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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Podstawg terapii borowo-neutronowej (boron neutron capture therapy, BNCT) jest selektyw-
ne dostarczenie boru do komérek nowotworowych, a nastepnie napromienienie zmienio-
nego chorobowo miejsca wiazka neutronéw. W wyniku tego procesu dochodzi do rozszcze-
pienia jadra izotopu °B, co powoduje uwolnienie energii niszczacej komérki nowotworowe.
Mimo ze badania zwigzane z BNCT trwaja od lat 50. XX wieku, pozostaje ona wciaz terapia
eksperymentalng. Jest to zwigzane m.in. z brakiem no$nikéw umozliwiajacych szybkie i sku-
teczne wprowadzanie 1°B do §rodowiska nowotworu. Tak wiec czesto podnoszonym zagad-
nieniem i jednym z gléwnych wyzwan dla rozwoju BNCT, jest poszukiwanie selektywnych
zwigzkéw dostarczajacych wymagana ilo$¢ tego pierwiastka. Istotnym aspektem sa badania
nad nanometrycznymi strukturami, takimi jak liposomy zawierajace zwiazki bogate w bor
lub nieorganiczne nanoczastki - weglik boru czy azotek boru. Ze wzgledu na duza zawar-
to$¢é boru oraz mozliwo$¢ modyfikacji powierzchni tych nanoczastek, moga sie one okazaé
wyjatkowo atrakcyjnym narzedziem w celowanej BNCT. Réwnie waznym problemem tej te-
rapii jest opracowanie precyzyjnych powigzan miedzy zrédlem neutronéw, specyfika wigzki
a rodzajem zastosowanego nosnika. W artykule wskazujemy na wysoki potencjat zwigzkéw
bogatych w bor jako no$nikéw w celowanej terapii borowo-neutronowe;.

terapia borowo-neutronowa, neutrony, zwiazki boru, nanoczastki boru, nowotwor

Summary:

The basis of boron neutron capture therapy (BNCT) is the selective delivery of boron to tu-
mor cells and then irradiation of the affected area with a neutron beam. As a result, there is
a fission of the nucleus of the boron isotope, which causes the release of energy to destroy
cancer cells. Although BNCT related research has been going on since the 1950s, it remains
an experimental therapy. It is related, inter alia, with the lack of carriers enabling quick
and effective introduction of 1°B into the tumor environment. Thus, a widely discussed is-
sue and one of the main challenges for the development of BNCT is the search for selec-
tive compounds that provide the required amount of this element. An interesting aspect is
research on nanometric structures such as liposomes containing boron-rich compounds or
inorganic nanoparticles - boron carbide or boron nitride. Due to the high content of boron
and the possibility of surface modification of these nanoparticles, they may prove to be an
extremely attractive tool in targeted BNCT. An equally important problem of this therapy is
the development of precise connections between the neutron source, the specificity of the
beam and the type of carrier used. In this paper, we indicate the high potential of boron-rich
compounds as carriers in targeted boron-neutron capture therapy.
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Wykaz skrotow: ~ BNCT - terapia borowo-neutronowa (boron neutron capture therapy); BPA - ((L)-4-dihydro-

xy-borylphenylalanine); BSH - (di-sodium undecahydro-mercapto-closo-dodecacarborate);
CEA - antygen rakowo-ptodowy (carcinoembrionic antygen); CPP - peptyd penetrujacy btone
komorkowa (cell-penetrating peptide); DSPE-PEG2000 - 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfoetanolo-
amina-N-[amino(polietylenoglikol)-2000] (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
-[amino(polyethylene glycol)-2000]); EGF - naskérkowy czynnik wzrostu (epidermal growth
factor); EGFR - receptor naskérkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor receptor);
EPR - efekt zwiekszonej przepuszczalnosci i retencji (enhanced permeability and retention);
GB-10 - (decahydrodecaborate-10B); L-DOPA - L-3,4-dihydroksyfenyloalanina (L-3,4-dihydroxy-
phenylalanine); LET - liniowy przekaz energii (linear energy transfer); mPEG-DSPE - metoksy-p-
oli(etylenoglikol)-1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina (methoxy-poly(ethylene glycol)-
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N); NRK - komérki prawidtowe pochodzace
z nerki szczura (normal rat kidney); PEG - glikol polietylenowy (polyethylene glycol);

SCC - rak ptaskonabtonkowy (squamous cell cancer).

WPROWADZENIE

Terapia borowo-neutronowa (boron neutron capture the-
rapy, BNCT) jest zaliczana do celowanej radioterapii prze-
ciwnowotworowej. Jej poczatki siegajg 1932 r., w ktérym
to Chadwick odkryt neutrony. Nastepnie w 1935 r. Taylor
i Goldhaber opisali reakcje wychwytu neutronéw przez
jadro boru, a rok pézniej Locher zaproponowat wykorzy-
stanie tej reakcji w terapii onkologicznej [63]. Natomiast
badania kliniczne nad BNCT, jako gtéwna strategig przeciw-
nowotworowg oraz terapig wspomagajaca, trwaja od lat 50.
XX w. Pierwsza opisana préba kliniczna dotyczyta leczenia
pacjenta, u ktérego zdiagnozowano glejaka wielopostacio-
wego i zostala przeprowadzona w 1951 r. z wykorzystaniem
reaktora jadrowego znajdujgcego sie w Brookhaven Natio-
nal Laboratory w Stanach Zjednoczonych [72]. Nastepne
badania réwniez skupialy sie na traktowaniu zto$liwych
guzéw mdzgu, ktdre ze wzgledu na gtebokie umiejscowie-
nie, duzg dyslokacje w strukturze mézgu oraz stabe utle-
nowanie byly trudne do usuniecia za pomoca resekgji
chirurgicznej oraz radioterapii i chemioterapii.

