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Szanowni Paristwo,

jest mi niezmiernie mito, ze moge przedstawi¢ sie Panstwu jako nowy Dyrektor Generalny spétki Roche Diagnostics Polska. Poniewaz petnie
te funkcje dopiero od 1 marca br. - nie miatem jeszcze zbyt wielu okazji, aby pozna¢ przedstawicieli Srodowiska polskich diagnostéw labo-
ratoryjnych osobiscie. Bede starat sie jak najczesciej odwiedza¢ Panstwa w Waszych placéwkach stuzby zdrowia, spotykaé sie z Parstwem
na konferencjach i sympozjach tak, aby jak najszybciej i jak najlepiej zrozumieé¢ potrzeby polskiej diagnostyki laboratoryjnej, jej osiagniecia
i wyzwania, przed ktérymi stoi. Zalezy mi bowiem bardzo na tym, aby by¢ blisko Panstwa, uczy¢ sie i czerpa¢ z Parstwa doswiadczen, roz-
mawiac i poznawac rézne punkty widzenia. Wierze, ze taka wspdlna debata jest najskuteczniejszym sposobem na wdrazanie zmian, nowych
rozwigzan i ksztattowania oblicza diagnostyki laboratoryjnej w Polsce.

Tymczasem, zanim sie poznamy, prosze mi pozwoli¢ przedstawi¢ sie Pafnstwu za posrednictwem naszego kwartalnika LabForum. Urodzitem
sie i wychowatem w Barcelonie, moi rodzice sg Niemcami, jestem doktorem chemii. Doswiadczenie zawodowe zdobywatem w réznych fir-
mach farmaceutycznych w wielu krajach, a przez ostatnie 8 lat pracowatem dla Roche w Afryce, USA i Azji. Przeprowadzitem sie do Polski
z Singapuru i od razu polubitem to miejsce. Mimo siarczystego mrozu, ktéry byt do$¢ szokujacy dla przybysza z tropikéw, odbieram Polske
jako kraj peten ciepta, ze wzgledu na serdeczno$¢ z jakg mnie powitano i z jakg nadal spotykam sie na kazdym kroku. Uwielbiam polskie
pieczywo, pierogi i zurek. Intensywnie ucze sie jezyka polskiego, aby méc w petni uczestniczy¢ w zyciu Polakdw, lepiej poznaé osoby, z kt6-
rymi wspotpracuje na co dzien i kulture kraju, w ktérym wraz z rodzina, spedze kilka najblizszych lat.

Doskonale znajg Panstwo firme, ktérg mam zaszczyt od niedawna kierowaé. Roche Diagnostics jest liderem na rynku od wielu lat. JesteSmy
obecni w niemal kazdym szpitalu w kraju, dostarczamy coraz nowocze$niejsze analizatory i testy diagnostyczne, dzieki czemu w Polsce
wykonuje sie obecnie niemal 200 milionéw badan rocznie przy uzyciu naszej aparatury. Z jednej strony odczuwam z tego powodu dume,
z drugiej za$ wiem jak duza cigzy na nas odpowiedzialno$¢. Prawidtowa diagnoza pomaga wszak osiggna¢ najwieksze korzysci terapeu-
tyczne dla pacjentéw i jednocze$nie zmniejsza catkowite koszty opieki zdrowotne;.

Wraz z ponad 230 pracownikami Roche Diagnostics Polska, dla ktérych, podobnie jak dla mnie, praca na rzecz pacjentéw jest zyciowag
pasja, bede wspierat rozwéj nowoczesnych rozwigzan w diagnostyce laboratoryjnej, aby kazdemu polskiemu pacjentowi zapewni¢ dostep
do najlepszych testéw diagnostycznych, a w konsekwencji do odpowiedniej terapii i mozliwie wysokiej jako$ci zycia. Jestem przekonany, ze
podzielajg Paristwo to podejscie, dlatego z niecierpliwos$cig czekam na pierwsze spotkania i rozmowy z Paristwem.

Do zobaczenia juz wkrétce!

Z wyrazami szacunku

Ralf Halbach

Dyrektor Generalny Roche Diagnostics Polska Sp. z 0.0
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Diagnostyka zakazenia wirusem cytomegalii

- doswiadczenia wilasne

Dr n.farm. Monika Jabtonowska, Kierownik Medycznego Laboratorium Analitycznego Szpitala Klinicznego im. Ks. Anny Mazowieckiej Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego w Warszawie, wczesniej Starszy Asystent, Centralne Laboratorium Analityczne, SPZOZ Wojewddzki Szpital Zakazny w Warszawie.

Zakazenia wewngtrzmaciczne, okreslane w nomenklaturze miedzynarodowej jako chorioamnionitis, amnio-

nitis, intraamniotic infection, intrauterine infection to niewgtpliwie obszerne zagadnienie, czesto sprawiajgce

trudnosci juz na etapie definiowania tego procesu.

Niemniej okreslenie zakazenie wewnatrzmaciczne odnosi sie do za-
kazenia, ktére wystepuje w okresie cigzy i moze stanowi¢ szczegdlne
zagrozenie nie tylko dla ptodu, ale réwniez dla zdrowia matki. Oddzia-
tywanie zakazenia matki na ptéd lub noworodka zalezy, oprécz takich
czynnikéw jak natura drobnoustroju (intensywnos$¢ inwazji, wirulencja
szczepu) czy patogeneza zakazenia, od wielu innych, ztozonych uwa-
runkowan:

= okresu ciazy, w ktérym doszto do zakazenia;

= stopnia rozwoju tozyska (przepuszczalno$¢ tozyska zwieksza sie
W miare rozwoju ciazy);

= sprawno$ci odpowiedzi immunologicznej matki i ptodu;

= czasu wykrycia zakazenia i podjecia leczenia.

Mikroorganizmy moga dociera¢ do jamy macicy:

= droga migracji z jamy brzusznej poprzez jajowody: przez ciggto$é
(zakazenia bakteryjne);

= droga krwiono$na poprzez tozysko (kita, listerioza, paciorkowce
grupy B i inne bakterie, CMV, parwowirus B19, HCV, toksoplazmo-
za, HPV);

= droga wstepujaca z pochwy przez szyjke macicy: (BV, vaginitis
bacterialis - zakazenia bakteryjne, rzezaczka, chlamydie, pacior-
kowce grupy B i inne bakterie, mikoplazmy, drozdzaki);

= droga $rédporodowa (rzezaczka, chlamydie, CMV, HBV, HPV, HSV,
drozdzaki, zakazenia bakteryjne).

Zakazenia wewnatrzmaciczne, ktérych nastepstwem sg wrodzone cho-
roby ptodéw i noworodkéw cechujg pewne podobienstwa: nierzadko
przebiegajg bezobjawowo, mijaja czesto nierozpoznane, oraz wymagaja
przesiewowych badar serologicznych dla rozpoznania ryzyka wystapie-
nia podczas cigzy. Choroby wrodzone i uszkodzenia u dzieci, nie zawsze
sg wykrywalne bezposrednio po porodzie, czesto ujawniaja sie pézniej,
w postaci dysfunkcji osrodkowego uktadu nerwowego oraz innych
waznych dla zycia narzaddéw, w szczegdlnosci narzadu wzroku i stuchu.

Zgodnie z rozporzadzeniem ministra zdrowia z dn.23.09.2010r
(www.mz.gov.pl/wwwfiles/ma_struktura/docs/zal_opiek 24092010.pdf)
w sprawie standardéw postepowania oraz procedur medycznych z za-
kresu opieki okotoporodowej sprawowanej nad kobietg w okresie ciazy,
fizjologicznego porodu, potogu oraz opieki nad noworodkiem, wsrdd
Swiadczen zdrowotnych znalazly sie badania diagnostyczne w tym m.in.
w kierunku toksoplazmozy, rézyczki: do 10 t.c., u kobiet z ujemnym wy-
nikiem w | trymestrze - badanie w kierunku toksoplazmozy: 21-26 t.c.
W wigkszos$ci krajéw, w tym w Polsce, nie prowadzi sie rutynowych ba-
dan w kierunku CMV u kobiet ciezarnych. Takg decyzje argumentuje
sie nastepujaco:
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= istnienie udokumentowanej odpornosci w postaci obecnosci
przeciwciat anty-CMV IgG nie wyklucza mozliwo$ci zakazenia
wrodzonego;

= zakazenie wewnatrzmaciczne nie zawsze prowadzi do wystgpie-
nia zakazenia objawowego i pézniejszych nastepstw u dziecka;

= nie ma ustalonego postepowania leczniczego w stosunku do
ptodu;

= badania rutynowe moga wywotywaé niepotrzebny niepokdj
u ciezarnej, szczegolnie jesli sa wykonywane bez zapewnienia
odpowiedniej porady dotyczacej interpretacji wyniku;

= koszty badan rutynowych sg wysokie i nieoptacalne w obliczu
braku skutecznej interwencji terapeutyczne;j.

Logicznie uzasadniona decyzja o wykluczeniu z rutynowych badan
oznaczen w kierunku CMV moze by¢ jednak niekorzystna w skut-
kach. Po pierwsze moze by¢ jedng z przyczyn obnizenia $wiado-
mosci zagrozen jakie stwarza CMV u kobiet ciezarnych, po drugie
skutki takiego postepowania moga mie¢ nie tylko konsekwencje
medyczne, ale takze ekonomiczne, biorgc pod uwage dtugotrwate
leczenie i opieke nad osobami ze znacznym stopniem niepetno-
sprawnosci.

Podsumowujac, pomimo istnienia regulacji prawnych i standardéw
opieki nad kobietg ciezarng, w dalszym ciggu nie obserwuje sie
zadowalajgcego wzrostu liczby badan zlecanych w kierunku dia-
gnostyki zakazen wewngtrzmacicznych. Ponadto, nalezy podkreslic,
iz statystyka w zakresie czestos$ci wystepowania tych choréb w Pol-
sce jest wysoce niedoszacowana.

Wirus cytomegalii (CMV - cytomegalovirus)

CMV jest wirusem z grupy DNA nalezacym do rodziny Herpesviridae
opisanym na poczatku XX wieku pod nazwg wirusowe schorzenie
gruczotéw $linowych lub choroba wtretowa. Do rodziny tej na-
leza takze takie patogeny jak: Herpes Simplex typu 1 i 2, wirus
ospy wietrznej i pétpasca (Varicella zoster) oraz wirus Epsteina
i Barr. Genom CMV stanowi podwdjna ni¢ liniowego DNA o dtu-
gosci 124-235 kpz, zwigzana z kapsydem o $rednicy 100-110 nm.
Kapsyd skfada sie ze 162 podjednostek utozonych w symetrii iko-
sahedralnej (ksztatt dwudziesto$cianu). Nukleokapsyd otoczony
jest warstwa biatek, sktadajacych sie na tegument, oraz fosfoli-
pidowa ostonka, w ktdrej zakotwiczone sg biatka powierzchniowe
tworzace wypustki. Mozliwosci kodujace genomu CMV okresla sie
na ponad 200 biatek, stad tez wirus ten jest jednym z najbardziej
ztozonych wiruséw. Najistotniejszymi, z punktu widzenia reakcji
odpornos$ciowych biatkami CMV s3 te, ktérych antygeny stymuluja
odpowiedz ze strony:



= przeciwcial neutralizujgcych - sg to glikoproteiny:
B (gB, gpUL55), H (gH, gpUL75), kompleks gN-gM (gpUL-
73-gpUL100);

= limfocytéw cytotoksycznych - pp65 (ppUL83), IE1 (ppUL123),
glikoproteiny GB i gH; oraz limfocytéw pomocniczych - pp65,
IE1, glikoproteiny gB i gH.

Replikacja wirusa cytomegalii przebiega wedtlug schema-
tu typowego dla wiruséw o dwuniciowym DNA. Czas petne-
go cyklu replikacyjnego wynosi okoto 96 godzin. CMV po-
wszechnie uwazany jest za wirus wolno replikujacy sie. Proces
replikacyjny rozpoczyna sie przytaczeniem, fuzjg a nastepnie pe-
netracjg do wnetrza komérki gospodarza. Dobrze poznanymi re-
ceptorami komérkowymi biorgcymi udziat w pierwszej fazie zaka-
zenia jest EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), oraz PDGF

Schemat 1.
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Proces replikacji konczy sie osadzeniem w ostonce biatek po-
wierzchniowych i opuszczeniem komdrki, co réwnoznaczne jest
z jej liza. CMV ma zdolno$¢ zakazania komérek $rédbtonka, na-
btonka, monocytéw, makrofagéw, komdrek migsnidwki gtadkiej
i granulocytéw. CMV, tak jak inne herpeswirusy, ma zdolno$¢ do
ustanawiania dtugotrwatej latencji. Miejscem latencji wirusa sg
monocyty, makrofagi oraz komdrki progenitorowe o fenotypie
CD33+ CD34+. Ze stanu latencji CMV moze okresowo ulegaé
reaktywacji, podczas ktérej zachodzi petny cykl replikacyjny, co
skutkuje produkcjg zakaznych czastek wirusowych. Ponadto wia-
domo, ze CMV moze by¢ istotnym czynnikiem reaktywacji innych
herpeswiruséw.

(Platelet-derived Growth Factor). Okreslenie, ktéry z nich petni klu-
czowg role w procesie wnikania wirusa do komérki ma duze zna-
czenie dla badan zwigzanych z poszukiwaniem skutecznych terapii
przeciwwirusowych. Najwazniejszym wirusowym biatkiem recepto-
rowym jest glikoproteina powierzchniowa gB. Synteza wirusa w ko-
mérkach gospodarza przebiega kaskadowo w 3 stadiach: bezpo-
$rednio-wczesna (IE, Immediately-Early), wczesna (E, Early) i péZzna
(L, Late). Geny, produkty genéw i procesy replikacji klasyfikujemy
zaleznie od fazy, np. wiadomo juz, ze transkrypcja dwdch najistot-
niejszych gendéw IE72, IE86 we wczesnej fazie IE odgrywa kluczo-
wa role w kontrolowaniu ekspresji genéw wirusa CMV w komérce
gospodarza. Znajomos$¢ kolejnosci aktywacji odpowiednich grup
gendw, ich produktéw jest szczegdlnie wazna dla nowoczesnych
metod diagnostycznych, gdzie poszukujemy juz nie tylko waznych
biatek antygenowych, ale i kwaséw nukleinowych [Schemat 1].

