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Slownik skrotow

AJCC (ang. American Joint Committee on Cancer) - Amerykanski Wspolny Komitet
ds. Nowotworu,

APC (ang. adenomatous poliposis coli gene) - polipowato$¢ gruczolakowata jelita grubego,

BCC (ang. Basal Cell Carcinoma) — rak podstawnokomoérkowy,

BMPRI1A (ang. bone morphogenetic protein receptor type 14) - gen kodujacy receptor biatka
morfogenetycznego kosci typu 1A,

CT (ang. Computed Tomography) - tomografia komputerowa,

CTC (ang. Computed Tomography Colonography) - kolonografia tomografii komputerowej,

FAP (ang. familial adenomatous polyposis) - rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata,

FN (ang. false negatives) — pacjenci fatlszywie negatywni,

FP (ang. false positives) — pacjenci falszywie pozytywni,

HBYV (ang. hepatitis B virus) - wirusowe zapalenie watroby typu B,

HCYV (ang. hepatitis C virus) - wirusowe zapalenie watroby typu C,

HIV (ang. human immunodeficiency virus) - ludzki wirus uposledzenia odpornosci,

HNPCC (ang. hereditary non-polyposis colorectal cancer) - dziedziczny, niezwigzany
z polipowatosciag nowotwor jelita grubego,

HPV (ang. human papillomayirus) - ludzki wirus brodawczaka,

J-PET (ang. Jagiellonian - Positron Emission Tomography) - Jagiellonski — Pozytonowy Tomograf
Emisyjny,

JPS (ang. juvenile polyposis syndrome) - zesp6t polipowatosci mtodzienczej,

M (ang. metastases) — przerzuty,

MAP (ang. MUTYH-associated polyposis) - polipowato$¢ zwigzana z genem MUTYH,

MUTYH (ang. mutY DNA glycosylase) - gen kodujacy glikozylaze DNA,

MRI (ang. Magnetic Resonance Imaging) — tomografia rezonansu magnetycznego,

N (ang. nodes) — wezty chionne,

0-Ps (ang. ortho-Positronium) — orto-Pozytonium,

PALS (ang. Positron Annihilation Lifetime Spectroscopy) - Spektroskopia Czasu Zycia Pozytonow,

PET (ang. Positron Emission Tomography) — pozytonowa tomografia emisyjna,

PET/CT (ang. Positron Emission Tomography/Computed Tomography) — pozytonowa tomografia
emisyjna/tomografia komputerowa,

Ps (ang. Positronium) — pozytonium,



p-Ps (ang. para-Positronium) — para-Pozytonium,

PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog) - gen regulujacy produkcje fosfatazy i tensyny,

SCC (ang. Squamous Cell Carcinoma) - rak kolczystokomorkowy,

SMAD4 (ang. mothers against decapentaplegic homolog 4) - gen zaangazowany w sygnalizacje
komorkowa,

T (ang. tumor) — guz,

TIS (ang. tumor in situ) — guz w poczatkowym stadium rozwoju,

TN (ang. true negatives) — pacjenci prawdziwie negatywni,

TP (ang. true positives) — pacjenci prawdziwie pozytywni,

UICC (ang. Union for International Cancer Control) — Unia ds. Miedzynarodowej Kontroli
Nowotworu,

WHO (ang. World Health Organization) - Swiatowa Organizacja Zdrowia



Streszczenie

Niniejsza praca ma na celu przedstawienie badan wykorzystujacych Spektroskopie Czasu
Zycia Pozytondw (ang. Positron Annihilation Lifetime Spectroscopy, PALS), pozwalajaca na
badanie materii na poziomie nano- i subnanometrowym, do analizy czasu zycia oraz intensywnosci
orto-Pozytonium (ang. ortho-Positronium, o-Ps) w zdrowych 1 nowotworowych tkankach jelita
grubego.

Przedstawione w pracy badanie dotyczyto mozliwos$ci zastosowania pozytonium jako
nowego biomarkera w diagnostyce nowotworu jelita grubego. Badanie mialo na celu
zweryfikowanie nastepujacej hipotezy badawczej: w tkankach zdrowych jelita grubego, sredni
czas Zycia orto-Pogytonium (o-Ps) jest dtuiszy, niz w tkankach nowotworowych.

Przeprowadzone pomiary pozwolily na okre$lenie $redniego czasu zycia oraz S$redniej
intensywnosci 0-Ps w zdrowych i nowotworowych tkankach jelita grubego.

Czuto$¢ 1 swoistos¢ testu diagnostycznego wykazala, iz 27,3% pacjentow chorych na
nowotwor jelita grubego zostalo poprawnie zdiagnozowanych, uzyskujac pozytywny wynik testu,
za$ 15% pacjentow zdrowych (nie chorujacych na nowotwor jelita grubego) zostato poprawnie
zdiagnozowanych, uzyskujac negatywny wynik testu.

Uzyskane wyniki nie pozwalajg na wskazanie jednoznacznych réznic w czasie zycia oraz
intensywno$ci 0-Ps w zdrowych oraz nowotworowych tkankach jelita grubego. W celu
potwierdzenia proponowanej hipotezy badawczej, konieczne byloby wykonanie wigkszej ilosci

pomiaréw wycinkow jelita grubego.



Abstract

This master thesis aims to present a study using Positron Annihilation Lifetime
Spectroscopy (PALS), which allows the study of matter at the nano- and subnanometer level,
to analyze the ortho-Positronium (o-Ps) lifetime and intensity in healthy and cancerous colorectal
tissues.

The study presented in this research investigated the possibility of using positronium as
a new biomarker in the diagnosis of colorectal cancer. The study aimed to verify the following
research hypothesis: in healthy colorectal tissues, the average lifetime of ortho-Positronium
(0-Ps) is longer than in cancerous tissues.

The measurements carried out allowed us to determine the average lifetime and average
intensity of 0-Ps in healthy and cancerous colorectal tissues.

The sensitivity and specificity of the diagnostic test showed that 27,3% of colorectal cancer
patients were correctly diagnosed with a positive test result, while 15% of healthy patients (those
without colorectal cancer) were correctly diagnosed with a negative test result.

The results do not allow us to indicate clear differences in the o-Ps lifetime and intensity in
healthy and cancerous colorectal tissues. In order to confirm the proposed research hypothesis,

more measurements of colon sections would be necessary.



Wstep

Pozytonium (ang. Positronium, Ps), bedace ,,atomem egzotycznym” (ang. exotic atom),
o budowie podobnej do atomu wodoru, powstaje w tzw. ,wolnych objetosciach” (ang. ,,free
volumes”, badz ,,voids”), charakteryzujacych si¢ niska lub zerowa gestoscig elektronowg. Czas
zycia orto-Pozytonium (ang. ortho-Positronium, o-Ps) jest skorelowany z wielkoscig ,,wolnych
objetosci”, za$ intensywnos¢ o-Ps — z ich zageszczeniem [1, 2, 3, 4, 5].

Spektroskopia Czasu Zycia Pozytondw (ang. Positron Annihilation Lifetime Spectroscopy,
PALS) pozwala na badanie materii na poziomie nano- i subnanometrowym. PALS jest powszechnie
wykorzystywang technikg do badan tzw. ,,wolnych objetosci” w polimerach [6]. Tylko nieliczne
prace, pochodzace gléwnie z grupy badawczej J-PET, kierowanej przez prof. dr hab. Pawla
Moskala, demonstruja zastosowanie tej techniki do analizy probek biologicznych [1, 2, 3, 7, 8, 9,
10, 11].

Nowotwory, zaraz po chorobach uktadu naczyniowo-sercowego, sa jedng z najczgstszych
przyczyn zgondw na swiecie [12].

Jak podaje Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO),
w 2020 roku, nowotwory jelita grubego klasyfikowaty si¢ na drugim miejscu, zaraz po nowotworze
phuc, jako jedna z najczestszych nowotworowych przyczyn zgonow na §wiecie [13].

Migdzynarodowa klasyfikacja nowotworéw zltosliwych, opracowana przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia oraz Uni¢ ds. Miedzynarodowej Kontroli Nowotworu (ang. Union for
International Cancer Control, UICC), opierajaca si¢ na miejscu pochodzenia guza, typie tkanki,
z ktorej wywodzi si¢ nowotwor, stopniu zaawansowania oraz rozprzestrzenianiu si¢ nowotworu
w organizmie, wywarta ogromny wplyw na onkologi¢ kliniczng oraz szkolenie onkologow
1 patologow [14].

W  Polsce, zgodnie z =zaleceniami Narodowego Programu Zwalczania Chorob
Nowotworowych, badania przesiewowe, pozwalajace na wykrycie nowotworu jelita grubego juz we
wczesnym stadium, obejmuja przeprowadzenie kolonoskopii raz na dziesi¢¢ lat u oséb migdzy
pig¢dziesigtym a sze§c¢dziesigtym rokiem zycia. W sytuacji wystgpowania co najmniej jednego
krewnego w rodzinie, chorujacego na nowotwor jelita grubego, zaleca si¢ wykonywanie
kolonoskopii raz na dziesi¢¢ lat u os6b powyzej czterdziestego roku zycia. Obcigzone genetycznie
rodziny (np. zespotem Lyncha), powinny wykonywa¢ kolonoskopie co 2-3 lata od dwudziestego
piatego do szesc¢dziesigtego piatego roku zycia [15].

Na podstawie badan, przeprowadzonych przez grupe badawcza J-PET, postawiono

nastepujaca hipoteze¢ badawcza: w tkankach zdrowych jelita grubego, Sredni czas Zycia



orto-Pozytonium (0-Ps) jest dluiszy, nii w tkankach nowotworowych. Badanie czasu zycia oraz
intensywnosci 0-Ps w prawidtowych oraz nowotworowych tkankach jelita grubego, miato na celu
potwierdzenie powyzszej hipotezy.

Przedstawione w pracy badanie dotyczyto mozliwosci zastosowania pozytonium jako
nowego biomarkera w diagnostyce nowotworu jelita grubego. Dzigki polaczeniu obrazowania PET
(ang. Positron Emission Tomography) z badaniami PALS, pozytonium ma jeszcze wigkszy
potencjal w diagnostyce nowotworow. Takie obrazowanie moze by¢ wykonywane réwnolegle
w Jagiellonskim — Pozytonowym Tomografie Emisyjnym (ang. Jagiellonian - Positron Emission
Tomography, J-PET), ktory jest wielofunkcyjnym detektorem, opracowanym na Uniwersytecie
Jagiellonskim przez grupe badawcza prof. dr hab. Pawla Moskala, do badania atomdéw pozytonium

w naukach przyrodniczych, a takze do rozwoju diagnostyki medycznej [1, 2].
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Czes¢ teoretyczna

1. Nowotwory

Nowotwory, zaraz po chorobach uktadu naczyniowo-sercowego, sa jedng z najczgstszych
przyczyn zgondw na S$wiecie. Wzrost liczby ludno$ci, starzejagce si¢ spoteczenstwo czy
oddziatywanie licznych czynnikow onkogennych, powodujacych mutacje materiatu genetycznego
komorki, przyczyniajg si¢ do rozwoju choroby nowotworowej [12].

Mutacje somatyczne, powstajace w komorkach somatycznych, sa nieuniknionym elementem
starzenia si¢, a takze najczestszg przyczyng nowotworow. W zwigzku z tym, iZ mutacje te nie
wystepuja w komorkach rozrodczych, nie sg one dziedziczne. Mutacje germinalne, wystgpujace we
wszystkich komorkach, rowniez w komorkach rozrodczych, przyczyniaja si¢ do powstawania
chorob genetycznych przekazywanych z pokolenia na pokolenie (m.in. zespotu Lyncha czy
rodzinnej polipowatos$ci gruczolakowatej, o ktérych mowa w rozdziale 2.1) [16, 17].

