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Wykaz skrótów i symboli 

 

BNCT (ang. boron neutron capture therapy) terapia borowo-neutronowa 

BPA (ang. 4-borono-L-phenylalanine) 4-borono-L-fenyloalanina 

MIP (ang. molecularly imprinted polymer) polimer wdrukowany molekularnie 

ICP-MS (ang. inductively coupled plasma mass spectrometry) spektrometria mas 

sprzężona z plazmą wzbudzaną indukcyjnie 

SC-ICP-MS (ang. single cell inductively coupled plasma mass spectrometry) 

spektrometria mas pojedynczej komórki sprzężona z plazmą wzbudzaną 

indukcyjnie 

LAT-1 (ang. L-amino acid transporter-1) transporter-1 L-aminokwasów  
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Streszczenie 

 Leczenie chorób nowotworowych wciąż pozostaje jednym z największych wyzwań 

współczesnej medycyny. Obiecującą alternatywą dla konwencjonalnych metod 

terapeutycznych jest terapia borowo-neutronowa (BNCT), przeżywająca obecnie renesans, 

dzięki postępom w rozwoju akceleratorów. Zasada działania BNCT opiera się na 

wykorzystaniu reakcji jądrowej zachodzącej pomiędzy izotopem boru 10B, dostarczanym do 

miejsca zmienionego nowotworowo, a neutronami termicznymi z zewnętrznej wiązki 

dostarczanej przez akceleratory lub reaktory jądrowe. Produktami tej reakcji są ciężkie jony, 

które niszczą komórki nowotworowe. Istotnym ograniczeniem terapii jest jednak brak 

odpowiednio efektywnego nośnika boru. Zmodyfikowanie używanego już w praktyce 

klinicznej związku boru np. poprzez zastosowanie nowoczesnych systemów dostarczania 

leków, może być obiecującym rozwiązaniem w uzyskaniu nośnika boru dla BNCT. 

  W niniejszej pracy skupiłam się na metodach potencjalnie poprawiających 

skuteczność terapeutyczną 4-borono-L-fenyloalaniny (BPA), związku boru stosowanego  

w praktyce klinicznej w BNCT, badając dwa aspekty. Pierwszy koncentrował się na 

opracowaniu i charakterystyce polimerów wdrukowanych molekularnie (MIPs), nowoczesnych 

materiałów polimerowych, jako systemów dostarczania BPA. Drugi aspekt, oparty na 

badaniach komórkowych, dotyczył zastosowania aminokwasowych analogów BPA układu L, 

w celu zwiększenia ilości BPA dostarczanej do komórek. L-aminokwasy są transportowane 

poprzez mechanizm antyportowy sprzężony z substratem, co powoduje, że przedekspozycyjne 

narażanie (ang. preloading) na wybrany analog nasila wychwyt BPA.  

W celu oceny tego wychwytu opracowałam nową metodę oznaczania stężenia boru  

w komórkach z wykorzystaniem spektrometrii mas pojedynczej komórki sprzężonej z plazmą 

wzbudzaną indukcyjnie (SC-ICP-MS). 

 Z powodzeniem zsyntetyzowałam MIPs specyficzne wobec BPA o strukturze tzw. 

plastra miodu metodą polimeryzacji rodnikowej. Nie wykazały one cytotoksyczności  

w stosunku do zbadanych nowotworowych i prawidłowych linii komórkowych. 

Przedekspozycyjne narażanie na L-tyrozynę pokazało istotnie statystyczny wpływ na wychwyt 

BPA zarówno w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuc, jak i prawidłowych 

fibroblastach płuc. Zastosowanie SC-ICP-MS do oznaczania boru dostarczyło nowych 

informacji na temat jego dystrybucji w komórkach i podkreśliło niejednorodność zawartości 

boru w przypadku komórek nowotworowych. 

