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Terapia BNCT (Boron Neutron Capture Therapy) jest jednym z rodzajoéw radio-
terapii, w ktorej selektywna eliminacja komoérek nowotworowych jest mozliwa
dzieki wprowadzeniu do nich atomow boru. Ideg tej terapii jest dostarczenie boru
do komoérek nowotworowych w ciele pacjenta za pomoca odpowiedniego no-
$nika oraz jego akumulacja w ich wnetrzu. W wyniku naswietlania neutronami,
dzieki wysokiemu prawdopodobienstwu ich oddzialywania z borem, dochodzi
do reakcji jadrowej, w ktorej powstaja czastki a oraz jony litu (rys.1). Czastki
te charakteryzuja si¢ wysokim liniowym transferem energii (ang. LET — Linear
Energy Transfer) i deponuja cala swoja energie kinetyczng na odcinku poréwny-
walnym z rozmiarem pojedynczej komorki (ok. 10 um). Oznacza to, ze niszczo-
na jest tylko ta komoérka nowotworowa, w ktorej zostata zakumulowana odpo-
wiednia ilo§¢ boru, natomiast sasiednie, zdrowe komorki pozostaja praktycznie
nieuszkodzone.

Krétka historia terapii borowo-neutronowej

W 1932 roku James Chadwick odkryl neutron, za co w 1935 roku otrzymat
Nagrode¢ Nobla w dziedzinie fizyki. Krotko po tym odkryciu Joseph H. Taylor
i Maurice Goldhaber opisali reakcj¢ wychwytu neutrondw na jadrze boru oraz
powstajace produkty: atom helu oraz jadro litu [1]:

B+n—a+7Li+y (0,48 MeV).

Juz w 1936 roku Gordon L. Locher napisat artykut, w ktérym zapropono-
wal zastosowanie tej reakcji w leczeniu nowotworoéw [2]. Pierwsze proby wy-
korzystania BNCT odbyly si¢ w 1951 roku w Brookhaven National Laboratory,
na pacjentach z glejakami ztosliwymi, a poézniej w Massachusetts Institute of
Technology. Jednak rezultaty tych eksperymentow nie byly zadawalajace. Nie
udato si¢ dostarczy¢ odpowiedniej ilosci atoméw izotopu boru ''B do komorek
nowotworowych, przez co dawka promieniowania, jaka otrzymat pacjent, byta
za wysoka i spowodowala powazne skutki uboczne. Przede wszystkim zaobser-
wowano choroby skory i glowy, a takze owrzodzenia i obrzek mézgu. Kolejnym
problemem bylo znalezienie zwigzku, ktory nie bylby toksyczny dla pacjentow
i dostarczatby odpowiednig ilo$¢ boru tylko do komérek nowotworowych. Majac
na uwadze powazne skutki uboczne terapii oraz potencjalne zagrozenie w zwigz-
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ku z wykorzystywaniem reaktorow jadrowych, w 1961 roku Stany Zjednoczone
Ameryki Potnocnej wstrzymaty badania nad BNCT [3].
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Rys.1. Schemat reakcji jadrowej zachodzacej w trakcie na§wietlania neutronami w komorce,

w ktorej zakumulowany zostat bor. W wyniku rozpadu wzbudzonego atomu boru powstaje jadro
helu (czasteczka a) oraz jadro litu, ktore charakteryzuja si¢ wysokim liniowym przekazem energii
(dla czastki o rzgdu 150 keV/um, dla jadra litu okoto 175 keV/um) oraz krotkim zasiggiem —
do 10 pm. W wyniku tej reakcji emitowane jest rowniez promieniowanie gamma o energii ok.
0,48 MeV