Waznym aspektem w BNCT jest odpowiednie Zrédto neu-
tronéw. Obecnie najpopularniejszym Zrédlem generu-
jacym wigzke neutronéw sg reaktory jadrowe, takie jak:
KUR w Japonii, RA-6 w Argentynie, THOR na Tajwanie oraz
BCTC w Chinach [41]. Jednak ze wzgledu na ograniczenia
spowodowane wysokimi kosztami utrzymania, brakiem

mozliwos$ci wykorzystania w warunkach szpitalnych i ryzy-
kiem skazenia radioaktywnego, prowadzone sg prace nad
zastosowaniem akceleratoréw jako alternatywnego Zrédta
neutrondw [58]. Uwaza sie, ze te urzadzenia s tarisze, bez-
pieczniejsze, a dzieki niewielkim rozmiarom moga by¢ sto-
sowane w warunkach szpitalnych [59]. Obecnie istnieja na
$wiecie dwa akceleratory, ktére sg wykorzystywane w bada-
niach klinicznych, majacych na celu potwierdzenie ich
bezpieczeristwa i skutecznosci w dostarczaniu wigzki neu-
trondéw. Jeden znajduje sie na Uniwersytecie Kyoto, drugi
w szpitalu w Potudniowym Tohoku w Fukushimie [37, 41].
Dalsze prace nad doskonaleniem konstrukgji akceleratoréw
oraz nad pomiarami fizycznymi zwigzanymi z generowa-
niem wiazki neutronéw prowadzone sa nie tylko w Japonii
[43, 62], lecz takze w: Rosji, Finlandii, Izraelu, Argentynie,
Wrloszech, Korei oraz Chinach [41]. Polska réwniez wlacza
sie w $wiatowy nurt badan nad BNCT. W Narodowym Cen-
trum Badar Jadrowych w Swierku, dziatajacym przy reak-
torze MARIA, powstaje stanowisko badawcze przeznaczone
do tej terapii.

Badania nad skuteczno$cia i bezpieczeristwem BNCT sg
rozwijane w takich krajach jak: Stany Zjednoczone, Japo-
nia, Argentyna, Tajwan, Chiny, a takze w kilku krajach
europejskich - Finlandii, Szwecji, Czechach, Holandii
i Wloszech [3, 63] - i skupiaja sie gléwnie na traktowaniu
regionu glowy i szyi [36, 40], glejaka wielopostaciowego
[56, 60], czerniaka [27], raka ptuc [10] oraz watroby [74].
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Ryc. 1. Reakdja rozszczepienia jadra boru w obrebie pojedynczej komérki
nowotworowej. Opracowanie wiasne na podstawie [35, 73]

Terapia borowo-neutronowa polega na selektywnym
dostarczaniu zwiazkéw zawierajacych nieradioaktywny
izotop boru (*B) do komérek nowotworowych, a nastepnie
napromienieniu zmienionego chorobowo miejsca wigzka
neutronéw termicznych o energii okoto 0,025 eV. Bor ma
wysoki przekrdj czynny na wychwyt neutronéw, w wyniku
czego dochodzi do rozszczepienia jego jadra, a nastep-
nie uwolnienia jader litu ("Li) oraz czastek alfa (“He) cha-
rakteryzujacych sie wysokim wspétczynnikiem liniowego
przekazu energii (linear energy transfer, LET), a takze pro-
mieniowania gamma zawierajacego energie rzedu 2,31
MeV (ryc. 1) [3, 47].

Zasieg wygenerowanych wysokoenergetycznych czastek
alfa jest ograniczony dlugoscig ich $ciezki w tkance, ktéra
wynosi 5-9 um, i jest zblizony do $rednicy pojedynczej
komérki. Umozliwia to zmniejszenie uszkodzeti tkanki do
miejsc, w ktérych nastapilto nagromadzenie sie odpowied-
niej iloéci izotopu 1°B, oszczedzajac tym samym sgsiadujace
niezmienione chorobowo komérki. Ze wzgledu na ogra-
niczong gleboko$¢ przenikania neutronéw termicznych,
w badaniach klinicznych réwniez stosuje sie neutrony
epitermiczne (0,025eV-10keV) charakteryzujace sie wyz-
szg energia i wiekszym zasiegiem, umozliwiajgcym lepsza
penetracje w glab ciata [47]. Neutrony epitermiczne ule-
gaja spowolnieniu w chwili przechodzenia przez tkanke, co
nazywane jest termalizacjg. Proces ten ma na celu zmniej-
szenie ich energii do energii neutronéw termicznych (0,025
eV) [19]. Neutrony sa elektrycznie obojetne i przechodza
przez ludzkie ciato bez oddziatywari elektrycznych, dopiero
w chwili interakgji jadrowych uwalniajg duze ilo$ci energii
rzedu MeV. Réwniez sam izotop 1°B nie jest radioaktywny,
a jego usuwanie z organizmu zalezy od tego w postaci
jakiego zwiazku wystepuje [68].

NOSNIKI BORU W BADANIACH KLINICZNYCH

Terapia borowo-neutronowa, mimo wieloletnich wysitkéw,
nadal pozostaje w fazie badan klinicznych, nie tylko przez
ograniczenia zwigzane z dostepnoscia Zrédla neutrondéw,
lecz takze z powodu braku wydajnych zwiazkéw zapewnia-
jacych odpowiednig ilo$¢ boru w tkance docelowej. Bada-

nia prowadzone sg dwoma nurtami, jeden to poszukiwanie
nowych drobnoczgsteczkowych zwigzkéw boru, a drugi
-z naszego punktu widzenia istotniejszy - to poszukiwanie
no$nikéw pozwalajgcych na dostarczenie do guza bogatych
w bor nanostruktur. Ponadto biodystrybucja otrzymanych
zwigzkéw, czy tez no$nikéw, powinna by¢ zoptymalizo-
wana w celu skutecznego dostarczania boru do tkanki guza,
zwlaszcza do réznych subpopulacji komdrek nowotworo-
wych, jak i poprawy mikrodystrybucji komdrkowej [3, 18, 53].