Nowotwoér jest choroba, powstajaca z nieprawidtowych, genetycznie zmutowanych
komorek, wywodzacych si¢ ze zdrowych tkanek organizmu. Komoérki nowotworowe maja czesto
inny ksztatt niz komoérki zdrowe, rosng w niekontrolowany sposob oraz rozprzestrzeniaja si¢ na
inne czesci ciata [18].

Zwykle ludzkie komorki rosng oraz rozmnazaja si¢ w procesie zwanym podzialem
komoérkowym, tworzac nowe komorki. Gdy komorki starzeja si¢, badz ulegaja uszkodzeniu —
umierajg - za$§ nowe komoérki - zajmuja ich miejsce. Czasami proces ten ulega zaburzeniu —
nieprawidlowe lub uszkodzone komoérki rosng i rozmnazajg si¢ wtedy, kiedy nie powinny, tworzac
m.in. guzy (tagodne lub ztosliwe) [19].

Nowotwory tagodne, majace tendencje do powolnego wzrostu, nie rozprzestrzeniajg si¢ ani
nie atakujg pobliskich tkanek, podczas gdy nowotwory zlo§liwe, majace tendencje do szybkiego
wzrostu, rozprzestrzeniajg si¢ oraz atakuja pobliskie tkanki, tworzac nowe guzy (tzw. przerzuty)
[19].

Migdzynarodowa klasyfikacja nowotworéw zlosliwych, opracowana przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) oraz Uni¢ ds. Miedzynarodowej
Kontroli Nowotworu (ang. Union for International Cancer Control, UICC), opierajaca si¢ na
miejscu pochodzenia guza, typie tkanki, z ktérej wywodzi si¢ nowotwor, stopniu zaawansowania
oraz rozprzestrzenianiu si¢ nowotworu w organizmie, wywarta ogromny wplyw na onkologie

kliniczng oraz szkolenie onkologdw 1 patologow [14].
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1.1 Proces nowotworzenia

Onkogeneza to szereg procesow, w ktorych zdrowe komorki przeksztalcaja sie w komorki
nowotworowe. Proces nowotworzenia, przedstawiony na rysunku 1, jest jednym z najczgstszych
wyjasnien rozwoju nowotworow. Sklada si¢ on z trzech etapoéw: inicjacji, promocji oraz progresji
[20].

Inicjacja komorki rozpoczyna si¢ od dziatania kancerogenu na material genetyczny,
wywolujac jego nieodwracalng zmiane (pojedyncza mutacja materialu genetycznego moze rowniez
powsta¢ spontanicznie). Komorka, ktéra jest niezdolna do naprawy uszkodzen DNA oraz do
apoptozy, ma potencjat do rozwoju komorek nowotworowych. Do czynnikdw, przyczyniajacych sie
do rozwoju choroby nowotworowej, zaliczamy czynniki fizyczne (np. promieniowanie jonizujace,
promieniowanie UV), czynniki chemiczne (np. benzopiren zawarty w dymie tytoniowym, alkohol)
oraz czynniki biologiczne takie jak predyspozycje genetyczne (dziedziczne lub powstajace
spontanicznie), czynniki hormonalne lub niektére wirusy i1 bakterie np. HIV (ang. human
immunodeficiency virus, ludzki wirus uposledzenia odpornosci), HPV (ang. human papillomayvirus,
ludzki wirus brodawczaka), HBV (ang. hepatitis B virus, wirusowe zapalenie watroby typu B),
HCV (ang. hepatitis C virus, wirusowe zapalenie watroby typu C) czy Helicobacter pylori [21, 22,
23].

Inicjacja jest procesem szybkim (minuty/godziny), za$§ inicjowana komorka moze
nieprzerwanie pozosta¢ w tej fazie, bez rozpoznania przez uktad immunologiczny organizmu oraz
bez wywolywania niepozadanych skutkéw ubocznych.

Promocja komorki cechuje si¢ jej przewlekla zmiang genetyczng, ktéra determinuje
transformacj¢ nowotworowa oraz pojawienie si¢ komorek zdolnych do niekontrolowanych
podziatoéw.

Progresja komorki charakteryzuje si¢ wyrazng zlo§liwoscig, za§ komorki - licznymi

zmianami genetycznymi oraz przerzutami [23].
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Etapy procesu nowotworzenia
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Rys.1. Schemat przedstawiajacy etapy procesu nowotworzenia, wykonany przy uzyciu programu

BioRender.

1.2 Klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotworu jelita grubego (klasyfikacja TNM)

Klasyfikacja TNM, przedstawiona na rysunku 2, zapewnia kategoryzacje¢ oraz okreslenie
stopnia zaawansowania nowotworu [24]. Klasyfikacja ta zostala opracowana przez Amerykanski
Wspélny Komitet ds. Nowotworu (ang. American Joint Committee on Cancer, AJCC) 1 jest
stosowana zaréwno do oceny klinicznej, jak i patologicznej [25, 26].

Wyrézniamy pig¢ stadiow zaawansowania nowotworu jelita grubego:

- 0 — wezesne stadium rozwoju nowotworu (nowotwor nacieka na blone sluzowa),

- 1 — nowotwor zlokalizowany w jednej czesci ciata (usuwany chirurgicznie) (nowotwor nacieka na
btone §luzowa, podsluzowa oraz migsniows),

- 2 — nowotwor zaawansowany lokalnie (usuwany chirurgicznie, badz leczony chemio- lub
radioterapig) (nowotwor przerasta $ciang jelita grubego),

- 3 — nowotwor p6zno zaawansowany (nowotwor rozprzestrzenit si¢ do weztéw chtonnych),

- 4 — nowotwor rozprzestrzenit si¢ do innych czesci ciata (np. do watroby) (opieka paliatywna).

Skrét TNM pochodzi od pierwszych liter angielskich stow tumor, nodes oraz metastases.

13



T (ang. tumor) oznacza guza i okresla:

- TIS (ang. tumor in situ) - guza w poczatkowym stadium rozwoju (nowotwor nacieka na btong
sluzowy),

- T — nowotwor naciekajacy na btone sluzowa oraz podsluzowa,

- T, — nowotwor naciekajacy na btone $luzowa, podsluzowa oraz miesniowa,

- T; — nowotwor przerastajacy btong miesniowa, ale nie przerastajacy $ciany jelita grubego,
- T4 — nowotwor przerastajacy Sciang jelita grubego.

N (ang. nodes) oznacza wezty chtonne i okresla:

- Ny — brak przerzutéw do weztow chtonnych,

- N; — przerzuty do 1-3 weztéw chtonnych,

- N; — przerzuty do czterech lub wiecej weztéw chlonnych.

M (ang. metastases) oznacza przerzuty i1 okresla:

M, — brak odlegtych przerzutow,

M, — odlegte przerzuty (np. do watroby) [25, 27].

BEONA SUROWICZA —

BLONA MIESNIOWA
2 PRZERZUTY NP.

WEZLY CHELONNE \ ) _ DO WATROBY

. BLONA SLUZOWA

STADIUM
ZAAWANSOWANIA

P a _ PRZERZUTY NP.
NOWOTWORU s_ \ DO WATROBY

No No No No NO MD MD
+ + + + +
M, My M, Mi M,

Rys.2. Schemat obrazujacy klasyfikacje stopnia zaawansowania nowotworu jelita grubego,

wykonany przy uzyciu programu BioRender.
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2. Jelito grube

Jelito grube jest ostatnig czg$cig przewodu pokarmowego. Mierzy ono od 1,5m - 2m
dhugosci [28]. W przeciaggu 8-9 godzin od spozycia pokarmu, pokarm przechodzi z jelita cienkiego
do jelita grubego. Jelito cienkie wchiania okoto 90% spozytej wody, za$§ jelito grube jest
odpowiedzialne za wchtanianie pozostalej ilosci wody 1 elektrolitéw, wytwarzanie i wchlanianie
witamin (witaminy K oraz witamin z grupy B), a takze tworzenie oraz eliminacj¢ katu [29].
Wyroézniamy sze$¢ odcinkéw jelita grubego (rysunek 3):
- jelito slepe (tzw. kqtnice), ktore taczy jelito cienkie z resztg okreznicy,
- okreinice wstepujgcq (tzw. wstepnice) oraz okreinice poprzeczng (tzw. poprzecznice), ktorych
zadaniem jest wchloniecie pozostatej ilosci wody oraz kluczowych sktadnikéw odzywcezych,
pochodzacych z niestrawionych resztek pokarmu, z ktorych nastepnie formowany jest stolec,
- okreznice zstepujgcq (tzw. zstepnice), ktora przechowuje kat,
- okreZnice esowatq (tzw. esice), ktora kurczy si¢, aby zwigkszy¢ ci$nienie wewnatrz okreznicy,
powodujac przemieszczenie si¢ stolca do odbytnicy,

- odbytnice, w ktorej znajduje si¢ kat czekajacy na wydalenie poprzez defekacje [30].

okreznica
poprzeczna

(/ ~

okreznica | okreznica
wstepujaca zstepujaca

jelito §lepe e okreznica
Q esowata

odbytnica

Rys.3. Schemat budowy jelita grubego, wykonany przy uzyciu programu BioRender na podstawie

[31].
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Sciane jelita grubego, przedstawiona na rysunku 4, mozna podzieli¢ na cztery, anatomicznie
odrgbne warstwy (od wewngtrznej do zewnetrznej) [32]:
- blone Sluzowq (tzw. sluzowke), ktora produkuje $luz, wydziela soki zotadkowe oraz wchiania
sktadniki odzywcze,
- blone¢ podsluzowq (tzw. podsluzowke), ktora zawiera krew, tkanki nerwowe oraz limfatyczne,
stuzace m.in. do ochrony, odzywiania oraz komunikacji [28],
- blone migsniowq (tzw. migsniowke), ktérej rytmiczne skurcze (tzw. ruchy perystaltyczne),
przyczyniaja si¢ do przesuwanie si¢ pokarmu,
- blong surowiczg, ktora jest najbardziej zewnetrzng warstwa $ciany jelita grubego, pelnigca funkcje

ochronne [32].

/BLONA SUROWICZA  SWIATEO JELITA
. .- & BLONA
o koo SLUZOWA
«___ BIONA
PODSLUZOWA
... BLONA
- -~ - 5 1 z
JELITO GRUBE ' by GNA SLUZOWA | BEONA MIESNIOWA - BEONA SUROWICZA MIESNIOWA
l BLONA PODSLUZOWA
__~BLONA SUROWICZA
: { BRAK PODZIALU
q NA BELONE
.. NOWOTWOR—" SLUZOWA,
PODSLUZOWA,
. | MIESNIOWA
~ ORAZ SUROWICZA

NOWOTWOR BEONA $LUZOWA BLONA MIEQMOWA\ he s
JELITA GRUBEGO :
BLONA PODSLUZOWA

Rys.4. Schemat obrazujacy przekrdj poprzeczny $ciany jelita grubego (po lewej) oraz zdjecia tkanki
prawidtowej (ID pacjenta: 7) i nowotworowej (ID pacjenta: 35), wykonane za pomocg mikroskopu
optycznego (Olympus 1X73) przy 40-krotnym powiekszeniu (po prawej). Schemat wykonano przy
uzyciu programu BioRender (pasek skali: 200 pm).