Bezposrednie wykrywanie wirusa.
Wykrywanie Ag np.: pp65
PCR/hybrydyzacja: CMV DNA

biopsja

Badanie
histologiczne

Wykrywanie IgG/IgM

é owD
_ d ELISA
Liza RIA

komdrek

Patogeneza i postacie kliniczne

Do zakazenia dochodzi zazwyczaj przez kontakt ze §ling, moczem,
tzami, krwig, mlekiem, nasieniem, wydzieling szyjki macicy oséb
zainfekowanych. W tym konteks$cie czesto zapomina sie 0 moz-
liwosci zakazenia CMV droga kontaktéw seksualnych. W spo-
radycznych przypadkach mozliwe sg takze zakazenia w wyniku
transfuzji krwi czy transplantacji. Infekcje CMV obserwuje si¢ u ludzi
wszystkich ras, w kazdym wieku, z réznych klas socjoekonomicznych
i z wyjgtkiem o0s6b z obnizong odpornoscig oraz kobiet w ciazy - nie
stanowig one zagrozenia dla zdrowia.
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Po wniknieciu do organizmu wirus rozprzestrzenia sie drogg krwi do
réznych organéw: nerek, $ledziony, watroby, serca, mézgu, siatkéw-
ki, okreznicy, ucha wewnetrznego, ptuc, $linianek. W czasie wiremii
DNA wirusa stwierdzane jest w komdrkach krwi obwodowej: w mo-
nocytach, limfocytach i neutrofilach. Wirus replikujacy w makrofagach
nie powoduje ich lizy, a gromadzi sie w duzych cytoplazmatycznych
wakuolach, ktére nie majg zdolnosSci do taczenia sie z btong cytopla-
zmatyczng komarki. UniemoZzliwia to prezentacje antygendéw wirusa
oraz pozwala na rozprzestrzenienie sie wraz z makrofagami po catym
organizmie i zakazanie komdrek srédbtonka i fibroblastéw.

Poprzez takie procesy jak: ograniczenie prezentacji wiasnych antyge-
néw i blokowanie powierzchniowej ekspresji HLA | i HLA |l oraz fos-
forylacje biatek bezposrednio-wczesnych, a takze poprzez hamowa-
nie apoptozy, blokowanie lizy przez komérki NK w wyniku prezentacji
glikoproteiny wirusowej bedacej homologiem czasteczki MHC I-CMV
ma zdolno$¢ unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza. To
zjawisko z kolei sprzyja rozwojowi przewlektego zakazenia z okreso-
wymi, bezobjawowymi epizodami reaktywacji, w trakcie ktérych do-
chodzi do aktywnej replikacji wirusa i krazenia w organizmie jego za-
kaznych czastek. A wiec pomimo istnienia mechanizméw odpornosci
wytworzonych w wyniku zakazenia pierwotnego (obecnos$ci swoistych
przeciwciat oraz komdrek pamieci) nalezy pamietaé, iz istniejgca od-
porno$¢ nie zabezpiecza przed reaktywacjg zakazenia latentnego,
atakze przed nadkazeniem egzogennymi szczepami wirusa. Niemniej
u 0s6b seropozytywnych taka sytuacja zdarza sie dos¢ rzadko.

Ze wzgledu na sposdb, czas badz przebieg kliniczny, zakazenia wi-
rusem cytomegalii dzielimy na: wrodzone lub nabyte, naturalne lub
jatrogenne, pierwotne lub wtérne, objawowe lub bezobjawowe.

Cytomegalia jest chorobg szeroko rozpowszechniong i w ponad 90%
bezobjawowa. Sporadycznie choroba ta ma przebieg klinicznie jaw-
ny, z objawami zespotu mononukleozowego w postaci: gorgczki lub
stanéw podgoraczkowych, powiekszenia weztéw chtonnych, bdéléw
migsniowych, béléw gtowy i gardta, kaszlu oraz czasami powigksze-
nia watroby. Objawy cytomegalii przypominaja obraz mononukleozy.
W rzadkich przypadkach ostrej infekcji moze wystgpi¢ $rodmigzszo-

Schemat 2.
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we zapalenie ptuc, zapalenie watroby, opon mézgowo-rdzeniowych,
migsnia sercowego, matoptytkowosc¢ i niedokrwisto$¢ hemolityczna.
Najwiecej zakazen stwierdza sie we wczesnym dziecinistwie, okresie
dojrzewania i okresie rozrodczym.

Zakazenie CMV u kobiet w ciazy

Populacja kobiet w cigzy stanowi grupe szczegdlnego ryzyka, tym
bardziej, ze CMV jest najczestszg wirusowa przyczyng wewnatrzma-
cicznego zakazenia ptodu. Do transmisji wirusa przez tozysko docho-
dzi gtéwnie w przebiegu pierwotnej infekcji u ciezarnej i juz dzisiaj
wiadomo, ze ryzyko ro$nie wraz z czasem trwania cigzy od 30-40%
w pierwszym trymestrze do 77,6% w trzecim trymestrze cigzy. W rzad-
kich przypadkach zakazenie ptodu nastepuje wskutek reaktywacji
wirusa u ciezarnej lub nadkazenia innym serotypem wirusa, wow-
czas ryzyko transmisji doptodowej wynosi 1-3%. Na podstawie badan
przeprowadzonych w Wielkopolsce do infekcji pierwotnej w populacji
kobiet ciezarnych dochodzito u 4% z nich, a ryzyko transmisji do ptodu
siegato podobnie, jak podajg inni autorzy, nawet do 75%.

Jezeli do zakazenia dochodzi migdzy 4 a 22 tyg. to ryzyko wystapienia
objawowej cytomegalii wrodzonej oraz ciezkich upos$ledzen szacuje
sie odpowiednio na 12% i 29%.

A zatem obraz kliniczny wrodzonej cytomegalii zalezy bezposrednio
od tego, w ktérym okresie cigzy matka przebyta zakazenie. Najcigzszy
przebieg majg infekcje nabyte na poczatku cigzy, wéwczas u nowo-
rodka obserwuje sie cechy opdzZnionego wzrastania wewnatrzma-
cicznego, matogtowie, poszerzenie uktadu komorowego, zwapnienia
wewnatrzczaszkowe, wady serca, powiekszenie $Sledziony i zéftacz-
ke, wybroczyny, niedokrwisto$¢, objawy ze strony OUN, opdZnienie
rozwoju psychomotorycznego, $lepote, niedostuch, a nawet gtuchote
[Schemat 2].

Ryzyko ujawniania si¢ konsekwencji zakazenia jest duzo mniejsze
jesli dochodzi do niego w pdzniejszych tygodniach cigzy. Przy zaka-
zeniu cigezarnej miedzy 16 a 27 tyg., objawy przy urodzeniu obserwuje
sie u 16% noworodkdw przy praktycznie zerowym ryzyku wystgpie-

Zakazenie ptodu lub noworodka
L]

Zakazenie
bezobjawowe
L]

tagodna przemijajaca °
plamica matoptytkowa,
zapalenie watroby °
° L]
° L)
Gtuchota, niedorozwdj L4
umystowy, porazenie
mdzgowe, drgawki

Pozostaje zdrowy

zapalenie naczynidwki, siatkdwki, zanik nerwu wzr. (20%)
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nia ciezkich uszkodzen. Natomiast zakazenie w Il trymestrze cig-
7y z reguly nie wigze sie z ryzykiem wystgpienia ciezkich powikfan
(85-90% przypadkdéw), co jednak nie oznacza mozliwos$ci ujawnienia
sie przebytego zakazenia wrodzonego w pézniejszym okresie zycia
dziecka i u ponad 25% tych dzieci mogg sie rozwinaé pézne na-
stepstwa choroby, takie jak: niedostuch odbiorczy lub gtuchota, nie-
dowidzenie, opdéZnienie rozwoju psychoruchowego czy umystowego
oraz padaczka. Badania wykazaly, ze od 6% do 23% dzieci, ktdre nie
wykazywaty objawdéw zakazenia CMV w okresie poporodowym i no-
worodkowym, w pézniejszym dziecinistwie tracity stuch. Niedostuch
moze by¢ obustronny, czesto ulega progresji lub ujawnia sie pézno,
dlatego bardzo wazna jest dtugotrwata audiologiczna obserwacja
tej grupy pacjentéw. Poniewaz zaraz po urodzeniu stuch najczesciej
jest prawidtowy, przesiewowe badania stuchu pozwalaja wykry¢ tyl-
ko 50% noworodkdéw z niedostuchem odbiorczym spowodowanym
zakazeniem CMV.

U noworodkéw z objawowg cytomegalig (10% wszystkich zaka-
zen wertykalnych) i nieleczonych przyczynowo, analogiczne po-
wiktania wystgpig w 90% przypadkéw. Ponadto nalezy pamietag,
ze przebycie infekcji w pézniejszym okresie cigzy zwieksza ryzy-
ko wystgpienia u ptodu ostrej choroby z lokalizacja narzadowa:
posocznicy, $rédmigzszowego zapalenia ptuc, zapalenia watroby,
siatkéwki i naczyniéwki, mézgu, stanu zapalnego przewodu po-
karmowego, mig$nia sercowego i wybroczyn. Dlatego tez, rozpo-
znanie cytomegalii wrodzonej powinno sie bra¢ pod uwage u no-
worodkéw z posocznicg lub zapaleniem ptuc, nieodpowiadajgcych
na standardowg antybiotykoterapie.

Zakazenie CMV w czasie porodu lub po urodzeniu nie stanowi
powaznego zagrozenia dla rozwoju noworodkdw, z wyjatkiem tych
z bardzo niskg masg urodzeniowa, i na ogdt przebiega bezobja-
wowo. Wyjatkowo, miedzy 4 a 12 tygodniem zycia, moze rozwina¢
sie zapalenie ptuc, zapalenie watroby lub niedokrwisto$¢ hemoli-
tyczna. Co ciekawe, zainfekowane dzieci wydzielajg wirusa z drég
oddechowych, a takze z moczem przez dtuzszy czas (do 4 lat przy
zakazeniu wewnatrzmacicznym, 2 lata przy zakazeniu w czasie
porodu).

W Polsce nie obowigzujg badania skriningowe noworodkéw
w kierunku wrodzonego zakazenia CMV. W codziennej prak-
tyce pojawia sie zatem pytanie, kiedy powinna by¢ wykonana
diagnostyka w kierunku cytomegalii. W pierwszej kolejnosci
nalezy zwrdci¢ uwage na objawy z okresu cigzy sugerujace
Swieze zakazenie matki (wyniki badan serologicznych) oraz
ewentualne odchylenia w badaniach ultrasonograficznych pto-

Schemat 3.

Wytwarzanie przeciwciat
w przebiegu zakazenia
CVM.

du, wskazujgce na transmisje wirusa przez tozysko. Wystapienie
u noworodka objawdéw klinicznych, ktére sugeruja wrodzone,
objawowe zakazenie CMV, takze obliguje do przeprowadzenia
diagnostyki u dziecka i matki w kierunku zakazenia wirusem
cytomegalii.

Obecnie ,,ztotym standardem” rozpoznania cytomegalii jest mo-
lekularne badanie moczu dziecka metodg PCR. Pobranie moczu
u noworodkdéw bywa czasem utrudnione ze wzgleddéw technicz-
nych, dlatego niektdrzy autorzy sugeruja, ze probki $liny sg bar-
dziej wiarygodnym i wygodniejszym materiatem w diagnostyce
wrodzonej CMV (potwierdzono bardzo duza czuto$¢ i swoisto$¢
badania ptynnej i wysuszonej $liny metodg PCR w czasie rze-
czywistym (real time PCR). Wykrycie obecno$ci CMV w moczu
lub w $linie jest wzglednie proste, poniewaz w tych ptynach
ustrojowych noworodki wydalajg wiele kopii wirusa. U dzieci,
ktére ukonczyly 3 tydzien zycia, nie mozna odrézni¢ zakaze-
nia wrodzonego od nabytego. W przypadku diagnostyki metoda
PCR tzw. suchej kropli krwi wyniki badan sg rozbiezne, nato-
miast podczas analizy duzych grup badanych zwraca uwage
niska czuto$¢ tej metody. Aktualne zalecenia dotyczace roz-
poznawania i leczenia wrodzonej cytomegalii zaakceptowane
i stosowane réwniez przez naszych specjalistéw zaproponowali
Kadambari S. i wsp.

Diagnostyka zakazen CMV u kobiet ciezarnych

W Europie program majacy na celu wykrywanie zakazen
pierwotnych u ciezarnych, byt prowadzony przez kilka lat we
Wtoszech. Obecnie w wielu krajach europejskich w tym tak-
ze w Polsce, o czym zasygnalizowano juz we wstepie tego ar-
tykutu, prowadzone sg badania, ale w ograniczonym zakresie,
gdyz dotycza one gtéwnie oséb z grup wysokiego ryzyka oraz
we wszystkich przypadkach podejrzenia wystapienia zakazenia
wrodzonego. Wytyczne w zakresie diagnostyki zakazen CMV
niewiele zmienity sie od tych podanych przez grupe badaczy
Lazzarotto i wsp. Algorytm diagnostyki laboratoryjnej zakazenia
CMV w ciazy przedstawiono na schemacie 4 [patrz str. 10].

W zwigzku z tym, ze najwieksze ryzyko wystapienia ciezkich
uszkodzen ptodu zwigzane jest z zakazeniem pierwotnym
u matki, gtéwnym celem diagnostyki jest potwierdzenie badz
wykluczenie tego zakazenia. Najpewniejsza metodg potwier-
dzenia jest wykazanie serokonwersji tj. wykrycie pojawienia sie
de novo swoistych przeciwciat CMV IgG u uprzednio seronega-
tywnej kobiety [Schemat 3].

IgM 3-7 dni po zakazeniu

IgG 7-14 dni po zakazeniu

tygodnie m-ce

\4

5 1 rok 2 rok 10 lat
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Z drugiej strony, jezeli w okresie prekoncepcyjnym stwierdzono
obecnos$¢ przeciwciat IgG, to pozwala to z duzym prawdopodo-
bienstwem wykluczy¢ pierwotne zakazenie w trakcie cigzy, co
uzasadniatoby sens i wrecz konieczno$¢ wykonywania badan
profilaktycznych. Znany marker pierwotnego zakazenia, jakim
z reguty okreslane sg swoiste przeciwciata CMV IgM, ma pew-
ne ograniczenia. Nalezy pamietaé, ze wzmozona synteza prze-
ciwciat IgM moze mie¢ miejsce podczas reaktywacji zakazen
latentnych, badz reinfekcji, ponadto w rzadkich przypadkach ich
obecnos$¢ moze byé¢ stwierdzana powyzej 12 m-cy od momentu
zakazenia jako tzw. ,przetrwate przeciwciata IgM”. W trudnych
do interpretacji sytuacjach klinicznych pomocnym narzedziem
diagnostycznym w rozréznieniu obecnie nabytego zakazenia od
przewlektej fazy choroby jest okre$lenie awidnosci przeciwciat
IgG. Dla lepszego zrozumienia zasady dziatania testéw diagno-
stycznych stosowanych w rutynowej diagnostyce okreslajgcych
ten parametr, warto przypomniec kilka istotnych poje¢ z zakresu
immunologii. W reakcji antygen-przeciwciato udziat biorg licz-
ne wigzania niekowalnecyjne: wodorowe, elektrostatyczne, van
der Vaalsa i hydrofobowe. Daje to w sumie duzg energie wig-
zania, ktéra w znacznym stopniu zalezy od odlegto$ci dzielgcej
reagujace ze sobg grupy chemiczne, czyli od komplementarno-
$ci miejsc wigzacych i determinantéw antygenowych. Awidno$é
(avidity) wyraza sie catkowitg sitg i trwato$cig wigzania antygen-
-przeciwciato, ktdre zalezg nie tylko od sity wigzania (affinity), ale
takze od liczby determinantéw antygenowych i warto$ciowos$ci
przeciwciat. Dlatego tez nie nalezy jej myli¢ z powinowactwem
(affinity), ktore okreslamy jako site wigzania miedzy pojedynczym
miejscem wigzacym, a jednowarto$ciowym antygenem (determi-
nantem antygenowym). Awidnos$¢ jest zawsze wielokrotnie wigk-
sza niz suma sit wigzania poszczegdlnych potaczen Ag-Ab. Co
istotne, awidno$¢ wzrasta w miare “dojrzewania” odpowiedzi im-
munologicznej. Nalezy réwniez pamietac, ze w przeciwienstwie
do przeciwciat IgG/IgA, ktérych awidno$é rosnie wraz z czasem
trwania infekcji przeciwciata IgM ,nie dojrzewajg”.

