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WYKAZ SKROTOW

2D- grafika dwuwymiarowa;

3D- grafika trojwymiarowa;

ALA- kwas aminolewulinowy;

BCT- ang. Breast Cancer Therapy, Terapia raka piersi;
BRCAL- ludzki gen supresorowy;

BRCAZ2- ludzki gen supresorowy;

dPDT- Terapia fotodynamiczna w $wietle dziennym,;

EPI- ang. Echo-planar Imaging, obrazowanie echa planarnego;
FDA- ang. Food and Drug Administration, Agencja Zywnosci i Lekow;
FSE- ang. Fast Spin Echo, sekwencja szybkiego echa spinowego;
GSH- ang. glutathione;

HA- kwas hialuronowy;

HpD- hematoporfiryna;

MR- Magnetyczny Rezonans Jadrowy;

NEX- ang. Number of Excitation, liczba powtdérzen pomiaru,
NIR- ang. Near InfraRed,;

NMR- ang. Nuclear Magnetic Resonance, Magnetyczny Rezonans Jadrowy;
PACT- Chemioterapia fotoaktywowana;

PD- fotodetekcja;

PDD- diagnostyka fotodynamiczna;

PDT- ang. Photodynamic therapy, Terapia fotodynamiczna;
PET- Pozytonowa Tomografia Emisyjna;

PMP- Poli(4-metylo-2-pentyn);

PS- ang. Photosensitizer, fotouczulacz;

PTT-ang. photothermal therapy, terapia fototermiczna;

RF- ang. Radiofrequency, czestotliwos¢ radiowa;

ROI- ang. Region of Interest, obszar zainteresowania;

ROS- ang. Reactive Oxygen Species, reaktywne formy tlenu;
SNR- ang. Signal-to-Noise Ratio, stosunek sygnatu do szumu;
SPDT- Terapia sonofotodynamiczna;

T- Tesla;

T1- relaksacja spin-sie¢;



To- relaksacja spin-spin;

TE- ang. Echo Time, czas echa;

TK- Tomografia Komputerowa;

TR- ang. Repetition Time, czas repetycji;
USG- Ultrasonografia;

WHO- ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia.



1. WSTEP

Rak piersi jest najczestszym nowotworem wystepujacym u kobiet. Dlatego
na co dzien naukowcy i klinicy$ci na calym §wiecie staraja si¢ udoskonala¢ metody
wczesnego wykrywania tego szczegdlnego nowotworu [1]. Wedlug Krajowego
Rejestru Nowotworow rak piersi jest rowniez drugg najczestszg przyczyng zgonow
sposrod pozostalych nowotwordéw. Dostepne dane sugeruja, ze zachorowalnos¢ 1
$miertelnos¢ w krajach wysoko rozwinigtych - spada, podczas gdy zachorowalnos¢
i $miertelno$¢ w krajach o stabym poziomie ekonomicznym - ro$nie [1]. Jest tak
prawdopodobnie dlatego, ze czynniki ryzyka i dostgp do metod wczesnego
wykrywania i leczenia r6znig si¢ zasadniczo w tych dwoch regionach [1]. Czynniki
ryzyka raka piersi obejmujg wiek, ras¢, uwarunkowania genetyczne, cechy i
fizjologi¢ piersi, stosowanie preparatow hormonalnych, nadmierne spozywanie
alkoholu, nikotynizm, inne uzaleznienia, diet¢ oraz aktywnos¢ fizyczng [1].
Mutacje w genach supresorowych guza BRCA1 i BRCA2 s3 istotnie zwigzane z
stadium zaawansowania, jak 1 podtypu molekularnego. Poniewaz na wczesnym
etapie wystepuje niewiele oznak 1 objawdw, wezesne wykrycie jest wazng strategia
poprawy wynikow. Nie jest tajemnicg, ze wykrycie raka piersi we wczesnym
stadium, a nawet zmian prekursorowych, daje pacjentom wigkszg szanse¢ na
przezycie. Dlatego tak wazna jest ciggla ocena dostgpnych metod wczesnego
wykrywania i poszukiwanie nowych. Osiemdziesiagt jeden procent nowotworow
piersi rozpoznaje si¢ u kobiet w wieku 50 lat i starszych, a 89% zgondéw z powodu
raka piersi wystgpuje w tej grupie wiekowej. Mediana wieku w chwili rozpoznania
u kobiet z rakiem piersi wynosi 62 lata [2]. Dla przyktadu w 2020r. w Europie
odnotowano 355 000 nowych przypadkéw raka piersi. W Azji liczba nowych
przypadkow przekroczyta 1 200 000. W oparciu o dane z WHO oraz Global Cancer
Statistics przedstawiono procentowy odsetek liczby nowych przypadkéw raka

piersi w 2020r. na sze$ciu kontynentach (rycina 1.1.).
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Rycina 1.1. Procentowy odsetek liczby nowych przypadkow raka piersi w 2020r.
na sze$ciu kontynentach

Przez wiele lat samobadanie piersi byto promowane jako najprostsza metoda
wykrywania raka piersi [3]. Jednak ostatnie badania pokazuja, ze nie zmniejsza ono
$miertelnosci z powodu raka piersi i nie jest skuteczne w diagnozowaniu raka na
wczesniejszym etapie [3]. Wykazano réwniez, ze zwigksza liczbe niepotrzebnych
interwencji u kobiet z powodu fatszywie dodatnich wynikéw tej metody badania
[3]. Konwencjonalne badanie ultrasonograficzne (USG) zaliczane do badan
przesiewowych piersi jest skuteczne i stosunkowo tatwe do wykonania; brakuje mu
jednak systematycznej rejestracji i lokalizacji [4]. Do badan przesiewowych w
kierunku raka piersi u mlodych kobiet zaleca si¢ badanie USG, natomiast u
starszych kobiet zaleca si¢ wykonanie mammografii. Wynika to z duzej ggstosci
tkanki wtoknisto-gruczotowej, ktora jest lepiej widoczna w USG [4]. Jest to jedyna
metoda obrazowania, ktorej udowodniono, ze zmniejsza S$miertelnos¢ u
bezobjawowych kobiet w danym wieku [5]. Jednak czuto$¢ tej metody badania
moze by¢ ograniczona w gestej tkance piersi, zwlaszcza u mtodszych pacjentow,
poniewaz tkanka widknisto-gruczolowa zmniejsza widoczno$¢ nieprawidtowosci
[5]. Kolejnym aspektem, o ktorym warto wspomnie¢, jest wzorzec wzrostu — jesli
guz nie wytwarza masy, bardzo trudno jest go wykry¢ w mammografii [5,6].
Cyfrowa tomosynteza piersi jest stosunkowo nowa metodg obrazowania piersi

[7,8]. W tym badaniu radiolodzy rekonstruujg obraz 3D z wielu niskodawkowych



obrazow projekcyjnych 2D zrodta promieniowania rentgenowskiego. Uzyskane
dane pozwalaja na ocene tkanki piersi w bardzo cienkich plastrach (np. 1mm) [5].
Jednym z niezastgpionych metod obrazowania jest MR piersi. MR to bardzo
pomocne narzedzie nie tylko do wykrywania i charakteryzowania raka piersi, ale
takze do opisu rozlegto$ci guza i oceny odpowiedzi na leczenie przed lub po
zabiegu operacyjnym [5,6]. Na rycinie 1.2. przedstawiono elementy zakresu

zabiegu operacyjnego.

OPERACJA

BCT czy mastektomia?

Rycina 1.2. Poprawa oceny zakresu zabiegu operacyjnego.

BCT- ang. Breast Cancer Therapy (terapia raka piersi).



2. APLIKACJA MAGNETYCZNEGO REZONANSU JADROWEGO
W DIAGNOSTYCE RAKA PIERSI

Istnieje wiele badan porownujacych przydatno$¢ réznych metod wezesnego
wykrywania raka piersi. Na te wyniki sktada si¢ wiele czynnikow. Uwaza sig, ze
samobadanie piersi jest najmniej uzyteczng metoda ze wszystkich [3]. Zgtoszona w
literaturze czuto$¢ MR w detekcji raka piersi w Kilku seriach zblizyta si¢ do 100%
[5,6]. Te dane sg jednym z powodow, dla ktorych MR piersi jest wazny w
przedoperacyjnej ocenie zaawansowania nowotworu [3]. Ograniczeniem MR piersi
jest niska lub umiarkowana swoisto$¢, mieszczgca sie¢ w zakresie 37-97% [5,6]. Jest
to rowniez powdd niepotrzebnych interwencji medycznych u pacjentek. Wylaczne
zastosowanie wysokiej jakosci MR piersi pozwala na wczesne wykrycie raka z
wysoka czulo$cig i swoistoscig [9]. Ponadto MR piersi jest niezawodng metoda
rozwigzywania probleméw w wykluczaniu nowotworu zto§liwego, ktorego nie
mozna potwierdzi¢ konwencjonalnym obrazowaniem. W takich przypadkach
dodatkowe dane z MR moga poméc w identyfikacji nowych nowotworow
(bedacych  nastgpstwem  przerzutow), ktorych nie mozna  wykry¢
konwencjonalnymi metodami. Narzgdzie to ma jednak umiarkowanie niska
swoisto$¢, co moze powodowa¢ niepotrzebne biopsje, kontrole i niepokoj
pacjentow. Istnieje wiele badan skupiajacych si¢ na czgstos$ci diagnozowania kobiet
z podejrzeniem raka piersi. To niestety prowadzi do niepotrzebnych procedur
medycznych, ktérych mozna by unikngé. Najbardziej wiarygodne szacunki
dotyczace nadmiernej diagnozy wahaja si¢ od 1% do 10%. Znacznie wyzsze
szacunki dotyczace nadmiernej diagnozy zglaszane w literaturze wynikajg z braku
dostosowania do ryzyka raka piersi i/lub czasu realizacji [9]. Na catym $wiecie
stosuje si¢ wiele réznych metod obrazowania wczesnego wykrywania i badan
przesiewowych w kierunku raka piersi. Wskazania do zastosowania kazdej metody
sa rozne. Rola lekarza jest wybranie najbardziej odpowiedniego dla kazdego
pacjenta w celu uzyskania najlepszego wyniku. Niezaleznie jednak od metody, w
latach 2005-2011, wzgledne przezycie (5-letnie) wyniosto 89%. Uwaza sig, ze jest
to spowodowane zarowno wzrostem wykorzystania badan przesiewowych w catej

populacji, jak i postepami w leczeniu [10].
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Na rycinie 2.1. przedstawiono aspekty kliniczne stosowania MR w diagnostyce

raka piersi.
Jak MRI moze poméc Czymdm ]ndzthdqmgll :
chirurgom w okresleniu th}mmpﬂg
zakresu operacji? e

Rycina 2.1. Poprawa efektywnosci oceny morfologii tkanki zdrowej i tkanki
nowotworowej

2.1. Magnetyczny Rezonans Jgdrowy w nowotworach ztosliwych

Diagnostyka obrazowa nowotworow ztosliwych piersi jest niezbedna celem
ustalenia stopnia zaawansowania choroby i wdrozenia najbardziej odpowiedniego
leczenia. W przypadku raka piersi obrazowanie technika MR zmian
nowotworowych jest stosowane rutynowo, ale czuto$§¢ badania nie jest zbyt
wysoka. Dlatego tez, w ramach doktoratu podjeto zadanie zweryfikowania, czy
korelacja obrazu MR z obrazem histopatologicznym pozwoli zwigkszy¢ czutos¢ i
swoistos¢ badania. Obrazowanie medyczne rozwin¢lo si¢ w niezwykty sposob od
czasu odkrycia promieni rentgenowskich 120 lat temu. Obecni radiolodzy potrafig
obrazowa¢ ludzkie ciato z najdrobniejszymi szczegodtami za pomoca tomografii
komputerowej (TK), MR, pozytonowej tomografii emisyjnej (PET), ultradzwickow
i roznych innych metod [11]. Badania przesiewowe w kierunku raka piersi za
pomoca mammografii, pokazuja wyzwania, ktorym nalezy sprostac, starajac sie
wykorzysta¢ moc dzisiejszych technologii obrazowania [12]. W ciaggu ostatnich 40
lat nastapit znaczny postep w sprzecie do MR, z ktorych jednym z gtownych jest
trend do wyzszych pol magnetycznych. Takie postepy, cho¢ przynosza znaczng
poprawe jakosci danych 1 wartosci diagnostycznej, oznaczaja, ze konwencjonalne

systemy 15T i 3T pozostajg stosunkowo drogimi elementami sprzetu do
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obrazowania medycznego i sa poza zasiggiem finansowym wigkszosci krajow
swiata. W przegladzie [13] opisano obecny stan techniki systemow o matym polu
widzenia (okreslanych jako 0.25-1 Tesla), zarbwno pod wzgledem ich niskiego
kosztu, niewielkich rozmiaréw, jak i dostepnosci przedmiotu. Ponadto omoéwiono,
w jaki sposob niskie pole mozna potencjalnie wykorzysta¢ w zmianach, ktoére miaty
miejsce w przypadku MR o wyzszym polu. W pierwszej czeséci z perspektywy
teoretycznej omowiono zalezno$¢ wspotczynnika SNR (sygnalu do szumu) od
statycznego pola magnetycznego 1 jego wplywU na osiggalny Kkontrast,
rozdzielczos$¢ i czasy akwizycji. W drugiej czgsci omoéwiono rozwoj sprzetu (np.
magnesy, cewki gradientowe i RF) stosowanego zarowno w eksperymentalnych
skanerach niskiego pola, jak 1 tych, ktore sg obecnie dostepne na rynku. W ostatniej
czgsci przedstawiono potencjalne role nowych odczytéw akwizycji, $ledzenia
ruchu 1 strategii rekonstrukcji obrazu, ktore sa obecnie opracowywane gltdéwnie na
wyzszych polach [13,14]. Historyczne postepy w badaniach i zastosowaniach
klinicznych obrazowania MR w duzym stopniu pokrywaja si¢ z niezwyklymi
postgpami w technologii obrazowania MR. Te postepy mozna z grubsza podzieli¢
na sprzet (np. magnesy, gradienty, cewki o czgstotliwosci radiowej (RF), nadajnik
1 odbiornik RF, urzadzenia do biopsji zgodne z obrazowaniem MR) 1 techniki
[15,16]. Postepy w zakresie sprzgtu i oprogramowania do MR skrocily czas
akwizycji, a badania trwajg od 40 do 50 minut. Rosnaca $wiadomo$¢ narazenia na
promieniowanie rentgenowskie w badanich TK w potaczeniu z zaletami MR
zaowocowala zwigckszonym wykorzystaniem MR w onkologii, pediatrii,
reumatologii i narzadach ruchu, a ostatnio w populacyjnych badaniach
przesiewowych [17]. Obrazowanie MR jest obecnie stosowane klinicznie od ponad
40 lat. Obecnie stuzy jako podstawowa metoda diagnostyczna wielu problemow
klinicznych. Historyczne osiagniecia w dziedzinie MR, ze szczegdlnym
uwzglednieniem innowacji technologicznych sg czestym tematem przegladow
literaturowych. Podejmowane tematy obejmujg wstepne odkrycia w
magnetycznym rezonansie jadrowym, a takze rozwoj otwartych systemow MR.
Dedykowane cewki obrazujagce, podstawowe sekwencje impulséw wzmochione
kontrastem 1 funkcjonalne techniki obrazowania roéwniez sa omawiane W
kontekscie historycznym. Wazne innowacje technologiczne w dziedzinie MR, wraz
z ich dzisiejszymi zastosowaniami klinicznymi, zapewniaja krytyczny wglad w

przyszie osiggniecia [18]. Okoto 40 lat temu rozpoczagt si¢ proces innowacji
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technologicznych, ktory ostatecznie doprowadzit do wuznania $rodkéw
kontrastowych do obrazowania MR, ktore sa obecnie stosowane w okoto 25%
wszystkich procedur MR, jako medyczne narzedzia diagnostyczne. Proces
rozpoczat si¢ od zbadania roznych mozliwosci technicznych i koncepcji w latach
1981-1982 dwodch rodzajow srodkow (rozpuszczalnych paramagnetycznych
chelatow i ochronnych roztworéow koloidalnych czastek magnetytu
stabilizowanych koloidami), ktére ostatecznie znalazty zastosowanie w produktach
dostgpnych na rynku. Pionierskimi produktami, ktore w koncu trafity na rynek, byty
dimegluminy gadopentetynianu (Magnevist, Schering AG) i tlenki ferumowe
(Endorem, Guerbet SA, lub Ferridex, Berlex Laboratories Inc.). W okresie 1981 do
1982, wielu niezaleznych wynalazcow z przemyshu i srodowiska akademickiego
wymyslitlo rozpuszczalne w wodzie paramagnetyczne chelaty i1 stabilizowane
koloidami ochronnymi roztwory koloidalne matych czastek magnetytu, oba o
dopuszczalnej tolerancji, jako $rodki kontrastowe do MR. Priorytety patentéw
warunkowaty dalszy bieg wydarzen. Przeanalizowana historia pomaga w
zrozumieniu typowych rol réznych instytucji w innowacjach technologicznych.
Podstawy technologii srodka kontrastowego MR w naukach podstawowych zostaty
po czesci wykluczone w §rodowisku akademickim. Podczas koncepcji produktow
praktycznych dominujaca role odegral przemyst. Poczawszy od oceny
radiologicznej produktow, wspotpraca migdzy przemystem a $rodowiskiem
akademickim stala si¢ niezbedna [19]. Po wczesnych probach zastosowania
spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR) do badania procesow
biologicznych w nienaruszonych uktadach, a zwtaszcza od czasu wprowadzenia
klinicznych skanerow 4T okoto 1990 roku, nastgpit szybki postep w badaniach
obrazowych i spektroskopowych ludzi przy 4T i modelach zwierzecych przy 9.4T,
co doprowadzito do wprowadzenia pdl magnetycznych o wartosci 7T 1 wyzszych
do badan na ludziach mniej wiecej na przetomie wiekow. Prace prowadzone na tych
platformach zapewnity liczne rozwigzania technologiczne dla wyzwan stawianych
na tych ultrawysokich polach i wykazaty znaczace zalety w zakresie wspotczynnika
SNR i zawartosci informacji biologicznej. Podstawowa r6znica w poréwnaniu z
nizszymi polami to odchylenie od pola bliskiego przy czestotliwosciach radiowych
(RF) charakteryzuje si¢ ttumionymi falami biegnacymi w ludzkim ciele, co
prowadzi do niejednorodnosci obrazu dla danej konfiguracji cewka-probka z

powodu niszczacych 1 konstruktywnych zaklécen. Te niejednorodnosci
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poczatkowo uznano za szkodliwe dla postgpu obrazowania przy duzych
nat¢zeniach pola. Sa one jednak korzystne dla obrazowania réwnoleglego w
odbiorze i transmisji sygnatu, dwoch krytycznych technologii, ktore w duzej mierze
przyczyniaja si¢ do sukcesu ultrawysokich pdl. Zasady obrazowania metoda
rezonansu magnetycznego ewoluowaty pod koniec lat 70. i na poczatku nastepnej
dekady. Udoskonalenia technologii nieinwazyjnej akwizycji i wizualizacji obrazow
W MR przyniosty ogromne postepy w medycynie, zwlaszcza w diagnostyce i ocenie
prognostycznej anomalii ptodu [20]. Pierwsze wzmianki dotyczace rozréznienia
tkanki prawidlowej od tkanki nowotworowej za pomoca rezonansu przedstawili
dwaj badacze: chemik Paul Lauterbur oraz fizyk Peter Mansfield w 1971 i 1973r.
Zdaniem profesora Svena Pleina, przetomowe odkrycie obu naukowcow odegrato
kluczowa rol¢ w opracowaniu znanych obecnie na catym $wiecie skanerow MR.
Fundamentalny wktad obu profesoréw (Lauterbura i Manfielda) przyczynit si¢ do
rozwoju klinicznego oraz badawczego narzgdzia diagnostycznego jakim byt i jest
rezonans magnetyczny. Ich odkrycie nagrodzone Nagroda Nobla zostato jednak
poprzedzone serig przelomowych wkladow naukowcoéw z dziedziny matematyki,
fizyki 1 chemii, siggajacych XIX wieku, po ktorych nastapity gwattowne postepy w
klinicznym rezonansie magnetycznym [21]. Obecnie znane sg rowniez inne metody
obrazowania MR z wykorzystaniem roznych sekwencji. Jest to np. obrazowanie
echa-planarnego (EPI) do wykrywania catej plaszczyzny w pojedynczym
wzbudzeniu oraz wzmocnienia kontrastu T1 i T2. Dostepne sa rowniez metody, takie
jak: spektroskopia MR, pomiar przeptywu (angiografia MR), obrazowanie ptuc z
uzyciem hiperpolaryzowanych 2Xe i 3He oraz obrazowanie funkcjonalne (f-MR)
[22].
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3. TERAPIA FOTODYNAMICZNA W LECZENIU RAKA PIERSI