2.1 Nowotwory jelita grubego

Jak podaje Swiatowa Organizacja Zdrowia, w 2020 roku, nowotwory jelita grubego
klasyfikowaly si¢ na drugim miejscu, zaraz po nowotworze ptuc, jako jedna z najczestszych
nowotworowych przyczyn zgondéw na §wiecie, przyczyniajac si¢ do $mierci okoto 935 173 os6b

rocznie (9,4%). Ponad potowa zachorowan (51,4%) wystepowata w Azji, 27,5% w Europie, 16,5%
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w Ameryce, za$ 3,8% w Afryce. Wsrdd mezczyzn zauwazono o 4,8% wyzszg zachorowalno$¢ niz
u kobiet [13]. Prawdopodobienstwo zachorowania na nowotwor jelita grubego wynosi okoto 4%—
5%, za$ ryzyko jego rozwoju jest zwigzane z cechami osobniczymi (tj. wiek, historia choréb
przewlektych) lub nawykami [33]. Czynnikami zwigkszajagcymi ryzyko zachorowan sg réwniez
otyto$¢, cukrzyca, spozywanie alkoholu czy palenie papieroséw [34].

W zaleznosci od pochodzenia, nowotwory jelita grubego mozna sklasyfikowaé jako
sporadyczne (70%), rodzinne (25%) 1 odziedziczone (5%) [33, 35].

Wiekszo$¢ nowotworow jelita grubego zlokalizowana jest w okreznicy esowatej oraz
odbytnicy [36]. Nowotwory zlokalizowane w odbytnicy, wykazuja wyzszy odsetek przerzutow do
ptuc, za§ nowotwory zlokalizowane w okreznicy, maja wyzszy odsetek rozprzestrzeniania si¢ do
watroby 1 zwykle maja lepsze rokowania.

Migdzynarodowa klasyfikacja nowotworéw ztosliwych, opracowana przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia oraz Uni¢ ds. Miedzynarodowej Kontroli Nowotworu, opierajaca si¢ na
miejscu pochodzenia guza, typie tkanki, z ktdrej wywodzi si¢ nowotwor, stopniu zaawansowania
oraz rozprzestrzenianiu si¢ nowotworu w organizmie, wywarla ogromny wpltyw na onkologi¢
kliniczng oraz szkolenie onkologdw i patologow [14]. Guzy ztosliwe powstale z:

- komorek nabtonka (np. oskrzeli, skory czy zotadka) okreslamy mianem nowotworéw. Dzielimy
je na gruczolakoraki, wywodzace si¢ z gruczoldéw nabtonkowych (np. prostaty, piersi czy
okre¢znicy) oraz nowotwory ptaskonablonkowe, wywodzace si¢ z nablonka plaskonabtonkowego,

- tkanki tgcznej (np. chrzastek, kosci czy mig¢sni) okreslamy mianem migsakow,

- tkanki limfatycznej (np. §ledziony czy migdatkow) okreslamy mianem chloniakow,

- komorek krwi okre§lamy mianem bialaczki,

- komorek plazmatycznych szpiku kostnego okreslamy mianem szpiczaka [37].

Rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata (ang. familial adenomatous polyposis, FAP) jest
choroba dziedziczona, wywotang mutacjami genu APC (ang. adenomatous poliposis coli gene),
przyczyniajacg si¢ do wystepowania licznych polipdw gruczolakowatych w jelicie grubym.
Dziedziczny, niezwigzany z polipowatoscig nowotwoér jelita grubego (ang. hereditary non-
polyposis colorectal cancer, HNPCC), zwany rowniez zespotem Lyncha, wywotany jest mutacjami
gendw, odpowiedzialnych za naprawg DNA (najczescie) hMLHI1, hMSH2 i hMSH6). Polipowatos¢
zwigzana z genem MUTYH (ang. MUTYH-associated polyposis, MAP) jest choroba dziedziczona
recesywnie, zaS§ MUTYH (ang. mutY DNA glycosylase) jest genem kodujacym glikozylaze DNA,
zaangazowang w napraw¢ uszkodzen DNA. Zespot polipowatosci mtodzienczej (ang. juvenile
polyposis syndrome, JPS) wywolany jest mutacja gendéw PTEN (ang. phosphatase and tensin
homolog, gen regulujacy produkcje fosfatazy 1 tensyny), SMAD4 (ang. mothers against
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decapentaplegic homolog 4, gen zaangazowany w sygnalizacj¢ komorkowa) oraz BMPRI1A (ang.
bone morphogenetic protein receptor type 14, gen kodujacy receptor biatka morfogenetycznego
kosci typu 1A). Zarowno FAP, HNPCC, jak i JPS, sg chorobami dziedziczonymi w sposob
dominujacy, z odpowiednio 100%, 80% 1 od 9%-68% ryzykiem zachorowania na nowotwor jelita
grubego w ciagu catego zycia [38, 39].

Polipy jelita grubego to wypuklosci wystepujace w $swietle jelita grubego. Ze wzgledu na
budowe histologiczng wyrdzniamy polipy nienowotworowe np. polipy hiperplastyczne, czyli
niewielkie wypuktosci jelita grubego, utworzone przez zgrubienia blony §luzowej oraz polipy
nowotworowe np. gruczolaki, czyli lagodne zmiany, wynikajace z nadmiernego rozrostu tkanki
nablonkowej gruczotéw (nieleczone, moga przeksztatci¢ si¢ w ztosliwe gruczolakoraki) [40].

95% nowotworoéw zlokalizowanych w okreznicy 1 odbytnicy klasyfikowana jest jako
gruczolakoraki (5% stanowig nowotwory ptaskonabtonkowe oraz chtoniaki) [34, 41]. Nowotwor
gruczotowy okreznicy 1 odbytnicy moze objawia¢ si¢ niezamierzong utrata masy ciala,
zmeczeniem, ogdlnym ostabieniem, krwiakami, bélem brzucha, a takze niedroznoscig jelit [42].
Gruczolakorak wywodzi si¢ z komorek nabtonka gruczotowego, wydzielajacych m.in. soki
trawienne 1 S$luz. Wyrdzniamy dwa podtypy gruczolakorakéw — gruczolakorak $luzowy
1 gruczolakorak z komorek sygnetowatych, zawierajacych duza wakuole wypelniong mucyna.
Pierwszy z nich sktada si¢ w 60% ze $luzu, ktory wpltywa na szybko$¢ rozprzestrzenianie si¢
komoérek nowotworowych 1 stanowi od 10%-15% wszystkich nowotworéw gruczotowych
okrgznicy 1 odbytnicy, za$ drugi, trudniejszy w leczeniu, stanowi mniej niz 1% wszystkich
nowotworow okreznicy i odbytnicy [43, 44].

Badania obrazowe tj. kolonografia tomografii komputerowej (ang. Computed Tomography,
CT), tomografii rezonansu magnetycznego (ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI) oraz
pozytonowej tomografii emisyjnej/tomografii  komputerowej (ang. Positron  Emission
Tomography/Computed Tomography, PET/CT), pozwalaja na ocen¢ pacjentow pod katem
okreslenia stopnia zaawansowania nowotworu jelita grubego. Wirtualna kolonoskopia, czyli tzw.
kolonografia tomografii komputerowej (ang. Computed Tomography Colonography, CTC),
pozwala na wykrycie zwapniatych przerzutéw (przerzuty nowotworu jelita grubego do weziow
chlonnych czesto objawiaja si¢ zwapnieniami). Biorac pod uwage ocene przerzutow do watroby,
kolonografia MRI jest doktadniejsza od kolonografii CT. Kolonografia PET/CT jest cenna w ocenie
chorob pozajelitowych oraz choréb watroby [45].
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Czesc eksperymentalna

Trzech badaczy z USA zaproponowalo zastosowanie pozytonium jako nowego biomarkera
w diagnostyce nowotworéw. Podczas badan zdrowych 1 nowotworowych probek skory,
zaobserwowali, iz czas zZycia orto-Pozytonium (ang. ortho-Positronium, o-Ps) jest skorelowany
z poziomem uszkodzenia skory. Stwierdzili, ze zar6wno czas zycia 0-Ps jak i intensywnos$¢ o-Ps
byly znacznie nizsze w probkach z rakiem podstawnokomoérkowym (ang. Basal Cell Carcinoma,
BCC) 1 rakiem kolczystokomorkowym (ang. Squamous Cell Carcinoma, SCC), niz w zdrowych
probkach skory [10].

Roéwniez grupa badawcza prof. dr hab. Ewy Stepienn oraz prof. dr hab. Pawla Moskala
z Wydzialu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego,
zaproponowala zastosowanie pozytonium jako nowego biomarkera w diagnostyce nowotworow.
Dr Ewelina Kubicz-Staszkiewicz, za pomoca Spektroskopii Czasu Zycia Pozytondéw (ang. Positron
Annihilation Lifetime Spectroscopy, PALS), badala nieutrwalone prébki $luzaka serca (tkanka
nowotworowa) oraz nieutrwalone probki tkanki tluszczowej Srodpiersia (tkanka prawidtowa).
Grupa badawcza z UJ wykazata istotne réznice w Srednim czasie zycia pozytonium, ze Srednig
wartoscig 1,92(02) ns i 2,72(05) ns odpowiednio dla $luzaka serca i tkanki thuszczowej $rddpiersia,
oferujac obiecujaca perspektywe poprawy diagnostyki chordéb serca za pomocg obrazowania
pozytonowego [1, 3, 7].

Czas zycia 0-Ps jest skorelowany z wielkos$cig tzw. ,,wolnych objetosci”, zas intensywnos¢
0-Ps — z ich zaggszczeniem [3, 4]. Na podstawie powyzszych badan postawiono nastepujaca
hipotez¢ badawcza: w tkankach zdrowych jelita grubego, sredni czas Zycia orto-Pozytonium
(0-Ps) jest dtuiszy, ni; w tkankach nowotworowych.

W celu potwierdzenia powyzszej hipotezy, wykonano siedemdziesigt jeden pomiarow
wycinkow jelita grubego. Wycinki te pobrano od czterdziestu pacjentow (kazdy wycinek utrwalono
w formalinie). Do badan zakwalifikowano wszystkich pacjentow chorych na nowotwor jelita
grubego, u ktorych wielko$¢ guza przekraczata 1 cm’, za§ wynik badan w kierunku HIV oraz
wirusowego zapalenia watroby typu B 1 C byl negatywny. Probki tkanek zostaty
przetransportowane w izolowanym termicznie pojemniku z /I Kliniki Chirurgii Ogolnej Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego na Wydziat Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej.
Przedoperacyjny wywiad z pacjentem pozwolil na zabranie danych epidemiologicznych
1 klinicznych (dane te zawieraly m.in. informacje o stanie zdrowia pacjenta, czynnikach ryzyka,
chorobach wspotistniejacych oraz wezesniejszym leczeniu). Zebrano réwniez informacje o stopniu

zaawansowania 1 progresji nowotworu (informacje te potwierdzono ponownymi badaniami
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histopatologicznymi). Badanie przeprowadzono na podstawie zgody Komisji Bioetycznej UJ
nr1072.6120.13.2019 [11].

