3,094) pg/ml i byto statystycznie znamiennie nizsze w poréwnaniu do
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pacjentek z torbielami endometrialnymi w kazdym punkcie pomiaru, to znaczy przed
zabiegiem, 6 i 24 godziny po operacji, odpowiednio 92,56 (+27,92) pg/ml,
63,29 (+28,40) pg/ml i 52,79 (£17,15) pg/ml. Podobnie jak w przypadku HE4, stezenie
interleukiny 6 ulegato znamiennemu obnizeniu juz W 6 i 24 godziny po zabiegu,

w porownaniu do wartosci przed zabiegiem.

Rozktad stgzen i znamiennosci statystyczne oraz wartosci poszczegolnych

parametrow przedstawiajg rycina 9 i tabela 5.
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Rycina 9. Rozklad stgzen interleukiny 6 probek kontrolnych oraz materiatu
biologicznego pacjentek z torbielg endometrialng o r6znym czasie po resekcji torbieli
(A - przed operacja; B - 6 h po operacji wycigcia torbieli; C - 24 h po operacji wyciecia
torbieli). Pomiary wykonano na aparacie SPRI.
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Tabela 5. Srednie stezenia interleukiny 6 oraz pozostale parametry u pacjentek

z torbielami endometrialnymi i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy

statystycznej.

IL-6 Grupa Przed 6 h po zabiegu 24 h po
kontrolna zabiegiem zabiegu

Minimum 5,080 49,19 18,82 31,27

Maximum 15,54 155,0 137,7 95,41
Zasigg 10,46 105,8 118,9 64,14

Srednia 8,808 92,56 63,39 52,79

Odchylenie
standardowe 3,094 27,92 28,40 17,15
Btad odchylenia 0,7293 5,822 6,197 3,743

8.1.6 Oznaczanie stezemia markera IL-6 w prébkach pacjentek z rakiem

jajnika i zdrowych dawczyn

Rozktad stgzen interleukiny 6 oznaczanych u pacjentek z rakiem jajnika
przy pomocy biosensora byl normalny, do analizy uzyto wartosci $redniej i odchylenia
standardowego.

Stezenia interleukiny 6 u pacjentek z rakiem jajnika byly statystycznie

znamiennie wyzsze w kazdym punkcie pomiaru i wynosity odpowiednio 95,18 (£26,15)

63



pg/ml przed, 6 godzin po 84,42 (£16,64)pg/ml i 65,49 (£15,45) pg/ml 24 godziny po
zabiegu operacyjnym. Wykazano takze statystycznie znamienny spadek stezenia

interleukiny 6 po 24 godzinach od zabiegu w poroéwnaniu do stezenia przed operacja.

Rozktad IL-6 1 znamiennoS$ci statystyczne oraz warto$ci poszczegdlnych

parametréw przedstawiajg rycina 10 i tabela 6.
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**p<0.01, ***p<0.001 vs grupa kontrolna, ##p<0.01 vs przed zabiegiem

Rycina 10. Rozktad stezen intereleukiny-6 oznaczanych metoda biosensora u pacjentek
leczonych z powodu raka jajnika o roznym czasie po resekcji guza jajnika (A - przed
operacja; B - 6 h po operacji wycigcia guza jajnika; C - 24 h po operacji wyciecia guza

jajnika) w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
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Tabela 6. Srednie stezenia interleukiny 6 oraz pozostale parametry u pacjentek z rakiem

jajnika i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy statystycznej.

IL-6 Grupa Przed 6 h po zabiegu 24 h po

kontrolna zabiegiem zabiegu
Minimum 5,080 55,90 65,79 40,41
Maximum 15,54 124,6 101,9 82,98
Zasigg 10,46 68,67 36,08 42,57
Srednia 8,808 95,18 84,42 65,94

Odchylenie

standardowe 3,094 26,15 16,64 15,45
Btad odchylenia 0,7293 9,882 6,795 6,308

8.2 Ocena Kkorelacji pomiedzy oznaczeniami CA125, HE4
I interleukiny 6 oznaczanych za pomoca biosensora SPRI
a metoda standardowa u pacjentek z rakiem jajnika i torbiela

endometrialng

W celu poprawnej analizy wynikow otrzymanych przy wykorzystaniu
skonstruowanych biosensorow SPRI przeprowadzono oznaczenia badanych markerow

z wykorzystaniem standardowych technik diagnostycznych powszechnie uzywanych
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w medycznych laboratoriach klinicznych. Marker CA125 byt oznaczany standardowym

testem Architect CA125, marker HE4 i IL-6 testem standardowym Elecsys na

analizatorze COBAS E-411. Otrzymane w obu metodach dane poddano korelaciji.