W Japonii w 1968 roku Hiroshi Hatanaka [4] przedstawit inny niz dotych-
czas stosowany zwiazek boru jako propozycj¢ dla BNCT, a mianowicie BSH (sol
sodowa anionu tioboranowego, Na B, ,H SH). Leczenie polegato na zastosowa-
niu napromieniania wigzka neutronéw potencjalnych pozostatosci guza po jego
operacyjnym usunigciu. Hatanaka przedstawit obiecujace wyniki testow prze-
prowadzonych na matlej grupie pacjentdéw w zaawansowanym stadium glejaka
ztosliwego, dzigki czemu w Stanach Zjednoczonych, a nawet w Europie, zaczgto
rozwaza¢ powrot do BNCT. W pdzniejszym okresie, rowniez w Japonii, Yutaka
Mishima [5] zastosowat BPA (p-boranofenyloalanina, C,H, ,BNO,) jako nos$nik
boru dla terapii BNCT u pacjentow z powierzchniowym czerniakiem ztosliwym
skory. Dzieki temu takze w kolejnych osrodkach zaczeto prowadzi¢ intensywne
badania nad tg terapia.

Kolejnym aspektem byta réwniez zmiana energii stosowanych czastek, za-
miast neutronow termicznych (o energiach <0,05 eV) zaczgto stosowac neutrony
epitermiczne (o energii 0,1 eV — 10 keV). Dzigki temu mozliwa byla glebsza
penetracja tkanki przy zmniejszonych uszkodzeniach tkanek powierzchniowych
oraz uzyskanie wiekszej dawki w tkance nowotworowe;.

Nos$niki boru

Zgodnie z ideg terapii no$nik ma za zadanie dostarczy¢ atomy boru do komoérek
nowotworowych w ilo$ci wystarczajacej do wytworzenia produktéw reakcji jadro-
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wej niszczacych komorke. Jak juz zostatlo wspomniane, odpowiedni nosnik oraz
szybszy metabolizm komoérek nowotworowych moga zapewni¢ w nich wyzsze stg-
zenie boru niz w sgsiadujacych, zdrowych komorkach. Dlatego dla skutecznosci
terapii wazne jest zastosowanie nos$nika o odpowiednich cechach, takich jak: niska
toksyczno$¢ czy wigkszy pobor nosnika przez komorki nowotworowe niz zdro-
we. Ponadto, stosunek stezenia boru w tkance nowotworowej do stezenia we krwi
powinien przekracza¢ 3:1, a optymalne stezenie boru w guzie wynosi ok. 20-50
mg "B w jednym gramie guza. No$nik powinien tez by¢ szybko usuwany z tka-
nek zdrowych i krwi przy jednoczesnym utrzymaniu wyzszego stezenia w tkance
chorej podczas naswietlania. Pierwszymi stosowanymi zwigzkami boru w terapii
BNCT byly BSH i BPA (rys.2.), jednak nie spetiaty one wszystkich wymogow
opisanych powyzej. BSH jest zwigzkiem wnikajacym do komorek dzieki pasyw-
nej dyfuzji (bez naktadu energii, zgodnie z gradientem st¢zen) natomiast BPA jest
aminokwasem, ktory ulega aktywnemu wychwytowi przez komorki nowotworo-
we charakteryzujace si¢ zwigkszonym metabolizmem. Wada obu zwiazkow jest
ich nierbwnomierne wnikanie do komorek nowotworowych, przez co czgs¢ z nich
przezywa napromienianie, co zmniejsza skutecznos¢ terapii [6].
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Rys. 2. Wzory strukturalne zwiazkéw wykorzystywanych w terapii BNCT: BSH i BPA. Wzory
uzyskane z wykorzystaniem aplikacji MolView