 Badania dowiodły, że zaprojektowane MIPs mają potencjał do dalszych zastosowań 

in vivo jako nośniki BPA dla BNCT, natomiast przedekspozycyjne narażanie na L-tyrozynę 
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wydaje się być obiecującym dodatkowym narzędziem w użyciu BPA w BNCT. Ponadto, 

opracowana nowa metoda analizy boru z zastosowaniem SC-ICP-MS, może stać się znaczącą 

techniką w dalszych badaniach nad terapiami opartymi na wykorzystaniu boru. 
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Abstract 

Title: Studies on the selected methods potentially improving the therapeutic effectiveness 

of 4-borono-L-phenylalanine in boron neutron capture therapy 

 Treatment of cancerous diseases still remains one of the biggest challenges of modern 

medicine. A promising alternative to conventional therapeutic modalities is boron neutron 

capture therapy (BNCT), a method currently experiencing a renaissance, due to the latest 

advances in the development of accelerators. The principle of BNCT is the use of  

a nuclear reaction occurring between 10B isotope, specifically delivered to the tumour site, and 

thermal neutrons from the external beam, provided by accelerators or nuclear reactors. The 

products of this reaction are heavy ions that destroy cancerous cells. A significant limitation, 

however, is the lack of appropriately effective boron carrier. The modification of a boron 

compound already implemented in clinical practice with e.g. the use of modern drug delivery 

systems, may be a promising solution to obtaining an appropriate boron carrier for BNCT.  

 In this study, I focused on the methods potentially improving the therapeutic 

effectiveness of 4-borono-L-phenylalanine (BPA), a boron compound already used in clinical 

practice in BNCT, by investigating two aspects. The first one concentrated on the design and 

characterization of molecularly imprinted polymers (MIPs), modern polymeric materials, as 

BPA delivery systems. The second, cellular-assay-based, concerned using the  

L-amino-acidic analogues of BPA in order to increase the BPA uptake in cells. L-amino acids 

are transported through an antiport mechanism coupled with a substrate, which causes the 

preloading with the chosen analogue to enhance BPA uptake. In order to assess this uptake,  

I developed a new method for the determination of boron concentration in cells using single 

cell inductively coupled plasma mass spectrometry (SC-ICP-MS).    

 I successfully synthesized MIPs of honeycomb-like structure using radical 

polymerization method, which were specific towards BPA and have shown no cytotoxicity 

towards tested cancerous and normal cell lines. Preloading with L-tyrosine has shown 

statistically significant effect on the BPA uptake in both non-small cell lung carcinoma cells 

and normal lung fibroblasts. The use of SC-ICP-MS in boron determination provided new 

information on its distribution in cells and highlighted the heterogeneity in boron content in the 

case of cancerous cells.  

 The research proved that the designed MIPs have the potential for further in vivo 

applications as BPA carriers in BNCT, and that preloading with L-tyrosine seems a promising 

additional tool in BNCT treatment using BPA. Moreover, the newly developed method of boron 
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analysis using SC-ICP-MS may become a significant technique in further research on boron-

based therapies.   
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1. Wstęp 

 

Konwencjonalne metody stosowane w leczeniu chorób nowotworowych, takie jak 

chemo- czy radioterapia, często nie są w stanie przynieść odpowiednio skutecznych odpowiedzi 

terapeutycznych, a ich efekty niepożądane mogą znacznie obniżyć jakość życia pacjentów. 

Jednym z relatywnie nowych rozwiązań tych problemów może być terapia borowo-neutronowa 

(ang. boron neutron capture therapy, BNCT), która dzięki znaczącemu postępowi  

w konstrukcji akceleratorów, przeżywa w ciągu ostatnich dwóch dekad renesans [1]. W BNCT 

wykorzystywana jest reakcja jądrowa zachodząca pomiędzy izotopem boru 10B, dostarczanym 

przez nośnik boru podawany pacjentowi przed napromienianiem, a neutronami termicznymi  

z zewnętrznego źródła. Główne produkty tej reakcji, cząstki alfa oraz jądro 7Li, to ciężkie 

cząstki naładowane, silnie jonizujące i o krótkim zasięgu, zdolne do efektywnego niszczenia 

komórek nowotworowych [1]. Obecnie, jednym z największych wyzwań BNCT, jest 

zapewnienie odpowiedniego nośnika boru, który powinien charakteryzować się m.in. 