Do wykonania wszystkich pomiaréw wykorzystano spektrometr PAL. Ze wzgledu na to, 1z
pomiar jednego wycinka jelita grubego trwat okoto poéttorej godziny, badania podzielono na dwie
czgsci. Podczas pierwszej czgsci badan, wykonano siedem pomiardéw parafilmu oraz dwadzie$cia
pig¢ pomiarow wycinkdow jelita grubego (trzynastu pacjentow, dla dwunastu pacjentéw -
ID pacjentow: 5, 7, 12, 16, 23, 26, 30, 32, 39, 41, 42, 43 - wykonano dwa pomiary — jeden pomiar
tkanki zdrowej 1 jeden pomiar tkanki nowotworowej, za$ dla jednego pacjenta - ID pacjenta: 35 —
wykonano pomiar wylacznie tkanki zdrowej). Podczas pierwszej czesci badan, tkanki analizowano
w jednej kategorii — kategorii ,,I” (tabela I). Podczas drugiej cze$ci badan, wykonano osiem
pomiarow parafilmu oraz czterdziesci sze$¢ pomiarow wycinkow jelita grubego (dwudziestu osmiu
pacjentow, dla osiemnastu pacjentéw - ID pacjentow: 1, 2, 3, 6, 8, 14, 15, 17, 18, 20, 27, 28, 29, 31,
33, 36, 37, 38 - wykonano pomiar wylacznie tkanki zdrowej, dla dziewigciu pacjentow -
ID pacjentow: 9, 10, 11, 13, 21, 22, 25, 34, 40 - wykonano trzy pomiary — jeden pomiar tkanki
zdrowej 1 dwa pomiary tkanki nowotworowej (z obu stron), po czym na podstawie obu pomiarow
wyliczono $redni czas zycia o-Ps oraz $rednig intensywnos$¢ o-Ps, za$ dla jednego pacjenta -
ID pacjenta: 35 - wykonano pomiar wylacznie tkanki nowotworowej). Podczas drugiej czesci

badan, tkanki analizowano w czterech kategoriach — ,,II-V” (tabela 1).

Tabela 1. Pig¢ kategorii, do ktorych przydzielono pacjentow badanych w obu czeg$ciach

eksperymentu.
Kategoria Warunki ID pacjentow
5% 7% 12% 16%* 23%
Tkanki zdrowe 100% tkanki zdrowej | 26%* 30%*, 32% 35% 39%
Ie 41% 42% 43*
” ) 5% 7% 12% 16% 23%
Tkanki nowotworowe ni (V)V(va Z‘fo”fe] 26% 30% 32% 39% 41*
42% 43%*
100% tkanki zdrowej
(w tkankach
) wyodrebniono blong
Tkanki zdrowe . ) 2,3, 11% 27 28 34*
sluzowgq, podsluzowq
I oraz matq ilos¢ btony
’ miesniowej)
10% tkanki zdrowej
Tkanki nowotworowe i 90% tkanki 11%*
nowotworowej
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100% tkanki zdrowej
(w tkankach
wyodrebniono duzg
ilos¢ btony
Wl podsluzowej, zas matq

1,6, 8 9% 14, 15, 20,
25%* 29, 31, 33, 36, 37,
38, 40*

Tkanki zdrowe

ilos¢ btony sluzowej)

30% tkanki zdrowej
Tkanki nowotworowe i 70% tkanki 9% [3* 2]%* 34%* 40*
nowotworowej
100% tkanki zdrowej
(w tkankach
Tkanki zdrowe wyodrebniono 10% 13* 17, 18, 21%* 22%
praktycznie samgq

nw”»
7 bloneg miesniowg)

50% tkanki zdrowej
Tkanki nowotworowe i 50% tkanki 10*
nowotworowej

Tkanki zdrowe Brak tkanki zdrowej -

Tkanki nowotworowe | Nowotwor sluzowy 22% 25% 35%

9
»V

*pary

Przedstawione w pracy badanie dotyczyto mozliwos$ci zastosowania pozytonium jako
nowego biomarkera w diagnostyce nowotworu jelita grubego. Dzigki potaczeniu obrazowania PET
(ang. Positron Emission Tomography) z badaniami PALS, pozytonium ma jeszcze wickszy
potencjal w diagnostyce nowotworow. Takie obrazowanie moze by¢ wykonywane réwnolegle
w Jagiellonskim — Pozytonowym Tomografie Emisyjnym (ang. Jagiellonian - Positron Emission
Tomography, J-PET), ktéry jest wielofunkcyjnym detektorem, opracowanym na Uniwersytecie
Jagiellonskim przez grupg badawcza prof. dr hab. Pawla Moskala, do badania atomdéw pozytonium

w naukach przyrodniczych, a takze do rozwoju diagnostyki medycznej [1, 2].

3. Spektroskopia Czasu Zycia Pozytonéw (PALS)

Spektroskopia Czasu Zycia Pozytondw (ang. Positron Annihilation Lifetime Spectroscopy,
PALS) pozwala na badanie materii na poziomie nano- i subnanometrowym. PALS jest powszechnie
wykorzystywang technikg do badan tzw. ,,wolnych objetosci” (ang. ,,free volumes”, badz ,,voids ™)
w polimerach [6]. Tylko nieliczne prace, pochodzace gléwnie z grupy badawczej J-PET, kierowane;j
przez prof. dr hab. Pawla Moskala, demonstruja zastosowanie tej techniki do analizy préobek

biologicznych [1, 2, 3,7, 8, 10, 11].
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Spektroskopia Czasu Zycia Pozytonéw opiera si¢ na zjawisku anihilacji - oddziatywaniu
elektronu z pozytonem, podczas ktorego czastka oraz antyczastka zostaja zamienione na kwanty

gamma (fotony) [1, 2, 3,4, 7, 8,9, 10, 11].

3.1 Pozytonium (Ps)

Pozytonium (ang. Positronium, Ps) jest ,,atomem egzotycznym” (ang. exotic atom),
o budowie podobnej do atomu wodoru, powstajacym w wyniku oddziatywania elektronu (e°) z jego
antyczastka — pozytonem (e’). Pozyton rézni si¢ od elektronu jedynie znakiem tadunku
elektrycznego (elektron posiada tadunek -1, za$§ pozyton +1). W przypadku PALS, pozytony

powstajg podczas rozpadu promieniotwdrczego B izotopu *Na:
22 22N ¥ + 22 +
1iNa — 16Ne" + e"+v,—1iNe + Yy + "+ V,

Izotop sodu-22 rozpada si¢ do wzbudzonego neonu-22, emitujac pozyton oraz neutrino elektronowe
(ve). Wzbudzony neon-22 rozpada si¢ do neonu-22 w stanie podstawowym, emitujagc neutrino
elektronowe, pozyton oraz deekscytacyjny kwant gamma (y) o energii 1274 keV. Oddziatywanie
elektronu z pozytonem, podczas ktorego czastka oraz antyczastka zostaja zamienione na kwanty
gamma (fotony), nazywamy anihilacja.

Za czas tworzenia si¢ pozytonium, przyjmuje si¢ czas, w ktorym nastgpita emisja kwantu
gamma oraz produkcja pozytonu (oba procesy zachodza niemalze w tym samym czasie).
Wyrézniamy dwa  stany pozytonium —  singletowy, nazywany  para-Pozytonium
(ang. para-Positronium, p-Ps) oraz trypletowy, nazywany orto-Pozytonium
(ang. ortho-Positronium, o-Ps). P-Ps powstaje, gdy catkowity spin pozytonium jest réwny zero
(antyrownolegle skierowane spiny e i e7), za$ 0-Ps powstaje, gdy catkowity spin pozytonium jest
réowny jeden (rownolegle skierowane spiny e i ¢"). Oba stany, przedstawione na rysunku 5, rozni
sposob rozpadu — p-Ps rozpada si¢ bardzo szybko (czas ten w proézni wynosi ok. 0,125 ns), emitujac
przewaznie dwa kwanty gamma o energii 511 keV, za$ o-Ps rozpada si¢ wolniej niz p-Ps (czas ten
w prozni wynosi ok. 142 ns, za§ w wodzie — 1,8 ns), emitujac zwykle trzy kwanty gamma. Jednym
z proceséOw prowadzacych do skrocenia s$redniego czasu zycia o-Ps jest proces ,pick-off”,

w ktorym pozyton, wyrwany z o-Ps, anihiluje z elektronem, wychwyconym z otoczenia.
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Rys.5. Schemat obrazujacy rozpad a). para-Pozytonium (p-Ps) b). orto-Pozytonium (o-Ps),

wykonany przy uzyciu programu BioRender na podstawie [1, 2, 3, 4, 5].

Pozytonium powstaje w tzw. ,,wolnych objetosciach”, charakteryzujacych si¢ niskg lub
zerowa gestoscig elektronowg. Czas zycia o-Ps jest skorelowany z wielko$cig ,,wolnych objetosci”,

za$ intensywno$¢ o-Ps — z ich zageszczeniem [1, 2, 3, 4, 5].

3.2 Przebieg doswiadczenia

3.2.1 Przygotowanie zrodla Na-22

Zrédio sodu-22 uzyte do pomiaréw, przygotowano poprzez natozenie roztworu NaCl na
zaznaczony punkt na folii. Po odparowaniu calej cieczy, sklejono ze soba obie czgsci folii
kaptonowej. W ten sposob powstalo zamknigte, ,,punktowe” zrodlo *Na o wymiarach okoto 1 mm

(aktywnos¢ zrodta ~ 1,3 Mbq), przedstawione na rysunku 6 [3].

komora pomiarowa ——

#r6dlo 2Na :®
folia kaptonowa (6 pm) badany wycinek
jelita grubego
pierscien —>

komora pomiarowa —

Rys.6. Schemat umieszczenia zrodla ?Na w komorze pomiarowej, wykonany przy uzyciu programu

BioRender:
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3.2.2 Pomiary parafilmu

Jako pierwsze wykonano pi¢tnascie pomiardéw parafilmu — zrodto *Na (aktywnos$¢ zrodia ~
1,3 Mbq) umieszczono pomiedzy folie¢ kaptonowa o grubosci 6 um. Nastepnie catos¢
zabezpieczono parafilmem (firmy Bionovo) po to, aby wycinek jelita grubego, ktory byl wczesniej
zanurzony w formalinie, nie przeniknat przez foli¢ kaptonu. Na dwoch czesciach komory oraz na
pier§cieniu zaznaczono miejsca, w ktorych zawsze powinno znajdowac si¢ zrédto (czerwone linie,
przedstawione na rysunku 7). Dzigki temu zrodto **Na znajdowalo si¢ w centrum badanego
wycinka jelita grubego. Catos$¢ (pierscien ze zrodlem oraz komorg) zamkni¢to tak, aby zaznaczone

miejsca nachodzily na siebie (rysunek 7).

Rys.7. Zamkniety pier§cien ze zrédtem **Na (po lewej) wraz z zamknietg komorg (po prawej).

Rysunek wykonano przy uzyciu programu Canva.

