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2. Streszczenia

Terapia protonowa to jedna z najbardziej obiecujacych metod leczenia
nowotworow zlokalizowanych wewnatrz ciala pacjentow. Dzigki unikatowym
whasnosciom fizycznym wigzki protonow, mozliwe jest jej precyzyjne dopasowanie
do ksztaltu guza w celu zniszczenia tkanki nowotworowej przy jednoczesnej
ochronie przed promieniowaniem otaczajgcych guz tkanek prawidtowych. Terapia
protonowa jest stosowana w praktyce klinicznej, jednak w literaturze brakuje badan
przeprowadzonych na modelach zwierzecych. Celem niniejszej pracy byto
wypehienie tej luki. Podjeto réwniez probe optymalizacji obrazowania tkanek
mi¢kkich metodg mikro-tomografii komputerowej (micro-CT) na dwoch modelach
zwierzecych.

Ze skrawkow tkanki czerniaka Bomirskiego (Bomirski Hamster Melanoma-
BHM Ma) wyprowadzono lini¢ komérkowa w celu sprawdzenia tempa proliferacji
komorek. Badania na poziomie in vitro wykazaly, ze komorki maja krotki czas
podwojenia populacji, a ich aktywno$¢ migracyjna wzrasta wraz z ggstoscia
wysiania komorek.

Do przedniej komory lewego oka chomika syryjskiego inokulowano
skrawek tkanki guza BHM Ma. W pierwszej fazie obserwowano regresj¢ skrawka,
a po okoto 5 dniach rozpoczynal si¢ wzrost guza. Zwierzgta z guzami w przedniej
komorze oka napromieniano wigzka protonéw w dawkach jednorazowych: 6, 10, 20
i 30 Gy. Dodatkowo, czgsci zwierzat podawano lek antyangiogenny Avastin® lub
witaming D w celu wzmocnienia skutecznos$ci terapii protonowej. Gdy guz wypetnit
calag objetos¢ przedniej komory oka zwierzecia, wykonywano enukleacje gatki
ocznej. Czgs¢ z wypreparowanych galek ocznych wykorzystano w probach
optymalizacji obrazowania tkanek migkkich przy pomocy micro-CT.

Zaobserwowano, ze  napromienianie = guzow  wigzka  protonow
w jednorazowej dawce 10 Gy skutkuje spowolnieniem ich wzrostu, czego nie
zaobserwowano przy dawce 6 Gy. Zauwazono, ze dawka > 20 Gy powoduje
uszkodzenia tkanek prawidlowych struktur oka. Istotnym czynnikiem
determinujagcym skuteczno$¢ zastosowanej terapii protonowej byta wielko$¢ guza
W momencie napromieniania. Gdy objeto$é guza byla < 3 mm?® dochodzito do
znacznego spowolnienia wzrostu guza, Cczego nie obserwowano przy
napromienianiu guzéw o wickszej objetosci (powyzej 3 mm®). Unaczynienie
obrazowane przy pomocy USG stanowito staty odsetek objetosci guza na poziomie

25%. Rownoczesnie obserwowano istotny spadek funkcjonalnosci naczyn,
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przejawiajacy si¢ zmniejszeniem tempa przeptywu krwi w miare wzrostu objetosci
nowotworu. Zwierzgta, ktore napromieniano wigzka protonoéw, gdy guz w przedniej
komorze oka miat objetos¢ < 3 mm?® przezywaly znaczaco dtuzej (Srednio o 20 dni)
niz zwierzeta, ktorych guz byt wiekszy niz 3 mm?®. Zadna z przeprowadzonych
procedur terapeutycznych nie zmienita istotnie masy przerzutow w ptucach. Po
enukleacji, u niektorych chomikéw dochodzito do odrostu guza pierwotnego
W oczodole. Wznowy guza w oczodole powodowaty skrocenie czasu przezycia
zwierzat przy jednoczesnej redukcji masy przerzutow.

Optymalizacja protokotu przygotowania tkanek oka do obrazowania guzow
metoda micro-CT umozliwita uzyskanie wysokorozdzielczych, tréjwymiarowych
rekonstrukcji gatki ocznej wraz z guzem i jego unaczynieniem. Guzy BHM Ma sa
gesto unaczynione w calej objetosci guza co moze by¢ jedna z przyczyn
gwaltownego rozsiewu tego nowotworu.

W ramach powyzszej pracy podjeto rowniez probe ustabilizowania
alternatywnego modelu zwierzgcego do badania czerniakow gatki ocznej. W tym
celu inokulowano komorki ludzkiego czerniaka 92.1 w ilosci 10 tys. komorek do
tylnej czesci gatki ocznej myszy SCID. Zaobserwowano wzrost guzow u 33%
zwierzat w okresie do 82 dni od inokulacji. Gdy guz wypehnial cata gatke lub gdy
zauwazono pogorszenie stanu zwierzgcia przeprowadzano enukleacje. U zadnej
myszy nie zaobserwowano przerzutow do ptuc ani do watroby. Obrazy uzyskane
dzigki metodzie USG byly zbyt niskiej rozdzielczo$ci, aby przeprowadzi¢
wiarygodng analiz¢ ilosciowg stosunku objetosci guza do objetosci jego
unaczynienia. Obrazowanie metoda micro-CT pokazato, ze rozwdj unaczynienia
w tym modelu znacznie r6zni si¢ od obserwowanego przy wzroscie czerniaka BHM
Ma w przedniej komorze oka chomika. Unaczynienie guza 92.1 rozwija si¢ po
zewnetrznej stronie guza a nastepnie przechodzi w duze, martwicze strefy.

W pracy wykazano, ze model zwierzecy czerniaka BHM Ma jest przydatny
do badania skuteczno$ci protonoterapii. Obiecujacym kierunkiem rozwoju wiedzy
0 czerniakach galki ocznej moga sta¢ si¢ badania na ludzkich komorkach dajacych
guzy w oku u myszy SCID. Terapia wigzka protondéw jest skuteczna pod
warunkiem podjecia jej na wezesnym etapie wzrostu guza (do objetosci 3 mm®).
Waznym czynnikiem zwigzanym z procesem przerzutowania jest unaczynienie
guzoéw czerniaka, ktore rdzni si¢ znacznie w obu modelach. Znalezienie przerzutow
czerniaka u myszy pozwoliloby na dalsze poszerzenie badan, bo przerzuty sa

glowna przyczyna Smierci pacjentéw z czerniakiem oka.



Abstract

Proton therapy is one of the most promising method of treating cancers
localized inside of the patient’s body. Thanks to unique physical properties of
protons beam, it is possible to form a beam which perfectly fits to the shape of the
tumor and preserve surrounding healthy tissues. Proton therapy is used in clinical
practice, but there is lack of research about this technique based on animal models.
The main aim of this thesis is to fill in this gap. An attempt was also made to
optimize imaging of soft tissues with micro-computed tomography (micro-CT) with

the samples from two animal models.

A cell culture was established from the scrap of Bomirski Hamster Melanoma
(BHM Ma) tumor in order to check proliferation ratio of this cells. In vitro
experiments proved, that BHM Ma cells have very short doubling time and its

migration activity increase with the number of cells in the culture.

A small fragment of BHM Ma tissue was implanted into anterior chamber of
the Syrian hamster’s left eye. During the first phase the regression of the tissue
scrap was observed, and after approximately 5 days tumor started to grow. Animals
with the tumors in the anterior chamber of the eyeball were irradiated with the
proton beam in a single dose of 6, 10, 20 and 30 Gy. Additionally, to some of the
animals antiangiogenic drug (Avastin®) or vitamin D were administrated in order to
enhance effectiveness of the proton beam therapy. When the tumor completely filled
the anterior chamber of the animal eye, enucleation was performed. Some of the
obtained eyeballs were reserved for optimization of micro-CT imaging of soft

tissues.

Proton beam irradiation in a single dose of 10 Gy slowed down growth of the
primary tumor. This observation was not made with a dose of 6 Gy. Irradiation with
the proton beam in a single dose equal or larger than 20 Gy caused severe damage
of the healthy tissues of the eyeball. An essential factor which determined
effectiveness of the proton beam therapy was the size of the tumor at the time of
irradiation. When the volume of the tumor was < 3 mm?® at the time of irradiation,
the speed of tumor growth was reduced. This observation was not valid when the
size of the tumor was greater than 3 mm?® . Vascularization observed through
Ultrasonography (US) imaging occupied 25% of the tumor volume during the whole

time of tumor development. At the same time the reduction of vessels functionality



was observed, what was manifested with the decrease of speed of the blood flow
with the growth of the tumor. Animals, which were irradiated with the proton beam
when the size of the tumor was < 3 mm?® survived significantly longer (for
approximately 20 days) than animals irradiated when the tumor was larger than 3
mm®. None of the proposed therapeutic procedures reduced the amount of
metastasis in the lungs. In some cases, after the enucleation a regrowth of the
primary tumor in the orbit was observed. Regrowth of the tumor caused a significant

reduction of a mean survival of the animals and lack of metastasis in the lungs.

Optimization of the protocol of preparation eyeballs for micro-CT imaging
allowed to obtain a high quality, three- dimensional reconstructions of the eyeball,
tumor and its vascularization. BHM Ma tumors are densely vascularized in the
whole volume of the tumor what could be a reason for a high metastatic potential of

this tumor.

An attempt was made to establish an alternative in vivo model to continue
research on ocular melanoma. In order to do this, 10 thousand of human melanoma
cells 92.1 were implanted into the eye of SCID mice. The growth of the primary
tumor was observed in 33% of animals within 82 days after implantation.
Euthanasia was performed when the tumor filled in the eyeball or deterioration of
health conditions were observed. There was lack of metastasis to the lungs or livers.
Images obtained with US had poor resolution so it was impossible to perform a
reliable quantitative analysis of the tumor and vessels volume ratio. However,
micro-CT images presented that vascularization in this tumor is significantly
different than the one observed in BHM Ma tumors in the hamster eye.
Vascularization of the 92.1 tumor is well developed in the outturn parts of the tumor

and transform to large, necrotic spheres inside of the tumor.

This thesis states that in vivo model of BHM Ma tumor is useful in terms of
testing effectiveness of proton beam therapy. An interesting alternative could be
research on human cancer cells implanted into an eye of SCID mice. Proton beam
therapy is effective if it is performed at early stage of tumor development (volume <
3 mm?). An important factor which differ this two models is vascularization. A new
direction that should be tasted is finding metastasis in mice with human melanoma,

because this is the main reason of death of patients with ocular melanoma.



3. Wstep

3.1 Terapia wiazka protonéow

Pierwsze zastosowanie promieniowania jonizujagcego (a dokladniej
promieniowania X) w medycynie miato miejsce w 1895 roku [1]. W nastepnych
dekadach radioterapia stala si¢ wiodaca metoda terapeutyczng w onkologii.
Przez caly ten okres technika byla udoskonalana pod katem wigkszej
skutecznosci  biologicznej, redukcji uszkodzen tkanek prawidtowych czy
pozycjonowania pacjenta. Jako pierwszy istotng klinicznie rd6znice migdzy
powszechnie uzywanymi fotonami a protonami wykazal R. R. Wilson w 1946
roku [2] co szybko zostalo wykorzystane w probach leczenia wigzka protondw
pacjentek z nowotworem piersi [3]. Od tego czasu zainteresowanie tg tematyka
nieustannie ro$nie - na wykresie ponizej (Ryc.l) zaprezentowano liczbe
publikacji na podstawie wyszukania hasta ,,proton beam therapy” w bazie NCBI
PubMed. W porownaniu do terapii promieniowaniem X, rozwoj klinicznego
zastosowania terapii wigzka protondw byt jednakze do$¢ powolny, gtownie ze

wzgledu na techniczne trudnos$ci oraz wysoki koszt.



llo$¢ publikacji dt. terapii protonowej w latach 1960- 2018

1800 -
1600 -
1400 -
1200 ~
1000 ~

800 -

Liczba publikacji

600 -

400 -

Ryc. 1. Liczba publikacji dotyczgca terapii protonowej w latach 1960- 2018.
Wyniki na podstawie wyszukania wyrazenia ,,proton beam therapy” w bazie

danych NCBI PubMed dnia 16 pazdziernika 2018 roku.

3.1.1 Biofizyczne podstawy terapii wigzka protonow

Protony poruszaja si¢ prawie po linii prostej. W tym czasie traca swoja
energie¢ kinetyczng przez nieelastyczne, kolumbowskie oddziatywanie
Z mijanymi elektronami. Jesli jednak znajda si¢ w poblizu jadra atomowego,
wowczas  dochodzi do ich elastycznego wybicia i zmiany Kierunku ruchu.
W wyniku nieelastycznej interakcji z jadrem atomu dochodzi do pochlonigcia
pierwotnego protonu i wyemitowaniu neutronu, protonu i innych.
Promieniowanie hamowania nie ma duzego wplywu na skuteczno$¢ ani
doktadnos¢ terapii wigzkg protonow [4]. W Tab. 1 zebrano rodzaje interakcji
protondw z materig wraz z ich wptywem na trajektori¢ ruchu protonéw i zmiang

energii.
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Rodzaj

oddzialywania

Czasteczka, z ktora

oddzialuje

Wplyw na ruch

Znaczenie w terapii

Nieelastyczne

rozpraszanie

Elektron

Quasi-  jednolita

utrata energii

Determinuje dotarcie do

obszaru guza u pacjenta

Elastyczne

rozpraszanie

Jadro atomowe

Zmiana trajektorii

Determinuje doktadnosé
napromieniania wybranego

obszaru

Nieelastyczna

reakcja jadrowa

Jadro atomowe

Usunigcie z wiazki
protonu

wchodzacego w ta

Generacja nowych czastek,
ktore moga wchodzic w

reakcje z otaczajacg materia

interakcje

Tab. 1. Podsumowanie interakcji protonow w materii, ich wphyw na trajektorie
ruchu i utrate energii poczqtkowej a takze kliniczne implikacje poszczegolnych

zdarzen. Opracowano na podstawie pracy Newhauser’a i Zhang'a [4].

Utrata energii w jednostce drogi jest parametrem niezwykle istotnym
przy dozymetrii promieniowania przed wykonaniem terapii. Z dobrym
przyblizeniem zaklada si¢, ze fantom wodny wystarczajaco dobrze imituje
zachowanie wigzki protondw w organizmie cztowieka. W praktyce klinicznej
powszechnie przyjete jest juz stosowanie wodnych fantoméw do okreslenia
glebokosci penetracji i doktadnosci wigzki protonow [5]. Parametr, ktory jest
rownowaznikiem grubosci stupa wody (WET- Water-equivalent thickness)

umozliwia doktadne wyliczenie, gdzie zdeponowana zostanie najwicksza dawka

energii [6].

3.1.2 Penetracja wigzki protonow w materii w porownaniu z fotonami

W przypadku wigzki fotonow (promieniowanie X lub y), najwigkszy spadek
energii w jednostce drogi obserwuje si¢ w pierwsze] fazie oddzialywania
z materig, po ktorej dochodzi do dalszego, wyktadniczego spadku wraz
z glebokosciag penetracji. Jest to gtowna i1 najwazniejsza cecha, ktora odrdznia
fotony od protonéw, poniewaz wigzka protonow przy wejsciu do tkanki

zachowuje si¢ zupelnie inaczej - w pierwszej fazie dochodzi do bardzo niskiej
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absorpcji energii przez otaczajace tkanki, natomiast na samym koncu drogi
protonéw uwalniana jest bardzo duza ilos¢ energii. Miejsce, w ktorym dochodzi
do wyladowania energii nazywany jest pikiem Bragga [7]. W praktyce
onkologicznej oznacza to, ze przy naswietlaniu promieniowaniem X duzemu
uszkodzeniu ulega nie tylko tkanka nowotworowa, ale rowniez wszystkie tkanki,
ktore znajduja si¢ na drodze promieni Roentgena przed oraz za guzem.
W przypadku naswietlania wigzkg protonow mozliwe jest natomiast
dopasowanie energii i ksztaltu wigzki w taki sposob, aby zniszczeniu ulegt tylko
guz. Energia poczatkowa kazdego protonu determinuje glteboko$¢ penetracji
oraz amplitude piku Bragga [8]. Aby w sposob precyzyjny zniszczy¢ tkanke
nowotworowg niezbedne jest dokladne okreslenie jej lokalizacji, ksztattu
i grubosci. Nastepnie planuje si¢ taka superpozycje wigzek protonéw o rdéznych
energiach poczatkowych, aby powstaly w ten sposdb poszerzony pik Bragga
(SOBP- Spread Out Bragg Peak), pokryt caty obszar zmiany nowotworowej [7]
(Ryc.2).

Dystrybucja dawki energii docierajaca do poszczegolnych tkanek zalezna
jest od Liniowego Transferu Energii (LET- Linear Energy Transfer), ktory
okresla dawke energii utracong w jednostce drogi. Protony charakteryzuja si¢
niskg wartoscig LET na poczatku swojej drogi w tkance, natomiast na samym
koncu drogi warto$¢ ta moze wzrosngé ponad 100 krotnie [9]. Dla wiazki
fotoné6w obserwuje si¢ natomiast najwickszg wartos¢ LET w pierwszej fazie
oddzialywania z materig 1 warto$¢ ta eksponencjalnie spada. Nawet przy tej
samej warto$ci LET dla réznych czasteczek obserwowana jest rdzna gestosé
jonizacji, ktora w sposob bezposredni przektada si¢ na uszkodzenia komorkowe
(podrozdziat: 3.1.3).

Kolejnym parametrem, ktory stuzy do opisu efektywno$ci zastosowanego
promieniowania jest Wzgledna Skuteczno$¢ Biologiczna (ang. RBE- Relative
Biological Effecitvness). RBE opisuje skuteczno$¢ zastosowanego
promieniowania w poréwnaniu do promieniowania referencyjnego, ktorym jest
promieniowanie X (250kV). Wielkos¢ RBE nie jest wartoscig stalg, poniewaz
bardzo silnie zalezy od utlenowania napromienianych tkanek, zdolnosci
naprawczych organizmu czy tez sposobu frakcjonowania dawki [7,10]. Zaktada

sig, ze w przyblizeniu warto$¢ RBE dla promieniowania protonowego wynosi
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1,1 jednak w rzeczywistoSci warto$¢ ta moze by¢ zarowno wigksza jak

I mniejsza [11-13].

100

Wiazka fotonow

50
Poszerzony pik Bragga (SOBP)

Dawka [%o]

Wiazka protonéow

0 10 20
Glebokos¢ penetracji tkanki [cm]

Ryc. 2. Rozktad dawki wraz z glebokoscig penetracji dla wigzki protonow (kolor
czerwony) i fotonow (kolor rozowy). Na rysunku zaznaczono rowniez poszerzony
pik Bragga (kolor niebieski), ktory obejmuje caly obszar guza nowotworowego
(quz zaznaczony na czarno). Rysunek zmodyfikowano na podstawie ryciny
dostepnej on-line dnia 14 grudnia 2018 (http://gordon.mgh.harvard.edu/gc/wp-
content/uploads/therapyPeaks.png)

3.1.3 Uszkodzenia DNA powodowane przez wigzke protonow

Uszkodzenia DNA sg $ciSle zwigzane z indukowang promieniowaniem
jonizujagcym $miercig komorkowa badz mutacjami. Najczestszymi  sg
uszkodzenia spowodowane pojedynczymi (ang. SSB - Single Strand Breaks) lub
podwodjnymi (DSB - Double Strand Breaks) pg¢knieciami nici DNA[14]. Do

uszkodzen tych moze dojs¢ poprzez bezposrednie uszkodzenie nici DNA przez
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protony lub w sposob posredni, przez wolne rodniki powstate np. w procesie
radiolizy wody. Podwdjne pekniecie nici DNA bardzo czesto jest dla komorki
letalne, poniewaz moze m.in. prowadzi¢ do fragmentacji chromosomu[15]. Aby
si¢ przed tym uchroni¢ komodrka wiacza mechanizmy naprawcze takie jak np.
taczenie nichomologicznych zakonczen [16].

Do najpowazniejszych uszkodzen, do ktérych dochodzi pod wpltywem
napromieniania protonami sg tzw. uszkodzenia klastrowe. Okre$leniem tym
opisuje si¢ miejsce, W Ktorym na jednej lub obu sgsiadujgcych niciach DNA
dochodzi do szeregu nieprawidlowosci takich jak np. utlenienie, utrata lub
nieprawidlowe sparowanie zasady azotowej[17]. Liczba uszkodzen klastrowych
zalezy od gesto$¢ jonizacji promieniowania.

W odpowiedzi na uszkodzenia spowodowane terapig protonowsg komorki
eukariotyczne wigczaja szereg szlakow, ktorych celem jest opdznienie cyklu
komoérkowego oraz naprawa powstatych uszkodzen. Aktywacji ulegajg m.in.
Kinazy serynowo-treoninowe, ktore poprzez aktywacje kolejnych kinaz
i fosforylacje docelowych biatek (w tym p53) wydtuzaja cykl komorkowy[18].

Promieniowanie jonizujace wplywa takze na cate mikrosrodowisko
I komorki prawidlowe, ktore znajduja si¢ w obrgbie nowotworu (takie jak
fibroblasty czy komorki uktadu immunologicznego). Wiadomym jest, ze fotony
promujg proces przerzutowania oraz rozwoj naczyn neoangiogennych [19],
jednakze wpltyw protondéw na mikrosrodowisko guza nie jest jeszcze

jednoznacznie poznany.

3.1.4 Kliniczne zastosowanie terapii wigzka protonow

Terapia protonowa w leczeniu nowotwordow, ze wzgledu na swoje
wlasciwosci fizyczne, jest wykorzystywana gltownie do niszczenia guzdw
zlokalizowanych w organach krytycznych. Pojeciem tym opisuje si¢ narzady,
ktore sg szczegodlnie wrazliwe na promieniowanie. Wtasciwosci fizyczne wigzki
protondéw (opisane w 3.1.2) czynig jg idealng do przeprowadzania terapii guzow
wewnatrzczaszkowych, wymagajacych dawek przekraczajacych tolerancje

tkanek otaczajacych oraz dla tych, w ktorych kluczowym jest ograniczenie

14



dhugofalowych skutkow ubocznych klasycznej radioterapii [20]. Wykazano, ze
w przypadku terapii protonowej obserwuje si¢ wigkszy odsetek pacjentow
Z piecioletnim przezyciem oraz mniejsza liczbe skutkow ubocznych, przy terapii
wielu nowotworach wewnatrzczaszkowych, w tym struniakach [21], oponiakach

[22] czy chrzgstniakomigsakach [23].

Obecne dane Kkliniczne wskazuja, ze najczesciej stosowang metoda leczenia
czerniakow wewnatrzgatkowych jest usuniecie gatki ocznej (enukleacja).
Jednakze coraz czesSciej postuluje si¢, ze zarowno brachyterapia naszytymi na
gatke oczng radioaktywnymi ptytkami jak i protonoterapia mogg by¢ rownie
skuteczne. W porownaniu z brachyterapia, terapia protonowa ma wiele zalet:

- nie ma koniecznosci przeprowadzania jakiejkolwiek interwencji chirurgicznej,
- pacjent nie musi przebywacé w szpitalu,

- pracownicy nie sg narazeni na dodatkowe promieniowanie [24].

Po terapii protonowej nie tylko czerniakoéw oka, ale rowniez innych
guzow wewnatrzgatkowych obserwuje si¢ mniejsze prawdopodobienstwo
WZnowy guza pierwotnego w poréwnaniu do innych powszechnie stosowanych
metod leczenia. Dzigki terapii wigzka protonow mozliwe jest nie tylko catkowite

zniszczenie guza, ale rowniez zachowanie gatki ocznej i funkcji widzenia.

Pacjenci z nowotworami phluc najczesciej poddawani s3 radioterapii
konwencjonalnej, czyli przy uzyciu promieniowania X o energii w zakresie 60
do 400 keV. Jednakze wykazano [25], ze zastgpienie jej terapig protonowa,
znaczaco ogranicza niepozadane napromienienie prawidtowych struktur
pobliskich takich jak przelyk, zdrowe tkanki pluc czy tez szpik kostny.
Polaczenie terapii protonowej z chemioterapig znaczaco redukuje toksycznos¢
(w poréwnaniu do promieniowania X) przy jednoczesnym zachowaniu takiej
samej skutecznosci leczenia [23,24]. Ta forma terapii, ze wzglgdu na minimalng
ilos¢ skutkow ubocznych zalecana jest zwlaszcza dla pacjentow

w zaawansowanym stadium choroby [26].

Bardzo duza grupa pacjentow, dla ktérej terapia protonowa jest
najlepszym 1 najbezpieczniejszym rozwigzaniem sg dzieci. Jest to szczegolnie

istotne, poniewaz narazanie pacjentow w tak mtodym wieku na wysoka dawke
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promieniowania jonizujacego, moze doprowadzi¢ do rozwoju w poézniejszym
wicku nowotworéw wtornych [27]. Ponadto milodzi pacjenci poddani
radioterapii konwencjonalnej otrzymujg o wicle wigksza dawke promieniowania
do organdéw otaczajacych, ze wzgledu na rozmiar i bliskie rozmieszczenie
organéw U dziecka. Najczesciej do terapii protonowej kwalifikowani s mtodzi

pacjenci z nowotworami centralnego osrodka nerwowego [28].

3.2 Czerniaki galki ocznej

3.2.1 Ogolna charakterystyka

Czerniaki gatki ocznej wystepuja stosunkowo rzadko, ale ze wzgledu na
szybki rozwdj 1 tworzenie przerzutow odleglych, sa bardzo niebezpieczne.
Najczesciej wystepuja u mezczyzn rasy kaukaskiej w podeszlym wieku
(gwaltowny wzrost liczby rozpoznanych przypadkéw przypada miedzy 70 a 79
rokiem zycia) [29]. W ponad 80% przypadkow czerniaki wywodza si¢
Z melanocytéw naczynidwki, ale mozliwy jest rowniez wzrost z melanocytow
teczowki czy ciata rzeskowego [30]. Olbrzymia wigkszo$¢ czerniakow galki
ocznej to guzy pierwotne i tylko sporadycznie pojawiaja si¢ przerzuty czerniaka
skory do wnetrza gatki ocznej [31]. Czerniaki blony naczyniowej i ciata
rzeskowego nazywane sa czerniakami tylnej czesci oka i roznig si¢ od
czerniakow przedniej czgsci oka bardziej agresywnym wzrostem 1 rozsiewem
[29]. Obraz kliniczny czerniakow tylnej czesci oka jest zalezny od ich
pochodzenia, lokalizacji i momentu diagnozy. Szacuje si¢, ze okoto 30%
pacjentdw z czerniakiem blony naczyniowej nie odczuwa zadnych symptomow

choroby a do rozpoznania nowotworu dochodzi przez przypadek [33].