W konwencjonalnych testach do badania awidnosci przeciwciat
IgG wykorzystuje sie odczynniki dysocjujace kompleksy Ag-Ab
o matej awidnoSci przeciwciat (np. mocznik). Na tej podstawie
wylicza sie tzw. indeks awidnos$ci. Stwierdzenie wysokiej awid-
nosci IgG zasadniczo wyklucza nabycie zakazenia w ostatnich
3-4 miesigcach, z kolei niska awidno$é¢ przy obecnosci CMV
IgM z duzym prawdopodobienistwem przemawia za zakazeniem
w ostatnich kilku miesigcach. Niemniej w rzadkich przypadkach
niski wskaznik awidno$ci nie wyklucza wczesniejszego zakaze-
nia z przed 3-4 m-cy, poniewaz cze$¢ osob zakazonych moze
wykazywacé utrzymywanie sie przeciwciat IgG o niskiej awidnosci
przez wiele miesiecy. Jednak w sytuacjach zwigzanych z dtugo-
trwatym utrzymywaniem sie CMV IgM oraz w przypadku do$é
czestych reakceji fatszywie dodatnich metoda oznaczania awid-
nosci przeciwciat IgG moze by¢ rozstrzygajaca. Szczegétowe
omowienie interferencji zwigzanych z metodami immunoche-
micznymi wykracza poza ramy tego opracowania, warto jednak
pamietaé, ze w przypadku prébek materiatu badanego od kobiet
ciezarnych efekty matrycowe moga mieé istotne znaczenie na
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przebieg reakcji antygen-przeciwciato stosowanej metody. Dla
przypomnienia: efekt matrycowy jest definiowany jako wptyw
wtasnosci prébki, niezaleznie od obecnosci analitu, na pomiar,
a przez to na warto$¢ mierzone;j ilo$ci; matryca prébki to wszyst-
kie sktadniki znajdujace sie w systemie biologicznym z wyjatkiem
samego analitu.

Diagnostyczne testy immunochemiczne umozliwiajg wykrycie
przeciwciat w rozcienczonej surowicy w ciggu okoto godziny. Au-
tomatyzacja pozwala na zwielokrotnienie wydajno$ci metody, po-
nadto chroni przed ryzykiem kontaminacji materiatu badanego,
daje mozliwo$¢ monitorowania stezenia przeciwciat w czasie oraz
niewatpliwie przyczynita sie do uzyskania wysokiej czutosci i swo-
isto$ci stosowanych metod.

W tabelach nr 1-2 zestawiono charakterystyke dostepnych testéw
serologicznych najczesciej wykorzystywanych w diagnostyce
zakazenia CMV u kobiet ciezarnych w Polsce. Na podstawie za-
taczonych danych, tatwo mozna wywnioskowac, iz interpretacja
wynikéw badan laboratoryjnych z okresu cigzy, zwtaszcza przez
niedo$wiadczonych klinicystéw jak i diagnostéw laboratoryjnych
moze by¢ utrudniona.

Nalezy pamieta¢, ze uzyskiwane wyniki moga rézni¢ sie w zalez-
nosci od metody czy laboratorium wykonujacego badanie. Rézni-
ce w zakresach referencyjnych testéw diagnostycznych prezento-
wanych w tabelach, wynikaja bowiem z braku miedzynarodowe;j
standaryzacji i stosowania réznych standardéw do kalibracji me-
tod. | tak np. w szczegd6towej procedurze do testu firma Roche
podaje informacjeg, ze ,metoda zostata wystandaryzowana wobec
wewnetrznego standardu Roche dla CMV IgG/IgM”, natomiast fir-
ma Biomerieux podaje, ze ,badanie VIDAS CMV IgM/IgG zostato
skalibrowane na podstawie zebranych surowic”, z kolei firma Dia-
Sorin podaje, ze ,stezenia kalibratoréw sg ustalane w stosunku do
wtasnego wzorcowego preparatu przeciwciat”.

Kolejnym waznym aspektem, szczegdlnie przy interpretacji dyna-
miki przyrastania stezen CMV IgG w kolejnych badaniach jest fakt,
iz plateau ich stezenia jest osobniczo zmienne. Istotne narastanie
stezenia przeciwciat IgG (3-4-krotne) moze by¢ oznaka aktywacji
uktadu odpornos$ciowego w odpowiedzi na wirusa. Zatem, warun-
kiem bezwzglednym interpretacji badan wykonanych w odstepie
czasowym jest oznaczenie przeciwciat w tym samym laboratorium.

Czesto brak tej elementarnej wiedzy niepotrzebnie naraza kobiety
ciezarne na stres zwigzany z nierzetelnym przeprowadzeniem pro-
cesu diagnostycznego, co przyczynia sie do wielokrotnego ozna-
czania poziomu przeciwciat CMV IgG/IgM w réznych laboratoriach.
W efekcie klinicysta posiada wiele, réznych wynikéw badan, ktére
nie dajg jednoznacznej odpowiedzi i nierzadko kieruje pacjentke do
o$rodka referencyjnego na powtdérne wykonanie wszystkich ozna-
czen. Takie postepowanie nie tylko wydtuza proces diagnostyczny
ale naraza system opieki zdrowotnej lub czesto same pacjentki na
dodatkowe koszty.



Tabela 1.

Charakterystyka
najczesciej
wykorzystywanych
testow
immunochemicznych
wykrywajacych CMV
IgG w laboratoriach
diagnostycznych

w Polsce.

* Dane reprezentatywne: wyniki uzyskane w poszczegdlnych laboratoriach moga rézni¢ sie od zamieszczonych.

Tabela 2.

Charakterystyka
najczesciej
wykorzystywanych
testow
immunochemicznych
wykrywajacych CMV
IgM w laboratoriach
diagnostycznych

w Polsce.

* Dane reprezentatywne: wyniki uzyskane w poszczegdlnych laboratoriach moga rézni¢ sie od zamieszczonych.

Nazwa testu Roche CMV IgG Vidas CMV IgG Architect CMV IgG Liaison IgG
ECLIA ELFA Dwustopniowy test CLIA
Metoda elektochemilumine- metoda enzymo- immunochemiczny chemiluminescencyjno-
scencja immunofluorescencyjna - Chemiflex immunologiczng
Jednostki U/ml AU/ml AU/ml U/ml
Surowica, Osocze
Surowica, Osocze krwi (heparyna litowa, EDTA Surowica, Osocze
. pobranej na heparyne . - s6l potasowa,cytrynian (heparyna sodowa
bt (S EeE T litowa, K2-EDTA Surowica sodowy, heparyna i litowa, cytrynian
i K3-EDTA. sodowa, ACD, CPDA-1, sodowy)
CPD, szczawian K/NaF)
170 pl 75 pl 170 pl
Objetos¢ probki (20 pl prébki+150 pl 100 pl (25 pl prébki+50 pl (20 pl prébki+ 50 pl
objetosci martwej) objetosci martwej) objetosci martwej)
Zakres pomiarowy 0.25-500 U/mL 0-400 AU/mL 0 - 250.0 AU/mL 5.0 do 180 U/mL
. <4.0 AU/ml <12.0 U/ml
<0.50U£n<l 1N(;e$ﬁ3/wne Niereaktywne <6.0 AU/ml Niereaktywne
Interpretacja wynikéw . : 4.0-<6.0 AU/ml Niereaktywny 12.0-<14.0 U/ml

Niejednoznaczne
>-1.0 U/ml Reaktywne

Niejednoznaczne
2 6.0 U/ml Reaktywne

>6.0 AU/ml Reaktywny

Niejednoznaczne
>-14.0 U/ml Reaktywne

Czuto$¢ diagnostyczna

90.7-97.5% (n=368) ba-
dania przeprowadzono
w 4 réznych osrodkach

98,26%
Przedziat ufnosci 95%:
94.90 - 99,42 %

100.0% (560/560),
95% Przedziat ufnosci:
99.34% - 100%*

99.5506 (657/660)
95% przedziat ufnosci:
98.68 - 99.91%0)

Swoisto$¢ diagnostyczna

96.6 % (422/437)

100%
Przedziat ufno$ci 95%:
96.15 - 100 %

99.15% (938/946),
95% Przedziat ufnosci:
98.34% - 99.63%*

99.74% (383/384)
95% przedziat ufnosci:
98.56 - 99.99%)

Nazwa testu Roche CMV IgM Vidas CMV IgM Architect CMV IgM Liaison IgM
ECLIA ELFA Dwustopniowy test CLIA
Metoda elektochemilumine- metoda enzymo- immunochemiczny chemiluminescencyjno-
scencja immunofluorescencyjna - Chemiflex immunologiczna
Jednostki Indeks Indeks Indeks Indeks
Surowica, Osocze krwi Surowica, Osocze (he- .
obranej na heparyne paryna litowa, heparyna Surowica, Osocze (he-
Materiat badany P ) Surowica o paryna sodowa i litowa,
litowa, K2-EDTA sodowa, sél potasowa cytrynian sodowy)
i K3-EDTA EDTA, cytrynian sodowy) ytry wy.
160 pl (10 pl prébki L 170 pl (20 pl prébki
Objetosé probki +150 il objetosci 100 pl 75 1l (25 pl prébki + 50 +150 il objetosci
; ul objetosci martwej) ;
martwej) martwej)
<0.7 Indeks niereak- <0.7 Indeks <18.0 Indeks
tywny niereatywny <0.85 Indeks niereaktywny
Interpretacja wynikéw 0.7-<1.0 Indeks niejed- | 0.7-<0.9 Indeks niejed- Niereaktywny 18.0 -<22.0 Indeks
noznaczny noznaczny >1.00 Indeks Reaktywny niejednoznaczny

21.0 Indeks reaktywny

20.9 Indeks reaktywny

222.0 Indeks reaktywny

Swoisto$¢ diagnostyczna

90.7-98.8% (n=1646)
badania przeprowa-
dzono w 3 réznych
osrodkach 95% Przedziat
ufnosci: 95.20-97.40%.

99.41% (169/171)
95% Przedziat ufnosci:
96.65-99.90%.

99.53% (1056/1061),
95% Przedziat ufnosci:
98.90%-99.85%*

99.07% (955/964)
95% Przedziat ufnosci:
98.23-99.57%).
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Przypadki kliniczne

Ponizej przedstawiono przyktady wynikéw badan serologicznych
u pacjentek w cigzy, ktére zgtosity sie do Poradni Choréb Zakaznych
Wojewddzkiego Szpitala Zakaznego w Warszawie. Laboratorium dia-
gnostyczne dysponuje dwoma, niezaleznymi systemami diagnostycz-

nymi: firmy Roche - aparat cobas i firmy BioMerieux - aparat Vidas
i dla lepszego zobrazowania problematyki poruszonej powyzej, wyko-
nano badania w tych samych prébkach materiatu badanego, w tych
samych warunkach laboratoryjnych, na dwdch réznych platformach
diagnostycznych. Tabela 3 przedstawia interpretacje wynikéw badan
w obydwu zastosowanych testach immunochemicznych.

Tabela 3.

Interpretacja CMV Ig CMV IgG Awidnos¢ CMV IgGAv
et ko Reakiywny | 210 210 Wysoka 5500
:'yes't:;;“d:v 'Crgzz Sc\wc\j; . COBAS Niejednoznaczny |  20.7<1.0 05<1.0 Nieokreslona 45-54.9%
Niereaktywny <07 <0.5 Niska <45%
Reaktywny >09 >6.0 Wysoka >0.650
VIDAS Niejednoznaczny 0.7-0.9 4.0-6.0 Nieokreslona 0.400-0.650
Niereaktywny <0.7 >4.0 Niska >0.400

Przypadek nr 1. 39-letnia kobieta, w 16 tyg. cigzy zostata skie-
rowana na badania serologiczne w kierunku CMV. Na podstawie
wywiadu ustalono, ze na poczatku cigzy pacjentka przeszta infek-
cje grypopodobna. Status immunologiczny odnos$nie CMV przed
ciazg nie byt znany.

Brak obecnosci przeciwciat CMV IgM oraz stwierdzenie prze-
ciwciat IgG o wysokiej awidnosci w tescie cobas, ale nieokreslo-
nej w tescie Vidas, pozwala jednak wykluczy¢ pierwotng infekcje
u ciezarnej. Wniosek ten dodatkowo potwierdza kolejne badanie
prébki surowicy po okresie 3 tygodni od pierwszego pobrania.

Tabela 4.
COBAS VIDAS
Wyniki badan
serologicznych Nr1 CMV IgM CMV IgG U/ml CMV IgGAv CMV IgM CMV IgG AU/ml CMV IgGAv
pacjentki nr 1.
R.J. 0.465 62.09 65.60 0.65 11.0 0.640
R.J. prébka 0.530 71.01 61.20 0.68 9.0 0.650
pobrana po 3 tyg.

Przypadek nr 2. 28-letnia kobieta, w | trymestrze cigzy bez
szczeg6towych informacji z wywiadu lekarskiego. Brak obec-
nosSci przeciwciat CMV IgM w obydwu zastosowanych testach
i wystepowanie przeciwciat IgG o wysokiej awidno$ci, zaréwno
w tescie cobas jak i Vidas, pozwala z duzym prawdopodobien-
stwem stwierdzi¢ wtérng infekcje CMV. Warto$é stezenia CMV
IgG w tescie cobas jest ok. 15 razy wyzsza w poréwnaniu do
testu Vidas, co jak juz wcze$niej wspomniano wynika z braku
standaryzacji tych metod. Bardzo czesto jednak, na sprawoz-
daniu z przeprowadzonego badania laboratoria diagnostyczne
podajg ostateczny wynik w postaci CMV IgG >500 U/ml. Taki

schemat postepowania mozna zaobserwowa¢ w placéwkach,
ktére nie dysponujg w swojej ofercie mozliwo$cia oznaczania
awidno$ci CMV IgG. Jest to niezgodne z obowigzujgcymi pro-
cedurami i ogdlnie przyjeta dobra praktyka kliniczng. Producent
testu wyraznie zaznacza, ze probki o stezeniu przeciwciat CMV
IgG powyzej zakresu pomiarowego nalezy rozcienczy¢ za po-
mocg odpowiedniego rozcienczalnika, podajac nawet zalecane
rozcienczenie (1:20). Warto réwniez podkresli¢, ze doktadna
wartos$¢ stezenia przeciwciat CMV IgG ma duze znaczenie kli-
niczne, szczegolnie w przypadku monitorowania dynamiki zmian
poziomu CMV IgG.

