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Kurzzusammenfassung

Photoinduzierte Therapien werden in der Medizin, z.B. gegen Hautkrankheiten oder -krebs
genutzt und stetig weiterentwickelt. Dabei ist ein limitierender Faktor die Penetrationstiefe von
elektromagnetischer Strahlung, sodass die Anwendung auf oberflachliche und von auf3en zu
erreichende Arealen begrenzt ist. Durch die Kombination eines photodynamischen Substrats
mit einem Photosensibilisator/Katalysator unter Verwendung von ,tiefem Licht, welches erst
am Wirkort freigesetzt oder generiert wird, kann dieses Problem geldst werden. In dieser Arbeit
werden zwei Konzepte entwickelt, bei denen die drei Komponenten kombiniert und auf ihre
synergetische photodynamische Wirkung untersucht werden. Dabei wird zum einen ein PDT-
Effekt mit Cerenkov-Lumineszenz als tiefe Lichtquelle untersucht und zum anderen die
photoinitiierte Freisetzung von pharmakologisch aktiven Abbauprodukten des Artemisinins.
Dabei konnte fir das erste Konzept nach Entwicklung und Anwendung einer
spektroskopischen Nachweismethode von Singulett-Sauerstoff gezeigt werden, dass die
emittierte Cerenkov-Strahlung des Isotops Gallium-68 ausreicht, um einen PDT-Effekt zu
initiieren. Dabei konnte geschlussfolgert werden, dass fiir eine mdéglichst effiziente Nutzung
der Cerenkov-Strahlung als tiefe Lichtquelle, Photosensibilisatoren eingesetzt werden sollten,
welche im UV-Bereich hohe Extinktionskoeffizienten aufweisen. Das zweite Konzepte der
Aktivierung von Artemisinin durch tiefes Licht konnte nicht vollstandig untersucht werden,
jedoch wurde eine Funktionalisierungsmethode an SiOz-Nanopartikeln entwickelt, die bei
Anwendung auf geeignete UCNPs eine Oberflachendekoration sowohl mit Benzophenon als
auch Artemisinin ermoglicht. Bei dieser Funktionalisierung entstandene Molekile wurden in
Hinblick auf deren Aktivitdt gegen Pankreas-Tumorzellen, als auch auf ihre Triplett-
Lebensdauern untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein erhdhtes Verhaltnis von
Artemisinin zu Benzophenon sowohl in einer erhdhten biologischen Aktivitat als auch in einer

verkilrzten Triplett-Lebensdauer resultieren.
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Abstract

Photoinduced therapies are used in medicine, e.g. against skin diseases or skin cancer, and
are constantly being further developed. However, a limiting factor is the penetration depth of
electromagnetic radiation, which is why the application is limited to superficial areas that can
only be reached from the outside. This problem can be solved by combining a photodynamic
substrate with a photosensitizer/catalyst using "deep light“, which is only released or generated
at the site of action. In this work, two concepts are developed in which the three components
are combined and investigated for their synergistic photodynamic effect. In the first concept a
system is developed that should show a PDT-effect using Cerenkov-luminescence as deep
light source. The second concept focuses on the photoinduced decomposition of the
pharmacologically active artemisinin. For the first concept, after development and application
of a spectroscopic detection method of singlet oxygen, it could be shown that the emitted
Cerenkov-radiation of the isotope gallium-68 is sufficient to initiate a PDT effect. It was
concluded that for the most efficient use of Cerenkov-radiation as a deep light source,
photosensitizers should be used that have high extinction coefficients in the UV region. The
second concept of activation of artemisinin by deep light could not be fully explored, but a
functionalization method on SiO. nanoparticles was developed that, when applied to suitable
UCNPs, allows surface decoration with both benzophenone and artemisinin. Molecules
generated within this functionalization were investigated with respect to their activity against
pancreatic tumor cells, as well as their triplet lifetimes. It was shown that an increased ratio of
artemisinin to benzophenone resulted in both increased biological activity and shortened triplet

lifetimes.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Krebs zahlt heutzutage zu einer der haufigsten Todesursachen weltweit und Prognosen fur
die nachsten Jahrzehnte sagen auf Grund der immer héher werdenden Lebenserwartung
einen weiteren Anstieg der Erkrankungsraten voraus.!:? In der Medizin sind bereits vielzéhlige
Diagnose- und Therapiemethoden fur Krebs bekannt, wobei auch Licht als Initiator fur einen
therapeutischen Effekt zum Einsatz kommt. So wurde bereits in der Antike die heilende
Wirkung von Licht beschrieben und entwickelte sich vor allem im letzten Jahrhundert zur
erfolgreich angewendeten Photodynamischen Therapie (PDT), die eine wichtige Rolle in der
Behandlung von Hautkrebs einnimmt.> 4 Dabei sind die drei Bestandteile, Licht, Sauerstoff
und ein Photosensibilisator (PS) unabdingbar und rufen durch die synergetische Wirkung den
gezielten zytotoxischen Effekt hervor. Solch ein Effekt kann auch durch die photochemische
Aktivierung eines Pharmakophors, wie unsere Arbeitsgruppe ihn bereits an Artemisinin
demonstrieren konnte, hervorgerufen werden. Auch hier sind drei Komponenten flir einen
Effekt notig. Licht, ein PS (Donor) und das Pharmakophor (Akzeptor), welches durch Energie-

oder Elektronentransfer in eine pharmakologisch aktive Spezies Uberfiihrt wird.

Auf Grund der limitierten Penetrationstiefe von elektromagnetischer Strahlung durch
biologisches Gewebe sind die Anwendungen solcher lichtbasierter Therapiemethoden
hauptsachlich auf Krebszellen limitiert, die von auflen mit einer externen Lichtquelle erreicht
werden konnen.® Um dieses Problem zu I6sen, sollen Konzepte entwickelt werden bei denen
Jliefes Licht“ (englisch: ,deep light*) als Lichtquelle genutzt wird. Diese Bezeichnung wird in
dieser Arbeit als plakativer Begriff verwendet und beschreibt Licht, welches erst am Wirkort
generiert bzw. freigesetzt oder trickreich dorthin transportiert wird. Die Implementierung des
tiefen Lichts in der PDT hat das Potential die Anwendungsmdglichkeiten auf tieferliegende
Tumore zu erweitern. Im Zuge dieser Arbeit sollen Konzepte fiir die Einbindung tiefen Lichts

in anwendungsbezogenen Therapiemethoden entwickelt werden.






2. Kenntnisstand

2. Kenntnisstand

2.1 Krebserkrankungen
Krebs ist das Ergebnis einer Reihe von Zell- bzw. DNA-Veranderungen, die sich uber Jahre
entwickeln, zu unkontrolliertem Zellwachstum/Zellteilung fihren und letztendlich als Tumor
(Schwellung) aus einer Masse an Zellen sichtbar wird.?! Diese Veranderungen kénnen sowohl
durch Bakterien und Viren, Umweltgifte, Mutationen in der DNA und in Genen, aber auch durch
den naturlichen Alterungsprozess hervorgerufen werden.®! Die Onkologie (nkos: griechisch
~ochwellung, Geschwulst’, logds: griechisch ,Lehre) beschaftigt sich mit diesen
Krebserkrankungen. Auch wenn Krebs schon seit mehreren Jahrtausenden bekannt ist’],
steigen die Fallzahlen in den letzten Jahrzehnten bemerkenswert rasant. Ein Grund daflr ist
die durch den medizinischen Fortschritt erzielte héhere Lebenserwartung. Damit steigt auch
die Wahrscheinlichkeit, dass Zell- bzw. DNA-Veranderungen uber einen langeren Zeitraum
gebildet werden und Krebs entsteht.? Die Krankheit zahlt mit fast 10 Mio. Todesfallen weltweit
zu einer der haufigsten Todesursachen im Jahr 2020. 19,3 Mio. Krebsneuerkrankungen
wurden in diesem Jahr registriert.®®! Auch in Deutschland ist fast jeder vierte Todesfall auf
bosartige Neubildungen bzw. Krebs zurlickzufiihren (siehe Abbildung 1).°! Die finf
Krebsarten, die am haufigsten tédlich enden sind Lungen-, Darm-, Leber-, Magen- und

Brustkrebs. !

Todesursachen der Krankheitsarten im Jahr
2020 in Deutschland

= Krankheiten des Kreislaufsystems

= Bdsartige Neubildungen (Krebs)
Krankheiten des Atmungssystems
Psychische Krankheiten und
Verhaltensstérungen

= Krankheiten des Verdauungssystems

= Verletzungen und Vergiftungen

= Covid-19

= Sonstige

Abbildung 1: Anteil der Todesursachen nach Krankheiten im Jahr 2020 in Deutschland.®!

Obwohl die Anzahl stationarer Behandlungen im Jahresvergleich zwischen 2019 und 2020
rucklaufig waren (siehe Abbildung 2), sind die Prognosen flir Krebsneuerkrankungen fir die

kommenden Jahrzehnte weiterhin steigend.!"!



2. Kenntnisstand

Anzahl stationarer Krankenhausbehandlungen nach
Krebsdiagnosen in Deutschland
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Abbildung 2: Anzahl der stationaren Krankenhausaufenthalte in Deutschland nach einer Krebsdiagnose. Im
Vergleich das Jahr 2019 und 2020.1'%
Prognosen beziffern die Zahl der durch Krebs verursachten Todesfalle in 2040 weltweit bereits
auf 16.3 Mio, was einer Steigerung von 64% entspricht.['l Jeder dritte Mensch wird in seinem
Leben einmal an Krebs erkranken und jeder vierte Mensch wird daran sterben.” Laut WHO
sind ein Drittel aller Krebsféalle auf einen ungesunden Lebensstil, der sich durch Rauchen,
Ubergewicht, Alkoholkonsum, ungesunde Erndhrung und wenig physische Aktivitat
auszeichnet, zuriickzuflihren. Demnach konnten diese Falle praventiv behandelt werden. Aber
auch Krebs, der sich beispielsweise durch infektiose Krankheiten (human papillomavirus
(HPV) und Hepatitis) bildet, kann mittlerweile gut behandelt werden, wenn die Diagnose

friihzeitig gestellt und der Krebs effektiv behandelt wird.['"]

2.1.1 Entstehung von Krebs

Homoostase beschreibt den exakt ausbalancierten Zustand in einem gesunden Organismus,
bei dem Zellwachstum (Zellproliferation), Zelldifferenzierung und Zelltod (durch Apoptose oder
Nekrose) im Gleichgewicht zueinander stehen (vgl. Abbildung 3).'# Das genaue
Wachstumsverhalten bzw. der Ablauf der Zellteilung wird durch genetische Informationen
gesteuert. Dabei fihren Fehlregulationen der Genaktivitat, ausgeldst durch DNA-Mutationen,
zu unkontrolliertem Zellwachstum. Diese mutierten Gene werden auch Onkogene genannt.
Auch Tumorsupressorgene kdénnen mutieren, sodass ihre urspringliche Fahigkeit dem
unkontrollierten Zellwachstum entgegenzuwirken, gemindert ist. Durch diese Prozesse wird
die Homoostase gestort und die Erkrankung des Organismus kann die Folge sein.['®! Bei
erhdhtem Zellwachstum sind oft Krebs und/oder Autoimmunerkrankungen die Folge, sterben

zu viele Zellen, so kann dies zu neurodegenerativen Krankheiten oder AIDS fiihren.['# 191
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Tumorsupressorgene K] Onkogene
_—

Zelltod | Zellwachstum

Krankheiten: Homébostase Krankheiten:
AIDS, Krebs,
Neurodegeneration Autoimmunerkrankungen

Abbildung 3: Darstellung der Homdéostase, Bildung eines Ungleichgewichts durch Tumorsuppressorgene und
Onkogene sowie die daraus resultierenden Krankheiten.

2.2 Bildgebende Verfahren in der Onkologie

Die Heilungschancen einer Krebserkrankung hdngen mafigeblich vom Zeitpunkt der Diagnose
ab. In der Tumordiagnostik werden verschiedene bildgebende Verfahren angewandt. Welche
Methode eingesetzt wird, hangt zunachst von der Ausgangslage (Symptome) des Patienten,
sowie der Lokalisation des Tumors ab. Die wichtigsten Methoden, welche auch oft in

Kombination miteinander verwendet werden, sind im Folgenden erlautert.

2.2.1 Sonographie/ Ultraschall

Sonographie (sonor: lat.: Ton, Klang, graphie: griechisch: schreiben, zeichnen) ist auch als
Ultraschall-Detektion bekannt. Ultraschall ist definiert als Schallfrequenzen, die oberhalb des
hoérbaren Bereichs flir Menschen liegen (20-20.000 Hz). Frequenzen unterhalb dieses
Bereichs (<20Hz) werden Infraschall genannt. Schall kann im physikalischen Sinne als eine
mechanische Schwingung verstanden werden, die sich in einem elastischen Medium
ausbreiten kann. Wahrend einer Ultraschalluntersuchung wird ein sogenannter
Energiewandler genutzt, der Uber den piezoelektrischen Effekt elektrische Impulse in
mechanische Schwingungen umwandelt. Dieser Effekt tritt auf, wenn alternierende
Spannungen an einen Kristall mit Dipolen angelegt werden und wurde erstmalig von Jaques
und Pierre Curie im Jahre 1880 beobachtet.l'8! 1920 zeigte Langevin wie dieser Effekt als
Ultraschallquelle genutzt werden kann.' So erzeugte Schallwellen werden vom
Energiewandler ausgesendet, sodass sie sich im Gewebe ausbreiten. Der Widerstand durch
Organe, Gefalde, Tumore usw. wirkt den Wellen entgegen und verhindert dessen Ausbreitung.
An einer Grenzflache zweier Gewebestrukturen ist die Reflektion dieser Wellen besonders
stark, was als Echogenitédt bezeichnet wird. Aufgrund der Laufzeit der zuriickgesendeten
Wellen kdnnen Rickschlisse Uber die Tiefe dieser Strukturen getroffen werden. Der
Energiewandler detektiert die reflektierten Wellen und wandelt diese wieder in elektrische
Energie um. Durch einen Signalverstarker kann ein zweidimensionales Bild, die Sonographie,
an einem Monitor angezeigt werden. Geringe Reflexionen sind dabei schwarz bzw. dunkel und

Strukturen mit starker Echogenitat weiR.l'"® ' Viele Primardiagnosen von Tumoren, zum
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Beispiel bei Nieren- und Urothel-, Ovarial-, Zervix-, Pankreas- und Papillen-Karzinomen, aber
auch Lymphknotenmetastasen, werden mittels Ultraschall durchgefiihrt.['® In Kombination mit

weiteren Diagnosemethoden kénnen detailliertere Informationen erlangt werden.

2.2.2 Computer Tomographie (CT)

Bei der Computertomographie werden Knochen, Gelenke und Organe mit Hilfe von
Rontgenstrahlen sichtbar gemacht. Das erste CT wurde 1971 von Godfrey Hounsfield am
Menschen durchgefiihrt.?% Dabei wird der Patient auf einer Flache positioniert, den eine
sogenannte Gantry umgibt. Die Gantry, bestehend aus der Rdntgenquelle und der
gegeniberliegenden Detektoreinheit, rotiert wahrend der Untersuchung um den Patienten
(vgl. Abbildung 4). Strahlen nun die Réntgenstrahlen auf den Patienten ein, so werden diese
von Knochen, Gewebe oder mdglichen Tumoren verschieden stark absorbiert bzw.
abgeschwacht. Der Detektor empfangt die Ubrig gebliebene Strahlung und wandelt sie in
sichtbares Licht um, welches wiederum in elektrische Signale konvertiert wird. Diese kénnen
in digitale Signale umgewandelt und schlussendlich durch komplexe Rechnungen in einem
zweidimensionalen hochauflésenden Bild abgebildet werden. Friiher wurde die Einzelschicht-
CT verwendet, bei der der Patient nach jeder Bildaufnahme ein Stiick in die Gantry geschoben
wurde. Heutzutage wird die Spiral-CT genutzt, wobei der Patient kontinuierlich durch die
Gantry vorgeschoben wird, wahrend sich die Gantry um den Patienten dreht. Dabei werden
kontinuierlich Bilder aufgenommen, sodass die Untersuchung in nur wenigen Sekunden

abgeschlossen ist.2" 22

Roéntgenquelle /- \  Gantry

Patiententisch _
" Detektor

Rotation des Gantry

Abbildung 4: Aufbau eines CTs. Modifiziert nach [221,
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2.2.3 Magnetresonanztomographie (MRT)

Bei der Magnetresonanztomographie wird im Vergleich zur CT keine ionisierende Strahlung
verwendet, sodass sie flr den Patienten unschéadlich ist. Die wesentlichen Bestandteile fiir die
MRT sind ein Magnet, eine Gradientenspule (je in Xxy,z-Richtung), eine Sender- und
Empfangerspule von Radiofrequenzen, ein Computersystem, welches die Signale erfasst und
in ein Bild umwandelt, und eine Mdglichkeit das zu untersuchende Korperteil des Patienten im

Apparat zu positionieren (siehe Abbildung 5).123 24

A B
Protonen im Kérper Protonen im MRT-Scanner
’g AntlparaHeIE Ausrichtung
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2 Permanentmagnet % “* Parallele Ausrichtung
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3c: Gradientenspule z-Achse c i e i
4. Hochfrequenzspulen (Sende-/Empfangssignal) TRF il i T
5: Computer —e—» —.— ﬁ

s S —Q-. Q .

Seitansicht

Vorderansicht

Die Anregung der MRT betrifft den Kernspin. Atomkerne, wie Wasserstoff, besitzen einen
Wird ein

Magnetfeld Bo angelegt, so richten sich die Atomkerne parallel oder antiparallel zu diesem aus

Eigendrehimpuls und damit verbunden ein magnetisches Dipolmoment.

(vergleiche Abbildung 5, B), sodass die Energie des Kerns am niedrigsten ist. Werden nun
Radiofrequenzen auf die Atomkerne gesendet, so wird die Magnetisierung um 90° aus der
Richtung des statischen Magnetfeldes gelenkt (Abbildung 5, C). Die Frequenz der Radiowelle
muss in Resonanz zur Prazessionsfrequenz, auch Larmorfrequenz genannt, des Spins sein.
Sobald die Radioimpulse abgeschaltet sind, beginnt die Magnetisierung der Kerne um die
Feldrichtung des statischen Magnetfeldes zu prazedieren. Die rotierende Magnetisierung
generiert Wechselstrom, der von einer Empfangsspule detektiert werden kann. Durch das
Anlegen eines Gradienten im Magnetfeld kdnnen die Signale lokalisiert und Schnittbilder
erhalten werden, da die Frequenz, die detektiert wird, proportional zur Starke des angelegten

Magnetfeldes ist. Die Zeit, die ein Spin benétigt, um sich wieder zurick parallel zum
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Magnetfeld auszurichten, wird als Relaxationszeit bezeichnet. Dabei sind zwei verschiedene
Relaxationen zu unterscheiden (Abbildung 5, D): 1. Die longitudinale Relaxation (auf xz-
Ebene) T4, welche als Zeit definiert ist, die bendtigt wird, um 63% des Systems wieder in
Richtung des Magnetfeldes auszurichten, nachdem Radioimpulse gesendet wurden. Diese
hangt von der Umgebung des Atomkerns ab, sodass in verschiedenen Geweben, die
Relaxationszeit T+ variiert (sieche Tabelle 1). Wird die Magnetisierung des Spins erneut durch
Einstrahlen von Radiofrequenzen aus dem Magnetfeld gelenkt, bevor T; abgelaufen ist,
resultiert dies in einem weniger intensiven Signal. Spins die schneller relaxieren, geben im
relativen Vergleich ein intensiveres Signal, wodurch die Kontraste im MRT-Bild entstehen.
2. Die transversale Relaxation (auf xy-Ebene): Diese hangt von der Prazessionsbewegung
des Spins um den Magnetisierungsvektor ab. Unmittelbar nach Anregung der Spins durch die
Radiowellen, bewegen sich die Spins noch in Phase. Durch kleine Unterschiede in der
Larmorfrequenz, die auf Grund zufélliger, lokaler magnetischer Inhomogenitaten und Spin-
Spin Wechselwirkungen auftreten, beginnen sie aber zu dephasieren. Das Phanomen ist auch
als Spin-Spin Relaxation bekannt. Die transversale Relaxationszeit T2 ist die Zeit, die bendétigt
wird, bis das Signal auf 37% dephasiert ist. Auch diese Relaxationszeit hangt von der
Umgebung der Atomkerne bzw. dem umliegenden Gewebe ab (siehe Tabelle 1). Bereiche mit
einer kiirzeren T, resultieren in dunkleren Bereichen im MRT-Bild, langere T, erscheinen weil}.
Es kann also auf zwei verschiedene Arten Kontrast im MRT-Bild erzeugt werden und es gilt

immer T>T,[23

Gewebe T1 (ms) | T2(ms)
Skelettmuskulatur 870 47
Herzmuskel 600 40
Leber 490 43
Fett 260 84
Blut 1210 35
Venoses arterielles Blut | 1210 250

2.2.4 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist eine nicht-invasive, sensitive
Diagnosemethode, die unter Einsatz von Radionukliden durchgefiihrt wird. Im Vergleich zu
anderen bildgebenden Verfahren kénnen mit dieser Methode physiologische und
pathologische Vorgange in vivo visualisiert werden. Zur Visualisierung werden dem Patienten

sogenannte PET-Tracer verabreicht. Diese sind meist metabolisch aktive Substanzen, die mit

8
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B*-emittierenden Radionukliden markiert sind.?>2?71 Diese Radionuklide zeichnen sich durch
ihre instabilen protonenreichen Kerne aus, die bei einem p*-Zerfall ein Proton in ein Neutron
umwandeln und dabei ein Positron und ein Neutrino aussenden (gemaf® Formel 1 und
Abbildung 6).

Formel 1: p*-Zerfall eines Atomkerns X, A: Massenzahl, Z: Kernladungszahl, Anzahl der Protonen, v: Neutrinol?’]
X 5>, 4X +et +v

Die bei dieser Umwandlung freiwerdende Zerfallsenergie wird auf das emittierte Positron und
das Neutrino Ubertragen. Durch Stof3e mit der umgebenden Materie verliert das Positron an
Energie und annihiliert anschlieffiend mit einem Elektron. Diese Ausléschung mit einem Anti-
Teilchen (e°) findet nahezu in Ruhe statt. Dabei wird die Ruhemasse beider Teilchen in zwei
y-Photonen umgewandelt, die sich in entgegengesetzter Richtung voneinander bewegen. Auf

Grund der Impulserhaltung verfligen beide Photonen jeweils iber eine Energie von 511 keV.2"]

Neutron Neutrino
v Y
Proton
. Annihilation
B e
Atomkern © &\)

’

S~ -

Reichweite des Positrons
RDurchschnitt(Ep»p)
Abbildung 6: p*-Zerfall und anschlieffiende Annihilation mit einem Elektron, die zur Aussendung zweier

y-Photonen fuhrt. Die Reichweite des Positrons hangt von der Zerfallsenergie Ep und der Dichte p des Mediums
ab. Modifiziert ausl?8l.

Neben der kinetischen Energie des Positrons limitiert die umgebende Materie dabei die
Reichweite des Teilchens. In Luft kann diese bis zu mehreren Metern betragen, in biologischer
Umgebung oder Wasser allerdings nur wenige Millimeter.?® In Tabelle 2 sind die am
haufigsten fur die PET genutzten Radionuklide und ihre physikalischen Eigenschaften

aufgelistet.
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. . B*-Anteil . Emax Eburchschnitt Rmax Roburchschnitt
Radionuklid ty, (min)

(%) (MeV) (MeV) (mm) (mm)
8F 96.7 109.8 0.633 0.202 24 0.6
50 99.9 2.03 1.738 0.696 7.3 2.5
e 99.8 20.37 0.959 0.326 4.1 1.1
%8Ga 88.9 67.83 1.898 0.783 8.2 2.9
BN 99.8 9.97 1.197 0.432 5.1 1.5

Die Messung an einem Patienten lauft wie folgt ab (siehe Abbildung 7): Der PET-Tracer wird
dem Patienten verabreicht und gewartet, bis dieser im Tumorgewebe akkumuliert ist. Dann
wird der Patient in das Messgerat positioniert, wobei der PET-Scanner in 360° um diesen
angeordnet ist. Zerfallt nun ein Radionuklid, so kommt es wie oben erwahnt, zur Aussendung
eines Positrons und anschlieRender Annihilation mit einem Elektron. Der Detektor registriert
die dabei entstehenden y-Photonen durch koinzidente Messungen. Fir zwei koinzidente
Signale im 180°-Winkel wird eine Annihilation auf deren verbindender Linie (Line of response,
LOR) angenommen.[?”:28 Diese Signale werden von einem Computer in ein dreidimensionales
Bild konvertiert, sodass auf die Lokalitat des Tumors zurtickgeschlossen werden kann. Hierbei
muss bertcksichtigt werden, dass der Ort der Annihilation nicht exakt dem Ort des p*-Zerfalls
entspricht. Je héher die Energie des Positrons, desto langer muss es sich durch das Medium
bewegen, bevor es mit einem Elektron annihilieren kann. Dies resultiert in verschwommenen,
unscharfen Bildern, weshalb fir die PET hauptsachlich Nuklide eingesetzt werden, die eine

niedrige Positronenenergie aufweisen.?®

10
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Koinzidenzen-Verarbeitungseinheit

Abbildung 7: Schema einer PET am Patienten. Von Annihilation bis zur Rekonstruktion eines Bildes. Enthommen
und modifiziert aus %,

Der am haufigsten verwendete Tracer ist ein '®F-markiertes Analogon von Glucose. Die
['®F]Fluor-2-desoxyglucose (['®F]FDG) (2) findet Anwendung in der Tumorbildgebung, aber
auch in der Diagnose von Alzheimer, Parkinson oder entziindlichen Krankheiten.?'-*I Die
Detektion eines Tumors mit diesem Tracer beruht auf Akkumulation der Stoffwechselprodukte
in den Tumorzellen. Tumorzellen kénnen im Gegensatz zu gesunden Zellen auch unter
aeroben Bedingungen Energie durch verstarkte Glykolyse unter Ausscheidung von Milchsaure
gewinnen.B* 31 Dieser nach Otto Heinrich Warburg benannte Warburg-Effekt (=aerobe
Glykolyse) bildet die Grundvoraussetzung flr die PET-Bildgebung mit Hilfe des '®F-markierten
Glucosederivats 2. Nach Verabreichung des ['®F]FDG (2) an den Patienten findet zunachst
der gleiche Metabolismus wie bei D-Glucose (1) statt. Beide Molekile werden Uber
Glucosetransporter (GLUT-Transporter) in die Zellen aufgenommen und anschliel®end durch
Hexokinasen phosphoryliert. Es entstehen Glucose-6-Phosphat (3) und ["®F]FDG-
Phosphat (4). Die Glucose-6-Phosphat-lsomerase isomerisiert Glucose-6-Phosphat (3) zu
Fruktose-6-Phosphat (5), welches Gber den Glucoseweg weiter verstoffwechselt werden kann.
Da ['®F]FDG-Phosphat (4) an der C-2 Position mit einem Fluor substituiert ist, kann es von der
Isomerase nicht in Fruktose umgewandelt werden, sodass es die Zelle nicht wieder verlassen
kann und somit akkumuliert (vgl. Abbildung 8). Dieser Vorgang ist auch unter ,metabolic

trapping“ bekannt.8

11
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Abbildung 8: Metabolismus von D-Glucose (1) und ['8F]FDG (2), welcher zur Akkumulation von ['8F]FDG-6-
Phoshat (4) fuihrt, sodass PET-Visualisierung durch ,metabolic trapping” erméglicht wird. Modifiziert aus 1361,
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2.3 Therapiemethoden in der Onkologie
Die optimale Wahl der Methode zur Therapie von Krebs und dessen Erfolg hangt von der
Lokalitat, seinem Entwicklungsstadium und nicht zuletzt vom Patienten selbst ab. Die

Therapiemethoden, die heutzutage genutzt werden, lassen sich in drei Kategorien einteilen:

Methoden, die die Krebszelle direkt zerstoren,

2. Methoden, die in den Metabolismus der Krebszellen eingreifen, bzw. die Zellteilung
hindern, und

3. Methoden, die das Immunsystem des Patienten zur kérpereigenen Abwehr der

Tumorzellen aktivieren.
Einige davon sind im Folgenden erlautert.

2.3.1 Operative Entfernungen

Zu den Methoden, die den Tumor direkt zerstoren, zahlt die operative Entfernung. Die
operative Entfernung eines Tumors wird sowohl bei vielen gut- als auch bdsartigen Tumoren
genutzt. Diese Methode birgt im Vergleich zu anderen den grof3en Vorteil, dass gesundes
Gewebe nur minimal geschadigt wird. Die Operation kann entweder minimal-invasiv oder offen
durchgeflihrt werden, abhangig von Faktoren wie der Lokalitat und GréRe des Tumors, aber
auch nach Praferenz des Patienten. Dabei kann entweder der vollstdndige Tumor oder nur ein

Teil dessen entfernt werden, falls andere Organe (ibermaRigen Schaden ausgesetzt wirden.®

2.3.2 Chemotherapie

Die Chemotherapie zahlt zu den Therapiemethoden, bei denen das Zellwachstum des Tumors
gehindert wird und die Zellen absterben. Darunter fallen alle Behandlungen, bei denen
pharmazeutische Subtanzen (biologische und/oder chemische Wirkstoffe) genutzt werden, die
zytostatisch auf die Zellen wirken. Ein groRRer Nachteil der Wirkstoffe ist, dass neben den
Tumorzellen auch gesunde Zellen angegriffen werden und dies zu Nebenwirkungen wie
Haarausfall, Ubelkeit, Erbrechen, Mudigkeit etc. flhren kann. Das dadurch geschwéchte
Immunsystem ist anfallig fur Infektionen, sodass weitere Risiken bestehen. Die Entwicklung
von Chemotherapeutika begann im 20. Jahrhundert.”! In den spaten 1970er Jahren wurde
mythramycin®®’l, bleomycin® und vinblastin®" als sogenannte Zytostatika verabreicht. Die
schweren Nebenwirkungen mussten damals in Kauf genommen werden, da es keine milderen
Alternativen gab. Heutzutage wird die Chemotherapie oft in Kombination mit einer weiteren
Behandlungsmethode (z.B. Bestrahlung) eingesetzt. Die Chemotherapeutika konnten durch
molekulare Untersuchungen von Anomalien in Krebszellen zu effektiveren und
zielgerichteteren Wirkstoffen entwickelt werden.“? Ein sehr bekanntes Beispiel ist Cisplatin,
welches durch Verknlpfung von zwei Guaninen innerhalb eines DNA-Strangs die DNA-
Replikation hemmt (vgl. Abbildung 9).14"

13
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2.3.3 Strahlentherapie

Die Strahlentherapie zahlt zu den effektivsten Therapiemethoden gegen Krebs. 50% aller mit
Krebs diagnostizierten Patienten erfahren (als Teil der Therapie) eine ,Bestrahlung“.1*?! Oft wird
die Strahlentherapie mit anderen Therapiemethoden kombiniert (operative Entfernung,
Chemo- oder Immuntherapie).*¥! Sogenannte Radiosensitizer und Strahlung (z.B. Rontgen-
Strahlung, y-, - und B- Strahlung, Protonen- oder Elektronenstrahlung)*¥ koénnen in
Kombination durch Wechselwirkung mit dem Tumorgewebe zur erfolgreichen Tumortherapie
fuhren. Die zytotoxischen Effekte entstehen dabei entweder direkt oder indirekt (siehe
Abbildung 10). Bei der direkten Schadigung werden Biomolekiile, wie z.B. Proteine, Lipide und
besonders auch DNA zerstort. Dies fihrt zur Stérung der Zellteilung oder sogar zu Nekrose
oder Apoptose. Die indirekte Schadigung erfolgt Uber die Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), welche hauptsachlich bei der Radiolyse von Wasser entstehen.
Diese schadigen dann umliegende Biomolekile und flhren ebenfalls zur Zerstérung der

Tumorzellen.*3
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2.3.4 Immuntherapie

Zu Methoden, die das Immunsystem des Patienten aktivieren sollen, zahlt die Immuntherapie.
Sie hat das Ziel, das korpereigene Abwehrsystem auch gegen Krebszellen zu mobilisieren.
Diese ,tarnen” sich oft vor dem Immunsystem, sodass sie als korpereigen und ungefahrlich
wahrgenommen werden, und das Immunsystem nicht aktiviert wird. Ein bekanntes Beispiel fir
die Immuntherapie sind die PD-1 (programmed cell death protein) und PD-L1-Hemmer
(programmed death ligand). T-Zellen erkennen kérpereigene Zellen durch die Anbindung des
PD-L1 Proteins auf ihrer Oberflache an den PD-1 Rezeptor der T-Zelle. Dadurch wird die T-
Zelle bzw. das Immunsystem nicht aktiviert bzw. die Zelle nicht zerstért. Krebszellen machen
sich fir das Immunsystem unkenntlich, indem sie diesen Mechanismus nutzen und Proteine
auf ihrer Oberflache bilden, die wiederum an Rezeptoren der T-Zelle binden kénnen. Dadurch
erkennt die T-Zelle die Krebszelle nicht mehr als fremd an und das Immunsystem wird nicht
aktiviert. Bei der Immuntherapie kann die unerwiinschte Kommunikation zwischen T- und
Krebszelle verhindert werden, indem die Rezeptoren der T-Zelle oder die Proteinliganden auf
der Oberflache der Krebszellen durch PD-L1-Hemmer inhibiert werden (siehe
Abbildung 11).149
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Nach dem Vorbild der in der Corona-Pandemie etablierten mRNA-Impfstoffen werden aktuell
auch (vorbeugende) Krebstherapien entwickelt. mRNA-Impfstoffe, die die genetische
Information eines Tumorantigens codieren, kdnnen nach Verabreichung und Translation im
Ribosom eine Immunantwort hervorrufen. Die dadurch gebildeten Antikérper sind in der Lage
entstehende Krebszellen, die die spezifischen Tumorantigene beinhalten, zu erkennen und
eigenstandig zu bekampfen.l*®! Aktuell befinden sich solche Impfstoffe fir Melanome,

Prostata-, Kopf- und Halskrebs und andere Krebsarten in klinischen Studien.”]

2.3.5 (Anti-)Hormon-Therapie

25% der Tumore in Mannern und 40% der Tumore in Frauen sind hormonellen Ursprungs.
Prostata- und Brustkrebstumore verfligen Gber Rezeptoren, an die Hormone andocken kénnen
und so das Tumorwachstum anregen. Bei der Hormontherapie wird durch Verabreichung von
Wirkstoffen die Produktion dieser Hormone supprimiert, sodass das Tumorwachstum inhibiert

wird.[6: 481

2.3.6 Lichtinduzierte Krebstherapien
In der Medizin werden auch eine Reihe an Therapiemethoden verwendet bei denen
(sichtbares) Licht fiir den therapeutischen Effekt verantwortlich ist. Zu diesen Methoden zahlt
zum Beispiel die Photodynamische Therapie (PDT), die Photothermale Therapie (PTT) und
(PIT). Die

Wirkmechanismus zu den anderen lichtinduzierten Therapiemethoden, stellt aber auch eine

die Photoimmuntherapie Photopharmakologie unterscheidet sich im
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vielversprechende Methode in der Krebstherapie dar. Die Methoden sind im Folgenden
erlautert, wobei die PDT und Photopharmakologie, wegen meiner Arbeiten bedingt,

ausfuhrlicher beschrieben werden und die PTT und PIT nur kurz Erwahnung finden.

2.3.6.1 Photodynamische Therapie (PDT)
2.3.6.1.1 Historischer Uberblick der Photodynamischen Therapie

Bereits in der Antike wurde die Wirkung von Sonnenlicht zur Behandlung von physischen und
psychischen Krankheiten genutzt. Zu dieser Zeit war die Behandlung unter ,Heliotherapie*
bekannt und geriet mit dem Untergang der antiken Kulturen in Vergessenheit. Erst zum Ende
des 19. Jahrhunderts, erlang die Phototherapie erneut Aufmerksamkeit durch Arnold Rikli,
welcher auch ,Sonnengott* genannt wurde. Der Naturheiler flihrte Wasser-Luft-Licht-
Therapien an seinen Patienten durch und ist flr das Zitat ,Wasser tut’s freilich, héher jedoch
steht die Luft, und am hochsten das Licht‘™ bekannt. Er entwickelte Richtlinien zur

therapeutischen Lichtnutzung, die bis heute ihre Giiltigkeit bewahren.™

Oscar Raab, ein Student von Hermann von Tappeiner, konnte als erster einen toxischen Effekt
von Acridinfarbstoffe auf Pantoffeltierchen unter Einstrahlung von Sonnenlicht nachweisen.
Den Effekt beobachtete er nicht im Dunkeln, woraus er schlussfolgerte, dass Acridine Licht in
eine aktive chemische Energie umwandeln, die Einzeller vernichten kann.! %91 Von Tappeiner
untersuchte 1903 zusammen mit Jesionek die Wirkung von photoaktiven Substanzen, wie z.B.
Eosin und Fluorescein, an Hautkrebs, Lupus vulgaris und an genitalen Kondylomen.®”
Nachdem von Tappeiner und Jodlbauer die Notwendigkeit von Sauerstoff flr den
therapeutischen Effekt ausmachten, wurde der Begriff ,photodynamische Therapie®
geschopft.® Durch Hausmann, Pfeiffer und schlussendlich von Schwartz wurde die
Entwicklung eines tumorspezifischen, wirksamen Stoffgemischs vorangetrieben, das als
Hamatoporphyrinderivat (HpD) bezeichnet wurde.®" 1967 bestéatigte Lipson et al. die
therapeutische Wirksamkeit des HpD und bereits in den 70er Jahren fanden die ersten
erfolgreichen PDT-Behandlungen an Patienten mit Karzinomen verschiedener Lokalisationen

statt.[52 53

2.3.6.1.2 Prinzip der Photodynamischen Therapie
Die Photodynamische Therapie ist eine nicht-invasive therapeutische Methode um Zellen und

Gewebe gezielt zu schadigen bzw. zu zerstéren. Drei Komponenten sind dafiir gleichzeitig

notwendig:
1. Ein Photosensibilisator (PS)
2. Licht einer spezifischen Wellenlange

3. Sauerstoff (30,) in der Umgebung
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Der Photosensibilisator wird dem zu behandelnden Patienten Ublicherweise intravends oder
oberflachlich auf die Haut verabreicht, je nach Lokalitat der zu zerstérenden (Tumor-) Zellen.
Vorzugsweise akkumuliert der PS in Tumorzellen und in Makrophagen.®® Das Schema der
PDT ist in Abbildung 12 dargestellt. Durch Lichteinstrahlung kann nun der therapeutische
Effekt erzielt werden: Das im Grundzustand vorliegende 'PS°-Molekil wird durch
Lichtabsorption in einen kurzlebigen angeregten Singulett-Zustand Uberfiihrt ('PS*). Dieser
angeregte Zustand kann dann entweder unter Emission von Fluoreszenz in den Grundzustand
zurlckkehren oder durch Intersystem Crossing (ISC) in einen angeregten langer-lebigen
Triplett-Zustand (*PS*) Gbergehen. Dieses angeregte 3PS*-Molekil kann mit 3O durch Typ-I
(Elektronentransfer) oder Typ-Il (Energietransfer)-Reaktionen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) erzeugen. In Typ-l Elektronentransfer-Reaktionen reagiert der angeregte
Photosensibilisator mit Biomolekilen, wie z. B. Lipiden, Proteinen oder Nukleinsduren unter
Wasserstoffatomtransfer, was zur Bildung von Radikalen fihrt. Diese wiederum reagieren mit
Sauerstoff und erzeugen ROS. Typ-ll Energietransfer-Reaktionen beruhen auf dem
Phanomen der Triplett-Triplett Annihilation. Die Energie des angeregten Triplett-PS (3PS’) wird
auf den Sauerstoff im Triplett Grundzustand (30;) Ubertragen, sodass Singulett-Sauerstoff
("O2) gebildet wird, wahrend der PS in den Grundstand zurlickkehrt. Die gebildeten ROS
weisen irreversible, zytotoxische Eigenschaften auf.®* % Die Eigenschaften von ROS werden

im nachsten Kapitel ausfihrlich erlautert.
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PDT kann den Zelltod durch Apoptose, Autophagie und zelluldre Nekrose induzieren,
abhangig von Typ und Dosis des PS, sowie Sauerstoff-Konzentration, Lokalisierung des PS

und Wellenlange des genutzten Lichts.[7 %8

2.3.6.1.3 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Die aerobe Atmung ist auf die evolutionare Entwicklung zurlickzuflihren. Durch die
Photosynthese von Cyanobakterien, reicherte sich die Konzentration von Sauerstoff vor etwa
2.5 Mrd. Jahren vermehrt in der Atmosphare an. Dies flhrte zu der Entwicklung komplexer
eukaryotischer Organismen, fiir welche Sauerstoff essenziell fir die Zellatmung ist.*® 6%
Nichtsdestotrotz gibt es einige Sauerstoffderivate mit zytotoxischen Eigenschaften. In den
1950er Jahren postulierte Gerschmann et al., dass freie sauerstoffhaltige Radikale
verantwortlich fiir zytotoxische Effekte in aeroben Organismen sind.®" 2 Um diese neue
Klasse der kdérpereigenen, hochreaktiven sauerstoff- (und auch stickstoff-) haltigen Molekdle
zu beschreiben, haben sich im Laufe der Jahre die Begriffe ROS (reaktive Sauerstoffspezies),
ROI (reaktive Sauerstoffintermediate) und RNS (reaktive Stickstoffspezies) gepragt. ROI
beinhaltet laut Definition Sauerstoffspezies, die aus einer unvollstandigen Reduktion von O;
hervorgehen, wie zum Beispiel das Superoxidanion (O.*"), Wasserstoffperoxid (H-02) und das
Hydroxyl-Radikal (OH*). ROS umfasst sowohl alle ROI als auch Ozon (O3) und Singulett-
Sauerstoff ('02). Zu den RNS zahlen Stickstoffmonoxid-Radikale (NO/NQ¢), Stickstoffdioxid
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Radikale (NO2*), Nitrit (NO2) und Peroxynitrit (ONOQO").6%1 Dabei entstehen ROS durch
natlrliche, intrazelluldare, metabolische Vorgange in Mitochondrien sowie Peroxisomen
(endogen) und regulieren dabei wichtige Signalwege im Metabolismus einer Zelle.[6456]
Zusatzlich kann das ROS-Level durch exogene Faktoren, wie z.B. UV-Licht/ionisierende
Strahlung, Schwermetalle oder Umweltgifte erhdht werden. Antioxidative Abwehrkrafte
regulieren sowohl durch Radikalfanger (z.B. Glutathion) und Vitamine (A,C und E) als auch
durch enzymatische Systeme (Katalase, Superoxid Dismutase und Glutathion Peroxidase) die

ROS-Konzentration.6% 671

Liegt ein Ungleichgewicht vor, d.h. UbermaRig erhéhte ROS-Konzentrationen, die nicht
ausreichend durch antioxidative Abwehrkrafte ausgeglichen werden kdnnen, entsteht
oxidativer Stress fur den Organismus. Dieser wird mit vielen Krankheitsbildern in Verbindung
gebracht. Dazu zahlen altersbedingte Krankheiten wie Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
Entziindungen aber auch neurodegenerative Erkrankungen wie Parkinson und Alzheimer.["-
"1 Zu niedrige ROS-Level, unterhalb des homoostatischen Sollwerts, wirken sich ebenfalls

negativ auf den Organismus und sein Immunsystem aus (vgl. Abbildung 13).16"]

Endogene Quellen Antioxidative Abwehr Exogene Quellen
Mitochondrium Enzymatische Systeme UV-Licht
Peroxisomen CAT, SOD, GPx lonisierende Strahlung
Lipooxygenasen Nicht-enzymatische Systeme Chemotherapeutika
NADPH Oxidase Glutathion Entziindliche Zytokine
Cytochrom P450 Vitamine (A,C &E) Umweltgifte

ROS Konzentration

Beeintrichtigte physiologische Homoostase Beeintrachtigte physiologische
f Funktion qﬁ Funktion A:E
Verminderte Proliferationsreaktion Normales Zellwachstum Willktirlicher Zellschaden /spezifische
Mangelhafte Immunabwehr Metabollismus Signalwege
Alterung, Krankheiten, Zelltod

Abbildung 13: ROS-Quellen und die zellulare Reaktion auf ROS-Konzentrationen. Modifiziert aus Quelle €71,

Die Eigenschaften von ROS sind paradox und vor allem in Bezug auf Krebserkrankungen
kontextabhangig: Studien zeigen, dass erhdhte ROS-Level zu molekularen biochemischen
Veranderungen flihren, die zum Erhalt und Wachstum dieser Zellen beitragen und sogar
Chemoresitenzen ausbilden.">74 Weiteres Erhchen dieses ROS-Levels auf ein toxisches
Niveau, bietet hingegen Mdglichkeiten Chemosensibilisierungen aufzuheben und Signalwege

zur Apoptose zu aktivieren. So gibt es zum einen medizinische Ansatze, die auf dem
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Herabsenken der intrazellularen ROS-Level basieren und gegensatzliche, die auf die ROS-

initiierte Antitumor-Wirkung setzen.[%¢ 7476 Die PDT zahlt dabei zu Letzterem.

Um die chemische und damit biologisch verbundene Auswirkung der reaktiven
Sauerstoffspezies zu verstehen, ist es wichtig die Herkunft, dessen Art und Reaktivitat zu

verstehen. Besonders die elektronische Konfiguration spielt dabei eine wichtige Rolle.

2.3.6.1.4 Elektronische Konfiguration von Singulett-Sauerstoff ('O2) und weiteren ROS
Sauerstoff verfligt in seinem Grundzustand Uber zwei ungepaarte Valenzelektronen mit
parallelem Spin, verteilt auf zwei Orbitale. Dadurch liegt es im Grundzustand als Triplett-
Sauerstoff (3.02) vor und ist recht reaktionstrage gegenliber den allermeisten organischen
Molekilen, da diese in der Regel im closed-shell-Zustand vorliegen. Erst im angeregten
Zustand ist Sauerstoff reaktiv und fahig pericyclische Reaktionen einzugehen.l”: 78l

A

G* 2P

ot +

Energie

G* 2D
n*2p H— —_—
G* 2D =— G* 2P =—

ot 4 , TR
nzpﬂ. .H. n2p4+ H— nzpﬂ- H— nsz. .H- nsz. .H.
5 2p .H o 2p -H- o 2p .H- L o2

Grundzustand 1. angeregter Zustand 2. angeregter Zustand Superoxid Peroxidion
0, Singulett-Sauerstoff Singulett-Sauerstoff Radikal Anion 0,2"
102’1Ag 102’1Z+g Oz.-

G* 2p =—

+1¢e”

Die elektronischen Konfigurationen von Sauerstoff sind in Abbildung 14 dargestellt. Der erste
angeregte Zustand ('Ag) ist energetisch 94 kJ/mol hoher als der Grundzustand (3%Zy). Die
Elektronen liegen hier in einem Orbital mit antiparallelem Spin vor. Auf Grund des Spin-
Erhaltungssatzes ist die Ruckkehr in den Grundzustand verboten, was die relativ lange
Lebensdauer des ersten angeregten Zustandes begriindet. In der Gasphase betragt diese bis
zu 45 Minuten, in Losung einige Milli- bis Mikrosekunden. Der zweite angeregte Zustand ('Zg")
liegt energetisch zusatzliche 63 kd/mol hdéher als der erste angeregte Zustand. Hier verteilen
sich beide Elektronen auf zwei Tr*-Orbitale mit antiparallelem Spin. Die kurze Lebensdauer von

10"-10°s in Losung ist durch die Moglichkeit in den ersten angeregten Zustand
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zurlickzukehren, begrindet.’” 78 Die Reduktion von Sauerstoff durch Aufnahme eines
Elektrons, flhrt zur Bildung des Superoxid Radikalanions (O2*), die Aufnahme von zwei

Elektronen zur Bildung des Peroxidions O.*, das Anion des Wasserstoffperoxid H2Os..

2.3.6.1.5 Redoxpotentiale

Molekularer Sauerstoff ist mit einem Redoxpotential von -0.16V (fur ¢ (O2) =1 M, pH 7 als
Standard, -0.33 V fur 1 bar als Standard) kein guter Elektronenakzeptor. Durch den
biradikalischen Charakter kann es nur sequentiell ein Elektron nach dem anderen wahrend
einer Redoxreaktion mit Spin gepaarten Molekiilen aufnehmen.% 811 Molekularer Sauerstoff
selbst ist also ein schwaches Oxidationsmittel und flir Biomolekile zunachst ungefahrlich. Die
ungepaarten Elektronen kénnen jedoch mit anderen ungepaarten Elektronen, beispielweise
von Ubergangsmetallen oder organischen Radikalen, interagieren. Obwohl die Aufnahme von
einem Elektron thermodynamisch unglinstiger ist als die zweite Reduktion zu H20;, ist eine
direkte Reduktion von Sauerstoff zu H»O2 noch unginstiger. Charakteristisch ist flr
autooxidative Prozesse deshalb die Bildung von Superoxid Radikalanionen.”® Deren
Wirksamkeit als Oxidationsmittel fUr elektronenreiche Molekdle ist auf Grund der anionischen
Eigenschaft gehemmt.®2 Uber Protonierung des Superoxid Radikalanions, wird eine neue
Spezies mit hoherem Redoxpotential (+1.06 V)& erhalten, das Perhydroxyl-Radikal. Dies ist
ein besseres Oxidationsmittel, die biologische Relevanz ist dennoch gering auf Grund der
geringen Konzentration unter physiologischen Bedingungen. Trotz des hohen Redoxpotentials
des Superoxid-Radikalanions (+0.94 V) kann es nur wenige biologische Molekule oxidieren,
sodass die Aufnahme eines Elektrons und zweier Protonen zur Bildung von H,O: fiihrt. Dies
ist unter physiologischen Bedingungen recht stabil, obwohl es ein positives Ein-Elektronen
Redoxpotential (+0.32 V bis 0.38 V)®#' 8 84 ynd ein noch begiinstigteres zwei-Elektronen
Redoxpotential aufweist. Das Hydroxyl-Radikal dagegen ist mit einem Redoxpotential von
+2.33 V die potenteste ROS und ein sehr starkes Oxidationsmittel. Es kann durch H-
Abstraktion, Addition an Doppelbindungen oder Aromaten und Elektronentransfer mit einer
Reihe an Molekilen reagieren.® Die Energie- und Elektronentransferreaktionen mit den

jeweiligen Redoxpotentialen sind in Abbildung 15 dargestellt.
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2.3.6.1.6 Mechanismus der Tumorzerstérung durch ROS

Die Effektivitat der PDT hangt von verschiedenen Faktoren, wie der Konzentration des PS
sowie dessen subzellularen Lage in der Mikroumgebung des Tumors zum Zeitpunkt der
Bestrahlung ab. Entscheidend ist dariber hinaus der Sauerstoffgehalt im Tumor, sowie die
Intensitat des eingestrahlten Lichts.[5% 8-881 Auswirkungen hat die PDT auf (Tumor-) Zellen,
Tumor- und normale Gefale, sowie auf das Immun- und Entziindungssystem des Patienten,
wobei die bei der PDT entstehenden ROS der Schlusselfaktor fiur irreversible
Schadigungsreaktionen sind. Sie flhren zu einer Entzlindungs- und Immunreaktion, die in
Kombination zu einer langfristigen Tumorkontrolle fiihren.®® Dabei gibt es verschiedene

Mechanismen, die diese Reaktionen hervorrufen.

Direkte Tumorzerstérung

Die Lebensdauer von 'O, ist relativ kurz, sodass die davon ausgehende Toxizitat von der
Diffusion von 'O, abhéngig ist. Diese ist in biologischen Systemen auf 0.02 um begrenzt,
sodass davon ausgegangen wird, dass der Entstehungsort von ROS gleichzeitig der Ort der
Zellschadigung sein muss.® Wo der PS letztendlich akkumuliert, hangt von seiner Struktur
ab. Entscheidend sind die ionische Nettoladung, die Hydrophobie und die Symmetrie bzw.
Asymmetrie des PS-Molekiils. Am starksten werden hydrophobe PS mit zwei oder weniger
negativen Ladungen durch Diffusion durch die Plasmamembran in die Zelle aufgenommen.
Bei weniger hydrophoben PS wird der Vorgang durch Endozytose erleichtert.®® Da PS nicht
in den Zellkern aufgenommen werden, ist eine Schadigung der DNA sehr unwahrscheinlich. !
Unabhangig vom Zellzyklus kann die Zellschadigung durch Apoptose, Nekrose oder
Autophagie eingeleitet werden.®! %2 Bei hoher PS-Konzentration und/oder Licht-Dosis wird
durch Anschwellen des Zytoplasmas, Zerstérung der Organellen und der Plasmamembran
intrazellularer Inhalt freigesetzt, der durch eine Entziindungsreaktion Nekrose auslost.
Apoptotischer Zelltod wird durch Blasenbildung der Membran, Kernfragmentierung,
Fragmentierung der chromosomalen DNA, Zellschrumpfung und Bildung von
Apoptosekorpern charakterisiert. Diese werden von weifden Blutkdrperchen abgefangen,
bevor eine Entzindungsreaktion hervorgerufen werden kann. Apoptose findet au3erdem

bevorzugt in den Mitochondrien oder im Endoplasmatischen Retikulum statt. In der
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Plasmamembran oder in den Lysosomen wird die Apoptose verzogert oder sogar blockiert,

sodass hier alternativ Nekrose oder Autophagie stattfindet.®"

GefaRschadigung

Tumorzellen sind auf die Nahrstoffversorgung durch BlutgefaRe angewiesen, um zu wachsen.
Da diese schneller wachsen als gesundes Gewebe, sind sie in ihrer Ausbildung unvollstandig
(vgl. Kapitel 2.5.2.2, Abbildung 37) und erleichtern zusatzlich eine Akkumulation des PS. Die
Aktivierung des PS, welcher an die GefaRwande gebunden, in der Blutzirkulation oder den
Endothelzellen lokalisiert ist, fuhrt zu einer Schadigung der innersten Zellschicht der
BlutgefaRe.*® Dies fiihrt zur Bildung von Thrombosen, die eine Reihe an Reaktionen auslésen,
die letztendlich zu teilweisem oder komplettem Gefafstillstand, Stauung des Blutflusses und
der Gewebedurchblutung fiihren.®® So kann der Tumor nicht mehr mit Sauerstoff versorgt

werden, sodass er nicht weiter lebensfahig ist.[*

Entzlindliche und Immunologische Reaktionen

Neben der primaren Tumorschadigung durch direkten Zelltod und Gefallschadigung, tragt die
sekundare Schadigung durch eine Immunantwort auf die PDT wesentlich zum langfristigen
Erfolg der PDT bei.®® 71 Beim Entziindungsprozess werden am Wirkort Entziindungs-
mediatoren freigesetzt. Dazu gehéren Komponenten des Komplementsystems, Proteinasen,
Peroxidasen, Zytokine, Wachstumsfaktoren und andere Immun-Regulatoren.®® %8 Diese
stimulieren verschiedene Bestandteile der weil3en Blutkorperchen, die zum Ausscheiden der
geschadigten Zellen beitragen. AulRerdem prasentieren sie Tumorproteine an Helferzellen, die
zytotoxische Lymphozyten aktivieren. Diese |0sen bei Detektion von Tumorzellen Apoptose
und Nekrose aus, sodass die PDT zusatzlich eine immunstimulierende Wirkung auslést, die

zur langfristigen Effektivitat der Therapie beitragt.r°®

2.3.6.1.7 Lebensdauer von 'O,

0, ist die einzige Spezies der ROS, die in einem angeregten Zustand vorliegt. Wahrend ROS
wie O2*, OH* und H;0O- durch Antioxidantien oder durch Reaktionen mit (Bio-) Molekilen an
Reaktivitat verlieren, kann 'O, auch durch Rickkehr in den Triplett-Grundzustand (*0y)
deaktiviert werden. Dabei wird 'O, physikalisch deaktiviert, wobei es unter Energielibertragung
auf das Medium zuriick in den Grundzustand kehrt. Diese Energie regt das Medium bzw.
Losungsmittel, in dem es sich befindet, zu Schwingungen und Rotationen an.*®! Die
Lebensdauer von 'O, ist also abhangig von den Wechselwirkungen mit dessen Umgebung.
Wie bereits erwahnt, ist der zweite angeregte Zustand ('Z4*) des 'O, wesentlich kurzlebiger
als der erste angeregte Zustand ('Ay). Der Ubergang kann ohne Spinumkehr stattfinden, wobei
der Ubergang vom ersten angeregten Zustand zuriick in den Grundzustand vergleichsweise
langsam, nur Uber Intersystem Crossing erfolgen kann. Abhangig vom L&sungsmittel ist der

erste angeregte Zustand also fur einige Millisekunden metastabil. In halogenierten
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Lésungsmitteln kann die Lebensdauer dabei bis zu wenigen Millisekunden betragen, in
protischen Lésungsmitteln hingegen nur wenige Mikrosekunden. In Lésungsmitteln mit S-H,
N-H oder O-H-Bindungen wird 'O, schnell deaktiviert, da diese leichter in hohere
Schwingungszustande angeregt werden kénnen. Entsprechend deuterierte Losungsmittel

ermoglichen vergleichsweise lange Lebensdauern (vgl. Tabelle 3).[100. 101

Losungsmittel | Lebensdauer TA (us) | Losungsmittel | Lebensdauer 1A (us)
CCly 900 CeDs 700
CDCls 640 CeHs 32
CHCls 265 D20/H20 58/3
Freon-113 158000 CDs0OD 275

2.3.6.1.8 Synthese von Singulett-Sauerstoff

Die Erzeugung von Singulett Sauerstoff kann entweder thermisch oder photochemisch
ablaufen. Die photochemische Generierung mittels Photosensibilisator und Licht ist bereits in
Kapitel 2.3.6.1.2 (Prinzip der Photodynamischen Therapie) Uber die PDT beschrieben.
Ein bekanntes Beispiel fir die thermische Synthese ist die Mallet-Reaktion (vgl. Abbildung 16).
Hierbei wird Chlorgas in eine Losung aus Wasserstoffperoxid und Natronlauge eingeleitet.
Chlor und Natronlauge reagieren zu Chlorid und Hypochlorit, welches wiederum mit H20O>
reagiert. Es entsteht '0,, Wasser und Chlorid. Dabei wird eine rote Chemolumineszenz

emittiert.[03!

1) Cl, +2 OH" ClI+ OCI

2) H,0, + OCIF — 10, + H,0 + CI

Auch beim Zerfall der Peroxomonoschwefelsaure (6), auch als Carosche S&ure bekannt,
entsteht '0,. Evans et al. beschreiben zwei mogliche Mechanismen fiir die Bildung von 'O,

aus der Saure 6, diese sind in Abbildung 17 dargestellt.['4!
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Die deprotonierte Saure greift entweder nukleophil am Schwefel oder am terminalen
Peroxidsauerstoffatom intermolekular an. Durch Markierung des Peroxidsauerstoffs mit 'O
konnte herausgefunden werden, dass 91% des gebildeten 'O, liber den ersten Weg generiert
werden. Dies hat sterische Griinde, ist aber auch vom pH-Wert der Lésung abhangig. Bei pH
10-11 ist das deprotonierte Peroxid die vorherrschende Spezies, sodass durch Zugabe einer

Base eine Singulett-Sauerstoff Bildung forciert werden kann.!'%4

2.3.6.1.9 Reaktionen von Singulett-Sauerstoff

Die deutlich erhohte und selektivere Reaktivitat von 'O, im Vergleich zu 30, kann in der
organischen Synthese zur Bildung von Dioxetanen (15), Endo-Peroxiden (19) oder allylischen
Hydroperoxiden (21) genutzt werden (vgl. Abbildung 18).['% 1% Dies kann unter Typ-II-
Photooxygenierungsreaktionen stattfinden. Hierbei wird 'O, photochemisch erzeugt, welches

wiederum mit Substraten reagiert, welche sich im Grundzustand befinden.["® 105-107]
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[2+2]-Cycloadditionen

Elektronenreiche Alkene 14, wie z.B. Enamine, Enamide, Enolether, ohne ein Wasserstoff in
allylischer Position reagieren mit 'O, bevorzugt in einer [2+2]-Cycloaddition zu 1,2-
Dioxetanen 15.1'! Typische Produkte dieser Reaktion sind in Abbildung 19 dargestellt. Das
unter Ringspannung stehende Produkt 15 kann unter Emission von Licht in zwei
Carbonyleinheiten zerfallen, weshalb diese Reaktion auch oft fir chemolumineszente Zwecke
Anwendung findet.l'%

0-0 0-0

0-0 HaCi)—|\-Ph HaC 11— -CH3
H“H"OCH;,» o
H,CO H

22 23 24

_ OH
0-0 0-0
HaC- ) L-Ph
S 0 OMe
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25 26

[4+2]-Cycloadditionen

Mit cis-konfigurierten Dienen 18 reagiert 'O, unter einer [4+2]-Cycloaddition zu

Endoperoxiden 19. Die Reaktion gleicht einer Diels-Alder-Reaktion mit Heteroatomen. Dabei
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steht die Reaktion abhangig vom Substrat in Konkurrenz zur Schenk-En-Reaktion.!'%

Mechanistisch wurden konzertierte und Zwei-Schritt-Prozesse postuliert.['9% 1081

Schenk-En-Reaktion

1943 beschrieb Giinther O. Schenk erstmals die Reaktion zwischen 'O, und Olefinen mit
allylischem Wasserstoff 20. Diese wurde nach ihm als Schenk-En-Reaktion benannt.!''%
Hierbei wird 'O, unter Abstraktion eines allylischen Wasserstoffatoms an eine C-C-
Doppelbindung addiert. Die Produkte, die dabei entstehen, sind allylische Hydroperoxide, wie
z.B. 21 (vgl. Abbildung 18). Im vergangenen Jahrzehnt erschienen viele Reviews Uber die
Reaktivitat dieser Reaktion.['%% 111-114] Dje Reaktion ahnelt einer Alder-En-Reaktion, wobei 102
das Dienophil darstellt.'’! Mittlerweile wird angenommen, dass es sich bei der Schenk-En
Reaktion aber um einen stufenweisen Mechanismus handelt und nicht, wie bei der Alder-En-
Reaktion, um einen konzertierten. Als Zwischenstufen entstehen dabei Biradikale,
Zwitterionen, Perepoxide und Exciplexe.l''®: 171 Die entstehenden Hydroperoxide kénnen zu
allylischen Alkoholen reduziert, zu Epoxiden umgesetzt oder auch zu Enonen dehydratisiert

werden.[13]

2.3.6.1.10 Photosensibilisatoren in der PDT

Generell werden in der PDT oft makrozyklische Porphyrine (27) und porphyrinoide
Verbindungen, wie z.B. Chlorine (28), Bakteriochlorine (29), Phthalocyanine (30) (siehe
Abbildung 20) und verwandte Strukturen, sowie jeweilige Derivate als PS genutzt.!'’®
Porphyrine werden am meisten genutzt, da einige Derivate besonders wichtige, biologische
Funktionen erflllen, z.B. Ham oder Chlorophyll. Figge et al. beobachteten als erste die
bevorzugte Akkumulation von Porphyrinen, nicht nur in malignen Tumoren, sondern auch in
neoplastischem Gewebe, wie z.B. in embryonalen und regenerierenden Zellen.['" Sie
verflgen Uber eine geringe Toxizitat und haben vorteilhafte photophysikalische Eigenschaften
wie z.B. Fluoreszenz, welche die Porphyrine auch fir die Diagnose von Tumoren

qualifiziert.[20

NZ SN
(I\?N H Ni:[/ j
\ 1
N N
\ /

22 e 20 e 18ne
Porphyrin (27) Chlorin (28) Bacteriochlorin (29) Phthalocyanine (30)

ZT

28



2. Kenntnisstand

Neben HpD war Photofrin®(31) (vgl. Abbildung 21) der erste bekannte Photosensibilisator, der
im Detail erforscht wurde und klinisch Anwendung fand. Es ist ein Hamatoporphyrin-Derivat
und wurde 1990 in der PDT genutzt um Blasen-, Speiserdhren- und Lungenkrebs zu
therapieren. Im Vergleich zu anderen PS verfligt es Uber eine hohe 'O2-Quantenausbeute ().
Allerdings gingen mit der Verwendung dieses PS auch einige Probleme einher. Ein
Hauptproblem war die Strukturaufklarung, da Photofrin® (31) als eine komplexe Mischung von
Monomeren, Dimeren und Oligomeren, verbunden uUber Ether- oder Esterbindungen,
vorliegt.['?'-'2] Dies erschwerte auch die Synthese des PS. Des Weiteren muss eine erhohte
Dosis des PS eingesetzt werden, da zum einen der PS nicht tumorspezifisch akkumuliert und
zum anderen der Extinktionskoeffizient beim Absorptionsmaximum von 630 nm gering ist.l''®!
AuBerdem verursacht Photofrin® (31) eine lang anhaltende kutane Lichtempfindlichkeit,

sodass sich Patienten bis zu acht Wochen dem Sonnenlicht fernhalten missen. [0 118l

NaO,C CO,Na

—O

— —n

Photofrin® (31) , n=1-9

In der folgenden Tabelle 4 sind beispielhaft einige Photosensibilisatoren aufgelistet, die

Anwendung in der PDT finden.
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Stoffklasse PS/Praparatname Anwendung

Lungen-, Speiseréhren-, Kopf-,

Hals-, Bauch-, Brust-, Gehirn-,

Photofrin® (31)
Darm-, Haut-, Brust- und

Gebarmutterhalskrebs('24 1291

Aktinische Keratose, Morbus
Bowen, Basalzellkarzinom,
Porphyrine ) _

5-ALA/Levulan Kerasticks® Aknel'?8l und Detektion von
Tumoren in Haut, Blase, Lunge

und Magen-Darm-Trakt!'27: 128]

Brust-, Prostata- und

m-THPC, Foscan® Bauchspeicheldriisenkrebs/®® 12%
130]

Kutane Brustkrebs-Metastasen!'3"],

Chlorine Purlytin® . ,
primare Hautkarzinomel'3?

