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1. Einleitung 

 

1.1  Allgemeines 

 

Die Behandlung maligner Tumoren stellt weiterhin eine große Herausforderung in 

der medizinischen Forschung dar. Aus diesem Grund wird nach Alternativen zu den 

konventionellen Behandlungsverfahren wie Chemotherapie, Bestrahlung und 

Operation gesucht. 

Die Photodynamische Therapie stellt in der Praxis bereits eine wichtige Alternative 

bei Frühformen maligner Tumoren dar, die im Gegensatz zur konventionellen 

Therapieformen wesentlich weniger Nebenwirkungen zeigt.  

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den Grundlagen für die Weiterentwicklung 

einer selektiveren Tumortherapie im Rahmen der Photodynamischen Therapie sowie 

der Chemotherapie. 

 

1.1.1  Was ist die Photodynamische Therapie? 

 

Das Prinzip der Photodynamische Tumortherapie lässt sich wie folgt skizzieren: Die 

Photodynamische Tumortherapie ist eine polyphasische Therapie, bei der ein 

Photosensitizer (ein porphyrinoides Molekül) zunächst im Tumorgewebe ange-

reichert und dort anschließend mit Hilfe von Licht gezielt aktiviert wird (50). Durch 

Absorption eines Photons wird der Sensitizer in einen höher angeregten 

Singulettzustand überführt. Von diesem angeregten Singulettzustand kann der 

Sensitizer durch Abgabe von Fluoreszenzlicht (wichtig zur Tumorlokalisation) wieder 

in den Grundzustand zurückkehren. Alternativ kann der Sensitizer durch 

Elektronenspinumkehr (Intersystem-Crossing) in einen längerlebigen Triplettzustand 

niedrigerer Energie übergehen. Dabei hängt die photodynamische Aktivität von der 

Bereitschaft des Sensitizers zum Intersystem-Crossing ab, d. h. sowohl von der 

Triplettquantenausbeute wie der Triplettlebensdauer des Sensitizers. 

Es ist möglich, zwei verschiedene Typen von Photoreaktionen zu unterscheiden, die 

einzeln, aber auch gemeinsam auftreten können (23). In Abhängigkeit vom Sensi-

tizer und vom Sauerstoffangebot kommen sie mit unterschiedlicher Häufigkeit vor. 

Die Typ I Photoreaktion zeichnet sich durch einen Elektronen- oder Wasserstoff-

transfer aus. In Gegenwart von Sauerstoff entstehen Superoxidanionenradikale.  
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Dieser Reaktionstyp wird z. B. bei Phthalocyaninen in Gegenwart von Ascorbat 

beobachtet. Ascorbat ist in Zellen mit hohem Metabolismus (z.B. Tumorzellen) in 

hoher Konzentration vorhanden (39, 40). Die angeregten Sensitizermoleküle bilden 

mit Ascorbat ein Intermediat, welches in Gegenwart von Sauerstoff zu einem 

Ascorbatradikal und einem hochreaktiven Superoxidradikalanion reagiert, das über 

eine Radikalkettenreaktion die Zellstrukturen irreversibel schädigt. 

Bei der Typ II Photoreaktion ist aus dem Triplettzustand des angeregten Sensitizers 

eine Energieübertragung auf Sauerstoff im Grundzustand (
3
O2) möglich, welche eine 

Spinumkehr zu Singulettsauerstoff bewirkt (
1
O2) (91). Singulettsauerstoff ist eine 

hochreaktive Substanz, die durch Photooxidation von Proteinen und Lipiden 

Membrankompartimente und deren Permeabilität für Ionen und Wasser derart 

schädigt, dass die Zellkompartimentierung zusammenbricht und der Zelltod eintritt 

(1a). Für diese Reaktion ist ein hoher Sauerstoffpartialdruck zwingend notwendig.  

 

1.1.2  Bisherige Therapiemöglichkeiten der Photodynamischen Therapie 

 

Gegenwärtig wird die Photodynamische Therapie als eigenständige Therapie bei 

allen endoskopisch gut zugänglichen Tumoren eingesetzt: 

Bei oberflächlichen Endobronchialkarzinomen, bei denen noch keine Lymph-

knotenbeteiligung erkennbar war, konnten mit Hematoporphyrinderivat bzw. 

Photophrin als Sensitizer der ersten Generation sehr gute Erfolge erzielt werden 

(3a). Hematoporphyrinderivat wurde dabei mittels eines Bronchoskops aufgetragen 

oder durch eine bronchial arterielle Infusion verabreicht. Zweiundsiebzig Stunden 

später erfolgte die Bestrahlung. Für Läsionen kleiner als einen Zentimeter konnte 

eine achtzig prozentige Remission erzielt werden (3a, 27).  

Die Photodynamische Therapie erweist sich außerdem als eine sehr erfolgreiche 

Methode zur Bekämpfung von oberflächlichen Ösophageal- (25a) und Blasen-

karzinomen (88). Im Rahmen dieser Therapien war die spezielle Entwicklung von 

Ballonkathetern sehr hilfreich (19a). Durch die Einbringung der Katheter wird eine 

gleichmäßige Bestrahlung garantiert, was besonders bei multiplen Läsionen von 

Bedeutung ist.  

Auch bei Hauttumoren können mit der Photodynamischen Therapie gute Erfolge 

erzielt werden (32b). 
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Bei Gehirntumoren wird die PDT häufig in Kombination mit chirurgischen Eingriffen 

eingesetzt. Insbesondere bei Glioblastomen wird der Photosensitzer meist 

präoperativ direkt in den Tumor injiziert. Nach der Enukleation des Tumors erfolgt 

eine Bestrahlung des verbleibenden Restgewebes (41a). 

Bei Patienten mit Tumoren im fortgeschrittenen Stadium hingegen ist der Erfolg der 

der Photodynamischen Therapie bisher wegen der mangelnden Eindringtiefe des 

sichtbaren Lichts nicht abschließend beurteilbar (25b, 42b): In den USA werden zur 

Zeit Phase III Studien (kontrollierte Therapiestudie an bis zu 300 Probanden zum 

Wirksamkeits- bzw. Überlegenheitsnachweis) zur Therapie von metastasiertem 

Brustkrebs, gynäkologischen Tumoren, Hautkrebs, Kaposi Sarkom und Papillo-

matose durchgeführt (30a, 32a, 101). Zusätzlich laufen derzeit Studien zur 

intraperitonealen bzw. intrapleuralen Photodynamischen Therapie (72a, 85).  

 

Durch die Möglichkeit, den Sensitizer durch Licht zu aktivieren und damit eine 

Zerstörung der Tumorzelle zu bewirken, ergeben sich entscheidende Vorteile dieser 

Therapie: Das Wirkprinzip kann sich selektiv am Tumor entfalten. Um therapeutisch 

ausreichende Konzentrationen des Sensitizers am Tumor zu erzielen, ist allerdings 

ein gezieltes Targeting des Tumors erforderlich.  

 

1.1.3  Verschiedene Möglichkeiten des Tumortargetings 

 

Eine Möglichkeit des Tumortargetings bietet die von Bosslet et al. durchgeführte 

Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy (ADEPT), die aufgrund der hohen 

Kosten in Deutschland nicht zum Einsatz kommt (2, 9) (Abb. 1). Bei dieser Therapie 

wird zuerst ein Antitumorantikörper-Enzym-Komplex intravenös injiziert. Der 

Antikörper-Enzym-Komplex reichert sich spezifisch am Tumor an. Zuletzt wird das 

„Prodrug“ (inaktives Vorläufermolekül des Chemotherapeutikums) über mehrere 

Tage hinweg als Infusion verabreicht. Das „Prodrug" wird nur am Tumor durch die 

Enzymaktivität des Antikörper-Enzym-Komplexes in seine aktive Form umgewandelt. 

Es entfaltet dort seine Wirkung als aktives „Drug". Ziel ist dabei ein „Drug" mit so 

geringer Stabilität zu entwickeln, dass es nicht ins Blut zurückdiffundiert (84a). 

Handelt es sich um ein sehr stabiles, aktives „Drug", gibt es noch die Möglichkeit, 

dieses durch spezifische Enzyme intravasal abzubauen (IVIAD: Intravascular 

Inactivation of active Drug) (2).  
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Voraussetzungen für diese Form der Therapie sind das Vorhandensein von: 

tumorspezifischen Antigenen (72b), spezifischen Enzymen mit einem hohen vmax  

(Maximalgeschwindigkeit), hohen Kkat (Wechselzahl) und einem niedrigen Km-Wert 

(Michaelis-Menten-Konstante), einem großen Toxizitätsunterschied zwischen 

„Prodrug" and „Drug", einer geringen Immunogenität des Antikörper-Enzym-

Komplexes und einem hohen Anreicherungsfaktor des „Drugs“ am Tumor. 

Eine Variation dieses Verfahrens stellt die ADDAMM (active drug deactivation in 

antimetabolite / metabolite therapy) dar. Hier wird ein „Drug“ zusammen mit einem 

schützenden Antimetaboliten verabreicht, der die toxische Wirkung des „Drugs“ 

neutralisiert. Nur am Tumor wird der schützende Antimetabolit durch das Enzym des 

Abb. 1: Prinzipien der Mehrphasen-Chemotherapie im Vergleich [aus (44a)] 

 

 

Antikörper-Enzym-Komplex deaktiviert, so dass das „Drug“ hier selektiv seine 

Wirkung entfalten kann. Häufig erweist sich eine Kombinationstherapie aus IVIAD 

und ADDAMM sinnvoll, um gegen „Drug“-Resistenzen wirkungsvoll vorzugehen (2). 

Eine weitere Möglichkeit ein spezifisches Tumortargeting zu erreichen ist mit dem  

Biotin-Avidin System gegeben (5) (Abb. 2): Dazu werden monoklonalen Antikörper  
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Polyphasische Photochemotherapie 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Akkumulation von Carrier-Sensitizerkomplexen am Tumor [aus (52)] 

 

 

und der in ein Carriersystem eingeschlossene Wirkstoff biotinyliert (60). In der ersten 

Therapiephase werden biotinylierte Antikörper infundiert. Ein großer Teil dieser Anti-

körper lagert sich am Tumor an. Die nicht spezifisch an das Tumorgewebe 

gebundenen Antikörper werden nach einigen Tagen abgebaut und ausgeschieden. 

Dies zeigt, dass nur durch polyphasische Tumortherapie eine ausreichende 

Selektivität erreicht werden kann. Anschließend wird Avidin zusammen mit dem 

biotinylierten Carrier injiziert. Aufgrund der hohen Affinität zum Biotin reichen sehr  
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 niedrige Konzentrationen (10
-12

 M) aus, um die biotinylierten Antikörper zu sättigen 

(80). Da Avidin über vier Bindungsstellen zu Biotin verfügt, und ein Biotin an jeder 

Seite des Dimers vorhanden ist, sollte dies unter der Annahme, dass jede 

Tumorzelle über 5 x 10
4
 Antigenbindungsstellen verfügt, zu einer multiplikativen 

Anreicherung bis zu 10
6
 Sensitizermolekülen pro Tumorzelle führen.  

Als Wirkstoff in Kombination mit dem Biotin-Avidin-System kann ein in ein 

Carriersystem eingeschlossener Photosensitizer verwendet werden. Durch die 

multiplikative Anreicherung sollte es möglich sein, den phototoxischen Konzen-

trationsbereich, der für eine irreversible Zellschädigung erforderlich ist, zu erreichen 

(52). Somit lässt sich hier ein Prinzip darstellen, das die Photodynamische Therapie 

mit der Möglichkeit eines Tumortargetings verbindet. 

 

1.1.4  Reduktion systemischer Nebenwirkungen durch den Einschluss der 

 Wirkstoffe in ein Carriersystem 

 

Da der Sensitizer („Wirkstoff“) bei der Photodynamischen Therapie systemisch 

verabreicht wird und es bisher nicht gelungen ist, den Sensitizer selektiv im 

Tumorgewebe anzureichern (7, 19, 61, 62, 65, 66, 68, 72, 76) (Abb. 3), bleibt als 

Nebenwirkung eine über einen längeren Zeitraum erhöhte Lichtempfindlichkeit 

zurück, was eine deutliche Reduktion der Lebensqualität des Patienten bedeutet.  

 

Um eine solche systemische Wirkung des Sensitizers (Porphyrin) zu umgehen, bietet 

sich der Einschluss desselben in ein Carriersystem an. Derartige Einschluss-syteme 

werden als biospezifische Carriersysteme bezeichnet und sollten folgende 

Eigenschaften besitzen: 

 

- Es müssen stabile Einschlusskomplexe gebildet werden, damit keine Inter- 

 aktion des Sensitizers mit den Plasmaproteinen des Blutes bzw. den Körper-

 zellen stattfindet. 

- An diesem Komplex sollen Andockstellen für funktionalisierte monoklonale 

 Antikörper oder Hormone vorhanden sein, die spezifisch an die Tumor-

 oberfläche binden (59, 72b, 77, 86). 

-  Der Komplex muss am Tumor aufgebrochen werden können (52). 

- Nur der Sensitizer soll von den Tumorzellen aufgenommen werden. 
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Abb. 3:  Anreicherung von Si-Pc IV in Organen der Maus [nach (19)] 

 

 

Fisher et al. konnten zeigen, dass stark hydrophile Moleküle, wie beispielsweise 

meso-Tetraphenylporphintetrasulfonat und Phthalocyanintetrasulfonat (23, 31), die 

negative Ladungen tragen, nicht durch umgebendes Gewebe resorbiert werden. Da 

stark hydrophile Substanzen bereits ausreichend sind, um diesen Effekt zu erzielen, 

haben wir in Erwägung gezogen, Cyclodextrine als Carriermoleküle einzusetzen. 

Cyclodextrine bestehen aus sechs bis acht α(1-4) verknüpften D-Glucoseeinheiten 

(s. auch Abb. 5). Diese zeichnen sich dadurch aus, dass sie eine hydrophile Hülle 

besitzen und innen ausreichend hydrophob sind, um einen Sensitizer inkorporieren 

zu können (42a). 

Die von Breslow & Chung (10, 11) synthetisierten Cyclodextrin-Clamshell-Dimere 

können möglicherweise als Carriersystem eingesetzt werden (Abb. 4). Sie bestehen  

aus zwei Cyclodextrin-Monomeren, die über zwei Spacermoleküle muschelschalen-

artig miteinander verknüpft sind. Diese bilden stabile Komplexe mit solchen Mole- 
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külen, die an ihren exponierten Enden tert-Butylbenzoyl-Substituenten tragen. Diese 

Substituenten fungieren als Ankergruppen. Der hohe Ordnungsgrad 

derartigerKomplexe führt zu einer Entropieverminderung. Dadurch wird die 

Bindungskonstante über den Erwartungswert von 10
8
 l/mol auf 10

10
 l/mol erhöht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Bildung eines inerten Komplexes durch Einschluss von 1,3-Di-tert-

Butylbenzoylpropandiol in ein Cyclodextrindimer [aus (10)] 
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1.2.1  Erste Zielsetzung der vorliegenden Arbeit: 

 

Aus den allgemeinen Erläuterungen zu den Prinzipien der Polyphasischen 

Photochemotherapie ergeben sich für diese Arbeit bereits zwei zentrale 

Fragestellungen: 

 

-  Eignen sich Cyclodextrindimere als Carriersysteme?  

-  Kann durch Einführen geeigneter Ankergruppen in das Grundgerüst der 

 folgenden Sensitizer:   

  - Pheophorbide 

 - Bacteriopheophorbide  

 - Etioporphyrine (als Modellphotosensitizer) 

 - Hematoporphyrine (als Modellphotosensitizer)  

  

 ein stabiler Komplex mit Cyclodextrindimeren gebildet werden, ohne dass sie ihre 

 Polarität bzw. Phototoxizität einbüßen?  

 

In Anlehnung an die von Breslow & Chung durch Einführen voluminöser 

Ankergruppen erzielten hohen Bindungskonstanten mit Cyclodextrindimeren, wird in 

dieser Arbeit versucht, bei verschiedenen Photosensitizern an geeigneten Positionen 

vergleichbare Substituenten einzuführen, mit dem Ziel, ähnlich hohe Bindungs-

konstanten mit Cyclodextrindimeren zu erreichen wie Breslow & Chung  (Abb. 4). Die 

in dieser Arbeit eingesetzten Dimere bestehen aus zwei Cyclodextrinmonomeren, die 

über einen variablen Spacer an ihrer sekundären Seite zu einem Dimer verknüpft 

werden (Abb. 5) (78). 