Analiza porownawcza pomiarOw stezen badanych parametrow przy pomocy

biosensora i metod komercyjnych przeprowadzonych testem korelacji Spearmana

1 Pearsona wykazata:

>

dodatnig korelacj¢ pomiedzy oznaczeniem stezenia CA125 metoda biosensora
1 metodg tradycyjna w przypadku torbieli endometrialnych (1r=0,7775,
p< 0,0001)

dodatnia korelacje pomigdzy oznaczeniem stezenia CA125 metoda biosensora
i metoda tradycyjng w przypadku raka jajnika (r=0,6195, p< 0,05)

dodatnig korelacje¢ pomiedzy oznaczeniem stezenia HE4 metoda biosensora
i metodg tradycyjna w przypadku torbieli endometrialnych (r=0,9189, p< 0,05)
dodatnig korelacj¢ pomiedzy oznaczeniem stezenia HE4 metoda biosensora
i metoda tradycyjng w przypadku raka jajnika (r=0,9720, p< 0,0001)

dodatnig korelacje pomigdzy oznaczeniem stezenia interleukiny 6 metoda
biosensora 1 metodg tradycyjng w przypadku torbieli endometrialnych
(r=0,6309, p< 0,0001)

dodatnig korelacje pomie¢dzy oznaczeniem stezenia interleukiny 6 metoda

biosensora i metoda tradycyjng w przypadku raka jajnika (r=0,9327, p< 0,05).

Szczegotowe wyniki przedstawiono na rycinach 11 — 16.
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Rycina 11. Dodatnia korelacja pomigdzy oznaczeniami CA125 w surowicy Krwi
pacjentek z torbiela endometrialng uzyskanych metoda SPRI i testem standardowym
(Architect CA125 test) - korelacja Spearmana.
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Rycina 12. Dodatnia korelacja pomigdzy oznaczeniami CA125 za pomoca biosensora

SPRI i metodg tradycyjng w przypadkach raka jajnika - korelacja Pearsona.
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Stezenie HE 4
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Rycina 13. Dodatnia korelacja pomigdzy wynikami st¢zenia markera HE4 w surowicy

pacjentek uzyskanych metoda biosensora SPRI i testem standardowym ((Elecsys HE4

test na analizatorze COBAS E-411) w przypadkach torbieli endometrialnej — korelacja

Pearsona.
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Rycina 14. Dodatnia korelacja pomi¢dzy wynikami st¢zenia markera HE4 w surowicy

krwi pacjentek z rakiem jajnika uzyskanych metoda SPRI i testem standardowym
(Elecsys HE4 test na analizatorze COBAS E-411) — korelacja Pearsona.

68



r=0.6309, p<0.0001

<
150
E
(=]
= <
o ® S <
E.:. o 100 o &
S P
»h S y@o' <
2 ST
= S @
50
— T I I
50 100 150

Stezenie IL 6
dla metody standardowej [[pg/mI]

Rycina 15. Dodatnia korelacja pomigedzy wynikami stezenia markera I1L-6 w 0soczu
krwi pacjentek z torbiela endometrialng jajnika uzyskanych metoda SPRI i testem

standardowym (Elecsys IL-6 test na analizatorze COBAS E-411) — korelacja Pearsona.
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Rycina 16. Dodatnia korelacja pomigdzy oznaczeniami st¢zenia interleukiny 6
u pacjentek z rakiem jajnika uzyskanych metodg SPRI i testem standardowym (Elecsys
IL-6 test na analizatorze COBAS E-411) — korelacja Pearsona.
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9. DYSKUSJA

Endometrioza jest przewlekla chorobg zapalng estrogenozalezng. Szacunkowe
oceny pozwalaja przypuszczaé, ze dotyczy ona nawet 10% catej populacji
miesigczkujacych kobiet (127). Oznacza to, ze na $wiecie zyje z ta chorobg ok. 390 min
kobiet. Endometrioza, a szczegolnie towarzyszacy jej bol w obrebie miednicy mniejsze;j
pogarsza jakos$¢ zycia kobiety i jej codzienne funkcjonowanie, obejmujgce nie tylko
wykonywanie podstawowych czynnosci zyciowych ale i aktywno$¢ sportowa, zycie
seksualne, stosunki partnerskie w domu i pracy (128,129). Leczenie endometriozy
generuje znaczace w systemie ochrony zdrowia poréwnywane do leczenia cukrzycy czy

reumatoidalnego zapalenia stawow (130).

Szacuje sig¢, ze na raka jajnika zwanego ,.cichym zabdjca”, rocznie w Polsce

zapada ok. 4000 kobiet, a 2500 z nich umiera.

Markery CA125, HE4 i interleukina 6 naleza do niespecyficznych zwigzkow,
ktore sg podwyzszone zar6wno w raku jajnika jak i w endometriozie. Nie maja duzej
wartosci diagnostycznej W screeningu, ale sa przydatne w monitorowaniu efektow
leczenia i okreslenia predykcji pojawienia si¢ wznowy. Algorytm ROMA
wykorzystujacy stezenia CA125 i HE4 pozwala okresli¢ ryzyko ztosliwego charakteru
zmian stwierdzanych w jajnikach, a takze okresli¢ predykcje powstania wznowy

choroby nowotworowe;j.

