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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Krankheit Krebs

Kaum eine andere Krankheit gibt den Forschern noch immer so viele Rétsel auf wie
die Krankheit Krebs. Jahrzehntelange Forschung auf dem Gebiet der Pravention, Dia
gnostik und Therapie haben dazu gefuhrt, dass derzeit etwa jeder zweite Krebskranke
funf Jahre nach der ersten Diagnose noch lebt. Aber gleichzeitig werden jedes Jahr in
Europa fast vier Millionen neue Krebsfélle diagnostiziert. Mit etwa 750000 Todesfd -
len ist Krebs nach Herz-Kreislauferkrankungen die zweithaufigste Todesursache in der
Europaischen Union. Derzeit erkrankt jeder dritte Europder noch vor seinem 75. Le-
bengahr an Krebs. Dass diese Krankheit den Bemihungen der Forscher einen derarti-
gen Widerstand entgegensetzt, liegt hauptsachlich an ihrer aul3erordentlichen Kompl e-
xitét. Heute kennen wir Uber 100 verschiedene Krebsarten, die sich von unterschiedli-
chen Ausgangszellen des Korpers ableiten lassen und oft deutlich voneinander unter-
scheidbare Krankheitsbilder und Verlaufe zeigen'™. Doch alle beruhen auf Fehlfunk-
tionen von Korperzellen, das heild auf Veranderungen derjenigen Gene, die das
Wachstums- und Teilungsverhalten der betroffenen Zellen steuern. Diese Fehlfunktio-
nen werden durch Zellteilung an néchste Generationen weitergegeben. So kann aus
einer einzigen entarteten Zelle eine Ansammlung in Form eines Tumors (Geschwul st)
entstehen, der die Funktion der betroffenen Organe stark beeinflusst. Zudem kdnnen
solche Krebszellen auch Uber das Blut- oder das Lymphsystem in andere Korperregi o-
nen vordringen, was zu Metastasenbildung fuhrt!?. Krebszellen unterscheiden sich in
drel wichtigen Punkten von gesunden Zellen: Einerseits sind sie bei Wachstum und
Zellteilung weniger beschrénkt als normale Zellen, die einer strengen Regulation ur+
terworfen sind. Andererseits differenzieren sich Krebszellen nicht in normaler Art und
Weise und Uben somit auch nicht die ihnen vorbestimmten Funktionen aus. Drittens
sterben Krebszellen nicht nach Programm ab, das heil3, sie wuchern unkontrolliert
weiter und beeintréchtigen so die Aktivitét des gesunden Gewebes. Diese ungehemmte
Vermehrung fuhrt in der Regel zum Tode der betroffenen Person.

Was veranlasst eine normale Zelle dazu, zu einer Krebszelle zu mutieren? Oder anders

gefragt: Wie entsteht Krebs? Um diese Frage beantworten zu kdnnen, muss man die
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Erklarung auf molekularer Ebene suchen. Ausgehend von den Organen gelangt man
Uber einzelne Zellen und subzelluldre Organellen schliefdlich zu den Genen. Krebs ent-
steht durch Mutation von Genen, die das Wachstum, die Teilung, die Differenzierung
und die Lebensdauer normaler Zellen kontrollieren. Das Verstandnis dieser Kontroll-

mechanismen und deren méglicher Aufhebung ist von essenzieller Bedeutung!®

1.2 Karzinogene

Genauso mannigfaltig wie die Erscheinungsformen und Krankheitsbilder von Krebs
sind auch seine Ursacherf”. Die Karzinogenese wird heute als mehrstufiger, tiber Jahre
oder Jahrzehnte verlaufender Prozess verstanden. Man unterscheidet hierbei zwischen
physikalischen Faktoren (ionisierende Strahlung wie a-,b-,g- und Rontgen
strahlung, Anteile der UV-Strahlung®) sowie Viren!® und chemischen Karzinoge-
nen'”). Bei zu groRer Strahlungsexposition tber langere Zeitraume konnen bestimmte
Mutationen der Nucleotidsequenz auftreten. Wenn diese Mutationen Gene betreffen,
die fur die normale Zelldifferenzierung und Teilung nétig sind, so kann eine Krebszel-
le entstehen. Auch virale oder nichtvirale Infektionen stehen im Verdacht, Krebs aus-
l6sen zu kénnen. Onkogene Viren téten ihre Wirtszelle nicht ab, sondern verandern
deren genetisches Programm, sodass die normalen Kontrollmechanismen zur Zelltei-
lung und Differenzierung unterbrochen werden. Eine Reihe chemischer Verbindungen
kann beim Menschen Krebs verursachen. Doch liegt zwischen dem ersten mehr oder
weniger dauerhaften Kontakt mit dem karzinogenen Stoff und der Krebsentstehung
oftmals eine relativ lange Zeitspanne. Diese zeitliche Verzégerung beruht auf der Tat-
sache, dass bel der Krebsentstehung zwel wichtige Schritte eine Rolle spielen: 4r
nachst wird eine Zelle durch eine zeitlich begrenzte Dosis oder sogar Einzeldosis initi-
iert. Solche Initiierungen als Folge von Mutationen sind irreversibel und bei der Zell-
tellung wird diese Eigenschaft weitergegeben. Solche initiierte Zellen sind jedoch
noch keine Krebszellen. Erst beim Eintreten eines weiteren Prozesses, der so genann-
ten Promotion, entsteht aus einer initiierten Zelle eine Krebszelle. Man kann folglich

zwischen Initiatoren und Promotoren unterscheiden. Stoffe, die sowohl Initiatoren as
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auch Promotoren sind, bezeichnet man als komplette Karzinogene. So enthélt Zigaret-
tenrauch als komplexes Gemisch von Uber 6000 Verbindungen auf3er bekannten toxi-
schen Substanzen wie Cyaniden, Kresolen und radioaktiven Elementen (Thorium-228,
Radium-226, Polonium-210) auch Uber 50 verschiedene, nachgewiesenermalien karz-
nogene Verbindungen (Arsen, Phenanthrene, Nitroso-Verbindungen, Nitrosamine,
etc.). Dasowohl viele Initiatoren als auch Promotoren enthalten sind, kann Tabakrauch
als idealer Nahrboden fir Krebs angesehen werden. So ist es nicht verwunderlich, dass
bei Rauchern das Risiko, an Krebs zu erkranken, erheblich gesteigert ist. Dabei har
delt es sich nicht nur um Lungenkrebs und Krebs im Mundbereich (Lippe, Zunge,
Kehlkopf, Mundhohle, Rachen), sondern auch um Krebserkrankungen anderer Organe
wie Speiserthre, Bauchspeicheldriise oder Harnblase. Somit hétten in Deutschland
1995 bis zu 46 000 Krebstodesfélle durch Aufgabe des Rauchens vermieden werden
kénnen. Allein an Lungenkrebs starben 26000 M annern und 5000 Frauen'®.

1.3 Krebssterbestatistik®

Nach den Herz-Kreislauferkrankungen rangiert Krebs an zweiter Stelle aller krank-
heitsbedingten Todesursachen. Zur Zeit stirbt ungeféhr jeder Dritte an einer Erkran-
kung des Kreislaufsystems und jeder Vierte an Krebs. Da die altersbereinigte Sterb-
lichkeit an Krankheiten des Kreislaufsystems seit Jahrzehnten erheblich abgenommen
hat und auch noch weiter abnimmt, muss damit gerechnet werden, dass in etwa 15 bis
20 Jahren Krebs zur haufigsten Todesursache in Deutschland wird. Bestimmte Krebs-
erkrankungen dominieren dabei die Krebssterbestatistik. Diesen sollte daher eine ke-
sondere Aufmerksamkeit zuteil werden. In Abbildung 1 sind die atersstandardisierte
Mortalitatsrate (erste Zahlenangabe) und die am haufigsten auftretenden Krebstodesur-
sachen (zweite Zahlenangabe) in Deutschland im Jahr 1999 dargestellt. Bet Mannern
ist Lungenkrebs mit 26.2% die haufigste zum Tode fuhrende Krebskrankheit, bei
Frauen ist dies Brustkrebs mit 20.2%. Die zweithaufigste Krebs- Todesursache ist bei
beiden Geschlechtern Darmkrebs mit 12.1% bzw. 13.1%. Fir Méanner ist Prostatakrebs

zur dritthaufigsten Todesursache unter den bosartigen Neubildungen geworden.
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Nach einem dramatischen Anstieg ist mittlerweile Lungenkrebs die dritthaufigste
Krebstodesursache bei Frauen. Trotz eines anhaltenden Rickgangs der Sterblichkeit
rangiert Magenkrebs mit einem Antell von 6.3% bel Manner auf Platz vier bzw. mit
5.3% bel Frauen auf Platz sechs. Blasenkrebs ist die Todesursache fur 3.3% der mann-

lichen und fur 1.5% der weiblichen Patienten.

Die 20 haufigsten Krebstodesursachen im Jahr 1999

Altersstandardisien e Marmalitatsrate pro 100 000

40 30 20 10 0 10 20 30 40
—ELunge {41 IIE j ZEIE':H]} .................................... e L TR '://% Erus:t {19"? IZDIED‘J,““}

Darm (19,2 1 12,1% & /| Darm (12,7 113,1%)
Prostata (148 9,3%) 4 Lunge (10,2 [ 10,5%)
Magen (9.9 1 6,3%) | FEierstdcke (6,116,2%)
Bauchspeicheldriise (8,5 15,3%) . Bauchspeicheldrise (5,5 | 5,7%)
Mundhé&hle und Rachen {6,0 1 3,8%) ; Magen (5,2 1 5,3%)
Leukamien (5,51 3,4%) % Leukamien (3,5 1 3,6%)

Miere (54 | 3,4%) % Gehirn (3,01 3,0%)
Harnblase (5,3 1 3,3%) ; % Mon-Hodgkin-Lymphome (2,6 1 2,7%)
Minner Speiserchre (4,9 13,1%) % Gallenblase (2,6 1 2,7%) Frauen
Leber (4,8 1 3,0%) % Gebirmutterhals (2,61 2,6%)
7

Gehirn (4,6 12,9%) R\ 7/ Gebdrmutterkérper (2,4 12,5%)
Non-Hodgkin-Lymphome (3.9 12,5%) R\ 7] Niere (2,41 2,5%)
Multiples Myelom (2,4 1 1,5%) N 7] Leber (1,9 11,9%)
Kehlkopf (2,01 1,3%) N7 Multiples Myelom (1,7 / 1,8%)
Gallenblase (1912,1% N7 Harnblase (1,4 11,5%)
Melanom (1,7 1 1,09 %2 Mundhdhle und Rachen (1,3 1 1,4%)
Mesotheliom (1,010,7%) §7 Melanom (1,111,1%)
Weichteile (0,9106%) §] Speisershre (0,911,0%
Andere Verdauungsorgane (08B / 0,5%) Eg Weichteile {0,8 1 0,8%)
Sonstige (14,31 9,1%) 777/} sonstige (10,119,9%)

Abbildung 1: Krebssterbestatistik der Bundesrepublik Deutschland 1999

Obwohl weltweit sehr grof3e Anstrengungen auf dem Gebiet der Krebsforschung un-
ternommen werden und besonders die Entwicklung im Bereich der Genetik grof3e

Hoffnungen geweckt hat, ist es dennoch sehr fraglich, ob man die Krankheit Krebs
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jemals vollstandig besiegen wird. Beim erfolgreichen Kampf gegen Krebs spielt die
Interdisziplinaritét der Forschung eine SchlUsselrolle. Die Integration zwischen Grund-
lagen+ und klinischer Forschung sowie die Integration zwischen den verschiedenen
Fachgebieten (Onkologie, Genetik, Chemie, Biochemie, Physik usw.), die an der Ent-
wicklung neuer Therapien mitwirken, ist essenziell fir eine sinnvolle Arzneimittelfor-
schung. Das Ziel einer raschen Umsetzung der Grundlagenforschung in klinische An-
wendungen hat heute hdchste Prioritét, da die Patienten Anrecht auf den Zugang zu
wissenschaftlichem Fortschritt haben und Langsamkeit im internationalen wetthbe-

werbsorientierten Kontext von grof3em Nachteil ist.

1.4 Photodynamische Tumortherapie (PDT) und -diagnostik
(PDD)

1.4.1 Prinzip

Neben den klassischen Behandlungsmethoden wie der Chemo- und der Strahlenthera-
pie stellt die Photodynamische Therapie (PDT) eine weitere interessante und zukunfts-
trachtige Behandlungsform bel Krebs dar. Hierbel wird nach Aufnahme und Anreiche-
rung eines tumorselektiven Photosensibilisators mit sichtbarem Licht geeigneter Wel-
lenlange (Rotlicht) bestrahlt. Im Zusammenspiel mit Sauerstoff werden entsprechende
Photoreaktionen ausgel6st, die zur Bildung von Singulettsauerstoff fihren, der wie-
derum im Tumor Zellschadigungen und anschlieRfend Nekrose verursacht!*®. Der Vor-
teil dieser sehr schonenden und selektiven Methode ist, dass die verwendeten Photo-
sensibilisatoren im Gegensatz zu anderen Chemotherapeutika keinerlei Dunkeltoxizitat
besitzen und ihre zerstérerische Wirkung bel minimaler Schadigung des umliegenden
Normalgewebes erst durch die Bestrahlung induziert wird. Eine weitere Moglichkeit,
die im Tumorgewebe angereicherten Photosensibilisatoren zu nitzen, stellt die Photo-
dynamische Tumordiagnostik (PDD) dar, mit deren Hilfe man entartete Zellen schon
in sehr friihem Stadium sichtbar machen kann. Somit kdnnen die tumorlokalisierenden

Eigenschaften des Photosensibilisators nach Fluoreszenzanregung zur Detektion von
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Tumorvorstufen sowie von Tumorgrenzen genutzt werden. Fir eine Reihe von Krels-
arten ist nachgewiesen, dass geeignete Friiherkennungsmal3nahmen zu einer deutlichen
Senkung der Sterblichkeit beitragen kdnnen. Die Krebsbehandlung (Operation, Be-
strahlung, Chemotherapie) hat generell die besten Erfolgsaussichten, falls der Krebsin
einem frihen Stadium erkannt wird. So kdnnen die kranken Bereiche oft durch eine
Operation und Bestrahlung ohne zusétzliche Chemotherapie behandelt werden. Je sp&
ter die Diagnose Krebs gestellt wird, desto starker kann das Gewebe oder |ebenswich-
tige Organ bereits durch Wucherung befallen und in seiner Funktion eingeschrankt
sein und somit ein inoperabler Befund vorliegen. Des Weiteren besteht die Gefahr,
dass durch Befall der Lymphknoten ein Streuen der Krebsherde in weitere Korperregi-
onen und somit die Bildung von Metastasen erfolgt. Wie aus der Krebsstatistik ersicht-
lich ist, sind bei ca. 57% der zum Tode fuhrenden Krebsdiagnosen bei Mannern und
bei ca. 47% bei Frauen Organe betroffen, die endoskopisch erreichbar sind. Routire-
maldig werden bereits Magen-Darmspiegelungen (Gastro-/Koloskopien) durchgefihrt,
aber auch Spiegelungen der Lunge (Bronchoskopie) sowie der Speiserdhre und Harn-
blase finden im klinischen Alltag Anwendung. Die fluoreszenzendoskopische Tumor-

diagnostik besitzt somit ein hohes Potenzial fur die Krebsfriherkennung.

1.4.2 Historische Entwicklung der Photodynamischen Therapie

Bereits im Altertum fand das Konzept der Photodynamischen Therapie (PDT) Anwen-
dung. So wurde 1000 v. Chr. in Agypten die WeiRfleckenkrankheit (Vitiligo) mit
Pflanzensdften und Sonnenlicht behandelt und im alten China versuchte man, Haut-
krebs mit porphyrinhaltigem Kot von Seidenraupen zu heilen. Erst Anfang des 20.
Jahrhunderts wurde diese Therapieform wiederentdeckt. So berichtete Raab im Jahre
1900, dass die Einwirkung von diffusem Tageslicht auf mit Acridinorange inkubierte
Wimpertierchen zu deren Tod fihrte*l. 1903 entwickelten Tappeiner und Jesionek
das Grundprinzip der Photodynamischen Therapie, wobei sie Eosin und Sonnenlicht
zur Behandlung von Hautkrebs einsetzten™. Zehn Jahre spéter entdeckte Meyer-Betz
die Eignung von Porphyrinverbindungen zur PDT*?. Diese Erkenntnis wurde 1942

von Auler und Banzer bestétigt, die nach intravendser Injektion eine selektive Anrei-
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cherung der Porphyrine in malignem Gewebe feststellten’*. Auch Figge erkannte die
Moglichkeit der Krebsdiagnostik und Therapie durch Porphyrine und Metalloporphy-
rinel®™, 1961 gelang Lipson schlieRlich die Synthese des Hamatoporphyrinderivats
(HpD) durch Versetzen von Hamatoporphyrin mit einer Mischung von Eisessig und
Schwefelsaure*®!. Dieser Photosensibilisator eréffnete nach erfolgreicher Behandlung
einer Brustkrebspatientin den Weg in die klinische Praxis und kann als Vorlaufer der
heute noch verwendeten Photofrin-Il und Photosan-3 angesehen werden*”. Zur Be-
strahlung verwendete man zunéchst Sonnenlicht, spdter dann Bogenlampen. Die Ein-
fuhrung der Lasertechnik brachte die Mdglichkeit, tber Lichtleiter prézise mit hoher
Leuchtdichte zu bestrahlen®® und durch die Technik der Endoskopie ergab sich eine
Vielzahl neuer Anwendungsbereiche. Prinzipiell konnte nun jedes endoskopisch a-
reichbare Organ, wie z.B. Harnblase, Lunge und der gesamte Gastrointestinaltrakt, der

PDT unterzogen werden.

1.4.3 Photosensibilsatoren

Die als Photosensibilisator verwendeten V erbindungen missen gewisse V oraussetzun-
gen erfullen. Neben einer hohen Phototoxizitét, die durch die photochemischen Eigen-
schaften sowie intrazelluldre Konzentration und Lokalisation festgelegt wird, sollte ein
idealer Photosensibilisator keine oder nur minimale Dunkeltoxizitat aufweisen™. Ent-
scheidende photochemische Merkmale sind neben einer hohen Quantenausbeute und
einer langen Lebensdauer des angeregten Triplettzustands, eine Absorption im mog-
lichst langwelligen sichtbaren Bereich (I >600 nm) bei grof3em molaren Absorptions-
koeffizienten (e>50000 Lmol*cm™), was ein tiefes Eindringen der Strahlung ins Ge-
webe begiinstigt!?® #!. Bei der Tumordiagnostik werden noch hohere Anforderungen
an den Photosensibilisator gestellt. So kdnnen nur Verbindungen mit keinerlei Dunkel-
toxizitat Anwendung im klinischen Alltag der PDD finden. Des Weiteren mussen sich
die Verbindungen hochselektiv in krankhaft verandertem Gewebe anreichern und die-
se durch ausreichende Fluoreszenz vom umgebenden gesunden Gewebe abheben. Der

Mechanismus der dabei ablaufenden Vorgange kann wie folgt beschrieben werden:
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Der Photosensibilisator (PS) wird durch Absorption von Photonen aus seinem Grund-

zustand ) in den angeregten Singulettzustand S, angehoben (Abb. 2).

Typ I-Photoreaktionen
(Radikalreaktionen etc.)

‘jL
ISC
Sl(lPS*)—
T,(3PS¥)
Fluoreszenz
Absorption — 15
PDD 2
\j
—— — 302 .
Typ llI-Photoreaktionen
So(PS) Phosphoreszenz (Cycloadditionen, En-Reaktionen)

Abbildung 2: Energetische Prozesse bei der PDD und PDT

Die dabei aufgenommene Energie wird auf unterschiedlichen Wegen wieder abgege-
ben. So kommt es beim Ubergang in den Ausgangszustand S, zur Energieabgabe in
Form von Fluoreszenzstrahlung, einem Vorgang, der bel der PDD ausgenitzt wird.
Zudem kann die aufgenommene Energie auch dazu verwendet werden, Photoreaktio-
nen des Typs | auszulGsen. Hierbei handelt es sich um Radikalreaktionen oder Re-
doxprozesse, wobei der angeregte Photosensibilisator zur Oxidation funktioneller
Gruppen von Biomolekilen (Amine, Thiole etc.) oder zur Reduktion von Sauerstoff
unter Bildung von Superoxid in der Lageist.

Andererseits kann auch durch Intersystem Crossing (ISC) ein Ubergang in den ange-
regten Triplettzustand T, erfolgen. Von dort kann die gespeicherte Energie direkt in
Form phosphoreszenter Strahlung abgegeben werden. Wahrscheinlicher als dieser
spinverbotene Ubergang ist jedoch die Stabilisierung durch d@nen Triplett-Triplett-
Energietransfer zwischen dem angeregten Photosensibilisator und intrazellulérem O..

Dabei kommt es zur Bildung von Singulettsauerstoff *O,, einer hochreaktiven, kurzle-
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bigen Spezies, die leicht Typ Il-Photoreaktionen wie [2+2]- und [4+2]-
Cycloadditionen sowie En-Reaktionen mit funktionellen Gruppen von Biomolekilen
(ungeséttigten Lipiden, Aminosauren, etc.) eingeht'??. Die dadurch verursachte zell-
und gefél3schadigende Wirkung wird bei der PDT ausgenitzt. Entscheidend fir die
Schédigung ist nattrlich die Lokalisation des Photosensibilisators in der Zelle, da der
kurzlebige Singulettsauerstoff nur ca. 0,01 mm diffundieren kann und somit seine
zerstorerische Wirkung hauptsachlich am Ort seiner Entstehung entfaltet. Priméarziele
sind neben Aminosauren (Histidin, Methionin, Tryptophan, Tyrosin und Cystein) Li-
pide (= Membranschaden) sowie Nukleinsduren (- Mutation und Briiche der
DNA)!% 24 Die Effektivitat einer photodynamischen Behandlung hangt neben den
Photosensibilisator- und den Gewebeeigenschaften in grofiem Mal3e von der Wellen-
lange und der Energiedichte der applizierten Strahlung ab. Je néher die Anregungswel-
lenlange am Absorptionsmaximum des Photosensibilators liegt, desto grof3er ist in der
Regel die aufgenommene Energie. Typische Energiedichten in der PDT liegen zwi-
schen 10 und 500 Jcn. Die Absorption ist zudem in groRem MaRe abhéngig von der
zu bestrahlenden Gewebeart und differiert zwischen einzelnen Organen sehr stark
(Mbrostata, 633 nm = 0.45 MM, Maver 633 nm = 1.96 mm'™Y). Bei der Auswahl eines idealen
Wellenlangenbereichs spielen die Absorption des Gewebes und die nétige von der
Tumorart abhangige Eindringtiefe eine entscheidende Rolle. Diese steigt bis zu einer
Wellenldnge von 680 nm stark an und erreicht Uber 800 nm ein Plateau. Der fUr die
PDT sinnvolle Wellenlangenbereich wird durch die Absorption von Hamoglobin und
von Wasser auf das so genannte therapeutische Fenster von ca. 600-850 nm begrenzt.
Die optische Penetrationstiefe des Lichts ins Gewebe ist abhangig von der eingestrahl-
ten Wellenlange und vom Gewebe- bzw. Tumortyp. So liegt die Pentrationstiefe un-
terhalb von 400 nm bei weniger als 1 mm, wohingegen Wellenléngen von 700-800 nm
eine Eindringtiefe von 510 mm erméglichen. Bei oberflachlichenTumoren, wie z.B.
einem Carcinoma in Situ der Harnblase, ist nur eine Eindringtiefe von 1-2 mm not-
wendig, sodass mit entsprechend effektiver kurzwelliger Strahlung behandelt werden

kann.
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1.4.4 Klinische Anwendung der PDT und PDD

Theoretisch sind alle oberflachlichen sowie endoskopisch bestrahlbaren Korperregio-
nen fur die PDT und die PDD zuganglich. Die Applikation mit der Photosensibilisator-
|6sung (1-5 mg pro kg Korpergewicht) erfolgt je nach Problemstellung entweder to-
pisch oder systemisch. Nach Ablauf der idealen Inkubationszeit und optimaler Akku-
mulation im Tumorgewebe kann nun je nach Aufgabenstellung entweder zur PDD die
Bestrahlung mit violettem (kurzwelliger Absorptionsbereich des Photosensibilisators)
Licht geringer Intensitét oder zur PDT die Bestrahlung mit Rotlicht und hoherer Inten-
sitét erfolgen. Hierbel findet die Lasertechnik (Gas-, Festkorper-, Feststofflaser) und
die Endoskopie Anwendung. Die bel der PDT erwinschten Folgereaktionen setzen
schon wenige Stunden nach der Bestrahlung ein. Es kommt zum Absterben der Tu-
morzellen durch Apoptose (programmierter Zelltod) bzw. durch Nekrose (Gewebsver-
letzungen, Gifteinwirkung, Nahrstoffmangel)?®, was bereits nach werigen Wochen
bei ca. 80% der Falle zu einer vollstandigen Tumorregression fihrt. Neben Haut- und
Blasenkrebs findet die PDT auch bel Bronchial-, Speiseréhren-, Hirn- und Augentu-
moren Anwendung. Aktuelle Forschungsarbeiten beschaftigen sich mit der Therapie

und Diagnostik von Tumoren des Gastrointestinal trakts'?®!.

1.5 5-Aminolavulinsdure (ALA) in der PDT und PDD

1.5.1 PPIX-Biosynthese

Prinzipiell besitzt jede Zelle die Fahigkeit durch enzymatische Kondensation (ALA-
Synthetase) aus Glycin und Succinyl-CoA ALA zu produzieren (Abb. 3a und 3b). Im
Welteren katalysiert das im Zytosol lokalisierte Enzym ALA-Dehydrogenase (ALA-
D) die Kondensation zweier ALA-Molekile zum Porphobilinogen (PBG). Aus vier
solcher PBG-Einheiten wird in mehreren enzymatischen Folgeschritten das mito-
chondrial lokalisierte Protoporphyrin IX (PPIX) gebildet. ALA ist im Gegensatz zu
den bel der PDT haufig verwendeten Hamatoporphyrinderivaten Photofrin und Photo-

san selbst kein Photosensibilisator, sondern eine Vorstufe von Protoporphyrin IX



Einleitung 11

(PPIX), aus dem durch enzymkatalysierte Eiseneinlagerung (Ferrochelatase) schlief3-
lich Ham gebildet wird. In gesunden Zellen ist die ALA-Synthese strikt durch Feed-
back-Kontrolle gesteuert, die von der intrazelluldren Ham-Konzentration abhangt. So
wird bei zu hoher Ham-Konzentration die ALA-Synthetase gehemmt. Dieser Kon-
trollmechanismus wird durch exogene ALA-Gabe umgangen, wodurch es in Tumor-

zellen zu einer PPIX-Akkumulation kommt.

Exogene ALA-Gabe

(keine Feedback-Kontrolle) /\
O

o)
)J\/\ /\ > +\)J\/\
_ + »
CoA-S CO,H H,N™ “CO,H ALA-Synthetase HaN o

2

Succinyl-CoA Glycin
ALA-D\
Feedback-Kontrolle coo
‘0O0C
]\
Ham
Y
HoNT H
Ferrochelatase Porphobilinogen (PBG)
~ /
w / Enzyme (Desaminase etc.)