W ostatnich latach wiele osrodkéw badawczych koncentruje si¢ na poszukiwa-
niach nowego, skuteczniejszego nosnika boru. Jednym z ciekawszych pomystow
jest zastosowanie fragmentow kwasow nukleinowych jako nosnikoéw do terapii
BNCT. Grupa naukowa z Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi pod kie-
rownictwem prof. Zbigniewa Lesnikowskiego opracowuje no$niki klasteréw boru
(zwiazkow o klatkowej strukturze przestrzennej, o innych wlasciwosciach niz jego
organiczny odpowiednik), ktore oparte sa na oligonukleotydach (krotkich frag-
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mentach kwaséw nukleinowych) [7]. Wyniki badan potwierdzily, ze taki no$nik
odpowiednio zaprojektowany ma podwdjng funkcje. Jest nie tylko transporterem
boru do komorek nowotworowych, ale takze posiada wiasciwosci antyoksydacyj-
ne i wyciszajace aktywnos¢ konkretnego genu, na przyktad EGFR (receptor na-
skorkowego czynnika wzrostu) [7]. EGFR jest biatkiem btonowym regulujacym
wzrost, podziaty 1 $mier¢ komoérek. Zwiekszona ilos¢ tego biatka wystepuje na po-
wierzchni komérek nowotworowych w réznych typach nowotworoéw ztosliwych
jak np. nowotwory glowy i szyi, ptuc, jelita grubego oraz piersi [8].

W jednej z opublikowanych prac przedstawione zostaty siRNA! z dotaczo-
nymi klasterami boru [9]. W badaniach wykorzystano mRNA dla biatka BACEI
jako docelowego. Biatko to bierze udziat w wytwarzaniu peptydu amyloidu beta,
ktory wystepuje w ptytkach amyloidowych u 0s6b z chorobg Alzheimera. Zatem
zahamowanie ekspresji genu odpowiedzialnego za produkcje biatka beta moze
przynies¢ efekty w leczeniu oraz zapobieganiu tej chorobie. Wyniki potwierdzity
zdolno$¢ zmodyfikowanego zwigzkiem boru RNA jako no$nika oraz zachowanie
funkcji wyciszajacej gen (zahamowanie ekspresji genu).

Wiele innych zwiazkow, nie tylko kwasy nukleinowe, jest sprawdzanych pod
katem dostarczania boru do komorek docelowych; sg to miedzy innymi: amino-
kwasy, przeciwciata, czynniki wzrostu, karborany (grupa zwiazkdéw boroorganicz-
nych o budowie przestrzennej), a takze liposomy czy polimerowe nanoczastki [10].

Wykorzystujac liposomy jako transporter zwigzku boru, grupa Peacocka wy-
konata testy sprawdzajace przydatnos¢ liposoméw jako no$nikow [11]. Ponadto
sprawdzone zostaly czynniki wptywajace na pobor liposoméw do komorek, jak
stezenie zwigzku boru w medium, czas inkubacji czy zageszczenie komorek. No-
snikiem boru byt tutaj karboran nasladujacy strukturg ester cholesterolu. Zawar-
to$¢ boru w komoérkach nowotworowych wynosita niemal 50 pg '"B/g komorki.
Ponadto wykazano rowniez zalezno$¢ akumulacji boru w komorkach od stezenia
no$nika w medium oraz konfluencji komorek.

Badania na modelach biologicznych

Podanie nowego leku, szczepionki czy $rodka kontrastujacego cztowiekowi nie
bytoby mozliwe bez przeprowadzenia wczesniejszych badan z zastosowaniem
odpowiedniego modelu. Najpierw przeprowadzane sg eksperymenty na liniach
komoérkowych Iub/i hodowlach tkankowych, nastgpnie nowe substancje badane
sa z wykorzystaniem zwierzat, a dopiero po przejsciu szeregu testow mozliwe
do wykonania sg badania z udziatem ludzi. Odpowiedni dobdr rodzaju hodow-
li komorkowych w pierwszych etapach badan czesto wptywa na wyniki testow
przeprowadzanych na organizmach zywych. Ponizej zostang przestawione wyni-

1

siRNA (ang. small interfering RNA) — mate, interferujace RNA — krotka, dwuniciowa
czasteczka RNA, ktora powoduje wyciszanie ekspresji genow. siRNA zwigzany z kompleksem
biatkowym RISC powoduje cigcie komplementarnej sekwencji mRNA na mniejsze fragmenty,
uniemozliwiajgc powstawanie biatka zapisanego w tej sekwencji.
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ki eksperymentow kilku grup badawczych zwigzane z pracg nad poprawa efek-
tywnosci terapii BNCT.