3.1. Zarys historyczny terapii fotodynamicznej

Swiatlo bylo stosowane w leczeniu choréb od starozytnosci [23].
Terapeutyczne wlasciwosci $wiatla znali juz starozytni Egipcjanie. Pierwsze
doniesienia wskazujace na ten fakt pochodza z V i IV wieku p.n.e. Przez wieki
swiatto stoneczne bylo wykorzystywane w leczeniu takich choréb jak: bielactwo,
luszczyca, czy krzywica. Wiele starozytnych cywilizacji stosowato fototerapig, ale
dopiero na poczatku ubieglego wieku ta forma terapii pojawila si¢ ponownie. W
nastepstwie odkry¢ naukowych dokonanych przez wezesnych pionieréw, takich jak
Finsen, Raab i Von Tappeiner, potaczenie podawania §wiatla i lekow doprowadzito
do pojawienia si¢ fotochemioterapii jako narzedzia terapeutycznego. Terapie
fotodynamiczng uzyskuje si¢ poprzez reakcje fotodynamiczng, ktora jest
indukowana przez wzbudzenie fotouczulacza (PS) wystawionego na dziatanie
Swiatla. Zjawisko to po raz pierwszy opisat Raab i wsp. w 1990r. W 1960r. Lipson
1 wsp. opisali pochodng hematoporfiryny (HpD) przez traktowanie chlorku
hematoporfiryny kwasem solnym i kwasem siarkowym. Rozwo6j HpD ustanowit
podstawe dzisiejszej terapii fotodynamicznej (PDT). Dougherty donidst o leczeniu
guzéw skory metodg PDT po raz pierwszy przy uzyciu argonowego lasera
barwnikowego w 1978r. Autor i jego wspOlpracownicy rozpoczeli podstawowe
badania tego typu leczenia przy uzyciu HpD dostarczonego przez Dougherty'ego i
argonowego lasera barwnikowego w raku ptuc pséw w 1978r. Badania te
potwierdzity skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo metody. Po raz pierwszy na §wiecie
autorzy przeprowadzili bronchofiberskopowa PDT we weczesnym stadium raka
ptaskonabtonkowego typu centralnego 1 uzyskali catkowite wyleczenie. Od tego
czasu PDT cieszy si¢ duzym zainteresowaniem. PS i laser o okreslonej dlugosci fali

sa kluczowymi elementami terapii.

3.2. Zasada dziatania terapii fotodynamicznej
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Terapia fotodynamiczna (PDT) jest zatwierdzong metoda leczenia r6znych
nowotworow ztosliwych, w tym raka. Metoda wymaga jednoczesnego podania
dwoch czynnikow: $wiatla i substancji zwanej fotouczulaczem (PS) na docelowa
komorke lub tkanke. Dziatanie fototerapeutyczne opiera si¢ albo na transferze
energii ze stanu wzbudzonego PS bezposrednio do tlenu czgsteczkowego obecnego
w docelowych komorkach, albo jest kierowane poprzez formy rodnikow
posrednich do reaktywnych form tlenu (ROS). W obu przypadkach powstate
produkty prowadza do $mierci komorki. Na rycinie 3.1. przedstawiono (w formie

uproszczonej) fizyczno-chemiczng zasade¢ dziatania PDT.
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Rycina 3.1. Fizyczno-chemiczna zasada dziatania PDT

PDT polega na selektywnym uwrazliwianiu tkanek na $wiatto. Duzy postep w tej
dziedzinie nastgpil, gdy Thomas Dougherty z Roswell Park Cancer Institute
zainicjowat seri¢ badan klinicznych, ktére ostatecznie doprowadzity do
zatwierdzenia procedury przez Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA). Raport ten
zawiera podsumowanie wktadu Dougherty'ego 1 ocene¢ tego, do czego to

doprowadzito, wraz z podsumowaniem implikacji dla przysztego rozwoju lekow
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[24]. Kwas aminolewulinowy z terapig fotodynamiczng (ALA-PDT) jest leczeniem
czesto stosowanym klinicznie [25]. Celem artykutu przegladowego autorstwa
Wiedmann i Caca bylo opisanie historii PDT, jej aktualnych zastosowan
medycznych, mechanizmu dziatania, przeciwwskazan metody oraz réznych
rodzajow stosowanych fotouczulaczy. Omoéwiono leczenie niedroznego raka
przetyku, raka przetyku we wczesnym stadium, przelyku Barretta, raka drog
zotciowych wneki, raka zoladka, okrgznicy 1 trzustki. Ostatnia cz¢$¢ skupia si¢ na
przysztych kierunkach PDT, takich jak niektére innowacyjne pomysty, ktore sa
obecnie badane [26]. Istnieje kilka opublikowanych badan klinicznych dotyczacych
PDT w dziedzinie onkologii przewodu pokarmowego. PDT oceniano réwniez w
innych nowotworach przewodu pokarmowego, w tym raku zotadka, raka drog
z6kciowych i raka trzustki [27]. Do tej pory za pomocg PDT w 32 krajach leczono
facznie ponad 3000 guzoéw w réznych narzadach. Najczesciej leczonym narzadem
s ptuca (808 przypadkow). Badanie kliniczne fazy 11 PDT we wczesnym stadium
raka pluc, przetyku, zotadka, szyjki macicy i pecherza moczowego zostato
przeprowadzone w 15 instytucjach od 1989 do poczatku 1992 roku [28].
Wyizolowanie porfiryn, a nastepnie odkrycie ich wiasciwosci lokalizujacych guzy
I fototoksyczny wplyw na tkanke nowotworowa doprowadzito do opracowania
nowoczesnej fotodetekcji (PD) i terapii fotodynamicznej (PDT).

Zwigzek migdzy budowa fizykochemiczng a aktywnoscia fotodynamiczng
fotouczulaczy drugiej generacji zostat omowiony przez van den Bergh [29]. Wiele
waznych szczegotow dotyczacych mechanizméw PDT zostalo wyjasnionych przez
badaczy w Norwegii. Podstawowe mechanizmy, takie jak wytwarzanie tlenu
singletowego, szacowanie czasu jego zycia, efekt tlenowy, subkomoérkowa
lokalizacja fotouczulaczy o réznych wiasciwosciach, ich fotodegradacja podczas
PDT oraz ich selektywnos$¢ na nowotwory definiujg efektywnos¢ PDT [30]. Na

rycinie 3.2. przedstawiono poszczeg6lne elementy procedury PDT.
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Rycina 3.2. Poszczegdlne elementy procedury PDT

PS- fotouczulacz, hv- kwant §wiatta

Artykut Sieron A, Kwiatek jest przegladem badan laboratoryjnych i klinicznych
podejmowanych w Polsce w zakresie PDD i PDT na przestrzeni ostatnich 20 lat.
Sa one podzielone na dwa réwnolegle obszary badawcze. Pierwsza opiera si¢ na
badaniach klinicznych, w ktérych badane s3 nowe modalnosci syntezy
fotouczulacza, molekularne mechanizmy PDT i inne aspekty. Drugi dotyczy
klinicznych aspektéw PDD 1 PDT zar6wno w chorobie przednowotworowej, jak i
nowotworowej. W Polsce odbyty si¢ 2 Krajowe Kongresy w 2006 1 2008 roku z
odpowiednio 100 i 400 uczestnikami. W Bytomiu znajduje si¢ jeden z najstarszych
osrodkow Diagnostyki 1 Terapii Fotodynamicznej. Od okoto 10 lat prowadzi w
Polsce badania kliniczne z PDD i PDT w takich dyscyplinach medycznych jak
dermatologia, gastroenterologia, laryngologia, pulmonologia, ginekologia,
ortopedia [31].

Na podstawie badan nad PDT w 1993r. powstata norweska firma PhotoCure ASA,
ktorej celem jest komercjalizacja technologii fotodynamicznych opracowanych w
Norweskim Szpitalu Radowym, ktory jest najwickszym kompleksowym osrodkiem
onkologicznym w Europie Poélnocnej. Firma posiada na rynku dwa produkty:
Metvix do leczenia rakow podstawnokomoérkowych 1 rogowacenia stonecznego
oraz Hexvix do fluorescencyjnej diagnostyki raka pegcherza moczowego. Nowe

pochodne ALA do fluorescencyjnej diagnostyki i leczenia nowotworéw we
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wczesnym stadium narzadow wewnetrznych, m.in. raka okreznicy, sa obecnie
badane [32,33]. PDT z pochodnymi porfiryny jako lekami fotouczulajacymi
opracowano okoto 1960r. Od tego czasu wyjasniono podstawowe mechanizmy
lokalizacji nowotworowej fotouczulaczy oraz procesy wyjasniajace wptyw PDT na
nowotwory [34]. Wprowadzony po raz pierwszy okoto 100 lat temu mechanizm
PDT nadal ewoluuje w dermatologii, stajac si¢ bezpieczng i skuteczng opcja
leczenia kilku schorzen dermatologicznych [35]. Od czasu poczagtkowego
wprowadzenia kompleksu polipirydylowego rutenu (Ru), przeprowadzono szereg
préb ewolucji strukturalnej w celu poprawy skuteczno$ci. Z chemioterapia badano
réwniez kompleksy Ru jako terapi¢ fotodynamiczng (PDT) i chemioterapi¢
fotoaktywowana (PACT), ktére moga selektywnie aktywowaé ugrupowania
proleku w okre§lonym regionie [36].

W Chinach opracowano rozne lasery i nickoherentne zrodta §wiatta, aby usprawnic
kliniczne stosowanie PDT. W ciagu ostatnich 25 lat chinscy lekarze wyleczyli kilka
tysiecy pacjentow, zdobyli duze doswiadczenie zaré6wno w naukach
podstawowych, jak 1 zastosowaniach klinicznych oraz wygenerowali ogromng
liczbe raportow klinicznych. Badania i1 dziatania kliniczne zwigzane z PDT
najprawdopodobniej nadal bedg sie rozwija¢ w Chinach [37]. W ciggu ostatnich
trzech dekad terapia fotodynamiczna (PDT) stata si¢ uzytecznym narzedziem
klinicznym, realng alternatywa w leczeniu raka i innych chorob. Kilka dyscyplin
przyczynito si¢ do tego rozwoju: chemia w opracowywaniu nowych Srodkow
fotouczulajacych, biologia w  wyjasnianiu  procesOw  komorkowych
zaangazowanych w PDT, farmakologia 1 fizjologia w identyfikowaniu
mechanizmow dystrybucji fotouczulaczy w organizmie oraz, co nie mniej wazne,
fizyka w rozwoju lepszych zrodet §wiatta, koncepcji dozymetrycznych i konstrukcji
urzadzen obrazujacych, czujnikOw optycznych i metod spektroskopowych do
okreslania stezen PS w roznych tkankach. Fizyka i biofizyka pomogly rowniez
skoncentrowaé si¢ na roli pH w akumulacji PS, efektach dawki, ubytku tlenu,
temperaturze 1 optycznej penetracji $wiatta o réznych dlugosciach fal do réznych
typoéw tkanek. To wszystko 10 wazne parametry dla optymalnie efektywnego PDT
[38]. Pomimo ponad 100-letniej historii w zastosowaniach eksperymentalnych i
klinicznych, terapia fotodynamiczna (PDT) dopiero zaczyna by¢ doceniana ze
wzgledu na jej pelny potencjat. PDT taczy PS i $wiatto w obecnosci tlenu w

leczeniu raka i innych zaburzen [39]. Chociaz koncepcja terapii fotodynamicznej
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jest rozpoznawana od ponad wieku, dopiero od 25 lat jest stosowana w Wielkigj
Brytanii. Pierwsze wnioski w Wielkiej Brytanii ztozyt w 1981r. John Carruth, ktory
leczyt pacjentow z zaawansowanymi stanami laryngologicznymi i nowotworami
skory [40]. Dziatania niepozadane sg ogélnie opisywane jako tagodne oraz
umiarkowane, bez blizn, wraz z szybkim czasem powrotu do zdrowia. Najlepszymi
kandydatami do tej techniki sg pacjenci z jasnymi fototypami i historig ekspozycji
na stonce i uszkodzeniami postonecznymi o r6znym nasileniu [41].

Pomimo opiséw terapii za posrednictwem $wiatla w starozytnych tekstach 1
odkryciach terapii fotodynamicznej (PDT) na poczatku XX wieku, przetomowy
artykut z 1978r. w Cancer Research autorstwa Dougherty'ego i jego
wspotpracownikoéw z Roswell Park Cancer Institute pozostaje stusznie postrzegany
jako punkt wyjsécia do klinicznego PDT we wspolczesnej medycynie. Jako duza
seria kliniczna, ktéra badala wiele czynnikdw obecnie uwazanych za krytyczne
wyznaczniki dawki, skuteczno$ci i toksyczno$ci PDT, badanie to wykazato
niezwykta dalekowzroczno$¢, ale rowniez postuzyto do postawienia tylu pytan, na
ile wudzielito odpowiedzi. Od czasu publikacji, PDT jest coraz czgsciej
wykorzystywana w praktyce klinicznej w leczeniu zaréwno tagodnych, jak i
ztosliwych stanow, a wiele z ich pytan zaowocowalo nowymi technologiami 1
obszarami badan, dzigki czemu pozostaje bardzo istotne prawie 40 lat po ich
pierwszym zapytaniu [42].

Chociaz leczenie nowotworow we wczesnym stadium nie jest kwestionowane,
mozliwos¢ niewykrytej choroby weztéw chlonnych oznacza, Ze jest mato
prawdopodobne, aby PDT zastapita resekcje chirurgiczng u pacjentow nadajacych
si¢ do torakotomii. PDT =zapewnia roéwniez skuteczng metode leczenia
paliatywnego  pacjentow z  zaawansowanymi  obturacyjnymi  guzami
wewnatrzoskrzelowymi [43]. Opcje leczenia pacjentdow z nawracajagcym
nienaciekajgcym rakiem pecherza moczowego sa ograniczone. PDT chociaz
wykazywata zachecajace wyniki terapeutyczne, zostala w duzej mierze porzucona
ze wzgledu na toksyczno$¢ lub wpltyw na normalne komorki [44]. Dzigki
starannemu manipulowaniu energig lasera i dawka PS mozna bylo osiagnaé
prawdziwe selektywne zniszczenie tkanki nowotworowej w eksperymentalnych
nowotworach okreznicy z catkowitym oszczedzeniem zdrowej okregznicy, chociaz
w tych warunkach zakres martwicy guza wynosi tylko 2-3 mm od Zrédta swiatta

[45]. Ostatnie dziesigciolecia przyniosty rosngce uznanie dla znaczenia
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generowania adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej dla dlugoterminowe;j
kontroli guza i indukcji pamigci immunologicznej w celu zwalczania
nawracajgcych chorob [46-49].

Znaczacy wzrost postepu naukowego i technologicznego w dziedzinie stomatologii
zaowocowal szeroka gamg nowych metod leczenia, z ktorych moga korzystac
dentysci [50]. Terapia fotodynamiczna w $wietle dziennym (dPDT) wykorzystuje
swiatto stoneczne jako zrédlto §wiatta w leczeniu powierzchownego raka skory.
Wykorzystanie $wiatta stonecznego jako urzadzenia terapeutycznego byto obecne
od wiekow, stanowigc podstawe terapii fotodynamicznej w XX wieku. W
poréwnaniu z konwencjonalng PDT, dPDT moze by¢ mniej bolesna, wygodniejsza
1 skuteczniejsza alternatywg. Pierwsze kliniczne zastosowania dPDT w
nowotworach skoéry rozpoczeto w Kopenhadze w 2008r. Obecnie dPDT, w ktorej
posredniczy kwas aminolewulinowy, zostata zatwierdzona do leczenia pacjentow z
rogowaceniem stonecznym w Europie. Oczekuje si¢, ze przyszie zastosowania
dPDT w innych chorobach skéry beda si¢ rozszerzaé wraz z ewolucja
konwencjonalnej metody PDT [51].