Komor¢ pomiarowa umieszczono w spektrometrze PAL. System, przedstawiony na
rysunku 8, skladal si¢ z dwoch fotopowielaczy H3378-51 (firmy Hammamatsu, DET)
1 cylindrycznego scyntylatora BaF, (firmy Scionix, §). Sygnaty z fotopowielaczy zostaty ostabione
1 dostarczone do statego dyskryminatora frakcji LeCroy 608C (SDF). Pierwszy detektor (DET)
rejestrowal kwant gamma o energii 1274 keV (START), natomiast drugi rejestrowat anihilacje
kwantu gamma (STOP). Ustawienie detektoréw pod katem 180°, umozliwito zebranie
zadowalajacej liczby zdarzen zarowno od kwantoéw gamma o energii 511 keV, pochodzacych
z anihilacji pozyton — elektron, jak i kwantow gamma o energii 1274 keV, pochodzacych ze
wzbudzenia neonu-22. Przesunigcie zrddla od osi detektorow bylo wigksze niz promien
scyntylatora BaF,, co wykluczylo rejestracje dwoch kwantow gamma o energii 511 keV przez oba
detektory. Okno czasowe koincydencji zostato ustawione na 110 ns na module koincydencji LeCroy
622 (KON). Dane zostaly zebrane przez plyt¢ ewaluacyjng DRS4. Przy kazdym pomiarze komora
znajdowata si¢ w tym samym miejscu, poniewaz punkty zaznaczono réwniez na podstawie
(czerwone linie, przedstawione na rysunku 8 (prawa strona, gorne zdjecie)). Dzigki uzytemu
termostatowi LAUDA LOOP L100, temperatura w uktadzie byta stata (T = 22°C). Dla kazdego

pomiaru zebrano milion zdarzen, co zajmowato okoto pottorej godziny [3, 4].
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KON

- B ¢

Rys.8. Schemat uktadu doswiadczalnego PALS, wykonany za pomocg programu Canva

(S - cylindryczny scyntylator BaF, (firmy Scionix), DET — fotopowielacze H3378-51 (firmy
Hammamatsu), SDF - staty dyskryminator frakcji LeCroy 608C, KON - modut koincydencji
LeCroy 622, DRS4 - ptyta ewaluacyjna DRS4).

3.2.3 Pomiary wycinkow jelita grubego

Pomiary rozpoczeto od wyciagnigcia wycinkdéw jelita grubego z formaliny, po czym
osuszono je recznikiem papierowym. Wycinki jelita grubego poci¢to za pomocg skalpela na
mniejsze czgsci po to, aby wypetni¢ nimi cata komor¢ pomiarowa (catkowita pojemnos¢ komory
o $rednicy 14 mm wynosita 200 ul). Na jedng cz¢$¢ komory natozono pierScien ze zrodtem *Na
(aktywno$¢ zrodta ~ 1,3 MBq), po czym zamknig¢to obie cze$ci komory. Komore pomiarowa

umieszczono w spektrometrze PAL (rysunek 9).
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Rys.9. Schemat obrazujacy przebieg pomiarow wycinkow jelita grubego, wykonany za pomoca

programu Canva (S - cylindryczny scyntylator BaF, (firmy Scionix), DET - fotopowielacze
H3378-51 (firmy Hammamatsu), SDF - staly dyskryminator frakcji LeCroy 608C, KON - modut
koincydencji LeCroy 622, DRS4 - ptyta ewaluacyjna DRS4).

3.3 Analiza danych spektroskopii PAL

Fotopowielacze zamieniaja kwanty gamma na sygnat elektryczny. Sygnal ten jest
zalezno$cig napiecia od czasu. Zebranie przebiegu pojedynczego sygnalu, pozwala na obliczenie
jego amplitudy (A, wyrazonej jako minimalna wartos¢ sygnatu) oraz tadunku. W tym celu
wykorzystano program napisany przez dr Kamila Dulskiego (,,Read Binary”). Warto$ci te
pozwalaja na oddzielenie kwantow gamma o energii 511 keV, pochodzacych z anihilacji pozyton —
elektron, dla ktoérych prég wyzwalania wynosi -22 mV od kwantéw gamma o energii 1274 keV,
pochodzacych ze wzbudzenia neonu-22, dla ktorych prog wyzwalania wynosi -67 mV (warto$ci
progdéw zostaly oszacowane przez dr Eweling Kubicz-Staszkiewicz oraz dr Kamila Dulskiego na
podstawie pomiaréw widm *Na w kompletnym zakresie energetycznym). Ladunek sygnatu (q)

opisuje ponizsza zalezno$¢ (1):

q=[It)dt = f%dt Q)

gdzie I jest natezeniem sygnatu, U — napigciem sygnatu, za§ R — rezystancja okreslonego kanatu na

plycie ewaluacyjnej DRS4 (jej wartosc¢ jest stata i wynosi 50 Q).
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W celu oszacowania czasu, w zakresie od 30%-80% amplitudy, dopasowano ponizsza
funkcje liniowa (2):

U@)=at+b Q)
gdzie U jest napi¢ciem sygnatu, a - wspotczynnikiem kierunkowym prostej, za§ b — wyrazem
wolnym. Czas (f) jest miejscem przecigcia si¢ dopasowanej prostej z poziomem napigcia,
odpowiadajagcym 10% amplitudy. Roéznica czasu pomiedzy sygnatami elektrycznymi z obu
fotopowielaczy (At = t; = tsikev — ti27akev), Przy oknie czasowym koincydencji ustawionym na
110 ns, okresla czas zycia pozytonium. Wzor (3) przybliza eksperymentalny rozktad czasu zycia

0-Ps w tzw. ,,wolnych objetosciach™:

P 510 0= exp (- Lo () - erf (7)) ®

gdzie 7 jest Srednim czasem zycia o-Ps, ¢ — rozdzielczo$cig aparatury, ¢, — przesuni¢ciem czasowym
detektora, #; — roznica czasowa miedzy sygnatami rejestrowanymi przez oba detektory, za$

erf — funkcja btedu Gaussa okre§long wzorem (4):

erfit) == [ exp(—s)*ds )
gdzie s jest wyrazone wzorem (5): .
5= ®)

W celu uzyskania dyskretnego $redniego czasu zycia o-Ps, nalezy zalozy¢ dyskretny rozkiad

tzw. ,,wolnych objetosci”, a nastgpnie dopasowac ponizsza funkcje (6):

f(tl) Yo + Z =1 I F(tl! Ti tw 0') (6)

gdzie t; jest roznica czasowa miedzy sygnatami rejestrowanymi przez oba detektory, y, - poziomem
tla, n.— liczba gldéwnych sktadowych, I; — intensywnoscig i-tej sktadowej, 7; — srednim czasem zycia
i-tej skladowej, ¢ — rozdzielczoscia aparatury, #, — przesunigciem czasowym detektora, za$
F(t; 7, t, o) okreslona rownaniem (3) — rozkladem czasu dla i-tej sktadowej. Do wszystkich
otrzymanych widm czasu zycia i intensywnosci dopasowano cztery gldowne sktadowe (n,= 4):
- 75, I; — anihilacja p-Ps (zafiksowana w analizie na 1,= 0,125 ns)
- 75, I, — anihilacja swobodnych pozytonéw w probcee,
- 17, I, — anihilacja swobodnych pozytonow w materiale zrédta (folia kaptonowa) (zafiksowana
w analizie na t,= 0,374 ns 1 [;= 10%),
- 73, I; — anihilacja o-Ps.

Do wyznaczenia czasu zycia pozytonium wykorzystano program napisany przez dr Kamila

Dulskiego (,,PALSAvalanche”) 3, 4]. Przyktadowe widma czasu Zycia z dopasowanymi funkcjami
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1 wyznaczonymi skladowymi $redniego czasu Zycia i intensywnosci przedstawiono na rysunku 10

114.

3.3.1 Czulos¢ i swoistos¢ testu diagnostycznego

Testy diagnostyczne stosuje si¢ w celu potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci choroby
u pacjenta, a takze w celu dalszego procesu diagnostycznego. W idealnym przypadku, testy
kliniczne poprawnie identyfikuja wszystkich pacjentow, u ktérych wystepuje choroba oraz
pacjentow, u ktorych choroba nie wystgpuje. Doskonaly test nigdy nie jest pozytywny u pacjenta,
ktéry jest wolny od choroby i nigdy nie jest ujemny u pacjenta, ktory jest faktycznie chory
(wickszos$¢ testow diagnostycznych nie spetnia tego ideatu).

Wyniki testow dzielimy na (tabela 2):
- TP (ang. true positives) — pacjentow prawdziwie pozytywnych, u ktorych wystepuje choroba,
a wynik testu jest pozytywny,
- FN (ang. false negatives) — pacjentow fatszywie negatywnych, u ktérych wystepuje choroba, za$
wynik testu jest negatywny,
- TN (ang. true negatives) — pacjentow prawdziwie negatywnych, u ktorych nie wystepuje choroba,
a wynik testu jest negatywny,
- FP (ang. false positives) — pacjentow falszywie pozytywnych, u ktérych nie wystepuje choroba,
za$ wynik testu jest pozytywny.

Tabela 2. Zalezno$¢ pomiedzy wynikiem testu klinicznego a wystegpowaniem choroby [46].

. Stan zdrowia pacjenta
Wynik testu diagnostycznego SUMA
Chory (1) Zdrowy (-)
Pozytywny (+) TP FP TP + FP
Negatywny (-) FN TN FN+ TN
SUMA TP + FN FP+TN |n=TP+FN+FP+TN

Podczas oceny testu klinicznego stosuje si¢ termin czutosci 1 swoistosci [47].

Czuto$¢ testu definiujemy jako odsetek prawdziwie pozytywnych wynikow (TP) sposrod
wszystkich pacjentow z chorobg (TP + FN). Czulo$¢ testu oznacza uzyskanie pozytywnego wyniku
u osoby chorej. Opisuje jg ponizszy wzor (7):

TP
TP+FN

Czulosé = « 100% @)
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Swoisto$¢ testu definiujemy jako odsetek prawdziwie negatywnych wynikow (TN) sposrod
wszystkich zdrowych pacjentow (TN + FP). Swoisto$¢ testu oznacza uzyskanie negatywnego
wyniku u osoby zdrowej. Opisuje jg ponizszy wzor (8):

TN
TN+FP

Swoistos¢ = « 100% (8)

Testy diagnostyczne sg kluczowym elementem opieki nad pacjentem, opartej na dowodach.
Posiadajac podstawowa wiedzg na temat interpretacji czutos$ci 1 swoistosci testow, pracownicy

stuzby zdrowia beda mogli okresli¢ poprawnos¢ diagnozy pacjenta [48].

4. Wyniki
4.1 Pomiary parafilmu

Lacznie wykonano pigtnascie pomiarow parafilmu (siedem pomiaréw wykonano podczas
pierwszej cze$ci badan, natomiast osiem pomiaréw wykonano podczas drugiej czesSci badan).

Otrzymane wyniki dla parafilmu przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Czas zycia o-Ps [ns] oraz intensywno$¢ o-Ps [%] w parafilmie wraz z niepewnosciami

pomiarowymi.
. Czas Zycia Niepewnos¢ | Intensywnosé | Niepewnosé
Badanie Lp. 0-Ps ;1)1S] po:ﬁiarowa o-P:s*y [%] po:ﬁiarowa

I* 2,46 0,07 1,65 0,03

2 2,15 0,07 1,75 0,04

3 2,18 0,06 1,66 0,03

4 2,09 0,07 1,73 0,04

1 5% 2,05 0,05 1,72 0,03

6 2,16 0,07 1,60 0,04

7 2,15 0,06 1,66 0,03

Srednia i odchylenie | -, ¢ 0,07 1,68 0,04
standardowe sredniej

1 2,22 0,07 1,40 0,03

2 2,25 0,07 1,42 0,03

3 2,12 0,06 1,45 0,03

4 2,17 0,07 1,45 0,03

2 5 2,22 0,07 1,42 0,03

6 2,29 0,07 1,35 0,03

7 2,23 0,07 1,43 0,03

8 2,15 0,07 1,45 0,03

Srednia i odcflylenf'e. 2,21 0,07 1,42 0,03
standardowe sredniej

*odrzucone pomiary
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Podczas pierwszej czg$ci badan odrzucono dwa skrajne pomiary (pomiar 1 i 5), poniewaz
znacznie odbiegaly od reszty. Z reszty otrzymanych pomiardw (pomiar 2, 3, 4, 6 1 7) obliczono
sredni czas zycia o-Ps [ns] w parafilmie wraz z odchyleniem standardowym $redniej oraz Srednig
intensywno$¢ o-Ps [%] w parafilmie wraz z odchyleniem standardowym S$redniej. Otrzymane
$rednie zafiksowano do dalszych pomiaréw wycinkow jelita grubego.