Magen-, Haut-, Lippen-,
Phthalocyanine AlPcS4, Photosens™ Mundhdhlen-, Zungen und
Brustkrebs!''®!

Bei der Therapie mit 5-ALA (5-Aminolavulinsaure, (32)) ist die Situation eine besondere, da
die Substanz selbst nicht photoaktiv ist. Vielmehr wird aus dieser erst der PS Protoporphyrin IX
(PPIX (39)) durch den Ham-Biosyntheseweg in Zellen gebildet, welcher sich im Tumorgewebe
anreichert. Reguliert durch das Enzym Ferrochelatase wird PPIX (39) zu Ham (40)
umgewandelt. Unter Normalbedingungen wird die ALA-Synthase danach inhibiert, um
Ubermafige PPIX-Produktion zu vermeiden. Durch die duRerliche Zugabe von 5-ALA (34),
wird dies umgangen und fihrt zur Produktion von Ham (40), bis die Ferrochelatase gesattigt

ist. Uberschiissiges PPIX (39) akkumuliert somit in den Mitochondrien (vgl. Abbildung 22).129)
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Bestrahlt wird die zu behandelnde Region Ublicherweise mit Licht der Wellenlange von 405 nm
oder 645 nm. Diese Therapie erzielt in der Anwendung sehr gute Ergebnisse, allerdings
berichten Patienten Uber starke Schmerzen wahrend der Therapie.['?! Es wird angenommen
dass der Schmerz durch die gebildeten freien Radikale initiiert wird, die entweder
Nervenenden direkt stimulieren oder zu entziindlichen Nebenprodukten fihren, die den

Schmerz vermitteln.[133-1361
Auch nicht-porphyrinoide Farbstoffe werden als PS eingesetzt, beispielweise Xanthene

Coumarine oder Anthrachinone. Diese haben zusatzlich antivirale, antibakterielle und

antimikrobielle Eigenschaften in biologischem Gewebe.l'"'® Ihre Absorptionsmaxima

(Amax= 420-670 nm) sind verglichen mit den porphyrinoiden PS (Amax= 630-760 nm) niedriger

was die Effizienz der PDT auf Grund geringerer Lichtpenetration im Gewebe reduzieren kann
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Ziel der Forschung im Bereich der nicht-porphyrinoiden PS ist die Optimierung dieser

Eigenschaften.["]

Allgemein lassen sich folgende Anforderungen an einen PS, der in der PDT eingesetzt werden

soll, formulieren:['37]

¢ Ohne Lichteinstrahlung sollte keine Toxizitdt vom PS ausgehen

o Das Absorptionsmaximum muss in einem geeigneten Bereich liegen

e Die ISC-Rate sollte hoch sein, um Energie aus dem angeregten Zustand *PS* auf %0,
Ubertragen zu kdnnen

¢ Die Extinktionskoeffizienten bei Absorptionsmaxima sollten méglichst hoch sein, damit
bereits eine geringe Dosis des PS den gewtlinschten Effekt erzielt

e Die Synthese sollte méglichst einfach und kostenglinstig sein

e Idealerweise sollten PS in Wasser oder in einem wassrigen Lésungsmittelgemisch
I6slich sein und in biologischer Umgebung nicht aggregieren

o Maoglichst spezifische Akkumulation in Tumorgewebe, um gesundes Gewebe nicht zu
schadigen

e Nach der Therapie sollte eine vollstdndige und schnelle Ausscheidung aus dem
Zielgewebe erfolgen

e Zusatzliche Eigenschaften, wie z.B. Fluoreszenz, kdénnen zur Visualisierung des

Tumors durch Laser induzierte Fluoreszenz (LIF) genutzt werden!'3"]

2.3.6.2 Photothermale Therapy (PTT)

Die Photothermale Therapie (PTT) ist der PDT sehr ahnlich. Anstelle von PS werden in der
PTT photothermale Wirkstoffe, wie zum Beispiel Gold-, Silber, oder Kohlenstoffnano-
materialien, genutzt. Diese sind in der Lage absorbiertes Licht zu thermalisieren und so das
umliegende Gewebe zu erhitzen bzw. abzuttéten (vgl. Abbildung 23).['*8 Das Zusammenspiel
aus Laserlicht, photothermalen Wirkstoffen und der daraus resultierenden Warme, bilden
dabei den therapeutischen Effekt. Der Vorteil gegenliber der PDT ist die Unabhangigkeit von
Sauerstoff. AuRerdem kénnen photothermale Wirkstoffe Licht im NIR-Bereich absorbieren,
sodass auch tieferliegendes Gewebe erreicht werden kann (siehe dazu auch Kapitel 2.5.1,
Abbildung 31). Die Kombination der PTT mit anderen Therapiemethoden ist dabei

vorteilhaft.[38 139
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Abbildung 23: Links: Schematische Darstellung der PTT. Rechts: Jablonski-Diagramm zur PTT. Modifiziert aus
Quelle 391,

2.3.6.3 Photoimmuntherapie (PIT)

Die Photoimmuntherapie (PIT) fuhrt zu einem nekrotischen/immunogenen Zelltod und
zeichnet sich durch ihre hohe Selektivitdt gegenlber Tumorzellen aus. Es bendtigt einen
spezifischen Antikdrper, der mit einem PS konjugiert ist. Nach intravenéser Verabreichung des
Wirkstoffes bindet dieser selektiv an Rezeptoren der Krebszellen und kann mittels NIR-
Bestrahlung zum Zelltod flihren. Die Zellmembranen brechen auf, sodass Wasser eindringt,
die Zellen anschwellen und schlieRlich der intrazellulare Inhalt (DNA, RNA, Proteine etc.)
freigesetzt wird. Die Zellen schrumpfen und die Nekrose der Krebszellen wird durch eine
Immunreaktion eingeleitet. Benachbarte gesunde Zellen bleiben dabei von diesem Prozess
verschont, da der Antikorper spezifisch an die Rezeptoren der Krebszellen bindet.['4? 1411 Die
PIT ist auf Grund ihrer Spezifitat gegentber Tumorzellen eine vielversprechende

Therapiemethode, die sich aktuell noch in klinischen Studien befindet.!'42

2.3.7 Photopharmakologie in der Krebstherapie

Neben reaktiven Sauerstoffspezies kdnnen auch pharmakologisch aktive Substanzen durch
Lichteinstrahlung erzeugt werden. Dabei andert sich die Konformation photoschaltbarer
Molekiile unter praziser Bestrahlung so, dass die biologische Aktivitat und damit auch das
pharmakokinetische und -dynamische Verhalten modifiziert werden kann. Das lichtinduzierte
Phanomen ist daher auch als ,Photopharmakologie“ bekannt.l'**! Dabei kénnen entweder

biologische Prozesse irreversibel unterbunden (vgl. Abbildung 24, 1), aktiviert
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(vgl. Abbildung 24, Il) oder reversibel aktiviert und desaktiviert werden (Abb. 24, Ill). Die

verschiedenen Modalitaten der Photopharmakologie sind in Abbildung 24 dargestellit.
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Beispiele fur photoschaltbare Molekile sind Azobenzole (41), Spiropyrane 42 und
Diarylethene 43 (siehe Abbildung 25).
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Die Anwendungsbereiche auf klinischer Ebene sind bis heute noch nicht ausreichend
entwickelt, jedoch wurde die lichtabhangige Aktivitdt von vielen Substanzen bereits an
Tiermodellen nachgewiesen.!'> 141 Dabei wurde die Aktivitat gegeniiber lonenkanalen'47-151],
Transportern und Pumpen!'®2 1531 Enzymenl'>*1571 G-Protein-gekoppelten Rezeptorenl®8: 159

und Weiterenl'8%-1621 yntersucht und ergaben vielversprechende Ergebnisse.

Die Anwendung am Zytoskelett, welches unter anderem fir die Zellteilung verantwortlich ist
und somit im Zusammenhang mit der Entstehung von Krebszellen steht, wurde ebenfalls
untersucht.'8316¢1 Dabei sind die biologischen Aktivitaten bisher nur auf zelluldrer Ebene

nachgewiesen und bis zur klinischen Anwendung noch optimierungsbediirftig.[¢”!
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2.3.7.1 Photochemische Aktivierung von pharmakologisch aktiven Substraten

In Anlehnung an das Konzept der Photopharmakologie, gelang es Bold, einen Licht-
induzierten Weg zur Aktivierung des pharmakologisch aktiven Peroxids Artemisinin (44) zu
entwickeln.['®8 Dieses Konzept ist nicht direkt mit der klassischen Photopharmakologie zu
vergleichen, da hier kein Konformationswechsel der molekularen Struktur fir die Aktivierung
des Peroxids verantwortlich ist. Vielmehr wird hierfiir ein lichtinduzierter Energietransfer, der
von einem Katalysator vermittelt wird, vermutet. Dennoch verbindet beide Konzepte die
Gemeinsamkeit der Notwendigkeit einer Lichtquelle spezifischer Wellenlangen, um die

pharmakologische Wirkung zu entfalten.

2.4 Artemisinin (44) gegen Krebs

Artemisinin (44) und dessen Derivate sind vor allem fir ihre Wirkung
gegen Malaria bekannt, zeigen aber auch Wirkung gegen viele
weitere Krankheiten. Auflerdem hat es neben anti-entziindlichen,
antiviralen und antibakteriellen Eigenschaften viele weitere positive
Effekte im menschlichen Korper.!'%%-1711 Auch eine pharmakologische

Wirkung gegen Tumorzellen ist in der Literatur beschrieben.!'72174]

Entscheidend fir diese Wirkung ist die des
Artemisinins (44), die im menschlichen Kérper durch das Eisen(ll)
im Hamoglobin gespalten wird und so die reaktive bzw. aktive

Spezies freisetzt.['74 175

2.4.1 Wirkweise gegen Krebs

Wie bereits erwahnt, spielt das Eisen(ll) des Hadmoglobins im Blut eine entscheidende Rolle
bei der Aktivierung des Endoperoxids und der Freisetzung der pharmakologischen Wirkung
von Artemisinin (44) und dessen Analoga. In Studien mit Substraten ohne Peroxideinheit,
zeigten diese im Vergleich zwar eine verminderte Aktivitat, jedoch waren sie nicht vollstandig
inaktiv.l'’® Dies weist auf mehrere Wirkmechanismen hin. Park et al. demonstrierten den
Abbau verschiedener Artemisininderivate (DHA (45), Artesunat und verschiedene
halogenierte, phenylische Etherderivate) in Leukédmiekrebszellen (HL-60-Zelllinie) durch Ham.
Das experimentell nachgewiesene Kohlenstoffradikal 46 wird dabei fur die Antitumoraktivitat
verantwortlich gemacht und es wird postuliert, dass dieses liber mehrere Stufen zur Apoptose
der Krebszelle fiihrt.l'’”] Das Schema ist in Abbildung 27 fiir DHA (45) dargestellt.
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Bioaktivierung
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2.4.2 Photochemische Aktivierung von Peroxiden

Christina Bold gelang es in ihrer Dissertation eine alternative, photochemisch-initiierte Route
zum Abbau des Endoperoxids zu realisieren (vgl. Abbildung 28). Dabei kombinierte sie den
Photosensibilisator Benzophenon (48) mit Artemisinin (44) und konnte eine intermolekulare
Aktivierung des Peroxids nach Belichtung bei 365 nm detektieren. Es ist zu betonen, dass die
Anwesenheit des Katalysators Benzophenon (48) essenziell fiir einen beobachtbaren Abbau
ist. Durch die Veresterung von DHA (45) und Ketoprofen, ein Derivat des Benzophenons (48),
konnte das Artemisininderivat 49 gewonnen werden, welches das Peroxid intramolekular
wesentlich schneller abbaute. Bei Untersuchungen der Wirkung gegen Pankreastumorzellen
(Panc1-Zelllinie) stellte sich ebenfalls heraus, dass der Zelltod nur unter Lichteinstrahlung

stattfand. Die ICso-Werte spiegeln ebenfalls eine effizientere intramolekulare Aktivierung wider.
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\Artemlsmln (44) Benzophenon (48)/ \
hv
365nm Abbau des Peroxids Abbau des Peroxids 365nm
Panc1-Zelllinie Panc1-Zelllinie
IC5o-Wert: 55.75 £ 5.37 uM IC5o-Wert: 3.80 £ 1.29 uM

Abbildung 28: Photochemisch initiierter Abbau der Endoperoxidstruktur in 44 und 49 und ICso-Werte gegen
Panc1-Zelllinie. Ergebnisse von Bold.['68]

Der zugrunde liegende photochemisch induzierte Mechanismus ist nicht vollstandig aufgeklart,
jedoch legen erste Experimente und Rechnungen einen photoinduzierten Energietransfer
(PenT) nahe.!"68

Das Konzept bildet eine Parallele zur PDT, bei der durch Lichteinstrahlung ebenfalls ein
Substrat (Sauerstoff, hier Endoperoxid), vermittelt durch einen PS, in eine reaktive Spezies

umgewandelt wird.

2.4.3 Photochemischer Energietransfer

Grundlage einer photochemischen Reaktion ist zunachst die Absorption von Licht. Aus dem
daraus resultierenden angeregten Zustand kdénnen chemische Reaktionen folgen. Diese
kénnen auch als Desaktivierung des elektronisch niedrigsten angeregten Zustands verstanden
werden. Bei der photochemischen Umsetzung zweier Molekile, wobei eines als Donor D und
das andere als Akzeptor A fungiert, gibt es drei Moglichkeiten zur Desaktivierung des
elektronisch tiefsten angeregten Zustands: 1. Energietransfer (PenT), 2. Elektrontransfer
(PET) und 3. und Energietibertragung.l'’® Diese sind schematisch in

Abbildung 29 dargestellt, der Energietransfer wird im Folgenden naher beschrieben.
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Energietransfer A+D h—v> A + D* — A*+D
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Abbildung 29: Mdgliche Reaktionen zur Desaktivierung des elektronisch niedrigsten angeregten Zustands eines
Donors D durch einen Akzeptor A.l'78]

Der Energietransfer kann dabei nach zwei Mechanismen verlaufen, wobei das Ergebnis das
Selbe ist (vgl. Abbildung 30): Der angeregte Donor (D*—D) Ubertragt die aufgenommene
Energie auf den Akzeptor (A—A*). Wahrend beim Dexter-Mechanismus Donor und Akzeptor
aufeinander treffen missen, verlauft der Prozess uber den Férster-Mechanismus

strahlungslos auch in einer Distanz bis zu 10000 pm.['78l

Dipol-Dipol (Férster)
Mechanismus

F

Energietransfer

HOMO + J _k

D* A

T
N

Austausch (Dexter)
Mechanismus

\.

Abbildung 30: Schematische Darstellung des Energietransfers eines angeregten Donors (D*) auf einen Akzeptor
(A) durch Férster- (oben) oder Dexter-Mechanismus (unten).['7°]

Im Férster-Mechanismus induziert der angeregte Donor im Akzeptor (im Grundzustand) einen
korrespondierenden elektrischen Dipol. Dieser Dipol tritt in Resonanz mit dem Dipol des
Donors, wobei die absorbierte Energie des Donors auf den Akzeptor Gbertragen werden kann.
Resonanz kann allerdings nur eintreten, wenn die Multiplizitdten des angeregten Donors (D*)
und des Akzeptors im Grundzustand gleich sind. Die meisten Molekile liegen im
Grundzustand als Singulett vor weshalb 'D* + A' > 'D + 'A* den gangigen Energietransfer via
Forster-Mechanismus darstellt. Dabei bildet Sauerstoff eine Ausnahme. Dieser liegt als 20-

vor und reagiert nur mit Donoren im Triplett-Zustand unter Energietransfer zu 'O, (siehe
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Kapitel 2.3.6.1.2). Beim Dexter-Mechanismus hingegen kénnen Donor und Akzeptor auch
unterschiedlicher Multiplizitat sein. Endet ein Akzeptor nach Anregung im 'A*-Zustand, da
dieser nicht durch ISC in den 3A*-Zustand Ubergehen kann, wie es z.B. in Alkenen der Fall ist,
so ist der Dexter-Mechanismus durch die mogliche Reaktion 3D*+'A->'D+3A* von praktischer
Bedeutung zur Population eines 3A*-Zustands. Der Donor wird dann vielmehr als
Photosensibilisator PS verstanden, wobei ein guter PS durch hohe ISC-Raten in den 3PS*

ausgezeichnet wird.l'"®

Bei der Anwendung des Konzepts der Energielibertragung auf die photochemische
Aktivierung von Artemisinin (44), stellt hier Benzophenon (48) bzw. Ketoprofen den Donor und
Artemisinin (44) den Akzeptor dar.

2.5 Probleme in lichtbasierten Therapiemethoden und Losungsansatze

In dieser Arbeit wurden bisher einige Therapiemethoden vorgestellt, wobei der Fokus auf den
lichtbasierten Therapien liegt. Die Vielzahl der Therapiemethoden zeigt bereits, dass es fir
Krebs keine universell anwendbare Methode gibt und die Behandlung eines Patienten immer
kontextabhangig ist. So ist die gewahlte Methode immer abhangig vom Stadium der
Erkrankung, von der Lokalitat des Tumors und nicht zuletzt vom Patienten selbst. Jede der
Methoden birgt Vor- und Nachteile, aber nicht selten leiden die Patienten physisch und
psychisch unter den Folgen der Behandlung. Lichtinduzierte Methoden sind dabei im Vergleich
zur Chemo- oder Bestrahlungstherapie eine recht milde Variante. Jedoch gibt es auch hierbei
Nachteile, weshalb sich die Anwendung gréitenteils auf oberflachliche Krebszellen begrenzt.
Probleme, die bei der PDT und lichtinitiierten Therapiemethoden grundsatzlich auftreten, sind

im Folgenden erlautert.

2.5.1 Anregung des PS/ Lichtpenetration in biologischem Gewebe

Da sichtbares Licht nur eine begrenzte Penetrationstiefe in biologischem Gewebe aufweist, ist
sowohl die Anwendung der klassischen PDT als auch anderer lichtinduzierter medizinischer
Methoden meist auf oberflachliches Gewebe oder auf solches, welches mit einer externen
Lichtquelle erreicht werden kann, begrenzt.®! In der PDT ist dieses Problem das meist
diskutierteste und stellt diese vor gro3e Herausforderungen. Die Penetrationstiefe ist dabei
von vielen verschiedenen Parametern abhangig, wie z.B. der Wellenlange, Intensitat,
Polarisation und Koharenz der Lichtstrahlen. Auch die physiologische Beschaffenheit des
Gewebes, wie z.B. die Pigmentierung, die fibrotische Struktur oder die Hydration, hat einen
Einfluss darauf.l'®! Einige Studien haben gezeigt, dass die Absorption und Streuung von
Photonen durch das Medium die maRRgeblichen Grinde fir die limitierte Lichtpenetration
sind.['®11831 Generell gilt: Je langer die Wellenlange des einstrahlenden Lichts, desto tiefer die

Penetration durch das Gewebe (im Bereich von ca. 400 nm-950 nm).['81861 | jcht der
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Wellenlange im NIR-Bereich kann bis zu ca. 10 mm durch das Gewebe dringen (vgl.
Abbildung 31).1'87
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Abbildung 31: Lichtpenetration durch die verschiedenen Hautschichten. Modifiziert nach [187],

Die Wahl der Lichtquelle bzw. Wellenlange bei einer lichtinduzierten Therapie ist immer durch
den verwendeten PS, bzw. das Substrat, welches photochemisch angeregt werden soll,
eingeschrankt. Der gewlinschte Effekt ist nur dann effizient, wenn das photodynamische
Substrat in der Lage ist dieses Licht zu absorbieren. Die in der PDT verwendeten PS weisen
die héchsten Extinktionskoeffizienten im Wellenlangenbereich von ca. 400-600 nm auf. Das
Konzept von Bold bendtigt noch energiereicheres Licht (365 nm). Die Penetrationstiefe dieser
Wellenlangen ist allerdings stark vermindert (vgl. Abbildung 31), weshalb die Anwendung der
PDT bisher auf oberflachliche Tumore begrenzt ist. Auch die von Bold gezeigte lichtinduzierte

Aktivitat gegen Pankreaszellen Iasst sich ohne weiteres nicht in vivo realisieren.

Die Anregung von photodynamischen Substraten in tieferliegenden Geweben kann auf zwei
Wegen realisiert werden. Zum einen kdnnen die Substrate so modifiziert werden, dass ihre
Absorptionsmaxima bathochrom verschoben werden, sodass langwelliges Laserlicht zur
Anregung genutzt werden kann. Soll der PS in seiner urspriinglichen Form erhalten bleiben,
so bendtigt es tiefes Licht direkt am Zielort. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der
Konzeptionierung der Verwendung von ,tiefem Licht, weshalb im Folgenden, die in der

Literatur bereits diskutierten Lichtquellen fur diesen Ansatz geschildert werden.

2.5.1.1 ,Tiefes Licht" als Lésung
Wie zuvor erlautert, ist die Nutzung von NIR-Licht in der PDT fur tieferliegende Tumore nicht
zielfihrend. Fur das Konzept von Bold verscharft sich die Situation weiter, da hier fur einen

effizienten Prozess sogar UV-A Licht bendtigt wird. In der PDT wurden bereits Methoden
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entwickelt, bei der dieses Problem durch die Nutzung verschiedener Lichtquellen umgangen
werden soll. Dabei wird keine externe Lichtquelle genutzt, sondern das Licht entsteht entweder
am Wirkort selbst (Biolumineszenz, Chemolumineszenz, Cerenkov-Lumineszenz) oder es
werden extern eingestrahlte Lichtquellen in energiereicheres Licht umgewandelt
(Roéntgenstrahlung, Upconversion, Zwei-Photonen-Anregung), um das Zielgewebe zu
erreichen. Dieses Licht wird in dieser Arbeit plakativ als ,tiefes Licht® bezeichnet, da es erst
tief am Zielort generiert wird und nicht direkt von auf3en eingestrahlt wird. Die verschiedenen

madglichen Lichtquellen und dessen Implementierung in die PDT sind im Folgenden erlautert.

2.5.1.1.1 Rontgenstrahlung

Roéntgenstrahlung kann im Vergleich zu sichtbarem Licht tiefer in Gewebe eindringen.
Allerdings koénnen die meisten PS nicht mit dieser Strahlung angeregt werden, sodass
sogenannte Szintillatoren eingesetzt werden missen. Diese absorbieren die Roéntgen-
Strahlung und transferieren die Energie an die Photosensibilatoren, indem sie die Réntgen-
Energie in optische Photonen einer geeigneten Wellenlange umwandeln. Diese emittierte
Lumineszenz wird auch eine réntgenangeregte Lumineszenz genannt (XOEL, engl.: X-Ray
optical excited luminescence). Die Szintillatoren wurden erstmals 2006 eingeflihrt. Unter
Einsatz dieser Lichtquelle wird die Therapie auch X-PDT genannt.['® Dafiir sind in der

Literatur einige Beispiele beschrieben, auf welche hier nicht ndher eingegangen wird.!8%-193

2.5.1.1.2 Upconverting nanoparticles (UCNP)

NIR-Strahlung kann weiterhin genutzt werden, wenn sogenannte Lichtumwandler diese
Strahlung absorbieren und dadurch selbst Strahlung im (UV-) Vis Bereich emittieren. Dieses
Phanomen wird bei ,Upconversion Nanoparticles* (UCNP) und ,two-photon excited
Nanoparticles“ beobachtet.l'%*'%8 Ublicherweise werden zwei oder mehrere Photonen mit
relativ geringer Energie in ein Photon mit héherer Energie umgewandelt. Dabei bestehen die
Nanopartikel aus Lanthanoid- oder Actinoid-dotierten Ubergangsmetallen. Der Prozess der
Upconversion ist ein nicht-linearer, optischer Prozess und kann verschiedenen Mechanismen
folgen (vgl. Abbildung 32):

1. Excited state absorption (ESA)
2. Energy transfer upconversion (ETU)
3.

Alle Mechanismen beruhen auf der Absorption zweier oder mehrerer Photonen von
metastabilen, langlebigen Energiezustdanden, sodass ein angeregter Zustand erreicht wird,

von welchem die resultierende Emission stattfindet.['®. 2001
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Excited state absorption (ESA), b: Energy transfer
Upconversion (ETU)

Bei ESA absorbiert ein einziges Lanthanoid-lon nacheinander zwei Photonen, sodass es aus
dem Grundzustand (G) zunachst in den ersten angeregten Zustand (E1) und nach Aufnahme
des zweiten Photons in den zweiten angeregten Zustand (E2) tUberflhrt wird. Dieser Prozess
kann so lange fortgefuhrt werden, bis ein angeregter Zustand (EX) zurlck in den
Grundzustand G kehrt und dabei aufkonvertiertes Licht emittiert (Abbildung 32, a). Anders als
bei ESA, werden bei ETU die Photonen von zwei benachbarten Lanthanoid-lonen absorbiert.
Beide lonen absorbieren je ein Photon und werden in den ersten angeregten Zustand
Uberfuhrt. lon 1, welches als Donor fungiert, Gbertragt die Energie auf den angeregten Zustand
des lons 2, welches als Akzeptor dient, und erreicht dabei selbst wieder den Grundzustand.
Das Akzeptor-lon wird dabei folglich in den zweiten (und héher) angeregten Zustand Uberfuhrt.
Von dort aus kann lon 2 bei der Ruckkehr in den Grundzustand aufkonvertiertes Licht
emittieren (Abbildung 32, b). Der ETU-Prozess ist der effizienteste Upconversion-Prozess.['%-
202] produziert Upconversion-Lumineszenz Uber einer bestimmten
Anregungsgrenze. Unter dieser Grenze wird sehr wenig aufkonvertierte Fluoreszenz
produziert. Der Prozess verlauft im Kreislauf und beginnt mit dem ESA-Prozess. lon 2
absorbiert ein Photon und wird vom Zustand E1 in den Zustand E2 angeregt. Dann findet eine
Kreuzrelaxation zwischen lon 2 und lon 1 statt, sodass lon 1 von Zustand G in den Zustand
E1 angehoben wird, und lon 2 von E2 zu E1 zurlckkehrt. lon 1 transferiert dann die
aufgenommene Energie auf den E1-Zustand des lons 2. Der Netto-Effekt dieses Kreislaufs ist,
dass lon 2 im langlebigen Zustand E1 zwei lonen generiert. Im nachsten Zyklus werden aus
diesen zwei lonen vier, im nachsten acht usw., weshalb der Prozess , “
(deutsch: Lawine) genannt wird. Dadurch reichern sich die lonen im Zustand E1 des lons 2
an. Die aufkonvertierte Emission erfolgt von Zustand E2 des lons 2 zurlick in den

Grundzustand G.[199-201]
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In der PDT gibt es bereits Beispiele, bei denen ein zytotoxischer Effekt durch 980 nm und
808 nm Laserlicht in Kombination mit UCNP nachgewiesen werden konnte.['97: 203-207]
Allerdings gibt es immer noch einige Herausforderungen, die die klinische Anwendung der
UCNP-PDT erschweren und bewaltigt werden muissen. Zum einen ist der Prozess der
Upconversion mit einer Quantenausbeute von ~3% bis maximal 9% sehr ineffizient?®®!, was
die maximale Effizienz des photodynamischen Effekts drastisch limitiert. Des Weiteren
mussen die UCNP so optimiert werden, dass sie spezifisch in Tumorzellen akkumulieren, um
gesunde Zellen nicht zu schadigen. AuRerdem ist noch zu wenig Uber den Metabolismus von

UCNP in vivo bekannt.[2%9

2.5.1.1.3 Foérster-Resonanzenergietransfer (FRET) / Chemolumineszenz Resonanzenergie-
transfer (CRET) / Biolumineszenz Resonanzenergietransfer (BRET)

Bekannt unter dem Férster-Resonanzenergietransfer (FRET) absorbiert ein Donorsubstrat ein
Photon, wobei ein Elektron aus dem Singulett-Grundzustand in einen energetisch hdheren
angeregten Singulett-Zustand S¢ Uberfuhrt wird (siehe auch Kapitel 2.4.3, Abbildung 30).
Abhangig von der Energie des absorbierten Photons, kann das Elektron verschiedene
vibronische Zustande innerhalb dieses Si-Zustandes annehmen. Ein Teil dieser Energie geht
strahlungsfrei Uber vibronische Relaxation verloren, sodass das Elektron sich in einem
niedrigeren angeregten vibronischen Zustand befindet, als direkt nach der Photon-Absorption.
Dieser Zustand ist sehr instabil, sodass das Elektron unter Emission eines Photons die
entsprechende Energie freisetzt. Die Wellenlange des emittierten Photons ist Uiblicherweise
langer und damit energiedrmer als die des absorbierten Photons. Dieser Prozess wird als
Fluoreszenz bezeichnet. Befindet sich nun ein weiterer Fluorophor in raumlicher Nahe
(<10 nm), so kann ein Teil der Energie des emittieren Photons strahlungsfrei Gber Dipol-
Interaktion auf diesen Ubertragen werden. Der zweite Fluorophor dient dann als Akzeptor,
sodass ein Elektron aus dem Grundzustand in den angeregten Singulett-Zustand uberfihrt
wird und kann bei Relaxation zurtck in den Grundzustand Fluoreszenz emittieren (vgl.
Abbildung 33).[179. 210, 211]
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Ist der zweite Fluorophor ein PS, so kann ausgehend vom S-Zustand PDT initiiert werden. In
der Literatur sind verschiedene Beispiele dafir bekannt. Zum Beispiel kann ein Polyfluoren-
Derivat als Donor Energie auf ein Porphyrinderivat Ubertragen und somit PDT initiieren.!?'
Auch die Nutzung von CdSe-Quantum-Dots (QD) als Donor zeigt erfolgreiche PDT bei
Kombination mit Chlorin €6 oder Bengalrosa als Akzeptor.?™! Photobleaching und

Autofluoreszenz limitieren dabei die Effizienz von FRET.

Eine weitere Moglichkeit, eine externe Lichtquelle zu umgehen, sind “selbst-erleuchtende”
PDT-Systeme. Diese funktionieren auf Basis von chemo- oder biochemolumineszenten
Resonanzenergietransfer (CRET/BRET)-Systemen und entsprechen grundsatzlich dem
FRET-Mechanismus, wobei ein chemo- oder biolumineszentes Substrat als Donor dient und
die Energie auf den Akzeptor bzw. einen PS Ubertragt. Chemolumineszenz beschreibt die
Emission von Licht in Folge einer chemischen Reaktion. Findet diese Reaktion in lebenden
Organismen statt bzw. ist sie enzymkatalysiert, so wird das Phanomen Biolumineszenz
genannt. Biolumineszenz tritt bei einigen Insekten, Pilzen, Krebstieren, Bakterien, Wirmern
und Fischen auf.?'* 2 Die Produkte, die bei diesen Reaktionen entstehen, befinden sich in
einem angeregten Zustand, sodass sie bei der Ruckkehr in den Grundzustand Energie in Form
von Licht freisetzen konnen.?'® Solch eine Lumineszenz kann als Lichtquelle fir die PDT
genutzt werden. Das bedeutet im Vergleich zu FRET wird hier keine externe Lichtquelle
bendtigt, sondern eine chemische Reaktion ruft die benétigte Lumineszenz hervor. In der
Literatur sind BRET- und CRET-Systeme als Lichtquelle zur PDT bekannt. Die Oxidation von
Luminol fiihrt zur Emission von Licht der Wellenlange 425 nm 17 218 welches sich zum
Beispiel zur Anregung eines Hamatoporphyrinderivats eignet. Die Kombination zeigte
signifikante Zytotoxizitdt gegenliber verschiedenen leukdmischen Zelllinien.?'®! Der erste
Versuch, BRET in der PDT zu integrieren, wurde 2003 von Theodossiou und Mitarbeitern

getatigt. Sie kombinierten Bengalrosa als PS und Luciferin in Luciferase-transfizierten
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embryonalen Fibroblasten einer Maus und zeigten, dass die von Luciferin freigesetzte
Biolumineszenz 89% der Zellen durch den PDT-Effekt totet.??% Die Effekte, die sowohl in vitro
als auch in vivo erzielt wurden, mussten fir eine sinnvolle klinische Anwendung jedoch
optimiert werden. Eine tumorspezifische Akkumulation dieser Systeme wurde bisher nicht
etabliert. PS und Lumineszenz mussen sich zur gleichen Zeit in der gleichen Mikroumgebung
aufhalten, um einen effizienten Energietransfer zu erlauben. Auch die Intensitat der
freigesetzten Lumineszenz muss auf den genutzten PS angepasst werden. Diese und weitere
Faktoren verkomplizieren die Anwendung und bedirfen weiterer Optimierung damit
CRET/BRET klinische Anwendung finden kann.2'"

2.5.1.1.4 Zwei-Photonen angeregte Photodynamische Therapie

Zwar kann NIR-Strahlung tiefer in Gewebe eindringen, jedoch eignet sie sich nicht fir die
Anregung der meisten PS zur Initiierung einer PDT. Bei der zwei-Photonen angeregte PDT
werden gleichzeitig (innerhalb von 10-'8-10""® Sekunden) zwei Photonen vom PS absorbiert,
um in den angeregten Singulett-Zustand Uberfihrt zu werden (vgl. Abbildung 34). Von dort
kann nun die PDT wie Ublich ablaufen (vgl. Kapitel 2.3.6.1.2, Abbildung 12).122". 2221 So kann
mit zwei Photonen der Energie hv der gleiche Effekt erzielt werden, wie mit einem Photon der

Energie 2 hv.
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Die Effizienz, mit der ein PS zwei Photonen gleichzeitig aufnimmt, wird durch seine TPA (Two-
photon-absorbtion) cross section (5) gemessen und hangt von der Energie der einstrahlenden
Photonen bzw. deren Wellenlange ab. Die entsprechende Einheit lautet Géppert-Mayer
(1 GM = 10%*cm**s*Photon-'Molekil™") und ist nach ihrer Entdeckerin Maria Géppert-Mayer
benannt. Diese postulierte das Phanomen 1931, welches 30 Jahre spater von Kaiser und

Garret zum ersten Mal praktisch an einem CaF,:Eu?* Kristall nachgewiesen wurde??®l. Die TPA
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cross section & der meisten PS liegen im Bereich 1-100 GM, was flr die klinische Anwendung
nicht ausreichend ist, sodass diese entsprechend modifiziert werden mussen.??Y Der
kalkulierte 3—Wert von Protoporphyrin IX bei einer Anregung mit 790 nm liegt bei 2 GM. 2291 |n
den vergangenen Jahren wurden PS entwickelt, die einen hohen &-Faktor aufweisen und
interessant fur die zwei-Photonen angeregte PDT sind. Zum Beispiel gibt es selbst-
anordnende Porphyrine, die durch Zink-Imidazole koordiniert werden und 6—Werte von bis zu
7600 GM aufweisen.226: 2271

2.5.1.1.5. Cerenkov-Strahlung
Grol3es Potential in PDT fur die Therapie von tiefliegenden Tumoren stellt auch die Cerenkov-
Strahlung dar. Diese Art der Strahlung steht im Fokus dieser Dissertation und wird deshalb in

diesem Kapitel ausflihrlicher erlautert.

Die Cerenkov-Strahlung ist ein Lumineszenz-Phanomen, welches durch die Interaktion
zwischen einem geladenen Teilchen (z.B. ein Elektron oder ein Positron (*-Teilchen)) und
dem umliegenden dielektrischen Medium auftritt. Durch die Bewegung eines geladenen
Teilchens durch ein dielektrisches Medium werden Molekile in unmittelbarer Umgebung des
bewegten Teilchens polarisiert. Diese geben bei der Rickkehr in ihren Grundzustand
kinetische Energie in Form von elektromagnetischer Strahlung bzw. Photonen ab. Bewegt sich
das geladene Teilchen mit einer Geschwindigkeit unterhalb der Geschwindigkeit des Lichts im
Medium, so entstehen kugelformige Wellenfronten und ein symmetrisches Polarisationsfeld,
das sich um das Teilchen bewegt. Die Wellenfronten interferieren aber nicht, sodass keine
Strahlung sichtbar ist (Abbildung 35, links). Da Licht in Wasser nur % der Vakuum-
Lichtgeschwindigkeit erreicht, ist es fur geladene Teilchen mdglich, die Lichtgeschwindigkeit
in einem dielektrischen Medium zu Uberschreiten. In diesem Fall wird gemal des Machschen
Kegels eine kegelférmige Wellenfront gebildet. Dies sorgt fur eine Interferenz der
elektromagnetischen Wellen, sodass die Energie, die bei der Rickkehr der polarisierten
Molekdle in den Grundzustand freigesetzt wird, als Cerenkov-Strahlung sichtbar ist (Abbildung
35, rechts). Der Ausstrahlungswinkel 6 der Cerenkov-Strahlung entlang der Flugbahn hangt

dabei von der Geschwindigkeit des Teilchens (vreichen = f*C, wobei  das Verhaltnis zwischen

der Geschwindigkeit des Teilchens und der Lichtgeschwindigkeit ist (8 = V”“%)) und der

Lichtgeschwindigkeit im Medium (¢’ = %) ab. Es gilt: cos(0)= %’ = # [228-230]
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Abbildung 35: Links: Das geladene Teilchen bewegt sich unterhalb der Lichtgeschwindigkeit (im Medium), sodass
die Wellen nicht interferieren, und die polarisierten Molekile des Mediums ohne Photonenemission zurick in
ihren Grundzustand kehren kdnnen. Rechts: Das geladene Teilchen bewegt sich schneller als die
Lichtgeschwindigkeit (im Medium), sodass die Wellenfronten interferieren und eine kegelférmige Wellenfront
entsteht. Die polarisierten Moleklle des Mediums kehren unter Photonenemission in ihren Grundzustand zurick,
Cerenkov-Strahlung wird sichtbar. Modifiziert aus 231,

Dieses Phanomen wurde 1888 von Oliver Heaviside theoretisch vorhergesagti?*? und 1933
das erste Mal von Pavel Alekseyevich Cerenkov experimentell nachgewiesen?, wofiir er
1958 den Nobelpreis in Physik gewann.??®l Diesen Preis teilte er mit /lya Frank und Igor Tamm,
zwei russischen Physikern, die die Frank-Tamm-Gleichung entwickelten.?30: 24 Mit dieser
kann die Anzahl der Photonen, die durch die Cerenkov Lumineszenz freigesetzt werden,
kalkuliert werden. Diese Photonen werden im Bereich des kontinuierlichen Spektrums
emittiert, am intensivsten jedoch im ultravioletten bis blauen Bereich (ca. 250-500 nm). Die

Lumineszenz wird vor allem in Abklingbecken von Kernreaktoren beobachtet.?%]

Die erste biologisch relevante Anwendung der Cerenkov-Strahlung, emittiert von '8F und N,
wurde 2009 von Robertson et al. fiir in vivo-bildgebende Verfahren in Mausen demonstriert.[2®!
Die Positronen-emittierenden Radionuklide werden auch in der Diagnostik mittels PET (siehe

Kapitel 2.2.4) verwendet, sodass eine theragnostische Anwendung denkbar ist.

Es gibt einige wenige Beispiele, bei denen die Cerenkov-Strahlung als interne Lichtquelle fir

die PDT genutzt wird und so auch tieferliegende Tumore behandelt werden kdnnen.

Achilefu et al. bewiesen die Cerenkov-Strahlungs induzierte Therapie mittels direkter Injektion
von ®Cu-markierten Radiotracern und Transferrin-beschichteten TiO, Nanopartikeln als PS in
aggressive Fibrosarkom Tumore von Mausen. Innerhalb von 30 Tagen war der Tumor zerstort

und wurde auch in den nachsten vier Monaten nicht riickgebildet. Auch die Verwendung von
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['®F]JFDG als Cerenkov-Strahlungsquelle zeigte nicht nur erhéhte Tumorakkumulation,
sondern auch erfolgreiche Cerenkov-induzierte PDT.12*® Caj et al. beluden hohle, mit 82Zr
markierte Silica-Nanopartikel mit dem PS Chlorin €6 und konnten nach subkutaner Injektion
dieser Partikel eine Inhibition des Tumorwachstums feststellen. Der Effekt war dabei abhangig
von der Konzentration des PS und des Radionuklids.?%¢! Spater optimierten sie das Konzept,
indem sie durch Anwendung von magnetischen Nanopartikeln eine gezielte Akkumulation des
Wirkstoffs im Tumor erreichen konnten. Daflir wurden Fe,O4-Nanopartikel mit Zn?* und Mn?*
dotiert und mit 8Zr radiomarkiert. Als PS wurde Tetrakis(4-carboxyphenyl)porphyrin (TCPP)
verwendet. Der Wirkstoff wurde subkutan an Mause verabreicht, durch aul3eres Anlegen eines
Magneten zur Lokalitat des Tumors gefuhrt und mittels PET-Messungen die Akkumulation
verifiziert. Hierbei wurde sowohl die Inhibierung des Tumorwachstums, als auch die
multimodale Bildgebung durch Fluoreszenz, Cerenkov-Lumineszenz und Cerenkov

Resonanzenergietransfer erfolgreich dargestellt.l>*]

Cerenkov-Strahlung emittierende Nuklide

Da Cerenkov-Strahlung emittiert wird, wenn geladene Teilchen die Lichtgeschwindigkeit in
einem dielektrischen Medium Uberschreiten?*®l eignen sich als Cerenkov-Strahlungsquelle
Nuklide, die diese geladenen Teilchen freisetzen. Das geschieht unter anderem bei Nukliden,
die einen B*- oder einen B- Zerfall eingehen. Die Photonenausbeute je Zerfall hangt von
verschiedenen Faktoren ab. Zum Beispiel beeinflusst das umgebende Medium und dessen
Brechungsindex die Photonenausbeute, aber auch die Wellenlangen bzw. Energien, die die
emittierten Photonen aufweisen, erschweren einen Vergleich von verschiedenen Nukliden. In
einer Veroffentlichung von Mitchell et al. wurden Monte Carlo-Simulationen in Kombination mit
der Frank-Tamm-Gleichung genutzt um die Cerenkov-Ausbeuten fiir 47 Nuklide in Wasser
(n = 1.33) und weichem Gewebe (n = 1.36-1.40) vorherzusagen.?*¥ Einige Nuklide und ihre
Eigenschaften sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die Photonenausbeute pro Zerfall ergibt sich aus

der Summe der Photonen, die durch Positronen und Elektronen entstehen.
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Nuklid tr, PhOtsr”oe;Z:fjﬁe“te 'A‘(‘;,Sog;r'ozneef;" Aus Elektronen
iH 12.3 Jahre 0 0 0
¢ | 20.4 Minuten 6.87£0.03 6.84+0.03 0.0278+0.03
JN | 9.97 Minuten 13.2+0.03 13.1£0.03 0.0398:0.03
2F | 110 Minuten 1.320.01 1.3£0.01 0.0178+0.0004
31Ga | 67.7 Minuten 33.9£0.1 33.90.1 0.1760.01
37Rb | 1.27 Minuten 80.8£0.02 80.1£0.2 0.653+0.026
38Sr 50.5 Tage 2110.1 0 21+0.1
3%y | 64.1 Stunden 47.310.2 0 47.3£0.2
497r | 78.4 Stunden 2.29+0.03 1.490.02 0.797+0.021

Soll die Cerenkov-Strahlung als Lichtquelle in der PDT dienen, so miissen Eigenschaften des
Nuklids, wie die Halbwertszeit, in Hinsicht auf die klinische Anwendung beachtet werden. Die
Photonenausbeute sollte dabei ausreichend sein, um den eingesetzten PS anregen zu
konnen. Jedoch sollte sie auch nicht zu hoch sein, um keine unerwlinschten toxischen Effekte

auf gesundes Gewebe auszuliben.

2.5.2 Tumorselektivitat der Photosensibilisatoren

Neben der limitierten Penetrationstiefe des Lichts spielt auch die Tumorselektivitat der PS eine
entscheidende Rolle fir eine erfolgreiche PDT. Fur lipophile Photosensibilisatoren, wie z.B.
Porphyrine und Phthalocyanine, wird angenommen, dass sich diese nach intravenéser
Verabreichung an Lipoproteine geringerer Dichte (LDL, engl. low density lipoprotein) im Blut
binden.?* Die Akkumulation der PS ist durch die Uberexpression von LDL-Rezeptoren in den
Zellmembranen von Tumorgewebe begriindet.?*' Ein weiterer Grund fiir die Anreicherung in
Tumorgewebe koénnten die Fehlbildungen der Mikrovaskulatur sein, die zu gestértem Blutfluss
und erhohter Durchlassigkeit der BlutgefaRe flhren.?#2 2431 Die Akkumulation von
Photosensibilisatoren wird aber auch in normalem Gewebe beobachtet, was wahrend der PDT
zur unerwinschten Schadigung von gesundem Gewebe flihrt. Deshalb wurden in den letzten
Jahren Methoden entwickelt, um die PS gezielt an den Wirkort zu leiten. Dabei spielen

Nanopartikel eine entscheidende Rolle.
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2.5.2.1 Nanopatrtikel in der Photodynamischen Therapie als Wirkstofftransporter

Als Nanomaterialien werden Materialien bezeichnet, die in mindestens einer Dimension kleiner
als 100 nm sind, wobei Nanopartikel in allen Dimensionen 1-100 nm groR sind.?**! Nanofasern
und Nanofilme sind in einer oder sogar zwei Dimensionen gréRer als 100 nm. So kann also in
0D (Nanopartikel), 1D Materialien (Nanofasern) und 2D (Nanofilme) unterschieden
werden.[?45 2461 Dje chemischen und physikalischen Eigenschaften, wie z.B. Reaktivitat,
optische und elektrische Eigenschaften usw., hangen stark von ihrer Grofke ab und
unterscheiden sich wesentlich zu Makromaterialen. Das hohe Verhaltnis von Oberflache zu
Volumen eines Nanopartikels, die Grélke und Komposition, ihre Oberflachenbeschaffenheit
und ihr Aggregationsverhalten beeinflussen das physikochemische Verhalten. Dies ermdglicht
therapeutische und biomedizinische Anwendungen mit erhéhter Effizienz und Spezifitat.2*!
Die Anwendungen von Nanomaterialien in der Biologie und Medizin sind vielseitig. So kénnen
sie zum Beispiel als fluoreszente biologische Marker2482%0  zur Wirkstoff- und
Genverabreichung®', zur Detektion von Proteineni®?, zur Untersuchung der DNA
Struktur?, zur Gewebezlichtung?>* 2%, zur Tumorzerstérung durch Hyperthermiel?®®: 2°71 als

MRT-Kontrastmittel?®® oder fiir pharmakokinetische Studien?®*® eingesetzt werden.

In der Krebsdiagnose dienen Nanopartikel zur sensitiven Detektion von Krebs im friihen
Stadium (Nanopartikel-MRI?¢% Nanopartikel-CT®8" multimodale Bildgebung?®?). Sowohl in
der PDT als auch in der allgemeinen Krebstherapie, finden Nanopartikel immer mehr
Anwendung, da sie viele Probleme der klassischen PDT umgehen kdnnen. Die Beladung der
Nanopartikel mit PS auf der Oberflache ermdglicht durch das hohe Oberflachen-
Volumenverhaltnis eine verstarkte Anreicherung des PS im Zielgewebe. Durch den ,enhanced
permeability and retention“-Effekt ist die Aufnahme der Nanopartikel ins Tumorgewebe erhoht
(siehe nachstes Kapitel 2.5.2.2). Die Oberflache kann zudem weiter modifiziert werden um
Biodistribution, pharmakokinetische Eigenschaften, Zellaufnahme und Abzielung auf
Tumorgewebe zu verbessern.i?5® 264 AuRerdem konnen sie als multifunktionale Plattform
dienen, die mehrere Wirkstoffe mit verschiedenen Funktionen tragen. Bildgebungsreagenzien,
Chemowirkstoffe, zielgerichtete Liganden und ,tarnende* Wirkstoffe, die eine Irritation des
Immunsystems verhindern, kénnen zum Beispiel auf der Oberflache von Nanopartikeln

angebracht werden. 2%

50



2. Kenntnisstand

BRI
Au
iy

.
©
Q
>
©
Q
Q
©
<
[$]
@
()]
ks
0
o)

Photosensibilisatoren

Abbildung 36: Anwendungen von Nanopartikeln in der PDT. Modifiziert aus 2661,

In der PDT werden Nanopartikel als Wirkstofftransporter, Energie-Ubermittler und/oder als PS
selbst studiert (vgl. Abbildung 36).125¢! Polymerische (synthetisch oder natiirliche), liposomale
oder dendritische Nanopartikel sind biokompatibel und biologisch abbaubar. Generell ist das
Design der chemischen Zusammensetzung der Nanopartikel vielseitig modifizierbar, sodass
Hydrophobie, Ladung oder Molekulargewicht angepasst werden konnen.i?%”: 2681 Aych die
Eigenschaften der Oberflache, die Morphologie und die Zusammensetzung der polymeren
Matrizes kénnen zur optimalen Wirkstofffreisetzung und zum Abbau der Partikel verandert
werden.?® Sje haben den Vorteil, dass sie enzymatisch oder hydrolytisch im Organismus
abgebaut und ausgeschieden werden, sodass der PS freigesetzt wird, ohne dass die
Nanopartikel negative Langzeitfolgen fir den Patienten bewirken. Eigenschaften zur
bildgebenden, zielgerichteten und/oder therapeutischen Anwendung kénnen durch die
Oberflachenmodifizierung erlangt werden, wahrend nicht-biologisch abbaubare Nanopartikel
diese multifunktionalen Eigenschaften oft intrinsisch mit sich bringen. TiO2, ZnO oder Fullerene
kénnen zum Beispiel durch Lichtabsorption ROS generieren. Einige Nanopartikel (Quantum
Dots, Upconversion-Nanopartikel, Goldnanostéabchen) kénnen Energie an den PS auf ihrer
Oberflache Ubertragen, und so den PS indirekt anregen, um PDT zu initiieren.?%®! Die

Prinzipien dahinter sind bereits in Kapitel 2.5.1.1.2 erlautert.
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2.5.2.2 Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effekt

Der EPR-Effekt (engl.: enhanced permeability and retention, deutsch: erhéhte Permeabilitat
und Retention)?” wird von Nanopartikeln genutzt, um in Tumorgewebe einzudringen.
Tumorgewebe unterscheidet sich von gesundem Gewebe in seiner Struktur. Wahrend
Tumorgewebe bzw. Tumorzellen konstant und schnell wachsen, sind die neuen Zellwande
noch nicht vollstandig ausgebildet. Durch die schnelle Neovaskularisation verfiigen sie Uber
gréRere Offnungen (bis zu mehreren hunderten Nanometer) als normales Gewebe, sodass
Nanopartikel durch die undichten Gefallwande in das Gewebe eindringen kénnen und dort
akkumulieren. Des Weiteren verlangert sich die Retentionszeit dieser akkumulierten Teilchen,

da sie von den unterentwickelten Lymphgefaften nur langsam ausgeschieden werden.['®]

Lymphfluss Lymphfluss

[ OJL oj[o J\ 0O \[ OJ[ ® J'-*"""”""*”°”“a‘e*°’ Lol |

Normale Blutgefalswande‘

p He fﬁé‘"
Al T
ﬁ“ :ﬁ{f erkstoﬁbeladene Nanotellchen[

ok Cop O @ (8 e
— *:
ﬁf :?:f ;ﬁ‘ ;%“ Undichte BlutgefédRwénde

Abbildung 37: EPR-Effekt in Tumorgewebe. a, oben: Normal entwickeltes Gewebe. Wirkstofftrdger kdnnen nicht
durch das dichte GefaRRsystem eindringen. b, unten: Tumorgewebe, welches grdfiere Licken in den
GefalRwanden aufweist, sodass Wirkstofftrager ins Gewebe eindringen kénnen. Die Lymphgefalie sind hier
schlecht entwickelt, was zu einer Akkumulierung der Wirkstoffe fiihrt.[8]

2.5.3 Sauerstoffmangel in Tumorzellen

Fur die PDT stellt die Hypoxie in Tumorzellen ein weiteres groltes Problem dar, da Sauerstoff
essenziell zur Bildung von ROS ist. Die Hypoxie hat mehrere Ursachen. Zum einen sorgt der
erhohte Stoffwechsel der Tumorzellen bzw. das schnelle Tumorwachstum zu einem erhdhten
Sauerstoffkonsum. Des Weiteren wird wahrend der PDT Sauerstoff verbraucht und schlieflich,
als Folge des therapeutischen Effekts, die Tumorgefalle abgeschaltet, was zu einer

verringerten Sauerstoffversorgung fihrt (vgl. Abbildung 38).°%

52



2. Kenntnisstand
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Abbildung 38: Hypoxie in Tumorzellen. Modifiziert aus 711,

Durch abwechselnde Dunkel- und Belichtungsphasen und durch die Reduktion der
Fluktuationsrate des Lichts, wurde versucht das Problem zu minimieren.?22771 Jedoch konnte
bei Tumoren, die bereits vor der PDT hypoxisch waren, kein positiver Einfluss durch diese
Techniken festgestellt werden.?’® Die normobare oder hyperbare Sauerstofftherapie kann
sowohl bereits existierenden, als auch den PDT-induzierten Sauerstoffmangel im
Tumorgewebe ausgleichen und flr eine erfolgreiche PDT sorgen.?”® Auch die Kombination
von PDT und PTT, die zur besseren Durchblutung des Gewebes flhrt, sodass der

Sauerstoffanteil im Gewebe erhoht wird, wirkt der Hypoxie entgegen. 289!
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3. Motivation und Aufgabenstellung

In Kapitel 2.3.6 wurden lichtinduzierte Therapiemethoden vorgestellt, welche gezielt oxidativen
Stress gegenlber Tumorzellen ausldsen sollen. Eine der grofiten Herausforderungen einer
lichtbasierten, medizinischen Methode stellt die limitierte Penetrationstiefe des Lichts im
biologischen Gewebe dar. Deshalb ist die PDT bisher nur fiir die Behandlung von Tumoren
geeignet, bei denen die Lichtquelle von auen auf die betroffene Stelle (z.B. bei Hautkrebs)
appliziert oder durch ein Hilfsmittel (z.B. Endoskop) zum Zielort geleitet werden kann. Das
vorgestellte Konzept von Bold (siehe Kapitel 2.4.2) ist vom selben Problem betroffen. ,Tiefes
Licht” (engl.: ,deep light) kann als Lésung fur dieses Problem verstanden werden, bei der das
Licht erst am Zielort entsteht oder dort generiert wird. So kann auf eine externe Lichtquelle

verzichtet werden (vgl. Abbildung 39).

|
|

Externe : »liefes Licht”
[

Lichtquelle entsteht direkt
erreicht das am Zielort
Zielgewebe

nicht

|

[ Im ,Dunkeln®

Abbildung 39: ,Tiefes Licht* als Losungsansatz gegen die limitierte Penetrationstiefe von Licht in biologischem
Medium.

Im Wesentlichen ergeben sich drei Komponenten als essenziell fur das Hervorrufen eines

zytotoxischen Effekts in tiefem Gewebe:

1. Eine tiefe Licht-/Energiequelle
2. Ein
3. Ein photodynamisches Substrat

Nur die Synergie aller drei Komponenten fuhrt zu einer gezielten Tumorzerstérung (vgl.
Abbildung 40).

55



3. Motivation und Aufgabenstellung

1‘-"\_22’\

o9
Do
Q UCNF’

0 0,2

o

Réntgenstrahlung

Photosensibilisator

Tiefes* Licht:_x

=

Energielbertrager/
Katalysator

OO

p JgN; PET, PenT

Artemisinin

In dieser Arbeit sollen Konzepte entwickelt und untersucht werden, bei denen die drei

Komponenten miteinander kombiniert werden.

Als ein Konzept sollen Radionuklide getestet werden, die beim Zerfall eine elektromagnetische
Strahlung (Cerenkov-Strahlung) freisetzen, die einen PS anregen und so die ROS-Produktion
initieren. Diese Idee der Cerenkov-PDT st in der Literatur bereits bekannt (vgl. Kapitel
2.5.1.1.5), jedoch nicht ausreichend ergrindet und von einer klinischen Anwendung weit
entfernt.

Die lichtinduzierte Aktivierung von Artemisinin (44) und die damit einhergehende
pharmakologische Aktivitat gegenltiber Tumorzellen, wie sie von Bold demonstriert wurde, ist
unabhangig vom Sauerstoffgehalt der adressierten (Tumor-) Zelle. Allerdings besteht auch
hier das Problem, dass flir die Aktivierung des Pharmakophors 44 energiereiches Licht
bendtigt wird, welches nicht ausreichend tief durch biologisches Gewebe dringen kann. Das
Konzept soll fiir ein besseres Verstandnis der chemischen Hintergriinde naher untersucht und

hinsichtlich einer Anwendung mit tiefem Licht erweitert werden.

Um das Problem der unspezifischen Akkumulation von PS oder Pharmakophoren im

Allgemeinen zu Iésen, sollen geeignete Nanopartikel hergestellt werden, da diesen ein EPR-

56



3. Motivation und Aufgabenstellung

Effekt nachgesagt wird, der mit einer erhéhten Aufnahme der Partikel in Tumorgewebe
einhergeht."® Im Falle von Cerenkov-PDT kann die Nutzung von Nanopartikeln zuséatzlich
sinnvoll sein, wenn das Verhaltnis von gebundenen PS-Molekilen zu gebundenen
Radionukliden (=Strahlungsquelle) an ein Nanopartikel hoch ist. So ist es denkbar, dass ein
Radionuklid durch Freisetzung der Cerenkov-Strahlung mehrere PS in direkter Umgebung zur

ROS-Generierung aktiviert.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Konzept 1: Cerenkov-Strahlung als tiefes Licht in der PDT

Als erstes Konzept sollte die Cerenkov-Strahlung bezuglich der Eignung als tiefe Lichtquelle
in Kombination mit einem PS und Sauerstoff als photodynamisches Substrat untersucht
werden. Das Konzept ist schematisch in Abbildung 41 dargestellt. Dies entspricht einer
Cerenkov-induzierten PDT (CR-PDT). Uber die Verknipfung von PS und Lichtquelle an
Nanopartikel, soll die raumliche Nahe beider Komponenten gewahrleistet werden.

—_——————

Konzept 1
Tiefes Licht: Cerenkov-Strahlung
: Porphyrin
Photodynamisches Substrat: 20,

T S T R

e s e e e e e e e

Abbildung 41: Schematische Darstellung des ersten Konzepts. CR: Cerenkov-Strahlung, PS: Photosensibilisator,
NP: Nanopartikel.

4.1.2 Konzeptrealisierung unter Verwendung von Goldnanopartikeln

Fir die Realisierung des ersten Konzepts wurde der Fokus zunachst auf Goldnanopartikel
(AuNP) gelegt. Aufgrund der starken Gold-Schwefel-Bindung, werden Thiolliganden oft
genutzt, um AuNP zu funktionalisieren.?8" 2821 Das angestrebte Konstrukt, bei dem sowohl PS
als auch Radionuklid auf der Oberflache der Nanopartikel gebunden sind, besteht aus
folgenden Komponenten, die zunachst synthetisiert und schlussendlich zusammengefligt

werden mussen:

1. Verknupfungsmolekile (Linker), die zur Verknipfung des PS auf AuNP dienen. Dazu
muss der Linker Uber ein Thiol und eine weitere funktionelle Gruppe verfiigen, welche
mit einem geeignetem PS verknlpft werden kann (siehe Kapitel 4.1.2.1 und 4.1.2.2).
Ein den Anforderungen genugender PS (siehe Kapitel 4.1.2.2).
Verknupfungsmolekule (Linker), die zur Verknlpfung des Chelators auf AUNP dienen.
Auch der Chelator muss zunachst hergestellt werden (siehe Kapitel 4.1.2.1 und
4.1.2.3).

4. AuNP, welche mit den drei anderen Komponenten funktionalisiert werden
kénnen (siehe Kapitel 4.1.2.4).

Das angestrebte Konstrukt ist schematisch in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: Schematische Darstellung fiir die Realisierung des ersten Konzepts. AuUNP sind sowohl mit PS als
auch mit einem flir das Cerenkov-Strahlung emittierende Nuklid Uber eine Au-S-Bindung funktionalisiert,
sodass ein Radionuklid umliegende PS zur 'O2-Sensibilisierung anregen kann.

4.1.2.1 Synthese von Linkern und PS
Zunachst wurden Linker synthetisiert, die zur Verknlpfung mit einem PS sowohl Giber ein Thiol
als auch eine Aminogruppe verfligen. Dazu wurde die Vorschrift von Friebe et al.’®® genutzt

und auf die Aminoalkohole 50 und 51 Ubertragen, um die Aminothiole 58 und 59 zu erhalten.

Q o S
c-S ci HZNJ\NHZ ®
HN Y SOH 22 Hgﬁ/\@/\q 55 )'\IJ\HZ _ NaOH
n CHCI, n EtOH NS NH, H,0 HN Y sH
61°C, 18 h HCI 78°C,5h 100 °C, 1.5 h
n=3: 50 n=3: 53, quant. n=3: 56 n=3: 568, 0%
n=4: 51 n=4, 54, 92% n=4: 57 h=4: 59, 38%

Abbildung 43: Syntheseroute der Aminothiole 58 und 59 nach Vorschrift.[283]

Die Umsetzung der Aminoalkohole 50 und 51 mit Thionylchlorid (52) erfolgte mit hohen
Ausbeuten und die Substrate 53 und 54 konnten ohne weitere Aufarbeitung mit
Thioharnstoff (65) umgesetzt werden. Die dabei entstandenen Isothioroniumsalze 56 und 57
wurden nicht isoliert und direkt mit NaOH zu den entsprechenden Thiolen 58 und 59
umgesetzt. Dabei wurde lediglich das 6-Amino-hexan-1-thiol (59) isoliert, welches im
Gegensatz zum Pentanderivat 58 oxidationsresistent gegeniber der Ausbildung von

Disulfidbriicken war.

Das erhaltene 6-Amino-hexan-1-thiol (59) wurde mit TPP(SO.Cl)s (61) umgesetzt. Dieses
wurde zuvor aus der Reaktion von TPP (60) und Chlorsulfonsaure generiert. Dazu wurde die
Vorschrift nach Dabrowski et al.l’® verwendet. Die Umsetzung zum entsprechend
gewunschten Sulfonamid 62 wurde als Eintopf-Synthese durchgefiihrt, jedoch konnte unter

den Bedingungen kein Produkt isoliert werden (vgl. Abbildung 44).
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QL 2

o = O

TPP (60)

HSO4CI | CH,Cl, RT, 4 h

—_—
.
HzN/\M“/\SH DMF/MeCN,
Pyridin, RT, 4 h
59 R,

R1

TPP(SO,Cl)4 (61) Rp= g

Fir die spatere Funktionalisierung der Goldnanopartikel ware das Porphyrin 62 geeignet. Es
verflgt Uber nur eine Thiolgruppe, die an die Oberflache der NP gebunden werden kann.
Potenziell gibt es hier allerdings vier Sulfonylgruppen, die mit der Aminogruppe des 6-Amino-
1-Hexanthiol (59) reagieren kdnnen. So ist es denkbar, dass bei der Reaktion ein Gemisch
aus verschieden vielfach substituierten Porphyrinen entsteht, bei denen R1=Rz entspricht. Um
moglichst nur eins der Sulfonylchloride mit dem Amin reagieren zu lassen, wurde das Amin 59
mit nur einem Aquivalent eingesetzt und langsam hinzugetropft. Nichtsdestotrotz konnte das
einfach substituierte Porphyrin 62 nicht isoliert werden. Es wurde lediglich ein dunkler Feststoff
erhalten, der nicht in Losung gebracht werden konnte. Vermutlich ist eine Quervernetzung der
entstehenden Porphyrine Uber Disulfidbriicken dafir verantwortlich. Eine vereinfachte

Darstellung des vermutlich entstandenen Polymers 63 ist in Abbildung 45 gezeigt.
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Abbildung 45: Postuliertes Polymer 63, welches aus der Bildung von Disulfidbriicken resultiert.

