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Spos6b diagnozowania nowotwor6éw ukladu chlonnego

Przedmiotem wynalazku jest sposob identyfikacji komoérek prawidlowych i komérek
nowotworowych, w szczegdlnosci prawidlowych limfocytéw B i komoérek chloniakéw
nieziarniczych u pacjentdw z podejrzeniem chloniaka. Wynalazek nalezy do dziedziny
diagnostyki nowotworéw uktadu chtonnego.

Chloniaki nie-Hodgkinowskie (NHL) sg 6smg przyczyng zachorowan na nowotwory
na $wiecie u m¢zczyzn i jedenasta u kobiet. Szacuje sig, ze chloniaki te diagnozuje si¢ rocznie
u ponad 350 000 osob. Liczba zgondw wynosi okoto 200 000. W Polsce chloniaki nie-
Hodgkinowskie stanowig okoto 3% zachorowan i zgonéw na choroby nowotworowe u
me¢zezyzn i 2.5% u kobiet wg. Krajowego Rejestru Nowotwordw, 2014r . W ciggu wielu lat
coraz doktadniejszych badan ustalono, ze pod ta samg nazwa kryja si¢ rézne podtypy choréb.
Mimo iz chloniaki mogg mie¢ poczatkowo podobne objawy kliniczne, to ich profil
genetyczny i molekularny jest odmienny, a zatem sg zréznicowane pod wzgledem rokowania,
przebiegu i leczenia.

Obecnie stosowane procedury diagnostyczne u pacjentéw z podejrzeniem choroby
rozrostowej ukladu chlonnego obejmujg ocene patomorfologiczng tkanek pobranych ze
zmienionego chorobowo narzadu badz tez cytometri¢ przeplywowg materiatu biopsyjnego.

Jako standard w diagnostyce chloniakéw stosuje si¢ badanie histopatologiczne na
podstawie badania réznych materialdw w zaleznosci od obrazu Kklinicznego. Wycinki
pobierane droga chirurgiczna najczesciej pochodza z weztdéw chionnych lub tkanek
pozawezlowych: skoéry, przewodu pokarmowego, szpiku kostnego, $ledziony, grasicy i
migdatkéw. W wigkszosci przypadkow w celu doprecyzowania rodzaju chioniaka konieczne
jest wykorzystanie przynajmniej jednego badania dodatkowego: immunohistochemii, badania

genetycznego lub molekularnego.
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Badanie immunohistochemiczne to diagnostyka réznicowa chloniakéw opierajaca si¢
na National Comprehensive Cancer Network. Interpretacja immunofenotypu powinna by¢
skorelowana z obrazem klinicznym i cechami morfologicznymi chloniakéw.

W cytometrii przeptywowej material z biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej wezla
chtonnego, krwi obwodowej lub szpiku zostaje poddany immunofenotypowaniu.

Diagnostyka chtoniakéw uwzglednia roéwniez badanie cytogenetyczne (hybrydyzacja
in sitw/FISH) oraz badanie cytologiczne, w ktérym analizuje si¢ material z Dbiopsji
aspiracyjnej cienkoiglowej we¢zla chlonnego, krwi obwodowej lub szpiku, a takze
diagnostyke obrazowa wykorzystujaca techniki tomograficzne.

Ze stanu techniki wiadomo o innych probach dostarczenia skutecznego testu
diagnostycznego, ktéry moéglby by¢ wykorzystany w przypadkach choréb przerostowych
uktadu chionnego.

EP2697256 dostarcza spos6b diagnozowania chloniakéw opierajacy si¢ na
wykrywaniu ekspresji biatek LY6G6F, VSIG10, TMEM2S5 i LSR.

US4038145 ujawnia metod¢ diagnostyczng, w ktdrej stosuje si¢ mieszang reakcje
limfocytarng (MLR) w hodowli tkankowej do wykrywania reakcji autoimmunologiczne;j
wywolywanej przez nowotwor, charakterystycznej dla nowotwordw limfoidalnych.
Limfocyty pochodzace z krwi, $ledziony i weztdw chlonnych sg stosowane w kombinacji.
Mieszana reakcja limfocytarna w wyniku dowolnej z trzech mozliwych kombinacji wskazuje
na obecnos¢ nowotworu limfoidalnego.

EP3221467 ujawnia metode diagnostyczng do wykrywania chloniakéw, obejmujaca
nastgpujace etapy: okreslenie poziomu ekspresji hGSTAI w prébce nowotworu uzyskanej od
pacjenta, ii) poréwnanie poziomu ekspresji okreslonego w kroku i) z ustalong z gory
wartoscig odniesienia, ii) stwierdzenie, ze pacjent jest chory, gdy poziom ekspresji hGSTAI
jest nizszy niz okreslona z gory warto$¢ odniesienia.