 

Als Photosensitizer werden Pheophorbid-, Bacteriopheophorbid-, Hematoporphyrin- 

und Etioporphyrinderivate verwendet. Die Photosensitizer der ersten Generation, zu 

denen die Hematoporphyrine (100) und die Etioporphyrine zählen, werden in dieser 

Arbeit in erster Linie als Modellsubstanzen eingesetzt, um geeignete Verkapselungs-

strategien zu entwickeln. 
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Abb. 5: Aufbau des im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Cyclodextrindimers  

 di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) (78) 

 

Besonders erstrebenswert in der Praxis ist die Verwendung von Photosensitizern der 

zweiten Generation, wie Bacteriopheophorbide und Pheophorbide, die sich durch 

eine starke Absorption im roten Bereich des sichtbaren Spektrums auszeichnen (49, 

50, 55).  Da bei hohen Wellenlängen die Eindringtiefe des Lichtes in das Gewebe 

erheblich höher ist, kann eine größere Tiefenwirkung erzielt werden (18).  

Die Sensitizer der zweiten Generation sind darüber hinaus als natürlich 

vorkommende Pigmente gut biologisch abbaubar (29), haben eine vernachlässig-

bare Dunkeltoxizität sowie eine starke Fluoreszenz zur Tumordetektion (44).  

 

Die modifizierten Sensitizer werden im Zellversuch getestet, um ausschließen zu 

können, dass die Modifikation ihre Phototoxizität negativ beeinträchtigt hat. Dazu 

werden Resorption, Resorptionskinetik, Phototoxizität und intrazelluläre Lokalisation 

bestimmt (45, 49, 54).  

Bei sich im Zellversuch als geeignet erweisenden Photosensitizern wird die 

Bindungskonstante der durch Ankergruppen modifizierten Sensitizer mit geeigneten 

Cyclodextrinen bestimmt (33, 98).  

Zur Freisetzung des Sensitizers aus dem Cyclodextrindimer am Tumor gibt es  

verschiedene Vorüberlegungen: Ein Prinzip beruht auf dem Einbau einer Sollbruch- 
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stelle in das Dimer, die als Folge der Lichtabsorption gespalten werden kann, ein 

anderes Prinzip auf der Spaltung des Cyclodextrindimers durch geeignete Enzyme. 

 

Das Aufzeigen von Bedingungen zur Optimierung dieses inerten Einschlusses ohne 

gleichzeitigen Wirkungsverlust des Sensitizers macht einen wesentlichen Bestandteil 

der Arbeit aus.  

 

Das zentrale Ziel dieser Arbeit ist, die an den Modellsubstanzen gewonnenen 

Erkenntnisse über geeignete Verkapselungsstrategien und Prinzipien der Photo-

toxizitätserhaltung bzw. -steigerung auf andere äußerst potente Chemotherapeutika 

wie z.B. Taxol, Vinblastin oder Vincristin zu übertragen.  

Eine wirkungsvolle Verkapselung solcher Substanzen soll in Zukunft eine gezieltere 

Therapie von Tumoren erlauben, ohne die bisher massiven Nebenwirkungen     (Tab. 

1) (50, 52).  

 

 

Tab. 1: Die häufigsten Nebenwirkungen der Krebschemotherapie [aus (99)] 
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1.2.2  Zweite Zielsetzung der vorliegenden Arbeit: 

 

Parallel zu den Modifikationen der Sensitizer mit dem Ziel der Verkapselung, wird der 

Fokus auf die phototoxischen Eigenschaften der Sensitizer gerichtet und es ergeben 

sich die folgenden Fragestellungen: 

 

- Lassen sich durch direktes Einbringen verschiedener Edelmetalle in den 

 Tetrapyrrolzyklus der (Bacterio-)Pheophorbide (direkte Metallierung) für die 

 Pharmakotherapie einsetzbare Sensitizer entwickeln? 

 

-  Kann man mit diesen Sensitizern zusätzlich zur herkömmlichen Photo- 

 dynamischen Therapie ein neues Therapiefeld der PDT eröffnen? 

-  Sind diese Verbindungen möglicherweise zusätzlich in der Lage, ähnliche 

 Effekte wie das bereits verwendete Chemotherapeutikum cis-Platin – das über 

 lokale Vernetzung von DNA-Strängen letztlich zur Hemmung der Zellteilung 

 führt – zu erzielen? 

 

Die Idee, die sich hinter diesen Metallierungen der (Bacterio-)Pheophorbide verbirgt, 

könnte eine Variation der Polyphasischen Photodynamischen Therapie darstellen: 

Zuerst würde der metallierte Sensitizer systemisch verabreicht werden. Geringe 

Mengen Sensitizer (42d) im Tumor wären ausreichend. Anschließend würde man 

den Fokus eines Röntgenstrahlbündels direkt auf den Tumor richten. Dadurch würde 

der Tetrapyrrolcyclus der Sensitizer zerstört und die in ihm enthaltenen Metalle (z.B. 

Platin) einschließlich ihrer Liganden freigesetzt. Diese könnten nach den gleichen 

Prinzipien wie cis-Platin, allerdings – im Unterschied zu diesem – mit hoher 

Ortspräzision am Tumor ihre Phototoxizität entfalten. Ein entscheidender Vorteil 

dieser Methode wäre, dass auch endoskopisch nicht erreichbare Tumoren einer 

solchen Therapieform zugänglich wären, dadurch dass die Einschränkungen durch 

die zu große Abschwächung des Lichtes im Gewebe mit Hilfe des punktuellen 

Einsatzes von Röntgenstrahlung überwunden werden könnten. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1  Chemie, Spektroskopie und Chromatographie von Pheophorbiden, 

Bacteriopheophorbiden, Hematoporphyrinen und Etioporphyrinen 

 

2.1.1 Allgemeines  

 

Alle Arbeiten mit Pheophorbiden, Bacteriopheophorbiden, Hematoporphyrinen, 

Etioporphyrinen und ihren Derivaten werden unter Grünlicht ausgeführt. Für alle 

Reaktionen werden analysenreine Chemikalien verwendet. Diethylether, Dichlor-

methylen und Chloroform werden zur Reinigung über eine Al2O3-Säule gegeben 

(32).  

Chlorophyll a wird aus sprühgetrockneten Zellen von Spirulina geitleri, einer in 

Mexiko vorkommenden Blaualge, gewonnen. Sie enthält ausschließlich Chlorophyll 

a. Damit entfällt eine Trennung von Chlorophyll a und b, die bei Verwendung von 

höheren Pflanzen erforderlich ist. (73). Aus diesem Grunde ist nur noch eine 

Abtrennung der Carotinoide erforderlich.  

Der für die Isolierung von Bacteriochlorophyll verwendete Bakterienstamm R 26, eine 

carotinoidfreie Mutante, ist von Frau C. Bubenzer gezogen und geerntet worden 

(Institut für Biochemie der Pflanzen, Ludwig-Maximilian Universität München, 

Lehrstuhl Prof. Dr. Scheer). Alternativ kann Bacteriochlorophyll aus der carotinoid-

haltigen Blaualge Rhodospirillum rubrum gewonnen werden (82a). 

 

2.1.2  Chemische Syntheseverfahren 

  Chlorophylle und ihre Derivate: 

 

Isolierung von Chlorophyll a aus Spirulina geitleri 

 

Zur Extraktion von Chlorophyll a aus Spirulina geitleri werden 100 g dieser gefrier-

getrockneten Blaualgen in zwei Liter Methanol aufgenommen und 15 Minuten bei 

Raumtemperatur gerührt. Um die Zellfragmente abzutrennen, wird über eine 

Glasfritte filtriert. Die Extraktion kann wiederholt werden [nach (93)]. 
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Dioxanfällung 

 

Eine Vorreinigung des aus Spirulina geitleri extrahierten Chlorophylls erfolgt durch 

Ausfällen als Komplex mit Dioxan.  

Zu einer methanolischen Lösung von Chlorophyll a fügt man soviel von einem 

Dioxan-Wasser-Gemisch (1 : 2) hinzu, bis der Methanolgehalt auf 70 % gesunken ist 

[nach (93)]. Zur Vervollständigung der Fällung wird eine Stunde bei 4°C gerührt. Die 

Chlorophyllaggregate werden über eine Glasfritte filtriert und in Ether aufgenommen. 

Die Konzentration des Chlorophylls wird spektralphotometrisch über die Absorption 

bei 666 nm bestimmt. Es wird mit einen Extinktionskoeffizienten (ε)  von                

86500 mol x l
-1
x cm

-1
 gerechnet (41). 

c = E / (d x ε) = 0,71167 / (1 cm x 86500 l x mol
-1
x cm

-1 ) = 8,256 x 10
-6 

mol x l
-1
 

Bezogen auf den Chlorophyll a Gehalt von Spirulina, beträgt die Ausbeute 30 %. 

 

Darstellung von Pheophytin  

 

Die Entmetallierung von Pheophytin (d.h. Verlust des zentralen Mg-Atoms von 

Chlorophyll) wird durch Zugabe einiger Tropfen Eisessig unter Argonatmosphäre 

erreicht. Man benötigt so viel Eisessig, bis sich die Farbe von grün nach braun 

ändert. Um Oxidationen am Pheophytin zu vermeiden, muss der Eisessig sofort mit 

Hilfe eines  Argonstromes verdampft werden (81). 

 

Darstellung von Pheophorbid 

 

Die enzymatische Spaltung des 17
4
-Phytolrestes von Pheophytin mit Chloro-

phyllase-Aceton Pulver (82b) ergibt die freie Säure von Pheophytin, genannt 

Pheophorbid.  

1g Chlorophyllase-Aceton-Puder wird in 100 ml 0,5 M Phosphatpuffer (pH 7,7) 

homogenisiert. Zu dieser Lösung gibt man 800 µl Triton-X-100 und 100 mg 

Pheophytin, sättigt sie mit Argon und inkubiert sie sechs Stunden im Dunkeln bei 

37°C auf einem Schüttler. Anschließend wird die Suspension mit Natriumchlorid 

gesättigt, und die Pigmente werden mit Ether extrahiert. Nach dem Trocknen des 

Extraktes über Natriumchlorid wird das Lösungsmittel unter Vakuum verdampft und 

der Rückstand über Nacht lyophyllisiert. Anschließend löst man den Rückstand 
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wieder in Aceton und gibt ihn auf eine in Aceton equilibrierte CM-Sepharose-Säule 

(S. 27). Bei 4 % Methanol lässt sich das Produkt eluieren, nachdem zuvor bei 

niedrigeren Methanolkonzentrationen nicht reagiertes Edukt eluiert wurde.  

Die Darstellung von Bacteriopheophorbid erfolgt analog. 

 

Darstellung von Pheophorbidethylester  

 

Um den 17
4
-Phytylrest mit Ethanol umzuestern, werden 50 mg Chlorophyll a in  20 

ml schwefelsaurem Ethanol (3,5 % H2SO4) gelöst. Es wird 45 Minuten bei 78°C unter 

Argonspülung am Rückfluss gekocht. Nach Abkühlen des Reaktionsgemisches wird 

der Ester im doppelten Volumen Ether aufgenommen. Man wäscht so lange mit einer 

gesättigten Natriumhydrogencarbonatlösung, bis man einen neutralen pH-Wert 

erreicht. Die organische Phase wird zweimal über Natriumchlorid getrocknet. Danach 

wird das Lösungsmittel verdampft. Nach Reinigung des Esters über eine 

Kieselgelsäule mit 6 % Aceton in Toluol als Elutionsmittel, beträgt die Ausbeute der 

Umesterung 70 % [nach (81)]. 

 

Darstellung von Pheophorbidmethylester  

 

Die Synthese und Reinigung des Pheophorbidmethylesters erfolgt analog der 

Synthese des Ethylesters, allerdings unter Austausch des Lösungsmittel Ethanol 

gegen Methanol und Erhöhung der Schwefelsäurekonzentration auf 5 %. 

 

Darstellung von Pyroethylpheophorbid  

 

50 mg gereinigter Ethylpheophorbid werden in 12,5 ml Pyridin gelöst und 24 Stunden 

bei 132°C unter Argonatmosphäre am Rückfluss erhitzt [nach (94)]. Der 

Reaktionsverlauf wird auf RP 8-Platten mit Methanol als Laufmittel kontrolliert. 

Normalerweise ist die Reaktion quantitativ, so dass keine weitere Reinigung 

erforderlich ist. Eine Trennung ist nur dann notwendig, wenn der eingesetzte 

Ethylpheophorbid bereits Spuren von 13
2
-OH-Ethylpheophorbid enthält. 
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Bacteriochlorophylle und ihre Derivate: 

 

Isolierung von Bacteriochlorophyll aus Rhodobacter sphaeroides 

 

100 g Rhodobacter sphaeroides R 26  werden in 600 ml Methanol aufgenommen 

und 15 Minuten bei Raumtemperatur gerührt. Dadurch werden die Zellen aufge-

schlossen. Die Extraktion des Bacteriochlorophylls erfolgt portionsweise in 200 ml 

Schritten durch Ausschütteln in einem Gemisch aus Ether und Petrolether (Verhält-

nis 4:1). Die Phasentrennung lässt sich durch Zugabe von Natriumchlorid, Ether, 

Petrolether, Wasser oder Methanol verbessern. Die Etherphasen werden 20 Minuten 

über Natriumchlorid getrocknet, vereinigt und in einem 500 ml Rundkolben (große 

Oberfläche) am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Verbleibende 

Wasserreste werden azeotrop durch Zugabe von 100 ml Toluol entfernt. Eine 

zusätzliche Trocknung erfolgt über Nacht im Exsikkator. Zur Abtrennung von 

Lipidresten wird der Kolbeninhalt fünfmal mit je 100 ml Methanol gewaschen. Die 

Lipidreste verbleiben im Kolben. Die Methanollösungen werden vereinigt und am 

Rotationsverdampfer eingeengt [nach (94)]. 

 

Isolierung von Bacteriochlorophyll aus Rhodospirillum rubrum 

 

Bacteriochlorophyll a wird aus lyophyllisierten Zellen von Rhodospirillum rubrum 

nach der Methode von Scherz et al. (82a) extrahiert. Die Algen werden im Mörser zu 

einem feinen Pulver zerrieben. Zur Entfernung eines großen Teils der Carotinoide 

wird dreimal mit Aceton extrahiert. Anschließend wird das Extrakt über eine Glasfritte 

filtriert und der Überstand verworfen. Das Bacteriochlorophyll wird nun mit Hilfe von 

Methanol aus dem Rückstand extrahiert, in dem man es 10 Minuten unter Rühren in 

Methanol resuspendiert. Nach erneuter Filtration und Verwerfen des Rückstands 

wird das Lösungsmittel unter Vakuum evaporiert. Der Rückstand wird in Aceton 

gelöst und über eine mit Aceton equilibrierte DEAE-Sepharose-Säule gegeben (S. 

26). Bei ansteigenden Methanolkonzentrationen werden zunächst die verbliebenen 

Carotinoide und Pheophytine entfernt. Als letztes wird Bacteriochlorophyll mit einer 

Mischung von Methanol/Aceton [1 : 3 (v / v)] von der Säule eluiert, im Exsikkator 

vakuumgetrocknet und bei -20°C unter Argonatmosphäre gelagert. Das Reaktions- 
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 produkt wird spektrophotometrisch und mit Hilfe von HPTLC auf Reinheit geprüft. 

Auch Chlorophyll aus sprühgetrockneten Zellen von Spirulina geitleri kann auf diese 

Art und Weise gewonnen werden (S. 13 f.) 

 

Darstellung von 13
2
-OH-Bacteriochlorophyll  

 

Das aus Rhodobacter sphaeroides R 26 isolierte Bacteriochlorophyll wird in 

Methanol gelöst und bei guter Belüftung eine Woche stehengelassen. Dabei bildet 

sich 13
2
-OH-Bacteriochlorophyll. Die Aufarbeitung erfolgt über eine DEAE-Cellulose-

Säule (Laufmittel: Methanol, Rf = 0,6) (94). Alternativ können zur Reinigung des 13
2
-

OH-Bacteriochlorophylls auch ascorbathaltige (Oxidationsschutz) Kieselgelplatten 

benutzt werden. Als Laufmittel wird ein Gemisch aus Toluol und Aceton (S. 21) 

verwendet. Um eine Oxidation des 13
2
-OH-Bacteriochlorophylls zu vermeiden, muss 

die Chromatographie unter ständiger Argonspülung durchgeführt werden. 

 

Darstellung von Bacteriopheophytin und 13
2
-OH-Bacteriopheophytin 

 

Die Entmetallierung von Bacteriochlorophyll und 13
2
-OH-Bacteriochlorophyll wird 

durch Zugabe einiger Tropfen Eisessig erreicht. Man benötigt so viel Eisessig, dass 

das Pigment gerade benetzt wird. Um Oxidationen am Bacteriochloringerüst zu 

vermeiden, muss der Eisessig sofort mit Hilfe eines  Argonstromes verdampft 

werden (81). 

 

Darstellung von Bacteriopheophorbid 

 

Die Darstellung von Bacteriopheophorbid folgt der Synthese von Pheophorbid, die 

auf S. 14 f. beschrieben wird. 
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Hematoporphyrine und ihre Derivate: 

 

Darstellung von 2,4-Di-(αααα-(Hydroxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

 

2,4-Diacetyldeuteroporphyrin-IX-dimethylester wird durch Acetylierung des Kupfer-

komplexes von Deuteroporphyrin-IX-dimethylesters erhalten [nach (89)].  

