Die Rolle der Chemie in der Entwicklung einer Krebstherapie
durch die Bor-Neutroneneinfangreaktion

Von M. Frederick Hawthorne *

Professor Heinrich Noth zum 65. Geburtstag gewidmet

Ein Therapieverfahren, das Tumorzellen in Gegenwart gesunder Zellen selektiv zerstort, ist das
grofe Ziel der Onkologen und wilrde moglicherweise die Rettung fiir Krebspatienten bedeu-
ten, die an einer der derzeit noch unheilbaren Krebsformen wie Hirntumor und malignes
Melanom erkrankt sind. Eine selektive Zellzerstérung ist prinzipiell mit einer Therapie még-
lich, die auf der Reaktion des '°B-Kerns mit einem Neutron geringer kinetischer Energie
(thermisches Neutron) beruht. Diese Kernreaktion liefert als Produkte *He?* - und "Li**-Io-
nen, etwa 2.4 MeV kinetische Energie sowie etwas y-Strahlung. Da die energiereichen und
cytotoxischen Produkt-Ionen im Gewebe nur eine freic Weglidnge von etwa einem Zelldurch-
messer haben, kénnte man den zu zerstorenden Zelltyp dadurch kennzeichnen, dafl man nur
an oder in ihn '°B-Kerne plaziert. In dieser Ubersicht beschreibe ich den derzeitigen Stand der
chemischen Forschung zu diesem Therapieverfahren (Bor-Neutroneneinfangtherapie,
BNCT), dessen multidisziplindrer Charakter natiirlich nicht nur den Einsatz von Chemie,
sondern auch den von Biologie, Kernphysik, Medizin und verwandten Spezialgebieten erfor-
dert. Methoden, die entwickelt wurden, um '°B-Kerne in Krebszellen zu plazieren, werden in
Beziehung gesetzt zu allgemeinen Zellstrukturen und zu den verschiedenen Zellkompartimen-
ten, in denen sich die Borverbindungen befinden kénnen. Es werden sowohl die Methoden zur
Synthese von borhaltigen Biomolekiilen und Medikamenten als auch reprasentative Befunde
zu deren Effektivitit bei der gezielten Anreicherung in Krebszellen vorgestellt. Die Aussichten
fiir eine wirkungsvolle BNCT sind dank rascher Entwicklung z.B. auf den Gebieten bioorgani-
sche Chemie, Mikrobiologie, Immunologie und Kernchemie sehr gut. Es konnten effektive
Borliefersysteme identifiziert werden, die durch die Zusammenarbeit von Chemie und Biologie

sicherlich noch weiter verbessert werden konnen.

1. Einleitung

Ist es moéglich und was wiirde es bringen, ein ungiftiges
Molekiil A selektiv an Krebszellen zu binden, um dann aus-
schlieflich diese bosartigen Zellen zu zerstdren, indem man
das zellgebundene A durch Aktivierung mit einem zweiten
ungiftigen Reagens B in ein tédliches Cytotoxin iiberfithrt?
Man hitte damit eine bindre Krebstherapie entwickelt, deren
Selektivitat, Wirksamkeit und Sicherheit besser wiren als die
der derzeit gebriuchlichen, auf der Verwendung nur eines
Agens beruhenden Verfahren der Strahlen- und Chemothe-
rapie. Zudem hitte man dann die Mdglichkeit, Tumore zu
zerstoren, die zur Zeit noch nicht langfristig kontrollierbar
sind. Eine solche bindre Therapie setzt voraus, dall die harm-
losen Molekiile A und B miteinander sehr leicht reagieren,
dal die dabei entstehenden extrem energiereichen Produkte

A+ B — [AB] — X + Y (kurzlebige Cytotoxine)

B + Zelle

A + Zelle — A-Zelle (krebszellenspezifische Wechselwirkung)
A-Zelle + B — [AB- Zelle] —- [(X + Y)- Zelle] (Zelltod)

Schema 1. Eine hypothetische binire cytotoxische Reaktion, bei der aus zwei
harmlosen Agentien A und B die zelitotenden Reaktionsprodukte X und Y
entstehen. Im Fall der BNCT stellt A einen °B-Kern dar, der selektiv an oder
in eine Krebszelle plaziert wird. B ist ein langsames Neutron, und X und Y
stehen fiir sehr energiereiche “He?*- und 7Li3* -Ionen.
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X und Y aufgrund ihrer sehr kurzen Lebensdauer auf einen
kleinen Raum beschrankt sind und daB sie in dieser Zeit als
sehr wirksame Zellgifte fungieren. Ein solcher binérer Pro-
zefl wird durch die Reaktionsgleichungen in Schema 1 be-
schrieben. Als ein Beispiel daftir wird in dieser Ubersicht die
Therapie durch Bor-Neutroneneinfang (BNCT) beschrie-
ben.

2. Die Bor-Neutroneneinfang(BNC)-Reaktion
und die entsprechende Therapie

2.1. Historische Ubersicht iiber die Grundideen zur BNCT

Die schnelle Entwicklung der Quantenmechanik, der
Kernphysik und der damit verwandten Chemie in den dreil3i-
ger Jahren fithrte unter anderem 1932 zur Entdeckung des
Neutrons durch James Chadwick!!!. Bei den Untersuchun-
gen zur Wechselwirkung von Neutronen mit einer Reihe von
Substanzen schélte sich das Phdnomen der Neutronenstreu-
ung durch elastischen StoB!?! mit Atomkernen, insbesondere
mit dem allgegenwartigen Proton des H-Atoms, heraus. Die
Entdeckung des Einfangs langsamer (oder thermischer)
Neutronen durch bestimmte Atomkerne ist das Verdienst
von Fermi et al.!); fiir wieder andere Atomkerne wurde der
Zerfall ber Wechselwirkung mit thermischen Neutronen be-
schrieben®!, Im Jahr 1935 hatte sich bereits eine erhebliche
Menge solcher Informationen angesammelt, und es wurde
deutlich, daB die Fihigkeit eines Atomkerns, ein Neutron
einzufangen, nicht von seiner Masse, sondern von seiner
Struktur abhangt. Die Beschreibung von Atomkernen an-
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hand ihres charakteristischen Einfangquerschnitts in Ein-
heiten von 10~ 2% ¢cm?, genannt 1 Barn, kam bereits damals
auf. Es war bekannt, dafl der Bor-Atomkern einen auflerge-
wohnlich groBen Einfangquerschnitt fiir den Neutronenein-
fang hat, wihrend die Einfangquerschnitte der dem Bor be-
nachbarten Elemente im Periodensystem Stickstoff und
Kohlenstoff relativ klein sind. In einer wichtigen Veroffentli-
chung beschrieb Taylor 1935 den Einfang thermischer
Neutronen durch {°B-Atomkerne und die dadurch ausgels-
ste Bildung von *He?* - (a-Teilchen) und "Li**-Tonen sowie
von etwa 2 MeV kinetischer Energie, die auf diese beiden
schweren Produkt-Tonen verteilt ist.

Weiterhin wurde gezeigt!®}, daBl der Translationsraum der
Produkt-Tonen sehr gering war; er betrug etwa 7.6 pm in
Photogelatine und 1.1 cm in Luft. Daher sind der Lithium-
kern und das a-Teilchen kurzlebige, energicreiche Partikel,
die organische Materialien durch ITonisierungsprozesse er-
heblich lokal schiidigen kénnen. Aufgrund dieser Befunde
war im Jahr 1936 der Punkt erreicht, an dem das Konzept der
Therapie durch Bor-Neutroneneinfang (BNCT) vorgestellt
werden konnte.

Gordon L. Locher von der Bartol Research Foundation
des Franklin Institute in Philadelphia, Pennsylvania, be-
schrieb 1936 in einer zukunftsweisenden Versffentlichung!®’
die potentiellen medizinischen Anwendungen von Neutro-
nen und des Bor-Neutroneneinfangs. Er ging von der einfa-
chen Bor-Neutroneneinfangreaktion als Basis einer bindren
Therapie, wie sie in Schema 1 beschricben wurde, aus, d.h.
1°B_Kern = A, und zwar in Form einer Verbindung, die sich
spezifisch im Tumor anreichert, thermisches Neutron = B,
a-Teilchen und Lithiumkern = X und Y. Dieser Vorschlag ist
deswegen so elegant, weil dabei keine radioaktiven Materia-
lien auftreten und weil auBlerdem der Therapieverlauf {iber
die Neutronenmenge moduliert werden kann.

Die zwei fiir eine derartige Therapie nétigen Komponen-
ten, ndmlich eine kontrollierbare Quelle fiir energiearme
Neutronen mit hohem FluB und Borverbindungen, die einen
Tumor lokalisieren konnen, waren 1936 noch nicht bekannt.
Lochers Konzept mufllite eine Prophezeiung bleiben, bis
Kernreaktoren zur Verfiigung standen, an denen ein erster
Test mit thermischen Neutronen durchgefiihrt werden konn-
te. Dieser erste Versuch lieB bis 1954 auf sich warten, Damals
setzten Sweet, Farr et al.l”! am Brookhaven National Labo-
ratory (BNL) in Zusammenarbeit mit dem Massachusetts
General Hospital (MGH) bei terminal an Hirntumoren

(Glioblastoma multiforme) erkrankten Patienten !°B-ange-
reichertes Borat als 1°B-Zielverbindung ein. Diese ersten Ex-
perimente werden in Abschnitt 3.1 behandelt. In diesen Pi-
lotversuchen wurde die BNCT dazu verwendet, Gliomzellen
abzutdten, die bei den normalen chirurgischen Eingriffen am
urspriinglichen Tumorort zuriickblieben.

Wie bei den potentiellen medizinischen Anwendungen der
BNC-Reaktion zu erwarten war, ist an den Forschungen
dazu ein breites Spektrum wissenschaftlicher Disziplinen be-
teiligt. Neben chemischen Untersuchungen enthilt die Lite-
ratur itber BNC und BNCT zahlreiche Untersuchungen un-
ter anderem aus Zellbiologie, Nuclearwissenschaft und
-technik, Strahlenonkologie, Pathologie, Pharmakologie
und Immunologie. Ich beschrinke mich in dieser Ubersicht
aber auf Themen im Grenzbereich zwischen der Chemie und
den erwihnten anderen Disziplinen und habe sie aus der
Sicht eines Chemikers geschrieben.

2.2, Grundlegende Aspekte der BNCT

Die BNC-Reaktion mit thermischen Neutronen (293 K =
0.025¢V) ist in Schema 2 wiedergegeben. Der ''B-Kern

‘He +'Li+2.79 MeV  (6%)

IOB +1nlh - [l IB]

“He + 'Li + 0.48 MeV Y+ 231 MeV  (94%)

Schema 2. Die beiden Kernreaktionen, die nach dem Einfang eines langsamen
(thermischen) Neutrons n,, durch einen *°B-Kern parallel ablaufen.

kann keine BNC-Reaktion eingehen, wihrend der *°B-Kern
dafiir einen Einfangquerschnitt von 3837 Barn hat. Tabelle 1
enthdlt allgemein akzeptierte Einfangquerschnitte von Ele-
menten mit ungewdhnlich hohen Werten sowie diejenigen
von physiologisch wichtigen, normalerweise in Geweben
vorkommenden Elementen. Der !37Gd-Kern wurde auf-
grund seines sehr groBen Einfangquerschnitts als Kandidat
fiir die Neutroneneinfangtherapie gesehen. Die Reaktions-
produkte sind in diesem Fall Photonen und energiearme
Auger-Elektronen, so daf3 eine Wirkung nur vorstellbar ist,
wenn '7’Gd mit DNA in Kontakt gebracht wird und dann
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Tabelle 1. Einfangquerschnitte fiir den Einfang thermischer Neutronen und
natirliche Isotopenverteilungen (A) physiologisch wichtiger Elemente und (B)
von Elementen mit den groéBten Einfangquerschnitten, einschlieBlich B {a].

Nuclid Einfangquerschnitt [Barn] Natiirliche Hiufigkeit [ %]
A) 'H 0.33 99.8
2¢ 34x%107? 98.9
14N 1.8 99.6
180 1.8x 107 99.8
23Na 0.43 100.0
3p 0.18 100.0
3z 0.53 95.0
35C) 43 76.0
(B) *He 53x10° 1.4%107%
SLi 9.4 x 10? 7.5
] 3.8x10% 19.8
13Cd 2.0 x10% 12.2
149Sm 4.2x10* 13.9
155Gd 6.1x10% 14.8
157Gd 2.6%10° 15.7
235y 5.8% 102 7.2x107?

fa] Daten aus G. Friedlander, ] W. Kennedy, E. 8. Macias, J. M. Miller, Nucle-
ar und Radiochemistry, 3. Auflage, Wiley, New York, 1981.

als Folge des Neutroneneinfangs moglicherweise der Dop-
pelstrang aufbricht®,

Zwei in Gewebe in grofer Menge vorkommende Nuclide
(Tabelle 1 A) sind Bestandteile wichtiger Nebenreaktionen
bei der BNCT und damit Ursache einer betrichtlichen Hin-
tergrundstrahlung. Die Bedeutung dieser beiden Neutronen-
einfangreaktionen basiert nicht auf der GréBe der Einfang-
querschnitte der beteiligten Zielkerne, sondern auf ihrer sehr
hohen Konzentration in Geweben. Bei diesen Nucliden
handelt es sich um 'H und !*N, deren Neutronenein-
fangreaktionen!®™ im Schema 3 wiedergegeben sind. Bei ih-

'H+'ng @3 IH +2.23MeVy

YN+l — [PN] — 063MeV H* +'*C

Schema 3. Neutroneneinfangreaktionen von 'H und '*N. Aus 'H entstehen
energierciche y-Photonen und Deuteronen, wihrend '*N zu energiereichen
Protonen und *C reagiert.

rem Durchtritt durch wasserstoffreiche Medien, zum Bei-
spiel Gewebe, werden die Neutronen durch Zusammensto8e
mit H-Atomkernen verlangsamt und gestreut. Gelegentlich
wird ein so verlangsamtes Neutron dann von einem Proton
eingefangen, bildet ein Deuteron und emittiert charakteris-
tische y-Strahlung, die die Gesamtstrahlendosis erhéht. In
einer weiteren Konkurrenzreaktion konnen die N-Atome im
Gewebe ein energiearmes Neutron einfangen und zu *C
sowie einem Proton mit 0.63 MeV kinetischer Energie rea-
gieren. Die kinetische Energie, die auf das "Li**- und das
“He?*-Ion der BNC-Reaktion iibertragen wird, und die des
Protons und der y-Photonen aus *N bzw. H werden an das
umgebende Medium abgegeben. Da alle diese energiereichen
Produkte von Kernreaktionen mit Ausnahme der y-Photo-
nen schwere Teilchen sind, vollzieht sich die Energieiibertra-
gung schnell und auf einer sehr kurzen Wegstrecke. Die Li-
neare-Energietibertragungs(LET)-Geschwindigkeit ist bei
diesen Spezies hoch, und die enorm hohe Energie, die bei den
Neutroneneinfangreaktionen freigesetzt wird, ist daher in
einem sehr kleinen Volumen konzentriert. Die bei der BNC-
Reaktion produzierten ’Li®*- und *He®*-Tonen verursa-
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chen zum Beispiel etwa 0.01 mm lange Ionisationsspuren,
was in etwa einem Zelldurchmesser entspricht. Es werden
also vor allem die Zellen durch die LET der Teilchen gesché-
digt, in denen sie entstanden sind, weil dort die Energiedichte
sehr hoch wird. Im Idealfall sollten Zellen, die eine groBe
Zahl von °B-Atomen enthalten, durch BNC zerstort wer-
den, wihrend benachbarte Zellen ohne '°B-Atome ver-
schont bleiben. Solche 1°B-freien Zellen sollten nur den Ein-
fluB der 'H(n,y)*H- und **N(n,p)'*C-Reaktionen spiiren.

Um den BNC-Effekt gezielt in Tumorzellen nutzen zu
koénnen, mubB Bor so selektiv wie mdglich zu ihnen und nicht
zu gesunden Zellen des zu bestrahlenden Gewebes transpor-
tiert werden. AuBerdem muB die '°B-Konzentration im Tu-
mor hoch genug fiir eine lokalisierte binidre Therapie sein,
d.h. fiir eine Strahlung, die erheblich iiber die Dosis der
Hintergrundstrahlung durch die Reaktionen in Schema 3
liegt. Die allgemein akzeptierte Minimalkonzentration an
108 die noch eine BNC-Wirkung hat, liegt nach mehreren
Berechnungen zwischen 10 und 30 pg '°B pro g Tumor, je
nachdem, wo genau sich das '°B relativ zu den lebens-
wichtigen Komponenten der Tumorzelle befindet. Verdndert
man die Position des 1°B-Kerns von der externen Zellwand
zum Cytoplasma und dann zum Zellkern, verringert sich wie
erwartet die fiir eine wirksame BNCT nétige '°B-Konzentra-
tion. Daher kénnten von *°B, wenn es an die Zellwand bin-
dete, 30 ppm oder mehr erforderlich sein, wihrend '°B im
Kern einer Tumorzelle méglicherweise schon bei einer Kon-
zentration von 10 ppm oder weniger eine Wirkung zeigte.
Ein zusétzlicher Faktor ist natirlich die Gleichgewichtskon-
zentration thermischer Neutronen im zu behandelnden Ge-
webevolumen, da sehr niedrige Neutronenintensitéiten pro-
portional lingere Bestrahlungszeiten erfordern, um die fiir
eine wirksame Therapie erfordesliche Zahl an BNC-Ereig-
nissen zu erreichen.

Zur Quantifizierung der tédlichen Wirkung von Teilchen,
die durch Neutroneneinfangreaktionen produziert werden,
sowie der y-Strahlung dient die relative biologische Wirk-
samkeit (RBE) dieser Verbindungen mit y-Strahlung als Be-
zugspunkt. Die RBE von Verbindungen oder Photonen wird
als Verhiltnis der Energiemenge der y-Strahlung zu der
Energiemenge ausgedriickt, die von den betrachteten Teil-
chen oder Photonen abgegeben wird und die einen dquiva-
lenten zelltdtenden Effekt hat oder lebendem Gewebe einen
aquivalenten physiologischen Schaden zufiigt. Auch wenn
die genauen RBE-Werte gingiger Verbindungen und Photo-
nen in einem gewissen Umfang von den MeBbedingungen
abhiingen, haben die schweren Li®*- und “He?*-Ionen aus
der BNC zusammen, d.h. pro eingefangenem Neutron, ei-
nen allgemein akzeptierten Wert von etwa 2.5, obwohl auch
schon viel hohere Werte vorgeschlagen worden sind. Analog
wird den Produkten der *N(n,p)!*C-Reaktion ein RBE-
Wert von 2.7 zugeschrieben. Thermische (0.025 eV) Neutro-
nen selbst sind relativ harmlos; sie haben einen sehr medri-
gen RBE-Wert. Die !‘H(n,y)’H-Reaktion trigt haupt-
sichlich die Energie ihrer charakteristischen y-Strahlung mmt
einem RBE-Wert von etwa 1.0 bei. In der Praxis errechnet
sich die gesamte Strahlendosis, die an ein Gewebevolumen
mit einer bestimmten Konzentration an homogen verteiltem
108 abgegeben wird, aus der Summe der Energiemengen
aus jeder der unabhingigen Reaktionen ‘H(n,y)*H,
14N(n,p)**C und °B(n,x)"Li, jeweils multipliziert mit dem
entsprechenden RBE-Wert. Die 'H- und *N-Neutronen-
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einfangreaktionen liefern offensichtlich eine Hintergrund-
strahlung, der die Strahlung aus der von der !°B-Konzentra-
tion abhingigen (bindren) BNC-Reaktion tiberlagert wird.

Die Diskussion hat sich bisher auf die Verwendung ther-
mischer Neutronen als Neutronenquelle beschrinkt, weil auf
diese Weise geniigend energiearme Neutronen verfiigbar
sind, die sofort vom Kern eingefangen werden kénnen. Die
Streuung thermischer Neutronen beim Auftreffen auf Was-
serstoffatome im Gewebe verringert jedoch ihre Verfligbar-
keit fiir Tumore unter der Gewebeoberfliche erheblich. Sol-
che verdeckten Tumore konnen einer BNCT unterzogen
werden, indcm man energiereichere Neutronen (0.5 eV-
1.0 keV) innerhalb des epithermischen™® Bereichs (0.5 eV
bis 10 keV) verwendet. Neutronen dieser Art sind nicht ener-
giereich genug, um destruktive Ionisierung im Gewebe durch
die Bildung von Riickstofiprotonen zu verursachen, aber sie
werden durch fortwdhrendes Auftreffen auf H-Atome im
Medium deutlich verlangsamt. Diese Kollisionen setzen
Wiirme frei, die aber das Gewebe nicht zerstort. Wihrend
solche epithermischen Neutronen tiefer und tiefer in das Ge-
webe eindringen, verlieren sie genug kinetische Energie, um
zu thermischen Neutronen zu werden, die von '°B-, *N-
und 'H-Kernen eingefangen werden konnen. Wihrend also
direkt eingesetzte thermische Neutronen am Eintrittspunkt
in das Gewebe (Nulltiefe) die hochste Dosis erzeugen, sind
epithermische Neutronen bis zu einer gewissen Eindringtiefe
in das Gewebe nicht langsam genug, um effektiv eingefangen
zu werden !, Dies ist die notwendige Bedingung fiir eine
nichtinvasive BNCT tiefliegender Tumore.

Schnelle Neutronen (E > 10 keV) konnen bei Zusammen-
stoBen Wasserstoffatome in wasserstoffhaltigen Substraten
ionisieren und dabei ernsthafte Strahlenschidden verursachen
(Erzeugung von RiickstoBprotonen)!' !, Diescr Vorgang ist
biologisch so schédlich, daB fiir schnelle Neutronen ein sehr
hoher RBE-Wert von 5 vorgeschlagen wurde!*?®, Schnelle
Neutronen kommen als Verunreinigung in epithermischen
Neutronenstrahlen vor, aber ihre Zahl kann zum Beispiel
durch den Einsatz besonderer Bandfilter verringert wer-
den!13%}. Wenn ein Neutronenstrahl fiir die BNCT schnelle
Neutronen enhilt, dann muB die wirksame Strahlendosis
aus der Bildung von RiickstoBprotonen zu der iibrigen Hin-
tergrundstrahlung addiert werden.

2.3. Neutronenquellen fiir die BNCT
2.3.1. Kernreaktoren

Wie in Abschnitt 2.1 gesagt, hat die Idee einer BNCT
schon existiert, bevor eine brauchbare Neutronenquelle zur
Verfiigung stand. Dieses Hindernis wurde als Folge der be-
ginnenden Kernreaktortechnik in den vierziger Jahren besei-
tigt, und so fithrten Farr und Sweet 1954 die ersten klini-
schen BNCT-Versuche mit einem thermischen Neutronen-
strahl durch!”®!. Aus den in Abschnitt 2.2 genannten Griin-
den werden inzwischen statt thermischer epithermische Neu-
tronen verwendet.

Heutzutage geht die Uberzeugung dahin, daB fiir eine er-
folgreiche BNCT eine Dosis (Fluenz) von 5 x 10'2 epither-
mischen Neutronen pro cm? notig ist™ ), wenn jedes epither-
mische Neutron in ein thermisches Neutron iibergeht. Wenn
man die Bestrahlungsdauer fiir den Patienten minimieren
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will, dann braucht man Reaktoren mit einer Leistung von
mindestens einem Megawatt, um einen klinisch nitzlichen
FluB"# von mindestens 10° Neutronen pro ¢cm” und s zu
gewihrleisten. AuBerdem missen diese epithermischen Neu-
tronen durch moglichst wenige y-Photonen und schnelle
Neutronen (£ > 10 keV) verunreinigt und so stark wie mog-
lich kollimiert sein. Diese Anforderungen in Bezug auf einen
therapeutisch niitzlichen FluB werden derzeit allein in den
USA von etwa 35 Kernreaktoren!'*® erfiillt, die fiir die
BNCT umgeriistet werden konnten. Bereits fiir medizinische
Forschungszwecke genutzte Reaktoren dieser Art sind der
Brookhaven Medical Research Reactor, der MIT (= Massa-
chusetts Institute of Technology) Research Reactor, der Ge-
orgia Institute of Technology Research Reactor und der Eu-
ropean Collaboration Reactor in Petten in den Niederlan-
den. Der Reaktor der Power Burst Nuclear Reactor Facility
des Idaho National Engineering Laboratory gehdrt mit no-
minell zwanzig Megawatt zu dieser Gruppe. Wenn er fiir
BNC-Forschung und -Therapie umgeriistet wére, konnte
dieser Reaktor einen therapeutisch duBerst niitzlichen Neu-
tronenstrahl erzeugen. Die Verwendung epithermischer
Neutronen fiir die nichtinvasive Therapie tiefliegender Tu-
more steckt noch in ihren Anfingen, obwohl derzeit laufen-
de Forschungen solche Neutronenstrahlen von 1-1000 eV
mit Intensititen von mehr als 10° Neutronen pro cm?® und s
in Aussicht stellen. Die vielen voneinander abhidngigen Va-
riablen, die bei einem wirklichen BNCT-Experiment auftre-
ten, werden in grindlichen Studien untersucht, die von
Strahlenphysikern, Strahlenbiologen und Spezialisten fiir
Kernreaktoren, um nur einige zu nennen, durchgefiithrt wer-
den. Der interessierte Leser wird auf ausfithrliche Modell-
rechnungen zur BNCT sowie deren experimentelle Bestéti-
gung in der Literatur verwiesen. Pionierarbeiten dazu
stammen von Fairchild et al.['®® am BNL, von Wheeler und
Nigg!'” am Idaho National Engineering Laboratory und
schlieBlich von Harling et al.['8! am MIT.

Auch heutc noch sind Kernreaktoren die einzigen Quellen
fur thermische und epithermische Neutronen fiir Forschung
und klinische Studien. Die begrenzte Zahl potentiell verfiig-
barer, fiir klinische Anwendungen geeigneter Reaktoren und
die Unbeweglichkeit dieser Reaktoren schranken den allge-
meinen Nutzen der BNCT ein, selbst wenn heute noch wirk-
same Behandlungsmethoden fiir bestimmte Tumorarten ent-
wickelt wiirden. Daher ist die Suche nach anderen Quellen
fiir epithermische Neutronen aufgenommen worden?: 201,

2.3.2. Andere Neutronenquellen

Die Entwicklung der BNCT zu einer allgemein verfiigba-
ren Therapie — das Entwicklungsziel —, hingt letztendlich
von der Existenz einer praktischen, sicheren und relativ
kostengiinstigen Quelle fiir epithermische Neutronen ab, die
fir Krankenhduser und medizinische Zentren in dichtbesie-
delten Gebieten geeignet ist. Zur Zeit laufen Forschungen in
diese Richtung!'® 21,

Stée zwischen energiearmen Protonen aus einem Teil-
chenbeschleuniger und Lithium erzeugen epithermische
Neutronen. Um auf diese Weise epithermische Neutronen
fiir die BNCT zu gewinnen, miiBte der Protonenstrom hoch
sein, und es wirden erhebliche Probleme beim Kiihlen des
beschossenen Lithiums auftreten. AuBlerdem miiBten die er-
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zeugten energiereichen Neutronen durch Substanzen wie
D, 0 thermisch gebremst werden. Alternativ kann durch den
BeschuB} schwerer Elemente mit energiereichen Protonen ein
ganzes Spektrum von Neutronen erzeugt werden, deren
Energieverteilung im allgemeinen einen héheren Anteil ener-
giercicher Neutronen aufweist als die von Kernspaltungs-
neutronen. Diese sehr energiereichen Neutronen konnten
durch Neutronenmoderatoren in die gewiinschten epither-
mischen Neutronen umgewandelt werden.

Das synthetische Nuclid 252Cf ist der einzige praktikable
spontane Neutronenemitter!!* 22\ Dieses Isotop hat eine
Halbwertszeit von 2.65 Jahren. Das Neutronenspektrum sei-
nes Zerfalls dhnelt dem eines Kernreaktors mit einer Lei-
stung von einem Megawatt. Da 2°2Cf isotrop 2.3 x 10°
Neutronen pro s und pg emittiert, wiirde man grofle Mengen
(im Grammbereich) dieses Nuclids brauchen, um einen Neu-
tronenstrah! zu erzeugen, der nach thermischer Abbrem-
sung, Fokussierung etc. noch die gewiinschte Stirke hétte.
Die kontinuierliche Synthese von groBen Mengen 252Cf fiir
den weltweiten Bedarf an epithermischen Neutronen fiir die
BNCT wiire eine technisch duBerst schwierige und sehr teure
Aufgabe. Gleichzeitig wiirde dieses Vorgehen neue Probleme
hinsichtlich der Sicherheit der Kernenergie und andere
Sicherheitsprobleme von internationalem Ausmal} hervor-
rufen.