0 przydatnosci zwigzkéw/nosnikéw boru w terapii borowo-

-neutronowej decyduja nastepujace kryteria:

+ niska toksyczno$é ogblnoustrojowa,

+ wieksze pochlanianie przez nowotwér niz przez zdrowe
tkanki; stosunek stezenia boru w komérkach nowotwo-
rowych i w zdrowych powinien wynosi¢ >3:1,

+ dostarczenie °B w stezeniu 20-35 pg na 1 gram guza lub
okoto 10° atoméw na komérke,

+ retencja w guzie przez co najmniej kilka godzin,

+ szybkie usuwanie z krwi i zdrowych tkanek [47, 55].

Innym zagadnieniem jest tzw. efekt zwiekszonej przepusz-
czalnosci i retencji (enhanced permeability and retention,
EPR), ktéry w nowotworze pojawia sie w wyniku utraty cig-
glosci $ciany naczyn krwiono$nych. Umozliwia to swobodng
dyfuzje nanoczgstek do mikrosrodowiska nowotworu.
Ponadto w strukturze guza nie wystepuja funkcjonalne
naczynia limfatyczne odpowiedzialne za odprowadzanie
plynu $rédmiazszowego z tkanek. Dzieki temu nanome-
tryczne struktury moga swobodnie kumulowacé sie w tkance
nowotworowej, z ktérej nie bedg usuwane [8]. Istotne sg
takze takie wlasciwo$ci zwigzku jak jego lipofilowo$¢ oraz
stosowana dawka i droga podania, co przektada sie na ste-
Zzenie tego zwigzku w osoczu. Szczegdlnym wyzwaniem jest
réwniez pokonanie bariery krew-mézg, ktéra chroni mézg
przed czasteczkami z krazenia ogdlnoustrojowego, bo wyso-
kie stezenie no$nika boru we krwi maksymalnie zwieksza
jego wchlanianie przez naczynia krwiono$ne mézgu, nato-
miast szybkie usuwanie z organizmu zmniejsza jego pobdr,
wyjatkiem jest tu dotetnicza droga podania zwigzku [3, 75].

Pierwszym wykorzystywanym zwigzkiem boru w BNCT byt
kwas borowy oraz jego pochodrne, takie jak tetraboran sodu
(boraks) i pentaboran sodu w roztworze glukozy. Jednak
zwigzki te okazaly sie nieselektywne, charakteryzowaty sie
staba retencja w komdrkach nowotworowych i osiagaty za
niski stosunek stezenia boru guz/zdrowa tkanka. Ponadto
uzyskane wyniki wskazywaty na mozliwo$¢ pojawienia sie
wielu dziatati niepozadanych, takich jak: radiodermatozy
skéry gtowy, owrzodzenia, a takze obrzek mézgu [2, 63, 72].

Obecnie w badaniach klinicznych nad BNCT wykorzystywane
sa dwa zwiazki: BPA ((L)-4-dihydroxy-borylphenylalanine)
i BSH (di-sodium undecahydro-mercapto-closo-dodecacar-
borate) (ryc. 2), przede wszystkim ze wzgledu na ich niska
toksyczno$é, naturalne wlasciwo$ci umozliwiajace przeni-
kanie do tkanki nowotworowej oraz retencje w guzie przez
okre$lony czas. Zwigzki te jednak charakteryzujg sie za
niska selektywnoscia, a ze wzgledu na malg zawarto$¢ ato-
mdw boru muszg by¢ podawane w duzych ilosciach w celu
zapewnienia odpowiedniego terapeutycznego stezenia [47].
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Ryc. 2. Wzory strukturalne BSH (di-sodium undecahydro-mercapto-closo-dodecacarborate) i BPA ((L)-4-dihydroxy-borylphenylalanine)

BPA to zwigzek po raz pierwszy zsyntetyzowany przez Sny-
dera i wsp. w 1958 r., ale dopiero w latach 1988-1989 zostat
zastosowany w badaniach klinicznych przez Mishima i wsp.
[54]. Ze wzgledu na strukturalne podobieristwo do tyro-
zyny, bedacej prekursorem syntezy melaniny, uznano, ze
BPA moze by¢ pochtaniana przez melanocyty i poczatkowo
wykorzystywano ja w leczeniu pacjentéw z czerniakiem.
Leczenie tego schorzenia opiera sie na zasadzie podwyz-
szonego poziomu syntezy melaniny przez komérki nowo-
tworowe [5, 27, 47]. Wykazano, ze BPA moze by¢ réwniez
pochlaniana przez inne histologicznie typy nowotwordw,
w tym guzy mézgu [16]. Do badat klinicznych wykorzy-
stywany jest enancjomer L-BPA, ktdry charakteryzuje sie
wiekszym nagromadzeniem w komérkach nowotworo-
wych w poréwnaniu z enancjomerem D i mieszaning race-
miczng. BPA jest zwigzkiem hydrofobowym, dlatego w celu
zwiekszenia jej rozpuszczalnosci w wodzie jest czesto
taczona z fruktoza. Jednak wraz ze wzrostem rozpuszczal-
nosci w wodzie pochodnych BPA spada ich cytotoksyczno$é
w komdrkach czerniaka. Bardziej hydrofilowe czasteczki
BPA mogg by¢ podawane dozylnie, ale niestety zmniejsza to
ich zdolnoé¢ do przenikania bariery krew-mézg [47, 64]. Ze
wzgledu na swoja budowe, BPA jest transportowana przez
kanaty biatkowe dla aminokwaséw typu L, ktére przeno-
sza neutralne analogi aminokwaséw zawierajacych aroma-
tyczne faficuchy boczne. Transporter aminokwaséw uktadu
L ulega nadekspresji w réznych typach nowotworéw, m.in.
w guzach mézgu, a to pozwala na latwiejsze gromadze-
nie sie BPA w komdérkach nowotworowych w poréwnaniu
z otaczajacymi, zdrowymi tkankami. Pochlanianie tego
zwiazku odbywa sie aktywnie, dlatego subpopulacje komé-
rek nowotworowych w stanie spoczynku, czyli takich, kt6re
przestajg sie dzieli¢, moga mie¢ nizszy pobdr BPA, zmniej-
szajgc w ten sposéb skuteczno$¢ terapii. Jak wykazuja
dotychczasowe badania, biodystrybucja BPA u pacjentéw
z glejakiem, czerniakiem oraz nowotworami glowy i szyi
osiggneta stosunek stezeri boru guz/krew w zakresie 1,1~
3,6 oraz w przypadku guz/zdrowe tkanki 1,1-2,9 [47, 55].