Anschließend werden 600 mg dieser Substanz mit Natriumborhydrid in 

Dichlormethan bei einer Temperatur von unter 5°C zum 2,4-Di-(α-(Hydroxy-)ethyl-)- 

deuteroporphyrin-IX-dimethylester (Hematoporphyrindimethylester) reduziert [nach 

(62)]. Die Reinigung erfolgt über eine Al2O3-Säule. Zuerst wird mit Dichlormethan, 

dann mit Chloroform als Laufmittel eluiert.  

 

Darstellung von 2,4-Di-(αααα-(Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

 

Die Synthese von 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester wird 

entsprechend der von Moan et al. angegebenen Synthesemethode durchgeführt.         

[nach (21a)]. Die Reaktion erfolgt zunächst über eine Reaktion von 2,4-Di-(α-

(Hydroxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester (Hematoporphyrindimethylester) 

mit HBr gelöst in Eisessig (32%). Anschließend wird der erhaltenen 2,4-Di-(α-Brom-

)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester durch Zugabe von Methanol in den 2,4-Di-

(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester überführt. 

 

Etioporphyrine und ihre Derivate: 

 

Darstellung von meso-N,N-Dimethylaminomethyl-Etioporhyrin I 

 

meso-N,N-Dimethylaminomethyl-Etioporhyrin I wurde mir freundlicherweise von Prof. 

G.V. Ponomarev aus Moskau zur Verfügung gestellt (72c). 
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2.1.3 Spektroskopische Methoden 

 

UV/VIS-Absorptionsspektroskopie 

 

Die UV/VIS-Absorptionsspektren wurden an einem Lambda 2 Spektralphotometer 

(Perkin-Elmer, Überlingen) aufgenommen. Die Datenaufnahme fand über einen IBM-

kompatiblen PC mit firmeneigener Software (PECSS, Vers. 3.2) statt. Die Aus-

wertung der Spektren erfolgte nach Umwandlung der Daten in den ASCII-Code mit 

dem Programm Origin (Version 3.0, MicroCal).  

 

Fast-Atom-Bombardment-Massenspektroskopie (FAB-MS) 

 

Die FAB-Massenspektren wurden von Herrn Prof. Dr. W. Schäfer (Max-Planck-

Institut für Biochemie, Martinsried) an einem CH 7a-SS 100 Massenspektrometer 

(Varian MAT, Bremen) angefertigt. Es handelt sich hierbei um ein Verfahren, das 

sich speziell zur Bestimmung der hohen Molekulargewichte von Chlorophyllen und 

Bacteriochlorophyllen eignet. 

 

Matrix-Assistant-Laserdesorption-Ionisation-Massenspektroskopie (MALDI-

MS) 

 

Bei der MALDI-MS wurden die Pigmente auf Aluminium-Trägern in eine Matrix aus 

2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) eingebettet und mit einem gepulsten N2-Laser 

(337 nm, τ = 3 ns) desorbiert. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass auch 

thermisch labile Moleküle ohne eine unmittelbare Absorption der Laserstrahlung mit 

Hilfe der Matrix in die Gasphase überführt werden können. Zusätzlich ermöglicht die 

Matrix durch Protonentransfer auf die Probe eine hohe Ausbeute an elektrisch 

geladenen Probenmolekülen (3, 35, 36).  

Die Massenspektren wurden mit einem nicht kommerziell erhältlichen linearen 

Flugzeitspektrometer von Herrn Dr. D. Kirsch (Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf) 

aufgenommen. 
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1
H-NMR-Spektroskopie 

 

Die 
1
H-NMR-Spektren wurden an einem 360-MHz-Gerät (Bruker) aufgenommen. Als 

Lösungsmittel wird D6-Aceton (99,6% deuteriertes Aceton) verwendet, in dem sich 

die Pheophorbide und Bacteriopheophorbide weitgehend als Monomere lösen. Die 

chemische Verschiebung wird gegen Tetramethylsilan als inneren Standard 

angegeben. Die Aufnahme der im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Spektren 

wurde von Herrn Dr. Cmiel (Technische Universität München-Garching) vorge-

nommen. 

 

Fluoreszenzspektroskopie 

 

Die im Rahmen der Zellversuche durchgeführten Fluoreszenzmessungen wurden auf 

einem Luminescence Spectrometer LS 50 der Firma Perkin-Elmer durchgeführt 

(Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, Arbeitsgruppe Prof. Dr. J. Moser). Es werden 

1 ml Fluoreszenzküvetten benutzt. Die Emissions- und Anregungsschlitzbreiten 

werden auf 10 nm eingestellt. Zusätzlich werden Abschwächungsfilter benutzt. Die 

Datenverarbeitung und Auswertung wurde mit Hilfe des Programms Grapher für 

Windows durchgeführt. 

 

Die zur Bestimmung der Komplexbindungskonstanten durchgeführten Fluoreszenz-

messungen wurden in einem Shimadzu RF-1501 Spektrofluorometer mit einem 

temperierten Küvettenhalter durchgeführt (Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, 

Arbeitsgruppe Prof. Dr. J. Moser). 
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2.1.4 Chromatographische Methoden 

 

Dünnschichtchromatographie: 

 

Analytische Dünnschichtchromatographie 

 

Diese Methode wird zur Auftrennung, Identifizierung und Reinheitsbestimmung der 

Pigmente angewendet. 

 

Kieselgel-60-HPTLC-Platten 

 

Für die Kieselgel-60-HPTLC-Fertigplattten (Merck) werden drei verschiedene 

Laufmittelgemische verwendet, die sich wie folgt zusammensetzen:  

 

Laufmittelgemisch 1 Laufmittelgemisch 2 Laufmittelgemisch 3 

92 % Toluol   71,3 % Toluol  68 % Dichlormethan 

8 % Aceton   14,3 % Methanol  25 % Hexan 

    14,3 % Aceton  5 % Propanol 

        2 % Methanol 

 

Diese Systeme eignen sich sowohl für die Pheophorbid- als auch für die 

Bacteriopheophorbidanalytik. Bedingt durch die unterschiedliche Polarität der 

Laufmittelsysteme kommt es bei den verschiedenen Systemen zu einer 

unterschiedlichen Entzerrung der zu trennenden Einzelpigmente. 

 

RP-8-HPTLC-Platten 

 

Alternativ können RP-8-HPTLC-Fertigplatten (Merck) verwendet werden. Als Lauf-

mittel wird technisches Methanol eingesetzt. 

Dieses System dient vor allem der Unterscheidung von Pheophorbiden und 

Pyropheophorbiden bzw. deren Derivaten. 
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Präparative Dünnschichtchromatographie  

 

Diese Methode wird zur Trennung von Pigmenten in präparativem Maßstab 

eingesetzt. 

 

Kieselgel-60-Platten 

 

Isolierung von 3
1
-tert-Butylphenoxyethyl(pyro)pheophorbidethylester 

 

Zur Trennung aller bei der Synthese von 3
1
-tert-Butylphenoxyethyl(pyro)pheo-

phorbidethylester entstehenden Produkte werden Kieselgel-60-Platten (20 x 20 cm) 

der Firma Merck verwendet.  

Als Laufmittel wird ein Gemisch aus Toluol / Methanol / Aceton im Verhältnis [5 : 1 : 1  

(v / v)] [modifiziert nach (21)] verwendet. Das zu reinigende Pigment wird in Aceton 

gelöst und ca. 2 cm über dem unteren Plattenrand als breite Linie aufgetragen. Die 

Probe wird kurz angetrocknet. Nun wird die Platte so lange in das Laufmittel 

eingetaucht, bis man eine schmale Bande erhält. Diese wird erneut trocken gefönt. 

Jetzt beginnt die eigentliche Trennung, die beendet ist, wenn die Laufmittelfront den 

oberen Plattenrand erreicht. Zur Entwicklung der Banden wird das Laufmittel mit 

Warmluft verdampft. Die Banden werden abgekratzt, jeweils in verschiedenen 

Säulen gesammelt und mit Aceton unter Druck eluiert. Die Eluate werden über 

Natriumchlorid getrocknet.  

Eine Trennung der Produkte gelingt nur, wenn die Lösung kein freies tert-Butyl-

phenol enthält. Die Vorschrift muss äußerst genau eingehalten werden, weil sonst 

keine Trennung der ersten beiden Banden erfolgt. 

 

Kieselgel-60-H-Platten 

 

Reinigung aller Pd-Bacteriopheophorbidderivate 

 

Zur Trennung aller Pd-Bacteriopheophorbidderivate ist die Verwendung von 

selbstgestrichenen 1 mm dicken ascorbathaltigen (2 %) Kieselgel-60-H-Platten 

(Merck) ausreichend. Vor Gebrauch werden die Platten eine Stunde bei 100°C im 

Trockenschrank aktiviert. Um eine Oxidation der Pd-Bacteriopheophorbidderivate zu 
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verhindern, werden die Kieselgelplatten unter Argonatmosphäre entwickelt. Als 

Laufmittel wird ein Gemisch aus Toluol und Aceton verwendet. Der Acetonanteil 

kann je nach zu trennendem Gemisch zwischen 6 und 10 % variieren. Die 

Auftragung erfolgt in Toluol und muss äußerst zügig geschehen, da bei den Pd-

Bacterio-pheophorbidderivaten im Gegensatz zu den Pheophorbiden bei zu starker 

Antrocknung leicht Oxidationen auftreten können. Aus diesem Grund werden die 

Banden nass abgekratzt und sofort in Aceton eluiert. Das Eluat wird mit Ether 

ausgeschüttelt. Die Weiterverarbeitung erfolgt wie bei den Pheophorbiden. Um 

sicherzugehen, dass alles Wasser entfernt wird, werden die Pigmente über Nacht im 

Exsikkator über CaCl2 getrocknet. 

 

Säulenchromatographie: 

 

HPLC-Analyse 

 

Es wird eine HPLC-Anlage der Firma Abimed, bestehend aus Dynamic Mixer  811 B, 

Manometric Module 805, Pumpen 305 / 306 verwendet. Die Messproben werden in 

eine 50 µl Schleife eingespritzt und über einen 7125 Injektor der Firma Rheodyne auf 

die Säule gebracht. Die Messung der Einzelspektren (300 bis 818 nm, Taktfrequenz 

= 3 s) erfolgt durch ein HP 8451 A Diodenarrayphotometer (Hewlett-Packard) mit 

einer 30 µl Durchflussküvette. 

 

Die Aufnahme und Auswertung der Spektren werden mit den Computerprogrammen 

HPLC1-HP (A. Pazur, 1991/92) und 3 D-Plott (Vers. 4.0, A. Pazur, 1993) über einen 

IBM kompatiblen PC mit einem Intel-80386-Prozessor durchgeführt. 

 

Laufmittel:  

 

A) Toluol/MeOH/2-Propanol = 100 : 0,25 : 0,25   ( v / v / v ) 

B) Toluol/MeOH/2-Propanol = 100 : 4,0   : 0,25   ( v / v / v ) 

 

Flussrate : 2,5 ml / min  

Säule   : Econosphere Silica 5 µl Cartridge 

Temperatur  : 4° 
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Zeit ( min. )   B ( % ) 

  

  0     0 

  3     5 

10   15 

13   30 

15 100 

19 100 

20   30 

23     0 

 

Tab. 2: Lösungsmittelgradient, der direkt an der Pumpeinheit programmiert wird 

 (Die Übergänge sind jeweils linear, 0 min: 100 % A) 

 

 

Der Gradient wird speziell für die Trennung der bei der Synthese des 3
1
-tert-

Butylphenoxyethyl(pyro)pheophorbidethylesters entstehenden Produkte optimiert. 

Mit den auf diese Weise erhaltenen äußerst sauberen Proben lassen sich direkt 

Massen- bzw. 
1
H-NMR-Spektren aufnehmen (41, 81a, 95). 

Zur quantitativen Analyse der eluierten Banden werden die Integrale der korres-

pondierenden Signale im Chromatogramm bestimmt. 

 

Kieselgelsäule 

 

Reinigung von Ethylpheophorbid 

 

Für die Präparation von Ethylpheophorbid im großen Maßstab, eignet sich die 

Säulenchromatographie besser als die präparative Dünnschichtchromatographie mit 

Kieselgelplatten.  

Als Säulenmaterial wird Kieselgel 60 (Merck, 40-60 µm Porengröße) verwendet. Es 

wird in einem Gemisch aus Toluol und Aceton (4 %) aufgeschlämmt und 

anschließend zu einer luftblasenfreien Säule gepackt. Das Pigment wird als 

konzentrierte Lösung in Toluol aufgetragen. Die Elution erfolgt isocratisch mit einem 

Gemisch aus Toluol (94 %) und Aceton (6 %). Da auf der Säule eine Trennung in 
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einzelne Banden sehr schwer zu erkennen ist, wird von jeder Fraktion zusammen mit 

der Referenzsubstanz eine Dünnschichtchromatographie gemacht. Die Ethylpheo-

phorbid enthaltenden Fraktionen werden vereinigt.  

 

Isolierung von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester 

 

Die Produkte der 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester-Synthese 

können auch über eine Kieselgeltrockensäule aufgetrennt werden. Das trockene 

Kieselgelpulver (Merck, 15-40 µm Porengröße) wird in eine lange dünne Glassäule 

(50 x 3 cm) gegeben und durch kontinuierliches Rütteln so lange verdichtet, bis sich 

das Volumen des Säulenmaterials nicht mehr verkleinert. Als Laufmittel wird ein 

Gemisch aus Toluol (95 %) und Aceton (5 %) verwendet. Das Pigmentgemisch wird 

als konzentrierte Lösung in Toluol auf die Säule aufgetragen. Sobald diese in das 

Kieselgel eingedrungen ist, wird auf die Säule ein konstanter Druck gegeben. Alle 

100 Tropfen wird automatisch die Vorlage gewechselt. Die einzelnen Fraktionen 

werden durch Dünnschichtchromatographie und UV/VIS-Absorptionsspektroskopie 

charakterisiert und gegebenenfalls vereinigt. Der Nachteil dieser Methode ist, dass 

die Trennqualität sehr stark von dem Aktivierungsgrad des Säulenmaterials abhängt. 

 

DEAE-Cellulose-Säule 

 

Reinigung von Bacteriochlorophyllderivaten 

 

Zur präparativen Trennung von palladiumfreien Bacteriochlorophyllderivaten eignet 

sich DEAE-Cellulose (Serva) neben der DEAE-Sepharose (Serva) am besten. Das 

präparierte DEAE-Material wird in Methanol aufgeschlämmt. Mit der Suspension wird 

eine Glassäule gefüllt. Bei einer Tropfgeschwindigkeit von zwei Tropfen pro Sekunde 

soll sich das Material allmählich verdichten. Anschließend wird das Methanol in 25 % 

Schritten durch Chloroform ersetzt. Auf die equilibrierte Säule werden die in 

Chloroform gelösten Pigmente aufgetragen. Carotinoide und Pheophytine werden 

nicht adsorbiert und können im Vorlauf aufgefangen werden. Adsorbierte Pigmente 

werden mit in 0,1 % Schritten ansteigender Methanolkonzentration von der Säule 

eluiert. Das Eluat wird fraktioniert aufgefangen. Die einzelnen Fraktionen werden 

durch Absorptionsspektroskopie und Dünnschichtchromatographie charakterisiert.  
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Identische Fraktionen werden vereinigt. Sie werden am Rotationsverdampfer bis zur 

Lösungsmittelfreiheit eingeengt und über Nacht im Exsikkator getrocknet. Zur 

Aufbewahrung werden sie mit Argon überschichtet und bei -20°C gelagert. 

Die Regeneration der DEAE-Cellulose erfolgt in einer Porzellannutsche. Die in 

Methanol aufgeschlämmte DEAE-Cellulose wird mit folgenden Lösungen ge-

waschen: 

    - 1,0 l Methanol / konz. Salzsäure (12 : 1) 

    - 1,0 l Methanol 

    - 1,0 l Methanol mit 5 % Wasser und 5,61 g KOH 

    - 0,5 l Methanol 

    - 1,0 l Wasser / konz. Salzsäure (12 : 1) 

    - 1,0 l 0,5 M wässrige KOH-Lösung 

    - 1,0 l Wasser 

    - 0,5 l Eisessig 

    - 1,0 l Methanol 

 

Die gereinigte DEAE-Cellulose wird bei 40°C über Nacht im Trockenschrank 

gelagert, anschließend in Methanol aufgeschlämmt und im Kühlschrank bei 4°C 

aufbewahrt (58). 