Interesujace wyniki badan otrzymata grupa z Argentyny pod kierownictwem
Marii Dagrosy [12]. Badata ona uszkodzenia oraz mechanizmy naprawcze w ko-
morkach raka tarczycy wywolanych napromienianiem wigzka neutronow ter-
micznych. Przedstawiona zostata analiza histonu® H2AX, ktory jest markerem
uszkodzen nici DNA, a takze aktywacja dwoch roznych mechanizmow naprawy
uszkodzen kwasu nukleinowego, poprzez badanie ekspresji genow kluczowych
biatek biorgcych udziat w danym mechanizmie naprawczym.

Badane grupy stanowity komoérki naswietlane promieniowaniem gamma,
promieniowaniem neutronowym, promieniowaniem neutronowym z podaniem
boru do komorek oraz grupa kontrolna — nienaswietlana. Wyniki wykazaty, iz
najwigcej uszkodzen podwdjnych nici DNA wystepuje po naswietlaniu promie-
niowaniem gamma, natomiast porownujac dwie grupy naswietlane neutronami,
wigksze uszkodzenia obserwowano w przypadku komorek, ktorym podawano
bor. Natomiast biorac pod uwage mechanizmy naprawcze aktywowane promie-
niowaniem, najwigkszy wzrost mRNA kodujacego enzymy naprawcze obserwo-
wano w 4 i 6 h po napromieniowaniu. Aktywowana zostala sciezka HRR, tzw.
mechanizm naprawy homologicznej rekombinacji [12].

W jeszcze innych badaniach oceniano efektywno$¢ terapii BNCT na dwdch
liniach czerniaka ptuc: pierwotnej (M8) oraz przerzutowej (Mej-J), stosujac BPA
jako nosnik boru. Komoérki naswietlano dawka od 1 do 8 Gy. Oceniano wzgledng
skutecznos¢ biologiczng RBE (Relative Biological Effectiveness)’® oraz warto$ci
wspotczynnikow skutecznosci biologicznej dla kazdego sktadnika dawki — CBE
(Compound Biological Effectiveness)*. Zgodnie z oczekiwaniami, zaobserwowa-
no réznice we wrazliwosci komorek na promieniowanie migdzy obiema liniami
komoérkowymi — linia przerzutowa byta bardziej oporna na promieniowanie oraz
charakteryzowata si¢ wyzszym wspotczynnikiem RBE oraz CBE niz linia pier-
wotna. Réznice migdzy liniami byly widoczne réwniez w poborze boru. Zaobser-
wowano wigksze stg¢zenie boru w komorkach linii Mel-J [13].

Badania nad terapia nowotworowa najlepiej prowadzi¢ na modelu, ktory jak
najbardziej odzwierciedla budowe 1 warunki panujace w leczonej tkance. Jednym
z takich modeli dla guzow sg sferoidy (rys.3). Sg to agregaty komoérek powstate
na skutek warunkoéw hodowli uniemozliwiajacych przyczepienie do podtoza oraz
dzieki wlasciwosciom przylegania komorek do siebie. Wazng role odgrywaja tu
biatka btonowe integryny i kadheryny, a takze biatka tworzace cytoszkielet ko-

Histony — zasadowe biatka stabilizujace kwas DNA. Podczas peknigé obu nici DNA do histonu
H2A zostaje dodana grupa fosforanowa, ktorej wyznakowanie umozliwia zlokalizowanie
podwojnych peknigé DNA.

Wzgledna skuteczno$é¢ biologiczna (RBE) definiujemy jako stosunek dawki referencyjnej (np.
promieniowania X) do dawki promieniowania testowego, dajacego ten sam efekt biologiczny.
CBE — wartosci wspotczynnikow skutecznosci biologicznej dla kazdego ze sktadnikow dawki,
ktore sa zalezne od zastosowanego nosnika boru.
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morek i polaczenie komorkowe (np. ztacza szczelinowe), umozliwiajac komor-
kom nie tylko agregacje, ale rowniez komunikacje miedzykomorkowa [14].