‘00C COO
Protoporphyrin IX

Abbildung 3a: Feedback-Kontrollmechanismus der PPIX-Biosynthese
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COO

ooC Porphobilinogen
/ \ deaminase

ALA-Dehydogenase / . N
H3N H

Porphobilinogen

COO

Zytosol

ALA-Synthetase
@]
) HAN ‘00C  COO
HsN CO,H Uroporphyrinogen |l
Glycin ‘ooC
ALA . l
O
“ CoO
CoA—S)J\/\COZH

Feedback Succinyl-CoA

Mitochondrium
"O0C COO

Coporphyrinogen 1lI

"00C COO

Ferrochelatase

S X
/ /
-
"00C COO ‘00C COO

Protoporphyrin IX  Protoporphyrinogen Il

Abbildung 3b: PPIX-Biosynthese
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Die genauen Ursachen fur die tumorselektive PPIX-Akkumulation sind bisher noch
unklar, sind jedoch Gegenstand aktueller Forschungen. Mdglicherweise sind Unter-
schiede im Metabolismus und den Membraneigenschaften zwischen normalen und
entarteten Zellen dafir verantwortlich (unterschiedliche ALA-Aufnahme, PPIX-
Bildung und PPIX-Ausschleusung). Des Weiteren werden eine verminderte Ferroche-
latase- Aktivitdt oder ein Eisendefizit der Tumorzellen sowie eine erhdhte Porphobili-
nogendeaminase- Aktivitat als Ursache in Betracht gezogen. Eine weitere Erhéhung
der PPIX-Konzentration kann durch Zufuhr von Eisen-Komplexbildnern oder von
Thiolen (Thiolaktivierung der ALA-D) erreicht werden. PPIX stellt einen idealen Pho-
tosensibilisator dar, der nach Anregung mit Licht entsprechender Wellenlénge einer-
seits zur Photodynamischen Tumordiagnostik (PDD) und andererseits zur Photodyna
mischen Tumortherapie (PDT) herangezogen werden kann. Bel der PDD nutzt man die
selektive Anreicherung von PPIX in entartetem Gewebe. Unter Blaulichtbestrahlung
konnen mittels der charakteristischen Rotfluoreszenz von PPIX Prékanzerosen und
Frihkarzinome lokalisiert und von gesundem Gewebe abgegrenzt werden. Damit
kommt der Fluoreszenzendoskopie mit ALA grof3e Bedeutung bei der Krebsfriher-
kennung zu. Bei der PDT wird nach ALA-Applikation und tumorselektiver PPIX-
Akkumulation mit Rotlicht bestrahlt. Die Anregung von PPIX erfolgt bei der ALA-
PDD mit einer Wellenlange von 405 nm (blauer Lichtbereich) im Absorptionsmaxi-
mum, wohingegen bei der ALA-PDT mit einer Wellenldnge von 630 nm (roter Licht-
bereich) im langwelligsten Absorptionsmaximum angeregt wird, um eine moglichst

hohe Eindringtiefe ins Gewebe zu erreichen.
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1.5.2Klinische Anwendung

1987 fiihrten Kennedy und Pottier®” nach ersten Vorarbeiten von Malik und Lugaci!®
(ALA-induzierte PPIX-Akkumulation in Leukamiezellen und soliden Tumoren) sowie
Peng et a . (erste Untersuchungen am Tiermodell) eine neue faszinierende Methode
der photodynamischen Therapie in die klinische Anwendung ein, bei der 5-
Aminolavulinsdure eingesetzt wird. Das im Zuge der Ham-Biosynthese gebildete
PPIX besitzt exzellente Fluoreszenzeigenschaften und kann als optimaler Photosensi-
bilisator angesehen werden. Im Vergleich zum heute bei der PDT standardmaldig sys-
temisch applizierten Photofrin besitzt ALA einige entscheidende Vorteile. Photofrin
reichert sich nur wenig selektiv in Tumoren an, kann nicht topisch appliziert werden
und flhrt zu einer generalisierten Sensibilisierung der Patienten gegentiber Sonnen-
licht fur mehrere Wochen. ALA-induziertes PPIX weist neben einer sehr hohen Tu-
morselektivitdt keinerlel Dunkeltoxizitét auf. Aufgrund rascher Eliminierung aus dem
Korper kommt es zu einer sehr geringen Photosensibilisierung. So verwellt PPIX im
Gegensatz zu Photofrin (mehrere Wochen) nur ca. 24 Stunden im Korper, sodass
Schadigungen des gesunden Gewebes durch die Einwirkung von Tageslicht minimiert
werden. Zudem zeigt ALA im Gegensatz zu der unzureichenden und sehr langsamen
Aufnahme der Makromolektile Photosan und Photofrin bereits nach ein bis sechs Stun-
den eine Anreicherung des Photosensibilisators, die bel intraventser Gabe von
Photofrin erst nach 96 Stunden erzielt wird. Sowohl bei intravendser als auch bei ora-
ler Applikation reichert sich ALA vermehrt in krankhaft verandertem Gewebe an. So-
mit stellt die ALA-PDT eine sehr schonende und effektive Methode zur Tumorthera
pie dar. Bel einer Reihe verschiedener nichtkanzerogener Hautkrankheiten wie Schup-
penflechte, Akne und Warzen werden ALA oder ALA-Derivate in Form von Salben
eingesetzt®**. Aber auch bei der Behandlung von Hautkrebs sowie der Therapie vie-
ler weiterer Krebserkrankungen konnten mit ALA groRe Erfolge erzielt werden®?.

Eine weitere wichtige Anwendung findet ALA in der Tumordiagnostik, der eine her-
ausragende Stellung bei der Krebsbekémpfung zukommt. Kénnen Krebserkrankungen
der Haut, Lunge oder Blase zum Beispiel schon im frihen Stadium erkannt werden,

vervielfachen sich die Chancen auf eine erfolgreiche Behandlung!®. Auch die friher
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sehr schwierige bzw. oftmals sogar unmogliche Diagnostik von Pré&kanzerosen und
Frihkarzinomen im Gastrointestinaltrakt (Speiserohre, Magen, Darm) ist durch ALA-
Applikation moglich. Nach oraler Gabe der ALA-L6sung und ca. vierstundiger Inku-
bationszeit kann nach Anregung mit Blaulicht mittels Fluoreszenzendoskopie die
ALA-induzierte PPIX-Akkumulation anhand der charakteritischen Rotfluoreszenz de-
tektiert werden. So kénnen schon leichte Dysplasien erkannt werden. Des Weiteren
koénnen auch wahrend bzw. nach Operationen
die Vollstandigkeit der Tumorresektion
mittels ALA-PDD kontrolliert und restliche
Tumorzellen detektiert werden. Die Ab-
bildung zur Rechten zeigt eine fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme der PPIX-Fluores-

zenz in einer Adenokarzinom-Zelllinie.

1.5.2 Marktpotenzial

1991 erhielten Kennedy und Pottier ein Patent™ fiir ihre Arbeiten tiber die Photody-
namische Tumortherapie und -diagnostik mit 5-Aminolévulinsdure und noch im sal-
ben Jahr wurde ein Lizenzvertrag mit der DUSA Pharmaceuticals Inc!* aus Toronto
abgeschlossen. Im September 2000 bekam DUSA in den USA die Zulassung fur ihr
Levulan® Photodynamic Therapy System zur Behandlung von Acinic Ceratosis (AC:
sonneninduzierte prékanzerdse Hautldsionen) des Gesichts und der Kopfhaut. In den
USA werden schatzungsweise bis zu 4 Millionen Patienten mit Acinic Ceraosis jahr-
lich behandelt. Zudem sind klinische Studien der Phase Il fUr die Verwendung von
ALA zur PDD der Harnblase (schétzungsweise bis zu 900 000 Blasenspiegelungen
jahrlich in den USA) sowie zur Aknebehandlung bereits abgeschlossen. DUSA Phar-
maceutical s Inc. kooperiert mit der Schering AG im Bereich Photodynamische Thera
pie von Hauterkrankungen. Seit April 1997 hdlt die Schering AG 25% der Anteile der
medac GmbH. Seit dieser Zeit arbeiten beide Firmen erfolgreich vornehmlich auf dem

Gebiet der Onkologie zusammen. 1998 lizensierte Schering die Aminol&vulinsdure
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fur die Diagnose des oberflachlichen Harnblasenkarzinoms fir die meisten européi-
schen Lander.

Aufgrund der geringen Lipophilie von ALA ist die Aufnahme durch die Zellmembran
und die damit verbundene intrazellulare PPIX-Akkumulation limitiert. Eine Moglich-
keit, die Lipohilie von ALA zu steigern, stellt die Synthese von ALA-Estern dar. Als
besonders interessant haben sich hierbel fir die PDT und die PDD der Haut der ALA-
Methylester, fur die PDD im Gastrointestinaltrakt der ALA-Benzylester und der
ALA-Hexylester und fur die PDT und PDD in der Harnblase der ALA-Hexylester er-
wiesen. Diese Verbindungen sind durch Patente!®® geschiitzt und werden vom norve-
gischen Unternehmen Photocure unter dem Handelnamen Metvix® (ALA-
Methylester, PDT/PDD der Haut, Acinic Ceratosis, Basal Cell Carcinoma, klinische
Studien abgeschlossen), Benzvix® (ALA-Benzylester, PDD des Gastrointesti-
naltrakts, praklinische Studien) und Hexvix® (ALA-Hexylester, PDT/PDD der Harn-
blase, klinische Studien Phase I11) getestet, um sie anschlief3end zu vermarkten. Met-
VIX® ist bereits in elf europédischen Landern zugelassen, die Zulassung in den USA
und Australien ist beantragt. Die klinischen Studien der Phase |11 mit Hexvix® fir die
PDD der Harnbl ase in Europa sowie den USA sind angelaufen. Damit hat der Kampf
um Marktanteile in den USA und Europa zwischen DUSA und Photocure speziell auf
dem Gebiet der PDT der Haut und der PDD der Blase begonnen. Marktstudien prog-
nostizieren ein hohes Wachstum des PDT-Markts und geben bis zu einer Milliarde

Euro an, davon ca. 700 Millionen Euro fur den Bereich der PDT-Medikamente.

1.6 Karzinome des Gastrointestinaltrakts’

Der Gastrointestinaltrakt (GIT) lasst sich in Speiserdhre, Magen und Darm unterteilen,
welche aus mehreren aufeinanderfolgenden Gewebsschichten aufgebaut sind. Man
unterscheidet dabei die Tunica Mucosa (Schleimhaut: Sekretion und Resorption), Tu-
nica submucosa (Bindegewebe: Stutzfunktion), Tunica muscularis (M uskelschicht:
Peristaltik) und Tunica adventitia (Bindegewebe: Umhtllung). Bel ca. 20% der zum

Tode fuhrenden Krebserkrankungen handelt es sich um Karzinome des Gastrointesti-
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naltrakts. Von der Vielzahl moglicher Erkrankungen des GIT kommt dem Barrett-
Osophagus und der Colitis Ulcerosa besondere klinische Bedeutung zu, da beide mit

einem deutlich erhohten Karzinomrisiko einhergehen.

1.6.1 Osophaguskarzinom

Das Osophaguskarzinom (Krebs der Speiserohre) macht etwa 1% aller Krebserkran-
kungen aus und tritt bei Mannern zwei- bis funfmal haufiger auf als bei Frauen. Ursa
chen sind neben Uberm&igem Alkohol-und Nikotinkonsum, Vitaminmangel sowie
durch sauren Reflux ausgeldstes Sodbrennen. Auch medizinisch pradisponierende
Faktoren wie z.B. Verédtzungen oder Barrett-Osophagus spielen eine wichtige Rolle.
Barrett-Osophagus entsteht durch chronischen sauren Reflux im unteren Bereich des
Osophagus. Die dadurch verursachte permanente Reizung und das dauerhafte unphy-
siologische Milieu kdnnen zu zelluldren Veranderungen der Ephitelschicht (Plattene-
pithel> Darmeptithel) und zur Bildung von niedrig bis hochgradigen Dysplasien fih-
ren. Das Auftreten von solchen Dysplasien bedingt wiederum ein um den Faktor 30-
125fach erhohtes Risiko, an einem Osophaguskarzinom zu erkranken. Die Heilungs-
chancen des Osophaguskarzinoms sind derzeit mit unter 10% noch sehr gering. Grund
hierflr ist die spéate Diagnose, die oft erst bei weit fortgeschrittener Lumeneinengung
und tiefer Tumorinvasion gestellt wird. Die Endoskopie ist hierbel die wirksamste dia
gnostische MaRnahme. Bei Paienten mit Barret-Osophagus ist je nach Dysplasiegrad

ale 1 bis 2 Jahre eine endoskopische Untersuchung nétig.

1.6.2 Magenkarzinom

Das Magenkarzinom, das in Mitteleuropa ca. 8% aller Krebserkrankungen ausmacht,
weist eine sehr niedrige Uberlebensrate von nur ca. 20% auf. Grund hierfur sind einer-
seits die wnspezifischen Symptome (Ubelkeit, Erbrechen, Gewichtsverlust, etc.), die
erst bei fortgeschrittenem Erkrankungsstadium auftreten und andererseits die Neigung

zur Fernmetastasenbildung vor alem in Leber und Lunge, aber auch in Knochen und
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dem zentralen Nervensystem. Daraus wird deutlich, wie wichtig bei einer solch ay
gressiven Krebsform eine gezielte friihzeitige Diagnostik mittels endoskopischer Me-
thoden ist.

1.6.3 Kolonkarzinom

Die Ursachen fur Darmkrebs sind noch nicht vollig gekléart. Eine wichtige Rolle spielt
die erbliche Veranlagung. So ist das Erkrankungsrisiko bel Verwandten ersten Grades
von Darmkrebspatienten um das Zwei- bis Vierfache erhdht. Besondere Risikofakto-
ren sind weiterhin fettreiche, balaststoff- und vitaminarme Erndhrung, Alkohol und
Zigarettenkonsum sowie Ubergewicht. Weitere Ursachen sind entzindliche Erkran-
kungen der Darmschleimhaut wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Die Colitis u-
cerosa stellt eine Entztindung der Kolonschleimhaut dar, die zu einem totalen Funkti-
onsausfall fuhrt und als Prékanzerose klassifiziert werden kann. Die entstehenden
Schleimhautdysplasien korrelieren mit einem deutlich erhdhten Karzinomrisiko. Da
das Kolonkarzinom beim Menschen die zweithéufigste Krebstodesursache ist und
jahrlich in Deutschland ca. 23000 Manner und 29000 Frauen an Dick- und Mastdarm-
krebs erkranken, gleichzeitig dieser aber relativ unempfindlich fur Zytostatika (Stan-
dardtherapie 5Fluoruracil/Folinsaure) ist, obliegt der Friherkennung eine herausra
gende Bedeutung. Bel Verdacht auf Anomalien werden durch ein Koloskop (Schlauch
mit eingebauter Glasfaseroptik) Gewebeproben (Biopsien) entnommen. Anschlief3end
untersucht man diese Biopsien pathologisch. Hierzu werden entsprechende Shnitte
des Gewebes (Gefrier-, Paraffinschnitte etc.) angefertigt und diese unter einem Mikro-
skop auf Krebszellen untersucht. Solche histologischen Untersuchungen sind die ein-
zigen, bei denen Krebs sicher festgestellt oder ausgeschlossen werden kann. Es kann
nicht nur die Frage ,Krebs oder kein Krebs* beantwortet, sondern auch festgestellt
werden, welche Art von Krebs vorliegt. So treten im Darm auch Krebsarten auf, die
nicht von der Darmschleimhaut ausgehen und die spezielle Behandlungsmethoden und
Medikation erfordern.
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1.7 Urothelkarzinom!®”

Weltweit steht das Harnblasenkarzinom an sechster Stelle aller malignen Tumorer-
krankungen. In der Bundesrepublik Deutschland sterben jahrlich ca. 5000 und in den
USA etwa 10000 Menschen an Tumorerkrankungen der Harnblase. Manner sind hier-
bei doppelt so haufig betroffen wie Frauen, wobel der Blasenkrebs nach dem Bronchi-
alkrebs der zweithaufigste Raucherkrebs ist. Die Harnblase setzt sich aus drel ver-
schiedenen Gewebsschichten zusammen. Man unterscheidet die Tunica mucosa
(Ubergangsephitel und Lamina propia: stark gefaltete Schleimhaut), Tunica muscularis
(Muskelschicht aus innerer Langs- und aulRerer Ringmuskulatur) und die Tunica a
ventitia (GefaRschicht). Uber 90% aller Blasenkrebserkrankungen gehen von der inne-
ren Schleimhaut, dem so genannten Urothel der Blase aus. Typisches Leitsymptom ist
die schmerzlose Makrohamaturie (blutiger Urin). Die Diagnostik erfolgt mittels einer
Blasenspiegelung. Flache Lasionen, die mit bloRem Auge nur schwer zu erkennen
sind, konnen nach vorheriger ALA-Instillation mittels Fluoreszenzendoskopie
diagnostiziert werden. Etwa 75% aller Blasentumore sind zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung oberflachliche Tumore. Diese zeigen eine hohe Rezidivneigung. In
70% der Félle treten nach der Operation erneut Tumore auf, weshalb nach einer
transurethalen Resektion  (endoskopisches Abhobeln  des Tumors mittels
Elektroschlinge) im Rahmen einer adjuvanten Therapie Zytostatika dber einen
Katheter in die Blase engespilt werden. Eine weitere potenzielle
Behandlungsmethode stellt die ALA-PDT dar, bei der nach ALA-Ingtillation die
Blaseninnenwand endoskopisch testrahlt wird. Der ALA-PDD kommt bei der Vor-
und Nachsorgeuntersuchung auf Blasenkrebs eine entscheidende Rolle zu. In den USA

werden schatzungsweise bis zu 800000 Blasenspi egelungen jahrlich durchgeftihrt.

1.8 Klinische Studien: vom Zelltest zur Zulassung®®

Ziel klinischer Studien ist es, die zuvor in Zelltests und Tierversuchen ermittelten

pharmakol ogischen Wirkungen einer Substanz schrittweise auch am Menschen nach-
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zuweisen. Die Phase | der klinischen Studien umfasst alle Untersuchungen an gesun-
den Probanden, da es unzumutbar ware, den schon beeintrachtigten Organismus eines
Patienten mit den moéglichen Nebenwirkungen eines neuen Arzneimittels au belasten.
Hierbei werden nicht die Wirksamkeit der Substanz, sondern die Dosisfindung, die
Vertraglichkeit (Pharmakodynamik) und die Aufnahme, die Verteilung, der Metabo-
lismus und die Ausscheidung (Pharmakokinetik) des Wirkstoffs untersucht. In der
Phase Il der klinischen Studien beginnt die Erprobung der Substanz am Patienten. Zu-
néchst wird in einer so genannten offenen Studie die Wirkung der Substanz an weni-
gen stationdren Patienten getestet (regelméldige Untersuchung von Blut, Urin und
Kreislauf). Anschlief3end wird in kontrollierten Studien eine Patientengruppe mit dem
neuen Medikament behandelt und mit einer Vergleichsgruppe, die entweder mit einem
bereits zugelassenen Medikament as Standard bzw. mit einem Placebo behandelt
wird, verglichen. Ziel der Phase Il Studien ist die Erkenntnis, bei welchen Symptomen,
bei welchen Patienten und in welcher Dosierung das neue Medikament wirksam und
vertréglich ist. Die Phase |11 der klinischen Studien dient dem Nachweis der therapeu-
tischen Wirksamkeit und der Unbedenklichkeit des neuen Medikaments an einer gro-
Reren Patientengruppe (einige Hundert bis einige Tausend) gegenlber einem bereits
zugelassenen Medikament als Standard bzw. gegentiber einem Placebo. Falls die
Wirksamkeit und die Sicherheit des Medikaments in dlen Studien bestéatigt werden
und zusténdige nationale Behérden das NutzenRisikoverhaltnis des neuen Medika

ments positiv bewertet haben, kann eine Zulassung des Produkts erfol gen.
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2 Grundgedanken und Zielvorstellung

Die photodynamische Therapie und Diagnostik mit 5Aminol&vulinsdure stellt einen
neuen vielversprechenden Ansatz zur Tumorfriherkennung und Tumortherapie dar. So
haben sich im letzten Jahrzehnt die PDT und die PDD mit ALA zum dynamischsten
Feld dieses Forschungsgebiets entwickelt. Schon lange wird versucht, die geringe Li-
pophilie der 5-Aminolavulinsaure durch entsprechende Derivatisierung zu erhéhen
und damit die Membranpermeabilitdt zu steigern. Besonderes Augenmerk wurde auf
ALA-Ester gelegt und Fluoreszenzmessungen haben gezeigt, dass bestimmte Ester
eine deutliche Erhéhung der PPIX-Akkumulation erzielen.

Bei der ALA-esterinduzierten PPIX-Bildung sind zwei wichtige Schritte zu unter-
scheiden, einerseits der Transport durch die Zellmembran und andererseits die an-
schlieRende Esterspaltung durch unspezifische Esterasen. Als besonders effektiv haben
sich in zahlreichen in vivo- und in vitro-Untersuchungen der ALA-Hexylester und der
ALA-Benzylester herausgestellt. Ausgehend von diesen Leitstrukturen sollen neue
ALA-Ester synthetisiert und durch Charakterisierung ihrer zellbiologischen Eigen-
schaften geeignete Verbindungen fir die photodynamische Therapie und Diagnostik

gefunden werden.

Die Verbindungen mussen dabei bestimmte Grundvoraussetzungen erfillen, um fir
eine klinische Anwendung in Frage zu kommen:

Neben einer guten Wasserldslichkeit (= Applikation) missen die Verbindungen eine
ausreichende Stabilitét in wassrigen Losungen aufweisen. Weiterhin dirfen sie keiner-
lel Dunkeltoxizitdt zeigen, um fir eine routinemaldige klinische Anwendung in Frage
zu kommen. Ferner ist eine hohe PPIX-Akkumulation im kranken, bel gleichzeitig zu
vernachlassigend kleiner Anreicherung im gesunden Gewebe von entscheidender Be-
deutung. Zudem waére eine hohe PPIX-Anreicherung nach kurzen Inkubationszeiten
wunschenswert, um patientenfreundliche kiirzere Behandlungszeiten zu erméglichen.
Ausdriickliches Ziel war es, die Untersuchungen praxisbezogen im Hinblick auf die

klinische Anwendung und Durchfihrbarkeit zu gestalten.

Fur die zellbiologischen Untersuchungen wurden zwei verschiedene in vitro-Modelle

ausgewahlt. Als Modell fur die Harnblase dienten die Urothelkarzinom-Zelllinie J82
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sowie als Vertreter des normalen Gewebes die Urothel-Zelllinie UROTSA. Das Ko-
lonmodell wurde durch die Adenokarzinom-Zelllinie HT29 sowie als Vetreter des ge-
sunden Darmbindegewebes durch die Fibroblasten-Zelllinie CCD18 reprasentiert. In
einem ersten Screening sollte die PPIX-Akkumulation der Ester durchflusszyto-
metrisch bestimmt werden. Von den effektivsten Verbindungen sollten PPIX-
Bildungskinetiken zur Bestimmung optimaler Inkubationszeiten gemessen werden.
Neben der Dunkeltoxizitét sollte zudem das PPIX-Akkumulationsverhaltnis zwischen
Karzinomzellen und normalen Zellen bestimmt und entsprechende Akkumulationsin-
dices sollten berechnet werden. Abschlief3end sollte in Phototoxizitatstests die Eignung
der Substanzen fir die PDT getestet werden.

Ziel dieser Arbeit war es, Synthesewege fir die systematische Synthese von ALA-
Estern zu entwickeln und durch Variation der Hexylester- und Benzylester-
Grundstrukturen neue ALA-Derivate zu gewinnen. Hierdurch sollten eine hohere und
schnellere PPIX-Akkumulation, eine Erhdhung der Phototoxizitdt und eine Steigerung
der Akkumulationsindices im Vergleich zum Hexylester erzielt und somit die diagnos-

tischen und therapeutischen Eigenschaften verbessert werden.
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3 5-Aminolavulinsaurederivate in PDT und PDD

3.1 Derivatisierungsstrategien

Die exogene Gabe von 5-Aminolavulinsdure findet o

weltweit in PDT und PDD immer gréReren
Anklang. Dennoch besitzt ALA auch negative ClH;N OH

O

Eigenschaften. Aufgrund mangelnder Lipophilie

zeigt ALA ein geringes Diffusionsverméogen durch die Zellmembran und eine geringe
Penetrationstiefe in Haut und Gewebe!®®. Unter physiologischen Bedingungen liegt
ALA ds Zwitterion vor. Sie wrd im Magen-Darmtrakt und durch das Stratum cor-
neum (Hauptbarriere beim Eintritt durch die Haut) nur unzureichend aufgenommen.
Folglich mussen hohe ALA-Dosen verabreicht werden, um die fir eine PDT ndtigen
PPIX-Konzentrationen zu erreichen. Weitere negative Faktoren sind neben einer in-
homogen Biodistribution auch kinetische Aspekte!*!. So dauert es ca. vier Stunden bis
die zu einer Fluoreszenzendoskopie nétige PPIX-Menge gebildet ist. Um die Zeit-
spanne zwischen oraler Gabe und Untersuchung zu verkirzen, misste bei Verwen-
dung von ALA ene hohere Konzentration verabreicht werden, was auf grund schédli-
cher Nebenwirkungen (in sehr hohen Dosen wurde fir ALA sogar Toxizitét nachge-
wiesen) zu vermeiden ist.

Die Synthese von 5 Aminolavulinsdurederivaten stellt einen vielversprechenden An-
satz dar, die therapeutischen Eigenschaften von ALA zu verbessern. Entscheidend ist
hierbel neben der Erhéhung der Membranpermeabilitdt, dass aus dem Derivat (ALA-
Prodrug) durch entsprechende Enzyme in der Zelle moglichst rasch ALA freigesetzt
und die PPIX-Biosynthese gestartet wird. Die 5-Aminol&vulinsdure liegt als kéufliches
Produkt in Salzform (Hydrochlorid) vor. Sie besitzt drel funktionelle Gruppen (Carbo-
nyl-, Carboxyl- und Aminofunktionalitat), die fir eine Modifikation in Frage kommen.
Diese Multifunktionalitdt eroffnet viele Moglichkeiten, macht aber gleichzeitig geziel-
te Synthesen aufgrund maoglicher Nebenreaktionen schwierig. Es wurden auf3er intra-
molekularen Ringschlissen (? Lactam) auch Dimerisierungen (? Porphobilinogen)

und andere Konkurrenzreaktionen bei Einsatz entsprechender Reagenzien beobachtet.
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Neben einer gewtnschten Veresterung kdnnen nach Aktivi erung der Carbonsaure so
theoretisch intermolekulare Amidbildung und intramolekul arer Ringschluss (? Sechs-
ringlactam) auftreten. Die exzellente Wasserloslichkeit des 5-Aminolévulin
séurehydrochlorids, ein grof3er Vorteil bei der Applikation, ist der entscheidende
Nachteil bei der Synthese. ALA-Hydrochlorid 16st sich nur sehr schlecht bzw. Uber-

haupt nicht in organischen Solvenzien.