W przedstawionych badaniach okreslono przydatno$¢ opracowanych
biosensorow SPRI do oznaczania markerow CA125, HE4 1 interleukiny 6
w diagnostyce raka jajnika i endometriozy. Oznaczanie przy uzyciu biosensorow

stwarza perspektywe opracowania metod prostych w obstudze, szybkich i wydajnych
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ekonomicznie. Zgodnie z definicjg Migdzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej
IUPAC biosensorem chemicznym jest instrument analityczny ktéry wykorzystuje
sygnat biologiczny na analitycznie przydatny sygnat. Metoda powierzchniowego
rezonansu plazmonow SPR (ang. Surface Plasmon Resonance) jest technikg optyczng
pomiaru wykorzystujacg zjawisko fizyczne zmiany wspotczynnika zatamania po
zwigzaniu si¢ czasteczek na powierzchni metalu. Mi¢dzy weztami sieci krystalicznej
metalu krgzg wolne elektrony nazwane plazmonami — odpowiedniki fotonéw, bedace
kwantami promieniowania elektromagnetycznego. Plazmony biorg udzial w zjawiskach
optycznych zachodzacych w warstwie metalu. Energia fotonu padajacego na
powierzchni¢ metalu musi by¢ réwna energii drgan oscylacyjnych plazmonéw aby te
weszly w rezonans. Ze wzgledu na to, ze energia plazmondéw z wnetrza metalu jest
znacznie wigksza niz fotondw z zakresu $wiatta widzialnego, W rezonans moga wejs$¢
tylko plazmony z powierzchniowej warstwy metalu o grubosci 300-400 nm bo tylko te
maja podobng energie jak fotony . Przy tego typu metodzie moéwimy o wykorzystaniu
zjawisku powierzchniowego rezonansu plazmondéw (SPR, ang. Surface Plasmon
Resonance). Aparat do pomiaréw analitycznych z wykorzystaniem SPRI sklada si¢
z czgsci optycznej, przetwornika, ktory wspotdziata z elementami optycznymi i czgsécia
biochemiczng czujnika oraz uktadu elektronicznego umozliwiajacego przetwarzanie
1 rejestracje danych. Cze$¢ optyczna aparatury SPRI zawiera zrdédto promieniowania
(laser He-Ne, argonowy lub dioda LED), elementy optyczne (soczewki, polaryzatory,
lustro) oraz pryzmat z cienkg warstwg metalu, w ktorym wzbudzana jest fala
rezonansowa plazmondéw (26, 27). Przetwornik przeksztalca zmiany zachodzace na
powierzchni metalu na zmiany wspotczynnika zalamania $wiatla, ktory moze by¢
okreslany przez optyczng detekcje SPR. W procesie tym sygnal elektryczny jest

generowany 1 przetwarzany przez uktad elektroniczny. Aparatura SPRI zwykle
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wyposazona jest w kamer¢ CCD do wychwytywania $wiatta odbitego z catlej
powierzchni czipa. Bardzo wazng czescig uktadu SPRI jest czujnik z czutym elementem
rozpoznajagcym. Konstrukcja powierzchni takiego czujnika zalezy od jego producenta
i praktycznego zastosowania. Zazwyczaj jest to czip szklany z warstwa obojetnego
metalu (ztota o grubosci 50 nm). Niemodyfikowana warstwa ztota nie jest odpowiednim
srodowiskiem dla biomolekularnych interakcji, w zwigzku z tym, warstwy ztota sg
modyfikowane, np. monowarstwg tiolu (24). Biosensory te posiadaja odpowiednie
przeciwcialo potaczone ze zlota powierzchnig chipa za pomoca linkera cysteaminy.
Sama budowa biosensora umozliwia zastosowanie przeciwcial bez koniecznosci
wzmacniania sygnatu analitycznego, np. przez wykorzystanie znacznikéw, €O

powoduje, ze oznaczane substancje nie tracg swoich wlasciwosci funkcjonalnych (131).

