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Streszczenie

Nowa metoda terapii antynowotworowej glejakéw jest sonoterapia polegajaca na jednocze-
snym podawaniu leku kumulujacego si¢ w tkankach nowotworowych i napromieniowanie fala
akustyczna. Skuteczno$¢ metody zostala sprawdzona na komoérkach glejaka C6, poddanych
dziataniu kwasu aminolewulinowego (ALA) i fali ultradzwigkowej 1MHz o natg¢zeniu 0.94,
1.881 3.77W/cm?2 przez 3 min. Jednoczesne dziatanie fali akustycznej i ALA bylo skuteczniej-
sze (pozostato 15%-13% zywych komoérek) niz samej fali akustycznej (41%-27%) dla natgzen
0.941 1.88W/cm?2. Natgzenie 3.77W/cm?2 bylo wystarczajace do zniszczenia wigkszo$ci komo-
rek niezaleznie od obecnosci ALA. Podczas eksperymentu zaobserwowano powstawanie fali
stojacej, zwigkszajacej natgzenie 7x-10x. Otrzymane wyniki wskazuja na przydatno$¢ nowej
techniki sonodynamicznej do terapii nowotworéw.

1. Wstep

Glejaki sa grupa ztosliwych nowotworéw moézgu.
Stanowia okoto 70% wszystkich nowotworéw we-
wnatrzczaszkowych i sa gléwna przyczyna zgonéw w
tej grupie guzéw. Glejaki sq usuwane chirurgicznie
oraz leczone radioterapia lub chemioterapia. Obecnie
poszukiwane sa nowe metody leczenia, skuteczniejsze,
mniej inwazyjne i ze zmniejszonymi skutkami ubocz-
nymi. Do najnowszych technik leczenia pacjentéw z
glejakami moézgu nalezy terapia fotodynamiczna
(Photo-Dynamic Therapy, PDT) [1,2] oraz terapia
sonodynamiczna (Sono-Dynamic Therapy, SDT)
[3,4,5,6,7,8]. W obu przypadkach pacjentowi
podaje si¢ lek kumulujacy si¢ w komérkach nowotwo-
rowych, ktéry nastgpnie jest uaktywniany przez stru-
mien $wiatta (PDT) lub falg ultradzwigckowa (SDT), co
prowadzi do zniszczenia nowotworu.

Do terapii antynowotworowej glejakéw stosuje sig
kwas S-aminolewulinowy (ALA), prowadzacy do
wybidérczej akumulacji protoporfiryny IX (PpIX) w
komoérkach nowotworowych [9, 10, 11, 12]. Pod
wplywem $wiatla fioletowego 380-420 nm, protoporfi-
ryna PpIX ulega wzbudzeniu, generujac wolne rodniki
prowadzace do zniszczenia komdrki nowotworowe;j.
Terapia PDT z wykorzystaniem kwasu ALA jest
stosowana z powodzeniem w leczeniu nowotworéw
skory, pecherza moczowego i przetyku [13]. Stosowa-

nie terapii PDT do leczenia nowotworéw moézgu jest
niemozliwe ze wzglgdu na znikoma przenikalno$¢
$wiatla przez tkanki mézgu i czaszkg. Badania nad
zastosowaniem ultradzwigkéw do celéw terapeutycz-
nych wykazaty, ze fala ultradzwigkowa moze petni¢
podobng rolg¢ do $wiatta i uaktywnia¢ protoporfiryng
PpIX. Szczegétowy mechanizm oddziatywania fali
akustycznej na PpIX pozostaje nieznany. Terapia
sonodynamiczna SDT stwarza szans¢ na leczenie
nowotworéw wewnatrzczaszkowych.

Celem pracy byla préba zniszczenia komoérek no-
wotworowych. Badania przeprowadzono w warunkach
in-vitro, na komorkach szczurzego glejaka C6. Po
podaniu kwasu 5-aminolewulinowego (ALA), komérki
nadzwigkowiano fala akustyczna. Po eksperymencie,
zliczano zywe komorki, wyznaczajac skuteczno$¢
terapii. Zakres pracy obejmowal wykonanie stanowi-
ska pomiarowego do nadzwigkowiania komorek in-
vitro, pomiary mocy akustycznej i ci$nienia generowa-
nych przez przetwornik ultradzwigkowy oraz badania
skutecznosci niszczenia komérek nowotworowych dla
trzech mocy fali akustyczne;j.