Pomimo rozwoju wielu nowych procedur terapeutycznych czerniakow
oka na przestrzeni ostatnich 30 lat, procent pacjentdow z 5 letnim czasem
przezycia 1 odsetek pacjentow z rozsiewem do organdéw dystalnych utrzymujg
si¢ nadal na tym samym poziomie (odpowiednio 80 i 50%) [34]. Tylko w 2%
przypadkéw komorki nowotworowe sg juz rozsiane W momencie wykrycia guza
pierwotnego [35]. Czerniak naczyniowki najczesciej daje przerzuty droga

naczyniowg do watroby, rzadziej do ptuc, skory czy kosci. Natomiast czerniak
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spojowki moze rozprzestrzeniaé si¢ zarOwno droga naczyniowa jak
I limfatyczna [36]. Tylko ok. 6% wszystkich czerniakdw oka stanowig czerniaki
ciata rzgskowego a ok. 4% naczyniowki. Na kazdym etapie rozwoju czerniakdw
moze doj$¢ do naciekania twardowki cO znacznie pogorsza rokowania
I zwigksza prawdopodobienstwo rozwoju przerzutow w watrobie. Przerzuty te
najczesciej sa rozsiane w calym organie dlatego rzadko podejmuje si¢ proby
leczenia operacyjnego [37]. W celu podj¢cia proby predykcji stopnia ztosliwosci
danego nowotworu, oprocz sprawdzenia obecnosci okreslonych aberracji
genetycznych, istotny jest obraz kliniczny. Do najistotniejszych parametrow
nalezy wielko$¢ guza pierwotnego, lokalizacja, barwa, obecnos$¢ krwotokow
wewnatrzgatkowych oraz wiek pacjenta [38]. Stan mikrounaczynienia guza jest
niezwykle istotny do okre§lenia potencjalu do przerzutowania guza
pierwotnego: chaotyczne, przeciekajgce i zapegtlone unaczynienie jest zlym
prognostykiem. Komorki czerniaka naczynidwki majg zdolno$¢ do indukowania
tzw. "mimikry naczyniowej". W procesie tym komorki nowotworowe
upodobniajg si¢ do komorek $rodbtonka i tworza sie¢, ktora imituje naczynia
krwionosne [39]. Zjawisko mimikry naczyniowej pojawia si¢ u az 67% guzéw
Z monosomig chromosomu 3 i moze by¢ promowane przez podwyzszony

poziom E-kadheryny [38].

Czerniaki naczyniowki charakteryzuja si¢ wieloma nieprawidtowo$ciami
w obrebie chromosomow, ktére spowodowane sa niestabilno$cia genomu.

Wsrdd najwazniejszych z nich wymienia sie:

1) catkowitg lub czeSciows utrate chromosomu 3 [40],

2) izodysomig lub trisomi¢ chromosomu 8q

3) dodatkowe fragmenty w obrebie chromosomu 6p [41].

Pierwsze dwie nieprawidlowosci $wiadcza o zwigkszonej zto§liwosci
nowotworu, a trzecia w sposob istotny statystycznie wydtuza przezycie chorego
[35]. Biologiczng cechg, ktora zle prognozuje dla pacjentow jest naciek
limfocytow do guza pierwotnego. Komorki CD3+ znajdujg sie¢ w okoto 40%
guzow czerniaka naczyniowki [42]. Najpowszechniej wystepujace mutacje w tej

grupie nowotwordw to wzajemnie wykluczajace si¢ mutacje GNAQ i GNAL1l
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[43]. Dodatkowo pojawiaja si¢ tez innego typu mutacje BAP1, SF3B1 czy
EIF1AX. Jesli chodzi o czerniaki spojowki, to molekularnie ma on wigcej cech
wspolnych z czerniakiem skoéry niz naczyniowki. Najwazniejszag mutacjg
0 znaczeniu klinicznym jest tutaj BRAF V600E, ktorej obecno$¢ implikuje

podatno$¢ na terapi¢ z zastosowaniem inhibitorow BRAF [36].

Melanina produkowana w organizmach zywych ma szereg korzystnych
funkcji, w tym ochrona przed promieniowaniem UV [44] oraz kamuflaz
chronigcy przed atakiem drapieznika [45]. Jednakze w kontek$cie leczenia
czerniakow, melanina, ze wzgledu na swoje wlasciwosci radioprotekcyjne, jest
ztym prognostykiem. Melanina chroni przed promieniowaniem na trzech

niezaleznych poziomach:

- pochtania promieniowa zaréwno UV [46]jak i jonizujace [47]
- wchodzi w reakcje z produktami foto- i radiolizy wody [48,49]
- zmniejsza wewnatrzkomorkowe stezenie tlenu [50] przez co komorka jest

mniej wrazliwa na promieniowanie

W czasie procesu melanogenezy akumulowana jest nie tylko melanina,
ale rowniez wiele produktow posrednich, ktore moga indukowac¢ dodatkowe
mutacje. Ponadto, szlak sygnatowy, zwigzany z procesem produkcji melaniny
czesciowo pokrywa sie ze szlakami aktywnymi przy nowotworzeniu [51]. Cechy
te sa glowna przyczyna krotszego czasu przezycia pacjentOw z mocno
upigmentowanymi guzami pierwotnymi czerniaka skory w poréwnaniu do
pacjentOw z guzami o mniejszym stopniu melanizacji zwlaszcza, gdy zostaly

zdiagnozowane dopiero na pdzniejszych etapach rozwoju klinicznego czerniaka

[52].

3.2.2 Modele zwierzece czerniakow oka

Zwierzece modele eksperymentalne s3 niezbedne do badania nowych
procedur terapeutycznych, dzigki ktorym zahamowany bylby wzrost guza oraz
jego rozsiew. Celem nadrzednym jest przetozenie wynikow z zakresu badan

podstawowych uzyskanych na modelach komoérkowych (in vitro) poprzez
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przedkliniczne badania na zwierzgtach (in vivo) do klinicznych prob 1, 2 i 3 fazy
[53]. W badaniu nowotworéw najczesciej wykorzystuje si¢ ksenogeniczne
przeszczepienie fragmentéw ludzkiego guza lub wyprowadzonych z nich linii
komoérkowych do ciata zwierzecia o uposledzonej odpornosci. Ograniczeniem
tej techniki jest konieczno$¢ badania wzrostu nowotworu bez petnej aktywnosci
uktadu immunologicznego, ktory musi by¢ uposledzony, aby przeszczep nie
zostal odrzucony. Powszechnie wykorzystuje si¢ do tego celu ludzkie linie
czerniakow, takie jak Mel290, Mel270, OCMS8 czy 92.1 [54], ktore implantuje
si¢. myszom, szczurom lub krolikom z niedoborem odpornosci. U myszy
zmodyfikowanych genetycznie, u ktérych spontanicznie pojawia si¢ okreslony
rodzaj nowotworu, nie wystepuje problem braku odpornosci. W ortotopowych
modelach wzrostu nowotworu, komorki czerniaka inokuluje si¢ do gatki ocznej
zwierzgcia. Modele te sg uzywane do badania przebiegu choroby i odpowiedzi
na terapi¢, ze wzgledu na fakt, ze nowotwory rozwijajace si¢ w swoim
naturalnym mikrosrodowisku najprawdopodobniej beda wykazywaé podobne
zachowanie jak ich ludzkie odpowiedniki [55]. Czgsto do oka myszy
implantowane sa mysie komorki czerniaka skory np. HCmell2, B16F10 lub
B16LS9. Najczesciej komorki wstrzykuje si¢ przez spojowke, rogéwke do tylnej
czesci gatki ocznej [56] lub do przedniej komory oka. W wyniku tego pojawiaja
si¢ lite, wewnatrzgatkowe czerniaki odpowiednie jako modele badawcze guzéw
ludzkich. U ludzi czerniaki oka przerzutujg glownie do watroby, a ze
wspomnianych modeli cechg te posiadaja np. komorki B16LS9, ktore zostaty
specjalnie pod tym katem wyselekcjonowane [53]. Te syngeniczne mysie
modele $wietnie nadajag si¢ do badania aspektow immunologicznych
i angiogenicznych rozwoju nowotworu. Do badania rozsiewu guza pierwotnego
najskuteczniejsze sg modele, w ktérych po wzroscie guza w galce ocznej,
wykonuje si¢ enukleacje [54]. Proponowane sg rowniez modele, w ktorych
komorki bezposrednio szczepi si¢ do watroby [57], $ledziony [58] badz podaje
do zyly ogonowej [59]. Wzrost czerniaka moze by¢ indukowany poprzez
ekspozycje zwierzat na rozne zwigzki rakotworcze np. 7,12- dimetylobenzan
antracanu [60] lub podawanie im do galki ocznej wirusoéw onkogennych [61].
Metody te sg jednak mato wydajne a powstale guzy na tyle réznorodne, ze

rzadko kiedy wykorzystuje si¢ te techniki w praktyce laboratoryjne;.
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Interesujacymi, wcigz mato popularnymi, modelami do badania reakcji
nowotworu na radioterapi¢ s3 chomiki syryjskie (obowigzujaca nazwa
gatunkowa: Chomiczek syryjski Mesocricetus auratus Waterhouse (1839)).
Zwierzeta te wykazuja w hodowlach niski polimorfizm alleli kodujacych
antygenty zgodno$ci tkankowej, dzigki czemu przyjmuja allogeniczne
przeszczepy skrawkéw nowotworu wywodzacego si¢ od innego chomika.
Czerniaki, ktore spontanicznie pojawily si¢ u chomikéw 1 zostaty wyizolowane,
to czerniak Greena [62], Fortnera [63] i Bomirskiego [64]. Pierwotnie czerniak
Bomirskiego wystepowatl tylko w formie upigmentowanej, jednak po kilku
latach pasazowania in vivo doszto do spontanicznej mutacji, w wyniku ktorej
komorki stracity zdolno$¢ do produkcji pigmentu, zwickszyty tempo proliferacji
co skutkowalo skroceniem czasu przezycia zwierzat obarczonych guzem
nieupigmentowanym przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby przerzutow [65].
W czasie hodowli laboratoryjnej dosztlo do wyizolowania kolejnego podtypu
czerniaka Bomirskiego, MI, ktory charakteryzowal si¢ wyzsza aktywnoscia
tyrozynazy, mniejszym upigmentowaniem i zdolnoscia do produkcji
feomelaniny [66]. Czerniaki Bomirskiego roznig si¢ od siebie radiowrazliwoscia

w zalezno$ci od stopnia upigmentowania [67].

Nie ulega watpliwosci, ze modele zwierzgce czerniaka gatki ocznej,
pomimo swoich ograniczen, w sposob znaczacy przyczynily si¢ do poznania

biologii tego nowotworu.

3.2.3 Proces przerzutowania

Wzrost przerzutu jest koncowym efektem wieloetapowego procesu
uwalniania komoérek z guza pierwotnego i ich adaptacji do Zycia w nowym
mikro-srodowisku. Mechanizm tego zjawiska jest ztozony i zalezy od szeregu
czynnikow - rodzaju komorek nowotworowych, ich réznorodnosci, zdolnosci do
proliferacji, interakcji z niszag metastatyczng czy tez od ogdlnego rozwoju
choroby i odpowiedzi na zastosowang terapi¢. Aby rozwinagl si¢ przerzut,
komorki uwolnione z guza pierwotnego muszg pokonaé przestrzen

miedzykomodrkowa oraz $rodblonek aby dosta¢ si¢ do naczynia krwiono$nego
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I/lub limfatycznego (tzw. intrawazacja), a nastgpnie przedosta¢ si¢ ze $wiatta
naczynia do otaczajacych tkanek (tzw. ekstrawazacja) gdzie osiedlajg si¢
i proliferujg. Zdolno$¢ komoérek nowotworowych do przechodzenia przez
poszczegolne bariery tkankowe zwigzana jest z wydzielaniem przez nie
enzymow proteolitycznych takich jak metaloproteinazy. Dzigki dynamicznemu
rozwojowi badan genetycznych, na przestrzeni lat powstato wiele modeli
probujacych odtworzy¢ proces przerzutowania. W klasycznym modelu progres;ji
nowotworu przyjmuje si¢, ze tylko okreslona subpopulacja komorek guza
pierwotnego ulega mutacji, dzigki ktorej komorki nabieraja cech zdolnych do
przedostania si¢ i1 zasiedlania innej niszy $rodowiskowej [68]. Wiele badan
potwierdzito poprawnos¢ tego modelu, wykazujac m.in. ekspresje specyficznych
genoéw okreslonej grupy komoérek nowotworowych, ktore predysponuja je do
zasiedlania konkretnych narzadow dystalnych [69]. Ten model wzrostu
nowotworu zaktada, ze aby doszto do utworzenia przerzutu, guz pierwotny musi
sktada¢ si¢ z wystarczajaco duzej liczby komorek. Nie thumaczy to wige
rzadkich, ale znanych przypadkéw, w ktorych obserwowany jest rozwoj
przerzutow bez identyfikacji guza pierwotnego [70]. Ponadto, w mysl modelu
progresji nowotworow, komorki ktoére nabyty zdolnosci do przerzutowania majg
te cechy utrzymywac i stabilnie przekazywa¢ z pokolenia na pokolenie.
Jednakze znane sa sytuacje, w ktorych komorki przerzutujace po kilku
podziatach traca te cechy. Ze wzgledu na obserwowane niescisto$ci tego
modelu, proponuje si¢ nowe, ktore uwzgledniaja tzw. ,heterogenng
dynamiczno$¢” nowotworéw [71]. Jesli prawda bytoby, ze komorki tworzace
przerzut maja stabilne genetycznie cechy umozliwiajace im stata ekspansje do
innych organdw, to guzy wtdrne powinny szybciej 1 z wigksza wydajnoscia
formowa¢ kolejne ogniska nowotworowe w nastgpnych niszach. Brak takich
obserwacji klinicznych uwzglednit w swoim modelu Weiss [72], ktory
postuluje, ze komorki, z ktérych powstaje przerzut sa zaadoptowane do jego
formowania tylko w konkretnych warunkach, w danym czasie.  Nawet
w przypadku tego samego rodzaju nowotworu jego rozwdj i ewentualny

rozsiew jest zalezny od indywidualnego profilu genetycznego pacjenta [73].

Tworem, ktérego udzial w procesie przerzutowania zaczyna by¢ coraz

czgsciej dyskutowany jest interstitium. Interstitium, zwane rOwniez
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$r6dmiagzszem, jest organem, ktory po raz pierwszy doktadnie opisano w 2018
roku [74], cho¢ jego istnienie podejrzewano juz wczesniej. Jego najwazniejsze
i podstawowe funkcje to bycie glownym zrodtem limfy i najwiekszym
magazynem wody w ciele cztowieka. Doktadny opis wykonano dopiero obecnie,
poniewaz do badania organéw i tkanek powszechnie wykorzystywano metody
histologiczne. Jednakze po wypreparowaniu organu $rodmigzsze si¢ zapada
i scala z tkanka lgczng. Interstitium zaobserwowano po raz pierwszy dzieki
wykorzystaniu konfokalnej endomikroskopii (pCLE), ktéra umozliwia w czasie
przeprowadzania badania endoskopowego zobrazowanie tkanek na glgbokos¢
60-70 um. Benias at al. [74] opisali, ze po wstrzykni¢ciu fluoresceiny
w obrazowaniu pCLE zewnatrzwatrobowego kanalika zolciowego ukazata sie
nieznana dotad struktura o wzorcu siatkowatym z zatokami wypelionymi
fluoresceing. Bardzo szybkie zamrozenie tkanki pobranej w czasie biopsji
umozliwilo zachowanie anatomii interstitium wykazujac, ze jest to czeS¢
podsluzowki z przestrzeniami $rédmigzszowymi wypelionymi ptynem, ktore
wsparte sg na sieci grubych wigzek kolagenu. Interstitium obecne jest w wielu
miejscach w ciele cztowieka, ktére podlegaja przerywanym i rytmicznym
kompresjom w tym- w przewodzie zotadkowo-jelitowym, uktadzie moczowym,
w skorze wlasciwej, tkankach migkkich okoto-skrzelowych czy okototetniczych.
By¢ moze interstitium petni funkcje ochronng i buforuje mechaniczne naciski na

delikatniejsze tkanki.

Jest prawdopodobne, Ze struktura opisana m.in w pracy Alexander
i wsp. [75] jako przestrzenie $§rodmigzszowe zidentyfikowane przy badaniach
klastrow komorek nowotworowych to wilasnie interstitium. Obecno$¢ sieci
kanatéw pods§luzowkowych w przewodzie pokarmowym i w drogach
moczowych moze tlumaczy¢é znacznie zwigkszone prawdopodobienstwo
przerzutow, gdy guz pierwotny dotrze do warstwy podsluzowkowej danej
tkanki. Obecnos¢ kanatow wypetionych pltynem by¢ moze jest przyczyng, dla
ktorej obserwowana jest duzo wigksza liczba przerzutow przy czerniakach
0 wigkszej grubosci w skali Breslowa [76]. Dodatkowo postuluje sie, ze
zwigkszona ekspozycja tkanek otoczonych intertsitium na ucisk moze w sposob
mechaniczny przepycha¢ komorki nowotworowe dalej co rdéwniez moze

zwiekszy¢ ilo$¢ przerzutow [74].
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3.2.4 Rola unaczynienia w rozwoju i rozsiewie nowotworu

Rola unaczynienia w rozwoju guzow pierwotnych jak i ich rozsiewie do
organéw dystalnych jest kluczowa. Angiogeneza, czyli proces powstawania
nowych naczyn krwiono$nych w guzie pierwotnym, jest nie tylko istotnym
czynnikiem prognostycznym wzrostu i rozwoju nowotworu, ale rowniez
potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowych [77]. Naczynia te
zaopatrujg nowotwor w skladniki niezbedne do przezycia i dalszego wzrostu
oraz umozliwiajag komoérkom przedostanie si¢ do uktadu krwionosnego w celu
osiedlenia si¢ w niszy metastatycznej. W przypadku nowotwordéw, ktorych
srednica nie przekracza jeszcze kilku milimetrow, hipoksja reguluje proces
angiogenezy gtéwnie poprzez czynnik indukowany hipoksja (HIF-1). Przy zbyt
niskim stezeniu tlenu dochodzi do zwigkszonej produkcji m.in. czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF) co zwieksza rekrutacje komorek
srodbtonka i formowanie nowych naczyn w obrgbie objetym hipoksja. Obnizony
poziom tlenu skutkuje rowniez aktywacja komorek uktadu odpornosciowego,
w tym makrofagéw, monocytow czy komorek progenitorowych takich jak
mezenchymalne komoérki macierzyste [78]. Hipoksja powoduje roéwniez
zaburzenie poziomu tlenku azotu (NO), poniewaz tlen jest kluczowym
substratem w produkcji NO i reguluje aktywno$¢ enzymoéw biorgcych udziat
w jego powstawaniu (neuronalna, endotelialna i inudkowalna syntaza tlenku
azotu) [79]. Poczatkowo angiogeneza spelnia swoja role i dostarcza
nowotworowi sktadnikow odzywczych, jednak jego bardzo szybki wzrost
powoduje, ze nie w pelni funkcjonalne, dziurawe 1 chaotycznie zorganizowane
naczynia nie spetniaja swojej roli efektywnie [80]. W warunkach fizjologicznej
angiogenezy (np. przy gojeniu ran) perycyty aktywowane przez ptytkopochodny
czynnik wzrostu (PDGF) stabilizuja nowopowstate naczynia. Jednakze
w mikro§rodowisku nowotworowym ciggla remodulacja sieci naczyn
krwiono$nych indukowana przez fibroblasty zwigzane z nowotworami (CAFS)
czy licznych metaloproteinaz, uniemozliwia im to zadanie. Nieprawidlowa
organizacja naczyn krwionos$nych w obrgbie nowotworu powoduje tez, ze tempo
przeptywu krwi jest znaczaco mniejsze, co przeklada si¢ na gorsze utlenienie

tkanki [81]. Komoérki nowotworowe, komorki mikrosrodowiska czy komorki
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uktadu immunologicznego wydzielaja szereg czynnikéw, ktoére wplywaja na
delikatng rownowage, ktora jest niezbedna do formowania si¢ prawidlowych
naczyn krwionosnych. Na ryc. 3 przedstawiono czynniki zar6wno pobudzajace

jak 1 hamujace proces angiogenezy.

VEGF- /
A, B,C,D /
HIF-1,2,3 T
A, B, C,D
CXC- /

e FGF-1,2 TGF B-
/ 1,23

Czynniki proangiogenne / Czynniki antyangiogenne

N

» Wlhacz” / /

Ryc. 3. Schemat obrazujgcy rownowage miedzy czynnikami — pro-

» Wylacz”

| antyangiogennymi. Zaburzenie migdzy nimi powoduje rozpoczecie bgdz
zahamowanie procesu angiogenezy. VEGF- czynnik wzrostu Sréodblonka
naczyniowego, HIF- Czynnik indukowany hipoksjq, PDGF- plytkopochodny
czynnik wzrostu, CXC- chemokiny, FGF- czynnik wzrostu fibrobolastow, TGF /-
transformujgcy  czynnik  wzrostu i, PEDF-  czynnik  pochodzgcy

Z upigmentowanego nabtonka, Ang- Angioproteina

3.2.5 Terapie kliniczne czerniakow oka

Terapia czerniakow oka jest bardzo czgsto postrzegana przez pryzmat
enukleacji jako radykalna i konserwatywna [82]. Jednak obecnie, zwlaszcza
przy czerniakach naczyniowki, czgsciej stosowana jest brachyterapia [83].
Metoda ta polega na kontaktowym napromienianiu zmian nowotworowych

poprzez naszycie w odpowiednim miejscu ptytki z promieniotworczym
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kobaltem, rutenem lub jodem [84]. W terapii czerniaka naczyniowki najczesciej
stosowana jest brachyterapia z wykorzystaniem wysokiej dawki energii (4Gy/h)
co skutkuje zmniejszong liczbg przerzutow 1 mniejszym prawdopodobienstwem
nawrotu guza pierwotnego. Terapia protonowa jest cze¢sto wykorzystywana
W leczeniu nowotworow organow krytycznych, w tym czerniaka oka.
W przypadku niewielkich, upigmentowanych czerniakow naczynidwki stosuje
si¢ rOwniez termoterapie, ktorej celem jest wywotanie hipertermii przy pomocy
laserowej wigzki promieniowania podczerwonego [82]. Coraz wigkszym
zainteresowaniem, podobnie jak w przypadku pozostalych chorob
onkologicznych, cieszg si¢ tak zwane terapie kombinowane w tym taczenie
radioterapii z immunoterapig [85] lub podaniem lekow np. antyangiogennych

lub cytostatycznych [38,86].

Podejmowane sg takze proby podawania egzogennych czynnikéw, ktore
wplywaja na zmiang balansu pomig¢dzy czynnikami pro- i antyangiogennymi.
Na rynku istnieje juz szereg lekow, ktore hamuja rozwdj unaczynienia w wielu
rodzajach nowotworow czy tez w wysickowym zwyrodnieniu plamki zoltej
[81]. Jednym z takich lekoéw jest bewacizumab, ktory jest rekombinowanym,
humanizowanym przeciwcialem monoklonalnym taczacym si¢ z VEGF.
Wytwarzany jest na drodze rekombinacji DNA w komorkach jajnika chomika
chinskiego [87]. Jego uzycie znajduje zastosowanie w leczeniu wielu chorob,
takich jak nowotwory jelita grubego, nieptaskonabtonkowe nowotwory ptuc,
raki nerkowokomorkowe czy nowotwory jajnikéw. Bewacizumab w niektorych
przypadkach moze by¢ stosowany jako lek samodzielny a w innych jako lek
wspomagajacy,  poniewaz  zwigksza  skuteczno$¢  innych  terapii
przeciwnowotworowych (w tym chemioterapii). Wsrod innych lekoéw
hamujacych formowanie naczyn krwiono$nych na drodze wigzania VEGF
nalezy wymieni¢ aflibercept oraz pegaptanib stosowane gtownie w leczeniu
wysiekowego zwyrodnienia plamki zéttej lub nowotworu jelita grubego [81].
Osobng grupe lekow antyangiogennych stanowig inhibitory kinazy tyrozynowej,
takie jak np. pazopanib, ktore oddziatuja z wieloma receptorami czynnikéw
wzrostu, w tym FGF, PDF czy VEGF.

Szacuje si¢, ze okoto miliard ludzi na calym $wieci cierpi na niedobor

witaminy D, co niesie ze sobg szereg komplikacji zdrowotnych ze wzgledu na
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szerokie spektrum dziatania witaminy D. Do podstawowych jej funkcji
W organizmie czlowieka zalicza si¢ nie tylko pomoc w utrzymaniu réwnowagi
gospodarki wapniowo- fosforowej i prawidtowym funkcjonowaniu uktadu
ruchu, ale rowniez udziat w regulacji funkcjonowania uktadu krwiono$nego,
immunologicznego i nerwowego [88]. Tak wszechstronne dziatanie witaminy
D zwigzane jest z jej oddzialywaniem na plaszczyzn wielu plaszczyznach,
wtym na regulacj¢ proliferacji komorek, ich roznicowania czy $mierci
komorkowej. W literaturze co raz czg$ciej znajduje si¢ doniesienia, mowiace
0 tym, ze witamina D moze hamowa¢ proliferacje komoérek czerniaka [89,90]

oraz uczula¢ komorki czerniaka na promieniowanie protonowe [91].

3.3 Obrazowanie wzrostu guzéw pierwotnych i ich unaczynienia

Wewnatrzgatkowe czerniaki, bez wzgledu na swoje pochodzenie,
charakteryzuja si¢ przerzutowaniem tylko i wytacznie na drodze hematogenne;j
poniewaz w oku nie ma drenazu limfatycznego. Z tego wzgledu wizualizacja
skomplikowanej i chaotycznej trojwymiarowej sieci naczyn krwionosnych jest
niezbedna, aby dowiedzie¢ si¢ wiecej o rozwoju i rozsiewie czerniakdéw gatki
ocznej. Ponizej przedstawiono trzy wybrane metody, ktére s stosowane w tym

celu w modelach zwierzecych.

3.3.1 Metoda korozyjna

Uwidacznianie naczyn krwiono$nych metoda korozyjng polega na
podaniu dozylnym zywicy po uprzednim wyparciu z naczyn krwi (np. poprzez
podanie roztworu fizjologicznego). Nastgpnie trawi si¢ guz a naczynia
wypetione Merkoksem pokrywa ztotem. Otrzymane w ten sposob odlewy
fotografuje si¢ przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego uzyskujac
quasi- trojwymiarowa sie¢ unaczynienia. Mozliwe sg do rozrdznienia tetnice,
zyly, kapilary, nieprawidtowosci charakterystyczne dla naczyn neoangiogennych

oraz ich wzajemne rozmieszczenie w przestrzeni [92]. W oparciu o0 t¢ metode
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opracowano ilo§ciowa klasyfikacj¢ opisujaca topologi¢ unaczynienia W guzach
na przyktadzie nowotworu piersi [93] . Dzigki temu mozliwe jest numeryczne
przedstawienie heterogenno$ci unaczynienia w réznych typach nowotwordw.
Nalezy jednak mie¢ $§wiadomo$¢, ze znaczacym ograniczeniem tej metody jest
analiza dwuwymiarowych obrazow trojwymiarowych projekcji. Wszystkie
informacje zwigzane z analizg przestrzenng sa wigc bardzo niedoktadne [92].
Aby uzyska¢ informacje o trojwymiarowej strukturze naczyn, niezbgednym jest
potaczenie metody korozyjnej z inng technika, np. angiografi3. Metoda
korozyjna umozliwia precyzyjna charakterystyke naczyn krwiono$nych w guzie
czerniaka Bomirskiego zlokalizowanego w przedniej komorze oka [94] .
Naczynia w tym guzie pochodza z teczowki, nie wykazuja hierarchicznej
organizacji, sg nieregularne 1 nieszczelne. Kapilary obserwowane w srodku masy
guza mialy stosunkowo duzg S$rednice (15-25 um) i nierowne brzegi
Z miejscowymi przewezeniami. Dzigki zastosowanej metodzie udato si¢ ocenié
nieszczelno$¢ naczyn, z ktorych miejscami wyciekata zywica. Dziury te miaty
srednio szeroko$¢ 1-5 pm. Kapilary w $rodku guza byly mocno ze sobg

polaczone, natomiast te na peryferiach masy guza miaty strukture dendrytyczna.

Metoda korozyjna znalazta rowniez zastosowanie w obrazowaniu

mikrounaczynienia kory mézgu [95], pecherza [96] czy nerek [97].