 

DEAE-Sepharose-Säule 

 

Reinigung von Bacteriochlorophyll und Chlorophyll 

 

DEAE-Sepharose (Pharmacia Fine Chemicals CL-6B) kann alternativ zu DEAE-

Cellulose zur Aufreinigung von Bacteriochlorophyll und Chlorophyll eingesetzt 

werden. Ihr Vorteil ist die einfachere und schnellere Handhabbarkeit. Das DEAE-

Säulenmaterial wird in Aceton aufgeschlämmt, zu einer 1 x 8 cm Säule gepackt und 

mit Aceton equilibriert. Auf die equilibrierte Säule werden die in Aceton gelösten 

Pigmente aufgetragen. Anschließend werden mit ansteigenden Konzentrationen von 

Methanol zunächst Carotinoide und Pheophytine eluiert bis bei einem Verhältnis von 

Methanol/Aceton [1 : 3 (v / v)] Bacteriochlorophyll bzw. Chlorophyll fraktioniert 

aufgefangen werden können.  Die einzelnen Fraktionen werden durch Absorptions-

spektroskopie und Dünnschichtchromatographie charakterisiert. Identische Fraktio- 
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nen werden vereinigt. Sie werden am Rotationsverdampfer bis zur Lösungs-

mittelfreiheit eingeengt und über Nacht im Exsikkator getrocknet. Zur Aufbewahrung 

werden sie mit Argon überschichtet und bei -20°C gelagert. Die Regeneration der 

DEAE-Sepharose erfolgt analog der Regeneration von DEAE-Cellulose (S. 26) 

 

CM-Sepharose-Säule 

 

Reinigung von Bacteriopheophorbid und Pheophorbid 

 

CM-Sepharose (Pharmacia Fine Chemicals CL-6B) wird zur Reinigung von 

Bacteriopheophorbiden und Pheophorbiden eingesetzt. Das CM-Säulenmaterial wird 

in Aceton aufgeschlämmt, zu einer 1 x 8 cm Säule gepackt und mit Aceton 

equilibriert. Auf die equilibrierte Säule werden die in Aceton gelösten Pigmente 

aufgetragen. Anschließend wird mit ansteigenden Konzentrationen von Methanol 

zunächst nicht reagiertes Material eluiert bis bei einer Konzentration von 4 % 

Methanol in Aceton Bacteriopheophorbide und Pheophorbide fraktioniert aufge-

fangen werden können.  Die einzelnen Fraktionen werden durch Absorptions-

spektroskopie und Dünnschichtchromatographie charakterisiert. Identische 

Fraktionen werden vereinigt. Sie werden am Rotationsverdampfer bis zur 

Lösungsmittelfreiheit eingeengt und über Nacht im Exsikkator getrocknet. Zur 

Aufbewahrung werden sie mit Argon überschichtet und bei -20°C gelagert.  

Die Regeneration der CM-Sepharose erfolgt in einer Porzellannutsche. Die in 

Methanol aufgeschlämmte CM-Sepharose wird mit folgenden Lösungen gewaschen: 

     

   - 1,0 l Methanol mit 5 % Wasser und 5,61 g KOH 

    - 1,0 l Methanol 

    - 1,0 l Methanol / konz. Salzsäure (12 : 1) 

    - 0,5 l Methanol 

    - 1,0 l Methanol mit 5 % Wasser und 5,61 g KOH 

    - 1,0 l 0,5 M wässrige HCl-Lösung 

    - 1,0 l Wasser 

    - 0,5 l 0.1 M wässrige KOH-Lösung 

    - 1,0 l Methanol 
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  - langsam ansteigende Acetonkonzentration bis 100 %  

    Aceton 

 

Die gereinigte CM-Sepharose wird bei 40°C über Nacht im Trockenschrank gelagert, 

anschließend in Aceton aufgeschlämmt und im Kühlschrank bei 4°C aufbewahrt (58). 

 

QAE-Sepharose-Säule 

 

Entfernen von tert-Butylphenol  

 

Das für die Pigmentchromatographie präparierte QAE-Sepharose-Material (Serva) 

wird in Methanol aufgeschlämmt und möglichst blasenfrei zu einer Säule gepackt. 

Nach Absetzen des QAE-Sepharose-Materials werden die in Methanol gelösten 

Pigmente zusammen mit einem Tropfen 0,2 N NaOH auf die Säule aufgetragen. 

Anschließend wird mit Methanol eluiert. Das Eluat wird fraktioniert aufgefangen und 

über seine Absorption bei 277 und 296 nm auf die Anwesenheit von tert-Butylphenol 

untersucht. Ist noch freies tert-Butylphenol vorhanden, so verschiebt sich das 

Absorptionsmaximum bei Zugabe eines Tropfens 0,2 N NaOH von 277 nach 296 nm. 

Alle Fraktionen, die kein tert-Butylphenol enthalten, werden vereinigt. 

Tert-Butylphenol und einige geladene Chlorine werden erst durch den Regenera-

tionsprozess von der Säule eluiert.  

 

Die Regeneration erfolgt durch Waschen des Säulenmaterials mit: 

 

  - 2 l  Aqua bidest. 

  - 200 ml  0,1 N Natronlauge 

  - 2 l  Aqua bidest. 

  - 1 l  50 % Ethanol 

  - 1 l  70 % Ethanol  

  - 1 l  100 % Ethanol 

  - 300 ml Methanol 
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Das regenerierte QAE-Sepharose-Material wird in Methanol bei 4°C aufbewahrt. Um 

eine sterile Lagerung zu gewährleisten, wird Natriumazid zugesetzt.  

Wichtig bei dieser Methode ist der Zusatz eines Tropfens 0,2 N Natronlauge zu der 

Pigmentlösung. Dadurch wird freies tert-Butylphenol in das korrespondierende 

Phenolat überführt. Dieses wird aufgrund seiner negativen Ladung auf der Säule 

zurückgehalten. 

 

2.1.5 Sonstige Reinigungsmethoden 

 

Sublimation 

 

Entfernen von tert-Butylphenol  

 

Überschüssiges tert-Butylphenol lässt sich durch Sublimation bei 110°C in der 

Trockenpistole unter Ölpumpenvakuum entfernen. Für eine quantitative Abtrennung 

des tert-Butylphenols ist es wichtig, eine möglichst große Oberfläche zu haben. Aus 

diesem Grund ist es günstig, das ungereinigte Pigment auf mehrere kleine Gläschen 

zu verteilen. 
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2.2 Methoden zur Charakterisierung der modifizierten Photosensitizer im 

 Hinblick auf die Verwendung in der polyphasischen Tumortherapie 

 

2.2.1 Allgemeines 

 

Im folgenden Kapitel werden Methoden zur Untersuchung der neu synthetisierten 

Photosensitizer vorgestellt, die eine Prognose über einen möglichen späteren 

Einsatz dieser Sensitizer im Rahmen einer polyphasischen Tumortherapie erlauben 

(48).  

 

Zellversuche mit Tumorzellkulturen ermöglichen gültige Aussagen über die 

Auswirkungen der Phototoxizität unter kontrollierten Bedingungen. Sie nehmen eine 

Vermittlerfunktion zwischen biophysikalischen / biochemischen Untersuchungen und 

dem vorklinischen Tierexperiment ein. Dabei wird versucht in vitro eine möglichst 

authentische Tumorsituation zu simulieren:  

Trypsinisierte Zellen können beispielsweise mit Zellen in nekrotischen Arealen eines 

Tumors verglichen werden. "Gehealte" Zellen – das sind Zellen, die 24 Stunden nach 

der Trypsinisierung in Suspension gehalten werden, um dort ihre Oberflächen-

antigene wieder komplett zu restituieren – verhalten sich dagegen ähnlich wie 

unbeschädigte Zellen an der Tumoroberfläche. 

 

Die durch die Zellkultur erreichte hohe Authentizität soll ermöglichen, dass nur noch 

wenige Tierversuche, die zur Klärung bestimmter Fragestellungen unumgänglich 

sind, benötigt werden.  

Alle anderen Experimente können somit unter Zuhilfenahme von Zellkulturen ge-

macht werden.  

 

Die Tumorzellkulturen werden in dieser Arbeit in zwei verschiedenen Funktionen 

eingesetzt: Einerseits dienen sie als Modell für die Zellen des Tumors, die möglichst 

zum Absterben gebracht werden sollen. Andererseits stehen sie für Zellen des 

menschlichen Körpers, die das Photochemotherapeutikum nicht aufnehmen und 

damit von diesem nicht beeinträchtigt werden sollen.  
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2.2.2 Zellversuche 

 

Resorptionsstudien an Tumorzellsuspensionen 

 

Für einige der synthetisierten Verbindungen (s. Kapitel 3.1) werden Versuche zur 

Aufnahme dieser modifizierten Sensitizer in Tumorzell-Suspensionen vorgenommen. 

Als Vergleich wird jeweils die nicht substituierte Ausgangssubstanz in ihrer Wirkung 

auf verschiedene Zelllinien untersucht.  

Für die Anzucht der Zellen werden je drei Millionen Zellen der Tumorzellstämme 

 

OAT-SCLC  (kleinzelliges Humanbronchialkarzinom) 

A 375   (amelanotisches Humanhautmelanom) 

SkAMel (amelanotische Sublinie eines Human-Hautmelanoms) 

M2R  (melanotisches Mäusemelanom) 

 

in 175 cm
2
 Kulturflaschen in DMEM-Medium unter Zusatz von 5 % fetalem 

Kälberserum, 5 mM Glutamin und Antibiotika (Penicillin/Streptomycin) im Brut-

schrank mit konstantem CO2-Gehalt bei 37°C und pH 7,35 über drei Tage auf ca. 40 

Millionen Zellen vermehrt. Die Zellen werden mit Trypsin-EDTA geerntet, gezählt und 

im Kulturmedium auf 5 Millionen Zellen pro ml eingestellt.  

Je 60 Millionen Zellen werden in 12 ml Medium zu einer Lösung des Sensitizers in 

0,2 ml 0,2 M Methyl-ß-Cyclodextrin (als Lösungsvermittler) gegeben, so dass die 

Ausgangskonzentration des Sensitizers 10 µM beträgt. Diese Suspensionen werden 

eine Stunde bei 37°C langsam bewegt und 2 ml dieser Suspension auf 2 ml einer 

Dichtestufe (25 % Percoll in Kulturmedium) aufpipettiert. Die Zellen werden durch die 

Dichtestufe hindurch zentrifugiert (400 g, 5 Minuten) und als Sediment nach 

Abnehmen des Überstandes bei -20°C eingefroren. Die anschließende Zerstörung 

der Zellen wird mit Hilfe eines Ultraschallstabes erreicht. Die Extrahierung des 

resorbierten Sensitizers erfolgt mit Methanol-Aceton (1 : 1). Dieses Extrakt wird  in 

der QX-Bande (s. S. 47, Abb. 12) des Sensitizers photometriert. Variiert man jeweils 

die Inkubationszeit des Sensitizers mit den Zellen, indem man nach unter-

schiedlichen Zeitintervallen (in der Regel nach 2, 5, 30 und 60 Minuten) durch 

Zentrifugation im Dichtegradienten den weiteren Kontakt der Zellen mit dem 

Sensitizer unterbricht, so lässt sich daraus eine Aufnahmekinetik berechnen. Aus  
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den photometrisch gemessenen Extinktionen der Extrakte lassen sich folgende 

Größen ableiten:  

mi

t =
E × Extraktvolumen

Ext.koeff . ×1000 × Zellzahl
(Mol / Zelle)

ni

t = mi

t × 6,02 ×1023 (Moleküle / Zelle)

ci

t
= mt

i
/ Zellvolumen VZ (mittlere Konzentration,mol / l)

ca

t = ca

o − (mi

t × Zellzahl / ml Ansatz ×1000) (mol / l)

Anreicherungsfaktor f i / a = ci

t / ca

t

 

 

Das Zellvolumen ist für die einzelnen Tumorzelllinien unterschiedlich. Die 

Bestimmung erfolgt durch mikroskopische Messung der Durchmesser abgekugelter 

frisch geernteter Zellen oder aus Messungen des Volumens von Zellsedimenten 

unter Annahme dichtester Kugelpackung. 

 

Lokalisation der Sensitizer durch Fluoreszenzmikroskopie 

 

Sofern die Photosensitizer fluoreszieren, kann durch Fluoreszenzanregung bei      

540 nm im LEITZ-Auflichtfluoreszenzmikroskop die Rotfluoreszenz über eine 

rotempfindliche CCD-Kamera beobachtet werden (FK 6990 IQ). Dies erlaubt eine 

Aussage über eine Verteilung der Photosensitizer auf verschiedene Kompartimente 

der Zelle (46). 

 

Bestimmung der Stabilität der Sensitizer im Zellmilieu 

 

Um sicherzustellen, dass die Photosensitizer durch die Resorption in die Zellen nicht 

verändert werden, ist die Aufnahme eines Massen- bzw. eines 

Absorptionsspektrums der mit Methanol/Aceton aus den Zellen extrahierten 

Sensitizer erforderlich. 
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Bestimmung der Phototoxizität 

 

Zur Aktivierung der Sensitizer muss die Zellsuspension nach Resorption der 

modifizierten Sensitizer bzw. deren Ausgangssubstanzen zunächst bestrahlt werden. 

Dies geschieht wegen der unterschiedlichen Absorptionsmaxima der verschiedenen 

Sensitizer mit einer Halogen-Lichtquelle (große Spektralbreite). Der kurzwellige 

Anteil der Strahlung wird bei den Pheophorbid- und Bacteriopheophorbidderivaten 

durch Kantenfilter (K 645, K 695) ausgeblendet. Der verbleibende Rotlichtanteil kann 

durch Vergleich der mit den beiden Kantenfiltern erhaltenen Leistungsdichten 

quantifiziert werden:  

   
IK 645 − IK695

IK 645

= f (Korrekturfaktor)  

 

Die Korrekturfaktoren werden zu 0,103 / 50 nm bzw. 0,206 / 100 nm bestimmt. 

Hieraus ergibt sich die je nach Rotabsorption des Sensitizers absorbierte 

Leistungsdichte (W / cm
2
 x 50 bzw. 100 nm) und durch Multiplikation mit der 

Bestrahlungsdauer (sec.) die absorbierte Energiedichte für den Ansatz (J / cm
2
 x 50 

bzw. 100 nm).  

Die Phototoxizität der Hematoporphyrinderivate wird bestimmt, indem ein Kantenfilter 

K > 530 über einer Halogen-Lichtquelle mit annähernd konstantem Energiespektrum 

verwendet wird.  

Als Kontrollen werden unbestrahlte und mit mehr als 3 J / cm
2
 x 50 nm bestrahlte 

abgestorbene Zellen eingesetzt. Als Maß für die Überlebensrate F / F0 dient die 

Laktatproduktion der Zellen (45a, 102), die für die unbestrahlte Kontrolle gleich eins, 

für die überbestrahlte Kontrolle gleich null gesetzt wird. Für die Zwischenwerte des 

Versuchs ergibt sich eine abfallende Exponentialfunktion: 

   
F = Foe

−k E

E = aufgenommene Energiedichte
 

Die halblogarithmische Auftragung liefert eine Gerade: 

   log
F

Fo

= −k' E   

k' wird als Phototoxizitätskonstante (cm
2
 / J) bezeichnet. 

 

Der negative reziproke Anstieg dieser Geraden liefert (54): 
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1

k
= LD90  [J / cm

2
] 

als Maß für die Phototoxizität, ausgedrückt in (J / cm
2
) für die Reduktion der Stoff-

wechselaktivität auf 10 % des Ausgangswertes.  

Die Milchsäureproduktion wird durch die pH-Änderung im Kulturmedium während 12 

bis 17 Stunden Inkubationszeit unter vorsichtigem Bewegen auf dem Schüttler aus 

der Extinktionsänderung des Indikators Phenolrot bei 546 nm berechnet. 

 

Resorptionskinetik von 2,4-Di-(αααα-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin 

-IX-dimethylester  vor bzw. nach Einschluss in ein Cyclodextrin-dimer [di-ß-CD-

(2N-A4-C5-A4)] 

 

Um die Stabilität des Einschlusskomplexes aus Cyclodextrindimer und Sensitizer zu 

testen, soll das Resorptionsverhalten des in ein Carriersystem (Cyclodextrindimer) 

eingeschlossenen Sensitizers in Gegenwart von Zellen einer Tumorzellkultur 

untersucht werden. Die Tumorzellen werden in diesem Fall als Modell für die Zellen 

des menschlichen Körpers eingesetzt.  

Optimalerweise ist die Stabilität des Einschlusskomplexes aus Sensitizer und 

Cyclodextrindimer so hoch, dass nur noch eine vernachlässigbare Aufnahme des 

Sensitizers in die Zellen erfolgt. Vorraussetzung für die Funktionsfähigkeit dieses 

biospezifischen Carriersystems ist allerdings, dass dieser Einschlusskomplex nach 

Targeting des Tumors an dieser Stelle aufgebrochen werden kann. Dieser Versuch 

hat somit die Funktion, Rückschlüsse auf das Verhalten des Photochemo-

therapeutikums auf dem Weg zum Tumor zu ziehen und damit verbleibende 

systemische Nebenwirkungen einschätzen zu können.  