Na uwage zastuguje prostota i tatwos¢ wykonania pomiarow. Nalezy takze
podkresli¢, ze caty panel charakteryzuje si¢ przystosowaniem stezenia receptora
(przeciwciata) na powierzchni biosensora do okreslonych zakresow stezen mierzonych
antygenow, to znaczy przy oznaczaniu CA125 jest to 200 pg/ml (126), HE4 - 20 ng/ml
(132) a interleukiny 6 - 60 pg/ml (133). Analiza wymaga wykonania odpowiednich
krzywych kalibracyjnych dla kazdego oznaczanego zwiazku. Wykonane pomiary
potwierdzity mozliwo$¢ zastosowania biosensora do oznaczen stezen wybranych
parametréw, poniewaz zakresy stezen oznaczanych parametrow zawieraly si¢
w liniowych fragmentach krzywych kalibracyjnych. Opracowane biosensory byty takze
badane pod katem precyzji pomiaru. Wykazano, ze precyzja pomiaru miesci si¢ ponizej
10%, zaréwno jako wyniki zawyzone, jak i zanizone co nalezy uzna¢ za wynik

zadowalajacy (134).
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Kolejnymi parametrami okreslajagcymi precyzyjnos¢ pomiarOw sg granica
wykrywalnosci i granica oznaczalnos$ci. Przeprowadzone badania dotyczace okreslenia
tych parametrow wykazaty przy oznaczaniu CA125, iz granica oznaczalno$ci nhie
wplywa na uzyskane pomiary, podczas gdy przy oznaczaniu HE4 granica ta wynosi 0,3
ng/ml co sprawia, ze wszystkie wyniki ponizej tej wartosci majg charakter pétilosciowy.
W przypadku interleukiny 6 zakresem detekcji tej substancji jest przedziat 0.9-3 pg/ml

(126,132,133).

W surowicy krwi znajduje si¢ duzo innych biatek i substancji. Wazne jest wiec
okreslenie specyficznosci sygnatu analitycznego. Badanie specyficznosci biomarkerow
wykazato nieznaczny wptyw potencjalnych interferentow na HE4 1 interleuking 6, oraz
interferencj¢ oznaczenia CA125 z nadmiarem albuminy, mieszczacym si¢ jednak

w akceptowalnym przedziale dopuszczalnego btedu (126).

Jednak najwazniejszym parametrem okreslajacym przydatnos¢
nowoopracowanego systemu do oznaczania jakiejkolwiek substancji jest jego zgodno$¢

z istniejacymi juz systemami komercyjnymi.

Glownym celem pracy byto wykazanie przydatnosci, opracowanych w Pracowni
Bioanalizy Wydziatu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku biosensoréw do oznaczen
IL-6, CA125 i HE4 w wersji SPRI, do wykorzystania w diagnostyce i nadzorze leczenia
endometriozy i raka jajnika, pod wzgledem doktadno$ci oznaczen i wiarygodnosci
uzyskanych wynikow.

Dokonano poréwnania uzyskanych wynikow ze stgzeniami uzyskiwanymi przy
uzyciu metod standardowych, wykonywanych w laboratorium komercyjnym. Badania
te wykonano po uzyskaniu probek krwi od zdrowych kobiet oraz od pacjentek

z torbielami endometrialnymi i rakiem jajnika.
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Stezenie CA125 oznaczanych metoda SPRI u pacjentek z torbielg endometrialng
bylo $rednio 10 - krotnie wyzsze w porownaniu do grupy kontrolnej. Jest to zgodne
z powszechnie dostepnym pi$miennictwem. Marker CA125 i jego rola w endometriozie
zostala doglebnie zbadana. St¢zenia CA125 koreluja ze z stopniem zaawansowania
i przebiegiem choroby oraz z doszczetnoscig leczenia (135). Jednak do tej pory nie
zbadano szybko$ci spadku CA125 po wykonanej operacji. Stezenia CA125, 6 i 24
godziny po operacji usuni¢cia torbieli byly wprawdzie statystycznie znamiennie
wigksze w pordwnaniu z grupg kontrolng jednak poziom istotno$ci wyraznie malat
(p<0,001 vs p<0,05). Przeprowadzone porownanie uzyskanych wynikow metoda SPRI
z metodg komercyjng (Architect CA125 test) wykazato zgodno$¢ uzyskanych wynikow
(r=0,7775). Natomiast u kobiet z rakiem jajnika opracowany biosensor wykazal ponad
50 - krotnie wyzsze stezenia U Kobiet chorych w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Literatura potwierdza wyniki badan wiasnych (136). Po operacji cytoredukcyjnej
zauwazono gwattowne obnizenie stezenia CA125. Stezenia CA125 24 godziny po
zabiegu operacyjnym nie roznity si¢ statystycznie od stezen w grupie kontrolne;.
Poroéwnanie uzyskanych wynikoéw z testem komercyjnym podobnie wykazato dodatnia
korelacj¢ pomigdzy oznaczeniami CA125 za pomoca biosensora i metoda tradycyjng
u kobiet z rakiem jajnika (korelacja Pearsona, r=0,6195). Wykazano wigc

rownowaznos¢ oznaczen CA125 metoda SPRI i metoda komercyjna.