3.3.2 Ultrasonografia Dopplerowska

W celu okreslenia skuteczno$ci zastosowania wigzki protonow, istotnym
jest znajomo$¢ morfologicznych parametréw naczyn takich jak dlugos¢ naczyn
krwionosnych, ich powierzchnia, objetos¢ czy poziom rozgale¢zienia oraz
parametréw funkcjonalnych, takich jak tempo przeptywu krwi, hemodynamika,
przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych, pH czy utlenowanie tkanki [98].
Niestety nadal brakuje metody, ktora pozwolitaby w sposob systemowy
zmierzy¢ wszystkie te parametry w sposob nieinwazyjny, powtarzalny i tani.
Badanie ultrasonograficzne (USG) jest bardzo wygodna technika, ze wzgledu na
swojg prostote, szybkos¢ i bezpieczenstwo dla pacjenta. Jest stosowana jest jako

narzedzie diagnostyczne wzrostu nowotworu i jego rozsiewu od lat 60 XX
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wieku. Glowica USG wysyla ultradzwigki, ktore odbijajg si¢ na granicy
osrodkow a nastepnie wracaja do glowicy. Kazdy badany os$rodek ma swoja
impedancje co skutkuje odmiennymi wspdiczynnikami odbicia 1 mozliwos$cia
rozrdznienia poszczegolnych struktur [99]. W rezultacie otrzymany obraz jest
echogeniczng mapa badanej tkanki. W Kkontekscie choréb nowotworowych,
klasyczna prezentacja B (dwuwymiarowa prezentacja obrazowanego obszaru
Z r6zng jaskrawoscig punktéw) umozliwia okreslenie umiejscowienia guza oraz
obliczenie jego objetosci. Przy uzyciu prezentacji Doppler mozliwe jest
dodatkowo zobrazowanie naczyn krwiono$nych oraz okreslenie tempa
przepltywu krwi. Ultradzwigki odbijajace si¢ od plynacych czerwonych krwinek
powoduja zmiane czgstotliwosci fal wystanych z glowicy co umozliwia
obliczenie predkosci przeptywu krwi z wykorzystaniem zjawiska Dopplera.
Obrazowanie USG jest bardzo praktyczne, jednak nalezy zdawaé sobie sprawe
Z jego ograniczen wynikajacych ze stosunkowo niskiej rozdzielczosci. Probuje
si¢ ja zwigksza¢ np. poprzez dozylne podawanie mikropecherzykéw [100].
Standardowo maja one $rednice w zakresie od 1 do 4um 1 sktadajace si¢
z elastycznej powtoki (np. lipidowej), ktora tworzy pecherzyk wypetniony

gazem (np. azotem).

Ultrasonografia znajduje takze szerokie zastosowanie w okulistyce
klinicznej. Dzigki temu badaniu mozliwe jest rozréznienie szeregu
prawidtowych struktur, w tym rogéwki, teczowki czy przedniej komory [101].
Najwazniejsze jest jednak jej zastosowanie w diagnostyce stanow
patologicznych, takich jak Kkatarakta, oderwanie siatkowki czy guzy
wewnatrzgatkowe. Niektore typy nowotworow wewnatrzgatkowych majg swoj
charakterystyczny ,,echogeniczny podpis”, ktéry umozliwia ich identyfikacje.
Najwieksza zaletg zastosowania USG do identyfikacji nowotworéw w obrebie
galki ocznej jest mozliwos¢ wykonania wirtualnych przekrojow guza w sposob
nieinwazyjny 1 nienarazajacy pacjenta na promieniowanie. U dorostych
pacjentéw dzigki tej] metodzie najczgsciej diagnozowany jest czerniak
naczynidwki, natomiast u dzieci retinoblastoma. Niektére stany patologiczne
(takie jak np. krwotok do ciata szklistego czy stan zapalny) moga dawac
podobne objawy kliniczne lub maskowa¢ obecnos$¢ zmiany nowotworowe;j,

ktéra widoczna bedzie po wykonaniu badania USG .W przypadku czerniaka
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skory badanie USG umozliwia wyznaczenie wspdtczynnika wg. skali Breslow.
Okresla ona maksymalng grubo§¢ nowotworu, ktdra jest istotnym czynnikiem
prognostycznym zwigzanym z potencjalem do przerzutowania. Warto$¢ ta
okresla margines z jakim nalezy usung¢ zmian¢ nowotworowg oraz determinuje
sposob postgpowania z sasiadujgcymi weztami chtonnymi [102]. Analiza
unaczynienia z uzyciem trybu Doppler pozwala tez z wysoka specyficznos$cia,
cho¢ zmienng czuto$cia, okresli¢ stopien ztosliwosci danego czerniaka skory.
Czerniak naczynidéwki moze nie tylko wystepowa¢ w roznej lokalizacji, ale
réwniez przybiera¢ rozne ksztalty - od grzybiastego do kopulastego. W czasie
rozwoju ich ksztalt si¢ zmienia, przez sferyczny, -elipsoidalny az do
nieregularnego po przerwaniu btony Brucha [103]. Standardowy pomiar
srednicy 1 wierzchota wysokos$ci nie bedzie wigc wystarczajacy w przypadku
guzoéw o tak zrdéznicowanym i zmiennym ksztalcie. Metoda USG umozliwia
wyliczenie niezaleznej od ksztaltu trojwymiarowej objetosci guza co moze

istotnie wptyna¢ na prognozy jego rozwoju.

3.3.3 Mikro-tomografia komputerowa

Nowa metoda obrazowania guzéw pierwotnych 1 ich unaczynienia jest
mikro-tomografia komputerowa. Technika ta opiera si¢ na tworzeniu ztozen
projekcji uzyskanych dzigki promieniowaniu X na poszczego6lnych przekrojach
badanego obiektu. W zwigzku z tym, ze promieniowanie X oddziatuje
z elektronami, jadrami i polami elektrycznymi, najtatwiejsze do uzyskania sa
obrazy obiektow, ktore sktadaja si¢ z molekut o wysokiej liczbie atomowe;.
Stozkowa wiazka promieniowania X pada na probke, przechodzi przez nig
| zbierana jest przez detektor. Wigzka taka jest ostabiona, poniewaz w czasie

penetracji przez probke ulega ona oddziatywaniu z otaczajaca materia.

W zaleznosci od uktadu, albo probka albo zrdédto promieniowania
obracajg si¢ o niewielki kat i rejestrowana jest kolejna projekcja. Jesli chodzi
0 biologiczne obrazowanie tkanek migkkich, ktore sktadaja si¢ glownie
z atomdw o niskiej liczbie atomowej (takich jak tlen czy wegiel) niezbedne jest

wzmocnienie kontrastu przy pomocy barwnikéw [104]. Na koncu pomiaru
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uzyskuje si¢ szereg dwuwymiarowych obrazéw, z ktorych tworzy sie

trojwymiarowa rekonstrukcje.

Biomedyczne zastosowania micro-CT w duzym stopniu opieraja si¢ na
wysoko zmineralizowanych tkankach. Metoda ta znalazta wiec swoje
zastosowanie w badaniu kamicy nerkowej [105], osteoporozy [106] czy
w stomatologii [107]. Na poziomie ex vivo metoda ta praktycznie nie ma
ograniczen - odpowiednie wybarwienie tkanki umozliwia jej zobrazowanie
z bardzo duzg rozdzielczoscig (nawet ponizej lum). Niemniej jednak co raz
czgSciej pojawiajg si¢ doniesienia o wykorzystaniu tej metody do przezyciowego
obrazowania rozwoju nowotwordw i ich unaczynienia. Dzigki powstawaniu
nowych srodkoéw kontrastujacych, takich jak np. ViscoverExiTron Nano 12,000
[108], mozliwe jest obrazowanie nawet najdrobniejszych naczyn krwiono$nych,
poniewaz zwigzek ten znaczaco zwicksza Kkontrast, jest nietoksyczny

I wystarczajaco dlugo utrzymuje si¢ w uktadzie krwiono$nym.
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4. Cele pracy

Celem niniejszej pracy jest odpowiedz na pytanie, czy terapia protonowa jest

odpowiednia bronig przeciwko czerniakowi rosngcemu w oku. Sformulowano

nastepujace cele szczegolowe:

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

Zbadanie aktywnos$ci migracyjnej komérek BHM Ma na poziomie in vitro.
Nieinwazyjne monitorowanie rozwoju i stanu unaczynienia guzow BHM Ma
rosngcych w przedniej komorze oka w trakcie ich rozwoju.

Optymalizacja obrazowania tkanek migkkich metoda mikro-tomografii
komputerowe] na przyktadzie guzow BHM Ma wzrastajacych w przedniej
komorze oka chomikoéw syryjskich.

Analiza zachowania guzow po traktowaniu wigzka protonow w wybranych
dawkach, w celu wyznaczenie jednorazowej dawki wiagzki protonow, przy ktorej
napromienianie guza BHM Ma w przedniej komorze oka chomika syryjskiego
bedzie hamowalo wzrost guza pierwotnego przy jednoczesnym zachowaniu
funkcji prawidtowych struktur oka.

Sprawdzenie czy wsparcie terapii protonowej czynnikami dodatkowymi
W postaci leku antyangiogennego Avastin® lub witaminy D w modelu
zwierzecym spowolni lub zatrzyma wzrostu guza.

Analiza czasu przezycia zwierzat obarczonych guzem BHM Ma w przednie;j
komorze oka po zastosowaniu terapii protonowej lub terapii protonowej
uzupetnionej lekiem Avastin® lub witaming D.

Okres$lenie lokalizacji 1 liczby przerzutow u wszystkich badanych zwierzat

eksperymentalnych.
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5. Materialy i metody

5.1. Hodowla in vitro.

Hodowle in vitro komérek BHM Ma zalozono poprzez pobranie kilku
skrawkoéw z tkanki guza rosngcego podskoérnie na prawym boku chomika syryjskiego.
Skrawki umieszczono w butelkach do hodowli komoérkowych (TPP, Szwajcaria)
w pozywce RPMI z dodatkiem 20% cielgcej surowicy ptodowej (Biological Indistries,
USA). Komorki wyrosty z pierwotnego eksplantatu (Ryc. 4). Przy uzyciu trypsyny
przeprowadzono dysagregacje komorkowa, ktora przerwano po 90 sekundach przez
dodanie surowicy. Komorki zostaty odseparowane poprzez wirowanie i wysiane na
nowg butelk¢ do hodowli komorkowych. Komorki trzymano w inkubatorze

w temperaturze 37°C w atmosferze sktadajacej sie w 5% z CO..

Ryc. 4. Skrawek tkanki guza BHM Ma, z ktorego wychodzq komorki (zaznaczono
czarnymi strzatkami). Widoczne jest silne upigmentowanie tkanki. Skrawek jest diugosci

2mm, zdjecie wykonano pod mikroskopem Nikon Eclipse TS100, powigkszenie 100x

32



W celu przeprowadzenia testu proliferacji, komorki wysiewane byly w ilosci 10
tys./dotek na trzech ptytkach 6-dotkowych. Komorki z trzech kolejnych dotkow
zliczane byly co 8 godzin przez okres 48 godzin z wykorzystaniem komory Biirkera.
Test proliferacji umozliwia wyliczenie czasu podwojenia populacji na podstawie

ponizszego wzoru:

h
[3,32 x (logC2 —log C1)]

Td =
gdzie h to czas trwania eksperymentu, C1 to gestos¢ poczatkowa, C2 gestos¢ koncowa.

Rownolegle wykonywano test rysy zgodnie z protokolem [109]. Komorki
wysiano na ptytce 6 dotkowej. W momencie gdy doszto do pelnej konfluencji dotka
wykonywano rys¢ przy uzyciu sterylnej koncowki do pipety. Oderwane komorki
usunicto poprzez przeplukanie roztworem PBS z jonami Ca** (100 mg/L) i Mg®* (100
mg/L). Zdjecia wykonywano co 8 godzin do momentu zaro$nigcia rany za pomoca
mikroskopu Nikon 5000 przymocowanego do mikroskopu Nikon TS100. Ilosciowa
analiz¢ tempa zarastania rysy wykonano w programie Imagel. Poczatkowa
powierzchnia rysy to 100%, nastepnie zakreslano wolne od komoérek obszary

w kolejnych punktach czasowych i wyrazano jako procent warto$ci poczatkowe;.

Wykonano analiz¢ aktywnosci migracyjnej komorek BHM Ma. Wysiano je na
ptytce 12 dotkowej w 4 gestosciach- 10 tys., 20 tys., 40 tys. 1 80 tys. w 3 powtdrzeniach.
Film nagrywajacy aktywno$¢ komorek powstal przy uzyciu komory utrzymujacej stale
parametry atmosferyczne (37°C i 5% CO;) z uzyciem kamery CCD sprzgzonej
z odwroconym mikroskopem Leica DMI 6000B z kontrastem IMC, obiektyw
0 powigkszeniu 10%. Zdjecia wykonywane byly przez 8 godzin w odstgpach 15
minutowych. W celu analizy iloSciowej wyznaczano centroidy 50-ciu losowo

wybranych komorek z kazdego dotka 1 okreslano poszczegolne parametry:

a) Srednia predkosé ruchu, ktéra wyraza stosunek catkowitej trajektorii ruchu
komorki do czasu pomiaru (um/h)
b) Srednia predko$é przemieszczenia, ktéra wyraza stosunek przemieszczenia

komorki do czasu pomiaru (um/h)
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c) Dystans, ktory zlicza sum¢ odcinkoéw pokonanych przez komoérke w kazdym
cyklu miedzy wykonywaniem fotografii czyli co 15 min (um)

d) Przemieszczenie, czyli odcinek drogi miedzy punktem poczgtkowym
a koncowym centroidu komoérki (um)

e) Wspodlczynnik wydajnosci ruchu CME, ktory wyrazany jest jako stosunek
przemieszczenia komoérki do dlugosci jej trajektorii. Na podstawie tego
parametru mozliwe jest okreslenie czy komoérka porusza si¢ ruchem

prostoliniowym (CME=1) czy chaotycznym (CME=0).

Analizy trajektorii komoérek dokonywano uzywajac programu Hiro (W. Czapla).

5.2. Implantacja i obserwacja wzrostu czerniaka w galce ocznej

Na wszystkie eksperymenty przeprowadzone w ramach tej pracy
uzyskano zgod¢ I Lokalnej Komisji Etycznej w Krakowie nr 90/2014
(dodatkowo dwa aneksy do tej uchwaly o numerach 264/2015 1 265/2015).

Dwa chomiki syryjskie (samce) z zaimplementowanymi podskornie na
prawy bok zwierzecia guzami BHM Ma uzyskano dzigki uprzejmosci prof. dr
hab. Mirostawy Cichorek, kierownik Zaktadu Embriologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Zwierzeta przeszty 14-dniowa kwarantanne
W Zwierzetarni Konwencjonalne;j Wydzialu Biochemii, Biofizyki
I Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Po tym okresie, gdy guzy miaty
ok. 1,5 cm $rednicy, zwierzeta poddano eutanazji (mieszanina 0,5 ml ksylazyny
1 0,5 ml ketaminy) i w warunkach jalowych pobrano kilka probek tkanki
Z r0znych fragmentéw guza. Tkanke pocigto na niewielkie skrawki o Srednicy
ok. 1-1,5mm. W celu zachowania tkanki BHM Ma przezyciowo, wykonano
réwniez pasaz guza ze zwierzgcia na kolejne zwierze poprzez podskdrng
implantacj¢ skrawkow na bok chomika. Dzigki temu caly czas dostgpna jest
zywa tkanka guza. Nie mniej jednak aby nie straci¢ tego materialu zatozono
rowniez hodowle pierwotng komorek ze skrawkow guza BHM Ma. Komorki te

poczatkowo nie wykazywaty adherencji do podtoza jednak po zwigkszeniu
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zawarto$ci surowicy do 20% zaczegly wykazywaé zdolnosci adherentne. Po
trzech pasazach komorki jak i skrawki guza zostaty zabankowane.

Wszystkie zwierzgta biorgce udzial w eksperymencie to chomiki
syryjskie, samice, w wieku 12-15 tygodni, zakupione w firmie Charles River,
Francja. Zwierzeta przed iniekcja skrawkow zostaty znieczulone (mieszanina 0,1
ml ksylazyny i 0,2 ml ketaminy). Zwierz¢tom bg¢dacym w znieczuleniu
umieszczono podskérnie chipy z odpowiednimi numerami identyfikacyjnymi.
Przed procedura implantacji oko byto dodatkowo znieczulone poprzez podanie
do oka kropli Alcaine® (firma Alcon®). Mate fragmenty tkanki BHM Ma byty
implantowane do przedniej komory lewego oka pod kontrola mikroskopu
chirurgicznego Moller Wedel. Po wykonaniu procedury oko zwierzgcia bylo
smarowane mascig z antybiotykiem Tobrex® (firma Alcon®). Oczy smarowano
ta mascig przez nastepne trzy dni od implantacji. Od momentu implantacji
zwierzgta byly codziennie obserwowane pod katem ich stanu zdrowia,
prowadzona byla rowniez codzienna obserwacja oka pod mikroskopem
chirurgicznym a raz w tygodniu kontrolowana byla masa ciata zwierzat.
W uzywanym mikroskopie chirurgicznym zamontowana byta w okularze siatka
z podzialem na 40 kratek o tym samym rozmiarze, ktéra utatwiata okreslanie
rozmiaru zaobserwowanego guza. Ponizej przedstawiono pogladowy schemat,
ktéry obrazuje jaki obraz widoczny byl w mikroskopie chirurgicznym po
zamocowaniu siatki umozliwiajacej szacowanie wielkosci guza— ryc. 5 A to
siatka z podzialem na 40 kratek, ryc. 5 B to siatka z zaznaczonym na czarno
przyktadowym rozmiarem guza BHM Ma, tutaj wielko$¢ oceniona na ok. 4
kratki. Wszystkie ogledziny i pomiary byly wykonywane przez jednego

obserwatora w celu zmniejszenia rozbieznosci w ocenie.
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Ryc.5. A) Poglgdowa prezentacja siatki, na podstawie ktorej ocenanio rozmiar

guza B) Przykladowy guz rosngcy w przedniej komorze oka zajmujgcy okoto
czterech kratek.

Metoda ta umozliwia tylko dwuwymiarowg ocen¢ powierzchni guza,
jednak jak si¢ okazuje, metoda ta umozliwia otrzymanie komplementarnych
wynikow do objetos$ci zmierzonej przy pomocy USG. Na rycinie ponizej (Ryc.
6) przedstawiona jest korelacja nieliniowa oceny rozmiardw guzoéw
otrzymanych przy pomocy lupy chirurgicznej oraz obrazowania USG.

Wspotezynnik korelacji R?=0,9077 co oznacza, 7e korelacja jest silna.
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Korelacja nieliniowa objetosci guza zmierzonej przy pomocy
lupy chirurgicznej 1USG
(f= y0+a*x+b*x"2)
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Ryc. 6. Korelacja nieliniowa objetosci guza zmierzonej przy pomocy lupy
chirurgicznej i USG. Dopasowana krzywa pozwala stwierdzi¢, zZe wspolczynnik

korelacji R? wynosi ~ 0,91077.

5.3. Obrazowanie guzéw metoda ultrasonografii dopplerowskiej

Do obrazowania guzow zlokalizowanych w przedniej komorze oka
chomikow syryjskich uzyto wysokorozdzielczej ultrasonografii Vevo 2100,
FujiFilm, Visual Sonics, Toronto, Ontario, Kanada. Do uzyskania obrazéw
postugiwano si¢ transduktorem MS550D z zakresem czestotliwos$ci pracy 22- 55
MHz i z rozdzielczoscig przestrzenng 20 x 20 x 170 pm. Dla poczatkowego
potwierdzenia obecno$ci guza w przedniej komorze postugiwano si¢ projekcja
B (w skali szaro$ci) z czestotliwoscig 40 MHZ i gain of 18 dB. Pomiary Kolor
I Power Doppler wykonywane byly w celu detekcji obecno$ci przeptywu krwi,

jego kierunku i tempa w naczyniach krwiono$nych o $rednicy wigkszej niz 30
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pum. Ustawione parametry to czestotliwo$¢ centralna 32 MHz z impulsem 3-4
kHz. Zel do USG (Hasco- Lek, Wroctaw, Polska) przed natozeniem na gatke
oczng byt wirowany w celu pozbycia si¢ pgcherzykdéw powietrza zaktocajacych
pomiar. Oko z guzem bylo obrazowane w 40 projekcjach z krokiem co 0,171
mm przy uzyciu automatycznego motoru, do ktérego przymocowany byt
transducer. Srodek oka (okre§lany na podstawie wyznaczenia miejsca
0 najwickszej $rednicy) byt miejscem poczatkowym ustawienia transducera.
Podczas wykonywania pomiaru zwierzgta byly caly czas w stanie uspienia
poprzez inhalacje izofluranu w stezeniu 2-3% (w =zaleznosci od masy
zwierzecia). Ponadto przebywalty na platformie grzewczej, ktéra monitoruje

prace serca i uktadu oddechowego zwierzecia oraz jego temperature.

Na podstawie uzyskanych pomiaréw uzyskano informacje o morfologii
guzoéw (tj. o ich echogenicznos$ci, strukturze, ksztalcie i objgtosci) oraz o ich
unaczynieniu (tj. o ich ilo$ci w obrebie guza, ich strukturze i tempie przeptywu
krwi). Mierzony obszar (ang. Region of Interest, ROI) byt recznie zaznaczany na
kazdym z 40 obrazéw przekroju gatki ocznej. Objetosci zaré6wno guza jak

i naczyn byly wyliczane na podstawie ponizszej formuty:
V= ROI x grubo$¢ przekroju

Catkowite objetosci guza 1 naczyn krwionosnych to suma objetosci
Z poszczegolnych przekrojow wyrazona w mm?®. Do analizy ilo$ciowej uzyto
skryptu napisanego w srodowisku Matlab (Math Works, USA) napisanego przez
mgr Agnieszke Drzat.

5.4. Obrazowanie guzéw metoda mikro-tomografii komputerowej.

Obrazowanie micro-CT wykonano dla dwoch prawidlowych gatek
ocznych nieobarczonych zmiang nowotworowa, trzech gatek z guzem w §rednim
stanie rozwoju i dwoch z bardzo zaawansowanym stadium rozwoju guza. Po
enukleacji gatki oczne umieszczano w celu utrwalenia w 10% roztworze
formaliny (POCh, Gliwice, Polska). Nastepnie barwione byty one 100% ptynem

Lugola poprzez umieszczenie ich w nim na okres 96 godzin w temperaturze
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4°C. Aby uzyska¢ obrazy wysokiej rozdzielczo$ci, gatki oczne przed pomiarem
mocowano na specjalnym wydrukowanym stojaku, ktérego celem bylo
zapobieganie ruchom galki w czasie trwania pomiaru. Pomiar micro- CT
wykonywano tomografem SkyScann 1172 (SkyScan, Kontich, Belgia). Pomiar
dokonywany byl przy ustawionych statych parametrach: energia
promieniowania X: 80 keV, krok rotacyjny co 0,2°, rozmiar pixela na obrazie
7um, kazda projekcja usredniona z 12 skanow. Rekonstrukcja obrazu oraz jego
analiza wykonywane byly w oprogramowaniu SkyScann (Nrecon v. 1.7.1.0
I CTAnalyser v. 1.16.1.0, Bruker microCT, Kontich, Belgia). Analizg
statystyczng pomiarow wykonano w programie OriginPro (OriginLab, v. 2016,
Northampton, MA, USA). Ggsto$¢ unaczynienia wyliczono na podstawie ilo$ci
2

naczyn krwionoSnych na mm® w dziesieciu losowo wybranych

dwuwymiarowych projekcjach gatki oczne;.

5.5. Witamina D

Kalcitriol (1,25(0OH),D3) zakupiono w Sigma-Aldrich®. W pierwszej
kolejnosci witaming D rozpuszczono w 100% etanolu (Avantor Performance
Materials Poland S.A., Gliwice, Polska). Nastepnie rozcienczono tak
przygotowany roztwor do finalnego stezenia 50 nM (N=4) i 200 nM (N=4)
w2ml PBS i podawano dootrzewnowo. Ostateczne stezenie alkoholu
W roztworach wynosito wigc odpowiednio 0,05% oraz 0,2% co jest wartoscig
zaniedbywalng. Zwierz¢tom z grupy kontrolnej (N=4) podano dootrzewnowo
0,2% alkoholu w 2 ml PBS. Zachowanie i kondycje¢ zwierzat monitorowano
przez 72h od podania odpowiedniego roztworu. Po uptywie 72h zwierzeta
poddawano eutanazji poprzez dootrzewnowe podanie ketaminy (dawka
150 mg/kg) i1 ksylazyny (10 mg/kg). Od kazdego zwierzgcia pobrano krew,
pluca i watrob¢ do dalszego badania. Analize krwi wykonano w aparacie
hematologicznym Cobas e 411 (Roche). Test ,,The Elecys Vitamin D (Roche)
oraz metoda elektrochemiluminescencyjna byly przeprowadzone w celu
okreslenia stezenia witaminy D. Rozmazy krwi analizowane byty przy uzyciu

metody Pappenheim’a z uzyciem barwnika May Grunwald- Giemza (Aqua-
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Med., Krakow, Polska). Mikroskopowa analiza krwi przeprowadzona byta przy
pomocy formuty Shilling’a. Fragmenty tkanki przeznaczone do obserwacji pod
mikroskopem zostaly przygotowane zgodnie ze zmodyfikowang metoda
Marzella i Glaumann (1980). Tkanke najpierw utrwalono w aldehydzie
glutarowym a nast¢gpnie wybarwiono 2% OsO4 (SPI Supplies, USA) w celu
wzmocnienia kontrastu. Na koniec tkanke zawieszono w zywicy epoksydowe;.
Skrawki przygotowano na ultramikrotomie Leica EM UC7. Zdjg¢cia wykonano
przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego Tecnai G2 Spirit (FEI
Company, USA).

5.6. Terapia wigzka protonow

Zwierzgta zakwalifikowane do terapii protonowej (tzn. te z guzem
zajmujacym Y komory oka lub wigcej) byly transportowane do centrum
Cyklotronowego Bronowice Instytutu Fizyki Jadrowej im. Henryka
Niewodziczanskiego PAN w Krakowie. Zwierzeta w czasie transportu byty
zabezpieczone przed gwaltownymi zmianami temperatury, mialy staly dostep do
pozywienia i wody. Przed napromienianiem wigzka protonéw zwierzgta byly
usypiane mieszaning ksylazyny (0,1 ml) 1 ketaminy (0,2 ml) w celu
wyeliminowania ich ruchu. Obie galki oczne byly przed terapia dodatkowo
nawilzane kroplami Oftaquix® (firma Anten®). Na ryc. 7A widaé zwierze
przygotowane do terapii. Czas napromieniania jest zalezny od dawki jednak
W zadnym wariancie terapeutycznym nie przekraczat on 7 minut. W tym czasie
zwierz¢ nie wychlodzi si¢ na tyle mocno by zagrazalo to jego zyciu.
Bezposrednio po zakonczeniu terapii zwierz¢ bylo przenoszone na plyte

grzewczg w celu utrzymania prawidlowej temperatury (ryc.7B).
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Ryc. 7. A) Chomik syryjski przygotowany do rozpoczecia terapii protonowe;j.
Zwierze jest odpowiednio spozycjonowane a gatka oczna wyeksponowana do
przeprowadzenia eksperymentu. B) Zwierzeta po terapii trzymane na plycie

grzewczej w celu utrzymania odpowiedniej temperatury ciata.

Wiazka protondéw zostata wytworzona w cyklotronie Proteus C-235. Ich
poczatkowa energia 230 MeV zostata zdegradowana do 70 MeV. Tak
uformowana wigzka przechodzita dalej przez systemy rozpraszania
i modulowania energii. Przed napromienianiem zwierzat wykonano dozymetri¢
wigzki zgodnie z protokotem rekomendowanym przez Miedzynarodowa
Agencj¢ Energii Atomowej IAEA TRS398 [110]. W tym celu wykorzystany
zostat dozymetr skladajacy si¢ z komory jonizujacej PTW TM31010
i z elektrometru PTW UNIDOS. Chomiki pozycjonowane byly na specjalnej
podstawce z PMMA w odleglosci 3 centymetrow od snauta (koncowej czesci
dyszy, z ktorej wyprowadzana jest wigzka protonéw). Pozycjonowanie
wykonywano w ciemno$ci przy pomocy pola $wietlnego, ktére przechodzito
przez kolimator o $rednicy 7 mm. Wigzka protonéw formowana byla w taki
sposoOb, aby pik Bragga pokrywat catg objetos¢ gatki ocznej ( $rednica oka ~

5mm).