 

2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester wird in ein 

Cyclodextrindimer [(di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) (78)] eingeschlossen. Die Reaktions-

bedingungen zur Aufnahme des 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deutero-

porphyrin-IX-dimethylester in das Cyclodextrindimer sind den Angaben in Kapitel 

2.2.3 zu entnehmen. Dieser Einschlusskomplex aus Cyclodextrindimer und 

Sensitizer wird in einer Konzentration von 10 µMol zu einem serumhaltigen mit einer 

OAT-SCLC-Tumorzellsuspension versetztem Kulturmedium gegeben. Anschließend 

wird die Resorptionskinetik des Sensitizers über 20 Stunden bestimmt (s. 32 f.).  
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Zur Kontrolle werden 10 µmol Sensitizer ohne Cyclodextrindimer in ein 

serumhaltiges Kulturmedium gegeben und einer OAT-SCLC-Tumorzellsuspension 

über den gleichen Zeitraum angeboten.  

Um zu überprüfen, ob durch das Cyclodextrindimer (1, 5a, 87) selbst eine 

Beeinflussung der Resorptionskinetik der OAT-SCLC-Tumorzellen erfolgt, wird 

parallel eine Tumorzellsuspension mit Cyclodextrindimer über den gleichen Zeitraum 

inkubiert und anschließend eine Resorptionsstudie mit freiem Sensitizer 

durchgeführt. 

 

Phototoxizitätsbestimmung nach enzymatischem Abbau des Cyclodextrin-

dimers mit Cyclodextrinase  

 

Nach Bildung eines Einschlusskomplexes aus Sensitizer und Cyclodextrindimer wird 

das Cyclodextrindimer mit Hilfe des Enzyms Cyclodextrinase aus dem Bakterium 

Klebsiella oxytoca abgebaut, um zu sehen, ob der Sensitizer auch nach dem 

Einschluss seine photodynamische Aktivität behält. 

Die Michaelis-Menten-Kontante dieses Enzyms liegt in einer Größenordnung von    

1-3 mM bei einem pH von 7,23 und einer Temperatur von 23°C (21b).  

Der Einschlusskomplex aus Dimer und Sensitizer wird in einer Konzentration von 10 

µM einer OAT-SCLC-Tumorzellkultur angeboten. Zur vollständigen Verdauung des 

Dimers wird der Komplex aus Dimer und Sensitizer 18 Stunden mit einer 1mM 

Lösung des Enzyms Cyclodextrinase inkubiert. Um die Intaktheit des freigesetzten 

Sensitizers zu überprüfen, werden nach Bestrahlung der Tumorzellen die üblichen 

Phototoxizitätsbestimmungen (s. S. 34 f.) durchgeführt. 

Um festzustellen, ob das Enzym Cyclodextrinase oder das Cyclodextrindimer (1, 5a, 

87) selbst für die Tumorzellen in den oben genannten Konzentrationen toxisch sind, 

werden die OAT-SCLC-Tumorzellen als Kontrolle über den gleichen Zeitraum jeweils 

mit diesen beiden Substanzen inkubiert.  
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2.2.3 Methode zur Bestimmung der Komplexbindungskonstante zwischen 

 Sensitizer und Cyclodextrindimer 

 

Das Prinzip dieser Methode ist exemplarisch in Abbildung 6 dargestellt. TNS [6-(p-

Toluidino-)-2-Naphthalensulphonsäure, Fluka] bildet 1 : 1 Komplexe mit einem 

Cyclodextrindimer in wässriger Lösung. Es kann durch einen Photosensitizer aus 

diesem Komplex verdrängt werden. Die Reaktion lässt sich fluoreszenz-

spektrometrisch (Luminescence Spectrometer LS 50 Perkin Elmer) verfolgen, da 

TNS in einer hydrophoben Umgebung, wie sie z. B. im Innern eines 

Cyclodextrindimerhohlraumes gegeben ist, stark fluoresziert; in Wasser hingegen tritt 

nur eine vernachlässigbare Fluoreszenz auf (33, 98). Die Fluoreszenz von TNS wird 

durch Anregen mit einer Wellenlänge von 322 nm bei 442 nm gemessen.  

 

 

 

Abb. 6:  Kompetition von TNS und einem hypothetischen durch zwei tert-

 Butylphenylgruppen substituierten Bacteriochlorins um den Einschluss in 

 ein Cyclodextrindimer (78)  
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Entsprechend den Ergebnissen von Reinsborough et al. (33) misst man zunächst mit 

steigenden Cyclodextrindimerkonzentrationen (5,7 x 10
-5

 bis 1,3 x 10
-4 M) eine 

Zunahme der Fluoreszenz von TNS (2,6 x 10
-5
 M). Durch Zugabe einer konstanten 

Sensitizerkonzentration (1 x 10
-6
 M) nimmt die Fluoreszenz wieder ab. Diese 

Abnahme kann gemessen werden. Aus ihr lässt sich der Anteil des durch den 

Sensitizer verdrängten TNS berechnen. Alle Fluoreszenzmessungen werden in     

0,1 molarer Natriumhydrogencarbonatlösung durchgeführt.  

Tri-tert-Butylphenoxymonocarboxyphthalocyanin (COOPc), ein Sensitizer mit 

bekannter Komplexbindungskonstante, wird bei jedem Versuch als Standard 

mitgemessen. 

Um eine Aussage über die Zunahme der Komplexbindungskonstante mit einem 

Cyclodextrindimer in Abhängigkeit von der Zahl der tert-Butylphenyl-Substituenten 

des Sensitizers machen zu können, wählt man den nicht modifizierten Photo-

sensitizer als Referenz. 

Die Auswertung wird mit Hilfe der doppeltreziproken Auftragung von Connors 

vorgenommen (17), der die Michaelis-Menten-Kinetik zugrunde liegt: 

 

1

I
=

1

Imax

+
KTNS

Imax

×
1

[TNS]

1

I
=

1

Imax

+
KTNS

Imax

× 1 +
[Porph]

KPorph

 

 
 
 

×
1

[TNS]  

 

Der Kehrwert der Fluoreszenzintensität wird gegen den Kehrwert der 

Cyclodextrinkonzentration aufgetragen (1 / I gegen 1 / [CD]). Aus dem Schnittpunkt 

der erhaltenen Geraden mit der X-Achse [1 / KTNS bzw. 1 / KTNS x i;  i = 1 + [Porph] / 

KPorph] ergeben sich die Komplexbindungskonstante (KTNS) für TNS und die 

Inhibitorkonstante (KPorph) für den Sensitizer. 

Die doppeltreziproke Auftragung von Connors entspricht der allgemeinen 

Geradengleichung: 

 

Y(1 / I)= b (1 / Imax) + m (KTNS / Imax) x  X (1/ TNS)  
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Die Auswertung der Messpunkte wird mit Hilfe des Computerprogramms Origin 6.0 

für Windows XP durchgeführt. Es berechnet 1/KTNS nicht aus dem X-Achsenabschnitt 

sondern aus dem Quotienten von Y-Achsenabschnitt und Steigung der Geraden: 

Allgemeine Geradengleichung:  Y= b + m X      

     1 / KTNS = b / m 

Die Berechnungen für 1 / (KTNS x i) erfolgen analog. Bei bekannter 

Inhibitorkonzentration [Porph] lässt sich die Inhibitorkonstante KPorph berechnen. Die 

Cyclodextrindimere stellte Frau Dr. Rübner-Heuermann her (78).  

 

Spätere Versuchsreihen haben gezeigt, dass die Variation der Cyclodextrin-

dimerkonzentration gemäß der Vorgehensweise von Reinsborough et al. (33) nur 

sinnvoll ist, um den optimalen Konzentrationsbereich der Bindung von TNS bzw. 

Sensitizer an das Cyclodextrindimer herauszufinden.  

Folgende Überlegungen haben zur Änderung des Versuchsaufbaus beigetragen: 

Eine Kompetition im Sinne der Michaelis-Menten-Kinetik zwischen Sensitizer und 

TNS um den Einschluss in ein Cyclodextrindimer kann nur durch Variation der 

Konzentration von TNS erzielt werden. Analog zur Michaelis-Menten-Kinetik  fungiert 

TNS als zu variierendes Substrat, das Cyclodextrindimer als in der Konzentration 

konstant zu haltendes „Enzym“ und der Sensitizer als Inhibitor. Folglich kann durch 

eine ausreichend hohe Substratkonzentration (TNS) der Inhibitor (Sensitizer) aus der 

Bindung zum Dimer („Enzym“) verdrängt werden. Damit ist die entscheidende 

Bedingung zur kompetitiven Hemmung erfüllt.  

Die exakte Berücksichtigung dieses Analogieschlusses zur Michaelis-Menten-Kinetik 

macht eine genaue Bestimmung des KTNS bzw. KPorph mit Hilfe des doppelt 

reziproken Plots nach  Connors möglich (s. auch S. 44 f.) (17).  

Die Konzentrationsabhängigkeit der TNS Fluoreszenz zeigt sowohl in Cyclodextrin-

monomeren als auch in Cyclodextrindimeren (Abb. 7)  ein biphasisches Profil. Dabei  

fällt auf, dass es offenbar zwei Sättigungskurven mit unterschiedlich starker 

Fluoreszenz gibt, eine im Bereich bis 10-7 molar, die andere bis in den Bereich 

millimolarer Konzentrationen von TNS (Abb. 8). Aus den Sättigungskurven lassen 

sich zwei lineare Reziproke für TNS ableiten (Abb. 9), deren Bindungskonstante sich 

um den Faktor 1000 unterscheidet. Bei der folgenden Bestimmung der 

Fluoreszenzinhibition durch substituierte Porphyrinoide (Sensitizer) wird im 

nanomolaren Konzentrationsbereich von TNS gearbeitet, so dass nur die Sättigungs- 
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kurve (bzw. Reziproke) mit der wesentlich geringeren Fluoreszenz-intensität 

berücksichtigt wird. 
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Abb. 7: Abhängigkeit der Fluoreszenzintensität im 2N-A4-C5-A4-Cyclodextrindimer 

 (78) von der Konzentration des TNS 

 

Das Versuchsprinzip wird im folgenden dargestellt: Als erstes wird das 

Cyclodextrindimer (bzw. Monomer) mit steigenden Konzentrationen von TNS 

inkubiert und die Fluoreszenz gemessen. Aus diesen Messungen lässt sich die 

Bindungskonstante von TNS mit dem Cyclodextrindimer (bzw. Monomer) berechnen 

(KTNS: s. S. 38 f.). Auf die mit TNS erzielten Fluoreszenzwerte kann anschließend die 

durch die Kompetition des Sensitizers mit TNS um die Bindung zum 

Cyclodextrindimer (bzw. Monomer) hervorgerufene Abnahme der Fluoreszenz 

bezogen werden. Aus der Fluoreszenzabnahme lässt sich indirekt die 

Bindungskonstante des Sensitizers (KPorph) zum Cyclodextrindimer (bzw. Monomer) 

ableiten (KPorph: s. S.  44) . 
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Abb. 8: Biphasische Komplexierung von TNS mit 2N-A4-C5-A4-Dimer  

 

Das Cyclodextrindimer (78) wird mit unterschiedlich substituierten Sensitizern         

(s. Kap. 3.1) inkubiert. Cyclodextrinmonomer (Methyl-ß-Cyclodextrin, Wacker 

Chemie Burghausen) wird als Referenzsubstanz eingesetzt. Da die Aggregation der 

Cyclodextrine in Wasser bei Raumtemperatur beträchtlich ist, ist eine Erwärmung der 

Lösung aus Cyclodextrin und Sensitizer sinnvoll, um eine Monomerisierung der 

Cyclodextrine mit anschließender Aufnahme des Sensitizers zu erreichen. Um 

stabile und reproduzierbare Komplexe mit den Sensitizern zu erreichen, wird das 

Cyclodextrinmonomer mit dem Sensitizer 1 min auf 70°C und das Cyclodextrindimer 

mit dem Sensitizer 4 Stunden auf 50°C erhitzt (Abb. 10). 

Höhere Temperaturen führen zur Zerstörung der Sensitizer. Anschließend werden 

die sich bildenden Komplexe über Nacht bei 4°C gelagert. Die Bestimmung der 

Bindungskonstanten erfolgt am folgenden Tag nach Konkurrenzreaktion mit TNS 

durch Fluoreszenz-messung bei Raumtemperatur.  
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Abb. 9: Doppelt reziproker Plot der Komplexierung von TNS mit 2N-A4-C5-A4-Dimer 

 

 

Methyl-ß-Cyclodextrin (Monomer) wird in einer Konzentration von 1 mM in HEPES- 

Puffer (pH 7,4) eingesetzt. Die Konzentrationen von TNS betragen 20, 30, 80, 180, 

280 nM. Dabei wird jeweils von einer 1 mMol Lösung von TNS in DMSO als 

Stammlösung ausgegangen, die mit Wasser auf die entsprechenden 

Konzentrationen verdünnt wird. Die Konzentration des Cyclodextrindimers (78) wird 

zu 100 µM in HEPES-Puffer (pH 7,4) gewählt. Die Konzentrationsbestimmung des 

Cyclodextrindimers erfolgt mit Hilfe der Anthronsulfonsäure-Reaktion mit Glucose 

und Methyl-ß-Cyclodextrinmonomer als Standard. Bei Verwendung des 

Cyclodextrindimers betragen die TNS-Konzentrationen 20, 40, 100, 200, 400 nM. Es 

werden Versuchsreihen mit jeweils entweder 5 µM oder 10 µM Sensitizer 

durchgeführt. Dazu wird eine Stammlösung von 2 mM des Sensitizers in DMSO 

hergestellt, die mit Hilfe der Cyclodextrinlösung eingestellt wird. Die Fluoreszenz-

messungen erfolgen im Shimadzu RF-1501 Spektrofluorometer mit einem 

Küvettenhalter, der jeweils auf 20°C, 50°C oder 70°C temperiert wird. Die 
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 Fluoreszenz von TNS wird bei 308 nm angeregt und die Fluoreszenzemission 

zwischen 350 und 550 nm gemessen. Die Spektren der Sensitizer werden bei 

Wellenlängen zwischen 350 und 650 nm angeregt und je nach Exzitationspeak 

werden die entsprechenden Emissionsspektren zwischen 400 und 700 nm 

gemessen. Es ist darauf zu achten, dass in der Emission keine Überlagerung mit den 

Spektren von TNS erfolgt (freies Fenster zwischen 500 und 550 nm, gegebenenfalls 

Extrapolation auf das Maximum der TNS Emission mittels Eichkurve).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Abb. 10:  Monomerisierung der Lösung von 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)-

 deuteroporphyrin-IX-dimethylester (5 µM ) in 100 µM Cyclodextrindimer in 

 Abhängigkeit von der Temperatur 
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Auf diese Weise werden Sättigungskinetiken im Sinne der Langmuirschen 

Adsorptionsisotherme erhalten, die durch die Reziprokendarstellung von Benesi  & 

Hildebrand für die Darstellung der Bindungshemmung verwendbar sind (5b).  

Im doppelt reziproken Plot nach Connors (17) ist die reziproke Fluoreszenzintensität 

von TNS für eine vorgegebene Konzentration des Wirtsmoleküls (Cyclodextrindimer 

oder -monomer): 

 

(1)  1/I = KTNS / Imax x 1/ [TNS] + 1/ Imax  

so wird in Gegenwart eines inkorporierten Porphyrinoids 

(2) 1/I = KTNS x i / Imax x 1/ [TNS] + 1/ Imax 

wobei i 

(3) die Steigung der Gerade (2) / die Steigung der Gerade (1) = 1 + [Porph] / KPorph
 

oder 

(4) KPorph = [Porph] / i -1 

 

Mit diesem Verfahren lassen sich indirekt die Bindungskonstante KTNS (Inhibitor-

konstante: KPorph) mit Cyclodextrinmono- bzw. dimer berechnen.  

Durch diese Berechnungsmethode konnten geeignete Korrekturen für die Instabilität 

der Fluoreszenzen erhalten werden (5b). Hierbei wird 360 nm wird als willkürlicher 

Nullpunkt gesetzt, da nur von den Relationen der Steigungen ausgegangen wird und 

nicht von den maximalen Werten der Fluoreszenzen in den Einzelmessungen    

(Abb. 11). 
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Abb. 11:  Fluoreszenzmessung von 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deutero-

 porphyrin-IX-dimethylester in Methyl-ß-Cyclodextrin: Normierung der 

 Fluoreszenz auf 0 bei 360 nm 
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3. Ergebnisse: 

 

3.1 Chemie, Spektroskopie und Chromatographie der synthetisierten    

 Pheophorbid-, Bacteriopheophorbid-, Hematoporphyrin- und Etio-

 porphyrinderivate 

 

3.1.1  Präparation und Analytik der Pheophorbidderivate 

 

Ethylpheophorbid 

 

Absorptionsspektrum 

 

Die Spektren aller Porphyrinmoleküle zeigen drei unterschiedliche Arten von 

Banden. Dies sind Soret-, QX- und QY-Banden (Abb. 12). 