3.2 5-Aminolavulinsaureester

1995 wurde von Peng et al [** %4 erstmals nachgewiesen, dass verschiedene ALA-Ester
eine stérkere Fluoreszenz in Hautzellen hervorrufen as die freie Saure. Ein Jahr spéter
bestétigten Kloek et al[*¥ diese These, als sie bei in vitro-Extraktionsversuchen fest-
stellten, dass bestimmte Ester eine deutlich hthere PPIX-Akkumulation als ALA indu-
zierten. So konnte die PPIX-Anreicherung im Vergleich zu ALA um das 30-fache ge-
steigert werden, wobel die grofdten Unterschiede bei sehr kurzen Inkubationszeiten
erzielt wurden. Die Ursachen fir die unterschiedliche ALA- bzw. ALA-esterinduzierte
PPIX-Akkumulation sind bisher noch nicht eindeutig geklart. Verschiedene zellulére
Auf nahmemechanismen (ALA: aktiver Transport durch Peptid-Carriersystem, Ester:
passive Diffusion) fuhren zu einer schnelleren Aufnahme der Ester im Vergleich zu
ALA. PPIX-Bildungskinetiken nach Kurzzeitinkubation sowie Messungen der Auf-
nahmegeschwindigkeit durch Radiomarkierung von ALA und ALA-Estern®? zeigen,
dass die Ester sehr viel schneller in die Tumorzelle aufgenommen werden als ALA.
Der drastische Unterschied in der Aufnahmegeschwindigkeit fihrt zu einer extremen
Steigerung der ALA-esterinduzierten PPIX-Akkumulation auch nach kurzen Inkubati-
onszeiten und bei geringen Konzentrationen. Somit werden die fur die PDD und PDT
notigen PPIX-Anreicherungen auch nach kurzen und somit patientenfreundlichen In-
kubationszeiten erzielt. Die PPIX-Akkumulation hangt in entscheidendem Malie von
der Struktur des zur Veresterung verwendeten Alkohols ab. So sind geradkettige, kur-
ze Kohlenwasserstoffketten (C1-C3) weniger effektiv as ALA, wohingegen langere
Reste (C5-C8) deutlich hohere Anreicherungen erzielen. So steigt der intrazelluléare
PPIX-Gehalt mit steigender Kettenlange bis zu eéinem Maximum bei C5/C6 an. Trotz
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zunehmender Lipophilie nimmt die PPIX-Akkumulation ab dem Hexylester wieder ab.
Das bedeutet, dass bei zu grof3er Lipophilie der Ester nach Eirtritt in die Zellmembran
dort zuriickgehalten und nicht in das Zytosol eingeschleust wird*®. Viele Faktoren
beeinflussen also die Effektivitdt eines ALA-Derivats. Steigende Lipophilie fuhrt zu
einer verbesserten Biopermeabilitdt (Diffussion durch Zellmembran, Magen
Darmschleimhaut und Stratum Corneum). Bel zu grofer Lipophilie kommt es anderer-
seits zu einer Anreicherung in der Membran und die Verbindung gelangt nicht in das
Mitochondrium, dem Ort der PPIX-Synthese. |dealerweise sollte das Derivat demzu-
folge sowohl lipophile wie hydrophile Eigenschaften in sich vereinen. Systemische
(z.B. orale) Applikation erfordert eine Stabilitdt der ALA-Derivate gegen enzymati-
sche Hydrolyse im Magen-Darmbereich, um eine Abspaltung der permeabilitatsstel-
gernden Gruppen vor Eintritt in die Tumorzelle zu verhindern. Das Verfahren der
Mikroverkapselung ist eine Mdglichkeit hydrolyseempfindliche Arzneistoffe (z. B.
Peptide, Proteine) durch Einbringen in bioabbaubare Polymere vor der Hydrolsye im
GIT zu schitzen und eine ausreichende Verflgbarkeit in der Zielzelle zu ermdglichen.
Andererseits muss die Schutzfunktion des ALA-Derivats jedoch, in der Tumorzelle
angelangt, moglichst rasch durch Enzyme (Esterasen, Amidasen) abgetrennt werden,
um die PPIX-Synthese (ALA-Dehydrogenase etc.) in Gang zu setzen*®. Die Ge-
schwindigkeit dieser Enzymreaktionen wird in entscheidendem Mal3e von der Wech-
selwirkung zwischen Enzym und Substrat beeinflusst (rdumliche Anordnung reaktiver
Zentren, L adungen etc.).
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3.3 Transportmechanismus durch die Zellmembran

Ein limitierender Schritt bei der ALA-induzierten PPIX-Biosynthese ist der Transport
durch die Zellmembran. Deshalb ist es von grof3em Interesse, die dabei ablaufenden
Mechanismen aufzudecken, um mal3geschneiderte Verbindungen fur die PDD und die
PDT zu synthetisieren. Langkettige ALA-Ester werden schneller und leichter aufge-
nommen als die freie Saure. Die nétige Inkubationsdosis zum Erreichen eines le-
stimmten PPIX-Levels wird hierdurch um das 30-150fache erniedrigt, was wahr-
scheinlich auf unterschiedlichen Aufnahmemechanismen beruht. K. Berg et al *”! pos-
tulierten fir ALA einen aktiven Transport durch BETA- und GABA-Carrier, die den
Transport der ALA strukturell dhnlicher Verbindungen b-Alanin, Taurin (BETA) und
gAminobuttersaure (GABA) bewerkstelligen. Eine Aufnahmekinetik wurde anhand
Cl4-gelabelter ALA an einer Adenokarzinom-Zelllinie (WiDr) verfolgt (Michaelis-
Menten-Kinetik: K, = 8-10 mmol, V= 18-20 nmol (mg Protein*h)™). Die Tempera-
turabhéngigkeit der ALA-Aufnahme wurde in einem Temperaturbereich von 15-32°C
bestimmt. Der Arrhenius-Plot ergab eine Aktivi erungsenergie von 112 kJ/mol. Der
ALA-Transport war Na'- und in geringem Malke Cl-abhangig und wurde durch >
Aminosauren (3-Alanin, Taurin) und g Aminoséuren (g-Aminobuttersaure) gehemmt.
Diese Ergebnisse sprechen fir einen aktiven Transport von ALA. Im Gegensatz hierzu
zeigten [ Aminosduren keinerlei Einfluss auf die durch ALA-Methylester und ALA-
Hexylester induzierte PPIX-Produktion. ALA wird a so mdglicherweise im Gegensatz
zu ALA-Estern durch 13- und g Aminosaure-Carriersysteme in die Zellen transportiert.
Aufnahmekinetiken mit radiomarkierter ALA an einem in vitro-Modell des GIT zei-
gen, dass nach ALA-Inkubation bei unterschiedlich differenzierten Adenokaranom-
Zdllinien (G1-G3) sowie bei einer Kolonfibroblasten-Zelllinie vergleichbare intrazel-
luldre ALA-Mengen detektiert wurden, obwohl daraus signifikante zelllinienspezifi-
sche Unterschiede im PPIX-Level resultierten. Somit scheint bel ALA die PPIX-
Biosynthese und nicht die ALA-Aufnahme entscheidender Faktor fir eine tumorsel ek-
tive PPIX-Akkumulation zu sein, was durch Nachweis einer im Vergleich zu den
Fibroplasten erhohten Porphobilinogen-Deaminase-Aktivitdt und einer erniedrigten

Ferrochelatase-Aktivitdt in den Karzinomzelllinien bestétigt wurde. Eine analoge Un-
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tersuchung mit radiomarkierten ALA-Estern an unterschiedlich differenzierten Karz-
nomzelllinien und Fibroblasten wurde bisher noch nicht durchgefthrt. Bel dem Ver-
gleich zwischen ALA und AL A-Ester bedingt die unterschiedliche zelluléare Aufnahme
und nicht die PPIX-Biosynthese die extremen Unterschiede in der PPIX-
Akkumulation.

Bel der Diskussion der drastischen Unterschiede in der PPIX-Akkumulation nach Ga
be verschiedener ALA-Ester muss sowohl die zelluldre Aufnahme als auch die enzy-
matische Esterhydrolyse berticksichtigt werden. Eine Aufnahmekinetik unterschiedlich

strukturierter radiomarkierter Ester kdnnte dazu einen entscheidenden Beitrag leisten.

3.4 ALA-Dehydrogenase

Wie in Kapitel 15 beschrieben, katalysiert die ALA-Dehydrogenase (ALA-D) die
Kondensation von zwei Molekilen ALA zu Porphobilinogen (PBG). Diesist ein wich-
tiger Schritt bei der Porphyrinbiosynthese (Abb. 4). Als Bestandteil der Hamoproteine,
Chlorophylle und des Cobalamins (Vitamin B12) spielen die Porphyrine in vielen es-
senziellen Lebensvorgéngen eine wichtige Rolle. Porhyrin-Eisenkomplexe sind als
prosthetische Gruppen der Cytochrome, Peroxidasen und des Hamoglobins fir den
Elektronen- und Sauerstofftransport im Korper unentbehrlich. Bei der Photosynthese
ermoglichen Porphyrin-Magnesiumkomplexe im Chlorophyll durch Lichtabsorption
die ATP-Bildung und im Vitamin B12 katalysiert ein Porphyrin-K obaltkomplex Iso-
merisierungs-, Gruppenibertragungs- und Redoxreaktionen. ALA-D (E.C. 4.2.1.24) ist
aufgrund der universellen Bedeutung bei der Porphyrinbiosynthese in sehr vielen Or-
ganismen vorhanden und wurde bereits aus Bakterien, Pflanzen und Tieren isoliert.
Zwei Jahre nach der erstmaligen Isolierung aus Huhnererythrocyten durch Granick im
Jahre 1954 erkannten Dressel und Falk, dass ALA-D schon durch minimale Bleimen-
gen signifikant in ihrer Aktivitdt gehemmt wird. So kdnnen mittels einer ALA-D-
Aktivitétsbestimmung der Blutbleispiegel untersucht und beginnende Bleiintoxikatio-

nen erkannt werder*®,
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Abbildung 4: Porphabilinogen-Bildung

ALA-D ist ein Zinkenzym, das aus acht identischen Untereinheiten besteht und zwei

unterschiedliche Substratbindungsstellen besitzt. Charakteristisch ist, dass das Enzym

zum Erreichen der ollen Aktivitdt Disulfidbricken-reduzierende Agenzien (Thiolak-

tivatoren) wie Glutathion oder Cystein bendtigt. Thiolgruppenalkylierende Verbin-

dungen oder SH-gruppenspezifische Hemmstoffe (Hg, Pb) hingegen bewirken eine

Aktivitdtshemmung. Alle ALA-Dehydrogenasen von Saugetieren besitzen zwei aktive
Zentren (A und P). Im ersten Schritt der PBG-Synthese kommt es zu einer Schiff-

Basenreaktion zwischen der Aminogruppe eines Lysinseitenrests von ALA-D (P-
Seite) und der Ketofunktion des ersten ALA-Molekils (Abb. 5).

NH,

H.N +

Abbildung 5: Bindung des ersten ALA-Molekiils an das P-Zentrum von ALA-D 1*?
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Dieser Teil stellt spéater den , Propionaseitenarm” des PBG dar (P: Propionat). Dies
ermoglicht dem zweiten aktiven Zentrum (A: Acetat) ein weiteres Molekil ALA zu
binden, das den , Acetatseitenarm” im entstehenden PBG bildet. Eine Stabilisierung
des Enzym-Substratkomplexes erfolgt durch Coulomb-Wechselwirkung zwischen e-
nem positiven Enzymzentrum und dem negativen Carboxylatrest von ALA. Bei
ALA-Estern fehlt diese stabilisierende Wechselwirkung (kein freier Carboxlyrest),
was die Bildung eines stabilen Komplexes und somit die anschlief3ende Kondensation

erschwert.

3.5 Syntheseplannung

Sowohl der Transport durch die Zellmembran als auch die anschlief3enden Enzymresk-
tionen stellen grofRe Anspriiche an die verwendeten Substrate. So gilt es, ideale Struk-
turen zu erkennen und diese synthetisch zu verwirklichen. Der ALA-Hexylester und
der ALA-Benzylester haben sich in zahlreichen in vivo- und in vitro-Untersuchungen
als besonders erfolgreich herausgestellt. Ausgehend von diesen Leitstrukturen wurden
zahlreiche neue ALA-Ester synthetisiert.

Diaminokomponenten wurden tber Ester bzw. Amidbindungen an ALA
geknupft. Nach der enzymatischen Hydrolyse kénnten die freigesetzten
Diaminofragmente als Eisen-Komplexbildner dienen und somit, wie in
Kapitel 1.5.1 beschrieben, eine Steigerung der PPIX-Produktion bewir-

ken.

ALA wurde mit Oxaalkylketten verschiedener Lange und unterschiedli-
chem Verhdltnis unpolarer CH,-Gruppen und polarer Sauerstoffatome
(C/O: 2.5, 3, 4, 5) versehen. Solche Oxaalkylgruppen werden an Mole-
kile angebracht, um deren Lipohilie und die damit verbundene Memb-

ranpermeabilitét zu veréndern.

Des Weiteren wurde ALA mit geradkettigen Alkoholen mit unterschied-
lichem Fluorierungsgrad und unterschiedlicher Kettenlange (C,H,F,
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CsHsFg, GH4Fy, GH,F43) verestert. Die elektronenziehenden Subsituen-
ten sollten eine Aktivierung der Esterbindung und dadurch eine raschere
PPIX-Produktion bewirken.

Thiocarbonsdure-S-ester weisen gegentber ihren Sauerstoff-Analoga a-
ne hohere Reaktivitdt auf, wovon in biologischen Systemen in vielfélti-
ger Welise Gebrauch gemacht wird (z.B. Acetyl-CoA). Es wurde der dem
Hexylester analoge ALA-Thiohexylester synthetisiert. Nach enzymati-
scher Hydrolyse kdnnte das frelwerdende Thiol zu einer Aktivierung der
ALA-Dehydrogenase und somit zu einer Steigerung der PPIX-
Akkumulation fihren (Thiolaktivierung der ALA-D, vgl. Kapitel 1.5.1).

Neben dem ALA-Phenylester wurden aktivierte ALA-Benzylester mit
elektronenziehenden Gruppen (F, CF;, 4xF, 5xF, NO,) synthetisiert, um

den Substituenteneinfluss auf die PPIX-Produktion zu untersuchen.

Die Synthese von ALA-Oligoestern stellt eine weitere Mdglichkeit zur
Steigerung der PPIX-Akkumulation dar. Es wurde die Idee verfolgt, in
einem Molekul mehrere ALA-Einheiten zu binden, damit bei der intra-
zelluléen Hydrolyse nicht nur ein, sondern mehrere ALA-Molektle zur
PPIX-Biosynthese zur Verfligung stehen. Da sowohl der Transport durch
die Zellmembran als auch die anschlief3ende Hydrolyse in hohem Male
von der Grof3e und den sterischen Anspriichen des Molekils abhéngen,
wurden moglichst einfache ALA-Diester bzw. ein ALA-Tetraester syn-
thetisiert. Als Alkoholbricken dienten hierbel Glykol, der 14-
Dibenzylalkohol als Analogon zum Benzylester sowie als einfache

Tetrahydroxyverbindung Pentaerythrit.

Als Vergleichssubstanzen fur die in vitro-Testung wurden der ALA-
Hexylester und der ALA-Benzylester synthetisiert.



5-Aminolavulinsiurederivate in PDT und PDD 31

3.5.1 Synthese von 5-Aminoléavulinsaureestern mit Thionylchlorid

In einem japanischen Patent®® vom Jahre 1992 wurde ein einfacher einstufiger Syn-
theseweg zur Darstellung von ALA-Estern mit Thionylchlorid vorgestellt. Dabei wird
ALA 1 in dem zu veresternden Alkohol gel6st und unter Eiskiihlung durch Zutropfen
von Thionylchlorid zum Ester umgesetzt (Abbildung 6). Nach Umkristallisation erhalt
man die ALA-Ester-hydrochloride in guten Ausbeuten. Nach dieser Methode wurden
Ester 2-9 synthetisiert (Abb. 6). Diese Synthesemethode ist jedoch in ihrer Anwend-
barkeit sehr beschrankt, da der zu verwendende Alkohol als Lésungsmittel dient und
im Uberschuss eingesetzt werden muss. So kénnen nur fliissige Alkohole mit nicht zu
hohem Siedepunkt verwendet werden (problematische Reinigung z.B. der Ethylengly-
kolderivate).

0 0

ROH R
CIH3N OH -
, W SOZCl ClHSN/Y\)‘\O

0 o)
1

2R= (CH2)5CH3

=CH,Ph

=CH,CH,0CH;
=CH,CH,0CH,CHj
:CH2CH2CH2CH20CH3
=CH,CH,0CH,CH,OCH,
=CH,-p-F-Ph

9 =CHj

Abbildung 6: ALA-Ester synthese mit Thionylchlorid'™
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Zudem muss eine ausreichende Ldslichkeit von ALA im gewéhlten Alkohol gewahr-
leistet sein, was oftmals nicht der Fall ist. Somit ist die Veresterung mit Thionyl-
chlorid, die bisher als Standardsynthesemethode fir ALA-Ester in der Literatur auf-
taucht, nicht geeignet, um eine systematische Synthese unterschiedlich substituierter
Ester durchzufihren. Um dies zu erreichen, muss zunéchst die Aminogruppe von ALA
geschitzt werden. Dies ist elnerseits nétig, um eine ausreichende Loslichkeit in orga
nischen Solvenzien zu gewahrleisten. Andererseits ist die Schutzgruppentechnik ana
log der Peptidchemie unbedingt erforderlich, um eine gezielte Veresterung ohne még-

liche Konkurrenzreaktionen (Amidbildung) zu erzielen.
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3.5.2 Schutz der Aminofunktion von 5-Aminolavulinsaure

Zur Blockierung der Aminofunktion bei organischen Synthesen steht eine Vielzahl
von Schutzgruppen zur Verfigung. Anwendung findet die Schutzgruppenchemie im-
mer dann, wenn mehrere funktionelle Gruppen in einem Molekil um einen Reaktions-
partner konkurrieren und somit eine gezielte Reaktion ohne Nebenprodukte nicht mog-
lich ist. Haufig wird die Schutzgruppentechnik zur Darstellung von Naturstoffen, wie
z.B. Peptiden, Alkaloiden und Nukleotiden, verwendet. Entscheidende Kriterien fur
die Wahl einer Schutzgruppe sind neben der Methode der Einfihrung, ihre Stabilitat
wahrend der Reaktionssequenz und die Leichtigkeit ihrer Abspaltung. Besonders in
der Peptidchemie kommt sehr haufig die BOC-Schutzgruppe zur Anwendung. Sie ist
einerseits in einem weiten pH-Bereich (4-12) stabil und kann andererseits unter sauren
Bedingungen (Trifluoressigsaure, HCI-geséttigte Essigesterlosung etc.), bei denen
noch keine Esterhydrolyse zu befiirchten ist, abgespalten werden. Dabei tritt der tert-
Butyloxycarbonylrest unter Bildung zweier gasformiger Produkte, |sobuten und Koh-
lendioxid, aus.

5-Aminolavulinsaurehydrochlorid 1 wurde in Wasser gelést, mit 2N NaOH ein pH-
Wert von 8.5 eingestellt und anschlief3end mit BOC-Anhydrid versetzt. Nach Ablauf
der Reaktion und entsprechender Aufarbeitung wurde BOC-geschitzte 5-

Aminolévulinsdure 10 isoliert (Abb.7).

O NaOH

pH 8.5

O

1
Abbildung 7: Synthese von BOC-5-Aminoldvulinsiure 10[51

Des Weiteren wurde die Aminogruppe der 5Aminolévulinsaure mit einer Phthal -
Schutzgruppe versehen. Hierzu wurde zundchst Tetrahydrofurfurylamin mit Phthal séu-
reanhydrid zu N-Tetrahydrofurfurylphthalimid umgesetzt. Im néchsten Schritt erfolgte
eine oxidative Offnung des Tetrahydrofuranrings, wobei nach entsprechender Aufar-

beitung 5- Aminol&vulinsdurephthalimid 11 isoliert werden komte (Abb. 8).
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Abbildung 8: Synthese von 5-Aminoldvulinsiurephthalimid 11

3.5.3 Veresterung durch EDC-Kupplung

In der Peptidsynthese spielt die in sit-Aktivierung von Carbonsauren mit Carbodiimi-
den (z.B. DCC) ene grof3e Rolle. Durch Addition der Carbonséure an die C/N Dop-
pelbindung dieser Reagenzien entstehen sogenannte O-Acylisoharnstoffe. Erwar-
tungsgemal’ reagieren diese mit guten Nucleophilen (Alkohole, Amine, etc.) am Car-
boxylkohlenstoff des Carbonsaureteils zu den entsprechenden Produkten (Ester, Ami-
de ..)*¥. Um diese Methode in der Synthese fiir ALA-Ester einzusetzen, muss -
nachst die Aminofunktion von ALA geschiitzt werden, um eine Amidbildung zu wn-
terbinden. BOC-Aminoléavulinsdure 10 ist im Gegensatz zu ALA 1 in organischen
Solvenzien (CH,Cl, etc.) sehr gut |6slich und kann mit 1-Ethyl-3-[3-(dimethylamino)-
propyl]carbodiimid-hydrochlorid (EDC: wasserldsliches Carbodiimid) und einem A-

kohol zum entsprechenden BOC-geschiitzen Ester umgesetzt werden (Abb. 9).



5-Aminolavulinsiurederivate in PDT und PDD 34

—— _C +
+ P | . /\N/ H
N Cl
C |
7
EDC
R
(0]
H H | 0
Cl ) o H | ;
\/N\C/N\/\/Tr\ + )k - \c:/N\/\/II\H\CI
g 4 R Nu W H

Abbildung 9: Mechanismus der Ester synthese durch EDC-Kupplung

Um wasserl6sliche Verbindungen zu erhalten, miissen nach der Veresterung die BOC-
Schutzgruppen abgespalten werden. Hierzu wird die geschiitzte Verbindung in Essig-
ester gel6st und anschlief3end unter Eiskiihlung mit einer HCI -geséttigten Essigesterl 6-
sung ca. 30 Minuten gerthrt. Bei Erwédrmen auf Raumtemperatur treten die tert-

Butyloxycarbonyl-Reste unter Bildung zweier gasformigen Produkte (Kohlendioxid
und Isobuten) aus.

H
0 c|)+ OH
HCI/EtOAC
)k R - <—>\ )\ R
o) N7 R 07+ >N
H © H H

R—NHsCl  + >: + CO,

Abbildung 10: Entfernen der BOC-Schutzgruppe™”

Die vollstandige Entschitzung wird anhand DC-Kontrolle (Ninhydrinfarbung) Uber-

pruft. Die entsprechenden Hydrochloride fallen as weil3e Niederschldge aus und wer-
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den Uber eine Stickstofffritte abgesaugt. Man erhalt sehr gut wasserl6sliche, meist hyg-
roskopische Hydrochloride in Form von farblosen Pulvern. Mit dieser Synthesestrate-
gie konnten die neuen ALA-Ester 12-21 in guten Ausbeuten gewonnen werden (Abb.
11).

%%MOH = A
>< )k W‘\ ——— CIHWW

r F
F
R= 12 O/\O\ 13 O 14 O/WFBO
/
R FFE F
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F FFE F F

20 O F 21 87 NN
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Abbildung 11: ALA-Estersynthese durch EDC-Kupplung>

3.5.4 Synthese von 5 Aminoléavulinsaureoligoestern

Aufgrund der groféen Hydrophilie der 5-Aminolé&vulinsdure ist deren Akkumulation im
Tumorgewebe beschrankt. Eine Erhéhung der Lipophilie kann durch die Verwendung
von ALA-Estern erreicht werden. Dies fihrt zu einer gesteigerten ALA-Aufnahme und
einer damit verbundenen gesteigerten PPIX-Bildung im Tumorgewebe. Eine Weiter-
entwicklung dieser Strategie stellt die Verkntpfung mehrerer ALA-Einheiten in einem
Molekll dar. So konnte ein Molekil mehrere ALA-Einheiten deichzeitig in die Zelle
transportieren. Sinnah et a. °® stellten 2001 die Synthese von ALA-Dendrimeren vor,
in denen 6, 9 oder 18 ALA-Einheiten in einem Molekll gebunden sind. Bel der Be-

stimmung der PPIX-Akkumulation in vitro induzierte das Dendrimer mit 9 ALA-
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Einheiten vergleichbare Fluoreszenzwerte und das Dendrimer mit 18 ALA-Einheiten
etwa doppelt so hohe Fluoreszenzwerte wie ALA. Die erhoffte deutliche Steigerung
der induzierten Fluoreszenz mit steigender Anzahl der gebundene ALA-Molekile
konnte demzufolge nicht beobachtet werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen er-
hielten bel der Auswahl geeigneter Oligoester einfache Strukturen den Vorzug vor
grofReren Systemen. Es wurden zwei ALA-Diester (Diglykolester 22, Abb. 12, Diben-
zylester 23, Abb. 13) und ein ALA-Tetraester 24 (Abb. 14) synthetisiert. Intrazellulére
Esterhydrolyse fihrt somit zur Freisetzung von zwei bzw. vier ALA-Molekilen pro
eingeschleuster Einheit, was eine erhohte PPIX-Akkumulation im Vergleich zu den
Monoestern zur Folge haben konnte. Besonderes Augenmerk liegt hierbei auf dem

ALA-Dibenzylester 22, der als Grundstruktur die erfolgreiche Benzylesterstruktur

aufweist.
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Abbildung 12: Synthese von Bis-ALA-diglykoldiester-dihydrochlorid 22
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Abbildung 13: Synthese von Bis-ALA-1,4-dibenzyldiester-dihydrochlorid 23
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Abbildung 14: Tetrakis-ALA-pentaerythrityltetraester -tetrahydrochlorid 24
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3.5.5 Synthese von 5-Aminolavulinsaure-Diaminoderivaten

Bei der PPIX-Bioynthese wird durch die so genannte Feedback-Kontrolle die intrazel-
luldre ALA-Synthese gesteuert. Das Enzym Ferrochelatase katalysiert die Einlagerung
von Eisen in PPIX, wodurch H&m gebildet wird. Eine Verringerung der intrazellul &en
Eisenkonzentration durch Komplexierungsreaktionen fuhrt zu einer Steigerung der
PPIX-Akkumulation.

In vitro-Tests " ¥ zeigen, dass die PPIX-Anreicherung in Karzinomzelllinien durch
Zugabe von Eisen-Chelatkomplexbildnern wie z. B. EDTA oder DEF (Deferoxamin)
deutlich erhoht werden kann. Sehr fraglich ist jedoch, ob in vivo nach der Applikation
einer Mischung aus ALA und dem Komplexbildner der Ligand in die Tumorzellen
gelangt, um dort die gewiinschte Steigerung der PPIX-Akkumulation zu bewirken. Die
VerknUpfung eines Chelatliganden wie z.B. eines Di aminoalkohols oder einer Diami-
nosaure mit ALA Uber eine Ester- bzw. Amidbindung konnte zu einer Anreicherung
des ALA-Diaminoderivats im kranken Gewebe fuhren. Nach Abspaltung des Diami-
nofragments durch intrazelluldre Esterasen bzw. Amidasen sollte die Eisen-

Komplexierung eine Steigerung der PPIX-Akkumulation bewirken.

3.5.5.1 Synthese von Di-BOC-geschutzten Diaminoverbindungen

Als Diaminofragmente wurden 1,3-Diaminopropanol, 3,4-Diaminobenzoesaure und
2,3-Diaminopropionsdure verwendet. Bei der Komplexierung von intrazellulérem H-
sen sollten sich somit stabile Finf- und Sechsringsysteme bilden. Die Diaminokompo-
nenten werden vor der Kupplung mit ALA zum Ester bzw. Amid zunéchst mit BOC-
Schutzgruppen versehen. Dabei kommen unterschiedliche Methoden zur Anwendung.
1,3-Diamino-2-propanol und 2,3-Diaminobenzoesdure werden geschiitzt, indem man
sie zusammen mit Di-tert-butyldicarbonat (BOC-Anhydrid) in Methanol bei Raum-
temperatur rahrt. Unter Gasentwicklung (Kohlendioxid und Isobuten) erh@lt man nach
Umkristallisation 1,3-Di-BOC-diamino-2-propanol und 3,4-Di-BOC-diaminobenzoe-
saure als farblose Feststoffe (Abb. 15, 16).
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Abbildung 15: Synthese von 1,3-Di-BOC-diamino-2-propanol
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Abbildung 16: Synthese von 3,4-Di-BOC-diaminobenzoesiure

Das kaufliche DL-2,3-Diaminopropionsaure-monohydrochlorid ist ein nur in Wasser
|6slicher Naturstoff, der in Mimosaceen, der Familie der Mimosen, vorkommt®®, Um
bei der anschlieffenden Amidsynthese die Bildung von Nebenprodukten zu verhindern
und die freie Saure in ein organisches Ldsungsmittel zu Uberfuhren, maskiert man die
beiden Aminofunktionen mittels tert-Butyloxycarbonylazid (Abb. 17). Letzteres wird
durch Umsetzung von tert-Butylcarbazat mit Salzsdure und Natriumnitrit herge-
stellt®, Dabei wird das entstehende Azid nicht isoliert, sondern sofort mit DL-2,3-
Diaminopropionsaurehydrochlorid umgesetzt. In einem Gemisch aus Dioxan, Wasser
und Triethylamin erfolgt dann unter Abspaltung von Stickstoffwasserstoffsiure die
Einfiihrung der BOC- Schutzgruppen innerhalb von 24 Stunden'®*.
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Abbildung 17: Synthese von N,N’-Di-BOC-DL-2,3-diaminopropionsaure
Durch Ausschitteln mit Ether entfernt man Azidreste, sauert mit Zitronensaure an und
extrahiert N,N-Di-BOC-DL-2,3-diaminopropionsaure mit Ether. Nach Umkristallisa

tion aus Ether/Petrolether (40/60) erhat man einen farblosen Feststoff.

3.5.5.2 Synthese von 5-Aminolavulinsdure-1,3-diaminopropylestern

Geschutzte Aminolavulinsaure wird mit Di-BOC-diaminopropanol mit EDC zum ent-
sprechenden Ester umgesetzt. Nach Entfernen der BOC-Schutzgruppen erhélt man die
ALA-diaminopropylester 25 und 26 als farblose Feststoffe (Abb. 18, 19).