W dostepne;j literaturze nie znaleziono opracowan dotyczacych markera HE4 w
endometriozie. W badaniach wlasnych stwierdzono prawie 5 - krotnie wyzsze stg¢zenie
HE4 u kobiet z endometrioza w poréwnaniu do grupy kontrolnej. SteZenie to malalo
statystycznie znamiennie 6 i 24 godziny po zabiegu. W przysztosci nalezatoby

przeprowadzi¢ badania nad dynamika zmian w st¢zeniu HE4 w powigzaniu
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z doszczetnoscia wykonywanego zabiegu operacyjnego. Uzyskane wyniki oznaczen
HE4 metodg SPRI poréwnano do oznaczen uzyskanych standardowym testem Elecsys
wykonywanym na aparacie COBAS E-411. Wykazano dodatnig korelacje pomigdzy
wynikami ste¢zenia markera HE4 w surowicy pacjentek uzyskanych metoda biosensora

SPRI i testem standardowym (korelacja Pearsona, r=0,9189).

Rola markera HE4 w raku jajnika jest dobrze poznana i postuzyta do
opracowania algorytmu oceny ryzyka wyst¢gpowania choroby nowotworowej (137).
Srednie stezenie HE4 u kobiet z rakiem jajnika przekraczato o$miokrotnie $rednie
stezenie obserwowane w grupie kontrolnej. Nie byto wige tak wyraznie wyzsze jak
przy oznaczeniach CA125. Przeprowadzone porownanie uzyskanych wynikow metoda
SPRI i testem komercyjnym wykazaty dodatnig korelacj¢ pomigdzy wynikami stg¢zenia
markera HE4 w surowicy Kkrwi pacjentek z rakiem jajnika (korelacja Pearsona,
r=0,9720). Wysoka zgodno$¢ uzyskanych wynikow pozwala wigc na wysunigcie
wniosku, ze opracowany biosensor zostal zwalidowany 1 w potaczeniu z oznaczeniem
CAI125 moze by¢ wykorzystywany do diagnostyki i monitorowania leczenia raka

jajnika z wyliczeniem ryzyka przy zastosowaniu algorytmu ROMA.

Intersujace sa zmiany stezen HE4 u pacjentek z endometrioza. By¢ moze

zjawisko to mogtoby by¢ wykorzystane w monitorowaniu leczenia tej choroby.

Wiadomo, ze endometrioza to zapalna choroba estrogenozalezna zwigzana
z toczacym si¢ w organizmie kobiety procesem zapalnym. Poznano wiele mediatorow
stanu zapalnego biorgcych udziat w rozwoju tej choroby. Wsrdd nich sg intereleukina 6
ktora z interleuking 1B stymulujag wiele procesoOw zapalnych prowadzacych do
neuroangiogenezy (138). Oznaczenie stezen interleukiny 6 wykazato ponad 10 - krotnie

wyzsze stezenia tej Cytokiny u kobiet z endometrioza i rakiem jajnika w porownaniu do
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grupy kontrolnej. Po wykonaniu operacji zauwazono szybkie obnizenie jej stezenia.
U pacjentek z endometriozg byt on juz znamiennie statystycznie nizszy po 6 godzinach,
w raku jajnika znamienno$¢ pojawita si¢ po 24 godzinach od operacji. Uzyskane
metodg SPRI wyniki poréwnano do wynikéw uzyskanych oznaczen testem Elecsys
IL-6 na aparacie COBAS E — 411. Uzyskano dodatnig korelacje Pearsona pomig¢dzy
wynikami uzyskanymi przy pomocy biosensora i testu komercyjnego. Dla

endometriozy wspotczynnik wynidst r=0,6309 a dla raka jajnika r=0,9327.

W Pracowni Bioanalizy Wydzialu Chemii Uniwersytetu w Biatymstoku po
opracowaniu pojedynczych biosensorow na wyzej wymienione biomarkery wykonano
dodatkowo jednoczesny pomiar stgzenia badanych markerow przy uzyciu

nowoskonstruowanego panelu ginekologiczno — onkologicznego z detekcja SPRI.

Pozwolito to na réwnoczesne oznaczenie 5 roéznych biomarkerow. W oryginale
do analizowanych markerow, oznaczano CEA (antygen karcino-embrionalny)
i aromatazg. PorOwnano  stworzony panel  ginekologiczno-onkologiczny
z jednoczesnym oznaczeniem 5 markerow nowotworowych (CA125, HE4, IL-6, CEA,
aromataza) do wynikéw uzyskanych dla pojedynczych biosensorow. We wszystkich
analizowanych probkach obliczone wspotczynniki Pearsona i Spearmana wskazywaty
na dobra zgodno$¢ wynikow uzyskanych z zastosowaniem biosensoréw w panelu

ginekologiczno-onkologicznym.

Opracowany model panelu ginekologiczno - onkologicznego jest pierwszym

tego rodzaju panelem do diagnostyki antygenowej wspotdziatajacy z technikg SPRI.