Die verfiigbaren Quellen fiir epithermische Neutronen auf
der Basis von Protonenbeschleunigern sind inzwischen im
Prinzip gut verstanden, und die noch ungelsten Probleme
sind technischer Art. Man kann hoffen, dal diese Schwierig-
keiten beseitigt und gefahrlose und bezahlbare Neutronen-
strahlen vielen klinischen Einrichtungen zur Verfiigung ge-
stellt werden ko6nnen.

2.4. Uberlegungen zu und Bedingungen fiir
eine klinische BNCT

Die Wechselwirkung zwischen den Komponenten eines
Neutronenstrahls und den !°B-Kernen in einem Tumor, im
gesunden Gewebe in der Néhe des Tumors und im Blut wirft
Fragen auf, die gekldrt sein miissen, bevor ein vollstindiges
BNCT-System wirklich getestet werden kann. Diese Fragen
betreffen die rdumliche Verteilung und die Wirkungsdosis
(physikalische Dosis in rad x RBE = Wirkungsdosis in rad
oder cGy) jedes einzelnen Strahlungsvorgangs im Experi-
ment sowie prozeBbezogene Fragen wie die Wahl zwischen
einer Therapie durch eine einzige Dosis und der Verabrei-
chung der nétigen Strahlendosis in Teileinheiten!'® (Frak-
tionierung). In letzterem Fall kénnen Strahlenschiden durch
Prozesse niedriger LET (hauptsdchlich durch Wechselwir-
kungen mit y-Photonen) im Gewebe immer wieder ausgeheilt
werden. Da epithermische Neutronen bevorzugt werden,
weil sie tiefer in das Gewebe eindringen, mufl man in der
Lage sein, die Wirkungsdosen, die auf die Prozesse von Sche-
ma 3, auf die Verunreinigung durch schnelle Neutronen so-
wie auf die !°B(n,x) Li-Binfangreaktionen im Tumor und im
gesunden Gewebe zuriickgehen, in Abhingigkeit von der
Tiefe und dem radialen Abstand von der hypothetischen
Mittelachse des Neutronenstrahls zu quantifizieren!*% 23,
Diese Berechnungen verlangen Genauigkeit, damit man
nicht gesundes Gewebe einer Gesamtwirkungsdosis aussetzt,
die seine Resistenz tbersteigt. Die Gesamtwirkungsdosis fiir
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den Tumor ist begrenzt durch die Dosis, mit der gesundes
Gewebe wihrend einer Tumortherapie bestrahlt werden
kann. Das Blut und das GefaBsystem, durch das es in dem
bestrahlten Volumen verteilt wird, verursachen zusitzliche
Probleme, die derzeit untersucht werden. Eine generelle Vor-
gabe ist, den 1°B-Gehalt des Blutes wihrend der Therapie
moglichst niedrig zu halten und ein moglichst grobBes
19B(Tumor)/* °B(Blut)-Verhiltnis zu erreichen. Unter be-
stimmten Umstinden darf aber die Konzentration an 1°B im
Blut seiner Konzentration im Tumor gleichkommen?*!. Es
wiirde jedoch den Rahmen dieser Ubersicht sprengen, die
Grunde fiir diese Befunde und ihre Konsequenzen darzule-
gen.

Zur Quantifizierung der Wirkungsdosis an jedem einzel-
nen Punkt in dem aus gesundem und aus Tumorgewebe be-
stehenden bestrahlten Raum sind sehr genaue mikrodosi-
metrische Messungen in Phantomgeweben bei gleichzeitiger
Bestrahlung mit Neutronenstrahlen durchgefithrt worden.
Zum Beispiel sind Hirntumore (Gliome) ein beliebter For-
schungsgegenstand, und daher sind menschliche (und Hun-
de-) Phantomkopfe aus Acrylpolymeren gebaut und mit
MeBgeriten versehen worden, um die Wirkungsdosen jeder
einzelnen Strahlungsquelle, die wihrend der Neutronenbe-
strahlung auftritt, bestimmen zu kénnen™*!. Wegen der Be-
sonderheiten jedes einzelnen Neutronenstrahls muBl dieser
Vorgang fiir jeden Strahl wiederholt werden, um den FluB3
und die Eigenschaften seiner Neutronen sowie die Dosislei-
stung der darin vorkommenden y-Photonen und schnellen
Neutronen im Detail zu charakterisieren. Nachdem man den
Neutronenstrahl und seine Wechselwirkung mit Gewebe mit
Hilfe des Phantoms vollstindig beschrieben hat, kann man
diese Daten verwenden, um den Neutronentransport mit
Monte-Carlo-Methoden zu beschreiben!?%!. Die daraus re-
sultierende Berechnung der therapeutischen Eigenschaften
definierter !°B-Konzentrationen an mehreren Stellen im
Phantom dient zur Simulation der selektiven Anreicherung
von '°B im Tumor!?”!. Man nimmt an, dal normalerweise
das Verhiltnis der 1°B-Konzentration im Tumor zu der im
gesunden Gewebe im bestrahlten Volumen konstant ist und
daB der '°B-Anteil im gesunden Gewebe homogen verteilt
ist. Man geht also davon aus, daB eine Borverbindung oder
ein ,,Borliefersystem* mit einem Selektivitdtsfaktor von 10:1
fiir Tumorgewebe zu gesundem Gewebe in normalem Ge-
webe homogen verteilt ist und eine Konzentration von 2.5 pug
198 pro g Gewebe erreicht, sofern die Konzentration im Tu-
mor 25 pg '°B pro g betrdgt. Die Wirkung des therapeuti-
schen Systems ist zeitabhéingig, weil jedes Borliefersystem
eine charakteristische biologische Halbwertszeit hat und weil
die 1°B-Konzentration im Tumor, im Gewebe und im Blut
mit unterschiedlicher Geschwindigkeit abnimmt.

Abbildung 1 ist eine graphische Darstellung der Ergebnis-
se einer typischen BNCT-Simulationsrechnung, gestiitzt
durch Mikrodosimetriedaten, die mit einem menschlichen
Phantomkopf erhalten wurden!?8). Der hier verwendete epi-
thermische Strahl ist ein typisches Beispiel fiir einen von
einem groBen Multimegawattreaktor erzeugten Strahl. Die
in ihm enthaltenen schnellen Neutronen erzeugen eine be-
trichtliche Strahlendosis aufgrund von RiickstoBprotonen,
wiihrend kein sehr groBer Beitrag von y-Photonen festzustel-
len ist. Die Austrittsdffnung des Strahls ist ein Quadrat mit
einer Seitenlidnge von 10 cm. Den Rechnungen wurde das
oben definierte hypothetische Borliefersystem zugrunde ge-
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legt. Das Blut wurde nicht als eigene Gewebeart behandelt,
sondern als Teil des gesunden Gewebes betrachtet. Vor kur-
zem wurden komplizierte Analysen der zu erwartenden
Schéden an Epithelzellen in den Kapillaren der Schidel-
decke infolge der Anwesenheit von B im Blut durchge-
fithrt!®#. Sie ergaben iiberraschenderweise, daB hinreichend
kleine Kapillaren mit einem Durchmesser im Bereich der
Linge der !“B-Spalttrimmerspuren aufgrund der aus geo-
metrischen Griinden in ihnen reduzierten wirksamen !°B-
Konzentration nicht angegriffen werden. Dies ist auch eine
Folge der Blut-Hirn-Schranke, die 1°B-haltige Verbindun-
gen daran hindert, an Stellen hinter den kapilldren Endothel-
zellen zu wandern. Dieser Effekt kann genutzt werden, um
die Wirkungsdosis (rad x RBE) in gesundem Gewebe abzu-
schitzen. Dazu verwendet man einen reduzierten Wert fiir
die RBE der *°B(n,x)’Li-Reaktion in gesundem Hirngewe-
be, d.h. man geht von 0.33 anstelle von 2.5 aus. Der hohere
RBE-Wert wurde fiir Abbildung 1 verwendet, so dal} diese
fiir eine Gliomtherapie den schlimmsten Fall simuliert, fiir
eine Tumortherapie auBerhalb des Schidels aber die zu er-
wartenden Befunde ziemlich gut wiedergibt.

3000
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Abb. 1. Graphische Darstellung der relativen effektiven Dosisleistung I der
Strahlkomponenten in Abhéngigkeit von der Gewebetiefe d entlang der Mittel-
achse eines hypothetischen epithermischen Neutronenstrahls, der auf einem
menschlichen Kopf auftrifft. Die RBE-Werte dieser Berechnungen waren:
108(n,)’Li: 2.5; **N(n,p)**C: 2.7; H (RiickstoBprotonen aufgrund schneller
Neutronen als Verunreinigung): 5.0; p-Photonen: 1.0. Die mit **N, y und H
bezeichneten Kurven stellen die Einzelbeitrige der jeweiligen Vorginge zur
Hintergrundstrahlung dar. Die mit *°B gekennzeichnete K urve ist der Beitrag
von 2.5 pg '°B pro g Gewebe, homogen im gesunden Gewebe verteilt. Die
Kurve A ist die Summe der Kurven **N, v und H, wihrend fiir die Kurve B
zusétzlich noch die *°B-Kurve in die Summe einbezogen wurde. Kurve C ist die
Summe aus der Dosisleistung von 25 pg *°B pro g Gewebe, homogen im Tumor
verteilt, und der Kurve A. Der therapeutische Gewinn (Kurve D) als Funktion
der Tiefe errechnet sich durch Division der Kurve C durch das Maximum der
Kurve B (1100 cGyh~?). Fiir weitere Einzelheiten siche Text.

Die Kurve C fiir die effektive Gesamtdosisleistung, die auf
den Tumor wirkt, in Abbildung 1 zeigt deutlich, daB} die ma-
ximale Leistung in 2 cm Tiefe erreicht ist. Auch die effektive
Gesamtdosisleistung, die auf gesundes Gewebe wirkt, hatihr
Maximum in etwa 2 cm Tiefe. Thr Wert betrigt dann etwa
1100 ¢cGyh ™", d.h. die héchstzulissige effektive Gesamtdo-
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sis fiir gesundes Hirngewebe von etwa 1300 cGy (oder
13 Gy) wiirde in ungefdhr 71 min erreicht, wenn sich die
10B-Konzentration im gesunden Gewebe wihrend der Be-
strahlung nicht dndert. Unabhingig von der Tumortiefe
wiirden die 71 min Bestrahlungszeit und die angemessene
effektive Gesamtdosisleistung, die auf den Tumor wirkt
(Kurve C), die effektive Gesamtdosis bestimmen, der die
Tumorstelle ausgesetzt werden kann. Bei einer Tumortiefe
von 4 ¢cm betrdgt diese Dosis zum Beispiel 2200 ¢Gy x 71/
60 ~ 2600 cGy, wihrend der entsprechende Wert bei 2 cm
Tiefe 3500 cGy ist.

Die Wirksamkeit einer BNCT ist als ein dimensionsloser
Parameter, der als therapeutischer Gewinn!27*! bezeichnet
wird, definiert und durch die Kurve D in Abbildung 1 wie-
dergegeben. Der therapeutische Gewinn in einer Tiefe von
2 cm ist also 2900 cGyh™1/1100 cGyh™! ~ 2.6. Bei einem
Tumor in 4 cm Tiefe ist dieser Wert 2200/1100 = 2.0. In der
Praxis wiirde man einen therapeutischen Gewinn von weni-
ger als 1.2 wahrscheinlich als nicht mehr ausreichend anse-
hen;in dem Beispiel von Abbildung 1 wire das ab einer Tiefe
von mehr als 5.5 cm der Fall. Da die effektiven Dosisleistun-
gen und die Bestrahlungszeiten vor Beginn der Therapie be-
rechnet werden miissen, muB man die Position des Tumors
und die 1°B-Konzentration im Tumor und im gesunden Ge-
webe zuerst genau bestimmen. Mit diesen Daten und der
biologischen Halbwertszeit des ! °B-Liefersystems kann man
dosimetrische Berechnungen durchfithren, die die Dauer der
Neutronenbestrahlung ergeben. Die Sicherheit und das
Wohlbefinden des Patienten sowie der ®B-Verlust im Tumor
mit der Zeit machen es notwendig, die Bestrahlungszeit so
kurz wie moglich zu halten. Daher werden groBe Reaktoren
gebraucht, die den notwendigen optimierten FluB von mehr
als 10° epithermischen Neutronen pro cm? und s erzeugen
konnen. Nach Berechnungen wiirde durch eine einzige Be-
strahlung mit 5 x 102 thermisierten™* epithermischen Neu-
tronen pro cm? die benétigte therapeutische Dosis erreicht.

Thermische Neutronen sind hier nicht als Strahlenmate-
rial behandelt worden, weil klar ist, daB die zu Abbildung 1
analoge Abbildung Kurven ergeben wiirde, deren Maxima
an der Oberflache sind und die mit zunehmender Gewebetie-
fe schnell abnehmen. Wahrend thermische Neutronenstrah-
len, deren FluBl dem des epithermischen Strahls, der Abbil-
dung 1 zugrundeliegt, dhnelt, an der Oberfliche einen
therapeutischen Gewinn von mehr als 2 erreichen, nimmt
dieser Paramcter schnell ab und erreicht bereits in etwa 2 cm
Tiefe die Grenze fiir praktische Anwendungen von 1.2. Diese
Befunde begriinden deutlich den Bedarf an epithermischen
Neutronenstrahlen mit einem hohen Flul aus einem grofien
Kernreaktor oder einem bislang nicht verfiigbaren Proto-
nenbeschleuniger, wie er in Abschnitt 2.3.2 beschrieben
wurde.

An dieser Stelle sei nun der Mechanismus der Strahlen-
schidigung durch den '°B(n,x)’Li-Prozel mit dem einer
Schidigung verglichen, die durch eine klassischere Strahlen-
quelle wie y-Photonen verursacht wird 12°1, Therapeutisch si-
gnifikante klassische y-Photonendosen entstechen aus im
Mittel Zehntausenden von lonisationen pro Zelle, und sto-
chastische Prinzipien gelten hier nicht, weil die y-Photonen
homogen auf die beschossenen Tumorzellen auftreffen. BNC
dagegen produziert eine therapeutische Dosis von 10 Gy
durch etwa 25 Ereignisse mit schneller LET pro Zelle. Der
Schaden, der durch nichttédliche Dosen an y-Photonen ver-
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ursacht wird, kann repariert werden, wihrend der extreme
Schaden aufgrund eines BNC-Ereignisses nicht reparabel ist,
weil dabei schwere «- und “Li-Spaltprodukte mit schneller
LET entstehen. Die mittlere Zahl von BNC-Ereignissen pro
Zelle wihrend einer bestimmten Bestrahlungsdauer hingt
von der Tiefe, in der sich die Zelle befindet, sowie von der
raumlichen Verteilung und der Konzentration der '°B-Kerne
in der Zelle ab!3°!, Da die Spaltprodukte “He?* und "Li* in
Gewebe nur eine geringe mittlere freie Wegldnge von etwa
einem Zelldurchmesser haben, hingt die Reaktion der ein-
zelnen Zellen auf die Bestrahlung von der intra-interzellula-
ren '°B-Verteilung und von der Geometrie der beschossenen
Zellen ab. Deswegen spielen stochastische Effekte bei der
BNCT eine wichtige Rolle. Wenn man das '°B in oder nahe
an eine lebenswichtige Zellkomponente bringen kann, zum
Beispiel in den Zellkern, dann wird die Zahl von BNC-Ereig-
nissen, die fiir den Zelltod notwendig ist, erheblich kleiner.
Im interzelluliren Raum oder an duBeren Zellwindenist !°B
viel weniger wirksam. Daher sind Borverbindungen und die
zugehdrigen Liefersysteme am attraktivsten, wenn sie in die
Zelle eindringen und sich mit intrazelluliren Komponenten
verbinden kénnen. AuBerdem wird die Suche nach geeigne-
ten Borverbindungen stark dadurch beeinfluBt, daB3 das Bor
im TInnern der Zellen sichtbar gemacht werden soll.

Zusiitzlich zur heterogenen '°B-Verteilung in und um ein-
zelne Tumorzellen muf} die Heterogenitit aufgrund der Mor-
phologie des Tumors beriicksichtigt werden. Grofe Tumore
haben ein schlecht erndhrtes nekrotisches Zentrum, umge-
ben von GefdlBien, die Nihrstoffe fiir ein schnelles peripheres
Tumorwachstum zufiithren kdnnen. Diese peripheren Blutge-
fiBe werden so schnell genutzt, wie sie geschaffen werden
koénnen. Wegen dieser Art des Wachsens und der Morpholo-
gie von Tumoren weist das BNC-Zielvolumen eine erheb-
liche makroskopische Heterogenitét auf. Die daraus folgen-
de Brutto-Inhomogenitit der !°B-Verteilung muB quantita-
tiv ausgewertet und in die therapeutischen Experimente und
die in-vivo-Bewertung neuer Borverbindungen und der zuge-
horigen Liefersysteme einbezogen werden.

2.5. Fiir die BNCT geeignete Boranalysen

Die fiir die BNCT nétigen Boranalysen, die Bewertung
von Borverbindungen und schliefilich die klinischen Anwen-
dungen umfassen ein breites Spektrum wertvoller, zum Teil
noch unvollkommener Methoden. Dazu gehoren die makro-
skopische und nichtinvasive Abschitzung der '°B-Konzen-
tration im Tumor und im umgebenden Gewebe durch '°B-
NMR-Imaging, das derzeit entwickelt wird, und die
mikroskopische Sichtbarmachung der Aufenthaltsorte von
198 im Tumor und in Gewebeschnitten durch Autoradiogra-
phie von #-Spuren. Die intrazellulire Verteilung und Quanti-
fizierung der Borverbindungen ist ein weiteres Thema, zu
dem es neuerdings interessante Ergebnisse gibt. Diese und
dhnliche Themen werden in den folgenden Abschnitten dis-
kutiert.

2.5.1. Nichtinvasive makroskopische Abschdtzung der
1% B Konzentration in vivo

Wie bereits erwidhnt, erfordert eine sichere und wirksame
BNCT, daB3 der Ort des Tumors, die 1°B-Konzentration im
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Tumor, im Blut und im gesunden Gewebe sowie die Ge-
schwindigkeit, mit der !°B-haltige Spezies aus diesen biologi-
schen Systemen entfernt werden, bekannt sind. Nicht-
invasive Methoden werden sowohl fiir die Visualisierung des
Tumors als auch fiir die Bestimmung der !°B-Konzentration
gebraucht. Im Prinzip konnte man dazu eine chemisch iner-
te, radioaktiv markierte Substanz verwenden, die fiir Bildge-
beverfahren geeignet ist und die an einen kleinen Teil der
10B._Zjielverbindung gebunden ist’®**!. Durch zweidimensio-
nale Abbildung sowie Einphotonenemissions-Computerto-
mographie (SPECT) kdnnte diese Verbindung dann sowohl
in primdren als auch in sekundéren metastatischen Tumoren
sichtbar gemacht werden!*?!. Jedes doppelt markierte '°B-
Liefersystem bringt aber Komplikationen und zeitliche Be-
schrinkungen mit sich, die man besser vermeidet.

Kiirzlich ist die Eignung der NMR-aktiven Kerne ' B und
108 fiir direktes NMR-Imaging und fiir die Bestimmung des
Borgehalts von mit dem richtigen Isotop beladenen Tumoren
untersucht worden. 'H-NMR-Imaging kénnte zur Unter-
stiitzung verwendet werden. Die Weiterentwicklung dieser
Technik?* =3¢ hat bei dem besser geeigneten ! B-Kern eini-
ge Erfolge gezeigt, und der '°B-Kern kann eventuell in der
nahen Zukunft von Nutzen sein. Vielleicht ist es irgendwann
méglich, durch !°B/'H-Imaging Tumore nicht nur zu orten,
sondern auch die lokalen '°B-Konzentrationen im Tumor
und im gesunden Gewebe quantitativ sichtbar zu machen.
Solche Analysen wiren nichtinvasiv und relativ schnell
durchzufithren, und sie wiirden die !°B-Zielkerne fiir die
BNCT als signalerzeugende Spezies nutzen. Beziiglich der
Einzclheiten dieser in der Entwicklung befindlichen Technik
wird der Leser auf die Originalarbeiten(®3~3¢1 verwiesen.

2.5.2. Makro- und mikroskopische Borbestimmung
in biologischen Proben

Es besteht die Notwendigkeit, die Borkonzentration in
biologischen Forschungsproben aus Biopsien und in Gewe-
ben von Bioverteilungsexperimenten mit Tieren genau zu
bestimmen. Solche Proben sind oft in makroskopischen
Mengen von 50 bis 100 mg und mehr erhéltlich. Nach der
oxidativen Aufldsung der gewogenen Gewebeproben wird
der Borgehalt in der wiBrigen Probelésung durch die neu
entwickelten Plasmaatomemissionsspektroskopien (ICP-
AESPB und DCP-AES38! bestimmt. Mit diesen Methoden
kann der Borgehalt im Gewebe bis zu etwa 1 ppm verldBlich
bestimmt werden. Die Methode kann, wenn man die Proben
etwas anders pripariert, auf mikroskopische Gewebeproben
von 1 mg aus Nadelbiopsien ausgeweitet werden.

Statt mit ICP-AES und DCP-AES kann man die biologi-
schen Proben auch analysieren, indem man die spontan wih-
rend des Einfangs thermischer Neutronen durch °B in der
Probe emittierten y-Photonen quantitativ miBt?®®~+" und
das Ergebnis mit Eichmessungen vergleicht. Diese Methode
erfordert aber eine Quelle fiir thermische Neutronen und ist
bei niedrigen !°B-Konzentrationen nicht so genau wie die
Plasma-AES-Methoden.

2.5.3. Sichtbarmachung und Mikrodosimetrie von Bor
in biologischen Proben

Die Diskussion der stochastischen Natur der inter- und
intrazelluliren BNC-Prozesse in Abschnitt 2.4 zeigte, dal
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man experimentelle Methoden braucht, mit denen man die
rdumliche Verteilung von Bor in Schnitten von Tumorgewe-
be und umgebendem Gewebe aus Biopsien an Versuchstieren
oder Menschen bestimmen kann. Wegen der inhomogenen
Struktur eines Tumors sind solche Untersuchungen wesent-
lich fiir das Verstdndnis der Fahigkeit borhaltiger Testver-
bindungen, einzelne Tumorzellen in der Tumorstruktur zu
erreichen. Die Autoradiographie von a-Spuren!#2-43}jst da-
fiir ideal geeignet. Dazu werden sehr diinne (6—10 pm) Ge-
webeschnitte auf Nitrocellulosefilme gelegt und diese An-
ordnung mit thermischen Neutronen beschossen. Die bei der
dadurch ausgeldsten '°B(n,«)’Li-Reaktion gebildeten Pro-
dukte, die eine hohe Geschwindigkeit der LET haben, sensi-
bilisieren die Nitrocellulose fiir den hydrolytischen Angriff
durch eine starke wiBrige Base. Aufgrund der geringen mitt-
leren freien Wegldnge dieser Teilchen und ihrer LET-Cha-
rakteristik werden einzelne Neutroneneinfangereignisse auf-
gezeichnet und auf dem mit Base entwickelten Nitro-
cellulosefilm in sichtbare Spuren verwandelt. Uberlagerung
dieser Spurdaten mit einer optischen Abbildung desselben
Gewebeschnitts ergibt die relative Dichte der !°B-Kerne in
bezug auf die Histologie der Probe. Wenn man Eichproben
verwendet, eignet sich diese Methode bis herab zu !°B-Kon-
zentrationen von nur 1 ug pro g Probel#4],

Die Radiographie von a-Spuren wurde nicht nur fiir kon-
ventionelle histologische Tumorproben verwendet, sondern
auch fiir Ganzkorperschnitte von Versuchsmiusen und -rat-
ten.

2.5.4. Subzelluliires Sichtbarmachen von Bor

Der Entwicklung von neuen borhaltigen Medikamenten
und der Aufklidrung der Tumorselektionsmechanismen wire
geholfen, wenn die Wanderung und die relative Konzentra-
tion des Wirkstoffes in den Tumorzellen zeitabhingig ver-
folgt werden kénnte. Die Wichtigkeit solcher Informationen
fir die Entwicklung von Medikamenten ergibt sich aus der
Tatsache, daB3 die wirkungsvollsten Medikamente diejenigen
sein werden, die in die Tumorzellen eindringen und sich mit
dem Cytoplasma, den Organellen oder sogar mit dem Zell-
kern verbinden konnen. Wenn man zum Beispiel ein an
DNA bindendes Borliefersystem synthetisieren mdchte,
dann wire es wichtig, das Erreichen des intrazelluldren Ziels
durch direkten Nachweis des Bors im Zellkern zu bestitigen.
Solche subzelluldren Sichtbarmachungen haben bisher ihren
Nutzen nur in Spezialfillen demonstriert und miissen noch
weiter entwickelt werden.

Die erste hier zu erwidhnende Methode ist die Sekundér-
jonen-massenspektroskopische (SIMS-) Mikroskopie!#>- 461,
die sich fiir die quantitative Bestimmung des Borgehalts in
einfachen, durch Gefriertrocknung zerlegten borhaltigen
Zellen aus einer Zellkuitur eignet. Auf diese Weise konnten
Zellen sichtbar gemacht werden, die mit Bormedikamenten
behandelt worden waren; die rdumliche Auflésung betrug
1 pm.

Die zweite Methode ist das Imaging durch Elektronen-
Energieverlust-Spektroskopie (EELS)!7), bei der mit einem
analytischen Elektronenmikroskop oder einem energiefil-
ternden Transmissionselektronenmikroskop eine Karte der
Elemente erstellt wird. Erste Ergebnisse zur Boranalyse mit
EELS sind bekannt!*®] aber diese Methode muf} wie die
SIMS-Methode noch weiterentwickelt werden, bevor sie fiir
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die Beurteilung von Wirkstoffen allgemein niitzlich werden
kann.

3. Friihe klinische Versuche zur BNCT und die
Suche nach geeigneten borhaltigen Zielverbindungen

3.1. Erste klinische Untersuchungen (1951-1962)

Die Idee, Lochers Konzept der bindren BNCT!! tatsiich-
lich in der Medizin einzusetzen*®], stammt von Wiiliam H.
Sweet, Neurochirurg am MGH in Boston, und L. E. Farr
von der medizinischen Abteilung des BNL. Sweet und Farr
wollten die Heilungsaussichten fiir Patienten mit Hirntumor
verbessern, indem sie die Fibrillen von Tumorzellen, die auch
nach Radikaloperationen zur Entfernung des Tumors ver-
blieben, durch BNCT zerstdrten!3?- 31, denn ausgehend von
diesen Fibrillen entwickelt sich der Tumor neu. Die Lebens-
erwartung von Patienten mit solchen bdsartigen Gliomen
betrug sogar nach einer Operation normalerweise weniger
als sechs Monate. Die Tatsache, daBl Gliome keine Metasta-
sen entwickeln, der Schutz des gesunden Gehirns durch die
Blut-Hirn-Schranke sowie die Resistenz dieser bosartigen
Geschwulste gegeniiber allen bekannten Formen der Che-
mo- und Radiotherapie machten sie zu sehr geeigneten Kan-
didaten fiir BNCT-Versuche.

Die ersten Versuche zur Erhohung des Verteilungsverhalt-
nisses der Borverbindungen in Tumor und Hirn ergaben sich
aus der Tatsache, dal3 zerebrale Gliome der Blut- oder
,.-hassen‘‘ Seite der Blut-Hirn-Schranke zugdnglich sind und
die Aufnahme hydrophiler Spezies begiinstigen, wihrend ge-
sundes Hirn relativ ,,trocken’ und weniger hydrophil ist.
Daher wurde die Suche nach hydrophilen und ungiftigen
Substanzen aufgenommen!*?!,

An Freiwilligen, die sich einer neurochirurgischen Biopsie
oder Resektion unterzogen, wurde festgestellt, dal Natrium-
borat Na,B,0, in Konzentrationen bis zu 200 mg pro kg
Korpergewicht ohne schwere Nebenerscheinungen toleriert
wurde!*3, Die Bioverteilung und die zeitabhiingigen Daten
zeigten, daB die Borkonzentration im Tumor kurz nach der
intravendsen Boratinjektion dreimal so hoch war wie in ge-
sundem Hirn; sie konnte bis zu 50 pg pro g Tumor erreichen.
Im Blut fand sich bei diesen Versuchen Bor in ebenso hohen
oder sogar noch hoheren Konzentrationen als im Tumor.