EP3167288 dotyczy sposobow diagnozowania nowotwordéw krwi. W szczegdlnosci,
niniejszy wynalazek dotyczy sposobu zawierajacego etapy i) wykrywanie obecnosci komorek
CD45RARO NK w proébce otrzymanej od pacjenta, ii) oraz stwierdzenie, ze pacjent cierpi na
nowotwor krwi, gdy obecnosé komérek CD4SRARO NK wykrywa si¢ w probee, a obecnosé
co najmniej jednego markera fenotypowego wskazuje na typ nowotworu.

EP2612869 dostarcza przeciwcialo majgce zdolno$¢ wigzania si¢ z izoformg ED-A
fibronektyny, przy czym wiazanie si¢ przeciwciala z biatkiem wskazuje na obecnos¢ komoérek

nowotworu uktadu chlonnego.
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US2011287948 ujawnia sposéb diagnozowania nowotworéw, w tym chioniakéw, na
podstawie algorytmu uwzgledniajacego pomiar sit adhezyjnych pomigdzy komorkami
patologicznymi w mikroskopie sit atomowych (AMF) lub szczypcach optycznych.

EP2624742 zapewnia metod¢ diagnostyczna, w ktorej analizuje si¢ mechaniczne
wlasciwosci  komoérek nowotworowych i komorek referencyjnych pod obcigzeniem
mechanicznym, ktdre prowadzi do liniowego lub nieliniowego odksztatcenia obcigzonej
komorki. Ekspansja komorek, ktora jest wynikiem zastosowania mechanicznego napre¢zenia,
jest wykorzystana do okreslania ryzyka przerzutow nowotworowych oraz, w stosownych
przypadkach, obecnosci komorek proliferujagcych w niekontrolowany sposob, inwazyjnych,
lub tkanki pochodzenia nowotworowego. W przypadku nieliniowej deformacji komorki
okreslane jest ryzyko wystgpienia komdrek nieprawidlowo proliferujagcych, na podstawie
sredniej wartosci ekspansji w kierunku napre¢zania komoérek w probee. Sposéb realizowany
jest z wykorzystaniem szczypiec optycznych.

Odsetek pacjentéw ze zmianami odczynowymi wérdd wszystkich diagnozowanych w
kierunku choroby rozrostowej pacjentéw wynosi okoto 30%. Proces diagnostyczny wymaga
coraz bardziej skomplikowanych metod diagnostycznych, aby odpowiednio zaklasyfikowa¢
oraz szybko i skutecznic odrézni¢ zmiany nowotworowe od nieztosliwych zmian
reaktywnych.

Pomimo dostgpnych metod diagnostycznych nowotwordéw uklfadu chtonnego w stanie
techniki istnieje potrzeba dostarczenia prostej i wysoce specyficznej metody identyfikacji
komorek patologicznych i komoérek prawidlowych u pacjentéw z podejrzeniem nowotworu.

Celem wynalazku jest dostarczenie skutecznej metody pozwalajacej na efektywna
identyfikacj¢ komorek patologicznych powstajacych w procesie nowotworzenia i komérek
zdrowych u pacjentdw z podejrzeniem choroby nowotowrowej uktadu chionnego.

Cel ten zrealizowano w niniejszym wynalazku.
Przedmiotem wynalazku jest sposdb diagnozowania nowotworu ukiadu chionnego
obejmujacy etapy, w ktorych:
a) pobiera si¢ lub izoluje si¢ limfocyty B od pacjenta,
b) przygotowuje si¢ zawiesing limfocytow B oraz komérki zrebu szpiku kostnego do
procedury pomiarowe;j,
c) technika manipulacji komérkowej komorke limfocytu B zbliza si¢ do komérki zrebu

szpiku kostnego, w ten sposdb, ze komdrka limfocytu B i komoérka zrebu szpiku
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kostnego pozostaja w bezposrednim kontakcie, az do utworzenia stabilnego

polaczenia,

d) mierzy si¢ czas utworzenia stabilnego pofaczenia (t) pomi¢dzy komoérka limfocytu B a
komorkg zrebu szpiku kostnego, przy czym czas utworzenia stabilnego potaczenia t >

60 s wskazuje na obecno$¢ komdrek nowotworowych.

Korzystnie, technika manipulacji komérkowej w etapie c) i d) sg szczypce optyczne.
Korzystnie, przed zblizeniem limfocytu B do komérki zr¢bu szpiku kostnego komorke
limfocytu B chwyta si¢ w putapke optyczna za pomocg szczypiec optycznych.

Korzystnie, komdrka limfocytu B jest chwytana w pulapke¢ optyczna o sile 100pN.
Korzystnie, polaczenie uwaza si¢ za stabilne, gdy komoérka limfocytu B nie pozwala sig¢
odciagnaé od komorki zrgbu szpiku kostnego za pomocg pulapki optycznej generowanej
laserem o mocy 200 mW.

Korzystnie, nowotworem uktadu chionnego jest chtoniak nieziarniczy z komérek B (NHL).
Korzystnie, nowotworem uktadu chfonnego jest chloniak rozlany z duzych komoérek B
(DLBCL), chioniak grudkowym (FL), chtoniak z komdrek ptaszcza (MCL), chloniak typu
MALT, chioniak Burkitta (BL) oraz chioniak z komérek B o wysokim stopniu zlosliwosci
(HGBL).