Zastosowanie dodatkowo wymienionych biomarkerow w jednym panelu
analitycznym do jednoczesnego oznaczania pigciu markeréw w probkach pochodzacych

od poszczegdlnych pacjentdow pozwoliloby na znacznie szybszg diagnostyke
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w porownaniu do szeregu metod standardowych uzywanych w komercyjnych
laboratoriach. Model ten jest wlasciwie gotowy do wdrozenia do powszechnego
uzytkowania. Poszerza to w znacznym stopniu game¢ dostgpnych narzedzi

diagnostycznych.

Reasumujac, biosensory z detekcjg SPRI reprezentujag metode do oznaczania
wielu analitow biologicznych jednoczesnie, co daje mozliwos¢ wielosktadnikowej
analizy markero6w nowotworowych w probkach badanych pacjentéw. Potaczenie
biosensorow z technikag SPRI daje mozliwo$¢ szybkiej, taniej i nieuciazliwej dla
pacjentdw analizy kilku parametrow jednoczesnie. Skonstruowany aparat cechuje si¢

znaczng miniaturyzacja a ilo§¢ materiatu potrzebnego do oznaczenia jest niewielka.

Przeprowadzona analiza uzyskanych wynikéw wykazata wiarygodnos¢ tej
metody i mozliwos$ci 0znaczania substancji w diagnostyce i monitorowaniu pacjentek
z rakiem jajnika i torbielg endometrialng. Wykazano, ze uzyskane przy pomocy techniki
SPRI wyniki sa bardzo zblizone do wynikdw uzyskanych dostgpnymi metodami
komercyjnymi. Opracowany zestaw ma wigc szanse znalez¢ zastosowanie w codziennej

praktyce diagnostyczno- leczniczej.
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10. WNIOSKI

1. Technika oznaczen metoda Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw
w wersji Imaging (SPRI) daje mozliwo$¢ doktadnego oznaczenia stezenia

IL-6 i antygenéw CA125 i HE4 w raku jajnika i endometriozie.

2. Analiza statystyczna potwierdzita uzytecznos¢ nowych metod z uzyciem
biosensorow SPRI do oznaczen IL-6, CA125 i HE4 w diagnostyce raka

jajnika i endometriozy.

3. Charakterystyka opracowanych biosensoréw miesci si¢ w akceptowalnych

granicach 1 jest typowa dla tego rodzaju oznaczen.

4. Technika Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw w wersji Imaging
z zastosowaniem biosensorow z odpowiednio skonstruowang matryca
moze by¢ uzytecznym narzedziem w diagnostyce i monitorowaniu

leczenia raka jajnika i endometriozy.
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11. STRESZCZENIE

Endometrioza definiowana jest jako obecno$¢ czynnych gruczotéw i tkanki
podscieliska  wystepujacych poza jamag macicy. Wystgpowanie endometriozy
w populacji kobiet szacuje si¢ od 5 do nawet 40%. Patogeneza endometriozy jest

nieznana, istniejg tylko teorie prébujgce wyjasni¢ patomechanizm tego schorzenia.

Zaréwno endometrioza jak 1 rak jajnika ze wzgledu na szerokie spektrum
dolegliwosci 1 trudnos$ci diagnostycznych sg jednostkami chorobowymi wymagajacymi

usprawnienia i utatwienia diagnostyki oraz monitorowania procesu nOwotworowego.

Celem niniejszej pracy byta ocena przydatnosci techniki Powierzchniowego
Rezonansu Plazmondéw w wersji Imaging (SPRI) do oznaczen IL-6, antygenow CA125

i HE 4 w raku jajnika i endometriozie.

Poréwnano uzyskane nowa metodg wyniki z dostepnymi komercyjnie metodami

oznaczen antygenéw CA125, HE4 i IL-6.

Dodatkowo potwierdzono przydatnos¢ metody SPRI do oznaczen antygenu
CA125, HE4 i IL-6 oraz wykazano mozliwosci potencjalnego zastosowania tej metody

w rutynowej diagnostyce laboratoryjne;j.

Material stanowita krew pobrana od dwoch grup pacjentek, operowanych
z powodu endometriozy (25) i raka jajnika (7) w Klinice Ginekologii i Ginekologii
Onkologicznej UMB. Od pacjentek operowanych pobierano 2 ml krwi pelnej

w nastgpujacych odstepach czasowych: przed operacja, 6 i 24 godz. po operacji.
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Krew wirowano przez 15 min w wirdwce z predkoscig 2500 obrotow/min.
Uzyskang surowice zamrazano W temp. -70 st. C i nastgpnie wykorzystywano do

dalszych badan.

Grupe kontrolng stanowita krew zdrowych kobiet (18) uzyskana w Regionalnym

Centrum Krwiodastwa i Krwiolecznictwa w Biatymstoku.

Do oznaczen markera CA125, HE4 i IL-6  skonstruowano pojedyncze
biosensory SPRI a nastgpnic utworzono panel ginekologiczno - onkologiczny
umozliwiajacy wykonanie oznaczen jednocze$nie kilku markeréw w czasie

rzeczywistym.