Da hier auf Grund der schlechten Léslichkeit keine Charakterisierung des erhaltenen
Feststoffs durchgefuhrt werden konnte, wurde die Substanz verworfen. Die gleiche
Beobachtung wurde bei der Umsetzung des TPP(CO:H)s (64) mit dem kommerziell
erhaltlichen Cysteamin (65) gemacht und auch die Reaktion von TPP(OH)s; (67) und
TPP(NH2)4 (71) mit einem geeigneten Thiol 69 brachte lediglich einen unléslichen Feststoff
hervor (vgl. Abbildung 46).
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Abbildung 46: Reaktionen von Porphyrinderivaten 64, 67 und 71 mit Thiolen fuhrten nicht zu den gewlinschten
Produkten 66, 70 und 72.

Kommerziell erhaltlich sind lediglich vierfach-meso-substituierte TPP-Derivate, sodass eine
selektive Umsetzung mit einem Aquivalent Thiol nicht trivial erscheint und die Polymerisation

Uber Disulfidbricken schwer zu unterdrticken ist. Aus diesem Grund wurde die Umsetzung der
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Thiole 69 und 75 mit Bengalrosa (76) getestet. Dieses wird auch als PS verwendet und verfligt

nur Uber eine funktionelle Gruppe, die Reaktivitat gegeniber Thiolen zeigt.

Zunachst wurden Linker dargestellt, welche grundsatzlich Uber eine Veresterung mit

Bengalrosa (76) reagieren kénnen (vgl. Abbildung 47).

HO SH SOCI, (52) Cl SH
\n/\(\/); CH.Cl, Wg

© 40°C, 16 h ©
68 69, quant.

1 °

NH
HN" NH, 2
55 NaOH
HO M B o Ho/\Mg/\s)J\NH2 o~ HO H s

73 78°C,4h 74 100°C,2h 75, 84%

Dabei wurde erneut nach der Vorschrift von Friebel?®® gearbeitet und die Linker 69 und 75 in
sehr guten Ausbeuten erhalten. Diese wurden mit dem Natriumsalz von Bengalrosa (76) in

einer Veresterungsreaktion umgesetzt (vgl. Abbildung 48).

H,SO4/H,0
B —
100 °C, 16 h
77
—_— >
DMF, 80 °C, 6 h o
OJ\M/\SH
9
Bengalrosa (76) 69 78

Auch in der saurekataylsierten Veresterung des Bengalrosa (76) mit
11-Sulfanylundecan-1-ol (75) wurde erneut nur ein unldslicher Feststoff erhalten, der nicht

naher charakterisiert werden konnte.

Die Umsetzung des Saurechlorids 69 mit Bengalrosa (76) fihrte zwar zunachst zu einem

Feststoff, der NMR-spektroskopisch untersucht werden konnte, jedoch konnten die Signale
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nicht eindeutig detektiert und zugeordnet werden, da das Produkt nicht vom Substrat 76
abgetrennt werden konnte. In einer HR-MS Analyse konnte das Thiol 78 nicht detektiert
werden. Das spricht daflir, dass das Thiol entweder vor oder nach der Reaktion oxidiert
vorliegt, sodass das gewtlinschte Produkt nicht erhalten wurde. Bei der Reaktion mit Thiol 69
ist es ebenfalls méglich, dass inter- oder intramolekular Thioester gebildet werden, was eine
Veresterung mit Bengalrosa (76) unmdglich macht. Solche Reaktionsprodukte konnten

allerdings nicht nachgewiesen werden.

Das Hauptproblem scheint hier die rasche Oxidation des Thiols zu sein, welches trotz
Lagerung der Substanzen unter Schutzgas nicht vermieden werden konnte. Um dieses
Problem zu umgehen, wurden die folgenden Kupplungsreaktionen der PS mit geschitzten
Thiolen durchgefiihrt. So kann zu einem spateren Zeitpunkt, kurz vor der Anbringung auf die
Goldnanopartikel, die Entschitzung vorgenommen werden, um ein friihzeitiges Oxidieren der

Thiole zu verhindern.

Deshalb wurden zunachst Linker synthetisiert, bei denen das Thiol acetylgeschutzt vorliegt
(vgl. Abbildung 49). Die Bifunktionalitat der Linker muss dabei weiterhin fir die Anbringung auf

Nanopartikel gewahrleistet sein.

0] 0] 0 0]
@
B ™M Br ¢ K ©
n S)J\ Aceton Br/\H/\SJ\ + )J\S/\Hn/\S)J\
RT, 16 h n
n=9: 79 81 n=9: 82 37% n=9: 84, 20%
n=10: 80 n=10: 83 50% n=10: 85, 16%

Die beiden Dibromoalkane 79 und 80 wurden mit Kaliumthioacetat (81) in einer
Substitutionsreaktion nach einer modifizierten Vorschrift von Yan et al.?8% umgesetzt. Dabei
waren die Ausbeuten mit 37% fur das 11-Bromoundecylthioacetat (82) und 50% fir das
12-Bromododecanthioacetat (83) relativ gering, jedoch mit denen der Literatur vergleichbar.
Diese sind darin begrindet, dass jeweils Doppelsubstitutionsprodukte gebildet werden
kénnen. Auch wenn Kaliumthioacetat (81) in der Reaktion mit nur einem Aquivalent eingesetzt
wurde, ist es durch statistische Verteilung trotzdem nicht zu vermeiden, dass auch die jeweils
zweifach substituierten Produkte 84 und 85 erhalten werden. Das flihrt ebenfalls dazu, dass
einige Substratmolekdile 79 und 80 gar nicht mit Kaliumthioacetat (81) reagieren kénnen. Dies
wurde auch nach der saulenchromatographischen Aufreinigung des Rohprodukts ersichtlich:
Es wurden jeweils die Substrate 79 und 80, die gewiinschten Produkte 82 und 83, sowie die
zweifachsubstituierten Molekile 84 und 85 erhalten. Die Substrate 79 und 80 wurden reisoliert,

wobei die unerwiinschten Nebenprodukte 84 und 85 verworfen wurden.
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Ebenfalls wurden drei weitere acetylgeschitzte Thiole 87, 88 und 89 synthetisiert, die fiir eine

Veresterung mit einem PS genutzt werden kénnen (vgl. Abbildung 50).

0 (0] (0]
/\MJJ\ )J\OJ\ Pyridin )J\ S/\MQJ\OH
0°C—>RT
14 h 87, 46%
(0]
g
(0] (0] PN 0
® Cl Cl
Br/\M/\OH * KO P
° SJ\ DMF )J\S/\WOH CH,Cly, )J\s/\(\ﬁ/\u
o 9
RT, 24 h 40°C, 16 h
73 81 88, 92% 89, 92%

Fir die Synthese der 11-Acetylthioundecansaure (87) wurde eine Vorschrift von Richichi et
al.?8] modifiziert und angewandt, fur die des 11-Hydroxyundecyl-ethanthioat (88) wurde nach
der Vorschritt von Wijtman et al.’®”] gearbeitet. Beide Molekille 87 und 88 wurden in
ausreichenden Ausbeuten erhalten. Aus Alkohol 88 konnte zusatzlich nach Umsetzung mit
Thionylchlorid der Linker 89 erhalten werden, welcher ebenfalls in weiteren Reaktionen

eingesetzt werden kann.

4.1.2.2 Verkniipfung der Linker mit Farbstoffen
Die erhaltenen acetylgeschitzten Linker wurden im nachsten Schritt mit geeigneten PS

umgesetzt. Die durchgeflhrten Experimente sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 51: Syntheserouten zur Verknupfung von Linkern mit PS.
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Keines der Produkte konnte unter den gegebenen Bedingungen isoliert werden. Grund hierflr
war vor allem die anspruchsvolle Aufreinigung der Produkte, welche auch nach
saulenchromatographischer Trennung nicht isoliert werden konnten. Teilweise konnte durch
Analyse des Rohproduktes kein Rickschluss auf eine erfolgreiche Umsetzung gezogen

werden, sodass diese generell fraglich war.

Deshalb wurde der oben beschriebene Syntheseweg zunachst nicht weiterverfolgt.
Stattdessen wurde nun eine Syntheseroute gewahlt, in der die (geschutzten) Thiole bereits in
der PS-Synthese eingebaut werden. Dies kann mit der klassischen Rothemund-Synthese fur
Porphyrinderivate 100 durch die Umsetzung von Pyrrol (98) mit einem Aldehyd 99 unter

Zugabe einer Saure realisiert werden (vgl. Abbildung 52).12%81

R
O
4 ]\ - )]\ Saure

98 99

100

Um ein geschitztes Thiol als Substituent im Porphyrin einzubauen, muss der Rest R des
Aldehyds 99 bereits Uber dieses verfiigen. Deshalb wurde zunachst das Aldehyd 104
synthetisiert, wobei das Thiol in acetylgeschitzter Form vorliegt. Die Syntheseroute ist in
Abbildung 53 dargestellt.

OH
hi Olp g g o LT .
Sk CH.Cl, S
S/\M;\OH d © o0°coRT 16h S AN o .
88 101 102, 98% 103
0

T
K:COs
)ks/\(\/)g\o

DMF, 90 °C, 20 h
104, 63%

Ausgehend von dem bereits zuvor synthetisierten 11-Hydroxyundecyl-ethanthioat (88) konnte
in einer nahezu quantitativen Substitutionsreaktion mit p-Toluolsulfonsaurechlorid (101) eine
bessere Abgangsgruppe im Molekil installiert werden, die anschliefend durch

p-Hydroxybenzaldehyd (103) ersetzt wurde. Die Ausbeute fir das Aldehyd 104 betrug, unter
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Einbeziehung der Synthese des 11-Hydroxyundecyl-ethanthioat (88), insgesamt 56%. Im
nachsten Schritt konnte das Aldehyd 104 mit Pyrrol (98) in Propionsaure (105) zum
Porphyrin 106 umgesetzt werden (vgl. Abbildung 54). Dazu wurde eine allgemeine

Versuchsvorschrift zur Synthese von Porphyrinen nach Anderson et al. angewandt.!?®"!

R-O, O-R

it
0 on Q)
)OL /©)LH . U 140 °C, 3 h
SR A N R= -(CHy)11-SAc

) o = Q

R-0O O-R
106, 26%

Das Porphyrin 106 wurde mit einer Ausbeute von 26% erhalten und konnte vollstandig
charakterisiert werden. Die geringen Ausbeuten sind ein bekanntes Problem in der
Porphyrinsynthese und sind in der nicht vermeidbaren Entstehung unerwiinschter
Pyrrololigomere  begriindet.?®2 Das erhaltene Porphyrin 106 wirde nach der
Acetylentschiitzung vier Thiole enthalten, was die Wahrscheinlichkeit zur Bildung von
intermolekularen Disulfidbriicken beglnstigt. Aus diesem Grund wurde ein weiteres
Porphyrinderivat 108 dargestellt. Dieses tragt lediglich einen acetylgeschitzten
Thiolsubstituenten, wahrend die anderen drei Substituenten unreaktiv gegeniiber spaterer
Funktionalisierung an Nanopartikeln sind. Um diese heterogene Substituentenverteilung zu
erreichen, wurden die Reaktionsparameter entsprechend Abbildung 55 angepasst und das

Aldehyd 104 mit nur einem Aquivalent eingesetzt.
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Bei dieser Synthese konnte das gewinschte Porphyrin 108 nach aufwandiger Aufreinigung
nur in einer Ausbeute von <5% erhalten werden. Hauptprodukt der Reaktion stellte TPP (60)
dar. Massenspektroskopisch konnte eine Spezies in der Probe von 108 detektiert werden, die
den bisubstituierten Porphyrinen 109 oder 110 entspricht. Welches Isomer der beiden vorlag,
konnte nicht bestimmt werden, vermutlich aber eine Mischung beider Konstitutionsisomere.
Eine Abtrennung dieses Nebenprodukts bzw. der Nebenprodukte vom gewiinschten
Produkt 108 verlief nicht erfolgreich. Die geringe Ausbeute fur das Porphyrin 108 liegt
vermutlich an der unterschiedlichen Reaktivitdt der Aldehyde 104 und 107. Der Aromat des
Aldehyds 104 besitzt durch den +M-Effekt des para-Substituenten eine erhohte
Elektronendichte, sodass der nucleophile Angriff des Pyrrols (98) beginstigt am
Benzaldehyd (107) stattfindet. Deshalb wurde in einem zweiten Versuch eine Umsetzung mit
einem ahnlich reaktiven Aldehyd getestet (vgl. Abbildung 56). Mit dem para-
Methoxybenzaldehyd (111), welches durch den Methoxysubstituenten ebenfalls desaktiviert

ist, konnte tatsachlich eine hohere Ausbeute erreicht werden.
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Das Porphyrin 112 konnte nach mehrfacher saulenchromatographischer Aufreinigung in einer
Ausbeute von 21% erhalten und vollstandig charakterisiert werden. Auch hier ist die geringe
Ausbeute sowohl auf die Entstehung von Pyrrololigomeren als auch auf die Entstehung von
Porphyrinderivaten, bei denen mehr als einmal das Aldehyd 104 eingebaut ist,

zurtckzufihren. Diese wurden saulenchromatographisch von Porphyrin 112 abgetrennt.

Parallel wurden Goldnanopartikel synthetisiert (siehe Kapitel 4.1.2.4), welche im nachsten
Schritt mit dem Prophyrin 112 funktionalisiert werden sollten. Dazu musste zunachst das Thiol

des Porphyrins 112 entschitzt werden (vgl. Abbildung 57).

—0 o— —0, o—
KOH
CHCI3/MeOH/H,0
RT, 3h
o = 0 3 (>~ Q
0 0/$%?gﬂ\ s 0/%%;3H

112 113

Es wurde nach der Vorschrift von Penon et al.*®® eine Verseifung des Thioesters 112 zur
Freisetzung des Thiols 113 durchgefiihrt. Im "H-NMR-Spektrum ist zu erkennen, dass sowohl
die zum Schwefel benachbarte Methyl- als auch Methylengruppe nicht mehr vorhanden bzw.
hochfeldverschoben sind (vgl. Abbildung 58). Dies spricht zunachst fir eine erfolgreiche

Entschitzung des Thiols.
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Die Methylengruppe des Porphyrins 112 (orange markiert) ist nach der Entschitzung mit KOH
nach 2.63 ppm verschoben (blau markiert). Sowohl die Korrelation im H,H-COSY-Spektrum
als auch im H,C-HMBC-Spektrum zeigen, dass der Kern nur noch mit der benachbarten
Methylengruppe (1.63 ppm) korreliert und das 'C-Signal des Ketons bei 196.1 ppm
verschwunden ist. Dies spricht fur eine erfolgreiche Freisetzung des Thiols 113. Bei
Betrachtung der restlichen Integrale der Signale fallt allerdings auf, dass diese nicht mehr
exakt dem Produkt entsprechen. Zum Beispiel sollte das Signal bei 4.06 ppm nur neun
Protonen aus den Methoxygruppen des Porphyrins 113 beinhalten. Da hier doppelt so viele
Protonen detektiert werden, kénnte dies ein Hinweis auf die Oxidation der freien Thiole und
somit der Bildung von intermolekularen Disulfidbriicken sein. Auch im aliphatischen und
aromatischen Bereich sind mehr Protonen detektiert, als eigentlich vorhanden sein sollten. Es
wurde zusatzlich ein HR-MS-Spektrum aufgenommen, bei dem das Produkt zwar detektiert
wurde, die relative Haufigkeit jedoch mit 5% sehr gering war, sodass sich das Produkt als stark
verunreinigtes Gemisch herausstellte. Nach erneuter saulenchromatographischer
Aufreinigung konnte das Produkt 113 nicht mehr isoliert werden. Grund daflr kénnte die nun
vollstandige Ausbildung von intermolekularen Disulfidbriicken gewesen sein. Auch nach

wiederholten Versuchen gelang es nicht das entschitzte Thiol 113 sauber zu isolieren.
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Stattdessen wurde eine in situ Entschitzung des Porphyrins 112 wahrend der

Goldnanopartikelsynthese versucht (siehe Kaptitel 4.1.2.4).

4.1.2.3 Synthese von Chelatoren zur Komplexierung von Radionukliden

Um die raumliche Nahe von PS und Strahlungsquelle sicher zu stellen, sollte das Cerenkov-
Strahlung emittierende Nuklid ebenfalls an Nanopartikel gebunden sein. So kdnnten aus
einem System, bestehend aus einem Nanopartikel, einem Radionuklid und mehreren PS-
Molekilen auch mehrere '0.-Molekiile beim Zerfall eines Radionuklids generiert werden (vgl.
Abbildung 42).

Die Bindung des Radionuklids auf die Nanopartikel kann durch geeignete Chelatoren realisiert
werden. In der Nuklear- bzw. Radiochemie wird fir eine Vielzahl an Nukliden der Chelator
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure, kurz DOTA (114) verwendet, um
Biomolekile mit einem Radionuklid kombinieren zu kénnen (vgl. Abbildung 59). Dabei sind
Kristallstrukturen von Gallium-, Kupfer-, Yttrium- und vielen weiteren DOTA-Metallkomplexen
bekannt.?®!! Von diesen Metallen gibt es Isotope, die Cerenkov-Strahlung freisetzen kénnen,

weshalb DOTA (114) als ein geeigneter Chelator flr das angestrebte Konzept erschien.
o§/\ /N OH 0 — O
o N N/ﬁf 1. Verkniipfung Y\N\ N~ Z
0 mit Biomolekiil - 0--.»
N N 2. Metall M oSN NSO
N N
LA —
HO” S0 07 “OH O R
DOTA (114) DOTA-Metallkomplex 115
R= Biomolekdl

Aus diesem Grund wurde zunachst die Synthese von DOTA-Derivaten angestrebt, welche

mittels Linker an die Oberflache der Goldnanopartikel verknlpft werden sollten.
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Die Synthese des DOTA-Derivats 121 wurde nach der Vorschrift von Chabloz et al.[?%]
durchgefuhrt und die Literaturausbeuten der ersten beiden Schritte konnten reproduziert
werden. Die Verseifung des Ethylesters 120 konnte jedoch nicht realisiert werden. In einem
ersten Versuch wurde nach Vorschrift mit einem 3:1-Verhaltnis Dioxan, NaOH (0.4 M)
verfahren, dabei konnte kein Hydrolyseprodukt 121 isoliert werden. Lediglich Spuren des
Substrats 120 wurden reisoliert. Bei Wiederholung der Reaktion mit einem 1:1 Verhaltnis aus
Dioxan und 1 M Natronlauge wurde ebenfalls keine Entschitzung beobachtet. Der Rest des
Substrats 120 konnte allerdings auch nicht reisoliert werden. Das Derivat 121 wurde folglich

kauflich erworben, um die in Abbildung 61 gezeigte Syntheseroute zu verfolgen.
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Bei der Durchflihrung der dargestellten Reaktion konnten Reaktionskontrollen zwar zeigen,
dass Cysteamin (65) abreagiert ist, jedoch wurde das gewlinschte Produkt 122 nicht isoliert.

Vermutlich ist auch hier die Oxidationsempfindlichkeit des Thiols daflr verantwortlich.

Alternativ wurde das DOTA-Derivat 118 direkt mit einem Linker, der tber ein geschitztes Thiol
verfugt, umgesetzt. Daflr wurde eine literaturbekannte Substitutionsreaktion nach Frisch und
Polarzi*** angewandt. Nach Umsetzung des Bromidsalzes 118 mit den bereits synthetisierten
Linkern 82 und 83 konnten zwei Derivate 123 und 124 mit verschieden langen Alkylketten

erhalten werden (vgl. Abbildung 62).

TR Ty
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Fir die Funktionalisierung der Goldnanopartikel folgte im nachsten Schritt die Verseifung der
Thioester 123 und 124 zur Freisetzung der Thiole 125 und 126 nach verschiedenen Routen.
Die saure Esterhydrolyse sollte dabei sowohl Thioester als auch den tert-Butylester spalten
(vgl. Abbildung 63).
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Im "H-NMR-Spektrum nach der Reaktion ist eindeutig das Verschwinden der Acetylgruppe
(2.43 ppm) als auch der tert-Butylgruppen (1.60 ppm und 1.64 ppm) zu beobachten. Die
Signale sind in Abbildung 64 in blau markiert. Zusétzlich erscheint im 'H-NMR des Produkts
ein Multiplett bei 1.60 ppm und ein Triplett bei 2.50 ppm mit einer Kopplungskonstante von
7.2 Hz (orange markiert), welche von den Thiol benachbarten -CH>-Gruppen stammen kénnen
und so auch in der Literatur beschrieben werden.?®”! Das breite Signal bei 4.3 ppm (griin
markiert), konnte das -SH Signal sein. Die rot markierten Signale mit acht Protonen
entsprechen den CH>-Gruppen, die zwischen Stickstoff und tert-Butylester, bzw. der freien
Carbonsaure, gebunden sind. Die Verschiebung dieses Signals von 3.46 ppm zu 3.75 ppm,
spricht ebenfalls fir die Entschitzung der tert-Butylester. Allerdings passen die restlichen
Integrale bzw. Anzahl der Protonen nicht zum Produkt. Zusatzliche Signale weisen auf eine
starke Verunreinigung des Produktes hin. In der massenspektrometrischen Analyse konnte
das Produkt 126 nicht detektiert werden. Vermutlich wurden auch hier bereits intermolekulare
Disulfidbriicken zwischen jeweils zwei Molekilen gebildet. Das Gleiche wurde bei der
Umsetzung von DOTA-Derivat 123 (n=9) mit HCI beobachtet.

Zusatzlich wurde eine mildere Variante, bei der HCI in situ durch Acetylchlorid in Methanol
gebildet wird, getestet. Dafir wurde die Vorschrift von Chang et al.®’! angewandt
(vgl. Abbildung 65).
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Abbildung 65: Saure Esterhydrolyse mit Acetylchlorid (127) in Methanol.
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Abbildung 66: "H-NMR-Spektrum des DOTA-Derivats 124 und des isolierten Produkts nach saurer Esterhydrolyse

mit Acetylchlorid (127).

Sowohl die Umsetzungen von Thioester 123 (n=9) als auch Thioester 124 (n=10) mit

Acetylchlorid (127) fuhrten zu ahnlichen Ergebnissen wie die Esterhydrolyse mit HCI (vgl.

Abbildung 66 und 64). Die Signale der Acetyl- und tert-Butylgruppen sind nach der Reaktion

abwesend, jedoch sprechen die Integralverhaltnisse fiir eine starke Verunreinigung des

gewulnschten Produktes. Auch nach erneuter Aufreinigung konnte das Produkt nicht isoliert

werden.
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Alternativ wurde eine basische Veresterung mit KOH getestet. Bei der Aufarbeitung gelang es
allerdings nicht, das gewilinschte Produkt zu isolieren. Auch eine Umsetzung des
Substrats 124 mit Natriummethanthiolat fUhrte nicht zum Erfolg (vgl. Abbildung 67).
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Da die durchgeflihrten Experimente zur Entschitzung des Thiolesters 124 nicht erfolgreich
verliefen, wurde ein alternatives Derivat 131 synthetisiert, bei dem das Thiol Trityl-geschitzt
vorliegt (vgl. Abbildung 68).

Dazu wurde zunachst der Linker 130 synthetisiert und nach einer Vorschrift von Raghunand

et al. mit dem Cyclenderivat 118 erfolgreich umgesetzt.1>%
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Die anschlieRende Entschutzung wurde nach der oben genannten Vorschrift mit TFA und
Triethylsilan durchgefuhrt (vgl. Abbildung 69), flhrte jedoch nicht zum Erfolg. Die phenylischen
Protonen der Schutzgruppe konnten nach der Reaktion immer noch im "H-NMR-Spektrum

detektiert werden.
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Abbildung 69: Entschitzung des Trityl-geschiitzten DOTA-Derivats 131 nach Raghunand et al.[2%]

4.1.2.4 Synthese der Goldnanopartikel
Parallel zu den Synthesen der anderen Komponenten wurden ebenfalls Citrat-stabilisierte
Goldnanopartikel (AuNP) hergestellt, die spater mit den anderen Komponenten verknlpft

werden sollten. Dazu wurde nach der Methode von Turkevich verfahren und eine Vorschrift

von Pouokam et al. genutzt (vgl. Abbildung 70).2%9
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Abbildung 70: Synthese von Citrat-stabilisierten AUNP 134 nach der Turkevich-Methode.[?%]

Es wurde eine 1 mM HAuCI4-3H20-Ldsung (132) in Milli-Q-H20 zum Ruckfluss erhitzt und
unter kraftigem Rihren eine wassrige 38.8 mM Loésung Natriumcitrat (133) hinzugegeben,
worauf sich die Losung von hellgelb tber orange zu rot und schlieRlich zu einem kraftigen
weinrot anderte. Die Farbanderung ins rote ist ein typisches Indiz fir die Entstehung von
AuNP. Die entstandenen Partikel wurden unter einem Transmissions-Elektronen-Mikroskop

untersucht (siehe Abbildung 71).
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Abbildung 71: TEM-Aufnahmen der Citrat-stabilisierten AUNP (134).

Die GrofRe der Partikel 134 wurde mittels TEM-Aufnahmen bestimmt. Es ergab sich ein
durchschnittlicher Durchmesser von 18 + 4.1 nm. Zu beachten ist, dass Partikel meist nicht
perfekt kugelférmig sind und teilweise eher ovalférmig vorliegen. Dies spricht daflir, dass die
Synthese noch optimiert werden kann. Die Methode ist sehr empfindlich und kleinste
Anderungen in den Versuchsparametern kénnen starken Einfluss auf Partikelgroe und
Partikelform haben. Fir das angestrebte Konzept war es aber nicht weiter von Belang,
weshalb die hergestellten Partikel fir weitere Experimente benutzt wurden. Zusatzlich wurden
die Partikel UV-Vis-spektroskopisch untersucht (vgl. Abbildung 72):
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Abbildung 72: UV-Vis-Spektrum der Citrat-stabilisierten Nanopartikel (134) in Milli-Q-Wasser.

Das Absorptionsmaximum bei 529 nm und dessen Intensitat gibt bereits Aufschluss Uber die
GroRe der Partikel. Ebenso steht sie in Zusammenhang mit der Oberflachenplasmonresonanz

der Partikel und ist fir die weinrote Farbe der erhaltenen Dispersion verantwortlich. Je gréRer
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die Partikel, desto hoéher die Absorption und umso bathochromer verschoben das
Absorptionsmaximum. Dabei ist darauf zu achten, dass die UV-Vis Messung eine
konzentrationsabhangige Intensitat abbildet. Die Durchmesser der Partikel und dazugehérige

Amax-Werte entsprechen den Daten der Literatur.%0

Im Folgenden wurde ein Ligandenaustausch von Citrat zu Cystein (135) durchgefihrt (vgl.
Abbildung 73). Dies eréffnet die Mdglichkeit fur kovalente Knlipfungen mit PS oder Chelatoren
Uber die Amino- oder die Carbonsauregruppe des Cysteins (135).

)

o
135
@ S/YJ\OH.---> _SAHJ\O,&
O OH O Milli-Q-H,0 NH; Tz HN.
R2
136

134 RT, 24 h

R1 ,Rzi
PS und/oder Chelator fur
Radionuklid

Abbildung 73: Ligandenaustausch mit L-Cystein (135) und Mdglichkeiten zur weiteren Funktionalisierung der
Oberflache. 01!

Dabei wurden verschiedene Konzentrationen einer L-Cystein-
Lésung (135) in Milli-Q-Wasser getestet, jedoch agglomerierten
die Partikel sofort nach Zugabe dieser Losung. Dies war am
Farbumschlag von rot nach blau und der Ablagerung sichtbarer
Partikeln zu erkennen (siehe Abbildung 74). Diese Partikel
konnten nicht mehr zurlck in Dispersion gebracht werden. Durch

Variation der Zugabereihenfolge der Substrate gelang es, fur '™ dung 74: Agglomerierte

kurze Zeit stabile Partikel zu erhalten. Goldpartikel.
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Abbildung 75: UV-Vis-Spektrum der Au-Cystein-Nanopartikel (136) in Milli-Q-Wasser.

Die im Vergleich zu den Citrat-stabilisierten AuNP (134) bathochrome Verschiebung und
Verbreiterung der Absorptionsbande lasst auf die Oberflachenveranderung der Partikel
schlief3en. Die breite und schwach intensive Bande bei 535 nm spricht fiir nicht stabile Partikel,
was sich auch darin widerspiegelte, dass die Partikel nach wenigen Tagen agglomerierten.
Nichtsdestotrotz wurde in der Zeit, in der sich die Partikel noch in Losung befanden, weitere
Modifikationen der Oberflache getestet. Dazu wurde eine Peptidkupplung mit dem PS
PPIX (39) und dem DOTA-tris (tert-Butylester) (121) Gber das Amin des Cysteins (135) auf der

Oberflache nach einer Vorschrift von Ashjari et al. durchgefihrt.%

o]
/T N\ (o)
el j\f( <
o]
N\_/N DMSO
>L /L ;\ EDC/NHS | o700,
0”0 07 TOH
DOTA-tris (tert-Butylester) (121)
PPIX (39) o
~ Ao
N__O

Abbildung 76: Funktionalisierung der Goldnanopartikel 136 mit PPIX (39) und DOTA-tris (tert-Butylester) (121)
Uber eine Peptidkupplung.
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Die Reaktion wurde durchgefihrt und ein UV-Vis-Spektrum des Reaktionsgemischs
gemessen (siehe Abbildung 77). Es fallt allerdings schwer, aus diesem Spektrum eine
Aussage Uber den Erfolg der Reaktion zu treffen, da es sich um das rohe Reaktionsgemisch

handelt.

0,8
0,7 Rohlésung der
Nanopartikel 137

50,6
S, ___ Au@Cysteamin-
< 0,5 Nanopartikel (136)
804
(@]
3
< 0,3

0,2

0,1

230 330 430 530 630

Wellenlange [nm]

Abbildung 77: UV-Vis-Spektrum nach der Peptidkupplung (orange) im Vergleich zu den Cystein-AuNP 136 (blau)
in Milli-Q-Wasser.

Im UV-Vis-Spektrum ist hauptsachlich die Absorptionen des PS PPIX (39) zu erkennen.
Vermutlich befindet sich Uberschissiger, unreagierter PS im Rohprodukt, was die Intensitat
der Absorption im Vergleich zu Cystein-funktionalisierten AuNP (136) erklaren wirde. Es
wurde versucht die Partikel von Uberschissigen, nicht reagierten Substanzen durch Dialyse
mit Milli-Q-Wasser zu trennen. Dabei agglomerierten die Partikel jedoch vollstandig und

konnten auch nicht wieder in Dispersion gebracht werden.

Anstelle der Citrat-stabilisierten AUNP (134) wurde nach einer Vorschrift von Jang et al. EDTA-
stabilisierte AUNP (139) hergestellt (vgl. Abbildung 78).5%

0]

® 0 ®
Na O\EO HJ\ Na

N O
ao ®

O Na
°
HAuUCl," 3H,0 EDTA 138 - CEDTA
Milli-Q-Wasser
RT, 1h Amax= 530 nm
132 139

Abbildung 78: Synthese von EDTA-stabilisierten AUNP (139) nach Jang et al.l3]
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Wahrend der Reaktion wurde eine Farbanderung von gelb nach rot beobachtet, was auch
anhand des UV-Vis-Spektrums ersichtlich wird (vgl. Abbildung 79).
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Auch hier fand bereits nach kurzer Zeit eine irreversible Agglomeration statt, sodass die

Partikel nicht weiter genutzt werden konnten.

Eine andere Herangehensweise war die Funktionalisierung mit Cysteamin (65) und
anschlieRender Verknipfung mit einem PS Uber die Aminfunktion. Dazu wurde nach einer
Vorschrift von Gukowsky et al.®® die Funktionalisierung von Cysteamin (65) auf AuNP
durchgefihrt (vgl. Abbildung 80).

©) 2
o ‘ o
° HO Milli-Q-H,0

O RT, 1 h

134

Die Konzentration des Cysteamins (65) sollte dabei nicht zu hoch sein, um eine Agglomeration
zu verhindern, aber auch nicht zu gering, um ausreichende Stabilitdt und spater moglichst viele
Verknupfungsstellen fir PS zu generieren. Dafir wurde die Reaktion mit verschiedenen
Cysteaminkonzentrationen getestet, um die héchstmégliche Konzentration zu finden, bevor
die Partikel destabilisiert agglomerieren. Dies wurde mittels UV-Vis-Spektroskopie anhand der

Oberflachenplasmonresonanz der Partikel beobachtet (vgl. Abbildung 81).
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Abbildung 81: UV-Vis-Spektren der Au@Cysteamin-Nanopartikel (140) mit verschiedenen Konzentrationen an
Cysteamin (65). Die angegebenen Konzentrationen entsprechen den Konzentrationen, die in der
Reaktionslosung vorlagen. Die Spektren sind in Milli-Q-Wasser gemessen.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Intensitdt der Absorptionsbande mit steigender
Cysteaminkonzentration abnimmt. Bei 5 um Cysteamin (65) agglomerieren die Partikel sofort,
was auch in Abbildung 82 mit bloiem Auge ersichtlich ist. Die Partikel werden dunkelblau und
fallen zu Boden. Der Trend kehrt erst bei 0.3125 uMm Cysteamin (65) um, sowohl héhere als
auch niedrigere Konzentrationen scheinen die Partikel zu destabilisieren. Deshalb scheint

0.3125 pm als Konzentration am besten geeignet fur weitere Funktionalisierungen.

0.078 0156 0312 08625 125 2o
uM uM uM M M uM uM

Abbildung 82: Kuvetten mit Losungen der Au@Cysteamin-Nanopartikel (140). Die Cysteamin-Konzentration steigt
von links nach rechts.

Im nachsten Schritt wurde die Reaktion mit Cysteamin (65) flir ausgewahlte Konzentrationen
wiederholt und nach einer Stunde jeweils 20 pl Glutaraldehyd (GA, (141)) (25%-ige L6sung in

Wasser) hinzugegeben und fir eine weitere Stunde gerlhrt (vgl. Abbildung 83). Dabei
kondensiert das Amin 140 mit dem GA (141) zu Imin 142.
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Abbildung 83: Kondensation der Au@Cysteamin-Partikel (142) mit Glutaraldehyd (141).

AnschlieRend wurden die Reaktionsgemische UV-Vis-spektroskopisch untersucht (vgl.
Abbildung 84).

0,8

07 —0.156 pM
—0.312 pM

06 —0.625 uM |

Cysteamin (65)
1.25 uM | + 20 pl Glutaraldehyd (141)

—2.5uM
—5 uM

Absorption [a.u.]
«O -
w
\\ |

400 450 500 550 600 650 700
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Abbildung 84: UV-Vis-Spektren der Reaktionsldsungen von Au@Cysteamin-Partikeln (142) mit verschiedenen
Cysteaminkonzentrationen und anschlieRender Zugabe von 20 pl Glutaraldehyd (141). Die Spektren sind in Milli-
Q-Wasser gemessen.

10.196 D312 0625 1.25 256 B
UM Cysteamin + 20l Glutaraldehyd

Abbildung 85: Kuvetten mit Reaktionsldsungen der Cysteamin-AuNP (142) nach Zugabe von je 20 pl
Glutaraldehyd (141).

Sowohl im UV-Vis-Spektrum (Abbildung 84) als auch aus Abbildung 85 wird ersichtlich, dass
die Zugabe von GA (141) bei hohen als auch niedrigen Cysteaminkonzentrationen zur
Destabilisierung der Partikel flhrt. Die Partikel agglomerieren dabei irreversibel. Im Vergleich
zu den Spektren, die vor der Funktionalisierung mit Glutaraldehyd (141) gemessen wurden
(Abbildung 81), sind nun die Partikel mit 0.625 um Cysteamin (65) stabiler, als die mit einer

86



4. Ergebnisse und Diskussion

Konzentration von 0.312 uM. Die Partikel mit einer Konzentration von 1.25 um Cysteamin (65)
zeigen nach der Funktionalisierung jedoch die starkste Absorption. Die Stabilitdt muss also
von der zusatzlichen Abschirmung der Partikel mit Glutaraldehyd (141) stammen: Mehr
Cysteamin (65) auf der Oberflache ermdglicht auch mehr Kondensationsreaktionen mit
Glutaraldehyd (141), was die Partikel sterisch abschirmt. Eine zu hohe Konzentration dagegen
wirkt sich kontraproduktiv aus, da hier die Wahrscheinlichkeit fir mdgliche intermolekulare

Kondensationen zweier oder mehrerer Nanopartikel, z.B. zum Dimer 143, denkbar ist (vgl.

Abbildung 86).
S\/\NW\N/\/S
3

14

Aus diesem Grund wurde die Konzentration von 1.25 um Cysteamin (65) ausgewahlt und die
Reaktion mit Glutaraldehyd (141) wiederholt. Zusatzlich wurde der Uber freie Aminogruppen
verfligende PS 71 der Reaktion hinzugefiigt. Dieser soll mit dem verbleibenden Aldehyd des
Glutaraldehyds (141) kondensieren, um die Anbindung des PS 71 auf die Oberflache der
Partikel zu realisieren (vgl. Abbildung 87).

N

H,N NH,
MO A O
S WL
SN
H,O/DMF
142 RT, 1 h
H,N NH
)a (T1)

TPP(NH,),

NH,

Sy

144 NH,

Eine Stammlésung des PS 71 wurde zu den Au@Cysteamin@GA-Partikeln (142) gegeben,

wobei eine Endkonzentration von 0.5 mM des PS 71 erreicht wurde. Die Partikel
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agglomerierten sofort und konnten nicht mehr dispergiert werden. Héchstwahrscheinlich sind
auch hier intermolekulare Vernetzungen zu anderen Au@Cysteamin@GA-Partikeln (142)
Uber das Porphyrin 71 daflir verantwortlich, da dieses potenziell vier Amine fir eine
Kondensation zur Verfiigung stellt. Auch durch Herabsetzen der Porphyrinkonzentration in der
Reaktion, konnte das Agglomerieren nicht verhindert werden. Schlussfolgernd scheinen diese

Partikel auf Grund ihrer Instabilitat nicht geeignet.

Alternativ wurde die Synthese von Polyethylenimin- (PEIl, (146)) stabilisierten Partikeln

PEI (145) ‘{\\v/kﬂ\
HAUC|4' 3H20 > H2N n
MilliQ-Wasser
146

132 90°C,1h

getestet.

Dazu wurde eine wassrige Losung aus HAuCl4*3H20 (132) auf 90 °C erhitzt und unter starkem
Rihren eine wassrige PEI-Ldsung (145) hinzugetropft. Der Reaktionsfortschritt konnte anhand
einer dunkelroten Farbung der Reaktionslésung beobachtet werden. Anschlieend wurden die
Partikel durch TEM untersucht (vgl. Abbildung 89). Die Partikel wiesen im Schnitt einen

Durchmesser von 10.7 nm auf.

Anschliellend wurde die Verknipfung der Partikel mit dem PS 71 getestet. Auch hier sollte
diese Verknipfung mit GA (141) erfolgen. Die Partikel agglomerierten jedoch bereits nach
Zugabe des GA (141), was eine weitere Reaktion mit PS 71 nicht ermdglichte. Die Instabilitat
der Partikel ist auch im UV-Vis-Spektrum anhand der Absorptionsbande nach Zugabe von
GA (141) zu beobachten (siehe Abbildung 90).
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Die Absorptionsbande ist bathochrom verschoben und breiter, was fir die Agglomeration der
Partikel spricht. Dies kann wiederum durch die intermolekularen Kondensationen von bereits
gebundenem Glutaraldehyd (141) mit anderen Au@PEI-Partikeln (146) erklart werden.

Als ein generelles Problem bei der Handhabung mit Goldnanopartikeln tritt somit durchgehend
eine ausgepragte Empfindlichkeit gegenliber Reaktionsbedingungen mit der Konsequenz der
Agglomeration auf. Aus diesem Grund wurde nach einer Vorschrift von Mattern et al.l?*® der
Ligandenaustausch mit der bifunktionellen 11-Mercaptoundecansaure (MUDA, 68)
durchgefuhrt, welches anschlieRend Uber eine Amidbindung mit einem PS mono-NH:-
TPP (148) verknUpft werden sollte (vgl. Abbildung 91). Die Verwendung des PS 148 vermeidet
die zuvor diskutierten intermolekularen Verknipfungen der Partikel, da dieser PS Uber nur ein
Amin verflgt, welches der Kondensation mit GA (141) zur Verfligung gestellt wird. Die
Synthese des PS 148 wird erst in Kapitel 4.1.3 thematisiert, da beide Arbeiten parallel

stattfanden.
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Abbildung 91: Synthese von Au@MUDA (147) und anschlieRende Reaktion mit mono-NH2-TPP (148).[2%9]

Der erste Schritt des Ligandenaustauschs mit MUDA (68) scheint nach Betrachtung des
UV-Vis-Spektrums erfolgreich (vgl. Abbildung 92). Die Absorptionsbande ist leicht bathochrom
verschoben und weniger intensiv, aber immer noch deutlich zu erkennen. Die verminderte

Intensitat spricht fir das Agglomerieren einiger Partikel.
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Abbildung 92: UV-Vis-Spektren der Au@Citrat (134) und Au@MUDA-Partikel (147) gemessen in Milli-Q-Wasser.
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Die darauffolgende Reaktion mit dem PS 148 und anschlieRende Aufreinigung durch Dialyse
fUhrte erneut zur Agglomeration der Partikel, was sowohl im UV-Vis-Spektrum als auch im

TEM beobachtet werden konnte.

Eine Funktionalisierung von Goldnanopartikeln mit PS 148 stellte sich somit als sehr schwierig
heraus. Die Partikel sind sehr empfindlich unter den Reaktionsbedingungen und tendieren zur
raschen Agglomeration. Aus diesem Grund wurde ein modifizierter Ansatz gewabhlt, in dem der
PS 112 als stabilisierender Ligand schon wahrend der Nanopartikelsynthese eingeflihrt wurde.
Dazu wurde eine Vorschrift von Zhang et al.B% verwendet, in der selbst-anordnende
Goldnanopartikel mit Alkylthioacetaten als adsorbierende Reagenzien synthetisiert werden.
Analog wurde der bereits hergestellte PS 112, der Uber eine Alkylthioacetat-Seitenkette

verfugt, auf diese Vorschrift adaptiert (vgl. Abbildung 94).
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Die Zweiphasen-Synthese verlauft nach der Brust-Schiffrin-Methode.B%! Dazu wurde
Tetrachlorgoldsaure-Trihydrat (132) in Milli-Q-Wasser gelést und Toluol mit einem
Phasentransferkatalysator, in diesem Fall Tetraoctylammoniumbromid (TOAB, 150),
hinzugegeben und kraftig gerthrt. Der Transfer in die organische Phase konnte visuell
beobachtet werden, da die wassrige Phase farblos wurde und die organische Phase eine rote
Farbe annahm. AnschlieBend wurde der PS 112 in Toluol gelést und langsam zum Zwei-
Phasen Gemisch hinzugetropft. Eine frisch angesetzte NaBH4-Ldsung, die als reduzierendes
Reagenz flr die Tetrachlorgoldsaure (132) eingesetzt wird, wurde zum Ende hinzugetropft.
Die Aufarbeitung unterscheidet sich von den bislang verwendeten Methoden. Zunachst wurde
durch Waschen mit Wasser der Gberschissige Phasentransferkatalysator 150 abgetrennt und
die organische Phase eingeengt. Der Riickstand wurde in Ethanol aufgenommen, bei -40°C
Uber Nacht gelagert und durch Zentrifugieren die Partikel als Prazipitat gesammelt. Zunachst
wurde dadurch das TPP-Derivat 112, welches nicht auf den Partikeln adsorbiert war,
abgetrennt. Dies konnte durch NMR- und UV-Vis-Spektroskopie verifiziert werden. Der nach
der Aufreinigung verbliebene Rlckstand wurde unter dem TEM untersucht. Dabei konnten
lediglich verwachsene Partikel detektiert werden, die vermutlich noch mit organischen Resten

verunreinigt waren (siehe Abbildung 95).
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T s et 25 om

Abbildung 95: TEM-Aufnahmen nach der Reaktion und Aufreinigung. Die Skala entspricht links 100 nm und
rechts 25 nm.

Die Reaktion wurde mehrmals wiederholt, auch unter Einsatz von Dodecanthiol als
stabilisierender Ligand nach einer modifizierten Vorschrift von Penon et al.?®® Jedoch gelang

die Isolation von stabilen Nanopartikeln nicht.

Auch nach zahlreichen Syntheseversuchen konnten keine Goldnanopartikel funktionalisiert
werden. Im Folgenden wurde daher der Fokus auf Silika-basierte Nanopartikel gelegt, die

bereits nach wenigen Synthesen eine deutlich erleichterte Handhabung zeigten.

4.1.3 Konzeptrealisierung unter Verwendung von Silika Nanopartikel

Auch Silika-Nanopartikel (SiO2-NP) finden bereits Anwendung in der PDT.[2% 3071 Deshalb
sollten SiO2-NP, sowohl mit einem PS als auch mit einem Radionuklid, bzw. einem Chelator
fur diesen, funktionalisiert werden. Dafir mussten zunachst geeignete PS und Chelatoren
synthetisiert werden. Das bereits in Abbildung 42 (siehe Kapitel 4.1.2) gezeigte Konzept fir

AuNP sollte ebenfalls Anwendung flr die Silika basierten Nanopartikel finden.

4.1.3.1 Synthese von PS zur Funktionalisierung von SiO>-NP

Als PS sind in der Literatur Porphyrine und ihre Derivate beschrieben (siehe Kapitel 2.3.6.1.10,
Kenntnisstand). Das in Kapitel 4.1.2.2 bereits vorgestellte Porphyrinderivat 71, welches Uber
Aminogruppen verfligt, wurde synthetisiert. Diese sollen Uber die bereits angewandte Methode
mit aminfunktionalisierten SiO»-Partikeln iber Kondensation mit GA (141) verknUpft werden
(siehe Kapitel 4.1.3.5).

Die Synthese des TPP(NH2)4 (71) wurde nach der klassischen Rothemund Synthese, nach
einer Vorschrift von Yao et al.’%! durchgefiihrt (vgl. Abbildung 96).

93



4. Ergebnisse und Diskussion

O2N NO; HaN NH;

1. Ac,O, Propionséure, O O O Q

0 118 °C, 30 min

/@%H [} 2Py 115°C 1 SnCly- 2H,0
N ; )
O,N H HCI, 70 °C, 30 min
. vAs RS

02N N02 H2N NH2

153, 16% TPP(NH,), (71), 90%

Die Ausbeute flr den ersten Reaktionsschritt ist erwartungsgemaf gering. Dies liegt an der
Bildung von Nebenprodukten, vor allem den Oligomeren aus Pyrrol (98).2°2 Das
Zwischenprodukt 153 wurde direkt zum entsprechenden TPP(NH2)s (71) reduziert. Uber zwei

Stufen konnte so eine Ausbeute von 14% flr das Porphyrin 71 erzielt werden.

4.1.3.2 Synthese geeigneter Chelatoren

Da die Synthesen der DOTA-Derivate fiur die Goldnanopartikel problematisch verliefen,
wurden ebenfalls Metallkomplexe aus Porphyrin 71 synthetisiert. Dazu wurden die Metalle
Kupfer, Gallium und Yttrium gewahlt (siehe Abbildung 97), da sie jeweils Isotope besitzen, die
als B-Strahler eine potenzielle Quelle fiir Cerenkov-Strahlung darstellen.?*®! Dieser Ansatz
hatte den Vorteil, dass der PS gleichzeitig das Radionuklid komplexieren kann, sodass PS und
Lichtquelle als ,2-in-1“-Konstrukt mit den SiO.-Partikeln verknlpft werden kénnen. Dies
erspart den zusatzlichen Syntheseschritt flir die Komplexierung des Radionuklids und
gleichzeitig vereinfacht es die Funktionalisierung der Nanopartikel. Es ist ebenfalls denkbar,
dass die Komplexierung der Nuklide als letzte Reaktion erfolgt, was aus
Strahlenschutzgriinden und in Bezug auf die Halbwertszeit der Radionuklide am sinnvollsten

waére.
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Die Reaktionsbedingungen fir die Komplexierung der Metalle sind harsch und kénnten bei der
Ubertragung auf die Synthese mit radioaktiven Isotopen beziiglich der Handhabung ein
Problem darstellen. Allerdings wird dort in wesentlich kleinerem Malistab gearbeitet und es
wlrde geniigen, wenn nur einige der Porphyrine, die auf der Oberflache der Nanopartikel
gebunden sind, ein Radionuklid komplexieren. So ist es denkbar, dass ausgehend von einem
Radionuklid mehrere Porphyrine in der direkten Umgebung angeregt werden und 'O»

generieren koénnen.

Die Charakterisierung der Komplexe iber NMR-Analytik erwies sich auf Grund der schlechten
Loslichkeit als schwierig und lie keine Aussagen uUber den Erfolg der Synthese zu. Die
schlechte Loslichkeit spricht aber zumindest daflir, dass Porphyrin 71 nicht mehr in der
urspringlichen Form vorliegt. Mit massenspektrometrischen Messungen konnte der
Kupferkomplex 156 eindeutig nachgewiesen werden. Die Komplexe, die bei der Reaktion mit

Yttriumchlorid und Galliumchlorid entstanden sind, konnten nicht im Massenspektrum
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detektiert werden. Deshalb wurden weitere Analysen durchgeflihrt, um die entstandenen

Produkte zu charakterisieren.

Es wurden UV-Vis-Spekiren der erhaltenen Substanzen gemessen und diese mit dem
Substrat 71 verglichen (siehe Abbildung 98).
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Abbildung 98: Oben: UV-Vis-Spektren der Metallkomplexe 154, 155 und 156 im Vergleich zum freien
TPP(NH2)4 (71). Unten: VergréRerungsausschnitt. Gemessen in DMF.

Es ist ein deutlich hypsochromer Shift der Soret-Bande fur die Metallkomplexe zu beobachten
(Abbildung 58, oben). Bei der Betrachtung der Spektren im Bereich von 500-650 nm
(Abbildung 98, unten) ist zu erkennen, dass die Q-Banden des Kupferkomplexes im Vergleich
zum ursprunglichen Porphyrin 71, bathochrom verschoben sind. Auflerdem sind nur noch

zwei, statt drei Q-Banden deutlich zu erkennen, was auf die symmetrischere Anordnung des
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Porphyrins durch die Komplexierung eines Metalls zurlickzuflihren ist. Diese Banden werden
dann auch als a- und B-Banden bezeichnet. Hier ist der Extinktionskoeffizient der a-Bande
groler als der Extinktionskoeffizient der f-Bande, was flir einen stabilen, quadratisch-planaren

Metall-Komplex spricht.%%

TPP(NH2)4 [Ga(TPP(NH2)4] [Y(TPP(NH2)4] [Cu(TPP(NH2)4]
(71) (154) (155) (156)
Soret-Bande
436 429 429 431
[nm]
Q-Banden 528, 576, 522 ,560, 602, 522, 566, 598,
548 (a), 592 (B)
[nm] 667 657 657

Im Absorptionsspektrum des Yttriumkomplexes 155 sind lediglich breitere und weniger
intensive Absorptionsbanden zu beobachten, die auch auf die schlechte Ldslichkeit
zurlckzufihren sind. Sowohl im Spektrum des Yttrium- 155 als auch beim
Galliumkomplex 154 werden vier Q-Banden detektiert, die im Vergleich zum freien
Porphyrin 71 nicht bathochrom verschoben sind. Dies spricht zunachst nicht daflrr, dass die
Metallkomplexe gebildet wurden. Lediglich die Verhaltnisse der Intensitaten bzw.
Extinktionskoeffizienten bei 560 nm und 602 nm des Galliumkomplexes 154 ahneln denen des
eindeutig nachgewiesenen Kupferkomplexes 156 bei 548 nm und 592 nm, was eventuell
daflrsprechen koénnte, dass der Galliumkomplex 154 ebenfalls entstanden ist. Die
zusatzlichen Banden bei 522 nm und 657 nm sprechen jedoch nicht flir eine symmetrische
Anordnung des Porphyrins, kénnten aber auch von nicht abgetrenntem unreagiertem
TPP(NH2)4 (71) stammen. Die Bindungssituation fur Yttrium in Porphyrinen ist auf Grund der
GrolRe des Yttriumions komplizierter als fur Kupfer und Gallium. Der Makrozyklus des
Porphyrins erlaubt die Komplexierung von lonen mit einem Radius von 55-80 pm. Cu(ll) mit
54 pm und Ga(lll) mit 62 pm passen somit in den Makrozyklus, wobei Yttrium(lll) mit 90 pm(’@
ein sogenanntes SAT-Metallporphyrin (SAT: englisch: sitting-atop, deutsch: aufsitzend) bildet
(siehe Abbildung 99).2%! Dadurch kann auch das Absorptionsspektrum anders erscheinen, als

das der Ublichen Pophyrinmetallkomplexe.
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cuil Y1)
Porphyrinmetallkomplex SAT-Porphyrinmetallkomplex

Abbildung 99: Schematische Darstellung der Koordination in Porphyrinmetallkomplexen mit Cu(ll) und Ga(lll)
(links) und SAT-Porphyrinmetallkomplexen mit Y(lll) (rechts). Aus 309,

Auf Grund der durchgefiihrten Analytik ist zusammenzufassen, dass der Kupferkomplex 156
des TPP(NH.)4 (71) entstanden ist. Im Falle der Gallium- 154 und Yttriumkomplexe 155 kann
keine eindeutige Aussage getroffen werden. Die entsprechenden Absorptionsbanden sind
zwar leicht verschoben, auch die veranderte Loslichkeit der Substanzen im Vergleich zum
freien Porphyrin 71 gaben Hinweise auf das Entstehen der Metallkomplexe, jedoch konnte
weder mittels Massenspektrometrie noch mit NMR-Spektroskopie eindeutig die Existenz der
Komplexe nachgewiesen werden. Auch die Absorptionsspektren der entstandenen

Substanzen sind nicht eindeutig zu interpretieren.

4.1.3.3 Terpyridin als PS und Chelator

Auf die gleiche Weise kann Amino-Phenylterpyridin (162) als 2-in-1-Reagenz verwendet
werden. Es ist in der Literatur bereits als Komplexierungsreagenz vieler Metalle beschrieben
und auch die Fahigkeit 'O, zu generieren wird diskutiert.?'% 3"l F{ir die Realisierung des
Konzepts wurde das Terpyridin-Derivat 162 synthetisiert, welches Uber das Amin mit
Glutaraldehyd (141) auf aminfunktionalisierte SiOz-Partikel kondensiert werden kann. Dazu
wurde zunachst das entsprechende Nitro-Derivat 158 hergestellt und im nachsten Schritt zum
Amin reduziert. Zwei verschiedene Syntheserouten wurden parallel durchgefihrt. Eine
Eintopf-Kréhnke-Pyridin-Synthesel®'? nach einer Vorschrift von Wang und HananB'
(Abbildung 100, Route 1) und eine klassische Kréhnke-Pyridin-Synthese nach Trigo-Lépez et
al. B flr die zunachst die Substrate 159 und 160 hergestellt werden mussten (Abbildung
100, Route 2).
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o
o

158

H + N KOH, NH; (aq.)
PN EtOH, RT, 6 h
O,N “
Route 1: 50%

i Route 2: 90%

NaOH | EtOH, 0°C, 4 h

(0] 0 % |
* ®
EtOH, 79 °C, 48 h
Z NO, | N |@

159, 66% 160, 82%

I |Pyridin, 115 °C, 3 h
Q N
N
B ’ @
_N Z
157 161

Abbildung 100: Synthese von 158 Uber eine Kréhnke-Pyridin-Synthese.

Die Ausbeuten konnten in beiden Syntheserouten literaturgemal reproduziert werden.
Route 1 mit 50% Ausbeute und Route 2 mit einer Gesamtausbeute von 48% Uber drei Schritte
sind vergleichsweise effizient, sodass als nachstes die Reduktion der Nitrogruppe
durchgefuhrt wurde. Auch hier wurden verschiedene Routen getestet, da die Reduktion mit
Palladium auf Kohle nach der Vorschrift von Lainé et al.B' zunachst keinen Umsatz erzielte
(vgl. Abbildung 101).
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NO,

1. Pd/C (10%)
2. NyH,4 (55%-Lsg.)

EtOH, 79°C, 1.5 h

HCI, SnCly 2 H,O0
70°C,6h

162, 90%

Der Misserfolg der Reduktion mit Palladium auf Kohle ist vermutlich auf einen nicht mehr
aktiven Katalysator zurlickzufiihren. Die Reduktion (iber Zinnchlorid nach Trigo-Lépez et al.3'

erzielte das Amin 162 in einer Ausbeute von 90%.

Es wurden ebenso Synthesen mit Amin 162 zur Komplexierung mit Kupfer, Gallium und
Yttrium durchgeflhrt, um die Eignung der radioaktiven Isotope %Cu, ®Ga und Y fiir die

spatere Anwendung auf das angestrebte Konzept zu testen (siehe Abbildung 102).

M (GaCls CuCl, YClg)
CH,Cl, /THF, H,0
RT, 1h

M= Ga, L= 3x CI: 163
M= Cu, L=2x CI: 164
M=, L=3x Cl: 165

Bereits unmittelbar nach Zugabe des Gallium- und Kupfersalzes konnte ein Farbumschlag und
das Ausfallen eines Feststoffs beobachtet werden. Bei der Reaktion mit Yttriumchlorid &nderte
sich die Farbe nicht, jedoch konnte ebenfalls das Ausfallen eines Feststoffs wahrgenommen
werden. Auch nach der Aufreinigung und Trocknung waren die farblichen Unterschiede bereits

mit dem bloRen Auge zu erkennen (siehe Abbildung 103).
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162 Gallium Yitrium Kupfer

Abbildung 103: Amin 162 und erhaltene Proben nach der Reaktion mit verschiedenen Metallsalzen.
Der Feststoff, der aus dem Experiment mit YCl; hervorging, unterscheidet sich optisch
allerdings kaum vom Amin 162. Die erhaltenen Proben wurden ebenfalls UV-Vis-
spektroskopisch untersucht (siehe Abbildung 104). Auf Grund der unterschiedlich starken

Extinktionskoeffizienten ist das Amin 162 in einem separaten Spektrum abgebildet.
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Abbildung 104: UV-Vis-Spektren der erhaltenen Metallkomplexe 163, 164 und 165 (oben) und des Amins 162 im
Vergleich (unten). Gemessen in DMF.

Beim Vergleich des Spektrums des freien Amin 162 mit dem des vermeintlichen
Yttriumkomplexes 165 ist, aulder in der Extinktion, kein Unterschied im Absorptionsverhalten
zu erkennen. Im Gegensatz dazu weisen die Komplexe mit Gallium und Kupfer eine
zusatzliche Absorptionsbande (431 nm bzw. 421 nm) auf, die fir einen MLCT (Metal-to-ligand
charge transfer)-Ubergang spricht. Diese Absorption wird durch die Anregung eines Elektrons
aus dem d-Orbital des Metalls in ein n-Orbital des Liganden beschrieben, die flir den
Yttriumkomplex nicht detektiert wird. Dies spricht daflr, dass der Yttriumkomplex 165 nicht
entstanden ist. Gleiche Ergebnisse lieferte die massenspektrometrische Untersuchung der
Substanzen. Der Gallium-Komplex 163 und der Kupfer-Komplex 164 konnten eindeutig

nachgewiesen werden, der Yttrium-Komplex 165 nicht.
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4.1.3.4 Synthese der SiOz-Partikel

In Zusammenarbeit mit Johannes Hohnsen wurden die Synthese und auch die
Funktionalisierung der Silika-NP durchgefihrt. Zunachst wurden SiO.-Partikel (167) nach der
Stéber-Methode hergestellt.B'® Dafiir wurde zu einer Mischung aus Ethanol, Ammoniak und
Milli-Q-Wasser ein Tetraalkylsilikat unter Ruhren hinzugetropft. In diesem Fall wurde das
Tetraethylorthosilicat (166) benutzt (vgl. Abbildung 105).

-0, 0 NH,
Si — > Si0,—OH
o0 Milli-Q-H,0, EtOH 2
- /\ RT, 24 h
TEOS (166) SiO,-NP (167)

Die Grolke der dabei entstehenden Partikel kann anhand mehrerer Faktoren, wie der
Konzentration der Reagenzien, Temperatur und Zutropfgeschwindigkeit, beeinflusst werden.
Es wurden verschiedene Parameter getestet, welche in Tabelle 7 zusammengefasst sind.
Dazugehdrige Histogramme zur GroRenverteilung der Partikel sind in Kapitel 6.2.3.2
abgebildet.

V(NH3) V(EtOH) | V(H20) V(166) Zutropfgeschwindigkeit (166) Durchmesser
[mi] [mi] [mi] [ml] [MI/min] der NP [nm]
1.75 90 30 5.6 50 7510
1.75 90 30 5.6 100 85112
0.3 22.6 8.1 2 100 114114
1.86 31.5 13.5 3.1 620 440+36
11.0 90.5 32.5 7.75 775 465142
22.5 90.5 32.5 7.75 775 54747

Aus den erhaltenen Ergebnissen

ist abzuleiten, dass die Zutropfgeschwindigkeit in

Zusammenhang mit der Partikelgrofie steht. Je schneller TEOS (166) hinzugetropft wird, desto
grofliere Partikel entstehen. Die erhaltenen Partikel konnten unter einem TEM auf ihre GréRRe
und Form untersucht werden. Es wurde eine Standardabweichung von circa £10% des
Durchmessers ermittelt. Die Partikel waren dabei alle kugelférmig. Abbildung 106 zeigt

exemplarisch eine TEM-Aufnahme der 85 nm grof3en SiO.-NP.
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Im IR-Spektrum der Partikel 167 konnten die charakteristischen -OH und Si-OH-
Schwingungen der Partikel bei 3300, 1069, 960 und 780 cm™' detektiert werden.

4.1.3.5 Funktionalisierung der SiO2-Partikel
Nach der Vorschrift von Mathur et al.*'”7 wurden die erhaltenen SiO,-Partikel (167) mit
APTMS (168) umgesetzt, um auf der Oberflache eine Amingruppe zur weiteren Verknipfung,

z.B. mit einem PS, zu bieten (vgl. Abbildung 107).

Ho. -+.OH — * 0
HO- Si0"OH  + ~ .8 > "NH, EOH @_O—SI/\/\NHZ
/1 “OH Oo— . 0
HO 54 40°C, 48 h
167 APTMS (168) SiO,@APTMS (169)

Die erhaltenen Partikel 169 wurden mit verschiedenen Methoden analysiert. Im IR-Spektrum
konnte kein Unterschied zu den SiO,-Partikeln (167) festgestellt werden. Mit einer Methode
von Siribbal et al.B'® wurde versucht, das Amin auf der Oberfliche nachzuweisen. Dazu
wurden die Partikel vor und nach Zugabe von Fluorescamin (170) UV-Vis-spektroskopisch
untersucht. Befinden sich Amine auf der Oberflache, so reagiert die Spiroverbindung 170 unter

Ring6ffnung zur Carbonsaure 172, was in einer Absorption bei 390 nm sichtbar wird (vgl.

Abbildung 108).58!
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172
} Absorption bei 390 nm |

In der Literatur wird diese Methode auch zur Quantifizierung der Amine auf der Oberflache der
Partikel genutzt. Dazu wurde eine Kalibriergerade erstellt, bei der in verschiedenen
Konzentrationen APTMS (168) mit je 50 pl Fluorescamin (170) versetzt wurden und die
erhaltenen Absorptionen gegen die jeweils zugehdrigen Konzentrationen des APTMS (168)
aufgetragen wurden. Aus der Absorptionsmessung der Nanopartikel nach Zugabe von
Fluorescamin (170) wurde mit Hilfe dieser Kalibrierung die Konzentration des Amins auf der
Oberflache der Partikel bestimmt.2'® Diese Methode wurde mit den erhaltenen SiO.@APTMS-
Partikeln (169) durchgefihrt. Unter Verwendung der vorgeschriebenen Konzentrationen der
Partikel und des Fluorescamin (170) konnte zunachst keine Absorption bei 390 nm detektiert
werden. Erst bei 16-facher Einwaage der Partikel 169 und Zugabe von Fluorescamin (170),
erschien eine Absorption bei 390 nm. So konnte zwar die Anwesenheit der Amine auf der
Oberflache nachgewiesen werden, jedoch scheint die Methode zur Quantifizierung der Amine
nicht geeignet. Um die Ergebnisse zu Uberprifen, wurde die Kalibriergerade der Literatur
reproduziert. Dabei wurden verschiedene Konzentrationen APTMS (168) verwendet und auch
die Menge an zugegebenen Fluorescamin (170) wurde variiert. Die Messungen wurden
sowohl in Acetonitril als auch in PBS-Puffer (pH=7) durchgefiihrt, da die entstehende
Spezies 172 nicht sehr stabil in Lésung ist. Allerdings ergaben sich auch hier keine
reproduzierbaren Daten. Das Produkt scheint zu instabil und gibt unverlassliche

Absorptionswerte, die nicht im Verhaltnis zur Absorption stehen.