A S
‘e o+ _.%XWL
>:o

o EtOAc | HCI
NH,CI

O /L
NH,CI

Abbildung 18: Synthese von ALA-1,3-diaminpropylester-trihydrochlorid 25
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Abblldung 19: Synthese von Pht-ALA-1,3-diaminpropylester-dihydrochlorid 26

3.5.5.3 Kupplung von 5-Aminolavulinsdureestern mit Diaminocarbon-

sauren

Die geschitzten Diaminosduren werden nach Aktivierung mit Hydroxybenzotriazol
(HOBt) und EDC mit ALA-Berzylester 3 oder ALA-Methylester 9 zum entsprechen-
den geschiitzten Amid umgesetzt (Abb. 20). Nach Entfernen der BOC- Schutzgruppen

isoliert man ALA-Methylester-3,4-diaminobenzoesdureamid-dihydrochlorid 27 as

hygroskopischen, farbl osen Feststoff. Hingegen konnten beim Entschiitzen der beiden

2,3-Diaminopropionsdureamide nicht die gewtnschten Produkte isoliert werden. Auch
eine Variation der Reaktionsbedingungen (THF/HCI, -70°C; Trifluoressigsaure)

brachte keinen Erfolg.
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Abbildung 20: Kupplung von ALA mit Di-BOC-diami nosauren™”
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4 Spektroskopische Untersuchungen

4.1 Massenspektroskopie

Bei den massenspektroskopischen Untersuchungen kommen unterschiedliche Metho-
den zur Anwendung. Die lonenerzeugung bei thermisch verdampfbaren Molekilen
erfolgt durch Elektronenstof3-lonisation (El). Dabei werden aus einer Gluhkathode
Elektronen mit einer Energie von ca. 70 eV auf das Zielmolekil geschossen, wodurch
neben lonisationen auch Fragmentierungen auftreten. Hierbel entstehen meist Radi-
kalkationen, die im Spektrum als Peak entsprechender Massenzahl erscheinen’®?. Bei
der Chemischen lonisation (Cl) kommt es zunachst durch Elektronenstol3 zur lonisati-
on des so genannten Plasmagases, wobel die dabel entstehenden Radikalkationen (z.B.
NH;") zur Bildung von positiven Molekillionen fiihren, die sich durch Zerfallsreakti-
onen stabilisieren. Vorteilhaft ist, dass im Vergleich zu ElI weniger Fragmentierungen
auftreten’®!. Nach Einbettung der Substanz in eine Matrix wird diese bei der FAB-
Spektroskopie (Fast-Atom-Bombardment) mit Gs™-lonen beschossen, wobei ionische
Verbindungen durch eine von auftreffenden Teilchen ausgelGste Stof’kaskade in die
Gasphase gebracht werden. So ergeben sich die Molekilmassen bei Spektren positiver
lonen aus den intensiven [MH]*-Signalen. Bei den untersuchten Verbindungen treten
neben dem Molekilpeak aufgrund von Fragmentierungen auch eine Reihe welterer
Peaks unterschiedlicher Intensitdt auf. Bei den Hydrochloriden konnte das durch HCI -
Abspaltung enstehende [MH-HCI]'-Fragment detektiert werden. Die BOC-geschiitzten
Ester liefern neben dem [M+NH,]*-Signal das aus der Abspaltung der tert-Butyl-
gruppe resultierende [M-C,Hg+NH,]*-Signal.

4.2 Kernresonanzspektroskopie

Die synthetisierten ALA-Ester weisen relativ einfache *H-NMR- Spektren auf, die sich
aufgrund der verschiedenen Alkoholreste unterscheiden. So zeigen alle die fur ALA
charakteristischen Signale. Im Bereich von 2.50-2.90 ppm tritt das AA'BB -
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Spinsystem der zwel benachbarten CH,-Gruppen a o)

und b auf. Bei etwa 4.00 ppm erscheint das zur
CIH,N OR

CH,-Gruppe ¢ gehdrige Signal. Als Losungsmittel o

wurden fir die geschitzten Verbindungen CDCl,
und die entschiitzten Hydrochloride CDCI ; oder D,O verwendet. Der Syntheseweg der
ALA-Ester mittels EDC-Kupplung soll am Beispiel des Bis-ALA-1,4-dibenzylester-
dihydrochlorids 23 exemplarisch dargestellt werden. Abbildung 21 zeigt das *H-NMR-
Spektrum des BOC-geschutzten Dibenzylesters in CDCl;. Neben dem Singulett der
BOC-Schutzgruppen bei 1.45 ppm sind die fur ALA typischen Signale der Methy-
lengruppen a, b und ¢ zu erkennen. Das Singulett der beiden Benzylgruppen liegt bei
5.01 ppm und bei 5.19 ppm ist das breite Singulett der Amidprotonen zu erkennen.
Dem Singulett bei 7.31 ppm kann das aromatische AA BB’ -System zugeordnet wer-
den. In Abbildung 22 ist das ‘H-NMR-Spektrum des Bis-ALA-1,4-dibenzylester-
dihydrochlorids 23 in D,O dargestellt. Das Singulett der BOC- Schutzgruppen sowie
das breite Amidsignal sind verschwunden. Das AA BB -System der beiden Methy-
lengruppen aund b bei 2.64 und 2.81 ppm ist deutlich zu erkennen.

-
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Abbildung 21: *H-NMR-Spektrum von Di-BOC-Bis-ALA-1,4-dibenzyldiester in CDCl;
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Abbildung 22: *H-NMR-Spektrum von Bis-ALA-1,4-dibenzyldiester-dihydrochlorid 21 in DO

Aus den Abbildungen 23-25 sind die *H-NMR-Spektren des ALA-Hexylesters sowie
des analogen Thiohexylesters bzw. des Nonafluorhexylesters ersichtlich. Die unter-
schiedliche chemische Umgebung (Schwefel bzw. Fluoratome) der der Esterbindung
benachbarten Methylengruppen fuhrt zu einer Verénderung der chemischen Verschie-
bung der Methylensignale. Im *H-NMR-Spektrum des ALA-Hexylesters (Abb. 23)
kann den Methylengruppen a und b das entsprechende AA'BB -System bel 2.67 und
2.83 ppm zugeordnet werden. Das Signal der der Esterbindung benachbarten Methy-
lengruppen d (t, *J(H-H) = 6.7 Hz) liegt bei 4.07 ppm. Die von der Esterbindung wei-
ter entfernte Methylengruppe e weist eine chemische Verschiebung von 1.61 ppm auf.

In Abbildung 24 ist das *H-NMR-Spektrum des ALA-Thiohexylesters in D,O darge-
stellt Die geringere Elektronegativitdt des Schwefels im Vergleich zum Sauerstoff be-
wirkt im Gegensatz zum ALA-Hexylester eine Hochfeldverschiebung der benachbar-
ten Methylengruppe e von ca. 2.9 ppm in den Bereich des AA BB -Systems.
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Im Gegensatz hierzu sind die Signale der Methylengruppen d und e im
Nonafluorhexylester (Abb. 25) aufgrund der stark elektronegativen Fluorsubstituenten
tieffeldverschoben. Das Signal der Gruppe d ergibt ein Triplett bei 4.34 ppm (*J(H-H)
= 6.1 Hz), wohingegen die Protonen der Gruppe e aufgrund der zusét zlichen Kopplung
mit den benachbarten Fluoratomen eine Multiplettstruktur im Bereich von 2.50 ppm
aufweisen, die von dem AA BB -System der Gruppen a und b Uberdeckt wird. Eine
Analyse dieser Multiplettstruktur ist aus dem Spektrum der analogen N-BOC-
geschiitzten Verbindung (Abb. 26) mdglich. Bei dem Signal der Methylengruppe g im
Bereich von 2.35-2.60 ppm liegt in erster Naherung eine Triplett-vonTriplett-
Aufspaltung (neun Linien) vor. Dabel treten neben der grof3en Kopplung der Protonen
der Gruppe g mit den beiden benachbarten Fuoratomen (PJ(H-F) = 18.3 Hz) die
K opplung mit den benachbarten Methylenprotonen f (2J(H-H) = 6.5 Hz) auf. Zudem ist
anhand der Feinstruktur (Schulterbildung) die zusétzliche Kopplung mit den
Fluorsubstituenten des (ibernéchsten K ohlenstoffatoms (*J(H-F) = 1.5 Hz) angedeutet.

D0 X e g

Abbildung 23: "HNMR-Spektrum von ALA-hexylester-hydrochlorid 2 in D,O
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Abbildung 24: *HNMR-Spektrum von ALA-thiohexylester -hydrochlorid 21 in D,O
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Abbildung 25: *H-NMR-Spektrum von ALA-1H,1H,2H,2H-nonafluor hexylester-hydrochlorid 19in DO
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5. Material und Methoden

5.1 Grundlagen der Zellkultur

5.1.1 In vitro-Modelle

Alle zellbiologischen Experimente wurden an zwel verschiedenen in vitro-Modellen
durchgefihrt. Als Modell fur die Harnblase diente die aus einem invasiven Urothel-
karzinom stammende Karzinomzelllinie J82 mit niedrigem Differenzierungsgrad [G3].
Normale urotheliale Zellen wurden durch die Zelllinie UROTSA reprasentiert, welche
aus normalem Urothel enthommen und durch Virus-Transformation immortalisiert
wurde. Als in vitro-Modell des Gastrointestinaltrakts wurden wiederum zwei humane
Zéelllinien verwendet. Die mittelgradig differenzierte Zelllinie HT29 [G2] wurde aus
dem kolorektalen Adenokarzinom einer 44-jdhrigen kaukasischen Patientin isoliert.
Als Phanotyp des normalen Kolons diente die KolonfibroblastenZelllinie CCD18, die
aus dem Kolonresektat einer 2.5 Monate alten M&dchens etabliert wurde. Die verwen-
deten Zelllinien stammen von der Zellkulturbank American Type Tissue Collection
(ATTC). Alle Zélllinien wachsen adhérent in Monolayerschichten, d.h. sie bilden a-
nen mehr oder weniger dichten Zellrasen auf dem Boden der Kulturflasche (Abb.27).
Der Vergleich von J82 und UROTSA ist der Vergleich von Tumor und normalem
Urothel, wohingegen der Vergleich HT29 und CCD18 den Vergleich von Tumor und
Fibroblast, d.h. Tumor und stromaler Unterlage, darstellt. Fibroblasten haben einen
noch geringeren PPIX-Metabolismus as das normale Urothel. Die Virus-
Transformation zur Immortalisierung der Urothel-Zelllinie UROTSA fihrt zu einem
beschleunigten Zellwachstum, weshalb der Unterschied zum Normal urothel in vivo
noch grof3er ist alsin der Kultur. Somit sind fur die PPIX-Akkumulation sowie daraus
resultierenden Grolen wie Akkumulationsindex und Phototoxizitét im Kolonmodell
HT29/CCD18 deutlich grofere Unterschiede as im Urothelmodell J82/UROTSA zu

erwarten.
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Jg2 HT 29

CCD18

Abbildung 27: Phasenkontrastaufnahmen der verwendeten Zelllinien

5.1.2 Methoden der Kultivierung!®* ®

Die Zellen wurden in Polystyrolflaschen der GréRe T75 (75 cm? Wachstumsflache)
kultiviert. Die verwendeten L 6sungen wurden vor Gebrauch auf 37°C thermostatisiert.
Alle zwei Tage erfolgte ein Wechsel der Medien (J82: Roswell Park Memorial Institu-
te 1640 (RPMI), 5% FKS (fotales Kaberserum); HT29: Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM), 5% FKS; UROTSA; RPMI, 5% FKS; CCD18: Minimum Essential
Medium (MEM), 5% FKYS). Jedes Medium war zusétzlich mit 1% Natriumpyruvat und
1% L-Glutamin versetzt. FKS enthélt essenzielle Wachstumsfaktoren, die zugesetzten

Verbindungen sind fur den Stoffwechsel erforderlich. Es wurden weder ein Antibioti-
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kum (Abwehr von eingeschleppten Bakterien oder Keimen) noch ein Zusatz von Phe-
nolrot (Indikator fUr das Alter des Mediums) verwendet, da diese bei den Fluoreszenz-
untersuchungen stéren. Die Kulturflaschen wurden in einem Brutschrank unter sterilen
Bedingungen aufbewahrt (wasserdampfgeséttigte Atmosphéare, 37°C, 5% CO,). Bei
Erreichen subkonfluenten Wachstums wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde das
Medium abgesaugt, die Zellmonolayerschicht mit 10 ml phosphatgepufferter Sazl6-
sung (PBS, pH=7.6, 37°C) gewaschen und jede T75-Flasche mit ca. 1 ml Trypsinl6-
sung (0.1% Trypsin, 0.04% EDTA in isotonischer Kochsalzlésung) versetzt. Nach ca.
6 Minuten wurde die vollsténdige Ablésung der Zellen unter dem Phasenkontrastmik-
roskop kontrolliert. Die Zellen wurden in 10 ml FKS-haltigem Medium (Abstoppen
der Trypsinwirkung) resuspendiert. Anschlief3end wurden sie in 50 ml-Falcon-Tubes
Uberfuhrt und abzentrifugiert (Rotor 30 cm, 1200 Umdrehungen, 5 Minuten). Der ent-
standene Bodensatz (Pellet) wurde in 10 ml Medium resuspendiert. Dann wurden die
Zellen mit einer Pipette vereinzelt. Nach der Bestimmung der Zellkonzentration in
einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Phasenkontrastmikroskop erfolgte die Aussaat
mit der gewtnschten Zellzahl in den entsprechenden Kulturgeféen. Alle Messungen
wurden im postkonfluenten Wachstumszustand durchgefiihrt, welcher durch Aussaat

nach folgenden Bedingungen erreicht wurde:

Zéellinie postkonfluent Wachstumsdauer
J82 6" 10°/cm’ 8d
HT29 5" 10%/cm’ /d
UROTSA 6~ 10%/cm? 10d
CCD18 1" 10%cm? 8d

Tabelle 1;: Wachstumsdichten der verwendeten Zelllinien

5.2 Absorptions- und Emissionsspektrum von PPIX

Das zu vermessende PPIX besitzt in Abhangigkeit vom Ldsungsmittel neben vier klei-
nen Absorptionsbanden zwischen 500-630 nm (Q-Banden) ein Absorptionsmaximum

(Soretbande) bel ca. 400 nm. Anregung bei 398 nm ergibt ein Emissionsmaximum bei
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604 nm in einer 1:1-Mischung aus Methanol und einmolarer Perchlorsdure (Abb. 28).
Die Messung von Fluoreszenzspektren ist in viel grofRerem Mal3e von der Wechsel-
wirkung mit den umgebenden Ldsungsmittelmolekilen abhangig as die Messung von

Absorptionsspektren.
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Abbildung 28: Absorptions- und Emissionsspekirum von PPIX (MeOH/1Im HCIO,=1:1)

5.3 Durchflusszytometrie

5.3.1 Prinzip

Bei durchflusszytometrischen Messungen (FACS: fluorescence activated cell scan-
ning) wird eine Zellsuspension Uber eine Kantle angesaugt, in einem konstanten Fluss
an einem Laserstrahl vorbeigefthrt und die dabei induzierte Fluoreszenz detektiert,
sowie das Streulichtverhalten der Zelle gemessent®®. Als Tragerflissigkeit dient hier-

bei eine isotonische Kochsalzldsung mit Zusatz eines Desinfektionsmittels (HUllfl Us-
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sigkeit). Der Geschwindigkeitsgradient in der Dise bewirkt, dass die Zellen einzeln
nacheinander den Laserstrahl passieren, wobei Raten von mehreren 1000 Events/s
moglich sind. Im verwendeten Durchflusszytometer (FACSCalibur) dient ein Argon-

lonen-Laser (?=488 nm, 15 mW) zur Anregung.

5.3.2 Lichtdetektion!®”

Beim Passieren des Laserstahls streut jedes Teilchen einen Teil des Anregungslichts.
Dieses Streulicht wird in Richtung des Laserstrahls (1.5-10°, Vorwaértsstreulicht, for-
ward scatter light, FSC, 488 + 5 nm) und senkrecht hierzu (90°, Seitwartsstreulicht,
side scatter light, SSC, 488 + 5 nm) von einem Festkorpersiliziumdetektor (fir FSC)
bzw. von einem Photomultiplier (fir SSC) erfasst. Das eigentliche Fluoreszenzsignal
wird ebenfalls in 90°-Richtung detektiert. Durch geeignete dichroitische Spiegel wird
dieses vom SSC abgetrennt. Eine weitere Aufspaltung erfolgt Uber zusétzliche Filter
und dichroitische Strahlenteiler. Das Signal wird dann an vier Fluoreszenzkanéle (FL)
geleitet. Jeder dieser Kanéle ist mit einem Photomultiplier gekoppelt, dessen Verstér-
kerspannung an die jeweilige Signalintensitdt angepasst werden kann (zum Aufbau
vgl. Abb. 29). Alle gemessenen Parameter (FSC, SSC, FL1-4) werden softwaremaldig

weliterverarbeitet.

Fluoreszenz 1 (FL1): 530 + 15 nm Bandpass
Fluoreszenz 2 (FL2): 585 + 21 nm Bandpass
Fluoreszenz 3 (FL3): 670 nm Langpass

Fluoreszenz 4 (FL4): 661 nm = 8 nm Bandpass
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Abbildung 29: Schematischer Srahlengang eines Durchflusszytometers

5.3.3 FACS-Messungen
5.3.3.1 Probenvorbereitung

Generell wurden alle Arbeitsschritte unter Lichtausschluss und absolut sterilen Bedin-
gungen durchgefihrt. Nach Erreichen postkonfluenten Wachstums wurden die Zellen
nach Spulen mit PBS (Abtragen mdglicher toter Zellen) mit den Inkubationsl ésungen
im FKS-freien Medium versetzt. Nach Ablauf der gewtnschten Inkubationszeit wur-
den die Zellen im Dunkeln abtrypsiniert, wobei durch zlgiges Arbeiten eine Aus-
schleusung des gebildeten PPIX in das nun FKS-haltige Medium verhindert wurde.
Nach der Zentrifugation wurde das Pellet in PBS resuspendiert (ca. 500 000 Zel-
len/ml). Diese Suspension wurde bis zur Messung im Dunkeln auf Eis aufbewahrt.

Anschlief3end wurden die Proben mdéglichst schnell im Dunkeln vermessen.

5.3.3.2 Gerateparameter

Bei jeder Messung wurden 2° 10* Events erfasst. Zur Erhéhung der Messgenauigkeit
wurden bis zu 2000 Events/s zugelassen. Die Durchtrittsgeschwindigkeit der Suspen-
sion durch den Laserstrahl kann am Gerét in drei Stufen (low: 12 pl, medium: 35 pl,
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high: 60 pl/min) variiert werden. Die Zellkonzentration der Suspension sollte ca

5" 10°/ml betragen. Folgende Einstellung der Geréteparameter wurde vorgenommen:

Verstarkung

FSC E-01 logarithmisch

SSC 200V logarithmisch

FL1 - -

FL2 - -

FL3 650 V logarithmisch

FL4 - -
Schwellenwert FSC =500 -

Tabelle 2: Geréateparameter Durchflusszytometer

5.3.3.3 Auswertung der FACS-Daten

Die Hauptinformationen der durchflusszytometrischen Messungen sind im so genann-
ten Dotplot enthalten, bei dem Vorwarts- gegen Seitwartsstreulicht (FSC/SSC) aufge-
tragen wird (siehe Abb. 30). Durch diese Darstellungsweise wird die gemessene Probe
bezlglich ihres Streulichtverhaltens charakterisiert, wobei das FSC-Signal Auskunft
Uber die ZellgrofRe und das SSC- Signal Uber die Granularitét der Zellen gbt. So &8sst
sich die Zellpopulation as Anhdufung von Ereignissen erkennen, wobei der Schweif
links unten im Diagramm keinen Zellen, sondern kleineren Bestandteilen (Organellen
von toten Zellen etc.) entspricht und zur Auswertung nicht herangezogen wird. Mittels
der Software WinMdi wird eine Region um die Zellpopulation gelegt. Nur die inner-
halb dieses Areals liegenden Events werden berticksichtigt. Anschlief3end wird die
mittlere Fluoreszenzintensitdt mit Hilfe eines Histogramms (Auftragung der Zahl der
Events gegen die Fluoreszenzintensitat) bestimmt (Abb. 30). Zur Berlicksichtigung der
Autofluoreszenz der Zellen wurden separat ensprechende Proben unbehandelter Zellen

gemessen und die Messwerte zum Mittelwert dieser Nullwerte ins Verhaltnis gesetzt.
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Abbildung 30: Dotplot (FSC/SSC) von HT29 mit dazugehérigem FL3-Histogramm

Pro Zelllinie wurden jeweils drei unabhéangige Messungen (unterschiedliche Passagen)
durchgefiihrt und der Mittelwert sowie die Standardabweichung der Messungen ermit-
telt. Dabei wurden die gemessenen Fluoreszenzintensitéten zur zelllinienspezifischen
Autofluoreszenz (unbehandelte Zellprobe) ins Verhaltnis gesetzt (FLOW = I/ly). Wei-
terhin wurde der PPIX-Gehalt pro mg Protein mittels entsprechender Kalibrierungs-
kurven'® berechnet. Bei den zeitabhangigen Messungen wurde durch die Messwerte
eine Michaelis-Menten-Fit-Kurve (SigmaPlot 2.0) gelegt, da der PPIX-Metabolismus

der Zellen durch folgende Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden kann:

V = C:Vmax
Km +cC
V: Geschwindigkeit der Enzymreaktion

c. intrazelluldare Konzentration nach Inkubationszeit t
Kwm: Michaelis-Konstante (Konzentration zum Erreichen halbmaximaler S&tigung)
Via:  Maximalgeschwindigkeit fur Substratséttigung
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Folgende Auftragungen wurden im Rahmen der FACS-Messungen dargestellt:

Durchflusszytometrisches Screening (6.1):
PPIX [ng/mg (Protein)] = f (Substrat)

Zeitabhéngiges Screening (siehe 6.3):
PPIX [ng/mg (Protein)] = f (Inkubationszeit)

Tumorselektive PPIX- Akkumulation (siehe 6.4):

PPI X (Karzinomzelllinie)
PPIX (Normal gewebe)

Akkumulationsindex =

5.4 Der MTT-Test

Bel MTT-Tests (Abb. 31) dient die Mitochondrienaktivitédt als Parameter der Zellvita-
litzt!®). Die Aussaat der Zellen wird in 96-Well-Platten durchgefiihrt. Bei Erreichen

entsprechender Wachstumsdichte erfolgte die Inkubation mit den Esterldsungen (0.12

mmol/l, 3 h, FKSfreies Medium). Danach wurde mit PBS gespult und das entspre-

chende Medium zugegeben. Nach 24-stiindigem Wachstum erfolgte die Inkubation
(4 h, 37°C) mit dem Farbstoff MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetra

zoliumbromid). MTT wird in den Mitochondrien von einer Dehydrogenase’ zu ei-

nem Formazanderivat umgesetzt (Farbumschlag von gelb nach violett).

MTT Formazanderivat

Abbildung 31: MTT-Test




Material und Methoden 58

Durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Zellen aufgel6st und es
wird eine homogene, geférbte Losung erzeugt. Im Anschluss erfolgt die Absorptions-
messung an einem Mikrotiterplatten-Photometer (540 nm). Im Vergleich zu einer un-

behandelten Probe kann so der Vitalitatsgrad bestimmt werden.

A =log(l,/l) =edc

A: Absorption, I,: Intensitdt des einfallenden Lichtstrahls, |: gemessene Intensitét,
e molarer Extinktionskoeffizient, d: Schichtdicke, c: Konzentration

5.5 Quantifizierung der Phototoxizitat

Die phototoxischen Eigenschaften eines Photosensibilisators werden durch die Quan-
tenausbeute und seine intrazellulére Lokalisation sowie in besonderem Mal3e durch die
zellulér akkumulierte Menge und die applizierte Strahlungsdosis bestimmt. Die Zellen
wurden mit aquimolaren ALA-Esterlsungen inkubiert. Dieses Vorgehen nutzt die
prefenzielle PPIX-Akkumulation aus und entspricht der in vivo-Situation bel ver-
gleichbarer klinischer Applikation.

5.5.1 Durchfuhrung

Um die Effektivitdt von PPIX as Photosensibilisator quantifizieren zu kdnnen, wurden
Zellen (Kolon: HT29/CCD18, Urothel: J82/UROTSA) in der gewiinschten Wachs-
tumsdichte in 6-Well-Platten kultiviert und 3 Stunden mit ALA- und ALA-
Esterlésungen (0,12 mmol/l) im Dunkeln mit Medium ohne FKS inkubiert. Die Zellen
wurden mit frischem Medium ohne FKS versehen und anschlief3end mit verschi edenen
Energiedosen bestrahlt. Zur Anwendung kam eine inkohérente Bestrahlungsquelle,
wie sie auch in der Klinik Verwendung findet (Xenon-Kaltlichtprojektor). Durch den

Einsatz geeigneter Filter wurde nur der Bereich | =590-700 nm fir die Bestrahlung
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zugelassen und Energiedosen von 0-30 Jicm? bei konstant 40 mW/cn? appliziert. An-
schlief3end wurde mittels Klonogenitétstests die Zellvitalitat bestimmt.

5.5.2 Klonogenitatstest

Sofort nach der Bestrahlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit frischem,
FKS-haltigem Medium versetzt und 24 Stunden weiterkultiviert. Die Zellen wurden
anschliefend in 96-Wells ausgesét, unter Standardbedingungen einen Tag weiterkulti-
viert und danach einem MTT-Test unterzogen. Als Ergebnis erhdlt man den Vitalitéts-
grad (im Vergleich zu bestrahlter nichtinkubierter Probe) in Abhangigkeit von der g
plizierten Strahlungsdosis. Der Klonogenitétsnachweis fordert als Vitalitatskriterium
zusitzlich zum reinen Uberleben der PDT die Fahigkeit der Zellen, nach der Passage
erneut anzuwachsen und zu proliferieren. Aufgrund der harteren Zellvitalitatskriterien
ersetzt der Klonogenitatsnachweis in der aktuellen Fachliteraturl™ zunehmend die

manuelle Zahimethode.