Terapia fotodynamiczna (PDT) tak jak MR to minimalnie inwazyjne i skuteczne
podejscie do leczenia raka. Obie metody sg potencjalnie uzyteczne w leczeniu
guzdw, ktdre nie sg dostepne dla operacji, napromieniania lub destrukcyjnej ablacji
i sg oporne na chemioterapie. Oprocz wydajnych PS, dla precyzyjnego i
bezpiecznego dostarczania $wiatta do miejsca docelowego niezbedne jest
naprowadzanie obrazowe, poprawiajagceé w ten sposob skutecznos¢ terapeutyczng.
Skutecznie domieszkowane lantanowcami nanoczasteczKi przyciagnety znaczng
uwage ze wzgledu na ich zastosowanie w biomedycynie. W tym celu wytworzono
I zastosowano w PDT pokryte krzemionka nanoczgstki z podstawionym PS
wbudowanym kowalencyjnie w powloki krzemionkowe. Badania in vitro
wykazaty, ze te nanoczastki moga skutecznie zabija¢ komorki rakowe po
napromieniowaniu NIR. Ponadto nanoczastki wykazaly rowniez dobry kontrast
MR, zaré6wno w roztworze wodnym, jak i wewnatrz komorek [52]. W innym
badaniu efekt dziatania fotofrin, pochodnych porfiryny, zostaty udowodnione w
MR. Oproécz leczenia raka porfiryny sg rowniez badane pod katem zastosowania w
leczeniu wielu innych choréb [52]. Inne prace wykazaly ze aktywnos¢ kompleksu
CoFe204-HPs-FA, jego biokompatybilnos¢ 1 fotodynamiczng aktywnos¢

przeciwnowotworowg na liniach komoérek rakowych dodatnich i ujemnych pod
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wzgledem receptoréow do zastosowan klinicznych mozna oszacowaé metodag MR in
vitro [53]. Obecno$¢ PS drugiej generacji, potwierdzono przez wykonanie
dyfuzyjnych obrazow MR przed i po PDT [54]. Aby skutecznie leczy¢ nowotwory
srodmigzszowe za pomocg PDT wymaga si¢ wydajnego dostarczania PS i
dokladnej lokalizacji  tkanek nowotworowych w celu skutecznego
napromieniowania  $wiattem przeprowadzono PDT ze wzmocnieniem
kontrastowym pod kontrola MR z dwufunkcyjnym koniugatem polimerowym
zawierajgcym zarowno $rodek kontrastowy do obrazowania MR, jak i PS [55].
Nanoczasteczki porfiryny zastosowano do terapii raka metoda MR pod kontrolg
PDT, w ktorej wewngtrzna porfiryna wolna od metali dziata jako PS dla PDT,
podczas gdy zewnetrzna porfiryna stuzy jako srodek kontrastowy w MR.
Kowalencyjne  przytaczenie  porfiryn do  nanoczasteczek  zapobiega
przedwczesnemu uwalnianiu podczas krazenia ogélnoustrojowego [56]. Pegylacja
dwufunkcyjnych koniugatéow polimerowych zmniejszyta nieswoisty wychwyt
watrobowy 1 zwigkszyta wychwyt przez komorki nowotworowe, €0 skutkuje
znacznym wzmocnieniem kontrastu guza i wysoka skuteczno$cig terapeutyczna.
Pegylowany dwufunkcyjny koniugat jest obiecujacy w terapii fotodynamicznej
wspomaganej kontrastem MR w leczeniu raka [57,58]. Zaréwno zwigkszona
wydajnos¢ PS, jak 1 podwyzszony poziom tlenu przyczyniaja si¢ do koncowego
efektu terapeutycznego [59]. Obrazowanie MR o wysokiej rozdzielczosci moze
zapewni¢ zmiany anatomiczne i morfologiczne. Dla tej aplikacji opracowano dwie
metody rejestracji. Do rejestracji calego ciata myszy wykorzystano automatyczny
trojwymiarowy, znormalizowany algorytm wzajemnej informacji. Do rejestracji
guza opracowano schemat rejestracji odksztatcalnej oparty na modelu elementow
skonczonych [60,62]. Porfiryny i metaloporfiryny posiadaja szczegolne
wlasciwosci fotochemiczne oraz fotofizyczne, ktére mozna regulowaé poprzez
modyfikacje strukturalne [63,64].

Pomimo postgpu w optycznych metodach obrazowania tlenu singletowego,
pozostaje on wyzwaniem dla zastosowan in Vivo ze wzgledu na ograniczong
glebokos¢ penetracji tkanki przez S$wiatto [65]. Uwaza sig, ze amorficzne,
biodegradowalne nanomateriaty fosforanu metalu majg ogromny potencjal w
teranoterapii raka ze wzgledu na ich zapewnienie jednocze$nie ultraczutych
korzysci terapeutycznych, reagujacych na pH i funkcji diagnostycznych. Biorac

pod uwagg silng reakcje na pH, wzmocnienie sygnatu MR i profil uwalniania leku,
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nanoczgstki PMP oferuja nowe perspektywy zastosowania teranostycznego
aktywowanego kwasowos$cia nowotworu poprzez wzmocnienie PDT, przy
jednoczesnym wzmocnieniu efektu MR [66]. Wykorzystujac silne wlasciwosSci
magnetyczne nanoszablonéw Fe i efektywne generowanie tlenu (*O2) nanopowtoki
FesGe2, moga znalezé zastosowanie w wydajnym celowanym NIR-PDT pod
kontrolg rezonansu magnetycznego. Prace te stanowig wazny krok naprzod w
opracowywaniu nowatorskiego nanoczgsteczkowego srodka teranostycznego do
doktadnej klinicznej teranostyki raka w przysztosci [67]. Jednak $wiatlo ma
ograniczone zastosowanie ze wzgledu na jego wysoka fototoksyczno$é, niska
penetracje i szybka atenuacj¢ w tkance biologicznej [68].

Napromieniowanie komoérek HeLa przy uzyciu wzbudzenia jednofotonowego (740
nm) lub dwufotonowego (910 nm) doprowadzilo w obu przypadkach do $mierci
komorki [69-72].

Co wazniejsze, sterowana obrazowaniem PDT w komoérkach niedotlenionych
wykazywata 51,6% apoptozy komorek przy optymalizacji czasu aplikacji lasera, co
mozna rowniez potwierdzi¢ przez powrét fluorescencji indukowany przez
aktywowang kaspaze-3 w komorkach apoptotycznych [73]. PDT moze by¢
stosowana jako terapia ogniskowa raka prostaty [74]. W ostatnich latach nastgpit
znaczacy rozwoj PS, Zrédel Swiatta 1 systemOw dostarczania $wiatta, ktore
pozwolily skroéci¢ czas leczenia i1 nie wpltywaly niekorzystnie na skore, co
spowodowato czestsze stosowanie terapii fotodynamicznej (PDT) w warunkach
Klinicznych. W poréwnaniu ze standardowymi metodami leczenia, takimi jak
chemioradioterapia i chirurgia, PDT posiada znikome skutki uboczne przez co staje
si¢ alternatywna opcja leczenia [75].

PDT pod kontrol3 MR 1 PTT synergistycznie hamowaly wzrost komorek
nowotworowych in vitro oraz ablacje guzow in vivo. Skutki uboczne byty nieistotne
ze wzgledu na celowanie w specyficzne komorki nowotworowe poprzez
modyfikacje powierzchni oraz zwickszong przepuszczalnos¢ i retencje [76].
Niedotlenienie sprzyja nie tylko przerzutom guzoéw, ale takze odpornosci na
leczenie. Spozycie tlenu za posrednictwem fotouczulacza podczas terapii
fotodynamicznej (PDT) wzmacnia niedotlenienie guza [77]. Po degradacji warstwy
zewngtrznej promowano uwalnianie PS. Pod wptywem napromieniowania zostaly
uwolnione cytotoksyczne reaktywne formy tlenu (ROS), ktore uszkadzaty komorki

nowotworowe, gdy tlen byl generowany w niedotlenionym miejscu nowotworu.
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Ponadto obnizony poziom GSH dodatkowo hamowat zuzycie wytworzonych ROS,
co znacznie zwigkszylo skutecznos¢ PDT. W zwigzku z tym badanie to sugeruje,
ze ten wielofunkcyjny system ma potencjat do ulepszonej terapii fotodynamiczne;j
1 obrazowania metoda rezonansu magnetycznego [78]. Potaczenie wielu metod
obrazowania i rownoczesnych funkcji terapeutycznych w jeden nanopreparat ma
ogromne znaczenie dla opracowania wysokowydajnych srodkéw teranostycznych,
ktore mozna przetozy¢ klinicznie [79]. Wieloaspektowe wlasciwosci kwasu
hialuronowego (HA) zostaly wykorzystane do celowanej terapii nowotwordéw
metodg PDT kierowanej obrazowaniem molekularnym [80]. Kopolimer blokowy
moze samoorganizowaé si¢ w strukture podobng do stomatocytéw jako nosnik
dostarczania leku. Ze wzgledu na, iz PDT to nowa metoda leczenia raka moze
wigzaé si¢ z roznymi problemami, takimi jak: staba zdolno$¢ fotouczulaczy do
akumulacji guza, krotki czas zycia tlenu singletowego, czy mikrosrodowiskowe
niedotlenienia guza, ktore ograniczaja (w mniejszym lub wigkszym stopniu) jej

skuteczno$¢ terapeutyczng [81].
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4. CEL PRACY

Praca dotyczyta opracowania metodologii do wspomagania diagnozowania i
personalizowania leczenia raka piersi. Rozwigzanie dostarczylo i umozliwito
analize obrazu tkanki raka piersi zarejestrowanego in vitro oraz rozszerzyto
mechanizm przetwarzania, analizowania oraz wnioskowania na podstawie danych
medycznych pozyskanych z kliniki. Prace badawcze objety eksperyment naukowy
dotyczacy analizy czasu relaksacji jader protonu spin-sie¢ (T1) i spin-spin (T2)
mierzonych przy pomocy rezonansu magnetycznego dla tkanek raka piersi oraz
eksperyment naukowy dotyczacy zastosowania terapii fotodynamicznej w tych
samych tkankach.

Celem badania bylo wykazanie zdolnosci skanera klinicznego 1.5T do
wykonywania obrazowania ilosciowego W tkankach. Badanie przeprowadzono
przy uzyciu komercyjnych cewek. Do badania czasow relaksacji w tkankach nie
zastosowano manipulacji sekwencjami ani dodatkowego sprz¢tu MR. Jednak
pomiar czaséw relaksacji stanowi nowos¢ na urzadzeniu o indukcji pola 1.5T co
wykonano po raz pierwszy na Uniwersytecie Rzeszowskim w ramach prac
eksperymentalnych doktoratu. W realizacji celu gldownego postuzyto zdefiniowanie

1 zrealizowanie celow szczegotowych, takich jak:

1. zastosowanie metody obrazowania rezonansem magnetycznym MR do
oceny wycinkow tkankowych in vitro, na podstawie zmiany stezenia wody
w tkance zdrowej i nowotworowej;

2. zastosowanie metody fotodynamicznej do oszacowania rdznic st¢zenia

tlenu w tkance zdrowej i nowotworoweyj.

25



Na rycinie 4.1. przedstawiono w formie graficznej zagadnienia poruszane w ramach

projektu.

2. Czy poznanie roinic skladu
chemicznego poprzez mierzenie
crasow relaksaci MRI maze nam

pomée w ograniczeniu zakresu

zabiegu operacyjnego?

Pytania naukowe
projektu

Rycina 4.1. Pytania naukowe projektu

W pracy zaprojektowano zobrazowanie ognisk komorek rakowych w wycinku
tkankowym z raka piersi metoda MR. Badanie to mogto i nadal moze przyczynié¢
si¢ do poprawy wykrywalnosci nowotworéow ztosliwych piersi co utatwi
prawidlowa oceng stopnia zaawansowania choroby i pozwoli podjaé witasciwa
decyzj¢ co do planowanej metody terapeutycznej. Drugim problemem badawczym
byta histopatologiczna ocena reakcji komodrek raka piersi na terapi¢
fotodynamiczng. Reakcja na leczenie oceniona w preparacie mikroskopowym
pozwolita na dobranie optymalnej dawki fotouczulacza do otrzymania pozgdanego
efektu terapeutycznego.

Na podstawie zmierzonych czasow relaksacji T1 I T2 okreslono rdéznice w budowie
tkanki zdrowej i zmienionej nowotworowo.

Zbadano zwigzek miedzy czasami relaksacji MR in vivo i in vitro tej samej tkanki.
Zanalizowano zmiany, ktore powstawaly na skutek stosowanej terapii

fotodynamicznej w tkance nowotworowej in vitro.
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5. METODOLOGIA

Na wszystkie zaplanowane pomiary niezbedna byla zgoda Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Rzeszowskiego (zgoda w rozdziale ,,Zataczniki”).
Grupe badawczg stanowila grupa 30 pacjentdw, od ktoérych pobrano materiat
histopatologiczny. Badania realizowano w Zaktadzie Biochemii i Chemii
Ogolnej, w Zaktadzie Fotomedycyny i1 Chemii Fizycznej Przyrodniczo-
Medycznego Centrum Badan Innowacyjnych Uniwersytetu Rzeszowskiego oraz
w Klinicznym Zaktadzie Patomorfologii Klinicznego Szpitala nr 1 w Rzeszowie.

Na rycinach 5.1.-5.4. przedstawiono zdjecia pracowni laboratoryjnych gdzie

realizowano projekt.

Rycina 5.1. Pracownia w Zaktadzie Biochemii i Chemii Ogélnej

Zrodlo: [strona internetowa UR]
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Rycina 5.2. Pracownia w Zaktadzie Biochemii i Chemii Ogoélne;j

Zrédlo: [strona internetowa UR]

Rycina 5.3. Pracownia w Zaktadzie Fotomedycyny i Chemii Fizycznej
Uniwersytetu Rzeszowskiego

Zrédto: [strona internetowa UR]
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Rycina 5.4. Pracownia w Klinicznym Zaktadzie Patomorfologii w KSW nr 1

Zrédlo: [strona internetowa KSW1]

5.1. Histopatologia tkanek zdrowych, chorych oraz po terapii
fotodynamicznej

Materiat operacyjny do badan histopatologicznych zostat utrwalony przez 24
godziny w 10% roztworze formaliny zbuforowanej (4% roztwor formaldehydu). Po
utrwaleniu fragmentow z piersi pobrano skrawki tkanki do kasetek (krok 1-2).
Materiat tkankowy =z kasetek poddany zostal plukaniu, odwodnieniu,
przeprowadzony przez ptyny posrednie i zatopiony w parafinie z uzyskaniem
bloczkow (krok 3). Bloczki parafinowe wykrojono na mikrotomie (Microtom
LEICA RM2245) na mniejsze elementy, ktore natozono na szkietka podstawowe
(krok 4). Skrawki zabarwiono rutynowo hematoksyling i eozyng. W tym celu
wykorzystano ~ uniwersalne  urzgdzenie do  barwienia  preparatow
histopatologicznych — (Multistainer LEICA ST 5020). Koncowym etapem byto
przykrycie skrawkow szkietkiem nakrywkowym (automat LEICA CV 5030), przed
tym przestrzen pomi¢dzy szkietkiem podstawowym i nakrywkowym wypetniono
histofluidem (krok 5-6).
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Na rycinie 5.5. przedstawiono poszczegdlne kroki tworzenia preparatow

histopatologicznych.

12 Gotowe preparaty
Rycina 5.5. Poszczegdlne kroki tworzenia preparatow histopatologicznych

Gotowe preparaty histopatologiczne analizowano pod mikroskopem (LEICA DM
1000 LED) (rycina 5.6.)

Rycina 5.6. Mikroskop LEICA DM 1000 LED
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5.2. Pomiar Magnetycznym Rezonansem Jagdrowym tkanek raka
piersi przed i po leczeniu

W badaniach wykorzystano rezonans magnetyczny o polu 1.5T model
Optima MR360 firmy General Electric Healthcare, ktory przedstawiono na rycinie
5.7.

Rycina 5.7. Rezonans Magnetyczny w Laboratorium Badan Osrodkowego Uktadu
Nerwowego 1 Kregostupa w Przyrodniczo-Medycznym Centrum Badan
Innowacyjnych

Dodatkowo do wykonywania pomiardw z wykorzystaniem silnego pola
magnetycznego wykorzystano dedykowane cewki gradientowe. Analiza
otrzymanych danych byla wykonana za pomocag licencjonowanego pakietu
MATLAB.

Badania przeprowadzono na nieutrwalonych przez formaling fragmentach
tkankowych. W pierwszym etapie wyznaczono relaksacj¢ podtuzng i poprzeczna,
co pozwolilo na charakterystyke badanej probki. Podczas skanow wykorzystano
cewki gradientowe, ktére bezposrednio wchodza w sktad stosowanego w praktyce

ukladu pomiarowego. Na podstawie otrzymanego sygnatu cyfrowego i
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rekonstrukcji obrazu, ktéra powstaje dzigki zastosowaniu transformaty Fouriera
otrzymano material do analizy. Kolejnym etapem byla analiza danych, w ktorej
dokonano doktadnej oceny otrzymanych wynikéw, w celu wyznaczenia czasow
relaksacji 77 1 7> w badanych probkach. W kolejnym etapie, pod mikroskopem,
oceniony zostat preparat histopatologiczny wykonany z przebadanego wycinka
raka piersi. Wycinek zawieral komorki raka piersi oraz tkanke niezmieniong
nowotworowo. W ostatniej fazie eksperymentu zmiany widoczne w badaniu MR
skorelowano z obrazem histopatologicznym w celu odnalezienia ewentualnych
zmian.

Po wykonaniu obrazowania MR i zabezpieczeniu fragmentu do wykonania bloczka
parafinowego tkanka zostala poddana fototerapii a nast¢gpnie utrwalona. W
Klinicznym Zaktadzie Patomorfologii Klinicznego Szpitala Wojewddzkiego nr 1 w
Rzeszowie zostal wykonany i oceniony preparat histopatologiczny, a otrzymany
wynik zostat skorelowany z podang dawka PS. Proces ten pozwolit ustali¢
minimalng efektywna dawke PS, przez co w przysztosci moze zosta¢ wykorzystany
do badan in vivo.

Podczas planowanych badan bazowano na zdobytej wiedzy 1 doswiadczeniu
w badaniach metodg rezonansu magnetycznego, jak rowniez wyznaczaniu czaséw
relaksacji 77 1 7> w fragmentach tkankowych. Zwrocono uwage na dostosowaniu
parametrow czasu echa (TE) i czasu repetycji (TR) oraz na starannym dobraniu
metodologii w celu uzyskania najdoktadniejszych wynikow w mozliwie jak
najkrotszym czasie. Kolejnym etapem byta obrébka danych w ktorej wykonano
analiz¢ statystyczna, oraz wyznaczono czasy relaksacji 77, 72, oraz mapy tych
czaséw w badanych wycinkach z raka piersi.

Po PDT tylko probki potraktowane rézem bengalskim (0,05 mM/I), sola
disodowg protoporfiryny IX (3 mM/l), dichlorkiem ftalocyjaniny krzemu (0,0012
mM/l w CH2CD) 1 chlorowodorkiem kwasu 5-aminolewulinowego (0,003 mM/1)
zostaty zbadane przy uzyciu pomiaréw relaksacji 7; i 7> . Probki mierzono za
pomocg aparatu o indukcji pola 1.5T. Kamera byla obslugiwana w wersji
oprogramowania SV23. Przygotowane probki zostaty zeskanowane przy uzyciu
sekwencji Fast Spin-Echo (FSE) z rzutem osiowym przy uzyciu matej gietkiej
cewki. Na podstawie uzyskanych obrazéw DICOM przeprowadzono analize,
wykonano pomiary ROI dla serii obrazéw dla kazdej z probek, na podstawie

ktorych wyznaczono czasy relaksacji 77 1 7>. W sumie w dwdch roznych etapach
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badania przebadano 84 proby pomiaru. Parametry techniczne zastosowane w
badaniach MR byly takie same dla wszystkich etapéw badania. Matryca
skanowania miata wymiary 320 x 224, grubo$¢ skrawkoéw 2mm, rozstaw 0.5mm 1
NEX = 2. Dla czasu T; pomiary wykonano w 12 krokach z czasem repetycji (TR)
w zakresie 50-15 000 ms (50, 100, 200, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 3000, 5000,
10000, 15000 ms) ze statym czasem echa (TE) 3ms. Na podstawie uzyskanych
obrazow DICOM przeprowadzono analiz¢, wykonano pomiary ROI dla 12

obrazow dla kazdej z probek, na podstawie ktérych wyznaczono czas relaksacji 77.
Analiza statystyczna

Do wszystkich analiz statystycznych wykorzystano GraphPad Prism V6.0. Dane
przedstawiono jako warto$¢ Srednig + odchylenie standardowe z istotno$cia
statystyczng okreslong t testem lub dwuczynnikowa ANOVA, w zaleznosci od
przypadku.