2. Materialy i metody

Zbudowany uktad pomiarowy do nadzwigkowiania
komérek jest przedstawiony na rys. 1. Wewnatrz



plexiglasowego naczynia umieszczono przetwornik
ultradzwigkowy, wykonany z ptaskiego krazka piezo-
ceramiki Pz26 o $rednicy 26 mm i czgstotliwodci
rezonansowej 1.0 MHz. W dnie naczynia wbudowano
termostat elektroniczny stabilizujacy temperaturg
37°C. Naczynie przykryto pleksiglasowa ptytka z
wyfrezowanym wglebieniem w ksztalcie litery T.
Obszar wyfrezowany umozliwia przesuwanie ptytki z
komorkami nowotworowymi tak, aby wybrany otwo-
rek znajdowat si¢ nad przetwornikiem ultradzwigko-
wym z dokladno$cia 0.1 mm. Wykorzystane plytki z
komérkami mialy otwory o $rednicy wewngtrznej
22.2 mm, co gwarantowato réwnomierny rozktad fali
akustycznej generowanej przez przetwornik o $rednicy
26 mm. Plytki z otworami byty wykonane z polistyre-
nu, a grubo$¢ denka wynosita 1.2 mm. Odleglosé¢
pomiedzy powierzchnia przetwornika, a denkiem
ptytki wynosita 6.5 mm. Catkowita odlegtos¢ pomig-
dzy przetwornikiem a komoérkami nie przekraczata
8§ mm, co gwarantowalo réwnomierny rozktad po-
przeczny pola akustycznego na poziomie komorek.
Naczynie i wyfrezowane wglebienie bylo wypetnione
odgazowang woda destylowang o temperaturze 37°C,
stabilizowanej przez termostat w dnie. Przy przesuwa-
niu ptytki zwracano uwage, aby nie pojawily sig
pecherzyki powietrza pomigdzy przetwornikiem a
plytka. Do pobudzania przetwornika ultradzwigkowego
wykorzystano wzmacniacz o mocy 100W typu
3100LA (ENI, USA), sterowany generatorem 33250A
(Agilent, USA). Przetworniki pobudzano paczkami fal
zawierajacych 1000 okreséw sinusoidy 1.0 MHz,
powtarzanych co 2.5 ms, wspéiczynnik wypelnienia
wynosit t/T = 0.4.

Rys. 1. Naczynie do nadzwigkowiania komérek.

Przed eksperymentem zmierzono moc i ci$nienie
akustyczne generowane przez przetwornik. Moc fali
akustycznej mierzono na wadze cisnien UPM-DT-1E
(Ohmic Instruments, MD, USA). Amplitude napigcia
sterujacego na wyjsciu generatora ustawiano tak, aby
otrzyma¢ $rednia moc akustyczng 5 W, 10 W oraz
20 W. Z pomoca hydrofonu igtowego o $rednicy
0.2 mm (Precision Acoustics, UK), zmierzono ci$nie-
nia fali akustycznej w odleglosci 1 mm od przetworni-
ka oraz 1 mm nad denkiem ptytki z komérkami. Otwér

w plytce byl wypeliony 1 ml wody do wysokosci
2.5 mm tak, jak w eksperymencie z komérkami.
Mierzono amplitude fali bezpo$redniej oraz maksy-
malna amplitudg fali stojacej, spowodowanej odbiciem
fali akustycznej od powierzchni wody w otworze.
Pomiary ci$nienia wykonano umieszczajac hydrofon
na osi przetwornika ultradzwigkowego, prostopadle do
jego powierzchni. Do rejestracji mierzonych przebie-
géw wykorzystano oscyloskop 62xi (LeCroy, USA).

Do badania wykorzystano komoérki glejaka C6
szczura, uzyskane z American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). Komérki wysiano na szalce
Petriego po dodaniu Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) z dodatkiem 10% fetal bovine
serum (FBS) oraz 100 U/ml penicyliny i 100 pg/ml
streptomycyny. Komdrki hodowano w temperaturze
37°C w wilgotnej atmosferze zawierajacej 5% dwu-
tlenku wegla. Medium DMEM wymieniano co 3-4 dni.
Nastgpnie komérki wysiewano w co drugim otworze
12 otworowej ptytki 12 Well Cell Culture Plate 665-
180 (Greiner, USA). W jednym otworze umieszczano
2.10° komdérek oraz medium DMEM z dodatkiem 10%
serum FBS oraz penicyliny i streptomycyny. Po 24 h
inkubacji w temperaturze 37°C, medium DMEM
zastgpowano nowym bez serum FBS. Do medium o
objetosci Iml dodawano ImM kwasu
5-aminolewulinowego ALA (Chemos, Polska). Po
kolejnych 24 h inkubacji, komérki zawierajace ALA
byly poddawane dzialaniu ultradzwigkéw o S$redniej
mocy akustycznej S W, 10 W i 20 W przez 3 min bez
dostgpu $wiatta. Po eksperymencie, komérki wracaty
do inkubatora na kolejne 24 h, a nastgpnie 100 pl
roztworu Cell Counting Kit 8 (CCK-8, Sigma, USA)
dodawano do kazdego otworu ptytki z komdrkami. Po
3 h inkubacji, ptytki z komérkami ktadziono na wstrza-
sarce prze 15 min. Procent zywych komdrek okreslano
przez pomiar absorpcji $wiatta 570 nm w spektrofoto-
metrze Epoch Microplate Reader (BioTek, USA).