zdolnością dostarczania odpowiednio dużej ilości boru (20-50 µg 10B na gram tkanki 

nowotworowej), specyficznym wiązaniem tylko z komórkami nowotworowymi, niską 

toksycznością, odpowiednio długą retencją w guzie i relatywnie szybkim usuwaniem  

z krwioobiegu [2]. Ze względu na wysokokosztową i technicznie problematyczną produkcję 

związków boru wzbogaconych w izotop 10B [3], skupienie się na tych już poznanych  

i stosowanych w praktyce klinicznej wydaje się być wysoce zasadne. Połączenie ich  

z nowoczesnymi systemami dostarczania leków to jeden z kierunków rozwoju nośników boru 

opisywany przez wielu naukowców [4].  

Związkiem boru szeroko stosowanym w praktyce klinicznej jest  

4-borono-L-feynloalanina (BPA), pochodna L-fenyloalaniny, zawierająca jeden atom boru  

w cząsteczce [4]. Ze względu na niski stopień rozpuszczalności BPA w wodzie, substancja ta 

podawana jest w formie kompleksu z D-fruktozą [5]. BPA jest dostarczana do komórek  

w organizmie poprzez transport aktywny, z udziałem transporterów aminokwasów typu L, 

głównie transportera-1 (LAT-1) [6]. Intensywny wzrost komórek nowotworowych powoduje 

zwiększenie ich zapotrzebowania na aminokwasy, co prowadzi do nadekspresji transporterów 

aminokwasów, czyniąc z nich obiecujące cele molekularne [7]. W przypadku BPA, LAT-1 

stanowi cel molekularny. Niekorzystnym zjawiskiem podczas terapii BPA jest konkurencyjny 

transport innych aminokwasów typu L do komórek, co może przyczyniać się do zbyt krótkiej 

retencji BPA w tkankach nowotworowych [8]. Grupa badawcza pod kierunkiem Nomoto 

wyjaśniła to zjawisko jako mechanizm antyportowy [8], powodujący ciągłą wymianę BPA 
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wewnątrz- i zewnątrzkomórkowego z L-aminokwasami. Uniemożliwia to osiągnięcie 

odpowiednio wysokiego stężenia BPA w komórkach i tym samym obniża efektywność terapii. 

Obecnie w badaniach klinicznych opracowuje się nowe protokoły dozowania BPA  

w połączeniu z podawaniem innego związku boru, pochodnej dodekaboranu, w celu utrzymania 

odpowiedniego stężenia boru w miejscu zmienionym nowotworowo [4]. Może się to jednak 

wiązać z niekomfortowym dla pacjenta przedłużeniem czasu infuzji dożylnej.  

W badaniach podstawowych i przedklinicznych proponowane są więc inne metody poprawy 

dostępności BPA. 

Jedną z metod poprawy dostępności BPA opisała wspomniana już grupa Nomoto, 

która zastosowała kompleksowanie BPA poli(alkoholem winylowym) [8]. Utworzony 

kompleks został przetransportowany do komórek drogą endocytozy z wykorzystaniem LAT-1, 

co skutkowało wolniejszym usuwaniem BPA z komórek niż w przypadku standardowo 

podawanego kompleksu BPA z D-fruktozą. Zakładając uzyskanie podobnego efektu  

w przypadku użycia innych związków polimerowych, obiecującym rozwiązaniem może być 

zastosowanie polimerów wdrukowanych molekularnie (MIPs). MIPs należą do grupy 

nowoczesnych materiałów polimerowych, charakteryzujących się wysoką selektywnością 

wobec wybranej cząsteczki oraz stabilnością chemiczną i termiczną [9]. Synteza MIP, 

nazywana również drukowaniem molekularnym, jest trzyetapowa i obejmuje utworzenie 

kompleksu prepolimeryzacyjnego między wybranym monomerem funkcyjnym oraz cząsteczką 

szablonu (wdrukowywaną w strukturę polimeru), reakcję polimeryzacji, oraz usunięcie 

szablonu z otrzymanego MIP [10]. Co istotne, MIPs wykazują wysoką zdolność do integracji 

z innymi materiałami, czyniąc z nich obiecujące systemy dostarczania leków wzbogacone  

o elementy typu cząstki magnetyczne, fluorofory, czy domeny rozpoznające wybrane cele 

molekularne [11]. MIPs jako materiały do dostarczania związków boru nie były do tej pory 

opisane.  