5.3. Metoda Terapii Fotodynamicznej

Po wykonaniu obrazowania MR 1 zabezpieczeniu fragmentu do wykonania
bloczka parafinowego tkanka zostata poddana fototerapii a nast¢gpnie utrwalona. W
Klinicznym Zaktadzie Patomorfologii Klinicznego Szpitala Wojewodzkiego nr 1 w
Rzeszowie zostal wykonany 1 oceniony preparat histopatologiczny, a otrzymany
wynik zostat skorelowany z podang dawka PS.

Po przeprowadzonej analizie histopatologicznej, wykazano, iz stgzenia
stosowanych fotouczulaczy w niskiej dawce nie dawaly znacznych 1
satysfakcjonujagcych wynikow. Dlatego tez, w terapii PDT wykorzystano
fotouczulacze o najwyzszym (mozliwym na laboratorium) stgzeniu, ktore
zaaplikowano do tkanek nowotworowych i zbadano za pomoca MR.

Badania zwigzane =z terapiga fotodynamiczng zostalty wykonane na
specjalistycznym aparacie FluoTime 300 ,,EasyTau”, a wyniki opracowane za
pomocg oprogramowania EasyTau.

W terapii PDT wykorzystano cztery rézne fotouczulacze, ktore aplikowano

do przygotowanych i zbadanych w MR preparatow.
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Na rycinie 5.8. przedstawiono sposdb naswietlania probek w pracowni.

Rycina 5.8. Spos6b naswietlania probki laserem

Natomiast w tabeli 5.1. przedstawiono st¢zenia przygotowanych fotouczulaczy
oraz dtugosci fali $wiatta laserowego stosowanego w PDT dla poszczegdlnych
roztworéw. PS zostal wstrzykniety do preparatow 1 poddany terapii
fotodynamicznej. Tkanki naswietlano laserem o dtugos$ci fali A = 532nm i 665nm,
z mocg 350 mW, z odlegtosci 10 cm, aby zapobiec nagrzewaniu si¢ probek. Kazda
probke z roztworem PS przepuszczano przez 2 minuty czystym tlenem, a nastgpnie
stosowano probki o objetosci 1ml. Nastepnie probki leczone PDT przygotowano i

poddano ocenie histopatologiczno-patomorfologicznej.
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Tabela 5.1. Stgzenia przygotowanych fotouczulaczy i diugoséci fali $wiatla
laserowego stosowanego w PDT dla poszczegolnych roztwordw

Nazwa fotouczulacza Stezenie Dlugos¢ fali $wiatla
[mM/L] laserowego
A [nm]
Réz Bengalski

Sol disodowa protoporfiryny IX

Dichlorek ftalocyjaniny krzemu

Chlorowodorek kwasu 5-

aminolewulinowego
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6. WYNIKI

W eksperymencie zastosowano MR oraz PDT do tych samych probek w celu:
e rozroznienia komorek zdrowych i nowotworowych;
e rozroznienia komoérek zdrowych, nowotworowych oraz nowotworowych
po terapii PDT;

e rozrdznienia komoérek zywych i martwych.

Dodatkowo zastosowano naprzemienne procedury MR-PDT i PDT-MR w celu
skrocenia czasu pomiaru efektow leczenia przy uzyciu PS. Na rycinie 6.1.
przedstawiono identyfikowane parametry fizyko-chemiczne w tkankach o roznej

fizjologii.

Jaki jest skiad >
dlemlcz.u_r,'"’

Rycina 6.1. Charakterystyka parametrow fizyko- chemlcznych tkanki zdrowej i
tkanki nowotworowej

Podczas gdy obrazowanie jakosciowe daje jedynie informacje oparte na
kontrascie przekrojowym, podejscie iloSciowe idzie dalej i opisuje przebieg
sygnatow procesOw w ustandaryzowany sposob liczbowy. Relaksacja Ti, T,
parametry dyfuzyjno-perfuzyjne, predkos¢ krwi, stezenia metabolitow, transfer
magnetyzacji i wiele innych parametréw mozna okresli¢ iloSciowo za pomocga MR.
Doktadne okreslenie pozadanych efektow umozliwia bardziej szczegotowy wglad
1 ustandaryzowang podstawe poréwnania, charakterystyki tkanek i obserwacji. Do
kwantyfikacji potrzebne jest bardziej szczegdtowe podejécie. Generalnie odbywa
si¢ to w sposob analizowania serii obrazéw jakosciowych, gdzie przebieg czasowy
zmiany sygnalu jest kontrolowany przez zmian¢ parametru obrazowania.
Dopasowanie zmiany sygnatu do zmiany parametru jest zwyklym sposobem

uzyskiwania parametru ilo$ciowego. Obrazowanie metodg MR w tkankach ma te

36



istotng zalet¢, ze ewolucj¢ modelowanej patologii mozna $ledzi¢ in vitro.
Skomplikowane zmiany sygnatu wykryte w patologiach cztowieka (np. dyfuzja
wielowyktadnicza) mozna modelowac, a tlo tych zmian sygnatu mozna wyjasni¢
za pomocg morfologii.

Caly eksperyment byt nowatorskim podejsciem, ktorego celem bylo
opracowanie narze¢dzia informatycznego do uniwersalnego uzytku w diagnostyce i
leczenia raka piersi do zastosowania w wersji webowej lub mobilnej. Wytworzony
system ekspertowy umozliwia tatwag analize¢ skomplikowanych parametrow
rezonansu magnetycznego przez lekarza lub pacjenta. Wypracowane narzedzie
informatyczne bylo i jest uniwersalne na zasadzie dost¢pnosci. System moze
monitorowac¢ stan pacjenta poprzez zapamig¢tywanie oraz rozpoznanie. Innowacja
polega na przetworzeniu informacji iloSciowej rezonansu magnetycznego i
wygenerowaniu rozpoznania.

Przedmiotem prac badawczych, $§wiadczacym o innowacyjnosci produktu,
byto opracowanie nowego zestawu narz¢dzi informatycznych majacych stanowic
kompleksowe wsparcie zespoldw naukowych w zakresie zaawansowanej analityki
danych magnetycznego rezonansu jadrowego dla wspierania diagnozowania 1
personalizowania leczenia raka piersi. Opracowanie zestawu narzedzi pozwolito na
wdrozenie nowego produktu, jakim byt ekspertowy system do analizy danych

pozyskanych z tkanek raka piersi metoda obrazowania przy uzyciu MR.

6.1. Histopatologia tkanek zdrowych i nowotworowych

Pobrane preparaty w wyniku zabiegu biopsyjnego odpowiednio
przygotowane zostaly poddane analizie histopatologicznej. Na rycinach
przedstawiono obrazy histopatologiczne tkanek zdrowych oraz tkanek
nowotworowych, ktore zostaly pobrane od pacjentek z rakiem piersi. Z grupy
pacjentek z rozpoznanym rakiem piersi, ktore wykazaly che¢ wziecia udziatu w
badaniu wytypowano 30 z guzami wielkosci powyzej 1.5cm.

Z materiatu pooperacyjnego pobrano wycinki wielkos$ci ok. 1 cm zawierajace
utkanie nowotworu. Wycinki te pobrano z obwodowej czgsci guza, aby
zminimalizowa¢ ryzyko pobrania martwiczo zmienionych fragmentow, ktore

najczesciej wystepuja w jego czesci centralnej. Fragmenty tkankowe niezwtocznie
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po pobraniu zamrozono w kriostacie, aby unikng¢ autolizy, a nastepnie
przechowywano w temperaturze ponizej -72°C. Na rycinach 6.2.-6.21.
przedstawiono obrazy tkanek zdrowych oraz tkanek nowotworowych pacjentek.

Rycina 6.2. Tkanka zdrowa pacjentki
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Rycina 6.4. Tkanka zdrowa pacjentki

Rycina 6.5. Tkanka nowotworowa pacjentki
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Rycina 6.6. Tkanka zdrowa pacjentki

Rycina 6.7. Tkanka nowotworowa pacjentki
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Rycina 6.8. Tkanka zdrowa pacjentki

Rycina 6.9. Tkanka nowotworowa pacjentki
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Rycina 6.10. Tkanka zdrowa pacjentki

Rycina 6.11. Tkanka nowotworowa pacjentki
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Rycina 6.12. Tkanka zdrowa pacjentki

Rycina 6.13. Tkanka nowotworowa pacjentki
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Rycina 6.14. Tkanka zdrowa pacjentki

Rycina 6.15. Tkanka nowotworowa pacjentki
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Rycina 6.16. Tkanka zdrowa pacjentki

Rycina 6.17. Tkanka nowotworowa pacjentki
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Rycina 6.18. Tkanka zdrowa pacjentki

Rycina 6.19. Tkanka nowotworowa pacjentki
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6.2. Pomiar Magnetycznym Rezonansem Jadrowym tkanek
zdrowych i nowotworowych

Aplikacje pomiaru MR zastosowano do probek tkanki raka piersi in vivo. Skany
MR wykonano dla zdrowych i nowotworowych wycinkéw. Region zainteresowania
(ROI) zostat wybrany w obrazowanej tkance w celu obliczenia wartosci 77 1 7.
Pomiary ROI zostalty wybrane bardzo blisko tkanek. Na rycinie 6.22.
przedstawiono przyktadowy obraz DICOM MR préobek. Obraz A uzyskano przy
uzyciu parametrow czasowych: TE=3ms TR= 15 000ms. Natomiast na obrazie B

przedstawiono zwizualizowane probki czasem TE= 85ms i czasem TR= 10 000ms.

Rycina 6.22. Przyktadowy obraz DICOM w probkach zdrowych (H) oraz
nowotworowych (C). Obszar ROI zostal wybrany na podstawie geometrii tkanek
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W tabeli 6.1. przedstawiono usrednione wyniki czaséw relaksacji T1 1 T2 tkanek

zdrowych oraz tkanek nowotworowych.

Tabela 6.1. Usrednione wyniki czasow relaksacji dla probek tkanek zdrowych i
tkanek nowotoworowych in vitro bez leczenia

Typ tkanki Liczba Czas T: Niepewnos¢ Czas T» Niepewnos¢
probek [ms] [ms] [ms] [ms]
Zdrowa 30 475 +21 71 +5
Nowotworowa 30 1456 +11 54 +2

Otrzymane dane z badania MR (obrazy DICOM) wykorzystano w celu wykonania
wykresOw oraz mapy czasow relaksacji T: i T2. Na rycinach 6.23.-6.58.

przedstawiono otrzymane obrazy z badania MR czterech grup tkanek zdrowych.

Rycina 6.23. Wybor obszaru zainteresowania badanych probek
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Rycina 6.24. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T1 badanych probek

11.032 22.064 33.096 22.064 33.096

198.576 231.672 198.576

231.672

Rycina 6.25. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T> badanych probek
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Rycina 6.28. Wykres czasu relaksacji T2 probki 1
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Rycina 6.29. Wykres czasu relaksacji T2 probki 2
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Rycina 6.30. Mapa T1 probek
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R? coefficient for T2 map
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Rycina 6.31. Mapa T2 probek
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Rycina 6.32. Wybor obszaru zainteresowania badanych probek
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Rycina 6.33. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T1 badanych probek
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132.384 154.448 198.576

231.672 242.704 231.672

Rycina 6.34. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T2 badanych probek
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T T

F -+ *
0.3 .
02 .
01k #* measurementdata| |

' £ ——approximation
0 | Il
0 5000 10000 15000

TR[ms]

Rycina 6.36. Wykres czasu relaksacji T1 probki 4



:

09

0.7

IS

04r

03

01r

1 I} I} 1 e | 1 1
0 e

0 50 100 150 200 250 300 350 400
TE[ms]
Rycina 6.37. Wykres czasu relaksacji T2 probki 3

T T T T T T T

0.7

IS

04r

03[

01rF

0 Il Il Il Il A'g*l ! Il

0 50 100 150 200 250 300 350 400
TE[ms]
Rycina 6.38. Wykres czasu relaksacji T2 probki 4




Rycina 6.39. Mapa T1 probek
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Rycina 6.40. Mapa T2 probek
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Rycina 6.41. Wybor obszaru zainteresowania badanych probek

15000 10000 5000
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100 .

Rycina 6.42. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T1 badanych probek
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Rycina 6.48. Mapa T1 probek
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Rycina 6.50. Wybor obszaru zainteresowania badanych probek
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Rycina 6.51. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T1 badanych probek
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Rycina 6.52. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T> badanych probek
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Z uzyskanych danych (wykreséw, obrazow DICOM oraz map czasowych probek)
sporzadzono zbiorcza tabelg usrednionych wartosci czasu relaksacji podiuznej oraz
poprzecznej wraz z niepewnoscig dla wszytkich 30 probek (tkanek zdrowych i
nowotworowych).

Tabela 6.2. Wartosci czaséw T 1 T2 tkanek zdrowych
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Srednia czasu T1: 1513,80 [ms]
Odchylenie standardowe: 89,07 [ms]
Srednia niepewnosci: 68,70 [ms]

Odchylenie standardowe: 30,83 [ms]

Czas relaksacji T, tkanek zdrowych
2000
1800

1600

—
B
o
o

1200

1000

800

Czas relaksacji [ms]

600

400

200

123456 7 8 95101112131415161718192021222324252627282930

Numer probki

Rycina 6.59. Wartosci czasu relaksacji T1 dla tkanek zdrowych

Srednia czasu To: 143,10 [ms]
Odchylenie standardowe: 9,86 [ms]
Srednia niepewnosci: 17,43 [ms]

Odchylenie standardowe: 7,15 [ms]
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Czas relaksacji T, tkanek zdrowych

250
200
150 ]

100

Czas relaksacji [ms]

50

1234567 8 95101112131415161718192021222324252627282930

Numer prébki

Rycina 6.60. Wartosci czasu relaksacji T» dla tkanek zdrowych

Tabela 6.3. Wartosci czaséw T1 1 T2 tkanek nowotworowych
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Srednia czasu T1: 819,10 [ms]
Odchylenie standardowe: 93,82 [ms]

Srednia niepewnosci: 51,20 [ms]

Odchylenie standardowe: 23,84 [ms]

Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych

1200

1000

800 kT
600
400
200
0

Czas relaksacji [ms]

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930

Numer proébki

Rycina 6.61. Wartosci czasu relaksacji T1 dla tkanek nowotworowych
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Srednia czasu T2: 110,37 [ms]
Odchylenie standardowe: 11,73 [ms]
Srednia niepewnosci: 16,40 [ms]

Odchylenie standardowe: 5,67 [ms]

Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych

180
160
140
120
100

80

60

Czas relaksacji [ms]

40

20

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930

Numer probki

Rycina 6.62. Wartosci czasu relaksacji T» dla tkanek nowotworowych

p-value Ty p-value T
Tkanka zdrowa v.s. tkanka chora 0,002062 0,011033

p< 0.05- warto$¢ istotna statystycznie (zaznaczona kolorem zielonym)

6.3. Aplikacja terapii fotodynamicznej na tkanki kontrolne i tkanki
badawcze

Terapia fotodynamiczna obecnie jest w fazie eksperymentalnej, dlatego
celem eksperymentu byto sprawdzenie, jak procedura PDT wptynie na tkanke
nowotworowg i czy w przysztosci bedzie mozliwe stosowanie tej formy leczenia

nowotworu jako alternatywna metoda chemioterapii.
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W tabeli 6.2. przedstawiono wyznaczone czasy relaksacji T1 i T stosowanych

fotouczulaczy.

Tabela 6.4. Wyznaczone czasy relaksacji fotouczulaczy

Nazwa fotouczulacza | Stezenie Czas T1 Niepewnos¢ Czas T, Niepewnos¢

[mM/L] [ms] [ms] [ms] [ms]

0.01 3051 +3 71 +6

0.02 3212 +5 73 +9

Réz Bengalski

0.03 2802 +11 76 +9

0.04 2605 +10 77 +6

0.05 2682 +7 72 +9

Sol disodowa 1 2649 +7 73 +10

protoporfiryny IX 5 2946 13 73 v

3 3106 +1 74 +6

Dichlorek 0.0003 w 4325 +4 105 +3
ftalocyjaniny CHClI;

krzemu 0.0006 w 5068 +6 110 +2
CHCl,

0.0012 w 5786 +12 117 +1
CHCl,

Chlorowodorek 0.001 2583 +14 66 +4

kwasu 5- 0.002 2460 3 67 )

aminolewulinowego
0.003 2898 +6 69 +11

6.4. Histopatologia tkanek po terapii fotodynamicznej

Kazda z probek pobranych z materialu pooperacyjnego nastrzykni¢to jednym

z czterech fotouczulaczy o najwyzszym stezeniu. Nastepnie poddawano je
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dziataniu fali $wiatla o dlugosci dostosowanej do substancji fotouczulajacej przez
15 min. Po zakonczeniu nas§wietlania probki dzielono na dwie rowne czesci. Jedng
z nich umieszczano w 4% roztworze formaldehydu w celu utrwalenia i
przygotowania do wykonania klasycznego preparatu histologicznego. Drugg czes¢

od razu poddawano badaniu rezonansem magnetycznym.

2 Komérka rakowa przed PDT

50 ym

Sporadyczne komérki z jadrem
skondensowanej jednorodnej
chromatyny

Komérka rakowa po PDT

Rycina 6.63. Obraz histopatologiczny tkanki nowotworowej po terapii PDT

Po utrwaleniu probki w roztworze formaldehydu wykonano seri¢
klasycznych preparatow histopatologicznych i1 zabarwiono je hematoksyling 1
eozyng. Nastepnie poddano je ocenie mikroskopowe;.