Drugi zwigzek stosowany w BNCT to BSH (Na,B,,H, SH).
Po raz pierwszy byt zsyntetyzowany przez Millera i wsp.
w 1964 1., a juz w 1968 . zostat wykorzystany do leczenia
pacjentéw z glejakiem przez Hatanake i Nakagawe w Japo-
nii [26, 60] oraz Sauerweina i wsp. w Europie [78]. BSH jest
anionowa pochodng dodekaboranu stosowang w terapii
w postaci soli sodowej. W porédwnaniu do BPA wykazuje
wiekszg hydrofilowo$¢ oraz jest transportowany w spo-
séb pasywny do komdrek nowotworowych. Ze wzgledu na
charakter anionowy, preferencyjnie gromadzi sie w guzach
mébzgu w poréwnaniu ze zdrowymi tkankami dzieki zabu-
rzonej barierze krew-mézg [47, 88]. Biodystrybucja tego
zwigzku osigga stosunek stezeri boru guz/krew w zakresie
0d 0,9 20,4 do 1,2 0,4, natomiast w przypadku guz/zdrowe
tkanki 0,7 0,1 do 3,6 0,6 [47, 82].

Jedna z podstawowych réznic miedzy opisanymi zwigzkami
jest to, Ze BSH zawiera 12 atomdw boru na czasteczke, nato-
miast BPA tylko jeden atom. Dlatego biorac pod uwage réw-
nomierng akumulacje molowg obu tych zwigzkéw w guzie,
BSH moze tatwiej osiagnaé stezenie terapeutyczne 20-35
ug '°B na 1 g guza [47].

Wykazano nie tylko osobnicze réznice w stopniu pobie-
rania boru, lecz takze zalezne od typu nowotworu oraz
jego strefy. Odmienno$¢ histologiczna poszczegdlnych
nowotwordw jest najprawdopodobniej odpowiedzialna za
réznice w pochtanianiu i retencji BPA, i BSH. Dlatego tez
prowadzone sg badania nad polepszeniem biodystrybucji
komérkowej tych zwigzkéw z uwzglednieniem réznych
subpopulacji komérek nowotworowych przez regulacje
szybko$ci wlewu czy sposobu podania, ktéry moze by¢
dozylny lub dotetniczy. Nalezy podkresli¢, ze réwnoczesne
zastosowanie BPA i BSH pozwala na osiagniecie dziatania
synergistycznego tych zwiazkéw [25, 29, 58]. Poza wspo-
mnianym juz taczeniem BPA z fruktozg w celu osiggniecia
lepszej rozpuszczalno$ci w wodzie, do BSH i BPA mozna
przytaczaé zwiazki umozliwiajace przekroczenie bariery
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Kwas borowy i jego pochodne

I generacja

Zwigzki boru

dedykowane
BNCT

BPA ((L)-4-dihydroxy-borylphenylalanine)

BSH (di-sodium undecahydro-mercapto
-closododecacarborate)

Il generacja

1
2
3
4

5

. Nanoczastki [14, 22, 32, 61, 87]

2. Liposomy i ich pochodne [21, 42, 48, 49, 84]

. Modyfikowane pochodne aminokwasowe [4, 33, 34|

. Modyﬁkowane pochodne zawierajace peptydy i biatka
[83, 85, 86]

. Modyfikowane pochodne cukrowe [31, 44]

6. Modyfikowane pochodne nukleozydowe [1, 6]

7. Klastery boru i ich pochodne [23]

8. Pozostale (m.in.: modyfikowane borem kopolimery,

poliaminy, porfiryny i ich pochodne [39, 51, 89]

Il generacja

Ryc. 3. Trzy generacje zwiazkéw boru. Przyktady zwiazkéw badanych pod wzgledem uzytecznosc w BNCT. Na podstawie [5, 47]

krew-mézg np. mannitol, czego skutkiem jest lepsza aku-
mulacja boru w guzie. Zostalo to potwierdzone in vivo na
modelu szczurzego glejaka F98. Zwierzetom, przed poda-
niem BPA lub BSH, wstrzyknieto hiperosmotyczny roztwér
mannitolu. Wyniki wykazaly znaczny wzrost stezenia boru
w guzie w poréwnaniu do grup, ktérym nie podano man-
nitolu [7].