Kolejną metodą poprawy dostępności BPA może być zastosowanie jej analogów – 

innych aminokwasów typu L. Strategia ta wykorzystuje antyportowy, sprzężony z substratem 

mechanizm transportu L-aminokwasów [12]. Zwiększone wewnątrzkomórkowe stężenie  

L-aminokwasów stymuluje proces transportu zewnątrzkomórkowej BPA do komórek [13]. 

Wpływ tej metody na wychwyt BPA był badany zarówno na modelach komórkowych  

i zwierzęcych, jak i wycinkach tkanek ludzkich, skupiając się głównie na zastosowaniu takich 

aminokwasów jak L-tyrozyna, L-DOPA oraz L-fenyloalanina, a badane modele obejmowały 

przede wszystkim nowotwory mózgu i czerniaka [13–22]. Choć wiele doniesień literaturowych 

potwierdza skuteczność tej metody [15–18], nie zawsze przynosi ona oczekiwane skutki 
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[13,14,19–21]. Według Yanga i in. [21], stymulujący efekt zależy od histologii  

i umiejscowienia nowotworu, przez co nie w każdym przypadku zauważalne będą korzystne  

z punktu widzenia skuteczności terapii rezultaty. Dlatego też zasadność zastosowania tej 

strategii, jako sposobu na zwiększenie efektywności dostarczania BPA, powinna być ustalana 

dla konkretnego nowotworu. Brak jest obecnie doniesień literaturowych o wpływie 

przedekspozycyjnego narażania na L-aminokwasy na wychwyt BPA w modelu raka płuc,  

a także o jego wpływie na wychwyt BPA w komórkach prawidłowych. Do badań zawartości  

i dystrybucji BPA w komórkach stosowano do tej pory przede wszystkim techniki oparte na 

spektroskopii mas [13,23–25] i emisyjnej spektroskopii atomowej [26,27], które z wyjątkiem 

spektrometrii mas jonów wtórnych (będącej jednak metodą o niskiej przepustowości) [13] nie 

pozwalają na przeanalizowanie dystrybucji boru na poziomie pojedynczej komórki oraz 

struktur subkomórkowych. Stąd też zapotrzebowanie na metodę, za pomocą której możliwe 

będzie określenie wychwytu BPA na poziomie komórki, co pozwoli na udoskonalenie 

protokołów terapeutycznych stosowanych w BNCT. Odpowiedzią na tę potrzebę może być 

technika ICP-MS pojedynczej komórki (SC-ICP-MS), mierząca stężenie określonego 

pierwiastka na poziomie pojedynczych komórek, dzięki czemu uzyskiwane są dane różnicujące 

badaną populację komórek [28]. SC-ICP-MS stanowi stosunkowo nową metodę, opisaną  

w relatywnie małej liczbie publikacji [29], a jej zastosowanie w określaniu zawartości boru nie 

było do tej pory udokumentowane. 
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2. Założenia i cel pracy 

 

 Celem niniejszej pracy było zbadanie metod potencjalnie prowadzących do 

poprawienia skuteczności terapeutycznej BPA w BNCT. W szczególności zaproponowałam 

dwa aspekty: MIP jako system dostarczania BPA do komórek, oraz zastosowanie 

przedekspozycyjnego narażania na aminokwasowe analogi BPA typu L na modelu 

niedrobnokomórkowego raka płuc. W celu oznaczenia stężenia i dystrybucji boru w populacji 

komórek opracowałam także nową metodę analityczną na bazie techniki SC-ICP-MS. Ze 

względu na istotne ograniczenia BNCT, związane z brakiem efektywnych nośników boru oraz 

wysokokosztowym i technicznie problematycznym procesem otrzymywania związków boru 

wzbogaconych w izotop 10B, w pracy skupiłam się na badaniach mających na celu polepszenie 

działania stosowanego obecnie w BNCT związku boru.  