Korzystnie, komorke limfocytu B zbliza si¢ do centralnej czgsci komorki zrgbu szpiku
kostnego.

Korzystnie, komdrka zrebu szpiku kostnego jest fibroblast.

Korzystnie, komorki zrgbu szpiku kostnego stanowi linia HS-5.

Szczypce optyczne to urzadzenie generujace sily optyczne zdolne do manipulowania
obiektami o rozmiarach w zakresie od 0,4 pm do 20,0 um w preparacie mikroskopowym.
Odpowiedni ksztalt wiazki laserowej o dhugosci fali z zakresu podczerwieni lub $wiatla
widzialnego umozliwia badanie wlasnosci mechanicznych komorek, okreslenie sprezystosci
bton komoérkowych, oddziatywan mi¢dzykomoérkowych w kokulturach komérek zdrowych i
nowotworowych, materialdw biologicznych, nici DNA. Wygenerowana przez system
ksztaltowania wiazki laserowej pulapka optyczna, pochodzaca z mocno zogniskowanej
wigzki laserowej, chwyta w plaszczyznie ogniskowej obiektywu mikroskopowego obiekty
znajdujace si¢ w preparacie. Uklad pgsety optycznej pozwala na bezposrednie lub posrednie
(poprzez specjalne dielektryczne nanokulki) pomiary przesuni¢é, sit oddziatujacych na

struktury biologiczne, czy tez whasciwosci adhezyjnych schwytanych komorek.
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W sposobie wedlug wynalazku mozliwe jest zastosowanie innych technik manipulacji
komorkowe;.

Istota wynalazku polega na identyfikacji prawidlowych oraz patologicznych
limfocytow B na podstawie czasu niezbednego do utworzenia przez komoérke chloniaka
stabilnego potaczenia z fibroblastami zrg¢bu szpiku kostnego. Sposéb wedlug wynalazku
umozliwia skuteczng diagnostyke nowotworu poprzez rozrdznianie komoérek prawidtowych
od komérek patologicznych stabilnej kokultury pomiedzy fibroblastami a limfocytami B w
szczypcach optycznych. Sposob wedlug wynalazku oparty na oddzialywaniach mig¢dzy
limfocytami B a fibroblastami zrgbu szpiku kostnego pozwala zatem na odréznienie z wysoka
skutecznoscig prawidtowych limfocytow B od komérek patologicznych. Zatem juz na

pierwszym etapie procedury diagnostycznej znacznie skraca jej czas oraz koszt.

Opis figur

Fig. 1 przedstawia etapy nasuwania komorki limfocytu B na komorke fibroblasta linii HS-5.
a) przesuwanie komérki nad pod{ozem, brak bezposredniego kontaktu migdzy komérkami b)
powstanie miejsca stycznego blony komoérkowej limfocytu B z powierzchnig komorki HS-5;
komoérka limfocytarna pozostaje dokfadnie w centrum pulapki optycznej c¢) przesuwanie
limfocytu B do centralnej cz¢sci komorki HS-5.

Fig. 2 przedstawia a) patologiczny limfocyt B ztapany w pulapke optyczng b) komorke
chloniaka zblizong do komdrki zrebu szpiku kostnego HS-5, utrzymany kontakt komorek w
pulapce optyczne;j.

Fig. 3 przedstawia liczb¢ pacjentow rdéznigcych sie plcia i stanem zdrowia
oraz wyniki testu niezaleznosci.

Fig. 4 przedstawia czas utworzenia silnego pofaczenia komérek w grupie badanej i kontrolnej
oraz wynik testu istotnosci U Manna Whitneya.

Fig. 5 przedstawia krzywa ROC dla czasu utworzenia stabilnego polaczenia miedzy
komorkami oraz pole pod krzywa ROC (AUC = 0,997).

Fig. 6 przedstawia histogram czasu utworzenia stabilnego polgczenia miedzy komorkami
patologicznymi i prawidlowymi oraz czulo$é (Sens.) i swoistos¢ (Spec.) testu dla wartosé
odcinajaca (cut-off) t > 60 s.

Fig. 7 przedstawia wymagang minimalng liczb¢ wyizolowanych komérek w funkcji mocy