Inng strategia, majgca na celu zwiekszenie ilo$ci BPA
dostarczonej do guza, jest zastosowanie aminokwasowych
analogdw, takich jak L-DOPA, czyli L-3,4-dihydroksyfeny-
loalanina. Zwigzek ten dzieki strukturalnemu podobieri-
stwu do BPA jest transportowany do komdrek za pomoca
transportera aminokwaséw uktadu L. Transport opiera sie
na mechanizmie antyportowym sprzezonym z substratem,
dzieki czemu wstepne dostarczenie L-DOPA zwieksza aku-
mulacje BPA w guzie. Strategia ta zostata potwierdzona
in vitro na komérkach glejaka C6 oraz in vivo na szczurach
obarczonych tym nowotworem, u ktérych stwierdzono
2,7-krotnie wyzsze pochtanianie BPA w guzie niz w gru-
pie traktowanej samym BPA [11]. Zamiast L-DOPA, mozna
wykorzystaé L-tyrozyne, ktéra takze wptywa na podwyz-
szong akumulacje BPA w nowotworze, co potwierdzono na
komérkach glejaka 9L [81].

Jednym z rozwigzan prowadzacych do zwiekszenia
pochtaniania BSH przez komdrki nowotworowe jest
zastosowanie peptydu penetrujacego btone komérkowa
(cell-penetrating peptide, CPP) przylaczonego do dendry-
meru peptydowego zawierajacego czasteczki BSH. Tak przy-
gotowany BSH badano in vitro na komdrkach glejaka U87,

wykazujgc znaczny wzrost stezenia BSH w guzie, w poréw-
naniu z komérkami traktowanymi samym BSH, a w bada-
niach na myszach udowodniono, ze BSH-dendrymer-CPP
nie gromadzi sie w zdrowej tkance, a tylko w guzie. Jest
to prawdopodobnie osiagane dzieki dodatnio natadowa-
nej czesci bogatej w arginine CPP (11 reszt argininy), ktéra
sprzyja wewnatrzkomdrkowej akumulacji anionowego BSH
[52]. Inng strategig, majaca na celu zwiekszenie pobierania
BSH przez komdrki nowotworowe, jest sprzezenie tego
zwigzku z glikolem polietylenowym oraz kwasem poliglu-
taminowym. Badania koniugatu na komdérkach raka jelita
grubego C26 wykazaly znacznie wigksze pobieranie i aku-
mulacje w tych komdrkach w poréwnaniu do preparatéw
niepegylowanych i samego BSH [51].

W ostatnim 20-leciu rozpoczat sie szybki rozwdj badan
nad nowymi zwiagzkami zawierajagcymi bor zaréwno
organicznymi, jak i nieorganicznymi. Waznym aspek-
tem jest wzbogacanie no$nikéw w izotop °B, poniewaz
jego zawarto$¢ w naturalnie wystepujacym borze wynosi
19,9% [47]. Kierunek badari nad zwigzkami III generacji
przedstawiono na ryc. 3. Uwage skupiono na: modyfiko-
wanych pochodnych aminokwaséw [4, 33, 34], peptydéw
i bialek [83, 85, 86], ale tez nukleozydéw [1, 6] i pochod-
nych cukrowych [31, 44]. Wazna role wydaja sie odgry-
wac klastery boru i ich pochodne [23] oraz wiele réznych
czgsteczek biologicznie czynnych. Jednym z dokladniej
badanych no$nikéw boru sg liposomy i ich pochodne
[21, 42, 48, 49, 84]. Duza zaleta liposoméw jest mozliwo$é
ich ukierunkowania w celu selektywnego dostarczenia
zamknietych w nich zwigzkéw do tkanki nowotworowej.
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Jedna z mozliwosci jest sprzezenie liposoméw z prze-
ciwciatami monoklonalnymi swoistymi dla antygenu
rakowo-ptodowego (carcino-embrionic antygen, CEA).
W badaniach Yanagie i wsp. takie liposomy selektywnie
wigzaly sie z komérkami ludzkiego raka trzustki AsPC-1
eksprymujacymi na swojej powierzchni CEA oraz dostar-
czaly zamkniety w nich zwigzek boru o wzorze Cs B, H, SH.
Dzieki temu po napromienieniu wigzkg neutronéw hodowli
komdrek ich zdolno$¢ do przezycia obnizyta sie [84]. Inng
strategia jest dolaczenie do liposoméw naskérkowego
czynnika wzrostu (epidermal growth factor, EGF), co umoz-
liwia ukierunkowanie na receptor EGF (epidermal growth
factor receptor, EGFR) obecny na powierzchni wielu typéw
komdérek nowotworowych. Badania Kullberga i wsp. wyka-
zaty zwiekszone pochtanianie tak zmodyfikowanych lipo-
soméw przez komdrki glejaka U-343MGacCl2:6, a dzieki
zamknietej w §rodku akrydynie zwigzanej z borem, osia-
gnieto 10-krotne zmniejszenie przezycia tych komérek po
napromienieniu neutronami [42]. Aby skierowa¢ no$niki na
receptor EGF, mozna takze wykorzystaé liposomy zwigzane
z przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko EGFR. Taka
strategie zastosowali Feng i wsp., ktérzy w immunolipo-
somach zamkneli BSH. Ich badania wykazaty, ze BSH byt
transportowany wylacznie do komérek eksprymujacych
receptor. Wybidrczo$é pochtaniania immunoliposoméw
stwierdzono réwniez w do§wiadczeniu in vivo na myszach
obarczonych glejakiem U87 [21]. Natomiast Masunagi
i wsp. wykorzystali inng modyfikacje liposomdéw za pomoca
transferryny i glikolu polietylenowego do zamkniecia
w ich wnetrzu GB-10 (decahydrodecaborate-10B) lub BSH.
Dos$wiadczenie in vivo na myszach z rakiem ptaskonabton-
kowym jezyka SCC VII (squamous cell cancer) wykazato
wiekszy wychwyt nosnika przez komérki nowotworowe
zawierajace receptor i korzystny stosunek stezenia boru
guz/krew. Dzieki temu po napromienieniu neutronami
miejsca podania, PEGylowane liposomy z transferryna
i zamknietymi zwigzkami boru wykazaly wiekszy efekt
terapeutyczny niz inne formy tych zwigzkéw [49].