1954 begannen Farr und Sweet erste klinische Versuche an
zehn Patienten mit Glioblastoma multiforme. Sie verwende-
ten dazu thermische Neutronen aus dem Brookhaven Gra-
phite Research Reactor und !°B-angereichertes Natriumbo-
rat!34l, Fiinf Patienten erhielten eine einzige Strahlendosis
und fiinf wurden mehrmals mit kleinen Dosen bestrahlt. Ei-
ne statistisch signifikante Lebensverldngerung konnte nicht
nachgewiesen werden. 1959 wurde der damals neu errichtete
Brookhaven Medical Research Reactor genutzt, um sech-
zehn weitere Patienten!>3: 56! zy bestrahlen, denen '°B-ange-
reicherte Borate als Zielverbindungen verabreicht worden
waren. Auch dieses Experiment verlingerte die Uberlebens-
dauer nicht, und bei der Autopsie wurden keine durch a-Teil-
chen verursachten Strahlenschiden in den Hirnen der Pa-
tienten gefunden.

Zu Beginn der sechziger Jahre wurde der MGH/MIT-
Reaktor in Betrieb genommen, der auch einen Operations-
saal unterhalb einer Offnung fiir thermische Neutronen-
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strahlen enthielt. Im Lauf der fiinfziger und Anfang der sech-
ziger Jahre stellten auflerdem mehrere Arbeitskreise
Borverbindungen her, deren Wirkung auf Versuchsmiuse
Soloway et al. am MGH untersuchten!®*”). Sie verwendeten
zum Beispiel eingepflanzte Ependymblastome zur Bestim-
mung der Bioverteilung und fiir zeitabhdngige Studien. Viele
der etwa 140 Verbindungen, die Soloway et al. untersuchten,
waren substituierte Phenylboronsduren, einschlieBlich 4-
Dihydroxyborylphenylalanin (BPA), das heute ins Zentrum
der Aufmerksamkeit geriickt ist (siehe Abschnitt 7.9.1).
Ebenfalls in dieser Zeit wurden die polyedrischen Boran-An-
ionen B, H2; 1*® und B,,H2; [** entdeckt und die Chemie
ihrer Derivate griindlich untersucht. AuBerdem wurden die
ikosaedrischen Carborane!®” closo-1,2- und closo-1,7-
C,B,,H,, synthetisiert und Derivate von ihnen hergestellt.
Die kinetische Stabilitit dieser polyedrischen Tonen und Car-
borane machte sie und ihre Derivate sofort zu attraktiven
Kandidaten als BNCT-Zielverbindungen; dies fiel zusam-
men mit dem Beginn einer neuen Ara der anorganischen
Clusterchemie. Auf dieses Thema geht Abschnitt 5 ausfithr-
licher ein.

Soloway untersuchte die Eignung des Salzes Na,B, H,,
als mogliche Zielverbindung fiir die BNCT an Tieren und
Menschen. GroBe Mengen an Na,B, H,, wurden Men-
schen in die Halsschlagader injiziert (LD, =1.0 g pro kg in
C3H-Mausen), spéter aus Urinproben wiedergewonnen und
11B_NMR-spektroskopisch charakterisiert. In einem ande-
ren Experiment an (médnnlichen) schweizerischen CD1-Méu-
sen'®1 betrug der LD,-Wert von Na,B,,H;, 1025 + 15 mg
pro kg Korpergewicht. Die polyedrischen Ionen hatten eine
geringe Toxizitdt, wihrend die substituierten Phenylboron-
sduren bei den Versuchstieren oft toxische Reaktionen her-
vorriefen.

Zwei '°B-angereicherte Borverbindungen, ndmlich 4-Carb-
oxyphenylboronsiure und Na,B,,H,,, wurden 1961/1962
fur eine neue Serie von Untersuchungen an Menschen am
MGH/MIT-Reaktor und am MGH verwendet. Achtzehn
Patienten'®?! wurde dabei der Schidel geoffnet und das Tu-
morgewebe moglichst vollstandig operativ entfernt. Ersteres
war auch deshalb nétig, um die Durchléssigkeit fiir den sonst
schlecht eindringenden thermischen Neutronenstrahl zu ver-
bessern. Bei zwei Patienten wurde Na,*®B, H,, in die Hals-
schlagader injiziert, und sechzehn Patienten erhielten °B-
angereicherte 4-Carboxyphenylboronsiure*!. Nach erneuter
Offnung der provisorisch verschlossenen Kraniotomiestelle
wurden die Patienten bestrahit. Auch hier konnte kein thera-
peutischer Effekt nachgewiesen werden; die Patienten star-
ben innerhalb von 10 Tagen bis 11.5 Monaten nach der Be-
strahlung. Eine neuropathologische Untersuchung von 14
Patienten, bei denen eine Autopsie durchgefiihrt wurde,
zeigte Strahlennekrose mit mehreren Arten von GefidBver-
letzungen in den Hirnen von 9 der Patienten (2. Als Ursache
wurden die hohen Borkonzentrationen im Blut zum Zeit-
punkt der Bestrahlung angenommen. Fiir die weiteren Un-
tersuchungen schien es deshalb sinnvoller, Borreagentien zu
verwenden, die vom Tumor selektiv aufgenommen wiirden,
so dal das Blut wihrend der Bestrahlung nur eine minimale
Borkonzentration aufwiese. Daher wurde sowohl von Solo-
way als auch von Forschern am Du Pont Central Research
Lahoratory eine zweite Generation von moglicherweise ge-

[*] *°B in Summenformeln bedeutet, daB die Verbindung 9596 % °B enthilt,
siehe Abschnitt 5.1,
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eigneten Verbindungen synthetisiert. Die meisten dieser Ver-
bindungen leiteten sich von polyedrischen Boran-Amnio-
nen'®® 3%l und Carboranen'®®! ab und waren als cytostatische
Alkylierungsmitte]l ausgelegt oder waren Verbindungen, die
andere kovalente Bindungen mit Proteinen eingehen konnten.
Die Abschnitte 5 und 7.1 gehen genauer auf die Beschreibung
dieser Spezies ein. Von den Verbindungen, die von Soloway et
al. in Bioverteilungsexperimenten auf ihre selektive Anreiche-
rung im Tumor und ihr weitgehendes Fehlen im GefédBsystem
untersucht wurden, zeichneten sich besonders die Natrium-
salze von B,,H,,SH2™ und 1,10-B,,Cly(SH)? ™~ aus®®!}, aber
nur das erstgenannte Salz war hinreichend ungiftig (LD, in
ménnlichen schweizerischen CD1-Méusen 73 + 4 mg pro kg),
um in weiteren Untersuchungen eingesetzt zu werden. Es er-
hielt die Kurzbezeichnung BSH.

3.2. Die Entwicklung einer BNCT in Japan:
Hiroshi Hatanaka und Na,B,,H,,SH

Im AnschluB an eine mehrjahrige Tédtigkeit am MGH als
Mitarbeiter des BNCT-Teams unter Sweet kehrte der Neuro-
chirurg Hiroshi Hatanaka 1968 nach Japan zuriick und
begann dort ein neues Kapitel in der BNCT-Geschichte zu
schreiben. Er verwendete in klinischen Untersuchungen mit
japanischen Glioblastompatienten '®B-angereichertes BSH
und thermische Neutronenstrahlen niedriger Intensitit, die
ihm im Raum Tokio zur Verfiigung standen. Die Shionogi
Research Laboratories in Osaka lieferten fiir diese Studien
Na,!°B,,H,,SH sowie die Na-Salze sowohl des 1- als auch
des 2-B,,H,SH -Isomers als Alternativen (siche Ab-
schnitt 7.1).

Die in Japan erarbeitete Behandlung édhnelte der von
Sweet in seinen klinischen Versuchen von 1961/1962 verwen-
deten. Patienten mit Tumoren in der Néihe der Hirnperiphe-
ric wurde der Schidel gedffnet und der Tumor moglichst
vollstindig operativ entfernt, Ein bis zwei Wochen nach die-
ser Behandlung wurde den Patienten innerhalb von ein bis
zwei Stunden !°B-angereichertes BSH in Dosierungen zwi-
schen 30 und 80 mg pro kg Korpergewicht in die Halsschlag-
ader injiziert. Ungefihr 12 Stunden spéter wurden die Pa-
tienten mit thermischen Neutronenstrahlen bei gedffnetem
Schidel an der Operationsstelle behandelt. Dafiir standen
nur Reaktoren mit einem niedrigen FluB zur Verfigung
(10° nem ™~ 257 1), so daB die Bestrahlungszeiten 3—5 h betru-
gen. Wahrend dieser Zeit befand sich der Patient in von
auBen Uberwachter Anisthesie. Die Kopfhaut mufite aus
dem Strahlengang genommen werden, um Strahlenschiden
zu vermeiden, weil sie '°B in geringer Konzentration ent-
hielt. Wahrend der Bestrahlung entnommene Tumorproben
enthielten 13-60 ug '°B pro g Tumor. Die Borkonzentration
im gesunden Hirn wurde nicht bestimmt!¢3. Da diese Unter-
suchungen mit thermischen Neutronen durchgefiihrt werden
mubten, betrug die Eindringtiefe des Strahls in das Gewebe
weniger als 6 cm.

Hatanakas Arbeiten wurden publiziert und ausfiihrlich
diskutiert[®3~¢€), Die Tatsache, daB nur in einem Fall — bei
einem atypischen Patienten, der eine enorm grofle Neutro-
nendosis erhalten hatte, — eine Nekrose des gesunden Hirns
beobachtet wurde, ist bemerkenswert. Dies belegt, daB das
BSH noch vor Beginn der Bestrahlung aus dem Blut ver-
schwunden war. Jingere Untersuchungen von Gavin et
al.l2* zeigten, daB der geringe Durchmesser der Kapillarge-
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fiBe im gesunden Him und die an allen Stellen auBer an der
Tumorgrenzschicht intakte Blut-Hirn-Schranke den blut-
bahnschitzenden Mechanismus aktivieren, der die Borkon-
zentration im Blut effektiv herabsetzt. BSH enthélt ein klei-
nes, hydrophiles Anion, das die Blut-Hirn-Schranke nicht
Gberwinden kann. Dies ist wohl auch eine Folge seiner rela-
tiv guten Komplexbildung mit hochmolekularen Proteinen
im Blutserum!®”), die die Blut-Hirn-Schranke auch nicht
liberwinden konnen. Dieser Vorgang wurde in Abschnitt 2.4
besprochen. Hatanakas Patienten ging es nach der Behand-
lung im allgemeinen recht gut, wenn man bedenkt, dafi sie
bereits todlich erkrankt waren!**!, Die achtunddreifig Pa-
tienten mit Glioblastoma multiforme dritten und vierten
Grades und die zw6lf Patienten mit Tumoren im Pallium, die
weniger als 6 cm von der Rindenoberfliche entfernt waren,
lebten im Mittel noch 44 Monate, wobei der Median bei etwa
26 Monaten lag, d. h. 50% der Patienten lebten ldnger als 26
Monate. Unter ihnen gibt es auch einige Langzeitiiberleben-
de: Ein heute 65jdhriger Mann lebt zwanzig Jahre nach der
Operation immer noch beschwerdefrei, und Ahnliches gilt
fiir eine siebzigjdhrige Frau und ein dreizehnjdhriges Mdd-
chen, die anscheinend vollstindig geheilt sind.

Hatanakas Befunde sind bemerkenswert, aber sie sind in
medizinischen Kreisen auch auf einige Kritik gestoBen. Die
Konsistenz der Ermittlung der Behandlungsdaten an den Pa-
tienten ist in Frage gestellt worden, und auch wegen der
notwendigerweise schlechten Qualitdt der verwendeten Neu-
tronenstrahlen sind Zweifel geduBert worden. Man muf} sich
daritber im klaren sein, dafl Hatanaka die Wirksamkeit des
BNC fiir die Gliomtherapie unter Bedingungen gezeigt hat,
die vom Idealzustand weit entfernt waren. Unter besseren
Voraussetzungen wire sicherlich eine genauere Dokumenta-
tion moglich gewesen.

Als Folge der erfolgreichen Verwendung als Zielverbin-
dung fiir die BNCT von Glioblastoma multiforme hat BSH
internationales Interesse gefunden. Arbeitskreise in den EG-
Landern und am Idaho National Engineering Laboratory
haben begonnen, BSH detailliert pharmakokinetisch zu un-
tersuchen, um den Mechanismus seiner Ansammlung in ze-
rebralen Gliomen aufzudecken. Andere Forschungsvorha-
ben konzentrieren sich auf die Verwendung von BSH in
Neutronenbestrahlungsexperimenten an groflen Tieren und
auf seine pharmakokinetischen Eigenschaften im Menschen.
Klinische Versuche sind jetzt geplant, fir die die europii-
schen Gruppen den Reaktor in Petten und BSH verwenden
wollen.

Die Verwendung von BSH in der Therapie wird durch
seinc Tendenz zur Oxidation an Luft erschwert. Diese Oxida-
tion wird vielleicht durch Spuren redoxaktiver Metall-Ionen
katalysiert und fithrt zum Disulfid-Dimer [B,,H,,SI3~ und
zum entsprechenden Oxodisulfid®® %), Tierversuche haben
gezeigt, daB sich das Disulfid besser im Tumor anreichert als
BSH!9 aber es ist auch viel giftiger. Angesiuerte wiBrige
Losungen des Disulfids enthalten ein blaues, reaktives Radi-
kalf®®: 691 Diese Oxidationen sind moglicherweise in vivo
erforderlich, um die angenommene kovalente Bindung von
BSH an Cysteinreste zu ermdglichen. Abschnitt 7.1 geht ge-
nauer auf dieses Thema ein. Diese Reaktionen verlangen
eine griindliche Reinigung des BSH fiir medikamentose
Zwecke. Im Moment ist BSH aber die einzige akzeptable
Bor-Zielverbindung, die in klinischen Versuchen in Europa
oder den USA verwendet werden kann. Wie wir sehen wer-
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den, schreitet die Entwicklung anderer geeigneter Zielverbin-
dungen schnell voran, aber in der nahen Zukunft wird BSH
wahrscheinlich die Basisverbindung fiir klinische Untersu-
chungen bleiben.

4. Chemisches Intermezzo

Mit Ausnahme des einen oder anderen von Hatanakas
Patienten hat die BNCT bisher noch keinen bedeutenden
Erfolg zu verbuchen. Abgesehen von den vielleicht vorzu-
bringenden Uberlegungen, die einen mdglichen Erfolg der
BNCT auf die Entwicklung der Strahlenonkologie, die Ei-
genschaften der verfligbaren Neutronenstrahlen und die Ge-
nauigkeit der Dosimetrie zuriickfithren, war und ist der
Schliissel zum Erfolg die Verfuigbarkeit ungiftiger Bor-Ziel-
verbindungen, die sich selektiv in Neoplasmen und nicht in
gesundem Gewebe anreichern. Der Synthesechemiker trifft
bei der logischen Entwicklung dieser niitzlichen Zielverbin-
dungen fiir Neutronen auf erhebliche Schwierigkeiten, denn
es gibt wenig quantitative und sogar wenig qualitative Infor-
mationen iiber die chemischen und biologischen Unterschie-
de zwischen bosartigen und gesunden Zellen. Diese miifite
man aber kennen, weil sic mogliche Wege zur selektiven Auf-
nahme und Retention von Bor durch Tumorzellen aufzeigen
konnen.

Zwei wichtige Gebiete der existierenden klinischen Praxis
differenzieren zwischen gesunden und Tumorzellen, die Che-
motherapie und die radioimmunologische Bildgebung von
Tumoren. Chemotherapeutika werden auf ihre Fihigkeit ge-
priift, Krebszellen selektiv zu téten, ohne dal man den Kon-
zentrationsunterschieden in bosartigem und benachbartem
gesundem Gewebe besondere Aufmerksamkeit schenkt. Die
wirksame Differenzierung zwischen bdsartigen und ge-
sunden Zellen basiert auf den Unterschieden in der Zellre-
produktions- und Metabolismusgeschwindigkeit. Die inzwi-
schen erreichte Prézision bei radioimmunologischem
Imaging beruht auf der Tatsache, daBl Radiopharmazeutika
durch Bindung an monoklonale Antikérper mit einer so
enormen Selektivitdt zwischen gesundem und Tumorgewebe
unterscheiden konnen, daBl das Konzentrationsverhéltnis
von Tumor zu gesundem Gewebe hoch ist, wihrend die tat-
sachliche Konzentration des Radiopharmazeutikums im Tu-
mor sehr gering bleibt.

Im Idealfall braucht man fiir die BNCT Verbindungen, die
die Tumorselektivitit immunovermittelter Radiopharma-
zeutika aufweisen und zugleich in hoheren Konzentrationen
als bei der Chemotherapie im Tumor vorliegen und dort
hinreichend lange verbleiben, um eine wirksame Neutronen-
bestrahlung zu gewahrleisten. Auch Toxizititsfragen miissen
gepriift werden. Daher bestehen die wichtigsten Herausfor-
derungen an den Chemiker darin, 1) Arten der Bioverwer-
tung zu finden, die wirksam zwischen dem zu behandelnden
Tumor und dem iibrigen Gewebe unterscheiden, und 2) Bor-
verbindungen zu entwerfen und zu synthetisieren, die in
diese Bioverwertungssysteme integriert werden konnen,
ohne deren Funktion zu sehr zu beeintrdchtigen. Dabei mul}
bedacht werden, dal} die niedrigste gerade noch therapeu-
tisch wirksame '°B-Konzentration im Tumor etwa 10° Ziel-
atome pro Zelle betragt. AuBerdem muB das Bor im Tumor
angereichert werden und zugleich die Borkonzentration im
Blut minimal bleiben. Wenn diese Bedingungen erfiillt sind,
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ist es nicht mehr notig, die Blut-Hirn-Schranke zur Verbesse-
rung der Tumorerkennung zu nutzen, und die BNCT kann
dann auch bei anderen bdsartigen Tumoren als bei cerebra-
len Gliomen eingesetzt werden. Tumore wie Melanome,
Lymphome, Sarkome und andere sowie die zugehorigen Me-
tastasen werden damit zu Kandidaten fiir eine BNCT mit
epithermischen Neutronen.

5. Die Entdeckung der modernen Boranchemie
zur rechten Zeit

Die Entwicklung der BNCT-Forschung iiber die Moglich-
keiten der fiinfziger Jahre hinaus beruht auf der Entdeckung
einer neuen Borchemie in den spiten fiinfziger und frithen
sechziger Jahren. Die Moglichkeiten dieser Chemie iiberstie-
gen die gewagtesten Vorstellungen der Chemiker, die an den
ersten klinischen BNCT-Versuchen mitarbeiteten. Die Ent-
deckung ganzer neuer Familien polyedrischer Boranderiva-
te, die durch dreidimensionale Elektronendelokalisierung
stabilisiert wurden und auch als Substituenten in organische
Molekiile eingebaut werden konnten, bewirkte, dall das
Konzept der BNCT die ersten klinischen Versuche mit unge-
eigneten Borverbindungen iiberdauerte und die BNCT ihren
derzeitigen erfolgversprechenden Status erreichte.

Bei den ersten neuen polyedrischen aromatischen Boran-
verbindungen handelte es sich um das aufgrund theoreti-

scher Uberlegungen vorhergesagte ikosaedrische closo-
B,,HZ;-Ion® und um das nicht vorhergesagte
closo-B,,HZ, -Ion!*® 711 das die Struktur eines quadrati-
schen archimedrischen Antiprismas mit zwei Kappen hat.
Auf diese Ionen folgten schon bald die ikosaedrischen Car-
boranisomere closo-C,B, H,,"> 7%, die mit dem closo-
B,,H2; -lon isoelektronisch und isostrukturell sind. Auch
andere polyedrische Anionen der allgemeinen Formel closo-
B,H2~ wurden erhalten, bis die ganze Serie mit # = 6-12
zuginglich war'’, Analog dazu wurden andere closo-
C,B, . ,H,-Carborane synthetisiert, ebenfalls mit n = 6-
121751 Diese Carborane zeigten eine Reaktivitit wie organi-
sche Verbindungen, und Isomere entstanden durch
Verschiebung der Polyeder-Kohlenstoffatome relativ zuein-
ander iiber die Polyederoberfliche!’? 73! (polytope Umlage-
rungen). Spater wurde die Serie von closo-CB, _ (H, -Carbo-
ranen erhalten!”® 771 deren Mitglieder ebenfalls organische
Derivate bilden. Auch Metallacarborane, d. h. Carborane, in
denen eine oder mehrere BH-Gruppen durch Metallkom-
plexfragmente ersetzt sind!”% 7%) sowie die entsprechenden
Metallaborane®® wurden bald darauf synthetisiert. Die
Verwandtschaftsverhiltnisse dieser und vieler anderer Bor-
anclusterderivate wurden mit der chemischen Bindungstheo-
rie in Einklang gebracht®!! und dienten als Grundlage fiir
die Entwicklung der anorganischen Clusterchemie!®*!. Die
Bandbreite der modernen Borchemie erstreckt sich weit iiber
den hier beschriebenen Bereich hinaus, und der interessierte
Leser sei auf spezielle Ubersichten iiber die vielen Aspekte
der Boranclusterchemie verwiesen{®3841 Diese Entdeckun-

A B(OH), gen auf dem Gebiet der anorganischen und metallorgani-
BF/ \BH . schen Chemie haben die Suche nach wirksamen BNCT-Ver-
3 4 . . . .
Bt Y B2 bindungen sehr erleichtert, weil sich Boranclusterver-
A _-Bpfp . ..
BzHg B bindungen durch hohen Borgehalt, sehr gute kinetische Sta-
+2e7| | —2e” -8H2‘A 1,12-C;B oH),
BH 2 BioHie \700°C
1 2L:|-H, L7CBicHy | p_112-C,BH,y,
6,9 - BigHyLy o
0] , He=cH 400°C } 700°C
K ij*, R i
By Z2L: RC=CH
o —5r7 IFR-L2-CoBycHyy 400°C

12

closo-B,,H%; closo-B,oH3o nido-B,,H}y closo-CpM™B, ,H3T

closo-CB, Hy, closo-CBgHio nido-CB,oH3 7 closo-CpMYCB, H;,

closo-C,B,oH,, closo-C,BgH 4 nido-C,BoHi closo-CpM™C,B.H,
Cc - E* 2 E* 2-

. —TH closo-By,H))E r — T closo-BgHE
closo-B Hyy :Nu, H* closo-BjgH ¢~ :Nu, H*
\-‘Hz- closo-B ,H  Nu™ \—;HZ_’ closo-BygHgNu™
closo-1,2-C;B,oHy, R’g}’{ nido-1,8-C;BgH;,™  nido-7,8-C,BoH;;” ’j;}: nido-7,8-C,BgH;, >
M(CO

nido-7,8-C,BgH,;* _;CO)‘ closo-[3,3,3+(C0)y-3,1,2-MC,BH, ,]*

closo-1-R-1,2-C;BgH,, RTII‘;— closo-1-R-2-Li~1,2-C,B cHg

+

closo-1-CHs12-CB\H,, —2o

closo-1-(4~CgH,NH,)-1,2-C,B;cH,

closo-1~(4-CgH4NO,)-1,2-C,BygHy,y S_I;p’
+

—_—

N closo-1~(4-CgHyN,)-1,2-C,B, HT, BF,~
4
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closo-1-R-2-E-1,2-C,;BH

Schema 4. Eine vereinfachte Darstellung einiger Hohe-
punkte der Boranclusterchemie, die fiir die BNCT in-
teressant sein konnten. A: Synthesen; B: Strukturen; C:
Reaktionen. B’ = Base, E = Elektrophil, L = Ligand.
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Blutserum ——— (—

bilitdt und relativ einfache Derivatisierung fiir den Einbau in
organische Molekiile auszeichnen. Schema 4 zeigt mehrere
wichtige Aspekte von Boranclusterumwandlungen und eini-
ge der Numerierungskonventionen.

5.1. Die Synthese von !°B-angereicherten Verbindungen
fiir die BNCT

Schema 4 ist eine vereinfachte Darstellung der Verwandt-
schaftsverhiltnisse der am besten zugénglichen Borane und
Carborane, die zur Synthese von BNCT-Reagentien bereits
genutzt wurden oder dafiir genutzt werden kdnnten. Um ihre
Vorteile als '°B-Lieferanten voll auszuschépfen, miissen
diese Molekiile mit dem Isotop *°B angereichert werden.
Diese Anreicherung erreicht im allgemeinen 95-96% 1°B,
weil Borsdure als Ausgangssubstanz in dieser Isotopenrein-
heit kauflich erhaltlich ist. Die entscheidende Zwischenstufe
bei der Synthese der drei wichtigsten Familien von °B-ange-
reicherten Boranderivaten °B, H?; . 1,2-C,'°B, ,H,, und
108 ,HZ;, ist das Diboran '°B,H (siche Schema 4). Da die
Mehrzahl der Verbindungen, die zum Instrumentarium der
BNCT-Forschung gehdren, von einer der dre:r oben genann-
ten Verbindungen ableitbar ist, bedeutet '°B-Anreicherung
keine unmégliche Aufgabe, aber aus dem Kauf *°B-angerei-
cherter Verbindungen kénnen sich erhebliche zusétzliche
Kosten ergeben. Die Notwendigkeit der ‘°B-Anreicherung
sollte daher bei der Planung von Synthesewegen zu neuen
Verbindungen bedacht werden.

6. Borverbindungsklassen und
wichtige Bioverwertungswege

Obwohl es vielleicht moglich ist, Menschen und Tieren
borhaltige Zielverbindungen oral oder nahe der Schiadigung
zuzufithren, werden die meisten Daten zur Bioverteilung des
Bors nach intravenoser Injektion der Versuchsverbindung
erhoben. Schema 5 zeichnet den méglichen Weg einer hypo-
thetischen borhaltigen Verbindung nach, die sich einer Tu-
morzelle ndhert, damit eine Bindung eingeht und spater in sie
eindringt. Wie bereits erwihnt, wichst das letale Potential
eines !°B-Zielkerns mit dem Eindringen in die Zelle erheb-
lich an, und es wird noch gréBer, wenn er sich dem Zellkern
néhert. Kern-DNA ist das begehrteste Ziel, weil ein einziges

interzellulirer Aufenseite der

Tumorraum Tumorzellwand
Kapillarwand /v\|/\/\ Zellwand
intravenose Injektion Cytoplasma
borhaltiger Spezies / \
Ribosomen Lysosomen

Mitochondrien ,\/\/\/\ Zellkernmembran

Zejlkern

N

DNA Enzyme

Schema 5. Eine sehr vereinfachte Darstellung des Transportweges, den eine
borhaltige Verbindung vom Ort der intravendsen Injektion bis zum Inncrn
eines Zellkerns zuriicklegen muf3.
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Neutroneneinfangereignis mit schneller LET in der DNA die
Zelle toten wiirde.

Die ersten Versuche, die molekulare Struktur und die Bio-
verteilung von Borverbindungen zu korrelieren'>"), bezogen
sich auf cerebrale Gliome, gesundes Hirngewebe, Blut und
den Einfluf3 der Blut-Hirn-Schranke. Jetzt, da auch an Tu-
moren auBerhalb des Hirns die BNCT getestet wird, miissen
fiir die Entwicklung neuer Borliefersysteme auch andere Tu-
mormorphologien und metabolische Eigenschaften unter-
sucht werden.

Ein Ansatz ist, Liefersysteme zu entwickeln, die Bor an
eine bestimmte Stelle der zu behandelnden Tumorzelle abge-
ben, indem sie als Analoga bekannter Zellbausteine oder
Stoffwechselprodukte einen spezifischen Bioverwertungs-
weg einschlagen. Eine andere Méglichkeit ist, Molekiile wie
monoklonale Antikdrper und ihre Fragmente zu nutzen, die
selektiv an Rezeptoren in der Plasmamembran binden, die
entweder iiberwiegend oder ausschlielich bei Tumorzellen
vorkommen. Solche rezeptorabhingigen Verbindungen kén-
nen mit borhaltigen Reagentien konjugiert und in schr selek-
tive Borliefersysteme umgewandelt werden. Kleine Vesikel
wie synthetische Liposomen oder modifizierte Lipoproteine
niedriger Dichte (LDLs) konnen, obwohl sie nicht von mole-
kularer Dimension sind, ebenfalls als Borliefersysteme ver-
wendet werden. SchlieBlich haben einige einfache Molekiile,
z.B. Porphyrine, ihre Eignung fiir die Borplazierung im Tu-
mor gezeigt, ohne dal die biologische Basis fiir diese Funk-
tion schon eindeutig gekldrt worden ist. In Schema 6 sind
wichtige borhaltige Verbindungen der Biosynthese spezifi-
scher Zellbausteine oder der Verwendung charakteristischer
Zellrezeptoren fiir die BNCT zugeordnet.