3. Wyniki

Tabela I. Wyniki pomiaréw mocy i ci$nienia.

Pa 5W 10w 20W
Ispra 0.94 W/em® | 1.88 W/em® | 3.77 W/em®
Pa2 0.50 MPa,_, | 0.72 MPa,_, | 1.08 MPa,_,
Ispraz 0.85 W/em® | 1.74 W/em® | 3.90 W/em®
Pas 0.20 MPa,, | 0.29 MPa,, | 0.43 MPa,,,
Ispras 0.13 W/em® | 0.28 W/em® | 0.62 W/em®
Pa4 1.68 MPa,, | 2.01 MPa,, | 2.81 MPa,,,
Ispras 9.4 W/cm® | 13.5 W/em® | 26.4 W/em®

Wyniki pomiaréw mocy i ci$nienia akustycznego
przedstawiono w tabeli I. Moc akustyczng P,; zmie-
rzono na wadze ci$nien, a natgzenie Ispra; (Space Peak
Time Average Intensity) obliczono z mocy P4, Podzie-




lonej przez powierzchnie przetwornika 5.31 cm?.
Cisnienie pa, i natgzenie Igprar zmierzono 1 mm od
powierzchni przetwornika. CiSnienie p,; 1 natgzenie
Ispras zmierzono wewnatrz otworu ptytki z komérka-
mi, 1 mm powyzej dna w warunkach bez fali stojacej.
Cisnienie pa4 i natgzenie Ispraq zmierzono dla maksy-
malnej amplitudy fali stojacej wewnatrz otworu phytki
z komoérkami, 1 mm powyzej dna. Przebiegi napigcia
sterujacego przetwornik i napigcia z hydrofonu przed-
stawiono na rys. 2. Hydrofon umieszczono wewnatrz
otworu plytki z komérkami, 1 mm powyzej dna.
Przedstawiono dwa przebiegi: obejmujacy 1000
okreséw sygnalu pobudzajacego i pierwsze 50 okreséw
pokazujace wzrost amplitudy fali stojace;j
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Rys. 2. Przebiegi napigcia na przetworniku i hydrofo-
nie. a. 1000 okreséw — 100 ps/div, b. 50 okreséw —
5 ps/div.

Tabela II. Procent zywych komoérek po badaniu

Pai 5W 10W 20W
kontrola 100% 100% 100%
ALA 96.5% 98.7% 92.4%
[N 41.3% 26.6% 3.1%
US+ALA 14.8% 12.6% 12.9%

Wiyniki skutecznosci terapii przedstawiono w tabe-
lill jako procent zywych komdrek. Przyjgto, ze w
grupie kontrolnej pozostato 100% zywych komorek.
Pozostate wiersze oznaczaja komorki z kwasem
5-aminolewulinowym (ALA) niepoddane nadzwigko-
wianiu, komérki bez kwasu 5-aminolewulinowym, ale
poddane nadzwigkowianiu (US) oraz komérki z
kwasem 5-aminolewulinowym poddane nadZzwigko-
wianiu (US+ALA).
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Rys. 3. Graficzne przedstawienie wynikéw ekspery-
mentu dla trzech mocy fali ultradzwigkowej: a. 5 W,
b. 10 W, c. 20 W.



4. Wnioski

1. Potwierdzono eksperymentalnie skuteczno$¢ me-
tody terapii sonodynamicznej do niszczenia komoérek
nowotworowych glejaka C6 za pomoca fali ultradz-
wigkowej i kwasu S5-aminolewulinowego (ALA).

2. Uzyskane wyniki zalezaly od zastosowanej mocy
fali ultradzwiekowej. Dla mocy 5 Wi 10 W zanotowa-
no zdecydowany wzrost skuteczno$ci niszczenia
komérek przy pomocy fali ultradzwigkowej i kwasu
5-aminolewulinowego w poréwnaniu z falg ultradz-
wigkowa bez ALA. Moc akustyczna 20 W okazata sig
na tyle duza, aby zniszczy¢ wigkszo$¢ komorek nawet
bez dodania kwasu 5-aminolewulinowego.

3. Czynnikiem sprzyjajacym niszczeniu komoérek
byto zjawisko fali stojacej, wywotane odbiciem fali na
granicy woda-powietrze, ktére zwielokrotnito natgze-
nie fali akustycznej w naczyniu z komérkami.

4. W artykule przedstawiono wstgpne wyniki. Praca
wymaga kontynuacji z innymi mocami fali akustycz-
nej, czasem nadzwigkowiania oraz iloSci kwasu
5-aminolewulinowego (ALA) dodawanego do komé-
rek.
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