Czesci zwierzat 24h przed terapig protonowg podawany byt dogatkowo
lek Avastin® o stgzeniu 25mg/ml w objetosci 15ul. Innym zwierzgtom
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podawano natomiast witaming D w dawce 50 nM na 72h przed terapiag

protonowa.

Wszystkie  wykresy oraz analize statystyczng przeprowadzono
w programie SigmaPlot 13.0.

5.7. Histologia

Bezposrednio po enukleacji gatki oczne umieszczano w krioprotektancie
(Cryomatrix, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) i mrozono
w cieklym azocie. Tkanki krojono na skrawki o grubos$ci 6 um przy pomocy
kriostatu Leica CM1850. Tak przygotowane skrawki umieszczano na
polilizynowych szkietkach i barwiono hematoksyling oraz eozyng (H&E).
Barwienie wykonano poprzez kolejno: umieszczenie szkietek na 1 minutg
W malejacych stezeniach alkoholu (96%, 95%, 80%, 70%) w celu utrwalenia
materialu biologicznego, nastepnie delikatnie ptukano w wodzie destylowanej,
barwiono hematoksyling przez 5 min, nadmiar barwnika odptukiwano w wodzie
destylowanej przez 15 min, nastgpnie na 1 minut¢ w alkoholu 95% i na
1,5 minuty w eozynie. Wszystkie roztwory uzyskano z odczynnikow firmy
POCh, Gliwice, Polska. Na tak wybarwione preparaty nanoszono klej Aqua-
Mount  (Thermofisher Scientific, USA) 1 przykrywano szkietkiem
nakrywkowym (Elektro Med., 24x50 mm). Przygotowane preparaty
pozostawiono do catkowitego wyschnigcia i wykonywano zdjecia przegladowe
struktury, ktore nie podlegaty analizie iloSciowej. Zdjgcia robione byty aparatem
Nikon D7000.

5.8. Alternatywny model zwierzecy do badania czerniaka galki ocznej.

Eksperyment przeprowadzono po uzyskaniu zgody od komisji
bioetycznej nr 57/2018 Wysiano komorki czerniaka ludzkiego 92.1 do butelki do

hodowli komorkowych (powierzchnia wzrostu 75 cm?, producent TPP).
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Komérki hodowano w medium RPMI z dodatkiem 10% plodowej surowicy
cielecej. Gdy komorki narosty, zliczono i1 zawieszono je w PBS w gestosci
15tys. / 5 ul. Tak przygotowane komoérki podawano do tylnej czesci gatki
ocznej myszom NCI SCID/NCr (N= 15, samce, 10 tygodni, Charles River).
Mysz byta unieruchamiana, po czym podawano jej znieczulajagce miejscowo
krople Alcaine® (firma Alcon®) a nast¢pnie oko byto przeptukiwane zawiesing
komorek. Codziennie monitorowano stan zdrowia zwierzat oraz raz w tygodniu
wykonywano pomiary USG (tak samo jak w podrozdziale 4.3) w celu
weryfikacji czy inokulacja byta skuteczna. Gdy guz wypehial potowe gatki
ocznej zwierzgcia wykonywano eutanazje i pobierano gatke oczng, ptuca oraz
watrobe do dalszej analizy. Wypreparowang gatke oczng przygotowywano do

obrazowania micro-CT tak samo jak w podrozdziale 5.4.

Prace wykonano w ramach grantu NCN ,Opus 4” pt. ,,Hamowanie
procesu przerzutowania czerniakow po dziataniu promieniowania protonowego

— poszukiwanie mechanizméw” 2012/07/B/NZ4/01657.
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6. Wyniki

6.1. Wlasnos$ci migracyjne koméorek BHM Ma.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono test proliferacji. Komorki wysiano
w réwnych gestosciach (10 tys./dotek) na ptytke. W kazdym punkcie czasowym, co 8
godzin liczono komoérki z wykorzystaniem komory Burkera z trzech dotkéw. Tempo

namnazania komorek w czasie przedstawiono na Ryc.8.

140

120 -+

100 -+

80 -

60

Liczba komdrek [ x 107 ]

40

20 1

O 1 Ll Ll 1 1 L Ll
0 8 16 24 32 40 48 56

Czas [h]

Ryc. 8. Tempo proliferacji komorek BHM Ma w hodowli komorkowej. W kazdym
punkcie czasowym zliczane byly komorki z trzech dotkow, na wykresie przedstawiono

wartosci srednie £ odchylenie standardowe. Dopasowano linie trendu z R?=0,98.
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Wykonany test proliferacji umozliwia obliczenie czasu podwojenia populacji

komorek, ktory dla komoérek BHM Ma wynosi ok. 13,4h.

Rownolegle przeprowadzano test zarastania rysy, dzigki ktéremu mozna
oszacowaé aktywno$¢ migracyjng hodowanych komorek. Na ryc. 9 przedstawiono
wybor zdje¢ zarastania rysy w poszczegolnych punktach czasowych. Po 24 godzinach
rysa jest juz praktycznie niewidoczna a komoérki agreguja w duze kolonie. Komorki
BHM Ma wykazuja tendencj¢ do zycia w skupiskach, co wida¢ na ryc. 9 jako skupiska

komorek tym wieksze im wigksza ilos¢ komorek.

Ryc. 9. Zdjecia z przebiegu procesu zarastania rysy. Po 24 h rysa jest juz catkowicie

zarosnieta a komorki agregujg w duze kolonie. Powigkszenie 40x.

Na Ryc. 10 przedstawiono wykres tempa zarastania rysy w czasie wraz
wyznaczona linig trendu o wspélczynniku R? = 0,98. Przy interpretacji tego wyniku
nalezy zachowac¢ ostroznos¢ bioragc pod uwage, ze czas podwojenia populacji dla tych

komorek wynidst ponad 13h.
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Ryc. 10. Tempo zarastania powierzchni rysy w czasie. Zaznaczono wartosci Srednie +

odchylenie standardowe z wyznaczong linig trendu (R*= 0,98).

Na ryc. 11 przedstawiono trajektorie ruchu pojedynczych komérek BHM Ma wyrazone
jako diagramy kotowe. Kazda linia to ruch jednej komorki. Zanalizowano trajektori¢

ruchu 50 komérek z kazdego dotka dla kazdej gestosci.
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Ryc. 11. Trajektoria ruchu komorek BHM Ma wysianych w roznych gestosciach
A) 10 tys. komorek, B) 20 tys. komorek, C) 40 tys. komorek, D) 80 tys. komorek. Kazda
linia odpowiada trajektorii ruchu jednej komorki, na kazdym diagramie kolowym

wykreslono ruch 150 komorek (3 dotki x 50 komorek).

Analiza ilosciowa otrzymanych wynikow wykazata, ze komorki, ktore sa
wysiane w gestosci 80 tys. pokonujg istotnie statystycznie dluzsza droge niz komorki
0 poczatkowej gestosci wysiania 20 tys. (Ryc. 12 A). Nie ma istotnych rdznic
pomiedzy grupami jesli chodzi o $rednie przemieszczenie komoérek (Ryc. 12 B)
i predko$¢ przemieszczenia (Ryc. 12 E). Zauwazono jednak, ze tempo migracji
komorek (Ryc. 12 D) i wspotczynnik CME (Ryc. 12 C) rdznig si¢ od siebie istotnie
w zalezno$ci od gestosci wysiania. Komorki wysiane gesciej (40 i 80 tys./dotek)
przemieszczaja si¢ o wiele szybciej i mniej prostoliniowo niz komoérki wysiane rzadziej

(20 tys./ dotek).
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Ryc. 12 Analiza ilosciowa parametrow opisujgcych aktywnos¢ migracyjng komorek

BHM Ma w zaleznosci od ich gestosci wysiania. A- srednia pokonana droga, B- Srednie

przemieszczenie, C- Wspotczynnik wydajnosci ruchu CME, D- tempo migracji komorek,

E- predkosc przemieszczenia komorek. Przedstawiono wartosci srednie z analizy ruchu

150 komorek z kazdej grupy eksperymentalnej (3 dotki x 50 komorek).
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6.2. Obrazowanie unaczynienia guzow pierwotnych

6.2.1 Wraz z rozwojem objetosci nowotworu maleje tempo przeptywu krwi.

Od dnia rozpoczgcia wzrostu guza codziennie wykonywany byt pomiar USG az
do dnia przeprowadzenia enukleacji. Prezentacja w trybie B pokazuje lokalizacje guza,
jego strukturg oraz rozmiar. Dzigki temu mozliwa byta ocena, w ktorym dniu niezbgdne
jest wykonanie enukleacji. W trybie Power Doppler widoczna jest struktura naczyn
krwiono$nych. Wykonano analiz¢ rozwoju unaczynienia guza wraz z jego wzrostem.
Guzy w poczatkowej fazie rozwoju, czyli gdy ich objetos¢ byta mniejsza niz 3 mm®
nazwano guzami S (ang. Small) a guzy bardziej rozwiniete (V > 3 mm?) nazwano
guzami L (ang. Large). Ryc. 14 przedstawia obrazy uzyskane przy pomocy obrazowania
USG. Na kazdym z sze$ciu obrazéw przedstawiony jest Srodkowy przekroj gatki
ocznej. W gornej czgéci panelu znajduje si¢ prezentacja struktury gatki ocznej i guza
w trybie B-mode, natomiast w dolnej cz¢sci panelu pokazane jest unaczynienie w trybie
Power Doppler. W pierwszej kolumnie (Ryc.13 A, D) zaprezentowano prawidlowa
strukture gatki ocznej z wyraznie widoczng przednig komorg i zrenicg. W drugiej
kolumnie (Ryc. 13 B, E) znajduje si¢ przyktad guza S zlokalizowanego w przedniej
komorze oka, natomiast w trzeciej kolumnie (Ryc. 13 C, F) znajduje si¢ przyktad guza

L rozpychajacego przednig komore 1 naciekajacego wnetrze gatki ocznej.
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Ryc. 13 Przekroje gatek ocznych chomikow w trybie B (gorna czes¢ panelu) oraz Power

Doppler (dolna czes¢ panelu). W pierwszej kolumnie znajdujq sie przekroje
prawidtowej gatki ocznej (A,D), w drugiej gatki z guzem S (B, E), a w trzeciej z guzem
L (C,F).

Zmierzono tempo przeplywu krwi w oku prawidlowym z w pelni
funkcjonalnymi 1 dobrze zorganizowanymi naczyniami krwiono$nymi a otrzymany
wynik porownano z tempem przeptywu krwi w obrebie guza nowotworowego. Wyniki
jednoznacznie wskazuja, Zze wraz z rozwojem objetoSci nowotworu maleje tempo
przeplywu krwi (Ryc. 14). Nie zaobserwowano roznicy w tempie przeptywu pomiedzy
guzami S a prawidlowymi gatkami ocznymi. Sugeruje to, Ze terapia protonowa nie jest
odpowiedzialna za spowolnienie przeptywu krwi w obrgbie guzéw. Przyczyng jest
zatem najprawdopodobniej coraz gorsza kondycja naczyn wraz ze wzrostem nowotworu
- naczynia sg chaotyczne, dziurawe i niezorganizowane w sposob hierarchiczny co jest
powodem spadku tempa przeplywu krwi. Przeprowadzono analize statystyczng

ANOV’a z testem post-hoc Holm-Sidak. Istotno$ci zaznaczono na wykresie.
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Ryc. 14. Porownanie tempa przeplywu krwi w oku prawidtowym oraz w guzach S'i L.
Tempo przeptywu krwi jest istotnie wolniejsze w guzach L w porownaniu do guzow
S 1 prawidtowych galek ocznych. Miedzy ramkami pudetka znajduje si¢ 1 i 3 kwartyl,
linig prostg wewngtrz pudetka oznaczona jest mediana, stupkami bledow zaznaczono

odpowiednio maksimum i minimum.

6.2.2 Wraz z rozwojem objetosci nowotworu stosunek powierzchni naczyn do objetosci

guza utrzymuje si¢ na stalym poziomie.

Zastosowana metoda wybarwiania gatek ocznych roztworem ptynu Lugola jest
wydajng technika zwiekszania kontrastu tkanek migkkich obrazowanych przy pomocy
micro-CT. Na ryc. 15 po lewej stronie umieszczono wirtualny przekroj prawidlowe;j
gatki ocznej w miejscu najwigkszej Srednicy przy cigciu wertykalnym. Potaczenie
wybarwienia oka z odpowiednig obrobka koloru poprzez transfer koloru funkcja RGB,
umozliwia rozrdznienie poszczegodlnych struktur anatomicznych oka tak jak zaznaczono
na ryc. 15. Po prawej stronie ryciny widoczny jest przyklad guza S rosngcego
w przedniej komorze oka, w obrebie ktorego mozna wyrdézni¢ sie¢ naczyn

krwionosnych.
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Ryc. 15. Reprezentatywne obrazy przekroju gatek ocznych uzyskanych dzigki micro-CT.
Po lewej stronie ryciny znajduje si¢ prawidtowe oko chomika syryjskiego, po prawej
oko z guzem S zlokalizowanym w przedniej komorze. Kolor niebieski reprezentuje mate
ostabienie promieniowania X, kolor zielony sSrednie oslabienie, natomiast kolor
czerwony duze ostabienie promieniowania X przy przejsciu przez gatke oczng. Modele
sq wirtualnie przecigte w plaszczyznie strzatkowej, jak zaznaczono w lewym dolnym

rogu.

Poréwnano obrazy micro-CT prawidlowej gatki ocznej chomika (ryc. 16 A),
gatki z guzem BHM Ma typu S (ryc. 16 B) oraz typu L (ryc. 16 C) w przedniej komorze
oka. Obrazowanie umozliwia rozroznienie wszystkich prawidtowych struktur oka (ryc.
16 A) a takze tkanki nowotworowej wraz z jej unaczynieniem (ryc. 16 B).
W wigkszosci przypadkow odleglos¢ migdzy naczyniami krwiono$nymi w obrebie
nowotworu wynosita migdzy 10 a 90 um. W jednej ze zmierzonych gatek odleglosci
miedzy naczyniami byty zdecydowanie wigksze i wynosity do 180 um. Na ryc. 16
C wyraznie widoczne sg olbrzymie masy guza, ktére rozrosty si¢ w glebi gatki ocznej.
W przeciwienstwie do ryc. 16 A i 16 B nie jest widoczna soczewka, ktora
prawdopodobnie wyptyneta z gatki ocznej w wyniku jej uszkodzenia. Sie¢
unaczynienia zaréowno w guzie S jak i L jest bardzo gesta zwlaszcza
w zewnetrznych regionach guza. Unaczynienie zajmuje Srednio 38% objetosci
guzow. W guzach wyrozni¢ mozna rowniez znaczne obszary nieunaczynione. Naczynia
znajdujace si¢ w obrebie guzow BHM Ma sg bardzo nieregularne i niezorganizowane

W sposob  hierarchiczny- ich dlugos¢ 1 szeroko$¢ zmienia si¢ chaotycznie
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a funkcjonalno$¢ jest zaburzona z powodu obecnosci przeciekajacych regionow
W naczyniach. Zakres szeroko$ci zmierzonych naczyn krwiono$nych waha si¢
w zakresie od 10 do 120 pum. Goérna warto§¢ moze by¢ jednak zaburzona poprzez
zakwalifikowanie dwoch oddzielnych nieprawidlowych naczyn krwiono$nych
potozonych bardzo blisko siebie jako jedno. Odlegto$§¢ miedzy poszczegdlnymi
naczyniami krwiono$nymi byta rowniez bardzo heterogenna - od 10 az do 720 um
w skrajnych przypadkach. Jednakze w wigkszosci odlegto$¢ pomiedzy poszczegdlnymi
naczyniami krwiono$nymi wynosita od 100 do 300 pm. Histogramy poziomu szarosci
(ryc. 16 D-F) pokazuja udzial poszczegdlnych struktur w calej objgtosci probek.
Wyraznie widoczne sg réznice w histogramach dla prawidlowej gatki ocznej (ryc. 16
D), gatki z guzem S (ryc. 16 E) oraz gatki z guzem L (ryc. 16 F). Istotng statystycznie
roéznice potwierdzono nieparametrycznym testem U’Manna- Whitney’a (p = 0,005). Do
histograméw dopasowanie sg funkcje Gaussa, ktorych parametry znajduja si¢ w Tab. 7.
Kazda dopasowana krzywa odpowiada poszczegdlnym strukturom zidentyfikowanym

W prébkach.
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Ryc. 16. Analiza ilosciowa obrazéw uzyskanych przy pomocy micro- CT. W pierwszym
wierszu ryciny przestawione sq pojedyncze przekroje trojwymiarowych obrazow dla:
gatki prawidtowej (A), gatki z guzem S ( B) oraz L (C). W wierszu dolnym znajdujq sie
korespondujqce z nimi histogramy. Dopasowane krzywe Gaussa umozliwiajq
identyfikacje poszczegolnych struktur takich jak cialo szkliste, siatkowka (siat.),

twardowka (tward.) czy guz oraz jego unaczynienie.

Na ryc. 16 D obserwujemy szeroka dystrybucje skali szarosci w zakresie od 20
do 200 jednostek. Wyraznie mozna jednak oddzieli¢ trzy obszary: ciato szkliste (kolor
niebieski), soczewke (kolor z6lty) i pozostale prawidlowe tkanki oka (na zielono
zaznaczono pik pochodzacy od siatkéwki i1 twardéwki natomiast na rézowo pik od
blony naczyniowej). Analiza ilosciowa obrazu uzyskanego dzigki micro-CT guza
S (ryc. 16 E) wykazata mniejszy zakres skali szarosci (od 0 do 170 jednostek) z nieco
mniejszg ilo$cig ciata szklistego za to z wyraznie powigkszong objgtoscia guza i blony
naczyniowe] (pik pochodzacy od obu struktur zaznaczono na rézowo). Ksztalt
histogramu guza L (ryc. 16 F) jest odmienny od histogramu wykreslonego dla guza
S. Zakres skali szaros$ci jest jeszcze mniejszy (od 50 do 150 jednostek) i nie widaé
struktur prawidtowych, ktore byty widoczne zaré6wno w galce prawidtowej jak i w galce

z guzem S. Dopasowanie funkcji Gaussa do histograméow umozliwia ilo$ciowe
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poréwnanie procentu powierzchni zajmowanego przez ciato szkliste, siatkowke,

twardowke, blon¢ naczyniowa, soczewke, mas¢ guza i jego unaczynienie (Tab. 2).

Wyliczony na podstawie obrazow micro-CT procent naczyn krwionosnych
W objetosci guza wynosi odpowiednio 6,42 % (w guzach S) i 37,28% (w guzach L).
Liczba naczyn krwiono$nych waha sic w zakresie od 35 do 46 na mm?w guzach S i od
13 do 17 na mm? w guzach L. Ilosciowe wyniki zebrano w Tab. 3. Poréwnano je
z wynikami otrzymanymi przy pomocy USG. Przy pomocy tej metody procent naczyn
krwiono$nych w objetosci guza wynosi odpowiednio 30,21 % (w guzach S) 1 19,24 %
(W guzach L). Liczba naczyn krwionoénych waha sie w zakresie od 9 do 21 na mm?

w guzach Si od 2 do 10 na mm?w guzach L.
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Ciato szkliste Siatkowka i Blona naczyniowa Soczewka Unaczynienie guza Masa guza
twardowka
X.+£ SD | Powierzchnia | X.+SD | Powierzchnia | x.+SD | Powierzchnia | x.+SD | Powierzchnia | x.+SD | Powierzchnia | x.+SD | Powierzchnia
[9.1] wzgledna [9.1] wzgledna [9.1] wzgledna [9.1] wzgledna [9.1] wzgledna [g.1] wzgledna
[%] [%] (%] [%] [%] [%]

Prawidlowa | 36+6 56 70+ 14 13 105 + 20 171 + 11 - - - -
gatka oczna 20 24

Guzy S 7+4 39 20+£8 11 5715 36 110 + 12 153 + 2 - -

28 10
GuzyL |7510 68 - - - - - - 92 £ 17 26 131 + 6
12

Tab. 2. Parametry funkcji Gaussa dopasowane do histogramow skali szarosci dla prawidlowej gatki ocznej oraz gatki z guzami S i L.

Wyniki przedstawione sq jako wartosci Srednie (x¢) £ odchylenie standardowe (SD). Powierzchnia wzgledna byta wyliczona jako procent

danego piku do catkowitej powierzchni. (*) oznaczajq jednakowe wybarwienie blony naczyniowej i masy guza przez co niemozliwe byto ich

rozroznienie.

Gestos¢ unaczynienia obliczonana | Objeto$¢ unaczynienia guza wyrazona jako
podstawie: procent calego guza
micro- CT USG micro-CT USG
Guzy S 35 - 46 / mm* 9-21/mm* 6,42 % 30,21 %
Guzy L 13- 17/ mm? 2-10/ mm’ 37,28 % 19,24 %

Tab.3. Porownanie gestosci unaczynienia i jej objetosci w guzach S i L przy pomocy micro-CT komputerowej oraz USG.
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6.3. Optymalizacja stezenia witaminy D podawanej chomikom syryjskim

Wszystkie zwierzeta, ktérym dootrzewnowo podano wysoka dawke witaminy
D zachowywaty sie nadpobudliwie 1 agresywnie. Zwierzeta przebywaly w zwierzetarni
od ponad 18 miesi¢cy przed rozpoczgciem eksperymentu, opickowaty si¢ nimi zawsze
te same osoby i nigdy nie zauwazono agresywnego zachowania wobec opiekunow.
Zmienito si¢ to po podaniu 200 nM (0,717 pg/kg) witaminy D. Waga zwierzat nie

ulegta zmianie przez caty okres trwania eksperymentu (Tab. 4).

Przeprowadzane badanie post mortem wykazato, ze zarowno u zwierzat z grupy
kontrolnej jak i u zwierzat, ktorym podano 50 nM (0,18 pg/kg) witaminy D nie ma
widocznych makroskopowo zmian w organach wewnetrznych. Jednakze u zwierzat,
ktorym podano 200 nM kalcytriolu, na watrobie widoczne byly cysty. Nie
zaobserwowano rdéznic w masie watrob pomiedzy poszczegdlnymi grupami

eksperymentalnymi (Tab. 4).
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Witamina Numer Masa [g] Zmiana Zmiany na Masa

D [nM] Zwierzecia zachowania | watrobach watroby
[ma]

8516 1119 0 0 5950,3

0 2866 138,5 0 0 7195,6

8550 121,5 0 0 6109,7

3160 118,4 0 0 5839,0

3153 114,7 0 0 5515,5

50 8580 122,0 0 0 7151,8

2795 117,7 0 0 5036,9

8214 108,2 0 0 6311,4

3158 122,4 1 1 5641,4

200 8572 117,8 1 1 5970,0

3157 109,9 1 1 6358,7

3152 115,2 1 1 5248,2

Tab. 4. Zebrane informacje na temat wagi i zachowania zwierzecia oraz zmiany
W wyglgdzie i wadze waqtrob pobranych w czasie badania post mortem. Nie
zaobserwowano  istotnych  statystycznie roznic w masie zwierzqt pomiedzy
poszczegolnymi grupami eksperymentalnymi. Wyraznie widoczna jest zaleznos¢ miedzy
zachowaniem zwierzecia a obecnoscig cyst na wqtrobie- zwierzeta, ktorym podano
200 nM kalcytriolu stawaly si¢ bardziej agresywne oraz mialy obecne na waqtrobie
cysty. Obecnos¢ cyst nie wplynela na sredniq mase wqtrob w poszczegélnych grupach
eksperymentalnych (ANOVA jednoczynnikowa).

Wykonano réwniez analiz¢ biochemiczng pobranej od zwierzat krwi. Nie
wykazano zmian pomiedzy grupami w poziomie wapnia, magnezu oraz fosforu.
Przeprowadzono takze badanie morfologiczne - wszystkie oznaczone parametry miaty
wartosci  prawidlowe. Standardowy test na okreslenie stezenia witaminy
D w organizmie, ktory polega na wyznaczeniu st¢zenia kalcyfediolu (25(OH)D3) nie
wykazat istotnych statystycznie rdéznic u chomikéw po jednorazowym podaniu

witaminy D bez wzgledu na dawke (Tab. 3). Sprawdzono toksyczny efekt kalcytriolu na
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watrobe poprzez okreslenie stezenia trzech enzyméw watrobowych: aminotransferazy
alaninowej (ALT), aminotransferazy asparaginianowej (AST) oraz transpeptydazy
gamma-glutamylowej (GGTP). Zaobserwowano istotny statystycznie, podwyzszony
poziom AST u zwierzat po podaniu witaminy D w dawce 200 nM. Widoczna jest
réwniez tendencja do wzrostu poziomu ALT, jednak nie w sposdb istotny statystycznie
(Tab. 5). Otrzymane wyniki wskazuja na zwigkszong pracg watroby chomikow, ktorym
podano witaming D. Jednorazowe podanie nawet wysokiej dawki witaminy D nie

wptywa natomiast na wzrost st¢zenia poziomu wapnia.

Witamina | Kalcyfediol ALT [U/1] AST [U/l] | GGTP [U/l] Wapn
D [nM] [ng/mil] [mg/dl]
0 16,33+ 1,49 | 38,00+2,04 | 41,5+561 | 1,25+047 | 13,97+ 0,47
50 1496+ 1,11 42,75+ 10,11 55,5+9,45 | 0,75+0,75 | 13,80+0,42
200 15,23 + 2,34 43,25+ 4,76 99,25+ 28,4 0,5+0,29 | 14,53+0,61
(*)

Tab. 5. Analiza poziomu kalcyfediolu oraz enzyméw wagtrobowych w poszczegolnych
grupach eksperymentalnych. W tabeli przedstawiono srednie + odchylenie standardowe.
Wartosci istotnie rozne od kontroli oznaczono (*) (ANOVA, p < 0,05). ALT-
aminotransferaza alaninowa, AST- aminotransferaza asparaginianowa, GGTP-

transpeptydaza gamma-glutamylowa.

Pobrane podczas sekcji tkanki ogladano pod mikroskopem elektronowym. Nie
zaobserwowano zadnych zmian w strukturze organelli hepatocytow zwierzat z grupy
kontrolnej. Jadra komorkowe, cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego,
lizosomy, wakula i mitochondria miaty prawidtowg wielkos$¢ i strukture (Ryc. 17 A).
Hepatocyty zwierzat, ktorym podano 50 nM witaminy D, wygladaty inaczej niz te
pochodzace z grupy kontrolnej. Zaobserwowano wyrazny wzrost rozmiaru i liczby
mitochondriow, a takze rozrost pecherzykdow lizosomalnych. Ponadto pojawity sie
pojedyncze wakuole autofagowe (Ryc. 17 B). Do jeszcze wigkszych zmian doszio
W obrgbie hepatocytow zwierzat, ktérym podano 200 nM witaminy D. Ich mitochondria
byty nie tylko liczniejsze i wigksze, ale rowniez zmieniona byta ich struktura. Czgsto

mitochondria byly otoczone btong retikulum endoplazmatycznego, co wskazuje na
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postepujaca wakuolizacje. Widoczny byt rowniez wzrostu ilosci lizosomoéw oraz liczne

wakuole autofagowe (Ryc. 17 C).