6.1. Eine kurze Ubersicht iiber biologische Liefersysteme

Borhaltige Substanzen als Ersatz fiir normalerweise bei
Zellaufbau und Metabolismus verwendete Verbindungen
werden als Nachbildungen dieser Verbindungen geplant und
wurden bereits fiir die Synthese zellulirer Phospholipide!®*!
und Proteine'®® verwendet oder fiir diesen Zweck vorge-
schlagen. Auflerdem werden Ersatzverbindungen fiir -Do-
pal®™ auf ihre mogliche Integration in die Melaninsynthese
durch melanotische Melanomzellen untersucht.

Die Fortschritte in der Nucleinsdurechemie haben dazu
gefithrt, dal versucht wurde, borhaltige Nucleobasen, Nu-
cleoside und Nucleotide bei der Biosynthese in die DNA der
Zielzellen oder in geeignete DNA-Vorldufer einzubauen'®8,
Die Wechselwirkung borhaltiger Antisense-Nucleotide und
DNA-Liganden'®® mit existierenden Kern-DNA-Molekii-
len eroffnet analoge Méglichkeiten, den radiologisch verletz-
lichen Kern zu sprengen.

Man nimmt an, daB3 bestimmte Molekiile, die, nachdem
sie mit Bor ,,dotiert™ wurden, an spezifische Rezeptoren an
den Tumorzellwanden binden, meistens in die Tumorzelle
aufgenommen werden; in einigen Fillen wird der Rezeptor
anschlieBend regeneriert. Diese selektive Boraufnahme wire
breit anwendbar und machte es moglich, auf eine bestimmte
Art von Tumorzellen mit mehr als einer Art von rezeptorspe-
zifischen Borliefersystemen entweder sukzessiv oder simul-
tan einzuwirken. Ein Beispiel dafiir wiren zwei oder mehr
Immunglobuline fiir unterschiedliche Antigene, die von der-
selben Tumorzelle exprimiert werden. Ein solcher Angriff
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extrazelluliirer Ranm Zellwand

intrazelluliirer Raum Zellkern

Synthese Cytosolrczeptoren |
PhUSPhOIiI.) id- ; Nucleinséiuren und ihre biochemischen Vorlaufer
Doppelschichy| o Ostrogen und
Zeliwandrezeptoren Aminosiiuren Antidstrogen T l
Serumproteine [ ] DNA- Biosynthese Anti .
Antikorper Regulatorpeptide Proteine Stoffwechselprodukte Liganden r Molekiile
,7 [ ' l . Basen Enzyme
Sulfhydrylboran- Wachstamshormon- Corticotropin- Synthese Melanin —]-——
Anionen {reisetzendes Hormo: freisetzendes Hormon - -
. Purine Zym-
Komplexbildung inhibiroren
Wachstumsfaktor Ammoniumcarboxyboran- . P
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I 1
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Schema 6. Eine Klassifizierung der Borliefersysteme, dic Zellbausteine oder deren charakteristische Rezeptoren nutzen, in vier Gruppeun nach der Art des Boreinbaus:
extrazellutirer Raum, Zellwand, intrazellularer Raum und Zellkern. Die Zuordnung kann sich mit weiteren Erkenntnissen dndern. o: borhaltige Verbindung;

o Konjugat einer borhaltigen Verbindung.

auf mehreren Ebenen erhohte die wirksame Konzentration
an '°B-Kernen in der speziellen Zellart.

Die Deckung des Bedarfs von 10° B-Atomen pro Zielzelle
fiir eine wirksame BNCT ist eine mit einzelnen Molekiuilen
als Trégerverbindungen schwierig, aber nicht unmdéglich zu
l6sende Aufgabe. Eine Alternative wiren organisierte Ag-
gregate von borreichen Molekiilen, die in Tumorzellen iiber
spezifische Abgabemechanismen Eingang finden und so mit
jedem Abgabeereignis den Zielzellen relativ grofle Bormen-
gen zufilhren konnten. Beispicle derzeit bekannter
.oupertanker**-Systeme dieser Art sind unilamellare Liposo-
men®® mit polyedrischen Boran-Anionen im wéBrigen
Kern der Liposomen gelost, die aus LDLs bestehen, in denen
die natirlichen Cholesterylester durch hydrophobe, von
Carboranen abgeleitete Ester ersetzt sind®!1. Die modifizier-
ten LDLs konnen immer noch an LDL-Rezeptorenstellen
der Tumorzellen binden und mit Hilfe des noch immer funk-
tionierenden Apoproteins B-100, das an das urspriingliche
LDL bindet, in die Zelle aufgenommen werden. Eine Diffe-
renzierung beziiglich der Tumorzellen ist gegeben, weil die
LDL-Rezeptorenstellen von wachsenden Tumorzellen sehr
viel stdrker exprimiert werden als von gesunden Zellen. Auch
wenn der genaue Mechanismus der selektiven Liposomen-
positionierung noch nicht bekannt ist, kann man doch da-
von ausgehen, dafBl Rezeptorenstellen, die sich fiir die Bin-
dung und Aufnahme von Liposomen in die Zelle eignen, mit
Sicherheit existieren. Man kann nidmlich in Tumorzellen
fluoreszierende Verbindungen'®?! nachweisen, die durch Li-
posomen in vivo eingebracht worden sind. Auflerdem sind
die Befunde mit borhaltigen Liposomen nur als Folge einer
selektiven Aufnahme der Liposomen in Tumorzellen ver-
stehbar. Man nimmt an, dafy die Unterscheidung der Zellen
durch Liposomen auf dem unvollkommenen ad-hoc-GefaB-
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system beruht, das nur in schnell wachsenden Tumoren vor-
kommt. Die Kapillaren in solchen Tumoren lassen, wie ge-
zeigt wurde, sehr kleine Liposomen durch (Durchmesser
<80 nm), die somit selektiv in das Tumorbett eindringen
konnen®3, Diese Selektion nach der GroBe kann noch da-
durch verstidrkt werden, daBl die Endocytose der Tumorzel-
len schneller ist als die gesunder Zellen.

Der Porphyrin-Makrocyclus dringt duBerst selektiv und
in sehr hohen Konzentrationen in Tumorzellen ein. Obwohl
ein spezifischer, rezeptorgesteuerter Vorgang, wie im Fall der
Liposomen, die Ursache dafiir zu sein scheint, sind keine
diskreten Rezeptorstellen gefunden worden. Es ist aber mog-
lich, daB die LDL-Rezeptorstellen die Porphyrinderivate zu-
néchst hydrophob in LDL-Vesikel einschlieBen und dann die
gebildete LDL-Porphyrin-EinschluBverbindung nach be-
kanntem Muster aufnehmen®4,

7. Borhaltige Verbindungen und ihre Lieferung
an Tumorzellen

Im folgenden werden einige Arten von borhaltigen Verbin-
dungen und Liefersystemen beschrieben, und zwar gegliedert
nach den anvisierten Stellen in der Tumorzelle, wie sie in
Schema 6 zusammengestellt sind (Abschnitt 6). Bemerkens-
werterweise folgte die Entwicklung der Borverbindungen
tatséchlich der in Schema 6 gezeigten Route, und zwar von
links nach rechts. Im Lauf der Zeit niherten sich die Chemi-
ker dem Zellkern also immer mehr, und die Chemie wurde
immer komplizierter. Dies wurde durch die stetige Weiter-
entwicklung der Boranclusterchemie und ihre enge Ver-
wandtschaft mit der organischen und der bioorganischen
Chemie méglich.
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7.1. Sperzies fiir den extrazelluliren Raum

Wie in den Abschnitten 3.1 und 3.2 erwéhnt, ist die ernst-
hafte Beschiftigung mit der BNCT fir andere Tumore als
cerebrale Gliome noch relativ jung. Die Blut-Hirn-Schranke,
die gesundes Hirngewebe vor sehr hydrophilen Verbindun-
gen schittzt und die am Ort des Tumors weitgehend fehit,
hatte im Fall der Gliome eine einfache Gewebedifferenzie-
rung ermdglicht. Man suchte nach ungiftigen und sehr hy-
drophilen Borverbindungen, die sich mgglichst selektiv im
Tumor anreichern sollten!®”). Anfang der fiinfziger Jahre
waren weder die Borchemie noch die Analysenmethoden
weit genug entwickelt, um die gezielte Planung von Borver-
bindungen, die sich im Innern der Zellen von Tumoren oder
anderen Geschwulsten anreichern, zu ermdglichen. Die da-
mals am einfachsten zuginglichen Borverbindungen waren
die von Soloway et al. untersuchten Arylboronsiuren'>™,
Aus der Vielzahl der moglicherweise geeigneten Verbindun-
gen wurde fiir die klinischen Versuche der Jahre 1959-1961
an Krebspatienten im Endstadium !°B-angereicherte 4-Carb-
oxyphenylboronsdure ausgewahlt; DL-4-(Dihydroxybo-
ryl)phenylalanin {(BPA), das in jlingerer Vergangenheit von
sich reden machte!®”), wurde damals nicht beachtet. Im all-
gemeinen waren die Arylboronsduren wegen ihrer relativ ho-
hen Toxizitdt und ihres geringen Borgehalts weniger attrak-
tiv als andere, die im Zuge der in den Abschnitten 3.1 und 5
beschricbenen Entwicklung der Borchemie auftauchten.

Die Merkmale der Ionen B, HZ; und B, ,H?; [5% 59 Jeg-
ten die Vermutung nahe, daB3 ihre Natriumsalze hydrophil
sein wiirden, was damals fiir die BNCT wichtig schien. Tier-
versuche zeigten, dal3 diese Salze nicht sehr toxisch waren,
daB sie die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden konnten
und daB sie sich recht selektiv und schnell im Tumor anrei-
chern sollten®7). Das Salz Na,B,,H,, wurde auch beim
Menschen eingesetzt (sieche Abschnitt 3.1). Spatere Arbeiten
filhrten zur Synthese der polyedrischen Boranderivate
B,,H,,SH2"16%:95] ynd 1,10-B,,Cly(SH),"®). Das Octa-
chlorderivat erwies sich als zu toxisch, das B,,H,,SH?~-Ion
dagegen hat unter dem Namen BSH Beriihmtheit erlangt.
Die Thiogruppe wurde eingefiihrt, um eine kovalente Bin-
dung an Thiogruppen von Serum- und Tumorproteinen zu
ermoglichen. Untersuchungen zeigten, daBl etwa 60% des
injizierten Na,B,,H,,SH schwach und nichtkovalent an Se-
rumproteine gebunden sind[®”). Weder freies noch gebunde-
nes BSH iiberwindet die intakte Blut-Hirn-Schranke, wih-
rend der Tumor fir beide zugénglich ist. Hatanakas Befunde
an menschlichen Gliomen!®®! und andere Befunde beim
Menschen®™ zeigen, daB im Tumor therapeutisch niitzliche
Mengen an BSH (> 20 ppm) vorhanden sind, wihrend das
gesunde Hirn nur wenig BSH enthdlt. Die Borkonzentration
im Blut ist dhnlich wie oder sogar hoher als die gleichzeitig
im Tumor vorliegende Konzentration.

Die Thiolderivate der Boran-Anionen sind oxidations-
empfindlich. BSH zum Beispiel wird leicht zum Disulfid
B,,H,,SSB;,H}; und dessen Oxid B,,H,,SS(0)-
B,,HI[ oxidiert’®® %% was die Verwendung von
Na,B,;,H,,SH als Medikament erschwert hat. Losungen des
Disulfids in Sduren werden schnell blau!®® %! was die Bil-
dung des Radikalanions B,,H,,SH~ und/oder des damit
verwandten Radikaldianions B,,H,, 52~ anzeigt.

Es hat sich herausgestellt, daB das aus BSH gebildete Di-
sulfid von Tumoren kleiner Tiere in vivo besser aufgenom-
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men wird als BSH selbst®®, In-vitro-Daten von Fair-
child et al. zeigen, daB das Disulfid, genau wie BSH selbst,
nicht von der Zelle aufgenommen wird, sondern sich extra-
zelluldr ansammelt®?). In jiingster Zeit haben Coderre et
al.[l%% gezeigt, daB das Disulfid bei in-vitro-Experimenten
mit Neutronenstrahlen an 9L-Gliosarkomzellen zu physika-
lisch unrealistischen RBE-Werten von 1.1 bis 1.4 fithrt. Dar-
aus folgt, daB die Strahlenschiden, die den Tumor zerstoren,
in Wirklichkeit extrazellulirer Art sind und sich wahrschein-
lich in den Endothelzellen des Tumorgefd3systems ereignen.
Der genaue Mechanismus der BNCT mit BSH ist noch nicht
bekannt und wird wohl auch unbekannt bleiben, bis detail-
lierte pharmakokinetische Untersuchungen durchgefiihrt
sind. Vielleicht verbindet sich BSH ziemlich schnell mit dem
reich verzweigten Tumorgefdfisystem, verldBt dieses aber
dann recht langsam, wenn die BSH-Konzentration im Blut
zuriickgeht. Das Verhaltnis der Borkonzentrationen im Tu-
mor und im Blut erreicht somit einen Maximalwert, der den
optimalen Zeitpunkt fiir die BNCT markiert.

Die Shinogi Research Laboratories in Osaka haben zwei
isomere B, H?; -Derivate hergestellt, die BSH entsprechen,
namlich 1- und 2-B, ,H,SH? "~ 1°!]. Diese Verbindungen sind
noch nicht vollstindig untersucht, und die B, ,H2; -Struktur
bietet wahrscheinlich keinen wirklichen Vorteil gegenuiber
der B,,H?;-Struktur. Schema 7 zeigt die Synthese des
B,,H,,SH?"-Ions sowie seine wichtigeren Reaktionen.

CH,
|
.
» AL H; /N
B, H;z & B,H,; S
¥ S
CH, H' |H,0
H*,H,S - { N
B Hp " Tz" ByH SH? N (0]
ArIO“ RSH CH,

(BioH, )SS@H, ) —H e B,,H,,§2/B,H, SH"
BSSB

1 (0]

(Ban)S_?(Blen)A'
(0]

Schema 7. Zusammenfassung der Synthesen von Na,B,,H,,SH (BSH) und
seiner Reaktionen. Ar = Aryl.

7.2. Borpositionierung in Tumorzellwinden mit Hilfe
von Carboranderivaten ven Phospholipiden

Aus Schema 6 148t sich folgern, daB Bor {iber Mechanis-
men, mit denen borhaltige Phospholipide selektiv in die Plas-
mamembran-Doppelschicht von Krebszellen eingefiihrt
werden, an Tumorzellen geliefert werden kann. Die selektive
Anreicherung von Bor in den Tumorzellen basiert dann dar-
auf, daB} sich Tumorzellen schneller vermehren als gesunde
Zellen.

Carbaranderivate von Phosphocholinglycerylethern sind
als Borlieferanten vorgeschlagen worden!®%), weil man fest-
gestellt hat, dalB sich natiirlich vorkommende Lipidether wie
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1 selektiv in der Plasmamembran von Tumorzellen anrei-
chern und ihre Verteilung zwischen Tumor und gesundem
Gewebe daher einen attraktiven Wert annimmt. In der Tat
kann das Phospholipid in der Plasmamembran von Zellen
aus in-vitro-Kulturen zu 8-18% aus dem synthetischen
Phospholipidether 1 bestehen. Daher haben Lemmen und
Werner!331 pL-2 mit einer Carboraneinheit in der Seitenkette
synthetisiert. Untersuchungen zur Wirkung von 2 wurden
noch nicht veroffentlicht.

CH0-n-CygHly CH,0-(CH,), ~ComCH

CHOCH,4 éO/
éH o 1wHio
yA \ ”O

—_ N

- +
0" OCH,CH,{(CHy), 0" “OCH;CH,N(CH,),

1 2

7.3. Borpositionierung durch selektiven Angriff von
Immunglobulinen auf Antigene in der Tumorzellwand

7.3.1. Borkonjugierte Antikirper und ihre Fragmente
als Borlieferanten

Wie Schema 6 verdeutlicht, weisen Tumorzellwinde eine
Vielzahl von Rezeptorstellen (Antigenen) fiir die Erkennung
und Bindung spezifischer Immunglobuline auf. Das Auftre-
ten von Antigenen, die flir bestimmte Typen von Tumorzel-
len charakteristisch sind, oder die Tatsache, dal3 andere An-
tigene durch Tumorzellen sehr viel stirker exprimiert werden
als durch gesunde Zellen, machen es moglich, mit den ent-
sprechenden Antikdrpern selektiv auf die Antigene in Tu-
morzellwiinden zu zielen. 1967 wiesen Bale und Spar!!°?!
erstmals darauf hin, daB solche tumorgerichteten Antikor-
per mit geeigneten °B-Verbindungen konjugiert und so die
Boratome selektiv an die entsprechenden Antigenorte der
Tumorzellwdnde gebracht werden kdnnten. Das sehr selekti-
ve Immunglobulin wiirde dann als Lieferant fiir therapeu-
tisch niitzliche Bormengen fungieren. Da sich auf jeder Tu-
morzelle maximal etwa 10° Antigenorte eines Idiotyps
befinden und jede Krebszelle mit ungefihr 10° 1°B-Atomen
belegt sein mubl, um therapeutisch angreifbar zu sein, wird
deutlich, daB jeder an ein Antigen gebundener Antikorper
etwa 107 '°B-Atome enthalten muB, vorausgesetzt'193, die
Gleichgewichtskonstante der AntikSrper-Antigen-Kom-
plexbildung betrigt mindestens 10° M~ !. Die Tatsache, daB
die Bindungskonstanten derzeit verfiigbarer Antikérper
10** erreichen kdnnen, ist vielversprechend. AuBerdem legt
die beobachtete Aufnahme von an der Zelloberfliche ent-
standenen Antikorper-Antigen-Komplexen in das Zellinnere
die Hoffnung nahe, daB das an die Zelloberfliche gebrachte
Bor zu Bereichen der Zelle wandert, deren Schidigung unter
therapeutischen Gesichtspunkten effizienter ist, und damit

-die bei ausschlieflicher Oberflichenpositionierung erforder-
liche hohe Dichte an Boratomen erniedrigt wird!'°*. Das
gleichzeitige Vorliegen mehrerer Arten mdglicherweise niitz-
licher Antigenorte auf Tumorzellen legt die Verwendung von
,-Cocktails* aus borkonjugierten Antikdrpern nahe, die
dann mehrere Antigene gleichzeitig angreifen kdnnten. Dies
wiirde die wirksamen antigenen Bindungsstellen effektiv ver-
mehren, wodurch wiederum weniger 1°B-Atome pro Anti-
korpermolekiil nétig wiren.
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Diese immunchemischen Richtlinien konnten erst Anfang
der achtziger Jahre entwickelt werden, nachdem Milstein
und Ko6hler!* 2% Hybridome als eine Quelle fiir unbegrenzte
Mengen chemisch homogener monoklonaler IgG-Antikor-
per (Mabs) hergestellt hatten. Vorher war man bei dem Ver-
such, Immunglobuline als Borlieferanten einzusetzen, auf
chemisch heterogene polyklonale IgG-Antikérper angewie-
sen, die mithsam aus den Seren immunisierter Tiere isoliert
werden muBten[°9),

Entwicklungen in der Gentechnik haben viele Arten von
Antik6rpern wie IgG-, (Fab’),- und Fab’-Verbindungen na-
hezu unbegrenzt zuginglich gemacht, die groBe Segmente
menschlicher Immunglobuline sowie maBgeschneiderte
funktionelle Gruppen fiir die direkte Konjugation mit Medi-
kamenten, Radioisotopen und Toxinen enthalten kdnnen.
Die Behandlung von Menschen mit derartigen chimiren Im-
munglobulinen verringert das Risiko einer unerwiinschten
Immunreaktion' ®7). Abbildung 2 zeigt die allgemeinen Be-
zichungen zwischen IgG-Mabs und ihren (Fab’),- und Fab'-
Fragmenten, die durch enzymatische und chemische Spal-
tung von Ausgangs-lgG-Mabs oder, noch einfacher, aus
kiinstlichen Quellen hergestellt werden.

leichte Kette (L)

cyclisches Disuifid
Y ) o / / schwere Kette (H)

IeG
150kD

Abb. 2. Vereinfachte Darstellungen der Immunglobuline IgG, (Fab’), und
Fab’ und ihrer Struklurbeziehungen. Jedes dieser Immunglobuline bindet am
Ende der VH- und VL-Ketten an das Antigen. Leichte und schwere Kelle sind
jeweils durch eine S-S-Einheit verkniipft, dic als einfacher Strich dargestellt ist.

Schema 8 gibt einen Uberblick iiber die historische Ent-
wicklung der Antikérper-Konjugation und der Methoden
zur Borlieferung. Die Untersuchung der Borkonjugations-
chemie anhand von Modellproteinen wie Rinderserumalbu-
min und menschlichem y-Globulin ist in den siebziger Jahren
in mehreren Labors fast gleichzeitig aufgenommen worden.
Das erste chemische Ziel war dic Synthese borhaltiger Re-
agentien mit 9—10 Boratomen pro Molekiil und einer hohen
Reaktivitdt gegeniiber den ¢-NH,- oder -SH-Gruppen von
Lysin- bzw. Cysteinresten in der Antikorperstrukturt©®l,
Schema 9 zeigt mehrere dieser ersten Reagentien sowie eini-
ge, die zu einem spéteren Zeitpunkt entwickelt wurden. Die
Arbeiten mit mehreren Arten von polyklonalen IgG-Anti-
korpern und mit groBen Proteinmolekiilen wie Rinderse-
rumalbumin als Modellsubstraten verzeichneten nur einen
langsamen Fortschritt!!®9).

Die ersten Versuche, den Nutzen der Antikorpermethode
anhand von polyklonalen Antikérpern und einfachen Kon-
Jjugationsreagentien aufzuzeigen, z.B. mit dem aus dem Ami-
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1975 1985

polyklonales [gG monoklonales IgG

\ 4

Zufalls- Zufalls- Zufalis- Zufalls-
konjugation

™~

konjugation konjugation konjugation

7

kleine Konjugations- Zufalls- Zufallsoligomere
molekiile —_— mit funktionellen
konjugation Gruppen, konjugiert
mit kleinen Molekiilen

J

kleine Molekiile und unregelmiBig
funktionalisierte Oligomere

1990

Fab' (Fab,") (Fab,")-bispezifisch Fab'-Streptavidin

¢ fiir Zellwand und Hapten

genaue
Konjugation

geordnete borhaltige geordnetes borhaltiges geordnetes borhaltiges
Oligomere mit funktionctlen Oligomer mit Hapten Oligomer mit
Gruppen fiir Fab™-Konjugation Biotin

,Trailer*-Molekiile
Festphasensynthese von Peptiden
und Phosphorsaurcdiestemn

Schema 8. Die Entwicklung von Konjugationsmethoden fiir Tmmunglobuline und die Entdeckung hoch bispezifischer Antikorper, die mdglicherweise fiir die Lieferung
on '°B an Tumorzellen niitzlich sein k&nnen, ohne daB eine kovalente Konjugation ndlig ist.

+ e —_
1-xc\6/c—<c:)>—w2 B,H,;,NCO® 2,7-Me,;N-B ,(HyNCO
BioHyo
HC— c@—ucs HC—~ c—@ucs HC \/c (CHy), c 0N
oHio 10on BigHp
1,10 - Me,S B,y ~ SCH, HC s C-CH,CH,COOH
CH;, X BY,Cl,
X =NH,
NCE NHC—(CHOH)H
CO,H 0
o 17
/o\
HC €~ CH,CHCH—CH, BnH“SSCHZCH2COON§:
BY,Cl,, OH )y
B,,H},S(CH,),COOH*

Schema 9. Eine Zusammenstellung von Reagentien, die in Studien zur Im-
munglobulinkonjugation eingesetzt wurden. Einige davon werden in dieser
Ubersicht avsfihrlicher besprochen. n = 1-4.

nophenylcarboran 3 erhiltlichen Diazoniumsalz 471%)
schienen erfolgreich. 4 wurde mit polyklonalen Antikérpern
konjugiert, die gegen die Histokompatibilititsantigene von
Menschen und Méusen gerichtet waren. Das Konjugat wur-

HONO + _
HC—C—@ —= HC\_O/C N=N BF,
IOH 10 BoHyo
3 4

de dann fiir in-vitro-AbtStungen peripherer Blutlymphozy-
ten mit thermischen Neutronen verwendet. Es zeigte sich
eine spezifische antikérperbestimmte Cytotoxizitit, obwohl
jedes AntikSrpermolekiil nur etwa 3050 Boratome in der
natiirlichen Isotopenverteilung (20 % !°B) enthielt. Ein wei-
teres Experiment ergab einen Zelltod gleichen AusmalBes
(30% tiiberlebende Zellen nach 2 min Bestrahlung) bei Lym-
phozyten, die mit einer Lésung von K,B,,H,,, die 2 ug B
pro pL enthielt, oder mit einer Losung, die 3.8 x 1073 g B
pro uL, konjugiert mit 1.9 pg Antikdrper pro plL, (0.2% Bin
natirslicher Isotopenverteilung) aufwies, behandelt wurden.
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Die Wirksamkeit von Bor in Verbindung mit einem fiir die
Zelle spezifischen Antikdrper scheint also 500mal héher za
sein, als wenn es als K,B,H,, in Losung vorliegt.

Spéter wurde 4 mit polyklonalen Antikérpern aus Ziegen
fiir carcinoembryonales Antigen (CEA) konjugiert. Die
Konjugate, die bis zu achtzig B-Atome pro Antikérpermole-
kiil enthielten, wurden sowohl in vitro!t®%? als auch in Bio-
verteilungsstudien an Transplantaten von menschlichem
Dickdarmtumor in Goldhamstern untersucht!*?®®), Die Be-
funde dieser Experimente belegten die immunologische Inte-
gritit der Borkonjugate, da die Selektivitit beziiglich des
Tumors bei den in-vivo-Experimenten gut war. In all diesen
Experimenten war aber die injizierte Antikérperkonjugatdo-
sis sehr niedrig und der Borgehalt des Konjugats relativ ge-
ring. Wenn versucht wurde, den Borgehalt der Antikorper-
konjugate durch eine Intensivierung der Konjugations-
reaktion zu erhéhen, dann wurde das Protein denaturiert,
ein Niederschlag bildete sich, und die Immunreaktivitit
nahm abl1%6- 111 Spiter wurden Reagentien wie das Anion
§1112) ynd Carboranderivate einfacher Zucker, z.B. 631,
synthetisiert, um die Wasserloslichkeit der Carboranderivate
durch hydrophile Substituenten zu verbessern. Diese Versu-
che waren aber nicht erfolgreich.

OH
,CH; ,(:H\ +
HO CH C—C@NEN BF,
& c~{O)es SN ‘
9H10 BigHyg
5 6

Die Komplexitit und Heterogenitdt hochbeladener Anti-
korperkonjugate polyklonaler oder monoklonaler Abstam-
mung filhrten zu einem alternativen Ansatz, borhaltige
Mabs mit mindestens 10* B-Atomen pro Molekiil herzustel-
len. Bei dieser neuartigen Taktik wurde bedacht, dal Mabs
mit sehr vielen Boratomen beladen werden konnen, ohne
daB sich ihre Struktur und Funktion signifikant dndern,
wenn borreiche oligomere Molekiile an nur wenige willkiir-
lich gewihlte Stellen auf der Mab-Oberfliche gebunden wer-
den. Zum Beispiel kdnnen etwa fiinf Oligomermolekiile, die
jeweils 200 Boratome enthalten, nach dem Zufallsprinzip an
verfiigbare NH,- oder SH-Gruppen des Mab angelagert
werden, und die so entstandene Konjugatmischung kann
dann von nicht reagiertem Mab getrennt werden.