Abbildung 12 zeigt die Absorptionsspektren von Chlorophyll a und Ethylpheophorbid 

in Diethylether. Das Spektrum von Chlorophyll a zeigt eine QY-Bande bei 660 nm 

(QY1), die von einer Schwingungsseitenbanden bei 614 nm begleitet ist (QY2) (81a). 

Weiterhin gibt es eine sehr schwach ausgeprägte QX-Bande bei 576 nm. Das 

Maximum der Soret-Bande liegt bei 427 nm. Der steile Anstieg der Soret-Bande bei 

450 nm zeigt, dass das Chlorophyll a nicht durch Carotinoide verunreinigt ist. Der 

Ersatz des Phytylrestes von Chlorophyll a durch einen Ethylrest in Ethylpheophorbid 

macht sich spektral nicht bemerkbar. Die Maxima der Soret- und QY1-Banden von 

Ethylpheophorbid sind im Vergleich zu Chlorophyll a leicht verschoben. Durch den 

Verlust des zentralen Magnesiumions bei der Umesterung entstehen zwei QX-

Banden bei 504 und 532 nm.  

 

Dünnschichtchromatographie 

 

Durch die im Vergleich zum Chlorophyll a (Rf = 0.78 für 1; Rf = 0.98 für 2) erhöhte 

Polarität von Ethylpheophorbid (Rf = 0.46 für 1; Rf = 0.89 für 2) erniedrigt sich die 

Laufgeschwindigkeit auf HPTLC-Kieselgel 60 Platten in beiden Laufmittelsystemen 

(S. 21). 
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Abb. 12:  Absorptionsspektren von Chlorophyll a und Ethylpheophorbid in  

 Diethylether 

 
1
H-NMR-Spektrum  

 

Abb. 13 zeigt das 
1
H-NMR-Spektrum (81a) von Ethylpheophorbid in deuteriertem 

Aceton (99,7 %). Dieses Lösungsmittel wurde gewählt, da alle dargestellten 

Pigmente bis zu einer Konzentration von 3,2 x 10-5 mol/l als Monomere vorliegen. 

Durch Kopplung mit den Deuteriumatomen erhält man für das verbleibende Proton 

von Aceton ein aufgespaltenes Signal, dessen Feinstrukturlinien bei 2,03 ppm und 

2,8 ppm zu finden sind. Im Gegensatz zu D6-Pyridin und CDCl3 zeigt es im Bereich 

von 7-8 ppm keine Signale. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da in diesem 

Bereich aromatische Ringe absorbieren. So ist eine Substitution durch den Aro-

maten tert-Butylphenol eindeutig zu erkennen.  

Zwischen 6 und 8 ppm ist das ABX-System für die Vinylgruppe zu sehen. Vier der 

acht theoretisch zu erwartenden Signale des AB-Teils und alle vier theoretisch zu 

erwartenden Signale des X-Teils sind vorhanden. Die Kopplungskonstanten des 

Doppeldubletts von HX betragen 7 und 14 Hz. Die Kopplungskonstanten des AB-

Teils betragen 18 Hz für die Kopplung JAX und 12 Hz für die Kopplung JBX (89c). 
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Auffällig ist, dass die Dublette von HA und HB nochmal aufgespalten sind. Gleiches 

gilt für die Signale der 17-H, 18-H und 8-CH2-Gruppen. Die äußerst symmetrische 

Aufspaltung spricht für eine Komplexbildung mit dem Lösungsmittel Aceton, die von 

zwei Seiten mit gleicher Wahrscheinlichkeit möglich sein sollte. 

Die 17-CH2-Gruppen zeigen eine nicht auflösbare multiple Kopplung. Die Zuord-

nung der Signale ist wie folgt (81b): 9.45, 9.13, 8.85 (5-H, 10-H, 20-H); 7.95, 6.25, 

6.10 (Hx, dd, J1 = 7 Hz, J2 = 14 Hz; HA, d, J = 18 Hz; HB J = 12 Hz); 6.32 (13
2
-H); 

4.64 (18-H); 4.21 (17 H); 3.95 (17
4
-CH2); 3.90 (13

2-CH3); 3.42 (8-CH2); 3.57 (12-

CH3); 3.37 (2-CH3); 2.92 (7-CH3); 2.48 (17
1
-CH2); 2.30 (17

2
-CH2); 1.84 (18-CH3, J = 

7 Hz); 1.52 (8-CH3); 1 (17
4
-CH3). 

 

 

Abb. 13: 
1
H-NMR-Spektrum von Ethylpheophorbid in d6-Aceton 

 

MALDI-Massenspektrum 

 

Für die Summenformel von Ethylpheophorbid C37H41N4O5 (M+H+) errechnet sich 

eine Masse von 621. Das Massenspektrum zeigt den erwarteten Peak. Der Peak bei 

635 liegt genau um die Masse eines Sauerstoffatoms höher. Er entspricht der Masse 

von 13
2
-OH-Ethylpheophorbid. Das Signal bei 563 Masseneinheiten entsteht durch  
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Pyrolyse der Carboxymethylgruppe in Position C-13
2
. Es ist nicht klar, ob dieser 

Peak durch Fragmentierung des höchsten Massenpeaks bei der Messung entsteht 

oder eine Verunreinigung darstellt. 

 

Darstellung von Pt-Pheophorbidmethylester durch direkte Metallierung 

 

Platin kann durch eine direkte Metallierungsreaktion via PtCl2 unter Ausschluss von 

Wasser in den Tetrapyrrolzyklus von Pheophorbidmethylester eingeführt werden. 

Dazu werden alle verwendeten Lösungsmittel über Molekularsieb getrocknet und der 

eingesetzte Photosensitizer über Nacht lyophyllisiert. Alle Lösungsmittel sollten frei 

von Peroxiden und anderen Oxidantien sein. Zur Entfernung dieser Ver-

unreinigungen werden alle eingesetzten Lösungsmittel über eine Al2O3-Säule 

gegeben.  

0,2 mg PtCl2 (75 µM) (Merck) wird in 2 ml gereinigtem, getrocknetem und mit 

Molekularsieb versetztem Benzonitril gelöst und unter Argonatmosphäre erhitzt. 

Anschließend werden 0,2 mg (32,7 µM) getrocknetes Methylpheophorbid hinzu-

gegeben. Die Reaktion wird durch Zugabe von 0,3 ml Essigsäure gestartet und das 

Reaktionsgemisch wird eine Stunde lang unter Rückflusskühlung erhitzt. Der 

Reaktionsverlauf wird spektroskopisch oder alternativ über analytische Dünnschicht-

chromatographie verfolgt. Vor Aufnahme des Spektrums wird überschüssiges Metall 

durch Extraktion mit Ether entfernt. Als Laufmittel wird ein Gemisch aus 

Dichlormethan / N-Hexan / Propanol / Methanol  [68 / 25 / 5 / 2 (v / v)] (S. 21) 

verwendet. Der Rf-Wert des metallierten Produktes beträgt 0,35. Der  Rf-Wert von 

Pheophorbidmethylester ist 0,43. Ein Shift der QY-Bande von 650 nm nach 634 nm 

zeigt an, dass die Reaktion beendet ist. Die Reinigung erfolgt auf präparativen 

Kieselgel 60 Platten (Merck) unter Einsatz des oben erwähnten Laufmittel-gemisches 

3 (S. 21). Der Rf-Wert beträgt 0,3. Der Rf-Wert der Ausgangssubstanz beträgt 0,37. 

Das metallierte Produkt wird von der Platte vorsichtig abgetragen und mit einem 

Aceton / Methanol-Gemisch [3 : 1 (v / v)] extrahiert. Anschließend wird es im Vakuum 

getrocknet, unter Argonatmosphäre luftdicht verschlossen und bei -20°C aufbewahrt. 

Die Verbindungen mit geänderter Peripherie können unter identischen Bedingungen 

mit leicht variierten Reaktionszeiten erhalten werden.  

Die Ergebnisse der direkten Metallierung von Pheophorbiden sind exemplarisch für 

die direkte Metallierung von Bacteriopheophorbiden zu werten. 
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Pyroethylpheophorbid 

 

Absorptionsspektrum 

 

Die Absorptionsspektren von Pyroethylpheophorbid und Ethylpheophorbid in 

Diethylether lassen sich nur durch die Lage ihrer QX-Banden unterscheiden. Beim 

Pyroethylpheophorbid sind sie um 2 nm rotverschoben. 

 

Dünnschichtchromatographie 

 

Dünnschichtchromatographisch lassen sich Ethylpheophorbid (Rf = 0.65) und 

Pyroethylpheophorbid (Rf = 0.30) am besten auf RP-8-Platten mit Methanol als 

Laufmittel unterscheiden. Pyroethylpheophorbid ist unpolarer als Ethylpheophorbid. 

Er wird daher stärker von der apolaren stationären Phase (RP-8) zurückgehalten   

(S. 21). 

 
1
H-NMR 

 

In dem 
1
H-NMR-Spektrum von Pyroethylpheophorbid in deuteriertem Aceton fällt die 

symmetrische Aufspaltung mehrerer Signalgruppen (5-H, 10-H, HX) auf. Da für 

Pyroethylpheophorbid eine Diastereomerenbildung auszuschließen ist, spricht dies 

wieder für den bereits für Ethylpheophorbid beschriebenen Lösungsmitteleffekt. Das 

Signal für die 13
2
-CH3-Gruppe ist vollständig verschwunden. Stattdessen ist ein 

Doppeldublett für die beiden 13
2
-H-Atome bei 5,1 und 5,25 ppm zu erkennen. Die 

Kopplungskonstanten dieser beiden Dublette betragen jeweils 20 Hz.  

Durch die Pyrolyse werden alle Signale mit Ausnahme der 18-CH3-Gruppe 

tieffeldverschoben. Dies deutet auf eine Verstärkung des aromatischen Ringstromes 

hin. Die Entfernung der 13
2
-Carboxymethylgruppe könnte eine Entspannung des 

aromatischen Ringsystems bewirken, die zu einer erhöhten Planarität des 

Chlorinsystems führt (16, 30).  

Die Bildung von 13
2
-OH-Pyroethylpheophorbid kann aufgrund dieses Spektrums 

ausgeschlossen werden. 
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Die Zuordnung der Signale ist wie folgt (90): 9.70, 9.45, 8.90 (5-H, 10-H, 20-H); 8.20, 

6.40, 6.20 (Hx, dd, J1= -- , J2 = 15,4 Hz; HA, d, J = 18,6 Hz; HB J = 11,7 Hz); 5.25 

(13
2
-H1, J = 20 Hz); 5.10 (13

2
-H2, J = 20 Hz); 4.65 (18-H); 4.40 (17 H); 4.05 (17

4
-

CH2); 3.70 (8-CH2); 3.60 (12-CH3); 3.45 (2-CH3); 3.20 (7-CH3); 2.70 (17
1
-CH2); 1.80 

(18-CH3, J1 = 4,6 Hz; J2 = 2,8 Hz ); 1.65 (8-CH3); 1.10 (17
4
-CH3); 0.01, -1.85 (NH). 

 

MALDI-Massenspektrum 

 

Das Massenspektrum zeigt bei 563 Masseneinheiten einen Peak, der für die 

Summenformel: (M + H+) C35H39N4O3 erwartet wird. 

 

Bromethylpheophorbidethylester 

 

Darstellung 

 

3
1
-Bromethylpheophorbidethylester wird durch Hydrobromierung der Vinylgruppe von 

Ethylpheophorbid synthetisiert. Als Konkurrenzreaktion beobachtet man eine syn-

Addition von Brom, da der in Eisessig gelöste Bromwasserstoff immer Spuren von 

Brom enthält.  

50 mg Ethylpheophorbid werden mit 17 ml in Eisessig gelöstem Bromwasserstoff   

(40 %) versetzt. Durch Spülen der erhaltenen Lösung mit Argon werden Reste von 

Sauerstoff entfernt. Anschließend erwärmt man das Gemisch vorsichtig (Dämpfe von 

Bromwasserstoff!) auf eine Temperatur von 55°C. Bei dieser Temperatur muss die 

Reaktionsmischung 2,5 Stunden gerührt werden. Nach Abkühlen des 

Reaktionsgemisches wird der Eisessig bei einem Vakuum von 20 mbar abdestilliert. 

Um sicherzugehen, dass das erhaltene Bromderivat keine Lösungsmittelrückstände 

mehr enthält, wird es 45 Minuten über CaCl2 im Exsikkator getrocknet [nach (12, 32, 

63, 64, 71, 89a, 89b)]. 
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Absorptionsspektrum 

 

Abb. 14 zeigt das Absorptionsspektrum eines Gemisches aus 3
1
-Bromethylpheo-

phorbidethylester und 3
1
-3

2
-Dibromethylpheophorbidethylester in Ether. Eine Tren-

nung der beiden Bromderivate konnte mit Hilfe der High Pressure Liquid Chromato-

graphy (HPLC) nicht erreicht werden (S. 23 f.) (41). Im Vergleich zum Ethylpheo-

phorbid sind alle Banden rotverschoben. Dies fällt besonders bei den QY-Banden 

auf, bei denen die Verschiebung jeweils 5 nm beträgt. Einen Hinweis, dass das 

zweite Bromatom trotz der beobachteten Rotverschiebung nicht an das C-20-Atom 

gebunden ist, erhält man aus den relativen Intensitäten der QY-Banden (81b). Durch 

einen Halogensubstituenten in C-20 müsste die Intensität der QX2-Bande gegenüber 

der QX1-Bande erhöht sein. 

 

 

Abb. 14:  Absorptionsspektrum eines Gemisches aus 3
1
-Bromethylpheophorbid- 

 ethylester und 3
1
-3

2
-Dibromethylpheophorbidethylester in Diethylether 
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3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylester  

 

Darstellung 

 

Durch Substitution des Bromatoms vom 3
1
-Bromethylpheophorbidethylester durch 

tert-Butylphenol erhält man 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylester. Auch 

bei dem 3
1
-3

2
-Dibromethylpheophorbidethylester wird nur das 3

1
-Bromatom 

substituiert (Abb. 15). Die entsprechenden MALDI-Spektren zeigen, dass Disub-

stitutionsprodukte nur in vernachlässigbaren Mengen entstehen.  

Bei der Synthese von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylester muss wasser-

frei gearbeitet werden, um eine Hydrolyse des 3
1
-Bromethylpheophorbidethylesters 

zu vermeiden.  

50 mg Bromethylpheophorbidethylester werden mit 10 ml Dichlormethylen, das einen 

900-fach molaren Überschuss an tert-Butylphenol enthält, versetzt. Die 

Reaktionsmischung wird 45 Minuten bei 55°C unter leichtem Argonstrom gerührt. 

Nach Abkühlen wird sie im fünffachen Volumen Ether aufgenommen und mehrfach 

mit Wasser ausgeschüttelt. Die organische Phase wird zweimal je zehn Minuten über 

Natriumchlorid getrocknet. Danach wird der Ether abdestilliert. Das Reaktions-

produkt wird über Nacht im Exsikkator getrocknet und anschließend bei -20°C 

gelagert. 

Für diese Synthese muss das eingesetzte Dichlormethylen mit Hilfe einer         Al2O3-

Säule gereinigt und getrocknet werden. Das in Dichlormethylen gelöste tert-

Butylphenol sollte mindestens zwei Stunden über Natriumsulfat getrocknet werden.  

Zur Trennung der bei der Synthese von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbid-

ethylester anfallenden Produkte muss zuerst das im Überschuss eingesetzte tert-

Butylphenol quantitativ entfernt werden. Dies kann entweder mit Hilfe einer QAE-

Sepharose-Säule oder durch Sublimation geschehen.  

Durch Sublimation bei 110°C lässt sich überschüssiges tert-Butylphenol in der 

Trockenpistole unter Ölpumpenvakuum entfernen. Für eine quantitative Abtrennung 

des tert-Butylphenols ist es wichtig, eine möglichst große Oberfläche zu haben. Aus 

diesem Grund ist es günstig, das ungereinigte Pigment auf mehrere kleine Gläschen 

zu verteilen. 

Erst dann können die bei dieser Synthese entstehenden Produkte (s. HPLC-

Chromatogramm, S. 56 f.): 
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   - 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylester  

   - 3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpheophorbidethylester  

   - Pheophorbidethylester  

mit Hilfe von Kieselgelplatten (S. 22) oder auch über eine Kieselgeltrockensäule (S. 

25) gereinigt werden. 
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Abb. 15: Umsetzung vom 3
1
-Bromethylpheophorbidethylester zum 3

1
-tert-Butyl-

 phenoxyethylpheophorbidethylester 

 

Absorptionsspektrum 

 

Abb. 16 zeigt die Absorptionsspektren von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbid- 

ethylester und Ethylpheophorbid in Diethylether. Auffällig ist die Blauverschiebung 

der Banden des 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylesters im Vergleich zum  
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Ethylpheophorbid. Die QY-Banden werden um 3 nm bzw. 4 nm, die restlichen 

Banden jeweils um 2 nm verschoben. 