Ryc. 17 Fragmenty hepatocytéw pochodzgce od
chomikow ktérym nie podano kalcytriolu (4),
podano 50 nM (B) lub 200 nM (C) kalcytriolu w
jednorazowej dawce dootrzewnowej. Widoczne
sq wyrazne zmiany w strukturze komorek wraz ze
wzrostem  stezemia  kalcytriolu. N-  jgdro
komdrkowe, M- mitochondrium, AV- wakuola
autofagowa, LP- lizosom pierwotny, LS- lizosom
wtorny, ER- retikulum endoplazmatyczne, P-
peroksysom, Pr- polirybosom, CM- blona
komérkowa, BC- przewod zo6lciowy.
Powigkszenie 11 500x.

Dootrzewnowe podanie witaminy D wplyneto réwniez na struktur¢ nerek.
Struktura komorek nerkowych, ktérym nie podano kalcytriolu byla prawidlowa, tzn.
rozmiar 1 struktura jadra, aparatu Golgiego, mitochondriow, pecherzykow
lizosomalnych i wakuoli nie odbiegata od normy (Ryc. 18 A). Po podaniu malej dawki
witaminy D (50 nM) zaobserwowano wzrost liczby i rozmiaru mitochondriow oraz
rybosoméw. Pojawily sie rowniez pojedyncze wakuole autofagowe (Ryc. 18 B).
Najwieksze zmiany w strukturze komoérek nerkowych zaobserwowano po podaniu duzej
dawki witaminy D (200 nM). Liczne mitochondria, wakuole autofagowe oraz
pecherzyki lizosomalne byly znaczaco powigkszone w poroéwnaniu do zaréwno grupy

kontrolnej jak i grupy eksponowanej na matg dawke witaminy D (Ryc. 18 C).
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Ryc. 18 Fragmenty nefiocytow pochodzqce od
chomikéw ktérym nie podano kalcytriolu (4),
podano 50 nM (B) lub 200 nM (C) kalcytriolu w
Jjednorazowej dawce dootrzewnowej. Widoczne
sq wyrazne zmiany w strukturze komorek wraz ze
wzrostem  stgzemia  kalcytriolu. N-  jgdro
komérkowe, M- mitochondrium, AV- wakuola
autofagowa, LP- lizosom pierwotny, LS- lizosom
wtorny, AG- aparat Golgiego ER- retikulum
endoplazmatyczne, Pr- polirybosom, CM- biona
komorkowa, Powigkszenie 11 500x.

6.4. Wzrost guzéw po implantacji skrawkéw BHM Ma do przedniej komory oka.

Wozrost guza po implantacji skrawka tkanki BHM Ma do przedniej komory
oka chomikéw obserwowano u 49% zwierzat. Zwierzeta przypisano losowo do
poszczegolnych grup eksperymentalnych. Grupe oznaczong jako ,kontrola” stanowig
zwierzeta, ktére nie byly poddawane zadnej procedurze terapeutycznej. Zwierzgta
zgrup 6, 10, 20, 30 Gy miaty guzy napromieniane wiazka protonow o okreslonej
energii. Chomiki przypisane do grupy ,,Avastin” miaty podawany lek antyangiogenny
(bewacizumab, Avastin®) bezposrednio do przedniej komory. Zwierzeta przed ta
procedurg byly usypiane mieszaning ketaminy (0,1ml) i ksylazyny (0,2 ml). W grupie
»Avastin + 10 Gy” zwierzetom podawano lek antyangiogenny, jak zwierz¢tom z grupy
»Avastin”, natomiast po 24h dodatkowo napromieniano je wigzka protonow w dawce
10 Gy. Czesci zwierzat podawano dootrzewnowo 50nM witaminy D (grupa ,,Witamina
D”), a nast¢pnie po 24h napromieniano je wigzka protonéw w dawce 10 Gy (grupa

»Witamina D + 10 Gy).

W czasie trwania eksperymentu zauwazono, ze kinetyka wzrostu guzow jest

zmienna. W pierwszych dniach od implantacji skrawkéw obserwowano ich pozorny
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zanik, a dopiero pdzniej rozpoczgcie wzrostu guza. Zauwazono duzy rozrzut dni,
w ktorych rozpoczynat si¢ wzrost guza, dlatego wykluczono z dalszej analizy chomiki,
u ktorych guz wzrastal wyjatkowo wczesnie tj. szybciej niz w pigtym dniu od

implantacji lub p6zniej niz w czternastym dniu.

Wzrost guzow byl na tyle dynamiczny, ze pojawita si¢ rowniez duza zmiennos$¢
w wielko$ci guza w momencie wykonywania procedury terapeutycznej. Dokonano wigc
dalszego podziatu ze wzgledu na wielko$¢ guza w dniu wykonywania terapii (guzy
Siguzy L). W tabeli ponizej (Tab.6) zebrano podsumowanie podziatu i kwalifikacji

poszczegbdlnych zwierzat.

Wielko$¢ guza w momencie
Grupa Liczba (N) terapii
eksperymentalna S(V<3mm®) | L (V>3 mm°)
kontrola 17 NDY) NDY)
6 Gy 6 5 1
10 Gy 11 3 6
20 Gy 6 1 5
30 Gy 8 0 8
Avastin 9 6 2
Avastin + 10 Gy 7 4 3
Witamina D 7 5 2
Witamina D + 10 Gy 1 1 0

Tab. 6. Podzial zwierzqt do poszczegdlnych grup eksperymentalnych ze wzgledu na
rodzaj terapii oraz wielkos¢ guza w momencie wykonywania terapii. Zwierzeta
przydzielano do grup losowo. Srednia wydajnosé¢ implantacji wyniosta 49%. S- guz,
ktorego objetos¢ wynosita mniej niz 3 mm® w momencie przeprowadzania terapii, L-

guz, ktorego objetos¢ wynosita wigcej lub rowno 3mm?, ) ND- nie dotyczy.

Catkowita liczba guzow nie zawsze jest rowna sumie liczb guzow podzielonych

na wielkos¢ w momencie wykonania terapii, poniewaz zdarzaly si¢ przypadki,
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w ktorych niezbedne bylo wykonanie enukleacji przed przeprowadzeniem terapii lub

zwierzgta nie wybudzaty si¢ z anestezji niezb¢dnej do przeprowadzenia terapii.

Zaobserwowano, ze guzy, ktore zakwalifikowano jako duze w momencie
terapii (guzy L), pojawiaja si¢ o wiele szybciej, niz guzy nietraktowane oraz niz
guzy S. Sugeruje to, ze guzy te wyrastaly ze skrawkow, w ktorych wiekszy byt odsetek
zywych komoérek nowotworowych. Na Ryc.19 przedstawiono rozrzut dni, w ktérych
doszto do rozpoczgcia wzrostu guzéw z podziatem na guzy kontrolne, guzy S i L.
Przeprowadzono analize statystyczng ANOVa z testem post-hoc Dunn’s. IstotnosSci

zaznaczono na wykresie.

Dnipo implantacji w ktdych rozpoczat si¢ wzrost guza pierwotnego

p<0,01
20
*
g
=) p=0,06
P |
g 2
: —‘7
i
3
g 10 A =
g
N
2
g
8 S l 1
*
0 T T T
kontrola guzy S guzy L

Ryc. 19. Rozrzut dni, w ktorych obserwowano rozpoczecie wzrostu guzow kontrolnych
oraz guzow S i L. Guzy L pojawialy sie szybciej niz guzy kontrolne i guzy S. Miedzy
ramkami pudetka znajduje si¢ 1 i 3 kwartyl, linig prostq wewnqgtrz pudetka oznaczona
jest mediana, stupkami bledow zaznaczono odpowiednio maksimum i minimum a kropki

to skrajne wartosci odstajgce.
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6.5. Odpowiedz czerniaka zlokalizowanego w galce ocznej chomikéw na

napromienianie wigzka protonow

Kinetyki wzrostu guzéw przedstawiono na podstawie pomiaréw USG. Guzy
kontrolne uzyskiwaly objetos¢ 15 mm°, co jest w przyblizeniu rowne objetosci
przedniej komory oka chomika, w czwartym dniu od rozpoczgcia wzrostu guza. Gdy
przednia komora byla wypelniona guzem, wykonywano enukleacj¢. Na ryc. 20
przedstawiono  zbior kinetyk  wzrostu guzéw dla  poszczegdlnych  grup
eksperymentalnych. Ciagla strzalkg zaznaczono dzien, w ktérym wykonywana byta
terapia protonowa, natomiast przerywang strzatko zaznaczono dzien, w ktorym podano
odpowiednio lek antyangiogenny (Avastin) lub witamine D. Na ryc. 20A przedstawiona
jest kinetyka wzrostu guza po terapii 6 Gy a na ryc. 20 B po terapii dawka 10 Gy. Po
terapii wigzka protonow w jednorazowej dawce 20 i 30 Gy dochodzito do uszkodzenia
prawidtowych struktur oka. W zwigzku z tym niezbedne byto wykonanie wczes$niejszej
enukleacji, co thumaczy obecnos¢ tylko dwoch punktow pomiarowych (ryc. 20 C, D).
Wynika z tego, ze jednorazowe napromienianie galki ocznej wigzka protonow
w dawce wigkszej lub rownej 20 Gy powoduje uszkodzenie prawidlowych struktur
oka co wigze si¢ z bolem i konieczno$cia przeprowadzenia enukleacji. Dodatkowo,
przerwanie cigglosci  struktur prawidlowych zwicksza prawdopodobienstwo
przedostania si¢ komorek nowotworowych do krwioobiegu 1 ich rozsiew do organow
dystalnych. Na ryc. 20 E przedstawiono kinetyke wzrostu guzéw BHM Ma po podaniu
do gatki ocznej leku Avastin. Pomiary guzow po terapii wigzka protonow w dawce
10Gy wzmocnionej Avastinem (ryc. 20 F) konczg si¢ na trzecim pomiarze, pomimo nie
osiggniecia jeszcze zadanej maksymalnej objetosci (15mm3). Jest to spowodowane tym,
ze chomiki nie przezywaly 4 anestezji w przeciagu 48 godzin (1% podanie Avastinu,
1x terapia protonowa, 2x USG). Na ryc. 20 H przedstawiono studium przypadku
wzrostu guza po terapii wigzka protondw po uprzednim dootrzewnowym podaniu
witaminy D. Na rysunku widoczne jest spowolnienie wzrostu guza w poréwnaniu do
kontroli, jednak juz po dwodch dniach guz osiggnal objetos¢ maksymalng, dlatego

niezbedne byto wykonanie enukleacji.
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Ryc.20. Kinetyki wzrostu guzow BHM Ma po terapii protonowej w dawce 6 Gy (4), 10
Gy (B), 20 Gy (C), 30 Gy (D), po terapii lekiem antyangiogennym (E), lekiem
antyangiogennym i terapiq protonowg w dawce 10 Gy (F) oraz po terapii witaming D
(G) i terapii protonowej w dawce 10 Gy wzmocnionej witaming D (H). Cigglq strzatkq
zaznaczono dzien, w ktorym wykonywano terapig¢ protonowgq, przerywang strzatkq

zaznaczono dzien, w ktorym podawano lek antyangiogenny lub witaming D.

Zauwazono, ze guzy roznity sie¢ wielkosciag w obrgbie kazdej grupy
eksperymentalnej. Czynnik ten miat duzy wptyw na odpowiedZ guza na zastosowang
terapi¢. W panelu ponizej (Ryc.21) zebrano kinetyki wzrostu guzow z podzialem na
guzy S i L. Widoczne jest wyrazne zahamowanie wzrostu guzéw S dla terapii
wiazka protonow w dawce 10 Gy, zaréwno samodzielnej jak i wzmocnionej lekiem
antyangiogennym (Ryc. 21 B, F). Stabszy, ale roéwniez widoczny efekt spowolnienia
wzrostu guza S obserwowano dla terapii protonowej w dawce 6 Gy (Ryc. 21 A).
Terapia wigzka protondéw w dawce 20 i 30 Gy uszkadza prawidtowe struktury oka
chomika, dlatego spowolnienie wzrostu guza pierwotnego nie jest istotne klinicznie
(Ryc. 21 C, D). Jednorazowe podanie leku antyangiogennego do przedniej komory oka
(Ryc. 21 E) oraz witaminy D dootrzewnowo (Ryc. 21 G) spowolnito wzrost guzow
SiL w poréwnaniu do kontroli. Na Ryc. 21 H przedstawiono studium przypadku,
w ktorym to zwierzeciu z guzem S najpierw dootrzewnowo podano witaming D
anastgpnie napromieniano wiazka protonéw w dawce 10 Gy. U zwierzgcia
zaobserwowano spowolnienie wzrostu guza pierwotnego w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, jednak ze wzglgdu na zbyt matg liczebnos¢ w grupie, wynik nie jest istotny

statystycznie.
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Ryc. 21. Kinetyki wzrostu guzow BHM Ma z podziatem na wielkos¢ guzow w momencie
przeprowadzania terapii. Zwierzeta poddano terapii protonowej w dawce 6 Gy (A), 10
Gy (B), 20 Gy (C), oraz 30 Gy (D), terapii lekiem antyangiogennym (E), lekiem
antyangiogennym a nastepnie protonami w dawce 10 Gy (F), witaming D (G) oraz
witaming D a nastepnie protonami w dawce 10 Gy (H). Cigglg strzatkq zaznaczono
dzien, w ktorym wykonywano terapie protonowq, przerywanq strzatkq zaznaczono
dzien, w ktorym podawano lek antyangiogenny lub witaming D. Guzy S: V < 3mm?®;

guzy L: V=3 mm*; N w tab. 4.

Wyniki te ewidentnie wskazuja, ze wielko$¢ guza w momencie przeprowadzenia
terapii ma wigksze znaczenie niz wariant zastosowanej terapii. Z tego wzgledu,
zdecydowano si¢ wyodrebni¢ grupe z guzami S i guzami L bez wzgledu na rodzaj
przeprowadzanej terapii jako osobng kategori¢ do analizy ilo$ciowej otrzymanych
kinetyk wzrostu. Na ryc. 22 Wida¢, ze guzy S rosng zdecydowanie wolniej niz guzy

kontrolne oraz guzy L.
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Ryc. 22. Guzy S, ktore poddano terapii protonowej w roznych dawkach rosng
zdecydowanie wolniej niz nietraktowane guzy kontrolne i napromieniane guzy L (guzy

S zaznaczono czerwong linig, guzy L niebieskq a guzy kontrolne czarng liniq).
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W celu ilo$ciowego poréwnania kinetyk wzrostu dla kazdej grupy dopasowano
do nich lini¢ prosta oraz eksponente dwuczynnikowa. Na ryc. 23 umieszczono rozrzut
wartosci opisujacych tempo wzrostu guzoéw z poszczegdlnych grup eksperymentalnych.
Na tym etapie z analizy ilo$ciowej zostaty wykluczone zwierzeta po terapii 20 1 30 Gy
ze wzglgdu na zbyt matg liczbe punktow pomiarowych. Warto§¢ srednig dla kazdej
z analizowanych grup eksperymentalnych zaznaczono czerwonym kotkiem. W celu
zwiekszenia czytelnosci wykresu zaznaczono tylko gorne stupki bledu od odchylenia
standardowego. Na wykresie widoczna jest tendencja do spowolnienia wzrostu guzow
po zaproponowanych protokotach terapeutycznych co najmocniej manifestuje si¢
wguzach S, gdzie tempo wzrostu guzéw bylo najmniejsze. Srednia warto$é

wspotczynnika dopasowania R? wynosita 0,904.
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Ryc.23. Rozktad wartosci parametru a po dopasowaniu liniowym do kinetyk
Wzrostu. Wartos¢ sredniq dla kazdej z grup ozmnaczono czerwonym kotkiem + SD
(odchylenie standardowe). Widoczna jest tendencja do zmniejszenia szybkosci tempa

wzrostu guzow.
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Dopasowanie liniowe jest jednak sporym uproszczeniem, a co wazniejsze nie
bierze pod uwage zaleznosci od wielkosci poczatkowej. Z tego wzgledu dopasowano do

kinetyk wzrostu rowniez funkcje:
y=axexp (bx*x)

gdzie y to objetos¢ [mm3], x to czas wzrostu guza. Na tej podstawie
W programie Matlab wykorzystujac nieliniowa metod¢ najmniejszych kwadratow
wyznaczono wspélczynniki a i b opisujace krzywe. Wspodtczynnik a informuje
0 poczatkowych warunkach w poszczegdlnych grupach eksperymentalnych natomiast
wspotczynnik b o tempie wzrostu. W tab. 7 zebrano réznice w parametrze a dla
poszczegolnych grup eksperymentalnych. Wykazano, ze warunki poczatkowe wzrostu
guza pierwotnego byly inne dla kazdej grupy eksperymentalnej w pordwnaniu do
kontroli. Jest to kolejna przyczyna, ktora uprawnita nas do podziatu guzéw na guzy
SiL. Analiza parametru b (Tab. 7) wykazata, Zze guzy po terapii 10 Gy,
Avastin + 10 Gy oraz po samodzielnym podaniu witaminy D lub leku Avastin rosng

wolniej niz guzy z grupy kontrolne;j.

Grupa a+ [SD] b+ [SD]
Kontrola 0,124 + 0,026 0,425+ 0,019
6 Gy 0,681 + 0,061 0,440 +0,014
10 Gy 2,569 +0,123 0,099 + 0,006
Avastin 0,839+ 0,108 0,618 + 0,008
Avastin + 10 Gy 0,895+0,111 0,613 £ 0,035
Witamina D 1,542 + 0,048 0,618 + 0,008
Guzy S 0,968 + 0,054 0,186 £ 0,007
Guzy L 8,723+ 0,311 0,094 + 0,008

Tab. 7. Analiza wartosci parametru a i b obliczonych na podstawie dopasowania
eksponent do kinetyk wzrostu dla poszczegolnych grup eksperymentalnych. Na
czerwono zazmaczono parametry, ktore roznily si¢ w sposob istotny statystycznie od

analogicznych parametrow grupy kontrolnej. SD- odchylenie standardowe.
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Wykonane pomiary USG umozliwily ilosciowe zmierzenie tempa wzrostu
guza pierwotnego oraz zmiany W rozwoju jego unaczynienia. Na ryc. 24
przedstawiono kinetyki wzrostu guzéw dla poszczegolnych grup eksperymentalnych- 6,
10, 20 i 30 Gy, z zaznaczong (nNa Czerwono) czescig powierzchni catkowitej guza, ktorg
tworza naczynia. Procent jaki stanowig naczynia w calej objetosci guza jest niezmienny

bez wzgledu na dawke zastosowanej procedury terapeutycznej i wynosi 24,72 %.
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Ryc. 24. Rozwdj guzow oraz ich unaczynienia w czasie dla poszczegolnych grup
terapeutycznych. Czerwongq czes¢ kazdego ze stupkow stanowi unaczynienie nowotworu.
Nie ma istotnie statystycznie rozmnicy w procencie jaki stanowiqg naczynia w calej
objetosci guza. A) guzy po terapii protonowej w dawce 6, 10, 20 i 30 Gy; B) guzy po

terapii Avastinem i terapiq protonowqg w dawce 10 Gy, C) guzy po terapii witaming

D i terapig protonowg w dawce 10 Gy.

Podobng analize wykonano z uwzglednieniem wielko$ci guza w momencie
wykonywania terapii (Ryc. 25). W pierwszych dwoch dniach po terapii w guzach
S unaczynienie zajmowato wigkszy procent objetoSci guza niz miato to miejsce

w grupie kontrolnej. Procent unaczynienia guzéw L nie rdzni si¢ w sposob istotny

statystycznie od grupy kontrolnej.
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Ryc. 25. Rozwdj guzow oraz ich unaczynienia w czasie, z uwzglednieniem wielkosci

guza w momencie wykonywania terapii. Na czerwono zaznaczono objetos¢ guza, ktorg

stanowiq naczynia. (*) p < 0,05.
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6.6 Analiza Sredniego czasu przezycia i lokalizacja przerzutéw u zwierzat

6.6.1 Zwierzeta z guzami S przezywaly dtuzej niz zwierzeta z guzami L

Zwierzgta po wykonaniu enukleacji byly codziennie monitorowane pod katem
ich kondycji. Decyzje o eutanazji zapadala, gdy zwierze stracitlo na wadze wigcej niz
20% od dnia implantacji guza, zauwazono przyspieszenie oddechu sugerujace przerzuty
do ptuc lub gdy zwierze wykazywato oznaki odczuwania bolu. W Tab. 8 zebrano
informacje odno$nie obserwacji, ktore przyczynity si¢ do decyzji o przeprowadzeniu
enukleacji. U zwierzat z odrostem guza w oczodole dochodzito do spadku masy ciata
oraz dodatkowo zwierzeta pokazywaty oznaki bolu co przyczyniato si¢ do wykonania
eutanazji. W pozostalych grupach eksperymentalnych zwierzg¢ta zaczynaly szybciej

oddycha¢, co sugerowato obecnos¢ przerzutow w ptucach.
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Grupa Masa Zmiana tempa Oznaki dyskomfortu/
eksperymentalna | zwierzecia + oddechu [tak (+), nie | bélu [tak (+), nie (-)]
SDIg] Q]
Kontrola 123,23 + 7,83 + -
6 Gy 118,51 + 13,16 + ]
10 Gy 131,01 = 7,73 + ;
20 Gy 131,6 £ 12,77 + ;
30 Gy 132,4 + 13,44 + ;
Avastin 128,33 + 6,92 + -
Avastin + 10 Gy 132,14 + -
Wit. D 120,01 + 6,46 + -
Wit. D + 10 Gy 129 + -
Guzy S 121,15+ 6,48 + -
Guzy L 121,82 £ 7,90 + -
Wznowy 107,65 + 3,36 - +

Tab. 8. Zbior informacji podsumowujgcych kondycje zwierzqt z poszczegdlnych
grup eksperymentalnych w dniu podjecia decyzji o eutanazji. Na czerwono zaznaczono
czynnik decydujqcy w danej grupie. Zwierzeta, u ktorych zaobserwowano wznowe guza
w oczodole tracily na wadze oraz pokazywaly oznaki bolu i dyskomfortu co bylo
powodem przeprowadzenia eutanazji. Zwierzeta z pozostatych grup eksperymentalnych
nie zmienialy w sposob istotny statystycznie wagi ciala, ale zauwazalne bylo

przyspieszenie i splycenie oddechu.

Wykreslone krzywe przezycia przedstawiajg ilo$¢ dni, ktore zwierzeta przezyty
od momentu wykonania enukleacji (ryc. 26). Nie zaobserwowano zmiany dlugosci
przezycia dla zwierzat z poszczegolnych grup eksperymentalnych (6 Gy, 10 Gy, 20
Gy, 30 Gy ryc. 26 A; Avastin, Avastin + 10 Gy ryc. 26 B; witamina D,
witamina D + 10 Gy ryc. 26 C) w porownaniu do kontroli (analiza statystyczna testem

log-rank, p > 0,05).
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Wykonano réwniez analogiczng analiz¢ z podziatem na guzy S oraz L (Ryc. 27).
Zwierzeta z guzami S przezywaly znaczaco dluzej niz zwierzeta z guzami L (test
log rank, p < 0,05). Maksymalny czas przezycia dla zwierzat z guzami S zostat
wydtuzony prawie dwukrotnie w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej. Nie ma
réznicy w dlugosci czasu przezycia miedzy zwierz¢tami z guzami L a zwierze¢tami

Z guzami niepoddanymi zadnej formie terapii (kontrola).

W czasie prowadzenia obserwacji stanu zwierzat po enukleacji zauwazono, ze
u niektorych zwierzat doszto do wznowy wzrostu guza w oczodole. Guz wypetniat
stopniowo oczodét, a widoczny dla obserwatora stawat si¢ dopiero gdy wypychat od
srodka powieke lub wyciekat przez powieke. Zwierzeta w tym czasie tracily rowniez na
wadze 1 gdy schudly wiecej niz 20 % wyjsciowej masy ciata byly poddawane eutanaz;ji.
Na ryc. 28 przedstawiona jest analiza przezycia Kaplana-Meiera dla zwierzat, u ktorych
zaobserwowano wznowe wzrostu guza pierwotnego w oczodole. Zwierzeta ze wznowa
zyly istotnie statystycznie krécej niz zwierzeta z grupy kontrolnej, zwierzeta,
ktorym podano Avastin oraz te, ktéorym podano witaming¢ D (test log-rank,
p <0,05).
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Ryc. 26. Analiza przezycia Kaplana- Meiera. Wykresy przedstawiajq diugos¢ przezycia
zwierzqt od wykonania enukleacji dla poszczegolnych grup eksperymentalnych: A)
zwierzeta napromieniane wigzkg protonow w dawce 6, 10, 20 i 30 Gy, B) zwierzeta,
ktorym podano Avastin z lub bez pdzniejszego napromieniania protonami w dawce 10
Gy; C) zwierzeta, ktorym podano witaming D z lub bez poZniejszego napromienainia
protonami w dawce 10 Gy. Nie ma istotnie statystycznych roznic pomiedzy

poszczegolnymi grupami (tes log- rank, p> 0,05).
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log- rank.

Ryc.28 Analiza przezycia
Kaplana- Meiera. Wykres
przedstawia dlugosé
przezycia zwierzgt,
U ktorych  doszlo  do
wznowy  wzrostu guza
W oczodole. Zwierzeta te
zZyjq krocej niz zwierzeta,
ktorym  podano  samg

witamine D i Avastin.
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6.6.2 Zwierzeta, u ktorych doszto do wznowy guza w oczodole nie miaty przerzutéw do

ptuc

Wszystkie zwierzeta poddane byly sekcji zwlok. Prawidtowe ptuca chomika
syryjskiego, w ktorych nie zaobserwowano zadnych zmian nowotworowych, sa
gabczaste, jasnorozowe i wazg ok. 1,8 g (ryc. 29 A). U wszystkich zwierzat,
w ktorych przedniej komorze oka wzrastal guz BHM Ma, widoczne byly duze,
upigmentowane przerzuty do pluc (ryc. 29 B, przyktadowe skupiska przerzutow
zaznaczono zoOttymi strzatkami). Regiony tkanki pluc nie obj¢tej rozrostem przerzutow
sa silniej ukrwione niz w ptucach prawidlowych. Zaobserwowano, Ze zwierzeta
u ktorych doszlo do wznowy guza w oczodole nie mialy przerzutéow w ogole, lub
bylo ich bardzo niewiele (ryc. 29 C). Pojawit si¢ rowniez jeden przypadek, w ktorym
doszto do przerzutu guza BHM Ma do kory nadnerczy (ryc. 29 D). Nie zaobserwowano

zadnego przypadku przerzutu do watroby, mézgu czy innych organdéw dystalnych.
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0.25cm

Ryc. 29. Makroskopowe zdjecia organéw wypreparowanych podczas sekcji.
A) prawidtowe ptuca chomika syryjskiego, B) ptuca z przerzutami BHM Ma,; C) pluca
zwierzecia, u ktorego doszto do wznowy wzrostu guza w oczodole; D) przerzut do kory
nadnerczy. Przyktadowe ogniska przerzutowe zaznaczono na rycinach Zoltymi

strzatkami.

Wszystkie pluca byly wazone, w celu iloSciowego okres$lenia masy przerzutow.
Zwierzgta z grupy kontrolnej miaty pluca blisko 3 razy cigzsze niz masa phuc
prawidtowych. Zaden z zaproponowanych protokoléw terapeutycznych nie
skutkowal zahamowaniem rozsiewu komoérek nowotworowych, poniewaz nie doszto
do zmniejszenia masy ptuc w zadnej z grup terapeutycznych w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (ryc. 30). Pluca zwierzat, u ktorych doszto do wznowy guza w oczodole,
byly wolne od przerzutow lub mialy ich bardzo niewiele. Istotnosci statystyczne
zaznaczone na wykresie powstaly w oparciu o analiz¢ ANOVA z testem post-hoc
Holm-Sidak.
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Ryc. 30. llosciowa analiza masy przerzutow do ptuc. Pluca prawidtowe wazg ok.