Angew. Chem. 1993, 105, 997-1033



Wie aus Schema 8 zu entnehmen, begannen Untersuchun-
gen zu dieser Methode Anfang der achtziger Jahre in mehre-
ren Arbeitskreisen!!!# 1151, Mit Ausnahme der auf Dextran
basierenden Systeme von Gabel et al.l!'® wurden die oligo-
meren borreichen Konjugationsreagentien selbst nach dem
Zufallsprinzip hergestellt, indem man poly-DL-Lysin!! 14
oder poly-L-Ornithin!''5! mit Reagentien wie D1-7 oder 8
umsetzte. Die dabei gebildeten konjugierten Oligomere hat-
ten eine nicht genau bekannte Kettenlinge und enthielten
unterschiedlich viele unverbrauchte NH,-Gruppen. Die
Kopplung derartiger Oligomere mit Mabs unterschiedlicher
Idiotypen fiihrte zu konjugierten Mabs mit im Mittel
1% 10%-2 x 103 Boratomen. Leider waren die Immunreakti-
vititen dieser konjugierten Mabs erheblich schlechter als die
der Stamm-Mabs. AuBlerdem haben Experimente an Mau-
sen gezeigt, daB3 die modifizierten Mabs sehr stark von der
Leber und in geringerem MaBe als die Stamm-Mabs vom
Tumor aufgenommen wurden. Kiirzliche Untersuchungen
mit einem Starburst-Dendrimer mit 48 Aminogruppen als
Substrat fiir die Reaktion mit DL-7 ergaben nach der Konju-
gation mit einem Mab analoge Befunde!!!7l.

Parallel zu diesem Ansatz mit nach dem Zufallsprinzip
aufgebauten Oligomeren begannen wir ! 18> 1191 mit der Un-
tersuchung gezielt durch Merrifield-Festphasensynthese her-
gestellter oligomerer Peptide aus borreichen a-Aminosiduren
(Bor-,, Trailer*). Schema 10 enthdlt die Aminosdurederivate,
die in diese ersten Studien Eingang fanden!2% 1211 nimlich
die hydrophobe closo-Verbindung 9 und deren amphiphiles
nido-Derivat 10.

Na®

o
i FHls (CHy),CHCOH
"o e NH,

10

nido-Anion — hydrophile oder
amphiphile Gruppe

closo-Kiifig ~ sehr hydrophobe Gruppe

®C, OBH

Schema 10. DL-9 und ein Diastereomer von 10, die Aminosdurederivate, die in
der Synthese von Peptidoligomeren fiir die Antikérperkonjugation eingesetzt
wurden.

Schema 11 zeigt die Fluoreszenzmarkierung des Undeca-
peptids 11, das aus 9 erhaltlich war, und seine Umwandlung
in die hydrophilere Verbindung 12 mit nido-10-Resten. Ein
dhnlich fluoreszenzmarkiertes nido-Dipeptid, 13, wurde
ebenfalls hergestellt. Die Zufallskonjugation von 13 und 12
mit anti-carcinoembryonalem Antigen IgG-Mab T84.66
iiber aktivierte Ester fithrte zu konjugierten Mab-Molekiilen
mit im Mittel 63 bzw. 490 Boratomen!'?!!, Die Daten zur
Bioverteilung wurden an Nacktmdusen mit LS-174T-
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NH,
H,C-(‘\EC—-(CH,_);—('?H-CO- —NH-CH-CO- -—NH—('.‘IH-COO-CHz—@—
Y (s (CHa)e
BioHie ('; l&H
b 2
|O/B 10H10
¢
CHy 11
9

4) Pyrrolidin, 25°C

1) Dansylchlorid
2) HF 5) H,0"

3) Acetylchlorid 6) Na* /lonenaustausch
Na® NH-Daasyl
H3C—C\®-—/C—(CH2);—CH-CO- -NH-CH-CO~ | —NH-CH~COOH
ByHyo «I:Hz): (?Hz)a.
C NH-Dansyl
>
Na® !@/ BgHyy
T
CH,3 12
9
NH-Dansyl COOH
H3C—C@C—(Cﬂz)g—CH-CO-NHGi-((}Izh - c@c- CH, 13
N B, Na® Bk

Schema 11. Das durch Festphasensynthese erhaltene Peptid 11 und sein nido-
Derivat 12. Das Peptid 12 wurde mit Antikérpern konjugiert und das entste-
hende Konjugat in Bioverteilungsstudien eingesetzt (siche Abschnitt 7.3.1). In
12 und 13 kann Dansyl (= 5-Dimethylamino-i-naphthylsulfonyl) teilweise
durch Acetyl ersetzt sein.

Fremdgewebetransplantaten und mit '25I-markierten Mab-
Konjugaten ermittelt. Wihrend die Bioverteilungsergebnisse
fiir das Dipeptidkonjugat denen des urspriinglichen Mab
dhnelten, zeigte das Undecapeptidkonjugat eine erheblich
verstirkte Aufnahme durch die Leber und eine verringerte
Aufnahme durch den Tumor. Daraus folgt!* 2!, daB der Ver-
lust an zirkulierendem Konjugat an die Leber wirksam mit
dessen Positionierung im Tumor konkurriert, wenn der Bor-
gehalt des Konjugats erhoht wird. Ein kleineres Immun-
globulin, das spezifisch mit einer kleinen Menge an hydro-
philen oligomeren Reagensmolekilen markiert ist, wiirde
die Heterogenitit und Komplexitit des Konjugats herab-
setzen und so vielleicht zu seiner selektiveren Positionierung
im Tumor fithren!!!%,

Das verallgemeinerte Fab’-Molekiil in Abbildung 2 steht
fiir eine Klasse von Immunglobulinen, die aus der redukti-
ven Spaltung der beiden Disulfidbindungen im Gelenk der
entsprechenden (Fab'),-Verbindung entstehen oder viel-
leicht auch aus kiinstlichen Hybridomen, die so ausgelegt
sind, daf} sie Fab’ oder maBigeschneiderte Varianten seiner
Basisstruktur wie monofunktionelles FabSH exprimieren.
Das Fab’, das sich aus einem IgG-Mab mit einer Antigenbin-
dungskonstante von 10'! M~ ! herleitet, kann eine Bindungs-
konstante von etwa 10°-10!° M~ ! erreichen und damit ein
niitzliches Tragermolekiil sein. Die zwei SH-Gruppen eines
Fab'- oder die eine SH-Gruppe eines FabSH-Molekiils kon-
nen zur Konjugation mit einer ganzen Reihe gezielt syntheti-
sierter borreicher Trailer-Molekille herangezogen wer-
den!'?1 von denen jeweils mehrere an kleine, ebenfalls
gezielt synthetisierte, als Bindungsmultiplikatoren dienende
poly-L-Lysin-Molekiile gebunden sind, wie Schema 12 zeigt.

Die ersten Trailer-Molekiile, z.B. 12, waren diastereomere
Mischungen aus kleinen amphiphilen Peptiden, die von DL-
o-Aminosduren mit anionischen nido-Carboranresten und
fluoreszierenden Markierungsgruppen abstammtent1°-1211,
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o NH, HOCO[Mer),,NH(Dansyl)
e o )
b er, ansyl
FabSH | N-CH, CH,NH, HOCO NH: HOCO[Mer],NH(Dansyl)
3 NH; HOCO[Mer)pNH(Dansyt)

NH, HOCO{Mer],,NH(Dansyl)
\ J

Y
HOCO—=MF—[NHCOMer),NH{Dansyhls

|

NHCO{Merl,oNH(Dansyl)

by
FabS_.C NHCO{Mer],NH(Dansyl)
[ N—CHZ@CHZNHCO MF —NHCO[Mer],,NH(Dansyl)
ol -NHCO[Mer] ,,NH(Dansyl)
O NHCO{Mer]oNH(Dansyl)
NHCO([Mer]oNH(Dansyl)

Schema 12. Schematische Darstellung der Synthese eines Konjugats aus
FabSH, Linker-Molekiil, Polylysin-Molekil als Bindungsmultiplikator (MF)
und borreichem Oligomer mit fluoreszierenden Dansylgruppen. Die Zahlen
stehen fiir die Reihenfolge der Verkniipfungen. Mer = Wiederholungseinheit.
Das Konjugat enthilt etwa 10? Boratome.

Es ist jedoch auch moglich, Oligomere aus Phosphorsédure-
diestern borhaltiger Diole!*2?! aufzubauen, wie in Sche-
ma 13 gezeigt. Die hydrophilen Estereinheiten garantieren

9 + o]
n
A_o;}l,_<_0/\/\c%§_c/\/\0+_ﬁ_> —O-F
NiO Na G

BgHyo "

Q Q
A~O-P—{—0 0-P— |~O-F
+ 1 I 4
NaQ O Na
Coca "
a @Na
BgHyo BgHyg

7.3.2. Bindung bor- und haptenreicher Oligomere an
Zellwandantigene mit bispezifischen Antikdrpern odey
iiber andere Wirt-Gast-Wechselwirkungen

Bispezifische Antikérper'?# wie das unsymmetrische
(Fab),-Molekiil (Fab,,,)(Fab,g,) konnen ein Zellwandanti-
gen wie CEA mit einer nido-Carboran-Anionen-Hapten-
gruppe verkniipfen, die in hoher Konzentration in einer bor-
reichen, hydrophilen Trailer-Substanz vorliegt. Immun-
chemische Wechselwirkungen dieser Art machen es méglich,
groBe Bormengen ohne Zuhilfenahme kovalenter Bindun-
gen an Zeliwandantigenen zu konzentrieren. In der Praxis
wiirde der bispezifische Antikorper dem tumordsen Ver-
suchstier intravends injiziert. Dann erfolgte Bindung des
Fabig,-Segments des bispezifischen Antikorpers an CEA-
Orte; das Blut wiirde sich von {iberschiissigen zirkulierenden
Antikdrpern reinigen und schlieBlich wiirde die bor- und
haptenreiche Trailer-Verbindung injiziert. Eine Trailer-Hap-
ten-Fab),,,-Bindung wiirde gebildet und damit wire die se-
lektive (Antigen-Fabg,)(Fab’,,,-Hapten-Trailer)-Bindungs-
bildung abgeschlossen. Schema 14 zeigt den fertigen
Antigenkomplex. Das borreiche Trailer-Molekiil koénnte in
jeder Monomereinheit eine anionische nido-Carboran-Hap-
tengruppe und insgesamt mindestens 107 Boratome ent-
halten.

/ (Fablg)(Fabj,)
MF—[(Mer),)s
A
' rnido nido h
' nido MF~[(Mer),)s
nido  nido
(Mer),o

Schema 14. Schematische Darstellung der Verwendung eines bispezifischen
Antikorpers (Fabgg, )(Faby,,,) fiir die gleichzeitige Bindung an ein Antigen einer

A = Thymidin, B’ = (CH,)¢NH,, n = 10

A = Biotin-C(O)NH(CH,)¢, B’ = (CH;){NH,, n = 20

A = Thymidin, B’ = [CH,CH(Fluorescein)CH,OP(0),0(CH,)¢NH,] ", n = 40
A = [ThymidinOP(O),0CH,CH(Fluorescein)CH,]~, B’ = (CH,)¢SH, n = 50

Tumorzellwand und an ein bor- und nido-Hapten-reiches Oligomer mit ca. 10°
Boratomen, analog dem in Schema 12 gezeigten.

Schema 13. Beispiele far nur einige der unzihligen Strukturen, die durch die
automatisierte Oligonucleotidsynthese als oligomere, borhaltige Phosphorsiu-
rediester zugdnglich sind.

zusammen mit den anionischen nido-Carboranresten die hy-
drophilen Eigenschaften dieser oligomeren Reagentien. Die
Phosphatoligomere werden noch interessanter dadurch, da3
sie mit den fiir die DN A-Synthese entwickelten automatisier-
ten Verfahren schnell synthetisiert werden kénnen. Dazu
kommt noch die Leichtigkeit, mit der UV-absorbierende
Nucleosidreste, fluoreszierende Markierungsgruppen, Bio-
tin, Segmente von Polynucleotiden und endstdndige Linker-
Gruppen in die Oligomerstruktur eingebaut werden kén-
nen''?3.  Innerhalb eines Tages kann man einen
Phosphat-Trailer herstellen, der im Prinzip Hunderte von
Boratomen enthalten und direkt oder indirekt an die SH-
Gruppen eines Fab’-Molekiils binden kann!!!®), Schema 13
zeigt nur einen kleinen Ausschnitt aus den strukturellen
Moglichkeiten dieser Trailer-Chemie und schlédgt ein Phos-
phatoligomer fiir die Bindung an Fab’-Molekiile ber ein
passendes Linker-Molekiil vor. Forschung auf diesem Ge-
biet wird derzeit intensiv betrieben.
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Die Synthese eines bispezifischen Antikdrpers des hier be-
schriecbenen Typs verlangt letztlich eine Quelle fiir das
Fab,,,-Fragment, z.B. das Stamm-IgG,,,,. Ein solches Mab
kann inzwischen mit einem M&ausehybridom gewonnen wer-
den?%). Schema 15 zeigt einen Weg zur Synthese eines be-
stimmten bispezifischen Antikérpers. Dieser AntikOrper
konnte auch aus Quadromquellen gewonnen werden, die
durch Fusion verfiigbarer anti-CEA-Mab- und -IgG,,,-Hy-
bridome entstehen!*26,

Eine Variante des Konzepts bispezifischer Antikdrper ist
die Nutzung der starken Streptavidin-(Biotin),-Komplexie-
rung!*?”!, In diesem Fall wird das Fab, mit zwei Strepta-
vidinmolekiilen konjugiert (ein Molekill pro SH-Gruppe)
und dem tumordsen Versuchstier intravends injiziert. Nach
der Konzentration des Fab,g, am Tumor und seiner Entfer-
nung aus dem Blut wird eine borreiche Trailer-Verbindung
mit einem terminalen Biotinrest in der gleichen Weise zuge-
fithrt. Die folgende in-vivo-Komplexbildung wiirde das bor-
reiche Trailer-Molekiil an Fabg,-belegten Antigenstellen
konzentrieren.

Neue Fortschritte bei der immunologischen Borpositio-
nierung an Tumoren zeigen, daB solche Liefermethoden

Angew. Chem. 1993, (05, 997-1033



anti-CEA-Mab nido-Mab
Pepsin Pepsin
HPLC HPLC
QHQ (Fab' ce), W (Fabiu,),
CEA CEA nido nido
i[Red] llRed]
SH SH
SH SH
2 m/( (Fab'cea) 2 H/( (Fabu)
. J
2 ?
q pe
[ NCHOCHN_ |
g T
0 0

(Fab'cga)y + zm" (Fab,),
CEA nido

Schema 15. Synthese eines bispezifischen Antikdrpers aus seinen TgG-Vorldu-
fermolekiilen anti-CEA-Mab und IgG,4,-Mab. Ein solches bispezifisches Sy-
stem ist auch im Schema 14 zu sehen.

moglicherweise bei einigen Tumorarten von Nutzen sind.
Antikorper-,,Cocktails”’, d.h. Mischungen aus Immunglo-
bulinen, von denen jedes ein anderes Antigen auf der glei-
chen Tumorzelle ansteuert, kénnen die Borkonzentrationen
im Tumor erhéhen. Schwierigkeiten, die z.B. aus der Hetero-
genitdt von Tumoren oder einer uneinheitlichen GefaBbil-
dung resultieren, bleiben bestehen. Bei der Suche nach Ab-
hiife kénnten die Immuntransportmethoden jedoch mit ganz
anderen Borliefermethoden kombiniert werden.

7.4. Rezeptorabhingige Regulatorpeptide
als Borlieferanten

Der Transport von Bor zu Tumorzellantigenen mit Hilfe
der Immunglobuline ist verwandt mit dem durch ausgewahi-
te Regulatorpeptide zu Rezeptorstellen, von denen die Tu-
morzellmembran sehr viel mehr aufweist als die Membran
gesunder Zellen!'*# 1291 Die Zahl dieser Rezeptoren auf ei-
ner Tumorzelle betrigt moglicherweise nur 104-10°, Doch
da sie ihr gebundenes Regulatorpeptid ins Zellinere abgeben
und dabei regeneriert werden, liegt eine Art Pumpenwirkung
fiir die Peptidaufnahme vor, die von der intrazelluliren Pep-
tidkonzentration reguliert wird. Eine akzeptable Regenerie-
rungsgeschwindigkeit der Rezeptoren und eine dichtere An-
ndherung des aufgenommenen Bors an den Zellkern machen
dieses Lieferkonzept attraktiv. Peptide wie der epidermale
Wachstumsfaktor (EGF)!" 28 und das Corticotropin-freiset-
zende Hormon (CRH)!*?*1mit 53 bzw. 41 Aminosiureresten
kommen dafiir in Frage. Beide werden derzeit auf ihre Eig-
nung als rezeptorabhingige relativ niedermolekulare Borlie-
feranten untersucht. EGF-Rezeptoren werden von vielen
Tumoren in Lunge, Brust, Blase, Kopf und Hals des Men-
schen iiberexprimiert. CRH wiederum ist fiir Hypophysen-
tumore mit corticotrophen Zellen (Cushing-Syndrom) geeig-
net. Ein drittes interessantes Peptid ist das Wachs-
tumshormon-freisetzende Hormon (GHRH). Wie CRH hy-
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pophysengerichtet, reagiert dieses aus 40 Aminosiuren be-
stehende Peptid spezifisch auf somatotrophe Zellen (Akro-
megalie). Die erfolgreiche Verwendung der CRH- und
GHRH-Liefersysteme fiir die BNCT wiirde nichtinvasive
Behandlungsmethoden fiir das Cushing-Syndrom und die
Akromegalie eréffnen.

7.4.1. EGF-Konjugation

Carlsson, Sjoberg et al.l'?®) sowie Barth, Carlsson et
al.l'3% haben begonnen, EGF-Konjugation mit primiren
Carboranylaminen! *!) wie 14 und dessen nido-Analogon 15
sowie mit (R)- und (§)-Carboranylalanin 16'®%! zu untersu-
chen. Thre Konjugationsmethode basiert auf der Verkniip-

HC——C—(CHy),NH, HC~—=C—(CH,);NH,
O S O
B\‘é{w Mm }10/}] 10 H
14 15 (R)-16

fung von Dextran mit den Aminogruppen im EGF und den
Aminogruppen des Carboranylaminderivats unter Verwen-
dung von 1-Cyan-4-dimethylaminopyridiniumtetrafluoro-
borat als Aktivator nach Schema 16. Die so erhaltenen Kon-

OH +,
OH NEC—N@-NMeZ

L-OH
OH
aktiviertes
Dextran Dextran
RNH,/R'NH,
MezN@N
< ? NH
% o—C-NHR // I
/ H,0 / O—C-NHR
7 X / .
ClI
/ c|> gung / NH
é O—C-NHR' / O—C-NHER!
4 ’ 4 ¥
Konjugat

Schema 16. Mechanismus der Konjugation von EGF (RNH,) und einem ami-
nofunktionalisierten Carboranderivat R'NH, mit Hilfe von Dextran.

jugate sind relativ klein (2030 kD) und werden beziglich
ihrer Eignung als Borlieferanten fiir Gliomzellen getestet.

7.4.2. Boreinbau in CRH- und GHR H-Strukturen

CRH und GHRH sind dhnlich groB, unterscheiden sich
aber in ihren biologisch wichtigen Endgruppen; CRH kann
ohne wesentlichen Verlust der Corticotropinaktivierung
durch Hinzufiigen einer Aminosiure an seinem Aminoende
modifiziert werden!* 2!, GHRH dagegen kann ohne wesent-
lichen Verlust seiner biologischen Aktivitat nur am Carboxy-
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ende modifiziert werden. Loriaux und Albertson!'2° haben
carboranmodifizierte GHRH- und Schaf-CRH-Spezies un-
tersucht, die von Chen et al. hergestellt worden waren!' 321,
Die CRH-Spezies wurde durch normale Merrifield-Synthese
erhalten, wobei das Serin-Aminoende mit Carboranylessig-
sdure 17 acyliert wurde. GHRH wurde durch Zugabe eines
Lysinrests, dessen s-Aminogruppe mit 17 acyliert war, an
seinem Carboxyende modifiziert. Beide modifizierten Pep-

HC——C—~CH,COOH
AL
BlOHIO

tide 16sten biologische Reaktionen in vitro aus, die denen der
nichtmodifizierten Peptide entsprachen™2?!, Thre Wirksam-
keit als Borlieferanten mufl noch untersucht werden. Der
Borgehalt der Peptide kénnte am sinnvollsten durch Verwen-
dung kleiner Bor-Trailer-Molekiile anstelle von 17 erhoht
werden. GrofBe, Ladung und Hydrophobie des Trailer-Mole-
kiils erfordern eine sorgfiltige Auswahl, um die Rezeptorer-
kennung und die Bindung im Konjugat beizubehalten.

7.5. Zellwandrezeptorabhiingige LDL-Vesikel als
Borlieferanten

Das in Abbildung 3 schematisch wiedergegebene und in
Abschnitt 6.1 kurz behandelte LDL-Vesikel!*33 =133 besteht
aus einer Phospholipid/Cholesterinhiille mit einem Durch-
messer von etwa 15—20 nm, die mit Cholesterylestern lang-
kettiger Carbonsauren gefiillt ist. An die VesikelauBenseite

Kem-Lipid:
Glyceryl- und
Cholesterylester

Abb. 3. Stilisierter Querschnitt eines mit Glyceryl- und Cholesterylestern von
Fettsduren gefilllten LDL-Vesikels. Das auf der Vesikeloberfliche exponierte
Protein reagiert auf die LDL-Rezeptorstellen der Plasmamembran von Zellen.

bindet das Apoprotein B-100 und dient als spezifischer An-
ker fiir Rezeptorstellen der duleren Zellwdnde von bosarti-
gen und von gesunden Zellen. Rezeptor-LDL-Komplexe ge-
langen durch Endocytose ins Zellinnere; dort wird das LDL
durch Lysosome zu Cholesterin abgebaut, und der Rezeptor
kehrt an die duBere Zellwand zuriick. Auf diesem Weg wer-
den etwa 90 % des Cholesterins erhalten, das fiir die Synthese
der Zellmembranen gebraucht wird!*3¢). Man geht davon
aus, dal Krebszellen wegen ihrer hoheren Zellteilungsge-
schwindigkeit und daher hdheren Rezeptorumwandlungsge-
schwindigkeit Cholesterin (und LDL) viel schneller verbrau-

1016

chen als gesunde Zellen. Aufgrund dessen kann zwischen
diesen Zellen unterschieden werden und in Tumorzellen
kann Bor angereichert werden, wenn man die Cholesteryl-
ester im Vesikelkern durch eine borreiche Substanz ersetzt.
Dieses Konzept wurde urspriinglich von Kahl et al.®*: 37
vorgeschlagen. Sie setzten es in die Tat um, indem sie von
Fettalkoholen abgeleitete Ester von Carborancarbonsiu-
ren, z.B. 18, statt der urspringlichen Cholesterylester ver-
wendeten!'?®!, nachdem sie letztere durch Losungsmittel-
extraktion aus ,.geernteten’* LDL-Vesikeln entfernt hatten.
Die neuen LDL-Vesikel enthielten jeweils etwa 12 x 10° Bor-
atome!®!- 1371, Spitere Arbeiten!®!® ergaben, dall auch
mit einfachen hydrophoben Carboranderivaten wie dem 1-
Hexylderivat 19 und dem 2-Propenylderivat 20 LDL-Vesikel
gut rekonstituiert werden konnen. In-vitro-Tests mit die-

W
Q
BigH,o
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e O NN e
HC \O/C HC = C
BoHyo BigHio
19 20

sen neuen Borlieferanten an CHO- und V-79-Zellen von chi-
nesischen Hamstern bei Beschul mit thermischen Neutro-
nen am Brookhaven Medical Research Reactor zeigten, daf3
intrazellulidre Borkonzentrationen bis zu 240 pg pro g Zellen
erreicht wurden®?#!. Das ist ein spektakuldres Ergebnis!
Kahl und seine Mitarbeiter haben kiirzlich Bioverteilungs-
studien an kleinen Tieren begonnen, aber noch sind keine
Befunde bekannt.

7.6. LDL-Komplexe mit Porphyrinen und
Phthalocyaninen als rezeptorabhiingige Borlieferanten

Es ist schon lange bekannt, daBl Porphyrin, Phthalocyanin
und verwandte heterocyclische Molekiile dazu neigen, sich in
festen Tumoren anzureichern und dort lange zu bleiben. Auf
dieser Figenschaft der Porphyrine basiert die photodynami-
sche Therapie (PDT)!*3?!, Dies ist eine weitere binire Thera-
pie, bei der im Tumor vorhandene Porphyrinderivate als in-
situ-Photosensibilisatoren fungieren, um mit Hilfe von
rotem Licht Singulett-Sauerstoff herzustellen'**!, Porphy-
rinderivate, die Bor fiir BNCT-Zwecke enthalten, sind auch
hinsichtlich einer méglichen Verwendung in der PDT interes-
sant. Wie in Abschnitt 6.1 erwahnt, ist der Mechanismus
dieser Positionierungen noch nicht bekannt, obwohl die
differenzierte Aufnahme durch gesundes und bosartiges Ge-
webe die Vermutung nahelegt, daB hier ein rezeptorabhéngi-
ger Mechanismus vorliegt, der vom sehr hohen Turnover in
Tumorzellen profitiert. Am effektivsten sammeln sich im Tu-
morgewebe die Porphyrine an, die wasserlgsliche amphiphile
Verbindungen mit hydrophoben Substituenten sind, z.B.
BOPP 23. An einem plausiblen rezeptorabhingigen Mecha-
nismus konnten LDL-Vesikel ¥ beteiligt sein, deren hydro-
phobe Bestandteile zirkulierendes Porphyrin solvatisieren
und einschlieBen. Schnelle Aufnahme der porphyrinbelade-
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nen LDLs durch die Tumorzellen wiirde dann zur Anreiche-
rung des Heterocyclus im Zellinnern fithren.

Die Eignung von borhaltigen Porphyrinen als BNCT-Re-
agentien wird seit Anfang der achtziger Jahre untersucht.
Reprisentative bereits synthetisierte Derivate sind Ab-
kémmlinge des Tetraphenylporphyrins, z.B. BTPP 2111411,
und des Himatoporphyrins, z.B. VCDP 221142 uynd BOPP
2311431, Die nido-7,8-C,B,H;;-Reste in 21 und 22 sind nétig,
um diese Spezies wasserloslich zu machen. Da der anionische
nido-Carboranylsubstituent eher ein amphiphilert*! als ein
hydrophiler Substituent ist, zerstort dieses Vorgehen zur Er-
hohung der Wasserloslichkeit die hydrophoben Eigenschaf-
ten von 21 und 22 nicht vollig. Es liegt nahe zu vermuten, daf3
23 hydrophober ist als 21 und 22, weil es vier sehr hydro-
phobe closo-Carboranylgruppen trigt!*#*2 und nur zwei hy-
drophile Carboxylatgruppen die hydrophilen Eigenschaften
verbessern. Die groflere Hydrophobie von 23 bedingt viel-
leicht direkt seine verglichen mit 21 und 22 selektivere Posi-
tionierung und lingere Verweilzeit im Tumor!#4™ <!, Die Bio-
verteilung von BTPP 21[!4%1, YCDP 22142 1461 ynd BOPP
230143.1471 jst mit einer Reihe von Tumoren in Miusen un-
tersucht worden. Dabei handelte es sich um Gliome und
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Melanome. Die Porphyrinderivate wurden entweder intra-
vends oder intraperitondal injiziert. Alle drei Verbindungen
wurden vom Tumor aufgenommen und blieben dort mehrere
Tage, die genauen Daten zur Boranreicherung hingen jedoch
von experimentellen Einzelheiten und vom Porphyrinderivat
ab. 23 wurde noch nach Wochen im Tumor nachgewiesen.
Die Borkonzentrationen in der Leber waren im allgemeinen
etwa zweimal so hoch wie die gleichzeitig im Tumor be-
stimmten, und der Borgehalt in der Milz und in den Nieren
war ebenfalls erhoht. Aus dem Blut verschwand das Bor mit
der Zeit. Es wurden oft Dosett von 25-50 mg B pro kg
Korpergewicht injiziert und in den Carcinomen Borkonzen-
trationen von 15 bis 40 pg pro g Tumor gefunden. Von den
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Porphyrinderivaten wurde 23147 am besten durch den Tu-
mor aufgenommen und hatte eine akzeptable Verweil-
dauer in ihm.