Podczas drugiej czesci badan, ze wszystkich otrzymanych pomiardéw obliczono $redni czas
zycia o0-Ps [ns] w parafilmie wraz z odchyleniem standardowym $redniej oraz Srednig intensywnos¢
0-Ps [%] w parafilmie wraz z odchyleniem standardowym S$redniej. Otrzymane $rednie zafiksowano
do dalszych pomiarow wycinkow jelita grubego.

Na rysunku 10 przedstawiono przykladowe widmo czasu zycia z dopasowanymi funkcjami

1 wyznaczonymi sktadowymi Sredniego czasu zycia 1 intensywnosci.

Histogram from the data

Fitted function

Companent with lifetime 0.125

Counts
|

a
10 Component with lifetime 0.223

Companent with lifetime 0.374

Component with lifetime 2.154

Background

10°

107

10

5 10 15 20 25 30 35 40
Time difference [ns]

Rys.10. Przyktadowe widmo czasu zycia pozytonium dla pomiaréw parafilmu (badanie 1, pomiar
2) z rozktadem poszczegolnych sktadowych, wynikajacych z dopasowania rownania (6) (czerwona
linia — dopasowana funkcja, zielona linia — rozktad p-Ps, Zé#ta linia — material zrodtowy,
turkusowa linia — swobodna anihilacja pozytonéw, niebieska linia — anihilacja o-Ps, fioletowa
linia — poziom tla (z powodu rdéznego przesuni¢cia czasowego pomiedzy detektorami, widma nie

zaczynaja si¢ od zera)).
4.2 Ocena makroskopowa wycinkow jelita grubego

Podczas obu cze$ci badan wykonano zdjecia wycinkéw jelita grubego. Zdjecia,

przedstawione na rysunku 11 wykonano za pomoca telefonu komorkowego (iPhone §).
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Rys.11. Zdje¢cia wycinkow jelita grubego wykonane za pomoca telefonu komorkowego (iPhone 8)
dla a). zdrowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 30), b). nowotworowej tkanki pacjenta
(ID pacjenta: 30), ¢). zdrowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 23), d). nowotworowej tkanki pacjenta
(ID pacjenta: 23), e). zdrowej tkanki pacjenta (ID pacjenta. 40), f). nowotworowej tkanki pacjenta
(ID pacjenta: 40) (linijka pod kazdym wycinkiem jelita grubego ma podziatke 0,1 cm).
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4.3 Ocena histopatologiczna wycinkow jelita grubego

W celu ponownej weryfikacji oraz klasyfikacji pacjentow, wykonano zdjgcia probek
histopatologicznych pod mikroskopem optycznym (Olympus 1X73). Mikroskop ten zostat
przedstawiony na rysunku 12. Probki zostaly wcze$niej wybarwione hematoksyling. Wszystkie
zdjecia wykonano przy 40-krotnym powigkszeniu (rysunek 13). W tabeli 4 zebrano opisy zdjec
proébek histopatologicznych, znajdujacych si¢ na rysunku 13.

HYMPUS

=1

Rys.12. Zdjecie mikroskopu optycznego (Olympus 1X73), wykonane za pomocg telefonu

komorkowego (iPhone §).
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Rys.13. Zdjecia probek histopatologicznych wykonane za pomocg mikroskopu optycznego
(Olympus 1X73) przy 40-krotnym powigkszeniu dla a). zdrowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 12,
kat.l), b). nowotworowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 12, kat.l), ¢). zdrowej tkanki pacjenta
(ID pacjenta: 35, kat.I), d). nowotworowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 35, kat.V), e). zdrowej
tkanki pacjenta (ID pacjenta: 42, kat.l), f). nowotworowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 42, kat.l),
g). zdrowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 13, kat.IV), h). nowotworowej tkanki pacjenta
(ID pacjenta: 13, kat.IIl) (pasek skali: 200 pm).
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Tabela 4. Opisy zdje¢ probek histopatologicznych, przedstawionych na rysunku 13, wykonanych

za pomocg mikroskopu optycznego (Olympus IX73) przy 40-krotnym powiekszeniu dla a). zdrowej

tkanki pacjenta (/D pacjenta: 12, kat.I), b). nowotworowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 12, kat.l),

¢). zdrowej tkanki pacjenta (ID_pacjenta:

35, katl), d). nowotworowej tkanki pacjenta

(ID_pacjenta: 35, kat.V), e). zdrowej tkanki pacjenta (ID pacjenta: 42, kat.l), f). nowotworowej

tkanki pacjenta (ID _pacjenta: 42, kat.l), g). zdrowej tkanki pacjenta (ID_pacjenta: 13, kat.IV),

h). nowotworowe;j tkanki pacjenta (ID pacjenta. 13, kat.Ill).

Opis tkanki zdrowej

Opis tkanki nowotworowej

a). od gory: blona sluzowa (fioletowa) oraz
podsluzowa (jasnorozowa) z zauwazalnym
weztem chtonnym (intensywna, fioletowa
struktura po lewej stronie) oraz erytrocytami
(czerwone struktury w centralnej czesci)

b). brak charakterystycznej struktury tkanki
jelita (brak podziatu na blone sluzowg,
podsluzowq oraz miesniowg), duzo jgder
komorkowych (fioletowe) oraz adipocytow
(jasne obszary po prawej stronie)

¢). od gory: btona sluzowa (fioletowa),
podsluzowa (jasnorozowa) z zauwazalnymi
adipocytami (w prawym gornym rogu) oraz
blona migsniowa (ciemnorozZowa, w prawym
dolnym rogu)

d). brak charakterystycznej struktury tkanki
Jjelita (brak podziatu na btone sluzowq,
podsluzowq oraz migsniowg), duzo jgder
komorkowych (fioletowe) oraz erytrocytow
(czerwone struktury w lewym gornym rogu oraz
w centralnej czesci po prawej stronie),
nowotwor sluzowy

e). lewa i prawa strona. blona podsluzowa
(jasnorozowa) z zauwazalnymi adipocytami
(jasne obszary) oraz erytrocytami (czerwone

struktury po prawej i lewej stronie)
centralna czesc¢: btona sluzowa (fioletowa)

). brak charakterystycznej struktury tkanki
jelita (brak podziatu na blone sluzowg,
podsluzowq oraz miesniowg), duzo jgder
komorkowych (fioletowe), martwica

g). tkanka zbudowana gtownie z blony
miesniowej (ciemnorozowa), z zauwazalnymi
erytrocytami (czerwone struktury w centralnej
czesci)

h). zauwazalna czes¢ tkanki prawidtowej (blony
migsniowej (ciemnorozZowa))

4.4 Pomiary PALS wycinkow jelita grubego

Podczas pomiarow wycinkow jelita grubego za pomocg PALS, otrzymano nastepujace

wyniki czasu Zycia [ns] oraz intensywnosci [%] o-Ps w tkankach zdrowych i nowotworowych wraz

z niepewnosciami pomiarowymi (fabela 5).
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Tabela 5. Czas zycia [ns] oraz intensywno$¢ [%] o-Ps w zdrowych i nowotworowych tkankach

jelita grubego wraz z niepewno$ciami pomiarowymi.

1D Thanka Kat. Czas Zycia | Niepewnos¢ | Intensywnos¢ | Niepewnosé ID
Pacjenta 0-Ps [ns] | pomiarowa 0-Ps [%] | pomiarowa |Pacjenta
1 Zdrowa 17 2,04 0,01 13,20 0,08 1
2 Zdrowa 11 1,92 0,01 16,04 0,09 2
3 Zdrowa 11 1,99 0,01 15,22 0,08 3

5 Zdrowa 1 2,25 0,01 16,36 0,09 5+
Nowotworowa | [ 1,98 0,01 17,87 0,09
6 Zdrowa 17 2,14 0,01 12,70 0,08 6
ik Zdrowa 1 1,94 0,01 16,01 0,09 ;
Nowotworowa | 1 1,93 0,01 15,64 0,09
8 Zdrowa 17 2,01 0,01 13,83 0,08 8
9+ Zdrowa i 1,98 0,01 16,17 0,09 9
Nowotworowa | 111 2,01 0,01 13,44 0,08
10 Zdrowa V4 2,09 0,01 11,59 0,07 10+
Nowotworowa | IV 2,02 0,01 13,44 0,08
e Zdrowa 11 1,98 0,01 14,18 0,08 11
Nowotworowa | 11 1,98 0,01 13,19 0,08
12 Zdrowa 1 2,11 0,01 14,90 0,08 12+
Nowotworowa | 1 1,98 0,01 16,52 0,09
13+ Zdrowa V4 1,98 0,01 14,61 0,08 13
Nowotworowa | 111 2,38 0,02 10,83 0,07
14 Zdrowa 17 2,01 0,01 15,29 0,08 14
15 Zdrowa i 1,99 0,01 14,98 0,08 15
16 Zdrowa 1 2,00 0,01 16,99 0,09 16
Nowotworowa | 1 1,94 0,01 16,45 0,09
17 Zdrowa V4 2,00 0,01 14,32 0,08 17
18 Zdrowa 1w 1,96 0,01 13,52 0,08 18
20 Zdrowa i 2,06 0,01 13,11 0,08 20
27 Zdrowa 1w 1,97 0,01 13,67 0,08 7%
Nowotworowa | 111 1,97 0,01 14,75 0,08
Zdrowa V4 1,95 0,01 13,35 0,08
22%* 22%
Nowotworowa | V 2,01 0,01 15,56 0,08
23w Zdrowa 1 1,93 0,01 16,63 0,09 23
Nowotworowa | 1 1,95 0,01 15,68 0,09
Py Zdrowa i 2,01 0,01 13,21 0,08 25+
Nowotworowa | 'V 2,01 0,01 14,84 0,08
26 Zdrowa 1 1,98 0,01 17,63 0,09 26+
Nowotworowa | 1 1,94 0,01 17,73 0,09
27 Zdrowa 11 1,99 0,01 14,28 0,08 27

35



28 Zdrowa 1 2,03 0,01 14,65 0,08 28
29 Zdrowa s 1,98 0,01 14,31 0,08 29
Zdrowa I 1,97 0,01 18,37 0,09
30%* 30
Nowotworowa | [ 1,97 0,01 18,09 0,09
31 Zdrowa 17 1,98 0,01 14,77 0,08 31
Zdrowa I 1,97 0,01 18,03 0,09 »
32 % 32 %%
Nowotworowa | [ 1,98 0,01 17,87 0,09
33 Zdrowa 17 2,00 0,01 14,43 0,08 33
34 Zdrowa 1 2,02 0,01 15,36 0,08 34
Nowotworowa | 111 1,99 0,01 14,63 0,08
Zdrowa I 1,99 0,01 17,74 0,09 »
35 *% 35 *%
Nowotworowa | V 1,99 0,01 17,86 0,09
36 Zdrowa 17 1,96 0,01 14,78 0,08 36
37 Zdrowa 117 1,99 0,01 13,96 0,08 37
38 Zdrowa yid 1,99 0,01 12,37 0,08 38
39 Zdrowa I 1,98 0,01 16,91 0,09 39+
Nowotworowa | [ 1,95 0,01 18,37 0,09
L0%% Zdrowa )i 2,01 0,01 14,40 0,08 10°
Nowotworowa | 111 2,02 0,01 14,92 0,08
4] %% Zdrowa I 1,96 0,01 16,16 0,09 41
Nowotworowa | 1 1,97 0,01 17,89 0,09
Zdrowa I 2,01 0,01 16,63 0,09
42 42*
Nowotworowa | [ 1,93 0,01 16,94 0,09
43 Zdrowa I 1,90 0,01 17,91 0,09 43
Nowotworowa | [ 1,95 0,01 16,69 0,09