Bei der Auswertung wurde jeweils die prozentuale Zellvitalitéat als Funktion der appli-
zierten Bestrahlungsdosi s aufgetragen. In die erhaltenen Werte konnte eine vierpar &

metrische Funktion eingepasst werden (Origin):

y=(a-d)/{ 1+(x/c)"} +d

x: Bestrahlungsdosis [J/cnr]
y: Zellvitalitat A

a, b, ¢, d: freie Parameter des Systems

Aus den berechneten Dosis-Wirkungs-Kurven konnte die substanz-und zelllinienspezi-
fische Bestrahlungsdosis LDsy bestimmt werden, bei der die Zellvitalitat auf 50% &b-
nimmt. Die entsprechenden LDsy-Verhaltnisse zwischen Tumorzellen und Normalge-

webszellen wurden berechnet.
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6 Auswertung der Ergebnisse

6.1 Durchflusszytometrisches Screening

Die synthetisierten ALA-Ester wurden durchflusszytometrisch auf die durch sie indu-
zierte PPIX-Akkumulation hin untersucht. Ziel war es, besonders effektive Substanzen
— hoéhere PPIX-Anreicherung als ALA-Hexylester — herauszuscannen und somit o-
tenzielle Verbindungen fur die PDD und PDT zu erkennen. Neben der humanen
Adenokarzinom-Zelllinie HT29 und der humanen Urothelkarzinom-Zelllinie J82
wurden als Vertreter des gesunden menschlichen Darm und Harnblasengewebes die
Fibroblasten-Zelllinie CCD18 und die Urothel-Zelllinie UROTSA untersucht. Die Zel-
len wurden mit Esterldsungen sowie mit einer aquimolaren ALA-Ldsung (0.12
mmol/l, 3 h) in FKSfreiem Medium im Dunkeln inkubiert. Anschlief3end wurde wie
unter 5.3.3 beschrieben aufgearbeitet und die Fluoreszenzintensitéat der Proben gemes-
sen. Unter Berlcksichtigung der zellspezifischen Autofluoreszenzen (l,) wurden die
relativen Fluoreszenzintensitaten FLOW = 1/, berechnet. Mittels Extraktion bestimm-
ter Kalibrierungskurven liefd sich der PPIX-Gehalt in ng/mg Protein berechnen. So
konnten die Fluoreszenzwerte auf die der Probe entsprechenden Masse Protein nor-
miert werden. Da generell die Fehler bel zellbiologischen Untersuchungen relativ hoch
liegen (10-30%), wurden alle Messungen dreimal wiederholt und der Mittelwert sowie
die Standardabweichung berechnet. Neben den Standardverbindungen ALA 1, ALA-
Hexylester 2 und ALA-Benzylester 3 wurde die PPIX-Akkumulation der ALA-
Derivative 4-27 in J82 (Abb. 32) und in HT29 (Abb. 33) untersucht. Analog zu den
Ergebnissen der Diplomarbeit'’? induzieren der Hexylester 2 und Benzylester 3 in et-
wa dieselbe PPIX-Produktion. Eine Derivatisierung am Stickstoff der 5-
Aminolévulinsdure fuhrt zu einer drastischen Abnahme der PPIX-Induktion. Sowonhl
BOC-ALA 10 und der Phthal-geschutzte Diaminopropylester 26 sowie das ALA-
M ethylesterdiaminobenzoesdureamid 27 ergeben extrem geringe PPIX-Niveaus, was
durch einen verringerten Transport in die Zelle bzw. durch eine nur unzureichende
Abspaltung der BOC- und Phthal -Schutzgruppe sowie des Benzoesdureamidrests auf-

grund eines Mangels an unspezifischen intrazelluléren Amidasen bedingt sein konnte.
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Der ungeschiitzte Diaminopropylester 25 induziert ebenso sehr geringe PPIX-Wertein
beiden Zelllinien. Ein Grund hierfir konnte in der durch die drei Hydrochloridreste
verringerten Lipophilie der Verbindung liegen. Des Weliteren generieren der ALA-
Phenlyester 16 sowie die 5-Aminolévulinsaureoxaalkylester 4-7 deutlich geringere
PPIX-Level in beiden Karzinomzelllinien als der ALA-Hexylester 2. Die substituierten
5-Aminolavulinsdurebenzylester 8 und 12-14 erzeugen in beiden Zelllinien dem ALA-
Hexylester dguivalente PPl X-Konzentrationen. Der ALA-p-Nitrobenzylester 15 konn-
te in HT29 eine signifikante Steigerung der PPIX-Akkumulation im Vergleich zum
Hexylester erreichen. Analog zu den entsprechenden unsubstituierten ALA-
Alkylestern konnte bei den fluorierten ALA-Alkylestern eine maximale PPIX-
Akkumulation der Pentyl- und Hexylverbindungen beobachtet werden. Sowohl der 5-
Aminolévulinsaure-1H,1H,5H-octafluorpentylester 18 als auch der 5-Aminolavulin
saure-1H,1H,2H,2H-nonafluorhexylester 19 induzierten eine drastische Steigerung der
PPIX-Akkumulation im Vergleich zum Hexylester. Die ALA-Diester und der ALA-
Tetraester erzeugten deutlich unterschiedliche PPIX-Level. Der ALA-Tetraester 24
ergab eine deutlich geringere PPIX-Anreicherung as ALA 1. Mdglicherweise ist hier-
bei die Diffusion durch die Zellmembran und die anschlief3ende enzymatische Hydro-
lyse aufgrund des grél3eren sterischen Anspruchs des mit vier ALA-Ketten verknipf-
ten Pentaerythritylrests erschwert. Im Gegensatz hierzu gererierte der einfache lineare
Glykoldiester 22 einein beiden Zelllinien deutlich hdhere PPIX-Produktion als ALA.
Von besonderem Interesse sind die neuen und bisher noch nicht patentierten Verbin-
dungen 18, 19, 21 und 23. Die fluorierten Alkylester 18 und 19, der ALA-
Thiohexylester 21 sowie der Bis-ALA-1,4-dibenzylester 23 fuhrten in beiden Zellli-
nien zu einer signifikanten Steigerung der PPIX-Akkumulation um bis zu 62% in
HT29 und bis zu 27% in J82 im Vergleich zum Hexylester.
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Abbildung 32: PPIX-Akkumulation in J82
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Abbildung 33: PPIX-Akkumulation in HT29
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6.2 Dunkeltoxizitatstest

Die Aussaat der Zellen wurde in 96-Well-Platten durchgefihrt. Beim Erreichen
postkonfluenten Wachstums erfolgte die Inkubation mit den Esterlésungen (0.12
mmol/l, 3 h, FKS-freles Medium). Danach wurde mit PBS gespiilt und es wurde nach
Zugabe der entsprechenden Medien 24-stiindiges Wachstum ermdglicht. Anschlie-
fend wurde mit dem Farbstoff MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid) inkubiert (4 h, 37°C). Durch Zugabe von Nariumdodecylsulfat
(SDS) wurden die Zellen aufgel6st und es wurde eine homogene, violett gefarbte L6-
sung erhalten. Im Anschluss erfolgte die Absorptionsmessung an einem Mikrotiterpla-
ten-Photometer (540 nm). Im Vergleich zu einer unbehandelten Probe kann so der Vi-
talitétsgrad bestimmt werden. Die MTT-Tests wurden pro Zelllinie dreimal wiederholt
und der Mittelwert sowie die Standardabweichung ermittelt. Neben ALA 1 und ALA-
Hexylester 2 wurden der ALA-Nitrobenzylester 15, die fluorierten Alkylester 17-20
sowie der ALA-Thiohexylester 21 und ALA-Dibenzylester 23 auf ihre Dunkeltoxizitét
getestet. Wie aus den Abbildungen 34-37 ersichtlich ist, zeigte keine der untersuchten
Substanzen eine signifikante Dunkeltoxizitdt. Somit sind alle Verbindungen potenziel-
le Kandidaten fir die klinische Anwendung in der PDD und der PDT.
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6.3 Zeitabhangiges Screening

Im Rahmen der Diplomarbeit!”® wurde in einem konzentrationsabhangigen Screening
der PPIX-Akkumulation die optimale Konzentration fir eine Inkubation mit ALA-
Hexyl- und ALA-Benzylester in HT29 ermittelt. Ab 0.12 mmol/l wurde keine signifi-
kante Zunahme der PPIX-Akkumulation mehr beobachtet (Knickpunkt der Michaelis-
Menten-Kurven: Substratsattigung). Ausgehend von dieser Séttigungskonzentration
wurde in einem zeitabhangigen Screening der PPIX-Akkumulation die optimale Inku-
bationszeit fur die neuen ALA-Derivate bestimmt. Neben der humanen Adenokarz-
nom-Zelllinie HT29 wurde die humane Urothelkarzinom-Zelllinie J82 zu den PPIX-
Kinetiken herangezogen. Diese wurden mit 0.12 mmol/l ALA- bzw. ALA-Esterl6sung
(2, 3, 15, 18, 19, 21, 23) unterschiedlich lange (5, 30, 180 Minuten) in einem FKS-
freien Medium inkubiert. Anschlief?end wurden sie mit PBS gespult und mit einem
FKS-haltigen Medium versetzt. Nach einer Gesamtmetabolisierungsdauer von 3 Stun-
den wurde durchflusszytometrisch die PPIX-Anreicherung bestimmt. Unterschiedliche
Inkubationszeiten bedingen verschiedene intrazelluldre Substratkonzentrationen. Die
bei der PPIX-Biosynthese ablaufenden Enzymreaktionen kdnnen durch das Michaelis-
Menten Gesetz beschrieben werden. Den Messwerten wurden Funktionen gemald dem
Michaelis-Menten-Gesetz eingepasst. In den Abbildungen 38 und 39 sind die Michae-
lis-Menten-Kurven dargestellt. Wie erwartet, fuhrt eine Verkirzung der Inkubations-
zeit zu einer bevorzugten Esteraufnahme. Abbildung 38 zeigt besonders deutlich, dass
der Unterschied zwischen ALA-Ester- und ALA-induzierter PPIX-Anreicherung mit
einer Verringerung der Inkubationszeit drastisch zunimmt. Die Michaelis-Menten-
Kurven der neuen Ester 19, 21 und 23 verlaufen in beiden Zelllinien ab einer Inkubati-
onszeit von ca. 30 Minuten oberhalb der Kurven des Hexylesters 2 und Benzylesters 3.
Besonders drastisch ist der sehr steile Kurvenanstieg des Nonafluorhexylesters 19 in
beiden Zelllinien im Vergleich zu 2 und 3. Auch nach sehr kurzen Inkubationszeiten (5
Minuten) induziert der Nonafluorhexylester 19 deutlich hohere PPIX-Level als der
Hexylester 2 (Abb. 40, 41).
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Abbildung 41: PPIX-Akkumulation in J82
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6.4 Tumorselektive PPIX-Akkumulation

Voraussetzung fur die Anwendung in der PDD ist, dass sich die Substanzen gezielt in
krankhaft verénderten Zellen anreichern und durch hohe PPIX-Akkumulation Dyspla
sien von gesundem Gewebe unterscheidbar machen. Es wurden das Verhdltnis der
PPIX-Produktion (0,12 mmol/l, 3 h) in HT29/CCD18 sowie J82/UROTSA durchfluss-
zytometrisch bestimmt (Tabelle 4) sowie die entsprechenden Akkumulationsindices
(Tabelle 5) berechnet und graphisch dargestellt. Im Folgenden wird der Akkumulati-
onsindex as Verhdtnis der PPIX-Akkumulation zwischen HT29 und CCD18 sowie
zwischen J82 und UROTSA definiert. Bel der PPIX-Anreicherung in CCD18 und
UROTSA waren im Vergleich zu den Karzinomzelllinien deutlich geringere substrat-
spezifische Unterschiede zu beobachten. In der Kolonfibroblasten-Zelllinie CCD18
wurde eine sehr geringe PPIX-Akkumulation beobachtet, wohingegen sich in
UROTSA erwartungsgemali’ deutlich hthere PPIX-Level anreicherten, wodurch signi-
fikant geringere Akkumulationsindices im Urothelmodell resultierten. In beiden in
vitro-Modellen zeigen die Ester 2, 19, 21 und 23 signifikant hthere Akkumulationsin-
dices as ALA 1. Das Akkumulationsverhdtnis konnte durch den ALA-
Nonafluorhexylester 19 im Vergleich zu ALA im Kolon um das 15fache und im
Urothel um das 1.6fache gesteigert werden. Im Kolonmodell HT29/CCD18 (Abb. 42)
erzielen die neuen Ester 19, 21 und 23 hohere Akkumulationsindices als der ALA-
Hexylester 2. Das Akkumulationsverhaltnis konnte im Vergleich zum Hexylester um
bis zu 47% erhoht werden. Im Urothelmodell J82/UROTSA (Abb. 43) erreichten die
Verbindung 23 einen dguivalenten und die Verbindungen 19 und 21 einen um 17%

hoheren Akkumulationsindex im Vergleich zum Hexylester 2.
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HT29 CCD18 J82 UROTSA
ALA1 16.48+2.68 | 4.61+0.61 |20.83+4.62 |16.00+2.31
Hexylester 2 180.57+25.89| 4.86+1.12 |55.06+14.56 | 30.46+8.00
Nonafluorhexylester 19 | 259.93+29.40| 4.74+0.63 |67.22+12.10 | 31.92+9.24
Thiohexylester 21 292.14+38.57| 6.28+0.11 |67.67+5.85 |32.13+8.67
Dibenzylester 23 276.51+17.34| 6.17+0.31 |69.77+6.00 |38.99+14.46

Tabelle4: Substrat- und zelllinienspezifische PPIX-Akkumulation [ ng/mg (Pr otein)]

HT29/CCD18 [J82/UROTSA
ALA1 3.6+0.6 1.3+0.2
Hexylester 2 37.2£8.5 1.8+0.5
Nonafluorhexylester 19 54.8+6.2 2.1+0.6
Thiohexylester 21 46.5+6.1 2.1+0.6
Dibenzylester 23 44.8+2.8 1.8+0.7

Tabelle 5: Akkumulationsindices

Die Ergebnisse der Kapitel 6.1 bis 6.4 zeigen, dass die neu synthetisierten ALA-Ester
19, 21 und 23 signifikant hthere PPIX-Akkumulationen als der ALA-Hexylester indu-
zieren. Die Erhohung der intrazelluldren PPIX-Konzentration sollte aufgrund gestei-
gerter 'O,-Produktion eine Zunahme der Phototoxizitdt der neuen Verbindungen im

Vergleich zum Hexylester bewirken.

6.5 Phototoxizitat

Bel der PDT soll der Tumor durch Bestrahlung méglichst vollsténdig zerstort und
gleichzeitig das gesunde Gewebe maximal geschont werden. Um dies zu gewahrleis-
ten, sind grofe Unterschiede in den LDgy-Werten zwischen krankem und gesundem
Gewebe erforderlich. Um die Effektivitét von PPIX as Photosensibilisator quantifi-
zieren zu konnen, wurden Zellen (Kolon: HT29/CCD18, Urothel: J82/UROTSA) in
der gewinschten Wachstumsdichte in 6Well-Platten kultiviert und mit ALA- und
ALA-Esterlosungen (0,12 mmol/l) im Dunkeln inkubiert (3 h, Medium ohne FKS).
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Die Zellen wurden mit frischem Medium ohne FKS versehen und anschlief3end mit
verschiedenen Energiedosen bestrahlt (?=590-700 nm, 0-30 Jcm?, 40 mW/cn¥). An
schlieffend wurde mittels Klonogenitétstest die Zellvitalitat bestimmt. Als Ergebnis
erhdlt man den Vitalitétsgrad in Abhangigkeit von der applizierten Lichtdosis im Ver-
gleich zur bestrahlten, nichtinkubierten Probe. Die prozentuale Zellvitalitét wurde wie
unter 5.6.3 beschrieben als Funktion der verabreichten Bestrahlungsdosis aufgetragen.
Exempl arisch sind die Phototoxizitatskurven der beiden Karzinomzelllinien dargestel It
(Abb. 44 und 45). Aus diesen Kurven wurden die zelllinien- und substratspezifischen
LDso-Werte ermittelt (Tabelle 6). Anschliefend wurde das LDsg-Verhdltnis
HT29/CCD18 und J82/UROTSA berechnet (Tabelle 7) und graphisch in Form von
Balkendiagrammen dargestellt (Abb. 46 und 47). Die phototoxische Wirkung sollte
direkt proportional zur intrazelluléaren PPIX-Konzentration sein. Die unter 6.1 und 6.4
ermittelten PPIX-Akkumulationen und Akkumulationsindices sollten entsprechende
LDso-Werte bedingen. Die im Vergleich zu den ALA-Estern deutlich geringeren Ak-
kumul ationsindices von ALA entsprechen deutlich hdheren LDgy—Werten in beiden
Karzinomzelllinien. In J82 liegen die LDs,-Werte der ALA-Ester zwischen 3.0 Jen?
und 4.75 Jcm’, wohingegen ALA einen LDsy,-Wert von 20.5 Jenr erzielt. Analog
hierzu induzieren die ALA-Ester in HT 29 LDs,-Werte zwischen 1.75 Jcm? und 4.3
Jem?, wahrend ALA ein LDs,-Niveau von 9.7 Jen? erzeugt. In J82 erzielt der ALA-
Thiohexylester 21 in Anaogie zum hdchsten Akkumulationsindex auch das niedrigste
LDso-Verhdltnis (Abb. 46). Entsprechend der geringeren substratspezifischen Unter-
schiede im Akkumulationsverhétnis im Urothelmodell (J82/UROTSA) induziert Ver-
bindung 21 eine relativ geringe Erniedrigung des LDsy-Verhdltnisses im Vergleich
zum ALA-Hexylester 2. In HT29 erreichen alle drei ALA-Ester 19, 21 und 23 analog
der héheren Akkumulationsindices auch signifikant kleinere LDso-Verhédltnisse als der
ALA-Hexylester 2 (Abb. 47). Den besten Wert liefert hierbei der ALA-Dibenzylester
23 mit 0.11 und erzielt somit eine Absenkung des LDsgy-Verhédtnisses im Vergleich
zum ALA-Hexylester 2 um 68%.
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HT?29 CCD18 J82 UROTSA
ALA 1 9.70+0.90 18.50+1.07 20.50+£1.55 19.90+0.69
Hexylester 2 4.30+£0.24 12.70+£0.77 3.00+0.32 10.00+1.54
Nonafluorhexylester 19 2.10+0.05 16.40+1.69 3.50+0.57 7.80+0.77
Thiohexylester 21 2.10+0.85 11.50+0.62 3.80+1.00 14.80+1.69
Dibenzylester 23 1.75+0.14 16.40+1.15 4.75+0.88 6.50+0.92

Tabelle 6: Substrat- und zelllinienspezifische LDso-Werte [ J/enf]

HT29/CCD18 |J82/UROTSA
ALA1 0.52+0.05 1.03+0.35
Hexylester 2 0.34+0.03 0.30+0.12
Nonafluorhexylester 19 0.13+0.01 0.45+0.05
Thiohexylester 21 0.18+0.01 0.25+0.06
Dibenzylester 23 0.11+0.01 0.73+0.07

Tabelle 7: Substratspezifische LD 5,-Verhaltnisse

6.6 Ausblick

Durch die neuen Verbindungen ALA-Nonafluorhexylester-hydrochlorid 19, ALA-
Thiohexylester-hydrochlorid 21 und Bis-ALA-1,4-Dibenzyldiester-dihydrochlorid 23

konnten in den getesteten in vitro-Modellen die diagnostischen und therapeutischen

Moglichkeiten deutlich verbessert werden. Die Ergebnisse der in vitro-Experimente
(PPIX-Akkumulation, PPIX-Kinetik und Phototoxizitét) dienen als Grundlage fur an-

stehende in vivo-Testungen der Verbindungen an einem Rattenmodell. Hierbel werden

die Substanzen fiir ihre Anwendung in der PDD im Gastrointestinaltrakt!” getestet. In

Zusammenarbeit mit der Abteilung fur Innere Medizin | des Universitdtsklinikums

Regensburg wurde hierfir ein Antrag gestellt.
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7 Experimenteller Tell

7.1 Allgemeines

7.1.1 Arbeitsbedingungen

Alle Arbeiten wurden, soweit nicht anders vermerkt, unter Schutzgasatmosphére mit-
tels Schlenkrohrtechnik unter Benutzung von nachgereinigtem, getrocknetem Stick-
stoff durchgefuihrt. Geschlossene Apparaturen wurden tber Quecksilber- bzw. Ol-
Rickschlagventile mit Abgasleitungen verbunden. Die Trocknung und Stickstoffsatti-
gung der verwendeten Losungsmittel erfolgte nach gangigen Methoden in Umlaufgo-
paraturen. Fur die Chromatographie wurde als stationdre Phase Kieselgel 60 (Korn-
grofke 0.063-0.200 mm, Fa. Merck) eingesetzt.

Die Vakuumangaben entsprechen folgenden Driicken:

Wasserstrahlvakuum (WV): 10-15Torr

Olpumpenvakuum (OV): 1-2 Torr

Hochvakuum (HV): 103-10° Torr
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7.1.2 Analytik

Zur Durchfihrung der analytischen Arbeiten wurden folgende Geréte eingesetzt:

Schmel zpunkte:

'H-NMR-Spektroskopie:

Massenspektrometrie:

Bichi SMP 20

Die angegebenen Schmel zpunkte sind nicht korrigiert.

Bruker WM 250 (250 MHz), T = 24°C
Bruker Avance 300 (300 MHz), T = 27°C

Alle Spektren wurden in vollstandig deuterierten LOsungs-
mitteln (Fa. Aldrich) und mit Tetramethylsilan (TMS) als
internem (bei HO als Losungsmittel als externem) San-
dard aufgenommen.

Die chemischen Verschiebungen d werden in ppm und die
Kopplungskontanten Jin Hz angegeben.

Alle Spektren wurden nach erster Ordnung ausgewertet.
Die Multiplizitaten werden folgendermal3en abgekrzt:
s(Singulett), d (Dublett), t (Triplett), m (Multiplett)

Finnigan MAT 95

Finnigan MAT 112 S

Finnigan 311 A

ThermoQuest Finnigan TSQ 7000

Die Intensitat der Peaks wird relativ zum stérksten Signal
in Klammern angegeben.
Das jeweilige Molekilion wird dabei mit ,M* bezeichnet.

Angegeben ist jeweils der intensivste Peak.
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Elementaranalyse:

Elememtar vario EL 111

Die Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen La-
bor der Naturwissenschaftlichen Fakultét 1V - Chemie und
Pharmazie der Universitdt Regensburg durchgefihrt.
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7.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

7.2.1 AAV 1: Veresterung mit Thionylchlorid!*

Die Veresterung wurde in Abwandlung eines japanischen Patents durchgefihrt. Die
verwendeten Alkohole dienten als Ldsungsmittel. Sie wurden genauso wie das zur
Veresterung benétigte Thionylchlorid im groRen Uberschuss eingesetzt, um die Aus-
beute zu erhdhen. Zu 250 mmol trockenem Alkohol wurden unter Eiskihlung 3 ml
(41.4 mmol) frisch destilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-minttigem Ruhren
bei RT wurden portionsweise 300 mg (1.79 mmol) 5 Aminolavulinsdure zugegeben.
Zur Verbesserung der Loslichkeit wurden die Reaktionssuspensionen bei Bedarf im
Ultraschallbad behandelt. Anschlief3end wurde der Ansatz ca. 1 h lang auf 60°C &-
hitzt. Nach Abziehen des LM und Umkristallisation aus MeOH/Ether konnten die Es-
ter als Hydrochloride in reiner Form isoliert werden. Bel einer Vergrof3erung des Re-
aktionsansatzes verschlechterte sich die Ausbeute, sodass die fur Zellexperimente be-

notigten Mengen in mehreren kleinen Ansatzen synthetisiert wurden.

7.2.2 AAV 2: Einfihrung von BOC-Schutzgruppen

Die Einfihrung von BOC-Schutzgruppen erfolgte je nach Ausgangsverbindung auf
unterschiedliche Art und Weise: Zur Synthese von BOC-ALA™" wurde der pH-Wert
einer Losung von 0.42 mg (2.5 mmol) 5-Aminolavulinsaure in 5 ml H,O mit 0.1 N
NaOH auf ca. 8.5 eingestellt. Nach Zugabe von 1.16 g Di-tert-butyldicarbonat (BOC-
anhydrid) in 5 ml 1,4-Dioxan wurde die Losung bei RT 18 h geriihrt. Das Uberschiissi-
ge BOC-Anhydrid wurde durch zweifaches Ausschiitteln mit 50 ml Diethylether ent-
fernt. Nach Zugabe von 50 ml Essigsaureethylester wurden die wassrige Phase mit 1 N
HCI angesduert und die organische Phase abgetrennt. Nach zweimaligem Ausschitteln
der wassrigen Phase mit je 25 ml Essigsaureethylester wurden die organischen Phasen
vereint. Das LM wurde abgezogen und BOC-ALA alsfarbloses Ol isoliert.

Die Amirnofunktionen von 1,3-Diamino-2-propanol und 3,4-Diaminobenzoesaure
wurden durch Reaktion mit BOC-Anhydrid in Methanol geschiitzt!®®. Zu einer L6sung

von 22 mmol der Diaminokomponente in 20 ml trockenem MeOH wurde langsam un-
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ter Eiskiihlung eine Lésung von 9.6 g (9.4 ml, 44 mmol) BOC-Anhydrid in 10 ml
MeOH zugetropft. Nach 2 h Riuhren bei RT wurde das LM abgezogen und aus
Ether/PE umkristallisiert. Die BOC-geschiitzte Verbindung wurde als weil3er Feststoff
isoliert.  2,3-Diaminopropionsdure wurde durch Reaktion mit tert-Butyloxy-
carbonylazid-Losung geschiitzt!®. 1.00 g (7.00 mmol) DL-2,3-Diaminopropionsaure-
dihydrochlorid wurde in 5 ml Dioxan, 3 ml H,O und 10 ml Triethylamin aufgenom-
men. Nach 10 min Rihren bei RT wurde mit einer frisch hergestellten tert-
Butyloxycarbonylazid-L 6sung (25 mmol-Ansatz) versetzt. Nach 24-stiindigem Rihren
bei 50-55°C wurde die gelbe Reaktionsmischung zunachst, um Reste von tert-
Butyloxycarbonylazid zu entfernen, finfmal mit je 100 ml Diethylether extrahiert und
die Etherphasen verworfen. Die verbleibende gelbe Losung wurde mit konz. Zitronen-
saure angesauert (pH 5) und mit Ether extrahiert. Nach Trocknung der organischen
Phase Uber NaSO,, Abziehen des LM und Umkristallisation aus Diethylether wurde
das farblose Produkt im OV getrocknet.

7.2.3 AAV 3: Veresterung mit EDCP?!

Zu einer Loésung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-5-Aminolavulinsaure, 120 mg (1.0
mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 1.5 mmol des entsprechenden Alkohols
in 15 ml trockenem CH,Cl, wurden unter Eiskiihlung 257.4 mg (1.6 mmol) 1-Ethyl-3-
[3-(dimethylamino)propyl]carbodiimid-hydrochlorid (EDC) zugegeben. Die Reakti-
ons-mischung wurde 2 h bei 0°C und anschlief3end 2 d bei RT gertihrt. Nach Abziehen
des LM wurde der Riickstand in einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O
aufgenommen. Zum Entfernen des wasserldslichen Kupplungsreagens wurde die ar-
ganische Phase je zweimal mit 30 ml geséttigter NaHCO;-L 6sung und 20 ml H,O ext-
rahiert. Nach Trocknung der organischen Phase Gber NaSO, und Abziehen des LM
wurde das Produkt saulenchromatographisch (Si0,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt.
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7.2.4 AAV 5: Abspaltung von BOC-Schutzgruppen*

Zunéchst wurde eine HCl-gesdttigte Essigsaureethylesterlésung durch 8 h Einleiten
von HCI-Gas in getrockneten Essigsaureethylester hergestellt. Diese wurde unter N,
bei —20°C aufbewahrt. Anschliefiend wurden 0.25 mmol N-BOC-geschitztes ALA-
Derivat unter Eiskihlung in 5 ml getrocknetem Essigsdureethylester gel6st und mit 5
ml HCI-geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde das Eisbad ent-
fernt und 3-5 h bei RT weitergertihrt. Nach vollstandiger Entschiitzung (DC-Kontrolle,
Ninhydrinlésung) wurde die LOsung eingeengt, was zur Falung der in Essigester
schwerldslichen Hydrochloride fuhrte. Der Niederschlag wurde unter N, abfiltriert und
nach Umkristallisation (Essigester/PE) am OV getrocknet.

7.3. Synthese von Standardverbindungen

7.3.1 5-Aminolavulinsdurehexylester-hydrochlorid 2

Zu 20 ml (165 mmol) trockenem nHexanol wurden unter Eiskthlung 3 ml (41.4
mmol) frisch destilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-mindtigem RUhren bei
RT wurden 500 mg (2.98 mmol) 5-Aminolavulinsaure portionsweise zugegeben und
Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie3end wurde 45 min auf 60 °C erhitzt
und das LM am HV abgezogen. Nach Umkristallisation aus MeOH/Ether erhielt man

das Produkt in Form weil3glanzender Bléttchen (Flitter).

0
CIH3N/Y\)LO/\/\/\
C11H»,CINO; (251.5) X
Ausbeute: 272.5mg (1.1 mmol; 36.4%)

Schmp.: 94°C
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PI-EIMS(70eV): miz (%) = 215.2, [M-HCI] (2.7); 114.0, [CsHgNO,] (9.4); 113.0,
[CsH,NO,] (5.3); 36.0, [HCI] (34.3); 30.1, [CH,N] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 0.91 (t, 3H, CHs), 1.33 (m, 6H,
3CH,), 1.62 (m, 2H, CH,), 2.67/2.83 (AA BB -System, 4H, 2CH,), 4.02 (s, 2H, CH,),
4.07 (t, *J(H-H) = 6.7 Hz, 2H, CH.,).

Elementaranalyse: [%] ber. C52.5, H 8.8, N 5.6;
[%] gef. C52.5, H 8.8, N 5.5.

7.3.2 5-Aminolavulinsadurebenzylester-hydrochlorid 3

Zu 20 ml (145.8 mmol) trockenem Benzylalkohol wurden unter Eiskiihlung 3 ml (41.4
mmol) frisch destilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-mindtigem RUhren bei
RT wurden zur entstandenen gelblichen Lésung portionsweise 500 mg (2.98 mmol) 5-
Aminolavulinsdure zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde Uber Nacht bei Raumtem-
peratur gertihrt und anschlief?end wurde die Losung 1 h lang auf 60°C erhitzt. Nach
Abziehen des LM am HV und Umkristallisation aus CH,Cl,/Ether konnte der Ester als

weil3es Pulver isoliert werden.

0
CIHaN /\"/\)Lo
o]
C1,H16CINO; (257.5)
Ausbeute: 231 mg (0.90 mmol, 30.2%)

Schmp.: 117°C

PI-LSIMS (Glycerin/MeOH):  miz (%) = 222.2, [MH-HCI] (100).
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'H-NMR: (250 MHz, CD;0D, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.63/2.84 (AA BB -System,
4H, 2CH,), 4.0 (s, 2H, CH,), 5.1 (s, 2H, CH,), 7.37 (m, 5H, CH, aromatisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C55.9,H 6.2, N 5.4;
[%] gef. C55.7, H 6.3, N 5.4.

7.4 5-Aminolavulinsaurethioester

7.4.1 BOC-5-Aminolavulinsaurethiohexylester 21

Wiein AAV 3 beschrieben, wurden zu einer Losung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-
5-Aminolavulinsaure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 177
mg Hexanthiol (1.5 mmol) in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskthlung 257.4 mg
(1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde erst 2 h bei 0°C und an-
schliefend 2 d bel RT gerthrt. Nach Abziehen des LM wurde der Riickstand in einer
Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum Entfernen des
wasserl6slichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je zweima mit 30 ml
geséttigter NaHCOs-L6sung und 20 ml H,O extrahiert. Nach Trocknung der organi-
schen Phase Uber Na&,SO, und Abziehen des LM wurde das Produkt sdulenchroma
tographisch (SiO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und BOC-5-Aminol&vulinsaure-
thiohexylester als gelbliches Ol isoliert.