Dünnschichtchromatographie 

 

Auffällig ist, dass 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylester in den beiden 

Laufmittelsystemen (S. 21) ein anderes Laufverhalten zeigt. Auf den Kieselgel-60 

HPTLC-Platten für das Laufmittelgemisch 1 liegt die 3
1
-tert-Butylphenoxyethyl-

pheophorbidethylester-Bande (Rf = 0.53) direkt hinter der 3
1
-tert-Butylphenoxy-

ethylbrompheophorbidethylester-Bande (Rf = 0.55). Ethylpheophorbid hat einen Rf-

Wert von 0.46. Im zweiten Laufmittelsystem hingegen läuft 3
1
-tert-Butylphen-

oxyethylpheophorbidethylester (Rf = 0.80) mit einigem Abstand zu den anderen 

beiden Substanzen an letzter Stelle. Dieses Laufverhalten lässt sich nicht nur über 

die unterschiedlichen Polaritäten der eingesetzten Verbindungen erklären. 

 

 

Abb. 16: Absorptionsspektren von Ethylpheophorbid und 3
1
-tert-Butylphenoxy- 

 ethylpheophorbidethylester in Diethylether 
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1
H-NMR 

 

Das 
1
H-NMR-Spektrum von 3

1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylester zeigt 

deutliche Verunreinigungen im Bereich von 0 bis 3 ppm. 

Aus dem Vergleich mit anderen Spektren lässt sich jedoch sagen, dass diese 

Verbindung eine tert-Butylphenylgruppe enthält (Signal der 4 Protonen zwischen 7,1 

und 7,3 ppm, Signal der 9 Protonen bei 1,05 ppm). Eine Zuordnung der restlichen 

Signale erfolgt im Anschluss: 9.90, 9.85,8.86 (5-H, 10-H, 20-H); 7.07-7.11 (Aromat); 

3.85 (13
2
-H); 3.85 (13

2-CH3); 3.78 (8-CH2); 3.68 (12-CH3); 3.53 (2-CH3); 3.33 (7-

CH3); 2.68 (17
1
-CH2); 2.50 (17

2
-CH2); 7.05 (3

1
-CHOR); 2.30 (3

1
-CH3); 1.95 (18-CH3); 

1.80 (8-CH3); 0.95 (17
4
-CH3); 1.05 (C(CH3)3); 0.13 (NH). 

 

FAB-Massenspektrum 

 

Das Massenspektrum zeigt den höchsten Massenpeak bei 771, welcher genau der 

erwarteten Summenformel C47H55N4O6 (M+H+) entspricht. Zusätzlich erkennt man 

einen Peak bei 621, der Molekülmasse von Ethylpheophorbid. Die hohe Intensität 

dieses Peaks ist etwas überraschend. Da es sich um eine durch HPLC gereinigte 

Probe handelt, die nur einen Peak mit einer von Ethylpheophorbid verschiedenen 

Retentionszeit zeigt, ist anzunehmen, dass der Ethylpheophorbidpeak durch 

Fragmentierung des höchsten Massenpeaks bei der Messung entsteht. 

 

HPLC-Analyse 

 

Das HPLC-Chromatogramm (Abb. 17) der bei der Synthese des 3
1
-tert-Butyl-

phenoxyethylpheophorbidethylesters erhaltenen Reaktionsmischung zeigt drei Peaks 

mit Retentionszeiten von 237 s, 273 s und 445 s. Es handelt sich um folgende 

Substanzen:  

- /1/ 3
1
-tert-Butylphenoxyethylbrompheophorbidethylester  

- /2/ 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylester (Gemisch der Stereoisomeren)  

- /3/ Pheophorbidethylester (Gemisch der Stereoisomeren)  
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Abb. 17:  HPLC-Chromatogramm der Reaktionsprodukte der Synthese von  

 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpheophorbidethylester 

 

 

3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester 

 

Darstellung 

 

Die Darstellung des 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylesters erfolgt wie 

auf S. 53 f. beschrieben auf Basis von Pyroethylpheophorbid 

 

Absorptionsspektrum 

 

Das Absorptionsspektrum wurde in einer Methanol/Aceton-Lösung [1 : 1 (v / v)] 

aufgenommen, da die Pyropheophorbidderivate sich verhältnismäßig schlecht in 

Ether lösen. Im Vergleich zum Pyroethylpheophorbid sind die QY-Banden und die 

QX2-Bande um jeweils 3 nm blauverschoben. Das Soret/QY2-Verhältnis ändert sich 

durch den tert-Butylphenylsubstituenten nur geringfügig. 
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Dünnschichtchromatographie 

 

Für die Dünnschichtchromatographie in den beiden Laufmittelsystemen (S. 21) gilt 

ähnliches wie für die Pheophorbidderivate. Im ersten Laufmittelsystem liegt 3
1
-tert-

Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester von den drei synthetisierten Pyro-

pheophorbidderivaten an zweiter Stelle direkt hinter 3
1
-tert-Butylphenoxy-

bromethylpheophorbidethylester (Rf = 0,53). Im zweiten Laufmittelsystem läuft es an 

letzter Stelle (Rf = 0,8). 

 
1
H-NMR 

 

Das 
1
H-NMR-Spektrum des 3

1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylesters 

enthält durch die Pyrolyse nur noch ein Asymmetriezentrum in Position C-3
1
. An der 

Aufspaltung der Methinprotonen sieht man, dass die beiden Stereoisomeren nicht im 

Verhältnis 1 : 1 vorliegen. Die Signale der vier aromatischen Protonen zwischen 7,1 

ppm und 7,25 ppm und die der neun Protonen der tert-Butylgruppe bei 1,05 ppm 

zeigen, dass das Einführen eines tert-Butylphenyl-Substituenten gelungen ist. Die für 

pyrolisierte Verbindungen typischen 13
2
-H2-Signale bei 5,1 ppm und 5,25 ppm mit 

einer Kopplungskonstanten JAB von 20 Hz sind vorhanden. Damit liegt dieselbe 

Kopplungskonstante wie bei der unsubstituierten Verbindung vor. Anstelle der 

Signale für die Vinylgruppe erhält man ein Signal bei 2,3 ppm, dessen Integral den 

drei Protonen der 3
1
-CH3-Gruppe entspricht. Es zeigt die erwartete Aufspaltung in 

ein Dublett.  

Probleme der Zuordnung: Die Zuordnung des Signals für das 3
1
-Proton ist schwierig. 

Durch die mehrfache Aufspaltung und geringe Intensität lässt sich diese 

Signalgruppe nur schwer vom Grundrauschen des Spektrums unterscheiden. Das 

Signal könnte bei 7,05 ppm liegen. Ein weiteres Problem ist, dass in diesem Bereich 

auch die aromatischen Protonen absorbieren. Um eine endgültige Aussage treffen 

zu können, müsste das gleiche Spektrum mit doppelter Probenmenge aufge-

nommen werden.  

Vergleicht man die Aufspaltung der 18-CH3-Gruppe mit der von Pyroethylpheo-

phorbid, so fällt auf, dass das Dublett der 18-CH3-Gruppe in diesem Spektrum 

nochmal aufgespalten ist. Das gleiche Phänomen lässt sich bei der 3
1
-CH3-Gruppe  
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beobachten. Es ist anzunehmen, dass diese Aufspaltung durch Wechselwirkung mit 

dem aromatischen Substituenten entsteht. Ein NOESY-Spektrum könnte hier 

weiteren Aufschluss geben (89c). 

Die Zuordnung der Signale ist wie folgt (70): 9.97, 9.80, 8.87 (5-H, 10-H, 20-H); 7.08-

7.20 (Aromat); 5.30 (13
2
-H1, J = 20 Hz); 5.10 (13

2
-H2, J = 20 Hz); 4.65 (18-H); 4.40 

(17 H); 4.0 (17
4
-CH2); 3.80 (8-CH2); 3.65 (12-CH3); 3.50 (2-CH3); 3.35 (7-CH3); 2.65 

(17
1
-CH2); 2.40 (17

2
-CH2); 7.04 (3

1
-CHOR); (3

1
-CH3, dd, J1 = 1.5 Hz, J2 = 3.1 Hz); 

1.80 (18-CH3, dd, J1 = 1.4 Hz; J2 = 7.7 Hz ); 1.70 (8-CH3); 1.05 (17
4
-CH3); 0.10, -

1.90 (NH). 

 

FAB- und MALDI-Massenspektren 

 

Das FAB-Massenspektrum zeigt den höchsten Massenpeak bei 713. Dieser stimmt 

mit der Masse für die Summenformel C45H53N4O4 (M+H+) überein. Es liegt die für 

Kohlenstoff und Wasserstoff typische Isotopenverteilung vor. Bei dem Peak mit der 

Molekülmasse von 563 handelt es sich um ein Fragmentierungsprodukt des 

höchsten Massenpeaks: Pyroethylpheophorbid. Die Intensität dieses Peaks beträgt 

50 % des Hauptpeaks. Bei den Pheophorbidderivaten liegt die Intensität des Frag-

mentierungspeaks bei 82 %. Daraus folgt, dass das in 3
1
-Stellung substituierte 

Pyroderivat wesentlich stabiler als das entsprechende nicht pyrolisierte Derivat ist. 

Bei der MALDI-Massenspektrometrie entstehen durch Anlagerung von einem bzw. 

zwei Natriumionen an den Ester zwei zusätzliche Peaks. 

 

HPLC 

 

Das HPLC-Chromatogramm zeigt vier Peaks bei folgenden Retentionszeiten: 160 s, 

210 s, 380 s und 500 s. Dabei handelt es sich um die Substanzen:  

 /1/ 3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpyropheophorbidethylester 

 /2/ 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester 

 /3/ Degradationsprodukte des Pyroethylpheophorbids  

 /4/ Pyroethylpheophorbid. 
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3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpheophorbidethylester 

 

Darstellung 

 

3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpheophorbidethylester entsteht als Nebenprodukt der 

auf Seite 53 f. beschriebenen Synthese. 

 

Absorptionsspektrum 

 

Beim Absorptionsspektrum des 3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpheophorbidethyl-

esters fällt im Vergleich zu dem Spektrum des 3
1
-tert-Butylphenoxyethyl-

pheophorbidethylesters die Rotverschiebung der beiden QY-Banden um 4 nm auf. 

Die Spektren von 3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpheophorbidethylester und Ethyl-

pheophorbid zeigen keine nennenswerte Unterschiede. Interessant wäre ein 

Vergleich mit dem Spektrum von 3
1
-3

2
-Dibromethylpheophorbidethylester. Dieser 

Ester konnte bisher noch nicht als Reinsubstanz isoliert werden. 

 

Dünnschichtchromatographie 

  

3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpheophorbidethylester läuft in beiden verwendeten 

Laufmittelsystemen an erster Stelle (Rf = 0.55 in 1, Rf = 0.94 in 2)  

 
1
H-NMR 

 

Das 
1
H-NMR des 3

1
-tert-Butylphenoxybromethylpheophorbidethylesters zeigt alle 

Signale des aromatischen Substituenten. Auffällig ist auch hier die Aufspaltung der 

Signale der 18-CH3 Gruppe in ein Doppeldublett. Mit Ausnahme der Signale für    

10-H, 17
4
-CH2 und 8-CH2 unterscheiden sich die chemischen Verschiebungen der 

restlichen Signale nicht wesentlich von Ethylpheophorbid. 

Probleme der Zuordnung: Aus dem Massenspektrum sieht man, dass die Verbin-

dung genau ein Bromatom enthält. Als mögliche Positionen kommen nur die 

Kohlenstoffatome C-3
1
 oder C-3

2
 in Frage. Die Position C-13

2
 kann durch Vergleich 

mit dem Spektrum der entsprechenden Pyroverbindung ausgeschlossen werden.  
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Befindet sich das Bromatom in Stellung C-3
2
, so liegt ein ABX-System vor. Dies 

bedeutet, dass das Signal des Hx-Atoms in Stellung C-3
1
 in ein Doppeldublett 

aufgespalten wird. Gleichzeitig werden für die beiden diastereomeren H-Atome (HA, 

HB) in Stellung C-3
2
 acht Signale erwartet. Da für die Aufnahme des Spektrums nur 

wenig Probensubstanz (Reinigung durch analytische HPLC) zur Verfügung stand, 

bereitet die Unterscheidung von mehrfach aufgespaltenen Signalen vom 

Grundrauschen des Spektrums einige Schwierigkeiten. Vergleicht man dieses 

Spektrum mit den Spektren von Ethylpheophorbid und 3
1
-tert-Butylphenoxy-

ethylpheophorbidethylester, so fallen zwei Signalgruppen bei 4,5 und 7,2 ppm auf, 

die sich wahrscheinlich den HX- bzw. den HA- und HB-Protonen zuordnen lassen. Sie 

sollten durch das Bromatom zu tieferem Feld verschoben werden. Die gefundene 

chemische Verschiebung entspricht exakt den in der Literatur angegebenen Werten 

(30, 103). 

Für ein Bromatom in Stellung C-3
1
 würde man für die 3

1
-CH3-Gruppe ein Singulett 

oder maximal ein Dublett mit der Intensität von drei Protonen erwarten. Selbst bei 

einem schlechten Signal/Rausch-Verhältnis sollte ein solches Signal nicht zu 

übersehen sein. 

Die Messergebnisse sprechen dafür, dass Brom an C-3
1
 gebunden vorliegt. 

Eine vorläufige Zuordnung der restlichen Signale erfolgt im Anschluss: 10.0, 9.90, 

8.95 (5-H, 10-H, 20-H); 7.10-7.30 (Aromat); 6.35 (13
2
-H); 4.65 (18-H); 4.55 (17-H); 

4.25 (17
4
-CH2); 3.85 (13

2-CH3); 3.75 (8-CH2); 3.65 (12-CH3); 3.55 (2-CH3); 3.35 (7-

CH3); 2.70 (17
1
-CH2); 2.50 (17

2
-CH2); 7.11 (3

1
-CHOR); 4.55 (3

1
-CH3); 1.80 (18-CH3, 

J1 = 2.5, J2 = 7.7); 1.70 (8-CH3); 0.95 (17
4
-CH3); 1.05 (C(CH3)3); 0.10 (NH). 

 

FAB-Massenspektrum 

 

Das Massenspektrum zeigt den höchsten Massenpeak bei 851. Dieser entspricht der 

Masse für die Summenformel C47H55N4O6Br (M+H+). Der Bromsubstituent lässt sich 

an seinem charakteristischen Isotopenmuster erkennen. Der Peak bei 621 mit der 

hohen Intensität hat die Masse von Ethylpheophorbid. Er entsteht durch 

Fragmentierung des 3
1
-Butylphenoxybromethylpheophorbidethylesters im Spektro-

meter. 
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3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpyropheophorbidethylester 

 

Darstellung 

 

Die Darstellung von 3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpyropheophorbidethylester erfolgt 

wie auf Seite 53 f. beschrieben. Das Ausgangsprodukt ist Pyroethylpheophorbid.  

 

Absorptionsspektrum 

 

Die Soret-Bande und die QY2-Bande von 3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpyropheo-

phorbidethylester sind im Vergleich zu Pyroethylpheophorbid kurzwellig verschoben. 

Das Soret/QY2-Verhältnis ist ebenfalls erheblich kleiner als beim Pyroethyl-

pheophorbid. 

Der Unterschied zum 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester zeigt sich 

hauptsächlich in der Lage der Soret-Bande. 

 

Dünnschichtchromatographie 

 

3
1
-tert-Butylphenoxybromethylpyropheophorbidethylester läuft in den Laufmit-

telsystemen 1 und 2 (S. 21) an erster Stelle. Die Rf-Werte betragen 0,73 für das 

erste Laufmittel und 0,89 für das zweite Laufmittel. 
 

1
H-NMR 

 

In dem 
1
H-NMR-Spektrum von 3

1
-tert-Butylphenoxybrompyropheophorbidethylester 

lässt sich die Abspaltung der Carboxymethylgruppe in Position C-13
2
 sofort 

erkennen. Die Kopplungskonstanten für die 13
2
-H-Atome betragen 20 Hz. Durch die 

Pyrolyse werden die Signale für 5-H und 20-H tieffeldverschoben. Dies spricht für 

eine Verstärkung des aromatischen Ringstroms. Die Position des Bromatoms wurde 

bereits für die nicht-pyrolisierte Verbindung diskutiert. Eine Zuordnung der restlichen 

Signale erfolgt im Anschluss: 10.0, 9.85, 8.96 (5-H, 10-H, 20-H); 7.12-7.28 (Aromat); 

5.30 (13
2
-H1, 20 Hz); 5.15 (13

2
-H2, 20 Hz); 4.65 (18-H); 4.45 (17-H); 4.0 (17

4-CH2); 

3.80 (8-CH2); 3.70 (12-CH3); 3.60 (2-CH3); 3.35 (7-CH3); 2.65 (17
1
-CH2); 2.40 (17

2
- 



 63   
 

CH2); 7.11 (3
1
-CHOR); 4.55 (3

1
-CH3); 1.85 (18-CH3, dd, J1 = 1,5 Hz, J2 = 5,6);  1.70 

(8-CH3); 1.05 (17
4
-CH3); 1.05 (C(CH3)3); 0.10, -1,95 (NH). 