*czas zycia 0-Ps [ns] w tkankach zdrowych jest krotszy od czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach
nowotworowych (odwrotna zaleznos$¢) (kolumna z ID pacjenta po lewej stronie)

**w obu tkankach (w tkance zdrowej i nowotworowej), czas zycia o-Ps [ns] nie rozni sie¢
w granicach niepewnosci (kolumna z ID pacjenta po lewej stronie)

*intensywno$¢ o-Ps [%] w tkankach zdrowych jest nizsza od intensywnoS$ci o-Ps [%]
w tkankach nowotworowych (odwrotna zaleznos¢) (kolumna z ID pacjenta po prawej stronie)
**w obu tkankach (w tkance zdrowej i nowotworowej), intensywnos¢ o-Ps [%] nie rozni si¢

w granicach niepewnosci (kolumna z ID pacjenta po prawej stronie)

W celu wykonania linii odcigcia dla tkanek zdrowychi nowotworowych, dla osmiu
pacjentow (ID pacjentow: 5, 10, 12, 16, 26, 34, 39, 42), dla ktérych zauwazono poprawng zalezno$¢
czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych oraz nowotworowych (w przypadku tych pacjentow,
czas zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych jest dtuzszy od czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach

nowotworowych), obliczono $redni czas zycia o-Ps [ns] oraz $rednig intensywnos$¢ o-Ps [%]
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w tkankach zdrowych 1 nowotworowych wraz z niepewno$ciami. Otrzymane warto$ci

przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Sredni czas zycia o-Ps [ns] oraz $rednia intensywno$¢ o-Ps [%] w tkankach zdrowych

1 nowotworowych wraz z niepewnosciami.

Tkanka Sredni czas Zycia o-Ps [ns] Srednia intensywnos¢ o-Ps [%]
wraz z niepewnosciq wraz z niepewnosciq
Zdrowa (2,01 £0,01) ns (15,80 +0,09) %
Nowotworowa (1,97 £0,01) ns (16,49 +0,08) %

Na rysunku 14 przedstawiono przykladowe widmo czasu zycia z dopasowanymi funkcjami

1 wyznaczonymi sktadowymi §redniego czasu zycia i intensywnosci.

Histogram from the data

Fitted function

Component with lifetime 0.125

Counts
|

10° Component with litetime 0.374

Component with lifetime 0.374
Component with lifetime 2.110
Component with lifetime 2.150
Background

10°

102

10

5 10 15 20 25 30 35 40
Time difference [ns]

Rys.14. Przyktadowe widmo czasu zycia pozytonium dla pomiarow wycinkow jelita grubego
(ID pacjenta: 12 (tkanka zdrowa)) z rozktadem poszczegdlnych sktadowych, wynikajacych
z dopasowania rownania (6) (czerwona linia — dopasowana funkcja, zielona linia — rozktad p-Ps,
Zotta linia — materiat zrodlowy, turkusowa linia — swobodna anihilacja pozytonow, niebieska linia
— anihilacja o-Ps, fioletowa linia — poziom tta (z powodu rdéznego przesunigcia czasowego

pomigdzy detektorami, widma nie zaczynaja si¢ od zera)).

Wykresy zalezno$ci czasu zycia oraz intensywnosci o-Ps w tkankach zdrowych
1 nowotworowych od ID pacjenta, wraz z linig odcigcia, przedstawiono na rysunku 15 1 16

(wykresy wykonano przy uzyciu programu Origin).
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Rys.15. Wykres zalezno$ci a). czasu zycia o-Ps [ns] w tkance zdrowej od ID pacjenta wraz z linig
odcigcia, b). intensywnosci o-Ps [%] w tkance zdrowej od ID pacjenta wraz z linig odcigcia.

Wykresy wykonano przy uzyciu programu Origin.
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Rys.16. Wykres zalezno$ci a). czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach nowotworowych od ID pacjenta
wraz z linig odcigcia b). intensywnosci 0-Ps [%] w tkankach nowotworowych od ID pacjenta wraz

z linig odcigcia. Wykresy wykonano przy uzyciu programu Origin.

4.4.1 Ocena czulosci i swoistosci testu do diagnostyki tkanek nowotworu jelita grubego
W celu obliczenia czulo$ci 1 swoistosci testu diagnostycznego, brano pod uwagg obie tkanki
pacjenta — tkanke zdrowa oraz nowotworowg. Obie tkanki nie byty traktowane jako para, lecz

uwzgledniano je osobno (tkanki zdrowe: 40, tkanki nowotworowe: 22, liczba badanych tkanek (n):

62).
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Za prawdziwie negatywnych (7TN) wzigto probki tkanek zdrowych, dla ktorych czas zycia
0-Ps [ns] w tkankach zdrowych byt dluzszy od s$redniego czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach
zdrowych (punkty lezace nad linig odcigcia na rysunku 15a — ID pacjentow: 1, 5, 6, 10, 12, 20). Za
prawdziwie pozytywnych (7TP) wzi¢to probki tkanek nowotworowych, dla ktorych czas zycia o-Ps
[ns] w tkankach nowotworowych byt dtuzszy od $redniego czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach
nowotworowych (punkty lezace nad linig odcigcia na rysunku 16a — ID pacjentow: 9, 10, 13, 22,
25, 40). Za falszywie negatywnych (FN) wzigto probki tkanek nowotworowych, dla ktérych czas
zycia o-Ps [ns] w tkankach nowotworowych byt kréotszy od s$redniego czasu zycia o-Ps [ns]
w tkankach nowotworowych (punkty lezace pod linig odcig¢cia na rysunku 16a — ID pacjentow: 7,
16, 26, 42) lub nie roznit si¢ w granicach niepewno$ci od S$redniego czasu zycia 0-Ps [ns]
w tkankach nowotworowych (punkty lezace na linii odcigcia na rysunku 16a — ID pacjentow: 5, 11,
12, 21, 23, 30, 32, 34, 35, 39, 41, 43). Za falszywie pozytywnych (FP) wzi¢to probki tkanek
zdrowych, dla ktérych czas zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych byt krétszy od $redniego czasu
zycia 0-Ps [ns] w tkankach zdrowych (punkty lezace pod linig odciecia na rysunku 15a — ID
pacjentow: 2, 7, 9, 11, 13, 18, 21, 22, 23, 26, 29, 30, 31, 32, 36, 39, 41, 43) lub nie rdznil si¢
w granicach niepewnosci od $redniego czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych (punkty lezace
na linii odcigcia na rysunku 15a — ID pacjentow: 3, 8, 14, 15, 16, 17, 25, 27, 28, 33, 34, 35, 37, 38,
40, 42). Na podstawie tabeli 2, przedstawiono zalezno$§¢ pomiedzy wynikiem testu klinicznego,

a wystepowaniem choroby (tabela 7).

Tabela 7. Zalezno$¢ pomiedzy wynikiem testu klinicznego, a wystepowaniem choroby.

. . Stan zdrowia pacjenta
Wynik testu diagnostycznego SUMA
Chory (1) Zdrowy (-)
Pozytywny (+) TP =6 FP = 34 40
Negatywny (-) FN=16 TIN=6 22
SUMA 22 40 n=062

Do obliczenia czulos$ci 1 swoistosci testu diagnostycznego postuzono si¢ tabelg 7 oraz

wzorem (7) 1 (8). Otrzymano nastepujace wartosci:
Caulosé = + 100% = 27,3%

Swoisto§é = % « 100% = 15%
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Analizujac powyzsze wartosci, 27,3% pacjentow chorych na nowotwor jelita grubego
zostato poprawnie zdiagnozowanych, uzyskujac pozytywny wynik testu, za§ 15% pacjentow
zdrowych (nie chorujacych na nowotwor jelita grubego) zostatlo poprawnie zdiagnozowanych,

uzyskujac negatywny wynik testu.

5. Dyskusja

5.1 Analiza makroskopowa wycinkow jelita grubego

Analizujac zdjecia wycinkow jelita grubego, przedstawione na rysunku 11, zaobserwowano,
iz tkanki zdrowe przewaznie maja ,,jasniejszy” kolor, za$ tkanki nowotworowe - ,.ciemniejszy”.
Istniejg jednak wyjatki, dla ktorych zalezno$¢ ta jest odwrotna — tkanki zdrowe maja ,,ciemniejszy”
kolor, za$ tkanki nowotworowe — ,,jasniejszy” (rysunek 11 c, d). ,,Ciemniejszy” kolor tkanek moze
by¢ spowodowany wystepowaniem duzej iloSci naczyn krwiono$nych. Zanurzenie tkanek
w formalinie, udzial mucyny lub innych polisacharydow, réwniez przyczynia si¢ do réznorodnosci

koloru tkanek.

5.2 Analiza histopatologiczna wycinkow jelita grubego

Analizujac zdjecia przedstawione na rysunku 13, zaobserwowano, iz tkanki nowotworowe
r6éznig si¢ od tkanek zdrowych m.in. jadrem komoérkowym oraz ilo$cig naczyn krwiono$nych.
Rozmiar 1 ksztaltt komorki nowotworowej jest czgsto nieprawidlowy — zazwyczaj jadro komorki
nowotworowej jest wigksze oraz ciemniejsze, niz jadro komorki zdrowej (jadra komorek
nowotworowych czesto zawierajg zbyt duzg ilos¢ DNA) [49].

Na zdjeciach tkanek zdrowych (rysunek 13 a, ¢, e, g) zaobserwowano trzy
charakterystyczne obszary (rysunek 17):
- blone sluzowq (sluzowke), ktora ma specyficzng strukture,
- blone podsluzowq (podsluzowke), ktora charakteryzuje si¢ luzng strukturg (w pod§luzowce moga
wystepowac adipocyty (komdrki tkanki ttuszczowej)),
- blong miesniowq (miesniowke), ktora charakteryzuje si¢ zbitg strukturg.

We wszystkich trzech obszarach moga wystepowac erytrocyty (naczynia krwionosne).
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ADIPOCYTY

BLONA MIESNIOWA JADRA KOMORKOWE

Rys.17. Zdjecie tkanki zdrowej (ID pacjenta: 35) wykonane pod mikroskopem optycznym

(Olympus 1X73) przy 40-krotnym powigkszeniu z zaznaczonymi strukturami (oryginalne wymiary

zdjecia: 2080 mm (dlugos¢) x 1544 mm (szerokos¢)). Schemat wykonano przy uzyciu programu

BioRender (pasek skali: 200 um).