Tabela 5.
COBAS VIDAS

Wyniki badan

serologicznych Nr 1 CMV IgM CMV IgG U/ml CMV IgGAv CMV IgM CMV IgM AU/ml CMV IgGAv
pacjentki nr 2.

>500 po zale-
L.A 0.323 canym rozc. 1:20 79.70 0.37 53.0 0.804
800.5

Przypadek nr 3. 30-letnia kobieta, w 17 tygodniu drugiej ciazy.
Podczas pierwszej ciazy kobieta byta seronegatywna w zakresie
przeciwciat CMV. W wywiadzie lekarskim w pierwszym miesig-
cu cigzy pojawita sie gorgczka z ogélnym ztym samopoczuciem
i objawami grypopodobnymi. Wysokie indeksy przeciwciat CMV

IgM i niska awidno$¢ CMV IgG, w $wietle danych klinicznych su-
gerujg mozliwos¢ $wiezo przebytej infekcji pierwotnej. Wysoce
uzasadnione jest ustalenie potencjalnego ryzyka transmisji prze-
ztozyskowej i przeniesienie zakazenia na ptéd. W tym celu reko-
mendowana jest diagnostyka prenatalna [Schemat 4].

Tabela 6.

COBAS VIDAS
Wyniki badan
serologicznych Nr1 CMV IgM CMV IgG U/ml CMV IgGAv CMV IgM CMV IgG CMV IgGAv
pacjentki nr 3.
R. M. 7.15 7.7 26.60 1.83 24.0 0.400
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Schemat 4.

Schemat diagnostyki
laboratoryjnej zakazenia
CMV u kobiet w cigzy.

4-12 tydzien ciazy
badania serologiczne
(CMV IgM, CMV IgG)

L]
IgG-/IgM-

L]

L]

Dalsza obserwacja- °
edukacja w zakresie .
zasad higieny

L]
L]

Brak dalszych badan

L] L]
IgG+/IgM+ IgG-/IgM+
L] L]

<16-18 TYDZ. CIAZY
TEST POTWIERDZENIA
(WESTERN BLOT)*

Ocena ryzyka nabycia zakazenia pierwotnego
w | trymestrze cigzy (oznaczenie awido$ci anty-CMV IgG)

Badanie wykonane
<20 tyg. cigzy

Badanie wykonane
>20 tyg. cigzy

I Niska awidnos$é l' ° °

I Wysoka awidno$é l

Ocena transmisji wirusa 21-22 t. c.

I Wysoka awidno$¢ l

. Badanie ptynu owodniowego (PCR) °
L] [ ) L]
PCR- ©e0 00060606000 0 0 0 o | PCR+
I Brak dalszych badan l . ceoeteeeeeee Do oceny nabycia
Ocena nastepstw zakazenia ptodu. Badanie ° pierwotnego zakazenla
ptynu owodniowego (ilosciowy PCR, viral load) e wymagane jest
restrospektywne
" badanie krwi
>10° kopii N <500 kopii i j
® © 0 0 0 0 & 0 & 0 0 0 000 O O 0 O 0 O 0 0 0 0 0o p" Oblerane w | t.c.
DNA CMV/ml DNA CMV/mi P ]

Wysokie ryzyko urodzenia dziecka
z objawami zakazenia

Wysokie prawdopodobieristwo urodzenia
dziecka bez objawdéw zakazenia

*WB CMV IgG IgM (test potwierdzenia) nie jest wykonywany w rutynowych laboratoriach w Polsce.

Podsumowanie

Chociaz wrodzone zakazenie wirusem cytomegalii jest czestym
problemem, jednak wiedza o nim jest niedostateczna. Prowa-
dzenie wtasciwej diagnostyki i kwalifikacja do leczenia nadal sa
przedmiotem badan. Wielu autoréw za najlepsza metode identy-
fikacji ryzyka infekcji uwaza przesiewowe badania serologiczne
w trakcie trwania cigzy, co zatem podkresla ich istotng kwe-
stie w aspekcie zapobiegania wrodzonej infekcji CMV. Wyraza-
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ny jest takze sprzeciw wobec wykonywania rutynowych badan
skryningowych, a klinicy$ci zajmujacy to stanowisko twierdza,
ze wiarygodno$¢ testéw serologicznych jest watpliwa, informa-
cja o statusie immunologicznym nie daje praktycznych korzysci,
a diagnostyka in utero ma ograniczong warto$¢. Prébujac znalezé
konsensus dla tych dwéch skrajnych opinii wydaje sie koniecz-
ne, aby przesiewowe badania laboratoryjne w kierunku zakazenia
CMV wykonywane byty z nalezytg precyzja i zgodnie z dobrze po-
jeta ,,dobrg praktyka laboratoryjna. - Good Laboratory Practice”.
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Miejsce markerow zaburzonej angiogenezy
(sFit-1, PIGF) we wspdiczesnej diagnostyce

preeklampsji

Dr hab. n. med. Sebastian Kwiatkowski, Kiinika Poloznictwa i Ginekologii Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego, Szczecin.

Na preeklampsje i schorzenia zwigzane z uposledzong perfuzjg tozyska choruje blisko 10% wszystkich ko-

biet cigzarnych. W ostatnich dwdch dziesigcioleciach odsetek tych patologii wzrést w Stanach Zjednoczonych

0 25%. Wedtug statystyk zespoty kliniczne powstajgce w wyniku niedokrwienia tozyska odpowiadajg za blisko

50% porodow przedwczesnych, 50% hospitalizacji na oddziatach patologii cigzy i 25% pobytéw kobiet cigzar-

nych na oddziatach intensywnej terapii. Co roku z powodu preeklampsji umiera na swiecie blisko 60 tysiecy

kobiet.

Obecnie nie potrafimy skutecznie leczy¢ tych schorzen, a jedyna
efektywna terapig pozostaje zakoriczenie cigzy. W ostatnich latach
pojawity sie jednak metody diagnostyczne, ktére znaczaco zwiek-
szyly predykcje wystgpienia objawdw patologicznych i poprawity
jako$¢ monitorowania cigezarnych i ptodu.

Obecne piSmiennictwo rozréznia wczesng oraz pézng forme pre-
eklampsji. Wczesna postaé rozwija sie przed 32-34 tygodniem ciazy
i jest zdecydowanie zwigzana z upo$ledzong inwazjg trofoblastu.
Zbyt ptytka przebudowa tetnic spiralnych prowadzi do niedokrwie-
nia i niedotlenienia tozyska, a nastepnie do uruchomienia patolo-
gicznych procesdw, takich jak nasilony stres oksydacyjny, zapalenie
czy zaburzona angiogeneza. W konsekwencji dochodzi do uogdl-
nionego uszkodzenia $rédbtonka i rozwoju réznorodnych objawéw
klinicznych takich jak nadci$nienie tetnicze, biatkomocz, wzrost
markeréw uszkodzenia watroby, rzucawka czy tez zahamowanie
wzrastania ptodu. Druga posta¢ schorzenia z podobng prezenta-
cja kliniczng rozwija sie po 34 tygodniu cigzy i wedtug obecnych
danych przebudowa tetnic spiralnych jest w niej tylko nieznacznie
zaburzona, a gtéwna role odgrywaja czynniki matczyne np. zespdét
metaboliczny. By¢ moze w rozwoju péznych zespotéw preeklampsji
bierze udziat réwniez zaprogramowany czas funkcjonowania tozy-
ska, ktdry jest uwarunkowany osobniczo.

Dotychczasowa diagnostyka preeklampsji opierata sie przede
wszystkim na rozpoznawaniu objawdéw klinicznych oraz parame-
trach laboratoryjnych, ktére odzwierciedlaty stopien uszkodzenia
narzadéw. Niejednokrotnie kryteria te byly tak niejednoznaczne, ze

Schemat 1.

Réwnowaga markeréw
angiogenezy PIGF SFlt-1
w ciazy fizjologicznej
i jej zaburzenia w I I
preeklamps;ji.

Ciaza o przebiegu fizjologicznym
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postawienie wtasciwej diagnozy byto trudne i uzyskiwane po dtuz-
szym czasie drogg eliminacji. Takie podejScie sprawia, ze nasza
diagnoza bywa zbyt pézna, a konsekwencje dla matki i jej dziecka
nierzadko bardzo powazne. Obecnie zmierzamy do bardziej precy-
zyjnego procesu diagnostycznego, ktéry ma wykorzystywac¢ wcze-
$niejsze etapy rozwoju schorzenia. Jedng z metod wykorzystujaca
zaburzong angiogeneze w tozysku jest oznaczanie jej markerow.
Obecnie istniejg juz komercyjne zestawy laboratoryjne do ozna-
czania fms-podobnej kinazy tyrozynowej (sFlt-1 - rozpuszczalny
receptor kinazy tyrozynowej) oraz tozyskowego czynnika wzrostu
(PIGF). sFit -1 produkowany jest przez syncytiotrofoblast i jego ste-
zenia w fizjologicznej cigzy przekraczajq jedynie kilkukrotnie steze-
nia PIGE W przypadkach niedotlenienia oraz uposledzonej perfuzji
tozyska, dochodzi do masywnej produkcji sFlt-1 przez trofoblast
i jego stezenie rejestrowane w krazeniu matczynym sg przynaj-
mniej kilkadziesigt razy wyzsze niz stezenia PIGF. sFit-1 w tak du-
zych stezeniach ma dziatanie niekorzystne i jest odpowiedzialne za
wiekszo$¢ objawow klinicznych i laboratoryjnych obserwowanych
w preeklampsji.

PIGF to substancja o dziataniu stabilizujgcym funkcje $rédbtonkdéw.
Wywiera pozytywny efekt m.in. na funkcje fozyska, jednak w miare
uszkadzania struktur trofoblastu jego stezenie obniza sie. Ponad-
to sFlt-1 odpowiedzialny jest za neutralizacje PIGF i zmniejszenie
jego dostepno$ci. Ponizszy schemat najlepiej oddaje sytuacje, ktéra
panuje w warunkach homeostazy w cigzy fizjologicznej oraz przy
zaburzonej angiogenezie towarzyszgcej preeklamps;ji.

sFlt-1

PIGF

>

Preeklampsja

1



Zmiany zachodzace w stezeniach sFlt-1 i PIGF wyprzedzajg o okoto
5-6 tygodni objawy kliniczne i parametry biochemiczne uszkodze-
nia narzadéw obserwowane w preeklampsji.

PIGF w diagnostyce preeklampsji moze by¢ wykorzystywany juz
w pierwszym trymestrze cigzy. Potaczenie badan biofizycznych
z oceng markeréw biochemicznych pozwolito wypracowac¢ opty-
malny model wykrywania ciezarnych ze zwiekszonym ryzykiem
rozwoju preeklampsji wczesnej. Algorytm oceniajacy ryzyko, wy-
korzystuje dane z wywiadu kobiety ciezarnej, $rednie cisnienie
tetnicze (mierzone dwukrotnie na obu ramionach- MAP), warto$ci
indekséw pulsacji w tetnicach macicznych (UtA PI) oraz stezenia
biatka PAPPA wraz ze stezeniem PLGF. Model ten zostat zmodyfiko-
wany w 2016 roku. Zaproponowano dwustopniowy proces predyk-
cyjny przeprowadzany pomiedzy 11-14 oraz 19-24 tygodniem cigzy
z wykorzystaniem MAP UtA Pl oraz PLGF. Dzieki temu algorytmowi
udato sie osiggna¢ wskaznik wykrywalnosci (DR), odpowiednio
75 i 85% dla pierwszego oraz pierwszego i drugiego trymestru
przy FPR 10%. Dla poréwnania model obecnie proponowany przez
ACOG dajg DR 90% przy FPR 67%.

W pdzniejszych okresach cigzy, poczawszy od 20 tygodnia jej trwa-
nia najwieksza warto$¢ predykcyjng i diagnostyczng osiggnieto
wykorzystujac jednoczesne oznaczanie sFlt-1 i PIGE Uzyskany
dzieki temu wskaznik sFlt-1/PIGF uznano za predykcyjny, jesli war-
to$¢ odciecia wynosi 85 (cut-off point).

Zaburzenia inwazji trofoblastu doprowadzajg do rozwoju objawéw
klinicznych najwcze$niej po 20 tygodniu ciazy. Przeprowadzo-
ne badania wykazaty, ze w grupie kobiet ciezarnych z obecnymi
czynnikami ryzyka rozwoju preeklamps;ji, takimi jak: nadcisnienie
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przewlekte, przewlekte schorzenia nerek, cukrzyca, zespét antyfos-
folipidowy lub z wywiadem obcigzonym wystgpieniem preeklamp-
sji, wykonanie testu sFIt-1/PIGF pozwala wyodrebnié¢ grupe kobiet
ciezarnych zagrozonych rozwojem cigzkiej patologii pofozniczej
w danej chwili. Podobnie jesli wykonamy test sFlt-1/PIGF, u ko-
biet cigzarnych, ktére zademonstrowaty jeden z objawdéw klinicz-
nych, badz laboratoryjnych preeklampsji. Dodatnie wartosci testu
sFIt-1/PIGF, powtarzane w pewnych odstepach czasu, pozwalaja
w takich sytuacjach rozwia¢ watpliwosci.

W 2015 roku zostato zaprezentowane badanie PROGNOSIS prze-
prowadzone w 30 osrodkach na $wiecie, do ktérego wigczono
1050 kobiet ciezarnych z podejrzeniem preeklampsji pomiedzy
24, a 37 tygodniem cigzy. Badanie zostato zaprojektowane, aby
oceni¢ warto$¢ wskaznika sFlt-1/PIGF w prognozowaniu krétkoter-
minowym, ponizej 1 tygodnia i powyzej 4 tygodni od wystgpienia
preeklampsji. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
warto$¢ wskaznika ponizej 38 pozwala wykluczy¢ wystgpienie pre-
eklampsji w przeciggu najblizszych 7 dni (NPV 99,3%). W grupie
ciezarnych ponizej 34 tygodnia cigzy warto$¢ wskaznika powyzej
85, a po 34 tygodniu cigzy powyzej 110 pozwala z bardzo duzym
prawdopodobienstwem przewidzie¢ wystgpienie preeklampsji lub
innego zespotu wynikajacego z niedokrwienia tozyska. Wskazane
jest monitorowanie w tych przypadkach warto$ci wskaznika celem
oceny progresji zmian. Ciezkie przypadki wczesnej preeklampsiji
ze wskaznikiem >655, a péznej >201 wigzg sie silnie z konieczno-
$cig zakonczenia cigzy w przeciggu 48 godzin. Warto$ci wskaznika
sFlt-1/PIGF pomiedzy 38, a 85 (110) nasuwaja podejrzenie nieprawi-
dtowej perfuzji tozyska, stad autorzy sugerujg monitorowanie wskaz-
nika u pacjentek przed 34 tygodniem cigzy, za$ po 34 tygodniu jego
monitorowanie oraz rozwazenie wczesniejszej indukcji porodu.
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W oparciu miedzy innymi o to badanie National Institute for Health
and Care Excellence (NICE) w 2016 roku, uznat wykorzystanie te-
stu sFlt-1/PIGF jako obiecujgcego narzedzia, u kobiet ciezarnych
pomiedzy 20 i 35 tygodniem cigzy celem wykluczenia preeklamp-
sji. Instytut orzekt jednak, ze potrzebne s dalsze badania, a obec-
ny stan wiedzy jest niewystarczajacy, aby wprowadzi¢ rekomen-
dacje rutynowego oznaczania testu sFlt-1/PIGF w praktyce NHS.