WYKORZYSTANIE NIEORGANICZNYCH NANOCZASTEK BORU
JAKO POTENCJALNYCH ZWIAZKOW W TERAPII BOROWO-
NEUTRONOWE)

W przypadku nieorganicznych nanoczastek, badania sku-
piaja sie na wegliku boru oraz azotku boru ze wzgledu na
duza zawarto$¢ boru w ich strukturze oraz mozliwo$¢ ukie-
runkowanych modyfikacji powierzchni.

Weglik boru (B,C) jest lekkim zwigzkiem nieorganicznym,
ktéry charakteryzuje sie bogata zawarto$cig boru, obo-
jetnym charakterem oraz stosunkowo wolng degradacja
w organizmie, co czyni go potencjalnym kandydatem do
wykorzystania w terapii borowo-neutronowej. Mozna go
otrzyma¢ réznymi metodami, m.in.: spiekania proszkéw,
redukgji karbotermicznej, reakcji w fazie gazowej lub piro-
lizie polimerdéw. Dzieki procesom chemicznego i fizycznego
osadzania z fazy gazowej ma szeroki zakres stechiometrii
oraz struktur polikrystalicznych i amorficznych [77].

Mortensen i wsp., w celu sprawdzenia uzyteczno$ci weglika

boru w BNCT, przetestowali jego dziatanie in vitro na mysiej
linii komérkowej czerniaka B16F10. Po napromienieniu
komdérek wigzka neutronéw zaobserwowano, ze wraz ze
wzrostem stezenia B,C hamowana byta proliferacja komé-
rek nowotworowych, podczas gdy sam niepoddany naswie-
tlaniu weglik boru nie wptywat znaczaco na ich zywotno$é
[57].

W celu zastosowania w BNCT zbadano rézne metody otrzy-
mywania weglika boru, jego strukture krystalograficzna,
wielko$¢, jednorodno$¢ oraz funkcjonalizacje za pomocy
wielu czasteczek. Zostata okreslona jego cytotoksycz-
no$¢ i dziatanie na liniach komérkowych oraz na mode-
lach mysich. Przykladem sa przygotowane przez Ishikawe
i wsp. czgsteczki B,C o wielko$ci okoto 200 nm, otrzymane
metoda pulsacyjnego laserowego naswietlania rozproszo-
nego zwigzku boru w octanie etylu pod ci$nieniem atmos-
ferycznym i w temperaturze pokojowej. Kazda uzyskana
czgstka zostala zamknieta w warstwie grafitowej, ktéra
byta korzystng modyfikacja powierzchni utatwiajacg pota-
czenie z wybranym lekiem przeciwnowotworowym lub
umozliwiajaca uzyskanie czasteczki o specyficznej zdol-
noéci do rozpoznawania tkanek [30]. Otrzymany weglik
boru z otoczka grafitowg przetestowano w warunkach in
vitro pod katem uzyteczno$ci w BNCT na linii komdrkowej
SAS ludzkiego ptaskonabtonkowego raka jezyka (SCC) oraz
na nagich myszach z heteroprzeszczepem SAS. Ponadto
czastki B,C zostaty bezposrednio podane do guza w bada-
niach przeprowadzonych w warunkach in vivo. Na podsta-
wie do$wiadczen zaobserwowano:

* zmniejszong zywotno$¢ komdrek w hodowlach, mimo
ze sam B,C nie wptywal na wzrost komérek;

+ zahamowanie tworzenia kolonii przez komérki SAS;

+ podanie B,C do guza umozliwilo osiggniecie wystar-
czajacego stezenia boru wymaganego w BNCT;

* po wstrzyknieciu do guza czgstki B,C nie gromadzity
sie w przestrzeni wewnatrzkomérkowej prawidto-
wego nabtonka;

« zwigzek kumulowat sie w nerkach, watrobie i §ledzio-
nie w §ladowych ilo$ciach;

+ masa ciala u myszy podczas eksperymentu nie ulegta
zmianie.

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen obserwowano
nieliczne dziatania niepozadane po podaniu B,C [30, 32].

Natomiast w badaniach Tsuji i wsp. przygotowano czastki
weglika boru powleczone dodatnio natadowang poli-L-
-lizyna i ujemnie natadowanym kwasem poliglutaminowym,
a nastepnie sprzezono z transferryng. Koniugat zostat prze-
testowany in vitro na linii raka szyjki macicy HeLa oraz pra-
widlowych komérkach pochodzacych z nerki szczura NRK
(normal rat kidney). Wykazano, ze modyfikowany weglik
boru byt internalizowany przez komérki nowotworowe za
pomoca receptora transferryny, ale nie byt pochtaniany
przez komérki NRK. Ponadto w badaniach in vivo koniugat
zostat wstrzykniety dozylnie myszom, po czym byt transpor-
towany do guza, a nastepnie internalizowany przez komérki
nowotworowe w procesie endocytozy w poblize jadra [76].
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Pochtanianie zmodyfikowanych czastek weglika boru przez
komérki potwierdzily takze badania Yinghuaia i wsp. Zsyn-
tetyzowali oni jedno$cienne nanorurki weglowe funkcjo-
nalizowane peptydami, a po podaniu ich myszom z rakiem
sutka EMT6 zaobserwowali wieksza akumulacje tych struk-
tur w guzie w poréwnaniu z watroba, ptucami, §ledziona
oraz krwig [87].