0
(BO C)NWSW
Ci6H29NO,S (331.5) H 3
Ausbeute: 302 mg (0.91 mmol; 69.7%)

PI-DCIMS(NHs):  m/z (%) = 349.2, [M+NH,] (16.5); 293.2, [M+NH,-C,Hg] (100).
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'H-NMR (250 MHz, CDCl;, 24°C, TMS): d [ppm] = 0.88 (t, ®J(H-H) = 6.8 Hz, 3H,
CH3), 1.20-1.40 (m, 6H, 3CH,), 1.45 (s, 9H, BOC), 1.57 (m, 2H, CH,), 2.70-3.0 (m,
6H, 3CH,), 4.06 (m, 2H, CH,), 5.18 (breites s, 1H, NH).

Elementaranalyse: [%] ber. C 58.0, H 8.8, N 4.2;
[%] gef. C58.1, H9.2, N 4.2.

7.4.2 5-Aminolavulinsaurethiohexylester-hydrochlorid 21

Analog zu AAV 5 wurden 82.9 mg (0.25 mmol) BOC-5-Aminolavulinsdurethio-
hexylester unter Eisktihlung in 5 ml getrocknetem Essigsaureethylester gel6st und mit
5 ml HCI-geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde das Eisbad
entfernt und 5 h bei RT weitergerihrt. Nach vollstéandiger Entschitzung (DC-
Kontrolle, Ninhydrinlésung) wurde die LAsung eingeengt, was zur Féllung des in Es-
sigester schwerloslichen Hydrochlorids fuhrte. Der farblose hygroskopische Feststoff

wurde im OV getrocknet.

0
CIH3N/\’MS/\/\/\
C11H2,CINO,S (267.8) O
Ausbeute: 58 mg (0.21 mmol; 86.6%)

PI-DCIMS(NHs): m/z (%) = 232.2, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 0.88 (t, *J(H-H) = 6.8 Hz, 3H,
CHj), 1.20-1.40 (m, 6H, 3CH,), 1.55 (m, 2H, CH,), 2.79-3.14 (m, 6H, 3CH,), 4.27 (s,
2H, CH,), 8.17 (breites s, 3H, NH3).

Elementaranalyse: [%] ber. C 49.3, H 8.3, N 5.2;
[%] gef. C 49.2, H 8.3, N 5.3.
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7.5 5-Aminolavulinsdurephenylester

7.5.1 BOC-5-Aminolavulinsaurephenylester

Wiein AAV 3 beschrieben, wurden zu einer Lésung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-
5-Aminolavulinsdure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und
141.2 mg Phenol (1.5 mmol) in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskihlung 257.4 mg
(1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde erst 2 h bei 0°C und an-
schlief3end 2 d lang bei RT gertihrt. Nach Abziehen des LM wurde der Rickstand in
einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum Entfernen
des wasserl6slichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je zweimal mit 30
ml geséttigter NaHCO;-L6sung und 20 ml H,O extrahiert. Nach Abziehen des LM
wurde das Produkt saulenchromatographisch (SiO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) cereinigt
und BOC-5- Aminolavulinsaurephenylester als gelbliches Ol isoliert.

I /@
C.sHx NOs (307.3) (BOC)HWO
(@)

Ausbeute: 230.0 mg (0.75 mmol; 57.6%)
PI-DCIMS (NH3): m/z (%) = 325.3, [M+NH,] (36.1); 269.9, [M+NH,-C,Hs] (100).
'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.85/2.90

(AA'BB -System, 4H, 2CH,), 4.10 (m, 2H, CH,), 5.20 (breites s, 1H, NH), 7.0-7.4 (m,
5H, CH, aromatisch).

7.5.2 5-Aminolavulinsdurephenylester-hydrochlorid 16

Analog zu AAV 5 wurden 76.8 mg (0.25 mmol) BOC-5- Aminol&vulinsdurephenyl -
ester unter Eiskiihlung in 5 ml getrocknetem Essigsaureethylester geldst und mit 5 ml
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HCI -geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde das Eisbad entfernt
und 5 h bei RT welitergertihrt. Nach der vollsténdigen Entschiitzung (DC-Kontrolle,
Ninhydrinlésung) wurde das LM abgezogen und aus Essigester/PE umkristallisiert.
Anschlieend wurde der gelbliche Feststoff am OV getrocknet.

i O
CiH1CINO; (243.7) C'HS’NWO

Ausbeute: 52.6 mg (0.22 mmol; 86.3%)
ESI (CH;0H, 1% HAC): m/z (%) = 208.0, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,0, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.65/2.80 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 4.08 (s, 2H, CH,), 7.0-7.4 (m, 5H, CH, aromatisch).

7.6 5-Aminolavulinsaureoxaalkylester
7.6.1 5-Aminolavulinsaure-3-oxabutylester-hydrochlorid 4

Zu 19.0 g (250 mmol) 3-Oxabutanol wurden unter Eisktihlung 3 ml (41.4 mmol) frisch
destilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-minitigem Ruhren bei RT wurden
portionsweise 300 mg (1.79 mmol) 5Aminolavulinsaure zugegeben. Anschliel3end
wurde, nach 1 h Behandeln im Ultraschallbad, 45 min lang auf 60°C erhitzt. Nach Ab-
ziehen des LM wurde saulenchromatographisch gereinigt (SiO,, CH,Cl,/MeOH: 50/1)
und 5- Aminolavulinsaure-3-oxabutylester-hydrochlorid als gel bliches Ol isoliert.

0

o
C|H3NWOA/ \

C8H16CINO4 (2257) (@)

Ausbeute: 244.3 mg (1.1 mmol; 60.5%)
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PI-DCIMS(NHs):  m/z (%) = 190.0, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dy, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.57/2.80 (AA BB’ -System,
4H, 2CH,), 3.26 (s, 3H, CHs), 3.52 (m, 2H, CH,), 3.96 (m, 2H, CH,), 4.12 (m, 2H,
CH,), 8.29 (s, 3H, NHy).

Elementaranalyse: [%] ber. C 425, H 7.2, N 6.2;
[%] gef. C41.6,H 7.5, N 5.6.

7.6.2 5-Aminolavulinsaure-3-oxapentylester-hydrochlorid 5

Zu 22.6 g (250 mmol) 3-Oxapentanol wurden unter Eiskiihlung 3 ml (41.4 mmol)
frisch destilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-minitigem RUhren bei RT
wurden portionsweise 300 mg (1.79 mmol) 5-Aminolavulinsdure zugegeben. An-
schlief3end wurde, nach 1 h Behandeln im Ultraschallbad, 45 min lang auf 60°C er-
hitzt. Nach Abziehen des LM und saulenchromatographischer Reinigung (SiO,,
CH,Cl,/MeOH: 50/1) wurde das Produkt al's gelbliches Ol isoliert.

o]
/\/O\/
CIH3N o)
CoH15CINO, (239.5) : W
Ausbeute: 268.0 mg (0.97 mmol; 54.3%)

PI-DCIMS(CH,): m/z (%) = 204.2, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dg, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.11 (m, 3H, CHs), 2.58/2.79
(AA BB -System, 4H, 2CH,), 3.40-3.60 (m, 4H, 2CH,), 3.97 (s, 2H, CH,), 4.12 (m,
2H, CH,), 8.10 (s, 3H, NHy).
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7.6.3 5-Aminolavulinsaure-5-oxahexylester-hydrochlorid 6

Zu 27 g (250 mmol) 5-Oxahexanol wurden unter Eiskiihlung 3 ml (41.4 mmol) frisch
destilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-minitigem Ruhren bei RT wurden
por-tionsweise 300 mg (1.79 mmol) 5Aminolévulinsaure zugegeben. Anschlief3end
wurde, nach einsttindigem Behandeln im Ultraschallbad, 45 min auf 60 °C erhitzt.
Nach Abziehen des LM wurde saulenchromatographisch gereinigt (SO,
CH,Cl,/MeOH: 50/1) und das Produkt als gelbliches Ol isoliert.

o]
/\/\/O\
C1oH0CINO, (253.7) C'HsNWO
o]
Ausbeute: 279.1 mg (1.1 mmol; 59.2%)

PI-DCIMS(NHs): m/z (%) = 218.1, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dg, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.56 (m, 4H, 2CH,),
2.55/2.80 (AA BB -System, 4H, 2CH.,), 3.22 (s, 3H, CHs), 3.32 (m, 2H, CH,), 3.95 (s,
2H, CHy), 4.02 (m, 2H, CH,), 8.31 (s, 3H, NHs).

Elementaranalyse: [%] ber. C 47.3,H 7.9, N 5.5;
[%] gef. C47.0,H 7.4, N 5.4.

7.6.4 5-Aminolavulinsaure-3,6-dioxaheptylester-hydrochlorid 7

Zu 30 g (250 mmoal) 3,6-Dioxaheptanol wurden unter Eiskihlung 3 ml (41.4 mmol)
frisch destilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-minitigem Rihren bel RT
wurden portionsweise 300 mg (1.79 mmol) 5-Aminolavulinsdure zugegeben. An-
schlief3end wurde, nach einstiindigem Behandeln im Ultraschallbad, 45 min auf 60 °C
erhitzt. Nach Abziehen des LM wurde saulenchromatographisch gereinigt (SiO,,
CH,Cl,/MeOH: 50/1) und das Produkt als gelbliches Ol isoliert.
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O

C1oH0CINO; (269.7) C'H?’NW‘\O
o]
Ausbeute: 207.7 mg (0.77 mmol; 42.8%)

PI-DCIMS(NH3):  m/z (%) = 234.0, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dy, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.57/2.79 (AA BB’ -System,
4H, 2CH,), 3.3-3.6 (M, 7H, 2CH,, CHa), 3,77 (M, 2H, CH,), 3.97 (s, 2H, CH,), 4.11
(m, 2H, CH,), 8.05 (3H, NHs).

7.7 Synthese N-geschiutzter Aminolavulinsaure

7.7.1 BOC-5-Aminolavulinsaure 109

Zur Synthese von BOC-ALA wurde der pH-Wert aner Lésung von 0.42 mg (2.5
mmol) 5-Aminolavulinsdure in 5 ml H,O mit 0.1 N NaOH auf 8.5 eingestellt. Nach
Zugabe von 1.16 g (5.3 mmol) Di-tert-butyldicarbonat in 5 ml 1,4-Dioxan wurde die
Losung 18 h bel RT geriihrt. Das Uberschiissige BOC- Anhydrid wurde durch zweifa
ches Ausschitteln mit 50 ml Diethylether entfernt. Nach Zugabe von 50 ml Essigsar
reethylester wurde die wassrige Phase mit 1 N HCI angesduert und die organische
Phase abgetrennt. Nach zweimaligem Ausschitteln der wassrigen Phase mit je 25 ml
Essigsaureethylester wurden die organischen Phasen vereint und das LM abgezogen.
BOC-ALA wurde als farbloses Ol isoliert.

X O
C10H17N05 (231’3) ><O m/\[‘(\)‘\OH
O

Ausbeute: 419 mg (1.8 mmol; 72.5%)
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PI-DCIMS(NHs):  m/z (%) = 249.2, [M+NH,] (47.28); 193.1,[M+NH,-C,Hg] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCl 3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.72 (m, 4H,
2CH,), 4.08 (m, 2H, CH,), 5.25 (breites s, 1H, NH).

Elementaranalyse: [%] ber. C51.9,H 7.4, N 6.1;
[%] gef. C51.6,H 7.2, N 6.2.

7.7.2 5-Aminolavulinsaurephthalimid 11°"

Die zweistufige Synthese erfolgt gemal3 eines européischen Patents. Im ersten Schritt
wurde die Aminofunktion von Tetrahydrofurfurylamin geschitzt. Hierzu wurden zu
einer Losung von 19.8 g (134mmol) Phthalsdureanhydrid in 500 ml Chloroform unter
Rdhren 10 g (99 mmol) Tetrahydrofurfurylamin zugegeben. Nach 14 h Ruckflussko-
chen im Wasserabscheider wurde die Reaktionsmischung mit 300 ml gesdttigter
NaHCO;-L6sung extrahiert. Die wassrige Phase wurde dreimal mit je 50 ml Chloro-
form ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden anschlief3end dreimal
mit je 50 ml H,O extrahiert und Uber MgSO, getrocknet. Abziehen des LM und an-
schlieffende Umkristalisation aus CH,Cl,/PE ergab N-Tetrahydrofurfurylphthalimid
alsfarblosen Feststoff.

0
o T
C13H13NO; (231.3) <__/ X
0
Ausbeute: 20.1 g (86.9 mmol; 89.0%)
Schmp.: 86°C-87°C

'H-NMR (250 MHz, CDClj, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.60-1.75 (m, 1H), 1.80-2.10
(m, 3H), 3.60-4.00 (m, 4H), 4.20-4.30 (m, 1H, CH), 7.65-7.75 (m, 2H, aroma
tisch), 7.81-7.90 (m, 2H, aromatisch).
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Die zweite Stufe stellte die oxidative Ringoffnung des N-Tetrahydrofurfuryl-
phthalimids dar. Hierbel wurden zu einer Mischung aus 50 ml CCl,, 243 ml CH;CN
und 73 ml HO 7.3 g (31.6 mmol) N Tetrahydrofurfurylphthalimid, 41.3 g (189.5
mmol) NalO, und 145 mg (2.2 mol %) RuCl;xH,O zugegeben. Nach 14 h Ruckfluss-
kochen unter heftigem Riihren wurde das LM-Gemisch im OV abgezogen. Der Riick-
stand wurde mit einer Mischung aus 100 ml CHCI; und 20 ml 1IN HCI versetzt. Nach
dreimaliger Extraktion der wassriger Phase mit 30 ml CHCI; wurden die vereinigten
organischen Phasen Uber NaSO, getrocknet und das LM wurde abgezogen. Saulen-
chromatographische Reinigung mit einem Laufmittelgemisch aus Chloro-

form/M ethanol/Ameisensaure (95/4/1) ergab das Produkt al's farblosen Feststoff.

O

NWOH
C,aHy; NOs (261.2)

O
O

Ausbeute: 2.3 g (8.8 mmol; 31.5%)
PI-DCIMS (NH3): m/z (%) =279.2, [M+NH,] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dg, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.50/2.83 (AA BB’ -System,
4H, 2CH,), 4.61 (s, 2H, CH,), 7.87-7.94 (m, 4H, CH, aromatisch), 12.19 (1H, COOH).

Elementaranalyse: [%] ber. C59.8, H 4.2; N 5.4;
[%] gef. C59.3, H 4.3, N 5.2.
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7.8 Synthese substituierter 5-Aminolavulinsaurebenzylester

7.8.1 5-Aminolavulinsaure-p-fluorbenzylester-hydrochlorid 8

Zu 31.5 g (250 mmol) pFluorbenzylalkohol wurden unter Eiskihlung 3 ml (41.4
mmol) frisch destilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-mindtigem RUhren bei
RT wurden portionsweise 300 mg (1.79 mmol) 5Aminolavulinsdure zugegeben. An-
schlief3end wurde, nach einstiindigem Behandeln im Ultraschallbad, 45 min auf 60°C
erhitzt. Nach Abziehen des LM wurde sdulenchromatographisch gereinigt (SiO,,
CH,Cl,/MeOH: 50/1) und das Produkt als farbl oser Feststoff isoliert.

o)
cmeo
C12H15C|FN03 (2757) O
F
Ausbeute: 204 mg (0.74 mmol; 41.3%)

PI-DCIMS(NH3): miz (%) = 240.3, [MH-HCI] (66); 133.1, [CsH1:N O3] (100).

IH-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.62/2.83 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 3.98 (s, 2H, CH,), 5.08 (s, 2H, CH,), 7.19/7.41 (m, 4H, 4CH, aromatisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C52.3, H5.5, N 5.1;
[%] gef. C51.8, H 4.8, N 4.7.

7.8.2 BOC-5-Aminolavulinsaure-p-trifluormethylbenzylester

Analog zu AAV 3 wurden zu einer Losung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-5-
Aminolavulinsdure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 264.2
mg (1.5 mmol) 4-Trifluormethylbenzylalkohol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eis-
kihlung 257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bel
0°C und anschlief?end 2 d bel RT gerthrt. Nach Abziehen des LM wurde der Rick-
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stand in einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum
Entfernen des wasserldslichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je
zweimal mit 30 ml gesdttigter NaHCOs-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach
Trocknung Uber NaSO, und Abziehen des LM wurde das Produkt séulenchroma
tographisch (SIO,, MeOH/CH,CI,: 40/1) gereinigt und BOC-5-Aminolavulinsaure-4-
trifluormethylbenzylester als gelbliches Ol isoliert.

0
C1H22F3NOs5 (389.4) (BOC)H/\!)‘/\/LO/\Q\
CF,
Ausbeute: 312.6 mg (0.8 mmol; 62.0%)

PI-DCIMS(NHs3):  m/z (%) = 407.5, [M+NH,] (35.1); 351.4, [M+NH,-C,Hg] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.70/2.75
(AA'BB -System, 4H, 2CH,), 4.05 (m, 2H, CH,), 5.16 (s, 2H, CH,), 7.40-7.60 (m, 4H,
4CH, aromatisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C 55.5, H 5.7, N 3.6;
[%] gef. C 55.7, H 6.0, N 4.0.

7.8.3 5-Aminolavulinsaure-p-trifluormethylbenzylester-hydrochlorid 12

Wie in AAV 5 beschrieben, wurden 97.4 mg (0.25 mmol) BOC-5- Aminolé&vulinsdure-
3-trifluormethylbenzylester unter Eiskihlung in 5 ml getrocknetem Essigsaureethyl-
ester gelost und mit 5 ml HCI-geséttigtem Essigséureethylester versetzt. Nach 30 min
wurde das Eisbad entfernt und 4 h bei RT weltergeriihrt, wobei eine Tribung der L6-
sung auftrat. Der farblose Feststoff wurde unter N, abfiltriert und nach Umkristallisa
tion (Essigester/PE) im OV getrocknet.
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cmeo
C13H15C|F3N03 (3257) (@)
CF

Ausbeute: 74.9 mg (0.23 mmol; 91.9%)
PI-DCIMS (NH3): m/z (%) = 290.4, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.65/2.80 (AA BB’ -System, 4H,
2CH.,), 4.08 (s, 2H, CHy), 5.10 (s, 2H, CHy), 7.45-7.62 (m, 4H, 4CH, aromatisch).

7.8.4 BOC-5-Aminolavulinsaure-2,3,4,5-tetrafluorbenzylester

Wiein AAV 3 beschrieben, wurden zu einer Losung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-
5-Aminolavulinsdure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und
270.2 mg (1.5 mmoal) 2,3,4,5-Tetrafluorbenzylalkohol in 15 ml trockenem CH,CI, un-
ter Eiskihlung 257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde
2 h bel 0°C und anschlief?end 2 d bei RT gerthrt. Nach Abziehen des LM wurde der
Rickstand in einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen.
Zum Entfernen des wasserl6slichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je
zweimal mit 30 ml gesattigter NaHCO;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach
Trocknung Uber NaSO, und Abziehen des LM wurde das Produkt séulenchroma
tographisch (SiO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und BOC-5-Aminol&avulinsiure-
2,3,4,5-tetrafluorbenzylester als gelbliches Ol isoliert.

o F

(BOC)NWO i
C17H19 F4NO; (393.3) Ho 5
F
F
Ausbeute: 336.3 mg (0.86 mmol; 65.8%)

PI-DCIMS(NH3):  m/z (%) = 411.4, [M+NH,] (35.8); 355.3, [M+NH,-C,Hg] (100).
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'H-NMR (250 MHz, CDCl,, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.70/2.75
(AA BB -System, 4H, 2CH,), 4.05 (m, 2H, CH,), 5.19 (s, 2H, CH,), 6.98 (m, 1H, CH,

aromatisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C51.9, H 4.9, N 3.6;
[%] gef. C51.8, H5.2, N 3.6.

7.8.5 5-Aminolavulinsaure-2,3,4,5-tetrafluorbenzylester-hydrochlorid 13

Wiein AAV 5 beschrieben, wurden 98.3 mg (0.25 mmol) BOC-5- Aminol&vulinsdure-
tetrafluorbenzylester unter Eiskiihlung in 5 ml getrocknetem Essigsaureethylester ge-
|6st und mit 5 ml HCI-geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde
das Eisbad entfernt und 4 h bei RT waeitergertihrt. Nach vollsténdiger Entschiitzung
(DC-Kontrolle, Ninhydrinlésung) wurde das LM abgezogen und das Produkt nach
Umkristallisation (Essigester/PE) als gelbliches Ol isoliert.

o F

F
CIH3N /No
C1,H1,CIF,NO; (329.7) O -
F
Ausbeute: 77.1 mg (0.23 mmol; 93.5%)

ESI (CH3;OH, 1% HAC):  m/z (%) = 294.0, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.65/2.80 (AA BB’ -System, 4H,
2CH.,), 4.08 (s, 2H, CHy), 5.10 (s, 2H, CHy), 7.12 (1H, CH, aromatisch).
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7.8.6 BOC-5-Aminolavulinsaurepentafluorbenzylester

Wiein AAV 3 beschrieben, wurden zu einer L6sung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-
5-Aminolavulinsaure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und
297.1 mg (1.5 mmol) Pentafluorbenzylalkohol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eis-
kihlung 257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bel
0°C und anschlief3end 2 d bel RT gertihrt. Nach Abziehen des LM wurde der RUck-
stand in einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum
Entfernen des wasserldslichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je
zweimal mit 30 ml gesattigter NaHCO;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach
Trocknung uber N&SO, und Abziehen des LM wurde das Produkt saulenchro-
matographisch (SiO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und BOC-5-Aminolavulin-
saurepentafluorbenzylester al's gelbliches Ol isoliert.

0] F

(BOC)N /\’Mo F
Ho %

Ausbeute: 336.3 mg (0.82 mmol; 63.1%)

Cy7Hys FsNOs (411.3)

PI-DCIMS(NHs3):  miz (%) = 429.3, [M+NH,] (32.7); 373.2, [M+NH,-C,Hg] (88.7);
193.1, [MH+NH,-C,Hg-C,FsH,] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 145 (s, 9H, BOC), 2.57/2.69
(AA BB -System, 4H, 2CH,), 4.05 (m, 2H, CH,), 5.13 (s, 2H, CH,).

7.8.7 5-Aminolavulinsdurepentafluorbenzylester-hydrochlorid 14

Wie in AAV 5 beschrieben, wurden 102.8 mg (0.25 mmol) BOC-5-Aminolavulin
saurepentafluorbenzylester unter Eiskiihlung in 5 ml getrocknetem Essigsaureethyles-
ter gelost und mit 5 ml HCI-gesattigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min
wurde das Eisbad entfernt und 4 h bei RT weitergertihrt. Nach vollsténdiger Entschiit-
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zung (DC-Kontrolle, Ninhydrinldsung) wurde das LM abgezogen und das Produkt als
gelbliches Ol isoliert.

C12H11CIF5NO3 (3477) (@)
Ausbeute: 77.1 mg (0.22 mmol; 88%)
PI-DCIMS (NH3): m/z (%) =312.1, [MH-HCI] (62.2); 133.1, [CsH11N O3] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.59/2.79 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 3.98 (s, 2H, CH,), 5.17 (S, 2H, CH,).

7.8.8 BOC-5-Aminolavulinsaure-p-nitrobenzylester

In Anlehnung an AAV 3 wurden zu einer Lésung von 300 mg (1.3 mmol) BOC-5-
Aminolavulinsdure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 229.7
mg (1.5 mmol) 4-Nitrobenzylalkohol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskihlung
257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei 0°C und
anschlief3end 2 d bei RT geriihrt. Nach Abziehen des LM wurde der Riickstand in ei-
ner Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum Entfernen
des wasserldslichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je zweimal mit 30
ml geséttigter NaHCO;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach Trocknung Uber
Na, SO, und Abziehen des LM wurde das Produkt saulenchromatographisch (SO,
MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und BOC-5- Aminolavulinsdure-p-nitrobenzyl -ester als
farbloser Feststoff isoliert.

0]

(BOC)N WO X
C17HxN,0; (366.4) H |

0
7 NO,

Ausbeute: 257.3 mg (0.70 mmol; 54.0%)
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PI-DCIMS(NHs3):  m/z (%) = 384.4, [M+NH,] (40): 328.3, [M+NH,-C,Hs] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCl;, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.73/2.79
(AA'BB -System, 4H, 2CH,), 4.05 (m, 2H, CH,), 5.21 (s, 2H, CH,), 7.52/8.22 (m, 4H,
4CH, aromatisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C55.7, H 6.1, N 7.6;
[%] gef. C55.7, H 6.0, N 7.4.

7.8.9 5-Aminolavulinsaure-p-nitrobenzylester-hydrochlorid 15

Wie in AAV 5 beschrieben, wurden 91.6 mg (0.25 mmol) BOC-5- Aminolé&vulinsdure-
p-nitrobenzylester unter Eiskihlung in 5 ml getrocknetem Essigséureethylester gel 6st
und mit 5 ml HCI-geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde das
Eisbad entfernt und 4 h bei RT weltergerthrt, wobei eine Tribung der L6sung auftrat.
Der farblose Feststoff wurde unter N, abfiltriert und nach Umkristallisation (Essiges-
ter/PE) im OV getrocknet.

0
o]
NO,
C1,H15CIN,O5 (302.7)
Ausbeute: 64.3 mg (0.21 mmol; 85%)

PI-DCIMS(NHs3):  m/z (%) = 267.3, [MH-HCI] (100).

IH-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.70/2.82 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 3.99 (s, 2H, CH,), 5.16 (s, 2H, CH,), 7.48/8.13 (m, 4H, 4CH, aromatisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C47.6, H 5.0, N 9.3;
[%] gef. C 46.9, H 5.3, N 8.9.
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7.9 Synthese fluorierter 5-Aminolavulinsaurealkylester

7.9.1 BOC-5-Aminolavulinsaure-1H,1H-heptafluorbutylester

Analog zu AAV 3 wurden zu einer Losung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-5-
Aminolavulinsdure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 300
mg (1.5 mmol) 1H,1H-Heptafluorbutanol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskih-
lung 257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei
0°C und anschlief?end 2 d bel RT gerdhrt. Nach Abziehen des LM wurde der Riick-
stand in einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum
Entfernen des wasserldslichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je
zweimal mit 30 ml gesdttigter NaHCOs-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach
Trocknung Uber NaSO, und Abziehen des LM wurde das Produkt séulenchrome
tographisch (SIO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und als farbloser Feststoff isoliert.

O

FF

N

C4HisF,NOs (413.3) (BOON OWF
o) PR E

Ausbeute: 362 mg (0.88 mmol; 67.7%)

PI-DCIMS (NH3): m/z (%) =431.3, [M+NH,] (51.8); 375.2, [M+NH,-C,Hs] (100).
'H-NMR (300 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.70-2.80
(AA'BB’-System, 4H, 2CH,), 4.10 (m, 2H, CH,), 4.59 (t, %J(H-F) = 13.5 Hz, 2H,

CH,), 5.18 (breites s, 1H, NH).

Elementaranalyse: [%] ber. C 36.2, H 3.2, N 2.5;
[%] gef. C 35.9, H 3.1, N 2.4.
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7.9.2 5-Aminolavulinsaure-1H,1H-heptafluorbutylester-hydrochlorid 17

Analog zu AAV 5 wurden 119.3 mg (0.25 mmol) BOC-5-Aminolavulinsure-1H,1H-
heptafluorbutylester unter Eiskiihlung in 5 ml getrocknetem Essigséureethylester ge-
l6st und mit 5 ml HCI-geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde
das Eisbad entfernt und 5 h bei RT weitergertihrt. Nach vollstéandiger Entschiitzung
(DC-Kontrolle, Ninhydrinldsung) wurde die L6sung eingeengt, was zur Fallung des in
Essigester schwerldslichen Hydrochlorids fuhrte. Der farblose Niederschlag wurde
unter N, abfiltriert.

E
CleN/\’(\)‘\O%LF
C10H12 CIFgNOg (3496) F =

Ausbeute: 72 mg (0.21 mmol; 84%)
PI-DCIMS (NH3): m/z (%) = 314.2, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (300 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.73/2.85 (AA BB’ -System, 4H,
2CH,), 4.10 (S, 2H, CHy), 4.57-4.68 (M, 2H, CH,).