Rok 2016 i 2017 przyniést kolejne doniesienia o mozliwosci za-
stosowania testu sFIt-1/PIGF celem wykluczenia preeklamps;ji.
Zeisler i wsp. zaprezentowali wyniki wielooSrodkowego badania,
w ktérym wykazali negatywng warto$¢ predykcyjng rozwoju pre-
eklampsji, u ciezarnych ze wskaznikiem ponizej 38 na poziomie
99,3%. Sovio i wsp. w badaniu przeprowadzonym u 4099 kobiet
ciezarnych z niskim ryzykiem rozwoju preeklampsji stwierdzi-
li, ze istnieje duza warto$¢ zastosowania wskaznika sFlt-1/PIGF
i wykrycia preeklampsji, u ciezarnych po 36 tygodniu cigzy. Na-
tomiast dodatnie wartosci wskaznika u kobiet w 28 tygodniu
ciazy, wigza sie z bezposrednim ryzykiem konieczno$ci wcze-
$niejszego jej zakonczenia w wyniku wystagpienia objawéw kli-
nicznych preeklampsji. Dragan i wsp. zaprezentowali wyniki ba-
dania z udziatem ponad 12000 kobiet, u ktérych wykonano test
sFIt-1/PIGE Wykazato ono, ze warto$¢ wskaznika sFlt-1/PIGF
mniejsza lub réwna 38 zapewnia z doktadno$cig do 99,97%, ze
kobieta nie urodzi w przeciggu tygodnia z powodu preeklampsji.
Ponadto negatywna warto$¢ predykcyjna dla warto$ci wskaznika
>38 byfa bardzo wysoka i wyniosta 99,91%.

Jak wspomniano powyzej wysoka warto$¢ wskaznika sFlt-1/PIGF
koreluje dodatnio z wystgpieniem powaznych objawéw klinicz-
nych zmuszajgcych do zakonczenia cigzy. Wykazano ponadto, ze
wyzsze stezenia sFlt-1 i nizsze PIGF sg zwigzane z wystgpieniem
powazniejszych zespotéw klinicznych. W preeklampsji wczesnej

Schemat 2.

Mozliwe zastosowania
sFIt-1 i PIGF

w predykcji, diagnostyce
i monitorowaniu
preeklampsji.

11-14, 19-24 tygodnie
w catej populacji:

PIGFE, MAR UtA PI

Podejrzenie preeklampsji
v

Predykcja i kategoryzacja wystapienia preeklampsji

v

20-24, 30-34, 35-37 tygodnie

warto$ci indeksu sg zdecydowanie wyzsze niz w formie poznej.
Stezenia sFlt-1 sg wprost proporcjonalne do nasilenia biatkomo-
czu i odwrotnie proporcjonalne do liczby ptytek krwi.

Jak wynika z dotychczasowych badan, ocena markeréw zaburzo-
nej angiogenezy moze okazac¢ si¢ cennym wsparciem i uzupetnie-
niem dotychczasowych metod diagnozowania oraz monitorowa-
nia kobiet z preeklampsja. Przytoczone badania wykazujg jasno,
ze warto$¢ wskaznika sFlt-1/PIGF koreluje réwniez z nasileniem
objawdw klinicznych. Jego bardzo wysokie warto$ci poprzedzajg
bezposrednio objawy zmuszajgce do zakonczenia cigzy. Mimo to,
samodzielne zastosowania wskaznika sFlt-1/PIGF wymaga dal-
szych badan. Obecny rok przyniést szereg publikacji wtaczajacych
opisywany wskaznik do algorytméw przewidujacych wystapienie
wczesnych i péznych form preeklampsji. Wykazano, ze istnieje
mozliwo$¢ dokonywania kategoryzacji pacjentek w zaleznosci
od ryzyka wystgpienia stanu przedrzucawkowego juz od 19-24
tygodnia cigzy, a nastepnie jej uzupetnienie w 30-34 oraz 35-37
tygodniu cigzy. Tak jak dotychczas najwieksza czuto$¢ i swo-
istoS¢ uzyskano po zastosowaniu potgczenia badan fizykalnych
(MAP), obrazowych (UtA PI) z biochemicznymi (sFlt-1/PIGF ratio).
Mozliwe zastosowanie kliniczne oznaczania PIGF lub wskaznika
sFIt/PIGF prezentuje schemat 2.

Przedmiotem tej publikacji byta preeklampsja, gdyz ukazato sie
najwiecej doniesien, dotyczacych przydatnos$ci zastosowania
wskaznika sFlt-1/PIGF w tym zespole klinicznym. Warto jednak
zaznaczy¢, ze markery zaburzonej angiogenezy sFlt-1 i PIGF wy-
kazujg nieprawidtowos$ci réwniez w innych zespotfach zwigzanych
z hypoperfuzja i niedokrwieniem tozyska. Podobny profil zmian
markery te wykazujg w zespotach zahamowania wzrastania pto-
déw (IUGR), czy niektérych przypadkach przedwczesnego od-
dzielenia tozyska.

20-34 tygodnie
w catej populacji:

sFIt-1, PIGE MAP, UtA PI

u kobiet z czynnikami ryzyka:
sFIt-1/PIGF

20-40 tygodni
w catej populacji:
sFlt-1, PIGE MAP Ut PI

Monitorowanie preeklampsji

v

Powtarzalna ocena

wskaznika sFlt-1/PIGF
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Biomarkery w diagnostyce raka ptuca

Nowe perspektywy

Dr n. med. Adam Szpechcir’:ski, Zaktad Genetyki i Immunologii Klinicznej Instytut GruZlicy i Choréb Pluc, Warszawa.

Rak ptuca jest gtowng przyczyng zgonow na choroby nowotworowe na Swiecie (1,59 min przypadkéw

Smiertelnych w 2012). W Polsce jest najczesciej wystepujgcym nowotworem u mezczyzn i drugim, po raku

piersi u kobiet. W 2013 roku w Polsce liczba zachorowan na nowotwory zlosliwe ptuc wynosita blisko

21 tys. przypadkow, a zgondw nieco ponad 22 tys. (16 tys. mezczyzn i 6,5 tys. kobiet). Tak wysoka smiertel-

nos¢ wynika z faktu, ze wigkszos¢ chorych jest diagnozowana w zaawansowanym stadium choroby, kiedy

mozliwo$é zastosowania skutecznego leczenia chirurgicznego jest ograniczona.

Brak jest réwniez satysfakcjonujgcej efektywnosci standardowe;j
chemioterapii i radioterapii. Obecnie prowadzone sg intensyw-
ne poszukiwania i préby wdrozenia nowych, skuteczniejszych
metod diagnozowania i leczenia raka ptuca. Badania te opie-
rajg sie gtéwnie na rozwoju nieinwazyjnych metod wczesnego
wykrywania choroby opartych na specyficznych biomarkerach
nowotworowych, kragzacych we krwi chorego oraz identyfikacji
wiarygodnych biomarkeréw predykcyjnych, pozwalajgcych na in-
dywidualny dobdr optymalnej strategii leczenia dla kazdego cho-
rego (rozwdj terapii personalizowanej).

Biomarker nowotworowy (od stowa: biologiczny marker) najcze-
$ciej definiuje sie jako biologiczny lub fizjologiczny wskaznik to-
czgcego sie procesu nowotworowego w organizmie. Za biomar-
ker nowotworowy moze by¢ zatem uwazana okre$lona molekuta
uwalniana specyficznie przez komdrki nowotworu do krwiobiegu
lub obecna w innym ptynie ustrojowym czy tkance guza, kt6-
rej obiektywny pomiar jakosciowy i/lub iloSciowy metodami la-
boratoryjnymi sygnalizuje zachodzenie okreslonych proceséw
patologicznych albo odpowiedZ na interwencje terapeutycz-
na, ekspozycje na dziatanie czynnika szkodliwego. Biomarkery
mozemy podzieli¢ ze wzgledu na ich nature fizyko-chemiczng
lub biologiczng (np. biochemiczne, immunologiczne, moleku-
larne) oraz mozliwosci wykorzystania w praktyce onkologiczne;j
(np. diagnostyczne, prognostyczne, predykcyjne, pomocne w mo-
nitorowaniu skuteczno$ci terapii).

Diagnostyczne i prognostyczne biomarkery raka ptuca
1. Biochemiczne biomarkery serologiczne

Biochemiczne biomarkery nowotworowe we krwi dowiodty swojej
przydatnosci w diagnozowaniu i prognozowaniu przezycia cho-
rych na rézne typy nowotworéw w ciagu kilku ostatnich dekad.
Pomimo identyfikacji szeregu bardzo obiecujacych pod wzgle-
dem przydatnosci klinicznej biomarkeréw serologicznych dla
raka ptuca, ich faktyczna warto$¢ diagnostyczna i prognostycz-
na nadal pozostaje tematem wielu kontrowersji. Biomarkery te
mozna podzieli¢ na kilka kategorii w zalezno$ci od ich wtasci-
wosci biologicznych [Tabela 1]. Chociaz analiza tych markeréw
jest czesto wtaczana w schemat rutynowej diagnostyki labora-
toryjnej pacjentéw z podejrzeniem raka ptuca to nadal brak jest
wyraznych zalecen i standardéw ich zastosowania klinicznego.
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Wynika to migdzy innymi z niewtasciwego planowania pewnych
badan walidujgcych kliniczne aplikacje tych markeréw, w ktérych
kohorty chorych dobierano wedtug typu histologicznego raka
ptuca (rak drobnokomomoérowy, DRP versus niedrobnokmdrko-
wy, NDRP), pomijajac wtasciwe zbalansowanie grup réznigcych
sie podtypem histologicznym (rak ptaskonabtonkowy, gruczotowy,
wielkokomdérkowy). Ponadto, ocena wartos$ci diagnostycznej po-
jedynczych biomarkeréw w raku ptuca przynosita rozczarowujace
rezultaty z uwagi na mozliwo$¢ wystgpowania podwyzszonych
pozioméw tych antygenéw w szeregu innych choréb nienowo-
tworowych. Brakowato réwniez konsensusu wobec optymalnych
wartosci granicznych (punktu odciecia, cutoff) stezen tych mar-
keréw w surowicy krwi.

Najwiekszy postep w badaniach nad diagnostycznym wykorzy-
staniem tych biomarkeréw w klinice raka ptuca dotyczy doboru
optymalnego panelu antygendw, prezentujacych wspdlnie najlep-
sze parametry diagnostyczne. Serologiczne antygeny CEA, CY-
FRA 21-1, SCC-Ag, NSE i ProGRP, oznaczane iloSciowo we krwi za
pomocg technik immunologicznych (dostgpne sg zautomatyzo-
wane systemy laboratoryjne), oferuja obecnie najwieksza przydat-
nosc¢ kliniczng jako badanie uzupetniajgce dane uzyskane z tech-
nik obrazowych i biopsji w toku postepowania diagnostycznego
w przypadkach z podejrzeniem raka ptuca [Schemat 1]. W badaniu
Molina R. i wsp. z 2016 roku z udziatem ponad 3 tysiecy chorych
na DRP (n=265) i NDRP (n=1653) oraz rézne patologie niezto-
$liwe (n=1316), u ktérych mierzono poziomy CEA, CYFRA 21-1,
CA 15-3, SCC-Ag, NSE i ProGRP wykazano znaczaca poprawe
parametréw diagnostycznych: czutosci (88,5%), specyficznosci
(82%), dodatniej (87.3%) i ujemnej (83,7%) wartos$ci predykcyjne;j
w identyfikacji przypadkéw raka ptuca w oparciu o jednoczesna
analize catego panelu 6 antygendw, anizeli pomiar indywidual-
nych biomarkeréw. Okoto potowy przypadkéw raka ptuca (bez
réznicowania typu histopatologicznego) prezentowato podwyz-
szone poziomy CEA i CYFRA 21-1 w stosunku do kohort kontrol-
nych. Z kolei najwigksza przydatno$¢ we wstepnym réznicowaniu
DRP od NDRP wykazywaty NSE i ProGRP (blisko 80% chorych
na DRP). Obecnie prowadzone sg badania weryfikujace przydat-
no$¢ diagnostyczng kombinacji konwencjonalnych biomarkeréw
biochemicznych z markerami molekularnymi lub immunologicz-
nymi we wczesnym wykrywaniu raka ptuca w grupie podwyzszo-
nego ryzyka.
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Tabela 1.

Grupa Marker serologiczny Wartosé diagnostyczna i prognostyczna
Konwencjonalne Biatka ptodowe | Antygen rakowo-ptodowy, CEA Negatywny marker prognostyczny (mierzony przed leczeniem) u chorych
biomarkery na wezesne postaci NDRP, zwlaszcza gruczotowego.
bloghemlczne we Dobrym wskaznik obecnosci odlegtych przerzutéw w organizmie chorego
krw! wykorzystyyvane na NDRR Przydatny w monitorowaniu skuteczno$ci leczenia zaréwno DRP
wdlagnozowanlu .
. ) i NDRP
i prognozowaniu
chorych na raka ptuca. Biatka Fragment 21-1 cytokeratyny 19, Silny marker prognostyczny dla oceny czasu przezycia chorych na NDRP
strukturalne CYFRA 21-1 zwtlaszcza podtypu ptaskonabtonkowego, przed leczeniem operacyjnym.
komérek Tkankowy antygen polipeptydowy, | Skuteczno$¢ TPA jako markera prognostycznego jest bardzo zblizona
TPA do CYFRA21-1 poniewaz obydwa antygeny dzielg ten sam cytoszkieletowy
komponent.

Enzymy Swoista enolaza neuronowa, NSE | Marker pomocny w diagnostyce, monitorowaniu oraz ocenie efektywnosci
terapii u chorych na DRP. Niska swoisto$¢ diagnostyczna. Czgsto$¢
podwyzszonych wynikéw oraz stezenie NSE wykazujg wyrazng zalezno$é
od stadium zaawansowania choroby. Udokumentowana istotna zalezno$¢
pomiedzy czasem przezycia chorych a wyj$ciowym stezeniem NSE.