Sferoidy charakteryzujg si¢ warstwowa strukturg, ktora zostata pokazana na
rys. 3d. Ta organizacja w budowie sferoidu jest skutkiem dostepnosci sktadni-
kéw odzywcezych i tlenu dla rosnacych i dzielacych sie komorek, ktorych liczba
zmnigjsza si¢ dla kolejnych warstw. Oprocz warstwowej struktury oraz wspo-
mnianych zdolnosci do komunikacji komorkowej, sferoidy wytwarzajg rowniez
macierz zewnatrzkomorkowa®, a takze wykazuja charakterystyczng kinetyke
wzrostu (rys.3b) [15].
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Rys. 3. a) Zdjecie sferoidu wykonane za pomocg mikroskopu optycznego, b) kinetyka wzrostu
sferoidow podobna do wzrostu guza, c) rozktad sktadnikow odzywczych oraz d) zwiazana z tym
warstwowa struktura sferoidow — zewnetrzna warstwa komorek majaca nieograniczony dostep
do sktadnikéw odzywczych i tlenu jest strefa komorek proliferacyjnych (dzielacych sie¢), komorki
zywe lecz nie dzielgce si¢ stanowia warstwe srodkowa sferoidu, natomiast warstwa srodkowa jest
strefg komorek nekrotycznych (obumartych)

Wszystkie wymienione cechy sferoidow sa rowniez obserwowane w guzach
nowotworowych, dlatego wykorzystuje si¢ je jako modele komorkowe w bada-
niach nad rozwojem terapii nowotworowych oraz mechanizmoéw dostarczania
lekow [16-18].

Warstwowa struktura wyrézniana w guzach litych (pozbawionych naczyn
krwiono$nych), sygnalizacja komoérkowa, fizyczny kontakt komorek oraz ma-
cierz zewnatrzkomorkowa zapewniajg barier¢ ochronng dla penetracji i dystry-

5 Macierz zewnatrzkomérkowa — sieciowa struktura budowana przez czgsteczki, glownie biatka
i polisacharydy, wydzielane przez komorki do przestrzeni miedzykomorkowe;.
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bucji lekéw przeciwnowotworowych oraz wzrost odpornosci na radioterapig.
Rowniez fazy wzrostu sferoidow i guzow sg do siebie zblizone, a badania mo-
lekularne wykazuja podobienstwo we wzorze ekspresji pewnych genow w obu
strukturach, co oznacza przede wszystkim zwigkszong liczbe biatek odpowiada-
jacych za rozwoj, wzrost, przerzuty i inwazje komorek [15].

BNCT jest terapia o wysokiej selektywnosci poprzez zastosowanie izotopu
"B zgromadzonego w guzach nowotworowych w duzo wigkszym stezeniu niz
we krwi czy tkankach zdrowych. Do niedawna jej zastosowanie byto ograni-
czone poprzez dostepnos$¢ neutronéw o odpowiedniej energii oraz niedoskona-
lych nos$nikdéw boru. Rozwdj nowoczesnych zrddet neutronow epitermicznych
opartych na wykorzystaniu akceleratorow spowodowal gwattowny wzrost zain-
teresowania tg terapia w wielu krajach. W naszym kraju powstato Polskie Kon-
sorcjum na rzecz terapii Borowo-Neutronowej, zrzeszajace trzynascie jednostek
naukowych prowadzacych badania nad tg terapia. Aktualnie trwajg intensywne
prace nad nowymi sposobami selektywnego dostarczania izotopu B do komo-
rek nowotworowych, ktorych efektywno$¢ zalezy od rodzaju guza. Testy no$ni-
kéw boru mogg by¢ prowadzone z wykorzystaniem trojwymiarowych modeli ko-
morkowych, wérdod ktdrych na szczegdlng uwage zashuguja sferoidy posiadajace
wiele cech charakteryzujacych nowotwory. Rozwoj terapii BNCT daje szanse na
efektywne leczenie nieoperacyjnych oraz rozsianych nowotwordw, uzupetniajac
i udoskonalajac stosowane dotychczas metody.

Autorzy dziekuja prof. Ewie Stepien za pomoc w przygotowaniu artykutu.
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