Do celow porownawczych marker CA125 byl oznaczany standardowym testem
Architect CA 125, marker HE4 i IL-6 testem standardowym Elecsys na analizatorze
COBASE - 411.

Dokonano analizy poréwnawczej pomiarow stezen badanych parametrow przy
pomocy biosensora i metod komercyjnych. Do celéw statystycznych zastosowano test

korelacji Spearmana i Pearsona.

Wykazano:

- dodatnig korelacj¢ pomiedzy oznaczeniem stezenia CA 125 metoda biosensora
i metodg tradycyjng w przypadku torbieli endometrialnych (r=0,7775, p< 0,0001)
jak i raka jajnika (r=0,6195, p< 0,05),

- dodatnig korelacje pomiedzy oznaczeniem stezenia HE4 metoda biosensora i metoda
tradycyjng w przypadku torbieli endometrialnych (r=0,9189, p< 0,05) i w przypadku

raka jajnika (r=0,9720, p< 0,0001),
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- dodatnig korelacj¢ pomiedzy oznaczeniem stgzenia interleukiny 6 metoda biosensora
i metoda tradycyjng w przypadku torbieli endometrialnych (r=0,6309, p< 0,0001)

I w przypadku raka jajnika (r=0,9327, p< 0,05).

Analiza poréwnawcza uzyskanych wynikéw wykazala uzytecznos¢

diagnostyczng pojedynczych biosensorow w diagnostyce raka jajnika i endometriozy.

Wyniki uzyskane z zastosowaniem biosensorow sg bardzo zblizone do
wynikow uzyskanych z zastosowaniem testow komercyjnych zastosowanych

w laboratorium.
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12. SUMMARY

Endometriosis is defined as the presence of functional glands and stromal tissue
outside the uterine cavity. The prevalence of endometriosis in the female population
Is estimated at 5 to even 40%. The pathogenesis of endometriosis is unknown, there are

only theories trying to explain the pathomechanism of this disease.

Both endometriosis and ovarian cancer, due to the wide spectrum of ailments
and diagnostic difficulties, are diseases that still require improvement and facilitation of

diagnosis and monitoring of the neoplastic process.

The aim of this study was to evaluate the suitability of the Surface Plasmon
Resonance Imaging (SPRi) technique for the determination of IL-6 and CA125, HE4

antigens in ovarian cancer and endometriosis.

The results obtained with the new method were compared with commercially
available methods for the determination of CA125, HE4 antigens and IL-6. In addition,
the validation of the SPRI method for CA125, HE4 and IL-6 antigen determinations
was confirmed, and the potential use of this method in routine laboratory diagnostics
was demonstrated.

The material was blood collected from two groups of patients who underwent
surgery due to endometriosis (25) and ovarian cancer (7) at the Department
of Gynecology and Gynecological Oncology of the Medical University of Bialystok.
2 ml of whole blood was collected from operated patients at the following intervals:

before surgery, 6 and 24 hours after the surgery.
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The blood was centrifuged for 15 min in a centrifuge at 2500 rpm. The obtained

serum was frozen at -70 degrees C and then used for further research.

The control group consisted of plasma from healthy womens (18) obtained at the

Regional Blood Donation Centre.

For the determination of the CA125, HE4 and IL-6 marker, single SPRI
biosensors were constructed, and then a gynecological and oncological panel was
created to enable the determination of several markers simultaneously in real time.
For comparison purposes, the CA125 marker was tested with the Architect CA125
standard test, the HE4 and IL6 markers with the Elecsys standard test on a COBAS E -

411 analyzer.

A comparative analysis of the concentration measurements of the tested
parameters using a biosensor and commercial methods was carried out. For statistical

purposes, the Spearman and Pearson correlation test was used.
Demonstrated:

- positive correlation between the determination of CA125 concentration using
the biosensor method and the traditional method in the case of endometrial cysts

(r=0,7775, p<0,0001) and ovarian cancer (r=0,6195, p<0,05),

- positive correlation between the determination of HE4 concentration using
the biosensor method and the traditional method in the case of endometrial cysts
(r=0,9189, p< 0,05) and in the case of ovarian cancer (r=0,9720, p< 0,0001),

- positive correlation between the determination of interleukin-6 concentration using
the biosensor method and the traditional method in the case of endometrial cysts

(r=0,6309, p< 0,0001) and in the case of ovarian cancer (r=0,9327, p< 0,05).
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Comparative analysis and validation of the obtained results showed
the diagnostic usefulness of single biosensors in diagnosis of ovarian cancer and
endometriosis. The results obtained using the panel are very similar to the results

obtained using commercial tests used in the laboratory.
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14. SPIS RYCIN

Rycina 1. Schemat — odmiany testu ELISA.

Rycina 2. Schematyczna budowa biosensora.

Rycina 3. Stanowisko do pomiaréw SPRI.