Durch  Zeta () -Potential-Messungen  konnte  eindeutig eine  Veradnderung der
Partikeloberflache festgestellt werden. Der Wert der SiO.-Partikel (167) anderte sich
von -17.9mV auf +10.2mV fir die SiO.@APTMS-Partikel (169). Diese Anderung der
Vorzeichen zeigt eindeutig, dass Amine auf der Oberflache der Partikel vorhanden sind, da

diese flr ein positives ¢-Potential sorgen.®'9

Im nachsten Schritt wurden die SiO.@APTMS-Partikel (169) mit Glutaraldehyd (141) und dem
TPP(NH2)4 (71) versetzt. Um eine maximale Anbindung des Porphyrins 71 an die Oberflache
der Partikel zu gewahrleisten, wurden zunachst verschiedene Lésungsmittel fir die Kopplung
untersucht. Daflir wurden Lésungsmittel getestet, die sowohl das Porphyrin 71 I6sen als auch

mit Wasser mischbar sind, da Glutaraldehyd (141) als 25%-ige wassrige LOsung eingesetzt
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wurde. Es wurden Aceton, DMSO und DMF ausgewahlt und die Reaktion nach Abbildung 109
durchgefihrt.

0]
N (0] (0]
SiOZ*O;Si/\/\NH2 + w TPP(NHy)4 (71) o -
—0 H H Si02<O>Si/\/\N4\/\/\N
—

Lésungsmittel
RT, 1h o NH3

169 141 SI0,@APTMS@GA@TPP(NH 2)s (173)

Abbildung 109: Synthese von SiO:@APTMS@GA@TPP(NHz2)s (173).

Nach der Reaktion wurden die Partikel durch Zentrifugieren und Dispergieren in frischem
Lésungsmittel gewaschen, um Uberschissige bzw. ungebundene Substrate zu entfernen.
Nach Trocknen der Partikel blieb ein braun-rotes Pulver zurlck. Die Partikel wurden UV-Vis-
spektroskopisch untersucht (siehe Abbildung 110). Dazu wurde eine aquivalente Masse an
SiO.@APTMS-Partikeln (169) und SiIO.@APTMS@GA@TPP(NH2)s-Partikeln (173)
eingewogen und einzeln in DMF vermessen. Die Absorption der reinen SiO.@APTMS-
Partikel (169) wurde von der Absorption der SiO.@APTMS@GA@TPP(NH2)s-Partikel (173)

abgezogen, um nur die Absorption zu erhalten, die einzig vom Farbstoff 71 herrihrt.

1
0,9
0,8 Reaktion in Aceton
50,7 ; Reaktion in DMF
% 0,6 y Reaktion in DMSO
205 N\ TPP(NH,), (71)
S 0,4 / i\
2 *
< 0,3 \L
0,2 R T~
0,1 [“mern k -
0 o | Tl
270 370 470 570 670

Wellenlange [nm]

Abbildung 110: Absorptionsspektren der entstanden SiO2@APTMS@GA@TPP(NH2)s-Partikel (173) nach
Reaktion in verschiedenen Losungsmitteln. Zum Vergleich das ungebundene TPP(NH2)4 (71) mit c=10-mol/l. Alle
Spektren sind in DMF gemessen.

Im Vergleich zum Absorptionsspektrum des ungebundenen TPP(NH2)s (71) sind die
Absorptionsbanden breiter und leicht hypsochrom verschoben. Dies sind erste Indizien fur die

erfolgreiche Bindungsknlpfung auf der Oberflache der Partikel.

Die Partikel, die bei der Reaktion in Aceton entstanden sind, weisen bei 436 nm die hochste
Absorption auf. In Aceton ist somit die Beladung der SiO.@APTMS-Partikel (169) am
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effektivsten. Das kann zum einen am unterschiedlichen Dispersionsverhalten der Partikel in
unterschiedlichen Ldsungsmitteln, und zum anderen am Ldslichkeitsverhalten der

eingesetzten Reagenzien liegen.

Um die Menge an TPP(NH2). (71) zu berechnen, die auf der Oberflache der Partikel gebunden
ist, wird das Lambert-Beersche Gesetz genutzt. Dieses sagt aus, dass die Konzentration
proportional zur Absorption ist. Somit kann durch Erstellen einer Verdinnungsreihe des
TPP(NH2)4 (71) eine Kalibriergerade erstellt werden, bei der die Absorption bei 436 nm gegen
die jeweilige Konzentration aufgetragen wird. Die daraus resultierende Geradengleichung
kann genutzt werden, um die Konzentration des Porphyrins 71 in einer Probe zu berechnen.
Die Kalibriergerade wurde erstellt, indem eine Stammlésung des TPP(NH.)s (71) angesetzt
wurde. Diese wurde auf eine Konzentration von 10 mol/l verdiinnt, von dieser Losung
ausgehend die Konzentration jeweils halbiert und UV-Vis-Spektren der Lésungen gemessen
(siehe Abbildung 111).

0,9 105 mol/l
0,8 0.5 * 105 mol/l
5 0.7 0.25 * 10 mol/l
.06
’ 0.125 * 105 mol/l
20,5
o — 0.0625 * 105 molll
c 0,4
3 0.03125 * 105 mol/l
< 0,3
0,2
0,1
A
0 . - —_— — ——
390 490 590 690

Wellenlange [nm]

Die daraus erhaltenen Absorptionen bei 436 nm wurden gegen die jeweils zugehoérige
Konzentration aufgetragen und so eine Kalibriergerade mit der Geradengleichung y = 99750x
erhalten (vgl. Abbildung 112). Der y-Achsenabschnitt verlauft dabei durch den Punkt (0/0), da

bei einer Konzentration von 0 mol/l auch keine Absorption vorhanden sein kann.
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y = 0.0998x
R2 = 0.9997

.“‘

0,00 2,00 4,00 6,00

Konzentration [uM]

8,00 10,00

Abbildung 112: Kalibriergerade zur Konzentrationsbestimmung von TPP(NH2)4 (71) bei der Wellenlange 436 nm.

Mit dieser Geradengleichung kann nun die Konzentration des PS 71 auf den Partikeln flr das
jeweilige Reaktionslésungsmittel berechnet werden. Daflir wurden jeweils die gemessenen
Absorptionswerte der Partikel bei 436 nm in die erhaltene Geradengleichung eingesetzt und

folgende Werte erhalten:

Tabelle 8: Konzentrationen von TPP(NH2)4 (71) auf Nanopartikeln nach Reaktion in verschiedenen
Losungsmitteln.

. . . . . Errechnete Konzentration
Reaktions-Losungsmittel Absorption bei 436 nm
[mol/l]
Aceton 0.714 7.161*10°
DMF 0.405 4.063*10°
DMSO 0.141 1.412*10°

Die berechneten Werte ergeben die Konzentration fiir die Lésung der jeweiligen Partikel, die
UV-Vis-spektroskopisch vermessen wurde. Dabei wurden 0.3 mg Partikel in 3 ml DMF

vermessen.

Fir die durchgefiuihrte Funktionalisierungsreaktion sind mehrere Nebenreaktionen denkbar
(siehe Abbildung 113), weshalb an dieser Stelle auf weitere Berechnungen verzichtet und
zunachst die Optimierung der Funktionalisierung vorgenommen wird. (Auf detaillierte

Berechnungen wird spater ndher eingegangen.)
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1. Quervernetzung von TPP(NH,),4 (71) und GA (141)

HoN NH
QO
o o - >
A~
141
HzN 71 NH2

2. Dimerisierung zweier SiO2@APTMS-Partikel (169) tber GA (141)

L0 L0 0
(0] (0] N Yz NS e
Si03-0 SI/\/\NH . \ —O—S'/\/\N/\/\/\N/\/\S‘— _sio
G 0 2 JJ\/\/U\H S'OZ\O/ | l\g/ 2
169 141

3. Adsorption des TPP(NH,), (71) auf SiOz@APTMS—PartikeIn (169)

L0
@—o —si”™>""NH, * - s.o2 —s|/\/\NH2
~0" .
169

Abbildung 113: Mogliche Nebenreaktionen bei der Umsetzung der SiO2@APTMS-Partikel (169) mit
Glutaraldehyd (141) und TPP(NH2)4 (71).

Die erste dargestellte Nebenreaktion bildet ein quervernetztes Polymer 174 an Porphyrinen,
im englischen auch ,covalent organic framework” (COF)B2% genannt, welches auf Grund des
hohen Molekulargewichtes beim Zentrifugieren ausfallt und so nicht von den gewinschten
Partikeln abgetrennt werden kann. Dieser Prozess wurde durch ein Nebenexperiment
nachgewiesen, bei dem lediglich TPP(NH2)4 (71) und Glutaraldehyd (141) in DMF vermischt
wurden. Dabei fiel ein schwarzer Feststoff aus, der sich weder in Aceton, DMF, DMSO,
Chloroform, EtOH noch in Wasser I6ste. Dieses Nebenprodukt kann also nicht durch Waschen
von den gewilnschten Partikeln 173 abgetrennt werden. AuRerdem verfalscht dieses
Nebenprodukt die Konzentrationsberechnung fir TPP(NH2)s (71) auf der Partikeloberflache,
sodass diese Angaben nicht aussagekraftig sind. Um diese Nebenreaktion zu minimieren,
wurden die Partikel zunachst mit GA (141) fir 10 Minuten zur Reaktion gebracht, sodass das
meiste GA (141) an den Partikeln gebunden sein sollte, bevor der PS 71 hinzugegeben wurde.

Zwar konnte mit dieser Modifikation die 1. Nebenreaktion (Abb. 113) unterdriickt werden,
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verstarkte aber gleichzeitig die zweite denkbare Nebenreaktion, die Dimerisierung zweier
SiO@APTMS-Partikel (169) Uber Glutaraldehyd (141). Diese konnte spektroskopisch zwar

nicht nachgewiesen werden, ist aber eine plausible Nebenreaktion.

Als dritte Nebenreaktion kann das Porphyrin 71 auf der Oberflache der SiO.@APTMS-
Partikel (169) adsorbieren. Auch hierzu wurde ein Kontrollexperiment durchgefuhrt, bei dem
lediglich SiO.@APTMS-Partikel (169) mit TPP(NH2)s (71) vermischt wurden. Die Partikel
wurden mehrfach abzentrifugiert und mit frischem Lésungsmittel dispergiert und gewaschen.
Nachdem das frische Losungsmittel nach dem Dispergieren keine Verfarbung mehr zeigte,
wurden die Partikel getrocknet und UV-Vis-spektroskopisch untersucht. Obwohl kein
Glutaraldehyd (141) an der Reaktion beteiligt war, wiesen die Partikel eine PS-Absorption auf.
Dies bestatigt die Adsorption des PS 71 auf der Oberflache der Partikel 169.

Die zweite Nebenreaktion ist unabhangig vom PS und kann nicht beeinflusst werden, die Dritte
findet auch bei anderen Porphyrinen statt. Die erste dargestellte Nebenreaktion kann
vermieden werden, wenn der PS Uber nur ein Amin verflgt, welches tUber GA (141) mit den
SiO@APTMS-Partikeln (169) kondensiert werden kann. Somit wurde zunachst das
mono-NH-TPP (148) nach der Vorschrift von Song et al.B2" synthetisiert (vgl. Abbildung 114).

Q_~_ 2 Q- QAT

NaNO, SnCly* 2H,0
TFA HCI
RT, 3 min 60°C,1h
TPP (60) mono-NO,-TPP (177), 26% mono-NH,-TPP (148), 94%

Die erste Reaktion der Nitrierung kann an jedem der vier Phenylringe des TPP (60) stattfinden.
Da hier mehrfach NO2-substituierte TPP-Molekiile entstehen konnen, wird Natriumnitrit nur mit
1.8 Aquivalenten eingesetzt und die Reaktion bereits nach drei Minuten, durch Zugabe von
Eis, abgebrochen. Trotzdem kann die Entstehung von 2-fach, 3-fach und 4-fach
NOz-substituierten Porphyrinen nicht vermieden werden. Dies erklart die geringe Ausbeute
des mono-NO2-TPP (177). Das Produktgemisch musste zunachst saulenchromatographisch
voneinander getrennt werden, um einzig das mono-NO;-substituierte Porphyrin 177 zu
erhalten. Die Reduktion zeigte mit 96% nahezu quantitative Ausbeute. Das

mono-NH2-TPP (148) konnte so in 24% Ausbeute Uber zwei Stufen dargestellt werden.

Der PS 148 wurde UV-Vis-spektroskopisch untersucht und aquivalent zum Vorgang bei

TPP(NH)4 (71) eine Verdinnungsreihe erstellt (vgl. Abbildung 115), aus welcher wiederum
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eine Kalibriergerade zur Konzentrationsbestimmung des mono-NH2-TPP (148) erhalten

werden konnte (siehe Abbildung 116).
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Abbildung 115: Absorptionsspektren von mono-NH2-TPP (148) in verschiedenen Konzentrationen, gemessen in

DMF.
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Abbildung 116: Kalibriergerade zur Konzentrationsbestimmung von mono-NH2-TPP (148).

Die SiO.@APTMS-Partikel (169) wurden nach der bereits vorgestellten Methode Uber
GA (141) mit dem PS 148 funktionalisiert, sodass die SiO;@APTMS@GA@mono-NH»-TPP-
Partikel (178) erhalten wurden (vgl. Abbildung 117).
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1. GA (141) /O\ P
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~ 2. mono-NH,-TPP (148 Si0,—O—Si N N
@“’?SiMNHz ST 8%
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169

SIO.@APTMS@GA@mono-NHo-TPP (178)

Die Partikel wurden UV-Vis-spektroskopisch untersucht und die Absorption bei 418 nm als
indikativ verwendet. Mit der erstellten Kalibriergerade zur Konzentrationsbestimmung des
Porphyrins 148 wurden die in Tabelle 9 angegebenen Konzentrationen fiir die vermessenen

Partikel berechnet.

» Nanooartikel in nm Errechnete Konzentration von mono-NH.-TPP (148)
P auf SiO, Partikeln
75*1 1.09*10°% mol/I
85*1 8.86*10°" mol/l
114 2.28*107 mol/l
465 1.61*107 mol/l
547 1.52*107 moll/l

*fir die Messung wurden 1.25 mg Partikel (statt 0.3 mg) in 3 ml DMF vermessen.

Aus den erhaltenen Konzentrationen kénnen weitere Berechnungen durchgefihrt werden, um
eine konkretere Vorstellung Uber die Beladung der Nanopartikel zu erhalten. Unter der
Annahme, dass die Partikel jeweils alle den gleichen Radius, die Form einer perfekten Kugel
besitzen und die Dichte von SiO.-Nanopartikeln 1.85 g/cm? %2 betragt, ergeben sich die in
Tabelle 10 aufgeflhrten Daten (ausfuhrlichere Erklarung zu den berechneten Daten befinden

sich im Experimentalteil, Kapitel 6.2.3.3):
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Tabelle 10: Errechnete Werte fur die Beladung der SiO2-Partikel (178) mit mono-NH2-TPP (148).

i Anzahl . mono-NHa-
Partikeldurch- | _volmen | Oberflache - p | _Porphyrin- o 48
pro Partikel | pro Partikel Teilchen 148
messer [nm] [me] [m?] 148 pro I pro1g
Partikel Partikel [mg]
75 2.21*102%2 4.42*10°" 645 1.46*10" 1.65
85 3.21*1022 5.67*10° 762 1.34*10" 1.34
114 7.76*1022 1.02*10 1970 1.93*10" 1.43
440 4.46*10% 1.52*10"3 80086 5.27*10" 1.01
547 8.57*102° 2.35%10™ 145497 6.19*10" 0.96

Die Auftragung der Masse an mono-NH.-TPP (148) auf einem Gramm der Nanopartikel, gegen

den Durchmesser der dazugehdrigen Partikel bildet folgenden Graphen (siehe Abbildung 118,

rechts):
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Abbildung 118: Links: Oberflachen-Volumenverhaltnis in Abhangigkeit der Partikelgrof3e. Rechts: Beladung von
einem Gramm Nanopartikel mit mono-NH2-TPP (148) in Abhangigkeit der PartikelgréRe.

Je kleiner die Partikel, desto mehr mono-NH>-TPP (148) kénnen pro Gramm SiO2-Partikeln

gebunden werden. Dies hangt mit dem hohen Oberflachen-Volumenverhaltnis der Partikel

zusammen. Je kleiner die Partikel, desto groRRer wird dieses Verhaltnis (siehe Abbildung 118,

links). Da das Volumen flir 1 g Partikel (bei gleicher Dichte) gleichbleibt, in diesem Volumen

aber je nach Partikelgré3e unterschiedliche viele Partikel enthalten sind, ergibt sich flr kleine

Partikel mit einer relativ betrachteten grofieren Oberflache auch mehr mono-NH»-TPP (148),
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welches in 1 g Partikel gebunden ist. Einzig der Wert fiir die 85 nm grofden Partikel fallt ein
wenig aus der Reihe, hier sollte mehr PS in einem Gramm Partikel enthalten sein als in den
114 nm grolien Partikeln. Diese Abweichung ist auf Schwankungen der Reaktions-
bedingungen, wie zum Beispiel Umgebungstemperatur, Rihrgeschwindigkeit, Mess-
ungenauigkeiten beim Abwiegen der Substanzen etc. zurtickzufihren. Fir die Werte, die aus
Tabelle 10 hervorgehen, sind einige Vereinfachungen und Annahmen getroffen wurden. Die
Werte stellen also kein exaktes Bild der Realitdt wieder, ndhern sich dieser aber an und

ergeben ein gutes Bild Uber die Beladung der Partikel.

Die in Abbildung 113 dargestellte Nebenreaktion 1, die fur das TPP(NH2)s (71) denkbar ist,
sollte mit dem mono-NH,-TPP (148) als PS vermieden werden. Die Nebenreaktion 3, welche
die Adsorption des Porphyrins auf der Oberflache der Silika-Nanopartikel darstellt, ist nach wie
vor auch fir das mono-NH,-TPP (148) mdglich. Aus diesem Grund wurde ein
Kontrollexperiment durchgeflihrt, bei dem die Funktionalisierungsreaktion einmal mit und
einmal ohne Glutaraldehyd (141) als Vernetzungsreagenz durchgefiihrt wurde. Nach
Aufreinigung und Trocknen der Partikel wurden diese auf ihr Absorptionsverhalten untersucht
(siehe Abbildung 119).

0,35
0,3

0,25 Kovalente Bindung (mit GA (141))
Adsorption (ohne GA (141))

o
N

Absorption [a.u.]
o
o

o
-

0,05

270 320 370 420 470 520 570
Wellenlange [nm]

Die Absorptionsspekiren zeigen fir die Nanopartikel, die Uber das Vernetzungsreagenz
Glutaraldehyd (141) mit dem PS mono-NH>-TPP (148) verknipft sein sollten, eine hdhere
Absorption (siehe Abbildung 119, blaues Spektrum) als fur die Partikel, bei der die Reaktion
ohne Glutaraldehyd (141) stattgefunden hat (siehe Abbildung 119, orangenes Spektrum). Die
Absorption, die hier bestimmt wurde, muss von PS 148 stammen, der auf der Oberflache nur

Uber physikalische Krafte mit dieser wechselwirkt. Die Reaktion mit Glutaraldehyd (141) sorgt
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also zum einen fiur eine kovalente Bindung zwischen Partikeln und PS 148 und zum anderen
fur eine effektivere Beladung mit PS, sodass auch die 'O,-Generierung effizienter sein sollte.
Allerdings kann daraus nicht geschlussfolgert werden, dass die Porphyrinmolekiile 148
ausschlief3lich Gber kovalente Bindungen an die Partikel gebunden sind. So ist es denkbar,
dass ein Teil kovalent gebunden und ein Teil Gber physikalische Wechselwirkungen auf der
Oberflache adsorbiert vorliegt. Zu welchem Anteil, welche Bindung zwischen Partikeln und PS
vorliegt, kann Gber das Absorptionsspektrum der Partikel allerdings nicht bestimmt werden. Es
wird flir die nachfolgenden Experimente deshalb in Kauf genommen, dass ein kleiner Anteil

an adsorbiertem PS beim Dispergieren der Teilchen wieder geldst werden kdnnte.

Auch hier wurde ein Kupferkomplex des mono-NH,-TPP (148) gebildet, wie er bereits zuvor
mit dem TPP(NH2)4 (71) hergestellt wurde (siehe Abbildung 120).

NH, NH>

Qo QL

T Cu(CH3C00), DMSO
179 100 °C, 3 h

o = O o - O

148 180

Auf Grund der schlechten Léslichkeit von Porphyrin 180 bestanden flir die Analytik ahnliche
Schwierigkeiten wie bereits zuvor bei den Komplexen 154, 155 und 156 mit TPP(NH2)4 (71).
Durch UV-Vis-Spektroskopie konnte jedoch verifiziert werden, dass das Metall im Porphyrin

komplexiert sein sollte (siehe Abbildung 121).
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Abbildung 121: UV-Vis-Spektrum des Kupferkomplexes 180 im Vergleich zum freien Liganden mono-NHz2-
TPP (148) in DMF.

Hier gelten die gleichen Argumente fir eine erfolgreiche Komplexierung, wie auch in
Kapitel 4.1.3.2 fur die Metallkomplexe 154, 155 und 156 mit TPP(NH2)4(71) bereits diskutiert.

Der hergestellte Kupferkomplex 180 wurde auf die gleiche Weise zur Funktionalisierung der
SiO.@APTMS-Partikel (169) eingesetzt, wie auch das freie Porphyrin 148 (vgl.
Abbildung 122).

o 1. GA (141)
TN 2. [Cu(mono-NH,-TPP)] (180
Si0s—051 - " NH, [Cu( 2-TPP)] (180)
e DMF
-0
RT, 1h

169

SI0,@APTMS@GA@[Cu(mono-NH,-TPP)] (181)

Abbildung 122: Funktionalisierung der SiO2@APTMS-Partikel (169) mit dem Kupferkomplex 180.

Nach Aufreinigung der Partikel, wurde im Absorptionsspektrum der Partikel 181 die Absorption
des Kupferkomplexes detektiert (siehe Abbildung 123), was fir eine erfolgreiche

Funktionalisierung der Partikeloberflache spricht.
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Abbildung 123: Absorptionsspektrum der SiO2@APTMS@GA@[Cu(mono-NH2-TPP)] (181). Gemessen in DMF.

Die Funktionalisierung der SiO.@APTMS-Partikel (169) tber GA (141) und einem Amin wurde
ebenfalls mit dem synthetisierten Amin 162 durchgefuhrt (vgl. Abbildung 124).

Aceton oder DMF,
RT, 1h

Abbildung 124: Funktionalisierung der SiO2@APTMS-Partikel (169) mit Amin 162.

Als Lésungsmittel wurden Aceton und DMF getestet. Die Partikel waren nach der Reaktion
gelb gefarbt. Im UV-Vis-Spektrum konnte allerdings keine charakteristische Absorption des
Terpyridinderivats (162), sondern nur die Streuung der Partikel beobachtet werden. So konnte
die  Funktionalisierung nicht bewiesen werden. Auch durch Variation der
Reaktionsbedingungen gelang es nicht, die erfolgreiche Synthese der Partikel 182

nachzuweisen.

4.1.4 Nachweis der 'O2-Generierung unter Belichtung mit 455 nm
Die hergestellten PS und damit funktionalisierte SiO>-Nanopartikel wurden im nachsten Schritt

auf ihre Fahigkeit Singulett-Sauerstoff generieren zu kdnnen, untersucht.

Fur den Nachweis von 'O; sind in der Literatur verschiedene Methoden beschrieben. Zum
Beispiel kann eine 'O.-spezifische Lumineszenz bei ca. 1270 nm gemessen werden. Dies
bendtigt allerdings spezielle Analysegerate®?®! und die Emission ist meist nicht von hoher

Intensitat. Einfacher umzusetzen ist die Reaktionsverfolgung eines Substrats, welches selektiv
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und sensitiv mit 'Oz reagiert ('O2-Probe), sobald sich dieses in rédumlicher Nahe befindet. Uber
spektroskopische Analysemethoden kann dann z.B. Uber die Quantifizierung der gebildeten
Produkte auf den Umsatz des Substrats, und damit indirekt auf die '0.-Bildung
zurtckgeschlossen werden. Dafir kann die UV-Vis-Spektroskopie als Analysemethode
herangezogen werden. Gemal® des Lambert-Beerschen Gesetzes ist die Absorption
proportional zu Konzentration.??¥ Die Auswahl eines Substrats, dass nach der Reaktion mit
'0, sein n-System verandert bzw. auflost, lasst durch die Absorptionsabnahme auf eine
Abnahme der Substratkonzentration und damit auf die Bildung von 'O, zurlickschlieRen.
Dieser spektroskopische Nachweis ist bereits in der Literatur beschrieben.??> 321 Die Methode
wurde genutzt, und die hergestellten Photosensibilisatoren auf ihre Fahigkeit 'O, zu

produzieren, untersucht.

Zunachst wurde Diphenylbenzoisofuran (DPBF, 183) als 'O.-Quencher eingesetzt. Es reagiert
mit 'O2 in einer [4+2]-Cycloaddition mit dem Furanring des DPBF (183) wodurch das
konjugierte n-System unterbrochen wird (siehe Abbildung 125).

= '0
CLp = g8 —- UL
= 0 -H,0 0

DPBF (183) 184 185

Dafir wurde sowohl von DPBF (183) als auch mit dem zu untersuchenden PS eine
Stammlésung in DMF angesetzt. Diese wurden in einer UV-KUlvette miteinander vermischt und
zum Zeitpunkt t=0 ein Absorptionsspektrum gemessen. Hier ist der Anteil des Substrats noch
auf 100% angesetzt. Die Konzentrationen wurden so gewahlt, dass die Absorption des
DPBF (183) im Bereich <1 liegen. Dann wurde die Kuvette in eine Versuchsapparatur
angebracht und Sauerstoff eingeleitet (siehe Abb. 126). Die Kuvette wurde fiir eine bestimmt
Zeit mit Licht bestrahlt und dann erneut ein Absorptionsspektrum aufgenommen. Zunachst
wurde das Experiment unter Bestrahlung mit weilen LEDs, spater mit blauen LEDs
(AEmission= 455nm) zur Imitation der Cerenkov-Strahlung durchgefiihrt. Zwischen Messung und

Belichtung wurde die Klvette in einem lichtundurchlassigen Gefal transportiert.
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Abbildung 126: Versuchsaufbau der Belichtungsexperimente zur 'O2-Detektion via UV-Vis-Spektroskopie. Links:
Belichtung mit weiflen LEDs, rechts: Mit blauen LEDs als Lichtquelle. Sauerstoff wird jeweils Uber einen Schlauch
in die Losung geleitet.

Ein Kontrollexperiment, bei dem das Substrat 183 ohne zusatzlichen PS belichtet wurde,
zeigte, dass es unter den gegebenen Bedingungen nicht stabil ist und sehr schnell zerfallt.
Dies wurde sowohl bei der Belichtung mit Tageslicht als auch mit 455 nm beobachtet (siehe

Abbildung 127).
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Abbildung 127: Zeitabhangige Absorptionsspektren der Belichtung von DPBF (183) ohne zusatzlichen PS. Oben:

Dies wurde die Aussagekraft Uber die PS-Sensibilisierungsaktivitat verfalschen und wurde
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Mit 455 nm, unten: Mit weilen LEDs. Die Spektren wurden in DMF gemessen.

somit als Substrat zur Detektion von 'O, ausgeschlossen.

Als weiteres Substrat wurde 9,10-Diphenylanthracen (186) eingesetzt. Auch dieses Substrat
reagiert unter Verlust des konjugierten n-Systems mit 'O, (siehe Abbildung 128), sodass liber

Absorptionsabnahme bei 356 nm auf den Abbau des Substrats bzw. auf 'O,-Generierung

zurlick geschlossen werden kann.B!
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Abbildung 128: Reaktion von DPA (186) mit 'O».

Auch hier wurde zunachst das Substrat 186 ohne Zugabe eines PS belichtet. Das Substrat
bleibt unter den gegebenen Bedingungen, sowohl bei Belichtung mit weilRen LEDs als auch
mit 455 nm stabil (siehe Abbildung 129). Die Absorption bleibt also konstant, solange kein PS

hinzugegeben wird.
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Abbildung 129: Zeitabhangiger Anteil von DPA (186) wahrend Belichtung unter O2-Zufuhr ohne Zugabe eines PS
mit 455 nm (blau) und mit weiRen LEDs (rot).

Im weiteren Verlauf wurde untersucht, ob mono-NH>-TPP (148) als PS geeignet, und
DPA (186) als Substrat unter Beobachtung der Absorptionsabnahme verwendet werden kann.
Die Konzentration des PS 148 und des Substrats DPA (186) wurde so gewahlt, dass die
Absorptionen zu Beginn des Experimentes ungefahr gleich und ausreichend intensiv sind.
Dann wurde in regelmafigen Intervallen mit 455 nm unter Oz-Zufuhr belichtet, und im
Anschluss direkt ein Absorptionsspektrum aufgenommen (siehe Abbildung 130). In der
Zwischenzeit wurden die Proben lichtgeschiitzt gelagert, um eine Fortsetzung der Reaktion

bei Tageslicht zu verhindern.
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Abbildung 130: Belichtung von DPA (186) unter 455 nm mit mono-NH2-TPP (148) als PS und O2-Zufuhr.

Anhand der zeitabhangigen Abnahme der Absorption bei 356 nm ist zu erkennen, dass das
n-System des Substrats DPA (186) abgebaut wird. Dies ist auf die Reaktion mit 'O, welches
durch mono-NH.-TPP (148) generiert wird, zurlickzuflihren. Dies bestatigt zum einen, dass
der eingesetzte PS 148 'O, generieren kann und des Weiteren, dass DPA (186) als Substrat

zum Nachweis von '02 verwendet werden kann.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurden verschiedene PS hinsichtlich ihrer Fahigkeit 'O

zu generieren, mit DPA (186) als 'O.-verbrauchendes Substrat, untersucht.
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Abbildung 131: Zeitabhangiger Abbau von DPA (186) unter Belichtung mit 455 nm, Sauerstoffzufuhr und unter
Zugabe verschiedener PS. Gemessen in DMF.
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Die in Abbildung 131 gezeigten Graphen zeigen die Fahigkeit der eingesetzten PS, Singulett-
Sauerstoff generieren zu kénnen. Hierbei gilt zu beachten, dass die zeitabhangigen
Messungen keine verbindliche Aussage Uber die Effizienz bzw. Geschwindigkeit des
Substratabbaus treffen kdnnen, da der Sauerstoffdurchfluss nicht exakt bestimmt wurde. Eine
Tendenz ist jedoch abzuleiten. Mono-NH2-TPP (148) und die entsprechend funktionalisierten
SiO.-Partikel 178 bauen DPA (186) schnell ab, d.h. sie bilden effizient '0,. Die
funktionalisierten Partikel 178 scheinen im Vergleich zum freien Porphyrin 148 nach
25 Minuten effizienter 'O, zu bilden. Das Agglomerieren der Partikel 178 kann nach einiger
Zeit zur Beeinflussung der Absorption bei 356 nm flihren. So kdnnen die Anteile des DPA (186)
an dieser Absorption nicht mehr exakt bestimmt werden. Die SiO.@APTMS@GA@[Cu(mono-
NH.-TPP)]-Partikel (181) scheinen im Vergleich weniger 'O, zu generieren, da nach
60 Minuten erst ~30% des DPA (186) abgebaut sind. Sowohl das synthetisierte
Aminophenylterpyridin (162), als auch der entsprechende Kupfer-Komplex 165 sind
vollkommen inaktiv in der 'O.-Generierung, DPA (186) bleibt hier stabil und wird nicht
abgebaut. Dies ist darin begriindet, dass die Extinktionskoeffizienten der Porphyrine 148 und
180 im Bereich von 455 nm hdher sind als die des Terpyridinderivats 162 und des Terpyridin-
Kupferkomplexes 164 (siehe Abbildung 132).
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Dies bedeutet eine effizientere Anregung des PS in den angeregten Singulett-Zustand. Von
dort findet ISC statt und der Triplett-Triplett Energietransfer auf 3O fiihrt zur 'O2-Generierung.
Hierbei spielt die Fluoreszenzquantenausbeute eine entscheidende Rolle. Hohe
Quantenausbeuten bedeuten, dass der PS ineffizient ISC in den Triplett-Zustand eingeht,
niedrige Fluoreszenzquantenausbeuten (wie z.B. bei Porphyrinen) bedeuten das Gegenteil.

Das erklart auch, warum der Kupferkomplex des mono-NH»>-TPP 180 weniger bzw. langsamer
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0, generiert als der freie Ligand 148. In Abbildung 126 ist der Belichtungsaufbau abgebildet.
Rechts im Bild ist die Klvette mit der fluoreszierenden Lésung des Kupfer-Komplexes 180
bereits mit bloliem Auge zu erkennen. Die ISC-Rate scheint durch die Komplexierung von
Kupfer gemindert, und der Ubergang zuriick in den Singulett-Grundzustand des PS erfolgt hier

eher Uber Fluoreszenz.

Trotzdem demonstriert dieses Experiment, dass SiO.@APTMS@GA@[Cu(mono-NH,-TPP)]-
Partikel (181) 'O. generieren kénnen. Somit ist die Anwendung eines radioaktiven Isotops als

Lichtquelle, welche vom PS komplexiert wird, denkbar und vereinfacht den Ansatz.

4.1.5'02-Generierung mit Cerenkov-Strahlung als Lichtquelle

Im Folgenden wurden Experimente durchgefihrt, bei denen das erste Konzept unter
Anwendung von tiefem Licht untersucht wird. Alle Experimente, bei denen radioaktives
Material verwendet wurde, wurden von Dr. Swen Humpert (Forschungszentrum Jlich) als

fachkundige Person durchgefiihrt.

4.1.5.1 Spektroskopischer Nachweis mit ®®Ga als Lichtquelle

Nachdem gezeigt wurde, dass die synthetisierten PS 'O, in Gegenwart von Sauerstoff und
Licht generieren kdénnen, wurde untersucht, ob ein Nuklid, welches Cerenkov-Strahlung
emittiert, als Lichtquelle genutzt werden kann. Dazu wurde das Nuklid ®Ga untersucht. Um
den Effekt nachzuweisen, wurde die bereits vorgestellte spektroskopische Methode genutzt,
bei der die Absorptionsabnahme durch Abbau des DPA (186) verfolgt und indirekt auf die 'O,-
Generierung zurlickgeschlossen werden kann. Als PS wurde exemplarisch mono-NH-
TPP (148) eingesetzt. Die Konzentrationen wurden so gewahlt, dass eine adaquate
Auswertung maoglich ist. Auf Grund des hohen Extinktionskoeffizienten des PS 148 (siehe
Abbildung 133), musste dieser circa 40-fach verdinnt werden, um neben dem DPA (186)

vorliegend, ein auswertbares UV-Vis-Spektrum zu erhalten.
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Abbildung 133: Oben: UV-Vis-Spektren von DPA (186) und mono-NH2-TPP (148) in DMF zum Vergleich der
Extinktionskoeffizienten. Unten: VergréRerungsausschnitt.

Um den Effekt der Cerenkov-Strahlung von %Ga zu untersuchen, wurden zwei Experimente
durchgefuhrt. Beim ersten wurde eine L6sung aus DPA (186) und PS 148, beim zweiten nur
eine Losung aus DPA (186), ohne PS (=Kontrollexperiment), mit %8Ga versetzt. Beide
Experimente wurden mit Sauerstoff Uberschichtet und 24 Stunden im Dunkeln gerihrt. Vor
Zugabe des Nuklids, sowie nach dessen vollstandigem Zerfall, wurde jeweils ein UV-Vis-
Spektrum aufgenommen (siehe Abbildung 134). Der Ubriggebliebene Anteil des DPA (186)

wurde anhand der Absorptionsabnahme berechnet.
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Abbildung 134: oben: Ausschnitt der UV-Vis-Spektren der Reaktionslésungen vor und nach der Zugabe von %8Ga.
Unten: DPA-Anteil (186) in Prozent nach Ablauf des Experiments.

Die Absorptionsspektren zeigen, dass DPA (186) auch ohne Zugabe eines PS abgebaut wird.
Die Absorption im Kontrollexperiment ohne Sensibilisator nimmt um rund 12%, im Experiment
mit Sensibilisator nur rund 9% ab. Dies war zunachst entgegen den Erwartungen, erwies sich
jedoch bei genauer Uberlegung als erklarbar. In der Literatur durchgefiihrte Monte-Carlo
Simulationen zeigen, dass viele Cerenkov-Strahlung emittierende Nuklide im UV-Bereich am

meisten Photonen emittieren (siehe Abbildung 135).52"]
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Abbildung 135: Emissionsspektren verschiedener Cerenkov-Strahlung emittierender Nuklide. Die Anzahl an

Photonen ist relativ zur Anzahl an freigesetzten Photonen von '8F bei 100 nm ausgedriickt. Entnommen und

modifiziert aus 3271, Das Emissionsspektrum von 8Ga tberlagert mit dem des %°Y und ist deshalb schwer zu
erkennen.

In Abbildung 135 ist zu erkennen, dass fiir ®Ga die Emission bei 418 nm, die Wellenlange, die
der PS 148 am starksten absorbiert, relativ schwach ist. Die Photonenausbeute im UV-Bereich
ist im Vergleich dazu hoher. Die mit dieser Wellenlange emittierten Photonen kdnnen vom
DPA (186) absorbiert werden (vgl. Abbildung 133). Dies lasst vermuten, dass DPA (186) in
diesem Experiment selbst als PS agiert: DPA (186) absorbiert die freiwerdende Strahlung des
®Ga, wird selbst in den angeregten Singulett-Zustand, danach (ber ISC in den Triplett-
Zustand Uberfiihrt und transferiert schlussendlich die Energie auf den umliegenden 30..
Dadurch entsteht '0,, mit welchem DPA (186) selbst reagiert. Dies resultiert dann in der zu

beobachtenden Absorptionsabnahme.

Um diese Vermutung zu beweisen, wurde ein Experiment durchgefihrt, bei dem alleine
DPA (186) mit 300 nm belichtet wurde. Dabei wurden Experimente unter Normalbedingungen,
mit zusatzlicher O2-Einleitung und unter Schutzgas durchgefiihrt. Die Lésungen wurden
jeweils zu Beginn und anschlief3end in regelmafigen Zeitabstanden UV-Vis-spektroskopisch
auf den Anteil von DPA (186) untersucht.
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Abbildung 136 zeigt eindeutig den sauerstoffabhdngigen Abbau des DPA (186) unter
Bestrahlung mit 300 nm. Wird O in die Lésung eingeleitet, so wird das Substrat mit der Zeit
abgebaut, durch vorheriges Entgasen der Losung mit Argon bleibt das Substrat jedoch stabil.
Bei Belichtung der Ldésung ohne Sauerstoffzufuhr oder vorheriges Entgasen, liegt der
zeitabhangige prozentuale Abbau von DPA (186) zwischen beiden Kurven, da der noch in der
Lésung vorliegende Sauerstoff sensibilisiert werden kann und mit dem DPA (186) reagiert.
Dieser Anteil ist nachvollziehbar geringer als im Experiment mit zusatzlich eingeleitetem
Sauerstoff, sodass hier weniger 'O, gebildet wird und das Substrat langsamer abreagiert. Das
heil3t im Umkehrschluss, dass der Abbau des DPA (186) im Experiment, bei welchem die
Cerenkov-Strahlung von ®Ga als Lichtquelle genutzt wurde, auf die Generierung von 'Oy,

sensibilisiert durch DPA (186) selbst, zurtickzufiihren ist.

Damit ist eindeutig belegt, dass die Strahlung, welche von ®Ga emittiert wurde, ausreicht, um
'0, zu generieren. Dabei ist die Nutzung eines PS, der im UV-Bereich absorbiert, wie z.B.
DPA (186), zu empfehlen.

Dass der Effekt im hier durchgefuhrten Experiment gering ist, ist auf zwei Faktoren
zuruckzufihren. Zum einen war es nicht méglich Sauerstoff in die Reaktionslésung einzuleiten,
es wurde lediglich ein Ballon mit O, geflutet und dieser Uber den Offnungen der
ReaktionsgefalRe ausgelassen, sodass die Lésung mit Sauerstoff Uberschichtet, aber
keinesfalls gesattigt war. Der in der Losung enthaltene Sauerstoff stellt also einen limitierenden
Faktor dar, denn sobald dieser verbraucht bzw. als '0, abreagiert ist, kann kein weiterer 'O
generiert werden. Des Weiteren ist die Intensitat der verwendeten Cerenkov-Strahlung viel
geringer als in den Experimenten, in denen mit externer Lichtquelle (12 LEDs, 14 W, 455 nm)

gearbeitet wurde. Zusatzlich wird die Cerenkov-Strahlungsquelle mit dem Nuklidzerfall

128



4. Ergebnisse und Diskussion

schwacher. Mit Hilfe des zeitabhangigen Zerfallsgesetztes (Formel 2) kann naherungsweise
berechnet werden, wie viele Nuklide in dem Experiment zerfallen sind und so auf die Anzahl

maximal freiwerdender Photonen zuriickgeschlossen werden.

SLIOM
N(t) = Npe ‘2

N stellt dabei die Anzahl der Nuklide dar, die nach dem Zeitpunkt t noch nicht zerfallen bzw.
noch vorhanden sind. Ny ist die Anzahl der Nuklide die zum Zeitpunkt t=0, also zu Beginn des
Experiments vorhanden sind. Die Halbwertszeit ti>. von ®Ga betragt 67.63 Minuten
(=1.13 h).B2® Es wurden 191 MBq (=191*10°Bq) pro Experiment eingesetzt, dies ist
gleichzusetzen mit der Anzahl der zerfallenden Nuklide, sprich 191*10°Nuklide/Sekunde 2
687600*10° Nuklide/Stunde. Diese Werte konnen in Formel 2 eingesetzt werden. Um
herauszufinden, wie viele Nuklide im Zeitraum von t = 0 (Beginn des Experiments) bis t=24

(Ende des Experiments) zerfallen sind, wird das Integral von 0-24 gebildet:
24 —In (2)*t
J 687600 * 10%e 113 " dt
0

= 1.121*10"2 zerfallene Nuklide in 24 h

In der Literatur gibt es computerberechnete Angaben fiir die Photonenausbeute von
bestimmten Nukliden. Fir %Ga ist ein Wert von 33.9 Photonen pro Zerfall angegeben.?39
Damit kann die Anzahl an freiwerdenden Photonen im Zeitraum des Experiments berechnet

werden:
1.121*10'%33.9 = 38.0019*10"2 freigesetzte Photonen (in 24 h)

Angenommen jedes Photon wiirde zur Generierung eines 'O2-Molekiils fiihren, so ist die
Anzahl der Photonen gleichzusetzen mit der Anzahl der generierten '0O.-Molekiile und kann

mit Hilfe der Avogadro-Konstante in die Stoffmenge umgerechnet werden:

38.0019 * 1012

=6.310 1071 = 0.063 )
6.02214076 * 1023mol~1 * nmo

Wenn jedes Molekill 'O, mit einem DPA reagieren wiirde, so wiirden 20.81 ng DPA (186)
abgebaut. Dies entspricht nur 0.41% der anfanglich eingesetzten Menge an DPA (186) und
spiegelt nicht das Ergebnis der UV-Vis-spektroskopischen Untersuchung der Reaktionslésung
am Ende des Experimentes wider. Jedoch muss beachtet werden, dass der Wert der
emittierten Photonen von %8Ga nur im Bereich von 400-800 nm berechnet wurde!?**! und somit
nur anndhernd genutzt werden kann. Die Photonenausbeute im UV-Bereich bzw. dort, wo
DPA (186) absorbiert, ist viel hdher (vgl. Abbildung 135). Fir diesen Bereich ist allerdings kein

konkreter Wert an emittierten Photonen in der Literatur zu finden. Um den Wert zu erreichen,
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der aus der spektroskopischen Methode hervorgeht, muss ungefahr das 29-fache an
Photonen pro Zerfall emittiert werden (= 983 Photonen/Zerfall). So beliefe sich der Abbau des
Substrats 186 mit der aufgefiihrten Rechnung auf 11.9 =12%. Ob dieser Wert realistisch ist,
kann nicht abschliefiend bewertet werden. Allerdings werden in der bereits zuvor aufgefihrten
Literatur ebenfalls 'O,-Mengen berechnet, die durch Kombination verschiedener Isotope mit
einem Sensibilisator gebildet werden konnen. Hier sind die berechneten Werte fur die
theoretisch moglich gebildete Menge an 'O, Molekilen deutlich héher und geben einen
sichtbaren Effekt hinsichtlich der Generierung an, wobei mit wesentlich weniger Aktivitat
(10 kBq) gerechnet wurde.?”] Die Herangehensweise nach Formel 2 scheint im Vergleich
auch ungenau, da viele Parameter, die die 'O,-Generierung beeinflussen (Photonenenergie,
Schichtdicke, Konzentration des PS, Sauerstoffgehalt etc.) nicht beachtet werden. Somit sind

die oben berechneten Werte nur als Annaherung und als grobe Abschatzung zu verstehen.

Neben der Lichtintensitat spielt zusatzlich das Losungsmittel eine Rolle bei der Entstehung der
Cerenkov-Strahlung und somit der Effizienz der '0O,-Generierung. Ein dielektrisches Medium
wird bendtigt, welches die freiwerdende Ladung (Positron oder Elektron) stabilisieren kann,
damit Cerenkov-Strahlung emittiert werden kann (vgl. Kapitel 2.5.1.1.5). Die Permittivitat oder
dielektrische Leitfahigkeit ¢ eines Stoffes oder Lésungsmittels ist ein MaR fir die stabilisierende
Eigenschaft der elektrischen Ladung in diesem Medium. Je héher diese Konstante ist, desto
besser kann das Medium die Ladung stabilisieren. Wasser besitzt eine hohe
Dielektrizitatskonstante mit ¢ = 78.5 F/mB2%, konnte allerdings auf Grunde der Loslichkeit der
verwendeten Substanzen nicht genutzt werden. DMF hingegen liegt mit ¢ = 36.7 F/mB2 unter
dem Wert des Wassers, es stabilisiert eine elektrische Ladung also schlechter als Wasser.
Auch dies setzt die maximale Ausbeute an 'O; herab. Eine Verbesserung der Konditionen
bzw. eine héhere Ausbeute an Cerenkov-Strahlung koénnte erzielt werden, wenn ein DMF-
Wassergemisch genutzt wird. Akerlof zeigte bereits 1932, dass die Dielektrizitdtskonstanten
fur polare, organische Ldsungsmittel drastisch erhéht wurden, wenn ihnen Wasser
beigemischt wird.3*% DMF wird in dieser Literatur zwar nicht untersucht, jedoch ist der Trend
klar zu erkennen und somit vorstellbar, dass die Dielektrizitdtskonstante eines DMF-

Wassergemischs ebenfalls héher ist, als die des reinen DMF.

Auf der anderen Seite besitzt das DPA (186), welches im Experiment als PS dient, eine hdhere
Fluoreszenz-Quantenausbeute (¥ = 80-96%), als Porphyrine (® = 10%).3" So wird die meiste
Energie, die durch das Absorbieren der Photonen aufgenommen wird, vorzugsweise in Form
von Fluoreszenz wieder freigesetzt, statt einem Triplett-Triplett Energietransfer auf 20, zur
Verfugung zu stehen. Dies erklart, warum der Abbau des DPA (186) mit ca. 10% zunachst
gering erscheint. Mit den eben aufgefihrten Argumenten mussen diese 10% allerdings als

hoch eingestuft werden, da die Reaktionsbedingungen eine 'O,-Generierung erschweren.
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Das Experiment konnte jedoch keinen Aufschluss dartiber geben, ob von %Ga ausreichend
Photonen bei 418 nm emittiert werden, die zur 'O,-Generierung durch den PS mono-NH;-
TPP (148) fuhren.

Es gibt keine anderen Substrate, die unter Reaktion mit 'O, ihr konjugiertes n-System
verlieren, aber nicht gleichzeitig Cerenkov-Strahlung absorbieren kdnnen. Zusatzlich sollte die
Absorption des Substrats nicht mit der Absorption des PS Uiberlappen. Die Methode der UV-
Vis-Spektroskopie ist flr das ursprlingliche Vorhaben also wenig geeignet, konnte aber bereits
beweisen, dass 'O, mit ®Ga als Cerenkov-Lichtquelle generiert werden kann. Aus dem
Experiment kann geschlussfolgert werden, dass bei Verwendung der Cerenkov-Strahlung als
Lichtquelle fir eine PDT, PS genutzt werden sollten, die im UV-Bereich absorbieren, um die

Strahlung moglichst effizient zu absorbieren und somit mehr 'O, generieren zu kénnen.

4.1.5.2 Zelliiberlebenstest mit "°F

Wie bereits erwahnt konnte Uber die spektroskopische Verfolgung der Absorptionsabnahme
von DPA (186) nach Reaktion mit 'O, nicht geschlussfolgert werden, dass die Cerenkov-
Strahlung ausreichend Licht im sichtbaren Bereich emittiert, um den PS 148 anzuregen und
folglich 'O, zu generieren. Deshalb wurde auf eine andere Nachweismethode zuriickgegriffen
und der zytotoxische Effekt der SiO.@APTMS@GA@mono-NH2-TPP-Nanopartikel (178)
sollte an einer Brustkrebszelllinie  (MCF-7-Zelllinie) untersucht werden. Die
Uberlebensfahigkeit der Zellen nach Inkubation mit dem PS als Wirkstoff und '8F als Cerenkov-

Lichtquelle, wurde mit Hilfe eines MTT-Assays bestimmt.

Dieses Assay wird nach Inkubation der Wirkstoffe durchgeflhrt, um die Anzahl der

Uberlebenden Zellen zu bestimmen.

Dy
Cytochrom-C-Reduktase S/\\ Ny

MTT (188) Formazan (189)

Lebendige Zellen verfligen Uber die Cytochrom-C-Reduktase, diese kann das MTT (188) in
das wasserunlésliche Formazan (189) umwandeln (vgl. Abbildung 137). Dieses fallt als
Feststoff aus, kann mit einem geeigneten Losungsmittel in Losung gebracht werden und die
Absorption der entstandenen Lésung vermessen werden. Je hdher die Absorption, desto
hoher die Konzentration des Farbstoffs. Das bedeutet im Umkehrschluss auch je héher die

Absorption, desto gréRer die Anzahl an Uberlebenden Zellen. Wird ein Experiment mit
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Wirkstoff in Relation zu einem Kontrollexperiment gesetzt, bei dem kein Wirkstoff eingesetzt

wird (= 100% Uberlebensrate), so kann die Uberlebensrate der Zellen in % angeben werden.

Um den Effekt der hergestellten SiO2-Partikel 178 mit mono-NH>-TPP (148) als PS auf der
Oberflache in Bezug auf ihre Zelltoxizitat unter Einsatz einer Cerenkov-Lichtquelle zu

untersuchen, wurden folgende Experimente durchgefihrt:

Kontrolle: nur Zellen (= 100% Uberlebensrate)

Kontrolle: Zellen und mono-NH»-TPP (148)

Kontrolle: Zellen und SiO,-Partikel (167)

Kontrolle: Zellen mit SIO.@APTMS@GA@mono-NH,-TPP (178)
Kontrolle: Zellen und '8F

Zellen, "®F und SiO.@APTMS@GA@mono-NH,-TPP (178)

o o s~ b=

Die Experimente wurden von Dr. Swen Humpert durchgeflihrt. Das experimentelle Setup istin
Abbildung 138 dargestellt:
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Abbildung 138: Darstellung zweier 96-Well-Platten zur Untersuchung des zytotoxischen Effekts von
SiO2@APTMS@GA@mono-NH2-TPP (178) und '8F.

Es wurden jeweils 5000 Zellen pro Vertiefung kultiviert, wobei jedes Experiment achtmal
durchgefiihrt wurde, und diese mit den jeweiligen Wirkstoffen versetzt. Die Experimente, bei
denen "®F eingesetzt wurde, wurden auf einer separaten 96-Well-Platte durchgefiihrt, um
mogliche Strahlung in benachbarte Vertiefungen auszuschlielen. Dabei wurden pro
Vertiefung 170 MBq eingesetzt. Die Platten wurden beim Pipettieren der Wirkstoffe
abgedunkelt und danach weiterhin abgedunkelt in einem Brutschrank bei 37 °C und 5% CO»-
Gehalt fir 24 h inkubiert, sodass '®F vollstandig zerfallen sein sollte. AnschlieRend wurde das
MTT-Assay durchgefiihrt, das entstandene Formazan (189) in DMSO geldst und die
Absorptionen bei 560 nm ausgelesen. Aus den Mittelwerten der jeweils acht Durchfiihrungen,

wurden die Uberlebensraten fiir jedes Experiment bestimmt.

Die aus dem Experiment errechneten Uberlebensraten sind in Abbildung 139 dargestelit.
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Das Kontrollexperiment, bei dem nur das mono-NH>-TPP (148) hinzugegeben wurde, zeigt
unter Betrachtung der Fehlerbalken (+8%) eine geringe Toxizitdt des PS. Die geringe
Sterberate der Zellen ist auf Lichteinfall zurlickzuflihren, der beim Pipettieren der Lésungen
unvermeidbar war, sodass schon in geringem Maf 'O, gebildet worden sein kann. Das zweite
Kontrollexperiment zeigt die Wirkung der unfunktionalisierten SiO.-Partikel (167) auf die
Zellen. Der toxische Effekt ist relativ gering. Die Toxizitdt von SiO2-Partikeln auf MCF-7
Tumorzellen wird auch in der Literatur diskutiert und hangt von der Dosierung bzw.
Konzentration der Nanopartikel ab.32-3%! Die Konzentration der SiO,-Partikel (167) wurde hier
zur Vergleichbarkeit so gewahlt, wie die der SiO.@APTMS@GA@mono-NH2-TPP-
Partikel (178). Diese musste im Versuch wesentlich geringer gewahlt werden als urspriinglich
geplant, da die Partikel im Medium schnell agglomerierten. Eine Endkonzentration von
0.52 mg/ml wurde gewahlt, was im Vergleich zu den Werten aus der oben genannten Literatur

immer noch sehr hoch ist. Dafiir ist die Uberlebensrate der Zellen sehr hoch.

Das Ergebnis des Kontrollexperimentes, bei dem nur die funktionalisierten
SiIO@APTMS@GA@mono-NH.-TPP-Partikel (178) ohne Lichtquelle untersucht wurden,
zeigt eine starke Toxizitat gegenliber den MCF-7 Zellen. Rund 70% der Zellen sterben nach
Exposition mit den Partikeln ab. Dies ist zunachst Gberraschend, da die jeweils einzelnen
Komponenten (SiO2-Partikel (167) und mono-NH2-TPP (148)) eine wesentlich hdhere
Zelliiberlebensrate zeigten. Dies lasst auf eine Anderung der Eigenschaften der Partikel 178
gegenuber den einzelnen, nicht verknipften Komponenten, schlieRen. Die modifizierte

Oberflache scheint ausschlaggebend fiir eine massiv erhdhte Zelltoxizitat gegentber der
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MCF-7 Zelllinie. Eventuell sorgt die Oberflache fir Wechselwirkungen mit Zellmembranen, die
diese auflésen bzw. zerstéren. Welche Mechanismen hier zu Grunde liegen, kann nicht

beurteilt werden.

Auch die reine Toxizitat, die vom Zerfall des eingesetzten '®F (in Form von ['®F]Fluorid)
ausgeht, wurde untersucht. Mit einer Uberlebensrate von rund 70%, ist die Toxizitdt moderat
einzustufen. Diese geht vermutlich von der radioaktiven Strahlung aus, die beim Zerfall des
Nuklids freigesetzt wird. Da das Nuklid nicht komplexiert wird, sondern frei in Lésung als
['®F]Fluorid vorliegt, kann auch die negative Ladung durch Wechselwirkungen mit den

Zellmembranen als Ursache flr die Toxizitat herangezogen werden.

Das eigentliche Experiment, bei dem die Zellen mit SiO2@APTMS@GA@mono-NH,-TPP-
Partikeln (178), zusammen mit '8F als Cerenkov-Strahlungsquelle inkubiert wurden, ergab
eine Uberlebensrate von 21%. Unter Einbezug der Fehlerbalken (+8%) ist der Effekt nicht
wesentlich hoher als bei den SiO.@APTMS@GA@mono-NH2-TPP-Partikeln (178) ohne Licht
bzw. '8F. Ebenfalls fallt auf, dass das Produkt aus der Uberlebensrate der reinen
SiO@APTMS@GA@mono-NH-TPP-Partikel (178) (=0.32) und des reinen '8F (=0.67) exakt
die Uberlebensrate des Experiments ergeben, bei denen beide Komponenten zusammen mit
den Zellen inkubiert wurden ((0.32*0.67)*100 = 21%). So ist es also denkbar, dass sich der
Effekt hier nur aus der Summe beider einzelnen Effekte zusammengesetzt wird. Das wirde
bedeuten, dass keine signifikante Menge an 'O, gebildet wurde, der die Zellen zusatzlich
zerstort. Dies kann mehrere Grinde haben. Wie bereits zuvor erwahnt, musste die
Konzentration der Partikel 178 angepasst werden, um deren Agglomeration im Medium zu
vermeiden. Die gewahlte Konzentration war also sehr verdiinnt, weshalb die Konzentration
des mono-NH,-TPP (148) auf der Oberflache nur noch 1.367 nmol/ml ergab. Berechnet wurde
dies mit Hilfe der Berechnungen aus Tabelle 10 (siehe Kapitel 4.1.3.5).

Ein Kontrollexperiment wurde ebenfalls durchgefiihrt mit vergleichbarer Konzentration der

funktionalisierten Partikel 178, unter Belichtung mit 455 nm und unter Zugabe von DPA (186).
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Die Absorptionsabnahme bei 356 nm bestatigte den Abbau des DPA (186) und bewies damit,
dass die Konzentration ausreicht, um 'O, zu generieren, vorausgesetzt ausreichend Licht und
Sauerstoff wird der Lésung zur Verfligung gestellt. In Abbildung 140 ist der zeitlich abhangige
Anteil des DPA (186) wahrend des Experiments abgebildet. Es ist ein deutliches Plateau bei
ca. 50% zu beobachten. Die Ursache daflr ist, dass in diesem Experiment lediglich zu Beginn
des Experiments Sauerstoff zur Verfiigung gestellt wurde, indem Uber der Losung Sauerstoff
aus einem Ballon ausgelassen wurde. Nachdem dieser Sauerstoff verbraucht ist, scheint die
'0,-Generierung aus dem umliegenden Luftsauerstoff nur noch sehr langsam abzulaufen.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass entweder zu wenig Sauerstoff im

Zelliiberlebenstest zu Verfligung stand oder zu wenige Photonen von '8F emittiert wurden.

Die im Zelliberlebenstest verwendete Cerenkov-Lichtquelle '®F ist deutlich geringer in ihrer
Intensitat als andere gangige Lichtquellen der PDT. Im Vergleich zum %8Ga emittiert '8F 26-
mal weniger Photonen.?% Zusatzlich miissen die Zellen wahrend des Experiments unter
Bedingungen gelagert werden, die sie grundsatzlich tUberleben lassen. Diese Bedingungen
lassen eine zusatzliche Sauerstoffzufuhr, wie in den Belichtungsexperimenten ohne

radioaktive Nuklide, nicht zu, sodass die hdchstmdgliche 'O,-Generierung limitiert ist.

Um ausschlieBen zu kdénnen, dass ein zu geringer Sauerstoffanteil wahrend des
Zelliberlebenstest flr den geringen Effekt verantwortlich ist, wurden Kontrollexperimente
durchgefuhrt. Die Zellen wurden bei den gleichen Bedingungen wie zuvor inkubiert und
diesmal mit einer LED-Lampe belichtet, anschlieRend ein MTT-Assay durchgefihrt und die

Zelliberlebensraten bestimmt (vgl. Abbildung 141).
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Auch hier wurden Dunkel-Kontrollexperimente durchgefiihrt. In Abwesenheit von Licht
Uberleben die Zellen die Inkubation mit mono-NH.-TPP (148), solange es nicht auf der
Oberflache der SiO.-Partikel gebunden ist. Die Uberlebensrate der Zellen, die mit den
funktionalisierten Partikeln inkubiert wurden, ist mit 42% hoher als in dem ersten
Kontrollexperiment mit 32%. Dies konnte allerdings daran liegen, dass das MTT-Assay hier
bereits nach dreieinhalb Stunden Inkubationszeit durchgefihrt wurde und so die Partikel
zeitlich bedingt weniger Zelltod eingeleitet haben. Die Ergebnisse der Experimente, bei denen
eine weille LED-Lampe als Lichtquelle eingesetzt wurde, sind mit den beiden rechten Balken
dargestellt. Rund 20% der Zellen sterben unter Einsatz des freien mono-NH2-TPP (148) unter
Einstrahlung von Licht. Auch wenn der Effekt gering ist, zeigt das Experiment, dass unter den
gegebenen Bedingungen grundsatzlich eine ausreichende Menge an Sauerstoff zur
Generierung von 'O, zur Verfigung steht. Der Effekt unter Einsatz der
SiO.@APTMS@GA@mono-NH,-TPP-Partikel (178) zeigt eine Uberlebensrate von 36%.
Diese ist auf Grund der reinen Toxizitat der Partikel grofier als die des freien PS 148 unter
Lichteinstrahlung. Jedoch ist die Uberlebensrate der Zellen, vor allem unter Betrachtung der
Fehlerbalken (x17%), nicht ausschlaggebend niedriger als bei dem Experiment ohne
Lichteinstrahlung. Der Grund dafir liegt vermutlich in der Kombination aus geringem
Sauerstoffanteil und geringer Partikel- und damit einhergehender PS-Konzentration. Eine
Lésungsmoglichkeit flr dieses Problem koénnte eine héhere Dosis an funktionalisierten
Partikeln sein, jedoch ist die reine Toxizitat der Partikel bereits so hoch, dass dadurch die

Uberlebensrate ohnehin gering ist und der PDT-Effekt geringen Einfluss hat. Auch eine
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optimale Formulierung der Nanopartikel misste vorgenommen werden, bei denen mehr PS
auf der Oberflache gebunden ist. Gleichzeitig missen die Partikel stabilisiert sein, um im
Zellmedium nicht zu agglomerieren. Das vermeintliche Problem der Konzentration der
Nanopartikel konnte anhand des Kontrollexperiments bei ahnlicher Konzentration und
Belichtung bei 455 nm Uber den spektroskopisch nachweisbaren DPA-Abbau widerlegt
werden. Ein groRes Problem scheint hier also neben der Photonenausbeute des '8F auch der
Sauerstoffanteil bzw. die Bedingungen in der Inkubationskammer zu sein. Da kein externer
Sauerstoff eingeleitet werden konnte, ist die Wahrscheinlichkeit, 'O, zu bilden, auch relativ
gering. Bei der klinisch angewendeten PDT spielt die Hypoxie in Tumorzellen, die nicht ohne
weiteres im behandelten Patienten ausgeglichen werden kann, ohnehin ein generelles
Problem der PDT (siehe Kapitel 2.5.3),

4.1.6 Zwischenfazit fur das erste Konzept

Um einen PDT-Effekt ohne externe Lichtquelle, sondern mit Cerenkov-Strahlung zu
demonstrieren, wurden zunachst synthetische Arbeiten von Photosensibilisatoren
durchgeflhrt, die potenziell auf die Oberflache von Nanopartikeln angebracht werden kdnnen.
Es wurde eine UV-Vis-spektroskopische Methode genutzt, um die 'O,-Generierung der
synthetisierten PS, welche den zytotoxischen Effekt auf die Zellen auslbt, zu verifizieren.
Hierbei diente DPA (186) als Substrat, welches unter Verlust des konjugierten n-Systems, und
damit einer sichtbar geringeren Absorption bei 356 nm, mit 'O, reagiert. So wurden
verschiedene Photosensibilisatoren (Porphyrine, Porphyrinmetallkomplexe und
Terpyridinderivate) getestet. Dabei zeigten sich einige der PS als geeignet zur 'O.-
Generierung. Die Synthese der Nanopartikel brachte einige Schwierigkeiten mit sich. Vor allem
Goldnanopartikel erwiesen sich als schwierig in der Handhabung und empfindlich gegeniber
kleinsten Anderungen der Reaktionsbedingungen. Silika-Nanopartikel konnten allerdings
erfolgreich hergestellt werden. Zur anschlieRenden Funktionalisierung der Partikel, konnte der
PS mono-NH,-TPP (148) als geeigneter Kandidat identifiziert werden. Die Funktionalisierung
wurde durchgefiihrt, die Partikel charakterisiert und ebenfalls auf ihre Fahigkeit 'O, zu
generieren, untersucht. Versuche zur Herstellung von geeigneten Chelatoren fiir Radionuklide
und deren Anbringung auf Nanopartikel scheiterten. Einzig ein Kupferkomplex des mono-NH-
TPP (148) konnte hergestellt und auf Silika-Nanopartikel angebracht werden. Der Nachweis
der '0O,-Generierung mit diesen Partikeln zeigt, dass der PS 181, sowohl als Sensibilisator,
aber auch als Chelator fir ein radioaktives Nuklid, eingesetzt werden kénnte. Fir die folgenden
Versuche wurde dennoch in Kauf genommen, dass die Radionuklide, welche die Lichtquelle
darstellen, ungebunden im Reaktionsmedium vorliegen. Dies sollte die Wirkung der Cerenkov-
Strahlung nicht drastisch einschranken, lediglich die rdumliche Entfernung zwischen Nuklid
und PS ist dadurch nicht definiert.
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Im Weiteren folgten Experimente, bei denen Nuklide, die unter B*-Zerfall Cerenkov-Strahlung

freisetzen konnen, auf ihre Eignung als Lichtquelle in der PDT untersucht wurden.