Bei kiirzlichen Untersuchungen an intracerebralen Gliom-
gewebetransplantaten in CBA-Mdusen fanden Hill, Kahl et
all'*8 daf 23, intravends oder intraperitondal injiziert
(30 mg B pro kg Korpergewicht), in Konzentrationen von
>20 nug B pro g Tumor angereichert wurde, wihrend die
Konzentrationen im Blut weniger als halb so groB und die im
gesunden Hirn nicht meBbar niedrig waren. Fluoreszenzun-
tersuchungen mit 23 und einem konfokalen Laser-Rastermi-
kroskop zeigten auch, daf diese Verbindung intrazellulir
und sowohl in vitro als auch in vivo fast nur in Organellen
angereichert wurde. Ultrazentrifugieren ergab, daB es sich
bei diesen Organellen um Mitochondrien handelte. Es wurde
berechnet, daf3 eine solche intrazelluldre Anreicherung von
23 die fiir eine Tumornekrose durch BNCT nétige Bormenge
auf etwa ein Zehntel (2-3 ug B pro g Gliom) reduzieren
konnte. 23 ist eindeutig eine interessante Verbindung fiir die
Behandlung einer Vielzahl von Tumoren, und Untersuchun-
gen zum Zweck seiner baldigen Akzeptanz in BNCT-Krei-
sen schreiten schnell voran.

Radiometallkomplexe der Phthalocyanine sind als dia-
gnostische Reagentien verwendet worden, weil sie sich dhn-
lich wie die Porphyrine in Tumoren anreichern 4%, Soloway
et al.'*%1 haben offenbar durch Reaktion von 1-(4-Amino-
phenyl)-closo-1,2-C,B,;H,, mit Kupfer-tetra(chlorsulfo-
nyl)phthalocyanin und nachfolgende Hydrolyse ein sulfo-
niertes, wasserlosliches Kupferphthalocyaninderivat herge-
stellt. Einzelheiten beziiglich der Reinigung, Charakterisie-
rung und Anreicherung dieser Verbindung in Tumoren sind
noch nicht bekannt.

7.7. Synthetische Liposomen als tumordifferenzierende
ssoupertanker* fiir die Borlieferung

Die Abschnitte 6.1 und 7.5 behandelten LDLs!®* und ihre
Zellwandrezeptoren als mdgliche Systeme fiir die Lieferung
von Bor an Tumorzellen in relativ grofen Mengen. Die
LDLs sind mit einer Klasse von Vesikeln verwandt, die als
synthetische unilamellare Liposomen bezeichnet werden!®°]
und die aus einer Phospholipid-Doppelschicht als sphéri-
schem Mantel und einem wiBrigen Kern bestehen. Die waB-
rigen Zentren der Vesikel der meisten in der BNCT verwen-
deten Liposomen enthielten hydrophile Natriumsalze von
polyedrischen Boran-Anionen geldst, obwohl die Phospholi-
pid-Doppelschicht im Prinzip auch eingebettete lipophile
Verbindungen enthalten konnte. Kleine, multilamellare Li-
posomen mit mehreren Phospholipidschichten kdénnten viel-
leicht mit borhaltigen Lipiden als Bestandteilen verwendet
werden. Abbildung 4 zeigt rechts einen Querschnitt durch
ein typisches unilamellares Liposom und links Einzelheiten
der Doppelschichtstruktur. Die fiir die Borpositionierung
am Tumor verwendeten unilamellaren Liposomen!®®! haben
Durchmesser zwischen 30 und 80 nm und cholesterinreiche
Doppelschichten aus rein synthetischen Phospholipiden, die
ihnen die mechanische Festigkeit verleihen, die sie fiir eine
lange Verweilzeit im GefaBisystem brauchen. Das in Abbil-
dung 4 gezeigte Liposom besteht aus einem Phospholipid
ohne Nettoladung an seinem polaren Ende, doch es kénnen
auch Liposomen mit negativen!* 5% oder positiven!*5* Net-
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Abb. 4. Schnitt durch ein Liposom von der Art, wie es sich fiir die Borlieferung
an Tumore in Miusen als wirksam erwiesen hat. Synthetisches Phosphatidyl-
cholin bildet gemeinsam mit Cholesterin die Doppelschichtmembran dieser
synthetischen Liposomen.

toladungen hergestellt werden. Eine derartige Oberflichen-
ladung beeinfluBt die Biovertetlung und die Pharmakokine-
tik. Wie in Abschnitt 7.7.1 gezeigt wird, kdnnen sich
Liposomen von der Art, wie sie fiir die Borlieferung ge-
braucht werden, nach intravendser Injektion sehr gut in ei-
ner Vielzahl von Tumoren anreichern. Sie sind schon friiher
als tumorselektive Lieferanten von Radiopharmazeutica in
Tierversuchen!'3?! und fiir die Diagnose beim Men-
schen!'®3] verwendet worden. Im Gegensatz zu den LDLs
enthalten synthetische Liposomen keine rezeptorsuchenden
Komponenten, obwohl sie, wie in Abschnitt 6.1 erwihnt,
von Tumorzellen selektiv aufgenommen werden. Man
nimmt an, daf} diese Selektivitdt zumindest groBteils auf das
nicht ausgereifte und daher uniiblich pordse GefdBsystem
von schnellwachsenden Tumoren zuriickzufiihren ist!®3] Die
Aufnahme ins Zellinnere selbst konnte durch eine unspezifi-
sche Endocytose des Typs Coated Pit — Coated Vesicle
erfolgen®? 154, Alternativ kénnten LDL-Rezeptorstellen
fiir kleine Liposomen zuginglich sein und so eine selektive
Aufnahme wie bei den LDLs ermdglichen.

7.7.1. Unilamellare Liposomen

Wir haben unilamellare Liposomen des in Abbildung 4
gezeigten Typs intensiv auf ihre Eignung als Borlieferanten
untersucht!®® 1391, Friihere Befunde von Forschern bei Ve-
star hatten gezeigt, daf} derartige Liposomen ihren Inhalt
bevorzugt an die Tumorzellen in Tieren und Menschen abge-
ben. Dabei ist der Gehalt an Effektormolekiilen im Tumor
fiinf- bis zehnmal so hoch wie im gesunden Gewebe und im
Blut!131 1531 Ayg den Natriumsalzen polyedrischer Boran-
Anionen, die sich von B,,H?,, seinem Oxidationsprodukt
n-B,,HZ; ™ und deren Derivaten ableiten, konnten wélrige
Losungen (250—-300 mM) mit sehr geringer Hydrolyseemp-
findlichkeit erhalten werden, die als wilBrige Kerne von 40—
80 nm groBen Liposomen verwendet wurden!®% 135] Diese
hyperosmotischen Vesikel haben sich im allgemeinen als sta-
bil erwiesen. Sie sind monatelang lagerbar und bleiben 3—4
Tage im Kreislauf. Die in-vivo-Stabilitit hing dabei aber
immer von der im Vesikelkern geldst vorliegenden Substanz

[*] nundibezeichnen hier das zuerst synthetisierte ,,normale* bzw. sein Photo-
isomer.

1018

50-80 nm

ab. Untersuchungen zur Bioverteilung vieler borhaltiger Li-
posomen des hier besprochenen Typs zeigten, daB die Leber
und die Milz (Reticuloendothelzellen) erhebliche Mengen an
Liposomen anreicherten und darin mit dem Tumor konkur-
rierten. Das Verhdltnis der Borkonzentrationen von Leber
und Tumor war zu Beginn oft etwa 2:1, nahm aber mit der
Zeit meist ab. Das Blut wurde mit der Zeit immer von den
Liposomen gereinigt, und ein Verhdltnis der Borkonzentra-
tionen von Tumor und Blut von 5:1 und mehr war nicht
ungewdhnlich, wenn die Konzentration des Bors im Tumor
im therapeutisch sinnvollen Bereich lag (20—40 ug B pro g
Tumor). Es gibt Methoden, die Liposomenaufnahme durch
Reticuloendothelzellen zu unterdriicken!®!! und so die An-
reicherung in der Milz zu unterbinden. Die effektive Toxizi-
tat aller von Liposomen gelieferten Verbindungen®?-!*%1
sollte durch die Einkapselung verringert sein. Detaillierte
Toxizitdtsdaten flir die Mehrzahl der interessanteren unter
den untersuchten Verbindungen sind noch nicht bekannt,
doch wurden zumindest bei Mausen mit Tumoren, die thera-
peutisch niitzliche Bormengen anreicherten, keine akuten
Wirkungen beobachtet. Die meisten Untersuchungen zur
Bioverteilung wurden an BALB/c-Mdusen mit implantierten
EMT6-Miuse-Adenocarcinomen durchgefiihrt!#% 133,

Na,B,,H,, war das erste polyedrische Boran-Anion, das
wie oben beschrieben eingekapselt wurde!®® 1351, Untersu-
chungen mit geringen injizierten Gesamtbormengen (6 mg B
pro kg Kérpergewicht) zeigten, da} die B, Hj;-lonen in
den Tumor, die Leber und die Milz eindrangen, daf} aber alle
diese Gewebe mit etwa der gleichen Geschwindigkeit wieder
gereinigt wurden und kein Bor im Tumor verblieb. BSH
(Na,B,,H,,SH) wurde als nichstes untersucht (7 mg B pro
kg Korpergewicht) und lieferte nahezu die gleichen Ergeb-
nisse wie Na,B, H,,. Dies zeigte, daB3 ein Boranderivat nur
wirksam sein kann, wenn es mit Bestandteilen des Cytoplas-
mas wie den allgegenwirtigen Aminogruppen in intrazellula-
ren Proteinen reagieren kann.

Die Umwandlung der isomeren Ionen n-B,,H?; 24
und i-B,,H?; 25158 ineinander nach Schema 17 und ihre
Chemie**%), die in Schema 18 am Beispiel von 24 gezeigt
ist[29- 1551 [ieBen die Aufnahme dieser Verbindungen in Zel-
len nach Schema 19 moglich scheinen. Die B, Hzi; -Ionen

[157]

Schema 17. Reversible Umwandlung des thermodynamisch ginstigeren n-
B,,H?, 24 in sein weniger stabiles Photoisomer i-B,,HZ; 25.

stellen pro jeweils drei Ionen zweimal so viele Boratome zur
Verfliigung wie Na,B, H,,, so daB bei gleichem osmoti-
schem Stref} des Liposoms die doppelte Menge Bor verfiig-
bar ist. In Schema4 ist die glnstigste Synthese von
B, H?; "V aus B,,H,, beschrieben, die nach entsprechen-
der Anpassung auch die Synthese von '°B-angereichertem
B,,H?; ermdglicht, das als Vorldufer fiir eine ganze Reihe
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Schema 18. Synthese von n-B, H?; 24 und dessen Zwei-Elektronen-Reduk-
tion zu e*-B,,H}, (e = dquatorial), das durch siurekatalysicrte Umlagerung
die ae- und a®-Isomere (a = apical) ergibt. Die B, H?; -Intermediate dieser
Umlagerungen kann man nachweisen, und das stabilste Isomer, a®-B, H%;,
148t sich leicht isolieren. Die B, HZ ~-Kéfige sind in B,,H?; und B, H{; durch
eine normale Zwei-Elektronen-Bindung zwischen apicalen und/oder 4quatoria-
len Boratomen miteinander verbunden, was zu den drei méglichen isomeren
Strukturen e?, ae und a? fiihrt. Reaktion von 24 mit OH ™ ergibt kinetisch
kontrolliert das ae-2-Hydroxyisomer 26, das mit B,,H?, isoelektronisch ist.

von Verbindungen, darunter n- und i-B,,H2; (24 bzw. 25),
dient.

Wie erwartet, wiesen Na,(n-B,,H,)-haltige Liposomen
(15 mg B pro kg Korpergewicht) bessere Eigenschaften auf,
denn die Menge des verfiigbaren Bors in einer Standardlipo-
somendosis war hoher. Noch wichtiger ist die Tatsache, daB3
das n-B,,H?; -Ton 24 im Tumor verblieb und zugleich aus
anderem Gewebe schneller verschwand. 24 Stunden nach der
Injektion betrug die Borkonzentration im Tumor 24 ug B
pro g Tumeor, und das Verhiltnis der Borkonzentrationen in
Tumor und Blut war 1.2:1. Nach 48 Stunden lauteten die
entsprechenden Werte 3.3 bzw. 14:1.

Das reaktivere Photoisomer Na,(i-B,,H, ) (11 mg pro kg
Korpergewicht) war ziemlich persistent. Die Borkonzentra-
tion im Tumor betrug nach 48 Stunden (14 pg/g) immer noch
71 % des nach 6 Stunden bestimmten Wertes. In dieser Zeit
erhohte sich das Verhdltnis der Borkonzentrationen in Tu-
mor und Blut auf 12:1. Freies Na,(i-B,,H, ;) in einer Puffer-
16sung dagegen blieb nach der Injektion (11 mg B pro kg
Korpergewicht) nicht lange im Korper, sondern wur-
de schnell ausgeschieden. Nach 24 Stunden betrugen die
Borkonzentrationen in Tumor, Blut und Leber nur noch 1.9,
1.9 bzw. 8.9 ng/g. In einem weiteren Experiment wurden
Na,(i-B,oH,5)-haltige Liposomen (15 mg B pro kg Kérper-
gewicht) zweimal (nach 0 und nach 24 h) injiziert. Die Ergeb-
nisse nach 24 Stunden glichen den friiheren. Nach der zwei-
ten Injektion und einer Gesamtdauer von 48 Stunden betrug
die Borkonzentration im Tumor 27 pg/g, und das Konzen-

—
D
OBH
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24 ae-ByH 1>
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trations-Verhéltnis fiir Tumor zu Blut war 2.6:1. Dies sind
therapeutisch sinnvolle Werte. Die Borkonzentration in der
Leber war etwa 60 pg/g.

Ausgehend von diesen Untersuchungen mit Liposomen,
die Derivate der isomeren B, H{; -lonen enthielten, wurden
weitere Anreicherungskonzepte entwickelt. Die isomeren
Hydrolyseprodukte B, H,,OH* 11553 yon 24 (26 in Sche-
ma 18) und 25 sind isoelektronisch zu den B, Hfy -lo-
nen'"*% aus der Zwei-Elektronen-Reduktion von 24 bzw.
25. Das Kaliumsalz von 26 wurde nach den gingigen Verfah-
ren auf seine BNCT-Eignung untersucht. Es zeigte sich, dafl
es, wie Na,B,,H,,, schnell aus dem Tumor verschwindet.
Mit Na,B,,H,,!"*?) aus der Protonierung von a-B, H{y
dagegen wurden 6 Stunden nach der Injektion (8 mg B pro
kg Korpergewicht) noch fast 30 pug B pro g Tumor nachge-
wiesen. Die Borkonzentration im Tumor nahm langsam ab,
wahrend die in der Leber 30 Stunden lang zunahm. Nach 48
Stunden hatte der Borgehalt im Blut 7.5 pg/g erreicht, wih-
rend der im Tumor auf 12 pg/g gesunken war. Diese Befunde
leiteten die Entdeckung des wirksamsten polyedrischen Bo-
ran-Anions ein, das bisher getestet wurde.

Das ammoniaksubstituierte ae-B, H?;, B, H,,NH3}™ 27
(siehe Schema 20), dhnelt dem Stammanion, nur daf ein Hy-
dridolipand formal durch ein ungeladenes NH,-Molekiil er-
setzt wurde, so daB3 die Tonenladung nur noch -3 betrégt.
Tests mit NayB,,H,,NH; in Liposomen (11 mg B pro kg
Korpergewicht) ergaben spektakuldre Resultate, wie in Ab-
bildung 5 zu sehen ist!%151) Sogar bei dieser niedrigen

70
60 F
of
40F
30r
207

[ {0

0 )\ L 1 z

0 10 20 30 40 50
t ] ——

Abb. 5. Daten aus einer Untersuchung zum zeitlichen Verlauf der Verteilung
von liposomalem Na,B,,H ,NH; (11 mgB pro kg Korpergewicht) in BALB/
c-Miusen mit EMT6-Brust-Adenocarcinomen. ¢ = Borkonzentration im Ge-
webe in pg/g. @ = im Blut, m = im Tumor, o = in der Leber, A = in der Milz.

injizierten Dosis lag die Borkonzentration im Tumor nach 48
Stunden mit 25 pg/g im therapeutisch sinnvollen Bereich.
Zugleich waren mit 23 bzw. 5 ug/g die Borkonzentrationen

Schema 19. Vorgeschlagener Mechanismus der Re-
aktion eines intrazelluliren Proteinmolekiils, symbo-
_ lisiert als ¢<>-NH; mit 24 zu einem ae-B,,H3, -Deri-
vat. Das i-B,oH}; -Isomer 25 wiirde analog, aber
leichter reagieren.
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in Leber und Blut gering. Tatsdchlich hatte die Borkonzen-
tration im Tumor in den ersten 30 Stunden zugenommen und
einen Hochstwert von 35 pg/g erreicht. Eine mogliche Erkla-
rung dafiir geht davon aus, daB 27 in einer intrazeliuldren
Zwei-Elektronen-Oxidation B, H,,NH; 28 liefern koénnte
(Schema 20), das wegen seiner nur einfach negativen Ladung
elektrophiler als die B,,H2,; -lonen wire und stirkere intra-
zelluldre Bindungen gemal Schema 19 eingehen kénnte. Au-
Berdem verhindert irgendeine weitere Eigenschaft die Auf-
nahme groBer Mengen an 27 durch die Leber und bewirkt
zugleich einen niedrigen Bor-Endgehalt im Blut. 27 wird der-
zeit sorgfiltig untersucht, weil seine Kombination mit Lipo-
somen eines der wirksamsten Borliefersysteme ist, das bisher
fiir kleine Tiere gefunden wurde.

Schema 20. Vorgeschlagener Mechanismus der intrazeliuliren Oxidation von
27 zum sehr reaktiven, aber hypothetischen B,,H,,NH; 28, das schnell mit
intrazeltuliiren Proteinen reagieren sollte.

Ein weiteres reaktives polyedrisches Boran-Anion-Deri-
vat ist vor kurzem synthetisiert und auf seine BNCT-Eig-
nung untersucht worden!'52]. Hierbei handelt es sich um
2-Isocyanato-closo-B,,H2 ™~ 29863 dessen Isocyanatgruppe
durch intrazellulire Reaktion mit Aminogruppen von Pro-
teinen nach Schema 21 das entsprechende Harnstoffderivat
bilden sollte. Abbildung 6 zeigt die Befunde erster Untersu-

O=BH
29 ®=B

Schema 21. Mogliche Reaktion von 29 mit einem intrazelluliren Proteinmole-
kil <>-NH,.

chungen zur Bioverteilung mit Liposomen, die das Natrium-
salz von 29 enthalten, und zum Vergleich mit Na,B,,H,,
erhaltene Ergebnisse. Man sieht, dall 29 besser als seine
Stammverbindung von Tumor, Leber und Milz gespeichert
wird. Es liegt daher die Vermutung nahe, daf} die Isocyanat-
gruppe von 29 entsprechend den Erwartungen Bindungen zu
intrazeltuldren Proteinen bildet. Die Synthese und das Testen
von Liposomen, die andere polyedrische Anionen mit funk-
tionellen Gruppen enthalten, gehen weiter.

Moore et al.!*%* berichteten i{iber das Einbringen von
hydrophoben Carboranthiouracilderivaten (siche Ab-
schnitt 7.10.1), die in einer Lipiddoppelschicht gelost waren,
mit Hilfe von 100 nm groBen Phospholipid-Liposomen in
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Abb. 6. Vergleich des zeitlichen Verlaofs der Verteilang von lipesomalem
Na,B;H,, (2) und Na,[2-OCN-B, H,] (b) in BALB/c-Méusen mit EMTb6-
Brust-Adenocarcinomen. Bei (a) wurden 6, bei (b) 9 mg B pro kg Korperge-
wicht injiziert. Fiir weitere Erliuterungen siche Abb. 5.

Melanomgewebetransplantate in Mausen, doch die Wirk-
samkeit dieses Verfahrens kann aus den berichteten Befun-
den nicht abgeleitet werden. Sicher ist lediglich, daB eine
hohe Tumorselektivitdt beobachtet wurde.

Die Einfachheit und breite Anwendbarkeit sowie die faszi-
nierenden ersten’ Ergebnisse mit Liposomen haben diese zu
einem der vielversprechendsten Borliefersysteme gemacht,
das bisher entwickelt wurde.

7.8. Das Potential von Sexualhormonrezeptoren
fiir die Borlieferung an den Zellkern

Sowohl bei Brust- als auch bei Prostatakrebs dominieren
Zellinien, die auf die fortwihrende Aufnahme von Ostrogen
bzw. Dihydrotestosteron angewiesen sind. Diese Hormone
werden aktiv, nachdem sie mit ihren jeweiligen Rezeptoren
im Cytosol der entsprechenden Zelle einen Komplex gebildet
haben und dieser durch Translokation zum Chromatin im
Zellkern gelangt ist.

Hadd!'®*! und Kahl%%) haben unter anderem die Ostra-
diolcarborane 30 und 31 synthetisiert. Hechter und
Schwartz!' 57! verwendeten verfiigbare Daten beziiglich der
Dichte an Rezeptorstellen, um die Borkonzentration zu be-
rechnen, die mit Rezeptoren dieser Art erreicht werden
konnte. Untersuchungen mit wirksamen Hormonersatzstof-
fen mit einem Carborankifig (zehn Boratomen) pro Mole-
kil zeigten, daB auf diese Art nur etwa 0.015pg B pro g
Gewebe an das Chromatin gebunden werden konnten. Eine
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Konzentration von 1-2 pug B pro g Gewebe wurde dagegen
als angemessen betrachtet, weil das Bor in den Zellkern inte-
griert wire.

Untersuchungen zu dieser Art der selektiven Borlieferung
sind anscheinend nicht fortgesetzt worden. Gabel et al.F¢8
haben aber das borreiche Analogon 32 des Antidstrogenmo-
lekiils U23469-M mit einem Decachlorcarboransubstituen-
ten hergestellt. Diese Verbindung wurde unspezifisch von

N CH
SRR
‘ onxo

30 31

32

ZR-75-1-Brustkrebszellen aufgenommen und verhinderte
teilweise die Aufnahme von Ostradiol durch diese Zellen. Es
wurde angenommen, daB pro Zelle etwa 10* bis 10° Rezep-
torstellen zur Verfiigung stehen, was weit unter der Zahl
liegt, die therapeutisch wirksame Bormengen ergibt. Auch in
diese Richtung ist nicht weiter geforscht worden. Sogar
durch das Einbringen von Bor in den Zellkern ist es also
nicht gelungen, die fiir eine BNCT ndtige Konzentration zu
erreichen.

7.9. Einsatz borhaltiger Aminosiuren in der
Proteinsynthese

In letzter Zeit ist die Untersuchung einer Vielzahl von
borhaltigen Aminosdurederivaten in den Vordergrund ge-
riickt. Diese Verbindungen konnten Bor zu Tumoren trans-
portieren, indem sie in die Proteinsynthese oder den Protein-
metabolismus der schnell wachsenden Tumorzellen ein-
gehen. L-4-Dihydroxyborylphenylaianin'®”' wurde beson-
ders intensiv getestet, und L-Carboranylalanini!4#*1, ein
Analogon von Phenylalanin, ist erst vor kurzem dank ver-
besserter Methoden synthetisiert worden 36!, Spielvogel ' ¢!
hat als erster Ersatzstoffe fiir natiirliche Aminoséduren syn-
thetisiert, in denen ein Kohlenstoffatom durch ein isoelek-
tronisches und isosteres Boratom mit vier Valenzelektronen
und einer negativen Formalladung ersetzt ist. Dieses For-
schungsgebiet gehért im Moment zu den sich am schnellsten
entwickelnden der BNCT-Forschung.

7.9.1. Untersuchungen mit L-4-Dihydroxyborylphenylalanin

Snyder et al.l'7% beschrieben als erste brL-4-Dihydroxybo-
rylphenylalanin (BPA), p1-33 (siche Schema 23), das von
Soloway et al.®" an Tieren getestet wurde. Es bot eine viel
héhere Tumor-Hirn-Selektivitdt (8.5:1) als alle anderen Bo-
ronsduren, die damals eingesetzt wurden. 33 fand danach
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aber kein Interesse als Zielverbindung fiir die BNCT mehr,
bis Mishima et al.B7 171! die Wirksamkeit von °B-angerei-
chertem BPA gegen das B-16-Melanom in vitro und gegen
das Greene-Melanom in Hamstern bei Neutronenbestrah-
lungsexperimenten entdeckten. Nach den Ergebnissen wei-
terer Untersuchungen an Duroc-Schweinen 7! ynd an
Menschen mit einem Melanom!* 72! zeigt 1°B-angereichertes
DL- oder 1-33 eine BNCT-Wirkung und zerstort primdére,
hoch pigmentierte Lisionen. Wegen seiner extrem geringen
Loslichkeit in Wasser wurde 33 als Hydrochlorid intraperito-
ndal um die Lasion herum injiziert oder oral verabreicht.
Durch Veresterung von 33 mit Zuckern wurden Komplexe
mit besserer Loslichkeit erhalten'?3!. Diese Verwendung
von 33 zur Melanombehandlung wurde von Mishima et
al.®7 ausgehend von der Tatsache entwickelt, daB das
Melaninpigment, das normalerweise in aktiven Melanom-
neoplasmen vorkommt, aus natiirlichen Aminosduren mit
aromatischen Ringen wie L-Dopa, L-Tyrosin und L-Phenyl-
alanin synthetisiert wird — vermutlich iiber die Zwischenstufe
5,6-Indolchinon. Man ging davon aus®7-17*1, daB3 33 eben-
falls in diese Kategorie von Melaninvorldufern fillt! 7! und
daB es in das charakteristische Melanin, das intrazelluldre
Melanosomen produzieren, eingebaut wiirde. Schema 22
zeigt die Biosynthese von Melanin. 33 kdnnte aber nur unter

+ +
I:JH;, I;lH;
HCOO™ CH,CHCOO
CH,C Phenylalanin- [:]’ 2
Hydroxylase
L-Phenylalanin Y 4 HO L-Tyrosin
lTyrosinase
NH3
O, CH;CHCOO
O N
H
5,6-Indolchinon L-Dopa

Schema 22, Mehrstufige enzymatische Oxidation von i-Phenylalanin zum 5,6-
Indoichinonpolymer Melanin 39, Die Struktur von 39 ist nicht bekannt.

der Bedingung an diesem Mechanismus teilnehmen, daB die
4-Dihydroxyborylgruppe noch vor der Bildung des Chinons,
wahrscheinlich als Borsdure, abgespalten wird™’"1. Dies
konnte durch sdurekatalysierte Hydrolyse der B-C-Bindung
oder durch oxidative Spaltung der C-B-Bindung erfolgen
(Schema 23). Die Wanderung von Borsidure aus dem Zell-
innern in das extrazelluldre Volumen ist ein leicht ablaufen-
der ProzeB, der eine Boranreicherung im Tumor ausschlie-

co0

o @—CHZCE- NHF
o 2 'H
Wy Bkoa\g

) L-Phenylalanin

L-Tyrosin

Schema 23. Bekannte Reaktionen von L-33, die in vivo ablaufen und zur Ab-
spaltung von Borsiure fithren k6nnten.
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Ben sollte. Der Aufbau therapeutisch niitzlicher Borkonzen-
trationen in Melanomen (und anderen Tumorarten) ist
daher wahrscheinlich auf einen anderen Bioverwertungsweg
von 33 zuriickzufiihren.

Morrison et al.1*®1 haben durch Ionenmikroskopie erhal-
tene experimentelle Befunde verdffentlicht, die zur Losung
des Problems beitrugen. Sie entwickelten ein Zellkultursy-
stem fiir die Untersuchung der Medikamentenaufnahme
durch einen bdsartigen, hochpigmentierten M-3-M4use-
melanom-Klonstamm. Der Pigmentgehalt (AusmalB der
Melanisierung) konnte Stiick fiir Stiick den Ionenintensita-
ten durch Uberlagerung lichtmikroskopischer Aufnahmen
und Ionenabbildungen zugeordnet werden. Das arylgebun-
dene Deuterium in [D,]u-Tyrosin und das Bor in pL-33 dien-
ten dabei als Quellen fiir die lonenabbildung. In jedem Teil
der Zellkultur korrelierte die Zunahme der Melaninkonzen-
tration linear mit dem Anwachsen der Deuteriumkonzentra-
tion. Dies belegt die Aufnahme von Tyrosin, einem bekann-
ten Melaninvorldufer (siche Schema 22). Bei der Melanin-
produktion dnderte sich die Borkonzentration nicht, woraus
man schlieBen kann, da3 bL-33 sein Bor nicht in das Melanin
der sich entwickelnden Melanomzellen einbringt.