Na zdjeciach tkanek nowotworowych (rysunek 13 b, d, f, h), nie zaobserwowano podziatu

na poszczegdlne struktury (btone Sluzowa, podsluzowa oraz mig¢sniowa). Tkanki nowotworowe

majg strukture podobng do §luzoéwki, poniewaz gléwnie z niej si¢ wywodzg (rysunek 18).
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Rys.18. Zdjecie tkanki nowotworowej (ID pacjenta: 5) wykonane pod mikroskopem optycznym
(Olympus 1X73) przy 40-krotnym powigkszeniu (oryginalne wymiary zdjecia: 2080 mm (dtugos¢)
x 1544 mm (szerokos¢)) (pasek skali: 200 pm).

5.3 Analiza pomiar6w PALS wycinkow jelita grubego

Analizujac wyniki przedstawione w tabeli 5 zaobserwowano, iz dla dziesigciu pacjentow
(ID pacjentow: 7, 11, 21, 23, 25, 30, 32, 35, 40, 41) czas zycia o-Ps [ns] w obu tkankach (w tkance
zdrowe i nowotworowej) nie roézni si¢ w granicach niepewnos$ci. Dla trzech pacjentow (/D
pacjentow: 26, 32, 35) intensywnos¢ o-Ps [%] w obu tkankach (w tkance zdrowej i nowotworowe;j)
nie r6zni si¢ w granicach niepewnosci.

Dla czterech pacjentéw (ID pacjentow: 9, 13, 22, 43) zauwazono odwrotng zalezno$¢ czasu
zycia 0-Ps [ns] w tkankach zdrowych oraz nowotworowych (w przypadku tych pacjentow, czas
zycia 0-Ps [ns] w tkankach zdrowych jest krotszy od czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach
nowotworowych) (tabela 5). Dla dziesieciu pacjentow (ID pacjentow: 5, 10, 12, 21, 22, 25, 39, 40,
41, 42) zauwazono odwrotng zalezno$¢ intensywnosci o-Ps [%] w tkankach zdrowych oraz
nowotworowych (w przypadku tych pacjentow, intensywnos¢ o-Ps [%] w tkankach zdrowych jest
nizsza od intensywnosci o-Ps [%] w tkankach nowotworowych) (tabela 5).

Dla o$miu pacjentéow (ID_pacjentow: 5, 10, 12, 16, 26, 34, 39, 42) zauwazono poprawng
zalezno$¢ czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych oraz nowotworowych (w przypadku tych

pacjentdw, czas zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych jest dluzszy od czasu zycia o-Ps [ns]
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w tkankach nowotworowych) (tabela 5). Dla dziewieciu pacjentéw (ID pacjentow: 7, 9, 11, 13, 16,
23, 30, 34, 43) zauwazono poprawng zaleznos¢ intensywnosci o-Ps [%] w tkankach zdrowych oraz
nowotworowych (w przypadku tych pacjentéw, intensywnos¢ o-Ps [%] w tkankach zdrowych jest
wyzsza od intensywnosci 0-Ps [%] w tkankach nowotworowych) (tabela 5). Przedstawione wyniki
sredniego czasu zycia atomu pozytonium, pokazuja, ze mimo pewnej tendencji, obserwowanej
w innych badaniach, w ktorych zmierzony czas zycia o-Ps dla tkanki nowotworowej byt krotszy niz
dla tkanki zdrowej [7], dla niektorych pacjentow nie zaobserwowano istotnych rdznic.

Analizujac rysunek 15a zaobserwowano, iz dla szesnastu pacjentow (ID_pacjentow: 3, 8,
14, 15, 16, 17, 25, 27, 28, 33, 34, 35, 37, 38, 40, 42) czas zycia 0-Ps [ns] w tkankach zdrowych nie
rézni si¢ w granicach niepewno$ci od $redniego czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych
(punkty lezace na linii odcigcia na rysunku 15a).

Dla osiemnastu pacjentow (ID pacjentow: 2, 7, 9, 11, 13, 18, 21, 22, 23, 26, 29, 30, 31, 32,
36, 39, 41, 43) czas zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych jest krotszy od $redniego czasu zycia o-Ps
[ns] w tkankach zdrowych (punkty lezace pod linig odcigcia na rysunku 15a). Dla czternastu
pacjentow (ID pacjentow: 2, 5, 7, 9, 16, 23, 26, 30, 32, 35, 39, 41, 42, 43) intensywno$¢ o-Ps [%]
w tkankach zdrowych jest nizsza od $redniej intensywnos$ci 0-Ps [%] w tkankach zdrowych (punkty
lezace pod linig odcigcia na rysunku 15b). Rozbiezno$ci w Srednim czasie zycia o-Ps wplynety na
niskie wartosci czutosci (27,3%) 1 swoistosci (15%) testu diagnostycznego, obliczone w tej pracy.
Do obliczenia parametréw czutosci 1 swoistosci testu, jako kryterium zdrowia lub choroby, przyjeto
wynik badania histopatologicznego danej tkanki, a za kryterium pozytywnej (P) lub negatywnej (V)
wartosci testu — oceng, czy warto$¢ czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych byta wigksza od
sredniej warto$ci czasu zycia o-Ps [ns] (TN) w tkankach zdrowych, za$§ dla prawdziwie
pozytywnych (TP) przyjeto czas zycia w tkankach nowotworowych dluzszy od $redniego czasu
zycia o-Ps [ns] w tkankach nowotworowych.

Dla szesciu pacjentow (ID_pacjentow: 1, 5, 6, 10, 12, 20) czas zycia o-Ps [ns] w tkankach
zdrowych jest dluzszy od $redniego czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach zdrowych (punkty lezace nad
linig odciecia na rysunku 15a). Dla dwudziestu szeSciu pacjentow (ID pacjentow: 1, 3, 6, 8, 10, 11,
12,13, 14, 15, 17, 18, 20, 21, 22, 25, 27, 28, 29, 31, 33, 34, 36, 37, 38, 40) intensywno$¢ o-Ps [%]
w tkankach zdrowych jest wyzsza od $redniej intensywnos$ci o-Ps [%] w tkankach zdrowych
(punkty lezace nad linig odcigcia na rysunku 15b).

Dla dwunastu pacjentow (/D pacjentow:. 5, 11, 12, 21, 23, 30, 32, 34, 35, 39, 41, 43) czas
zycia 0-Ps [ns] w tkankach nowotworowych nie rézni si¢ w granicach niepewnos$ci od $redniego
czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach nowotworowych (punkty lezace na linii odcigcia na rysunku 16a).

Dla dwoch pacjentéw (ID pacjentow: 12, 16) intensywnos¢ o-Ps [%] w tkankach nowotworowych
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nie rézni si¢ w granicach niepewnos$ci od $redniej intensywnosci o-Ps [%] w tkankach
nowotworowych (punkty lezace na linii odcigcia na rysunku 16b).

Dla czterech pacjentow (ID_pacjentow: 7, 16, 26, 42) czas zycia o-Ps [ns] w tkankach
nowotworowych jest krotszy od $redniego czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach nowotworowych
(punkty lezace pod linig odciecia na rysunku 16a). Dla jedenastu pacjentdw (ID pacjentow: 7, 9,
10, 11, 13, 21, 22, 23, 25, 34, 40) intensywnos¢ o-Ps [%] w tkankach nowotworowych jest nizsza
od sredniej intensywnosci 0-Ps [%] w tkankach nowotworowych (punkty lezace pod linig odcigcia
na rysunku 16b).

Dla szesciu pacjentow (ID pacjentow: 9, 10, 13, 22, 25, 40), czas zycia o-Ps [ns] w tkankach
nowotworowych jest dluzszy od $redniego czasu zycia o-Ps [ns] w tkankach nowotworowych
(punkty lezace nad linig odcigcia na rysunku 16a). Dla dziewigciu pacjentow (ID pacjentow: 5, 26,
30, 32, 35, 39, 41, 42, 43), intensywnos$¢ o-Ps [%] w tkankach nowotworowych jest wyzsza od
$redniej intensywnosci 0-Ps [%] w tkankach nowotworowych (punkty lezace nad linig odcigcia na

rysunku 16b).
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Podsumowanie

Przedstawione w pracy badanie dotyczyto mozliwosci zastosowania pozytonium jako
nowego biomarkera w diagnostyce nowotworu jelita grubego. Badanie mialo na celu
zweryfikowanie nastepujacej hipotezy badawczej: w tkankach zdrowych jelita grubego, sredni
czas Zycia orto-Pogytonium (o-Ps) jest dtuiszy, niz w tkankach nowotworowych.

Pomiary PALS pozwolity na okreslenie zalezno$ci czasu Zycia oraz intensywnos$ci o-Ps
w zdrowych 1 nowotworowych tkankach jelita grubego (tabela 5). Czas zycia o-Ps jest skorelowany
z wielko$cig tzw. ,,wolnych objetosci”, za§ intensywnos$¢ o-Ps — z ich zageszczeniem [3, 4]. Na
odwrotng zalezno$¢ czasu zycia oraz intensywnos$ci o-Ps, charakteryzujaca sie krotszym czasem
zycia o-Ps oraz nizsza intensywnos$cia o-Ps w tkankach zdrowych, w poréwnaniu z tkankami
nowotworowymi, mogta wplywa¢ m.in. znaczna ilo§¢ adipocytow w badanej tkance, ktore
wyrdzniaja si¢ obecnoscig duzej ilosci obszarow o niskiej lub zerowej gestosci elektronowej,
przedoperacyjna radio- lub chemioterapia, a takze obecno$¢ formaliny, w ktore utrwalono tkanki.

Przeprowadzone pomiary pozwolily rdwniez na okreslenie $redniego czasu zycia oraz
$redniej intensywnosci 0-Ps w zdrowych i nowotworowych tkankach jelita grubego (tabela 6).

Czulo$¢ 1 swoistos¢ testu diagnostycznego wykazata, iz 27,3% pacjentow chorych na
nowotwor jelita grubego zostalo poprawnie zdiagnozowanych, uzyskujac pozytywny wynik testu,
za$ 15% pacjentow zdrowych (nie chorujacych na nowotwor jelita grubego) zostato poprawnie
zdiagnozowanych, uzyskujac negatywny wynik testu.

Uzyskane wyniki nie pozwalaja na wskazanie jednoznacznych réznic w czasie zycia oraz
intensywno$ci 0-Ps w zdrowych oraz nowotworowych tkankach jelita grubego. W celu
potwierdzenia proponowanej hipotezy badawczej, konieczne byloby wykonanie wigkszej ilosci

pomiaréw wycinkéw jelita grubego.
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Whioski

Najwazniejsze wnioski, wynikajace z przeprowadzonych badan:

1. Przeprowadzona analiza potwierdzila, iz wykorzystywana technika PALS umozliwia

badanie utrwalonych probek biologicznych.

2. Wykonany test diagnostyczny, uwzgledniajacy czuto$¢ i swoistos¢ testu, pozwolil na ocene

prawdopodobienstwa poprawnosci postawionej diagnozy.

Uzyskane wyniki nie pozwalajg na wskazanie jednoznacznych réznic w czasie Zycia oraz
intensywnos$ci o-Ps w zdrowych oraz nowotworowych tkankach jelita grubego. W celu
potwierdzenia proponowanej hipotezy badawczej, konieczne bytoby wykonanie wigkszej ilosci
pomiaréw wycinkow jelita grubego.

Zastosowanie pozytonium w diagnostyce nowotworow jest obiecujace, jednak potrzebne sa

dalsze badania w celu okreslenia czynnikow odpowiedzialnych za obserwowane roznice.
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