Elementaranalyse: [%] ber. C 34.3, H 3.4, N 4.0;
[%] gef. C 35.0, H 4.0, N 3.8.

7.9.3 BOC-5-Aminolavulinsaure-1H,1H,5H-octafluorpentylester

In Anlehnung an AAV 3 wurden zu einer Losung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-5-
Aminolavulinsaure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 348.1
mg (1.5 mmol) 1H,1H,5H-Octafluorpentanol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eis-
kihlung 257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei
0°C und anschlief3end 2 d bel RT gerthrt. Nach Abziehen des LM wurde der RUck-

stand in einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum
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Entfernen des wasserléslichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je
zweimal mit 30 ml gesattigter NaHCO;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach
Trocknung Uber NaSO, und Abziehen des LM wurde das Produkt sdulenchroma
tographisch (SiO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und als farbloser Feststoff isoliert.

I /\;i/i
(BOC)H/NO XX F
CysH1oFgNO5 (445.3) o) FFFF
Ausbeute: 346 mg (0.78 mmol; 59.8%)

PI-DCIMS(NH3):  m/z (%) = 463.3, [M+NH,] (48.8), 407.3, [M+NH,-C,Hg] (100).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.77 (m, 4H,
2CH,), 4.10 (M, 2H, CH,), 4.57-4.68 (t, 2J(H-F) = 13.7 Hz, 2H, CH,), 5.16 (breitess,
1H, NH), 5.76-6.30 (tt, 2J(H-F) = 51.9 Hz, *J(H-F) = 5.4 Hz, 1H, CH).

Elementaranalyse: [%] ber. C 40.5, H 4.3, N 3.2;
[%] gef. C 40.0, H 4.3, N 3.5.

7.9.4 5-Aminolavulinsaure-1H,1H,5H-octafluorpentylester-hydrochlorid 18

Wie in AAV 5 beschrieben, wurden 111.3 mg (0.25 mmol) BOC-5-Amino-
lavulinsaure-1H,1H,5H-octafluorpentylester unter Eiskthlung in 5 ml getrocknetem
Essigsdureethylester gelost und mit 5 ml HCl-geséttigtem Essigsdureethylester ver-
setzt. Nach 30 min wurde das Eisbad entfernt und 4 h bel RT weitergertihrt, wobei ei-
ne Trubung der Losung auftrat. Der farblose Niederschlag wurde unter N, abfiltriert
und nach Umkristalisation (Essigester/PE) im OV getrocknet.
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O E F F
C10H12C|F8N03 (3817) C|H3NWOWF
0 F FF F

Ausbeute: 72 mg (0.19 mmol; 75.5%)

PI-DCIMS(NH3):  m/z (%) = 346.3, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.85/2.90 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 4.10 (s, 2H, CH,), 4.57-4.68 (t, *J(H-F) = 13.7 Hz, 2H, CH,), 6.13-6.67 (it,
2J(H-F) = 51.1 Hz, ®J(H-F) = 5.5 Hz, 1H, CH).

Elementaranalyse: [%] ber. C 31.5, H 3.2, N 3.7;
[%] gef. C 31.2, H 3.2, N 3.9.

7.9.5 BOC-5-Aminolavulinsaure-1H,1H,2H,2H-nonafluorhexylester

Analog zu AAV 3 wurden zu einer Ldsung von 300 mg (1.3 mmol) BOC-5- Amino-
lavulinsdure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 369.2 mg (1.5
mmol) 1H,1H,2H,2H-Nonafluorhexanol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskihlung
257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei 0°C und
anschlief3end 2 d bei RT geruihrt. Nach Abziehen des LM wurde der Rickstand in ei-
ner Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum Entfernen
des wasserldslichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je zweimal mit 30
ml geséttigter NaHCO;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach Trocknung Uber
N&a, SO, und Abziehen des LM wurde das Produkt sédulenchromatographisch (SO,
MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und als farbloser Feststoff isoliert.

O F FE F
/N MF
BOC)N (@]
C16H20F9NO5 (4773) ( )H F
o) F F F

Ausbeute: 352 mg (0.74 mmol; 56.7%)
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PI-DCIMS(NH3):  m/z (%) = 495.3, [M+NH,] (59.7); 439.3, [M+NH,-C,Hg] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.35-2,60 (tt,
3J(H-H) = 6.5 Hz, 3J(H-F) = 18.3 Hz, 2H, CH,), 2.70-2.80 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 4.10 (m, 2H, CH,), 4.38 (t, 3J(H-H) = 6.5 Hz, 2H, CH,), 5.17 (breites s, 1H,
NH).

Elementaranalyse: [%] ber. C 40.3, H 4.2, N 2.9;
[%] gef. C 39.7,H 3.7, N 2.4.

7.9.6 5-Aminolavulinsaure-1H,1H,2H,2H-nonafluorhexylester-
hydrochlorid 19

Analog zu AAV 5 wurden 119.3 mg (0.25 mmol) BOC-5-Aminolévulinsdure-
1H,1H,2H,2H-nonafluorhexylester unter Eiskihlung in 5 ml getrocknetem Essigséure-
ethylester gelost und mit 5 ml HCI-geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30
min wurde das Eisbad entfernt und 5 h bel RT weitergerihrt. Nach vollstandiger Ent-
schitzung (DC-Kontrolle, Ninhydrinl6sung) wurde die L6sung eingeengt, was zur Fal-
lung des in Essigester schwerl6slichen Hydrochlorids fihrte. Der Niederschlag wurde
unter N, abfiltriert und nach Umkristallisation (Essigester/PE) wurde der farblose
Feststoff im OV getrocknet.

o R FR F
F
CIH3N/\’(\/LO/\)$€Q,<
C11H13CIFgNO; (413.7) o F LF

Ausbeute: 84 mg (0.2 mmol; 81.2%)

PI-DCIMS(NH,):  m/z (%) = 378.3, [MH-HCI] (100).
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'H-NMR (250 MHz, D,0, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.40-2.57 (tt, 3J(H-H) = 6.1 Hz,
3J(H-F) = 19.4 Hz, 2H, CH,), 2.62/2.79 (AA'BB -System, 4H, 2CH,), 4.00 (s, 2H,
CH,), 4.34 (t, *J(H-H) = 6.1 Hz, 2H, CH,).

Elementaranalyse: [%] ber. C 31.9, H 3.2, N 3.4;
[%] gef. C 31.1, H 3.3, N 3.4.

7.9.7 BOC-5-Aminolavulinsaure-1H,1H-tridecafluorheptylester

Analog zu AAV 3 wurden zu einer Loésung von 300 mg (1.3 mmol) N-BOC-
Aminolavulinsaure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 525
mg (1.5 mmol) 1H,1H-Tridecafluorheptanol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskih-
lung 257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bel
0°C und anschlief3end 2 d bel RT gerthrt. Nach Abziehen des LM wurde der RUck-
stand in einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum
Entfernen des wasserléslichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je
zweimal mit 30 ml geséttigter NaHCO;-L6sung und 20 ml H,O extrahiert. Nach
Trocknung Uber NaSO, und Abziehen des LM wurde das Produkt saulenchroma
tographisch (SIO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und als farbloser Feststoff isoliert.

FFFFF

C.7H1sF1sNOx (563.3) (BOC)NW %

FF F F EF
Ausbeute: 406 mg (0.72 mmol ; 55%)
PI-DCIMS (NHs): m/z (%) = 581.4, [M+NH,] (42.9); 525.3, [M+NH,-C,Hg] (100).
'H-NMR (250 MHz, CDCls, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 9H, BOC), 2.77 (m, 4H,

2CH,), 4.06 (m, 2H, CH,), 4.58 (t, 3J(H-F) = 13.7 Hz, 2H, CH,), 5.17 (breites s, 1H,
NH).
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Elementaranalyse: [%] ber. C 40.7, H 4.4, N 3.4;
[%] gef. C 41.0,H 4.3, N 3.5.

7.9.8 5-Aminolavulinsaure-1H,1H-tridecafluorheptylester-hydrochlorid 20

Analog zu AAV 5 wurden 119.3 mg (0.25 mmol) BOC-5-Aminolavulinsure-1H,1H-
nonafluorhexylester unter Eiskihlung in 5ml getrocknetem Essigsaureethylester gel 6st
und mit 5ml HCI-geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde das
Eisbad entfernt und 5 h bei RT weitergerthrt. Nach vollstandiger Entschiitzung (DC-
Kontrolle, Ninhydrinlésung) wurde die LAsung eingeengt, was zur Féllung des in Es-
sigester schwerléslichen Hydrochlorids fuhrte. Der Niederschlag wurde unter N, ab-
filtriert. Nach Umkristallisation (Essigester/PE) wurde der farblose Feststoff im OV

getrocknet.
R FR F

i WW

C12H11C|F19NO3 (4993)
Ausbeute: 99 mg (0.20 mmol; 80%)
PI-DCIMS (NH3): m/z (%) = 464.2, [MH-HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.71/2.84 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 4.00 (s, 2H, CHy), 4.76 (m, 2H, CH,).

Elementaranalyse: [%] ber. C 28.9,H 2.2, N 2.8;
[%] gef. C29.1, H 2.3, N 2.9.
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7.10 Synthese von 5-Aminolavulinsaureoligoestern

7.10.1 Di-BOC-bis-5-aminolavulinsaureethylenglykoldiester

Analog zu AAV 3 wurden zu einer Losung von 300 mg (1.3 mmol) BOC-5-
Aminolavulinséure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 93 mg
(1.5 mmol) Glykol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskiihlung 257.4 mg (1.6 mmol)
EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei 0°C und anschlief3end 2 d bei
RT geruhrt. Nach Abziehen des LM wurde der Rickstand in einer Mischung aus 100
ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum Entfernen des wasserldslichen
Kupplungsreagens wurde die organische Phase je zweima mit 30 ml geséttigter
NaHCO;-L6sung und 20 ml H,O extrahiert. Nach Trocknung Uber Na,SO, und Abzie-
hen des LM wurde das Produkt saulenchromatographisch (SiO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1)
gereinigt und als farbloser Feststoff isoliert.

0 o] y
o] ocC
(BOC)N /\’MD/\/ MN(B )
C22HssN2 01 (488.5) "8 0
Ausbeute: 336.3 mg (0.69 mmol; 52.9%)

PI-DCIMS(NH3):  m/z (%) = 506.6, [M+NH,] (89.6): 389.4, [MH-BOC] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 18H, BOC), 2.63/2.81
(AA BB -System, 8H, 4CH,), 4.1 (m, 4H, 2CH,), 4.27 (s, 4H, 2CH,), 5.28 (breites s,
2H, 2NH).

Elementaranalyse: [%] ber. C54.1, H 7.4, N 5.7;
[%] gef. C53.0,H 7.4, N 4.9.
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7.10.2 Bis-5-aminolavulinsaureethylenglykoldiester-dihydrochlorid 22

Analog zu AAV 5 wurden 122.1 mg (0.25 mmol) Di-BOC-bis-5-aminolévulinsiure-
ethylenglykoldiester unter Eiskiihlung in 5 ml getrocknetem Essigsdureethylester ge-
|6st und mit 5 ml HCI-geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde
das Eisbad entfernt und 5 h bei RT waeitergertihrt. Nach vollsténdiger Entschiitzung
(DC-Kontrolle, Ninhydrinlosung) wurde die L 6sung eingeengt, was zur Fallung des in
Essigester schwerldslichen Hydrochlorids fihrte. Der farblose, hygroskopische Nie-

derschlag wurde unter N, abfiltriert und im OV getrocknet.

0 0
0 NHCl
CIHsN/\’(\)‘\O/\/ M 3C
C12H2,CILN,Og (361.2)
o] o]
Ausbeute: 79.3 mg (0.22 mmol; 87.8%)

ESI (CH;OH, 1% HAC):  m/z (%) = 288.9, [MH-2HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.62/2.81 (AA BB’ -System, 8H,
4CH,), 4.15 (S, 4H, 2CH,), 4.23 (s, 4H, 2CH,).

C12H»,CI,N,06-H,0 (379.2)
Elementaranalyse: [%] ber. C 38.0,H 6.1, N 7.4;
[%] gef. C 38.2, H 6.3, N 7.2.
7.10.3 Di-BOC-bis-5-aminolavulinsaure-1,4-dibenzyldiester
Analog zu AAV 3 wurden zu einer Lésung von 300 mg (1.3 mmol) BOC-5-
Aminolavulinsaure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 207

mg (1.5 mmol) 1,4-Dibenzylalkohol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskihlung
257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei 0°C und
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anschlief3end 2 d bei RT geruihrt. Nach Abziehen des LM wurde der Rickstand in ei-
ner Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum Entfernen
des wasserldslichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je zweimal mit 30
ml geséttigter NaHCO;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach Trocknung (Uber
Na, SO, und Abziehen des LM wurde das Produkt sdulenchromatographisch (SiO,,
MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und als farbloser Feststoff isoliert.

O
C2sH40N2010 (564.6) o) OM/N(BOC)
(0]

Ausbeute: 376.3 mg (0.67 mmol; 51.3%)
PI-DCIMS (NH3): m/z (%) =582.6, [M+NH,] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCl,, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 18H, BOC), 2.64-2.79
(m, 8H, 4CH,), 4.07 (m, 4H, 2CH,), 5.11 (s, 4H, 2CH,), 5.19 (breites s, 2H, 2NH),
7.33 (s, 4H, 4CH, aromatisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C59.6,H 7.1, N 5.0;
[%] gef. C59.5, H 7.2, N 4.8.

7.10.4 Bis-5-aminolavulinséure-1,4-dibenzyldiester-dihydrochlorid 23

Analog zu AAV 5 wurden 141.2 mg (0.25 mmol) Di-BOC-bis-5-aminolavulinsdure-
1,4-dibenzylester unter Eiskuhlung in 5 ml getrocknetem Essigsaureethylester gel 6st
und mit 5 ml HCI-gesdéttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde das
Eisbad entfernt und 3 h bei RT weitergerthrt. Das in Essigester schwerlosliche Di-
hydrochlorid fiel in Form enes farblosen, hygroskopischen Pulvers aus, wurde unter
N, abfiltriert und im OV getrocknet.
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C18H26C|2N206 (437-3) CIH3N/\H/\)‘\D 0
o] OY\/H\/NHga

Ausbeute: 95 mg (0.22 mmol; 87.2%)

ESI (CH;OH, 1% HAC):  m/z (%) = 365.0, [MH-2HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.64/2.81 (AA BB’ -System, 8H,
4CH,), 3.98 (s, 4H, 2CH,), 5.05 (s, 4H, 2CH,), 7.32 (s, 4H, 4CH, aromatisch).

Cy5H26C1,N,04-H,0 (455.3)

Elementaranalyse: [%] ber. C47.4,H 6.1, N 6.1;
[%] gef. C47.2,H 5.8, N 5.8.

7.10.5 Tetra-BOC-tetrakis-5-aminolavulinsadurepentaerythrityltetraester

Analog zu AAV 3 wurden zu einer Ldsung von 300 mg (1.3 mmol) BOC-5- Amino-
lavulinsdure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 204 mg (1.5
mmol) Pentaerythrit in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskihlung 257.4 mg (1.6
mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei 0°C und anschlief3end
2 d bei RT gerdhrt. Nach Abziehen des LM wurde der Rickstand in einer Mischung
aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum Entfernen des wasserl6sli-
chen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je zweimal mit 30 ml geséttigter
NaHCOs;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach Trocknung Uber Na,SO, und Abzie-
hen des LM wurde das Produkt saulenchromatographisch (SiO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1)
gereinigt und alsfarbloser Feststoff isoliert.
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O O

CasHoN, s (9891) (BOC)” Moxown@o@
o) o)
(BOC)NWO OWN(BOC)
H H

O O

Ausbeute: 717.5 mg (0.73 mmol; 55.8%)

ESI (CHsOH/CH,Cl,, 1% HAC):  m/z (%) = 1006.6, [M+NH,] (40); 1011.5,
[M+Na] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 36H, BOC), 2.56/2.82
(AA BB’ -System, 16H, 8CH,), 3.89-4.18 (m, 16H, 8CH,), 5.37 (breitess, 4H, NH).

Elementaranal yse: [%] ber. C54.6, H 7.3, N 5.6;
[%] gef. C53.6,H 7.3, N 5.2.

7.10.6 Tetrakis-5-aminolavulinsaure-pentaerythrityltetraester-tetra-
hydrochlorid 24

Analog zu AAV 5 wurden 247.3 mg (0.25 mmol) TetraBOC-tetrakis-5-amino-

lavulinsdurepentaerythrityltetraester unter Eiskiihlung in 5 ml getrocknetem Essigsau-

reethylester gelost und mit 5 ml HCl-gesdttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach

30 min wurde das Eisbad entfernt und 5 h bel RT weitergeriihrt. Nach vollstandiger

Entschiitzung (DC-Kontrolle, Ninhydrinlésung) wurde die L&sung eingeengt, was zur

Falung des in Essigester schwerldslichen Hydrochlorids fuhrte. Der farblose, hygro-
skopische Feststoff wurde unter N, abfiltriert und im OV getrocknet.

O O

cmmM OMNH@

CusHsClLIN,O 4, (734.5) CIHSNWO >< OWNHSC|

O (@)

Ausbeute: 149.1 mg (0.20 mmol; 81.2%)
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ESI (CH;OH/H,0, 1% HAC): miz (%) = 589.2, [MH-4HCI] (15); 295.2,
[¥4M-4HCI)H] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,0, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.65/2.83 (AA BB’ -System, 16H,
8CH,), 3.97-4.15 (m, 16H, 8CH,).

C25 H44C|4N4012' Hzo (7525)

Elementaranalyse: [%] ber. C 39.9, H 6.1, N 7.4,
[%] gef. C 39.9, H 6.3, N 6.9.

7.11 Synthese von 5-Aminolavulinsaurediaminopropylestern
7.11.1 1,3-Di-BOC-diamino-2-propanol

Zu ener Losung von 2 g (22 mmol) 1,3-Diamino-2-propanol in 20 ml trockenem
MeOH wurde langsam unter Eiskihlung @ne Losung von 9.6 g (9.4 ml, 44 mmol)
BOC-Anhydrid in 10 ml MeOH zugetropft. Nach 2 h Rihren bei RT wurde das LM
abgezogen und es wurde aus Ether/PE umkristallisiert. Die BOC-geschiitzte Verbin-

JFO
>—0
NH
C13H26N205 (2904) HO{
NH
)=o
O

Ausbeute: 5.3 9 (15.4 mmol; 83%)

dung wurde als weil3er Feststoff isoliert.

PI-DCIMS(NH3):  m/z (%) = 291.4, [MH] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.41 (s, BOC, 18H), 3.31 (m,
4H, 2CH,), 3.40 (M, 1H, CH), 4.75 (d, 1H, OH), 6.60 (breites s, 2H, NH).
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Elementaranalyse: [%] ber. C53.8, H 9.0, N 9.7;
[%] gef. C53.9,H 9.2, N 9.6.

7.11.2 BOC-5-Aminolavulinsaure-1,3-di-BOC-diamino-2-propylester

Anaog zu AAV 3 wurden zu einer Lésung von 300 mg (1.3 mmol) BOC-5- Amino-
lavulinsaure, 120 mg (1.0 mmol) 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und 435.5 mg (1.5
mmol) 1,3-Di-BOC-diamino-2-propanol in 15 ml trockenem CH,Cl, unter Eiskihlung
257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei 0°C und
anschlief3end 2 d bei RT geruihrt. Nach Abziehen des LM wurde der Rickstand in ei-
ner Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen. Zum Entfernen
des wasserl6slichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je zweimal mit 30
ml geséttigter NaHCO;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach Trocknung Uber
Na, SO, und Abziehen des LM wurde der Ester saulenchromatographisch (S O,, Me-
OH/CH,CI,: 40/1) gereinigt und als far bloser Feststoff isoliert.

H BOC
L e
N(BOC
C23H41N309 (5036) (BOC)H/\[MO H( )
o]
Ausbeute: 449 mg (0.89 mmol; 68.6%)

PI-DCIMS(NHj): m/z (%) = 521.5, [M+NH,] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dg, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 27H, 3BOC),
2.64/2.76 (AA BB -System, 4H, 2CH,), 3.30 (m, 4H, 2 CH,), 4.06 (m, 2H, CH,), 4.14
(t, 1H, CH), 4.8/5.1/5.2 (breites s, 3H, 3NH).

Elementaranalyse: [%] ber. C54.9,H 8.2, N 8.3;
[%] gef. C54.6,H 8.4, N 7.6.
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7.11.3 5-Aminolavulinsaure-1,3-diamino-2-propylester-trihnydrochlorid 25

Analog zu AAV 5 wurden 125.9 mg (0,25 mmol) BOC-5- Aminolavulinséure-1,3-di-
BOC-diamino-2-propylester unter Eiskihlung in 5 ml getrocknetem Essigsiure-
ethylester gelost und mit 5 ml HCI -geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30
min wurde das Eisbad entfernt und 5 h bel RT weitergerdhrt. Nach vollstandiger Ent-
schitzung (DC-Kontrolle, Ninhydrinldsung) wurde die Ldsung eingeengt, was zur Fal-
lung des in Essigester schwerldslichen Hydrochlorids fiihrte. Der farblose Nieder-

schlag wurde unter N, abfiltriert und im OV getrocknet.

NH;CI
I L3
NH;CI
CsHoClaN3O5 (312.6) C'”“WO
o)
Ausbeute: 70.8 mg (0.23 mmol; 90.6%)
ESI: m/z (%) = 203.8, [MH-3HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.72/2.87 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 3.22-3.28 (M, 4H, 2CH,), 3.98 (m, 1H, CH), 4.02 (s, 2H, CH,).

Elementaranalyse: [%] ber. C 30.7, H 6.5, N 13.4;
[%] gef. C 31.1, H 7.0, N 12,7.

7.11.4 5-Phthalimidolavulinsaure-1,3-di-BOC-diamino-2-propylester

In Anlehnung an AAV 3 wurden zu einer Losung von 340 mg (1.3 mmol) 5-Amino-
lavulinsdurephthalimid, 120 mg (1.0 mmol) 4Dimethylaminopyridin (DMAP) und
435.5 mg (1.5 mmol) 1,3-Di-BOC-diamino-2-propanol in 15 ml trockenem CH,Cl,
unter Eiskiihlung 257.4 mg (1.6 mmol) EDC zugegeben. Die Reaktionsmischung wur-
de 2 h bei 0°C und anschlief3end 2 d bel RT gerthrt. Nach Abziehen des LM wurde

der Rickstand in einer Mischung aus 100 ml Essigester und 20 ml H,O aufgenommen.
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Zum Entfernen des wasserl6slichen Kupplungsreagens wurde die organische Phase je
zweimal mit 30 ml gesattigter NaHCO;-Losung und 20 ml H,O extrahiert. Nach
Trocknung Uber N&SO, und Abziehen des LM wurde das Produkt séulenchroma
tographisch (SiO,, MeOH/CH,Cl,: 40/1) gereinigt und als farbloser Feststoff isoliert.

H
N(BOC)

O (@]
L N(BOC)
C,6H35N3 09 (533.6) N I o H
(@]

Ausbeute: 458 mg (0.86 mmol; 66%0)
ESI (CH;OH/CH,CI,, 1% HACc): m/z (%) =551.2, [M+NH,] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dg, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.42 (s, 18H, 2BOC),
2.65/2.88 (AA BB -System, 4H, 2CH,), 3.31 (t, 3J (H-H) = 5.8 Hz, 4H, 2CH,), 4.55 (s,
2H, CH,), 4.84 (m, 1H, CH), 5.00-5.20 (s, 2H, 2NH), 7.76-7.86 (m, 4H, 4CH, aroma-
tisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C58.5, H 6.6, N 7.9;
[%] gef. C58.7, H 6.9, N 7.5.

7.11.5 Phthalimidolavulinsaure-1,3-diamino-2-propylester-
dihydrochlorid 26

Wie in AAV 5 beschrieben, wurden 133.4 mg (0.25 mmol) Phthalimidol&vulinsaure-
1,3-diamino-2-propylester unter Eiskihlung in 5 ml getrocknetem Essigsdureethylester
geldst und mit 5 ml HCI -geséttigtem Essigsaureethylester versetzt. Nach 30 min wurde
das Eisbad entfernt und 4 h bel RT weitergerihrt, wobel eine Tribung der LAsung auf-
trat. Der farblose Feststoff wurde unter N, abfiltriert und nach Umkristallisation (Es-
sigester/PE) im OV getrocknet.
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NHClI
@) o 3
Cr6H21CloN3O5 (406.3) N ©
o]
o]
Ausbeute: 98.6 mg (0.24 mmol; 97%)

ESI (CHsOH/H,0, 1% HAC):  m/z (%) = 334.0, [MH-2HCI] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dg, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.71/2.96 (AA BB’ -System,
4H, 2CH,), 3.15 (d, 3J(H-H) = 4.36 Hz, 4H, 2CH.), 4.65 (s, 2H, CH,), 5.17 (m, 1H,
CH), 7.91 (m, 4H, 4CH, aromatisch), 8.36 (breites s, 6H, 2NHy).

Elementaranalyse: [%] ber. C47.2,H 5.2, N 10.3;
[%] gef. C 46.7, H 5.5, N 10.0.

7.12 Synthese von Diaminosaureamiden mit 5-Aminolavulin-

saureestern als Aminkomponente

7.12.1 5-Aminolavulinsduremethylester-hydrochlorid 9

Zu 10 ml trockenem Methanol wurden unter Eiskiihlung 3 ml (41.4 mmol) frisch des-
tilliertes SOCI, langsam zugetropft. Nach 20-mindtigem Rihren bei RT wurden porti-
onsweise 300 mg (1.79 mmol) 5-Aminolavulinsdure zugegeben. Anschlief3end wurde
der Ansatz, nach 1 h Behandeln im Ultraschallbad, 45 min auf 60°C erhitzt. Das LM
wurde am OV abgezogen. Nach Umkristallisation aus MeOH/Ether konnte das Pro-

dukt als weil3es Pulver erhdten werden.

@)

C|H3N/\’MO/
CoH1,NO5CI (181.6)

O
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Ausbeute: 192 mg (1.1 mmol; 61.4%)
Schmp.: 123°C

'H-NMR: (250 MHz, CD,0D, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.63/2.84 (AA BB -System,
4H, 2CH,), 3.65 (s, 3H, CHs), 4.0 (s, 2H, CH,).

7.12.2 Di-BOC-2,3-diaminopropionsaure

tert-Butyloxycarbonylazid-L6sung: 3.30 g (25 mmol) tert-Butylcarbazat in 17 mi
Dioxan und 6 ml Wasser wurden unter Rihren bei 0°C mit 5 ml 5 N Salzséure ver-
setzt. Anschlief3end wurde bel 5°C Innentemperatur innerhalb von 10 min eine L6-
sung von 1.77 g (26.0 mmol) NaNO, in 6 ml H,0 zugegeben. Nach 20 min Rihren

bei RT wurde die Azidldsung weiterverarbeitet.

1 g (7.00 mmol) DL-2,3-Diaminopropionséure-monohydrochlorid wurde in 5 ml
Di-oxan, 3 ml H,O und 10 ml Triethylamin aufgenommen. Nach 10 min Rihren bei
RT wurde die frisch hergestellte tert-Butyloxycarbonylazid-L6sung (25 mmol-
Ansatz) zugegeben. Die entstandene orangefarbene Ldsung wurde 24 h lang bei 50-
55°C gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde, um Reste von tert-
Butyloxycarbonylazid zu entfernen, finfmal mit je 100 ml Diethylether extrahiert
und die Etherphasen wurden verworfen. Die verbleibende Lésung wurde mit kon-
zentrierter Zitronensaure angesauert (pH 5) und mit Ether ausgeschittelt. Nach
Trocknung der organischen Phase Uber Na, SO, und Abziehen des LM wurde drei-
mal aus Diethylether umkristallisiert und das farblose Produkt im OV getrocknet.
o)

C13H24N206 (3043) (BOC)N OH
H

N(BOC)
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Ausbeute: 1.24g (4.08 mmol; 58%)
Schmp.: 155-156°C

'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.46 (s, 18H, 2BOC), 3.51 (d,
3J(H-H) = 8.8 Hz, 2H, CH,), 4.25 (t, *J(H-H) = 8.8 Hz, 1H, CH), 3.38-6.42 (m, 2H,
NH), 8.2 (breites s, 1H, OH).

Elementaranalyse: [%] ber. C51.3,H 7.9, N 9.2;
[%] gef. C51.1, H 7.8, N 9.1.