We wszystkich 30 przypadkach stwierdzono obecno$¢ zmian w komoérkach.
Kazdy z zastosowanych fotouczulaczy spowodowal wystagpienie zmian w
komorkach nowotworowych. Stopien ich nasilenia byt wprost proporcjonalny do
stezenia zastosowanej substancji fotouczulajacej. Ryciny 6.64.-6.69. pokazuja
zmiany i ich nasilenie w tkance nowotworowej po zastosowaniu poszczegolnych

fotouczulaczy.
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Rycina 6.65. Rak piersi po
0,01 mM/I

ﬁy

tody

namic
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Rycina 6.66. Rak piersi po zastosowaniu terapii fotodynamicznej — r6z bengalski
0,05 mM/I

Tl
Rycina 6.67. Rak piersi po zastosowaniu terapii fotodynamicznej — sl disodowa
protoporfiryny IX 3mM/I
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Rycina 6.69. R piersi p
kwasu 5-ALA 0,003 mM/I

We wszystkich przypadkach zmiany sg wyraznie zaznaczone. Uktad
architektoniczny guza ulegt znacznemu zaburzeniu, gruczoty sa trudne do
rozroznienia, obkurczone. Rozmiary komorek ulegly znacznemu zmniejszeniu.
Jadra komorkowe sg nieregularne, cze$ciowo pyknotyczne. Chromatyna jest
zageszczona 1 grudowata. Komorki zlewajg si¢ ze sobg, trudno dostrzec granice

migdzy nimi. Podscielisko nowotworu jest obrzgknigte.
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6.5. Pomiar Magnetycznym Rezonansem Jadrowym tkanek po
terapii fotodynamiczne;j

Terapia fotodynamiczna obecnie jest w fazie eksperymentalnej, dlatego
celem eksperymentu byto sprawdzenie, jak procedura PDT wptynie na tkanke
nowotworowg i czy w przysztosci bedzie mozliwe stosowanie tej formy leczenia

nowotworu jako alternatywna metoda chemioterapii.

Natomiast na rycinach 6.70.- 6.71. przedstawiono przyktadowe obrazy DICOM z
badania MR.

mm

Rycina 6.70. Obraz Ty badanych probek, przy parametrach: TE= 3ms, TR=500ms
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mm

Rycina 6.71. Obraz T1 badanych probek, przy parametrach: TE=3ms, TR=3000ms
Na rycinach 6.72.-6.107. przedstawiono obrazy z badania MR tkanek

nowotworowych.

Rycina 6.72. Wybor obszaru zainteresowania badanych probek
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Rycina 6.73. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T1 badanych probek
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Rycina 6.74. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T> badanych probek
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Rycina 6.76. Wykres czasu relaksacji T1 probki 10
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Rycina 6.79. Mapa T1 probek

T2 map

Rycina 6.80. Mapa T, probek
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Rycina 6.81. Wybor obszaru zainteresowania badanych probek
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Rycina 6.82. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T1 badanych probek
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Rycina 6.83. Zestawiono obrazy DICOM czasu relaksacji T> badanych probek
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Rycina 6.86. Wykres czasu relaksacji T2 probki 11



IS

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

| -
\| -
* |
\ _
\ _
\
\\*_ .
\
\ -
W
W i
\*\___
1 Il 1 *T—‘ ~;W‘| i Il
50 100 150 200 250 300 350 400
TE[ms]

Rycina 6.87. Wykres czasu relaksacji T2 probki 12

Rycina 6.88. Mapa T1 probek
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Rycina 6.90. Wybor obszaru zainteresowania badanych probek
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Rycina 6.91. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T1 badanych probek

91



240.944 21.904

IS

0.4 -

037 5

* measurement data
——approximation
0 1 Il
0 5000 10000 15000
TR[ms]

Rycina 6.93. Wykres czasu relaksacji T1 probki 13



0.4

0.3

0.2

0.1

* measurement data
——approximation

1 |

Rycina 6.94.

5000 10000
TR[ms]

Wykres czasu relaksacji Ty probki 14

15000

08

0.7

IS

05

03

0.2

!

I

Rycina 6.95.

50 100 150 200 250
TE[mS]
Wykres czasu relaksacji T2 probki 13

300

350

400

93



08 \

0.7 ‘\
s

0.5 \

IS

0.1} ¥

T T

— fitted curve | |

100 150

200
TE[ms]

250

Rycina 6.96. Wykres czasu relaksacji T2 probki 14
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Rycina 6.97. Mapa T1 probek
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Rycina 6.98. Mapa T2 probek

Rycina 6.99. Wybor obszaru zainteresowania badanych probek
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3000

Rycina 6.100. Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T1: badanych probek
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Rycina 6.101.

Zestawione obrazy DICOM czasu relaksacji T2 badanych probek
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Rycina 6.107. Mapa T2 probek
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Na podstawie otrzymanych wynikéow z badania MR (obrazow DICOM, wykresow
oraz map czasOw probek) zestawiono zbiorcze dane czasow relaksacji T1 1 T2 danej

probki po terapii PDT w zaleznosci od zastosowanego fotouczulacza.

Tabela 6.5. Wartosci T1 i T2 tkanek nowotworowych po terapii PDT z rézem
bengalskim
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Srednia czasu T1: 639,77 [ms]
Odchylenie standardowe: 54,68 [ms]
Srednia niepewnosci: 44,63 [ms]

Odchylenie standardowe: 26,47 [ms]

Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych po PDT z
Rézem Bengalskim

800
700
600
500
400

300

Czas relaksacji [ms]
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Rycina 6.108. Wartos$ci czasu relaksacji T1 dla tkanek nowotworowych po PDT z
R&zem Bengalskim

Srednia czasu T,: 89,83 [ms]
Odchylenie standardowe: 15,85 [ms]
Srednia niepewnosci: 27,87 [ms]

Odchylenie standardowe: 20,36 [ms]
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Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych po PDT z
Rozem Bengalskim
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Rycina 6.109. Wartosci czasu relaksacji T> dla tkanek nowotworowych po PDT z
Rézem Bengalskim

Tabela 6.6. Wartosci Ty i T. tkanek nowotworowych po terapii PDT z solg
disodowg protoporfiryny IX

Numer | Wartos¢ | Niepewnos¢ Wartos¢ T Niepewnos¢
probki T, [ms] [ms] [ms]
[ms]

1 516 +73 111 +8
2 509 +23 87 +7
3 584 +11 110 +11
4 570 +51 75 +15
5 529 +42 48 +16
6 578 +20 69 +19
7 547 +4 73 +21
8 562 +76 82 +22
9 544 +12 117 +55
10 525 +53 97 +16
11 590 +70 96 +1
12 584 +20 95 +10
13 570 +55 94 +14
14 598 +11 87 +17
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15 512 +37 83 +21
16 505 +48 68 +35
17 582 +52 99 +34
18 549 +20 75 +21
19 505 +70 34 +7
20 573 +28 55 +7
21 558 +74 59 +8
22 506 +17 63 +11
23 536 +80 74 +8
24 525 +72 75 +11
25 544 +48 92 +8
26 529 +76 97 +11
27 508 +4 84 +17
28 567 +22 93 +16
29 506 +74 85 +25
30 547 +72 46 +8

Srednia czasu T1: 545,27 [ms]

Odchylenie standardowe: 29,69 [ms]

Srednia niepewnosci: 43,83 [ms]

Odchylenie standardowe: 25,83 [ms]

Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych po PDT
z solg disodowg protoporfiryny IX
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Rycina 6.110. Wartoéci czasu relaksacji T1 dla tkanek nowotworowych po PDT z

solg disodowa protoporfiryny IX
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Srednia czasu T2: 80,77 [ms]
Odchylenie standardowe: 19,80 [ms]
Srednia niepewnosci: 16,00 [ms]

Odchylenie standardowe: 10,73 [ms]

Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych po PDT z
solg disodowg protoporfiryny IX
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Rycina 6.111. Wartosci czasu relaksacji T> dla tkanek nowotworowych po PDT z
solg disodowg protoporfiryny X

Tabela 6.7. Wartosci Tz i T2 tkanek nowotworowych po terapii PDT z dichlorkiem
ftalocyjaniny krzemu

Numer | Wartosc¢ Niepewnos¢ Wartos¢ T» Niepewnos¢
probki T1 [ms] [ms] [ms]
[ms]
1 517 +83 65 +12
2 523 +72 73 +14
3 583 +17 92 +18
4 589 +21 101 +19
5 511 +13 114 +19
6 546 +85 101 +27
7 573 +9 115 +34
8 569 +74 117 +55
9 578 +44 97 +16
10 546 +51 96 +1
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11 517 +69 95 +10
12 510 +51 94 +14
13 567 +78 87 +17
14 521 +34 83 +21
15 508 +89 68 +35
16 586 +33 73 +17
17 572 +37 65 +18
18 563 +15 74 +23
19 533 +1 75 +25
20 655 +15 75 +8

21 642 +34 69 +9

22 692 +83 74 +5

23 515 +44 65 +11
24 520 +73 73 +12
25 592 +17 77 +14
26 501 +37 84 +15
27 572 +58 95 +17
28 533 +0 104 +55
29 586 +37 112 +14
30 573 +22 101 +13

Srednia czasu T1: 559,77 [ms]

Odchylenie standardowe: 45,92 [ms]

Srednia niepewnosci: 43,20 [ms]

Odchylenie standardowe: 27,49 [ms]
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Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych po PDT z

dichlorkiem ftalocyjaniny krzemu
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Rycina 6.112. Wartos$ci czasu relaksacji Ty dla tkanek nowotworowych po PDT z
dichlorkiem ftalocyjaniny krzemu

Srednia czasu T,: 87,13 [ms]
Odchylenie standardowe: 16,37 [ms]
Srednia niepewnosci: 18,93 [ms]

Odchylenie standardowe: 12,25 [ms]
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Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych po PDT z
dichlorkiem ftalocyjaniny krzemu
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Rycina 6.113. Wartosci czasu relaksacji T2 dla tkanek nowotworowych po PDT z
dichlorkiem ftalocyjaniny krzemu

Tabela 6.8. Wartosci T1 1 T» tkanek nowotworowych po terapii PDT z
chlorowodorkiem kwasu 5-ALA
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Srednia czasu T1: 1205,03 [ms]
Odchylenie standardowe: 97,86 [ms]
Srednia niepewnosci: 37,87 [ms]

Odchylenie standardowe: 20,44 [ms]
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Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych po PDT
z chlorowodorkiem kwasu 5-ALA
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Rycina 6.114. Wartosci czasu relaksacji T1 dla tkanek nowotworowych po PDT z
chlorowodorkiem kwasu 5-ALA

Srednia czasu T2: 77,63 [ms]
Odchylenie standardowe: 14,38 [ms]
Srednia niepewnosci: 20,50 [ms]

Odchylenie standardowe: 11,12 [ms]
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Czas relaksacji T, tkanek nowotworowych po PDT z
chlorowodorkiem kwasu 5-ALA
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Rycina 6.115. Wartosci czasu relaksacji T2 dla tkanek nowotworowych po PDT z
chlorowodorkiem kwasu 5-ALA

Tabela 6.9. Charakterystyka statystyczna

| p-values T1 p-values T2

Tkanka zdrowa v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT (Roz
Bengalski)

Tkanka zdrowa v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT (S6l
disodowa protoporfiryny 1X)
Tkanka zdrowa v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT
(Dichlorek ftalocyjaniny
krzemu)

Tkanka zdrowa v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT
(Chlorowodorek kwasu 5-
ALA)

Tkanka chora v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT (R6z
Bengalski)

Tkanka chora v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT (Sél 0,06652
Disodowa protoporfiryny 1X)
Tkanka chora v.s. Tkanka

nowotworowa po PDT 0,074521

(Dichlorek ftalocyjaniny

krzemu)

Tkanka chora v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT

(Chlorowodorek kwasu 5-

ALA)
p<0.05- warto$¢ istotna statystycznie (zaznaczona kolorem zielonym)
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7. DYSKUSIA

7.1. Histopatologia tkanek zdrowych, chorych oraz po terapii
fotodynamicznej

Histopatologia stanowi najwazniejszag metode potwierdzajaca obecno$é
komorek nowotworowych w tkance raka piersi. W celu ich zréznicowania z rakiem

niezbg¢dne jest wykonanie badania histopatologicznego.

7.2. Innowacyjne narzedzie informatyczne do diagnostyki i leczenia
raka piersi analizujagce dane Magnetycznego Rezonansu
Jadrowego

Interpretacja obrazu na podstawie ro6znic W intensywnos$ci sygnatu
(kontrastu) miedzy roznymi cechami tkanek nazywana jest obrazowaniem
jakosciowym. Generowanie kontrastu w MR jest jedng z gléwnych zalet tej metody
w porownaniu z jakakolwiek inng metoda obrazowania. Laczac rdézne czasy
wzbudzenia i wykrywania sygnatu z praktycznie nieskonczong liczba impulsow
elektromagnetycznych, mozna osiggnag¢ prawie nieskonczone rdéznice w
kontrastach. Gtéwnym celem jest wybor i dostosowanie sekwencji obrazowania w
celu uzyskania ostatecznego pozadanego kontrastu MR. Zmierzony sygnat MR jest
zawsze okreslany przez wiele efektow (relaksacja Ti-T2, dyfuzja, perfuzja,
podatnos$¢, itp.) generowanie czystego kontrastu jest niemozliwe, stad wskaznik
wazenia zawsze uzywany jest w nazwach sekwencji. Celem badania jest ustawienie
sekwencji obrazowania w taki sposob, aby podkresli¢ pozadany efekt kontrastu i
zminimalizowaé pozostale.

Pierwsze sekwencje obrazowania dostrojono, aby pokaza¢ roéznice w
relaksacji T1 i T2 w tkankach. Obrazy T:-T» zalezne okazaly si¢ tak przydatne, ze
nawet obecnie stanowia podstawe protokotéw obrazowania. Nieco pdzniej, dzieki
zastosowaniu specjalnych gradientow uwrazliwiajacych na ruch, w sekwencji

wazenia dyfuzji wody stato si¢ t0 mozliwe. Obecnie dostepnych jest wiele technik
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wazenia kontrastu: T1, T2, To*, gestos¢ protonow. Wybodr konkretnych sekwencji
zalezy od preferencji obstugujacego oraz specyfiki badania.

Putapka obrazowania jako$ciowego jest to, ze doktadna ocena ilosciowa nie
jest mozliwa i badanie pokazuje tylko przekrojowg informacje o efekcie wazonym,
a nie dokladne tlo, podczas gdy kontrast jest bardzo wrazliwy na parametry
techniczne. Jednak szybki czas obrazowania i prosta stosowalnos¢ to gldwna zaleta,
ktora stawia t¢ metode na pierwszym miejscu w codziennej diagnostyce.

Kliniczne obrazowanie rezonansem magnetycznym (MR) jest badaniem,
stuzacym do nieinwazyjnego obrazowania ciata ludzkiego. W badaniu, umieszcza
si¢ pacjenta w bardzo silnym stalym polu magnetycznym, powodujac ustawienie
wigkszosci spindw magnetycznych jader atoméw w kierunku réwnolegtym do
przytlozonego pola - powstaje magnetyzacja podtuzna. Dodatkowo samo
urzadzenie emituje fale o czestotliwosciach radiowych, a dokladniej o
czestotliwosci  precesji  protonéw  ktore powoduje, ze =zanika podluzna
magnetyzacja, a powstaje poprzeczna. Wektor w roznym stopniu odchyla si¢ w
stosunku do przylozonego pola magnetycznego. Po przerwaniu emitowania fal
radiowych uktad wraca do réwnowagi energetycznej. Czas, w ktérym spiny wroca
do ustawienia zgodnie z liniami pola i magnetyzacja podluzna rosnie to czas
relaksacji podluznej spin-sie¢ T1. Jednocze$nie w tym czasie zanika magnetyzacja
poprzeczna spin-spin T». Ten ostatni etap indukuje impuls elektromagnetyczny,
ktory jest rejestrowany, wzmacniany 1 przetwarzany na obraz. Staba intensywnos¢
sygnatu odpowiada ciemnemu zabarwieniu, silna jasnemu. Intensywnos$¢ sygnatu
zalezy od wielu czynnikdw, migdzy innymi od ilosci wody, budowy biochemiczne;j
i anatomicznej badanej warstwy oraz od stosowanych czasow: (czasu TE oraz czasu
TR).

MR zapewnia wysoki kontrast dla tkanek miekkich, bez narazania pacjenta na
promieniowanie jonizujacej. Systemy obrazowania rezonansu Magnetycznego
dziataja zazwyczaj w pasmie czestotliwosci radiowych od 1IMHz do 100MHz, a
systemy TK dziataja w zakresie od 1016 Hz do 1018 Hz, narazajac przy tym

pacjenta na promieniowanie jonizujgce, ktére moze uszkodzi¢ tkanki.

Obrazowanie metoda MR jest bardzo uzytecznym narz¢dziem do poznania
anatomii, morfologii, a takze sktadu chemicznego tkanki. MR jest oparty na

pomiarze jader wodoru i nie obejmuje emisji promieniowania jonizujacego, jak w
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technice TK. MR najczesciej stosuje si¢ w przypadku probek zawierajacych jadra
'H w duzym stezeniu w polu magnetycznym w zakresie od 0,05 do 14 Tesli. MR
ocenia fizyczne wiasciwosci obszaru probki wzgledem sgsiednich obszarow. MR
in vivo stuzy gléwnie do kontrolowania zmian anatomicznych i morfologicznych w
organizmie czlowieka. Gtéwne zastosowania MR in vitro to monitorowanie wody
1 innych rozpuszczalnikdw, kontrolowane uwalnianie postaci dawkowanego leku,
hydratacja tkanki i dyfuzja. Obecnie MR jest wykorzystywany jako standardowy
test w obrazowaniu osrodkowego uktadu nerwowego, serca, mig$ni lub innych
tkanek miekkich. MR jest jedng z najpopularniejszych metod diagnostycznych
dostepnych dla wspoétczesnej medycyny, a ponadto, ze wzgledu na wysoka czutosé
1 swoisto$¢, jest uwazana za najdoktadniejsza metode obrazowania medycznego. W
opinii klinicystow i badaczy, MR jest jedng z najdoktadniejszych i nieinwazyjnych
metod obrazowania. Ta metoda pozwala tworzy¢ sekcje obrazow w dowolnej
plaszczyznie zaréwno zywych organizmow, jak i nieanatomicznych struktur.
Sygnat, ktéry otrzymujemy w MR, jest zalezny od badanego obiektu i jego
wlasciwosci, ale takze od indywidualnego protokotu. W MR mamy mozliwo$¢
uzyskania danych z informacjami morfologicznymi, funkcjonalnymi i
metabolicznymi. Pozwala to zobaczy¢ zmiany w skladzie chemicznym tkanki
nowotworowej, a nastgpnie ustali¢, czy lek dziata prawidtowo. W przypadku probki
umieszczonej w silnym polu magnetycznym jadro pochfania energi¢ przesylanych
fal, powodujac emitowanie fal o tej samej czestotliwosci. Wiadomo, ze czasy
relaksacji T1 i T2 sg zwigzane ze stanem wody w przedziatach komorkowych, ktory
obejmuje zawarto§¢ wody, ruchliwo$¢ wody 1 oddzialywania miedzy woda i
makroczasteczkami. Ogolnie rzecz biorge, im mniejsza jest ruchliwo$¢

czasteczkowa, tym krotszy jest czas relaksacji To.