testu.
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Przyklad

Materiat kliniczny

Celem Tworcow bylo uzyskanie komorek w stanie jak najbardziej zblizonym do ich kondyc;ji
w warunkach in vivo. W sposobie wedlug wynalazku wykorzystano $cisle zdefiniowany
material kliniczny jakim sg prawidtowe oraz nowotworowe limfocyty B pozyskane w celach
rutynowej diagnostyki onkologicznej. Material kliniczny stanowiag komoérki nowotworowe
uzyskane od pacjentdow z rozpoznanym chloniakiem rozlanym z duzych komérek B
(DLBCL), chioniakiem grudkowym (Folicullar Lymphoma, FL), chtoniakiem z komoérek
ptaszcza (Mantle Cell Lymphoma, MCL), chioniakiem typu MALT, chioniakiem Burkitta
(BL) oraz chloniakiem typu High Grade B-Cell Lymphoma. Informacje dotyczace
pochodzenia oraz rodzaju materialu klinicznego wlaczonego do badan zostaly zebrane w
Tabelach 1 i1 2, przy czym tabela 2 przedstawia dane kliniczno-patologiczne pacjentéow
kontrolnych wlaczonych do badania. Badaniami obj¢to 47 osob w wieku od 21 do 89 lat
(Srednia M = 59.8; odchylenie standardowe SD = 15,8 lat). Podstawowe statystyki cech
charakteryzujacych obie grupy zamieszczono w Tabeli 3 (wiek oraz pleé pacjentdw w grupie
badanej i kontrolnej; wyniki testu istotnosci U Manna Whitneya). Opracowanie statystyczne
wynikdw wykonano w programie Statistica 11, StatSoft Polska. Obie grupy pacjentéw nie
réznily si¢ istotnie pod wzgledem wieku (59,2 vs. 61,1 lat; p = 0,699) ani struktury pici
(udzial kobiet: 50,0% vs. 66,7%; p = 0,449).

Tabela 1
NR. PLEC | WIEK | ROZPOZNANIE | MATERIAL LOKALIZACJA IMMUNOFENOTYP
Extranodal .
Dl’.‘BCa:(l,\l(:S wezel chlonny szyi po FC: 42% patologicznych limfocytéw B. Double
1 M 50 ('iCB ' B stronie prawej, naciek | expressorlymphoma: BC12+/-/BCl6+/MYC-.
non spojenia lonowego
Extranodal FC: 56% patologicznych limfocytéw B, Double
2 M 75 DLBCL, NOS, B naciek spojenia expressor lymphoma: BCI2+ higher/BCl6-
non GCB tonowego /+/MYC-.
Extranodal FC: 96% patologicznych limfocytéw B, Triple
3 K 46 DLBCL, NOS, B wezet chtonny okolicy expressor lymphoma: BCI2+
GCB. nadobojczykowej lewej higher/BCl6+/MYC+.
Extranodal 2 uda lewego ponize| FC: 91% patologicznych limfocytéw B, Triple
4 K 61 DLBCL, NOS, B gu wi zai*ap ) expressor lymphoma: BCL2+higher/
GCB pach\:inowego BCL6+high/MYC+.
Nodal FC: 41% patologicznych limfocytéw B, Double
5 K 54 DLBCL, NOS, B ;:;T;::Lonny o expressor lymphoma: BCL2-
GCB pstmnie pr;”vfe‘j’ /BCL6+high/MYC+.
6 M 62 Nodal B wezet chlonny szyi po FC: 63% patologicznych limfocytéw B, Double
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DLBCL, NOS, stronie prawej expressor lymphoma: BCL2+higher/
GBC BCL6+/MYC-/+.
Extranodal
. FC: 24% patologicznych limfocytéw B, Double
DLBCL, NOS, naciekajacy skore guz
7 K 55 : -.
GCB jamy brzusznej expressor lymphoma: BCL2+/BCL6+/MYC
Nodal
. 240 - . ,
8 M 44 DLBCL, NOS, wezel chtonny szyi po FC:34% patlologl;izny Cl;z:‘;icfg:;f' B&léble
GCB stronie lewej expressor lymphoma / / -
Nodal et chtonny szyi po
oda wez . y Zip FC: 50% patologicznych limfocytéw B, Triple
9 K 54 DLBCL, NOS, stronie lewej, masy : h BCI2+/BCl6+/MYC+
non-GCB weztowe w jamie expressoriympioma / :
brusznej
Nodal
DLBCL, NOS, . . .
between FC: 23% patologicznych limfocytéw B, One
10. M 32 wezet chtonny szyi expressor lymphoma: BCL2-/ BCL6+/MYC-.
GCB and
non-GCB
Nodal wezetl chtonny w FC: 24% patologi h limfocvtéw B
DLBCL, NOS, okolicy miesnia o bl° pato °g"'z'l‘y° }:m O?thc:lz =
11. K 61 motkowo-sutkowo- ouble exp;gis;r l\):ll;lg tma. /
GCB obojczykowego po / I+
stronie prawej
Primary . .
zmiany skérne X X
cutaneous rawego podudzia FC: 45% patologicznych limfocytéw B, Double
12, K 74 DLBC, GCB P .g P . expressor lymphoma: BCI2-/BCl6+/MYC+/.
dolnej cze$ci udaz
with BL .
owrzodzeniami
HGBL, NOS
FC: 44% patologicznych limfocytéw B,. Triple
between guz jamy nosa po expressor lymphoma:
14. K 84 . .
GCB and stronie prawej BCL2+higher/BCL6+/MYC+.
non-GCB
. 669 i i
HGBL GCB wezet chtonny szyi FC: 66% patololglcznich hm;t():iyztfhw Bh, Double
1s. M 37 , typu bulky strony expressor lymphoma: igher/
. BCL6+/MYC-.
prawej
. FC: 97% patologicznych limfocytéw B, Triple
HGBL, NOS zy skérne tydki po
16. M 60 guzy fy ) P expressor lymphoma BCl2+/BCl6+/MYC+.
stronie prawej
FL FC: 86% patologicznych limfocytéw B, WHO
17. K 70 guz jamy brzusznej classification G2 low grade.
18 K 79 FL wezty chtonne jamy FC: 65% patologicznych limfocyt6w B,
) brzusznej
70 - -
FL wezet chionny FC: 24% patol.oglcz.nych limfocytéow B, WHO
19. K 49 . classification G2 low grade.
nadobojczykowy
. 0, i i
FL wezly chtonne FC: 86% patol'oglcz'nych limfocytéw B, WHO
20. K 66 ) classification G1 low grade.
biodrowe
FL FC: 53% patologicznych limfocytéw B, WHO
21, M 65 wezel chlonny szyi classification G2 low grade.
FL wezet chionny FC: 42% pato?oglc?nych limfocytéw B, WHO
22. M 56 . . classification G2 low grade.
pachwiny lewej
FL Guz jamy brzusznej . .
23. M 32 : 2
typu bulky FC: 95% patologicznych limfocytéw B, Acc
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WHO classification G1.
FL . . .
wezel chlonny szvi o FC: 19% patologicznych limfocytéw B, WHO-
24. M 70 ¢ . y y P brak danych
stronie lewej
FL wezet chtonny z tkanki FC: 47% patologicznych limfocytéw B
25. K 67 . .
nadobojczykowej
26 K 86 MCL zmiana weztowa w FC: 96% patologicznych limfocytéw B
: jamie brzusznej
27 K 69 MCL wezty chionne szyi po FC: 86,2% patologicznych limfocytéw B
’ stronie prawe;j
28 M bd MCL btona §luzowa zotadka FC: 95% patologicznych limfocytéw B
) i dwunastnicy
- oA - -
20, M 64 MCL wezel chlor.my ok.ohcy FC: 94% patologicznych limfocytéw B
pachwinowe;j
FC: 90% patologicznych limfocytéw B, BCL2-
30.] M | 21 BL guz wezlowy pachy /BCL6-/ MYC+.
prawej
31 M 54 BL wezet szyi po stronie FC: 65% patologicznych limfocytéw B
' prawej
. 0, i i
32, M 65 MALT guz sutka prawego FC: 80% patologicznych limfocyt6w B