Zunachst wurde das Nuklid Gallium-68 mit dem PS mono-NH2-TPP (148) im Dunkeln getestet.
Als Nachweismethode fir 'O, wurde auch hier der spektroskopische Nachweis des
Substratabbaus des DPA (186) gewahlt. Es konnte ein PS-unabhangiger Abbau von
DPA (186) gezeigt werden, der eindeutig der von %Ga ausgehenden Strahlung zugeschrieben
werden konnte. Dies liegt darin begriindet, dass das freiwerdende Licht hauptsachlich im UV-
Bereich emittiert wird, sodass DPA (186) selbst als Sensibilisator agieren kann. Dies wurde
mittels eines Kontrollexperimentes, bei dem DPA (186) sowohl mit zusatzlich eingeflihrtem
Sauerstoff als auch ohne Sauerstoff bei 300 nm belichtet wurde, nachgewiesen. Es stellte sich
heraus, dass DPA (186) nicht abgebaut wird, solange kein Sauerstoff in der Losung enthalten
ist. Der Abbau muss also auf die Entstehung von 'O, zurlickzufihren sein, sowohl im
Kontrollexperiment als auch im Experiment mit Gallium-68 als Lichtquelle. Das Experiment
zeigt demnach den grundsatzlich méglichen Einsatz des Gallium-68 bzw. der Cerenkov-
Strahlung als Lichtquelle zur 'O,-Generierung, jedoch war nicht der PS mono-NH>-TPP (148)
dafir verantwortlich, sondern DPA (186) selbst.

Um einen Effekt nachweisen zu kénnen, der aus der Kombination von Cerenkov-Strahlung
und PS 148 bzw. den funktionalisierten Nanopartikeln 178 entsteht, musste eine Methode
genutzt werden, bei der der zytotoxische Effekt des gebildeten 'O, direkt nachgewiesen
werden kann. Deshalb wurde ein Zelliberlebenstest an einer MCF-7 Zelllinie durchgefiihrt,
welcher mittels MTT-Assay ausgewertet werden konnte. Dieses Experiment zeigte, dass der
PDT-Effekt mittels der hergestellten SiO@APTMS@GA@mono-NH,-TPP-Partikel (178) in
Kombination mit '®F nicht nachzuweisen ist. Die Faktoren dafiir sind vielfaltig und liegen vor

allem begruiindet in,

a. der Intensitat der Lichtquelle bzw. der geringen Photonenausbeute des eingesetzten
18F,

b. den Inkubationsbedingungen der Zellen, die das Einleiten von zuséatzlichem Sauerstoff
nicht zulassen,
der Instabilitdt der SIO.@APTMS@GA@mono-NH,-TPP-Partikel (178) und
der daraus resultierenden hdchstmoglich einsetzbaren Konzentration der

funktionalisierten Partikel 178, ohne dass diese agglomerieren.

Zwar lieferten diese Experimente erste positive Anhaltspunkte, um einen tieferen Einblick in
eine potenzielle CR-PDT zu erhalten, zeigten aber auch massiven Optimierungsbedarf, flr
zuklnftige in vivo Anwendungen, auf. Zu bedenken ist hier, dass ein Nuklid gewahlt werden
muss, welches ausreichend Photonen beim Zerfall emittiert. Voraussetzung dafir ist eine hohe

Zerfallsenergie, die beziglich der Strahlenschutzgesetze bei der Handhabung der Nuklide
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Schwierigkeiten bereiten kénnte. Aulierdem muss die Halbwertszeit ausreichend lang sein,
um synthetische Vorarbeiten vollziehen zu kénnen, andererseits muss sie auch ausreichend
kurz sein, damit der gewlinschte PDT-Effekt nicht Ianger als nétig stattfindet und gesunde
Zellen nicht geschadigt werden. Nuklide emittieren am meisten Cerenkov-Strahlung im UV-
Bereich.®?”l Deshalb erscheint es bei PDT mit Cerenkov-Strahlung als Lichtquelle sinnvoll
einen PS auszuwahlen, der einen hohen Extinktionskoeffizienten im UV-Bereich aufweist,
sodass das emittierte Licht des Nuklids méglichst effizient absorbiert und damit auch effizient

zur 'O2-Generierung beitragen kann.

Die Verabreichung des PS und des Nuklids stellen zusatzliche Herausforderungen dar.
Werden beide Komponenten zusammen verabreicht, so werden auch gesunde Zellen
geschadigt. Eine zeitlich getrennte Verabreichung gewahrleistet allerdings nicht, dass beide
Komponenten am gleichen Ort in ausreichend hoher Konzentration lokalisiert werden, was den
Effekt wiederum mindern oder sogar vollstandig verhindern kdnnte. Zusatzlich spielt die
Hypoxie in Tumorzellen eine entscheidende Rolle in der PDT und limitiert die 'O.-Generierung
drastisch. All diese Anforderungen stellen das Konzept vor viele Herausforderungen, die im
Rahmen dieser Dissertation nicht gelést werden konnten und einer Arbeitsgruppe an Experten

aus den Bereichen der Medizin, der Onkologie und der (Nuklear-) Chemie bedarf.

Unabhangig vom Sauerstoffgehalt der Zellen ist die in Kapitel 2.4.2 vorgestellte
photochemische Aktivierung von Artemisinin (44) als photodynamisches Substrat. Dabei ist es
denkbar, dass Cerenkov-Strahlung als tiefes Licht genutzt werden kann, da Benzophenon (48)
die Strahlung absorbieren und die Energie auf das Peroxid ibertragen konnte, wodurch 'O,
freigesetzt werden kann. Im folgenden Kapitel wird das Konzept der photochemischen
Aktivierung von Artemisinin (44) genauer untersucht und ein Konzept entwickelt, bei dem tiefes

Licht als Anregung genutzt werden soll.
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4.2 Konzept 2: Photochemischer Energietransfer zur Aktivierung von

Artemisinin (44) mit tiefem Licht

Das zweite Konzept sollte die photochemische Aktivierung von Artemisinin (44) mit tiefem Licht
ermdglichen, um eine Erweiterung der Anwendung auf tieferliegende Tumore zu erreichen.
Als tiefes Licht sollte in diesem Konzept aufkonvertiertes Licht genutzt werden. In diesem Fall
wird NIR-Strahlung genutzt, welche tief ins Gewebe eindringen und tiefes aufkonvertiertes
Licht mit Hilfe von UCNP am Wirkort erzeugt werden kann. Die Energielibertragung kann
entweder von den UCNP ausgehend direkt auf Artemisinin (44), oder Uber einen
Vermittler/Sensibilisator, wie zum Beispiel Benzophenon (48), stattfinden. Daflir misste dieser
die freiwerdende aufkonvertierte Energie der UCNP absorbieren und auf Artemisinin (44)
Ubertragen, um so dessen pharmakologischen Effekt freizusetzen. Das Konzept ist in

Abbildung 142 schematisch dargestellt.

e

Konzept 2

Tiefes Licht: Aufkonvertiertes Licht (UCNP)
: Benzophenon
Photodynamisches Substrat: Artemisinin

S I S S M S S S S P P VR

NIR-Licht

Abbildung 142: Schematische Darstellung des zweiten Konzepts. UCNP: Upconversion-Nanopartikel, PenT:
Photochemischer Energietransfer.

Dieses Konzept hat den grof3en Vorteil, dass es unabhangig von Sauerstoff ist, was im ersten
Konzept ein erhebliches Problem in der in vitro Umsetzung auf Grund der Hypoxie von
Tumorzellen darstellte. Zusatzlich kann mdoglicherweise auf die Komponente des
Sensibilisators verzichtet werden, falls eine Energielbertragung von UCNP auf

Artemisinin (44) direkt moglich ist.

Die Realisierung dieses Konzepts bendtigt mehrere Komponenten, die zusammengefiigt

werden mussen:

1. UCNP, die den Anforderungen dieses Konzepts entsprechen, missen erworben

werden, da die Synthese nicht trivial ist.

141



4. Ergebnisse und Diskussion

2. Artemisinin (44) muss so modifiziert werden, dass es auf Nanopartikel angebracht
werden kann.
3. Benzophenon (48) muss ebenfalls derivatisiert werden, um die Verknipfung zu UCNP

zu realisieren.

Eine zusatzliche Option bietet die kovalente Knipfung eines Artemisininderivats mit einem
Benzophenonderivat, sodass das entstehende Produkt auf Nanopartikel angebracht werden
kann. Dies bietet den Vorteil das ein 1:1 Verhaltnis von PS und Pharmakophor auf den
Nanopartikeln definiert ist. Bei der einzelnen Anbringung beider Komponenten, kann nicht
bestimmt werden, welche Komponente zu welchem Anteil auf den NP gebunden ist. Die
Beschaffung von UCNP ist sehr kostenintensiv und es gibt nur wenige Experten auf diesem
Gebiet, die fiur die Anforderungen des angestrebten Konzepts entsprechende UCNP
synthetisieren kdnnen. Deshalb wurde zunachst versucht, eine Funktionalisierung von SiO--

Partikeln umzusetzen, die spater auf UCNP Ubertragen werden kann.

4.2.1 Synthese von Artemisinin-Benzophenon-Hybriden zur Verknupfung mit SiO2-NP
Um die bereits erfolgreich absolvierte Funktionalisierung von SiO.@APTMS-Partikeln (169)
mit einem Amin Uber GA (141) auf dieses Konzept zu uUbertragen, wurde zunachst die
Synthese des Benzophenonderivats 195, welches Uber ein Amin verfugt, verfolgt. Eine
zusatzliche Carbonsaure als Substituent ermdglicht eine Steglich-Veresterung mit
Artesunat (197), einem Derivat des Artemisinins (44). Die Retrosynthese des
Benzophenonderivats 195 und die darauffolgende Funktionalisierung der SiO@APMTS-
Partikel (169) ist in Abbildung 143 dargestellt.
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Zur Synthese des Benzophenonderivats 193 durch eine Friedel-Crafts-Acylierung mit ZnCl;
als Lewis-Saure wurde zunachst nach einer Vorschrift von Anifowose et al.**! verfahren.
Dabei konnte die Literaturausbeute von 89 % nicht reproduziert werden, es wurde lediglich
Anisol (191) reisoliert. Weil die Vermutung nahelag, dass das verwendete ZnCl, nicht mehr
reaktiv genug war, wurde eine Vorschrift von Lj et al.®*"! durchgefiihrt, bei der AICI; als Lewis-
Saure verwendet wird. Mit frischem Saurechlorid 192 konnte das Produkt 193 in einer
Ausbeute von 72% isoliert werden. Dies ist im Vergleich zum Literaturwert (93%) geringer und
ist auf die schlechte Auftrennung der Reaktionsprodukte  wahrend der
saulenchromatographischen Aufreinigung zurtickzufliihren. Die Ausbeute koénnte durch
erneute Aufreinigung erhdht werden, jedoch reichte die erhaltene Stoffmenge flr die weitere
Syntheseroute zunachst aus, sodass darauf verzichtet wurde. Im nachsten Schritt sollte eine
Demethylierung erfolgen, um das Benzophenonderivat 193 zu erhalten. Dazu wurde ein
Versuch mit HBr in Essigsaure nach einer Vorschrift von Cushman et al.®*® und ein weiterer
mit BBrz nach der bereits oben erwahnten Vorschrift von Anifowose et al.*3¢! durchgefiihrt (vgl.
Abbildung 144).
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Bei beiden Syntheserouten konnte nach versuchter Demethylierung weiterhin die
Methylgruppe in den '"H-NMR-Spektren detektiert werden. Im Spektrum des Rohprodukts nach
der Umsetzung des Benzophenonderivats 193 mit BBrs, konnte anhand der
Integralverhaltnisse ein Teilumsatz des Substrats 193 zum Produkt 194 verzeichnet werden.
Das schwache und breite Signal im 'H-NMR-Spektrum bei ca. 7.15 ppm koénnte vom
austauschenden Hydroxylproton stammen und auch die Signale im aromatischen Bereich
weisen Veranderungen im Vergleich zum Substrat 193 auf (vgl. Abbildung 145). Hier liegen
Substrat 193 und Produkt 194 nebeneinander vor. Die Integralverhaltnisse lassen bereits
darauf schliel3en, dass der Groliteil des Substrats 193 unreagiert aus der Reaktion hervorgeht

und nur ca. 40% zum Produkt umgesetzt wurden.

o)
JT N,
193

Rohprodukt

rOCH;,

e N 1 { N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 40 39 38 37
ppm

144



4. Ergebnisse und Diskussion

Das Produkt konnte mittels saulenchromatographischer Aufreinigung nicht von Substrat 193
getrennt werden. Auch eine Erhéhung der Aquivalente von BBr; filhrte nicht zur vollstandigen
Demethylierung des Benzophenonderivats 193. Auf Grund des hohen Syntheseaufwands, um
Uber die vorgestellte Route (vgl. Abbildung 143) zu den Nanopartikeln 199 zu gelangen, wurde

der Ansatz verworfen und ein anderer verfolgt.

Das kommerziell erhaltliche Benzophenonderivat 200 wurde mit DHA (45) in einer Steglich-

Veresterung nach einer adaptierten Vorschrift von Zuo et al.?** umgesetzt (vgl. Abbildung
146).

DMAP, EDC-HCI

CH,Cl,
RT, 18 h
im Dunkeln

203, 13%

Auf Grund der Bifunktionalitat des Derivats 200 kann durch statistische Verteilung, sowohl das
einfach- als auch das zweifach-veresterte Produkt entstehen. Das einfach veresterte
Produkt 201 konnte nicht isoliert werden. Stattdessen konnten nach der
saulenchromatographischen Aufreinigung die Produkte 202, 203 und 204 im 'H-NMR-
Spektrum detektiert werden (vgl. Abbildung 147).
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Die Entstehung des zweifach mit DHA (45) veresterten Benzophenonderivats 204 ist auf
Grund statistischer Verteilung zu erwarten. Die Entstehung der Ethylester 202 und 203
hingegen ist Uberraschend. In der Reaktion wurde kein Ethanol eingesetzt, welches in
Konkurrenz zum DHA (45) an der Veresterung teilgenommen haben kdnnte. Ethylacetat wurde
zum Extrahieren und bei der saulenchromatographischen Aufreinigung verwendet. Die
Basizitat des bei der Aufarbeitung eingesetzten NaHCOs ist jedoch nicht stark genug, um
EtOAc zu EtOH zu verseifen, jedoch ist dies die einzige Quelle, aus welcher der Ethylrest
stammen konnte. Deshalb wurde die Reaktion wiederholt, das Rohproduktgemisch vom
Lésungsmittel befreit und ohne weitere Aufarbeitung einer saulenchromatographischen
Aufreinigung mit CH>CL/Et,O (6:1) als Laufmittel unterzogen. Trotzdem wurden wieder die
beiden Ethylester 202 und 203 isoliert. Nach erneuter Durchflihnrung der Reaktion und Analyse
des Rohprodukts mittels NMR-Spektroskopie, konnten die Ethylester 202 und 203 anhand des
Signals bei ca. 4.4 ppm und 1.4 ppm detektiert werden. Dies spricht daflr, dass diese bereits
wahrend der Reaktion und nicht erst bei der Aufreinigung entstanden sein mussten. Die
Substrate 45 und 200 wurden daraufhin auf Reinheit Uberprift, jedoch konnte auch hier keine
Verunreinigung mit Ethanol festgestellt werden. Bislang konnte die Entstehung der Ethylester
202 und 203 nicht aufgeklart werden. Festzuhalten bleibt, dass mit der Steglich-Veresterung

die Synthese des Esters 201 nicht realisiert werden konnten.
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Analog dazu wurde das Benzophenonderivat 205 als Alkohol und Artesunat (197) als

Saurekomponente in einer Steglich-Veresterung eingesetzt (vgl. Abbildung 148).
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Das einfach veresterte Benzophenonderivat 206 konnte in einer Ausbeute von 27% erhalten
werden. Es wird im Folgenden als Diade bezeichnet. Zusatzlich konnte das zweifach
veresterte Produkt 207, im Folgenden Triade genannt, in einer Ausbeute von 16% isoliert
werden. Durch Anpassung der Reaktionsparameter wie eingesetzte Aquivalente sowie
Zutropfgeschwindigkeit, wurde versucht, die Generierung der Triade 207 zu unterdriicken. Die
abgebildeten Ausbeuten wurden mit einem 1:1 Verhaltnis von Sdure 197 und Alkohol 205
erhalten und spiegeln das beste Ergebnis wider. Die geringen Ausbeuten sind auf die
schlechte Auftrennung des Produktgemischs wahrend der Saulenchromatographie
zurickzufuhren. Zusatzlich scheint das geléste verunreinigte Rohprodukt empfindlich
gegenlber Lichteinstrahlung zu sein, sodass sich wahrend der saulenchromatographischen
Aufreinigung ein Teil des Produkts bereits zersetzte. Die Aufarbeitung wurde
dementsprechend mdoglichst schnell und unter moglichst wenig Lichteinstrahlung
durchgefuhrt. Sobald die Substanzen jedoch isoliert und getrocknet vorliegen, verhalten sie
sich gegenuber Sonnenlicht stabil. Die erhaltenen Substanzen wurden UV-Vis-

spektroskopisch analysiert (vgl. Abbildung 149).
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Abbildung 149: Absorptionsspektren der Diade 206 und Triade 207 in MeCN.

Die bathochrom verschobene Bande bei 290 nm weist auf eine freie Hydroxy-Gruppe als
Auxochrom der Diade 206 hin. Diese kann die Elektronendichte erhohen, sodass die
Energiedifferenz von HOMO und LUMO vermindert wird und langerwelliges Licht fur eine
Anregung der Elektronen ins LUMO ausreicht. Beziglich der Anwendung ist solch ein
rotverschobenes Absorptionsverhalten erstrebenswert, jedoch wird dieses wieder
abgeschwacht, sobald die Diade 206 Uber die Hydroxygruppe mit Nanopartikeln verknlpft

wird.
Im Folgenden werden die Experimente zu diesen Verknlpfungen diskutiert.

4.2.2 Funktionalisierung und Charakterisierung von SiO2-Partikeln

Die bereits erfolgreich angewandte Verknlpfung von SiO.@APTMS (169) mit Aminen Uber
GA (141), sollte auch fur die Anbringung der Diade 206 genutzt werden. Dafuir musste die freie
OH-Gruppe des Molekiils 206 zunachst so modifiziert werden, dass ein Amin als endstandige
Gruppe entsteht. In einem ersten Versuch wurde die Umsetzung der Diade 206 mit
L-Alanin (208) getestet (vgl. Abbildung 150).
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Abbildung 150: Veresterung von Diade 206 mit L-Alanin (208).
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Unter den gegebenen Bedingungen ist eine intermolekulare Peptidkupplung zwischen zwei
oder mehreren L-Alanin-Molekilen (208) zwar denkbar, die entsprechenden Produkte konnten
allerdings nicht detektiert werden. Das gewlinschte Produkt 209 konnte ebenfalls nicht isoliert

werden.

Alternativ wurde eine direkte Funktionalisierung der SiO.-Partikel (167) durchgefiihrt, indem
eine Veretherung mit diesen getestet wurde. Dazu wurden Bedingungen aus der Vorschrift
von Luan et al.3*% gewahlt, da das Peroxid 206 unter diesen Bedingungen stabil sein sollte.
Nach Waschen und Trocknen der Partikel wurden diese UV-Vis-spektroskopisch untersucht,
jedoch konnte keine Veranderung im Absorptionsverhalten im Vergleich zu den reinen NP 167

detektiert werden, sodass die Reaktion als nicht erfolgreich bewertet wurde.

Eine weitere mogliche Reaktion ist in Abbildung 151 gezeigt, die nach einer Vorschrift von An
et al. durchgefiihrt wurde.®*! Die SiO@APTMS-NP (169) wurden mit Bernsteinsaure-
anhydrid (210) umgesetzt, um eine Carbonsaure auf der Oberflache der Partikel zu erhalten,

die im nachsten Schritt mit Diade 206 verestert werden sollte.

0
~_ 0.9 _o0 ~_ OH
O RT, 24 h 0 o)
169 210 21
DMF . _
RT 16 h Diade 206 = R
o (0]
UG O.
@‘O;SiMN*AW R
—0 H 0
212

Der Erfolg des ersten Schritts wurde mit einer Nachweisreaktion, wie sie in der angewandten
Vorschrift beschrieben ist, kontrolliert. Die Partikel wurden dazu mit Salicylaldehyd versetzt.
Bei Anwesenheit von Aminogruppen, wie es fur die Partikel 169 der Fall ist, tritt eine
Gelbfarbung der Losung ein (vgl. Abbildung 152, rechts). Fir die erhaltenen Nanopartikel 212
blieb solch eine Gelbfarbung aus, was dafur spricht, dass die Amine bereits abreagiert sind
und auch die zweite Reaktion erfolgreich war (vgl. Abbildung 152, rechts). Die erhaltenen

Partikel 212 wurden UV-Vis-spektroskopisch vermessen (vgl. Abbildung 152, links).
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Abbildung 152: links: Absorptionsspektren von Partikeln 211 und 212 in Milli-Q-H20. Rechts: Dispersion der
Partikel 212 und 169 nach Zugabe von Salicylaldehyd.

Die zusatzlich erscheinende breite Absorptionsbande um 280 nm kénnte flr die erfolgreiche
Funktionalisierung der Partikel sprechen. Allerdings ist die Bande, verglichen mit der
Absorption der Diade 206 sehr breit. Ein abschlieRender eindeutiger Beleg fiir die erfolgreiche
Synthese der Partikel 212 konnte jedoch nicht erbracht werden.

Eine ahnliche Reaktion der Partikel 167 wurde mit Maleinsaureanhydrid (213) getestet (vgl.
Abbildung 153).
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Abbildung 153: Funktionalisierung der NP 167 mit Maleinsaureanhydrid (213) und anschlielende Veresterung mit
Diade 206.

Die Partikel wurden gewaschen und nach Trocknen UV-Vis-spektroskopisch untersucht (vgl.

Abbildung 154).
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Abbildung 154: UV-Vis-Spektren der erhaltenen Partikel 214 und 215, gemessen in DMF.

Im Spektrum der erhaltenen SiO2-NP 215 wird ein breites Absoprtionsmaximum bei 225 nm
detektiert, welches bei den SiO.-Partikeln 214 nicht zu sehen war und auch nicht von der
Diade 206 stammen kann. Die Oberflache scheint zwar verandert worden zu sein, jedoch kann
nicht geschlussfolgert werden, dass die Diade 206 mit Sicherheit auf der Oberflache gebunden

ist.

Nach den nicht eindeutig nachweisbar erfolgreichen Versuchen die Diade 206 mit den SiO»-
NP zu verknupfen, wurden die Komponenten Artemisinin (44) und Benzophenon (48) einzeln

mit der Oberflache verknlpft.

Dazu wurden das Benzophenonderivat 216 und Artesunat 197 in die NHS-Aktivester 218 und

219 umgesetzt (vgl. Abbildung 155). Es wurde eine Vorschrift von Olivo et al. verwendet.?4?
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Abbildung 155: Synthesen der NHS-Ester 218 und 219.1342
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Beide Aktivester wurden erfolgreich isoliert und charakterisiert. Diese konnten im Folgenden
mit SIO@APTMS-Partikeln (169) umgesetzt werden. Dabei sollte ein Amid gebildet werden
um jeweils Artesunat (197) und Benzophenonderivat 216 auf die Oberflache der Partikel
anzubringen (vgl. Abbildung 156). Die SiO.@APTMS-NP wurden jeweils einzeln mit den
Aktivestern 218 und 219 umgesetzt (vgl. Abbildung 156, oben) und einmal mit einem Gemisch

aus beiden Aktivestern (vgl. Abbildung 156, unten).
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Abbildung 156: Umsetzung der SiO2@APTMS-NP (169) mit Aktivestern 218 und 219. Oben: einzelne Anbringung
der Komponenten, unten: Umsetzung mit beiden Aktivestern gleichzeitig.

Im Fall der Umsetzung der Partikel 169 mit beiden Aktivestern gleichzeitig, gehen diese eine
Konkurrenzreaktion ein. Vermutlich werden aber beide Aktivester mit einem gewissen Anteil
an verfugbaren Aminogruppen auf der Oberflache der Partikel 169 reagieren. Der Anteil, der

letztendlich gebundenen Artesunat- und Benzophenonmolekile konnte nicht bestimmt
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werden. Um den Erfolg der Funktionalisierung nachzuweisen, wurden zunachst die Ublichen
Standard-Analysemethoden genutzt. Dazu zahlten die FT-IR und die UV-Vis-Spektroskopie.
Es wurden jeweils Spektren der eingesetzten Substrate (169, 218, 219) als auch Spektren der
erhaltenen Partikel 220, 221 und 222 vermessen und diese miteinander verglichen. Sowohl im
FT-IR als auch im UV-Vis-Spektrum konnte fir keine der Partikel eine Anderung im Vergleich
zu den SiO@APTMS-NP (169) festgestellt werden. Deshalb wurde davon ausgegangen,
dass die Funktionalisierung nicht erfolgreich verlief. Eine vorzeitige Hydrolyse der Aktivester
218 und 219 koénnte die Ursache gewesen sein. Deshalb wurden diese zunachst mit
APTMS (168) umgesetzt, um die Bildung der Amide 223 und 224 via NMR-Spektroskopie

eindeutig nachweisen zu kénnen (vgl. Abbildung 157).
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Fur beide Reaktionen konnten die Amide 223 und 224 isoliert und charakterisiert werden.
AnschlieRend sollte die Funktionalisierung von SiO>-NP (167), wie sie bereits zuvor erfolgreich
durchgefuhrt wurde, auch mit den erhaltenen Amiden 223 und 224 durchgefuhrt werden (vgl.
Abbildung 158).
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Die erhaltenen Partikel wurden ebenfalls mit FT-IR und UV-Vis-Spektroskopie untersucht.
Jedoch konnte auch hier kein Unterschied zwischen den erhaltenen Partikeln und den in der
in der Reaktion eingesetzten Nanopartikeln 167 festgestellt werden. Es ist jedoch maoglich,
dass die Konzentration der Amide auf der Oberflache der SiO,-NP (167) zu gering ist, als dass
sie mittels IR- oder UV-Spektroskopie detektiert werden kénnen. Deshalb wurden weitere
substanzspezifische Analysemethoden angewandt, um mehr Aufschluss Uber die erhaltenen
Partikel 220 und 221 zu erhalten.

Zunachst wurden Elementaranalysen der Proben der Nanopartikel 220, 222 und 221
durchgeflihrt. Da das Verhaltnis von SiOx-Partikeln zu den Molekilen auf der Oberflache den
jeweiligen Anteil der Elemente beeinflusst, kann kein absoluter Wert interpretiert werden,
sondern lediglich ein Vergleich zwischen den Partikeln vor und nach der
Funktionalisierungsreaktion gezogen werden. Deshalb wurden auch die NP 167 und 169

analysiert. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Probe N (%) | C (%) | H (%)

SiO2 (167) 0.17 | 1.22 | 1.07
SiO.@APTMS (169) 027 | 1.34 | 1.22
SiO.@APTMS@BP (220) 0.37 | 267 | 1.29

SiO.@APTMS@Artesunat (221) | 0.31 | 2.53 | 1.28
SiO.@APTMS@BP@Artesunat (222) | 0.27 | 2.84 | 1.43

Die Partikel 169 weisen einen hoheren Stickstoffanteil auf als die Partikel 167, was auf Grund
der Reaktion der SiO2-NP (167) mit dem stickstoffhaltigen APTMS (168) zu erwarten ist. Der
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Anteil an Kohlenstoff ist leicht erhéht, was ebenfalls auf die Funktionalisierung mit
APTMS (168) zurtickzuflihren ist. Ein Vergleich der Partikel 169 mit den Partikeln 221 zeigt,
dass der Anteil an Stickstoff leicht erhéht ist. Dies war nicht zu erwarten, da die Umsetzung
der Partikel 169 mit dem Aktivester 218 keinen zusatzlichen Stickstoff einflhren sollte. Es ist
lediglich denkbar, dass zusatzlicher nicht reagierter Aktivester 218 in der Probe enthalten war,
und daher der erhdhte Stickstoffanteil riihrt. Das Gleiche gilt fir die Partikel 221 und 222. Was
wesentlich fur die erfolgreiche Darstellung der Partikel spricht, ist der erhdhte Anteil an
Kohlenstoff in den Proben der Partikel 220, 221 und 222 im Vergleich zu den Partikeln 169.

Dies ist ein Indiz fUr die Oberflachenbeladung mit organischen Molekilen.

Zusatzlich wurden die (-Potentiale der verschiedenen Partikel gemessen. Dabei wird das
elektrische Potential eines bewegten Teilchens in Suspension an der Abscherschicht
gemessen, wobei das Potential die Fahigkeit eines Feldes beschreibt, Kraft auf eine andere
Ladung auszuiiben.* Auch hier kann nur durch die Anderung der Potentiale beurteilt werden,
ob die Oberflache der Partikel von einem Reaktionsschritt zum anderen verandert wurde. Uber
die Beladung kann kein Urteil getroffen werden. Die erhaltenen Messwerte sind in Tabelle 12

aufgelistet.

Probe ¢-Potential [mV]
SiO2 (167) -17.9
SiO.@APTMS (169) +10.2
SiO.@APTMS@BP (220) -4.65
SiO.@APTMS@Artesunat (221) -11.9
SiIO.@APTMS@BP@Artesunat (222) -7.25

Das negative C-Potential der SiO2-NP (167) ist auf Grund der -OH-Gruppen auf der Oberflache
der Partikel zu erwarten. Das Potential wurde nach Funktionalisierung mit APTMS (168) auf
+10.2 mV verschoben, was fir die Prasenz von Aminen auf der Oberflache spricht. Da die
Potentiale der Partikel 220, 221 und 222 zurlick ins Negative verschoben sind, spricht das fur
die erfolgreiche Reaktion der Amine auf der Oberflache der Partikel 169.244 Die Werte werden
oft in Relation zur kolloidalen Stabilitat der jeweiligen Partikel gebracht. Werte, die dabei nah
an Null liegen, sprechen dabei fir Instabilitat. Je weiter der Wert von Null entfernt liegt, desto
stabiler sollen die Partikel sein. Dies wurde allerdings fur Partikel mit mehreren hundert
Nanometern Durchmesser diskutiert und muss nicht zwangslaufig auf Nanomaterialen
(<100 nm) zutreffen.B*! Insgesamt sprechen die (¢-Potentiale fiir eine erfolgreiche
Funktionalisierung der SiO>-NP (167).
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Die erfolgreich entwickelte Funktionalisierungsmethode kdnnte nun auf UCNP Ubertragen
werden, jedoch ist die Synthese der UCNP, die den Anforderungen fir das Projekt
entsprechen, nicht trivial und auch die kommerzielle Anschaffung solcher Partikel ist schwierig.

Solche Partikel konnten im Rahmen dieser Arbeit bislang nicht untersucht werden.

Im Folgenden wurden deshalb die synthetisierte Diade 206 und die Triade 207 naher
untersucht. Der Abbau des Peroxids unter Lichteinstrahlung und die intramolekulare Léschung

des Triplett-Zustands des angeregten Benzophenons durch ein Peroxid wurde analysiert.

4.2.3 Untersuchung des lichtinduzierten Abbaus der Peroxide 206 und 207

Die Triade 207 kann zwar aufgrund der blockierten Hydroxygruppen flir weitere
VerknUpfungsreaktionen mit Nanopartikeln nicht verwendet werden, jedoch ist das Molekdl in
Hinsicht auf die biologische Aktivitat erfolgversprechend. Da hier unter Lichteinstrahlung gleich
zwei Artemisininmolekile durch ein Benzophenon aktiviert werden, kénnte die biologische
Aktivitat der Triade 207 hoher sein als die der Diade 206. Deshalb wurde zunachst das
Verhalten der Peroxide 206 und 207 unter Lichteinstrahlung untersucht. Dazu wurden die
Substanzen in einem Schnappdeckelglas in Acetonitril gelést (10 mol/l), mit Argon entgast
und mit jeweils mit 350 nm und 365 nm belichtet. Die Isolation der Abbauprodukte mittels
Saulenchromatographie gelang nicht und auch eine NMR-Analyse der Abbauprodukt-
gemische lieferte auf Grund der Vielzahl an Produkten keine auswertbaren Ergebnisse.

Deshalb wurde der Abbau vordergriindig tber Dinnschichtchromatographie (DC) verfolgt.

Zunachst ist zu erwahnen, dass bereits nach 30 Minuten die Lésungen der Diade 206 eine
gelbe Farbe annahmen, wobei die Lésungen der Triade 207 klar blieben (vgl. Abbildung 159,
oben). Es wurden DC-Chromatogramme angefertigt, um den Abbau der Peroxide 206 und 207
zu verfolgen (vgl. Abbildung 159, unten).
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Reaktionslésungen nach 30 Minuten Belichtung

Triade 350 nm  Triade 365 nm Diade 350 nm Diade 365 nm

Diinnschichtchromatogramme
Unter UV-Lampe nach Anfarben mit Anisaldehyd

t=0 t=2.5h t=0 t=2.5h t=0 t=2.5h t=0

T T

Triade Diade Triade Diade
207 206 207 206

Abbildung 159: Oben: Reaktionslésungen der Triade 207 und Diade 206 nach 30 Minuten Belichtung bei 350 nm
und 365 nm in Acetonitril. Unten: Dinnschichtchromatogramm der Reaktionsldsungen nach 2.5 h, links unter UV-
Licht, rechts nach Anfarben des Chromatogramms mit Anisaldehyd.

Fir die DC-Kontrolle wurde als mobile Phase 2% MeOH in CHxCl, gewahlt. Die
Chromatogramme sind zur besseren Darstellung abgeschnitten, sodass die Laufmittelfronten
nicht abgebildet sind und die R~Werte nicht aus Abbildung 159 abgeleitet werden kénnen.

Anhand der DC ist zu erkennen, dass die Triade 207 nach 2.5 h teilweise abgebaut wurde.
Dabei entstehen sowohl unter Belichtung mit 350 nm als auch mit 365 nm mehrere UV-aktive
Zerfallsprodukte. Den R~Werten zur Folge sind die Abbauprodukte unter Belichtung mit beiden
Wellenlangen gleich. Auch Diade 206 ist nach 2.5 h nicht vollstandig zerfallen und scheint sehr
polare Abbauprodukte zu bilden, welche nicht mit der mobilen Phase bewegt werden. Auch
fur die Diade 206 wird laut DC ein gleiches Abbauverhalten bei 350 nm und 365 nm
beobachtet. Nach 24 Stunden Belichtung, sind beide Peroxide 206 und 207 vollstéandig
abgebaut. Die Abbauprodukte, die nach 2.5 h sowohl unter der UV-Lampe als auch nach
Anfarben mit Anisaldehyd sichtbar waren, wurden nach 24 Stunden viel schwacher detektiert

(siehe Abbildung 163, nach vollstandigem Abbau). Dies spricht ebenfalls fir die Instabilitat der
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Abbauprodukte und weist darauf hin, dass diese nach 24 Stunden groftenteils weiter zerfallen

sind. Dies erklart auch die Schwierigkeiten bei der Isolation der Produkte.

Zusatzlich wurden in regelmafligen Zeitabstdnden Proben aus den Belichtungsldsungen

entnommen und diese UV-Vis-spektroskopisch untersucht (vgl. Abbildung 160).
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Abbildung 160: Zeitabhangige UV-Vis-Spektren der Belichtung von Diade 206 und Triade 207 mit 350 nm und
365 nm in Acetonitril.

Die unterschiedlichen Intensitaten der Absorptionen sind auf Pipettierunterschiede bei den
einzelnen Messungen und daraus resultierend unterschiedlichen Konzentrationen
zurlckzufihren und geben keinen Hinweis auf Abbauprodukte. Die Triade 207 zeigt im
Absorptionsverhalten nach 150 Minuten keinen Unterschied, die Spektren der Diade 206
zeigen, sowohl unter Belichtung mit 350 nm als auch mit 365 nm, ein verandertes
Absorptionsverhalten bereits nach 30 Minuten des Experiments. Das Verhaltnis der
Intensitdten der Absorptionsmaxima bei 285nm und 257 nm sinkt, sodass die
Absorptionsbande breiter erscheint. Beim Spektrum nach 30 Minuten ist zusatzlich eine
Verbreiterung der Absorptionsbande bei 330 nm zu beobachten, die nach 90 Minuten aber
nicht mehr detektiert wird. Vermutlich ist diese Messung nicht reprasentativ und eine

Verunreinigung in der Messkuvette ist hier der Grund flr die zusatzliche Absorption. Es ist
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ebenfalls moglich, dass die Abbauprodukte, welche nach 30 Minuten entstanden sind, nach
90 Minuten bereits weiter zerfallen sind, sodass deren Absorption nicht mehr gemessen
werden kann. Die Gelbfarbung der Reaktionslésungen, wie sie in Abbildung 159 (oben) zu
sehen ist, ist in den UV-Vis-Spektren nicht zu erkennen. Vermutlich ist aber die para-standige
Hydroxylgruppe, die das Benzophenon der Diade 206 aufweist, ausschlaggebend fir die
Farbung, da diese Mdglichkeiten zur intermolekularen Reaktion mit Abbauprodukten, bzw. den
entstehenden Radikalen wahrend des Abbaus, bietet. Bei allen Experimenten wird nach 24 h
ein vollstdndig anderes Absorptionsspektrum gemessen. Dies zeigt erneut, dass sowohl die
Peroxide 206 und 207 als auch deren Abbauprodukte nach Belichtung instabil unter den

gegebenen Bedingungen sind und zerfallen.

Nach den Belichtungsexperimenten bleibt festzuhalten, dass es keinen Unterschied macht, ob
mit 350 nm oder mit 365 nm belichtet wird. Die Abbauprodukte konnten auf Grund der
Instabilitat und der ahnlichen R~Werte nicht isoliert und charakterisiert werden. Die Triade 207

scheint aber wesentlich mehr Abbauprodukte zu bilden als Diade 206.

Um zu vergleichen, ob beim lichtinduzierten Abbau die gleichen Abbauprodukte entstehen,
wie bei dem eiseninduzierten Abbau, wurde die Diade 206 mit FeCl, umgesetzt und versucht
die dabei entstehenden Abbauprodukte zu isolieren. Der vollstdndige Abbau des Hybrids 206
wurde mittels DC verfolgt und erfolgte bereits nach wenigen Minuten. Der eiseninduzierte
Abbau ist also wesentlich schneller als der lichtinduzierte. Zudem wurden im Vergleich zum
lichtinduzierten Abbau wesentlich weniger Abbauprodukte gebildet. Die detektierten
Substanzen wurden ebenfalls auf den Chromatogrammen der Proben des lichtinduzierten
Abbaus erkannt. Dort waren sie schwer zu detektieren, da die vielen anderen Produkte
ahnliche R#Werte hatten und Uberlagerten. Durch Auftragung der lichtinduzierten
Abbauprodukte und Anfarbung des Chromatogramms mit Anisaldehyd konnten die Produkte
allerdings anhand der Farbe mit denen des eiseninduzierten Abbaus verglichen werden. In
Abbildung 161, links, sind die Farbungen der eiseninduzierten Abbauprodukte im
Chromatogramm zu erkennen ist. Fir die lichtinduzierte Route bedarf es flr diese
Identifizierung eine hohe Konzentration an aufgetragener Probe, was zu keiner guten

Auftrennung der Spot fuhrt, weshalb diese hier nicht abgebildet sind.

Die Isolation der eiseninduzierten Abbauprodukte des Hybrids 206 wurde nach einem
gréReren Reaktionsansatz mittels saulenchromatographischer Auftrennung getestet. Dies
scheiterte allerdings, da die Abbauprodukte nicht stabil genug waren und wahrend der
Aufreinigung zersetzt wurden. Des Weiteren wurde versucht die Abbauprodukte mittels
praparativer Dinnschichtchromatographie zu isolieren. Ein nicht UV-aktives Zerfallsprodukt
wurde erst nach Anfarben der DC mit Anisaldehyd sichtbar, sodass mittels praparativer DC

nur die drei UV-aktiven Zerfallsprodukte von der Platte isoliert werden konnten. Die Proben
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wurden direkt "H-NMR-spektroskopisch untersucht, um den weiteren Zerfall der Proben zu
verhindern (vgl. Abbildung 161). Nach Messung der 'H-NMR-Spektren wurden diese erneut
dinnschichtchromatographisch untersucht, wobei der weitere Zerfall der Produkte detektiert
wurde. Dies lasst auf die Instabilitdt der Produkte zurtickschlief3en.
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Die 'H-NMR-Spektren der isolierten UV-aktiven Abbauprodukte sind in Abbildung 161
dargestellt. Die beiden unteren Spektren lassen eine symmetrische Substitution des
Benzophenon-Grundkérpers vermuten. Dies lasst auf eine Hydrolyse des Esters aus
Hybrid 206 wahrend dem photochemisch initiierten Abbau schlieen. Daflir spricht ebenfalls,
dass die charakteristischen Artesunat-Signale nicht mehr zu sehen sind. Auch im Spektrum
der Substanz, die Anisaldehyd lila farbt (zweites Spektrum von oben), ist eine Veranderung
der aromatischen Signale zu beobachten. Das breite -OH-Proton bei 6.7 ppm (rot markiert)
wird nicht mehr detektiert, sodass die funktionelle Gruppe eventuell beim Abbau intra- oder
intermolekular mit anderen Substanzen reagierte. Dies korreliert ebenfalls mit der Vermutung,
dass freiwerdende Radikale intermolekular mit der OH-Gruppe der Diade 206 reagieren
kdénnen, die auch fir den lichtinduzierten Abbau vermutet wurde und fir die Gelbfarbung der
Reaktionslésung sorgte. Die charakteristischen Signale des Artesunats (197) sind verschoben

bzw. verschwunden (orange und blau markiert im Spektrum des Substrats 206) und sprechen
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4. Ergebnisse und Diskussion

fur den vollstandigen Abbau des Substrats 206. Das bei 6.22 ppm neu erscheinende Singulett
(pink markiert) konnte von einem aquivalenten Abbauprodukt 228, wie es von Posner et al.[24e]
fur den eiseninduzierten Abbau von Artemisinin (44) postuliert wird, rihren (vgl. Abbildung
162).

Artemisinin (44) 206

Fe(ll)Br| nach Posner et al. Fe(”)Cl{THE RT

Abbildung 162: Postulierte Eisen(ll)-induzierte Abbauprodukt 225, 226 und 227 von Artemisinin (44) nach Posner
et al.3*6l und eventuell entstandenes &dquivalentes Abbauprodukt 228 durch Fe(ll)-Aktivierung von Diade 206.

Der eiseninduzierte Abbau der Triade 207 lieferte ahnliche Ergebnisse. Eine Isolation der
Abbauprodukte gelang nicht, weshalb lediglich die DC als Analysemethode diente. Es konnte
ebenfalls festgestellt werden, dass der Abbau bereits nach wenigen Minuten vollstandig war
und somit wesentlich schneller ablief als die lichtinduzierte Route. Ebenfalls entstanden
wesentlich weniger Zerfallsprodukte. Anhand der R~Werte kann spekuliert werden, dass die
Abbauprodukte denen der lichtinduzierten Variante ahneln. Dafir sprechen ebenfalls die
Farbnuancen der detektierten Produkte nach Anfarben des Diinnschichtchromatogramms mit
Anisaldehyd-Lésung. Diese sind allerdings fur den lichtinduzierten Ansatz nach 24 h nicht

mehr zu erkennen, da die Produkte bereits zerfallen zu sein scheinen.

In Abbildung 163 ist noch einmal ein Dunnschichtchromatogramm mit Proben des
lichtinduzierten und eiseninduzierten Abbaus der Diade 206 und der Triade 207 nach

vollstandigem Abbau dargestellt.
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Diinnschichtchromatogramme nach vollstdndigem Abbau

nter UV-Lampe

nach Anfarben mit Anisaldehyd

\Fet=0 p th=0p p Fel Fet=0 p p ‘Lt=0p p FeJ

Triade Diade Triade Diade
207 206 207 206

p: photochemischer Abbau
Fe: eiseninduzierter Abbau

Abbildung 163: Dunnschichtchromatogramme der licht- und eiseninduzierten Abbauexperimente mit Diade 206
und Triade 207 nach vollstandigem Umsatz im Vergleich. (Laufmittel 2% MeOH in CH2Cl2.)

Es bleibt festzuhalten, dass beim Eisenabbau ahnliche Produkte wie beim lichtinduzierten
Ansatz entstehen. Dies ist vor allem Uber das unterschiedliche Anfarbeverhalten der
Abbauprodukte mit Anisaldehyd zu erkennen. Der lichtinduzierte Abbau liefert wesentlich mehr
Abbauprodukte als der eiseninduzierte Abbau. Die Strukturauflésung der sowohl beim
lichtinduzierten- als auch beim eiseninduzierten Abbau entstehenden Produkte ist auf Grund

deren Instabilitat schwierig.

4.2 .4 Triplett-Lebensdauer von Diade 206 und Triade 207

In Rahmen der Dissertation von Christina Bold konnte bereits ein exergoner Elektronentransfer
fir den Aktivierungsmechanismus von Artemisinin (44) Uber einen Photoaktivator aufgrund
einer Energiebilanz-Betrachtung ausgeschlossen werden. Durchgefihrte
Mechanismusstudien und Berechnungen von Triplett-Energieniveaus sprechen vielmehr fir
eine Triplett-Sensibilisierung.l'®® Der Energietransfer von Benzophenon (48) im angeregten
Triplett-Zustand auf ein Peroxid, welches sich im Singulett-Zustand befindet, kann auf Grund
der unterschiedlichen Multiplizitdten nur nach dem Dexter-Mechanismus erfolgen (vgl.
Abbildung 164).
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Wie schnell diese Energielbertragung stattfindet, kann durch Analyse der Triplett-
Lebensdauer (1) des angeregten Benzophenons untersucht werden. Bei Diade 206 ist ein
Artesunat (197) gebunden, welches einem Peroxid entspricht und somit als ein Quencher dem
Triplett-Zustand des Benzophenons entgegenwirkt. Bei Triade 207 sind gleich zwei Peroxide
bzw. Quencher gebunden, sodass eine effizientere bzw. schnellere Léschung des Triplett-
Zustands von Benzophenon durch Energielibertragung auf eines der beiden Peroxide zu

erwarten ist.

Um die Triplett-Lebensdauer t der Diade 206 und der Triade 207 zu untersuchen, wurden
transiente Absorptionsspektren im Nanosekundenbereich (nsTA) an der HHU Dusseldorf im
Arbeitskreis fir Femtosekundenspektroskopie (Prof. Dr. Peter Gilch) von Simon Lennart
Zimmermann aufgenommen. Dazu wurden zundchst Losungen beider Substanzen in MeCN
vorbereitet, wobei deuteriertes Losungsmittel zur Vermeidung von Wasserstoffabstraktionen
gewahlt wurde. Die Konzentration der Lésungen wurde zunachst auf 4*10°mol/l eingestellt,
und dann so verdinnt, dass die Absorptionsintensitaten bei 266 nm fur beide Proben gleich
waren. Dies wurde zur Vergleichbarkeit beider Messungen so gewahlt, weil die Laseranregung
bei 266 nm stattfinden sollte. Die Anregungswellenlange von 266 nm variiert zu den vorher
durchgeflihrten Belichtungsreaktionen zum Abbau der Peroxide, wurde jedoch auf Grund der
Absorptionsverhaltnisse zwischen Artesunat 197, Diade 206 und der Triade 207 so gewahlt.
Die Wahrscheinlichkeit mit einem Laserimpuls eher das Benzophenon von Diade 206 (oder
Triade 207) anzuregen als das Artesunat 197 direkt, ist bei 266 nm hoher als bei 350 nm oder
365 nm, was aus den Verhaltnissen der Extinktionskoeffizienten abgelesen werden kann (vgl.
Abbildung 165).
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Abbildung 165: UV-Vis-Spektren von Diade 206, Triade 207 und Artesunat 197 mit Extinktionskoeffizienten bei

266 nm zum Vergleich.

Der Aufbau des Experiments ist in Abbildung 166 skizziert.

266 nm, 3.1 mJ
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Abbildung 166: Darstellung des Versuchsaufbaus der nsTA.
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Ein initialer Laserpuls wird durch BBO(B-Bariumborat)-Kristalle in der Energie zweimal
verdoppelt, um einen 266 nm Laserpuls zu erzeugen. Dieser wurde durch einen Langpassfilter
geleitet und mit einem Spiegel auf die zu vermessende Probe gelenkt. Diese Probe befindet
sich in einem Spektrometer und wird mittels Peristaltikpumpe kontinuierlich durch die
Messkulvette gepumpt, um bereits gepulste und abgebaute Molekile aus der Lésung zu
entfernen und nicht erneut zu vermessen. Zusatzlich wurden die Proben vor Beginn der
Messungen eine halbe Stunde mit Stickstoff entgast, um eine Triplett-Léschung Uber Triplett-
Triplett-Energietransfer mit Sauerstoff zu vermeiden. Das Einleiten von Schutzgas wurde
wahrend dem Experiment aufrechterhalten. Durch eine Weililichtlampe, die im 90°-Winkel zum
einstrahlenden Laser positioniert ist, findet die transiente Absorptionsabfrage statt. Der
Detektor fur die transiente Absorption wurde auf 525 nm eingestellt, da der Triplett-Zustand
von Benzophenon dort detektiert wird.4" 3481 Es wurden 15 Messungen durchgefiihrt und nach
Mittelung der Messwerte wurden fur die Diade 206 und Triade 207 exponentielle Zerfalle mit
entsprechender Funktionsgleichung erhalten, aus welcher die Lebensdauern berechnet
werden konnten (detaillierte Beschreibung in Kapitel 6.5). Die Ergebnisse sind in Tabelle 13

zusammengefasst.

Diade 206 Triade 207
T [us] 7.35 2.35

Die Ergebnisse der nsTA-Messungen stimmen hervorragend mit den Erwartungen uberein.
Die Triplett-Lebensdauer der Triade 207 ist deutlich kirzer als die der Diade 206. Dies liegt
darin begrundet, dass bei der Triade 207 bei einem angeregten Triplett-Zustand zwei
Quencher-Molekile in Form von Peroxiden in direkter Nahe vorliegen. Dadurch ist die
Wahrscheinlichkeit fur eine Léschung des Zustands durch Triplett-Sensibilisierung des
Peroxids von Triade 207 hoher als fur Diade 206.

Da mehrmals ein Laserstrahl auf die Probenlésungen gepulst wurde und die Probenlésung
durch die Messkuvette zirkulierte, ist es denkbar, dass im Laufe der Messung bereits zerfallene
Probe erneut mit einem Laserstrahl angeregt und vermessen werden. Deshalb wurden
zwischen den Messungen UV-Vis-Spekiren aufgenommen, um mdgliche Zerfallsprodukte

detektieren zu kénnen (vgl. Abbildung 167).
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Im Spektrum der Triade 207 ist nach den Messungen keinerlei Unterschied zu dem Spektrum
vor den Messungen zu erkennen. Die Diade 206 hingegen weist eine erhéhte Absorption auf,
was allerdings durch eine Aufkonzentrierung der Lésung durch das kontinuierliche Einleiten
von Stickstoff in die Probe zu erklaren ist. Dies ist in der Probe der Triade 207 nicht in dem
Mal zu beobachten, da die Messung schneller durchgefiihrt wurde als die der Diade 206.
Zusatzlich wird aber nach Ende der nsTA-Messungen eine zusatzliche Absorption um 350 nm
detektiert. Dies war ebenso der Fall bei den Belichtungsexperimenten der Diade 206 mit
350 nm, wobei die Absorption hier nach 90 Minuten nicht mehr mittels UV-Vis-Spektroskopie
zu detektieren war (vgl. Abbildung 160). Diese zusatzliche Absorption kénnte auch hier auf die
radikalische Reaktion des OH-Substituenten am Benzophenon der Diade 206 zu erklaren sein.
In diesem Experiment ist allerdings eine intermolekulare Reaktion zwischen OH-Gruppe und
freiwerdenden Radikalen auf Grund der geringen Konzentration unwahrscheinlicher, sodass
hier hauptsachlich eine intramolekulare Reaktion daflir verantwortlich sein kénnte. Vergleicht
man die Spektren mit denen der Belichtungsexperimente nach vollstandigem Abbau der
Peroxide 206 und 207 (vgl. Abbildung 160), dann scheinen die Peroxide nach den
durchgefihrten Experimenten mit Laserpulsen erst teilweise abgebaut, sodass eine Messung

von bereits zerfallenem Substrat weitestgehend ausgeschlossen werden kann.

Die freie OH-Gruppe der Diade 206 tragt malgeblich zum unterschiedlichen
Absorptionsverhalten, im Vergleich zur Triade 207, bei. Dies verandert auch das
Absorptionsverhalten bei 266 nm (vgl. Abbildung 165) und somit auch die Triplett-
Lebensdauer, sodass diese nur bedingt miteinander verglichen werden kdnnen. Aus diesem
Grund sollte die Diade 206 zum Methylester 229 umgesetzt werden, bei denen die OH-Gruppe
aquivalent zur Triade 207 verestert vorliegt (vgl. Abbildung 168). Die dadurch entstehende
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endstandige Carbonsaure soll in diesem Fall methylverestert vorliegen, um das
Absorptionsverhalten nicht maRgeblich durch die Sauregruppe zu beeinflussen. Das
Benzophenonderivat 205 sollte aus gleichem Grund zum Methylester 230 umgesetzt werden.
So kann ein besserer Vergleich zwischen den Triplett-Lebensdauern des
Benzophenonderivats 230 ohne Quencher und denen der Substrate 229 und 207, bei denen

ein bzw. zwei Quencher im Molekul gebunden sind, gezogen werden.

Die Synthese beider Methylester wurde zunachst durch eine Ringéffnung des cyclischen
Anhydrids 210 nach einer Vorschrift von Presser et al. durchgeflhrt (vgl. Abbildung 169).349

0 O
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Die Nucleophilie der Alkohole wurde versucht durch Zugabe von Triethylamin zu erhéhen, um
die Ring6ffnung des cyclischen Anhydrids 210 zu realisieren. Es konnte jedoch in beiden
Reaktionen kein Umsatz detektiert werden und es wurden lediglich die Substrate 205 und 206
reisoliert.

Eine andere Variante stellt die Veresterung mit einem Carbonsaurechlorid 233 dar (vgl.
Abbildung 170). Diese bietet den Vorteil, dass das Molekil 233 bereits als Methylester vorliegt,

sodass eine weitere Veresterung nicht durchgefuhrt werden muss.
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Abbildung 170: Veresterung der Diade 206 und Benzophenonderivat 205 mit Carbonsaurechlorid 233.

Die Veresterungen erfolgten mit beiden Alkoholen 206 und 205 erfolgreich, wenn auch nur in
geringen Ausbeuten. Diese sind auf die saulenchromatographischen Aufreinigungen
zurtckzufihren, welche in beiden Fallen mehrmals durchgefiihrt werden mussten, da
entstandene Nebenprodukte, bzw. Verunreinigungen ahnliche R~Werte aufwiesen, wie die
gewlnschten Produkte 229 und 230. Die isolierten Methylester 229 und 230 wurden UV-Vis-
spektroskopisch untersucht (vgl. Abbildung 171).
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Abbildung 171: UV-Vis-Spektren der Methylester 229 und 230 und der Triade 207 im Vergleich. Gemessen in
Acetonitril.

Die UV-Vis-Spektren der beiden Methylester 229 und 230 sind dem Absorptionsspektrum der
Triade 207 sehr ahnlich, sodass nun ein Vergleich der Triplett-Lebensdauern akkurater
erscheint. Die Triplett-Lebensdauern t der Methylester 229 und 230 wurden genauso bestimmt
wie fur die Diade 206 und Triade 207. Zusatzlich wurde die Triade 207 zum direkten Vergleich
unter den exakt gleichen Parametern erneut vermessen. Dabei ergaben sich folgende
Lebensdauern (vgl. Tabelle 14).
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Methylester | Methylester | Triade
229 230 207

Triplett-Lebensdauer

T [ps]

4.74 717 2.63

Der Methylester 230 weist die langste Triplett-Lebensdauer auf, was auf Grund der
Abwesenheit eines Quenchers zu erwarten war. Die Triplett-Lebensdauer des
Methylesters 229 mit einem Peroxid als Quencher gebunden ist kirzer, aber immer noch
doppelt so lang wie die der Triade 207. Dies erscheint ebenfalls sinnvoll, da die
Wahrscheinlichkeit bei Triade 207 den Triplett-Zustand zu I6schen doppelt so hoch ist wie in
Methylester 229. Betrachtet man also die Messerwerte der zweiten Messung, so ist ein klarer
Trend zu erkennen, je mehr Quencher bzw. Peroxid im Molekul gebunden ist, desto schneller
wird die Triplett-Energie auf diesen Ubertragen und desto kiirzer ist dementsprechend die

Triplett-Lebensdauer.

Vergleicht man jedoch die Triplett-Lebensdauern der Diade 206 mit der des Methylesters 229,
so fallt auf, dass die Diade 206 eine fast doppelt so lange Lebensdauer aufweist wie der
Methylester 229. Der Unterschied beider Molekdle ist lediglich die freie Hydroxy-Gruppe in
Diade 206, welche in Methylester 229 verestert vorliegt. Diese auxochrome Hydroxy-Gruppe
scheint den Triplett-Zustand so zu stabilisieren, dass dessen Lebensdauer verlangert wird. Die
OH-Gruppe erhoht tber den mesomeren Effekt die Elektronendichte im Benzophenon. Der
Abstand zwischen HOMO und LUMO wird dadurch geringer, sodass langerwelliges,
energiedrmeres Licht ausreicht, um ein Elektron aus dem HOMO ins LUMO anzuregen. Genau
dieser Effekt ist im UV-VIS-Spektrum zu beobachten, dies gilt jedoch nicht fir den
Methylester 229, sodass der +M-Effekt der -OCOR Gruppe als niedriger eingestuft werden
muss als der, der -OH-Gruppe. Dieser Effekt hat zunachst nur einen Einfluss auf den Singulett-
Grundzustand (Sp) und somit auch auf den angeregten Singulett-Zustand (S1) bzw. dem
energetischen Abstand zwischen beiden Energieniveaus. Vom Si-Zustand findet jedoch ISC
in den Triplett-Zustand statt, sodass das veranderte Energieniveau des angeregten
Si-Zustandes auch Einfluss auf das Energieniveau des Triplett-Zustandes haben kann. Da die
Triplett-Lebensdauer der Diade 206 langer ist als die des veresterten Derivats 229, liegt die
Vermutung nahe, dass das Triplett-Energieniveau des Methylesters 229 ahnlicher zum
Energieniveau des HOMOs des Peroxids liegt, als das der Diade 206, und deshalb die
Energietbertragung begunstigt bzw. schneller stattfindet. DFT-Rechnungen kdnnten den
Unterschied der Energieniveaus der einzelnen Zustande in Diade 206, Methylester 229 und

des Peroxids genauer kalkulieren. Dadurch kénnten ebenfalls Hinweise erhalten werden,
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weshalb der Triplett-Zustand in Diade 206 stabiler und somit langlebiger ist als der des
Methylesters 229.

Die Triplett-Lebensdauer der Diade 206 ist sehr ahnlich zu der des Methylesters 230, in
welchem kein Quencher zur Verfugung steht. Ein direkter Vergleich erscheint aber auch hier
nicht sinnvoll, da der Methylester 230 keine freien OH-Gruppen aufweist. Anhand der zuvor
diskutierten unterschiedlichen Lebensdauern der Diade 206 und des Methylesters 229 ist zu
erwarten, dass das Benzophenonderivat 205, welches Uber zwei Hydroxygruppen verfugt,
eine noch langere Triplett-Lebensdauer aufweist als der Methylester 230. In der Literatur wird
die Triplett-Lebensdauer des 4,4-Dihydroxybenzophenons (205), als Kristall eines
4,13-Diaza-18-Krone-6-Komplexes, beschrieben. Dabei ergibt sich fir die monokline Form
eine Triplett-Lebensdauer von 44.0 ys und fir die trikline Form 49.2 us.%% Die Bedingungen
sind zwar nicht mit denen des hier durchgefihrten Experiments in Losung zu vergleichen,
jedoch bekraftigen die Literaturwerte die Vermutung, dass die freie Hydroxygruppe die Triplett-

Lebensdauer verlangert.

Aus diesen Experimenten kann geschlussfolgert werden, dass Artemisinin (44) als Quencher
des Triplett-Zustands eines Benzophenonderivats wirken kann. Fir die Lebensdauer ist dabei
entscheidend, wieviele Peroxide im Molekil gebunden sind. Je mehr Peroxid vorhanden ist,
desto schneller wird der Triplett-Zustand geldscht. Die Substitution des Benzophenons ist
hierbei entscheidend fiir die Triplett-Lebensdauer, wobei diese durch Anwesenheit einer freien

OH-Gruppe verlangert wird.

Die gemessenen Triplett-Lebensdauern und dazugehdrige Substrate sind noch einmal in

Abbildung 172 zusammenfassend abgebildet.
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4.2.5 Biologische Aktivitat der Diade 206 und der Triade 207

Zusatzlich wurde die biologische Aktivitdt der Diade 206 und der Triade 207 in der
Arbeitsgruppe von Prof. Nicole Teusch untersucht. In vorangegangenen Experimenten von
Bold'®® an Panc1-Zellen konnte bereits demonstriert werden, dass sowohl Benzophenon (48)
als auch Artemisinin (44) alleine im Dunkeln, aber auch unter Belichtung mit 366 nm, keine
zytotoxische Wirkung auf die Zellen austben. Erst die Kombination beider Substrate und der
dadurch mogliche Energietransfer von Benzophenon (48) auf Artemisinin (44) zeigte in inter-
als auch intramolekularen Belichtungsexperimenten einen verstarkten zytotoxischen Effekt.
Die dadurch bestimmten ICso-Werte zeigten fiir das intramolekulare Belichtungsexperiment mit
dem Hybrid 49 eine 10-fach starkere Wirkung als das intermolekulare Experiment mit
Benzophenon (48) und Artemisinin (44).1'% Aus diesen Experimenten kann fiir die Diade 206
ein ahnlicher ICso-Wert erwartet werden wie fur Hybrid 49. Die Triade 207 hingegen sollte einen
noch niedrigeren ICso-Wert aufweisen, da die Anregung eines Moleklls potenziell gleich zwei
Artemisinin-Molekile (44) zum Abbau aktivieren. Die transienten Absorptionsspektren konnten
bereits zeigen, dass der Energietransfer bei Triade 207 schneller verlauft als bei Diade 206,

sodass eine Korrelation zur erhohten biologischen Aktivitat zu vermuten ist.