Technika MR generuje obraz wybranych tkanek. Nowe badania MR prowadzace
do zastosowania wyzszych pol powinny poprawi¢ zaro6wno wrazliwo$¢, jak i
rozdzielczo$¢ widm in vivo. Wraz z ulepszonymi technikami lokalizacyjnymi
zdolno$¢ do pozyskiwania sygnatu z mniejszych obszar6w powinna prowadzi¢ do
lepszej separacji obszaru guza i prawidtowej tkanki, a przyszte badania mogg by¢
w stanie wygenerowac wystarczajacg ilo§¢ informacji metabolicznej, aby zapewnic¢
parametry diagnostyczne i1 prognostyczne. MR zapewnia pomiary wartosci

relaksacji w interesujacej badacza tkance. Ogromny potencjat MR w ttumaczeniu
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ztozonych tkanek biologicznych na parametry fizyczne jest ostatnio szybko
rozwijajacym si¢ obszarem zainteresowania empirycznego, teoretycznego i
klinicznego. Istnieje wiele technik rezonansu magnetycznego, ktore okreslajg czasy
relaksacji protonow: spin-sie¢ Ty i spin-spin T2. Metody te obejmuja techniki takie
jak Fully Relaxed Inversion Recovery (IR), Fast Inversion Recovery (FIR),
Modified Fast Inversion Recovery (MFIR), Progressive Saturation (PS), Saturation
Recovery (SR), Variable Nutation (VN) oraz Look locker (LL). Aby utworzy¢
mape¢ T1 nalezy zmierzy¢ seri¢ obrazéw z ro6znymi wartosciami TR od wartosci
najmniejszej do najwiekszej, a nastepnie nalozy¢ te pomiary na siebie. Aby
utworzyc map¢ T2 nalezy zmierzy¢ seri¢ obrazéw z roznymi wartosciami TE od
wartos$ci najmniejszej do najwiekszej, a nastepnie natozy¢ te pomiary na siebie.
Aby uzyskac obraz T1-wazony namagnesowanie mozna Uzyska¢ przed pomiarem
sygnalu MR przez zmiang czasu powtarzania (TR). Aby utworzy¢ obraz T2-
wazony magnesowanie moze znikna¢ przed pomiarem sygnatu MR zmieniajac czas
echa (TE). Ilosciowy MR przynidst postepy w medycynie poprzez obrazowanie
biochemii komodrkowej tkanki. Jednocze$nie wprowadzenie pomiaru Ty i T2 do
biologii zaproponowal po raz pierwszy Damadian i wsp. w 1971. W eksperymencie
Damadiana wykorzystano dwie linie komorkowe nowotwora ztosliwego in vitro,
ktorych czas relaksacji byl wigkszy niz w normalnych zdrowych tkankach.
Obserwacja ta zostata powtorzona in vivo przez Weismanna i wsp. Mapy czasu
relaksacji mozna wykorzysta¢ do przestrzennego kodowania dowolnych zmian w
dowolnych innych procesach fizycznych wptywajacych na relaksacje. Na przyktad
mapy relaksacji zostaly wykorzystane do uzyskania ilo$ciowych oszacowan
stezenia zelaza w watrobie.

Kobieca piers sklada si¢ glownie z tkanki thuszczowej. Zwiekszona gestos¢ piersi
jest jednym z najsilniejszych czynnikow ryzyka raka piersi. Pomiar MR w tkance
piersi wzmocnionej gadolinem mozna zastosowa¢ do pomiaru proteoglikanu.
Badania MR moga identyfikowa¢ roznice molekularne miedzy fibroblastami.
Orientacja sieci wtokien kolagenowych zalezy od relacji woda i proteoglikan.
Zdrowy kolagen w zdrowej tkance piersi jest dobrze zorganizowany i spodziewamy
si¢ krotkiego czasu relaksacji T2. Uszkodzony kolagen umozliwia swobodny
przeplyw wody. Zmiana w T2 odzwierciedla orientacj¢ kolagenu i jego stezenie.
Obserwacja ta moze sugerowac, ze wartosci czasow relaksacji spin-spin w tkance

piersi sg spowodowane zmianami molekularnymi, ktore moga by¢ instrumentalne
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w wykrywaniu wczesnych komorek nowotworowych. Warto$ci czasu relaksacji Ty
zaleza od wzglednych proporcji migdzy woda wolng i1 zwigzang. Jednak
wykorzystanie MR jako narzedzia ilosciowego wymaga wcigz doskonalenia.

Aby w peli wykorzysta¢ mozliwosci pomiaréw ilosciowych w klinice z
urzadzeniem MR wydaje si¢ koniczne opracowanie programu do analizy po
procesie ktory poda wyniki czasow T11 T2 oraz pozwoli na wygenerowanie mapy
organu. Mapa przedstawiajaca subtelne roznice miedzy Ty i T2 in vivo pozwolitaby
na bezbledne oszacowanie obszaru guza i obszaru zdrowej tkanki. W niniejszym
projekcie przeprowadzono badania na tkankach ex-vivo (in vitro), pobranych od
pacjentek podczas usuwania raka piersi. Do badania zostata uzyta cz¢$¢ tkanki
chorej oraz zdrowej, co pozwolito przeprowadzi¢ analize poréwnawcza.
Zaplanowno przebadanie grupy pacjentek nie mniejsza niz 30.

W systemie ekspertowym w postaci algorytméw diagnostycznych opartych na
teorii rozpoznawania wzorcow wykorzystano wielokryterialng teori¢ podobienstwa
i optymalizacji.

Jednym z glownych zadan w planowanym projekcie bylo zadanie, polegajace na
opracowaniu zestawu narzedzi informatycznych do realizacji procesu
wspomagania diagnostyki medycznej] z uzyciem innowacyjne] metody
obrazowania MR, umozliwiajgce nieinwazyjne badanie morfologii chorej tkanki.
Zastosowanie analizy czasow relaksacji pozwolito okresli¢ roéznice pomigdzy
zdrowa a nowotworowa tkanka (biochemiczng kompozycje). Dodatkowo
zainicjowano mozliwos¢ réznicowania wsrod chorych tkanek. Metoda ma bardzo
duzy potencjal zastosowania klinicznego, ze wzgledu na to, Ze stosowane sa
warunki pomiarowe takie jak: stosowane obecnie w Kklinice. Zastosowano
urzadzenia 0 indukcji pola 1.5T, a badane probki byty pobrane od pacjentek.
Badania przeprowadzone na probkach pobranych od czlowieka umozliwiajg
potencjalnie fatwe przeniesienie procedury badawczej na pacjentow.

W ramach projektu powstat takze symulator umozliwiajacy przeprowadzenie badan
jakosciowych 1 poréwnawczych innych modeli diagnostycznych opierajacych sig
na technologiach wnioskowania wywodzacych si¢ miedzy innymi z teorii zbioréw
rozmytych, teorii zbiorow przyblizonych, sieci bayesowskich oraz sieci
neuronowych.

Narzgdzia te po zweryfikowaniu beda mogly by¢ wykorzystywane przez zespoty

naukowe do opracowywania procesow diagnostycznych dla wybranej klasy
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jednostek chorobowych (w szczegdlnos$ci dla raka piersi), okreslania optymalnych
zestawOw 1 sekwencji badan specjalistycznych diagnozowanych pacjentéow (jako
kolejnego etapu procedury diagnostycznej), wszechstronnego badania jakosci (w
tym wiarygodnos$ci) procesow diagnostycznych, a takze do celow dydaktycznych
(szkoleniowych) dla studentow uczelni medycznych. W obecnych pracach
badawczych analizujacych czasy relaksacji uwzgledniane sg gtownie usrednione
czasy relaksacji dla wybranego obszaru/przekroju tkanki (przez wyliczenie
usrednionej warto$ci intensywnosci). Mozna spodziewac si¢ interesujacych
wynikow przy zastosowaniu innych miar niz $rednia. Dodatkowo, dotychczasowe
badania opieraja si¢ na analizie jednego wymiaru (przecigcia) probki. Przy
zastosowaniu analizy jednej probki dla  wielu ptaszczyzn mozemy otrzymaé
trojwymiarowe dane dotyczace czasu relaksacji, co pozwoli przebada¢ catkiem
nowy sposob oceny tkanki.

W dotychczasowych badaniach uzywa si¢ gtéwnie analitycznych metod wyliczenia
wskaznikow, natomiast w ramach prac eksperymentalnych w przysziosci
przewidujemy analiz¢ rowniez algorytmow opartych na inteligencji obliczeniowej,
otwierajacej wiele niedostepnych do tej pory mozliwosci. Wczesne diagnozowanie
nowotworow piersi moze by¢ mozliwe poprzez dostarczenie odpowiednich
narzedzi dla medycyny translacyjnej, czy w przypadku zastosowania

personalizowanej terapii.

Wigkszos$¢ prac badawczych w zakresie analizy tkanek metoda MR prowadzona
jest z wykorzystaniem skryptow oraz zestawOw narz¢dzi wymagajacych bardzo
specjalistycznej wiedzy zarowno w zakresie biologii/medycyny jak rowniez wiedzy
programistycznej. Dostgpne narz¢dzia dostarczajg mierny lub znikomy interfejs
uzytkownika, co jest bariera dla wielu naukowcéw nieposiadajacych
doswiadczenia w pracy ze skomplikowanymi systemami informatycznymi
opartymi na skryptach. W zwigzku z powyzszym, obecne na rynku rozwigzania nie
sg dostosowane do rzeczywistych potrzeb naukowcow w laboratoriach naukowych.
Dostepne systemy analityczne nie sg zintegrowane ani z systemami klinicznymi ani
z analizatorami medycznymi. Przenoszenie i konwersja danych pozyskanych z
kliniki lub urzadzen medycznych do analiz odbywa si¢ manualnie powodujac
ucigzliwo$¢ 1 wzrost ryzyka pomylek. Badania naukowe z wykorzystaniem

rezonansu magnetycznego posiadaja ciagle bardzo duzy potencjal. Przy coraz
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wigkszym upowszechnieniu urzadzen MR oraz bezinwazyjnosci tej metody
diagnostycznej, przenoszenie wynikow prac naukowych w zakresie analizy danych
do kliniki staje si¢ bardzo atrakcyjne. W pracy badawczej zweryfikowalismy, czy
za pomocg czasOw relaksacji wody metodg rezonansu magnetycznego mozna
wykaza¢ rdéznice w sktadzie chemicznym tkanki zdrowej 1 zmienionej
nowotworowo, ktéore w przyszlosSci mozna by wykorzysta¢ do ulepszenia

obrazowych metod diagnostycznych.

7.3. Terapia fotodynamiczna w raku piersi

Rak piersi jest jedna z najczestszych przyczyn zgonow z powodu raka U
kobiet. Obecnie, wraz z rozwojem wczesnego wykrywania, zwigkszong
swiadomoscig spoteczng i rodzajami opcji leczenia, wskaznik przezywalnosci
poprawil si¢ u prawie kazdego rodzaju chorych na raka piersi. Jednak okoto jedna
trzecia pacjentow nadal ma zwickszone szanse nawrotu w ciggu pieciu lat, a
pigcioletni wzgledny wskaznik przezycia u pacjentow z przerzutami wynosi mniej
niz 30%. PDT to technika wytwarzania miejscowej martwicy $wiatlem po
uprzednim podaniu $rodka fotouczulajacego. W artykule [82] zanalizowano
charakter, bezpieczenstwo oraz skuteczno$¢ PDT w leczeniu pierwotnego raka
piersi pod kontrolg obrazu. W modelu zwierzecym przeprowadzono analizg
korelacji pomiedzy parametrami MR a analizami histologicznymi [82]. Meisamy i
wsp. analizowali zmiany st¢zenia zwigzkéw zawierajacych choling oraz
przewidywali odpowiedzi kliniczne u pacjentek z miejscowym, zaawansowanym
rakiem piersi [83]. Ograniczona glebokos¢ penetracji i efekt nagrzewania lasera
stanowig glowna przeszkode dla dalszych zastosowan nanomateriatlow in vivo [84].
Podobnie jak w przypadku konwencjonalnych terapii, wykazano, ze wykonywanie
skanow MR na krétko przed PDT i ponownie kilka dni pdzniej, bezposrednio przed
zabiegiem chirurgicznym, stanowi potencjalne narzedzie do dokumentowania
charakteru i zakresu zmian zwigzanych z PDT, w poréwnaniu z obrazowaniem
patologicznym jako zlotym standardem [85]. Obrazowanie MR to klinicznie
zatwierdzone podejscie o wysokiej rozdzielczosci 1 biokompatybilnosci, ktore
zostalo uznane za najbardziej obiecujgce narzedzie w niecinwazyjnej diagnostyce

medycznej. Jednak ze wzgledu na nakladanie si¢ czasu relaksacji (T1) migdzy
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tkankami prawidlowymi i nowotworowymi, w diagnostyce guza zwykle ma niska
czutosc¢ [86].

MR 1 PDT to réwniez narzgdzia w diagnostyce i terapii stosowane w celach
wizualizacji nowotworow [87,88].

PDT rozwingta si¢ w ciggu ostatniego stulecia i obecnie staje si¢ coraz Szerzej
stosowanym narzgdziem medycznym, ktore uzyskato zgode organow
regulacyjnych na leczenie rdéznych chorob, przede wszystkim stanow
nowotworowych [89]. PDT jest znana od ponad stu lat i obecnie zyskuje akceptacje
jako alternatywne leczenie raka. Dostarczanie $wiatla jest nadal trudnym
problemem w leczeniu raka glgbokiego za pomoca PDT. Jedynie §wiatto bliskiej
podczerwieni w zakresie 700-1100nm moze wnika¢ gleboko w tkanke, poniewaz
wigkszos¢  chromoforow  tkankowych, @ w  tym  oksyhemoglobina,
deoksyhemoglobina, melanina i tluszcz, stabo absorbuje w oknie bliskiej
podczerwieni. Zrédlami $wiatla stosowanymi w PDT sa lasery, lampy lukowe,
diody elektroluminescencyjne i $wietlowki. PDT jest uzywany w wielu roznych
zastosowaniach klinicznych. PDT moze by¢ doskonalg alternatywa w leczeniu i
diagnostyce raka piersi w pordwnaniu z konwencjonalng chirurgia, chemioterapia
i radioterapig. Podstawowymi elementami PDT sa odpowiedni PS, tlen i §wiatlo.
Skuteczno$¢  terapii  fotodynamicznej zalezy od  indukcji  reakcji
fotocytotoksycznych, ktore sa wynikiem aktywacji $wietlnej PS, wstepnie
zaaplikowanych do organizmu. Warunkiem inicjacji proceséw PDT jest absorpcja
Swiatla przez PS, a nastepnie zlokalizowane wytwarzanie cytotoksycznych
reaktywnych form tlenu. Wykorzystanie nanoczastek w PDT wykazato ogromne
korzysci w porownaniu z wolnymi fotouczulaczami pod wzgledem
rozpuszczalnosci, wczesnej degradacji 1 biodystrybucji, a takze znacznie
skuteczniejszej penetracji i wychwytu miedzykomorkowego w docelowych
komorkach nowotworowych [90].

PDT to przede wszystkim alternatywna metoda dla konwencjonalnego leczenia
raka, w ktorej swiatto o okreslonej dtugosci jest przyktadane do docelowego guza,
w ktorym zlokalizowany jest fotouczulacz lub $rodek fotochemioterapeutyczny.
[91].

Dzigki zastosowaniu nanoczastek jako nos$nikow przenoszacych zaréwno
diagnostyczne, jak i terapeutyczne jednostki molekularne, zindywidualizowana

nanomedycyna celowana okazala si¢ obiecujaca opcja zwigkszenia czutosci i
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swoistosci podczas diagnozy, a takze prawdopodobienstwa przezycia lub
przedtuzenia przezycia po terapii [92].

Ze wzgledu na to, iz rak piersi ma niejednorodny charakter zar6wno na poziomie
komorkowym jak i molekularnym do form leczenia zalicza si¢ zaréwno
farmakologi¢ jak i terapi¢ interwencyjna [93]. W zwiazku z czym wykrywanie i
leczenie komorek nowotworowych na wezesnym etapie ma kluczowe znaczenie dla
wydltuzenia czasu przezycia i poprawy jakosSci zycia pacjentow [94,95].

Na ten moment PDT wybierana jest rzadziej w poréwnaniu z chemio- czy
radioterapig [96,97].

Wykorzystanie nanoplatform w terapii PDT przy obrazowaniu MR jest szansa
zwigkszenia skuteczno$ci obu metod (zaréwno diagnostycznej jak i terapeutycznej)
[98]. Przyktadem stosowanych nanokompozytoéw s3 nanoczastki na bazie
krzemionki. Jest to obiecujgca metoda leczenia nowotworu [99].

Z kolei synteza i stosowanie porfiryn spowodowato ogromny zwrot w kierunku
badan nad systemami biomolekularnymi porfiryn w ostatnich latach [100].
Koncepcja wykorzystania fototerapii jest niecinwazyjnym podejéciem leczenia np.
guzow litych, przez co zbadanie 1 wykorzystanie pewnych wlasciwosci
fotouczulaczy zwigksza potencjalno$¢ jej stosowania [101].

Przyktadem zwigkszenia funkcyjnos$ci stosowanej metody jest wykorzystanie
wielofunkcyjnych nanoplatform, ktére moga selektywnie zabija¢ komorki rakowe
w wysoce zlokalizowanych regionach [102].

Z kolei wykorzystanie diagnostycznych srodkow kontrastowych w molekularnym
obrazowaniu diagnostycznym piersi to cel i szansa rozwoju diagnostyki medycznej
[103]. Nowa klasa fotouczulaczy ukierunkowana na naczynia nadal wskazuje na
korzysci terapeutyczne stosowania PDT in vivo [104,105].