F- ple¢ zeniska, M-pte¢ meska, B-materiat biopsyjny, W-material operacyjny

Tabela 2

NR. | PLEC | WIEK ROZPOZNANIE LOKALIZACJA
1. F 82 Cholecystitis acuta okolica przewodu z6iciowego wspélnego
2. F 76 Cholecystitis acuta okolica przewodu z6iciowego wspdinego
3. F 65 Cholecystitis acuta okolica przewodu zétciowego wspédinego
4. F 80 Cholecystitis acuta okolica przewodu 2étciowego wspdinego
5 M 65 Colitis chronica wezet chtonny krezki jelita cienkiego
6. F 45 Pancreatitis acuta wezet chfonny krezki jelita cienkiego

wezet chtonny szyi

7 M 29 Lymphonodaulitis reactiva
8. F 51 Lymphonodulitis reactiva wezet okolicy tréjkata udowego lewego
9. F 58 Lymphonodulitis reactiva wezet chtonny szyi

10. M 43 Lymphonodaulitis reactiva wezet chtonny szyi

11. M 74 Lymphonodulitis reactiva wezet pachwinowy po stronie prawej
12. K 44 Lymphonodulitis reactiva wezet chtonny tkanki podzuchwowej
13. K 72 Lymphonodulitis reactiva wezet pachowy
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14, M 89 Adenocarcinoma coli, Gl krezka jelita grubego
15. F 44 Invasive carcinoma of no special type (NST) wezet pachowy

F- pte¢ zenska, M- ple¢ megska

Tabela 3
Grupa pacjentéw
Wszyscy pacjenci Bvs. K
Cecha (zmienna) Badana {B) Kontrolna'(K) :
N=47 N=32 - N=15 P
Wiek (rok zycia) )
MtSD 59,8+ 15,8 59,2+15,1 61,1+17,8
Me [Qy; Q3] 61 (49; 72] 61 [52; 70] 65 [44; 76) 0,699
Min - Max 21-89 21-86 29-89
Ptec: n % n % n %
Kobiety 16 50,0 10 66,7% 0,449
Meizczyini 16 50,0 5 33,3%

Protokot pozyskiwania materiatu klinicznego

Biopsie
Zawiesina komodrkowa pobierana jest pod kontrolg USG do roztworu PBS pH=7.4 (Life
Technologies, nr kat. 10010-023), a nastgpnie sterylnie przenoszona do probéwki z EDTA
(Becton Dickinson, EDTA 7.2 mg, nr kat. 368861). Po 40 minutach material jest gleboko
mrozony w 30% ptodowej surowicy bydlecej (Life Technologies, FBS, nr kat. 10270-098) i

10% DMSO (BioShop, nr. kat. DMS555). Komérki przechowywane sg w cieklym azocie.