1,8 g (wartos¢ referencyjna zaznaczona jako czerwona linia) natomiast pluca zwierzgt

z grupy kontrolnej ok. 6 g. Nie zaobserwowano istotnie statystycznych réznic pomiedzy

poszczegolnymi protokotami terapeutycznymi. Wyjqgtkiem sq zwierzeta, u ktorych doszto

do wznowy wzrostu guza w oczodole- w tych przypadkach ilos¢ przerzutow do ptuc byta

znacznie zmniejszona. Istotnosci statystyczne zebrano w tabeli w gornym prawym rogu

ryciny.

Stwierdzono réwniez brak roznic w redukcji masy przerzutoéw przy podziale na

wielko$¢ guza w momencie wykonania terapii (Ryc. 31). Nie ma istotnie statystycznie

roéznic z masie ptuc guzow S i L w pordwnaniu do grupy kontrolne;.
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Ryc. 31. Analiza ilosciowa masy ptuc zwierzqt z podziatem na zwierzeta z guzami Si L.
Nie zaobserwowano Zadnej rozinicy w ilosci przerzutow miedzy poszczegolnymi

grupami. Czerwong linig zaznaczono mase prawidtowych ptuc chomika syryjskiego.

6.6.3 Analiza histologiczna pobranych organéw

Wypreparowane organy poddano analizie histologicznej. Na ryc. 32
przedstawiono wybrane preparaty obrazujgce struktur¢ narzgdu oraz zmiang
nowotworowg wybarwione metoda hematoksylina- eozyna. Na ryc. 32 A znajduje si¢
prawidlowa gatka oczna z wyraznie widoczng twardowka i naczynidwka. Oko jest
nieznacznie zdeformowane, nie jest widoczna przednia komora, poniewaz przed
cieciem na mikrotomie nie zostala wypreparowana soczewka, ktora jest ggbczasta
i trudna w krojeniu. Wewnatrz galki znajduja si¢ artefakty pochodzace od kleju. Ryc. 32
B przedstawia reprezentatywny przekrdj gatki ocznej, w ktdrej w przedniej komorze
znajduje si¢ guz S. Wypetnia on catg wolng przestrzen przedniej komory, ale jeszcze nie
nacieka do wnetrza gatki. Podobnie jak na zdjeciu A wyraznie widoczna jest twardowka
oraz naczynidowka. Na ryc. 32 C przedstawione jest zdjecie przekroju gatki ocznej
z guzem L. Oko jest wyraznie zdeformowane, w duzym stopniu spowodowane jest to

guzem rozpychajacym ciatko szkliste gatki ocznej. Wykonano roéwniez zdjecie
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przekroju tkanki ptuc (ryc. 32 D) z widocznymi brunatnymi zlogami melaniny

pochodzacymi od przerzutu czerniaka do ptuc. W miejscach niezajetych przez tkanke

nowotworowa widoczna jest charakterystyczna, dendrytyczna tkanka ptuc. U jednego

zwierzecia pojawit si¢ przerzut do kory nadnerczy (ryc. 32 E).
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Ryc. 32. Skrawki histologiczne wybarwione metodq hematoksylina- eozyna. A) oko

prawidlowe; B) oko z guzem S; C) oko z guzem L; D) ptuco z przerzutami BHM Ma;

E) nerka z przerzutem BHM Ma do kory nadnerczy. W prawym dolnym rogu ryciny

zaznaczono skale. Zdjecia wykonat S.P. dr Tomasz Oles.
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6.7 Obrazowanie czerniaka oka na alternatywnym modelu zwierzecym

Inokulacja komorek ludzkiego czerniaka 92.1 do gatki ocznej skutkowata
wzrostem guzow z wydajnoscig na poziomie 33%. Trzy guzy wyrosty 21 dni po
inokulacji a nastepne 77 i 82 dni po implantacji. Guzy 92.1 rosty przez 14 dni od

momentu ich zauwazenia do momentu wykonania eutanazji.

Obrazowanie guzéw wewnatrz galki mysiej dalo obrazy znacznie gorszej
jako$ci niz miato to miejsce w przypadku obrazowania guzéw w przedniej komorze oka
chomika. Na ryc. 33 umieszczono przyktadowe obrazy w prezentacji w trybie Power
Doppler. Granatowa linig zaznaczono obrys trzech roéznych guzow. Na zohto
zaznaczono schematycznie obrys gatki ocznej myszy. Oko mysie jest okolo 3 razy
mniejsze niz oko chomika syryjskiego, i trudniejsze do obrazowania co dodatkowo
pogarsza jako$¢ uzyskanych obrazow. Ze wzgledu na zbyt mala rozdzielczosé
uzyskanych obrazow oraz zbyt malg ilos¢ guzow w grupie analiza iloSciowa nie byta

mozliwa.

Ryc. 33 Wirtualny przekroj mysich gatek ocznych (obrysowane na zotto)
Z wzrastajgcymi  w  srodku guzami 92.1 (obrysowane na granatowo). Obrazy
przedstawiajq prezentacje w trybie Power Doppler. Obrazowanie trzech roznych

zwierzqt w dniu zauwazenia wzrostu guza w oku.
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Wykonano rowniez obrazowanie micro-CT komputerowa po uprzednim
wybarwieniu gatek ocznych roztworem Lugola (Ryc. 34). Guzy i ich
unaczynienie rozwijaly si¢ inaczej niz guzy BHM Ma wzrastajgce w oku
chomika. Guz inokulowany do tylnej cze¢sci galki ocznej rosnie w kierunku
soczewki 1 ja otacza. Guz jest dobrze unaczyniony w zewnetrznej czesci

a naczynia przechodza w niefunkcjonalne obumarie regiony wewnatrz guza.

Ryc. 34 Przykiadowa rekonstrukcja guzéw
92.1 wzrastajqcych w galce ocznej myszy SCID
uzyskana dzieki obrazowaniu micro-CT. A-
obraz MIP (Maximum Projection Intensity), B-
na obrazie widoczne jest polozenie guza
wzgledem soczewki, C- guz zaczyna otaczaé
soczewke.
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7. Dyskusja

7.1 Aktywno$¢ migracyjna komérek BHM Ma

Komérki BHM Ma wyprowadzono ze skrawkow tkanki guza pierwotnego.
Wszystkie eksperymenty in vitro przeprowadzone byly na komoérkach pochodzacych
Z czwartego pasazu. Nie sg wigc to eksperymenty przeprowadzone na czysto pierwotnej
linii, jednak bylo to niemozliwe, poniewaz komoérki przy pierwszym pasazu nie
wykazywaty witasciwosci adherentnych. Aby to zmieni¢ nalezaloby np. prowadzi¢
hodowle na plastiku optaszczonym fibroblastami. Sarna i wsp. [111] prowadzili
hodowl¢ z wykorzystaniem komérek BHM Ma i przy pomocy mikroskopii konfokalnej
potwierdzili t¢ obserwacje, ze komorki z pierwszego pasazu sg okragle i rozptaszczaja

si¢ na dnie naczynia dopiero przy kolejnych pasazach.

Komoérki BHM Ma maja bardzo krotki czas podwojenia populacji (13,4h).
Wynik ten jest zgodny z obserwacjami in vivo- wzrost guzow w oku chomika byt tak
szybki, ze juz po 4 dniach od rozpoczgcia wzrostu wypelniona byta cata przednia
komora. Jednakze inni autorzy [111] donosza, ze czas podwojenia populacji dla
komoérek BHM Ma przy czwartym pasazu wynosi 58h. Rozbiezno$¢ otrzymanych
rezultatow jest bardzo duza, jednak nalezy mie¢ na uwadze, Zze hodowle byty
wyprowadzane z réznych skrawkoéw guzow rosngcych podskoérnie, co moze
odzwierciedla¢ heterogenno$¢ guzo6w BHM Ma. Ponadto, obie prace byly wykonywane
na liniach nieustabilizowanych, co rowniez uzasadnia rozbiezno$¢ otrzymanych

rezultatow.

Przeprowadzony test rysy wykazal, Ze po 24 h dochodzi do jej zaro$nigcia.
W zamierzeniu na podstawie tego wyniku mozna oszacowac tempo migracji komorek
BHM Ma. Jednakze biorgc pod uwage uzyskany czas podwojenia populacji, nie
mozemy wyciagnaé takiego wniosku, poniewaz komorek na tym etapie jest ponad dwa
razy wigcej niz na poczatku eksperymentu. Czgsto uzywanym w takich wypadkach
testem jest zliczenie komorek, ktore przejda przez komore Boydena. Przy uzyciu tej
metody opisujemy jednak tylko zachowanie pojedynczych komorek, a nie, tak jak ma to
miejsce w tescie rysy, zachowanie komorek w grupie. Oddziatywanie

migdzykomorkowe znacznie wpltywa na aktywno$¢ poszczegdlnych komorek -

86



znaczenie ma nie tylko oddzialywanie migdzy komodrkami nowotworowymi
a komoérkami niszy, ale rowniez oddziatywanie pomigdzy samymi komodrkami
nowotworowymi [112]. Przeprowadzone eksperymenty aktywnos$ci migracyjnej
komoérek BHM Ma w zaleznos$ci od gestosci ich wysiania wykazaly, ze komorki, ktére
rosty w otoczeniu wielu innych komorek, ruszaja si¢ o wiele szybciej i pokonuja
wigksze odleglosci niz komorki, ktore zyty w srodowisku o mniejszym zageszczeniu.
Jest to zgodne z danymi literaturowymi, w ktorych coraz czeSciej oddziela si¢ potencjat
migracyjny pojedynczej komoérki od potencjalu migracyjnego calej grupy komorek
[111]. Migracja w grupie jest bowiem o wiele bardziej wydajna niz migracja tej same;j
sumy pojedynczych komorek. Na diagramach kotowych analizy migracyjnej
(ryc. 31 Ai B) wida¢ pojedyncze komorki, ktore przemieszczaja si¢ o wiele dalej niz
wiekszos¢ komorek. By¢ moze komorki te maja jeszcze wyzszy potencjat
metastatyczny, niz pozostate komorki. Aby to sprawdzi¢ nalezatoby je
wyselekcjonowac i stworzy¢ z nich oddzielng koloni¢. Postuluje si¢, ze zdolnosci do
formowania przerzutow sg rowniez zwigzane z elastycznoscig komorek, ktéra w duzym
stopniu zalezy od upigmentowania komoérek. Sarna et al. [111] opisali, ze komorki
BHM Ma traca pigment wraz z kolejnymi pasazami, a tym samym maleje ich modut
Younga. W celu zachowania pigmentacji komoérek na statym poziomie nalezatoby

zastosowac hodowle w medium bogatym w tyrozyne [113].

7.2 Chomik syryjski i inne modele zwierzece

Modele zwierzgce sg waznym narzedziem w badaniu patobiologii nowotworow,
identyfikowaniu istotnych klinicznie szlakow sygnatowych czy znajdowaniu nowych
czynnikow terapeutycznych [53]. Do tej pory nie udato si¢ opisa¢ modelu in vivo
czerniaka oka, ktory spetniatby wszystkie z pozadanych cech odzwierciedlajagcych obraz
kliniczny u pacjentow. W obecnej chwili wydaje si¢ wigc najrozsadniejsze stosowanie
réwnoleglych modeli, z ktorych kazdy odpowiada na postawione pytanie badawcze.
Pomimo oczywistych ograniczen jakie niosa ze soba eksperymenty na modelach in
vivo, a przede wszystkim brak jednoznacznego przetozenia otrzymanych w ten sposéb
wynikéw na praktyke kliniczng [114], nie ulega watpliwosci, ze dzigki nim jesteSmy

W stanie spojrze¢ na chorobe¢ nowotworows i jej terapi¢ w sposob systemowy. Model
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zastosowany do przeprowadzenia opisanych w pracy eksperymentow model to
implantacja skrawkow czerniaka Bomirskiego do przedniej komory oka chomika
syryjskiego. Jest to rodzaj allotransplantu, poniewaz pierwotna tkanka BHM Ma
pochodzi ze spontanicznie powstalego czerniaka skéry u chomika syryjskiego. Wsrod
najwigkszych zalet tego modelu wymieniana jest jego bardzo wysoka wydajno$é
(wzrost nowotworu po inokulacji az w 96% przypadkow [94]), zdolnos¢ do formowania
przerzutow dystalnych i utrzymanie upigmentowania zaroéwno tkanki guza pierwotnego
jak i przerzutu na stalym poziomie. Dodatkowa zaletg tego modelu jest to, ze gatka
oczna chomika jest okoto 3 razy wigksza niz oko myszy, dlatego mozliwa jest
obserwacja skuteczno$ci zastosowanej terapii w zaleznosci od wielko$ci nowotworu jak
réwniez monitorowanie zmian w unaczynieniu guza W trakcie jego rozwoju [115]. Jest
to bardzo istotne, poniewaz uzyskuje si¢ wtedy dodatkowe informacje, takie jak: przy
jakiej wielkos$ci guza dochodzi do formowania nowych naczyn krwiono$nych lub jak
hipoksja, ktora najczesciej jest obecna w duzych guzach nowotworowych, wptywa na
skutecznos¢ zastosowanej terapii [116]. Ponadto, zaproponowany model badawczy jest
tez bardzo skuteczny w badaniach nad terapig fotodynamiczna, poniewaz S$wiatto
wzbudzajace fotouczulacz dochodzi do guza, nie penetrujac glebiej potozonych
struktur. Nalezy jednak by¢ roéwniez $wiadomym wad zastosowanego modelu.
Najbardziej pozadane s3a modele ortotopowe, poniewaz wowczas rosnie
prawdopodobienstwo, ze komdrki nowotworowe w swoim naturalnym $rodowisku beda
zachowywa¢ si¢ w sposob najbardziej zblizony do tego, co obserwuje si¢ w klinice [55].
W dyskutowanym tutaj modelu inokulujemy natomiast skrawki czerniaka skory do
gatki ocznej. Nie jest wigc to naturalne Srodowisko wzrostu dla komérek BHM Ma.
Ponadto chomiki syryjskie sa stosunkowo rzadko wykorzystywane w badaniach
laboratoryjnych, dlatego istnieje na rynku ograniczony dostep do przeciwciat
umozliwiajacych doktadne badania na poziomie molekularnym. W literaturze
znaleziono tylko dwa artykuty opisujace przypadki spontanicznie powstatego czerniaka
gatki ocznej u chomikow. W pierwszej pracy z 1977 roku [117] byt to ztosliwy czerniak
gatki ocznej chomika syryjskiego, nowotwor rozwijal si¢ powoli, a zwierz¢ zdechto po
1,5 roku z powodu kacheksji i przerzutow do ptuc. W drugiej pracy z 2012 roku [118]
u chomika chinskiego zaobserwowano zlosliwego czerniaka w oku, podjeto decyzje
0 enukleacji gatki ocznej a zwierzg zylo jeszcze prawie 2,5 roku. Nie zachowano
materiatu biologicznego z zadnego z tych nowotworow. W badaniach przedklinicznych

dotyczacych poszerzaniu wiedzy o czerniakach naczyniowki wykorzystywane sg
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rowniez inne modele zwierzece, w tym m.in. bezgrasicze szczury WAG/RijHs-rnu,
ktorym inokuluje si¢ ludzkie komorki czerniaka naczyniowki OCM-1 [119]. Co
raz wieckszym zainteresowaniem cieszy si¢ réwniez implantowanie nowotworow nie
W postaci zawiesiny komorek czy skrawkow, a w postaci sferoidow. Podejscie takie
zastosowali m.in. Braun i wsp. [120], ktéorzy podawali nie w pehni
immunokompetentnym szczurom WAG/Nij-rnu do przestrzeni nadnaczyniowkowe;j
sferoidy z komorek ludzkiego czerniaka naczyniowki C918. Wsrod innych najbardziej
popularnych modeli czerniaka gatki ocznej wymienia si¢ réwniez myszy SCID, ktorym

mozna inokulowa¢ m.in. komoérki ludzkiego czerniaka OCM8, OCM-1 i C918 [54,121].

W dyskutowanym eksperymencie otrzymano wydajno$¢ wzrostu nowotworu po
inokulacji na poziomie 49%. Jest to wigc prawie dwukrotny spadek w poréwnaniu do
rezultatow otrzymanych przez Romanowska- Dixon i wsp. w 2001 roku [94]. Mozliwe
sg dwie przyczyny tej zmiany. Pierwszym i najbardziej prawdopodobnym jest fakt, ze
chomiki pochodzity z dwoch roznych Zrodet. Eksperymenty z 2001 roku
przeprowadzono na chomikach pochodzacych z prywatnej hodowli p. Janiny Ogorzatek
w Pulawach, podczas gdy eksperymenty przeprowadzone w ramach obecnej pracy
opieraly si¢ na chomikach z hodowli firmy CharlesRiver we Francji. Wielce
prawdopodobnym jest wiec, ze chomiki te maja roézne tla genetyczne. Drugim
mozliwym czynnikiem odpowiedzialnym za spadek wzrostu nowotworu po inokulacji
jest mutacja genetyczna w linii BHM Ma. Aspekt ten wydaje si¢ jednak mniej
prawdopodobny, poniewaz lini¢ otrzymaliSmy dzigki uprzejmosci prof. dr hab.
Mirostawy Cichorek z Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, ktora nie
zaobserwowala zadnych zmian w prowadzonych na tej linii eksperymentach na

przestrzeni ostatnich lat.

W ramach dyskutowanej pracy inokulowano rowniez do myszy SCID komorki
ludzkiego czerniaka oka 92.1. Wzrost guzéw wystapit u 33% zwierzat i u zadnego
Z nich nie zaobserwowano przerzutow ani do watroby, ani do ptuc. W literaturze [55]
mozna znalez¢ informacje, ze inokulacja tych komorek do oka albinotycznego krolika
skutkuje wzrostem guzow u 89% zwierzat. Juz po 4 tygodniach zaczety pojawiaé sie
przerzuty do ptuc a u prawie co piagtego krolika rozwijaty si¢ rowniez przerzuty do
watroby. Inna grupa [122], ktéra roéwniez inokulowata komorki 92.1 do oka
albinotycznego krolika donosi jednak, ze przerzuty do ptuc obserwowata tylko u 43%

zwierzat. Ding Ma i wsp. [123] Inokulowali te same komorki myszy nude. Uzyskano
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W ten sposob przerzuty do watroby u 4 z 5 zwierzat. Na tej podstawie spodziewano si¢
zobaczy¢ przerzuty do watroby lub pluc u myszy SCID. Nie zdecydowano si¢
przeprowadza¢ enukleacji gatki ocznej, poniewaz czas wzrostu guza (nawet do 82 dni
od inokulacji guz rozpoczynal wzrost i si¢ przez kolejne 14 dni) uznano za
wystarczajaco dtugi, aby zaobserwowac przerzuty. Przyczyn ich braku mozna rowniez
dopatrywac si¢ w nieprzeprowadzeniu enukleacji. W jednej z prac [124], zmierzona
byla ekspresja angiostatyny przez komoérki 92.1 . Wykazano, ze komorki te produkuja

bardzo duze ilo$ci angiostatyny, co hamuje formowanie przerzutow.

7.3 Obrazowanie unaczynienia czerniaka galki ocznej.

Angiogeneza, czyli proces formowania nowych naczyn krwiono$nych, odgrywa
kluczowa role w wielu stanach patologicznych takich jak retinopatia cukrzycowa,
reumatoidalne zapalenie stawow, endometrioza czy tuszczyca [125]. Z punktu widzenia
tej pracy najwazniejszg rola angiogenezy jest jej udzial we wzro$cie nowotworu oraz
powstawaniu przerzutow. Wszystkie te choroby bylyby o wiele mniej niebezpieczne
| tatwiejsze do wyleczenia, gdyby znany byl sposob zapanowania nad zjawiskiem
angiogenezy, dlatego tak istotne jest aby rozwija¢ wiedze w kierunku jej obrazowania
| monitorowania. Mozliwo$¢ obserwowania zmian w unaczynieniu nowotworu jest
kluczowa dla kontrolowania skutecznos$ci terapii przeciwnowotworowych [101]. W tej
pracy przedstawiono dwie metody obrazowania unaczynienia guzow wzrastajgcych

w przedniej komorze oka chomika- USG oraz micro-CT

Ultrasonografia jest obecnie powszechnie stosowana metoda diagnostyczna
w wielu obszarach medycyny takich jak chirurgia, kardiologia, urologia, ginekologia
czy okulistyka [126]. Cieszy si¢ duza popularnoscia ze wzgledu na to, ze jest metoda
nieinwazyjng i tatwa do wykonania. Wynik jest dostgpny juz w czasie wykonywania
badania a stosunek skutecznosci do kosztow jest zadowalajacy. Dodatkowa zaletg jest
to, ze mozliwe jest obrazowanie nie tylko tkanek migkkich, ale réwniez ich
unaczynienia. Tryb Power Doppler umozliwia wizualizacj¢ naczyh krwiono$nych,
rozrdéznienie zyl od tetnic oraz okreslenie tempa przeptywu krwi. W optymalnych
warunkach wykonywania pomiaru mozliwe jest uzyskanie na tyle dobrej rozdzielczosci

i jakoSci obrazu, aby okresli¢ morfologie i tempo przeptywu krwi w naczyniach
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0 $rednicy 15 um [99]. Informacja taka jest niezwykle istotna nie tylko z naukowego
punktu widzenia pod katem poszerzania wiedzy o biologii nowotworow, ale rowniez
z klinicznego punktu widzenia, poniewaz mozna w ten sposOb ocenia¢ skuteczno$é
zastosowanej terapii jak rowniez prognozowacé $redni czas przezycia. Pomiar USG
w trybie Power Doppler daje wszystkie informacje niezbedne do ocenienia potencjalu
metastatycznego wielu typow ludzkich nowotworéw. Wykonywanie pomiaréw USG,
pomimo rozlicznych zalet, ma rowniez swoje ograniczenia. Do najwazniejszego z nich
jest stosunkowo niska rozdzielczos$¢, ktora nie zawsze umozliwia uzyskanie obrazow
0 zadowalajacej jakosci co pozwoliloby na wyciagniecie pewnych i jednoznacznych
wnioskéw klinicznych. Podejmuje si¢ wigc proby zwiekszenia rozdzielczosci obrazow
uzyskanych przy pomocy USG. Jedna z takich metod jest podawanie kontrastu
W postaci mikropecherzykow [127]. Mate babelki gazu (takiego jak np. C3H8)
zamkniete sg w lipidowej lub albuminowej powloce o $rednicy mniejszej niz 5 um.
Mikropgcherzyki podawane sg dozylnie i rozchodza si¢ wraz z krwig po calym
organizmie. Puls ultradzwigkow wysylanych z glowicy podczas pomiaru ma
w zatozeniu czestotliwos¢ zblizong do czestotliwosci wilasnej mikropecherzykow,
dzicki czemu pecherzyki zmniejszaja 1 zwickszaja swoja $rednicg, wywolujac echo
pochodzace od otaczajacych tkanek [128]. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie obrazow
USG o ponad trzy krotnie wyzszej rozdzielczosci. Uzycie mikropgcherzykow bytoby
zasadnym podejsciem umozliwiajacym zwigkszenie jakoSci obrazow zaro6wno guza
BHM Ma w przedniej komorze oka chomika jak i guzow 92.1 w oku myszczy SCID.
Dzigki temu podejSciu prawdopodobnie mozliwe byloby rozroéznienie naczyn
krwiono$nych, ktore potozone sg bardzo blisko siebie a ze wzgledu na techniczne
ograniczenia klasycznego USG traktowane sa jako jedno wicksze naczynie.
Dodatkowo, mikropecherzyki moga petni¢ role nosnikow dla lekéw. Mikropecherzyki
moga by¢ roéwniez oplaszczone specyficznymi markerami umozliwiajagcymi
bezposrednie $ledzenie procesu angiogenezy, takimi jak np. VEGFR-2, integryna aV{3,
czy endoglina. Ze wzgledu na swoj rozmiar, mikropecherzyki nie wyciekaja do
przestrzeni zewnatrzkomorkowej a przy wyznakowaniu markerami angiogennymi
0 wiele wydajniej lokujg si¢ w obrgbie guzéw nowotworowych [101]. USG, choé¢
uwazane za najszybsze 1 najtansze narzedzie do przezyciowe] oceny unaczynienia
nowotworow u ludzi i zwierzat, nie jest oczywiscie jedyng znang metoda obrazowania
procesu angiogenezy. Alternatywna metoda obrazowania rozwoju unaczynienia jest

m.in. PET (ang. Positron Emission Tomography). Wykorzystanie tej techniki z uzyciem
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64Cu-NODAGA-RGD umozliwia detekcj¢ bardzo wczesnych etapow rozwoju
angiogenezy bioracej udzial w naprawie ubytkéw kostnych u myszy C57BI/6J [129].
PET wykorzystywany jest rowniez klinicznie do obrazowania m.in. nowotworu
przetyku i jego unaczynienia. Pomiary te mogg si¢ w niedalekiej przysztosci okazac
kluczowe w kontekscie planowania neoadiuwantowej chemioradioterapii. Coraz
wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ obrazowanie fotoakustyczne (PAI), ktore
roOwniez umozliwia obrazowanie nowotworu i jego unaczynienia. Metoda ta umozliwia
wykrycie naczyn neoangiogennych dzigki roznicy w absorpcji hemoglobiny w tkance
nowotworowej i w otaczajacych tkankach prawidlowych [130]. Hemoglobina pelni
wigc w tym uktadzie role endogennego kontrastu. PAI bywa juz klinicznie stosowana
m.in. do wykrycia i oceny skutecznosci terapii nowotworu prostaty  [131].
W listopadzie 2018 roku pojawita si¢ pierwsza praca opisujaca wykorzystanie PAI do
obrazowania czerniaka galki ocznej na modelu zwierzecym [132]. Melanina w
komoérkach B16F10 pehita role kontrastu, dzieki czemu mozliwe byta korelacja
intensywno$ci sygnatu melaniny z objetoscia guza. Nadal jednak najczesciej
wykorzystywana metoda obrazowania angiogenezy nowotwordow, obok USG, jest
magnetyczny rezonans jadrowy (MRI).  Przy zastosowaniu kontrastu, ktéorym
najczesciej sa chelaty gadolinu, mamy do czynienia z tzw. DCE-MRI. Metoda polega
na tym, ze kontrast wycieka przez dziurawe, nieprawidtlowo zbudowane naczynia
neoangiogenne. Ilo$¢ kontrastu, ktory znajdzie si¢ poza $wiattem naczynia umozliwia
okreslenie obecnos$ci i stanu naczyn neoangiogennych [133]. W praktyce laboratoryjnej
stosuje si¢ specjalne komory okienkowe na fald grzbietowy zwierzecia, co w potaczeniu
na przyklad z mikroskopia fluorescencyjna, réwniez umozliwia obrazowanie rozwoju

unaczynienia [125].