7.12.3 3,4-Di-BOC-diaminobenzoeséaure

Zu einer Loésung von 0.5 g (3.3 mmol) 3,4-Diaminobenzoeséure in 20 ml trockenem
MeOH wurde langsam unter Eiskihlung eine Losung von 14.4 g (6.6 mmol) BOC-
Anhydrid in 20 ml MeOH zugetropft und 24 h bel 40°C gertihrt. Nach Abziehen des
LM wnd chromatographischer Aufarbeitung (SiO,, CH,Cl,/MeOH: 50/1) konnte das

Produkt in Form eines farblosen Feststoffs isoliert werden.

H
(BOC)N

N
C17H24N,04 (352.4) | OH

(BOC)H
Ausbeute: 950 mg (1.9 mmol; 58.6%)

PI-DCIMS(NHs):  m/z (%) = 370.4, [M+NH,] (100).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-Dg, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.47 (s, 18H, 2BOC), 6.68
(d, 3J(H-H) = 7.4 Hz, 1H, CH, aromatisch), 7.4 (d, ®J(H-H) = 7.4 Hz, 1H, CH, aroma
tisch), 7.85 (s, 1H, CH, aromatisch), 12.20 (s, breit, 1H, COOH).
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Elementaranalyse: [%] ber. C 58.0, H 6.9, N 7.9;
[%] gef. C58.9,H 7.1, N 7.6.

7.12.4 2,3-Di-BOC-diaminopropionsaure-N-methyl-5-aminolavulinatyl-

amid

Eine Losung von 304 mg (1 mmol) Di-BOC-2,3-diaminopropionsaure in 8 ml DMF
wurde innerhalb von 45 min durch Zugabe von 0.82 g (6.1 mmol) N-Hydroxy-
benzotriazol (HOBt) und 1.16g (6.1 mmol) EDC aktiviert. Hierzu wurde eine Ldsung
von 360 mg (2 mmol) ALA-Methylester in 6 ml DMF innerhalb von 10 min zugetropft
und anschlief3end wurde die Reaktionsmischung mit 0.77 ml (5.5 mmol) NEt; versetzt.
Nach 24 h Rihren bei RT wurde das LM im OV abgezogen und der Riickstand zwei-
mal mit je 100 ml Essigester extrahiert. Nach zweimaligem Waschen der organischen
Phase mit je 75 ml 1M Zitronensdure, NaHCO,-L 6sung (10%) und geséttigter NaCl -
Losung wurde das LM abgezogen. Nach Saulenchromatographischer Aufarbeitung
(SIO,, Essigester/PE: 5/1-1/3) wurde das Produkt als gelblicher, harziger Feststoff iso-
liert.
0

o)
~
BOC)N N 0

N(BOC) o)
H
Ausbeute: 300 mg (0.7 mmol; 70%)
PI-DCIMS (NH3): m/z (%) = 449.3, [M+NH,] (100).
'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.44 (s, 2BOC, 18H), 2.66/2.73
(AA'BB-System, 4H, 2CH,), 3.51 (m, 2H, CH,), 3.68 (s, 3H, CH3), 4.17 (m, 1H,

CH), 4.22 (m, 2H, CH,), 5.11/5.71/7.15 (breites s, 3H, NH).

Elementaranalyse: [%] ber. C52.9, H 7.7, N 9.7;
[%] gef. C53.0,H 7.7, N 9.5.
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7.12.5 2,3-Di-BOC-diaminopropionsaure-N-benzyl-5-aminolavulinatyl-

amid

Eine Lésung von 300 mg (0.85mmol) Di-BOC-2,3-diaminopropionsdure in 8 ml DMF
wurde innerhalb von 45 min durch Zugabe von 0.70 g (5.2 mmol) N-Hydroxy-
benzotriazol (HOBt) und 0.99 g (5.2 mmol) EDC aktiviert. Hierzu wurde eine LAsung
von 306 mg (1.7 mmol) ALA-Benzylester in 6 ml DMF innerhalb von 10 min zuge-
tropft und anschlief?end wurde die Reaktionsmischung mit 0.65 ml (4.7 mmol) NEt;
versetzt. Nach 24 h Ruhren bei RT wurde das LM im OV abgezogen und der Riick-
stand zweimal mit je 100 ml Essigester extrahiert. Nach zweimaligem Waschen der
organischen Phase mit je 75 ml 1M Zitronensédure, NaHCO;-L 6sung (10%) und gesét-
tigter NaCl-L 6sung wurde das LM abgezogen. Nach saulenchromatographischer Auf-
arbeitung (SIO,, Essigester/PE: 5/1-1/3) wurde das Produkt als farbloser Feststoff er-
halten.

(@] O
(BOC)H/\)LHWO
Ca5H37N3Og (507-6) H(BOC) (0]
Ausbeute: 260 mg (0.51 mmol; 60.3%)
Schmp.: 99.5°C-100.5°C

PI-DCIMS(NHj):  miz (%) = 525.4, [M+NH,] (100).

'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.45 (s, 18H, 2BOC), 2.73 (m,
4H, 2CH,), 3.51 (m, 2H, CH,), 4.09-4.31 (m, 3H, CH,, CH), 5.11 (s, 2H, CH,),
5.79/7.11 (breites s, 2H, NH), 7.35 (m, 5H, 5CH, aromatisch).

Elementaranalyse: [%] ber. C59.2, H 7.4, N 8.3;
[%] gef. C60.1, H 7.6, N 7.9.
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7.12.6 3,4-Di-BOC-diaminobenzoesaure-N-methyl-5-aminolavulinatyl-

amid

Eine Lésung von 352 mg (1 mmol) 3,4-Di-BOC-diaminoaminobenzoesdure in 8 ml
DMF wurde innerhalb von 45 min durch Zugabe von 0.82 g (6.1 mmol) N-
Hydroxybenzotriazol (HOBt) und 1.16 g (6.1 mmol) EDC aktiviert. Hierzu wurde eine
L6sung von 360 mg (2 mmol) ALA-Methylester in 6 ml DMF innerhalb von 10 min
zugetropft und anschlieffend wurde der Reaktionsansatz mit 0.77 ml (5.5 mmol) NEt;
versetzt. Nach 24 h Ruhren bei RT wurde das LM im OV abgezogen und der Riick-
stand zweimal mit je 100 ml Essigester extrahiert. Nach zweimaligem Waschen der
organischen Phase mit je 75 ml 1M Zitronensédure, NaHCO;-L 6sung (10%) und gesét-
tigter NaCl-L 6sung wurde das LM abgezogen. Nach saulenchromatographischer Auf-
arbeitung (SIO,, Essigester/PE: 5/1-1/3) wurde das Produkt als gelblicher, harziger

Feststoff isoliert. ; o o
BOC)N
(BOC) NWO/
H

O
C,3H33N3;0g (479.5) (BOC)H

Ausbeute: 320 mg (0.67 mmol; 51.3%)

'H-NMR (250 MHz, CDCl3, 24°C, TMS): d [ppm] = 1.52 (s, 2BOC, 18H), 2.70/2.82
(AA'BB -System, 4H, 2CH,), 3.69 (s, 3H, CH5), 4.39 (m, 2H, CH,), 6.59/6.89/7.06 (s,
3H, 3NH), 7.54-7.87 (m, 2H, 2CH, aromatisch), 8.40 (s, 1H, CH, aromatisch).

7.12.7 3,4-Diaminobenzoesaure-N-methyl-5-aminolavulinatylamid-
dihydrochlorid 27

Wie in AAV 5 beschrieben, wurden 1199 mg (0.25 mmol) 3,4-Di-BOC-
diaminobenzoesaure-N-methyl -5-aminol&vulinatylamid unter Eiskihlung in 5 ml ge-
trocknetem Essigsdureethylester gelost und mit 5 ml HCI-geséttigtem Essigsaureethyl-
ester versetzt. Nach 30 min wurde das Eisbad entfernt und es wurde 4 h bei RT wei-
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tergerthrt, wobei eine Tribung der Losung auftrat. Der farblose Feststoff wurde unter
N, abfiltriert und nach Umkristallisation (Essigester/PE) im OV getrocknet.

) o)
| AN N/\’(\)‘\O/
C13H19C|2N304 (3522) = H O

CIHN

CIHzN

Ausbeute: 78.5 mg (0.22 mmol; 89.2%)

'H-NMR (250 MHz, D,O, 24°C, TMS): d [ppm] = 2.58/2.81 (AA BB -System, 4H,
2CH,), 3.56 (s, 3H, CH,), 4.21 (s, 2H, CH,), 6.95 (m, 1H, CH, aromatisch), 7.46-7.60
(m, 2H, 2CH, aromatisch).
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8 Zusammenfassung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, neue 5SAminolavulinséureester fur die
Photodynamische Tumortherapie und Tumordiagnostik zu synthetisieren und deren
Eigenschaften an in vitro-Modellen fir die Harnblase und den Gastrointestinaltrakt zu
untersuchen. Insgesamt wurden 42 ALA-Ester synthetisiert, wovon 27 zellbiologisch

untersucht wurden.

8.1 Hintergrund

1991 fuhrten Kennedy und Pottier die Photodynamische Tumortherapie und Tumor-
diagnostik mit 5-Aminolavulinsdure (ALA) ein. ALA ist ein kdrpereigener Stoff, der
Im Zuge der Ham-Biosynthese in den Zellen aus Glycin und Succinyl-Coenzym A
gebildet wird. Im weiteren Verlauf entsteht Protoporphyrin I X (PPIX), aus dem durch
Eiseneinlagerung Ham gebildet wird. Aufgrund eines strengen Kontrollmechanismus
(Feedback-Kontrolle) werden die Konzentration von freiem Ham geregelt und die in-
trazellulére ALA-Synthese limitiert. Durch exogene ALA-Applikation kann dieser
Kontrollmechanismus umgangen werden, was zu einer Akkumulation von PPIX im
Zielgewebe (Tumor) fuhrt. PPIX stellt einen idealen Photosensibilisator dar, der nach
Anregung mit Licht entsprechender Wellenlange einerseits zur Photodynamischen
Tumordiagnostik (PDD) und andererseits zur Photodynamischen Tumortherapie
(PDT) herangezogen werden kann. Bei der PDD nutzt man die selektive Anreicherung
von PPIX in entartetem Gewebe. Unter Blaulichtbestrahlung kénnen mittels der cha
rakteristischen Rotfluoreszenz von PPIX Prékanzerosen und Frihkarzinome lokalisiert
und von gesundem Gewebe abgegrenzt werden. Damit kommt der Fluoreszenz-
Endoskopie mit ALA grol3e Bedeutung bei der Krebsfriiherkennung zu. Bei der PDT
wird nach ALA-Applikation und tumorselektiver PPIX-Akkumulation mit Rotlicht
bestrahlt. Die Anregungsenergie wird vom Photosensibilisator entweder direkt an
Zielmoleklle abgegeben (Photoreaktionen 1) oder zur Bildung von Singulett-
Sauerstoff herangezogen (Photoreaktionen 11). Beide Mechanismen flhren zur Zerst6-
rung lebenswichtiger Zellbestandteile. Die Tumorzelle stirbt ab. Heutiger Standard der
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PDT in der Onkologie ist die systemische Applikation von Photofrin. Dieser Photosen-
sibilisator reichert sich nur wenig selektiv in Tumoren an, kann nicht topisch appliziert
werden und fuhrt zu einer Sensibilisierung der Patienten gegentiber Sonnenlicht fir
mehrere Wochen. ALA-induziertes PPIX weist neben einer sehr hohen Tumorsel ekti-
vitét keinerlei Dunkeltoxizitét auf. Aufgrund rascher Eliminierung aus dem Korper (24
Stunden) kommt es zu einer sehr geringen Photosensibilisierung. Somit stellt die

ALA-PDT eine sehr schonende und effektive Methode zur Tumortherapie dar.

Aufgrund der geringen Lipophilie von ALA ist die Aufnahme durch die Zellmembran
und die damit verbundene intrazelluldre PPIX-Akkumulation limitiert. Eine Moglich-
keit, die Lipohilie von ALA zu steigern, stellt die Synthese von ALA-Estern dar. Die
Vewendung von ALA-Estern fuhrt zu einer schnelleren intrazelluléren Aufnahme und
bewirkt eine drastische Steigerung der PPIX-Akkumulation im Vergleich zur freien
Saure. Auf der Suche nach idealen Esterstrukturen sind zwei Faktoren von entschei-
dender Bedeutung: die intrazellulare Aufnahme und die enzymatischen Folgeschritte
auf dem Weg der PPIX-Synthese. Das Derivat muss mdglichst rasch durch die Zell-
membran gelangen, um nach kurzer Zeit hohe intrazellulére Konzentrationen zu erzie-
len. Andererseits ist eine schnelle intrazellulare Hydrolyse der ALA-Derivate durch
Esterasen notwendig, um die PPIX-Biosynthese in Gang zu setzen. Die Summe der
beiden entscheidenden Prozesse, der zelluldren Aufnahme und der enzymatischen Fol-
geschritte, kann durch die PPIX-Fluoreszenzmessung ermittelt werden.

Neben der PDT der Haut ist die PDD und PDT des GIT sowie der Harnblase Gegen-
stand aktueller Forschung. Fur die Anwendung im Gastrointestinaltrakt und in der
Harnblase haben sich der ALA-Hexylester und der ALA-Benzylester als wirksamste

Verbindung herausgestellt. Diese Systeme gilt es zu verbessern.

8.2 Synthese

Ausgehend von der in vielen in vitro- und in vivo-Tests erfolgreichen Hexylester- und
Benzylestergrundstruktur wurden neue ALA-Ester synthetisiert und zellbiologisch un-
tersucht. Je nach verwendetem Alkohol kamen zwei unterschiedliche Synthesewege
zur Anwendung. In ener einstufigen Reaktion wurde 5-Aminolévulinsdure-

hydrochlorid 1 in einem Uberschuss Alkohol geldst bzw. suspendiert und unter Eis-
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kuhlung Thionylchlorid zugetropft. Nach dreistindigem Erhitzen und Abziehen des
Uberschiissigen Alkohols wurden die Ester 2-9 durch Umkristallisation gereinigt (Abb.
38).

0 0

3 3

o o}
1

Abbildung 38: Synthese der ALA-Ester 2-9

Bel zu geringer Loslichkeit von 5-Aminol&vulinsdure-hydrochlorid 1 im Alkohol bzw.
bei Verwendung fester Alkohole konnte mit Thionylchlorid keine Veresterung beo-
bachtet werden. Um eine systematische Synthese von ALA-Estern zu gewahrleisten,
kam eine neue Synthesestrategie zum Einsatz. In einer dreistufigen Synthese wurde
zundchst die Aminofunktion von ALA mit einer BOC-Schutzgruppe versehen Nach
chromatographischer Reinigung wurde die geschitzte Verbindung mit dem entspre-
chenden Alkohol mittels EDC-Kupplung verestert und das Produkt chromatographisch
gereinigt. Nach Entfernen der BOC-Schutzgruppe mittels einer HCI -geséttigten Ethyl-
acetatl 6sung fielen die Ester 12-26 in Form von farblosen, gut wasserldslichen Pulvern
an (Abb. 39).

(@] O (o) o)
)J\ e N/ )I\
o N OH ROH /\o N R
H 2 H
o) o) © o
)J\ HCI
B ——
><O NWR EtOAC CIH3N/Y\)‘\R
H
0 o}

Abbildung 39: ALA-Derivate 12-26

Weiterhin wurden durch Kupplung von geschitzten Diaminosauren mit ALA-Estern

entsprechende ALA-Diaminoderivate erhalten.
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Die synthetisierten ALA-Derivate lassen sich in unterschiedliche Klassen einteilen:

ALA-Oxaalkylester 4-7:

Ausgehend vom ALA-Hexylester 2

wurden Oxaalkylketten verschiede- CIHWW SO

ner Lange mit unterschiedlichem

Verhdtnis unpolarer CH,-Gruppen CleNWO/va

und polarer Sauerstoffatome (C/O: o o
2.5, 3, 4, 5 an ALA geknipft, um C|33NWOA/VO\
eine Steigerung der Membran- © 0

7 o)
permesbilitst  und  der  damit cmeoN ~"o7

verbundenen PPIX-Akkumulation zu

erzielen

Substituierte ALA-Benzylester 8, 12-15 und ALA-Phenylester 16:

Ausgehend vom ALA-Benzylester 3 wurden aktivierte ALA-Benzylester mit
unterschiedlichen elektronenziehenden Gruppen (F, CF;, 4xF, 5xF, NO,) syn-
thetisiert, um den Substituenteneinfluss auf die PPIX-Produktion zu untersu-

chen.

0
8
CIHaN o/\O\ CIH3N /\©\

o)

F
) F

13
CIHWWOA'/I\/F CIH3 W

(e} H)\F
C|H3N/Y\)L /\O\ CIH3N/Y\)‘\ /(j
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Fluorierte ALA-Alkylester 17-20:

ALA wurde mit geradkettigen o -
F
Alkoholen  unterschiedlichen | _ 17 w W
CIH3N .
Fluorierungsgrads und  unter- 0 o F F p
schiedlicher Kettenlange (CiH,Fy, | 18 MW
CIH3N F
CsHsFg, CgHaFo, CiHyFy3) ver- o o F FF F
estert. Die elektronenziehenden 19 ViV
_ _ _ CIHBNW/\)Q)QLF
Subsituenten sollten eine Akti- I AN
: - o F FFE F F
vierung der Esterbindung und 20
somit eine raschere PPIX- C'HSN/\H/\)‘\OW
o, F FF FF F

Produktion bewirken.

ALA-Thioester 21:

Es wurde der dem Hexylester

(@]
analoge ALA-Thiohexylester syn- cnilwﬁ‘/\)l\s/\/\/\
(0]

thetisiert.  Nach  enzymatischer

Hydrolyse konnte das freiwerdende Thiol zu einer Aktivierung der ALA-

Dehydrogenase und somit zu einer Steigerung der PPIX-Akkumulation fihren.

ALA-Oligoester 22-24.

Weiterhin wurde die
(0] (@]

Idee verfolgt, in
9 CIH3NY\)‘\O/\/OY\/L/NH3CI
einer Struktur meh- 22

(@] (@]
rere ALA-Molekile

(0]
anzuhaufen, um C|H3N/NO o
nach intrazellularer o ome
23
Hydrolyse mehrere o
(0] (0]

ALA-Einheiten zur

. ClHgN o O 0" o NH5Cl
PPl X-Biosynthese I Y I
zur Verfugung zu CIH3N/NO o OWNWCI

stellen. Als Alko-

holbriicken dienten neben Glykol in Analogie zum Benzylester der 1,4-

Dibenzylalkohol sowie as einfache Tetrahydroxyverbindung Pentaerythrit.
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ALA-Diaminoderivate 25-27:

Diaminokomponenten  wurden NHaCl

(@]
Uber Ester- bzw. Amidbindun- /Y\/k /C/NH3CI
25  ClHsN 0
gen an ALA geknlpft. Nach en- 1

HLCl

zymatischer Hydrolyse konnten 0 o /Ci
die freigesetzten Diamino- | N/Y\/lko NHCl
O
O

fragmente als Eisen-Komplex-

bildner dienen und eine Steige- o o
. C|H3NM
rung der  PPIX-Produktion | J\) N o~
P 0

bewi rken. CIHoN

8.3 Zellbiologische Untersuchungen

In einem durchflusszytometrischen Screening wurden die esterinduzierte PPIX-
Akkumulation (0.12 mmol/I; 3 h) in J82 und HT29 kestimmt und anschlief3end die
Dunkeltoxizitat mittels MTT-Test gemessen. Des Weiteren wurde die Tumorsel ektivi-
tét (PPIX-Akkumulation in J82/UROTSA, HT29/CCD18; 0.12 mmol/l, 3 h) und die
Phototoxizitdt der effektivsten Verbindungen bestimmt (Klonogenitéatstest nach
Bestrahlung: 590-700 nm, 0-30 J/cmz; J82/UROTSA, HT29/CCD18; 0.12 mmol/I, 3
h).

8.3.1In vitro-Modelle

Die in vitro-Forschung setzt eine griindliche Auswahl und eine sinnvolle Kombination
der eingesetzten Zelllinien voraus. Der Vergleich zwischen Tumor und normalem Ge-
webe ist besonders in der Krebsforschung von entscheidender Bedeutung. In der aktu-
ellen Literatur werden im Bereich der PDT und der PDD héufig neue Photosensibilisa
toren nur an einer Tumorzelllinie ohne Vergleich mit einer normalen Zelllinie getestet.
Ohne Beweis ausreichender Tumorselektivitét sind Aussagen Uber die Effektivitét
neuer Verbindungen fir die PDT und die PDD nicht aussagekréftig. Die Auswahl a-
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ner Zelllinie zur Représentation des Normalgewebes ist oftmals nicht einfach, da Zell-
linien aus Normal gewebe sehr viel schlechter zu etablieren und zu kultivieren sind als
solche aus Tumorgewebe.

Einen sehr aktuellen und vielversprechenden Ansatz zu Tumortherapie und Tumordia
gnostik stellen die PDT und die PPD des Gastrointestinaltrakts und der Harnblase dar.
Die vorliegenden zellbiologischen Experimente wurden an zwel verschiedenen in
vitro-Modellen durchgefiihrt. Als Modell fur die Harnblase diente die aus einem inva-
siven Urothelkarzinom stammende Karzinomzelllinie J82 mit niedrigem Differenzie-
rungsgrad [G3]. Normale urotheliale Zellen wurden durch die Zelllinie UROTSA rep-
résentiert, welche aus normalem Urothel entnommen und durch Virus-Transformation
immortalisiert wurdel”™. Alsin vitro-Modell des Gastrointestinaltrakts dienten wieder-
um zwei humane Zelllinien. Die mittelgradig differenzierte Zelllinie HT29 [G2] wurde
aus dem kolorektalen Adenokarzinom einer 44-jahrigen kaukasischen Patientin isoliert
Da Kolonepithelzelllinien nicht kommerziell erhétlich sind, diente als Phéanotyp des
normalen Kolons die Kolonfibroblastenlinie CCD18, die aus dem Kolonresektat eines
2.5 Monate alten Madchens etabliert wurde. Die Verwendung der Fibroblasten als
Vertreter des normalen Kolongewebes ist vertretbar, da in vivo die Bindegewels-
schicht nur durch eine epitheliale Einzelschicht bedeckt wird. Somit wére eine PPIX-
Fluoreszenz des Bindegewebes bei der PDD sichtbar und eine PPIX-Akkumulation in
den Fibroblasten wirde bel der PDT zu schwerwiegenden Schadigungen des Binde-

gewebes fihren.

8.3.2 Durchflusszytometrisches Screening

Hohe PPIX-Level sind eine Grundvoraussetzung fur die Anwendung in der PDD und
speziell in der PDT. In einem durchflusszytometrischen Screening wurde die PPIX-
Akkumulation der Verbindungen 1-27 untersucht.

Eine Derivatisierung am Stickstoff der 5-Aminolavulinsaure fihrt in den verwendeten
Zelllinien au einer extrem geringen PPIX-Akkumulation. Diese Tendenz wird durch

Experimente von Kloek et al!*¥ und Casas et al !’ an verschiedenen Zelllinien mit
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unterschiedlichen N-substituierten ALA-Derivaten bestéatigt Ursache hierfir konnte
ein Mangel an unspezfischen intrazellul&ren Amidasen sein.

Das Anbringen von Oxaalkylketten an ALA fihrt nicht zu der gewtnschten Steige-
rung der PPIX-Akkumulation. Durch die Einfihrung von elektronenziehenden Substi-
tuenten dagegen kann die PPIX-Akkumulation sowohl des Hexylesters als auch des
Benzylesters deutlich gesteigert werden. Speziell der Nonafluorhexylester induziert
ein deutlich hoheres PPIX-Niveau als der Hexylester und Benzylester in beiden getes-
teten in vitro-Modellen. Ursache hierfir konnte eine leichtere und schnellere Hydroly-
se der durch die Fluorsubstituentent aktivierten Esterbindung sein.

Die synthetisierten ALA-Oligoester zeigten eine sehr unterschiedliche PPIX-
Akkumulation. Entscheidend fir die Effektivitét ist nicht die Anzahl der gebundenen
ALA-Einheiten. Der vier ALA-Einheiten enthdtende Tetraester induziert mit Abstand
die geringste PPIX-Akkumulation. Mdoglicherweise ist die Aufnahme durch die
Membran bzw. die Esterhydrolyse in der Zelle aufgrund des grof3eren sterischen An-
spruchs im Vergleich zu den Diestern erschwert. Der Ethylenglykoldiester erzeugt ei-
ne deutlich geringere PPIX-Induktion als der Dibenzylester, der eine signifikant hohe-
re PPIX-Konzentration im Vergleich zum Hexylester und Benzylester erzeugt.

Des Weiteren weist der ALA-Thiohexylester eine deutlich hdhere PPIX-Anreicherung
als der analoge Hexylester auf, was auf die Aktivierung der ALA-Dehydrogenase
durch das intrazellulér abgespaltene Thiol zurtickzufihren sein kénnte.

Die neuen Verbindungen 19, 21 und 23 fihrten zu einer deutlichen Steigerung der
PPIX-Akkumulation im Vergleich zum Hexylester 2 um bis zu 62% in HT29 (Kolon)
und bis zu 27% in J82 (Urothel).

8.3.3 Tumorselektive PPIX-Akkumulation und Phototoxizitat

Die Tumorselektivitdt der PPIX-Akkumulation ist die wichtigste Hgenschaft fur die
PDD und PDT, um eine exakte Diagnostik und eine schonende Therapie zu gewahr-
leisten. Mit den neuen Estern 19, 21 und 23 konnte die tumorselektive PPIX-
Akkumulation im Vergleich zum Hexylester im Kolon (HT29/CCD18) um bis zu 47%
und im Urothel (J82/UROTSA) um bis zu 17% gesteigert werden.
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In der PDT soll bei der Bestrahlung der Tumor moglichst vollstandig zerstort und
gleichzeitig das gesunde Gewebe maximal geschont werden. Um dies zu gewahrleis-
ten, sind grofRe Unterschiede in den LDsy-Werten zwischen krankem und gesundem
Gewebe erforderlich. Ein geringes LDs,- Verhdltnis zwischen Tumor- und Normal ge-
webe (niedriges LDsp-Niveau in den Tumozellen, hohes LDsy-Niveau in den normalen
Zellen) ist winschenswert. Die Verwendung der drel neuen Ester fuhrte bei Phototoxi-
zZitétstests zu einer Erniedrigung des LDgy-Verhdltnisses im Vergleich zum Hexylester
um bis zu 68% Kolon (HT29/CCD18) und um bis zu 15% im Urothel (J82/UROTSA).

8.4 Fazit

Die Photodynamische Therapie und Diagnostik mit 5- Aminol&vulinsdure ist ein aktu-
eller und sehr vielversprechender Ansatz zur exakten Diagnostik und schonenden Be-
handlung von Tumorerkrankungen. Die hohe Tumorselektivitdt der PPIX-
Akkumulation und die geringe Verweildauer im Korper ermdglichen eine effektive
Behandlung bei maximaler Schonung des umgebenden Normalgewebes und ist der
entscheidende Vortell gegentiber der Verwendung von Zytostatika oder anderen Pho-
tosensiblisatoren. In Anbetracht des enormen Wachstums des PDT-Markts mit prog-
nostizierten Umsétzen von bis zu einer Milliarde Euro sowie des grol3en Potenzials der
PDD im Rahmen der Tumordi agnostik ist die Entwicklung neuer Photosensibilisatoren
zudem von grof3em wirtschaftlichen Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine dreistufige Sequenz fir die systematische Syn-
these von ALA-Estern etabliert. Hierdurch konnte eine Reihe neuer wasserl0slicher
ALA-Derivate in guten Ausbeuten erhalten werden. Die Verbindungen zeigten keiner-
lei Dunkeltoxizitét. Die diagnostischen und therapeutischen Eigenschaften (PPIX-
Akkumulation, Phototoxizitdt) von ALA-Hexylester 2 konnten in den getesteten in
vitro-Modellen fir die Harnblase und den Gastrointestinaltrakt durch die neuen Ver-
bindungen 5- Aminolavulinsdure-1H,1H,2H,2H-nonafluorhexylester-hydrochlorid 19,
5-Aminolavulinsaurethiohexylester-hydrochlorid 21 und Bis-5-aminolavulinsaure-1,4-

dibenzyldiester-dihydrochlorid 23 deutlich verbessert werden. In Planung stehende in
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vivo-Experimente der neuen Substanzen an einem Rattenmodell stellen den néchsten

Schritt auf dem Weg zur klinischen Anwendung dar.
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