Streszczenie

Hipoksja (niewystarczajacy poziom utlenowania tkanek) wystepuje w wielu chorobach
cywilizacyjnych i jest jedng z cech charakterystycznych nowotworéw. Wykazano, ze hipoksja
nie tylko koreluje z wiekszg inwazyjnoscig komorek nowotworowych, ale takze zmniejsza ich
czutos¢ na terapie przeciwnowotworowe. Na przestrzeni lat podjeto wiele prob zwigkszania
utlenowania guzéw nowotworowych, szczegdlnie w kontekscie radioterapii, jednak
w wickszosci okazaty sie one nieskuteczne. Mikropecherzyki tlenu daja nowe mozliwosci
rozwiazania tego problemu dostarczajgc tlen lokalnie do guza dzieki ich czulosci na impuls
ultradzwiekowy prowadzgcy do ich kawitacji. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie
skutecznosci lipidowych mikropecherzykow tlenu (ang. oxygen microbubbles, OMB) czulych
na ultradzwieki w dostarczaniu tlenu do guzéw nowotworowych i ich wplywu na efektywnosé

radioterapii.

Pierwszym etapem prezentowanych badan byto sprawdzenie stabilnosci, wrazliwosci na
impuls ultradZzwieki i uwalniania tlenu z mikropecherzykéow tlenu w roztworze. Uzyskane
wyniki pokazaly, ze badane mikropecherzyki sg stabilne w roztworze przez okoto 30 min, ich
rozmiar nie przekracza 10 um, a impuls ultradzwickowy prowadzi do ich rozbicia. Uwalnianie
tlenu zbadane zostalo z wykorzystaniem tlenometrii technika elektronowego rezonansu
paramagnetycznego. Wyniki pokazaty, ze roztwor OMB jest w stanie podnies¢ cisnienie
parcjalne tlenu roztworu do 160 mmHg. Na efekt ten skiadal si¢ zaréwno tlen niesiony
w nosniku jak i ten zamkniety w §rodku mikropecherzykow.

Kolejne etapy badan przeprowadzane byly in vivo w mysim modelu zaawansowanego

nowotworu piersi 4T1 rosnacego w pakiecie mlecznym myszy Balb/c.

Wykorzystanie mikropecherzykéw tlenu w walce z hipoksja nowotworowa wymaga
w pierwszej kolejnosci sprawdzenia ich potencjalnej toksycznoscei w tkankach prawidlowych.
Przeprowadzone analizy wykazaly, ze dozylna iniekcja mikropgcherzykow tlenu 1iich
pofaczenie z impulsem ultradZzwickow nie prowadzi do oksydacyjnych uszkodzen serca, nerek

i watroby.

Glownym celem prezentowanej pracy bylo sprawdzenie, czy mikropecherzyki tlenu sa
w stanie podniesc¢ cisnienie parcjalne tlenu w guzie nowotworowym. Badania przeprowadzono
z wykorzystaniem zaréwno spektroskopii jak iobrazowania tlenometrycznego technika
elektronowego rezonansu paramagnetycznego. Zanalizowano zarowno dozylne jak i doguzowe

podanie mikropecherzykow tlenu oraz mikropecherzykéw azotu jako kontroli procesu



kawitacji. Najwyzszy wzrost utlenowania zauwazono w grupach traktowanych zaréwno
mikropecherzykami tlenu jak iimpulsem ultradzwigkow, ale istotny wzrost wystgpowat
réwniez po podaniu samych mikropecherzykow tlenu i potaczeniu mikropecherzykow azotu
i impulsu ultradZzwiekéw. Efekt ten byt zlokalizowany w okolicach naczyn nowotworowych po
podaniu dozylnym i bardziej réwnomiernie rozmieszczony w obrgbie guza po podaniu
doguzowym. Co wiecej, trwal on miedzy 12 a 20 minut, co daje wystarczajgco duzo czasu, aby
wykorzysta¢ go do wzmocnienia efektywnosci radioterapii. Dodatkowo przeprowadzono
rOwniez pomiary saturacji hemoglobiny tlenem z wykorzystaniem obrazowania
fotoakustycznego, ktore pokazaty, ze w zwigkszeniu ci$nienia parcjalnego tlenu pod wpltywem
badanych mikropecherzykéw tlenu hemoglobina bierze udzial w niewielkim stopniu.
Utlenowanie guzoéw zbadano rowniez na poziomie biatek i genéw zwigzanych z unaczynieniem
i hipoksja. Wyniki pokazaly istotne zmniejszenie poziomu VEGF-A i HIF-1a 24 h po terapii
mikropecherzykami tlenu.

Biorgc pod uwage wykorzystanie kawitacji mikropecherzykéw do zwigkszania
przepuszczalnosci btony komodrkowej, naczyn i procesu wspomagajacego dostarczanie lekow
zbadano wplyw terapii mikropecherzykami tlenu na perfuzje¢ i mikrounaczynienie guza
nowotworowego. Zaobserwowano zwickszong penetracje barwnika Hoechst w grupach
traktowanych zaré6wno mikropecherzykami tlenu/azotu jak i impulsem ultradzwiekdw. Terapia
prowadzita takze do zmniejszenia optaszczenia naczyn przez perycyty przy jednoczesnym

zachowaniu niezmienionej gestosci mikronaczyn.

Ostatecznym sprawdzianem efektywnosci tej drogi dostarczania tlenu, najsilniejszego
znanego radiouczulacza, bylo zbadanie wplywu mikropecherzykéw tlenu na skutecznosé
radioterapii. Istotne spowolnienie wzrostu guza o ok 50 % po radioterapii widoczne bylo we
wszystkich badanych grupach. Niestety nie wudato sie wykaza¢ wplywu terapii
mikropecherzykami tlenu na przezycie zwierzat ze wzgledu na wysokie przerzutowanie
badanego modelu. Co wigcej, ilos¢ makroskopowych przerzutéw w ptucach istotnie zwigkszyta

si¢ po podaniu dozylnym mikropgcherzykow tlenu/ azotu i aplikacji impulsu ultradzwiekow.

Prezentowana praca pokazata, ze mikropecherzyki tlenu sg skutecznym sposobem
dostarczania tlenu do guza nowotworowego iprowadza do zwigkszenia skutecznosci
radioterapii. Efekty kawitacyjne w rejonie naczyn nowotworowych prowadza jednak do
wiekszego rozsiewu komorek nowotworowych, co uniemozliwia ich wykorzystanie kliniczne.
Dalsze badania majace na celu optymalizacje protokotu terapeutycznego sg konieczne, aby

zminimalizowac te szkodliwe efekty uboczne.
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