Cel badawczy zrealizowałam w poniżej opisanych etapach: 

• Przygotowanie przeglądu piśmiennictwa na temat zastosowania MIP w terapii  

i diagnostyce (teranostyce) chorób nowotworowych (Publikacja 1); 

• Opracowanie i optymalizacja syntezy MIP oraz polimerów kontrolnych, specyficznych 

wobec BPA (Publikacja 2); 

• Charakterystyka otrzymanych polimerów pod względem parametrów 

fizykochemicznych, morfologii i struktury, w celu dokładnego opisania  

i potwierdzenia uzyskania zaprojektowanego materiału (Publikacja 2); 

• Zbadanie właściwości adsorpcyjnych otrzymanych polimerów wobec BPA  

w układach modelowych. Pozwoliło to na wyselekcjonowanie polimeru o największej 

specyficzności i pojemności adsorpcyjnej wobec BPA, do dalszych badań uwalniania  

i cytotoksyczności (Publikacja 2); 

• Zbadanie uwalniania BPA z otrzymanych polimerów w środowisku soli fizjologicznej 

buforowanej fosforanami, w różnym pH, w celu określenia możliwości zastosowania 

uzyskanego materiału w układach biologicznych, w warunkach koniecznych dla 

prowadzenia terapii BNCT (Publikacja 2); 

• Określenie cytotoksyczności otrzymanych polimerów in vitro za pomocą testu redukcji 

bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowego wobec dwóch 

wybranych linii komórkowych – niedrobnokomórkowego raka płuc, linia A549, oraz 

prawidłowych fibroblastów płuc, linia V79-4. Informacja ta jest niezbędna dla 

wstępnego oszacowania bezpieczeństwa stosowania uzyskanego materiału w modelach 

in vivo (Publikacja 2); 
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• Zbadanie wpływu przedekspozycyjnego narażania na L-fenyloalaninę i L-tyrozynę na 

wychwyt BPA in vitro w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuc (linia A549)  

i prawidłowych fibroblastach płuc (linia V79-4) za pomocą techniki ICP-MS, w celu 

oszacowania efektywności tej metody w niedrobnokomórkowym raku płuc (Publikacja 

3); 

• Zastosowanie techniki SC-ICP-MS do określenia zawartości boru w komórkach linii 

A549 i V79-4 po ekspozycji na BPA i przedekspozycyjnym narażaniu na L-tyrozynę. 

Badanie to miało na celu poszerzenie informacji o sposobie dystrybucji boru  

w komórkach na skutek ekspozycji na BPA, o dane niedostępne w standardowych 

pomiarach ICP-MS. W metodzie ICP-MS badane komórki mineralizuje się łącznie, 

więc tracone są informacje o heterogeniczności badanej populacji (Publikacja 3). 
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3. Kopie opublikowanych prac 

3.1. Molecularly Imprinted Carriers for Diagnostics and Therapy – A Critical Appraisal 
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3.2. Molecularly Imprinted Polymers Specific towards 4-Borono-L-Phenylalanine – 

Synthesis Optimization, Theoretical Analysis, Morphology Investigation, Cytotoxicity, 

and Release Studies 
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3.3. Investigation of the Impact of L-Phenylalanine and L-Tyrosine Pre-Treatment on the 

Uptake of 4-Borono-L-Phenylalanine in Cancerous and Normal Cells Using an Analytical 

Approach Based on SC-ICP-MS 
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4. Podsumowanie i wnioski  

 

 Uzyskany przeze mnie nośnik BPA na bazie MIP o określonej strukturze  

i morfologii, został pomyślnie zsyntezowany z użyciem L-fenyloalaniny w roli szablonu 

