Rozprawa doktorska poswiecona jest opracowaniu i zastosowaniu trojwymiarowego
(sferoidy) modelu hodowli komérkowych do przedklinicznych badan in vitro w terapii borowo-
neutronowej (BNCT). W badaniu zaproponowano sferoidy, czyli tréjwymiarowe (3D) struktury
komodrkowe uzyskiwane in vitro, poniewaz w poréwnaniu do standardowych hodowli
komdrkowych umozliwiajg uzyskanie warunkéw przypominajgcych warunki fizjologiczne
panujace w guzie.

Gtéwnym celem pracy byto zbadanie wptywu promieniowania neutronowego na
komorki czerniaka w obecnosci izotopu boru B w modelach komérkowych 3D i 2D.
Te badania przeprowadzono takze na modelu 2D uzyskanym z hodowli normalnych komaérek
skory — melanocytéw (HEMa-LP), jako kontroli. W poczagtkowej fazie badan opracowano model
3D wykorzystujgcy dwie linie komodrkowe czerniaka ludzkiego, pierwotng (FM55p)
i przerzutowg (WM266-4). Otrzymane sferoidy oceniano wykorzystujgc parametry ksztattu
i rozmiaru, a takze zywotnos¢ komoérek w sferoidzie. Zastosowano techniki obrazowania
fluorescencyjnego (mikroskopia konfokalna) i tomografii komputerowej (mikro-CT). Nastepnie
wykonano badania wychwytu °B przez komérki dla réznych czaséw inkubacji. Stezenie 1°B
w komdrkach mierzono za pomocg spektrometrii mas sprzezonej z plazmg wzbudzong
indukcyjnie (ICP-MS). Sferoidy i hodowle 2D poddano ekspozycji na promieniowanie
neutronowe w obecnosci (po 4h inkubacji z BPA) oraz braku boru. Eksperymenty te zostaty
wykonane w reaktorze TRIGA Mark Il w laboratorium L.E.N.A. w Pawi, we Wioszech, gdzie
komorki zostaty napromieniowane dawkg 2Gy oraz 6Gy (tylko sferoidy). Efekt biologiczny po
napromienianiu oceniano poprzez analize wielkosci i ksztattu sferoid oraz wykonanie badan
zywotnosci (barwienie btekitem trypanu), ocene uszkodzern DNA (test kometowy) i ocene
zdolnosci komoérek do podziatu (ekspresja biatka Ki67).

Uzyskane wyniki wskazujg na zrdéinicowang reakcje linii czerniaka ludzkiego na
promieniowanie neutronowe. Linia przerzutowa (WM266-4) w hodowli 2D nie wykazuje
uszkodzen DNA po BNCT, podczas gdy w hodowli 3D, podobnie jak w pozostatych liniach
komoérkowych (FM55p, HEMa-LP) poziom powstatych uszkodzern DNA jest na znaczgco
wyzszym poziomie niz dla komdérek napromienionych tylko neutronami. Dodatkowo wyniki
testu kometowego wskazujg, ze sferoidy sg bardziej podatne na BNCT niz hodowle 2D.
Co wiecej, prawidtowa linia komdérkowa (HEMa-LP) wykazuje nizszg wrazliwos¢ na BNCT niz
pierwotna linia czerniaka FM55p. W przypadku sferoid z 1°BPA zaobserwowano efekt zalezny
od dawki: dawka 6 Gy promieniowania neutronowego powodowata wieksze uszkodzenia DNA
i silniejsze hamowanie wzrostu komérek w obu liniach czerniaka.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy potwierdzajg przydatnos¢ wykorzystania sferoid
jako odpowiedniego modelu komdérkowego czerniaka w doswiadczeniach in vitro z zakresu
BNCT. Przeprowadzone badania wskazujg na konieczno$é¢ dostosowania sposobu leczenia
pacjenta poprzez dobdr stezenia i rodzaju no$nika boru [1°B], jego metabolizmu oraz dawki
promieniowania.