Die Zytotoxizitat der Diade 206 und der Triade 207 gegenlber Pankreas-Tumorzellen wurde
in einem ersten Testdurchlauf von Katja Schiedlauske (HHU Dusseldorf) untersucht. Es
wurden Verdunnungsreihen von Diade 206 und Triade 207 erstellt, und jeweils acht
verschiedene Substratkonzentrationen erhalten. Jede Konzentration wurde dreimal auf einer
96-Well-Platte mit je 5000 Panc-1 Zellen pro Vertiefung inkubiert, wobei zwei dieser Platten
prapariert wurden. Eine Platte wurde im Dunkeln fiir 24 Stunden bei 37 °C und mit 5% CO-
inkubiert, die zweite Platte wurde unter den gleichen Bedingungen fir 24 h mit 366 nm
belichtet. Im Anschluss wurden die Zelliiberlebensraten mit Hilfe eines PrestoBlue™ Essays
durch die messbare Fluoreszenz bestimmt. Als Positivkontrolle wurden zusatzlich Zellen mit
Paclitaxel (1 uM) versetzt, was in Zelltod und damit verringerter Fluoreszenz nach dem
PrestoBlue™ Essay resultiert. Die getesteten Konzentrationen der Diade 206 und Triade 207
wurden logarithmisch gegen die erhaltenen Fluoreszenzeinheiten aufgetragen und aus den
Wendepunkten der dadurch erhaltenen Graphen, die ICso-Werte bestimmt (vgl. Abbildung 173
und Tabelle 15).
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Abbildung 173: Nach PrestoBlue™ Essay erhaltene Fluoreszenz-Werte nach Dunkel- (links) und
Belichtungsexperimenten (rechts) an Panc-1 Zelllinie aufgetragen gegen die jeweils eingesetzten logarithmischen
Konzentrationen der Diade 206 (oben) und Triade 207 (unten).

Aus den Wendepunkten der erhaltenen Graphen kann der ICso-Wert berechnet werden,

welcher die Konzentration an Substrat widerspiegelt, bei der 50% der Zellen abgetdtet werden.

Tabelle 15: ICso-Werte der Diade 206 und der Triade 207 im Dunkeln und bei Belichtung mit 366 nm im Vergleich
zum intermolekularen Belichtungsexperiment von Artemisinin (44) und Benzophenon (48) und dem
intramolekularen Belichtungsexperiment mit Hybrid 49 von Bold.

Substrat ICso-Wert [uM]
Diade 206, dunkel >100
Triade 207, dunkel >100
Diade 206, belichtet 74.98
Triade 207, belichtet 50.52
Hybrid 49, belichtet 3.801168]
Intermolekular, belichtet 55 75[168]
Artemisinin (44) + Benzophenon (48)

Die Diade 206 und die Triade 207 weisen im Dunkeln keine Toxizitat gegenuber den Panc-1-
Zellen auf. Bei Belichtung mit 366 nm ist wie erwartet eine héhere Aktivitat der Triade 207 im
Vergleich zur Diade 206 zu beobachten. Die ICso-Werte sind im Vergleich zu denen von
Bold'®8 zwar sehr viel héher und eher mit denen der intermolekularen Belichtungsexperimente
zwischen Artemisinin (44) und Benzophenon (48) zu vergleichen, jedoch kénnen diese Werte

nicht exakt miteinander verglichen werden. Das experimentelle Setup musste neu angepasst
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4. Ergebnisse und Diskussion

werden und unterscheidet sich deshalb von dem Setup, welches flr die Substrate von Bold
verwendet wurden. So kann zum Beispiel die Leistung der verwendeten Lampe, der Abstand
zwischen Lampe und Inkubationsplatte, sowie die Beschaffenheit der Inkubationskammer
(Reflexion der Strahlung) erheblichen Einfluss auf die Zelliiberlebensraten haben. Ebenfalls
muss die Testung von Diade 206 und Triade 207 wiederholt werden, um die erhaltenen Daten
zu verifizieren und die Ergebnisse fundiert bewerten zu kénnen. Auf’erdem misste das
Benzophenonderivat 230 auf gleiche Weise an den Panc-1-Zellen untersucht werden, um eine
Zellschadigung durch die Entstehung von 'O, ausschlielen zu kdnnen. Auch die Effekte des
Methylesters 229 im Vergleich denen der Diade 206 sollten untersucht werden, um den
Einfluss der freien Hydroxygruppe auf die biologische Aktivitat beurteilen zu konnen.
Zusatzlich sollen die Substrate an gesunden Zellen getestet werden, um die bei Bold
beobachtete Selektivitat des Hybrids 49 gegenliber Tumorzellen ebenfalls fir die

Substrate 206 und 207 zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden zwei Konzepte entwickelt, bei denen ,tiefes Licht* (,deep light*) als
Anregungsquelle fiir photochemisch initiierte, gezielte, zelltoxische Vorgange genutzt werden
kann. Damit kénnte das Problem der limitierten Penetrationstiefe von Licht in biologischen
Medien umgangen werden und eine Anwendung von lichtinduzierten Therapiemethoden auf

tieferliegendes Gewebe ermdglicht werden.

Das erste Konzept sollte einen PDT-Effekt unter Verwendung von Cerenkov-Strahlung als tiefe
Lichtquelle realisieren. Dazu wurden zunachst synthetische Arbeiten angestellt, die
Nanopartikel mit Photosensibilisatoren auf der Oberflache anstrebten. Wahrend die Synthese
von Gold-modifizierten Nanopartikeln erfolglos blieb, konnten SiO2-Nanopartikel in
verschiedenen GroRen hergestellt werden. Diese konnten erfolgreich Uber Glutar-
aldehyd (141) mit dem Porphyrinderivat 148 als PS verknipft werden. Die Beladung mit
diesem PS wurde naherungsweise Uber eine UV-Vis-spektroskopische Methode bestimmt.
Sowohl die funktionalisierten Nanopartikel 178 als auch andere synthetisierte PS, wurden
zunachst hinsichtlich ihrer Fahigkeit 'O, zu generieren untersucht, da diese den
therapeutischen Effekt in der PDT bewirkt. Dazu wurde ein indirekter Nachweis tber die UV-
Vis-spektroskopisch, beobachtbare Absorptionsabnahme des mit Singulett-Sauerstoff
reagierenden Substrats DPA (186) genutzt (vgl. Abbildung 174, links). Dabei konnten mehrere
PS, aber auch die funktionalisierten SiO.-Nanopartikel 178, als geeignete 'O.-Sensibilisatoren

identifiziert werden.

Die nachfolgenden Experimente mit radioaktiven Nukliden wurden in Zusammenarbeit mit
Dr. Swen Humpert (Forschungszentrum Jilich, Arbeitsgruppe Prof. Neumaier) durchgefiihrt.
Gallium-68, ein Cerenkov-Strahlung emittierendes Isotop des Galliums, wurde als Lichtquelle
eingesetzt und in Kombination mit dem PS mono-NH>-TPP (148) sowie Sauerstoff im Dunkeln
hinsichtlich der 'O2-Generierung untersucht. Auch hier wurde die spektroskopische Methode
verwendet, bei der DPA (186) als '0,-verbrauchendes Substrat eingesetzt wird. Die Reaktion
des DPA (186) mit 'O, resultiert in einer Absorptionsabnahme bei 356 nm, sodass der Anteil
an abgebautem Substrat 186 verfolgt werden konnte (vgl. Abbildung 174, links). Es wurde
ebenfalls ein Kontrollexperiment durchgeflihrt, bei dem kein PS zur Reaktionsmischung
hinzugegeben wurde. Der Anteil des DPA (186) nach dem Zerfall des radioaktiven Nuklids
wurde in beiden Experimenten um ~10% reduziert. Der unerwartete Abbau des Substrats 186
ohne Zugabe eines PS, konnte durch die Tatsache erklart werden, dass die Cerenkov-
Strahlung hauptsachlich Photonen im UV-Bereich emittiert. So wurde vermutet, dass
DPA (186) selbst die Strahlung absorbierte, 'O, generierte und mit diesem reagierte, was in
der beobachtbaren Absorptionsabnahme resultierte. Um diese Vermutung zu verifizieren,

wurde ein Experiment durchgefuhrt, bei dem DPA (186) sowohl mit als auch ohne
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Sauerstoffzufuhr bei 300 nm belichtet wurde. Hierbei konnte ein sauerstoffabhangiger Abbau
des DPA (186) nachgewiesen werden, der die aufgestellte These belegte (vgl. Abbildung 174,
rechts). Dies zeigte im Umkehrschluss ebenfalls, dass die Cerenkov-Strahlung von Gallium-68

genug Photonen emittierte, um die Singulett-Sauerstoff Generierung zu initiieren.
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Abbildung 174: Zusammenfassung der Ergebnisse zum indirekten spektroskopischen Nachweis von 102 (links)
und dessen Anwendung zur Testung von 8Ga als Cerenkov-Lichtquelle. Ein Kontrollexperiment konnte
DPA (186) selbst als PS ausmachen und somit die Cerenkov-induzierte '0O2-Generierung nachweisen (rechts).

Aus dem durchgefiihrten Experiment konnte geschlussfolgert werden, dass zur Steigerung der
Effektivitat die Nutzung eines UV-Strahlung absorbierenden PS sinnvoll ist, wenn Cerenkov-
Strahlung als tiefe Lichtquelle eingesetzt werden soll. Da mit diesem Experiment nicht
eindeutig die '0,-Generierung, ausgehend vom PS 148, demonstriert werden konnte, wurde
zusatzlich ein Zelliberlebenstest an Brustkrebszellen durchgeflinrt. Die funktionalisierten
Silika-Nanopartikel 178 wurden in Kombination mit '8F als Cerenkov-Strahlungsquelle auf die
Zytotoxizitat gegenuber den Zellen untersucht. Die Zelliberlebensraten wurden dabei mit
einem MTT-Assay bestimmt (vgl. Abbildung 175).
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E )
1 @_O;Si/\/‘ NW\N
H i)

Nanopartikel 178 mit
mono-NH>-TPP (148) auf der Oberflache

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

100%
90%
100%
80% i
. 88%
70%

60% 74%
67%
50%

40%

Zelllberlebensraten

30%
20% 32%
10% 21%
nur Zellen Zellen+ Zellen+ Zellen+ Zellen+ Zellen+
mono-NH.-TPP Si0, SIO,@APTMS@GA B SIO,@APTMS@GA

@mono-NH,-TPP @mono-NH,-
TPP+1%F

Abbildung 175: Synthetisierte Nanopartikel 178 mit mono-NH2-TPP (148) als PS auf der Oberflache (oben) und
die wichtigsten Ergebnisse von deren Testung in einem Zelliberlebenstest in Kombination mit '8F als Cerenkov-
Lichtquelle (unten).

Hierbei konnte kein signifikanter zytotoxischer Effekt durch 'O.-Generierung festgestellt
werden. Die Grinde daflr sind vielfaltig und ausfiihrlich in Kapitel 4.1.5.2 diskutiert. Ein
Hauptgrund ist, neben der Hypoxie von Tumorzellen, vor allem die geringe Photonenausbeute
von '8F. Im Vergleich zu %8Ga emittiert '8F 26-mal weniger Photonen.’?*®! Die Kombination aus
geringer Sauerstoffkonzentration, geringer maximal einsetzbarer Menge der funktionalisierten
Nanopartikel und geringer Photonenausbeute von '8F erschweren die Generierung von 'Oy,
sodass der angestrebte PDT-Effekt in diesem Experiment nicht eindeutig beobachtet werden

konnte.

Die Synthese der funktionalisierten Nanopartikel 178 muss sowohl hinsichtlich der Stabilitat
der Partikel als auch der Beladung mit PS optimiert werden. Um dem Problem der Hypoxie in
Tumorzellen entgegenzuwirken, kénnte es sinnvoll sein, die auf der Oberflache befindlichen
Porphyrin-Molekiile mit Eisen(ll) zu komplexieren. Dadurch kénnte, ahnlich wie beim
Hamoglobin, der Sauerstofftransport in die Tumorzellen verbessert werden, wodurch die

Effektivitat des PDT-Effektes ernoht werden sollte. Dafiir muss zunachst die
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5. Zusammenfassung und Ausblick

'0,-Generierungseffizienz solcher Eisen(ll)-Komplexe untersucht werden. Sollte diese
schwacher sein als flr das freie Porphyrin, so ist es denkbar, dass nur ein Teil der Porphyrine

auf der Oberflache der Nanopartikel als Eisenkomplex eingesetzt wird.

Die durchgeflihrten Experimente zeigten vor allem, wie komplex die Probleme in der PDT in
tiefem Gewebe sind und dass bis zur Realisierung des Konzepts viele Optimierungen
vorgenommen werden missen. Das Experiment mit ®Ga konnte jedoch erfolgreich den
grundsatzlich madglichen Einsatz der Cerenkov-Lumineszenz als tiefe Lichtquelle
demonstrieren. Dabei ist noch einmal hervorzuheben, dass UV-Strahlung absorbierende PS
besser in Kombination mit dieser Strahlungsquelle wirken als die in der PDT Ublicherweise

verwendeten PS.

Unabhangig vom Sauerstoffgehalt einer Tumorzelle ist das zweite entwickelte Konzept.
Hierbei sollte Artemisinin (44) als photodynamisches Substrat unter Anwendung von tiefem
Licht aktiviert werden und einen zytotoxischen Effekt erzielen. Upconversion Nanopartikel
(UCNP) sollten unter Bestrahlung mit NIR-Licht als Generator fur tiefes Licht eingesetzt
werden. Da die Synthese nicht trivial und eine kommerzielle Beschaffung geeigneter Partikel
kostenintensiv ist, konnten diese nicht fir das angestrebte Konzept getestet werden. Deshalb
wurde die Vorarbeit fir das Konzept geleistet, bei denen eine Funktionalisierungsmethode mit
Benzophenon (48) und dem Pharmakophor 44 auf SiO>-Nanopartikeln entwickelt wurde. Fur
die Charakterisierung und Verifizierung der erfolgreichen Funktionalisierung mussten
zunachst geeignete Analysemethoden gefunden werden. Durch Elementaranalysen und den
Vergleich der Zeta ({)-Potentiale der hergestellten Nanopartikel, konnte die Funktionalisierung
jedoch als erfolgreich bewertet werden, sodass die durchgefiihrten Reaktionen auf geeignete
UCNP bertragen werden konnen. Die hergestellten Nanopartikel sind in Abbildung 176

dargestellt.
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Da eine Emission von UV-A Licht fur die Aktivierung des Peroxids von Artemisinin (44) bendtigt
wird, ist fur weiterfihrende Experimente die Verwendung von Thulium-dotierten UCNP zu
empfehlen, da diese unter Bestrahlung mit einem 976 nm-Laser eine Emission bei 645 nm,
360 nm und 288 nm aufweisen.!**" Dann kénnte die photochemische Aktivierung des Peroxids

mit tiefem Licht unter Nutzung von NIR-Strahlung untersucht werden.

Wahrend der Entwicklung der Funktionalisierung der Nanopartike wurden die Substrate 206
und 207, bestehend aus Benzophenonderivat 205 als Photoaktivator, und Artesunat 197 als
photodynamisches Substrat, hergestellt. Diese wurden zunachst hinsichtlich des Abbaus unter

Belichtung mit 350 nm und 365 nm untersucht.

Die Isolierung der dabei entstehenden Abbauprodukte erwies sich sehr schwierig. Im Vergleich
zum alternativ bekannten Fe(ll)-induzierten Abbau, entstanden durch die photochemische
Route eine Reihe an instabilen Abbauprodukten. Durch ahnliche, dicht beieinander liegende
R~Werte konnten diese Produkte Uber Saulenchromatographie nicht voneinander getrennt
werden. Auch im "H-NMR-Spektrum der Rohreaktionsmischungen konnte auf Grund der
Vielzahl an Produkten und deren Instabilitdt kein Aufschluss auf die entstehenden
Abbauprodukte gewonnen werden. Deshalb wurde der Abbau von Diade 206 und Triade 207
hauptsachlich Gber Dinnschichtchromatographie verfolgt. Durch konzentriertes Auftragen der
photochemischen Abbauprodukte auf das Chromatogramm, konnten nach Anfarben mit

Anisaldehyd unter anderem ahnliche Produkte detektiert werden, wie sie auch beim Fe(ll)-
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5. Zusammenfassung und Ausblick

induzierten Abbau entstehen. Die durchgefiihrten Experimente zum photochemischen und

Fe(ll)-aktivierten Abbau sind in Abbildung 177 zusammengefasst.
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Abbildung 177: Zusammenfassung der Experimente zum photochemischen und Eisen(ll)-aktivierten Abbau der
Diade 206 und Triade 207.

Um die physikalisch-chemischen Vorgange hinter der photochemischen Aktivierung von
Artemisinin (44) naher zu untersuchen, wurden in Zusammenarbeit mit Simon Lennart
Zimmermann (HHU Dusseldorf, Arbeitsgruppe flir Femtosekundenspektroskopie Prof. Gilch)
transiente Absorptionsspektren der Diade 206 und der Triade 207 im Nanosekunden-bereich
vermessen und die Triplett-Lebensdauern t bestimmt. Unter Annahme eines photo-induzierten
Energietransfers (PenT) vom angeregten Benzophenon im Triplett-Zustand (°BP*) auf das
Peroxid im Singulett-Grundzustand ('Art), wurden die Triplett-Lebensdauern beider Substrate
gemessen. Zur besseren Vergleichbarkeit der Triplett-Lebensdauern wurden die
Methylester 229 und 230 synthetisiert und auf gleiche Weise untersucht. Die Triplett-
Lebensdauern der erhalten Substanzen wurden miteinander verglichen und es konnte ein
klarer Trend beobachtet werden. Je mehr Artemisinin bzw. Peroxid im Molekul als Triplett-
Quencher gebunden ist, desto kurzlebiger ist der Triplett-Zustand des angeregten
Benzophenons. Aullerdem zeigte sich, dass eine -OH-Gruppe als Substituent am
Benzophenon in der Diade 206, die Triplett-Lebensdauer im Vergleich zum veresterten

Derivat 229 verlangert. Um die Grinde dafiir zu verstehen, ware es sinnvoll in Zukunft DFT-
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Rechnungen anzustellen und die Energieniveaus der Substrate 206 und 229 mit denen des
Artemisinins (44) zu vergleichen. Der experimentelle Aufbau und die Resultate der transienten

Absorptionsspektroskopie sind in Abbildung 178 zusammengestellt.

Synthese der Methylester 229 und 230
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Ermittlung der Triplett-Lebensdauern t

i N
ik 0-oF
(o] o o
oS Ssg el S8vgot
: 2 O k/\
OT(\/ILO OH 0 N M
1 Methylester 229 Methylester 230
: Diade 206
M H —
.\O\Q: .oﬁol' l
e} - o ;
H LH 1 HY A
PSS TSR SE P
) ! 6
1],/\')\0 OJK/\[)I/ — Methylester 229

Methylester 230
Triade 207
Diade 206

Triade 207

Visllerisage in rm

206 > 230 > 229 > 207
7.35us > 717 us > 474 us > 249 us

Triplett-Lebensdauer t

Abbildung 178: Zusammenfassung der Ergebnisse zur nsTA.

Interessant ware in diesem Kontext auch die Untersuchung von Triplett-Lebensdauern von
Substraten aus Benzophenon (48) und Artemisinin (44), bei denen die beiden Komponenten
raumlich ndher aneinander verknUpft sind, als es in Methylester 229 und Triade 207 der Fall
ist. Auf Grund der hier vorliegenden unterschiedlichen Multiplizitdten von Donor und Akzeptor
ist fur einen PenT nur der Dexter-Mechanismus madglich (vgl. Kapitel 2.4.3). Dieser setzt einen
Kollisionsabstand beider Komponenten voraus, sodass ein noch geringerer Abstand zwischen
Benzophenon und Peroxid die Triplett-Lebensdauer weiter verklrzen sollte. Dazu kénnten z.B.
die bereits synthetisierten Substrate 202, 203 und 204 (vgl. Abbildung 179) vermessen und

deren Triplett-Lebensdauern mit denen der Substrate 229, 230 und 207 verglichen werden.

Abbildung 179: Im Rahmen der Arbeit synthetisierte Substrate 202, 203 und 204, deren Triplett-Lebensdauern
gemessen und mit denen der Substrate 229, 230 und 207 verglichen werden kdnnen.

Welche Abbauprodukte bei der lichtinduzierten Route entstehen, konnte nicht herausgefunden
werden, jedoch wurden Diade 206 und Triade 207 unter Belichtung mit 366 nm an einer
Panc-1-Tumorzellinie von Katja Schiedlauske (HHU Dusseldorf, AG Prof. Teusch) auf ihre

biologische Aktivitat getestet. Es konnte bisher nur eine Versuchsreihe durchgefiihrt werden,
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5. Zusammenfassung und Ausblick

bei denen die biologische Aktivitat der Triade 207 mit der der Diade 206 verglichen wurde. In
diesem Experiment zeigte sich keine Toxizitat im Dunkeln jedoch unter Belichtung bei 366 nm
eine hoéhere Aktivitat fir die Triade 207 als flUr Diade 206, was wohlmdglich darauf
zurtckzufihren ist, dass bei Belichtung der Triade 207 gleich zwei Peroxide abgebaut werden
konnen. Um diese Daten zu verifizieren und fundiert darstellen zu konnen, werden die
Experimente aktuell mit mehreren Testreihen (n=3) wiederholt. Auch die Untersuchung von
vergleichbaren Substraten ist zur fundierten Bewertung der Daten notwendig und geplant.
Ebenfalls sollen die Tests auch an gesunden Zellen durchgefiihrt werden, um die bei Bold!'58!

beobachtete Selektivitat gegentiber Tumorzellen zu untersuchen.

Im zweiten Konzept konnten die bendtigten UCNP nicht getestet werden, jedoch wurden
erfolgreiche Vorarbeiten an SiO2-Nanopartikeln geleistet, die auf geeignete UCNP Ubertragen
werden kénnen. Die Kombination solcher UCNP mit einem Photoaktivator und Artemisinin (44)
als photodynamisches Substrat muss dann hinsichtlich der Energielibertragung auf das

Peroxid unter NIR-Lasereinstrahlung untersucht werden.

Es ist zusatzlich mdglich, die mit Benzophenon (48) und Artemisinin (44) funktionalisierten
SiO2-Nanopartikel mit Cerenkov-Strahlung als tiefe Lichtquelle hinsichtlich des Peroxidabbaus
zu untersuchen. Da in Konzept 1 gezeigt wurde, dass die angestrebte 'O,-Generierung mit
einem UV-Strahlung absorbierendem PS effizienter funktioniert, als mit den in der PDT
Ublicherweise genutzten Photosensibilisatoren, und in Konzept 2 eine solche Strahlung

bendtigt wird, erscheint dies als ein sinnvolles drittes Konzept.

Im Ausblick dieser Arbeit ergibt sich somit neben der Optimierung der vorgestellten Konzepte,
die Entwicklung weiterer Konzepte zur Aktivierung von photodynamischen Substraten mit
tiefem Licht. Dazu konnen, ahnlich einem Baukastenprinzip, die drei notwendigen
Komponenten (1. Tiefes Licht, 2. PS/Energielbertrager und 3. Photodynamisches Substrat)
miteinander kombiniert und untersucht werden. Dabei kann als tiefes Licht z.B.
Biolumineszenz oder Chemolumineszenz genutzt werden. Als Energielbertrager sind PS wie
Porphyrine, aber auch Benzophenon, Anthrachinon, Thioxanthon etc. geeignet. Die
Kombination beider Komponenten mit photodynamischen Substraten wie O oder
Artemisinin(-derivaten), ermdglicht einen tiefen lichtinduzierten Effekt. Auch photoschaltbare
Molekule, welche neuerdings erfolgreich in der Photopharmakologie Verwendung finden,
kénnen mit tiefen Lichtquellen kombiniert werden, sodass die Anwendung auf tiefliegende
Gewebe erweitert werden konnte. Dabei kann sogar auf Energielibertrager verzichtet werden,
sodass das Konzept auf zwei Komponenten minimiert wird. Die Kombinationsméglichkeiten

sind vielfaltig und langst nicht ausgeschopft.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden zwei vielversprechende Konzepte entwickelt und

umfangreiche Synthesearbeiten zu geeigneten Systemen durchgefihrt. Diese wurden
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5. Zusammenfassung und Ausblick

analysiert und zeigten bereits erste erfolgreiche Ergebnisse. Nach Optimierung kénnten diese
Systeme sogar potenziell zur lichtinduzierten Therapie von tieferliegenden, entarteten Zellen

angewandt werden.
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6.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

6.1.1 Analytische Methoden

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

'H- und ¥C-NMR-Spektren, sowie fiir die Zuordnung der Signale notwendige 2D-Analytik
wurden an den Spektrometern Avance | 300, Avance Il 499 und Avance Ill 500 der Firma
Bruker durchgefihrt. Die Proben fur diese Messungen wurden in deuterierten Lésungsmitteln
(CDCl3, DMSO-ds, MeCN-ds, MeOD-d3) der Firmen Deutero GmbH gel6st, wobei entweder
das TMS-Signal oder das Protonensignal des deuterierten Ldsungsmittels als Referenz
verwendet wurde. Die chemischen Verschiebungen & wurden in ppm und die
Kopplungskonstanten J in Hz angegeben. Die Aufspaltungen der Protonen-Signale ('H)
wurden durch s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), p (Quintett) und m (Multiplett)
(etc.) beschrieben. Die Multiplizitat der entkoppelten '*C-Signale wurden durch s (C,), d (CH),
t (CH2) und q (CHs) angegeben.

IR-Spektroskopie

Zur Messung von IR-Spektren wurden die Substanzen an einem Nicolet 380 FT-IR
Spektrometer der Firma Thermo Scientific auf einem Si-Kristall vermessen. Die Absorption ist
in Wellenzahl ¥ = 1/0in cm™ angegeben und die Intensitaten durch br (breit), s (stark), m

(medium) und w (schwach) charakterisiert.
Hochauflésende Massenspektrometrie (HRMS)

Die HRMS-Messungen wurden an einem Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL Spektrometer mit
FTMS Analyzer und (H)ESI lon-Probe durchgefihrt. Die Proben wurde mittels Electrospray

lonisierung (ESI) Methode ionisiert.
UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektren wurden mit einem Lambda 35 Spektrophotometer der Firma Perkin-
Elmer gemessen. Es wurden Quarzkuvetten mit einem 1.00 cm Schichtdicke verwendet. Die

Extinktionskoeffizienten wurden mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes bestimmt.
A(l) = g *c*d.

A beschreibt die Absorption, €\ den Extinktionskoeffizienten, ¢ die Konzentration der Probe

und d den Kuvettendicke.
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Schmelzpunkt

Zur Messung der Schmelzpunkte wurde ein MP50 Melting Point System der Firma Mettler

Toledo verwendet.
Zeta- Potential Messungen

Fur Zeta-Potential Messungen wurden die Nanopartikel in einer Konzentration von 1 mg/ml in
Milli-Q-H-O dispergiert und in einer geeigneten Kuvette im Zetasizer Nano Series der Firma

Malvern vermessen.
Transmissionselektronenmikroskopie

Die TEM-Bilder wurden mit dem Gerat LEO-912 der Firma Zeiss aufgenommen und mithilfe

der Software ISP-Viewer ausgewertet.

6.1.2 Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden Alugram Xtra SIL G/UV254 Aluminium-
Fertigfolien des Herstellers Macherey-Nagel benutzt. In einigen Fallen wurden die Platten mit
Anisaldehyd-, Phosphormolybdansaure-, Ninhydrin- oder Kaliumpermanganatlésung

angefarbt, um die Substanzen zu detektieren.
Siaulenchromatographie

Als stationare Phase wurde Kieselgel, mit einer Kérnergrofie von 0.044 - 0.063 mm (230 - 240
mesh ASTM), der Firma Macherey-Nagel zur saulenchromatographischen Aufreinigung und
Trennung verwendet. Die angegebenen Mischverhaltnisse der Losungsmittel beziehen sich
auf die entsprechenden Volumina. Durch Anlegen eines Uberdrucks wurde die

Flielligeschwindigkeit erhoht.

6.1.3 Chemikalien

Losungsmittel und Reagenzien

Trockene Loésungsmittel wurden von der Firma Acros Organics bezogen und tber Molsieb
gelagert. Das Entnehmen des Losungsmittels wurde unter Argongaseinleitung zum Ausgleich
des Unterdrucks durchgefihrt. HPLC-L6sungsmittel wurden von der Firma Fischer Scientific,
deuterierte Lésungsmittel von der Firma Deutero GmbH bezogen. Fir die Synthese und
Aufreinigung der Nanopartikel wurde Milli-Q-Wasser genutzt. Weitere Lésungsmittel wurden

als technische Lésungsmittel erhalten und verwendet.

Die verwendeten Substrate wurden ohne weitere Aufreinigung von den Firmen TCI, Sigma

Aldrich, BLD-Pharm, Fischer Scientific, Acros Organics, Alfa Aesar, Porphyrin systems und
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abcr bezogen. Die Chemikalien flir den Zelliberlebenstest wurden als ,MTT Cell Proliferation

und Cytotoxicity Assay Kit“ von der Firma Boster Antibody and ELISA experts erworben.

Die verwendeten radioaktiven Substanzen wurden ausnahmlos von Dr. Swen Humpert als

fachkundige Person gehandhabt und wie im Detail beschrieben aus den Reaktoren eluiert.
Gase

Argon und Sauerstoff wurden durch Gasflaschen der Firma Air Products Gber Schlauche ohne
weitere Filterung in die Reaktionsgefale eingeleitet. Im Fall der Experimente mit radioaktiven
Substanzen wurde Sauerstoff in einem Gasballon zwischengelagert und dieser Uber der

Reaktionsldsung zum angegebenen Zeitpunkt ausgelassen.

6.1.4 Sonstige Gerate

Belichtungsexperimente

Die photochemische Induzierung der 'O.-Generierung wurden in verschiedenen
Belichtungsapparaturen durchgefuhrt. Flr die Experimente, bei denen die Cerenkov-Strahlung
imitiert werden sollte, wurde blaues Licht von einer LED Powerbar der Firma Osram mit 12
LEDs (Amax= 455 nm, 14 W) verwendet. Die Belichtungen mit weillen LEDs wurden durch
Verwendung von zwei LED-Strahlern (TechBox, BT100 und TP80W) mit einer Leistung von
jeweils 80 W durchgeflihrt. Fir die photochemischen Experimente bei 300 nm wurden
Reaktoren der Firma Rayonet verwendet. Fir die Belichtungen zum Abbau der Peroxide mit
350 nm wurde ein LZC-4V Photoreaktor der Firma Luzchem mit 14 Lampen a 8 W verwendet.
Die Belichtungen mit 365 nm fanden unter Verwendung eines LED-Reaktors mit vier LED-

Streifen, mit je 10 LED-Lampen der Firma Seoul Viosys, statt.
Zentrifuge

Zum Zentrifugieren der Nanopartikel wurden die Zentrifugen Function Line 400 der Firma
Heraeus, die High Speed Mirco Centrifuge der Firma Four E’s Scientific und die Mini Spin plus

der Firma Eppendorf bei den jeweils angegebenen Umdrehungszahlen verwendet.
Spritzenautomat

Zur prazisen Zugabe von Chemikalien bei der Nanopartikelsynthese wurde ein
Spritzenautomat der Firma Landgraf Laborsysteme HLL GmbH verwendet. Die

Zutropfgeschwindigkeiten sind an entsprechender Stelle vermerkt.

187



6. Experimentalteil

6.2 Synthesen

6.2.1 Synthesen zu Konzept 1
6.2.1.1 Synthesen von Linkern
6-Chlorohexylamin-Hydrochlorid (54)

g
S)
oSl ® Cl
H,N > HsN
51 CHCI; 54
61°C, 18 h

0.50 g (4.27 mmol, 1.00 Ag.) 6-Aminohexan-1-ol (51) wurden in 20 ml CHCI; gel6st und auf
0 °C gekuhlt. Im Argongegenstrom wurden 0.46 ml (6.40 mmol, 1.50 Aq) Thionylchlorid (52)
langsam hinzugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde die Kuhlung entfernt und nach
Aufwarmen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung fiir drei Stunden zum Ruickfluss
erhitzt. Die Heizung wurde entfernt und fir weitere 15 Stunden gerlhrt. Losungsmittel und
Uberschissiges Thionylchlorid (52) wurden unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt

54 wurde ohne weitere Aufreinigung als gelbes Ol in einer Ausbeute von 92% erhalten.

M(CeH14CIN): 135.64 g/mol. /1\/3\/5’\/(3'
Habitus: Gelbes Ol. RN T
Ausbeute: 0.53 g (3.93 mmol, 92%).

"H-NMR: (300 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 7.79 (br s, 2H, NHy), 3.53 — 3.51 (m, 2H,

H-1), 2.99 (t, J = 7.70 Hz, 2H, H-6), 1.78 — 1.75 (m, 4H, H-2, H-5),
1.46 — 1.42 (m, 4H, H-3, H-4).

13C-NMR: (75 MHz, CDCls) & [ppm] = 45.1 (t, C-6), 40.2 (t, C-1), 32.4 (t, C-5), 27.4
(t, C-2), 26.4 (t, C-4), 25.9 (t, C-3).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uiberein.[3%2

5-Chloroheptylamin-Hydrochlorid (53)

? o
c- S Cl

HoN_~_~_OH 52 HaN© ~_~_Cl

.

50 CHCl, 53
61°C, 18 h

2.00 g (19.3 mmol, 1.00 Ag.) 5-Aminopentanol (50) wurden in 10 ml CHCI; gelést und auf 0 °C
gekiihlt. Im Argongegenstrom wurden 2.80 ml (38.7 mmol, 2.00 Ag) Thionylchlorid (52)

langsam hinzugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde die Kuhlung entfernt und nach
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Aufwarmen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionslésung fur drei Stunden zum Ruckfluss
erhitzt. Die Heizung wurde entfernt und fir weitere 15 Stunden gerihrt. Losungsmittel und
Uberschussiges Thionylchlorid (52) wurden unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt

53 wurde ohne weitere Aufreinigung als gelbes Ol in einer Ausbeute von 95% erhalten.

M(CsH12CIN): 121.61 ql/mol N /1\2/3\4/5\0
Habitus: Gelbes Ol.

Ausbeute: 2.22 g (18.2 mmol, 95%)

"H-NMR: (300 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 8.25 (br s, 2H, NHy), 3.55 (t, J = 6.4 Hz, 2H,

H-5), 3.12-2.91 (m, 2H, H-1), 1.86—1.77 (m, 4H, H-2, H-4),
1.62 — 1.52 (m, 2H, H-3).

13C-NMR: (75 MHz, CDCls) & [ppm] = 44.6 (t, C-1), 39.9 (t, C-5), C, 31.9 (t, C-4),
27.0 (t, C-2), 23.9 (t, C-3).

Die NMR-Daten stimmen mit denen der Literatur Uiberein.[3%

6-Aminohexan-1-thiol (59)

X
O
Cl HoN . NH, ﬁHz
@ )]\ NaOH
HsN cl H2N SH
3 /\ea:\ EtOH H2N/\H:\S NH2 HZO 2 /\91\
79°C,5h 100°C,1.5h
54 57 59

0.53 g (3.93 mmol, 1.00 Aq.) 6-Chlorohexylamin (54) wurden in 15 ml EtOH geldst und 0.69 g
(9.00 mmol, 2.30 Aqg.) Thiourea (55) wurden hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde fiir
funf Stunden zum Ruckfluss erhitzt und fir weitere 15 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Isothiouroniumsalz 57 ohne weitere Aufreinigung weiterverarbeitet. Dieses wurde in 20 ml H.O
gelést, mit 0.54 g (13.5 mmol, 3.43 Ag.) NaOH versetzt und fir 1.5 Stunden zum Ruickfluss
erhitzt. Danach wurde die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gekihlt und sechsmal mit
Diethylether extrahiert. Die organische Phase wurde Uber MgSQO4 getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 59 wurde als farbloses Ol in

einer Ausbeute von 30% erhalten.

M(CeH1sNS): 133.25 g/mol. N A SH
.. 2 2 4 6

Habitus: Farbloses Ol.

Ausbeute: 0.16 g (1.2 mmol, 30%).
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H-NMR: (300 MHz, MeOD-ds) & [ppm] = 2.65 (t, J = 7.35 Hz, 2H, H-1), 2.52 (t,
J =7.22 Hz, 2H, H-6), 1.66 — 1.61 (m, 2H, H-3), 1.53 — 1.31 (m, 7H, H-4,
H-5, H-2, SH).

13C-NMR: (75 MHz, MeOD- ds) & [ppm] = 42.7 (t, C-1), 33.8 (t, C-2), 33.1 (t, C-6),

31.0 (t, C-3), 30.0 (t, C-4), 27.9 (t, C-5).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uiberein.[3%3

11-Mercaptoundecanoylchlorid (69)

HO si _SOCL(2) SH
\[(\/\/\/\/\/ Ch,Chy W/VW
0 42 °C, 16 h 0

68 69

0.44 g (2.01 mmol, 1.00 Aq.) 11-Mercaptoundecanséure (68) wurden in 10 ml CH,Cl, geldst
und auf 0°C gekuhlt. Im Argongegenstrom wurden 0.22ml (3.02 mmol, 1.5.Aq.)
Thionylchlorid (52) hinzugetropft. Die Kiihlung wurde entfernt und das Reaktionsgemisch flr
16 Stunden zum Rickfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das
Lésungsmittel und tUberschissiges Thionylchlorid (52) unter vermindertem Druck entfernt. Das

Produkt 69 wurde in quantitativer Ausbeute erhalten und fir weitere Synthesen unmittelbar

umgesetzt.

Clg AA A AR sH
M(C1HxCIOS):  236.8 g/mol. o >~ T 2"
Habitus: Gelb-braunes Ol.
Ausbeute: 0.47 g (2.01 mmol, 100%).
H-NMR: (300 MHz, CDCls) & [ppm] =2.89—2.84 (t, J= 7.24 Hz, 2H, H-2),

2.69—2.64 (t, J= 7.29 Hz, 1H, -SH), 1.77 — 1.60 (m, 4H, H-3, H-10),
1.36 — 1.28 (m, 14H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-11).

13C-NMR: (75 MHz, CDCls) & [ppm] = 173.9 (s, C-1), 47.2 (t, C-2), 39.2 (t, C-10),
29.4 (t, C-8), 29.3 (t, C-7), 29.2 (t, C-5), 29.1 (t, C-6), 28.9 (t, C-4), 28.6
(t, C-9), 28.5 (t, C-11), 25.55 (t, C-3).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iberein.[3%4
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Synthese von 11-Sulfanylundecan-1-ol (75)

S
HQNJ\NHg ﬁHz
HO 1M, B Ef;H - Ho/\Mg\s)J\NH2 % HO ), VsH
73 79°C, 4h 74 100 °C, 2 h 75

5.00 g (19.9 mmol, 1.00 Aq.) 11-Bromo-1-undecanol (73) wurden in 40 ml EtOH geldst und
1.63 g (21.3 mmol, 1.07 Ag.) Thiourea (55) hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde flr vier
Stunden zum Rickfluss erhitzt. Nach Abkihlen des Gemischs auf Raumtemperatur wurden
9 ml einer 10%-igen NaOH-L&sung hinzugetropft und fiir weitere zwei Stunden zum Ruckfluss
erhitzt. Die Lésung wurde auf 0 °C gekuhlt und mit einer verdinnten HCI-Lésung auf pH=1
angesauert. Die Lésung wurde dreimal mit je 100 ml CH2Cl, extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen dreimal mit je 50 ml Wasser gewaschen und Uber MgSO4 getrocknet.
Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und nach Umkristallisation in

Hexan wurde das Produkt 75 als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 84% erhalten.

M(C11H24OS)Z 204.37 g/mol.
1 3 5 7 9 1
Habitus: Farbloser Feststoff. NN NN TN
HO™ 5 7 % 5 10 of
Schmelzpunkt: 34 °C.
Ausbeute: 3.33 g (16.3 mmol, 84%).
"H-NMR: (300 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 3.62 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-1), 2.56 — 2.40

(m, 2H, H-11), 1.71 (br s, 1H, -SH), 1.68 — 1.49 (m, 4H, H-2, H-10),
1.41 - 1.26 (m, 14H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur (iberein.!3>>!

Synthese von S-(11-Bromoundecyl) thioacetat (82)

0] 0]
C) .
Br/\Hg/\ Br * K Cg)K Aceton Br/\b’)/\S)K
RT, 16 h 9
79 81 82

Unter Argonatmosphére wurde 1.00 g (3.20 mmol, 1.00 Ag.) 1,11-Dibromoundecan (79) in
50 m frisch destilliertem Aceton gelést und 0.37 g (3.20 mmol, 1.00 Aq.) Kaliumthioacetat (81)
hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde fiir 16 Stunden gerihrt bevor sie auf 0 °C gekihlt
wurde. Der ausfallende farblose Feststoff wurde abfiltriert und verworfen. Das Lésungsmittel
des Filtrats unter vermindertem Druck entfernt. Saulenchromatographische Aufreinigung
(cHex/EtOAc, 20:1) lieferte das Produkt 82 als farbloses Ol in einer Ausbeute von 37%.
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M(C13H25BrOS): 309.31 g/mol. 0

. . 1 3 5 7 9 1 )J\
Habitus: Farbloses Ol. Br™ Yy - N SN,
R~Wert: 0.51 (cHex/EtOAc 20:1).
Ausbeute: 0.36 g (1.18 mmol, 37%).
"H-NMR: (300 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 3.33 (t, J= 6.85Hz, 2H, H-1), 2.78 (t,

J=7.30 Hz, 2H, H-11), 2.24 (s, 3H, H-13), 1.76 (q, J = 7.09 Hz, 2H,
H-10), 1.51 — 1.44 (m, 2H, H-2), 1.38 — 1.23 (m, 14H, H-3, H-4, H-5, H-6,
H-7, H-8, H-9).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uiberein.[3%

S-(12-Bromododecanyl) thioacetat (83)

(@] (@]
® .
Br/\ﬁ/o\ Br 7 K Cgk Aceton Br/\%sk

RT, 16 h
80 81 83

Unter Argonatmosphare wurde 3.00 g (9.14 mmol, 1.00 Aq.) 1,12-Dibromododecan (80) in
100 ml frisch destilliertem Aceton geldst und 1.04 g (9.14 mmol, 1.00 Aq.) Kaliumthioacetat
(81) hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde fiir 16 Stunden gerthrt bevor sie auf 0 °C
gekuhlt wurde. Der ausfallende farblose Feststoff wurde abfiltriert und das Lésungsmittel des
Filtrats unter vermindertem Druck entfernt. Saulenchromatographische Aufreinigung
(cHex/EtOAc 15:1) lieferte das Produkt 83 als farbloses Ol in einer Ausbeute von 50%.

M(C14H27BrOS): 323.33 g/mol.

Habitus: Farbloser Feststoff.
1 3 5 7 9 1
) ) S 14
R-Wert: 0.55 (cHex/EtOAc 20:1). B Y N Y
Ausbeute: 1.49 g (4.61 mmol, 50%). o
H-NMR: (300 MHz, CDCls) & [ppm] = 3.39 (t, J = 6.86 Hz, 2H, H-1), 2.84 (t,

J=7.31Hz, 2H, H-12), 2.30 (s, 3H, H-14), 1.84 (p, J = 6.94 Hz, 2H,
H-11), 1.59 — 1.50 (m, 2H, H-2), 1.43 — 1.27 (m, 16H, H-3, H-4, H-5, H-6,
H-7, H-8, H-9, H-10).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uberein.[3%"]
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11-(Acetylthio)undecansaure (87)
(0] (0]

o) o) 0
+ -
HS%OH )J\o)K Pyridin AS%OH
87

0°C—>RT, 14h
68 86
0.55 g (2.50 mmol, 1.00 Aq.) 11-Mercaptoundecansaure (68) wurden in 10 ml Pyridin geldst.
Unter Kihlung wurde 0.71 ml (7.70 mmol, 3.08 Aq.) Essigsdureanhydrid (86) langsam
hinzugetropft, die Kiihlung anschlief3end entfernt und die Reaktionslésung flir 14 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Lésung wurde auf Eis gegeben und gerihrt bis das Eis
geschmolzen war. Dann wurde die Loésung dreimal mit je 50 ml EtOAc extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen mit 50 ml gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und Uber
MgSO, getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt saulenchromatographisch (cHex/EtOAc 4:1) aufgereinigt. Das Produkt 87 wurde

in einer Ausbeute von 46% erhalten.

M(C13H2403): 260.39 g/mol.

Habitus: Farbloser Feststoff. )?\ /3\/5\/7\/9\/11\)?\
R~Wert: 0.16 (cHex/EtOAc 4:1) 72S T Y Y W B OH,
Ausbeute: 0.30 g (1.15 mmol, 46%).

"H-NMR: (300 MHz, CDCl3) &6 [ppm] = 2.85 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-3), 2.52 (i,

J=7.3Hz, 1H, H-12), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-12), 2.31 (s, 3H, H-1),
1.67 — 1.50 (m, 4H, H-4, H-11), 1.39 — 1.27 (m, 12H, H-5, H-6, H-7, H-8,
H-9, H-10).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iberein. 38

11-Hydroxyundecyl-ethanthioat (88)

0] (0]
®
BFMOH * K g)l\ DMF, > SMOH

RT, 24 h
73 81 88

Unter inerten Bedingungen wurden 8.77 g (34.9 mmol, 1.00 Ag.) 11-Bromoundecanol (73)
vorgelegt und in 25ml trockenem DMF gelést. 7.98g (69.8 mmol, 2.00Aq.)
Kaliumthioacetat (81) wurden hinzugegeben und die Loésung fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Die orange-braune Lésung wurde mit Wasser verdiinnt und dreimal
mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden je zweimal
mit je 50 ml Wasser und einmal mit 50 ml gesattigter NaCl-Lésung gewaschen, tiber MgSO.

getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und ein
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gelblicher Feststoff erhalten, welcher in n-Hexan umkristallisiert wurde. Das Produkt 88 wurde

in einer Ausbeute von 92% erhalten.

M(C13H2602S): 246.41 g/mol. O L i . . 4
Habitus: Farblose Kristalle. 1)2J\S Y N, oH
Schmelzpunkt: 54 °C.

Ausbeute: 7.93 g (32.2 mmol, 92%).

"H-NMR: (300 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 3.61 (td, J= 6.6 Hz, 3.1 Hz, 2H,

H-13), 2.84 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-3), 2.30 (s. 3H, H-1), 1.54 (p,
J = 6.9 Hz, 4H, H-4, H-12), 1.48 (s, 1H, H-OH), 1.37 — 1.25 (m,
14H, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11).
13C-NMR: (75 MHz, CDCls) & [ppm] = 196.2 (s, C-2), 63.1 (t, C-13), 32.9 (1,
C-12), 30.7 (g, C-1), 29.6; 29.5; 29.4; 29.2; 29.1; 28.9 (t, C-4,
C-5, C-6, C-7, C-8, C-9, C-10), 25.8 (t, C-11).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uiberein. [359. 3601

11-Chloroundecylethanthioat (89)

Q
CN
o cI” >l o
A >z N
s oH - s ™Ml
9 CH,Cl, 0
88 40°C, 16 h 89

0.50 g (2.00 mmol, 1.00 Aq.) 11-Hydroxyundecyl-ethanthioat (88) wurden in 10 ml trockenem
CH.CI, gelost und auf 0 °C gekuhlt. Im Argongegenstrom wurden 0.22 ml (3.00 mmol,
1.50 Ag.) Thionylchlorid (52) langsam hinzugetropft und die Kiihlung anschlieRend entfernt.
Die Reaktionslésung wurde fir 16 h bei 40 °C gerihrt. Das Lésungsmittel wurde unter

vermindertem Druck entfernt und das Produkt 89 in einer Ausbeute von 92% erhalten.

M(C13H25CIOS): 264.81 g/mol. )cj)\ s s 1 e
Habitus: Hellgelbes Ol. 17T2ST YT T Y ST Sy
Ausbeute: 0.48 g (1.84 mmol, 92 %).

"H-NMR: (300 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 4.00 — 3.82 (m, 2H, H-13), 2.80 (t,

J=7.3 Hz, 2H, H-3), 2.26 (s, 3H, H-1), 1.61 (p, 2H, J = 6.6 Hz,
2H, H-4), 1.50 (p, J = 7.3 Hz, 2H, H-12), 1.31 — 1.22 (m, 14H,
H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iberein.[36
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6.2.1.2 Synthese von PS
11-(((4-Methylphenyl)sulfonyl)oxy)undecyl)ethanthioat (102)

)J\ ’ . - )f\ p:
S/\MQ\OH $0 CH,Cly, S/\(\/)/Q\O/S\

0°C - RT 16h 0
88 101 102

Unter inerten Bedingungen wurden 7.00g (28.4 mmol, 1.00 Ag.) 11-Hydroxyundecyl-
ethanthioat (88) vorgelegt, in 25 ml CH2Cl.» geldst und auf 0 °C gekihlit. 8.60 g (45.4 mmol,
1.60 Aq.) p-Toluolsulfonséurechlorid (101) und 7.80 ml (56.8 mmol, 2.00 Aq.) Triethylamin
wurden hinzugetropft und die Lésung flr 15 Minuten bei 0 °C gerihrt. Die Kiahlung wurde
entfernt und die Lésung flr weitere 16 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 20 ml EtOAc verdinnt und zweimal mit je 25 ml einer 2m HCI
und 50 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde tber MgSO4 getrocknet, filtriert
und das Loésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatogaphisch aufgereinigt (cHex/EtOAc 20:1) und das Produkt 102 als farbloses
Ol in einer Ausbeute von 89% erhalten.

18

M(C20H3204S>): 400.59 g/mol. o o 1
Habitus: Farbloses Ol. 1)21\3 2 4 2 6 ! 8 2 . b . b O)\s\g e
R+Wert: 0.13 (cHex/EtOAc 20:1)

Ausbeute: 10.12 g (25.3 mmol, 89%).

"H-NMR: (300 MHz, CDCIls3) 6 [ppm] = 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-15), 7.33 (d,

J = 8.0 Hz, 2H, H-16), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H-13), 2.85 (t, J = 7.3 Hz,
2H, H-3), 2.44 (s, 3H, H-18), 2.31 (s, 3H, H-1), 1.66 — 1.50 (m, 4H, H-4
H-12), 1.35 — 1.21 (m, 14H, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11).

13C-NMR: (75 MHz, CDCls) & [ppm] = 196.2 (s, C-2), 144.7 (s, C-14), 133.4 (s,
C-17), 129.9 (d, C-16), 128.0 (d, C-15), 70.8 (t, C-13), 30.8 (q, C-1), 29.6
(t, C-4), 29.6 (t, C-12), 29.5; 29.3; 29.2; 29.0; 28.9; 25.4 (, C-5, C-6, C-7,
C-8, C-9, C-10, C-11), 21.8 (g, C-18).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iberein.[362
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(11-(4-Formylphenoxy)undecyl)-ethanthioat (104)

0 0
j\ Qé /©/ . /@)LH KiCOs o /©)KH
S/\(v);\o S - DMF )J\S /\M/g\o

90°C, 20 h
102 103 104

Unter inerten Bedingungen wurden 8.82 g (22.0 mmol, 1.00 Ag.) 11-Undecyl-ethanthioat (102)
in 35 ml trockenem DMF gelést und 3.20 g (26.2 mmol, 1.20 Aq.) p-Hydroxybenzaldehyd (103)
und 7.29 g (52.8 mmol, 2.40 Aq.) Kaliumcarbonat hinzugegeben. Die Reaktionsmischung

wurde fiir 20 Stunden bei 90 °C erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Lésung
mit 100 ml Wasser verdinnt und dreimal mit je 100 ml EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden zweimal mit je 50 ml Wasser, viermal mit je 50 ml gesattigter
NaCl-Lésung gewaschen und tber MgSO. getrocknet. Das Trocknungsmittel wurde abfiltriert
und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer
Aufreinigung (cHex/EtOAc 20:1) wurde das Produkt 104 als farbloser Feststoff in einer

Ausbeute von 63% erhalten.

O
17
)OJ\ 3.5 7 9 1 13 4, M
16
17278 6 s 10 12 9 3
M(ConsoOsS)Z 350.52 g/mol.
Habitus: Farbloser Feststoff.
R+Wert: 0.16 (cHex/EtOAc 20:1)
Schmelzpunkt: 62°C.
Ausbeute: 4.85 g (13.8 mmol, 63%).
"H-NMR: (500 MHz, CDCI3) 6 [ppm]= 9.86 (s, 1H, H19), 7.81 (d,

J=8.8 Hz, 2H, H-16), 6.97 (d, J= 8.8 Hz, 2H. H-15), 4.03 (t,
J=6.5Hz, 2H, H-13), 2.85 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-3), 2.31 (s, 3H,
H-1), 1.78 (m, 2H, H-12), 1.57 — 1.51 (m, 2H, H-4), 1.47 — 1.41
(m, 2H, H-5 ), 1.36 — 1.26 (m, 12H, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10,
H-11).

13C-NMR: (75 MHz, CDCls) & [ppm] = 196.1 (s, C-2), 190.9 (d, C-18), 164.4
(s, C-14), 132.1 (d, C-16), 129.8 (s, C-17), 114.8 (d, C-15), 68.5
(t, C-13), 30.7 (g, C-1), 29.6 (t, C-4), 29.4 (t, C-5, C-6, C-7, C-8,
C-9, C-10), 29.2 (t, C-12), 28.9 (t, C-3), 26.0 (t, C-11).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iberein.[33
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S-(11-(4-((12)-7,12,17-tris(4-((11-(acetylsulfanyl)undecyl)oxy)phenyl)-21,22,23,24  tetraaza-
pentacyclo[16.2.1.136.181 11318)tetracosa-1,3,5,7,9,11,12,14,16,18,19-undecaen-2-yl)-phen-
oxy)undecyl)-ethanthioat (106)

T o 0
O o 2y §2

104 08 . Q O )
)\\s/\% © 106 O/\MQ/\S&

2.00 g (5.70 mmol, 1.00 Ag.) von Aldehyd 104 wurden in 15 ml Propionsaure (105) geldst und
auf 140 °C erhitzt. 0.38 g (5.70 mmol, 1.00 Aq.) Pyrrol (98) in 5 ml Propionsdure wurden
hinzugetropft und die Reaktionsmischung fur drei Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Propionsaure mittels Destillation abgetrennt und der
Ruckstand in 50 ml CH,Cl; aufgenommen. Die Lésung wurde dreimal mit je 50 ml gesattigter
NaHCOs-Lésung, einmal mit 50 ml Wasser gewaschen und Uber MgSO. getrocknet. Das
Trocknungsmittel wurde abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (2% MeOH in CH.Cl;) an Kieselgel

aufgereinigt. Das Produkt 106 wurde als violetter Feststoff in einer Ausbeute von 7% erhalten.

R R

M(CgeH126N403S4)Z 1592.32 g/moI.

Habitus: Violetter Feststoff.

R~Wert: 0.85 (2% MeOH in CH2Cly).

Ausbeute: 0.611 g (0.38 mmol, 7%).

"H-NMR: (500 MHz, CDCl3) & [ppm] = 8.89 (s, 8H, H-2,H-3), 8.16 — 8.07 (m, 8H,

H-7), 7.29 — 7.25 (m, 8H, H-8), 4.24 (t, J = 6.5 Hz, 8H, H-10), 2.90 (t,
J = 7.4 Hz, 8H, H-20), 2.34 (s, 12H, H-22), 1.98 (p, J = 14.7, 6.7 Hz, 8H,
H-12), 1.71 — 1.54 (m, 16H, H-11,H-18), 1.48 (p, J = 14.2, 8.2 Hz, 8H,
H-19), 1.45 — 1.30 (m, 40H, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17), -2.71 (s,
2H, -NH).
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3C-NMR:

HR-MS (ESI):

FT-IR:

UV-Vis:

198

(126 MHz, CDCls) & [ppm] = 196.1 (s, C-21), 159.0 (s, C-9), 135.6 (d,
C-7), 134.5 (s, C-6), 129.6;127.06 (d, C-2, C-3), 119.8 (s, C-5), 114.7 (s,
C-4), 112.7 (d, C-8), 68.3 (t, C-10), 30.7 (q, C-22), 29.7; 29.6; 29.6;
29.56; 29.5; 29.5; 29.2; 29.1; 28.9 (t, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16,
C-17, C-18, C.19), 26.3 (t, C-11).

Theoretische Masse [amul:

m/z [M+H]* = 1591.8531260

m/z [M+Na]" = 1613.8350707
Ermittelte Masse [amu]:

m/z [M+H]* = 1591.85371 (+0.36 ppm)
m/z [M+Na]* =/

V [em™]= 2923 (m), 2851 (m), 1689 (s), 1606 (w), 1508 (m), 1465 (m),
1351 (m), 1250 (s), 1175 (s), 1107 (m), 1020 (m), 980 (m), 967 (s),
839 (m), 805 (s), 791 (s), 740 (m), 629 (m), 618 (m), 609 (s) 556 (m),
545 (m), 515 (m).

(CHCls, ¢ = 10® mol/l): Amax = 423 nm (e = 325275 I/mol*cm™), 456 nm
(e =80482 Il/mol*cm™), 519 nm (g=12228 I/mol*cm™), 557 nm
(e = 9318 I/mol*cm™).
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11-(4-((112-7,12,17-tris(4-methoxyphenyl)21,22,23,24-tetraazapenta  cyclo[16.2.1.1.1.1]-
tetracosa-1,2,4,6,8,9,11,13,15,17,19-undecaen2-yl)phenoxy)undecyl) ethanthioat (112)

Q1 gy 13
ok
R e

—0 O/\M/Q\SJ\

104 11 98 112

2.90 g (21.4 mmol, 3.00 Aq.) Anisaldehyd (111) wurden in 35 ml Propionséure (105) vorgelegt
und 2.50 g (7.13 mmol, 1.00 Aq.) Aldehyd 104 hinzugegeben. Die Lésung wurde auf 140 °C
erhitzt, 1.90 g (28.5 mmol, 4.00 Aq.) frisch destilliertes Pyrrol (98) hinzugetropft und fiir weitere

O

drei Stunden zum Rickfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde
Uberschissige Propionsaure abdestilliert und der Rickstand in 30 ml Dichlormethan
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 10%-iger wassriger KoCOs-Losung und
wassriger NaHCO3-Ldsung bis zur Neutralisierung gewaschen und anschlieRend zweimal mit
je 50 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber MgSOs getrocknet, das
Trocknungsmittel abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch (2% Methanol in Dichlormethan) aufgereinigt.

Das Produkt 112 wurde als violetter Feststoff in einer Ausbeute von 21% erhalten.

23"

. 0
25" —(Q 24" 23 "23'" 2(‘;" ~ > ~ > ~ 31 ~ - ~ - ~ S)3J7\ 38
M(CsoHsoN4O5S): 949.22 g/mol.
Habitus: Violetter Feststoff.
R~Wert: 0.90 (2% MeOH in CH2Cl).
Ausbeute: 1.40 g (1.47 mmol, 21%).
"H-NMR: (500 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 8.95 - 8.93 (m, 8H, H-2, H-3, H-7,

H-8, H-12, H-13, H-17, H-18), 8.18 —8.13 (m, 8H, H-22, H-22',
H-22¢, H-22), 7.30 — 7.26 (m, 8H, H-23, H-23", H-23", H-23"),
4.23-4.20 (m, 2H, H-26), 4.08 —4.06 (m, 9H, H-25, H-25'
H-25%), 2.95 (t, J=7.4Hz, 2H, H-36), 2.36 (s, 3H, H-38),
2.01-1.98 (m, 2H, H-27), 1.69—1.61 (m, 4H, H-28, H-35),
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3C-NMR:

HR-MS (ESI):

FT-IR:

UV-Vis:

200

1.49 — 1.38 (m, 12H, H-29, H-30, H-31, H-32, H-33, H-34), -2.61
(s, 2H, -NH).

(126 MHz, CDCls) & [ppm] = 196.1 (s, C-37), 159.4 (s, C-24,
C-24, C-24”, C-24"), 135.6 (d, C-22, C-22, C-22”, C-22"),
134.6 (s, C-1, C-4, C-6, C-9, C-11, C-14, C-16, C-19), 119.8 (s,
C-5, C-10, C-15, C-20), 112.7 (d, C-23, C-23', C-23", C-23"),
68.3 (t, C-26), 55.5 (q, C-25, C-25', C-25"), 31.0 (g, C-18), 30.7
(t, C-27), 29.7, 29.7, 29.6, 29.5, 29.2, 29.2, 29.1, 28.9, 26.3 (1,
C-28, C-29, C-30, C-31, C-32, C-33, C-34, C-35, C-37, C-38).

Theoretische Masse [amu]:

m/z [M+H]* = 949.4357181

m/z [M+Na]* = 971.4176628

Ermittelte Masse [amu]:

m/z [M+H]" = 949.43634 (+0.66 ppm)
m/z [M+Na]" = 971.41847 (+0.83 ppm)

¥ [em™] = 2926 (w), 2853 (w), 1690 (w), 1607 (w), 1508 (m),
1467 (w), 1439 (w), 1350 (w), 1289 (w), 1246 (s), 1173 (m),
1134 (w), 1106 (w), 1035 (w), 981 (w), 966 (m), 879 (w), 840 (w),
804 (w), 789 (w), 623 (w), 605 (m), 536 (w).

(CHCI3, ¢ = 10 mol/l): Amax = 423 nm (¢ = 349020 I/mol*cm™),
520 nm (g = 12539 I/mol*cm™), 556 nm (¢ = 8494 |/mol*cm™),
593 nm (e = 41197 I/mol*cm™), 650 nm (e= 5087 I/mol*cm™").
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2,7,12,17-tetrakis(4-nitrophenyl)-21,22,23,24 tetraazapentacyclo[16.2.1.13,6.18,11.113,16]
tetracosa1,2,4,6,8,9,11,13,15,17,19-undecaen (153)
02N N02

QL

0]

ot g
N
O,N ﬁ 1. Ac,0, Propionsaure, 140 °C, 30 min

2. Pyridin, 115 °C, 1 h

) (320

O,N NO,
153

22.0 g (0.15 mol, 1.00 Aq.) 4-Nitrobenzaldehyd (152) und 24.0 ml (0.25 mol, 1.75 Aq.) Essig-
saureanhydrid wurden in 600 ml Propionsaure flr 30 Minuten reflluxiert. 10.0 ml (0.145 mol,
1.00 Aq.) Pyrrol (98) wurden frisch destilliert und hinzu getropft. Die Reaktionsmischung wurde
weitere 30 Minuten reflluxiert. Nach Abkilhlen auf Raumtemperatur wurde die dunkle
Suspension flr 16 Stunden bei -20 °C gelagert. Der schwarze Niederschlag wurde abfiltriert
und mit 700 ml Wasser und 400 ml Methanol gewaschen. Der Feststoff wurde getrocknet, in
300 ml Pyridin suspendiert und fur eine Stunde zum Ruckfluss erhitzt. Die Reaktionsmischung
wurde Uber 16 Stunden bei -20 °C gelagert, sodass ein schwarzer, teerartiger Niederschlag
ausfiel. Dieser wurde abfiltriert und mit 500 ml Aceton gewaschen. Das Produkt 153 wurde als

lila Feststoff in einer Ausbeute von 16% erhalten und ohne weitere Charakterisierung

umgesetzt.

M(CasH26NgOs): 794.74 g/mol.

Habitus: Violetter Feststoff.
Ausbeute: 4.73 g (5.95 mmol, 16%).
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4-(7,12,17-tris(4-aminophenyl)-21,22,23,24-tetraazapentacyclo[16.2.1.136,1811 113,16]
tetracosa-1,3,5,7,9,11,12,14,16,18,19-undecaen-2-yl)anilin (71)

O,N NO, HoN NH;

QL I QL (T

SnClz' Hzo

HCI, 70 °C, 30 min

() = Q (o = Q

O2N NO, HyoN NH,
153 71

4.73 g (5.90 mmol, 1.00 Aq.) Porphyrin 153 wurden in 500 ml konzentrierter Salzséure gelost.
Die griine Lésung wurde auf 70 °C erhitzt und portionsweise 17.1 g (90.3 mmol, 15.3 Aq.)
SnClz*H20 hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde fir 30 Minuten bei 70°C gerihrt und
anschlieftend auf 0 °C gekiihlt. Die Losung wurde vorsichtig mit NaOH neutralisiert, sodass
ein dunkler Feststoff ausfiel. Dieser wurde abfiltriert und in Aceton geldst. Unldsliche
Ruickstande wurden so abgetrennt. Aceton wurde unter vermindertem Druck entfernt und das

Produkt 71 als violetter Feststoff in einer Ausbeute von 90% erhalten.