(wybór szablonu podyktowany był podobieństwem strukturalnym do BPA). Podczas 

przeprowadzonych badań otrzymałam łącznie trzy polimery blokowe i pięć polimerów typu 

tzw. plastra miodu, wdrukowanych L-fenyloalaniną, oraz odpowiednio trzy i pięć polimerów 

kontrolnych. Otrzymany materiał scharakteryzowałam pod kątem właściwości adsorpcyjnych 

wobec BPA, struktury i morfologii, wybierając tym samym MIP o matrycy wykazującej 

najwyższe wartości pojemności adsorpcyjnej i współczynnika specyficzności. Zbadałam 

również uwalnianie BPA z otrzymanego optymalnego MIP w układzie symulującym warunki 

fizjologiczne, potwierdzając, że BPA zaadsorbowana na MIP, jedynie w nieznaczącym stopniu 

ulega desorpcji w czasie dwóch godzin eksperymentu. Czas ten został wybrany na podstawie 

danych o czasach infuzji stosowanych w BNCT. Otrzymany wynik oznacza, że BPA może być 

dostarczana do miejsc zmienionych nowotworowo w formie związanej z MIP. Można tym 

samym wnioskować, że zapewni to transport całego nośnika do komórek poprzez endocytozę 

z wykorzystaniem LAT-1. Ponadto, otrzymany MIP wykazywał niską cytotoksyczność in vitro 

wobec dwóch wybranych linii komórkowych, niedrobnokomórkowego raka płuc oraz 

prawidłowych fibroblastów płuc, wykazując tym samym potencjał i bezpieczeństwo  

w kontekście dalszych badań tego materiału na modelach in vivo. 

 Badania nad zastosowaniem L-aminokwasowych analogów BPA na tych samych 

modelach niedrobnokomórkowego raka płuc oraz prawidłowych fibroblastów płuc z użyciem 

metody ICP-MS wykazały, że przedekspozycyjne narażanie zarówno na L-tyrozynę, jak  

i L-fenyloalaninę, powoduje istotnie statystycznie zwiększony wychwyt BPA w komórkach 

prawidłowych. W przypadku komórek nowotworowych, istotnie statystyczny zwiększony 

wychwyt BPA wystąpił jedynie dla L-tyrozyny. Bez względu na stosowanie narażania 

przedekspozycyjnego, wychwyt BPA przez komórki nowotworowe pozostawał wyższy niż  

w przypadku komórek prawidłowych w obrębie porównywanych grup. Przeprowadzone 

badania wykonałam w trzech powtórzeniach, a każdy wariant podczas jednego powtórzenia 

testowałam trzykrotnie (n = 9). Pomiary z użyciem techniki SC-ICP-MS udowodniły natomiast 

znaczną heterogenność w zawartości boru pomiędzy pojedynczymi komórkami 

nowotworowymi jednej próbki, sugerując, że BPA jest wychwytywana w różnym stopniu  

w obrębie populacji. 
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Wyniki przedstawione w pracy pokazują, że istnieje możliwość poprawienia 

skuteczności działania stosowanej już w praktyce klinicznej BPA w BNCT. Wskazują także na 

możliwość zaprojektowania bardziej efektywnego nośnika BPA na bazie MIP  

i opracowania strategii, która może potencjalnie doprowadzić do poprawy parametrów 

wytworzonego materiału pod kątem pojemności adsorpcyjnej oraz funkcjonalności. Może być 

to osiągnięte poprzez ewentualne dodanie elementu magnetycznego lub dodatkowo 

rozpoznającego wybrany cel molekularny. W celu dalszej ewaluacji MIP jako nośnika BPA, 

należy przeprowadzić badania dystrybucji oraz toksyczności na modelach in vivo. W pracy 

zaprezentowałam także nową metodę analityczną pomagającą w określeniu zróżnicowania 

wychwytu BPA w populacji badanych komórek. W kontekście badań nad zastosowaniem  

L-aminokwasowych analogów BPA na wybranym modelu raka płuc, następnym etapem 

powinna być weryfikacja nowo opisanej techniki SC-ICP-MS z użyciem innej metody 

analitycznej, takiej jak ICP-MS, aby potwierdzić otrzymane wyniki ilościowe i jakościowe. 

Kolejnym ważnym aspektem jest przeprowadzenie badań na modelu zwierzęcym  

z indukowanym guzem o różnym stopniu zaawansowania i klasyfikacji histologicznej w celu 

jak najlepszej weryfikacji skuteczności i bezpieczeństwa zaproponowanego protokołu. 
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5. Oświadczenia współautorów prac 
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