Material operacyiny

Po srédoperacyjnym pobraniu wezta material trafia do sterylnego roztworu PBS z 2%
antybiotykiem i antymykotykiem (Life Technologies, nr. kat. 15240062). Limfocyty B
izolowane sa z wezta chlonnego do 4 godzin od pobrania. Komoérki naciggane sg iglg

biopsyjna do strzykawki z antykoagulantem i sterylnym roztworem PBS. Po 40 minutach

inkubacji

Komorki przechowywane sg w cieklym azocie.

Przygotowanie probek klinicznych do pomiaréw w szczypcach optycznych

w temperaturze pokojowej material jest mrozony w 30% FBS i 10% DMSO.
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Uklad holograficzny szczypiec wykorzystany w przedmiotowym sposobie posiada
nastgpujace parametry: lasery pulapkujace: 1064 nm 4W, 980 nm 900mW; obiektyw
mikroskopowy 100x NA 1.3; holograficzna generacja putapek optycznych z wykorzystanie
modulatora LCoS Hamamatsu o rozdzielczosci 800x600; sterowanie wigzka laserowa z
wykorzystaniem galvano-zwierciadel; tor optyczny do analizy spektroskopowej; kamera
video: CMOS max frame rate 10000 fps (frames per second).

Probke rozmraza si¢, dwukrotnie wiruje si¢ w pozywce RPMI (1800 x g przez 7 min).
Okresla sig liczbe i przezywalno$¢ komorek, a nast¢pnie inkubuje si¢ 24 h w temp 37°C, 5%
CO..

W przypadkach, w ktérych odsetek patologicznych limfocytow B w badaniu
immunofenotypowym (cytometria przeplywowa) byl mniejszy niz 90% wykonywano
deplecj¢ limfocytow T oraz komérek NK za pomocg kulek magnetycznych powleczonych
przeciwcialem anty-CD3 (CD3+ Manual MACS® Cell Separation, Miltenyi Biotech).
Procedurze tej kazdorazowo poddaje si¢ probki kontrolne. Prébki pacjentéw nr. 7, 11, 24 w
zwiazku z duzym odsetkiem prawidtowych limfocytow B poddano dodatkowej izolacji
magnetycznej z wykorzystaniem kulek powleczonych przeciwciatami CD5+ oraz CD10+.
Efektywnos¢ izolacji magnetycznej potwierdzono w cytometrii przeptywowej. Bezposrednio
przed pomiarami w szczypcach optycznych komorki odwirowuje si¢ i przyrzadza sie

zawiesine o gestosci 5x10°/mL.

Hodowla komoérek zrebu szpiku kostnego

W celu uzyskania optymalnych i powtarzalnych warunkéw eksperymentalnych opracowano
protokét okreslajacy sposob zakladania hodowli komoérek zrgbu szpiku kostnego HS-5. Do
hodowli komérek linii HS-5 (ATCC, nr. kat. ATCC® CRL-11882™) rekomenduje sie
pozywke DMEM (ATCC, Dulbecco’s modified Eagle’s medium, nr kat. ATCC® 30-2002T™),
Pozywke dodatkowo wzbogacono ptodowa surowicg bydleca (ATCC, FBS, nr. kat. ATCC®

30-2020™). Hodowl¢ komoérek prowadzono w wilgotnej atmosferze w obecnosci 5% CO,.

Komérki HS-5 po osiagnieciu konfluencji 80% w butelce hodowlanej pasazowano, okreslono
ich ilo$¢ oraz zywotnosé z wykorzystaniem blgkitu trypanu (Invitrogen, The Countess™
automated cell counter). Nastgpnie komoérki w dobranej eksperymentalnie ilosci (25 000
komorek w 200 ul pozywki DMEM) wysiewano na sterylng szalk¢ Petriego ze szklanym
dnem (Greiner bio-one, nr. kat 627960). Po uplywie 24h od zalozenia hodowli, do komoérek
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dolewano 1 ml pozywki hodowlanej. Po uplywie 72h od zatozenia hodowli konfluencja
dojrzatych morfologicznie komérek na szalkach wynosila okoto 60%. Bezposrednio przed

pomiarami w szczypcach optycznych odplukano nieprzyklejone do podtoza komorki.

Procedura pomiarowa

Szalk¢ pomiarowa z fibroblastami HS-5 umieszczono na stoliku manipulatora optycznego.
Bezposrednio na szalkg nanoszono 100 ul zawiesiny limfocytow B. Czas opadania komorek
na dno szalki wynosit okoto 5 minut. Nastgpnie limfocyt B chwytano w putapke optyczng o
sile 100 pN 1 zblizano do centralnej czgsci komorki zrebu w ten sposob, ze komérki
pozostawaly w bezposrednim kontakcie az do utworzenia stabilnej kokultury (Fig. 1).
Wyznaczone eksperymentalnie przedzialy czasowe putapkowania komorki wynosity
odpowiednio: 5, 10, 15, 20, 40, 60 i 90s dla komérek prawidtowych oraz 30, 40, 60, 90, 120,
150, 180, 210, 240, 270, 300, 360, 420 i 480s dla komdrek patologicznych.