Coderre et al.l' 7% haben gezeigt, daB 33 von den schwach
pigmentierten B-16-Melanomen in C57BL-Mdiusen angerei-
chert wird. Dies legt die Vermutung nahe, dal} die Aufnahme
von 33, bei der nach den Befunden anderer Experimente das
L-Enantiomer bevorzugt wird!'7#, {iber den aktiven Trans-
port der Aminoséure fiir andere Zwecke als den der Melan-
insynthese verlduft. Dies ist fiir eine mogliche Therapie sehr
wichtig, weil viele Melanomarten im Menschen unterschied-
lich und sehr gefihrliche Metastasen im Frithstadium ihrer
Entwicklung iiberhaupt noch nicht pigmentiert sind.

AuBerdem haben Coderre et al.''7* gezeigt, daf3 L-33 ge-
gen das Harding-Passey-Melanom viel wirksamer war als
sein Enantiomer, daB die orale Aufnahme von '°B-angerei-
chertem 33 zu Borkonzentrationen bis zu 40 pg/g im Tumor
von BALB/c-Miusen fithrte!'’®! und daBl die Wachs-
tumshinderung bei diesen Tumoren direkt mit dem Neutro-
nenfluB korrelierte, so daB3 das Tumorwachstum durch Ver-
lingerung der Bestrahlungszeit, wie erwartet, stdrker
verzogert werden konnte. Neuere Untersuchungen dieser
Arbeitsgruppe zeigten!!””!, dal3 Bor auch an andere Tumore,
die keine Melanome sind, selektiv abgegeben wird; als Bei-
spiele seien der KHJJ-Brustkrebs in Méusen und das GS-9L-
Gliosarkom in Rattenhirnen genannt. Borkonzentrationen
bis zu 20 pg pro g Tumor wurden nach oraler Verabreichung
von L-33 in den Gliosarkomen nachgewiesen. Es gibt zu viele
weitere Untersuchungen dieser Art, um sie alle hier zu be-
schreiben, aber alle bestdtigen die Eignung von 1-33 zur Be-
handlung von Nichtmelanomtumoren.

Kiirzlich haben Coderre et al.l!°®! experimentell bestimm-
te RBE-Werte fiir das BSH-Disulfid-Dimer BSSB (Sche-
ma 7) und fiir L-33 veroffentlicht. Sie wurden aus der Zahl an
Gliosarkomzellen (GS-9L), die nach Verabreichung der Bor-
bindungen eine Bestrahlung mit thermischen Neutronen
liberlebten, sowohl in vitro als auch in intracerebralen Rat-
tentumoren ermittelt. Die in vitro ermittelten RBE-Werte
(siehe Abschnitt 2.4) lagen fiir L-33 zwischen 3.5 und 4.1 und
fiir BSSB zwischen 1.1 und 1.4. Es wurde darauf hingewie-
sen, dal} diese BSSB-Werte physikalisch unrealistisch sind.
Sie seien typisch fiir einen in-vivo-Tumorzellen-Abtétungs-
mechanismus, der auf der Zerstorung vaskuldrer Endothel-
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zellen durch den BNC und dem dadurch bedingten Verlust
an Gefiffunktion im Tumor beruht. Die hoheren RBE-Wer-
te von L-33 dagegen sind in Einklang mit einem Neutronen-
einfang durch intrazelluldres L-33. Auf die Zerstérung von
Endothelzellen in den Gefédllen als wichtigsten Tétungsme-
chanismus der BNCT mit BSH und BSSB ist schon in Ab-
schnitt 7.1 hingewiesen worden.

Wie bereits erwihnt, hat die geringe Wasserl6slichkeit von
L-33-Hydrochlorid bei physiologischem pH seine Verwen-
dung in Experimenten mit grollen Tieren erschwert. Dieses
Problem ist inzwischen weitgehend dadurch geldst, daBB was-
serlosliche Ester von L-33 mit Fructose, Diethanolamin und
Cyclodextrinderivaten hergestellt wurden!! 73], Diese Verbin-
dungen soliten ein Verabreichen durch intravendse Injektion
mdglich machen. Eine klinische Untersuchung der Phase [
von L-331'781ist im Rahmen des New England Medical Cen-
ter-MIT Program in Neutron Capture Therapy geplant. Die-
ser klinische Test wird ein bereits laufendes Experiment am
medizinischen Institut der Universitdt in Kobe, Japan, er-
ginzen.

Sowohl pL-2- als auch pL-3-Dihydroxyborylphenylalanin
sind synthetisiert worden und werden nun griindlich gete-
stet!! 7?1 Des weiteren wurden das 4-closo- 34 und das 4-ni-
do-Carboranylderivat 35 von bpL-Phenylalanin herge-
stelit!! %] die derzeit biologisch bewertet werden. Dariiber

coo
HC—C—@—CHZC/<NH3+
h

sHig

g
HC—C—@—CH CaNH;
\O/ 2 o 3
BIOI-IKO

L-34 L-35

hinaus wurde eine asymmetrische Synthese von L-33 entwik-
kelt!'81) bei der ein w«-Aminoacrylsiurederivat unter
Katalyse durch einen chiralen Rhodiumkomplex hydriert
wird.

7.9.2. L-Carboranylalanin

Die erhéhte Geschwindigkeit, mit der Proteine und Ami-
nosduremetaboliten in einer Krebszelle synthetisiert werden,
konnte zusammen mit den Mechanismen des aktiven Ami-
nosduretransports in Zellen zu einem Bioverwertungsweg
fithren, auf dem borhaltige a-Aminosduren bevorzugt in Tu-
morzellen eindringen sollten. Die selektive Aufnahme von
L-33 durch mehrere Arten von Krebszellen scheint nach die-
sem Zelldifferenzierungsmechanismus abzulaufen (siehe Ab-
schnitt 7.9.1).

Da der closo-1,2-C,B,,H,,-Kifig eine der chemisch at-
traktivsten Bor,,verpackungen® ist, darf es nicht verwun-
dern, dal} der L-Phenylalaninersatz L-Carboranylalanin 16
eine fiir die biologische Bewertung sehr beliebte Verbindung
ist. 16 wurde 1976 zum erstenmal synthetisiert!!4*#, [n letz-
ter Zeit haben sich mehrere Arbeitsgruppen, darunter beson-
ders die von Kah!'™®®* und Sjoberg!®¢®- 1281 ym die asym-
metrische Synthese der D- und L-Enantiomere von 16 be-
miiht (Schema 24 und 25). Die Entdecker von 16 berichteten,
daB der Carborankifig diese Aminosdure extrem hydrophob
mache!'442! und Kahl et al.t¥% wiesen darauf hin, daB der
Raumbedarf der Carboraneinheit in 16 in etwa dem Volu-
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Schema 24. Asymmetrische Synthese von D- und 1-16 nach Kahl und Radel
[86a]. NBS = N-Bromsuccinimid. TMGN, = Tetramethylguanidiniumazid.
Die abschlieBende Hydrierung vertiuft katalytisch.

men entspricht, das durch Rotation der Phenylgruppe in
Phenylalanin beansprucht wird.

Me Me
N_ O 1.LDATHF 0 BoH;5(CHCN);
H 2. HC:C~CH,Br H CH,CN
X = X ——
1By r:] 1Bu I;J CH2CECH
Boc Boc
R
Me
H Ill 0 CF,CO,H oo
L, CF,CO; W-CH,—C——CH
lBuXNI 2.H'/H;0 HNH? ’ N4
B CHz—CSCH BioHyo
BioHyo D-16

Schema 25. Asymmetrische Synthese von D- und L-16 nach Sjoberg et al. [86b,
128). LDA = Lithiumdiisopropylamid. Der letzte Schritt liuft in einem Katio-
nenaustauscher ab,

Kleine hydrophile Peptide, in die 16 eingebaut wird, kénn-
ten sich zur Erhéhung seiner Wasserl6slichkeit und Biover-
fligbarkeit als wirksam erweisen. Eine weitere Alternative
wire das anionische nido-C,B,H[;-Derivat von 16, das zu-
mindest amphiphil sein sollte. Auf jeden Fall machte die
Synthese von 16 ein wichtiges Molekiil fiir biologische Expe-
rimente zum erstenmal leicht zuginglich. Die Befunde der
in-vitro- und der in-vivo-Tests mit 16 und seinen Derivaten
werden mit groBer Spannung erwartet.

Mit 16 verwandt sind die Aminosduren 91'2% 221 ypd 10
(Abschnitt 7.3.1), die als enantiomerenreine Substanzen
noch nicht griindlich untersucht wurden. Die asymmetrische
Synthese nach Sjoberg et al.l®®®! macht diese und dhnliche
Verbindungen nun allgemein zuginglich.

7.9.3. Ammoniumcarboxyboranaloga von Aminoséiuren

Ersetzt man ein neutrales Kohlenstoffatom durch ein an-
ionisches Boratom mit vier Valenzelektronen, dann erreicht
man eine isoelektronische und isostere Substitution, wie sie
sich in der formalen Verwandtschaft von closo-B,,H?; und
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closo-1,2-C,B, H,, zeigt (siehe Abschnitt 5) und wie sie
auch bei einfachen organischen Verbindungen, z.B. a-Ami-
nosiuren und ihren Derivaten, mdglich sein sollte. Spielvo-
gel et al.[1%% 182 haben daher unter dem Gesichtspunkt der
BNCT von cerebralen Tumoren eine Synthese fiir 36, das
Ammoniumcarboxyborananalogon von Glycin, entwickelt.
Dieses Molekiil war deshalb besonders wichtig, weil Glycin
von allen Aminoséduren die Blut-Hirn-Schranke am schlech-
testen iiberwindet und weil mit **C-markiertem Glycin 24
Stunden nach der Injektion in BALB/c-Mause mit Hirnim-
plantaten von Harding-Passey-Melanomen die Borkonzen-
trationsverhéltnisse fiir Tumor zu Hirn 10:1 und fiir Tumor
zu Blut 5:1 betrugen'*®2!. Die Injektion einer ausreichenden
Menge an 36, um eine Konzentration von 40 mg B pro kg
Korpergewicht in den gleichen Mdausen wie im Experiment
mit '“C-markiertem Glycin zu erreichen, fithrte zu nicht sehr
vielversprechenden Befunden: 36 wurde von den Tieren
schnell ausgeschieden, und 2 Stunden nach der Injektion
betrugen die Borkonzentrationen in Tumor, Hirn und Blut
16.2, 7.6 bzw. 8.8 ug B pro g Gewebe. 36 konnte die Blut-
Hirn-Schranke offenbar besser liberwinden als Glycin. Wei-
tere Ergebnisse von Porschen et al.[*®3! an Adenocarcinomen
in C57-M4usen stimmen mit diesen Befunden Gberein. Auch
neuere Tests!'®4! mit kleinen Peptidderivaten wie 37 und 38
sind vom Standpunkt der BNCT aus als entmutigend anzu-
schen. Bei einer Vielzahl von Ammoniumcarboxyboranderi-

. § oo o § oA
H,NBH,CO0H H;NBHZCNHCHCHZ'-@ H;NBHZCNHCHCHZ@OE
36 37 38

vaten des hier behandelten Typs konnten inzwischen jedoch
vielversprechende antineoplastische, hypolipiddmische und
entziindungshemmende Wirkungen nachgewiesen wer-
den!671,

7.10. Melanomerkennung durch borhaltige
Melaninvorldufer und Komplexbildner

Die Produktion des komplexen Pigments Melanin 39
durch Melanosome, die in den meisten Arten von Mela-
nomen vorkommen, ist als Ursache der Tumorzellendiffe-
renzierung vorgeschlagen worden!'®%! und wiirde beispiels-
weise die Wirksamkeit von L-33 als tumorgerichtete
Aminoséure erkliren®7!. Dieser Vorschlag konnte durch die
Gesamtbefunde nicht bestitigt werden, und der wahre Me-
chanismus der Boranreicherung im Tumor nach einem Ver-
abreichen von 1-33 beruht wahrscheinlich auf der beschleu-
nigten Aufnahme von Aminosiuren wie Tyrosin durch
Tumorzellen (siche Abschnitt 7.9.1). Dagegen konnte der
Einbau von 2-Thiouracil 40 in Melanin wihrend seiner in-
vivo-Synthese gezeigt werden!* #6188 Damit war eine in-

Q s
Y O 10!
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H CH,CH,CH;N(CHg),H CI™
40 41
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teressante Méoglichkeit, Bor selektiv in das intrazelluldre Vo-
lumen einzubringen, gefunden.

Die Fihigkeit von Melanin und Melanoproteinen, die in
Miusemelanomzellen vorkommen, starke Bindungen zu
Phenothiazinderivaten wie dem potenten Beruhigungsmittel
Chlorpromazin!!®% (Megaphen) 41 zu bilden, hat einen wei-
teren moglichen Weg zum selektiven Einbringen von Bor in
Melanomzellen gezeigt!!®®. In diesem Fall ist die Ausgangs-
substanz bereits synthetisiertes Melanin, das dann mit dem
Phenothiazinderivat reagiert.

7.10.1. 2-Thiouracilderivate als melanomselektive
Bovliefersysteme

Obwohl Dencker et al.l'#¢- 187 bereits erkannt hatten, da
2-Thiouracil 40 in Melanin wihrend dessen Biosynthese
selektiv eingebaut wird, haben erst Fairchild et al.l*#%! diesen
Vorgang quantifiziert. Sie verabreichten dazu BALB/c-Miu-
sen mit Harding-Passey-Melanom *#C-markiertes 2-Thio-
uracil (['*C]TU) intraperitonial oder intravends. Die Anrei-
cherung des Thiouracils im Tumor korrelierte mit dem
Melaningehalt und erreichte 9 bis 12% der pro g Tumor
injizierten Dosis. Die Borkonzentrationsverhéltnisse fiir Tu-
mor zu gesundem Gewebe bewegten sich zwischen 50:1 fiir
Stoffwechselorgane wie Leber und Lunge, 80:1 fiir das pig-
mentierte Ganzauge und 300:1 fiir Muskulatur und Hirn.
Die prozentuale Aufnahme von [!*CJTU blieb nahezu kon-
stant, wenn die verabreichte Dosis um einen Faktor von
5000 verindert wurde, d. h. es wurden bis zu 300 pg [**C]TU
pro Tumor aufgenommen. Dies entspriache einer Aufnahme
von 26 ug B pro g Tumor, wenn in 40 nur ein Boratom
eingebaut wiirde. Diese ersten Ergebnisse regten umfangrei-
che Bemithungen an, neue Borliefersysteme auf der Basis
von 2-Thiuracil und anderen Substanzen, die zumindest ent-
fernt strukturell mit Thioharnstoff verwandt sind, zu entwik-
keln. Die untersuchten Verbindungen enthalten Bor in Form
einer Dihydroxyborylgruppe, einer ungeladenen 1-(closo-
1,2-C,B,,H,,)-Einheit oder des anionischen 7-(nido-7,8-
C,B,H |, )-Gegenstiicks, das die hydrophilen Eigenschaften
verbessert. Die Arbeitskreise, denen die Synthese dieser
Derivate gelang, sind die von Gabel!!?%1921 ynd Wil-
sonl*931941 (Schema 26 bzw. 27). AuBer carboransubsti-
tuierten 2-Thiouracilverbindungen hat Wilson auch die
niitzlichen Carboranylalkylamine 42 und 43 hergestellt und
diese mit 5-Carboxy-2-thiouracil zu den Amiden 44 bzw. 45
umgesetzti!®4. Gabel et al.['??) haben aufierdem die Syn-
these von 46 und 47, Carboranderivaten von 5-Thio-1,2,4-
triazol, sowie von 48 und 49 beschrieben.

S/ (CHZ)J_C_CH S/(CHz)g—C—CH

O KOH \6/
N BigHig EtOH N ByHyo
S‘LN SJ‘N
H H
S s
H.N)'\N,Me KOH HN)\N‘M
= EoR™ N={
N CHZ—C—C-)—CH E N CH,—C—=-CH
46 BIOI-IIO 47 B9HIO

Schema 26. Thiouracil- und Thiotriazolderivate, hergestellt und getestet von
Gabel et al. [191, 192).
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Schema 27. Carboranylalkylamin- und Thiouracilderivate, hergestellt und ge-
testet vom Arbeitskreis Wilson [193, 194].

Die Untersuchungen zur selektiven Aufnahme dieser Ver-
bindungen in Miusemelanome sind nur langsam vorange-
kommen. Gabel et al,1*?*: 192! berichten, daB die Dihydroxy-
borylderivate 48a und 48b in B16-Melanomen in C57/bl-
Maiusen zu Borkonzentrationen von etwa 30 pg pro g Tumor
fiihrten (vier Stunden nach der intraperitondalen Verabrei-
chung von 9—-16 mg B pro kg Kérpergewicht). Das Borkon-
zentrationsverhiltnis fiir Tumor zu Blut lag dabei zwischen
4:1 und 7:1. Das hydrophobere Derivat 49b wurde nur zu
etwa 1.7 ug B pro g Tumor aufgenommen, wihrend mit 49a
mittlere Werte erreicht wurden. Die 5-Thiotriazolverbin-
dungen 46 und 47 zeigten eine geringe Selektivitit und rei-
cherten sich in der Leber an. Die beiden anderen Carboran-
derivate in Schema 26 waren weniger wirksam als die Di-
hydroxyborylverbindungen 48 und 49.

J\)j, B(OH), J\)‘\/[ B(OH),

48a 48b 49a 49b

0
HN B(OH); N B(OH)Z

J\ J\

Die Carboranderivate 50-53 von Wilson!!%% 1941 waren
ziemlich hydrophob und wurden von Nacktméusen mit Har-
ding-Passey-Melanom-Transplantaten zu langsam aufge-
nommen, um von Nutzen zu sein. Moore et al.l'®4! unter-
suchten den Einbau von 51 in die Phospholipid-
Doppelschicht eimnes Liposoms (siehe Abschnitt 7.7.1) als
Lieferweg fiir diese hydrophobe Substanz. Die Tumorspezi-
fitdt war hoch, aber es wurden keine weiteren Daten publi-
ziert.

Wenn auch die Wirksamkeit von borhaltigem 2-Thioura-
cil und damit verwandten Verbindungen noch gezeigt und
durch gezielte Molekiilplanung und synthetische Arbeiten
verbessert werden muB, so bleibt das bisherige Ergebnis
doch vielversprechend und verlangt nach weiteren Untersu-
chungen. Die angenommene Abhingigkeit dieser Lieferme-
thode von der Melaninbildung scheint aber auszuschlieBen,
daB sich diese Verbindungen in melaninfreien Melanomli-
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nien und in unreifen, noch melaninfreien Melanommetasta-
sen mit einer niedrigen Tyrosinaktivitdt anreichern.

7.10.2. Phenothiazin-Charge- Transfer-Komplexe mit
vorhandenem Melanin fiir die Borlieferung

Die Untersuchung des als Chlorpromazin bekannten Be-
ruhigungsmittels 41 Anfang der sechziger Jahre zeigte dessen
bemerkenswerte Fihigkeit, sich im melaninhaltigen Augen-
gewebe von Versuchstieren anzureichern!! 89}, Diese offenbar
selektive Komplexierung von 41 und anderen Phenothiazin-
derivaten wurde an Melanin und Melanoproteinen aus vie-
len anderen Quellen gezeigt!*®l. Melanin ist wie seine Va-
rianten ein komplexes polymeres Pigment, das aus
5,6-Indolchinon und anderen Vorldufern entsteht!t93: 1961
von denen einige Schwefel (Cystein) enthalten. Heute geht
man davon aus, daB} die Melanin-Phenothiazin-Komplexbil-
dung auf Charge Transfer basiert, wobei Melanin als Elek-
tronenacceptor fungiert!!*”. Die Chemie hinter diesen und
anderen Beobachtungen wiirde den Rahmen dieser Uber-
sicht sprengen, und der Leser wird daher auf die Originallite-
ratur verwiesen.

Die Anreicherung von 41 in Melanoproteinen hat die Auf-
merksamkeit von Mishima!'®% erregt. Er interessierte sich
fur die M6glichkeit, Bor durch borsubstituierte Derivate von
41 selektiv zu melaninreichen Melanomen zu transportieren.
Fairchild et al.'***) haben die Bioverteilung von **S-markier-
tem 41 in einer Reihe von Experimenten sorgfiltig unter-
sucht. Die Untersuchungen wurden sowohl an Greene-Me-
lanomen in syrischen Goldhamstern (Melaningehalt ca.
0.4 Gew.-%) als auch an Harding-Passey-Melanomen in
BALB/c-Mdusen (Melaningehalt ca. 0.7 Gew.- %) durchge-
fuhrt, weil diese Modelle den menschlichen Melanomen dh-
neln. 41 wurde intraperitondal injiziert. 24 Stunden nach der
Injektion von bis zu 50 mg 41 pro kg Korpergewicht war eine
Konzentration von mehr als 100 ug 41 pro g Tumor erreicht
und das Borkonzentrationsverhéltnis fir Tumor zu Leber
betrug etwa 10: 1. Die Borkonzentrationsverhéltnisse fiir Tu-
mor zu anderen Gewebearten wie Blut und Muskulatur wa-
ren grofer als 100:1. Die hypothetischen Konzentrationen
von *°B in den Geweben wurden mit der Beispielverbindung
54 (siche Schema 28, 25.4 Gew.-% !'°B fiir das Natriumsalz)
berechnet. Die erhaltene Konzentration war hoch genug
(>20 pg B pro g Tumor), um eine BNCT zu erméglichen,
wenn sich 54 genau so wie 41 verhélt.

Die Befunde dlterer Untersuchungen, gestiitzt durch die
von Fairchild et al.''?®), regten die Suche nach geeigneten
borhaltigen Phenothiazinderivaten an. In der Folgezeit be-
schrieben Nakagawa und Aono!'®?! die Synthesen von 54

(CH2)301

. @I 0
BH, NH; 2. pp  NHI- @ 0 ohy
-H, 2. NaH, —H2 ( CH ) N BH
3. CH;I 2)3 -1
CH3
54, n=12
85, n=10

Schema 28. Phenothiazinderivate der polyedrischen B, HZ; - und B,,H?; -lo-
nen, hergestellt von Nakagawa und Aono [199] und getestet von Mishima et al.
[200].

Angew. Chem. 1993, 105, 997-1033

und 55 (Schema 28), die anschlieBend in der BNCT von
Greene-Melanomen in syrischen Goldhamstern getestet
wurden?°%, Die Gegenwart dieser Verbindungen verstérkte
die Tumorzerstérung, doch da sich ihre Zellselektivitit er-
heblich von der von 41 unterschied, wurde auf diesem Gebiet
nicht weiter geforscht.

54 und 55 enthalten die Boraneinheiten an die Dimethyl-
aminopropylgruppe von 41 koordiniert!*®®l, Soloway et
al.’2°"! dagegen verbanden 1-(closo-1,2-C,B, H)-Carbor-
ankifige direkt mit der Phenothiazineinheit (Schema 29).

OO0 2% OO
COCH; C C—CH

" B me

NM&Z NMez 56

KOH
EOH
©f ]@LC i

9H10
NM(‘Q 57
l
°?@fﬁ@r 7
10H10

NMeZ

Schema 29. Phenothiazinderivate, hergestelll und getestet von Soloway et al.
[201, 202].

Das anionische 7-(nido-7,8-C,B,H,,)-Carboranderivat 57
wurde nach der iiblichen Methode erhalten, ndmlich durch
Abspaltung einer BH? ' -Spitze aus 56 mit einer Base. Nach
den bisherigen Ergebnissen der in-vivo-Untersuchungen
sind die Verbindungen 56 —58 zu hydrophob und damit unin-
teressant. Es wird derzeit versucht, besser wasserlosliche De-
rivate herzustellen[292),

Die erwidhnten Befunde legen nahe, da3 Phenothiazinderi-
vate in der BNCT Verwendung finden koénnten, wenn die
Suche nach einer besser solvatisierbaren Verbindung fortge-
setzt wird. Auf jeden Fall leidet jedoch der tatsdchliche the-
rapeutische Wert einer solchen Verbindung, falls sie noch
entdeckt wird, unter der Tatsache, dal} 41 und andere Phe-
nothiazine nur durch bereits vorhandenes Melanin gebun-
den werden. Bemerkenswerterweise wurden bei keiner der
beiden letzten internationalen Konferenzen der Internatio-
nal Society for Neutron Capture Therapy (1990 in Sydney
und 1992 in Columbus, Ohio) Forschungsergebnisse mit
Phenothiazinderivaten vorgestellt.

7.11. Ansitze zur selektiven Zerstirung des
Tumorzellkerns

Die spektakuldre Entwicklung der priparativen Chemie
der Nucleinsduren und ihrer Derivate!2°3! hat zur Entdek-
kung neuer therapeutischer Reagentien und niitzlicher biolo-
gischer Sonden auf der Basis modifizierter synthetischer Nu-
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cleoside, Mononucleotide und Oligonucleotide gefiihrt. Zu
diesen DNA- und RNA-Vorliaufern gehoren auch Verbin-
dungen, die antiviral und carcinogen wirken, entweder durch
Enzymhemmung oder als Antisense-Verbindungen, die die
Onkogenbildung blockieren!>4), Es sind Mono- und Oligo-
nucleotide mit veranderten Basen, Zuckern und phosphor-
haltigen Linkergruppen hergesteilt worden. Daher {iberra-
schen die Forschungsaktivititen nicht, die auf die
Modifikation von Nucleotiden durch Einbau borhaltiger
Gruppierungen in alle drei strukturellen Basiskomponenten
zielen. Diese borhaltigen Nucleinsdurekomponenten sind
nicht nur als solche wichtig, sondern sie er6ffnen auch neue
Wege zur Anreicherung von Bor im Tumorzellkern fir
BNCT-Zwecke.

Die selektive Boranreicherung in den Kernen von Tumor-
zellen ist durch die viel schnellere Zellreproduktion im Tu-
mor als in gesundem Gewebe gegeben. Ein wichtiger Aspekt
in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dal die Mitose
von Gliomzellen viel schneller ist als die der umgebenden
gesunden Gliazellen. Es sollte daher méglich sein, borhaltige
Verbindungen zu entwickeln, die in der BNCT Verwendung
finden kdnnen und auf dem Einbau in DNA basieren. Eine
solche ideale Verbindung miillte Watson-Crick-Basenpaa-
rungen eingehen konnen, diirfte von Nucleasen nicht ange-
griffen werden und miiite Zellmembranen durchdringen
koénnen. Wiire ein derartiges BNCT-Reagens zusatzlich ein
cytotoxischer Enzyminhibitor oder eine Antisense-Verbin-
dung, dann konnte dies die Wirksamkeit einer BNCT weiter
erhohen. Wie bereits frither erwahnt, ist der Kern einer
Krebszelle das meistbegehrte Ziel, weil eine bestimmte Men-
ge '°B dort mindestens zweimal so wirksam ist wie im Cyto-
plasma verteilt.

Eine weitere Mdéglichkeit zur Boranreicherung im Zell-

kern ist die Entwicklung borhaltiger DNA-Ligandenmole-
kiilef203:2961 Die sehr groBe Zahl verfiigbarer DNA-Bin-
dungsstellen in jeder Tumorzelle, kombiniert mit der fiir eine
BNCT sehr effektiven Positionierung der Bor-Zielatome im
Zellkern, macht diesen Ansatz attraktiv.
Eine représentative Zahl von borhaltigen Nucleinsaurekom-
ponenten ist im folgenden Abschnitt beschrieben. Die Me-
chanismen, nach denen die Aufnahme dieser Verbindungen
durch die Zellen, wenn iiberhaupt, ablduft, sind normaler-
weise unbekannt, was auch fiir ihre Verteilung im Zellinnern
gilt. Zur Klirung dieser Vorginge gibt es derzeit intensive
Forschungen.