Innym przyktadem jest opracowanie przez Petersena
i wsp. funkcjonalizacji weglika boru z lizaming i sekwen-
cja peptydu TAT, ktéra promuje adhezje komérkowa oraz
pobieranie czastek. Komdrki czerniaka B16-OVA inkubo-
wano z tak modyfikowanym zwiazkiem przez 12 godzin,
po czym wstrzyknieto je myszom, a miejsce podania
napromieniono wigzka neutronéw termicznych po 1, 4
lub 8 dniach po podaniu preparatu. W poréwnaniu do
kontroli nietraktowanej, najwieksze opéznienie wzrostu
guza i wydluzenie przezycia myszy zaobserwowano, gdy
miejsce iniekcji byto napromienione po jednym dniu od
podania komdrek. Potwierdzajac, ze modyfikowany w ten
sposéb weglik boru moze by¢ wykorzystany w terapii
borowo-neutronowej, jako skuteczne narzedzie do opdz-
niania wzrostu agresywnego guza litego, jakim jest czer-
niak B16-OVA [65].

Azotek boru (BN) to nieorganiczny zwigzek boru i azotu
o strukturze krystalicznej lub amorficznej. W postaci kry-
stalicznej BN moze wystepowaé m.in.: w uktadzie regu-
larnym, heksagonalnym o budowie zblizonej do grafenu
lub uktadzie podobnym do struktury wurtzytu [67]. Do
BNCT czesto wykorzystuje sie heksagonalny azotek boru
ze wzgledu na jego chemiczng stabilno$¢, a takze two-
rzone z niego nanorurki, ktére majg duza zawarto$¢ boru.
Wykorzystujac rézne metody syntezy, mozna uzyskad
wiele odmian polimorficznych tego zwigzku. Istnieje bar-
dzo wiele sposobéw majacych na celu wytworzenie wyso-
koenergetycznego wigzania miedzy borem, a azotem, lecz
do najwazniejszych nalezy zaliczy¢:

+ azotowanie amoniakiem lub azotem produktéw
powstatych w wyniku reakcji tlenowych zwigzkéw
boru ze zwigzkami organicznymi zawierajgcymi
w swojej strukturze azot;

+ synteza z nieorganicznych zwigzkéw azotujacych
oraz tlenowych zwigzkéw boru;

« azotowanie amoniakiem tlenku boru w stopionych
solach lub na no$niku;

+ azotowanie amoniakiem lub azotem tlenowych
zwigzkéw boru w obecnosci reduktordw, takich jak
wegiel lub magnez;

« piroliza produktéw reakcji estréw lub halogenkéw
boru z amoniakiem lub piroliza lotnych zwiazkéw
boroorganicznych [66, 69].

Do uzyskania odpowiednich struktur BN przydatne sg réw-
niez techniki, takie jak: wytadowanie tukowe, mielenie
kulowe, chemiczne osadzanie z fazy gazowej, pulsacyjne
osadzanie laserowe, metody solwotermiczne, kriogeniczna
eksfoliacja, sucha eksfoliacja z wykorzystaniem wodoro-
tlenkéw, eksfoliacja wspomagana sonikacjg, eksfoliacja

chemiczna np. z wykorzystaniem kwasu o duzej zawartosci
protondw, czy tez wykorzystanie wirowego urzagdzenia ply-
nowego [9, 20, 24, 71].

Zaleta BN jest jego cze$ciowo polarny charakter, dzieki
temu ma wiekszg stabilno$¢, réwniez w uktadach biolo-
gicznych, w poréwnaniu do nanoczastek weglowych [61].
W celu poprawienia dyspersji w wodzie i ptynach fizjolo-
gicznych, poddaje sie go réznym wariantom funkcjonali-
zacji powierzchni. Przykladowo zastosowano powlekanie
polietylenoiming i poli-L-lizyng [15], przytaczanie gliko-
dendrymeréw [12], niekowalencyjne owijanie glikol-chito-
zan [13] oraz modyfikowanie Tweenem 80 (monooleinian
polioksyetyleno-80-sorbitanu) [28]. Do funkcjonalizacji
powierzchni nanorurek azotku boru wykorzystano takze
rozpuszczalne w wodzie i biokompatybilne PEGylowane
fosfolipidy - metoksy-poli(etylenoglikol)-1,2-distearoilo-
sn-glicero-3-fosfoetanoloamine (mPEG-DSPE o $rednie;j
masie czgsteczkowej 5000) [46]. Wykorzystujac odpowied-
nie metody i warunki syntezy, np. metode solwotermiczna,
mozna uzyskaé BN o duzej dyspersji w wodzie [38]. Innym
rozwigzaniem jest synteza porowatego hydroksylowa-
nego azotku boru z wykorzystaniem termicznego pod-
stawienia atomdéw wegla strukturami kwasu borowego
w azotkach wegla. Powstatly BN wykazuje zwiekszong
dyspersje w wodzie, biokompatybilno$¢ oraz moze stuzyé
jako wydajny no$nik lekéw przeciwnowotworowych [80].
Wszystkie wymienione modyfikacje powierzchni nano-
rurek doprowadzity do otrzymania zwigzkéw dyspergo-
walnych w wodzie oraz rozpuszczalnikach organicznych.
W terapii nowotwordw mézgu, azotek boru mozna takze
potaczy¢ z transferryna, ktéra umozliwia przejscie bariery
krew-mézg, dzieki obecnosci wielu receptoréw transfer-
ryny na komérkach $rédbtonka [14].