Jako stabilna kokultura przyjeto stan, w ktérym limfocyt B nie pozwala si¢ odciagnaé od
komorki zrgbu HS-5 za pomoca putapki optycznej generowanej laserem o mocy 200 mW.
Szalk¢ z podlozem komoérkowym wymieniano co 20 minut manipulacji jednoczesnie
niedopuszczajac do spadku temperatury pozywki hodowlanej ponizej 33°C. Eksperyment
powtdrzono co najmniej dwukrotnie dla kazdego z przypadkow.

W tabelach 4 i 5 zamieszczono wyniki pomiaréw czasu potrzebnego do utworzenia kokultur
w szczypcach optycznych, odpowiednio dla komoérek patologicznych oraz prawidtowych.
Tabela 4 przedstawia czas potrzebny do utworzenia stabilnego polaczenia miedzy
patologicznymi limfocytami B a komoérkami zrgbu HS-5 z wykorzystaniem szczypiec
optycznych. Tabela 5 przedstawia czas potrzebny do utworzenia stabilnego polaczenia

migdzy prawidlowymi limfocytami B a komérkami zr¢bu HS-5 z wykorzystaniem szczypiec

optycznych.
Tabela 4
NR. LB SREDNIA os ZAKRES NR. LB SREDNIA 0s ZAKRES
POMIAROW POMIAROW
[s1 [s] [s] [s]
1 73 131,5 49,4 60-210 17 62 202,2 64,0 120-360
2 73 162,2 59,2 90-270 18 54 120,5 46,0  60-240

3 80 157,9 57,3 90-300 19 56 304,8 59,4  210-420
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4 76 168,9 55,8 90-270 20 65 180,0 50,3  90-270
5 54 160,5 48,4 90-300 21 72 109,2 32,4  60-180
6 60 339,5 65,4 210-480 22 S5 317,4 86,1 120-420
7 59 163,2 44,7 90-300 23 53 110,9 289  60-150
8 53 162,4 43,0 120-360 24 57 201,6 69,4 120-360
9 52 264,2 52,1 120-360 25 68 157,1 60,9  60-300
10 65 167,1 49,7 90-300 26 62 119,0 44,8  60-210
11 52 209,4 54,3 120-300 27 51 120,0 32,3  60-180
12 64 257,8 68,2 120-360 28 50 115,2 41,7  60-210
13 47 324,2 59,2 210-420 29 58 124,1 336  60-180
14 58 300,5 61,4 180-420 30 72 268,7 62,9 180-420
15 54 336,7 85,2 180-480 31 58 315,0 73,9  180-420
16 67 265,1 94,8 120-420 32 42 350,7 53,8  270-420
Tabela 5
NR. LB SREDNIA 0s ZAKRES NR. LB SREDNIA 0s ZAKRES
POMIAROW sl [s] POMIAROW [s]
1 93 171 8,9 5-30 9 98 16,7 83 5-40
2 74 18,5 8,1 5-40 10 54 37,1 21,4 10-90
3 67 29,6 12,1 10-60 11 78 36,2 20 15-90
4 48 41,2 24,4 10-90 12 68 23,8 11,7 5-60
5 55 334 13,9 10-60 13 51 423 11,1 30-60
6 57 49,8 17 20-90 14 70 21,8 7,2 10-40
7 93 18,4 9,9 5-60 15 66 20,4 10,3 5-40
8 110 22,4 13,1 5-60
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Podstawowe statystyki czasu utworzenia stabilnego polaczenia komorek wyizolowanych od

0s0b chorych (B) i zdrowych (K) wraz z testem istotnosci przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6
- Komérki
Czas utworzenia stabilnego Wszystkie komérki - - - Bys. K
) patologiczne (B) prawidtowe (K)
potaczenia (s) )
_,.N=2999 0 N=1912 - N=1087 P
MtSD 140,8 + 116,0 205,6 £ 96,7 26,7 £ 16,6
Me [Qy; Q3] 120 [30; 210] 180 [120; 270] 20 [15; 30] <0,0001
Min - Max 5-480 60 - 480 5-90

M — érednia, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, Q; — kwartyl dolny (25-ty
percentyl), O3 — kwartyl gérny (75-ty percentyl), Min — warto§¢ minimalna, Max — wartosé
maksymalna

Z przeprowadzonych pomiaréw wynika, ze komérki chioniaka tworzg stabilne polaczenie z
fibroblastami zrgbu HS-5 od 2,2 do 20,5 razy wolniej niz komoérki prawidlowe. Czas
niezbedny do utworzenia trwalego pofaczenia dla komérek patologicznych jest istotnie
diuzszy niz dla komoérek prawidlowych (180 s vs. 20 s). Wynik poréwnania $rednich wartosci
czasOw jest istotny statystycznie na poziomie p < 0,001. Moc testu jest bliska jednosci (Fig.
4).