Glikoproteina Antygen nowotworowy Nieswoisty marker pomocy w diagnostyce szeregu nowotworéw zto$liwych,

CA 15-3 w tym raka niedrobnokomdrkowego ptuca.

Antygeny Antygen weglowodanowy Nieswoisty marker pomocy w diagnostyce szeregu nowotworéw zto$liwych,

powierzchniowe | CA 19-9 w tym raka niedrobnokomdérkowego ptuca.

komérek

Antygen weglowodanowy Wysokie poziomy antygenu obserwuje si¢ u chorych na gruczotowy podtyp

CA-125 NDRR czesto w korelacji ze stadium zaawansowania.

Antygen raka ptaskonabtonkowego, | Dodatnie wyniki czgste u chorych na zaawansowane postaci NDRP. Brak

SCC-A jednoznacznie potwierdzonej warto$ci prognostycznej dla chorych we

g ; .
wczesnych stadiach leczonych operacyjnie.

Sialowany antygen Lewisa, sLeX Wysoka specyficzno$¢ wobec ptaskonabtonkowego podtypu NDRP (okoto
8500). Marker pomocny w diagnostyce biochemicznej przypadkéw bez
potwierdzonego podtypu histologicznego. Brak jednoznacznego potwierdzenia
warto$ci prognostycznej.

Nadekspresja markera czgsta w tkance nowotworowej i surowicy chorych
na NDRR w szczegdlno$ci podtyp gruczotowy. Brak potwierdzonej wartosci
prognostyczne;.

Hormony Prekursor peptydu uwalniajacego | Wysoka czuto$¢ diagnostyczna ProGRP u chorych na DRP (od 65 do 86%) przy

gastryne, specyficznosci powyzej 90%. Znaczaco poprawia efektywno$¢ diagnostyki

ProGRP biochemicznej chorych we wczesnym stadium zaawansowania.

Schemat 1. Patologiczna

. zmiana w ptucu
Schemat obrazujacy

mozliwosci
wykorzystania

panelu biomarkeréw
biochemicznych

we krwi we wstepne;j
diagnostyce réznicujacej

Biochemiczne biomarkery nowotworowe, oznaczane iloSciowo we krwi w toku postgpowania diagno-
stycznego moga uzupetni¢ dane uzyskane z technik obrazowych i badania patomorfologicznego biopsji:

Antygen rakowo-ptodowy, CEA

Antygen weglowodanowy CA 15-3

jako uzupetnienie L
konwencjonalnych ° Fragment 21-1 cytokeratyny 19, CYFRA 21-1
Tpe;fodm%k;glzgg\i/é’;:ych Antygen raka ptaskonabtonkowego, SCC-Ag
w toku postgpowania Swoista enolaza neuronowa, NSE
diagnostycznego
u chorych Prekursor peptydu uwalniajacego gastryne, ProGRP
z podejrzeniem raka
tuca.
piuca Metody
obrazowe
CYFRA 21-1
L]
CEA ° Réznicowanie zmian SCC-Ag
CA 15-3 ° tagodnych i ztosliwych .
L] L]
Biopsja Histopatologia gruczotowy
L] e o o o e o o o
. plaskonabltonkowy

e wielkokomérkowy
Okreslenie podtypu
histologicznego
i stopnia zaawansowania
klinicznego

Rozpoznanie typu
nowotworu

ProGRP
NSE
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2. Nowe markery immunologiczne i molekularne oznaczane
w osoczu/surowicy krwi

Badania nad identyfikacja i charakterystykg klinicznej warto-
$ci markeréw immunologicznych i proteomicznych krazacych
we krwi obwodowej nabraly szczegdlnego tempa w ostat-
niej dekadzie, przede wszystkim dzigki rozwojowi takich tech-
nik jak spektrometria mas i mikromacierze biatkowe (protein
microarray). Dalsza walidacja konkretnych kandydatéw biatko-

wych wyselekcjonowanych przez metody przesiewowe wymaga
rozwoju specyficznych przeciwciat monoklonalnych, dzieki ktérym
mozliwe jest opracowanie, standaryzacja i praktyczne wdrozenie
testu diagnostycznego opartego na jednej z metod powszechnie
wykorzystywanych w analityce medycznej, jak ELISA, turbidyme-
tria, chemiluminescencja itd. Nie mniej intensywne sg prace nad
rozwojem testéw diagnostycznych opartych na unikalnych sygna-
turach genetycznych (mutacje DNA) i epigenetycznych (ekspre-
sja mikroRNA, metylacja gendéw) raka ptuca [Tabela 2].

Tabela 2.

Innowacyjne testy
diagnostyczne
rozwijane w oparciu

o markery molekularne,
przeznaczone

do wczesnego,
nieinwazyjnego
wykrywania raka ptuca.

Komercyjna Biomarker Metoda detekcji Czutos¢ | Specyficznosé | Walidacja testu Zastosowanie
nazwa testu (%) (%)
(Producent)
microRNA Profil ekspresji mi- | Mikromacierze 87 81 939 oséb z grupy Screening populacji
Signature kroRNA w osoczu | uzyciem sond typu ryzyka poddanych podwyzszonego
Classifier krwi TagMan badaniu CT ptuc; ryzyka raka ptuca
(Gensignia) w tym 60 przypadkéw | w potaczeniu
raka ptuca (badanie z badaniem CT
MILD)
EarlyCDT-Lung | Panel 7 ELISA 41 93 1691 0s6b z grupy Screening populaciji
(Oncimmune) | autoprzeciwciat podwyzszonego ryzyka | podwyzszonego
przeciwko TAA we raka ptuca; w tym ryzyka raka ptuca
krwi 61 przypadkow raka w potaczeniu
ptuca z badaniem CT
PAULA’s Test Panel 3 antygenéw | Automatyczny 74 80 230 os6b z tagodnymi | Identyfikacja
(Genesys nowotworowych analizator SNP lub innymi typami | kandydatéw
Biolabs) (CEA, CA-125 immunoenzymatyczny nowotworéw; w tym do pogtebionej
CYFRA 21-1)+1 xMAP 115 przypadkéw raka | diagnostyki wsréd
TAA we krwi ptuca chorych dodatnim
wynikiem CT ptuc
Xpresys Lung Profil krazacych Spektrometria 70-92 48-20 141 chorych Identyfikacja
(INDI DX) biatek we krwi mas (analiza z guzkiem o $rednicy | kandydatéw
proteomiczna) 8-30 mm w obrazie do pogtebionej
radiologicznym; w tym | diagnostyki w$réd
78 przypadkéw raka chorych z dodatnim
ptuca wynikiem CT ptuc
(SNP o $rednicy 8-30
mm)
EarlyTect Lung | Status metylacji Real-time PCR 85 84 270 0sbb z grupy Screening
Cancer genu PCDHGA12 podwyzszonego ryzyka | w populacji
(Genomictree) | w cfDNA, materiale raka ptuca; w tym podwyzszonego
bronchoskopowym 137 przypadkéw raka | ryzyka raka ptuca
lub plwocinie ptuca
indukowanej
Percepta Profil ekspresji Mikromacierze 88 47 341 os6b z grupy Weczesne wykrywanie
Bronchial mRNA 23 genéw ryzyka poddanych raka ptuca wséréd
Genomic w materiale bronchoskopii; w tym | chorych z dodatnim
Classifier bronchoskopowym 266 przypadkéw raka | wynikiem CT
(Veracyte) ptuca ptuc poddanych
bronchoskopii

2.1. Autoprzeciwciata

Odkrycie i identyfikacja we krwi autoprzeciwciat skierowanych
przeciwko antygenom na powierzchni komdérek nowotworowych
(tumor-associated antigens, TAAs) otworzyly nowy obszar dla po-
szukiwan biomarkeréw diagnostycznych raka ptuca. Wykazano,
ze wykrycie przeciwciat anty-TAAs we krwi jest mozliwe na diugo
(1-5 lat) przed pierwszymi objawami raka ptuca, co czyni je ideal-
nymi kandydatami na biomarkery pomocne w badaniach przesie-
wowych grup ryzyka i wczesnym wykrywaniu choroby. Pierwszy
komercyjnie dostepny test diagnostyczny, mierzacy poziom au-
toprzeciwciat przeciwko 7 réznym TAAs we krwi wykazuje czuto$é
na poziomie 40% przy ponad 90% specyficzno$ci w identyfikacji
chorych na raka ptuca juz we wczesnych stadiach zaawansowa-
nia pos$réd oséb z grupy podwyzszonego ryzyka. W innym tescie,
potaczenie detekcji konwencjonalnych markeréw serologicznych

16

(CEA, CA-125, CYFRA 21-1) i TAA pozwolito uzyska¢ 74% czu-
tos¢ i 80% specyficzno$é detekcji raka ptuca wsrdéd pacjentéw
z dodatnim badaniem radiologicznym ptuc. Obecnie prowadzone
sg intensywne badania naukowe majace na celu optymalizacje
panelu wykrywanych TAAs i poprawe parametréw diagnostycz-
nych testéw.

2.2. Profile proteomiczne surowicy

Chromatograficzna analiza proteomu surowicy krwi ujawnita po-
nad 3700 réznych wariantéw biatkowych, pochodzacych z réz-
nych tkanek organizmu, uwalnianych do krwiobiegu w sposéb
aktywny lub pochodzacych z rozpadu komdrek. Badania prote-
miczne surowicy chorych na raka ptuca z uzyciem metod o duzej
przepustowos$ci pozwolity zidentyfikowa¢ unikalne dla tej choro-
by profile biatkowe (sygnatury proteomiczne), ktére z duzg moca
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diagnostyczng (czuto$¢ 94,3%; specyficzno$¢ 85,9%) réznicuja
zmiany zto$liwe od tagodnych, wykryte w badaniu radiologicznym
0s6b z grupy ryzyka. Rozwijane sg pierwsze komercyjne testy dia-
gnostyczne oparte na analizie panelu wyselekcjonowanych biatek
surowicy [Tabela 2] Wydaje sie, ze takie testy mogtyby uzupetnié
konwencjonalne metody diagnostyki obrazowej (CT, PET), cha-
rakteryzujace sie wysoka czutoscia, lecz dosé niska specyficzno-
$cig badania.

2.3. Pozakomdrkowe mikroRNA

Drugim, réwnie obiecujgcym kierunkiem rozwoju krgzacych bio-
markeréw molekularnych, pomocnych w wykrywaniu raka ptuca
we wczesnych stadiach zaawansowania jest badanie pozakomar-
kowego materiatu genetycznego we krwi obwodowej, a zwtasz-
cza profilowanie pozakomdérkowych mikroRNA (miRNA). miRNA

Schemat 2.

Schemat przedstawia
mozliwosci wykorzystania
krwi obwodowej chorego
na raka pfuca jako ptynnej
biopsji w nieinwazyjnej
diagnostyce molekularnej
choroby, opartej na analizie
specyficznych biomarkeréw
genetycznych

i epigenetycznych

w pozakomdrkowych
kwasach nukleinowych
oraz krazacych komdrkach
nowotworowych
(Circulating Tumor Cells,
CTCs).

Pobranie krwi od
chorego na raka pluca

Separacja osocza
od frakcji komérkowej

> >

Wysoka moc diagnostyczng testéw opartych na unikalnych wo-
bec NDRP profilach ekspresji réznych sekwencji miRNA (sygna-
turach epigenetycznych) wykazano w kilku badaniach przesie-
wowych z udziatem oséb z grup wysokiego ryzyka raka ptuca.
W badaniu MILD oceniano diagnostyczng przydatno$¢ panelu
pozakomdrkowych miRNA jako biomarkeréw uzupetniajacych
badanie tomograficzne klatki piersiowej w grupie 939 palaczy ty-
toniu w wieku powyzej 50 lat [Tabela 2]. Ocena ekspresji miRNA
w osoczu pozwolita wykry¢ przypadki raka ptuca z 87% czuto$cia
i 81% specyficznos$cig oraz 99% ujemng wartos$cig predykcyjna
(NPV). Co wazne, potaczona analiza wynikéw ekspresji miRNA
i badania tomograficznego skutkowata pieciokrotnym zmniejsze-
niem odsetka wynikow fatszywie dodatnich w metodzie obrazo-
wej. Bardzo zblizone wyniki uzyskano w badaniu COSMOS (1115
palaczy tytoniu powyzej 50 r. zycia), gdzie analizowano panel 13
unikalnych miRNA (czuto$¢ 79,2%, specyficzno$¢ 75,9%, NPV
99%). Prognostyczna warto$¢ pozakomérkowych miRNA w raku
ptuca nie zostata jednoznacznie potwierdzona z uwagi na brak
wystandaryzowanego protokotu badawczego, a przez to niska
powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ wynikéw badan réznych autordw.
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to klasa niekodujacych, endogennych i jednoniciowych RNA
o stosunkowo matych czasteczkach o dtugosci 19-22 nukleoty-
dow, ktére funkcjonuja w komdrkach jako regulatory ekspresji ge-
néw. U cztowieka zidentyfikowano ponad 2500 réznych sekwencji
miRNA. Badania naukowe wielu grup potwierdzity wystepowanie
miRNA w réznych ptynach ustrojowych cztowieka, m.in. surowicy
i osoczu krwi. Obecno$¢ i profil miRNA w ptynach ustrojowych
moze bezposrednio odzwierciedla¢ stan fizjologiczny organizmu,
a przede wszystkim rézne procesy chorobowe. Istotnie zwigkszo-
ne lub zmniejszone uwalnianie pewnych miRNA do krwiobiegu
jest charakterystyczne dla poszczegdlnych typéw nowotwordw,
réwniez raka ptuca. Obecnie prébke krwi obwodowej, pobieranej
od chorego na nowotwdr ztosliwy w celu nieinwazyjnego bada-
nia molekularnego statusu szeregu biomarkeréw epi-/genetycz-
nych najczes$ciej okresla sie mianem ptynnej biopsji [/iquid biops;
Schemat 2].

= Stezenie cfDNA °
real-time PCR
Integralno$¢ cfDNA °
) ° droplet-digital PCR
= Mutacje somatyczne .
Pozakomérkowe = Metylacja promotora : BEAMing
DNA Rearanzacje genow o sekwencjonowanie NGS
Profile ekspresji miRNA ° real-time PCR
’ L] . .
Bioinformatyka: ° mikromacierze
selekcja potencjalnych celow ¢ NanoStrin
Pozakomérkowe terapeutycznych . 9
mikroRNA sekwencjonowanie NGS
@ Liczba CTCs . real-time PCR
G’@ °
@ @ = Zmiany genetyczne ° droplet-digital PCR
Q @ Ekspresja mRNA genéw ° sekwencjonowanie NGS
°
Krazace komarki Biatka/fosforylacja ° FISH
.

nowotworowe CTC Hodowla in vitro immunofluorescencja

Biomarkery w krazacym
nowotworowym materiale
genetycznym i komérkowym

>

Analiza molekularna

Biomarkery predykcyjne w leczeniu NDRP

Podczas, gdy zastosowanie metod molekularnych w nieinwazyj-
nej diagnostyce wczesnych postaci choroby i ocenie rokowania
u chorych na raka ptuca nadal pozostaje w sferze badan, mole-
kularne markery predykcyjne znajdujg juz zastosowanie w per-
sonalizowanej terapii NDRP. Koncepcja personalizowanej terapii
NDRP zaktada dobdr optymalnego leczenia dla konkretnych grup
pacjentéw w oparciu 0 zrozumienie réznic w przebiegu procesu
nowotworowego na poziomie molekularnym pomiedzy osobami
chorujgcymi na te sama chorobe.