M(C44H34N3)Z 674.81 g/mol.
Habitus: Violetter Feststoff.
Ausbeute: 3.58 g (5.30 mmol, 90%).
HzN NHZ
"H-NMR: (500 MHz, CDCIl3) 6 [ppm] = 8.90 (s, 8H, H-2, H-3), 8.08 — 7.84 (m, 8H,
H-7, H-7), 7.10 - 6.93 (m, 8H, H-8, H-8%), 4.02 (s, 8H, H-10), -2.71 (s,
2H, H-11).
UV-Vis: (DMF, ¢ = 10°° mol/l): Amax = 436 nm (¢ = 99705 I/(mol*cm™)), 528 nm

(¢=5336 I/(mol*cm™), 576 nm (¢=9761 I/(mol*cm™)), 667 nm
(e = 5123 I/(mol*cm™)).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uberein.[364
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12-(4-nitrophenyl)-2,7,17-triphenyl-21,22,23,24-tetraazapentacyclo[16.2.1.136,1811 113,16]
tetracosa-1,2,4,6,8,9,11,13,15,17,19-undecaen (177)
NO,

QLo QL

NaNO,
TFA, RT, 3 min

o - O o - U

60 177

0.50g (0.81 mmol, 1.00Aq.) meso-Tetraphenylporphyrin (60) wurden in 25 ml
Trifluoressigsaure suspendiert und 0.10 g (1.46 mmol, 1.80 Aq.) Natriumnitrit hinzugegeben.
Die Mischung wurde fir drei Minuten geruhrt und anschlieRend auf Eis gegossen. Es wurde
dreimal mit je 100 ml CH2Cl; extrahiert und die vereinigten organischen Phasen einmal mit
100 ml gesattigter NaHCOs-Ldsung und zweimal mit H.O gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber MgSO, getrocknet, das Trocknungsmittel abfiltriert und das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch aufgereinigt
(cHex/EtOAc 100:1) und das Produkt 177 als violetter Feststoff in einer Ausbeute von 26%

erhalten.

M(CasH29N50>): 659.74 g/mol.

Habitus: Violetter Feststoff.

R~Wert: 0.11 (cHex/EtOAc 100:1).

Ausbeute: 143 mg (0.217 mmol, 26%).

"H-NMR: (600 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 8.94 — 8.91 (m, 6H); 8.76 (d, J=4.7 Hz, 2H,

H-2, H-3, H-7, H-8, H-12, H-13, H-17, H-18), 8.60 (dt, J= 8.6 Hz, 2H,
H-26), 8.38 —8.35 (m, 2H, H-27), 8.26 —8.25 (m, 6H, H-23, H-23,
H-23%), 7.83-7.76 (m, 9H, H-22, H-22', H-22“ H-24, H-24',
H-24"), -2.71 (bs, 2H, Pyrrol-H).

13C-NMR: (151 MHz, CDCls) & [ppm] = 149.2 (s, C-25), 147.7 (s, C-21°), 142.0 (s,
C-21/C-21%), 141.9 (s, C-28), 135.2 (d, C-26), 134.6 (d, C-23, C-23',
C-23“), 127.9; 127.9; 126.8; 126.8 (d, C-22, C-22', C-22", C-24, C-24',
C-24"), 121.9 (d, C-27), 121.2 (s, C-5) 120.8 (s,C-15), 116.7 (s, C-10,
C-20).
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UV-Vis: (CHCl3, ¢ = 10 mol/l): Amax =419 nm (e = 281630 I/(mol*cm™)), 516 nm
(e = 15055 l/(mol*cm™)), 552 nm (e =7568 I/(mol*cm™)), 591 nm
(e = 5172 l/(mol*cm™)), 647 nm (¢ = 3658 I/(mol*cm™)).

FT-IR: 7 [cm™'] = 2972 (w), 1362 (w), 1635 (w), 1516 (m), 1645 (s), 1222 (w),
1188 (w), 1109 (w), 979 (w), 965 (m), 877 (w), 797 (s).

4-((72)-7,12,17-triphenyl-21,22,23,24-tetraazapenta-cyclo-[16.2.1.13°,1811,113.16]tetracosa-
1,3,5,7,9,11,12,14,16,18,19-undecaen-2-yl)anilin (148)

Q3 Qo 3

SnCl," 2H,0
HCI, 60 °C, 1 h

o - O o - O

177 148

143 mg (0.22 mmol, 1.00 Ag.) mono-NO.-TPP (177) wurden in 8 ml HCI gelést und 0.29 g
(1.30 mmol, 6.00 Aq.) SnCl*2H,0 wurden hinzugegeben. Die Lésung wurde eine Stunde bei
60 °C geruhrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Mischung auf Eis gegossen und
mit Ammoniak neutralisiert. Es wurde viermal mit je 30 ml CH.Cl. extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen mit 40 ml gesattigter NaCl-Losung gewaschen und Uber Na>SO4
getrocknet. Das Trocknungsmittel wurde abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung (cHex/EtOAc, 50:1 — 4:1)

wurde das Produkt 148 als violetter Feststoff in einer Ausbeute von 94% erhalten.

M(C4sH31Ns): 629.77 g/mol.

Habitus: Violetter Feststoff.

R~Wert: 0.01 (cHex/EtOAc 50:1)

Ausbeute: 130 mg (0.21 mmol, 94%).

'H-NMR: (600 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 8.97 (d, J = 4.9 Hz, 2H) und 8.87 (s, 6H,

H-2, H-3, H-7, H-8, H-12, H-13, H-17, H-18), 8.25 — 8.23 (m, 6H, H-23,
H-23', H-23“), 8.02-8.00 (m, 2H, H-26), 7.77 (m, 9H, H-22, H-22',
H-22%, H-24, H-24', H24"), 7.04 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-27), 3.99 (bs, 2H,
H-29), -2.71 (br s, 2H, Pyrrol-H).
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13C-NMR: (151 MHz, CDCls) & [ppm] = 146.1 (s, C-25), 142.4 (s, C-21/C-21%),
142.3 (s, C-21’) 135.7 (d, C-26), 134.6 (d, C-23, C-23', C-23"), 132.4 (s,
C-28), 127.7;: 126.7 (d, C-22, C-22', C-22", C-24, C-24', C-24"), 120.9
(s, C-5), 120.0 (s, C-10), 119.8 (s, C-15), 113.5 (s, C-20).

UV-VIS: (DMF, ¢ = 10° mol/l): Amax = 418 nm (g = 298270 I/(mol*cm™)), 517 nm
(e = 14470 l/(mol*cm™)), 557 nm, (¢=8785 I/(mol*cm™)), 651 nm
(e = 4299 I/(mol*cm™)).

FT-IR: ¥ [em™ = 2988 (w), 2900 (w), 2359 (w), 2343 (w), 1617 (w), 1558 (w),
1471 (w) 1398 (w), 1350 (w), 1280 (w), 1177 (m), 1072 (w), 1001 (m),
979 (m), 877 (w), 818 (s), 733 (s), 702 (s).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uiberein.[321

205



6. Experimentalteil

6.2.1.3 Synthese von Porphyrin-Metall-Komplexen
[Ga(TPP(NH)4Cl] (154)

H,N NH, H,N NH,

GaCl; Essigsaure, NaOAc
118 °C, 15 h

(o = Q (0 = Q

H,N NH, H,N NH,
71 154

0.10 g (0.15 mmol, 1.00 Ag.) TPP(NH2)s (71) wurden in 10 ml Essigsdure suspendiert und
43 mg (0.24 mmol, 1.60 Aq.) GaCl; in 4 ml Essigsdure wurden hinzugetropft. Eine Lésung aus
90.0 mg (1.06 mmol, 7.10 Aq.) Natriumacetat in 4 ml Essigsaure wurden hinzugetropft und die
Reaktionsmischung fir 15 Stunden zum Ruickfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt aus Toluol umkristallisiert. Das Produkt 154 wurde als violetter Feststoff in einer

Ausbeute von 80% erhalten.

M(C44H32N3G8C|)Z 776.17 g/mol.

Habitus: Violetter Feststoff.
Ausbeute: 93.0 mg (0.12 mmol, 80%).
UV-VIS: (DMF, ¢ = 10* molll): Amax = 429 nm (¢ =15221 l/(mol*cm™)),

522 nm (¢ =258 I/(mol*cm™)), 560nm (¢=752 I/(mol*cm™)),
602 nm (g = 559 I/(mol*cm™)), 657 (& = 65 I/(mol*cm™)).

FT-IR: ¥ [em™] = 3291 (br, w), 3035 (br, w), 1668 (m), 1591 (s), 1537 (s),
1401 (m), 1348 (m), 1260 (m), 1209 (w), 1181 (w), 1075 (w), 1008 (s),
967 (w), 858 (w), 805 (s), 720 (w).
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[Y(TPP(NH2)4)] (155)

H,N NH, HoN NH;
YCl,
DMF
153 °C, 48 h
H,N 71 NH, H,N 155 NH,

Unter interten Bedingungen wurden 0.10 g (0.15 mmol, 1.00 Ag.) TPP(NH.)s (71) in 5 ml
trockenem DMF geldést und 85.0 mg (0.44 mmol, 3.00 Ag.) YCl; im Argongegenstrom
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fur 48 Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Lésung filtriert und der zuriickbleibende Feststoff mit
Wasser und Methanol gewaschen. Das Produkt 155 wurde als lila Feststoff in einer Ausbeute

von 80% erhalten.
HoN NH,

QLo

M(CasH32NgY): 761.69 g/mol.

Habitus: Violetter Feststoff. O O

Ausbeute: 90.9 mg (0.12 mmol, 80%). HoN NH,

UV-VIS: (DMF, ¢ = 10* mol/l): Amax = 429 nm (g = 6669 I/(mol*cm™)), 522 nm
(e = 39 I/(mol*cm™)), 566 nm (¢ = 549 l/(mol*cm™)), 598 nm

(e = 307 l/(mol*cm™)), 657 nm (¢ = 268 I/(mol*cm™)).

FT-IR: V [em™] = 3357 (br, w), 2953 (s), 2853 (m), 2357 (w), 1682 (m). 1602 (s),
1515 (m), 1467 (m), 1403 (w), 1290 (w), 1179 (m), 987 (m), 967 (m), 847
(m), 799 (s), 755 (m).
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[Cu(TPP(NH)4] (156)

H,N NH, HoN NH,
Cu(CH5C00), (179)
DMF
115 °C, 48 h
H,N NH, H,N NH,
71 156

Unter inerten Bedingungen wurden 0.10 g (0.15 mmol, 1.00 Aq) TPP(NH,)4 (71) in 5 ml DMF
gelést und 0.17 g (0.88 mmol, 5.80 Aq.) Kupfer(ll)acetat Monohydrat hinzugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fir 48 Stunden zum RUckfluss erhitzt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur die Lésung filtriert und der erhaltene Feststoff mit Wasser und Methanol

gewaschen. Das Produkt 156 wurde in einer Ausbeute von 78% als violetter Farbstoff erhalten.

H,N NH,
M(CasHa:2NsCu):  736.34 g/mol. O Q
Habitus: Violetter Feststoff.
Ausbeute: 86.0 mg (0.12 mmol, 78%).
HR-MS (ESI): Theoretische Masse [amul: O O
m/z [M+H]* = 736.2118707
HoN NH,

m/z [M+Na]* = 758.1938154
Ermittelte Masse [amu]:

m/z [M+H]* = 736.21190 (+0.04 ppm)
m/z [M+Na]* =/

UV-VIS: (DMF, ¢ = 10* mol/l): Amax = 430 nm (¢ = 8689 I/(mol*cm™)), 548 nm
(e = 789 l/(mol*cm™)), 592 nm (¢ = 520 I/(mol*cm™)).

FT-IR: ¥ [em™] = 3675 (w), 2988 (m), 2971 (m), 2900 (m), 2362 (w), 1608 (W),
1452 (w), 1405 (m), 1393 (w), 1249 (w), 1228 (w), 1074 (s), 1066 (s),
1056 (s), 1027 (m), 895 (w), 867 (w), 798 (w), 770 (w), 719 (w).
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[Cu(mono-NH2-TPP)] (180)
NH2 NH2

QL QL

+ -
Cu(CH3CO0), DMSO

179 100 °C, 3 h

o - O o~ O

148 180

100 mg (0.158 mmol, 1.00 Ag.) mono-NH>-TPP (148) wurden in 6 ml DMSO gelést und 0.25 g
(1.37 mmol, 8.70 Aq.) Kupferacetat (179) wurden hinzugegeben und das Reaktionsgemisch
fur drei Stunden bei 100 °C geruhrt. Nach Abklhlen auf Raumtemperatur wurde die Mischung
mit 50 ml Wasser verdinnt und fiinfmal mit je 30 ml CH.Cl> extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit 50 ml Wasser und 50 ml gesattigter NaCl-Lésung gewaschen
und Uber MgSO. getrocknet. Das Trocknungsmittel wurde abfiltriert und das Ldsungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 180 wurde als rot-violetter Feststoff in

einer Ausbeute von 87% erhalten.

M(Ca4H29N5Cu): 691.30 g/mol.

Habitus: Rot-violetter Feststoff.

Ausbeute: 95.0 mg (0.13 mmol, 87%).

UV-VIS: (DMF, ¢ = 10°° mol/l): Amax =416 nm (g = 129660 I/(mol*cm™)), 541 nm

(&= 8824 l/(mol*cm™)), 582 nm (e = 2055 l/(mol*cm™)).
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6.2.1.4 Synthese von Radionuklid-Chelatoren
4,7 ,10-tris(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-4,7,10-triaza-1-azoniacyclododecan bromid (118)

o}
N HN o NaOAc %Q\/\N/_\N/ﬁ(o\ﬁ
DR o el
o) 20°C »>RT,24h N\_HgN o
>I\ Br
0o~ 0

116 17 118

NH HN
7/

1.00 g (5.80 mmol, 1.00 Ag.) Cyclen (116) und 1.57 g (19.2 mmol, 3.3. Aq.) Natriumacetat
wurden in 12 ml N,N-Dimethylacetamid suspendiert und auf -20 °C gekuhlt. 2.83 ml
(19.2 mmol, 3.30 Aq.) tert-Butyloromoacetat (117) in 4 ml N,N-Dimethylacetamid wurden
tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. 60 ml deionisiertes Wasser und 2.44 g (29.0 mmol, 5.00 Aq.)
Natriumhydrogencarbonat wurden hinzugegeben und fir 16 Stunden bei 4 °C gelagert. Der
ausgefallene farblose Feststoff wurde abfiltriert, in 30 ml Chloroform gelést und mit 10 ml
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Na;SO4 getrocknet, abfiltriert und auf
5 ml eingeengt. Durch Zugabe von 50 ml Et,O und Kihlung auf 4 °C fir 24 Stunden fiel das
Produkt 118 als farbloser Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert und im Vakuum getrocknet.

Das Produkt wurde als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 84% erhalten.

12 N\ 5,0 o 12
M(C2sHs1N4O6Br): 595.62 g/mol. 13%2@? Nisﬁg 7<13‘
. 14 7 ® 4 "

Habitus: Farbloser Feststoff. 12 N HN o

13 >I\ ol & 5 Br
Ausbeute: 2.92 g (4.90 mmol, 84%). w100
'H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.22 (br s, 2H, H-NH,), 3.42 (s,

4H, H-15, H-16), 3.34 (s, 2H, H-9), 2.93 — 2.89 (m, 4H, H-4, H-5),
2.85 - 2.83 (m, 4H, H-3, H-6), 2.72 (s, 8H, H-1, H-2, H-7, H-8),
1.42 (s, 18H, H-12', H-13", H-14", H-12", H-13", H-14%), 1.41 (s,
OH, H-12, H-13, H-14).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 171.1 (s, C-10°, C-10%), 170.4 (s,
C-10), 81.0 (s, C-11, C-11", C-11"), 56.7 (t, C-15, C-16), 52.0 (t,
C-1, C-8), 50.6 (t, C-9), 50.3 (t, C-7, C-2), 48.8 (t, C-3, C-6), 46.2
(t, C-4, C-5), 28.3 (g, C-12, C-13, C-14, C-12, C-13', C-14",
C-12“, C-13", C-14%).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iberein.[2%]
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Tert-butyl (4-(11-(acetylsulfanyl)undecyl)-7,10-bis(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetra-
azacyclododecan-1-yI)-acetat (123)

" C @NWK , 3 [“ 37K

N H2 " K2CO3' NaHCO3 _

L )ks/\(\/)/g\Br MeCN NN
60 °C, 4 h >L
118 82 123 S\f

Unter inerten Bedingungen, wurden 0.59 g (1.00 mmol, 1.00 Aq.) des Substrats 118, 0.42 g
(3.00mmol, 3.00Aq.) Kaliumcarbonat und 0.25g (3.00 mmol, 3.00 Aq.)

Natriumhydrogencarbonat in 15 ml trockenem Acetonitril suspendiert und flir 30 min auf 60 °C

0]

erhitzt. 0.37 g (1.20 mmol, 1.20 Aq.) des Thioesters 82 wurden in 10 ml Acetonitril geldst und
langsam zur Suspension zugetropft und fir weitere 4 h bei 60 °C gerihrt. Nach Abklhlen auf
Raumtemperatur wurde die Loésung filtriert und das Ldsungsmittel des Filtrats unter
vermindertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer Abtrennung von
Nebenproduktern (cHex/EtOAc 10:1) konnte das Produkt mit reinem MeOH von der Saule
gespllt werden. Nach Entfernen des Lésungsmittels unter vermindertem Druck konnte das

Produkt 123 als gelbliches Ol in einer Ausbeute von 50% erhalten werden.

(0] 14 12

M(C39H74N4O7S): 743.10 g/mol.

Habitus: Gelbes Ol.

Ausbeute: 0.37 g (0.50 mmol, 50%).

"H-NMR: (500 MHz, MeOD-ds) 6 [ppm] = 3.76 — 2.45 (m, 26H, H-1,H-2,

H-3, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13,H-14, H-15, H-16, H-17, H-27),
2.40 (s, 3H, H-29), 1.61 — 1.57 (m, 27H, H-6, H-7, H-8, H-6', H-7",
H-8', H-6“, H-7“, H-8%), 1.44 — 1.37 (m, 18H, H-18, H-19, H-20,
H-21, H-22, H-23, H-24, H-25, H-26).

13C- NMR: (126 MHz, MeOD-ds) & [ppm] = 196.3 (s, C-28), 173.1 (s, C-4,
C-4%), 170.7 (s, C-4'), 82.2 82.0; 81.3 (s, C-5, C-5', C-5%), 55.4;
55.3 (t, C-3, C-15, C-16), 56.3; 55.9; 55.1; 52.9 (t, C-1, C -2, C-9,
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C-10, C-11, C-12, C-13, C-14), 29.5 (q, C-29), 29.5, 29.4, 29.3,
29.2,29.1, 28.8, 28.5, 28.4, 28.3, 27.3, 26.7, 26.3 (t, C-17, C-18,
C-19, C-20, C-21, C-22, C-23, C-24, C-25, C-26, C-27), 27.2,
27.1,29.9 (q, C-6, C-7, C-8, C-6', C-7°, C-8', C-6“, C-7, C-8").

HR-MS (ESI): Theoretische Masse [amu]:
m/z [M+H]* = 743.5350978
m/z [M+Na]" = 765.5170424
Ermittelte Masse [amu]:
m/z [M+H]* = 743.53494 (-0.22 ppm)
m/z [M+Na]" = 765.51634 (-0.91 ppm)

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iberein.[2%!

Tert-butyl (4-(12-(acetylsulfanyl)dodecyl)-7,10-bis(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetra-
azacyclododecan-1-yI)-acetat (124)

ST SOy
N HG;) i )J\ K2CvO3' NaHCO3 _ [ ©
/Lu 52 s B MeCN NN
60°C, 4h >|\

118 86 124 S\fo

Unter inerten Bedingungen wurden 0.74 g (1.25 mmol, 1.00 Aq.) des Substrats 118, 0.52 g
(3.75mmol, 3.00Aq.) Kaliumcarbonat und 0.31g (3.75mmol, 3.00 Aq.)
Natriumhydrogencarbonat in 20 ml trockenem Acetonitril suspendiert und flir 30 min auf 60 °C
erhitzt. 0.48 g (1.50 mmol, 1.20 Aq.) des Thioesters 86 wurden in 10 ml Acetonitril geldst und
langsam zur Suspension zugetropft und fir weitere 4 h bei 60 °C gerihrt. Nach Abklhlen auf
Raumtemperatur wurde die Loésung filtriert und das Ldsungsmittel des Filtrats unter
vermindertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer Abtrennung von
Nebenprodukten (cHex/EtOAc 5:1) konnte das Produkt mit reinem MeOH von der Saule
gespllt werden. Nach Entfernen des Lésungsmittels unter vermindertem Druck konnte das

Produkt 124 als gelbliches Ol in einer Ausbeute von 82% erhalten werden.

M(C40H75N407S)Z 757.13 g/mol.
Habitus: Gelbes Ol.
Ausbeute: 0.77 g (1.02 mmol, 82%).
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'H-NMR:

3C-NMR:

S
22

(0] 30
(500 MHz, MeOD-d3) & [ppm] = 3.69 — 2.48 (m, 26H, H-1, H-2,
H-3, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13,H-14, H-15, H-16, H-17, H-28),
2.43 (s, 3H, H-30), 1.64 — 1.60 (m, 27H, H-6, H-7, H-8, H-6°, H-7",
H-8°, H-6"/7"/8%), 1.42 — 1.40 (m, 20H, H-18, H-19, H-20, H-21,

H-22, H-23, H-24, H-25, H-26, H-27).

(126 MHz, MeOD-ds) & [ppm] = 196 (s, C-29), 173.1 (s, C-4,
C-4%), 171.4 (s, C-4°), 82.2; 81.9; 81.2 (s, C-5, C-5', C-5"), 55.4;
54.4 (t, C-3, C-15, C-16), 56.4; 55.9; 55.0; 53.3 (t, C-1, C-2, C-9,
C-19, C-11, C-12, C-13, C-14), 29.3 (q, C-30), 29.5, 29.4, 29.3,
29.3,29.2, 29.2,.29.2, 28.9, 28.8, 27.4, 26.7, 26.4 (t, C-17, C-18,
C-19, C-20, C-21, C-22, C-23, C-24, C-25, C-26, C-27, C-28),
27.3, 27.2, 27.1 (g, C-6, C-7, C-8, C-6', C-7*, C-8', C-6", C-7*,
C-8%).
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12-Bromo-1-(S-trityl)mercaptododecan (130)

O B

P
K,CO
HS 2 3 —
Br/\M/\Br + O Br S

o VeON T TSy

O RT, 16 h = |

N
80 129 130

Unter inerten Bedingungen wurden 7.12 g (21.7 mmol, 2.00 Aq) 1,12-Dibromododecan (80)
und 14.9g (108 mol, 10.0 Ag.) Kaliumcarbonat in trockenem Acetonitril suspendiert und
10 Minuten gerihrt. 3.00 g (10.8 mmol, 1.00 Aq.) Triphenylmethanthiol (129) wurden zur
Suspension hinzugegeben. Die Mischung wurde fir 16 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt,
bevor sie Uber einen Buchnertrichter abfiltriert und der Feststoff mit 200 ml Acetonitril
nachgewaschen wurde. Der verbliebene Feststoff wurde in CH2Cl» gelést und mit 60 ml
Wasser und 60 ml gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
MgSO4 getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das

Produkt 130 wurde als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 81% erhalten.

M(C31H39BrS): 523.62 g/mol.

Habitus: Farbloser Feststoff.

Ausbeute: 4.59 g (8.78 mmol, 81%).

'H-NMR: (500 MHz, CDCls) 6 [ppm] =7.48 (d, J = 7.8 Hz, 6H, H-15, H-15', H-15"),

7.34 —7.29 (m, 6H, H-16, H-16', H-16") 7.27 — 7.23 (m, 3H, H-17, H-17",
H-17%), 3.47 (td, J = 6.9 Hz, 3.0 Hz, 2H, H-1), 2.20 (td, J= 7.4 Hz, 2.7 Hz,
2H, H-12), 1.96 — 1.83 (m, 2H, H-2), 1.53 — 1.40 (m, 4H, H-3, H-11),
1.39 — 1.16 (m, 14H, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10).

13C-NMR: (126 MHz, CDCl3) & [ppm] = 145.1 (s, C-14, C-14, C-14"), 129.6 (d,
C-16, C-16’, C-16"), 127.8 (d, C-15, C-15’, C-15”), 126.5 (d, C-17, C-
17, C-17"), 66.4 (s, C-13), 34.1 (t, C-1), 32.9 (t, C-12), 32.1 (t, C-2),
29.5; 29.4; 29.2; 29.0; 28.8; 28.6; 28.2 (t, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8,
C-9, C-10, C-11).
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Tert-butyl  (4,10-bis(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-7-(12-(tritylsulfanyl)dodecyl)-1,4,7,10-tetra-
azacyclododecan-1-yI)-acetat (131)

ot i) e e
0]
N H2N . K,CO3 NaHCO; [

Tt
L — g° s e MeCN AN
10 60°C,4h >L

118 130 131 S\Trt

Unter inerten Bedingungen, wurden 0.30 g (0.50 mmol, 1.00 Aq.) des Substrats 118, 0.20 g
(1.50 mmol,  3.00 Aq.) Kaliumcarbonat und 0.13g  (1.50 mmol,  3.00 Aq.)
Natriumhydrogencarbonat in 20 ml trockenem Acetonitril suspendiert und fir 30 min auf 60 °C
erhitzt. 0.32 g (0.60 mmol, 1.20 Ag.) 12-Bromo-1-(S-trityl)mercaptododecane (130) in 5ml
trockenem CH,Cl, wurden langsam zur Suspension zugetropft und fur weitere 4 h bei 60 °C
gerUhrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Lésung filtriert und das Lésungsmittel
des Filtrats unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in CH.Cl gelést und mit
30 ml Wasser, zweimal mit 30 ml 1 M HCI (aq.), einmal mit 30 ml geséattigter NaHCOs-Lésung
und einmal mit 30 ml gesattigter NaCl-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Gber
MgSO4 getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Durch
saulenchromatographische Aufreinigung (2% MeOH in CH.Cl;) und anschlieRendem
Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck konnte das Produkt 131 als

gelbliches Ol in einer Ausbeute von 70% erhalten werden
0 15 1

M(Cs7HgsN4OsS): 956.64 g/mol.

Habitus: Gelbes Ol.

Ausbeute: 0.33 g (0.35 mmol, 70%).

'H-NMR: (500 MHz, MeOD-d3) & [ppm] = 7.43 — 7.38 (m, 6H, H-31, H-31,

H-31), 7.31 — 7.25 (m, 6H, H-32, H-32, H-32%), 7.24 — 7.20 (m,
3H, H-33, H-33, H-33"), 3.51 — 2.27 (m, 24H, H-1,H-2, H-3, H-9,
H-10, H-11, H-12, H-13,H-14, H-15, H-16, H-17), 2.14 (,
J=7.4 Hz, 2H, H-28), 1.52 — 1.45 (m, 27H, H-6, H-7, H-8, H-6',
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H-7°, H-8', H-6“, H-7“, H-8%), 1.36 — 1.28 (m, H-18, H-18, H-19,
H-20, H-21, H-22, H-23, H-24, H-25, H-26).

HR-MS (ESI): Theoretische Masse [amu]:
m/z [M+H]* = 957.6497336
m/z [M+Na]" = 979.6316782
Ermittelte Masse [amu]:
m/z [M+H]* = 957.65035 (+0.82 ppm)
m/z [M+Na]" = 979.63207 (+0.40 ppm)

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uiberein.[36%
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6.2.1.5 Synthese von Terpyridin Derivaten
4-(4-Nitrophenyl)-2,6-di(pyridin-2-y)pyridin (158)

NO,
O 0O
T N KOH, NH3 (ag.) _

| EtOH X

O,N N RT, 6h |
| X N | X
152 157 N N

158

3.00 g (2.80 ml, 24.8 mmol, 2.00 Aq.) 2-Acetylpyridin (157) wurden zu einer Lésung aus 1.87 ¢
(12.4 mmol, 1.00 Ag.) 4-Nitrobenzaldehyd (152) in 65 ml Ethanol hinzugegeben. 1.91 g
(34.0 mmol, 2.70 Ag.) KOH und 36 ml NH; (31.0 mmol, 2.50 Aq.) wurden hinzugegeben und
die Reaktionsmischung wurde fir sechs Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das
ausgefallene Produkt 158 wurde abfiltriert und mit EtOH gewaschen, sodass es in einer
Ausbeute von 50% als hellgelber Feststoff erhalten wurde und ohne weitere Charakterisierung

und Aufarbeitung umgesetzt wurde.

M(Cz1H14N40z)Z 354.37 g/mol
Habitus: Hellgelber Feststoff.
Ausbeute: 2.23 g (6.30 mmol, 50 %).

3-(4-Nitrophenyl)-1-(pyridin-2-yl)prop-2-en-1-on (159)

0
1. NaOH, EtOH Ny =
H o X 2.0°C, 4h |
O,N N 7 NO,

152 157 159

6.25 g (41.4 mmol, 1.00 Aq.) 4-Nitrobenzaldehyd (152) wurden in 50 ml EtOH suspendiert und
25ml einer 10%-igen wassrigen NaOH-Lésungen wurde hinzugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde auf 0°C geklhlt und langsam uUber zwei Stunden 7.52g
(62.1 mmol, 1.5 Aqg.) 2-Acetylpydirin (157) hinzugegeben und fiir weitere zwei Stunden bei
0 °C gerlhrt. Der hellgelb ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und mit Ethanol gewaschen.

Das Produkt 159 wurde in einer Ausbeute von 66% erhalten.
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M (C14H10N203):
Habitus:
Schmelzpunkt:
Ausbeute:

'H-NMR:

3C-NMR:

FT-IR:

254.25 g/mol o
8 10
Hellgelber Feststoff. 1 | Ny £ 7/ 9 11
12
143 °C. ENF4 NI o,

6.85 g (26.9 mmol, 66%).

(500 MHz, CDCls) & [ppm] = 8.77 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H-1), 8.44 (d,
J=16.0 Hz, 1H, H-8), 8.28 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-10, H10"), 8.21 (d,
J=7.8Hz, 1H, H-4), 7.96 — 7.89 (m, 2H, H-7, H-3), 7.87 (d, J = 8.8 Hz,
2H, H-11, H-11°), 7.58 — 7.51 (m, 1H, H-2).

(126 MHz, CDCls) & [ppm] = 188.9 (s, C-6), 153.5 (s, C-5), 148.9 (d, C-1),
148.6 (s, C-12), 141.4 (d, C-3), 141.3 (s, C-9), 137.3 (d, C-7), 129.3 (d,
C-11, C-11°), 127.4 (d, C-2), 124.8 (d, C-8), 124.1 (d, C-10), 123.2 (d,
C-4).

¥ [cm] = 2988.1 (br, w), 1688 (w), 1668 (m), 1608 (w), 1594 (m)
1540 (s), 1437 (w), 1414 (w), 1346 (s), 1314 (m), 1290 (w), 1216 (m),
1113 (w), 1047 (s), 992 (m), 849 (s), 748 (s).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uberein.[314

1-(2-Ox0-2-(pyridin-2-yl)ethyl)pyridinium iodid (160)

I Q
N
NS ()
CNHJ\ Z Pyrldm
115°C,3h

2.00 g (15.6 mmol,

1.00 Aq.) 2-Acetylpyridin (157) wurden in 20 ml (248 mmol,
Pyridin (161) gelést und 4.60g (17.6 mmol,

167 161

16 Aq.)
1.20 Ag.) lod wurden hinzugegeben. Die

Reaktionsmischung wurde fur drei Stunden auf 115 °C erhitzt. Der schwarz ausgefallene
Feststoff wurde abfiltriert und mit Et2O und EtOH gewaschen. Das Produkt 160 wurde als

schwarz glanzender Feststoff in einer Ausbeute von 82% erhalten.

M(C12H11N20I):
Habitus:

Ausbeute:

218

o & \10
325.46 g/mol. 1 N |
2 X6 X9

Schwarzer-grau glitzernder Feststoff. 32N ©

4.16 g (12.8 mmol, 82%).
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H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 9.02 (d, J = 5.2 Hz, 2H, H-8/H-8'), 8.88
(d, J = 4.7 Hz, 1H, H-1), 8.74 (tt, J = 7.9, 1.4 Hz, 1H, H-10), 8.31 — 8.25
(m, 2H, H-9/9°), 8.14 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-2), 8.08 (d, J = 7.9 Hz,
1H, H-4), 7.84 (ddd, J = 7.6, 4.7, 1.3 Hz, 1H, H-3), 6.52 (s, 2H, H-7).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 192.0 (s, C-6), 150.9 (s, C-5), 150.1 (d,
C-4), 146.8 (d, C-10), 146.8 (d, C-8), 138.6 (d, C-2), 129.6 (d, C-3), 128.2
(d, C-9), 122.5 (d, C-1), 67.1 (t, C-7).

FT-IR: ¥ [em™] = 3053 (w), 2988 (w), 2878 (w), 2363 (w), 1733 (s), 1631 (m),
1584 (w), 1482 (s), 1437 (w), 1314 (w), 1355 (m), 1364 (m), 1212 (m),
1147 (w), 1087 (w), 999 (s), 849 (w), 785 (s), 760 (m).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uiberein.[314

4-(4-Nitrophenyl)-2,6-di(pyridin-2-yl)pyridin (158)

Ny >~ PN N CH;COONH,
P | @ EtOH
NO, =N o 79°C, 48 h
159 160 |

158

2.00 g (6.00 mmol, 1.00 Aq.) Pyridiniumiodid 160 und 1.56 g (6.13 mmol, 1.02 Aq.) 3-(4-
nitrophenyl)-1-(pyridin-2-yl)prop-2-en-1-on (159) wurden zu einer 10%-igen Lésung aus 40 ml
Ammoniumacetat in Ethanol gegeben und fir zwei Tage zum RIckfluss erhitzt. Das
Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Feststoff 158 wurde ohne

weitere Aufarbeitung und Charakterisierung umgesetzt.

M(Cz1H14N40z)Z 354.37 g/mol.
Habitus: Brauner Feststoff.
Ausbeute: 1.91 g (5.40 mmol, 90%).

219



6. Experimentalteil

4-(2,6-Di(pyridin-2-yl)pyridin-4-yl)-anilin (162)
NO, NH;

HCI, SnCl,*2H,0

| i: 70°C, 6 h | i:
| A N | A | X N | A
_N N~ _N N~
158 162

2.13 g (6.00 mmol, 1.00 Aq.) des Terpyridinderivats 158 wurden in 60 ml konzentrierter
Salzsaure geldst und mit 7.13 g (37.7 mmol, 6.30 Aq.) Zinn(Il)chlorid Dihydrat fiir sechs
Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und mit 10% NaOH
versetzt und eine Stunde gerihrt. Der Feststoff wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

Das Produkt 162 wurde als hellgelber Feststoff in einer Ausbeute von 90% erhalten.

M(C21H16N4): 324.39 g/mol.

Habitus: Hellgelber Feststoff.

Ausbeute: 1.75 g (5.4 mmol, 90%).

"H-NMR: (300 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 8.73 (d, J = 4.7 Hz, 2H, H1, H12), 8.69 (s,

2H, H-7, H-9), 8.66 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-4, H-15), 7.87 (td, J = 7.7,
1.82 Hz, 2H, H-2, H-13), 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-17, H-21), 7.34 (ddd,
J=75,4.8,1.2 Hz, 2H, H-3, H-14)), 6.80 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-18, H-20),
3.87 (s, 2H, NHo).

13C-NMR: (75 MHz, CDCls) & [ppm] = 156.6 (s, C-5, C-11), 155.7 (s, C-6, C-10),
150.0 (s, C-16), 149.1 (d, C-2, C-13), 147.5 (s, C-8), 136.8 (s, C-16),
128.4 (d, C-17 C-21), 123.7 (d, C-3, C-14), 121.4 (d, C-1, C-12), 117.8
(d,C-7, C-9), 115.2 (d, C-18, C-20).

UV-VIS: (DMF, ¢ = 1.25*10* mol/l): Amax = 292 nm (g = 23601 I/(mol*cm™)), 342
(e = 16907 I/(mol*cm™)).

FT-IR: ¥ [om] = 3482 (w), 3387 (w), 2386 (w), 1619 (w), 1598 (w), 1583 (m),
1565 (m), 1540 (w), 1522 (m),1464 (w), 1440 (w), 1392 (w), 1329 (w),
1309 (w), 1230 (w), 1183 (w), 1118 (w), 1093 (w), 1078 (w), 1040 (w),
987 (w), 890 (w), 824 (m), 790 (s), 734 (s), 699 (m), 685 (m).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uberein.[314
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[Cu(Aminophenylterpyridin)Cl.] (164)

CUC|2’2H20 _
THF/H,0, 1h

162 164

0.10 g (0.31 mmol, 1.00 Aq.) Terpyridinderivat 162 wurden in 5 ml THF geldst und eine Lésung
aus 63 mg (0.37 mmol, 1.20 Aq.) Kupfer(ll)chlorid Dihydrat in 10 ml Wasser wurden

hinzugetropft. Die Mischung anderte ihre Farbe rasch zu pink-rot und wurde flr eine weitere

Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt und der zurlickbleibende Feststoff mit Wasser gewaschen. Das Produkt 164 wurde in

einer Ausbeute von 84% als roter Feststoff erhalten.

M(Cz1H1eN4C|1CU)Z
Habitus:
Ausbeute:

UV-VIS:

FT-IR:

HR-MS (ESI):

458.81 g/mol.
Roter Feststoff.

0.12 g (0.26 mmol, 84%).

(DMF, ¢ = 10° mol/l): Amax = 292 nm (¢ = 2454 |/(mol*cm™)), 333
(e = 1349 l/(mol*cm™)), 421 nm (¢ = 713 I/(mol*cm™)).

V [em™] = 3345 (br, w), 3069 (br, w), 2386 (w), 1589 (s), 1568 (w),
1556 (w), 1532 (w), 1475 (m), 1446 (w), 1417 (w), 1368 (w), 1246 (m),
1197 (w), 1095 (w), 1064 (w), 1020 (m), 892 (w), 832 (m), 788 (s), 749
(m), 722 (m), 691 (w).

Theoretische Masse [amul:

m/z [M+H]* = 458.0120796
m/z [M-CI]* = 422.0354019

Ermittelte Masse [amul:

m/z [M+H]" =/
m/z [M-CI]* = 422.03545 (+0.12 ppm)
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[Ga(Aminophenylterpyridin)Cls] (163)

0.10 g (0.31 mmol, 1.0 Aq.) Terpyridinderivat 162 wurden in 5 ml CH2Cl. geldst und 54 mg
(0.31 mmol, 1.0 Aqg.) Gallium(lll)chlorid in 5 ml CH2Cl, wurden hinzugetropft, worauf rasch ein

orangener Feststoff ausfiel. Die Mischung wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt,

bevor der ausgefallene Feststoff abfiltriert und mit Wasser gewaschen wurde. Nach Trocknen

wurde das Produkt 163 in einer Ausbeute von 70% als orangener Feststoff erhalten.

M(C21H16N4C|3Ga)2
Habitus:
Ausbeute:

UV-VIS:

FT-IR:

HR-MS (ESI):

222

NH,

500.48 g/mol.

Orangener Feststoff.

|
_N—Ga—N.__~
ol ¢!

(DMF, ¢ = 10° mol/l): Amax= 290 nm (¢ = 2558 I/(mol*cm™)), 320
(e = 1183 I/(mol*cm™)), 332 nm (g = 1235 I/(mol*cm'), 431 nm
(e = 1053 I/(mol*cm™)).

0.11 g (0.22 mmol, 70%).

¥ [em™] = 3489 (w), 3385 (w), 1616 (s), 1592 (s), 1571 (m),
1546 (w), 1482 (m), 1446 (w), 1430 (w), 1372 (w), 1335 (w),
1309 (w), 1274 (w), 1249 (m), 1199 (m), 1162 (w), 1145 (w),
1092 (w), 1067 (w), 1055 (w), 1044 (m), 1029 (w), 1014 (w),
869 (w), 833 (s), 812 (s), 790 (s), 746 (w), 718 (w), 692 (m).

Theoretische Masse [amu]:

m/z [M+H]* = 498.9769122

m/z [M-CI]" = 436.0002345
Ermittelte Masse [amul]:

m/z [M+H]" =/

m/z [M-CI]" = 436.00008 (-0.34 ppm)
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6.2.2 Synthesen fur Konzept 2

6.2.2.1 Synthese von Artemisinin-Benzophenon-Hybriden zur Funktionalisierung von

Nanopartikeln
Diade 206 und Triade 207

7 0 DMAP, EDC-HCI o)
H +
. o CH,Cl,
0 RT, 18 h
NOH HO OH im Dunkeln OH
o)
197 205
b= + z
H H

N N
'/H O H '/H
(6] (0]

207

Ein 100 ml Kolben wurde mit Alufolie ummantelt. In diesen wurden 3.58 g (9.31 mmol,
1.00 Aq.) Artesunat (197) vorgelegt und in 40 ml CH,Cl, geldst. 2.60 g (16.7 mmol, 1.80 Aq.)
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid  Hydrochlorid sowie 0.50g (4.09 mmol,
0.50 Agq.) DMAP wurden hinzugegeben und fir funf Minuten geriihrt. 2.00 g (9.33 mmol,
1.00 Aq.) 14,4‘-Dihydroxybenzophenon (205) wurden zur Reaktionslésung hinzugegeben und
fr 18 h im Dunkeln gerthrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 30 ml gesattigter NaHCOs-
Lésung abgebrochen und mit 100 ml EtOAc verdinnt. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase einmal mit 50 ml EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 100 ml Wasser und zweimal mit je 80 ml gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und
Uber Na,SO, getrocknet. Nach Abfiltrieren des Trocknungsmittels wurde das Ldsungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt zweimal saulenchromatographisch an
Kieselgel (1. cHex/EtOAc 4:1, 2. CH,Cl,/MeOH 98:2) aufgereinigt. Das Produkt wurde in einer

Ausbeute von 27% als farbloser, schaumiger Feststoff erhalten.

Diade 206:
M(C33H36010): 580.63 g/mol. ' N o] .
: o = 5725 6 28’
Habitus: Farbloser Feststoff. O O 2
Ouwr 20 2 23 27
NO : 7 on,,
Schmelzpunkt: 112 °C. o}
Ausbeute: 1.50 g (2.58 mmol, 27%).
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R~Wert:

'H-NMR:

3C-NMR:

UV-VIS:

FT-IR:

HR-MS (ESI):

Triade 207:
M(Cs1He2017):

Habitus:

224

0.3 (2% MeOH in CH2Cl.).

(500 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.76 (m, 4H, H-23, H-27), 7.20 (d,
J =8.7 Hz, H-22), 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-28), 6.70 (br s, 1H, H-30),
5.83 (d, J= 9.9 Hz, 1H, H-10), 5.48 (s, 1H, H-12), 2.87 (m, 4H, H-18,
H-19), 2.60 (m, 1H, H-9), 2.38 (td, J = 14.0, 3.9 Hz, 1H, H 4), 2.04 (m,
1H, H-4), 1.90 (dg, J = 9.6 Hz, 2.9 Hz, 1H, H-5), 1.78 (m, 1H, H-8), 1.72
(m, 1H, H-7), 1.64 (dt, J = 13.9, 4.3 Hz, 1H, H-8a), 1.48 (m, 1H, H-5),
1.42 (s, 3H, H-14), 1.36 (td, J= 13.5, 3.5 Hz, 1H, H-8), 1.31 (m, 1H,
H-6),1.27 (m, 1H, H-5a), 1.03 (m, 1H, H-7), 0.97 (d, J= 6.0 Hz, 3H,
H-15), 0.86 (d, J = 7.2 Hz, 3H, H-16).

(300 MHz, CDCls) & [ppm] = 194.7 (s, C-25), 171.1, (s, C-17), 170.5 (s,
C-20), 160.4 (s, C-29), 153.4 (s, C-21), 135.8 (s, C-24), 132.9 (d, C-27),
131.4 (d, C-23), 129.7 (s, C-26), 121.4 (d, C-22), 115.3 (d, C-28), 104.7
(d, C-3), 92.5 (d, C-10), 91.6 (d, C-12), 80.2 (s, C-12a), 51.5 (d, C-5a),
45.2 (d, C-8a), 37.3 (d, C-6), 36.2 (t, C-4), 34.1 (t, C-7), 31.8 (d, C-9),
29.1 (t, C-18, C-19), 25.9 (q, C-14), 24.6 (t, C-5), 22.0 (t, C-8), 20.2 (q,
C-15), 12.1 (g, C-16).

(MeCN, ¢ = 3.333*10°mol/l): Amax = 257 nm (¢ = 10806 I/mol*cm™),
285 nm (e = 14913,3 I/mol*cm™).

¥ [em™] = 2971 (w), 2359 (w), 2342 (w), 1749 (m), 1652 (m), 1602 (m),
1540 (w), 1406 (w), 1362 (m), 1278 (s), 1228 (s), 1131 (s), 1099 (m),
1079 (s), 928 (s), 876 (m), 825 (w), 769 (m).

Theoretische Masse [amul:

m/z [M+H]* = 581.2381237

m/z [M+Na]" = 603.2200687

Ermittelte Masse [amu]:

m/z [M+H]" =/

m/z [M+Na]" = 603.22023 (+0.26 ppm)

/

0]

947.04 g/mol.

Farbloser Feststoff.
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Schmelzpunkt:
Ausbeute:
R~Wert:

'H-NMR:

3C-NMR:

UV-VIS:

FT-IR:

HR-MS (ESI):

146 °C.
1.40 g (1.48 mmol, 16%).
0.43 (2% MeOH in CH2Cly).

(500 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.83 (d, J = 9.0 Hz, 4H, H-23, H-23'), 7.23
(d, J=9.0 Hz, 4H, H-22, H-22'), 5.83 (d, J= 9.8 Hz, 2H, H-10, H-10"),
5.45 (s, 2H, H-12, H-12°), 2.91 (m, 8H, H-18, H-18', H-19, H-19"), 2.58
(m, 2H, H-9, H-9°), 2.37 (td, J =14.2 Hz, 4.0 Hz, 2H, H-4, H-4*), 2.03 (m,
2H, H-4, H-4'), 1.89 (m, 2H, H-5, H-5), 1.77 (m, 2H, H-8, H-8'), 1.72 (m,
2H, H-7, H-7%), 1.63 (dt, J = 13.9 Hz, 4.5 Hz, 2H, H-8a, H-8a'), 1.49 (m,
2H, H-5, H-5), 1.42 (s, 6H, H-14, H-14°), 1.37 (m, 2H, H-8, H-8'), 1.26
(m, 4H, H-6, H-6, H-5a, H-5a’), 1.01 (m, 2H, H-7, H-7), 0.96 (d,
J = 6.1 Hz, 6H, H-15, H-15'), 0.85 (d, J = 7.1 Hz, 6H, H-16, H-16").

(126 MHz, CDCls) & [ppm] = 194.4 (s, C-25), 170.9 (s, C-17), 170.3 (s,
C-20), 153.9 (s, C-24, C-24"), 135.0 (s, C-21, C-21°), 131.6 (d, C-23,
C-23'), 121.6 (d, C-22, C-22), 104.5 (s, C-3, C-3'), 92.4 (d, C-10, C-10),
91.6 (d, C-12, C-12'), 80.1 (s, C-12a, C-12a’), 51.6 (d, C-5a), 45.2 (d,
C-8a), 37.3 (d, C-6, C-6), 36.2 (t, C-4, C-4"), 34.1 (t, C-7, C-7*), 31.8 (d,
C-9, C-9'), 29.2 (t, C-18, C-18', C-19, C-19'), 26.0 (g, C-14, C-14‘), 24.6
(t, C-5, C-5), 22.0 (t, C-8, C-8"), 20.2 (g, C-15, C-15), 12.1 (q, C-16,
C-16").

CHCl;, ¢=10° mol/ll: Amax = 264nm (¢= 24173 I|/mol*cm™),
MeCN, ¢ = 105 mol/l: Amax = 258 nm (e = 23686 I/mol*cm™).

7 [em1] = 2926 (w), 2871 (w), 2359 (w), 2342 (w), 1750 (m), 1659 (w),
1599 (w), 1505 (w), 1455 (w), 1410 (w), 1376 (w), 1305 (w), 1276 (w),
1202 (m), 1120 (s), 1100 (m), 1015 (s), 929 (m), 876 (m), 845 (w).

Theoretische Masse [amul:

m/z [M+H]* = 947.4059767

m/z [M+Na]" = 969.3879214

Ermittelte Masse [amu]:

m/z [M+H]" =/

m/z [M+Na]" = 969.38852 (+0.62 ppm)
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(4-Methoxyphenyl)(4-Nitrophenyl)-methanon (193)

@)
L O e o
T AT
20l O,N o
193

41°C,14h

Unter inerten Bedingungen wurden 1.40 g (10.53 mmol, 2.30 Ag.) Aluminiumchlorid in 30 ml
CH,Cl, suspendiert und 0.85 g (4.58 mmol, 1.00 Aq.) para-Nitro-Benzaldehyd (192) sowie
0.55 ml (5.04 mmol, 1.10 Aq.) Anisol (191) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 14 h
zum Ruckfluss erhitzt. Nach Abkthlen auf 0 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 ml
1M HCI beendet und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde einmal mit 20 ml CH.Cl,
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen zweimal mit je 50 ml gesattigter NaHCOs-
Lésung, einmal mit 50 ml Wasser und einmal mit 50 ml gesattigter NaCl-Lésung gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber MgSO4 getrocknet, das Trocknungsmittel abfiltriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem  Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (cHex/EtOAc 4:1) aufgereinigt und als farbloser

Feststoff in einer Ausbeute von 72% erhalten.

M(C14H11NO4)Z 257.24 g/moI. 0
Habitus: Farbloser Feststoff. 25 :

1 s 7 9 10
Schmelzpunkt: 126 °C. ON" 173 s O
Ausbeute: 0.85 g (3.30 mmol, 72%).
R+Wert: 0.33 (cHex/EtOAc 4:1).
"H-NMR: (300 MHz, CDClIs) 6 [ppm] =8.33 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-2), 7.87

(d, J = 8.3 Hz, 2H, H-3), 7.80 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-7), 6.89 (d,
J = 8.4 Hz, 2H, H-8), 3.91 (s, 3H, H-10).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur iberein.[337]
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2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 4-benzoylbenzoat (218)

o O
Ol ol = OO
+ (@) (@) > -
oH 7 CHCl, © b
(@)
218 e}

0°C —RT 20h
216 O 217

0.50 g (2.21 mmol, 1.00 Aq.) Benzylbenzoesaure (216) wurden in 10 ml CH,Cl, gelést und auf
0 °C gekihlt. 0.55¢g (2.87 mmol. 1.30 Ag.) 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Hydrochlorid wurden hinzugegeben und die Reaktionslésung fur finf Minuten gerthrt. Nach
Zugabe von 0.33 g (2.87 mmol, 1.30 Aq.) N-Hydroxysuccinimid (217) wurde die Kiihlung
entfernt und fir 20 h gerthrt. Nach vollstandigem Umsatz des Substrats 216 wurde die
Reaktionsldsung mit 50 ml H.O versetzt und dreimal mit je 40 ml CH.Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit geséattigter NaCl-Lésung gewaschen und
Uber Na,SO, getrocknet. Nach Abfiltrieren des Trocknungsmittels wurde das Ldsungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde mit kaltem Ethanol gewaschen und

getrocknet. Das Produkt 218 wurde als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 58% erhalten.

M(C1sH13NOs): 323.30 g/mol.
Habitus: Farbloser Feststoff. o)

h1
Schmelzpunkt: 107 °C. 2
Ausbeute: 0.42 g (1.30 mmol, 58%).
'H-NMR: (500 MHz, CDCls) & [ppm] =8.25 (dt, J = 8.4, 1.8 Hz, 2H, H-8),

7.90 (dt, J =8.3, 1.6 Hz, 2H, H-7), 7.83 — 7.76 (m, 2H, H-3), 7.63
(tt, J= 7.4, 1.8, 1.3 Hz, 1H, H-1), 7.56 — 7.48 (m, 2H, H-2), 2.93
(s, 4H, H-12).

13C-NMR: (126 MHz, CDCls) & [ppm] = 195.9 (s, C-5), 169.4 (s, C-11), 161.6
(s, C-10), 143.4 (s, C-9), 136.9 (s, C-4), 133.4 (d, C-1), 130.9 (d,
C-8), 130.5 (d, C-3), 130.4 (d, C-7), 129.0 (d, C-2), 128.5 (s, C-6),
26.1 (t, C-12).

HR-MS (ESI): Theoretische Masse [amul:
m/z [M-H]* = 324.0866490
m/z [M+Na]" = 346.068537
Ermittelte Masse [amu]:
m/z [M-H]* = 324.08717 (+1.62 ppm)
m/z [M+Na]" = 346.06945 (+2.47 ppm)
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UV-Vis: (CHCls, ¢ = 10°° mol/l): Amax = 259 nm (g = 24081 I/mol*cm™).

FT-IR: ¥ [em™ = 2988 (w), 2359 (w), 2342 (w), 1770 (m), 1737 (s),
165 (s), 1596 (w), 1500 (w), 1404 (w), 1369 (w), 1278 (m),
1234 (m), 1211 (s), 1182 (w), 1076 (s), 1049 (w), 1025 (w),
1003 (w), 939 (m), 868 (W), 769 (W), 749 (s), 709 (s).

Die Daten stimmen mit denen der Literatur Uberein.[3*2

4-Benzoyl-N-(3-(trimethoxysilyl)propyl)-benzamid (223)
O
O

AN
(@] P O/
SR o U SRS SR oUIN”
b+ .\ CH.Cl, NoSTN

0o
° S 0C—RT 1h o O~
218 168 223

0.10 g (0.31 mmol, 1.00 Ag.) NHS-Ester 218 wurden in 4 ml CH2Cl, vorgelegt und auf 0 °C
gekuhlt. Tropfenweise wurden 70 pl (0.37 mmol, 1.2 Ag.) Aminopropyltrimethoxysilan (168)
hinzugegeben, die Kihlung entfernt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur gertihrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit 10 ml Wasser versetzt und dreimal mit 20 ml CH.Cl, extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit 30 ml gesattigter NaCl-Losung
gewaschen und tber Na>SO. getrocknet, filtriert und vom Lésungsmittel unter vermindertem

Druck befreit. Das Produkt 223 wurde als farbloses Ol in einer Ausbeute von 65% erhalten.

M(C20H2sNOsSi): 387.51 g/mol.

Habitus: Farbloses Ol.
Ausbeute: 81.0 mg (0.21 mmol, 68 %).
'H-NMR: (300 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-8), 7.84 — 7.72

(m, 4H, H-3, H-7), 7.59 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-1), 7.47 (t, J = 7.6 Hz, 2H,
H-2), 6.84 (br s, 1H, NH), 3.55 (s, 9H, H-14), 3.46 (q, J = 6.5 Hz, 2H,
H-11), 1.78 (q, J = 7.9, 7.5 Hz, 2H, H-12), 0.72 (t, J = 8.2, 6.8 Hz, 2H,
H-13).

13C-NMR: (151 MHz, CDCls) & [ppm] = 196.1 (s, C-5), 166.7 (s, C-10), 139.9 (s,
C-9), 138.2 (s, C-6), 137.08 (s, C-4), 132.9 (d, C-1), 130.1, (d, C-3,
C-7),128.4 (d, C-2), 126.9 (d, C-8), 50.7 (q, C-14), 42.4 (t, C-11), 22.6 (t,
C-12), 6.63 (t, C-13).

228



6. Experimentalteil

HR-MS (ESI): Theoretische Masse [amul:
m/z [M+H]* = 388.1574759
m/z [M+Na]* = 410.1394206
Ermittelte Masse [amul]:
m/z [M+H]* = 388.15740 (-0.2ppm)
m/z [M+Na]" = 410.13928 (-0.35ppm)

UV-Vis: (CHCI3, ¢ = 10°mol/l): Amax = 261 nm (& = 22385 I/(mol*cm)).

FT-IR: ¥ [em™] = 3307 (br, w), 2939 (w), 2360 (w), 2341 (w), 1716 (w), 1645 (s),
1597 (w), 1541 (m), 1498 (w), 1447 (w), 1277 (s), 1196 (m) 1026 (s),
925 (m), 865 (m), 768 (M), 698 (s).

NHS-Ester 219

EDC-HCI

CH,Cl,
0°C — RT, 18 h

197 217 219

1.00 g (2.60 mmol, 1.00 Aq.) Artesunat (197) wurden in 10 ml CH.Cl, vorgelegt und auf 0 °C
gekihlt. 0.66g (3.40 mmol, 1.30Aq.) 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Hydrochlorid wurden hinzugegeben und fir funf Minuten gerthrt bevor 0.39 g (3.40 mmol,
1.30 Aq.) N-Hydroxysuccinimid (217) hinzugegeben wurde. Die Reaktionsmischung wurde
18 h bei Raumtemperatur gertihrt, mit 30 ml H.O versetzt und dreimal mit je 40 ml CH.Cl,
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 40 ml gesattigter NaCl-
Lésung gewaschen, Uber Na;SO. getrocknet, das Trocknungsmittel abfiltriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 219 wurde in einer Ausbeute

von 96% als farbloser Feststoff erhalten.

M(Cz3H31NO1o)Z 481.50 g/mol.
Habitus: Farbloser Feststoff.
21 22
Schmelzpunkt: 100 °C. ?
_N
Ausbeute: 1.18 g (2.45 mmol, 95 %). 0
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'H-NMR:

BC-NMR:

FT-IR:

HR-MS (ESI):

230

(300 MHz, CDCl3) & [ppm] = 5.80 (d, J = 9.9 Hz, 1H, H-10), 5.42 (s, 1H,
H-12), 2.99 — 2.94 (m, 2H, H-18), 2.85 — 2.80 (m, 6H, H-19, H-22), 2.59
(m, 1H, H-9), 2.36 (td, J = 14.6, 3.9 Hz, 1H, H-4), 2.02 (m 1H, H-4),
1.93 — 1.83 (m, 1H, H-5), 1.80 — 1.76 (m, 1H, H-8), 1.75 — 1.67 (m, 1H,
H-7), 1.65 — 1.57 (m, 1H, H-8a), 1.54 — 1.45 (m, 1H, H-5), 1.42 (s, 3H,
H-14), 1.40 — 1.21 (m, 2H, H-8), 1.32—1.23 (m, 2H, H-6, H-5a),
1.02--1.00 (m, 1H, H-7),0.95 (d, J=5.8 Hz, 3H, H-15), 0.83 (d,
J = 7.1 Hz, 3H, H-16).

(300 MHz, CDCls) & [ppm] = 170.0 (s, C-17), 168.9 (s,C-21), 167.6 (s,
C-20), 104.5 (s, C-3), 92.5 (d, C-10), 91.5 (d, C-12), 80.1 (s, C-12a), 51.5
(d, C-5a), 45.2 (d, C-8a), 37.3 (d, C-6), 36.2 (t, C-4), 34.1 (t, C-7), 31.7
(d, C-9), 28.7 (t, C-19), 26.0 (t, C-18), 25.9 (g, C-14), 25.6 (t, C-22), 24.6
(t, C-5), 22.0 (t, C-8), 20.2 (q, C-15), 12.0 (q, C-16).

¥ [em™] = 2941 (w), 2877 (w), 2359 (w), 1814 (w), 1783 (w), 1736 (s),
1375 (w), 1202 (m), 1168 (w), 1131 (w), 1090 (m), 1008 (s), 909 (w),
845 (w), 825 (w).

Theoretische Masse [amul:

m/z [M+H]* = 482.2020726

m/z [M+Na]* = 504.1840172

Ermittelte Masse [amu]:

m/z [M+H]" =/

m/z [M+Na]" = 504.18402 (+0.01 ppm)
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Verbindung 224

o
TR
2 s Q CH,Cl, _ o
~ 0°C - RT, 25h é\ﬂ/\)J\ PN o—
N Si.__~
0 H — ©
168 224

0.36 g (0.70 mmol, 1.00 Aq.) Artesunat-NHS-Ester 219 wurden in 10 ml CH,Cl, gelést und auf
0 °C gekihlt. 0.17 ml (0.89 mmol, 1.20 Ag.) APTMS (168) wurden hinzugetropft und die
Reaktionsmischung zweieinhalb Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die triib gewordene
Reaktionsmischung wurde mit 40 ml H.O versetzt und dreimal mit je 50 ml CH2Cl, extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit je 40 ml gesattigter NaCl-Losung
gewaschen, iber MgSO4 getrocknet und unter vermindertem Druck vom Lésungsmittel befreit.

Das Produkt 224 wurde als hellgelber Feststoff in einer Ausbeute von 84% erhalten.

M(Cst43NO1oSi)Z 545.70 g/mol.

Habitus: Farbloser Feststoff. 0
22 24 O_ 25
Ausbeute: 319 mg (0.58 mmol, 84%). NSl
9 21 —0
"H-NMR: (500 MHz, CDCIl3) 6 [ppm] = 6.02 (t, J = 5.6 Hz, 1H, H-21), 5.71 (d,

J=9.8 Hz, 1H, H-10), 5.37 (s, 1H, H-12), 3.51 (s, 9H, H-25), 3.17 (q,
J = 6.6 Hz, 2H, H-22), 2.81 — 2.58 (m, 2H, H-18), 2.58 — 2.36 (m, 3H,
H-19, H-9), 2.35 — 2.23 (m, 1H, H-4), 2.03 — 1.91 (m, 1H, H-4),
1.90 — 1.77 (m, 1H, H-5), 1.78 — 1.61 (m, 2H, H7-/H-8), 1.62 — 1.51 (m,
3H, H-8a, H-23), 1.50-1.42 (m, 1H, H-5), 1.37 (s, 3H, H-14), 1.35 — 1.28
(m, 1H, H-8), 1.28 — 1.18 (m, 2H, H-5a, H-6), 1.04 — 0.94 (m, 1H, H-7),
0.91 (d, J = 5.8 Hz, 3H, H-15), 0.80 (d, J = 7.2 Hz, 3H, H-16), 0.59 (m,
2H, H-24).

13C-NMR: (126 MHz, CDCls) & [ppm] = 171.8 (s, C-17), 171.1 (s, C-20), 104.4 (s,
C-3), 92.2 (d, C-10), 91.5 (d, C-12), 80.1 (s, C-12a), 51.5 (d, 5a), 50.6
(g, C-25), 45.2 (d, 8a), 41.9 (t, C-22), 37.3 (d, C-6), 36.2 (t ,C-4), 34.1 (t,
C-7), 31.8 (d, C-9), 30.9 (t, C-19), 29.8 (t, C-18), 25.9 (q, C-14), 24.6 (t,
C-5), 22.7 (t, C-23), 22.0 (t, C-8), 20.2 (g, C-15), 12.0 (q, C-16), 6.4 (t,
C-24).
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HR-MS (ESI): Theoretische Masse [amul:
m/z [M+H]* = 546.2728994
m/z [M+Na]" = 568.2548441
Ermittelte Masse [amu]:
m/z [M+H]" =/
m/z [M+Na]" = 568.25457 (-0.8 ppm)

FT-IR: ¥ [em™] = 3325 (br, w), 2929 (w), 2361 (w), 1748 (w), 1651 (w), 1552 (w),
1448 (w),1377 (w), 1200 (w), 1161 (w), 1130 (m), 1003 (s), 925 (m),
876 (m), 825 (w), 729 (w).

Methylester 229

0°C—>RT, 3h

233

) ] o
H ] - )Wo\
: ‘O ‘|O o)
ONO OH NEt, CHCl
06

0 2

Unter inerten Bedingungen wurden 0.30 g (0.52 mmol, 1.0 Aq.) der Diade 206 in 10 ml CH2Cl,
gelést. 0.14ml (1.03 mmol, 2.0Aq.) Triethylamin wurden hinzugetropft und die
Reaktionslésung auf 0°C gekihlt  bevor  0.13 ml (1.03 mmol, 2.0Aq.)
Methylsuccinylchlorid (233) langsam hinzugetropft wurden. Nach vollstandiger Zugabe wurde
die Kuhlung entfernt und die Reaktionsmischung fir drei Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. Zum Beenden der Reaktion wurde 5 ml 1M HCI hinzugegeben und die Phasen
getrennt. Die organische Phase wurde einmal mit 50 ml Wasser und dreimal mit je 50 ml einer
gesattigten NaCl-Lésung gewaschen und Uber MgSO. getrocknet. Das Trocknungsmittel
wurde abfiltriet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (1% MeOH in CH:Cl;) wurde das

Produkt 229 in einer Ausbeute von 36% als farbloser Feststoff erhalten.
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M(C37H42013):
Habitus:
Schmelzpunkt:
Ausbeute:
R+Wert:

'H-NMR:

3C-NMR:

UV-VIS:

FT-IR:

HR-MS (ESI):

29

. y .
H

A 18 ! 21 27

OMO 2 < 23 23 = OMO\

694.73 g/mol. © o

Farbloser schaumiger Feststoff.