W tabelach 7 i 8 przedstawiono odsetek limfocytow B tworzacych stabilne kokultury z
komodrkami zrgbu w okreslonych przedziatach czasowych. Tabela 7 zawiera rozklad %
patologicznych komorek tworzacych stabilne potaczenie z komorkami zregbu w okreslonych
przedziatach czasowych. Tabela 8 zawiera rozklad % prawidlowych komorek tworzgcych

stabilne polaczenie z komérkami zrgbu w okreslonych przedziatach czasowych.

Tabela 7

PACIENCI

[s] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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60 123 o 0 0 0 0 ] 0 (] 0 0 0 0 ] 0 0

90 247 203 188 11,8 11,1 0O 34 11,3 © 4,6 (] 0 0 0 0 0
120 205 250 275 263 241 O 305 226 19 323 135 6,3 0 0 0 a5
150 123 63 138 132 241 0 237 57 0 138 96 0 0 0 0 119
180 151 219 150 132 130 O 153 415 58 185 115 156 00 52 1,9 164
210 151 © 75 132 185 51 186 11,3 192 185 269 94 64 17 56 9,0
240 0 21,9 11,3 158 74 0 68 75 154 92 173 156 0 17,2 11,1 149
270 ()} 47 38 66 6 153 0 0 135 © 11,5 156 170 241 167 O
300 0 ] 2,5 ] 1,9 305 1,7 0 327 31 9,6 203 340 207 185 60
330 (] 0 ] 0 ] 1,7 ] 0 5,8 0 0 ] 6,4 0 0 ]
360 0 0 0 ] 0 186 0 0 58 0 0 172 170 207 93 284
390 0 o 0 ] 0 ] 0 (] 0 0 0 0 0 (] 0 0
420 0 (] 0 ] 0 288 0 0 0 0 ] ] 191 103 278 90
480 0 ()} 0 0 0 0 0 (] 0 0 ] o ] 0 9,3 0

PACJENCI
[s] 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
[%]

30 () (] 0 o 0 0 ) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 224 0 ] 167 0 132 0 74 180 59 140 572 0 0 0
90 o 11 0 31 278 0 264 0 11,8 279 294 340 259 0 0 0
120 194 463 0 246 347 55 377 228 235 213 314 260 345 0 0 0
150 113 19 0 123 167 © 226 88 88 82 235 160 190 0 0 0
180 194 93 0 169 42 73 0 228 309 213 98 0 155 83 0 0
210 11,3 111 18 215 0 55 0 88 59 33 0 100 0 139 103 ]
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240 242 0 232 154 0 55 0 228 29 O 292 69 0
270 32 0 214 62 0 36 0 18 29 O 167 52 7.1
300 65 0 196 O 0 164 0 35 53 0 139 34 357
330 o 0 0 0 0 55 0 0 0 0 69 241 0
360 48 0 232 O 0 21 0 88 0 0 2,8 86 262
390 o 0 0 0 0 o o0 0 0 0 0 24,1 0
420 o 0 107 o 0 218 0 0 0 0 8,3 0 31,0
480 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17,2 0
Tabela 8
KONTROLE
[s] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
[%]

5 86 27 0 0 0 0 82 55 92 19 0 88 0 0 10,6
10 258 257 39 125 91 0 224 209 347 19 90 132 0 7.1 19,7
15 20 162 104 0 0 0 194 91 51 0 154 0 0 186 61
20 194 365 239 229 145 105 286 31,8 347 333 0 309 0 443 30,3
30 129 149 358 146 382 333 184 191 143 278 333 353 27,5 257 24,2
40 54 41 194 104 236 509 1,0 82 20 74 192 88 471 43 9,1
60 o 0 75 292 145 53 20 55 0 204 179 29 255 O 0
90 0 0 104 O 0 0 0 0 74 51 0 0 0 0

Celem oszacowania wartosci odcinajacej (cut-off) dla testu rozrézniajgcego komorki

patologiczne od prawidlowych przeprowadzono analiz¢ krzywych ROC (Fig. 6).

Dla wartosci odcinajacej ¢ > 60 s czulos¢ testu wynosi Sens. = 96,4% a swoistosé

Spec. = 98,5% (Fig. 7).

¥4
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Czas utworzenia stabilnego polaczenia miedzy komérkami patologicznymi i prawidlowymi
jest istotnie rézny bez wzgledu na ple¢ pacjenta i jego wiek. Przy zaobserwowanych w
badaniu wartosciach srednich (M) iodchyleniach standardowych (SD) czasu stabilnego
potaczenia komoérek, minimalna liczba wyizolowanych komérek powinna wynosi¢ N = 15.

Dla tej liczby komérek przy poziomie istotnosci p = 0,001 moc testu wynosi B = 0,92 (Fig. 7).
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