1. Biomarkery predykcyjne w leczeniu ukierunkowanym moleku-
larnie

Aktualnie najpowszechniej stosowang formg personalizowane;j
terapii zaawansowanych postaci NDRP jest leczenie ukierunko-
wane molekularnie (targeted therapy, terapia celowana) z zasto-
sowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej receptora naskdrko-
wego czynnika wzrostu (IKT EGFR). W leczeniu NDRP korzystna
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odpowiedz na leki z grupy IKT EGFR (erlotynib, gefitynib, afatynib,
ozymertynib) warunkowana jest obecno$cig somatycznych mu-
tacji w genie EGFR (mutacji punktowych i matych delecji w ek-
sonach 18-21 genu), ktére dotycza okoto 10% chorych (dla rasy
kaukaskiej), gtownie tych z podtypem raka gruczotowego ptuca,
niepalacych, nieznacznie czesSciej kobiet i 0séb po 65. roku zycia.
Zidentyfikowano ponad 188 réznych mutacji EGFR, lecz u 85%
chorych na NDRP ktérzy odpowiadajg na leczenie IKT EGFR wy-
krywa sie dwa najczestsze typy mutacji: niewielkie delecje w ob-
rebie eksonu 19 (45-50%) oraz mutacje punktowg L858R w eks-
onie 21 (40-45%).

1.1. Analiza zmian molekularnych warunkujgcych skuteczno$é
leczenia IKT EGFR

Najwiekszym ograniczeniem stosowania IKT EGFR jest opornos¢
na te leki. Moze ona mie¢ charakter pierwotny, warunkowa-
ny gtownie przez tzw. mutacje opornosci, od poczatku obecne
w komdrkach guza, réwnolegle do mutacji aktywujacych, albo
charakter nabyty, kiedy mutacje oporno$ci i inne zmiany epi-/ge-
netyczne rozwijajg sie w trakcie terapii IKT EGFR. Niemal wszyscy
chorzy na niedrobnokomdrkowego raka ptuca, ktérzy poczatkowo
wykazujg korzystng odpowiedz na IKT EGFR, z czasem nabywaja
oporno$¢ na te leki, zwykle miedzy 9 a 12 miesigcem leczenia.
Zrozumienie mechanizméw oporno$ci nabywanej przez chorych
w trakcie pierwszej linii leczenia IKT EGFR (erlotynib, gefitynib,
afatynib) ma szczegdlne znaczenie dla wyboru pdézniejszej stra-
tegii terapeutycznej (leczenie Il linii). Do najczestszych mechani-
zmow pierwotnej i nabytej opornosci na leczenie IKT EGFR zali-
cza sie mutacje opornosci w genie EGFR (T790M, D761Y, L747S,
T854A, C797S), zmiany w szlaku sygnatowym MAPK/ERK (muta-

Roche Diagnostics Lung Oncology Portfolio

Od diagnozy do monitorowania

cje genéw KRAS i BRAF), aktywacje obocznych $ciezek sygna-
towych (amplifikacja MET, nadekspresja HGF mutacje w genie
PIK3CA, utrata PTEN, fuzja genéw EML4-ALK). Szacuje sie, ze
u 30% chorych mechanizmy nabytej opornosci na IKT EGFR sa
WCigz nieznane.

Wraz z pogtebianiem naszej wiedzy w zakresie mechanizmdéw
molekularnych, warunkujacych skutecznosc¢ leczenia inhibitora-
mi kinazy tyrozynowej EGFR ro$nie réwniez potrzeba poszerzenia
listy zaburzen genetycznych analizowanych w ramach rutynowe;j
diagnostyki molekularnej raka ptuca. Juz dzi§ wydaje sie oczy-
wistym fakt, ze najpowszechniej wykorzystywane metody dia-
gnostyki molekularnej, real-time PCR, FISH, sekwencjonowanie
sangerowskie, nie bedg w stanie same zapewni¢ wystarczajace;j
mocy przerobowej dla wiekszej liczby badanych gendéw i nowych
terapii celowanych. Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)
juz dzi$ oferuje rozwigzania komercyjne dedykowane do pogte-
bionej diagnostyki punktowych mutacji somatycznych, insercji
i delecji w obrebie kilkudziesieciu gendw tworzacych gtéwne
szlaki sygnatowe, zaangazowane w odpowiedZ na leczenie IKT
EGFR.

1.2. Pozakomdrkowe DNA we krwi obwodowej

Analiza pozakomdrkowego DNA krazacego w krwiobiegu
(cell-free DNA, cfDNA) chorego na nowotwor jest obecnie wdra-
zana w diagnostyke molekularng zaawansowanego raka ptu-
ca jako alternatywa dla badania tkanki nowotworowej, przede
wszystkim w tych przypadkach, gdy tradycyjna biopsja nie jest
mozliwa lub pozyskany tg drogg materiat tkankowy jest z réznych
przyczyn nieadekwatny do badania. Krew obwodowa jako ptynna

Diagnoza > Prognoza >> Monitoring >
IHC IHC IHC H&E IHC IC
C-MET CK17 muCt VENTANA HE 600 ALK CEA
Calretinin CK20 Napsin A PD-L1 CYFRA 21-1
Cam 5.2 Desmoglein 3 NSE IC (pomoc w diagnozie) PCR (Tkanka) NSE
Caveolin -1 E-cadherin p40 CYFRA 21 -1 EGFR Pro GRP
CD56 EGFR p63 ProGRP KRAS
CEA EMA Pan Keratin sce PCR (Osocze)
Chromogranin A Epithelial -Related Antigen ~ SOX-2 EGFR
CK5 Epithelial -Specific Antigen  Synaptophysin IC (Diagnoswka PCR (OSOCZE)
CK5/6 HBME -1 TAG-72 réinicujaca) EGRR
CK5/14 IGF-1R TTE-1 ProGRP (SCLC vs. NSCLC)
CK7 KI-67 WT1
Badania Kliniczne Legenda

PCR (Osocze) NGS (Osocze/Plynna Biopsja)
KRASV2 (LSR) AVENIO ctDNA Targeted Kit (RUO)
EGFR (RUO) AVENIO ctDNA Expanded Kit (RUO)

AVENIO ctDNA Surveillance Kit (RUO)

RUO = Research Use Only. Not for diagnostic use

LSR = Life Science Research Only. Not for diagnostic use
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[l Hematoxylin & Eosin Stain (H&E)
B Immunohistochemistry (IHC)

[l Immunochemistry (IC)

1 Next Generation Sequencing (NGS)
B Polymerase Chain Reaction (PCR)
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biopsja dostarcza pozakomérkowe DNA pochodzace z réznych
lokalizacji ognisk nowotworowych (z guza pierwotnego, z odle-
gtych przerzutéw, z krazacych we krwi mikroprzerzutéw) oraz réz-
nych klonéw komdrek rakowych, pomijajac do pewnego stop-
nia problem heterogennos$ci tkanki nowotworowej. Nalezy takze
podkresli¢, ze cfDNA uwalniane jest przez komdérki nowotworowe
(opisano szereg mechanizméw tego zjawiska) w sposdéb ciagty,
zapewniajgc dostateczng ilos¢ materiatu genetycznego do analiz
molekularnych przez caty okres rozwoju choroby nowotworowe;j.
W przypadku diagnostyki mutacji genu EGFR, chorzy na NDRP
z dodatnim wynikiem badania ptynnej biopsji odnosza podobne
korzysci kliniczne z leczenia inhibitorami, jak ci kwalifikowani
na podstawie badania tkanki, co wykazano miedzy innymi w mie-
dzynarodowych badaniach klinicznych EURTAC i AURAS. Zale-
cane jest stosowanie specjalnych prébéwek hematologicznych,
przedtuzajacych trwato§¢ pozakomdrkowego DNA w ptynnej
biopsji oraz odczynnikéw i metod walidowanych do analizy tego
unikalnego materiatu biologicznego.

1.3. Monitorowanie leczenia ukierunkowanego molekularnie

Wdrozenie analizy ptynnej biopsji do diagnostyki mutacji EGFR
oferuje takze mozliwo$¢ ciggtego monitorowania statusu zmian
molekularnych warunkujacych skuteczno$é dziatania lekéw
z grupy IKT EGFR w trakcie trwania leczenia. Aktualne badania
dotycza przede wszystkim perspektywy nieinwazyjnego $ledzenia
poziomu cfDNA zawierajagcego mutacje opornosci T790M genu
EGFR w celu wczesnego wykrywania progresji choroby, zanim
bedzie to widoczne w badaniu obrazowym ptuc. Pierwsze opubli-
kowane prace dowodza, ze u chorych leczonych IKT EGFR | linii
(erlotynib, gefitynib) wzrost poziomu cfDNA z mutacjg T790M we
krwi poprzedza kliniczng diagnoze progresji nawet o kilka miesie-
cy. Szybkie wdrozenie leczenia Il linii z zastosowaniem inhibito-
réw znoszgcych hamujace dziatanie mutacji T790M (ozymertynib)
znaczaco zwiekszatoby skuteczno$¢ terapii i wydtuzyto przezycie
chorych.

2. Biomarkery predykcyjne w immunoterapii NDRP

Postep badan naukowych nad lepszym zrozumieniem mechani-
zmow odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko ko-
moérkom nowotworu zaowocowat w ostatnich latach rozwojem
nowej strategii leczenia zaawansowanego NDRP immunoterapii
opartej na inhibitorach immunologicznych punktéw kontrolnych
(ang. immune checkpoint inhibitors). Leki te specyficznie blokuja
szlaki sygnatowe pozostajace pod kontrolg biatka receptorowego
PD-1 (programmed cell death protein-1) i jego ligandu PD-L1
(programmed cell death ligand-1). Badanie kliniczne inhibitoréw
PD-1/PD-L1 wykazaty skuteczno$¢ tych lekéw u chorych na za-
awansowane postaci NDRP. Obecnie w obrocie dostepne sg trzy
leki z grupy inhibitoréw immunologicznych punktéw kontrolnych:
pembrolizumab (zatwierdzony do leczenia NDRP z potwierdzong
ekspresjg PD-L1), nivolumab i atezolizumab (/leczenie niezaleznie
od ekspresji PD-L1 na komdrkach NDRP).

2.1. Immunohistochemiczna ocena ekspresji PD-L1
Ekspresja czasteczki PD-L1 na powierzchni komdérek nowo-

tworowych wydaje sie by¢ najbardziej oczywistym czynnikiem
predykcyjnym terapii przeciwciatami anty-PD-1 i anty-PD-L1.
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Biatko PD-L1 wystepuje na komdrkach wiekszosci typéw no-
wotworéw, przy czym u okofo 32% rakéw gruczotowych i 30,5%
rakow ptaskonabtonkowych ptuca. Jednak PD-L1 obecne jest
takze na komdrkach prezentujacych antygen, ktére regulujg od-
powiedZz immunologiczng ze strony limfocytéw T efektorowych
w weztach chtonnych. Ekspresja PD-L1 jest oceniana za pomo-
cg barwienia immunohistochemicznego (IHC) z wykorzystaniem
réznych klonéw przeciwciat oraz protokotéw barwienia, zaréw-
no w systemie detekcji manualnym, jak i automatycznym. Wobec
kontrowersji zwigzanych z efektywno$ciag rokowania odpowiedzi
chorych na immunoterapig jedynie w oparciu o badanie ekspresji
PD-L1 na komérkach nowotworu, nadal poszukuje sie dodatko-
wych biomarkeréw predykcyjnych dla tej strategii leczenia raka
ptuca. Wéréd badanych kandydatéw sa m.in. ekspresja PD-L1
na komdrkach uktadu immunologicznego chorego (limfocytach
T, komérkach dendrytycznych, makrofagach), markery aktywacji
uktadu immunologicznego oraz ogdlne obcigzenie nowotworu
mutacjami somatycznymi (total mutational load TIVIL; total muta-
tional burden TMB).

2.2. Obcigzenie mutacjami somatycznymi

Badania kliniczne wykazaty, ze czerniak oraz niedrobnokomérko-
wy rak ptuca nalezg do nowotworéw o najwyzszym wskazniku
obcigzenia mutacjami somatycznymi, co z kolei istotnie koreluje
z odsetkiem odpowiedzi na immunoterapie w tych typach nowo-
tworéw. Analiza materiatlu nowotworowego, najczesciej w postaci
FFPE lub cytobloku, pod katem obcigzenia mutacjami somatycz-
nymi wymaga zaprzegniecia jednej z techniki NGS, sekwencjo-
nowania catego eksomu (WES). Sekwencjonowanie DNA metoda
WES pozwala zidentyfikowa¢ te zaburzenia genetyczne (mutacje),
ktére maja bezposredni wptyw na strukture i funkcjonowanie bia-
tek, stanowigcych nowa klase neoantygenéw nowotworowych.
Pierwsze badania kliniczne z udziatem chorych leczonych in-
hibitorami PD-1/PD-L1 wykazaty wieksze korzysci terapeutycz-
ne u pacjentéw z wysokim wskaznikiem TMB w postaci istotnie
dtuzszej mediany czasu leczenia oraz dtuzszego czasu przezycia
wolnego od progres;ji.

Podsumowanie

0Od czasu zdefiniowania na nowo raka ptuca, jako choroby ge-
netycznej, zmienito sie réwniez podejécie do diagnozowania i le-
czenia tej patologii, skutkujac rozwojem medycyny spersonali-
zowanej. Wyniki badan publikowanych na przestrzeni ostatnich
lat wyraznie wyznaczajg kierunek dalszego rozwoju diagnostyki
raka ptuca w oparciu o nieinwazyjne techniki pozyskiwania ma-
teriatu nowotworowego do badania i analize szeregu specyficz-
nych markeréw molekularnych za pomoca bardzo czutych metod
laboratoryjnych. Cho¢ podstawe diagnostyki raka ptuca stanowi
materiat tkankowy, wykorzystanie krwi obwodowej w badaniach
przesiewowych, wczesnym wykrywaniu choroby oraz réznico-
waniu zmian zto$liwych od tagodnych coraz bardziej zyskuje
na znaczeniu; juz dzi$ odnotowuje sie pierwsze korzysci kliniczne
wynikajace z wdrozenia ptynnej biopsji w schemat kwalifikacji
chorych do terapii celowanych. Nie mniej wazny jest intensywny
rozwdéj nowych technik diagnostycznych, zwtaszcza tych wysoko-
przepustowych, z uwagi na fakt szybko rosnacej liczby nowych
markeréw molekularnych, ktérych warto$¢ kliniczna zostanie po-
twierdzona w ciagu kilku najblizszych lat.
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Slina - nowe perspektywy oznaczen
biomarkeréw w diagnostyce medycznej

Dr Zbigniew P. Bartoszewicz, Laboratorium Naukowe Katedry i Kliniki Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii WUM, Warszawa.