74 °C.

0.13 g (0.18 mmol, 36%).

0.21 (1% MeOH in CH2Cl).

(500 MHz, CDCls) & [ppm] = 7.87—7.80 (m, 4H, H-23, H-23"),
7.27 —7.20 (m, 4H, H-22, H-22'), 5.83 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H-10), 5.45 (s,
1H, H-12), 3.74 (s, 3H, H-29), 3.04 — 2.82 (m, 6H, H-18, H-19, H-26),
2.77 (dd, J=7.5, 5.9 Hz, 2H, H-27), 2.58 (m, 1H, H-9), 2.38 (td, J = 14.0,
4.0 Hz, 1H, H-4), 2.04 (s, 1H, H-4), 1.89 (ddd, J = 13.6, 6.7, 3.4 Hz, 1H,
H-5), 1.80 —1.75 (m, 1H, H-8), 1.74—1.70 (m, 1H, H-7), 1.63 (dt,
J=13.9, 45 Hz, 1H, H-8a) 1.48 (m, 1H, H-5), 1.43 (s, 3H, H-14),
1.41 = 1.22 (m, 3H, H-5a, H-6, H-8), 1.07 — 0.98 (m, 1H, H-7), 0.96 (d,
J = 6.0 Hz, 3H, H-15), 0.86 (d, J = 7.1 Hz, 3H, H-16).

(126 MHz, CDCls) & [ppm] = 194.4 (s, C-25), 172.5 (s, C-28), 170.9 (s,
C-17), 170.53, 170.3 (s, C-20, C-20), 153.9 (s, C-24, C-24'), 135.0 (s,
C-21, C-21%), 131.0 (d, C-23, C-23), 121.6; 121.5 (d, C-22, C-22'), 104.5
(d, C-3), 92.4 (d, C-10), 91.6 (d, C-12), 80.1 (s, C-12a), 52.1 (q, C-29),
51.6 (d, C-5a), 45.2 (d, C-8a), 37.3 (d, C-6), 36.2 (t, C-4), 34.1 (t, C-7),
31.8 (d, C-9), 29.4; 29.2: 28.8 (t, C-18, C-19, C-26, C-27), 26.0 (q, C-14),
24.6 (t, C-5), 22.0 (t, C-8), 20.2 (q, C-15), 12.1 (q, C-16).

(MeCN, ¢ = 10°*mol/l): Amax= 259 nm (g = 20808 I/(mol*cm)).

¥ [cm] = 2934 (w), 1741 (m), 1657 (w), 1598 (w), 1502 (w), 1437 (w),
1360 (w), 1305 (w), 1275 (m), 1202 (m), 1160 (m), 1130 (s), 1101 (w),
1052 (w), 1036 (w), 1015 (m), 928 (m), 892 (w), 876 (w).

Theoretische Masse [amul:
m/z [M+H]" = 695.2698177
m/z [M+Na]* = 717.2517624
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Ermittelte Masse [amul]:
m/z [M+H]* =/
m/z [M+Na]" = 717.25272 (+1.34 ppm)

Methylester 230
0
0 Q NEt
CHCl, 0 o OJ\/\WO\
HO OH 0 0°C—RT, 3h 5 5
205 233 230

Unter inerten Bedingungen wurden 0.50 g (4.67 mmol, 1.0 Ag.) des Benzophenonderivats 205
in 15 ml trockenem CH2Cl> geldst und 1.62 ml NEts hinzugetropft. Die Reaktionsmischung
wurde aus 0 °C gekiihlt und langsam 1.44 ml (23.3 mmol, 5.0 Aq.) Methylsuccinylchlorid (233)
hinzugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde die Kihlung entfernt und die
Reaktionsmischung fir weitere drei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die L6sung wurde
mit 5 ml einer 1M HCI versetzt und die Phasen voneinander getrennt. Die organische Phase
wurde einmal mit 50 ml Wasser und dreimal mit je 50 ml einer gesattigten NaCl-L6sung
gewaschen und uber MgSO4 getrocknet. Das Trocknungsmittel wurde abfiltriert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer
Aufreinigung an Kieselgel (0.5% MeOH in CH2Clz) wurde das Produkt 230 als farbloser

Feststoff in einer Ausbeute von 13% erhalten.

s 9
10'/OWJ'\O 5 OMO\m
442.42 g/mol. o "0

M(Cz3H2209)Z

Habitus: Farbloser schaumiger Feststoff.

Schmelzpunkt: 105 °C.

Ausbeute: 260 mg (0.59 mmol, 13%).

R+Wert: 0.21 (1% MeOH in CH2Cl.).

"H-NMR: (500 MHz, CDCl3) 6 [ppm] = 7.83 (dt, J = 8.6, 2.5, 2.0 Hz, 4H, H-3, H-3),
7.23 (dt, J = 8.6, 2.5, 2.0 Hz, 4H, H-4, H-4"), 3.73 (s, 6H, H-10, H-10),
292 (dd, J =7.7, 6.0 Hz, 4H, H-8, H-8), 2.76 (dd, J = 7.5, 5.9 Hz, 4H,
H-7, H-7°).

BC-NMR: (126 MHz, CDCls) 6 [ppm] = 194.3 (s, C-1), 172.5 (s, C-6, C-6°), 170.5

(s, C-9, C-9'), 153.9 (s, C-2, C-2'), 135.0 (s, C-5, C-5Y), 131.6 (d, C-3,
C-3'), 121.5 (s, C-4, C-4'), 52.0 (q, C-10, C-10°), 29.3 (t, C-8, C-8'), 28.8
(d, C-7, C-7°).
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UV-VIS:

FT-IR:

HR-MS (ESI):

(MeCN, ¢ = 10°°mol/l): Amax = 260 nm (e = 21723 I/(mol*cm)).

7 [em] = 2956 (w), 2923 (w), 2853 (w), 1742 (s), 1733 (s), 1727 (s),
1646 (m), 1601 (w), 1501 (w), 1443 (w), 1431 (w), 1409 (w), 1372 (w),
1325 (m), 1304 (m), 1280 (m), 1240 (m), 1199 (s), 1180 (s), 1158 (s),
1146 (s), 1110 (w), 1073 (w), 1012 (w), 1027 (m), 985 (m), 947 (w),
927 (m), 890 (m), 864 (M), 856 (w).

Theoretische Masse [amul:

m/z [M+H]* = 443.1336587
m/z [M+Na]" = 465.1156034

Ermittelte Masse [amul:

m/z [M+H]* = 443.13372 (+0.14 ppm)
m/z [M+Na]* = 465.11559 (-0.04 ppm)
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6.2.3 Synthese von Nanopartikeln
6.2.3.1 Synthese von Goldnanopartikeln

AuNP@Citrat 134
O OH O

® 0o o
Na o 5 ONa®
o~ 0. ®
133 N@ o. o
HAUCI,* 3H,0 - © o
MilliQ-H,0 o . J O
80°C, 1h o
132 134

49.0 mg (0.124 mmol) HAuCI43H2O (132) wurden in 125 ml Milli-Q-Wasser geldst. Die
1mMm Lésung wurde auf 80 °C erhitzt. 125 mg (0.48 mmol) Natriumcitrat (133) wurden in
12.5ml  Milli-Q-Wasser geldst und zur HAuUClse3H,-Lésung hinzugegeben. Die
Reaktionsldsung wurde flr weitere 30 Minuten kraftig gerthrt, wobei die Losung eine weinrote
Farbe annahm. Die Lésung wurde auf Raumtemperatur abgekihlt und bis zu weiterer
Verwendung bei 4°C gelagert.

TEM: 18+4 nm.

UV-Vis (in Milli-Q-Wasser): Amax: 529 nm.

Histogramm Au@Citrat  =18+4nm

40

Anzahl der jeweils gemessenen
Partikel

[9,6,12,5] (12,5, 15,4] (15,4, 18,3] (18,3, 21,2] (21,2, 24,1] (24,1,27] (27, 29,9]
Grofie der Partikel [nm]
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Au@PEI 146

PEI (145) J(VHL
HAUCl,* 3H,0 H2

MilliQ-Wasser
132 90 °C, 1h

1.0 ml einer 7 mmM HAuUCI4+3H20-Lésung in Milli-Q-Wasser wurden mit 7 ml Milli-Q-Wasser
verdiinnt und auf 90 °C erhitzt. 0.245 g Polyethylenimin (145, MW65K) wurden in 2 ml Milli-Q-
Wasser gel6st und der Lésung hinzugegeben. Nach einer Stunde wurde die Reaktionsldsung

auf Raumtemperatur abgekuhlt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
TEM: 10£2nm.

UV-Vis (in Milli-Q-Wasser): Amax: 527 nm.

Au@MUDA 147

o
S O \=0 0 TMAH Q
o 190 — /\M)k
o o7 HS/\M)kOH — g s U, OH
HO o 9 Milli-Q-H,0

RT, 16 h
68 Au@MUDA (147)

5 ml der hergestellten Au@Citrat-Partikel (134) wurden spritzenfiltriert, um agglomerierte
Partikel zu entfernen. Die gefilterte Losung wurde mit 11 mg (0.05 mmol) MUDA (68) versetzt
und 50yl einer 25%-igen Tetramethylammoniumhydroxid (190) Ldsung in Wasser

hinzugetropft. Die Lé6sung wurde 16 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt.

UV-Vis (in Milli-Q-Wasser): Amax: 536 nm.

Au@Cysteamin 140

o. o0 US>\,
o) @] > NH2
HO Milli-Q-H,0

o
RT, 1h
134 140

1 ml der Au@Citrat-Partikel (134) wurden mit der entsprechenden Menge einer wassrigen
Cysteamin (65)-Losung versetzt, sodass eine Endkonzentration des Cysteamin (65) von 5 um,
2.5 uMm, 1.25 um, 0.625 um, 0.31 um, 0.156 um und 0.078 pM in der Reaktionsldsung erhalten

wurde. Die Mischungen wurden jeweils eine Stunde gerthrt und anschlielend
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UV-Vis-spektroskopisch untersucht. Dazu wurde 1 ml der Reaktionslésung in insgesamt 3 ml

Milli-Q-Wasser vermessen. Entsprechende Graphen sind in Abbildung 180 abgebildet.

1,2

—Au@Citrat
—5uM 7]
—2.5uM
1.25 uM
—0.625 pM = ;
—0.3125 uM Cysteamin (65)
—0.156 pM
—0.078 yM |

0,8

0,6

Absorption [a. u.]

0,4

0,2

400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange [nm]

Abbildung 180: UV-Vis-Spektren der Au@Cysteamin-Nanopartikel (140) mit verschiedenen Konzentrationen an
Cysteamin (65). Die angegebenen Konzentrationen entsprechen den Konzentrationen, die in der
Reaktionslésung vorlagen. Die Spektren sind in Milli-Q-Wasser gemessen.

Au@Cysteamin@GA (142)
O O

A~

141 H 0
S\/\NH2 .~ S\/\NWJ\H
Milli-Q-H,O
140 142

RT, 1h

Jeweils 1 ml der Au@Cysteamin-Partikel (140) mit verschiedenen Cysteamin-Konzentrationen
wurden mit jeweils 20 pl einer 25%-igen wassrigen Glutaraldeyhd Lésung (141) versetzt. Die
Lésungen wurden jeweils 1 h gerihrt und anschlieRend UV-Vis-spektroskopisch untersucht.
Die Spektren der erhaltenen Lésungen mit verschiedenen Cysteamin-Konzentrationen sind in
Abbildung 181 abgebildet.
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0,8

07 —0.156 uM
—0.312 uM

06 0.625 uM

Cysteamin (65)
1.25 uM | + 20 pl Glutaraldehyd (141)

0,5 —25uM
—5 uM

Absorption a.u.
o
S

400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange [nm]

Abbildung 181: UV-Vis-Spektren der Reaktionslésungen von Au@Cysteamin-Partikeln (142) mit verschiedenen
Cysteaminkonzentrationen und anschlieender Zugabe von 20 ul Glutaraldehyd (141). Die Spektren sind in Milli-
Q-Wasser gemessen.

6.2.3.2 Synthese von Silika Nanopartikeln (167)

\—O
\ O~ NH3
oS - Si0,—OH
O—  Mili-Q-H,0, EtOH

RT, 24 h

166 167

In einem Erlenmeyerkolben wurden NH; (28-30%), EtOH (HPLC) und Milli-Q®-H.0 vorgelegt
und stark gerthrt (1200 rpm). TEOS (166) wurde Uber eine Spritzenpumpe langsam
hinzugegeben. Die Angaben der eingesetzten Reagenzien und die daraus resultierenden
GroRen der Nanopartikel sind aus Tabelle 16 zu entnehmen. Die Lésung farbte sich langsam
milchig und wurde 24 h bei Raumtemperatur gerthrt (560 rpm). Die Losung wurde auf circa
20 ml eingeengt und bei 8000 rpm fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die Partikel in frischem EtOH dispergiert. Der Vorgang wurde dreimal
wiederholt. Beim letzten Durchgang wurde der Uberstand erneut dekantiert und die Partikel im
Trockenschrank bei 60 °C getrocknet, bevor sie weiterverwendet wurden. Dazugehdrige

Histogramme zur Grélienverteilung sind darunter abgebildet.
Habitus: Farbloser Feststoff.
FT-IR: ¥ [em™"] = 3300 (br, w), 1069 (s), 960 (w), 780 (w).

C-Potential (in H20): -17.9 mV (2 75 nm).
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Tabelle 16: Mengenangaben der eingesetzten Reagenzien fiir die Stéber Synthese und daraus resultierende
Grofien der Nanopartikel.

V(NH3) V(EtOH) | V(H20) [ V(TEOS) | Zutropfgeschwindigkeit (TEOS) | Durchmesser
[mi] [ml] [ml] [mi] [Wl/min] der NP [nm]
1.75 90 30 5.6 50 7510
1.75 90 30 5.6 100 85+12
0.3 22.6 8.1 2 660 114114
1.86 31.5 13.5 3.1 620 440+36
11.0 90.5 32.5 7.75 775 465+30
22.5 90.5 32.5 7.75 775 54747

Histogramm SiO, @ =75+10nm

Anzahl der jeweils
gemessenen Partikel

GroRe der Partikel [nm]

Histogramm SiO, @ =85+12nm
40

ANzahl der jeweils
vermessenen Partikel

N N N N N N N N
S @ - 0P - o - pP %\@P"b %\@9’5 %\\g»’b %@19’5
' : S L o e > e

Grofde der Partikel [nm]
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Histogramm SiO, @ = 547+47 nm
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6.2.3.2.1 SiO.@APTMS-Nanopartikel (169)

oy * _Si NH > i0,—O0—S;i NH
\O b— 2 EtOH SiO; — 2
40°C,48 h

167 168 169

0.30 g SiO2-Nanopartikel (167) wurden in 30 ml EtOH dispergiert und 4 ml APTMS (168)
hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde bei 40 °C fur 48 h geruhrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde die Lésung bei 8000 rpm fiir 30 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
abdekantiert und die Partikel in frischem EtOH dispergiert. Der Waschvorgang wurde dreimal
wiederholt und die Partikel anschliefend bei 60°C im Trockenschrank getrocknet. Diese
Reaktion wurde mit den Partikeln 167 der Durchmesser & = 75 nm, 85 nm, 114 nm, 465 nm
und 547 nm durchgefihrt. Fur die Partikel mit @75 nm und 85 nm sind Histogramme der

GroRenverteilung der entstandenen Partikel abgebildet.
Habitus: Farbloser Feststoff.
FT-IR: ¥ [em™"] = 3300 (br, w), 1069 (s), 960 (w), 780 (w).

C-Potential (in H20): +10.2 mV (2 77 nm).
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Histogramm SiO,@APTMS (169) 2 = 75+10nm
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6.2.3.3 Funktionalisierung der Nanopartikel mit mono-NH>-TPP (148)

1. GA (141) /O\ P
* 0 A N NN
N 2. mono-NH,-TPP (148 Si0,—O—Si N N
@_O_Si/\/\”"'z LN ‘o7

0 Aceton
RT, 1h

Si0,@APTMS@GA@mono-NH,-TPP (178)

Es wurden 25.0 mg SiO.@APTMS-Nanopartikel (169) in 2 ml Aceton dispergiert, 200 pl
Glutaraldehyd (141) hinzugegeben und eine Minute geriihrt. 5 mg mono-NH.-TPP (148) gel6st
in 1 ml Aceton wurden hinzugegeben und die Reaktionslésung fir eine Stunde bei
Raumtemperatur gerlhrt. Die Partikel wurden 2 Minuten bei 13500 rpm zentrifugiert, der
Uberstand abdekantiert und die Partikel in frischnem Aceton dispergiert. Der Waschvorgang
wurde so lange wiederholt, bis der Uberstand kein Porphyrin mehr enthielt. Die Partikel wurden
bei 60 °C getrocknet. Diese Reaktion wurde mit den Partikeln 169 der Durchmesser
@ =77 nm, 87 nm, 114 nm, 465 nm und 547 nm durchgefihrt. Fir die Partikel mit @75 nm

und 85 nm sind Histogramme der GréRenverteilung der entstandenen Partikel abgebildet.
Habitus: Rosa Feststoff.

FT-IR: V [em™] = 3300 (br, w), 1069 (s), 960 (w), 780 (w).

UV-Vis (in DMF): 418 nm.

¢-Potential (in H20): -4.25 mV (2 80 nm).
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Histogramm SiO,@APTMS@GA@mono-NH,-TPP & = 75:10nm
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vermessenen Partikel

GroRe der Partikel [nm]

Histogramm SiO,@APTMS@GA@mono-NH,-TPP & = 85+12nm

Anzahl der jeweils
vermessenen Partikel

Grofde der Partikel [nm]

6.2.3.3.1 Konzentrationsbestimmungen der Porphyrine auf der Oberflache:
Die UV-Vis-spektroskopischen Untersuchungen der Nanopartikel wurden in DMF
durchgefihrt.

Es wurde eine Stammlésung von mono-NH.TPP (148) in DMF angefertigt. Ausgehend von
einer Konzentration von 10® mol/l wurde eine Verdinnungsreihne mit insgesamt funf
verschiedenen Konzentrationen erstellt und die jeweiligen Absorptionsspektren
aufgenommen. Die Absorptionen bei 418 nm wurden gegen die jeweils gemessene

Konzentration aufgetragen und folgende Kalibriergerade erhalten (vgl. Abbildung 182):

y = 0.301653x
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Abbildung 182: Auftragung der Absorption von mono-NH2-TPP (148) bei 418 nm gegen die Konzentration.

Mit dieser Formel kann die Konzentration der Porphyrine auf der Oberflache der Nanopartikel

wie folgt ermittelt werden:

Es wurden 5.0 mg der funktionalisierten Partikel (z.B. SiO.@APTMS@GA@mono-
NH.TPP (178)) eingewogen und in 1.0 ml DMF dispergiert. Als Referenz wurde die gleiche
Masse an SiO@APTMS-Partikeln (169) in 1.0 ml DMF dispergiert. In zwei Messkiivette
wurden je 3 ml DMF vorgelegt und je 60 ul der Partikelldsungen hinzugegeben. Ein
Absorptionsspektrum wurde von beiden Lésungen gemessen. Um die tatsdchliche Absorption
der Porphyrine 148 auf der Oberflache der Partikel zu berechnen, wurde die Differenz der
Absorption bei 418 nm von SiO.@APTMS@GA@mono-NH,TPP-Partikeln (178) und der
Absorption bei 418 nm von SiO.@APTMS (169) gebildet (siehe Abbildung 183).
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Abbildung 183: Absorptionsspektren der erhaltenen Partikel 178 zur Konzentrationsbestimmung von
Porphyrin 148 auf der Oberflache. Es wurden je 60 pl einer Stamml&ésung aus 5 mg der Partikel in 1 ml DMF in
3 ml DMF vermessen. Fur die 75 nm und 85 nm grofRen Partikel 178 wurden 250 ul der Stammlésung in 3 ml
DMF vermessen.

Die erhaltene Absorption bei 418 nm kann in die oben erhaltene Kalibriergerade eingesetzt

werden und nach der Konzentration aufgeldst werden.

Fur die verschieden groften SiO.@APTMS@GA@mono-NH,TPP-Partikel (178) ergaben sich

folgende Konzentrationen:

Durchmesser der Nanopartikel [nm] | Errechnete Konzentration nach Messung
114 2.28*107 moll/l
465 1.61*107 mol/l
547 1.52*107 mol/l
75" 1.09*10® mol/l
851 8.86*10" mol/l

*1es wurden 250 pl der dispergierten Nanopartikel in 3 ml DMF vermessen

Anhand des Beispiels der 114 nm- grof3en Partikel wird im Folgenden die Rechnung erlautert,

die zur Ermittlung der Anzahl der Porphyrinmolekiile auf der Oberflache dient.

Dazu werden zunachst folgende Annahmen gemacht: 1. die Partikel sind alle exakt gleich
grof3, 2. dessen Formen entsprechen einer perfekten Kugel und 3. die Dichte von SiO; betragt
1.85 g/cm® 22 ynd wird gleichermaBen auch fiir die funktionalisierten Partikel 178

angenommen.
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Der Durchmesser der Partikel betragt 114 nm, somit betragt der Radius 57 nm. Zur
Bestimmung der Konzentration der Porphyrine (148) auf der Partikeloberflache wurden 5.0 mg
Partikel in 1 ml DMF dispergiert und von dieser Lésung 60 ul in 3 ml DMF vermessen. Das
bedeutet in der gemessenen Ldsung befinden sich 0.3 mg Partikel. Die Konzentration wurde
durch die gemessene Absorption mit Hilfe der Kalibriergerade auf 2.28*107 mol/l bestimmt.
Die Stoffmenge des mono-NH2-TPP 148, welche auf 0.3 mg der Partikel 178 gebunden sind,

lasst sich nach folgender Formel berechnen:
n=V=xc

mol
= 0.0031 = 2.28 = 10_7T

= 6.84 * 10" 1%mnol

Das Volumen eines einzelnen Nanopartikel kann mit der Volumenformel fir eine Kugel

berechnet werden.

4
V(Kugel) = §m‘3

=§rr(57 *1079m)3

=7.757 * 107%?m3

Fir 0.3 mg der Partikel 178 ergibt sich folgendes Gesamtvolumen:
5= m
v

_03x1073%g
1.85 -
cm

= 0.000162 cm3

Aus den erhaltenen Werten fir das Volumen von 0.3 mg der Partikel 178 und dem Volumen
eines einzelnen Partikels, kann berechnet werden, wie viele Partikel in diesem Volumen

vorliegen:

— 0,000162 cm3
7.757%10~22m3

= 2.0905 = 10! Partikel
Somit befinden sich auf 2.0905*10"" Partikeln 178 also 6.84*10"° mol mono-NH,-TPP (148).

Somit ergibt sich eine Stoffmenge mono-NH2-TPP (148) pro Partikel nach folgender Formel:
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6.84 x 10719 mol

2.0905 * 1011 =3.272 x 10~%1mol

Auf einem Partikel befinden sich nach folgender Rechnung also 1970 Teilchen des

Photosensibilisators 148:

N, = N =N,

= — = *

A n ) A ¥

= 6,022 * 1023 x 3.272 * 10™%Ymol = 1970.365 ~ 1970 Teilchen

Diese Rechnung wurde mit allen hergestellten funktionalisierten Partikeln 178 durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt:

Durchmesser der Anzahl der mono-NH2-TPP (148)
Nanopartikel [nm] Teilchen pro Partikel

75 645

85 762

114 1970

465 80086

547 145497

Im Folgenden wurde die Masse des Porphyrins 148 berechnet, die auf einem Gramm der
Partikel 178 gebunden ist. Dazu wurde zunachst das Volumen eines Gramms SiO; zu

5.40*10"m nach folgender Rechnung bestimmt.

= 0.54 cm® = 5.40541 x 10~"m?3

Wie viele Partikel 178 in diesem Volumen vorliegen, |asst sich mit der GréRe eines einzelnen

Partikels (s.o0.) bestimmen:

_5.40541% 10~ 'm3

—osriio=zEgs = 096811 % 10 Partikel

Da auf einem Partikel 3.272 « 10721 mol gebunden sind, ergibt sich fiir die Teilchen in einem

Gramm der Partikel:

mol
3.272 % 10‘21m * 6.96811 * 10 Partikel = 2.27999 * 10~°mol
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Mit der molaren Masse des Porphyrins 148 von M = 629.77 g/mol kann schlussendlich die
Masse von Porphyrin 148, welche auf einem Gramm der Partikel 178 gebunden ist, berechnet

werden:

2.27999 * 10~mol * 629.77—9— = 0.001435874

mol

So ergaben sich flr die jeweiligen Partikel die in Tabelle 18 angegebenen Massen an

Porphyrin 148 pro 1 g Nanopartikel:

Tabelle 18: Beladung der verschieden grofien SiO2-Nanopartikel mit mono-NH2-TPP (148) pro 1g Partikel

Partikeldurch- | mono-NHz-TPP (148)
messer [nm] pro 1 g Partikel [mg]
75 1.65
85 1.34
114 1.43
440 1.01
547 0.96
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6.2.3.4 Funktionalisierung der Nanopartikel mit Artemisinin und Benzophenon

6.2.3.4.1 Funktionalisierung der Nanopartikel mit Artesunatderivat 219

: 02
\H/\)J\H/\/\Siéo_@

0—

221

10.0 mg der SiO,@APTMS Partikel (169) (¢ 75 nm) wurden in 1 ml DMF dispergiert und mit
10.0 mg Artesunat-NHS-Ester 219 in 0.1 ml DMF versetzt. Die Reaktionsmischung wurde eine
Stunde bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend zwei Minuten bei 14.500 rpm
zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert, und die Partikel in frischem EtOH dispergiert und
erneut zentrifugiert. Der Vorgang wurde viermal wiederholt und die gewaschenen Partikel bei

60 °C im Trockenschrank fiir 18 Stunden getrocknet.
Habitus: Farbloser Feststoff.
FT-IR: V [em™"] = 3300 (br, w), 1069 (s), 960 (w), 780 (w).

C-Potential (in H2.0): -12.4 mV.

6.2.3.4.2 Funktionalisierung der Nanopartikel mit Artesunatderivat 224

EtOH

T EoH o
40°C, 48 h o 02
o— \ﬂ/\)J\N/\/\Siéo— SO,

; 0 ¢
H  —d

221

50.0 mg der SiO,-Partikel (167) (2 75 nm) wurden in 5 ml EtOH dispergiert und mit 80.0 mg
von Substrat 224 versetzt und zwei Tage bei 40 °C gerlhrt. Die L6ésung wurde bei 14.500 rpm
fur zwei Minuten zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Partikel in frischem EtOH
dispergiert. Der Waschvorgang wurde viermal wiederholt und die Partikel anschlieRend16

Stunden bei 60°C im Trockenschrank getrocknet.
Habitus: Farbloser Feststoff.

FT-IR: ¥ [em™"] = 3300 (br, w), 1069 (s), 960 (w), 780 (w).
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6.2.3.4.3 Funktionalisierung der Nanopartikel mit Benzophenonderivat 218

O (o) @
/O\ O(/)/|
soyozs ™" (T o {0 e O g 5o
0 Eij> RT, 1h N~

169 218 O 3 220 o)

25.0 mg der SiO.@APTMS Partikel (169) (2 75 nm) wurden in 2.5 ml DMF dispergiert und mit
25.0 mg 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 4-benzoylbenzoate (218) in 0.5 ml DMF versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieend bei
14.500 rpm fUr zwei Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die
Nanopartikel in frischem EtOH dispergiert und durch vierfaches Wiederholen des Vorgangs

gesaubert. Bei 60 °C im Trockenschrank wurden die Partikel 16 Stunden getrocknet.
Habitus: Farbloser Feststoff.
FT-IR: V [em™"] = 3300 (br, w), 1069 (s), 960 (w), 780 (w).

C-Potential (in H20): -4.65 mV.

6.2.3.4.4 Funktionalisierung der Nanopartikel mit Benzophenonderivat 223

o O
e
SRoNIN..
Si0;~OH -+ N\/\/S!O N T EoH ~ S
0]
167 223

40°C,48h (o)
220

50 mg der SiO2-Partikel (167) (2 75 nm) wurden in 5 ml EtOH dispergiert und mit 80 mg von
Benzophenonderivat 223 versetzt und 48 h bei 40°C gerihrt. Die Lésung wurde bei
14.500 rpm flr zwei Minuten zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Partikel in frischem
EtOH dispergiert. Der Waschvorgang wurde viermal wiederholt und die Partikel anschliel3end

fr 16 Stunden bei 60°C im Trockenschrank getrocknet.
Habitus: Farbloser Feststoff.

FT-IR: ¥ [cm™"] = 3300 (br, w), 1069 (s), 960 (w), 780 (w).
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6.2.3.4.5 Funktionalisierung mit Benzophenonderivat 218 und Artesunatderivat 219

o)
~ 0 o
8i0,~0—5i" > "NH, * +
2 Y O.
~0 N
o)
218 [e]

169

25.0 mg der SiO-Partikel (167) (2 75 nm) wurden in 2.55 ml DMF dispergiert und mit 12.5 mg
von Substrat 218 12.5 mg von Substrat 219 versetzt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Lésung wurde anschlieend bei 14.500 rpm fir zwei Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und die Nanopartikel in frischem EtOH dispergiert und durch
vierfaches Wiederholen des Vorgangs gesaubert. Bei 60 °C im Trockenschrank wurden die

Partikel 16 Stunden getrocknet.
Habitus: Farbloser Feststoff.
FT-IR: ¥ [em™] = 3300 (br, w), 1069 (s), 960 (w), 780 (w).

C-Potential (in H20): -7.25 mV.
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6.3 Belichtungsexperimente

6.3.1 Belichtung mit 455 nm und DPA (186) zur Untersuchung auf '0O2-Generierung

O,, PS, Licht
DMF }

DPA (186) 187

Die Belichtungsexperimente wurden jeweils in einer UV-Vis-Messkilvette durchgefiihrt. Es
wurde eine Stammlésung aus 1mg/ml DPA (186) in DMF angesetzt. Die
Photosensibilisatoren, welche auf ihre Eigenschaft 'O, zu generieren, getestet wurden,
wurden ebenfalls mit 1 mg/ml in DMF gelést. Zu 3 ml DMF in einer Messkiivette wurden jeweils
60 ul der DPA-Stammldsung und 6 pl der PS-Stammldsung gegeben. Zum Zeitpunkt t = 0
wurde ein UV-Vis-Spektrum gemessen, bei dem die Absorption bei 356 nm abgelesen wurde.
Dieser Wert spiegelt den Anteil des DPA zu Beginn des Experiments wider, bei dem noch kein
DPA abgebaut wurde. Der Anteil von DPA wird hier auf 100% festgelegt. Die Messkuvette
wurde in Mitte einer Belichtungsapparatur mit 3 LED-Lampen (Amax=455 nm) positioniert und
Uber einen Schlauch konstant Sauerstoff in die Losung eingeleitet. Die LED-Lampen wurden
angeschaltet und in regelmafigen Zeitintervallen (t = X) wurden die Reaktionskuvetten UV-
Vis-spektroskopisch vermessen. Die Absorptionen bei 356 nm wurden jeweils ausgelesen,
und in Relation zum Absorptionswert bei t = 0 gesetzt, um den Anteil an DPA zum Zeitpunkt X
zu bestimmen. Die Kuvetten wurden zwischen Belichtung und Vermessung maoglichst lichtdicht

gelagert, sodass in der Zwischenzeit kein 'O, gebildet werden konnte.

Bei den Belichtungsexperimenten mit Nanopartikeln als PS wurden 5 mg der Partikel in 1 ml
DMF dispergiert und 250 pl dieser Losung zu 2.75 ml DMF und 60 ul der DPA-Stammlésung

gegeben. Das Belichtungsexperiment und die Auswertung verliefen wie bereits beschrieben.

6.3.2 Belichtung von DPA (186) mit 300 nm

Es wurden drei Losungen mit 15 ml DMF und 300 pl einer DPA-Stammldsung (186) (1 mg/ml
in DMF) angesetzt und von jeder Losung 3 ml UV-Vis-spektroskopisch auf die Absorption bei
356 nm untersucht. Die Lésungen wurden in drei Schlenkrohre Uberfihrt und eine der drei
Lésungen wurde 15 Minuten mit Argon entgast, um Sauerstoff aus der Losung zu verdrangen.
Die anderen beiden Lésungen blieben unbehandelt (vgl. Tabelle 19). AnschlieRend wurden
die Schlenkrohre mit einem Septum verschlossen und inmitten des Belichtungsreaktors

positioniert, wobei in eines der Schlenkrohre ein Schlauch eingefiihrt wurde, durch welchen
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Sauerstoff in die Losung eingeleitet werden konnte (vgl. Tabelle 19). Unter Kihlung der
Schlenkrohre (ca. 20 °C) wurde der Belichtungsreaktor mit 300 nm aktiviert. In regelmafigen
Zeitabstanden wurden jeweils 3 ml der Lésungen enthommen und UV-Vis-spektroskopisch

vermessen, um auf den verbliebenen Anteil von DPA (186) zurtickschlieRen zu kdnnen.

Vor der Belichtung | Zusatzliche Sauerstoffeinleitung
Schlenkrohr .
mit Argon entgast? wahrend der Belichtung?
2 X X
3 x %‘3;.‘{«5&“

6.3.3 Experimente zum Abbau von Hybrid 206 und Triade 207
6.3.3.1 Lichtinduzierter Abbau der Peroxide 206 und 207

Die Substanzen 206 und 207, die hinsichtlich ihres Abbauverhaltens unter Lichteinstrahlung
untersucht werden sollten, wurden in einer Konzentration von 10 mol/l in MeCN gelost. Als
Reaktionsgefall wurden ubliche Schnappdeckelglaser aus Glas benutzt, welche die
Reaktionsldsung vor UV-B und UV-C abschirmen. Fur ein Volumen von 30 ml wurde
10 Minuten mit Argon entgast. Die ReaktionsgefalRe wurden anschlieRend mit 350 nm oder
365 nm belichtet. Fir die zwischenzeitlichen UV-Vis Messungen wurde jeweils eine Probe von
20 I entnommen, zu 3 ml Acetonitril in einer UV-Vis-Messkuvette hinzu pipettiert und
vermessen. Die Proben flr die Dlnnschichtchromatogramme wurden direkt aus den Lésungen

entnommen.

6.3.3.2 Eiseninduzierter Abbau der Peroxide 206 und 207

Unter Argonatmosphare wurde ein Peroxid (1.00 Ag.) in THF geldst und zu einer auf 0 °C
gekiihlten Suspension aus Fe(Il)Cl, (1.00 Ag.) in THF hinzugetropft. Die Reaktionslésung
wurde auf Raumtemperatur aufgetaut. Der Abbau wurde dinnschichtchromatographisch
verfolgt. Fur Isolationsversuche der Abbauprodukte wurde die Reaktion nach vollstandigem
Abbau wieder auf 0 °C gekuhlt, mit Wasser versetzt und zweimal mit Diethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und tber
MgSO. getrocknet. Die Auftrennung des Rohprodukts erfolgte saulenchromatographisch an
Kieselgel mit verschiedenen Laufmittelgemischen, fluhrte allerdings nie zu einer erfolgreichen

Isolierung der Produkte.
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6.4 Experimente mit Cerenkov-Strahlung emittierenden Nukliden

6.4.1 DPA-Abbau mit Ga-68
Es wurde eine Stammlésung aus 1 mg/ml DPA (186) und eine weitere Stammldsung mit
1 mg/ml mono-NH.-TPP (148) in DMF angesetzt. Daraus wurden zwei Reaktionslésungen

angesetzt:
A: 6 ml DMF + 120 pl der DPA-Stammiésung + 12 pl der mono-NH2-TPP-Stammlésung
B: 6 ml DMF + 120 ul der DPA-Stamml&sung

2.6 ml beider Proben wurden jeweils UV-Vis-spektroskopisch untersucht und die Absorption
bei 356 nm notiert (=0, DPA-Anteil: 100%).

Ga-68 wurde gemaR der Vorschrift von Asti et al.*®! vom %8Ge/*®Ga-Generator der Uniklinik
Koéln eluiert und auf eine Kartusche mit Kationenaustauscherharz geladen. Mit insgesamt
1.6 ml HCl/Aceton (2:98) wurde Ga-68 von der Kartusche eluiert und eine Aktivitat von
455 MBq erhalten. Diese Ldésung wurde auf zwei Reaktionsgefalle aufgeteilt und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. In beiden Reaktionsgefalien verblieben
jeweils 191 MBq. Zu einem Reaktionsgefal® wurden 2.6 ml der Reaktionslésung A gegeben,
in das zweite 2.6 ml der Reaktionslésung B. Die beiden Reaktionsgefalte wurden mit
Sauerstoff Uberstromt und anschlieBend verschlossen und mit Alufolie umwickelt. Die
Lésungen wurden 24 h geruhrt, sodass Ga-68 vollstandig abgeklungen war. Beide Lésungen
wurden in eine Kivette Uberflhrt, UV-Vis-spektroskopisch vermessen und der verbliebene
Anteil an DPA Uber die Absorption bei 356 nm bestimmt.

6.4.2 MTT-Assay mit '8F

Verwendete Chemikalien:

Die folgenden Experimente wurden von Dr. Swen Humpert im Forschungszentrum Julich
durchgeflhrt. ['®F]Fluorid wurde im Forschungszentrum Jilich, INM-5: Nuklearchemie mittels
des GE PETtrace durch die 'O(p,n)®F Kernreaktion an '80O-angereichertem Wasser
produziert. Die bestrahlte Targetldsung wurde mit Reinstwasser verdunnt und mit PBS (10X)
an pH-Wert und lonenstarke des Mediums angepasst. Kulturmedium (MEM 1X + GlutaMAX-I|
+ Earle’s Salts) und PBS Puffer (1X und 10X, ohne MgCl, und CaClz) stammen von Gibco.
Das MTT Cell Proliferation Kit (bestehend aus 5 ml MTT (5 mg/ml in PBS) und 55 ml

Formazanlésungsreagenz (10% SDS in 0.01 M HCI) stammt von Boster.

Durchfihrung:

Die ausgewahlte Zellkultur ist aus dem Brustgewebe einer 69-jdhrigen Frau mit
metastasierendem Mammakarzinom im Jahr 1970 entnommen worden und zahlt zum Typ der

Adenokarzinome. Die Zellen mit der Bezeichnung MCF-7 (Michigan-Cancer-Foundation)
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wurden in einer laminar-flow Sterilbank und in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO. und
wasserdampfgesattigter Luft kultiviert. In zwei 96-Well-Zellkulturplatten wurde in jedes Well
5*10° Zellen eingesat und fur 24h im Kulturmedium inkubiert. Dabei wurde eine Platte fiir
Versuche mit radioaktiven Nukliden (aktiv-Versuche) benutzt und eine weitere flr Experimente
ohne radioaktive Nuklide, um die Wirkung der Nuklide auf die Zellen auf die aktiv-Versuche
einzudammen. Das Kulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen haften am Wellboden. Die
Zellen wurden nach dem in den Tabellen 20 und 21 gezeigten Schemata mit folgenden

(Stamm-) Lésungen versetzt, sodass ein Gesamtvolumen von 200 ul pro Well vorlag.
Stammlésung 1: mono-NH2-TPP (148), 0.33 mg/ml in DMSO.
Stammlésung 2: SiOz-Partikel (167) (g = 75nm) 0.58 mg/ml in Kulturmedium.

Stammlosung 3: SiO2@APTMS@GA@mono-NH,-TPP (178) (@ = 75nm), 0.58 mg/ml in

Kulturmedium.
Stammldsung 4: ['®F]Fluorid, ca. 850 MBg/ml in Wasser + 10x PBS (9:1 v/v)

Jedes Experiment wurde achtmal durchgefihrt.

Tabelle 20: Pipettierte Losungsvolumina fiir Zelliberlebenstests ohne '8F.

Platte 1, nicht radioaktiv

Spalte auf Wellplatte 1 2 3 4

V (Kulturmedium) | 180 pl | 180 pl - -

V (1x PBS) 20l | 20yl | 20yl | 20yl
V (Stammldsung 1) - 0.4 ul - -
V (Stammldsung 2) - - 180 ul
V (Stammldsung 3) - - - 180 pl

Tabelle 21: Pipettierte Losungsvolumina fiir Zelliberlebenstests unter Einsatz von "8F.

Platte 2, radioaktiv

Spalte auf Wellplatte 1 2

V (Kulturmedium) | 180 pl -

V (Stammldsung 3) - 180 pl

V (Stammlésung 4) | 20 pl | 20 pl
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Lediglich eine indirekte Einstrahlung einer Rotlichtlampe diente flir den Zeitraum des
Pipettierens zur Sicht, diese wurde danach direkt entfernt und die Platten dunkel im

Brutschank fiir 24 h inkubiert, sodass 'F vollstandig abgeklungen war.

MTT-Assay:
Der Uberstand jedes Wells wurde abgesaugt, um alle Zellen mit 100 pl frischem Kulturmedium

und 10 pyl der MTT-L6sung zu versetzen. Zusatzlich wurde das MTT-Assay in Wells
durchgefuhrt, die keine Zellen beinhalten (Blindexperiment). Nach vier Stunden Inkubation
wurden 100 yl Formazan-Lésungsreagenz hinzugefligt und die Wellplatten fir weitere 18 h im
Brutschrank inkubiert, um eine vollstandige Losung des Formazans zu gewahrleisten. Um die
Absorption von sedimentierten Nanopartikeln zu reduzieren, wurden aus jedem Well vorsichtig
von mdglichst weit oben 150 ul abpipettiert, in eine frische 96 Well Platte tberfihrt und die
Absorption mittels Glomax multi detection system bei 560 nm gemessen. Zur Auswertung der
Zelliberlebensraten wurde jeweils der Mittelwert flir ein Experiment (n=8) gebildet und in

Relation zum Kontrollexperiment (Platte 1, Well 1) gema0 folgender Formel betrachtet.

Asgonm (Expermiment)

Uberlebensrate (%) = * 100

Aseonm (Kontrolle)

Die erhaltenen Werte und Berechnungen sind in Tabelle 22 zusammengefasst.
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Tabelle 22: Absorptionsmesswerte bei 560 nm und Berechnungen der Zelliberlebensraten.

o ZelentSi02@ Zelen+SiO2@
nur Zellen NLL,-TPP Zellen+SiO; mono-NH,- Zellen+'°F mono-NHz- | Medium
z TPP TPP+'*F
1 0,393 0,377 0,308 0,235 0,298 0,258 0,153
2 0,401 0,397 0,34 0,25 0,321 0,22 0,169
3 0,37 0,333 0,328 0,235 0,34 0,217 0,166
4 0,375 0,363 0,319 0,233 0,31 0,219 0,164
5 0,356 0,349 0,344 0,236 0,316 0,208 0,168
6 0,407 0,381 0,333 0,236 0,317 0,2 0,151
7 0,409 0,347 0,337 0,224 0,314 0,204 0,156
8 0,385 0,324 0,311 0,206 0,29 0,184 0,154
Mittelwert 0,387 0,359 0,328 0,232 0,313 0,207 0,160
Standardabweichung 0,019 0,025 0,013 0,013 0,015 0,013 0,007
Standardabweichung [%] 5% 7% 4% 5% 5% 6% 5%
Abzgl. Medium 0,227 0,199 0,167 0,072 0,153 0,047 0,000
Uberlebensrate 100% 88% 74% 32% 67% 21% 0%
Stabw fehlerforigesetzt 7% 8% 6% 7% 7% 8% 6%

260



6. Experimentalteil

Im Anschluss an dieses Experiment wurde ein Kontrollexperiment mit Tageslicht durchgefiihrt,
um zu Uberprifen ob die gewahlten Bedingungen (Konzentration des PS) Uberhaupt einen
zytotoxischen Effekt erzielen kdnnen. Dazu wurden in zwei 96-Well-Platten wieder 5*103

Zellen kultiviert und nachfolgendem Schema jedes Experiment achtmal pipettiert:

Tabelle 23: Pipettierte Lésungsvolumina flr Zelliberlebenstests flir (dunkel) Kontrollexperiment der
experimentellen Bedingungen.

Platte 1, nicht radioaktiv, dunkel

Spalte auf Wellplatte 1 2 3

V (Kulturmedium) | 180 pl | 180 pl -

V (1x PBS) 20l | 20l | 20 i
V (Stammlésung 1) - 0,4 ul -
V (Stammldsung 3) - - 180 ul

Tabelle 24: Pipettierte Lésungsvolumina flr Zelliberlebenstests flir (beleuchtet) Kontrollexperiment der
experimentellen Bedingungen.

Platte 2, nicht radioaktiv, beleuchtet

Spalte auf Wellplatte 1 2

V (Kulturmedium) | 180 pl -

V (1x PBS) 20 pl | 20 pl

V (Stammldsung 3) 180 pl

Beide Platten wurden im Brutschrank inkubiert, Platte 1 im Dunkeln, Platte 2 wurde
210 Minuten mit einer LED-Taschenlampe belichtet und anschlie’end das MTT-Assay wie
oben beschrieben durchgefiihrt, die Absorptionen bei 560 nm gemessen und daraus die

Zelliberlebensraten bestimmt. Die erhaltenen Werte und Berechnungen sind in Tabelle 25

zusammengefasst.
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Tabelle 25: Absorptionsmesswerte bei 560 nm und Berechnungen der Zelliberlebensraten des

Kontrollexperiments.

Zellen+mono-

Zellen+Si0,@ Zellen+mono- Zellent+SiO,

nur Zellen NH, TPP mono-NH,- NH,. @mono-NH;- Medium
& TPP TPP+Licht ~ TPP+F

1 0,412 0,485 0,295 0,409 0,234 0,146

2 0,52 0,522 0,299 0,457 0,265 0,141

3 0,51 0,5 0,277 0,443 0,333 0,14

4 0,478 0,5 0,284 0,45 0,341 0,141

5 0,509 0,513 0,307 0,443 0,252 0,133

6 0,473 0,452 0,278 0,412 0,238 0,143

Fi 0,506 0,492 0,284 0,371 0,236 0,146

8 0,474 0,434 0,258 0,333 0,232 0,141

Mittelwert 0,485 0,487 0,285 0,415 0,266 0,141

Standardabweichung 0,035 0,030 0,015 0,044 0,045 0,004
Standardabweichung [%)] 7% 6% 5% 10% 17% 3%

Abzgl. Medium 0,343875 0,345875 0,143875 0,273375 0,125 0

Uberlebensrate 100% 101% 42% 79% 36% 0%
Stabw fehlerfortgesetzt 8% 7% 6% 11% 17% 4%
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6.5 nsTA-Messungen

Die Messungen wurden an der HHU Disseldorf von Simon Lennart Zimmermann
durchgefuhrt. Als Laserpulsquelle fiur die transiente Absorptionspektroskopie im
Nanosekundenbereich (nsTA) wurde die Anregung der zu untersuchenden Molekiile mit einem
Laser initiiert und die transiente Absorbtionsabfrage durch eine Weillichtlampe. Es wurde ein
Innolas Splitlight 600-Laser der Firma Innolas, mit einem Nd:YAG-Laser-Verstarkersystem
verwendet. Die Leistung des Laserpulses wurde mit einer Impulsbreite von 15 ns auf 3.1 mJ
pro Puls eingestellt. Die fundamentale Wellenlange von 1064 nm und 5 Hz wurde mittels
nichtlinearer Optik unter Verwendung von BBO-Kristallen in die Wellenlange 532 nm und
schlieBlich in die Anregungswellenlange von 266 nm verdoppelt. Der Laserpuls wurde durch
einen Langpassfilter auf einen Spiegel projiziert, der den Strahl im 90°-Winkel auf die zu

vermessene Probe abgelenkt.

Die Konzentrationen der Losungen wurden zunachst auf 4*10° mol/l eingestellt und so
verdiinnt, dass die Absorptionen bei der Anregungswellenlange 266 nm flr alle untereinander
verglichenen Proben gleich sind (~0.8 a.u. in Kivette mit 1 cm Schichtdicke). Die Proben
wurden vor Beginn der Messungen jeweils 30 Minuten und auch wahrend den Messungen
kontinuierlich mit Stickstoff entgast. Mit Hilfe einer Peristaltikpumpe wurde die zu vermessende
Probe durch eine Messkuvette der Firma Hellma Analytics (Quarzglas SUPRASIL) im Kreislauf
zirkuliert. Die Anregungsschichtdicke der Messkuvette betragt dabei 5 mm und die
Abfragungsschichtdicke 10 mm. Zur Detektion wurde ein LP980-Spektrometer der Firma
Edinburgh Instruments verwendet. Der PMT-Detektor wurde jeweils auf eine Wellenlange von
525 + 3 nm fir die erste Messung und 525 + 0.75 nm flr die zweite Messung eingestellt. So
15 Messung mit jeweils 8 Pulsen und transienten Absorptionsabfragen durchgefiihrt. Die
erhaltenen Spektren wurden gemittelt (vgl. Abbildung 184), um eine Lebensdauer der Triplett-

Zustande zu berechnen.
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Abbildung 184: Gemittelte transiente Absorptionsspektren der vermessenen Substrate 230, 206, 229 und 207
(zweimal gemessen).

Dazu wurden die durch den biexponentiellen Fit erhaltenen Amplituden (A1, Az) und

Zeitkonstanten (1, t2) (vgl. Tabelle 26) in Formel 3 eingesetzt.
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Tabelle 26: Amplituden und Zeitkonstante, die aus den biexponentiellen Fits der gemittelten Messungen
hervorgingen.

A1 [Aa.ul] Az[Aa.u.] t1[ns] t2[ns]
Methylester 230 0.03864 0.01522 4783.1977 13250.67611
Diade 206 0.03266 0.00665 3298.0575 27240.53912
Methylester 229 0.04217 0.0157 2153.888942 11705.29278
Triade 207 (1.) 0.04439 0.00253 1308.87609 20636.73458
Triade 207 (2.) 0.05676 0.01554 1276.96029 7595.84483

Formel 3: Berechnung der Triplett-Lebensdauer t.

_ (Ap *tg + Ay x ty)
(A1 +A4y)

Die daraus berechneten Triplett-Lebensdauern t sind in Tabelle 27 zusammengefasst.

Tabelle 27: Triplett-Lebensdauern der vermessenen Substanzen 206, 207, 229 und 230.

Diade ) Methylester Methylester
Triade 207
206 229 230
Triplett-Lebensdauer 2.35/2.63
7.35 4.74 717
[us] Mittelwert: 2.49
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6.6 Untersuchung der biologischen Aktivitat von Diade 206 und Triade 207

Die zytotoxischen Effekte der Diade 206 und der Triade 207 unter Belichtung mit 366 nm
wurden an einer Panc-1-Zelllinie (ATCC CRL-1469) von Katja Schiedlauske (HHU Dusseldorf,
AG Teusch) untersucht. Die in DMEM (10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco, Thermo
Scientific)) kultivierten Zellen wurden zunachst mit 2 ml 1x DPBS gewaschen und mit 2 ml
0.25% Trypsin/EDTA fir 5 Minuten bei 37 °C versetzt. Die Zellen wurden in 4 ml DMEM**
resuspendiert, in ein 15 ml Falcon Tube Uberflhrt und fir drei Minuten bei 300 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abdekantiert und der verbleibende Zellpellet in 3-5ml DMEM**
suspendiert. Mit einem LUNAII CellCounter (BioCat) wurde die Anzahl der Zellen und deren
Zustand anhand der berechneten Lebensfahigkeit bestimmt. Fir die Zelltoxizitatstests wurden
90 ul Medium mit je 5000 Panc-1-Zellen pro Reaktionsraum in einer 96-Well-Platte (Sarstedt
#83.3924) ausgesat, dabei wurden zwei Platten vorbereitet (Dunkel und
Belichtungsexperiment). Die Platten wurden fiir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert, bevor sie mit

den Wirkstoffen versetzt wurden.

Es wurden Stammlésungen der Diade 206 und der Triade 207 in DMSO in einer Konzentration
von 10 mM angesetzt und auf 100 uM verdinnt. Von dieser Konzentration ausgehend wurden
acht Verdinnungen in einer 96-Well-Platte angesetzt und dabei folgende Konzentrationen

erhalten:

Verdinnung | Konzentration [uM]
1 100

33.33

11.11

3.70

1.23

0.41

0.14

0.05

O Nl O O M| W N

Von dieser 96-Well-Platte wurden pro Konzentration 10 pl entnommen und auf die praparierten
96-Well-Platten mit Zellen in die korrespondierenden Vertiefungen pipettiert. Als
Kontrollexperimente wurden die Zellen ebenfalls mit 1% DMSO und 1 pum Paclitaxel
(Positivkontrolle) durchgefiihrt aber auch vollstandig unbehandelte Zellen wurden als
Negativkontrolle untersucht. Dabei wurde das in Abbildung 185 illustrierte Pipettierschema auf

den beiden 96-Well-Platten erhalten, wobei jedes Experiment dreifach durchgefihrt wurde.
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DMSO 1% Unbehandelte
(Kontrolle) Zellen

Konzentration [uM] 100 33.33 1111 3.70 1.23 041 0.14 0.05

Diade 206 -
Dunkelexperiment
Triade 207

Konzentration [uM] 100 33.33 11.11 3.70 1.23 041 014 005  bacltaxel v FUnbehandeite

Positivkontrolle Zellen

Diade 206
| Belichtungsexperiment
Triade 207

Abbildung 185: Darstellung der durchgeflihrten Experimente, die Zellen stellen die 96-Well-Platte dar. Oben: 96-
Well-Platte fir das Dunkelexperiment, unten: 96-Well-Platte fiir das Belichtungsexperiment.

Die Platten wurden zwei Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Eine der Platten wurde bei
37 °C und mit 5% CO2-Gehalt fir 24 Stunden bei 366 nm belichtet, wobei der Abstand der
Lampe zur 96-Well-Platte 40 cm betrug. Daflr wurde eine UV-Lampe Nu-4 KL der Firma
Herolab verwendet. Die zweite Platte wurde unter den gleichen Bedingungen, aber im

Dunkeln, inkubiert.

AnschlieRend wurde das PrestoBlue™ Assay durchgefihrt. Dazu wurden zu jedem Well 10 p
des PrestoBlue™ Reagenzes (Thermo Scientific) hinzu pipettiert und die Platten fiir
60 Minuten bei 37 °C im Dunkeln gelagert. Die Fluoreszenz wurde fir jedes Well vermessen
(Anregung 560 nm, Abfrage 590 nm. Spektrometer der Firma Tecan Spark) und gegen den
Logarithmus der zugehorigen Konzentration aufgetragen. Die ICso-Werte wurden mit Hilfe des
Progamms GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, USA) aus den erhaltenen

Dosis-Wirkungs-Kurven und dessen Wendepunkten berechnet.
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Abbildung 186: 'H-NMR-Spektrum von 6-Chlorohexylamin-Hydrochlorid (54) n CDCls bei 500 MHz.
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Abbildung 187: "*C-NMR-Spektrum von 6-Chlorohexylamin-Hydrochlorid (54) in CDCl3 bei 75 MHz.
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Abbildung 188: "H-NMR-Spektrum von 5-Chloropentylamin-Hydrochlorid (53) in CDClIs bei 300 MHz.
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Abbildung 189: *C-NMR-Spektrum von 5-Chloropentalamin-Hydrochlorid (53) in CDCls bei 75 MHz.
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Abbildung 190: "H-NMR-Spektrum von 6-Aminohexan-1-thiol (59) in MeOD-d3 bei 300 MHz.
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Abbildung 191: *C-NMR-Spektrum von 6-Aminohexan-1-thiol (59) in MeOD-ds bei 75 MHz.
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Abbildung 192: "H-NMR-Spektrum von 11-Mercaptoundecanoylchlorid (69) in CDCls bei 300 MHz.

je]

Q

[a]
o o
P o~ N NTON- OO0~
~ ~ N DO 00O W0
— ~ < MONNNNNNNN
\ \ |
1 ]I[ e

0
CI)LHASH
9

69

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Abbildung 193: "*C-NMR-Spektrum von 11-Mercaptoundecanoylchlorid (69) in CDCl3 bei 75 MHz.
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Abbildung 194: "H-NMR-Spektrum von 11-Sulfanylundecan-1-ol (75) in CDCl3 bei 300 MHz.
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Abbildung 195: "H-NMR-Spektrum von S-(11-Bromoundecyl) thioacetat (82) in CDCl3z bei 300 MHz.
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Abbildung 196: "H-NMR-Spektrum von S-(12-Bromododecanyl) thioacetat (83) in CDClsbei 300 MHz.
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Abbildung 197: "TH-NMR-Spektrum von 11-(Acetylthio)undecansaure (87) in CDCl3 bei 300 MHz.
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Abbildung 198: "H-NMR-Spektrum von S-11-Hyxdroxyundecyl-ethanethioat (88) in CDCls bei 300 MHz.
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Abbildung 199: ®C-NMR-Spektrum von S-11-Hyxdroxyundecyl-ethanethioat (88) in CDCl3 bei 75 MHz.
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Abbildung 200: "H-NMR-Spektrum von 11-Chloroundecylethanthioat (89) in CDCl3 bei 300 MHz.
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Abbildung 201: 'TH-NMR-Spektrum von 11-(((4-Methylphenyl)sulfonyl)oxy)undecyl) ethanethioat (102) in CDCls
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Abbildung 202: 3C-NMR-Spektrum von 11-(((4-Methylphenyl)sulfonyl)oxy)undecyl) ethanethioat (102) in CDCls3

bei 75 MHz.
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Abbildung 203: "H-NMR-Spektrum von (11-(4-Formylphenoxy)undecyl) ethanethioat (104) in CDCl3 bei 500 MHz.
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Abbildung 204: '3C-NMR-Spektrum von (11-(4-Formylphenoxy)undecyl) ethanethioate (104) in CDClI3 bei
75 MHz.
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Abbildung 205: "H-NMR-Spektrum von S-(11-(4-((12)-7,12,17-tris(4-((11-(acetylsulfanyl)undecyl)oxy)phenyl)-
21,22,23,24-tetraazapentacyclo[16.2.1.136.1811 113.16]tetracosa-1,3,5,7,9,11,12,14,16,18,19-undecaen-2-
yl)phenoxy)undecyl)-ethanthioat (106) in CDCl3 bei 500 MHz.
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Abbildung 206: '3C-NMR-Spektrum von S-(11-(4-((12)-7,12,17-tris(4-((11-(acetylsulfanyl)undecyl)oxy)phenyl)-
21,22,23,24-tetraazapentacyclo[16.2.1.136.1811 113.16]tetracosa-1,3,5,7,9,11,12,14,16,18,19-undecaen-2-
yl)phenoxy)undecyl)-ethanethioat (106) in CDCls bei 126 MHz.
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Abbildung 207: "H-NMR-Spektrum von 11-(4-((11Z)-7,12,17-tris(4-methoxyphenyl)21,22,23,24 tetraazapenta
cyclo[16.2.1.1.1.1]-tetracosa-1,2,4,6,8,9,11,13,15,17,19-undecaen2 yl)phenoxy)undecyl) ethanthioat (112) in
CDCls bei 500 MHz.
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Abbildung 208: 3C-NMR-Spektrum von 11-(4-((112)-7,12,17-tris(4-methoxyphenyl)21,22,23,24 tetraazapenta

cyclo[16.2.1.1.1.1]-tetracosa-1,2,4,6,8,9,11,13,15,17,19-undecaen2 yl)phenoxy)undecyl) ethanthioat (112) in

CDCls3 bei 126 MHz.
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Abbildung 209: 'H-NMR-Spektrum von TPP(NH2)4 (71) in CDCl3 bei 500 MHz.
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Abbildung 210: "H-NMR-Spektrum von mono-NO2-TPP (177) in CDCls bei 600 MHz.
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Abbildung 211: 3C-NMR-Spektrum von mono-NO2-TPP (177) in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 212: "H-NMR-Spektrum von mono-NH2-TPP (148) in CDCIz bei 600 MHz.
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Abbildung 213: "*C-NMR-Spektrum von mono-NH2-TPP (148) in CDCls bei 151 MHz.

314



Anhang

—9.22

C(s)
9.22

%Y\N @j \K

HaN

G
>I\OLO Br

118

F(m)
2.85

E (s)
2.91

1.95 4>-

2.21

1.41
1.38
1.38

§

= T

= >

G (s

95 90 85 80 75 70 6.5 6.0 55

w 43.99

Abbildung 214: "TH-NMR-Spekirum von 4,7,10-tris(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-4,7,10-triaza-1-azoniacyclododecane
bromid (118) in DMSO-ds bei 500 MHz.
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Abbildung 215: 18C-NMR-Spektrum von 4,7,10-tris(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-4,7,10-triaza-1-azoniacyclododecane
bromid (118) in DMSO-ds bei 126 MHz.
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Abbildung 217: 3C-NMR-Spektrum von Tert-butyl (4-(11-(acetylsulfanyl)undecyl)-7,10-bis(2-tert-butoxy-2-

oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl)-acetat (123) in MeOD-ds bei 126MHz.
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Abbildung 218: "H-NMR-Spektrum von Tert-butyl (4-(12-(acetylsulfanyl)dodecyl)-7,10-bis(2-tert-butoxy-2-
oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl)-acetat (124) in MeOD-ds bei 500MHz.
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Abbildung 219: '3 C-NMR-Spektrum von 7ert-butyl (4-(12-(acetylsulfanyl)dodecyl)-7,10-bis(2- tert-butoxy-2-
oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl)-acetat (124) in MeOD-ds3 bei 126 MHz.
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Abbildung 220: "H-NMR-Spektrum von 12-Bromo-1-(S-trityl)mercaptododecan (130) in CDCls bei 500 MHz.
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Abbildung 221: 3C-NMR-Spektrum von 12-Bromo-1-(S-trityl)/mercaptododecan (130) in CDCls3 bei 126 MHz.
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Abbildung 223:"H-NMR-Spektrum von 3-(4-nitropheny!)-1-(pyridin-2-yl)prop-2-en-1-on (159) in CDCl3 bei
500 MHz.
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Abbildung 224: '3C-NMR-Spekrtum von 3-(4-nitrophenyl)-1-(pyridin-2-yl)prop-2-en-1-on (159) in CDClI3 bei

126 MHz).
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Abbildung 225: "H-NMR-Spektrum von 1-(2-oxo-2-(pyridin-2-yl)ethyl)pyridinium lodid (160) in DMSO-Ds bei
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Abbildung 226: '*C-NMR-Spektrum von 1-(2-oxo-2-(pyridin-2-yl)ethyl)pyridinium lodid (160) in DMSO-ds bei

126 MHz.
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Abbildung 227: "H-NMR-Spektrum von 4-(2,6-di(pyridin-2-yl)pyridin-4-yl)-Anilin (162) in CDCl3 bei 300 MHz.
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Abbildung 228: '3C-NMR-Spektrum von 4-(2,6-di(pyridin-2-yl)pyridin-4-yl)-Anilin (162) in CDCl3 bei 75 MHz.
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Abbildung 229: "H-NMR-Spektrum von Diade 206 CDClI3 bei 500 MHz.
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Abbildung 231: "H-NMR-Spektrum von Triade 207 in CDClIs bei 500 MHz.
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Abbildung 232: '8C-NMR-Spektrum von Triade 207 in CDCls bei 126 MHz.
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Abbildung 233: "H-NMR-Spektrum von (4-Methoxyphenyl)(4-nitrophenyl)-Methanon (193) in CDCls bei 300 MHz.
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Abbildung 234: "H-NMR-Spektrum von 2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 4-benzoylbenzoat (218) in CDCI3 bei 500 MHz.
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Abbildung 235: 3C-NMR-Spektrum von 2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 4-benzoylbenzoat (218) in CDCI3 bei 125 MHz.
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Abbildung 236: "H-NMR-Spektrum von 4-Benzoyl-N-(3-(trimethoxysilyl)propyl)-Benzamid (223) in CDClz bei

300 MHz.
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Abbildung 237: '3C-NMR-Spektrum von 4-Denzoyl-N-(3-(trimethoxysilyl)propyl)-Benzamid (223) in CDClz bei
151 MHz.
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Abbildung 239: 3C-NMR-Spektrum von Verbindung 224 in CDClz bei 126MHz.
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Abbildung 240: "H-NMR-Spektrum von NHS-Ester 219 in CDClz bei 300 MHz.
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Abbildung 241: 3C-NMR-Spektrum von NHS-Ester 219 in CDCl3 bei 75 MHz.
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Abbildung 242: "H-NMR-Spektrum von Methylester 229 bei 500 MHz in CDCls.
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Abbildung 243: '*C-NMR-Spektrum von Methylester 229 bei 126 MHz in CDCls.
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Abbildung 244: "H-NMR-Spekitrum von Methylester 230 bei 500 MHz in CDCls.
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Abbildung 245: 3C-NMR-Spektrum von Methylester 230 bei 126 MHz in CDCls.
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