Nanomateriaty weglowe zwykle nie dziataja jako srodki do PDT. Powodem moze
by¢ ich wysoka hydrofobowos¢. Jednak, gdy powierzchnia jest pasywowana lub
funkcjonalizowana, materiaty te staja si¢ Swietnymi nosnikami dla PDT [106].
Skuteczno$¢ biologiczna terapii PDT zalezy w gldwnej mierze od stosowanych
fotouczulaczy [107]. Nanomateriaty, takie jak: nanoczastki, nanoprety, czy
nanopowtloki sg powszechnie stosowane w obrazowaniu medycznym i1 w terapii
nowotworowej [108,109]. Skutecznos¢ PDT bazuje gtownie na selektywnej

akumulacji fotouczulaczy oraz na ich wizualizacji w tkance guza [110-114].
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7.4. Magnetyczny Rezonans Jagdrowy oraz Terapia Fotodynamiczna
w raku piersi

Standardowa czutos¢, swoisto$¢ oraz doktadnos¢ diagnostyczna badania MR
piersi znajduje si¢ w przedziale 81-99% [115]. MR stosuje si¢ rowniez przy ocenie
stanu pacjenta po chemioterapii neoadjuwantowej [116,117]. Nalezy wspomniec,
iz gtdbwnym czynnikiem determinujacym podejmowanie decyzji terapeutycznych
jest wielkos¢ i ogniskowo$¢ guza pierwotnego W raku piersi [118,119].
Przedoperacyjny rezonans magnetyczny piersi jest waznym uzupeilnieniem
konwencjonalnego obrazowania w lokoregionalnej ocenie zaawansowania raka
piersi 1 uzytecznym narz¢dziem w planowaniu leczenia [120]. Nalezy zwroci¢
szczegllng uwage na wymagania techniczne poszczegolnych badan oraz potrzebe
automatyzacji technik przetwarzania koncowego, aby odpowiednio obstuzy¢
rosnacg ilos¢ pozyskiwanych danych. Badania sg kontynuowane, koncentrujac si¢
na zastosowaniu wyzszych mocy pola z ulepszonymi danymi rozdzielczo$ci
przestrzennej i czasowej, lepszym zrozumieniu mechanizmu wzmocnienia
kontrastu na poziomie komérkowym oraz opracowaniu makromolekularnych i
celowanych $rodkow kontrastowych [121]. Ocena ilosciowa, dynamiczny MR ze
wzmocnionym kontrastem moze by¢ wiarygodng metodg przewidywania braku
przerzutow do weztow pachowych u kobiet z rakiem piersi, co pozwala unikng¢
operacji pachowych u kobiet z ujemnym wynikiem badania MR [122,123].
Nieinwazyjna terapia raka piersi pod kontrola MR jest mozliwa i skuteczna [124,
125]. Koagulacja termiczna matych guzéw piersi za pomocg skoncentrowanego
USG pod kontrola obrazowania MR wydaje si¢ obiecujaca nieinwazyjng procedura
ablacji [126]. Z kolei zastosowanie MR w ocenie odpowiedzi na leczenie
miejscowo zaawansowanego raka piersi powinno by¢ przedmiotem dalszych badan
[127]. Ocena skutecznosci MR po chemioterapii w leczeniu raka piersi to jeden z
tematow przewodnich wielu artykulow badawczych [128,129]. Rezonans
magnetyczny wydaje si¢ by¢ lepszy od konwencjonalnych metod oceny
odpowiedzi patologicznej, a niski odsetek reoperacji dla dodatnich marginesow
wskazuje na cenng rol¢ w podejmowaniu decyzji o poddaniu pacjentki np.
mastektomii [130]. W badaniu MR wielko$¢ guza koreluje z wielkoscia patologii;
jednak istnieje znaczne przeszacowanie, szczegodlnie w przypadku guzéw > 2cm.

Dlatego klinicy$ci powinni zachowac ostrozno$¢, opierajac si¢ na wielkos$ci guza z
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obrazow MR [131,132]. Z kolei dynamiczny rezonans magnetyczny ze
wzmocnieniem kontrastowym réwniez jest w stanie  zidentyfikowad
histopatologiczne cechy raka piersi [133-135].

MR traktowny jest rowniez jako metoda przesiewowa dla kobiet wysokiego ryzyka
[136,137]. MR moze poprawi¢ diagnostyke raka piersi, zmniejszajac odsetek
reoperacji [138-141].

Lagodne, jak rowniez ztosliwe tkanki nowotworowe piersi wykazujg wyzsza
intensywno$¢ fluorescencji niz normalna tkanka piersi po zastosowaniu PS [142].
Terapia sonofotodynamiczna (SPDT)  jest obiecujaca strategia
przeciwnowotworowa. W skrocie, SPDT taczy ultradzwicki i1 $wiatto, aby
aktywowa¢ PS, ktore wywoluja dzialania mechaniczne, sonochemiczne 1
fotochemiczne [143]. Ze wzglgdu na to, iz innowacyjne terapie sg coraz czgsciej
wykorzystywane przez szpitale i placowki medyczne to rokowania pacjentek z
rakiem piersi sg znacznie wyzsze [144-145].

PDT to metoda teranostyczna dla r6znych nowotwordéw i chorob [146].

W innym badaniu [147] oceniano efekty i mechanizm dziatania potaczenia
nieodwracalnej elektroporacji 1 PDT w komorkach raka piersi in vitro 1 in vivo.

W eksperymencie [148] PDT zastosowano na preparaty histopatologiczne.
Po analizie stwierdzono charakterystyczne cechy martwicy PDT, w
przeciwienstwie do martwicy spontanicznej. Badanie to potwierdza potencjalng
role PDT w leczeniu wczesnego raka piersi [148].

PDT jest terapig binarng z wykorzystaniem leku 1 zrodia §wiatta o wysokiej
energii. PDT jest zatwierdzony dla kilku standow przednowotworowych i
ztosliwych. Ostatnie dane in vitro i dane na zwierzgtach sugeruja, ze zwickszong
cytotoksycznos¢ dla nowotworu mozna osiggnaé przy znacznie mniejszym
uszkodzeniu obocznym normalnych otaczajacych tkanek, jesli PDT jest podawana
W sposob ciggly w nizszej dawce przez dtuzszy czas. W oparciu o te obiecujace
dane przedkliniczne przeprowadzono faze I badania klinicznego ciaglej terapii
fotodynamicznej o niskim napromieniowaniu przy uzyciu energii lasera 630 nm i
dozylnie podawanej porforyny sodowej jako fotouczulacza. Okreslono
maksymalng tolerowang dawke (MTD) na skére 1 odpowiedz guza u pacjentéw ze
skornymi i podskérnymi guzkami przerzutowymi, u ktoérych nie powiodia si¢

radioterapia i operacja. Wstepne dane sugerujg, ze PDT niskiej dawki moze by¢

121



skuteczng metodg terapeutyczng o niskiej zachorowalnos$ci w leczeniu skérnych i
podskornych przerzutow raka piersi po mastektomii [149-151].

PDT jest skuteczna w leczeniu réznych rodzajow raka, takich jak rak
podstawnokomodrkowy i inne nowotwory powierzchniowe. Jednak nadal potrzebne
sa ulepszenia w dostarczaniu PS, a zastosowanie PDT przeciwko nowotworom
potozonym glebiej bylo i jest przedmiotem wielu badan [152,153]. Rosnaca
zachorowalno$¢ na raka i poszukiwanie skuteczniejszych terapii z minimalnymi
efektami ubocznymi sktonity badaczy do znalezienia alternatywnych nowych
metod leczenia. Stwierdzono, ze wstrzyknigcie kompleksu ZnPcS4-AN do guza
skutecznie posredniczy w PDT w celu powstrzymania agresywnosci nowotworu i
wywotania jego regresji. Chociaz zmniejszenie objg¢tosci guza nie bylo znaczace,
PDT wywotato znaczny wzrost obszaru martwicy obserwowany w centralnym
obszarze guza, podobnie jak w innych grupach eksperymentalnych, w tym w
grupach leczonych Dox, ale takze w regionie obwodowym guza. Co wigcej, PDT
wykazywato minimalne skutki uboczne. Rzeczywiscie, zastosowanie ZnPcS4-AN
w posredniczeniu w PDT ujawnito aktywno$¢ przeciwnowotworowa podobng do
tej uzyskanej podczas stosowania donowotworowej terapii Dox [154]. Badania
wykazaty, ze PDT moze prowadzi¢ do inicjacji proceséw $mierci apoptycznej. PDT
to przeciwnowotworowy sposob z minimalng toksyczno$cig normalnych tkanek.
Apoptoza to gldwny rodzaj zaprogramowanej $mierci komérki wykorzystywany w
leczeniu przeciwnowotworowym [155]. Nowe PS w PDT mozna stosowaé na
glebokosci 2cm w celu wywotania powtarzalnych zmian w transkryptach
zwigzanych z apoptozg, stresem oraz transportem tlenu [156].

Jednak samo poleganie na PTT i/lub PDT nie moze catkowicie zabi¢ komorek
nowotworowych z powodu nierdwnomiernego rozktadu ciepla 1 stanu
niedotlenienia guza, a komorki nowotworowe, ktére przezyty leczenie, moga dalej
skutkowaé nawrotem miejscowym i przerzutami odleglymi . W $wietle tych faktow
potaczenie PTT i/lub PDT z innymi terapiami, takimi jak chemioterapia, moze by¢
optymalng strategia leczenia raka piersi [ 157-158]. Terapi¢ fotodynamiczng mozna
réwniez stosowa¢ w polaczeniu z innymi terapiami konwencjonalnymi; takich jak
chirurgia 1 radioterapia, w celu poprawy ogélnego przezycia pacjentow ze
zdiagnozowanym rakiem piersi [159]. Wedtug prognoz: co trzecia Polka chora na
raka piersi bedzie miata przerzuty odleglte do innych narzadow, takich jak: watroba,

phuca, czy kosci. Obecne strategie terapeutyczne leczenia przerzutow do kosci sg
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czgsto ograniczone przez brak selektywnosci, cigzka toksycznosé ogoélnoustrojowa
i suboptymalng skuteczno$¢. Terapia chemio-fotodynamiczna oparta na
nanomedycynie zapewnia obiecujaca szanse¢ terapeutyczng dla ulepszonej terapii
przeciwnowotworowej [160]. Wielokrotne stosowanie PDT moze skutecznie
hamowaé¢ wzrost raka piersi. W ciggu ostatniego potwiecza, wraz z rozwojem
nowych rodzajow PS i nowych systemow dostarczania $wiatta, PDT przyciagneto
zainteresowanie ludzi jako unikalna metoda leczenia. PDT oferuje alternatywnag
opcj¢ w leczeniu raka i jest stosowana W przypadku zlokalizowanych
powierzchownych lub endoluminalnych stanow ztos§liwych i
przednowotworowych. Wiele badan klinicznych daje obiecujace wyniki dotyczace

tego podejscia [161].

PDT to obiecujacy sposob leczenia gruczolakowiokniaka piersi. Ze wzgledu
na ograniczong glebokos¢ [162]. Stosowanie lekow wraz z terapig PDT to metoda
w walce z komorkami nowotworowymi [163]. Szybki rozwoj nanotechnologii w
ostatnich latach zapewnil i nadal zapewnia wsparcie techniczne w przezwyci¢zaniu
pewnych ograniczen terapii PDT [164-166]. Pacjenci z pierwotnym rakiem piersi i
rakiem piersi z przerzutami do kos$ci maja znacznie obnizong przezywalnos¢ i
jakos¢ zycia. Ze wzgledu na stabg skuteczno$¢ dostarczania lekow terapii
przeciwprzerzutowej i ograniczony wskaznik odpowiedzi immunoterapii raka
piersi, skuteczne leczenie pozostaje ogromnym wyzwaniem. [167]. Zastosowanie
PDT w diagnostyce 1 leczeniu raka jest utrudnione przez wewnetrzne defekty
obecnie dostepnych fotouczulaczy, takie jak staba rozpuszczalno$s¢ w wodzie i
ograniczona glgbokos¢ wnikania $wiatlta [168]. PDT jest obiecujaca metoda

terapeutyczng w leczeniu raka, w tym guzow piersi [169].
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8. WNIOSKI

W projekcie przebadano histopatologicznie 30 probek pobranych z guza raka
piersi.

A. Badania histopatologiczne uzyto do:

- rutynowej analizy tkanek, ktora w ten sam sposob jak postepuje si¢ w
codziennej praktyce klinicznej rozrézniata tkanki zdrowe od tkanek
nowotworowych;

- niestandardowej analizy tkanek po aplikacji terapii PDT, ktora wykazta
zmiany w tkance nowotworowej i tkance zdrowej (proba kontrolna)

B. Badania MR czaséw relaksacji uzyto do:

- niestandardowej analizy tkanek poprzez pomiary Tq;

- niestandardowej analizy tkanek poprzez pomiary To.

Charakterystyke statystyczng wykonanych pomiaréw zestawiono w tabeli ponize;j.

p-values Ty p-values T

Tkanka zdrowa v.s. tkanka
chora
Tkanka zdrowa v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT (Roz
Bengalski)
Tkanka zdrowa v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT (S6l
disodowa protoporfiryny 1X)
Tkanka zdrowa v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT
(Dichlorek ftalocyjaniny
krzemu)

Tkanka zdrowa v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT
(Chlorowodorek kwasu 5-
ALA)

Tkanka chora v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT (R6z
Bengalski)

Tkanka chora v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT (Sol 0,06652
Disodowa protoporfiryny 1X)
Tkanka chora v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT 0,074521
(Dichlorek ftalocyjaniny
krzemu)

Tkanka chora v.s. Tkanka
nowotworowa po PDT
(Chlorowodorek kwasu 5-
ALA)

p<0.05- warto$¢ istotna statystycznie (zaznaczona kolorem zielonym)
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Dane ilosciowe Ti, T2, uzyskano przy indukcji pola 1.5T na skanerze
klinicznym. Zmierzone dane T, T2, wydaja si¢ by¢ doktadne i precyzyjne, a takze
porownywalne z danymi uzyskanymi za pomocg dedykowanych systeméw o matej
$rednicy, pracujgcych przy wyzszym natezeniu pola magnetycznego. WyniKi
sugeruja, ze wiarygodne ilo§ciowe pomiary mozna przeprowadzaé na
nowoczesnych skanerach klinicznych o wysokim polu widzenia. Eksperymenty nie
wymagajg specjalnego sprzetu ani elementdw oprogramowania do MR. Jednak
zawsze nalezy bra¢ pod uwagg ograniczenia skanera klinicznego w zakresie sity
gradientu i elastycznosci oprogramowania.

Badania przedkliniczne maja fundamentalne znaczenie w terapii raka piersi.
Pomiary czasu relaksacji MR odzwierciedlaja zmiany w sktadzie tkanki raka piersi
podczas leczenia farmakologicznego. Czasy relaksacji sag wrazliwe na zawarto$¢
wody w tkankach. Rezonans magnetyczny wykonywany w trakcie lub po terapii
jest dobrym narzedziem do obiektywnej oceny skuteczno$ci leczenia i stopnia
poprawy stanu zdrowia.

B. Badania PDT in vitro wykazaly:

- terapia fotodynamiczna okazata si¢ skuteczna w przypadku rakow piersi;

-widoczne zmiany byly obserwowane w komorkach po PDT in vitro

- Zzmiany, ktore powstalty po zastosowaniu terapii fotodynamicznej zaleza od

rodzaju zastosowanego fotouczulacza i jego st¢zenia.
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10. STRESZCZENIE

10.1. W jezyku polskim

Jednym z dwoch problemoéw badawczych jest zobrazowanie ognisk komorek
rakowych w wycinku tkankowym z raka piersi metodg magnetycznego rezonansu
jadrowego. Badanie to moze przyczyni¢ si¢ do poprawy wykrywalno$ci
nowotworow ztosliwych piersi co ulatwi prawidlowa oceng stopnia zaawansowania
choroby 1 pozwoli podja¢ witasciwg decyzje co do planowanej metody
terapeutycznej. Drugim problemem badawczym byla histopatologiczna ocena
reakcji komorek raka piersi na terapi¢ fotodynamiczng. Reakcja na leczenie
oceniona w preparacie mikroskopowym pozwolita na dobranie optymalnej dawki

fotouczulacza do otrzymania pozadanego efektu terapeutycznego.

W badaniach wykorzystany zostal rezonans magnetyczny o indukcji polu 1.5
Tesli model Optima MR360 firmy General Electric Healthcare. Dodatkowo do
wykonywania pomiarow z wykorzystaniem silnego pola magnetycznego
wykorzystane zostaly dedykowane cewki gradientowe. Analiza otrzymanych
danych byta wykonana za pomocg licencjonowanego pakietu MATLAB.

Badania przeprowadzono na nieutrwalonych przez formaling fragmentach
tkankowych. W pierwszym etapie wyznaczono relaksacje podtuzng i poprzeczna,
co umozliwito dokonanie charakterystyki badanych probek. Na podstawie
otrzymanego sygnatu cyfrowego 1 rekonstrukcji obrazu, ktora powstaje dzigki
zastosowaniu transformaty Fouriera otrzymano dane do analizy. Kolejnym etapem
byta analiza danych, w ktorej dokonano doktadnej oceny otrzymanych wynikow, w
celu wyznaczenia czasow relaksacji 77 1 7> w badanych probkach. W kolejnym
etapie, pod mikroskopem, zostal oceniony preparat histopatologiczny wykonany z
przebadanego wycinka raka piersi. Wycinek zawierat komorki raka piersi oraz
tkanke niezmieniong nowotworowo. W ostatniej fazie eksperymentu zmiany
widoczne w badaniu MR skorelowano z obrazem histopatologicznym w celu
odnalezienia ewentualnych korelacji.

Po wykonaniu obrazowania MR 1 po zabezpieczeniu fragmentu do wykonania
bloczka parafinowego tkanki zostaty poddane fototerapii a nast¢pnie utrwalone. W

zaktadzie patomorfologii dokonano oceny preparatu histopatologicznego, a
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otrzymany wynik zostanie skorelowany z podang dawka fotouczulacza. Proces ten

pozwolil ustali¢ minimalng efektywna dawke terapeutyczng fotouczulacza.

10.2. W jezyku angielskim

One of the two research problems is the magnetic resonance imaging of
cancer cells in the breast cancer tissue specimen. This examination may contribute
to the improvement of the detection of breast malignant neoplasms, which will
facilitate the correct assessment of the stage of the disease and will allow to make
the right decision as to the planned therapeutic method. The second research
problem was the histopathological assessment of the response of breast cancer cells
to photodynamic therapy. The response to the treatment assessed in the microscopic
slide made it possible to select the optimal dose of the photosensitizer to obtain the

desired therapeutic effect.

The research used 1.5 Tesla magnetic resonance imaging model Optima
MR360 by General Electric Healthcare. Additionally, dedicated gradient coils were
used to perform measurements with the use of a strong magnetic field. The analysis

of the obtained data was performed using the licensed MATLAB package.

The studies were carried out on tissue fragments that were not fixed by
formalin. In the first stage, the longitudinal and transverse relaxation was
determined, which made it possible to characterize the tested samples. Based on the
obtained digital signal and image reconstruction, which is created by using the
Fourier transform, the data for analysis were obtained. The next stage was data
analysis, in which the obtained results were carefully assessed in order to determine
the T1 and T2 relaxation times in the tested samples. In the next stage, a
histopathological preparation made of the examined breast cancer specimen was
assessed under a microscope. The excerpt contained breast cancer cells and non-
neoplastic tissue. In the last phase of the experiment, the changes visible in the MR
examination were correlated with the histopathological image in order to find

possible correlations.

After performing MR imaging and securing the fragment for the paraffin

block, the tissues were subjected to phototherapy and then fixed. In the pathology

145



department, the histopathological preparation was assessed and the obtained result
will be correlated with the administered dose of photosensitizer. This process

allowed to establish the minimum effective therapeutic dose of the photosensitizer.
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UCHWALA Nr 11/1122018
Komisji Bioetyeznej przy Uniwersytecic Rzeszowskim
08/11/2018
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Poszczegdlne fragmenty pracy jak i wyniki ekSperymentalne byly tematem
przewodnim artykutow polsko i angloj¢zycznych w czasopismach (Acta Poloniae
Pharmaceutica- Drug Research, Tygiel, Inzynier i Fizyk Medyczny, Nova Science
Publishers, European Journal of Clinical and Experimental Medicine) oraz byly
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przedstawiono spis osiagni¢¢ zebranych w trakcie przygotowywania pracy

doktorskiej.