7.11.1. Durch Komplexbildung twischen der Nucleobase
und Cyanboran BH,CN modifizierte Nucleoside

In Einklang mit ihrem Interesse an der Synthese von a-
Aminosiuren, in denen einzelne Kohlenstoffatome formal
durch anionische Boratome mit vier Valenzelektronen er-
setzt sind (siche Abschnitt 7.9.3), haben Spielvogel et
al[297- 208 aych die Basenreste in ausgewihlten Nucleosiden
durch Komplexbildung zwischen ihren Stickstoffzentren und
der Lewis-Sdure BH,CN, eingesetzt als Ph,PBH,CN, modi-
fiziert. Als Nucleoside wurden O-geschiitztes dG, dI, dA und
dC verwendet. Zum Schlufl wurden die Schutzgruppen des
Nucleosidkomplexes entfernt (Schema 30). BH,CN koordi-
nierte selektiv an N7 von dG und dI, N! von dA sowie N3
von dC. Der Koordinationsort in dG und dI ist somit weit
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Schema 30. Von Spielvogel et al. synthetisierte Nucleosidderivate, in denen
BH,CN an N-Atome der Basen koordiniert ist [207, 208].

von den Orten fiir die Watson-Crick-Basenpaarung entfernt.
TH-NMR-Experimente zeigten, dafl das dG-N’-BH,CN-
Addukt mit dC ebenso wirksam Basenpaare bildet wie nicht
modifiziertes dG?°8), Versuche, den BH,CN-Komplex von
dT herzustellen, schlugen fehl. Der dC-N3-BH,CN-Kom-
plex wirkt bei Mausen entziindungshemmend, wihrend dG-
N7-BH,CN den Serumcholesteringehalt erniedrigt!2°8]. Die
Anreicherung in Tumoren wurde an M&usen mit Ehrlich-As-
cites-Carcinom mit **C-markiertem dC-N3-BH,CN gezeigt.
Vier Stunden nach der Injektion betrug das Borkonzentra-
tionsverhiltnis fiir Tumor zu Blut 8.5:1[2°%], Die vom Tumor
aufgenommene Bormenge wurde nicht bestimmt.

7.11.2. Nucleotidanaloga mit Boranphosphat-Linkern

Der formale Ersatz eines Sauerstoffatoms und seiner sechs
Valenzelektronen in einem Phosphat-Linker durch ein BH,-
Molekiil fithrt zu einer negativ geladenen Boranophosphat-
einheit. Solche modifizierten Nucleotidlinker sind isoelek-
tronisch mit ungeladenen Methylphosphonat-Linkern, die
zum Aufbau von Antisense-Systemen verwendet worden
sind %41, Die Boranophosphate haben gegeniiber den Phos-
phaten als Vorteile eine negative Formalladung, hauptséch-
lich am Bor, und eine groflere Hydrophobie. Die letztge-
nannte Eigenschaft wird als wertvoll fiir das Durchdringen
von Zellmembranen angesehen. Modifizierte Nucleotide des

DMTOq o T
1) DMTO T
)
o —
HO7 o T OP(OMe)NiPr, oo™
Tetrazol/CH,CN W0 _o T
OAc 25°C
QAc
MeqSB}IgJZ)
HOq o T
O, BH, NH, FO o
e i NH,OH  Wicderholung _
0"0q 4. T der Schritte O+ BHs
1 und 2 =N
-/, M0 Y0m o T
O, BH; NH, k 7
o’ \0 o T OAc
OH

Schema 31. Synthese von Nucleotiden mit Boranophosphat-Linkern nach
Spielvogel et al. [208, 209].
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Boranophosphattyps wurden zuerst von Spielvoge]l et
al.[298- 2091 hergestellt und als Borlieferanten vorgeschlagen.

Schema 31 beschreibt die Synthese von typischen Borano-
phosphat-Oligonucleotiden und schligt die Moglichkeit vor,
die Liste dieser Oligomere durch Verwendung der Festpha-
sensynthese auf viel ldngere Ketten auszudehnen.

Verbindungen des Boranophosphattyps werden derzeit im
Hinblick auf ihre biologische Aktivitit, einschlieBlich der
Cytotoxizitdt und des enzymatischen Einbaus in die DNA,
untersucht!?*®), Sehr gut fiir die BNCT geeignete Verbindun-
gen sind dabei noch nicht entdeckt worden.

7.11.3. Boronsiurederivate von Pyrimidin- und
Purin-Nucleosiden

Die erste mit einer B-C-Bindung synthetisierte DNA-Vor-
stufe war 5-Dihydroxyboryluracil 539 (Liao et al.!?!1}), Da-
nach folgte 1978 die Synthese von 5-Dihydroxyboryl-2’-des-
oxyuridin (DBDU) 60 durch Schinazi und Prusoff!?!2!, Die

QO
1A BOH),
N._OH OJ\ [
HO,I/ QI HO d N
N4 Boon, -
HO
59 60 DBDU

Synthesen von 59 und 60 basierten auf der Umsetzung von
O-geschiitzten 5-Brom-Vorstufen mit Lithium und dann mit
einem Trialkylborsiureester''3], Die stereochemische Ahn-
lichkeit von 60 und natiirlichem Thymidin (5-Methyl-2'-des-
oxyuridin) gab den AnstoB zu dieser Synthesc. Schinazi et
al.l?'#! haben vorgeschlagen, dal am Einbau von 60 in den
Kern von Tumorzellen eines oder mehrere der folgenden
Phinomene beteiligt sein kdnnten: 1) 60 wird von den
Krebszellen selektiv aufgenommen und in der Zelle als 5'-
Monophosphat festgehalten. Die Selektivitat fiir Tumorzel-
len konnte erhéht werden, wenn 60 ein besseres Substrat filir
die in Tumorzellen vorkommende Thymin-Kinase wére als
fiir das entsprechende Enzym in gesunden Zellen. 2) 60
koénnte Enzyme, die bei der Biosynthese von Pyrimidin-Nu-
cleosiden eine Rolle spielen, hemmen. 3) 60 konnte statt des
Pyrimidin-Nucleotids in die DNA von Tumorzellen einge-
baut werden. 4) Alle diese Vorgange kdnnten im Tumorzell-
kern °B-markiertes 60 fiir die selektive Zerstérung durch
Neutroneneinfang zur Verfiigung stellen. Im Prinzip existie-
ren diese mechanistischen Moglichkeiten fiir jedes der hier
genannten '°B-markierten Nucleosid- oder Nucleotidmole-
kiile, allerdings in unterschiedlichem AusmaB (siche Ab-
schnitt 7.11),

Die Untersuchung der biologischen Aktivitdt von 60 in
vitro hat gezeigt'?!#!, daB diese Verbindung ein gutes Analo-
gon des Pyrimidins ist und die Replikation von HSV-1
hemmt. Diese Hemmung der Virusreplikation wurde durch
Zusatz von Thymidin aufgehoben. Erste in-vitro-Neutro-
nenbestrahlungsexperimente mit !°B-angereichertem 60,
dessen Losung unterschiedliche Mengen an Thymidin ent-
hielt, und V79-Zellen von chinesischen Hamstern (gewa-
schen) wurden am Brookhaven Medical Research Reactor
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BuMe,SiO

durchgefiihrt. Vorgeschaltete Gleichgewichtseinstellung der
untersuchten Zellen mit 60 setzte ihre Uberlebensrate nach
der Bestrahlung mit thermischen Neutronen herab; Zugabe
von Thymidin zur Losung von 60 milderte diesen Effekt.
Aus diesen Ergebnissen schiossen die Autoren, daB3 60 bel
der DNA-Synthese gebunden wird, dal} es aber nicht wirk-
sam mit Thymidin konkurrieren kann.

Yamamoto et al. verwendeten neue Synthesewege und er-
hielten eine groBle Bandbreite neuer Basen- und Nucleosid-
derivate, die entweder einen 3- oder etnen 4-(Dihydroxybo-
ryl)phenylsubstituenten'?!3! oder einen ¢-Hydroxy-4-(dihy-
droxyboryl)benzylsubstituenten'>! %! enthielten. Repréisenta-
tive Synthesen sind im Schema 32 zu sehen. Mit diesen neuen

HN)\JB' o B(OH
(PA(PPh,).] a HN
-‘Q‘ )((yB@-SnBu; .

O N
HO )

BuMe,5i0  OSiMeyBu

(¢}
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~a™ O""N” 'Li
OOo

OH OH

/‘j\ @ B(OH]
~o"™o CH
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Schema 32. Zwei allgemeine Synthesewege zu Dihydroxyborylderivaten von
Nucleosiden nach Yamamoto et al. [215, 216]. a: Entfernen der Schutzgruppe.
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Methoden konnten sehr viele Dihydroxyborylderivate her-
gestellt werden, die jedoch sehr leicht sdurekatalysiert Bor
abspalten und das entsprechende Phenyl- oder a-Hydroxy-
benzyl-substituierte Nucleosid und Borsdure bilden. AuBer-
dem erhohen die eingefiihrten Arylgruppen die Hydropho-
bie der Nucleoside mit unvorhersehbaren Folgen. Ausge-
wihlte Mitglieder dieser Gruppe von Nucleosiden werden im
Hinblick auf ihre biologische Aktivitdt, einschlieBlich ihrer
Wirksamkeit in der BNCT, untersucht.

7.11.4. Carboransubstituierte Nucleoside

Die im vorigen Abschnitt beschriebenen relativ einfachen
Verbindungen mit einer Dihydroxyborylfunktion haben ei-
nen niedrigen Borgehalt und verlieren Bor durch Hydrolyse.
Als Alternative zu diesen einfacheren Borverbindungen ist
das Carboran closo-1,2-C,B,,H,, in Ribose und in die Ba-
senkomponenten von Nucleosiden eingebaut worden. Auch
diese Verbindungen koénnen, wie in Abschnitt 7.11.3 be-
schrieben, in Tumorzellkernen festgehalten werden. Wah-
rend der borreiche closo-Carboransubstituent die hydrophi-
len FEigenschaften des mit ihm verbundenen Substrats
merklich verringern diirfte, sollte sein anionisches nido-Ana-
logon ein amphiphiles Derivat ergeben. Aufgrund der recht
erheblichen GroBe des Carboransubstituenten und seiner
hydrophoben Eigenschaften kann man nicht erwarten, daf3
carboransubstituierte Nucleotide tatsdchlich biosynthetisch
in DNA oder RNA eingebaut wiirden. Durch eine Phospho-
rylierung des carboransubstituierten Nucleosids im Zellkern
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konnte dieses jedoch als Monophosphat festgehalten wer-
den.

Soloway et al.>!'”] haben 1990 das erste carboransubsti-
tuierte Nucleosid, 2’-0-(1,2-Carboran-1-ylmethyl)uridin 61,
beschrieben, das von seinen Entdeckern als CBU-2’ bezeich-
net wurde. Dariiber hinaus wurden die analogen 3'-O- und
5-0-Isomere?1® sowie das anionische nido-Analogon von
61 synthetisiert. Noch jiingeren Datums sind die Befunde
von Tjarks et al.1*1%], die einen vielleicht allgemeinen Zugang
zu borhaltigen Nucleosiden gefunden und am Beispiel von
61 demonstriert haben (Schema 33). Die Schliisselverbin-

OSiMe, Hi}j

BzOy o N . 9N
Orvones YD) mesosoer | 50y 3
Me;SiO” "N

OAc O

< OAc<O
C——CH
O o C-—CH
MI"’ HNJE B\?é{
PR
62 O™N
HO s}
NaOCH; w
OH <O
C——CH
@
l§14’|0
61 CBU-Y

Schema 33. Ein Beispiel fiir die verallgemeinerbare Synthese von carboransub-
stituierten Nucleosiden nach Tjarks et al. mit 62 als gemeinsamer Vorstufe
[219].

dung in diesen Synthesen ist die 1,3-Di-O-acetyl-5-O-ben-
zoyl-2-0-(1,2-carboran-1-ylmethyl)-nD-ribofuranose 62. Re-
aktion dieser Verbindung mit trimethylsilylgeschiitztem
Uracil in Gegenwart von Trimethylsilyltrifluormethansulfo-
nat und nachfolgende Entfernung der Schutzgruppen durch
alkalische Hydrolyse fithrte zu 61. In der 1-Position der Ri-
boseeinheit ist bisher nur die f-Konfiguration aufgetreten.
Es ist zu hoffen, daB dieser Syntheseweg verbreitete Anwen-
dung findet.

61 und seine 3'- und 5'-Isomere sind von F98-Gliomzellen
in vitro gut aufgenommen worden!?!%:22% Morrison et
al.”*"Thaben vor kurzem mit SIMS-Mikroskopie (siche Ab-
schnitt 2.5.4) gezeigt, daB das in F98-Gliomzellen vorhan-
dene 61 hauptsichlich im Cytoplasma vorkommt und weni-
ger im Zellkern. Das Verteilungsverhiltnis liegt zwischen
1.4:1 und 2.6:1. Der Mechanismus der Anreicherung von 61
in den Zellen wird derzeit untersucht222!,

Yamamoto et al.22*! haben vor kurzem einen Synthese-
weg flir Uridin- und 2’-Desoxyuridinderivate mit einem 1,2-
Carboran-1-yl- oder einem 2-Hydroxymethyl-1,2-carboran-
1-ylsubstituenten in der 5-Position des Uracilrings
entwickelt. Der erste Syntheseschritt war die Pd-katalysierte
Kopplung von O-geschiitztem 5-Toduridin oder 5-Iod-2'-des-

SiM
o ’/C, 1vies o
(4
Hi )]'C 1. nBu,NF BN )E/C@CH
o, OTN 2. ByoH, /CH,CN o orn? BYHp
O 3. Entfernung der O
Schutzgruppen
OBz OBz OH OH
63 64
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oxyuridin mit HC=CSiMe, oder HC=CCH,0OAc. Die da-
bei entstehenden 5-Alkinylnucleoside, z.B. 63, wurden nach
gingigen Verfahren mit B, H,, und einer Lewis-Base zu den
gewiinschten Produkten, z.B. 64, umgesetzt. Erste Ergebnis-
se zeigen, daBl 5-Carboranyluridin in vitro cytotoxisch auf
P388-Leukidmiezellen in Miusen wirkt.

Schinazi et al.l??*! haben unabhingig davon das 5-Car-
boranyl-2’-desoxyuridin 65 hergestellt, und zwar auf einem
Syntheseweg analog dem von Yamamoto et al. AnschlieBend
haben sie die von CEM-Zellen nach Behandlung mit 65 er-
zeugten Stoffwechselprodukte untersucht. Sie isolierten ei-
nen neuen Metaboliten, der die von einem 5'-Monophosphat
von 65 erwarteten biochemischen Eigenschaften hat. Man
nimmt an, daB dieses Monophosphat durch intrazellulire
Phosphorylierung entsteht[2241,

o
C—CH
AN O
L

Q
z

HO

G

OH

Racemisches 5-Carboranyl-2’,3'-didesoxy-3'-thiacytidin
66 wurde durch Pd-katalysierte Alkinylierung von 5-lod-
2',3'-didesoxy-3"-thiacytidin hergestellt'*?4), Diese und éihn-
liche Verbindungen werden auf ihre biologischen Eigen-
schaften untersucht.

Reynolds et al.2#3) haben die Synthese von 5-(1,2-Carbo-
ran-1-ylmethyl)-2,4-dichlor-6-methylpyrimidin 67 beschrie-
ben, das vielleicht als Synthescdquivalent fiir substituierte
Pyrimidine niitzlich werden konnte.
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7.11.5. Boranreicherung im Zellkern mit DNA-Liganden

Whittaker, Corder et al.t293:2961 haben vor kurzem die
Moglichkeit untersucht, Bor durch Komplexbildung zwi-
schen borhaltigen Ligandenmolekiilen und der DNA von
Zielzellen anzureichern. Dibenzimidazolreagentien von
Hoechst binden effektiv in der kleinen Furche der Kern-
DNA, und eine Vielzahl von Reagentien sind auf der Basis
dieses Ligandensystems hergestellt worden. Erste in-vitro-
Untersuchungen zur Boraufnahme durch Zellen haben sich
auf das einfache Phenylboronsdurederivat 68 konzentriert.
Mit Fluoreszenzmikroskopie und spektrophotometrischen
Analysen des Liganden in isolierten Zellkernen ist gezeigt
worden, dalBl 68 durch eine Vielzahl von Zellen aufgenom-
men wird. Neutroneneinfangexperimente ergaben, daB in

CH,

N\/\
N

N,
k N
H
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Gegenwart von 2 x 107> M 68 mehr Zellen abgetdtet werden
als ohne 68. Der Effekt war derselbe wie der einer Losung
von 4 x 107 % gmL ™! '®B(OH),, die wihrend der Bestrah-
lung mit den Zellen in Kontakt ist. Dieses Ergebnis wurde als
ziemlich ermutigend betrachtet, und derzeit werden Unter-
suchungen mit anderen borhaltigen Liganden durchgefiihrt,
die mehrere '°B-Atome pro Molekiil enthalten,

7.11.6. Selektive Lieferung borhaltiger Verbindungen
an den Kern

Schema 5 zeigt die Transportvorgéinge, durch die ein bor-
haltiges Agens aus dem Blutserum in den Kern einer Tumor-
zelle eingebracht werden kann. Jede der in Abschnitt 7.11.3
erwihnten Methoden der Boranreicherung im Zellkern ba-
siert auf der erhdhten Mitosegeschwindigkeit von Tumorzel-
len gegentiber gesunden Zellen, um die gewiinschte einseitig
selektive Zerstdrung von Tumorzellen zu erreichen. Aufer-
dem kann die Tatsache, daBl das Reagens Zellwinde durch-
dringen muB, strukturelle Beschrankungen mit sich bringen,
die die gewiinschte Anreicherung im Zellkern einschranken.
Diese Probleme koénnten umgangen werden, indem man
Zellkernreagentien mit Liefersystemen koppelt, von denen
bekannt ist, daB sie besonders mit Krebszellen wechselwir-
ken. Unter den in dieser Ubersicht genannten verfiigbaren
tumorselektiven Liefermethoden ragen die unilamellaren Li-
posomen (siche Abschnitt 7.7.1) durch ihre Wirksamkeit
hinsichtlich der selektiven Durchdringung der Plasmamem-
bran von Tumorzellen heraus. Sie sind dariiber hinaus auch
in der Lage, eine Vielzahl von hydrophilen Verbindungen in
das Zellinnere zu transportieren. Hydrophile Basen, Nucle-
oside und Nucleotide aller GroBen, die eine erhebliche Zahl
von Boratomen pro Molekiil enthalten, kommen fiir diese
Liefermethode in Frage. Forschungsarbeiten in diese Rich-
tung sind von uns begonnen worden.

8. Die Herausforderungen und Zukunftsaussichten
der BNCT

Die prinzipielle Realisierbarkeit des urspriinglichen Kon-
zepts von Locher konnte gezeigt werden, und die BNCT
stellt eine vielversprechende Behandlungsmethode fiir
Krebsarten dar, die sich derzeit noch der Behandlung entzie-
hen und hohe Sterblichkeitsziffern mit sich bringen, wie cere-
brale Gliome und metastasierende Melanome. Der Kampf
gegen den Krebs ist zu einem Stellungskrieg geworden, und
neue Therapien, die von den heute akzeptierten Therapiefor-
men abweichen, miissen ausprobiert werden, wenn weiterer
Fortschritt moglich sein soll. Als eine einzigartige, aber ober-
flachlich komplexe Methode kristallisiert sich mit der BNCT
eine solche neue Therapieform heraus, wenn der gegen-
wiirtige Forschungsimpuls weiter verstirkt und die in dieser
Ubersicht angesprochenen Probleme beseitigt werden kdn-
nen.

Die Verwendung der BNCT als leicht zugéngliches thera-
peutisches Werkzeug fiir die Behandlung beliebiger Krebs-
patienten setzt vor allem voraus, dal} reine epithermische
Neutronen aus nicht zu teuren und stadtnahen Quellen,
nicht nur von Reaktoren, zur Verfligung stehen. Solche fort-
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schrittlichen Neutronenerzeuger konnten auf der Reaktion
von beschleunigten Protonen mit einem metallischen Ziel
basieren (Abschnitt 2.3.2) und als Prototypen vielleicht
schon in zwei bis finf Jahren zur Verfiigung stehen.

Ebenfalls wichtig fiir die klinische Praxis der BNCT ist die
Moglichkeit von Echtzeit-NMR-Imaging mit '°B als akti-
vem Kern, um !°B-beladenes Tumorgewebe und umgeben-
des Gewebe sichtbar zu machen und quantitativ analysieren
zu kénnen (Abschnitt 2.5.1). Eine solche schnelle, verlaBli-
che und nichtinvasive Ermittlung von Daten iiber die °B-
Ziele wiirde fiir die Bestimmung der bendtigten Neutronen-
dosis und der Orientierung des Patienten im epithermischen
Strahl sowie fiir die Uberwachung von Verdnderungen, die
zwischen den Verabreichungen fraktionierter Dosen am Ort
des Tumors entstanden sind, von unschitzbarem Wert sein.
Derzeit werden Experimente mit dem ''B-Kern durchge-
fithrt, der sich besser fiir NMR-Untersuchungen eignet.
Wenn diese Arbeiten gute Ergebnisse liefern, kann
dies die Entwicklung des niitzlicheren ‘°B-NMR-Imagings
férdern.

Die schematische Darstellung der Liefermechanismen in
Schema 6 basiert auf ganz unterschiedlich verldBlichen Da-
ten. Daher ist die genaue Bestimmung der Position des '°B-
Zielkerns sowohl an als auch in Krebszellen essentiell fiir die
gezielte Planung neuer borhaltiger Verbindungen. Wéhrend
die subzelluldre Verteilung des Bors inzwischen sichtbar ge-
macht werden kann (Abschnitt 2.5.4), wenn die betrachteten
Zellen aus einer in-vitro-Quelle stammen, fehlen die analo-
gen Daten fiir Zellen, die aus in-vivo-Experimenten stam-
men, noch. Die derzeit verfligbaren Daten aus in-vitro-Pri-
parationen sind sehr aufschluBreich und regen zu weiteren
Untersuchungen an.

Die kiinftige Entwicklung auf dem Gebiet der borhaltigen
Verbindungen wird sich wahrscheinlich in zunehmendem
MaB auf Systeme konzentrieren, die so angelegt sind, daB sie
auf einer zellselektiven Basis in den Tumorzellkern eindrin-
gen konnen (Abschnitt 7.11). Neben dem Verstindnis der
DNA-Biosynthese und anderer biologischer Vorgéinge, die
sich im Zeltkern abspielen, bleibt eine grofle Herausforde-
rung, die molekularen Werkzeuge, z.B. borhaltige DNA-
Vorldufer, DNA-Liganden oder Antisense-Verbindungen,
dazu zu bringen, Krebszellen selektiv anzugreifen. Rezeptor-
abhingige Verbindungen, mit deren Hilfe die Plasmamem-
bran selektiv durchdrungen werden kann, kénnten mit dem
kernbindenden Reagens gekoppelt werden und nach dem
Eindringen in die Zelle durch Enzyme von ihm wieder ent-
koppelt werden. Die Zellselektivitit ergibt sich dann aus der
erhohten Mitosegeschwindigkeit und der charakteristischen
Uberexpression von Rezeptorenstellen bei Tumorzellen. Es
ist aber vielleicht auch méglich, das kernbindende Reagens
durch tumorselektive Liposomen in das Cytoplasma der Zel-
le einzubringen (Abschnitt 7.7.1). Danach kann dann das
Reagens zum Zellkern wandern. Ungeachtet der Neuartig-
keit und Eleganz neuer Reagentien, die eine spezifische
Wechselwirkung mit Komponenten des Zellkerns eingehen,
verlangt das Problem der garantierten selektiven Bindung an
Tumorzellen einige Aufmerksamkeit bei der Planung des
borhaltigen ‘Agens selbst.

Die weitere Entwicklung der BNCT hangt eindeutig von
der Planung und der Synthese borhaltiger Verbindungen ab,
die in der Lage sind, sich in erheblichen Mengen in Tumor-
zellen anzureichern, und von den zugehorigen Bioverwer-
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tungssystemen, die diese borhaltigen Verbindungen garan-
tiert selektiv zu Tumorzellen bringen. Die Entdeckungen der
modernen Mikrobiologie und Immunologie zu Bioverwer-
tungswegen (Abschnitt 6) sind in so schneller Folge verdf-
fentlicht worden, dall die entsprechende chemische For-
schung vielleicht etwas hinterherhinkt. An dieser Stelle sei
deshalb fiir eine deutliche Ausweitung der Versuche zur Ent-
wicklung neuer Synthesemethoden auf dem Gebiet der Or-
ganoborane und seinen Berithrungspunkten mit der bioor-
ganischen Chemie plidiert. Es besteht ein Bedarf fiir Wege
zu borhaltigen Molekiilen und Oligomeren, die baukastenar-
tig mit Liefermolekiilen gekoppelt werden konnen. Des wei-
teren werden Bausteine gebraucht, die die urspriinglichen
hydrophoben Eigenschaften von c/oso-Carboranen und ih-
ren amphiphilen nido-Anionen-Analoga als Substituenten
verindern kdnnen.

Die richtige biologische Bewertung eines borhaltigen Sy-
stems ist sehr wichtig fiir das Aufstellen einer Korrelation
zwischen der chemischen Struktur und der biologischen Ak-
tivitat, die die weitere Molekiilplanung und kiinftige Synthe-
seversuche beeinfluBlt. Wie jlingere Arbeiten mit borhaltigen
Nucleosiden zeigten, ist es sehr gut moéglich, dafi einige der
neu zu synthetisierenden Verbindungen nicht auf die offen-
sichtliche Verwendung in der BNCT beschrankt sind, son-
dern biologische Reaktionsprofile zeigen, die sie auch fir
andere wichtige Verwendungszwecke qualifizieren. Die Ar-
beiten der Gruppen um Schinazi, Soloway, Spielvogel und
Yamamoto (Abschnitte 7.9.3 und 7.11) lieferten antivirale,
entziindungshemmende, antineoplastische und hypolipida-
mische Verbindungen, die urspriinglich fiir die BNCT-For-
schung entwickelt worden waren.

Derzeit ist das Konzept der BNCT seiner Verwirklichung
niher als jemals zuvor, und neue klinische Tests mit dem
Thioboran-Anion BSH und Dihydroxyborylphenylalanin
(BPA) 33 in Europa und den Vereinigten Staaten sind schon
iiber das fortgeschrittene Planungsstadium hinaus. Die Tests
an Melanomen von Mishima et al. in Japan gehen weiter,
und das gleiche gilt fiir die Therapieversuche von Hatanaka.
Allerdings sind die bei diesen und bei den in naher Zukunft
geplanten klinischen Versuchen verwendeten Borlieferanten
BSH (Abschnitt 7.1) und BPA (Abschnitt 7.9.1) keine beson-
ders wirksamen Verbindungen, aber ihre Wirkungsweise ist
relativ gut geklért, und sie sind verldBlich. Die Tumore, die
man behandeln will, sind cerebrale Gliome und primére Mel-
anomlisionen, und die Kernreaktoren in Petten und am
MIT werden als Neutronenquellen dienen.

Lingerfristige Pline fiir die BNCT miissen unabhingig
von den ins Haus stehenden klinischen Tests gemacht wer-
den, weil dann, wenn diese Versuche beendet sein werden,
viel bessere Borlieferanten und neue Neutronenquellen zur
Verfiigung stehen kdnnten, vorausgesetzt dic Regierung und
die Industrie verstirken ihr finanzielles Engagement. Es
diirfte sicher sein, daB die Zukunft der BNCT immer besser
aussehen wird, je mehr Arzte sich ihrer Vorteile bewuBt wer-
den. Das Zusammentreffen von Erkenntnissen aus Physik,
Chemie, Biologie und Medizin an einem Punkt der vieldi-
mensionalen Wissenschaft ist ein einzigartiges Ereignis, das
nach Nutzung durch die Menschheit verlangt. Vielleicht ist
es wirklich so geplant gewesen!

Ich danke meinen fritheren und derzeitigen Studenten, Post-
docs und Kollegen fiir ihre Beitrdge zu den Bemiihungen unse-

1030

rer Gruppe um die BNCT-Chemie und die Boranclusterchemie
im allgemeinen. Dr. Debra A. Feakes und Dr. Kenneth J. Shel-
Iy haben durch das Sammeln von Informationen erheblich zu
dieser Verdffentlichung beigetragen und das Produkt kritisch
beurteilt. Des weiteren danke ich Diane Gromelski fitr die
Erstellung des Manuskripts, Albert Calleros fiir die Zeich-
nungen, Karin Drechsel fiir Korrekturen und meinen vielen
Freunden in der BNCT-Forschung fiir Anregungen. Den Na-
tional Institutes of Health (RO1-CA31753 und ROI-
CA53870) und dem US Department of Energy, Idaho Natio-
nal Engineering Laboratory, Office of Energy Research, unter
dem DOE Field Office, Idaho (Contract DE-ACO7-
761D01570) sei fiir ihre Forderung unserer Bemiihungen um
die BNCT-Forschung gedankt.
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