Do dnia 28 listopada 2018 roku w bazie publikacji Pubmed.gov znaleziono tylko
jedng publikacje, ktora opisywata obrazowanie USG czerniaka zlokalizowanego w oku
chomika. W pracy tej [118] opisano przypadek chomika chinskiego, u ktorego
zdiagnozowano czerniaka komorek sygnetowych. Spontanicznie pojawiajace si¢
nowotwory u chomikéw nie sg rzadkoscia, jednak tylko w 0,5% sa to zmiany zlosliwe
ajeszcze mniejszy odsetek stanowig ztosliwe zmiany w obrebie galki oczne;.
Zastosowano tylko obrazowanie w trybie B, ktore umozliwito identyfikacj¢ zmiany
neoplastycznej oraz okreslenie jej rozmiaru, jednak nie zostala wykonana analiza

unaczynienia guza. Obrazowanie i analiza iloSciowa unaczynienia czerniaka
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zlokalizowanego w galce oka chomika syryjskiego opisane w tej pracy sa wiec
unikatowe, a brak prac w tym temacie uniemozliwia skonfrontowanie otrzymanych
wynikow z doniesieniami innych autorow. Przeprowadzone pomiary USG umozliwity
wizualizacj¢ naczyn, ktorych $rednica miata co najmniej 70 um. Unaczynienie byto
nieregularne, chaotyczne i bez charakterystycznej hierarchicznej struktury. Srednica
naczyn byta réznorodna, widoczne byty miejscowe przewegzenia i nastgpujace po nhich
poszerzenia, a sie¢ naczyn skladata si¢ z lokalnych i nieregularnych weziow
i rozgatezieh. We wszystkich grupach eksperymentalnych stosunek objetosci
unaczynienia do obje¢tosci nowotworu utrzymywatl si¢ przez caty okres rozwoju guza na
poziomie 25%. Przeprowadzono analiz¢ porownawczg guzow na réoznym stadium
rozwoju (guzy S 1 guzy L). Guzy S w pierwszych dwoch punktach pomiarowych miaty
procentowo wigkszy stosunek objetosci naczyn do objetosci guza. Nalezy jednak mieé
tu na uwadze, ze wynik ten moze by¢ falszywie dodatni, poniewaz stosunkowo niska
rozdzielczo§¢  uniemozliwia w  sposob  jednoznaczny oddzielenie naczyn
nowotworowych od naczyn prawidtowych znajdujacych si¢ w obrgbie gatki oczne;j.
Unaczynienie w guzach L byto mniej wydajne co manifestowato si¢ W postaci znacznie
zmniejszonego tempa przeptywu krwi w poréwnaniu do guzéw S i do prawidtowych
naczyn krwiono$nych gatki ocznej. Najprawdopodobniej jest to spowodowane tym, ze
nowotwor BHM Ma rozwijal si¢ bardzo gwaltownie i proces angiogenezy nie
przebiegal wystarczajaco szybko aby zapewni¢ formowanie nowych naczyn
krwiono$nych. Powyzsze obserwacje sa spOjne z rezultatami uzyskanymi na tym
samym modelu zwierzecym, ale z wykorzystaniem innej techniki przez Romanowska-
Dixon et al. [91]. Chomikom z guzem BHM w przedniej komorze oka podawano
dozylnie zywicg¢ o matlej lepkosci (Mercoks). Dzigki specjalnie przeprowadzonej
procedurze trawienia guza mozliwa byta obserwacja kapilar o $rednicy nawet 15 pm.
Ksztatt naczyn w skaningowym mikroskopie elektronowym byt chaotyczny, Srednica
wahata si¢ miedzy 40 a 110 um, identyfikowane byly nieregularne wezly 1 petle
anaczynia znajdowaty si¢ w calej objetosci guza bez widocznych obszarow
nekrotycznych. Obrazowanie unaczynienia z wykorzystaniem tej samej techniki ale na
nieobarczonych zmiang nowotworowa oczach myszy pokazato, ze prawidlowa
i funkcjonalna struktura unaczynienia w oku gryzonia jest hierarchiczna, regularnie
zorganizowana a $ciany naczyn sg szczelne [162]. Jest to dodatkowym potwierdzeniem,
ze obserwowana zmiana w budowie naczyn jest konsekwencja gwaltownego rozrostu

guza BHM Ma.
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Obrazowanie USG unaczynienia myszy SCID z guzem 92.1 nie bylo technika
skuteczna, poniewaz uzyskane obrazy byly zbyt niskiej rozdzielczos$ci, aby obserwowaé
rozwo6j unaczynienia w guzie. W zaproponowanym modelu eksperymentalnym metoda
ta jest zatem tylko skuteczna do weryfikacji czy guz jest obecny w gatce ocznej.
Aspektem, ktory nalezaloby sprawdzi¢ w przyszitosci, jest zastosowanie wyzszych

czestotliwoscel, tak jak to opisano w pracy Braun i wsp. [121].

Obrazowanie galek ocznych wybarwionych jodyna przy uzyciu micro-CT jest
bardzo dobrg metoda obrazowania czerniaka rosngcego w przedniej komorze oka
chomika. Jest to o tyle nietypowe, ze najczg¢$ciej technika ta stosowana jest do
obrazowania struktur wysoko zmineralizowanych, takich jak koSci czy zgby. Do tej
pory opublikowano tylko kilka prac opisujacych obrazowanie gatki ocznej przy pomocy
micro-CT [109,163,164]. Metoda ta umozliwia trojwymiarowa rekonstrukcje gatki
ocznej z doktadnos$cia zblizong do tej uzyskanej na dwuwymiarowych preparatach
histologicznych. Analiza jakoSciowa oraz ilo$ciowa gatek z guzem oraz gatek
prawidtlowych dala mozliwos¢ przestrzennej obserwacji rozwoju unaczynienia
w obrebie guza BHM Ma. Na podstawie obrazow micro-CT mozliwe jest wyliczenie
szeregu parametrow morfotycznych. Do najwazniejszych zaliczany jest rozktad
dystrybucji srednicy naczyn krwiono$nych w obrebie nowotworu oraz odstepy miedzy
poszczegbdlnymi naczyniami. Parametry te dostarczaja w sposob posredni informacji
0 stopniu ztosliwosci zmiany nowotworowej. W obrazowanych probkach odlegtos¢
migdzy naczyniami miescita si¢ w zakresie 10 do 90 um. Tylko w jednej ze
zmierzonych gatek ocznych odleglosci te byly prawie dwukrotnie wigksze.
Najprawdopodobniej byto to spowodowane przebarwieniem probki, co uniemozliwito
oddzielenie 1 rozréznienie dwoch naczyn polozonych blisko siebie. W prawidiowo
wybarwionych regionach gatek ocznych uzyskiwana byla rozdzielczo$¢ na poziomie
mikrometra co gwarantuje poprawno$¢ wyliczonych parametrow opisujacych strukture
unaczynienia w guzie BHM Ma. Ogo6lna struktura sieci unaczynienia byla bardzo
podobna do rezultatéw uzyskanych przez Romanowska- Dixon i wsp. [94] — naczynia
byly chaotyczne, przeciekajace, nieregularne i kregte, co bylo widoczne zwlaszcza
w zylach i Zylkach. Zyly i kapilary byly sinusoidalne i wykazywaty duzg gestos$¢
wewnatrznaczyniowg. Rozdzielczo$¢ uzyskanych obrazow z wykorzystaniem kastow
oraz mikroskopu elektronowego jest podobna do rozdzielczosci obrazow micro-CT,

jednak nalezy mie¢ na uwadze kilka kwestii. Po pierwsze, Zywica podawana jest
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dozylnie pod pewnym ci$nieniem, aby miata ona szanse¢ dotrze¢ do odleglych czgsci od
miejsca podania. W wyniku tego sztucznego, mechanicznego zwigkszenia ci$nienia
w zyle jej S$cianki sg rozpychane co rozszerza szczeliny obecne w S$cianie
nieprawidlowego naczynia nowotworowego. Przez szczeliny te wyptywa zywica i moze
prowadzi¢ do zafalszowanych wnioskdw sugerujacych wieksza przepuszczalnosé
naczyn krwiono$nych niz miato to faktycznie miejsce. Przy wykorzystaniu metody
micro-CT popelnienie takiego bt¢du nie jest mozliwe. Drugg cechg przemawiajacg na
korzys$¢ zastosowania metody micro-CT jest to, ze obrazowana jest cata probka
zarowno z jej fragmentami prawidlowymi jak 1 patologicznymi a wirtualna
rekonstrukcja obrazu umozliwia zanalizowanie zadanych parametrow w dowolnie
wybranej ptaszczyznie lub przestrzeni. Metoda korozyjna natomiast polega na robieniu
odlewow, a naczynia stanowia tylko swego rodzaju ,,rusztowanie”, ktére na jednym
z koncowych etapow powstawania kastow jest usuwane. Nie ma wiec mozliwosci
zobaczenia pozostatych tkanek czy to prawidtowych czy patologicznych. Istotny jest
rowniez czynnik etyczny- wykonanie pomiaru gatki ocznej ex vivo metodg micro-CT
wydaje si¢ by¢ o wiele bardziej humanitarne niz dozylne podawanie zywicy zywym
zwierzgtom, tym bardziej, ze rozdzielczo$¢ uzyskanych obrazéw jest zblizona.
Zastosowana procedura barwienia jodyng przed wykonaniem pomiaru micro-CT byta
optymalizowana pod katem galek ocznych wypreparowanych z ciata zwierzgcia
i utrwalonych w formalinie. Technika ta jest jednak na tyle mato destrukcyjna, ze nie
wyklucza ponownego wykorzystania tej samej gatki do innego rodzaju obrazowania np.
z wykorzystaniem metod histologicznych. Dzigki temu kazde oko moze byc¢

zobrazowane wielokrotnie w innych celach z wykorzystaniem réznorakich metod.

Unaczynienie guza, zwykle wyrazane jako procent objetosci guza, maleje wraz
ze wzrostem nowotworu. Tendencja ta zostala potwierdzona w obliczonym na
podstawie obrazéw USG spadku gesto$ci unaczynienia oraz zmniejszeniu stosunku
objetosci naczyn do objetos¢ tkanki guza. Analogiczna analiza zostala wykonana dla
pomiaréw wykonanych metodg micro-CT. Ggsto$¢ unaczynienia rOwniez maleje ale
wartos$ci liczbowe sa zdecydowanie wigksze niz przy obrazowaniu USG. Jest to
spowodowane o wiele wigksza rozdzielczoscig micro-CT, co umozliwilo rozdzielenie
naczyn potozonych blisko siebie, ktore przy pomiarach USG byly traktowane jako
jedno wigksze zadanie. Przy procencie wyrazajacym stosunek objetosci unaczynienia do

objetosci tkanki nowotworowej zauwazalna jest pewna rozbiezno$¢. Przy pomiarach
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USG stosunek ten jest coraz mniejszy, natomiast przy pomiarach micro-CT warto$¢ ta
zdecydowanie ros$nie. Mozliwe s3 dwa zrodla tej zmienno$ci. Po pierwsze, przy
pomiarach USG guzow S prawidlowe naczynia krwiono$ne galki ocznej
prawdopodobnie zostalty btednie zakwalifikowane jako naczynia neoangiogenne.
Skutkiem tego byloby pozorne zwigkszenie stosunku obj¢tosci naczyn do guza, podczas
gdy rzeczywista warto§¢ powinna by¢ o wiele mniejsza. Po drugie, w niewielkich
guzach obecne sg do$¢ duze obszary awaskularne, poniewaz dyfuzja jest gtownym
| wystarczajgcym sposobem transportu substancji odzywczych w guzach S [134],

dlatego tez procent unaczynienia wyliczony na podstawie micro-CT jest tak niewielki.

Tempo przeptywu krwi w naczyniach nowotworowych jest bardzo istotnym
parametrem, poniewaz charakteryzuje mikro-srodowiska guza a takze umozliwia oceng
odpowiedzi guza na zastosowang procedur¢ terapeutyczng. Przeptyw krwi w guzie jest
niezbedny, aby dotarty do niego leki np. chemioterapeutyczne [135]. W naturalnych
warunkach fizjologicznych obserwowana jest duza zmienno$¢ w unaczynieniu gatki
ocznej [102], dlatego nic dziwnego, ze w roznych stanach patologicznych zmiennos¢ ta
moze by¢ jeszcze wigksza. Przeplyw krwi w galce ocznej jest pulsacyjny, jego
nat¢zenie zwigksza si¢ przy czerniaku oka. Wielu autoréw wskazuje, ze po radioterapii
czerniaka gatki ocznej dochodzi do zmniejszenia ilo$ci naczyn krwiono$nych oraz do
zmniejszenia w nich tempa przeptywu krwi [136,137]. W ramach tej pracy nie
zauwazono zmian w procencie unaczynienia guzow przed 1 po terapii ani nie zmienito
si¢ tempo przeptywu krwi. Stwierdzono jednak duzg réznice w tempie przeptywu krwi
w zalezno$ci od wielkosci guza. W guzach L krew plyneta wolniej niz w kontroli
iguzach S. Powszechnie wiadomo [138], ze im wigkszy guz, tym wicksze
prawdopodobienstwo zaobserwowania w jego srodku nieodzywionego, nekrotycznego
rdzenia. Naczynia krwiono$ne w obrebie guza tworza chaotyczng i dziurawg sie¢, CO

powoduje spowolnienie tempa przeptywu krwi w guzach L.

Unaczynienie guza 92.1 rosngcego w galce ocznej myszy SCID rdznito si¢
znacznie od guza BHM Ma. Najwazniejszg rdznica byto to, ze naczynia w guzie 92.1
rosty tylko 1 wylacznie powierzchniowo, natomiast w glebi guza tworzyly duze,
martwicze sfery. By¢ moze stabsze unaczynienie tych guzéw (w porownaniu do BHM

Ma) jest jedng z przyczyn braku przerzutéw do ptuc i watroby u myszy.
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7.4 Optymalizacja st¢zenia witaminy D.

Najwazniejszym wnioskiem ptyngcym z przeprowadzonego eksperymentu
pilotowego jest toksyczny efekt wysokiego stezenia witaminy D przy jednorazowym
podaniu dootrzewnowym. Teza ta zostala udowodniona poprzez obserwacje
behawioralne zwierzat poparte zmianami w organach wewngtrznych na poziomie

makro- i mikroskopowym.

Zaobserwowano wyrazng zmiang w zachowaniu zwierzat po podaniu duzej
dawki kalcytriolu [139]. Przed iniekcja zwierzeta byly spokojne i przyzwyczajone do
opiekunéw, natomiast po podaniu witaminy D przez kolejne 72h zachowywaly si¢
agresywnie 1 niespokojnie. Bylo to prawdopodobnie spowodowane bolem, ktory
zwierzeta odczuwaty, z powodu uszkodzen watroby. Uszkodzenia watroby widoczne
byty juz na poziomie makroskopowym w czasie przeprowadzania badania post mortem

co dowodzi hepatotoksycznego efektu wysokiego st¢zenia witaminy D.

W czasie kilku etapéw metabolizmu witaminy D, magnez dziala jako kofaktor
zachodzacych reakcji. Z tego wzgledu mozliwy jest spadek poziomu magnezu po
podaniu wysokich dawek witaminy D [140]. Nie zaobserwowano powyzszej zaleznoSci
w przeprowadzonym eksperymencie. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze powszechnie
wykorzystywane testy pomiaru st¢Zzenia magnezu opieraja si¢ na badaniu jego ilosci
w osoczu. Nie wyklucza to mozliwosci spadku wewnatrzkomérkowego stezenia

magnezu.

Poziom kalcyfediolu byt taki sam we wszystkich grupach eksperymentalnych.
Oznacza to, ze po 72h nie ma juz podwyzszonego jego stezenia, poniewaz podana
biologicznie aktywna forma witaminy D (1,25(0OH),D3) =zostala do tego czasu
zmetabolizowana. Najprawdopodobniej dopiero regularne podawanie nizszych dawek
witaminy D wplyngtoby na wzrost stezenia kalcyfediolu jak i wapnia w osoczu.
Podawanie 5 razy w tygodniu przez okres 5 tygodni analogu witaminy D (1 a-OH-D;)
myszom transgenicznym rozwijajacym spontanicznie czerniaka oka skutkowato

zmniejszeniem rozmiaru guzow oraz wzrostem st¢zenia wapnia w osoczu [141].

Zaobserwowano ponad dwukrotny wzrost stgzenia AST u chomikéw, ktérym

podano 200 nM witaminy D w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej. Biorac pod
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uwage funkcje AST, sugeruje to uszkodzenie watroby ze wzgledu na toksyczne stezenie
kalcytriolu. Podwyzszony poziom zaréwno AST jak i ALT byl juz obserwowany
u chomikéw z martwicg lub neoplazjg watroby [142]. Klinicznie bardziej istotny jest
wspotczynnik wyznaczony przez stosunek AST do ALT. Jesli warto$¢ ta jest wyzsza od
1 sugeruje to chorobe watroby natomiast wyzsza niz 2 oznacza toksyczne uszkodzenie
watroby [143]. U zwierzat z grupy kontrolnej stosunek ten byl bliski 1 natomiast
U zwierzat po podaniu wysokiego stezenia witaminy D- bliski 2. O ile po podaniu
200nM kalcytriolu wynik AST/ALT potwierdza jej toksyczno$¢, to warto$¢ otrzymana
dla grupy kontrolnej moze budzi¢ pewne watpliwos$ci. Mozna to jednak wytlumaczy¢
dwojako. Po pierwsze zwierzeta przeznaczone do tego eksperymentu byly w podesztym
wieku (blisko 2 lata) co rzutuje na sprawno$¢ watroby [142]. Jednakze wszystkie
zwierzeta byly w tym samym wieku, dlatego zalozono, Zze nawet jesli stosunek
AST/ALT byt podwyzszony na poczatku eksperymentu to byt on podwyzszony na tym
samym poziomie u wszystkich zwierzat. Drugg przyczyng takiej obserwacji moze by¢
fakt, ze kalcytriol musial by¢ rozpuszczony w alkoholu, dlatego grupie kontrolnej
podano rowniez odpowiednie stg¢zenie alkoholu. Chomiki metabolizuja alkohol bardzo
sprawnie, poniewaz gdy zyly na wolno$ci, musiaty zjada¢ sfermentowane nasiona
przechowywane w wilgotnych norach [139]. Najczgsciej przy toksycznym uszkodzeniu
watroby obserwuje si¢ rowniez podwyzszony poziom transpeptydazy gamma-
glutamylowej [143]. W wyniku przeprowadzonego eksperymentu nie doszto do
podwyzszenia stezenia GGTP z powodu uszkodzenia innych regionéw watroby niz

drogi zoiciowe.

Problem toksyczno$ci witaminy D nie moze by¢ bagatelizowany, poniewaz juz
w 2010 roku opublikowano wyniki badan wskazujace, ze podawanie wysokich dawek
25(0OH)D dwukrotnie zwieksza ryzyko rozwoju nowotworu trzustki [144]. Najczesciej
dyskutowanym skutkiem ubocznym podawania witaminy D jest hiperkalcemia
[145,146]. Dane literaturowe mowia, ze stezenie witaminy D powinno miescié si¢
w zakresie 53 — 12 mg/dl [142]. U wszystkich zwierzat, ktore braly udziat
w eksperymencie widoczne bylo przekroczenie tej normy. Najprawdopodobniej
przyczyna byl podeszty wiek samic bioragcych udzial w eksperymencie. U zwierzat,
podobnie jak u ludzi, powszechnie obserwuje si¢ zaburzenia metabolizmu wapnia, ktére

zwigzane sg z zaburzong gospodarka hormonalng zwierzat w podesztym wieku [147].
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Badania ultrastrukturalne watroby i nerek uzyskane przy pomocy mikroskopii
elektronowej wykazata, prawidtowa budowg obu organdéw, pomimo podesztego wieku
zwierzat. Po podaniu kalcytriolu pojawity si¢ pecherzyki lizosomalne oraz wakuole
autofagowe, ktorych ilos¢ wzrastala wraz ze stezeniem kalcytriolu. Spowodowane byto
to toksycznym wptywem kalcytriolu na metabolizm komoérkowy, co manifestowato si¢
réwniez powigkszeniem mitochondriéw. Powyzsze zmiany w wygladzie komorek
zarbwno w watrobie jak 1 w nerkach s3 spojne z obronnymi mechanizmami
komorkowymi przeciwko czynnikowi toksycznemu. Zmiany w nerkach s3
najprawdopodobniej wynikiem nieprawidlowego metabolizmu kalcytriolu przez

uszkodzong watrobe.

7.5. Terapia protonowa

Terapia protonowa od lat cieszy si¢ duzym zainteresowaniem, zwlaszcza jesli
chodzi o leczenie nowotworow organdéw krytycznych, do ktorych zaliczana jest gatka
oczna. W literaturze opisywany jest szereg czynnikow, ktorymi probuje si¢ wzmacniaé
skuteczno$¢ terapii protonowej. To wzmocnienie skuteczno$ci powinno manifestowac
si¢ nie tylko zahamowaniem Ilub regresja wzrostu nowotworu, ale réwniez
zminimalizowaniem liczby przerzutow, redukcja skutkow ubocznych i wydtuzeniem
sredniego czasu przezycia. Podejmuje si¢ proby wspomagania terapii protonowej
poprzez zwigkszanie radioczuto$ci komorek nowotworowych podajac nanoczasteczki
Fe304/TaOy [148] czy PtNPs [149]. Wykazano rowniez [150], ze inhibicja polimerazy
poli(ADP-rybozy) (PARP-1), ktora reguluje wymiang zasad po uszkodzeniu DNA,

zwigksza cytotoksycznos$¢ promieniowania protonowego w szerokim zakresie LET.

W  przeprowadzonym eksperymencie przebadano 4 rézne dawki wigzki
protonow: 6, 10, 20 i 30 Gy, jak rowniez zaproponowano wzmocnienie tej terapii
dwoma czynnikami: lekiem antyangiogennym oraz witaming D. Powszechnie wiadomo,
ze terapia protonowa per se powoduje nie tylko niszczenie komodrek nowotworowych
ale rowniez oddzialuje na cala nisze 1 mikro-srodowisko nowotworu. W literaturze
mozna znalez¢ wiele danych sugerujacych, ze protony (w przeciwienstwie np. do
promieniowania gamma) hamujg proces angiogenezy poprzez zmniejszenie ekspresji

czynnikow proangiogennych, takich jak VEGF, IL-8 czy HIF-1a [151,152]. Dzi¢ki
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temu guz pierwotny jest gorzej odzywiony i maleje prawdopodobienstwo rozsiewu
komorek do organdéw odlegtych. Z drugiej jednakze strony, komdrki w stanie hipoks;ji
sa bardziej promieniooporne, €O Skutkuje zmniejszeniem skuteczno$ci radioterapii
[153]. Podejmuje sie¢ proby leczenia lub wspomagania terapii przeciwko czerniakowi
oka u pacjentdw poprzez podanie leku antyangiogennego bewacizumabu (Avastin®).
Doniesienia na temat skuteczno$ci tej metody sa ostrozne. Francis 1 wsp. [154]
przedstawili, ze dogatkowe podanie leku bewacizumab nie zmniejsza rozmiaru
czerniaka oka. Logan et al. [155] przebadali odpowiedz trzech linii czerniaka oka (92.1,
OCM-1 oraz UW-1) na hodowle bez oraz z 100 ug/ml bewacizumabu. We wszystkich
liniach obserwowano spadek VEGF-A oraz ufosforylowanego receptora VEGF-R2.
Jednoczes$nie zauwazono jednak aktywacj¢ mechanizméw kompensacyjnych (w tym
wzrost produkcji MMP-9 i CCL-3) dzigki czemu nie zaobserwowano istotnych zmian
funkcjonalnych w zadnej z linii komoérkowych. W pierwszej potowie 2018 roku
pojawito si¢ doniesienie, w ktérym autorzy sprawdzali skutecznos$¢ podanego
dogatkowo bewacizumabu w kontekscie terapii jaskry neowaskularnej [156]. Analiza
wykazata, ze po podaniu leku doszlo co prawda do zmniejszenia ci$nienia
wewnatrzgatkowego, jednakze nie wplynglo to na odsetek pacjentow, ktorych
zakwalifikowano do enukleacji pomimo terapii protonowej. Potaczenie terapii
protonowej z terapig antyangiogenng jest czg¢sto wskazywanym podej$ciem w leczeniu
wielu schorzen, jednakze brakuje bezspornych danych zaréwno na poziomie badan
przedklinicznych jak 1 klinicznych, ktore wskazywalyby na skutecznos¢ tego
potaczenia. Proba odpowiedzi na to pytanie w ramach niniejszej pracy jest wiec
zasadna. We wczesniejszych badaniach [157] udowodniono, ze komorki BHM Ma
produkuja VEGF, dlatego mozliwe jest sprawdzenie skuteczno$ci zastosowania leku,
ktory wigze VEGF uniemozliwiajac jego przylaczenie do odpowiedniego receptora.
Podjeto rowniez probe zbadania czy podanie witaminy D moze zmieni¢ tempo wzrostu
guza pierwotnego oraz czy zwigkszy skuteczno$¢ terapii protonowej. Badania na
poziomie komorkowym wykazaty [91], ze komorki BHM Ma sg bardziej czute na
promieniowanie protonowe po hodowli z kalcitriolem oraz z kalcyfediolem a efekt ten
jest tym wigkszy im wigksze stezenie pochodnych witaminy D. Nie znaleziono
informacji na temat podobnych badan na poziomie in vivo, dlatego przeprowadzono
pilotowy eksperyment, ktéry pozwolil na wyznaczenie optymalnego stezenia
biologicznie aktywnej witaminy D, ktora podawano na 72 h przed przeprowadzeniem

terapii protonowej.
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Guzy BHM Ma w przedniej komorze oka wyrastaly w dlugim przedziale
czasowym po implantacji. Zdecydowana wigkszo$¢ guzoéw (91%) pojawiata si¢ miedzy
5 a 14 dniem od implantacji, co jest zgodne z wczesniejszymi eksperymentami
przeprowadzonymi na tym samym modelu zwierzgcym [158]. Jednak zdarzaly sie
przypadki, w ktorych to guz wyrdst zdecydowanie szybciej lub z duzym opdznieniem.
Nie jest to cecha pozadang, poniewaz zmniejsza to jednorodno$¢ uzytego modelu
badawczego. Niemniej jednak przy zwierzecych modelach nowotworowych taki rozrzut
jest do$¢ czesto spotykany. Jannasch i wsp. opisali, ze nawet u pojedynczej myszy

z kilkoma ogniskami nowotworu guzy ro6znity si¢ tempem wzrostu [159].