Slina jest ztozonym plynem wydzielniczym produkowanym w ilosci okoto 0,75-1,5 | w ciggu doby przez sli-

nianki (Slina wltasciwa). Materiatem biologicznym uzywanym najczesciej w diagnostyce medycznej jest slina

mieszana - plyn obecny w jamie ustnej, ktory poza sling wlasciwg zawiera rowniez ptyn dzigstowy, przesigk

surowicy krwi, komorki, bakterie, wirusy, resztki pokarmowe oraz wydzieliny z gardta i nosa.

Gtéwnym sktadnikiem $liny jest woda (ok. 99,5%), zwigzki nieorganicz-
ne stanowig ok. 0,2%, organiczne ok. 0,3%. Podstawowymi sktadnikami
organicznymi $liny sg biatka peptydy, (miedzy innymi — enzymy, biatka
osocza, mucyny, immunoglobuliny, substancje grupowe krwi, kalikre-
ina, laktoferyna, czynniki wzrostu, histatyna, cystatyna, stateryna siali-
na), mocznik, kreatynina, cukry (glukoza), lipidy, hormony steroidowe
i witaminy. Tylko niewielka cze$¢ ponad 2000 scharakteryzowanych
zwigzkéw organicznych jest bezposrednio syntetyzowana i wydziela-
na przez gruczoty $linowe, zdecydowana wiekszo$¢ wystepuje réwniez
w osoczu i w aktywnym badz biernym mechanizmie jest do $liny trans-
portowana. Slina ze wzgledu na tatwo$é nieinwazyjnego pobrania, kté-
re najczesciej nie wymaga obecnosci personelu medycznego, znajdu-
je coraz szersze zastosowanie diagnostyce laboratoryjnej na $wiecie.
Jej przydatno$¢ w badaniach rutynowych w Polsce jest niedoceniana
i ogranicza sie gtéwnie do badan DNA i RNA celu dalszej ich analizy
w testach genetycznych, oznaczen kortyzolu (rzadziej innych hor-

monodw steroidowych) oraz testéw kontrolujgcych stezenia uzywek
(np. alkoholu oraz podstawowych narkotykéw). Slina ze wzgledu na
wieksze niz we krwi fluktuacje wystepujacych w niej biomarkeréw
oraz zalezno$¢ koricowego wyniku oznaczenia od wielu czynnikéw
dodatkowych (np. stanu jamy ustnej, zmiennej dobowo szybkos$ci wy-
dzielania, wptywu diety i wysitku) nie jest uniwersalnym materiatem
biologicznym do badan, ale wielu przypadkach stanowi obok moczu
najlepsza alternatywe lub uzupetnienie dla osocza i surowicy.

Dotychczasowe zastosowanie

Poza oznaczeniami biomarkeréw zwigzanymi z chorobami jamy ust-
nej, DNA, RNA, przeciwciatami HIV-1/HIV-2 oraz narkotykami i alko-
holem, $lina znalazta najszersze zastosowanie do oznaczenia stezen
lipofilnych, nieskonjugowanych hormondéw steroidowych oraz amin
cyklicznych [Tabela 1].

Tabela 1. Nazwa hormonu

Zastosowanie

Oznaczenia stezenia Hormony steroidowe

hormondéw steroidowych

i amin cyklicznych. Testosteron (T)

Diagnostyka hirsutyzmu u kobiet

Diagnozowanie hipogonadyzmu i monitorowanie deficytu androgenéw u mezczyzn
Wykrywanie dopingu w sporcie

Jako marker stopnia wytrenowania sportowcow (iloraz stezenia T/kortyzolu)

Progesteron (P),
17-OH-progesteron (170HP)

Ocena indeksu owulacji

Monitorowanie uwalniania hormonu podczas hormonalnej terapii zastepczej (HTZ)
Ocena funkcji tozyska (skrining wrodzonego przerostu nadnerczy z niedoborem
21-hydroksylazy i innych blokéw metabolicznych u dzieci)

Estradiol, estron, estriol

Ocena funkgiji jajnikéw (wraz z P do kontroli cyklu u kobiet w diagnostyce nieptodno$ci)
Kontrola poziomu hormondw pacjentek podczas HTZ
Jako testy predykcyjne przedwczesnego porodu
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Androstendion AND,
aldosteron

Marker wydzielania androgenéw nadnerczowych

Marker pierwotnego aldosteronizmu, w testach stymulacyjnych ACTH

Marker wzmozonego wydzielania androgenéw nadnerczowych oraz monitorowania
terapii we wrodzonym przero$cie nadnerczy (obok 17-OHP)

Dehydroepiandrosteron (DHEA)
i siarczan dehydroepiandrosteronu (DHAE-S)

W zaburzeniach rytmu dobowego

Monitorowanie zmian podczas dojrzewania i spadku stezenia z wiekiem

W psychologii jako hormon anty-stresu

Potencjalnie uzyteczny marker ciezko$ci depresji oraz monitorowaniu leczenia
pacjentek z chronicznymi migrenami

Aminy cykliczne

Melatonina oraz jej prekursory (serotonina)

W chronobiologii u pacjentéw z zaburzeniami snu, odwréconym rytmem dobowym
dzieri-noc
W badaniach funkcji szyszynki u noworodkéw
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W rutynowej diagnostyce najcze$ciej oznaczane jest stezenia
kortyzolu [Tabela 2]. Wynika to zaréwno ze stosunkowo wysokie-

Tabela 2.

Warto$ci referencyjne
oraz zastosowanie
oznaczen stezenia
kortyzolu w $linie

w diagnostyce
endokrynologiczne;j.

go stezenia tego hormonu w $linie, jak i duzego zapotrzebowania
na jego oznaczenia w wielu jednostkach chorobowych.

Zrédto

Warto$ci referencyjne [ug/dl]
ug/dl x 27,586 = nmol/I; nmol/I x 0,03625 = ug/dl

godz. 6-10 < 0,873
Roche Diagnostics godz. 16-20 < 0,243
godz. 23-24 < 0,208
. P " godz. 7-9 0,112-1,29
Laboratorium Naukowe Kliniki Endokrynologii WUM godz 22:30-23:30  0,034-0,374

Jednostka chorobowa

Zastosowanie

Hiperkortyzolemi

Ocena rytmu dobowego wydzielania
Ocena nocnego stezenia
Supresji wydzielania tescie deksametazonem

Diagnostyka czynno$ciowa osi podwzgdérzowo-przysadkowo-nad-
nerczowe;j

Ocena zmian stezeri po stymulacji kory nadnerczy
syntetycznym ACTH

Zespot Cushinga

Monitorowanie

Ocena poziomu kortyzolu jako hormonu stresu

Kontrola suplementacji podczas leczenia hydrokortyzonem

Nowe perspektywy oznaczen

Wprowadzenie do laboratoriéw nowoczesnych metod takich
jak wysokoczute testy immunochemiczne, mikromacierze
oraz techniki spektrometrii mas (MS) przyczynity sie do wy-

Tabela 3.

Przyktady biomarkeréw
oznaczanych w $linie
potencjalnie przydatnych
w diagnozowaniu,
zapobieganiu i leczeniu
choréb przewlektych.
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krycia w $linie nowych biomarkeréw, stwarzajac perspekty-
wy szerszych zastosowan $liny w rutynowej diagnostyce me-
dycznej [Tabela 3].

Rodzaj schorzenie

Biomarker

Choroby powigzane z jama ustng

a) Nowotwory:
rak ptaskonabtonkowy jamy ustnej
nowotwory przyzebia

b) Inne:
choroby przyzebia

M2BR MRP14, CD59, profilina 1, katalaza, miR-125a, miR-200a
anty P53, IL-1q, IL-6, IL-8, VEGF-aTNF-a

adrenomodulina, prokalcytonina, osteoprtegeryna,

receptor bfonowyTLR4, biatko zapalne makrofagéw MIP1q,
aminotransferaza asparaginianowa, dehydrogenaza mleczanowa,
MMS, IL18, IL6

Choroby ogélnoustrojowe

a) Nowotwory:
rak ptaskonabtonkowy gtowy szyi
nowotwory piersi
rak jajnika
rak trzustki
rak ptuc
rak prostaty

IL8, mitochondrialne DNA, biatko PLUNC

Onkogen c-erb-2, CA15-3, CEA, EGF, VEGF

CA-125

Markery transkryptomiczne KRAS, MBD3L2, ACRV1 DPM1
Mutacje receptora EGF

miR-141; miR-21

b) Choroby autoimmunologiczne:
Zespot Sjorgena

Sarkoidoza

Chemokinaza CXCL13, cystatyna C, laktoferyna, anhydraza
weglanowa, a-2 microglobulina, katepsyna D, a-enolaza
a-amylaza, kalikreina

Stwardnienie rozsiane IgA

Choroba Crohna IL1a, TNF-a

Choroba Parkinsona a-synukleina
c) Infekcje:

wirusowe, Przeciwciata HIV-1, HIV-2

bakteryjne Mucyny MUC-5B MUC7

grzybicze immunoglobuliny, Hsp70, kalprotektyna
d) Inne:

Zesp6t policystycznych jajnikéw
Przewlektfa choroba nerek
Otytosé

Cukrzyca

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego
Zawat serca
Choroby kosci

Reumatoidalne zapalenie stawéw
Mukowiscydoza

IL6, TNF-a

IgG, IgA, CRP

CRP leptyna, insulina, adiponektyna, metaloproteazy

ATAT, cystatin C, a-2-macroglobulin, transtyretyna, melatonina
plgR, Arp 3, CA VI, IL-1Ra PLS-2, LEI, IGJ

MMP8 MMP9

CRR mioglobulina, MMP9, ICAM-1, CD40

Markery obrotu kostnego: osteokalycyna, fosfataza alkaliczna
HGF, osteonektyna, deoxy pirydynolina (D-PYR)

IL1B

Katepsyna D
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Szczegdlnie technika MS ze wzgledu na wysoka czuto$¢ i pre-
cyzje pomiaru masy sprzezona z innymi technikami jest predys-
ponowana do oznaczenh niskich stezen biomarkeréw w S$linie.
W tabeli 4 przestawiono przyktadowe zastosowanie szeregu
wariantéw MS potagczonych z dwukierunkowg elektroforezg
zelowg (2DE/MS), wysokosprawng chromatografia cieczowa

(LC-MS/MS) lub chromatografia gazowa (GC-MS/MS), spektro-
metrii mas z desorpcja/jonizacjg laserowg wspomagang matryca
z analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF/MS) oraz ich wariant
z modyfikowang powierzchnig chromatograficzng pozwalajaca na
zwigzanie biatek SELDI-TOF/MS.

Tabela 4.

Technika MS Biomarker Schorzenie
Przyktadowe . . K .
Jastosowanie technik LC-MS/MS Czynnik B dopetniacza Ptaskonabtonkowy rak gtowy i szyi (HNSC)
MS do analizy MALDI-TOF/MS Biatka 1472,78; 2936,49; 6556,81 7081,17 Da | Rak zotadka
biomarkeréw
w §linie. SELDI-TOF/MS c-erbB-2 Rak piersi

2DE/MS a-amylaza Cukrzyca typu 1

MALDI-TOF/MS

cystatyna; PIP

ATAT, cystatyna C,a-2-makroglobulina,

LC-MS/MS transthyretyna Choroby ptuc
2DE/MS Lipokalina, apolipoproteina A Choroby ptuc
2DE/MS Stateryna 5, cystatyna Préchnica

MALDI-TOF/MS

Biatko PLUNC

Liszaj ptaski jamy ustnej

Najczesciej stezenia biomarkeréw wystepujacych w $linie sg wie-
lokrotnie nizsze niz we krwi, co moze stwarza¢ trudno$ci tech-
niczne przy ich oznaczaniu zwigzane z czuto$cig stosowanej
metody oraz zanieczyszczeniami pochodzacymi z krwi. Okazato
sie jednak ze zawartos¢ micrRNA (miRNA) - istotnego regulacji
wielu genéw czynnika biorgcego udziat w powstawaniu nowo-
tworéw innych chordéb, jest we krwi i $linie bardzo podobna. By¢
moze jest to efekt ochronny tzw. kulistego DNA, ktérego wiele
form wystepuje w $linie. W konsekwencji analiza pochodzacego
ze $liny niekodujacego RNA (miRNA piRNA), moze sig przyczyni¢
do wczesnego rozpoznania wielu choréb, stanéw przedcukrzy-
cowych lub wczesnych stadiéw raka jamy ustnej i trzustki oraz
monitorowania stanu zdrowia. Ze wzgledu na tatwo$¢ nieinwazyj-

nego pobrania $lina jest cze$ciej uzywana niz krew w badaniach
DNA (np. dochodzenie ojcostwa, poszukiwanie niespokrewnio-
nych dawcdéw szpiku). Stosuje sie jg réwniez jako materiat biolo-
giczny w badaniach metylacji DNA, potencjalnie przydatnych do
wczesnego diagnozowania choréb. Nalezy jednak pamietaé, ze
na skutek czestych zanieczyszczen $liny bakteryjnym DNA uzy-
skane wyniki moga sie rézni¢ od tych uzyskanych z krwi.

Podsumowujac, $lina cho¢ na skutek opisanych ograniczen nie
jest idealnym materiatem biologicznym do badan diagnostycz-
nych, ma znacznie wiekszy niz wskazuje na to dotychczasowe
zastosowanie potencjat, ktéry powinien by¢ wykorzystywany
w rutynowych oznaczeniach.

Z dumg dzielimy sig informacjg, Ze jeszcze w tym roku zostanie

zainstalowany 25.0000 cobas e 411.

Od momentu wprowadzenia na rynek w 2007 roku cobas e 411

jest nadal jednym z kluczowych analizatorow w naszej ofercie.

Celebrating

25.000 *

-\
placements -

aiiii b 411 I H
.
YONNSEEE %
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Nowoczesne rozwiazania
w diagnostyce przy 16zku pacjenta

= systemy diagnostyczne przydatne w wielu sytuacjach klinicznych na oddziatach szpitalnych
= pomiar parametréw réwnowagi kwasowo-zasadowej, elektrolitéw i kooksymetrii
= iloSciowe oznaczanie Troponiny T, CK-MB, Mioglobiny, NT-proBNP, dimeréw D,
INR oraz APTT w czasie od kilku do kilkunastu minut
= profesjonalne systemy do monitorowania glukozy na oddziatach szpitalnych
= zdalna kontrola pracy analizatoréw na oddziatach

Gazometria i elektrolity Parametry kardiologiczne

cobas b 123 cobas h 232

cobas IT 1000

zdalne zarzadzanie
analizatorami POC

Accu-Chek Inform Il ' CoaguChek® Pro Il

Glukometr potaczony
bezprzewodowo z siecia

Parametry koagulologiczne

PL_CPS_POC_02

cobas’
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