Waznym czynnikiem powodzenia BNCT jest niewielka tok-
syczno$¢ no$nikéw boru w stosunku do zdrowych komé-
rek. Testy cytotoksycznosci, przeprowadzone przez Singha
i wsp., wykazaly, ze nanorurki z azotku boru sa bardziej
cytotoksyczne w stosunku do linii raka szyjki macicy HeLa
oraz linii ludzkiego gruczolakoraka piersi MCF-7 w poréw-
naniu do prawidlowej linii ludzkich embrionalnych
komérek nerek HEK-293 [71]. Natomiast Kaur i wsp. zsynte-
tyzowali azotek boru na potrzeby BNCT metoda solwoter-
miczng z uzyciem kwasu borowego i roztworu amoniaku.
Nastepnie przeprowadzili analize cytotoksycznos$ci tak
przygotowanego zwigzku na linii komérkowej HeLa. Bada-
nie wykazato zalezne od stezenia pobieranie boru przez
komdrki. Zaobserwowano, ze w stezeniu do 1 mg/ml nie
jest on cytotoksyczny, co moze sugerowad, ze w takim mak-
symalnym stezeniu moze by¢ bezpiecznie uzywany w pro-
cedurach biomedycznych. Natomiast przy stezeniu 1,2 mg/
ml wskaznik cytotoksyczno$ci wynosit juz 40%. Zwiazek ten
nie powoduje wzrostu reaktywnych form tlenu, nie narusza
blony jadrowej i nie zmienia gestosci chromatyny jadrowej,
co sugeruje, ze azotek boru nie powoduje znacznych uszko-
dzeti komérek [38]. W badaniach Ferreiry i wsp. komérki
linii HeLa po inkubacji z nanorurkami azotku boru zostaly
dodatkowo napromienione wigzka neutronéw. Wyniki
wykazaly, ze $miertelno$é tych komérek, ktére pochto-
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nely nanostruktury, byta znacznie wieksza, niz komérek
traktowanych samymi nanostrukturami lub sama wiazka
neutronéw [22]. W innych badaniach poréwnywano nano-
rurki z azotku boru sfunkcjonalizowane DSPE-PEG2000
zBSH i BPA. Koniugat wykazat trzykrotnie wiekszg akumu-
lacje w komérkach czerniaka B16 niz BSH, ale stabsza niz
BPA. Dzieki temu po napromienieniu komérek wigzka neu-
tronéw wywotat $mierc wiekszej liczby komérek nowotwo-
rowych w poréwnaniu do BSH [61]. Wstepny test in vivo na
zwierzetach przeprowadzili Ciofani i wsp. Ocenili poczat-
kowe bezpieczeristwo biologiczne nanorurek azotku boru
przez podanie dozylne tego zwigzku (1mg/kg masy ciata)
krélikom i przeprowadzenie analizy krwi, w wyniku kté-
rej nie wykazano zmian podstawowych parametréw oraz
uposledzenia funkcji watroby i nerek. Nie zaobserwowano
réwniez toksycznosci po jednorazowym podaniu dozylnym
w ciggu 72 godzin [14].

Poréwnujgc oba zwigzki, nanorurki azotku boru maja prze-
wage nad nanorurkami weglowymi, poniewaz wykazuja
obojetno$¢ chemiczng, stabilno$é termiczng oraz whasci-
wosci izolacyjne. Ponadto sa lekkie, maja doskonate wia-
$ciwoéci mechaniczne, wieksza odpornos$é na utlenianie
oraz sg strukturalnie stabilne i biokompatybilne [61]. Bada-
nia in vitro i in vivo wykazaly, ze struktury z azotku boru
charakteryzuja sie mniejsza cytotoksycznoscia niz ich
weglowe odpowiedniki [71]. Nanorurki azotku boru nie
hamujg wzrostu komdrek HEK-293 ani nie indukuja szla-
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kéw apoptotycznych, podczas gdy nanorurki weglowe
moga hamowa¢ proliferacje tej linii komérkowej przez
indukcje apoptozy i zmniejszenie zdolnosci adhezji [12, 17].
Ponadto udowodniono, ze te weglowe struktury wykazuja
cytotoksyczno$¢ wobec ludzkich keratynocytéw [70], moga
hamowa¢ wzrost embrionalnych komdrek neuronu mézgu
szczura [50], a takze indukujg tworzenie ziarniakéw ptuc
u myszy [45, 79].

PODSUMOWANIE

Nowotwory sg istotnym problemem spotecznym, szacuje
sie, ze z powodu chordb onkologicznych na $§wiecie umiera
prawie 10 milionéw os6b rocznie, a w Polsce ta liczba prze-
kracza 100 tysiecy. Mimo ze zlo$liwe nowotwory regionu
glowy i szyi, mézgu, czerniaka czy rak ptuca lub watroby
staja sie celem BNCT w coraz szerszym zakresie, zwiek-
szenie skuteczno$ci terapii wymaga opracowania nowych
sposobéw dostarczania boru w celu uzyskania stezenia
terapeutycznego. Nanoczastki, takie jak weglik boru, azo-
tek boru oraz liposomy zawierajace zwiazki bogate w bor
stwarzaja nowe perspektywy. Oczekuje sie, Ze te nanostruk-
tury, ze wzgledu na obfito§¢ pierwiastka, nie beda wyma-
galy dodatkowego wzbogacania izotopem °B. Ponadto,
poddane modyfikacjom beda selektywnie ukierunkowane
na $rodowisko nowotworu. Aby mogly zosta¢ wykorzystane
w przyszto$ci w celowanej terapii borowo-neutronowej,
zwigzki te wymagaja dalszych badan nad bezpieczeristwem
i skutecznoscig ich stosowania.
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