Zwierzgta transportowano do Centrum Cyklotronowego Bronowice IFJ PAN na
terapi¢ protonowag 24 godziny po pojawieniu si¢ W przedniej komorze oka guzow.
Przetestowano skuteczno$¢ nastepujacych dawek wiazki protonow: 6, 10, 20 1 30 Gy.
Wybor tych dawek nie byt przypadkowy. Wczesniejsze badania przeprowadzone
W naszej grupie badawczej na tym samym modelu zwierzecym [158] wskazywaty, ze
zastosowanie dawki 10 Gy spowalnia wzrost guza pierwotnego oraz redukuje ilos$¢
przerzutow do pluc. Dawka ta zostala wiec przyjeta jako punkt wyjscia. W celu
wyznaczenia dawki optymalnej, dzigki ktérej dochodziloby do catkowitego
zahamowania wzrostu guza pierwotnego oraz zatrzymania jego rozsiewu, sprawdzono
skuteczno$¢ wigkszej liczby dawek. W praktyce klinicznej najczesciej stosuje si¢ dawke
w zakresie 53 do 70 Gy dostarczang w 4 frakcjach dzien po dniu [160]. Niestety,
niemozliwe bylo przetestowanie procedur stosowanych klinicznie, poniewaz zwierzeta
do przeprowadzenia terapii musza by¢ poddane anestezji farmakologicznej. Chomiki
syryjskie zle znoszg uspienie mieszaning ketaminy i ksylazyny, z wczesniejszych
eksperymentéw pilotazowych wiemy, ze zwierzeta poddane powtdrnej anestezji
farmakologicznej w krétkim odstepie czasu (okoto 24 godzin) czesto nie wybudzaty sig,
najprawdopodobniej na skutek depresji krazeniowo-oddechowej [161]. Z tego wzgledu
zdecydowano si¢ na zastosowanie dwoch wysokich dawek (20 i 30 Gy) aplikowanych
pojedynczo. Za wyborem wysokich dawek przemawia rowniez fakt, ze pojedyncze
dostarczenie wysokiej dawki radioterapii skutkuje przedluzonym $rednim przezyciem
oraz lepsza lokalng kontrolg niz przy zastosowaniu dawki o nizszej energii [162].
Wybor najnizszej dawki protonow, czyli 6 Gy, byl podyktowany checig porownania jej
efektu z wczesniej opisanymi i opublikowanymi [158] wynikami napromieniania tych

samych guzow traktowanych promieniowaniem vy i f w dawce 6 Gy.
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Otrzymane wyniki pokazuja, ze jednorazowe napromienianie wigzka protonow
w dawce 6 Gy nie spowalnia wzrostu guza BHM Ma. Wyniki in vitro [91]
przeprowadzone z wykorzystaniem linii BHM Ma wskazuja, ze frakcja komorek
przezywajacych napromienianie wigzka protonow w dawkach 1, 3 1 5 Gy jest
najmniejsza przy zastosowaniu dawki 5 Gy. Inne badania in vitro [163] przeprowadzone
na komorkach czerniaka sugeruja, ze zastosowanie wigzki protondow w dawce 5 Gy
skutecznie zmniejsza ich ruchliwos$¢ az o 71-79% co sugeruje mozliwg redukcje
przerzutow w uktadzie in vivo. Brakuje literatury opisujgcej odpowiedz guzow na
terapi¢ protonowa niskimi dawkami w modelu in vivo. W jednej z odnalezionych
publikacji [164] opisano eksperyment, w ktérym napromieniano wigzka protondw w
dawkach 3,9 1 7,9 Gy ludzkiego raka ptaskonabtonkowego inokulowanego do
matzowiny usznej] myszy NMRI. Po zastosowaniu nizszej dawki promieniowania
protonowego doszto do opodznienia rozpoczg¢cia wzrostu guzow o 7 dni, a po
zastosowaniu wyzszej dawki - o 15 dni w poréwnaniu do kontroli. Otrzymane wyniki
poréwnano z Wynikami terapii protonowej ludzkiej glioblastomy wielopostaciowej
LN229 implantowanej réwniez do malzowiny usznej myszy NMRI. Przetestowano
dawki 3,5 Gy; 7,0 Gy; 10,5 Gy oraz 14 Gy. W tym ukladzie eksperymentalnym
rowniez doszto do przesuniecia w czasie wzrostu guzow pierwotnych i przesunigcie to
byto tym wigksze, im wyzsza byla dawka protonéw. Autorzy zwracaja jednak uwage,
ze dla ludzkiego raka ptaskonablonkowego skuteczne sg dawki nizsze niz dla LN229
oraz, ze na podstawie przeprowadzonych badan in vivo rekomendowane jest inne okno
czasowe wykonywania terapii dla tych dwdch nowotwordéw. Oznacza to, ze niezbedna
jest dokfadna optymalizacja zastosowanej dawki dla poszczegdlnych typow

nowotworow wzrastajacych w ré6znych miejscach organizmu zywego.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu wykazano, ze terapia protonowa w
dawce 10 Gy skierowana przeciwko BHM Ma rosngcemu w przedniej komorze oka,
spowalnia wzrost guza pierwotnego. W eksperymencie przeprowadzonym na tym
samym modelu, widoczne jest takze zahamowanie wzrostu guzéw pierwotnych po
zastosowaniu wigzki protonéow w dawce 10 Gy [158]. Nalezy jednak zauwazy¢ znaczng
rozbiezno$¢ pomiedzy kinetyka wzrostu guzow nietraktowanych zaprezentowang przez
Romanowskg-Dixon i wsp. a kinetykag wzrostu guzéw z grupy kontrolnej
przedstawionej w tej pracy. W publikacji [158] pokazano, ze guzy nietraktowane

promieniowaniem potrzebuja okoto 15 dni aby wypeié¢ przednia komore oka
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w calosci, natomiast w eksperymencie przeprowadzonym w ramach tej pracy trwato to
tylko 4 dni, czyli prawie 4 razy krocej. Zmienno$¢ ta moze wynika¢ z faktu, ze

eksperyment przeprowadzony byl na zwierzetach pochodzacych od innego hodowcy.

Tak szybki rozwdj nowotworow spowodowal, ze do analizy ilo$ciowej nalezy
podejs¢ z duza rozwagy. Kazdy model matematyczny ma swoje zalety i ograniczenia,
ale prawdopodobienstwo wykonania nieprawidtowego dopasowania maleje wraz ze
wzrostem liczby punktéw eksperymentalnych. 1lo$¢ obserwacji rozwoju objgtosci guza
w czasie byla w ponizszej pracy niewielka, ze wzgledu na gwattowny rozwoj guza
pierwotnego i konieczno$¢ wykonania enukleacji. Zaproponowane dopasowanie liniowe
dato wspélczynnik determinacji R? rzedu 0,9 co oznacza, ze wybranie tej metody nie
jest bledne z matematycznego punktu widzenia. Jednakze z biologicznego punktu
widzenia o wiele wigkszy sens ma dopasowanie eksponenty. Typowa krzywa wzrostu
nowotworu ma ksztatt sigmoidalny. W zaproponowanym modelu badawczym, nie
obserwujemy jednak punktu przegiecia sigmoidy, ze wzgledu na znaczne ograniczenia
przestrzenne $rodowiska, w ktorym rozwijaty si¢ guzy. Z tego wzgledu pierwszy
odcinek sigmoidy jest traktowany jako eksponenta. Nie we wszystkich krzywych
kinetyki wzrostu wida¢ ksztatt eksponencjalny (zwlaszcza w kontroli). Jest to
spowodowane tym, ze pojawialy si¢ zwierzeta, u ktorych kinetyka wzrostu guza
znacznie odbiegata od pozostatych, co manifestuje si¢ w zmienionym ksztalcie
usrednionej kinetyki. Jednak przy dopasowywaniu eksponent dla kazdego pojedynczego
guza, waga tych z guzow, ktore znacznie odbiegaly od pozostatych wynosita 0 lub
blisko 0 (w zalezno$ci od wyznaczonego wspdiczynnika R?) a tym samym nie miata

znaczgcego wptywu na warto$ci wyznaczonych parametrow opisujacych dopasowanie.

Przy uzyciu jednorazowej dawki w wysokosci 20 lub 30 Gy lub wigcej
obserwowano znaczne uszkodzenia prawidlowych struktur oka. Najprawdopodobnie;j
byto to spowodowane tym, Ze napromieniona byla cata gatka oczna, a nie tylko komorki
nowotworowe, wysoka dawka energii. Interesujaca i nowa technika, ktora by¢ moze
pozwolitaby w przysztosci unikng¢ takiej sytuacji, jest tzw. terapia protonowa mini-
wigzka (ang. Proton minibeam ratiation therapy, pMBRT). Przeprowadzono
eksperyment [165], w ktorym napromieniano moézgi szczurdw wigzka protonow
w dawce 25Gy. Przy zastosowaniu klasycznego sposobu napromieniania szeroka
wigzka protonéw u zwierzat obserwowano cigzkie tuszczenie skory, trwalg alopecje

oraz powazne uszkodzenia tkanki moézgu. Natomiast przy uzyciu pMBRT nie
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dochodzito do uszkodzen skory, depilacja byla tylko czasowa a co najwazniejsze
zmiany w moézgu byly znacznie zredukowane. Wyniki te wskazuja, ze zastosowanie
pMBRT prowadzi do zwigkszenia opornosci tkanek prawidtowych. Zastosowanie
pMBRT do napromieniania delikatnego ptatka ucha myszy BALB/c réwniez
skutkowalo znaczng redukcja opuchlizny, rumienia oraz ztuszczenia skory. Dodatkowo
podejscie to wyeliminowato nieodwracalne zniszczenie plata malzowiny usznej
obserwowane przy zastosowaniu klasycznej szerokiej wigzki protonow [166].
Doniesienia te sugeruja, ze przy napromienianiu wigzka protondéw tak delikatnej
struktury jaka jest oko, warto jest rozwazy¢ w przyszioSci zastosowanie pMBRT

zamiast klasycznej protonoterapii.

Terapia wigzkg protonow w dawce 20 i 30 Gy w dyskutowanym w pracy
modelu badawczym mogta by¢ réwniez nieskuteczna ze wzgledu na jej wpltyw na
zmiang transkrypcji szeregu czynnikow genetycznych. W 2016 roku Yun-Suk Kwon
i wsp. [167] opisali do$wiadczenie, w ktorym napromieniano wigzka protonéw guza
4T1 u myszy Balb/c. Zastosowano jednorazowe napromienianie wigzka w dawce 10, 20
I 30 Gy. Wszystkie guzy napromieniano przy zadanej objetosci a ich odpowiedZz byta
podobna - doszto do takiego samego spowolnienia wzrostu guza bez wzgledu na
zastosowang dawke. Co ciekawe, przy 20 Gy obserwowano zwigkszenie ekspres;ji
urokinazy, metaloproteinazy 2 i 9, ktore to odgrywajg istotng rol¢ w progresji
nowotworu. Dodatkowo, u zwierzat napromienianych wiazka protonéw w dawce 30 Gy
zauwazono zmniejszenie ekspresji VEGF przy jednoczesnej redukcji przerzutéw do
ptuc. Zaréwno dawka 10 jak i 20 Gy nie powodowata zmniejszenia masy przerzutow.
Wyniki te rowniez potwierdzaja, ze niezbedna jest dokladna optymalizacja
zastosowane] dawki dla poszczegdlnych typdw nowotworéw wzrastajagcych w roznych

lokalizacjach.

W pracy dokonano podziatu guzéw ze wzgledu na rozmiar w momencie

wykonywania terapii. Wyodrebniono dwie grupy, w ktorych:
- guzy S mialy objeto$¢ mniejsza niz 3 mm®
- guzy L miaty objetos¢ wieksza lub rowng 3 mm®,

w dniu przeprowadzania terapii. Podziat taki wydaje si¢ zasadny z kilku powodow. Po

pierwsze guzy L wyrastaly szybciej niz guzy S, by¢ moze ze wzgledu na wigkszg ilo$¢
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zywych komorek w implantowanym skrawku. Po drugie, po dopasowaniu eksponent do
krzywych wzrostu parametr a informujacy o poczatkowych warunkach potwierdzat
matematycznie roznice migdzy guzami S i L. Podziat taki jest rowniez uzasadniony
z punktu widzenia klinicznego. W drugiej potowie 2018 roku Bellocq i wsp. [168]
opisali 20-letnie badanie liczby i lokalizacji przerzutéw oraz dtugosé¢ czasu przezycia po
terapii protonowej czerniakow naczynioéwki. Z przeprowadzonej przez nich metaanalizy
wynika, ze pacjenci, ktorych poddawano terapii protonowej w momencie, gdy guz byt
duzy (czyli miat Srednice wigksza niz 11 mm) mieli 40,5% szansy na 10 letnie
przezycie bez przerzutdw a tym samym ich $rednia dlugo$¢ przezycia byla krotsza.
Natomiast pacjenci, ktérzy byli napromieniani wigzka protondéw, gdy guz miat srednice
mniejszg lub rowng 11 mm mieli 76,7% szansy na 10 letnie przezycie bez przerzutow
a tym samym ich $rednia dtugos$¢ przezycia byta dtuzsza. Wnioski te sg bardzo istotne
klinicznie, poniewaz obserwacj¢ prowadzono dwukrotnie dluzej niz jest to przyjete
w praktyce- najczesciej mowi si¢ bowiem o wspotczynniku 5- letniego przezycia.
Rozmiar guza w momencie jego wykrycia i planowania terapii ma kliniczne znaczenie
rowniez z tego wzgledu, ze uwaza si¢, ze duze guzy zlokalizowane w glebi gatki oczne;,
blisko nerwu wzrokowego o0 wiele lepiej jest podda¢ terapii protonowej, natomiast mate
guzy zlokalizowane w przedniej terapii lepiej reagujg na brachyterapi¢ [169]. Zasadno$¢
podzialu guzéw na ich rozmiar potwierdza rowniez metaanaliza wykonana przez
Damato i Coupland [170], w ktorej to przedstawiono, ze istnieje zalezno$¢ miedzy
wielkoscig guza w momencie przeprowadzania terapii a liczbg przerzutow. Pacjenci
poddani radioterapii, terapii protonowej lub radykalnej enukleacji w momencie, gdy guz
miatl §rednice mniejszag niz 10mm, W 75% przezyli ponad 20 lat bez przerzutow,

natomiast pacjenci leczeni, gdy czerniak oka miat $rednice wickszg niz 18mm - w 25%.

Enukleacja gatki ocznej w momencie, gdy guz wypeknial cata przednia komore
oka, miala na celu prowadzenie dlugofalowej obserwacji rozwoju przerzutow
dystalnych. Usunigcie guza pierwotnego w celu badania rozwoju przerzutow oraz
dtugoterminowych skutkdéw przeprowadzonej procedury terapeutycznej jest metoda
skuteczna, jednak mozliwosci jej zastosowania sg ograniczone. Najczesciej technike te
stosuje si¢ przy nowotworach piersi, prostaty, trzustki [171] czy galki ocznej [158],
poniewaz organy te s3 stosunkowo latwo dostepne do chirurgicznego usunigcia.
Usunigcie gatki ocznej jest procedurg tatwa do wykonania pod wzgledem technicznym.

Przy prawidlowym jej wykonaniu krwawienia nie ma praktycznie w ogole lub jest
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minimalne, a zwierzgta bardzo szybko odzyskuja dobrg kondycje [172]. Istniejg rowniez
inne metody badania przerzutow w tym podawanie komorek nowotworowych
bezposrednio do zyly ogonowej zwierzecia [173], jednakze w uktadzie takim omija si¢
pierwsze etapy procesu formowania przerzutu, w ktérym to komorka przerzutujaca
musi odseparowa¢ si¢ od pozostalych komorek nowotworowych, ktére sa ze soba
polaczone macierza zewnatrzkomoérkowa oraz musi przej$¢ przez blone podstawng
i dosta¢ si¢ do S$wiatla naczynia krwionosnego. Alternatywnym sposobem badania
przerzutow jest wykorzystanie zwierzat modyfikowanych genetycznie, u ktérych
spontanicznie rozwijaja si¢ nowotwory o duzym potencjale do przerzutowania. Jednym
z przykladow opisanych w literaturze sg eksperymenty przeprowadzone
z wykorzystaniem myszy Pdx1-Flp [174], u ktorych dodatkowo mozna wyciszy¢ gen
Kras, ktory w warunkach fizjologicznych odpowiedzialny jest za kontrolowanie
proliferacji komodrkowej. Czesto dyskutowanym minusem pracy ze zwierzetami
genetycznie zmodyfikowanymi sa sztucznie narzucone warunki rozwoju nowotworu
oraz duza rozbiezno$§¢ czasowa rozwoju zaréwno guzow pierwotnych jak

| przerzutoéw [171].

W praktyce klinicznej leczenie czerniaka gatki ocznej nazywane jest
radykalnym gdy wykonywana jest enukleacja i zachowawczym gdy podejmuje si¢
probe zachowania funkcjonalnej gatki ocznej [175]. Przez dlugi czas powszechnie
przyjmowano, ze enukleacja jest skuteczng metoda ograniczajaca rozwoj przerzutow.
W dzisiejszych czasach enukleacja jest wykonywana coraz rzadziej, ze wzgledu na
opisywang w literaturze skuteczno$¢ brachyterapii, protonoterapii, radioterapii czy
laserowej  fotonoterapii. Liczne badania wicloosrodkowe, wsrod — ktorych
najpopularniejsze sa badania COMS (ang. Collaborative ocular melanoma studies),
wskazujg, ze brachyterapia i radioterapia sa rownie skuteczne jak enukleacja,

a zapewniaja mozliwo$¢ zachowania funkcji wzroku [82].

Skuteczno$¢ terapii protonowej jest wcigz dyskutowana, poniewaz pomimo
wielu obiecujgcych doniesien nadal brakuje kompleksowego badania klinicznego IV
fazy, ktore w sposdb bezsporny udzielitby odpowiedzi na pojawiajace si¢ watpliwosci
[176]. Stale pojawiaja si¢ jednak nowe osrodki, ktore buduja centra terapii protonowej,

dzieki czemu mozliwe bedzie szybkie uzupetnienie tej luki.
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7.6. Ocena dlugofalowej skutecznosci zastosowanych procedur terapeutycznych.

Chomiki syryjskie biorgce udziat w eksperymencie u$miercano, gdy stracity na
wadze, zaczely szybciej oddycha¢ lub gdy wykazywaty oznaki dyskomfortu i/lub bolu.
We wszystkich grupach eksperymentalnych zwierzeta zachowywaly swoja poczatkowa
mas¢ ciata, jednak miedzy 20 a 35 dniem od wykonania enukleacji ich oddech ulegat
przyspieszeniu i sptyceniu. W tym okresie u 17 chomikéw zauwazono réwniez wznowe
wzrostu guza w oczodole. Zwierzeta te oddzielono jako osobng grupe, poniewaz tylko
unich dochodzilo do spadku poczatkowej masy ciala i pogorszenia ich ogolnej
kondycji. Pierwsze eutanazje przeprowadzano juz po kilkunastu dniach od enukleacji
a $redni czas przezycia nie ulegl wydluzeniu po zadnej z przeprowadzonych procedur
terapeutycznych. Okazato si¢ jednak, ze chomiki obarczone guzami S zyty istotnie
statystycznie dluzej po wykonanej enukleacji niz chomiki z guzami L. Oznacza to, ze
terapia protonowa guzow S nie tylko spowolnita wzrost guza pierwotnego, ale rowniez
spowolnita rozsiew przerzutéw do ptuc, co skutkowato dtuzszym przezyciem zwierzat
w dobrej kondycji. Wielu autoréw rowniez wskazuje, ze im guz mniejszy w momencie
przeprowadzenia terapii, tym lepsze jej efekty manifestujace si¢ m.in. dtuzszym czasem
przezycia [82,175]. Zwierzgta, u ktorych doszto do wznowy guza pierwotnego, zyly
natomiast znacznie krécej niz zwierze¢ta z grupy kontrolnej oraz te, ktorym podano
witaming D 1 Avastin. Najprawdopodobniej spowodowane bylo to ogdlnym
wyniszczeniem organizmu zwigzanym z dlugotrwalym rozwojem nowotworu. Wznowe
wzrostu guza w oczodole mozna uzna¢ za kolejny etap rozwoju guza pierwotnego,
poniewaz obserwowalismy je tylko 1 wylacznie u zwierzat, u ktoérych enukleacja byta
wykonana za p6zno, lub gdy doszto do uszkodzenia oka. Dlatego nie powinno okresla¢
si¢ jej mianem ,przerzutu do oczodotu”. Rozwoj nowotworu byt codziennie
monitorowany przy pomocy USG, jednak guzy BHM Ma rosty bardzo gwattownie
I nierowno, co doprowadzito do kilku sytuacji, w ktorych enukleacja byta wykonana za
pozno. U kilku zwierzat zaobserwowano, ze guz wyrastat na zewnatrz gatki ocznej, co
moglo by¢ spowodowane mechanicznym uszkodzeniem rogoéwki lub jej zniszczeniem
przez zbyt duza dawke protondw. Sporadycznie dochodzito rowniez do peknigcia oka
w trakcie wykonywania enukleacji. Przyczyng moze by¢ tutaj duzy wzrost cisnienia
w galce ocznej w ktorej rosnie czerniak [177]. We wszystkich tych przypadkach

komorki nowotworowe mogty osiedli¢ si¢ w oczodole bez koniecznosci przejscia
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mezenchymalno-epitelialnego. Wznowy byly mozliwe do zaobserwowania dopiero gdy
guz wypetnil juz caly oczodot i zaczynat wyrastaé przez powieki. Diugotrwaty rozwoj
guza pierwotnego doprowadzal u zwierzat do kacheksji. Kacheksja jest
wielonarzagdowym, wieloczynnikowym 1 czesto nieodwracalnym  zespolem
wyniszczajacym zwigzanym z obecnoscig nowotworu, ale rowniez z innymi chorobami
przewlektymi, takimi jak AIDS czy przewlekla niewydolnoscig serca. Leczenie
pacjentow z objawami kacheksji opiera si¢ obecnie na niwelowaniu dwoch nadrzednych
przyczyn tego stanu: zaburzen laknienia i zaburzen metabolicznych [178]. Istotnie
statystyczny spadek wagi u chomikow, u ktérych doszto do wznowy, potwierdzaja
podejrzenie kacheksji. W klinice rowniez obserwowane sg wznowy roznych
nowotworow ludzkich a ich leczenie jest z reguty bardzo trudne, dlatego niezbedne jest
dalsze prowadzenie badan w tym kierunku. Przeprowadzona metaanaliza wsrod
pacjentéw z czerniakiem gatki ocznej wykazata, ze u 5,1% pacjentow po brachyterapii
dochodzito do wznowy guza. Wowczas przeprowadzana byta enukleacja, przerzuty
pojawity si¢ u 18,75% pacjentdw, a Sredni czas przezycia byt krotszy niz u pacjentow

u ktorych nie doszto do wznowy [179].

Srednia masa phic chomika syryjskiego wynosi 1,8g. U wszystkich zwierzat
poddanych terapii przeciwnowotworowej doszlo do rozwoju przerzutow w ptucach.
Obserwowano duze, groniaste wysoce upigmentowane guzki w catej objgtosci phuc, co
skutkowato zwigkszeniem S$redniej wagi narzadu ponad trzykrotnie. U pacjentow
z czerniakiem gatki ocznej najczgsciej obserwuje si¢ rozwdj przerzutdéw do watroby,
phuc, kosci i skory [180]. Czerniak BHM Ma, ktory byt inokulowany do oka chomika
syryjskiego jest jednak czerniakiem skory, dlatego w tym eksperymencie obserwowano
rozwdj typowych dla niego przerzutow do ptuc. Sptycenie i przyspieszenie oddechu
u zwierzat bylo wigc konsekwencja rozwoju przerzutow i zmniejszeniem powierzchni
prawidtowej tkanki ptucnej, gdzie dochodzi do wymiany gazowej. Co ciekawe,
uzwierzat ze wznowa oczodolowa guza inokulowanego pierwotnie w przedniej
komorze oka przerzutow nie bylo w ogodle lub bylto ich bardzo niewiele. Chomiki ze
wznowg zyly krocej niz zwierzg¢ta w pozostatych grupach eksperymentalnych, jednak
nie na tyle krotko, zeby dopatrywac si¢ w tym przyczyny braku przerzutoéw. Wznowa
rozrasta si¢ z fragmentu guza pierwotnego pochodzacego ze skory, ktory zaczyna
rosng¢ w bardziej naturalnym dla niego S$rodowisku tkanki lacznej wyscietajacej

oczodot. W takiej sytuacji guz wydobywa si¢ ze $rodowiska immunologicznie
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uprzywilejowanego, jakim jest gatka oczna [181]. Komérki BHM Ma we wznowie sg
wowczas atakowane przez komorki uktadu immunologicznego, co by¢ moze ogranicza
formowanie przerzutow. Odmienne zachowanie tego Ssamego nowotworu na tym
samym modelu zwierzecym ale inokulowanego w innych miejscach jest obserwowane
np. w mysim modelu raka okr¢znicy CT26 [182]. Przy implantacji tych komorek
w okolice barku guzy rosly 4 razy szybciej niz przy implantacji takiej samej ilosci
komorek w okolice biodra. Drugim czynnikiem, ktéry wydaje si¢ prawdopodobny, jest
wydzielanie przez guz pierwotny czynnikow hamujacych rozsiew komorek
nowotworowych. Hamowanie takie moze zachodzi¢ m.in. poprzez produkowanie przez
komorki guza pierwotnego np. angiostatyny [124,183]. Angiostatyna hamuje proces
angiogenezy, jak rowniez zmniejsza aktywnos¢ i zdolno$¢ migracyjng neutrofili [184].
Aby w sposdb jednoznaczny sprawdzi¢, co jest przyczyng braku przerzutow
u chomikoéw ze wznowa guza pierwotnego nalezatoby wykonaé szereg oznaczen pod
katem zmian w stezeniu czynnikow prozapalnych i czynnikéw wzrostu na kilka dni

przed i kilka dni po wykonaniu enukleacji.

Doswiadczenia przeprowadzone w ramach tej pracy daly wiele odpowiedzi na
zadane pytania badawcze, ale rowniez otworzyly drzwi do dalszego zglebienia
poruszonych problemoéw. Wykazano, ze inokulacja skrawkow BHM Ma do oka
chomika syryjskiego skutkuje rozwojem bardzo agresywnego guza, ktory przerzutuje
do pluc. Terapia protonowa skutecznie wydtuza zycie tych zwierzat, ale tylko wtedy,
gdy zostanie zastosowana wystarczajaco szybko. Niezbedna jest jednak dalsza praca
z wykorzystaniem modeli zwierzecych m.in. w celu zbadania mechanizmu, ktory kryje
si¢ za brakiem przerzutow u zwierzat ze wznowg guza pierwotnego w oczodole.
Roéwniez ciekawym kierunkiem, ktorym nalezy podaza¢ w celu rozwoju wiedzy nad
omawiang w pracy tematyka jest proba uzyskania przerzutow do watroby u myszy nie
w pelni immunokompetentnych z inokulowanymi komoérkami ludzkiego czerniaka do

tylnej czesci gatki oczne;.
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8.

Whioski koncowe

Po dokonaniu analizy uzyskanych wynikéw i ich przedyskutowaniu, sformutowano

nast¢pujgce odpowiedzi na postawione w pracy cele szczegdtowe (rozdz. 4, str. 31):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Komoérki BHM Ma majag w hodowli bardzo krétki czas podwojenia populacji
oraz wykazujg wzrost aktywnos$ci migracyjnej wraz z gesto$ciag wysiania.
Objetos¢ unaczynienia guzow przez caty czas okres ich rozwoju (zaréwno przed
jak 1 po terapii) stanowito staly odsetek objetosci guza (24,71%). Wraz ze
wzrostem objetosci guza malata jednak funkcjonalno$¢ naczyn krwionos$nych,
obserwowana jako spadek tempa przeptywu krwi.

Optymalizacja protokotu przygotowania tkanek migkkich do pomiaru guzow
metoda mikro-tomografii komputerowej umozliwita uzyskanie
wysokorozdzielczych, trojwymiarowych rekonstrukcji gatki ocznej wraz
Z guzem w przedniej komorze i jego unaczynieniem.

Zbadano odpowiedz guzéw BHM Ma zlokalizowanych w przedniej komorze
oka chomika syryjskiego na terapi¢ wigzka protonow w dawkach 6, 10, 20 i 30
Gy. Napromienianie guzéw, ktorych objetosé byta < 3mm?® w jednorazowej
dawce 10 Gy skutkowato spowolnieniem wzrostu guza pierwotnego.
Napromienianie guzow BHM Ma wiazka protondéw w dawce jednorazowej
wiekszej lub réwnej 20 Gy powodowato uszkodzenia prawidlowych struktur
oka.

Nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢ czy podanie leku Avastin® lub witaminy
D zwigksza skuteczno$¢ terapii protonowej w badanym modelu. Konieczne sa
dalsze badania w tym kierunku.

Zaobserwowano znaczgce wydluzenie czasu przezycia zwierzat z guzami,
ktorych objetos¢ w momencie wykonywania terapii byta < 3mm?®, w poréwnaniu
do guzow, ktérych objetosé byta wieksza niz 3 mm® . Wznowy guza w oczodole
powoduja skrocenie czasu zycia w porownaniu do zwierzat nie napromienianych
z grupy kontrolnej 1 po podaniu leku Avastin® lub witaminy D.

U wszystkich zwierzat z guzem BHM Ma w przedniej komorze oka doszto do

rozwoju  przerzutow w phlucach. Zadne z zastosowanych podej$é
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terapeutycznych nie skutkowalo zmiang umiejscowienia przerzutow ani ich

masy w ptucach.

Podsumowujac, terapia protonowa jest dobrg bronig przeciwko czerniakowi
oka, rosnagcemu w przedniej komorze oka chomika, jesli zostanie uzyta
w odpowiednim czasie. Pomimo braku zmniejszenia rozsiewu nowotworu do

phluc, dochodzi do znaczacego wydluzenia Sredniego czasu zycia zwierzat.
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