Praca w trakcie zglaszania:

Artykut pt.” Therapeutic use of singlet oxygen for breast cancer ex vivo”.
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78 No. 4 pp. 447-456, 2021. Numer DOI: 10.32383/appdr/140367.

Autorzy: Gustalik-Nowicka Joanna, Aebisher David, Adamczyk Marta, Cie$lar
Grzegorz, Kawczyk-Krupka Aleksandra.
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obiecujgca metoda leczenia

Tytul calosci: W: II Ogélnopolska Konferencja Naukowa "Wyzwania i problemy
nauk biomedycznych"(online)

Adres wydawniczy: Lublin : Fundacja na rzecz promocji nauki i rozwoju
TYGIEL, 2021
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Jezyk publikacji: POL

Afiliacja: Gustalik Joanna [*] 0000-0003-0802-9580 4374325;052;KNM,
Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570 4004161;052;KNM, Bartusik-Aebisher
Dorota [*] 0000-0002-5557-5464 4004409;052;KNM

2.

IDT: 0000056296.

Autorzy: Gustalik Joanna, Aebisher David, Bartusik-Aebisher Dorota.

Tytul oryginatu: Przydatnos$¢ diagnostyczna czasow relaksacji rezonansu
magnetycznego oraz skutecznos¢ terapii fotodynamicznej w raku piersi
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p-1SBN: 978-83-63058-88-3

Charakt. formalna: polskie abstrakty raportow z badan

Charakt. merytoryczna wg PBN: Abstrakt

Jezyk publikacji: POL

Afiliacja: Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [*] 0000-0002-4135-0678
3986517;052;KNM, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM

9.

IDT: 0000048919.

Autorzy: Gustalik Joanna, Kaznowska Ewa Beata, Bartusik-Aebisher Dorota.
Tytul oryginalu: Przydatno$¢ diagnostyczna czasow relaksacji metoda rezonansu
magnetycznego oraz skutecznos$¢ terapii fotodynamicznej w raku piersi. Cz. 2
Tytul calo$ci: W: Analiza zagadnienia, analiza wynikow - wystapienie mtodego
naukowca : edycja 1 : Rzeszow, 21.05.2019, L.6dz, 23.05.2019, Szczecin,
29.05.2019, Wroctaw, 30.05.2019 : materialy konferencyjne / oprac. Marcin
Kuczera

Adres wydawniczy: Krakéw : Creativetime, 2019

Opis fizyczny: : bibliogr.

p-1SBN: 978-83-63058-88-3

Charakt. formalna: polskie abstrakty raportow z badan

Charakt. merytoryczna wg PBN: Abstrakt

Jezyk publikacji: POL

Afiliacja: Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [*] 0000-0002-4135-0678
3986517;052;KNM, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM

10.

IDT: 0000049287.

Autorzy: Gustalik Joanna, Bartusik-Aebisher Dorota, Ostanska Elzbieta,
Przyczyna Piotr, Osuchowski Michal, Aebisher David, Galiniak Sabina Monika,
Kaznowska Ewa Beata.

Tytul oryginalu: Epidemiology of breast cancer in Podkapackie voivodship
Czasopismo: European Journal of Clinical and Experimental Medicine
Szczegoly: 2019 : vol. 17, nr 3, s. 242-245, bibliogr., streszcz. ang.

Uwagi: Poprzednie tytuly czasopisma: Przeglad Medyczny Uniwersytetu
Rzeszowskiego i Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie: 2011-2015 (ISSN:
2082-369X) Medical Review: 2015-2016 (e-ISSN 2450-6761) ; Review Paper
p-1SSN: 2544-2406

e-1SSN: 2544-1361
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Stowa kluczowe angielskie: breast cancer ; statistics ; epidemiology ;
Podkarpackie Voivodship

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Jezyk publikacji: ENG

Punktacja MEIN: 5.000

Adres url:
http://www.ejcem.ur.edu.pl/system/tdf/epidemiology of breast_cancer_in_podka
packie_voivodship.pdf?file=1&amp;type=node&amp;id=1843&amp;force=
DOI: 10.15584/ejcem.2019.3.7

Afiliacja: Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM, Ostanska Elzbieta [*];042;WMED, Przyczyna Piotr
[*];042;WMED, Osuchowski Michat [*] 0000-0001-6207-7474
4453567;052;KNM, Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570
4004161;052;KNM, Galiniak Sabina Monika [*] 0000-0002-1129-3553
3995456;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [*] 0000-0002-4135-0678
3986517;052;KNM

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin

11.

IDT: 0000049075.

Autorzy: Gustalik Joanna, Bartusik-Aebisher Dorota, Aebisher David,
Kaznowska Ewa Beata.

Tytul oryginalu: Imaging methods of early detection and screening for breast
cancer. A review

Czasopismo: European Journal of Clinical and Experimental Medicine
Szczegoly: 2019 : vol. 17, nr 2, s. 142-145, bibliogr., streszcz. ang.

Uwagi: Poprzednie tytuly czasopisma: Przeglad Medyczny Uniwersytetu
Rzeszowskiego i Narodowego Instytutu Lekow w Warszawie: 2011-2015 (ISSN:
2082-369X) Medical Review: 2015-2016 (e-1ISSN 2450-6761) ; Review Paper
p-1SSN: 2544-2406

e-1SSN: 2544-1361

Stowa kluczowe angielskie: breast cancer ; breast MRI ; early detection ;
screening

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Jezyk publikacji: ENG

Punktacja MEiN: 5.000

Adres url:
https://repozytorium.ur.edu.pl/bitstream/handle/item/4757/6%20gustalik-
imaging%20methods.pdf?sequence=1&amp;isAllowed=y

DOI: 10.15584/ejcem.2019.2.6

Afiliacja: Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM, Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570
4004161;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [*] 0000-0002-4135-0678
3986517;052;KNM

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin
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12.

IDT: 0000050064.

Autorzy: Przyczyna Piotr, Aebisher David, Gustalik Joanna, Galiniak Sabina,
Bartusik-Aebisher Dorota, Kaznowska Ewa Beata.

Tytul oryginalu: Imaging studies of kidney cancer

Czasopismo: European Journal of Clinical and Experimental Medicine
Szczegoly: 2019 : vol. 17, nr 4, s. 334-337, bibliogr., streszcz. ang.

Uwagi: Poprzednie tytuty czasopisma: Przeglad Medyczny Uniwersytetu
Rzeszowskiego i Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie: 2011-2015 (ISSN:
2082-369X) Medical Review: 2015-2016 (e-ISSN 2450-6761) ; Review Paper
p-1SSN: 2544-2406

e-1SSN: 2544-1361

Stowa kluczowe angielskie: Kidney cancer ; MRI ; PET

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Jezyk publikacji: ENG

Punktacja MEIN: 5.000

Adres url:

http://www.ejcem.ur.edu.pl/system/tdf/imaging_studies_of kidney_cancer.pdf?fil
e=1&amp;type=node&amp;id=1858&amp;force=

DOI: 10.15584/ejcem.2019.4.8

Afiliacja: Przyczyna Piotr [*];042;WMED, Aebisher David [*] 0000-0002-2661-
6570 4004161;052;KNM, Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Galiniak Sabina Monika [*] 0000-0002-1129-3553
3995456;052; KNM, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [*] 0000-0002-4135-0678
3986517;052;KNM

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin

13.

IDT: 0000049084.

Autorzy: Osuchowski Michat, Aebisher David, Gustalik Joanna, Bartusik-
Aebisher Dorota, Kaznowska Ewa Beata.

Tytul oryginalu: The advancement of imaging in diagnosis of prostate cancer
Czasopismo: European Journal of Clinical and Experimental Medicine
Szczegoly: 2019 : vol. 17, nr 1, s. 67-70, bibliogr., streszcz. ang.

Uwagi: Poprzednie tytuly czasopisma: Przeglad Medyczny Uniwersytetu
Rzeszowskiego i Narodowego Instytutu Lekow w Warszawie: 2011-2015 (ISSN:
2082-369X) Medical Review: 2015-2016 (e-ISSN 2450-6761) ; Review Paper
p-1SSN: 2544-2406

e-1SSN: 2544-1361

Stowa kluczowe angielskie: MRI ; PET ; prostate carcinoma

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Jezyk publikacji: ENG

Punktacja MEIN: 5.000

Adres url:

http://www.ejcem.ur.edu.pl/system/tdf/the_advancement_of imaging_in_diagnosi
s_of _prostate_cancer.pdf?file=1&amp;type=node&amp;id=1812&amp;force=
DOI: 10.15584/ejcem.2019.1.11

Afiliacja: Osuchowski Michat [*] 0000-0001-6207-7474 4453567;052;KNM,
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Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570 4004161;052;KNM, Gustalik-Nowicka
Joanna [*] 0000-0003-0802-9580 4374325;052;KNM, Bartusik-Aebisher Dorota
[*] 0000-0002-5557-5464 4004409;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [*] 0000-
0002-4135-0678 3986517;052;KNM

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin

14,

IDT: 0000049295.

Autorzy: Ostanska Elzbieta, Bartusik-Aebisher Dorota, Gustalik Joanna,
Aebisher David, Galiniak Sabina Monika, Kaznowska Ewa Beata.

Tytul oryginalu: The use of imaging tests to obtain optimal margins in breast
surgery

Czasopismo: European Journal of Clinical and Experimental Medicine
Szczegoly: 2019 : vol. 17, nr 3, s. 246-249, bibliogr., streszcz. ang.

Uwagi: Poprzednie tytuly czasopisma: Przeglad Medyczny Uniwersytetu
Rzeszowskiego i Narodowego Instytutu Lekow w Warszawie: 2011-2015 (ISSN:
2082-369X) Medical Review: 2015-2016 (e-ISSN 2450-6761) ; Review Paper
p-1SSN: 2544-2406

e-1SSN: 2544-1361

Stowa kluczowe angielskie: breast conserving surgery ; ductal carcinoma in situ ;
extensive itraductal component ; invasive breast cancer ; lobular carcinoma in situ
Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Jezyk publikacji: ENG

Punktacja MEIN: 5.000

Adres url:
http://www.ejcem.ur.edu.pl/system/tdf/the_use of imaging_tests to_obtain_opti
mal_margins_in_breast_surgery.pdf?file=1&amp;type=node&amp;id=1844&amp
;force=

DOI: 10.15584/ejcem.2019.3.8

Afiliacja: Ostanska Elzbieta [*];000;000, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-
0002-5557-5464 4004409;052;KNM, Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-
0802-9580 4374325;052;KNM, Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570
4004161;052;KNM, Galiniak Sabina Monika [*] 0000-0002-1129-3553
3995456;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [*] 0000-0002-4135-0678
3986517;052;KNM

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin

15.

IDT: 0000049646.

Autorzy: Ostanska Elzbieta, Aebisher David, Gustalik Joanna, Leksa Natalia,
Bartusik-Aebisher Dorota.

Tytul oryginalu: Flow Cytometry : Acute Leukaemia

Tytul calosci: W: Introduction to Flow Cytometry / editor Jakub Werner
Adres wydawniczy: New York : Nova Science Publishers, 2019

Opis fizyczny: 25 s. : bibliogr., streszcz. ang.

Seria: Cell Biology Research Progress

Uwagi: eBook

p-1SBN: 978-1-53616-604-0
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Liczba arkuszy: 1,5

Stowa kluczowe angielskie: leukemia ; flow cytometry ; treatment response
Charakt. formalna: rozdziat w jezyku obcym

Charakt. merytoryczna wg PBN: Rozdziat w ksigzce

Jezyk publikacji: ENG

Punktacja MEIN: 5.000

Adres url: https://novapublishers.com/shop/introduction-to-flow-cytometry/
Afiliacja: Ostanska Elzbieta [*];042;WMED, Aebisher David [*] 0000-0002-
2661-6570 4004161;052;KNM, Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-
9580 4374325;052;KNM, Leksa Natalia [*] 0000-0002-0349-550X
3977924;052;KNM, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM

16.

IDT: 0000049645.

Autorzy: Gustalik Joanna, Aebisher David, Leksa Natalia, Ostanska Elzbieta,
Bartusik-Aebisher Dorota.

Tytul oryginatu: Flow Cytometry : Disorders of Plasma Cells

Tytul calosci: W: Introduction to Flow Cytometry / editor Jakub Werner
Adres wydawniczy: New York : Nova Science Publishers, 2019

Opis fizyczny: 18 s. : bibliogr., streszcz. ang.

Seria: Cell Biology Research Progress

Uwagi: eBook

p-1SBN: 978-1-53616-604-0

Liczba arkuszy: 1,0

Stowa kluczowe angielskie: flow cytometry ; cells ; disorders

Charakt. formalna: rozdziat w jezyku obcym

Charakt. merytoryczna wg PBN: Rozdzial w ksigzce

Jezyk publikacji: ENG

Punktacja MEIN: 5.000

Adres url: https://novapublishers.com/shop/introduction-to-flow-cytometry/
Afiliacja: Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570
4004161;052;KNM, Leksa Natalia [*] 0000-0002-0349-550X
3977924,052;KNM, Ostanska Elzbieta [*];042; WMED, Bartusik-Aebisher
Dorota [*] 0000-0002-5557-5464 4004409;052;KNM

17.

IDT: 0000049650.

Autorzy: Leksa Natalia, Aebisher David, Gustalik Joanna, Ostanska Elzbieta,
Bartusik-Aebisher Dorota.

Tytul oryginatu: Flow Cytometry : Normal Blood and Bone Marrow Populations
Tytul calosci: W: Introduction to Flow Cytometry / editor Jakub Werner

Adres wydawniczy: New York : Nova Science Publishers, 2019

Opis fizyczny: 20 s. : bibliogr., streszcz. ang.

Seria: Cell Biology Research Progress

Uwagi: eBook

p-1SBN: 978-1-53616-604-0

Liczba arkuszy: 1,1

Stowa kluczowe angielskie: flow cytometry ; normal blood cells ; Bone marrow
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cells

Charakt. formalna: rozdziat w jezyku obcym

Charakt. merytoryczna wg PBN: Rozdziat w ksigzce

Jezyk publikacji: ENG

Punktacja MEIN: 5.000

Adres url: https://novapublishers.com/shop/introduction-to-flow-cytometry/

Afiliacja: Leksa Natalia [*] 0000-0002-0349-550X 3977924;052;KNM, Aebisher
David [*] 0000-0002-2661-6570 4004161,052;KNM, Gustalik-Nowicka Joanna

[*] 0000-0003-0802-9580 4374325,052;KNM, Ostanska Elzbicta
[*];042;WMED, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM

18.

IDT: 0000049628.

Autorzy: Gustalik Joanna, Aebisher David, Kaznowska Ewa Beata, Bartusik-
Aebisher Dorota.

Tytul oryginahlu: Przydatno$¢ diagnostyczna czasow relaksacji w raku piersi
Czasopismo: Inzynier i Fizyk Medyczny

Szczegolty: 2019 :vol. 8, nr 5, s. 349

Uwagi: Streszczenie

p-1SSN: 2300-1410

Stowa kluczowe polskie: rak piersi ; Diagnostyka ; morfologiczne zmiany
Charakt. formalna: polskie abstrakty raportow z badan

Charakt. merytoryczna wg PBN: Abstrakt

Jezyk publikacji: POL

Afiliacja: Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570
4004161;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [*] 0000-0002-4135-0678
3986517;052;KNM, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin

19.

IDT: 0000049618.

Autorzy: Gustalik Joanna, Aebisher David, Kaznowska Ewa Beata, Bartusik-
Aebisher Dorota.

Tytul oryginatu: Przydatnos$¢ diagnostyczna terapii fotodynamicznej w raku
piersi

Czasopismo: Inzynier i Fizyk Medyczny

Szczegoly: 2019 : vol. 8, nr 5, s. 349

Uwagi: Streszczenie

p-1SSN: 2300-1410

Stowa kluczowe polskie: rak piersi ; tkanka nowotworowa ; terapia
fotodynamiczna

Charakt. formalna: polskie abstrakty raportow z badan

Charakt. merytoryczna wg PBN: Abstrakt

Jezyk publikacji: POL

Adres url: http://inzynier-medyczny.pl/wp-
content/uploads/2019/10/IFM_201905-Zajawka.pdf
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Afiliacja: Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570
4004161;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [ ] 0000-0002-4135-0678
3986517;000;000, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin

20.

IDT: 00000496009.

Autorzy: Gustalik Joanna, Aebisher David, Kaznowska Ewa Beata, Bartusik-
Aebisher Dorota.

Tytul oryginalu: Terapia fotodynamiczna w raku piersi, perspektywy
Czasopismo: Inzynier i Fizyk Medyczny

Szczegoly: 2019 : vol. 8, nr 5, s. 349

Uwagi: Streszczenie

p-1SSN: 2300-1410

Stowa kluczowe polskie: rak piersi ; tkanka nowotworowa ; terapia
fotodynamiczna

Charakt. formalna: polskie abstrakty raportow z badan

Charakt. merytoryczna wg PBN: Abstrakt

Jezyk publikacji: POL

Afiliacja: Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Aebisher David [*] 0000-0002-2661-6570
4004161;052;KNM, Kaznowska Ewa Beata [ ] 0000-0002-4135-0678
3986517;000;000, Bartusik-Aebisher Dorota [*] 0000-0002-5557-5464
4004409;052;KNM

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin

21.

IDT: 0000047227.

Autorzy: Opalifiska Aleksandra, Sawinska Edyta, Samotij Dominik, Ostanska
Elzbieta, Gustalik Joanna, Reich Adam Andrze;.

Tytul oryginalu: Biopsja wycinajaca zmiany barwnikowej macierzy paznokcia
Czasopismo: Forum Dermatologicum

Szczegoly: 2018 : T. 4, nr 2, s. 84-86, bibliogr., streszcz. ang.

p-1SSN: 2451-1501

e-1SSN: 2451-151X

Stowa kluczowe polskie: czerniak popdpaznokciowy ; dermoskopia ; biopsja
wycinajaca

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Jezyk publikacji: POL

Punktacja MEiN: 5.000

Adres url:
https://journals.viamedica.pl/forum_dermatologicum/article/view/59441/45185
Afiliacja: Opalinska Aleksandra [ ];000;000, Sawinska Edyta [ ];000;000,
Samotij Dominik [*] 0000-0002-6594-5369 3988478;052;KNM, Ostanska
Elzbieta [ 1;000;000, Gustalik-Nowicka Joanna [*] 0000-0003-0802-9580
4374325;052;KNM, Reich Adam Andrzej [*] 0000-0002-5573-1754
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1535466;052;KNM
Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano na wykazie
dyscyplin
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