Rycina 4. Schematyczna budowa biosensor6w SPRI oraz schemat pomiaru.

Rycina 5. Rozktad stezen markera CA125 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z torbiela endometrialng o réznym czasie po resekcji torbieli
(A - przed operacja; B - 6h po operacji wycigcia torbieli; C - 24h po operacji wycigcia

torbieli). Pomiary wykonano na aparacie SPRI.

Rycina 6. Rozktad st¢zen markera CA125 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z rakiem jajnika o réznym czasie po resekcji guza. (A - przed
operacja; B - 6h po operacji wycigcia guza jajnika; C - 24h po operacji wyciecia guza

jajnika). Pomiary wykonano na aparacie SPRI.

Rycina 7. Rozklad stezen markera HE4 probek kontrolnych oraz materiatu
biologicznego pacjentek z torbielg endometrialng o r6znym czasie po resekcji torbieli
(A - przed operacja; B - 6h po operacji wycigcia torbieli; C - 24h po operacji wycigcia

torbieli). Pomiary wykonano na aparacie SPRI.

Rycina 8. Rozktad stezen HE4 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu biologicznego
pacjentek z rakiem jajnika o r6znym czasie po resekcji guza. (A - przed operacja; B - 6h
po operacji wyciecia guza jajnika; C - 24h po operacji wyciecia guza jajnika). Pomiary

wykonano na aparacie SPRI.
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Rycina 9. Rozktad st¢zen interleukiny 6 probek kontrolnych oraz materiatu
biologicznego pacjentek z torbiclg endometrialng o réoznym czasie po resekcji torbieli
(A - przed operacja; B - 6h po operacji wyciecia torbieli; C - 24h po operacji wyciecia

torbieli) Pomiary wykonano na aparacie SPRI.

Rycina 10. Rozktad st¢zen intereleukiny 6 oznaczanych metodg biosensora u pacjentek
leczonych z powodu raka jajnika o réznym czasie po resekcji guza jajnika (A - przed
operacja; B - 6h po operacji wyciecia guza jajnika; C - 24h po operacji wycigcia guza

jajnika) w porownaniu do grupy kontrolne;.

Rycina 11. Dodatnia korelacja pomiedzy oznaczeniami CA125 w surowicy krwi
pacjentek z torbiela endometrialng uzyskanych metoda SPRI i testem standardowym

(Architect CA125 test) - korelacja Spearmana.

Rycina 12. Dodatnia korelacja pomiedzy oznaczeniami CA125 za pomocg biosensora

i metoda tradycyjna w przypadkach raka jajnika — korelacja Pearsona.

Rycina 13. Dodatnia korelacja pomigdzy wynikami st¢zenia markera HE4 w surowicy
pacjentek uzyskanych metoda biosensora SPRI i testem standardowym ((Elecsys HE4
test na analizatorze COBAS E-411) w przypadkach torbieli endometrialnej — korelacja

Pearsona.

Rycina 14. Dodatnia korelacja pomigdzy wynikami st¢zenia markera HE4 w surowicy
krwi pacjentek z rakiem jajnika uzyskanych metodg SPRI i testem standardowym

(Elecsys HE4 test na analizatorze COBAS E-411) — korelacja Pearsona
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Rycina 15. Dodatnia korelacja pomigedzy wynikami st¢zenia markera IL-6 w 0soczu
krwi pacjentek z torbiela endometrialng jajnika uzyskanych metodg SPRI i testem

standardowym (Elecsys IL-6 test na analizatorze COBAS E-411) — korelacja Pearsona.

Rycina 16. Dodatnia korelacja pomi¢dzy oznaczeniami st¢zenia interleukiny 6
u pacjentek z rakiem jajnika uzyskanych metodg SPRI i testem standardowym (Elecsys

IL-6 test na analizatorze COBAS E-411) — korelacja Pearsona.
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15. SPIS TABEL

Tabela 1. Minimalne i maksymalne wartosci CA125 oraz pozostale parametry
u pacjentek z torbielami endometrialnymi i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie

analizy statystycznej.

Tabela 2. Minimalne i maksymalne wartosci CA125 oraz pozostale parametry
u pacjentek z rakiem jajnika i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy

statystycznej.

Tabela 3. Srednie stezenia HE4 oraz pozostale parametry u pacjentek z torbielami

endometrialnymi i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy statystycznej.

Tabela 4. Srednie stezenia HE4 oraz pozostate parametry u pacjentek z rakiem jajnika

i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy statystycznej.

Tabela 5. Srednie stgzenia interleukiny 6 oraz pozostale parametry u pacjentek
z torbielami endometrialnymi i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy

statystycznej.

Tabela 6. Srednie stgzenia interleukiny 6 oraz pozostale parametry u pacjentek

z rakiem jajnika i w grupie kontrolnej uzyskane w trakcie analizy statystycznej.
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