 

FAB-Massenspektrum  

 

Das Massenspektrum zeigt einen Peak bei 793 für die erwartete Summenformel 

C45H53N4O4Br (M+H+). Der Peak bei 563 entspricht der Masse von Pyroethyl-

pheophorbid.  

 

Zusammenfassung 

 

3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester konnte synthetisiert und isoliert 

werden. Die 
1
H-NMR Spektren dieser Verbindung deuten darauf hin, dass der tert-

Butylphenylsubstituent so orientiert ist, dass er mit der 18-CH3- und der 3
1
-CH3-

Gruppe des Porphyringerüsts in Wechselwirkung treten kann. Berechnet man mit 

Hilfe des Computerprogramms PC-Model für DOS die energetisch günstigste 

Konformation, so kommt man zum gleichen Ergebnis. 

Durch Hydrobromierung konnte zusätzlich noch das 3
2
-Brom-Derivat dieser 

Verbindung isoliert werden, um ergänzende Strukturdaten zu gewinnen. 
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3.1.2  Präparation und Analytik der Pd-Bacteriopheophorbidderivate 

 

Bacteriopheophytin 

 

Absorptionsspektrum 

 

Abb. 18 zeigt das Absorptionsspektrum von Bacteriopheophytin a in Diethylether. Bei 

dem Vergleich des Spektrums mit Pheophytin a (S. 47, Abb. 12) fällt auf, dass die 

QY-Bande von Bacteriopheophytin um 83 nm ins Langwellige verschoben ist. Auch 

die Soret-Bande von Bacteriopheophytin ist verändert. Man misst zwei 

Absorptionsmaxima bei 357 (BY) und 384 nm (BX). Die QX-Bande von 

Bacteriopheophytin liegt bei 525 nm. 

 

Darstellung von Pd-Bacteriopheophytin durch eine Transmetallierungsreaktion via 

Cd-Bacteriopheophytin 

 

Die Darstellung von Pd-Bacteriopheophytin erfolgt durch Einbau eines Cadmium-

ions als Zentralatom in Bacteriopheophytin. Durch Austausch des Cadmiumions 

gegen ein Palladiumion erhält man Pd-Bacteriopheophytin. Dieses wurde mir 

freundlicherweise von Herrn Dr. G. Hartwich (Technische Universität München) zur 

Verfügung gestellt (26). 

 

Absorptionsspektrum  

 

Abb. 18 zeigt die Absorptionsspektren von Pd-Bacteriopheophytin und Bacterio-

pheophytin in Diethylether. Auffällig ist, dass die Soret-Bande von Pd-Bacteriopheo-

phytin zwei deutlich voneinander unterscheidbare Absorptionsmaxima zeigt. Eine 

Deformation des Bacteriochlorinorbitalsystems durch Palladium könnte hierfür die 

Ursache sein. Die Bande bei 357 nm entsteht durch Verunreinigung des Pd-

Bacteriopheophytins mit Bacteriopheophytin. Bei den Absorptionsmaxima zwischen 

600 und 700 nm handelt es sich um Schwingungsseitenbanden der QY-Bande. Sie 

können durch Banden, die durch Oxidation des Bacteriochloringerüsts zum 

Chloringerüst (P 680er-Pigment) entstehen, überlagert sein. Die geringe Absorption 

bei 420 nm deutet auf eine Verunreinigung durch Lipide hin. Charakteristisch für Pd-
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Bacteriopheophytin ist die plateauartige Verbreiterung der QX-Bande bei 527 nm. Die 

QY-Bande von Pd-Bacteriopheophytin ist im Vergleich zu Bacteriopheophytin um 6 

nm rotverschoben. Das Soret BY/QY-Verhältnis aller Pd-Komplexe ist mit ca. 0,46 

deutlich kleiner als das von Bacteriopheophytin (1,4). 

 

 

Abb. 18: Absorptionsspektren von Bacteriopheophytin und Pd-Bacteriopheophytin 

 in Diethylether 

 

 

Dünnschichtchromatographie  

 

Pd-Bacteriopheophytin (Rf = 0.53 für 1; Rf = 0.75 für 2) wird von der polaren 

stationären Phase (Kieselgel 60-Platten) stärker zurückgehalten als Bacterio-

pheophytin (Rf = 0.63 für 1; Rf = 0.80 für 2). Dies gilt für beide Laufmittelsysteme.  
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1
H-NMR  

 

Das 
1
H-NMR-Spektrum von Pd-Bacteriopheophytin wurde in Deuteroaceton 

aufgenommen, weil es alle Palladium-Komplexe als Monomere löst. Substitutionen 

des Bacteriochloringerüsts durch Aromaten (7-8 ppm) sind sofort zu erkennen, da 

das Proton von Aceton in einem völlig anderem Bereich des Spektrums absorbiert 

(Feinstrukturlinien des aufgespaltenen Signals bei 2,03 ppm und 2,8 ppm). Die durch 

Aceton möglicherweise bewirkten Isomerisierungsreaktionen spielen eine 

untergeordnete Rolle. 

Die Werte für die chemische Verschiebung aller Protonensignale in Deuteroaceton 

sind wie folgt: 9.25, 9.80, 8.70 (5-H, 10-H, 20-H); 4.55 (18-H); 4.45 (17-H); 4.25 (17
4
-

CH2); 4.10 (8-CH2); 3.85 (13
2-CH3); 3.50 (12-CH3); 3.30 (2-CH3); 3.10 (7-CH3); 3.72 

(7-H); 3.30 (8-H, d, J = 4.6 Hz); 2.65 (17
1
-CH2); 2.45 (17

2
-CH2); 1.75 (18-CH3, J = 7.7 

Hz); 1.65 (8-CH3). 

 

Darstellung von Pd-Bacteriopheophorbid durch direkte Metallierung von 

Bacteriopheophorbid 

 

Palladium kann durch eine direkte Metallierungsreaktion via PdCl2 unter Ausschluss 

von Wasser in den Tetrapyrrolzyklus von Bacteriopheophorbid eingeführt werden. 

Dazu werden alle verwendeten Lösungsmittel über Molekularsieb getrocknet. Das 

gut gereinigte Bacteriopheophorbid wird über Nacht lyophyllisiert. Alle Lösungsmittel 

sollten frei von Peroxiden und anderen Oxidantien sein. Zur Entfernung dieser 

Verunreinigungen werden alle eingesetzten Lösungsmittel über eine Al2O3-Säule 

gegeben.  

0,5 mg (82 µM) Bacteriopheophorbid werden in 3 ml mit Molekularsieb versetztem 

Methanol gelöst. Anschließend werden 0,3 mg (17 µM) PdCl2 (Merck) hinzugefügt 

und mindestens fünfundvierzig Minuten unter Argonatmosphäre zum Rückfluss 

erhitzt. Das Fortschreiten der Reaktion ist sowohl spektroskopisch als auch auch 

dünnschichtchromatographisch verfolgbar. Vor Aufnahme des Spektrums wird 

überschüssiges Metall durch Extraktion mit Ether entfernt. Als Laufmittel für die 

analytische Dünnschichtchromatographie wird ein Gemisch aus Dichlormethan / N-

Hexan / Propanol / Methanol  [68 : 25 : 5 : 2 ( v / v )] (S.21) verwendet. Die Reaktion 
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ist beendet, wenn sich die QY-Bande von Bacteriopheophorbid von 749 nach 755 nm 

und die Soret-BY-Bande von 357 nach 329 nm verschoben hat (s. auch Abb. 20). 

Der Rf-Wert von Pd-Bacteriopheophorbid beträgt auf analytischen Kieselgel 60 

HPTLC-Platten (Merck) 0,50 wohingegen der Rf-Wert von Bacteriopheophorbid 0,56 

beträgt. Zum Produkt wird ein Gemisch aus Diethylether / Trichlormethan [argon-

gesättigt: 50 : 50 (v / v)] und Wasser (NaHCO3 gesättigt) gegeben. Eine 

unvollständige Phasentrennung kann durch Zugabe von NaCl behoben werden. Die 

Diethylether / Trichlormethanphase wird zwei bis dreimal mit NaHCO3 gesättigtem 

Wasser gewaschen, abgetrennt, über NaCl getrocknet (ca. 15 min rühren), filtriert 

und am Rotationsverdampfer bis zur Lösungsmittelfreiheit eingeengt. Eine 

Aufreinigung erfolgt, sofern notwendig, auf präparativen Kieselgel 60 Platten (Merck). 

Die schwach violette Bande mit einem Rf-Wert von 0,40 entspricht dem erwarteten 

Produkt. (Der Rf-Wert des Edukts liegt bei 0,50). Die Bande mit dem gewünschten 

Produkt wird von der Platte mit einem Spatel vorsichtig abgetragen und mit einem 

Aceton / Methanol Gemisch [3 : 1 (v / v)] extrahiert und über Na2SO4 getrocknet. 

Durch die Auftrennung auf Kieselgelplatten ist eine Auftrennung der 132-

Stereoisomere möglich. Die Ausbeute ist 15 % höher als bei der Trans-

metallierungsreaktion via Cadmium (70 %) (26).  

Die entsprechenden Verbindungen mit geänderter Peripherie können unter 

identischen Bedingungen mit variierten Reaktionszeiten erhalten werden.  

Diese Synthesemethode hat größtenteils Eingang in ein Patent gefunden (82, 

Patent, Yeda Research, Weizmann Institute of Science). 

 

Darstellung von Pt-Bacteriopheophorbid durch direkte Metallierung von 

Bacteriopheophorbid 

 

Die Insertion von Platin in Bacteriopheophorbid kann durch zwei Methoden erreicht 

werden: Die erste Methode benutzt das Komplexsalz Platindimethylcyclooctadien 

[Pt(Me)2COD] und die zweite benutzt Platindiacetylacetonat Pt(CH3COCH2COCH3)2 

(43a). Für die Arbeitsbedingungen und die Lösungsmittelreinheit gelten die gleichen 

Bedingungen wie sie bereits für die direkte Metallierung von Bacteriopheophorbid mit 

Palladium erwähnt wurden. 

Bei Einsatz der ersten Methode werden 0,5 mg (1,5 µM) Pt(Me)2COD in 3 ml mit 

Molekularsieb versetztem trockenem Dioxan zum Rückfluss erhitzt. Anschließend  
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werden 0,5 mg (82 µM) Bacteriopheophorbid unter kontinuierlichem Argonstrom 

hinzugefügt. Um die Reaktion zu starten, gibt man 0,5 ml Essigsäure zu diesem 

Ansatz und erhitzt die Reaktionsmischung für drei bis vier Stunden zum Rückfluss. 

Das Fortschreiten der Reaktion ist sowohl spektroskopisch als auch dünnschicht-

chromatographisch verfolgbar. Vor Aufnahme des Spektrums wird überschüssiges 

Metall durch Extraktion mit Ether entfernt. Als Laufmittel für die analytische 

Dünnschichtchromatographie wird ein Gemisch aus Dichlormethan / N-Hexan / 

Propanol / Methanol  [68 : 25 : 5 : 2 (v / v)]  verwendet. Pt-Bacteriopheophorbid hat 

auf den analytischen Kieselgel 60 HPTLC Platten (Merck) einen Rf-Wert von 0,4. Die 

Ausgangssubstanz hingegen hat einen Rf-Wert von 0,47. Das Ende der Reaktion ist 

an einer Verschiebung der QY-Bande von 749 nach 746 nm sowie an einer 

Annäherung der Intensitäten von QY -Bande zur Soret-Bande erkennbar (Abb. 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19: Absorptionsspektren von Pt-Bacteriopheophorbid in Diethylether 
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Falls notwendig wird Pt-Bacteriopheophorbid analog zum Pd-Bacteriopheophorbid 

auf präparativen Kieselgel 60 Platten (Merck) gereinigt. Es hat einen Rf-Wert von 

0,35. Der Rf-Wert des Edukts beträgt 0,4. Die Ausbeute liegt bei 80 %. 

Die zweite Methode benutzt Pt(CH3COCH2COCH3)2 anstelle von  Pt(Me)2COD und 

1,2,4-Trichlorbenzol als Lösungsmittel. Die restlichen Reaktionsbedingungen, sowie 

die Konzentrationsverhältnisse sind identisch. Die Ausbeute ist um 20 % niedriger 

als bei der ersten Metallierungsmethode.  

Die Verbindungen mit geänderter Peripherie können unter identischen Bedingungen 

mit leicht variierten Reaktionszeiten erhalten werden. 

Auch diese Synthesen haben zu großen Teilen Eingang in ein Patent gefunden (79, 

Patent, Yeda Research, Weizmann Institute of Science). 

 

Absorptionsspektrum 

 

Das Absorptionsspektrum (Abb. 19) von Pt-Bacteriopheophorbid in Diethylether zeigt 

bei 420 nm eine geringe Verunreinigung durch Lipide. Die QY-Bande ist im 

Verhältnis zum Bacteriopheophorbid (bzw. Bacteriopheophytin) um 3 nm blauver-

schoben. Die QX-Bande dagegen ist um 2 nm rotverschoben. Auffällig ist, dass die 

Soret-Bande von Pt-Bacteriopheophorbid zwei deutlich voneinander unterscheid-

bare Maxima zeigt. Eine Deformation des Bacteriochlorinorbitalsystems durch Platin 

könnte hierfür die Ursache sein. Die beiden Soret-Banden sind jeweils um 2 nm rot-

verschoben. Bei der Absorption um 674 nm handelt es sich um eine Schwingungs-

seitenbande der QY-Bande. Das Soret BY/QY Verhältnis beträgt 1,2. 

 

Pd-Bacteriopheophorbidethylester 

 

Darstellung 

 

100 mg Pd-Bacteriopheophytin werden in 50 ml einer schwefelsauren (5 % H2SO4) 

Chloroform / Ethanol-Lösung (Verhältnis 1 : 1) suspendiert und 2,5 Stunden unter 

kontinuierlicher Argonspülung bei 78°C zum Rückfluss erhitzt. Nach Abkühlen des 

Reaktionsgemisches wird der Ester in doppeltem Volumen Ether aufgenommen und 

solange mit einer gesättigten Natriumhydrogencarbonatlösung gewaschen, bis das 

Waschwasser einen neutralen pH-Wert hat. Die präparative Dünnschicht-
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chromatographie mit Kieselgelplatten stellt ein geeignetes Reinigungsverfahren dar 

(S. 22). Die Bande mit einem Rf von 0,40 ist das gesuchte Reaktionsprodukt. Die 

Umsetzung erfolgt zu 80 % [nach (81)]. 

 

Absorptionsspektrum 

 

Das Absorptionsspektrum von Pd-Bacteriopheophorbidethylester unterscheidet sich 

nicht von dem Absorptionsspektrum für Pd-Bacteriopheophytin. Umesterungen in 

Position 17
4
 lassen sich mit Hilfe der UV/VIS-Absorptionsspektroskopie nicht 

erkennen. 

 

3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester 

 

Darstellung  

 

Die Synthese von 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester erfolgt 

in zwei Schritten. Zuerst wird die 3
1
-Acetylgruppe von Pd-Bacteriopheophorbidethyl-

ester mit Natriumborhydrid zur 3
1
-Hydroxyethylgruppe reduziert [nach (94]. 

Anschließend wird diese mit tert-Butylbenzoylchlorid verestert (Abb. 20).  

Zu 2 mg in 50 ml Ethanol gelöstem Pd-Bacteriopheophorbidethylester wird so lange 

frisches Natriumborhydrid zugesetzt, bis der gesamte Pd-Bacteriopheophorbid-

ethylester zum 3
1
-Hydroxyethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester umgesetzt ist. 

Das Ende der Reaktion lässt sich an der Verschiebung der Absorptionsmaxima in 

einem UV/VIS-Spektrum erkennen. Das Zwischenprodukt kann durch präparative 

Dünnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten gereinigt werden (S. 22 f.).  

Im zweiten Teil der Reaktion wird der 3
1
-Hydroxyethyl-Pd-Bacteriopheophorbid-

ethylester in Dimethylformamid gelöst und unter Rühren mit dem hundertfach 

molaren Überschuss an tert-Butylbenzoylchlorid versetzt. Der Reaktionsverlauf lässt 

sich spektroskopisch verfolgen. In der Regel ist die Reaktion nach zehn bis fünfzehn 

Minuten beendet. Überschüssiges tert-Butylbenzoylchlorid kann durch Ausschütteln 

mit 2 % NaOH-Lösung als Benzoat abgetrennt werden. Die Reinigung erfolgt durch  
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Abb. 20: Umsetzung des 3
1
-Hydroxyethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylesters  

 zu 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester 

 

 

präparative Dünnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten (S. 22). Das ge-

wünschte Produkt hat einen Rf-Wert von 0,60.  

Gelingt es das im Überschuss eingesetzte tert-Butylbenzoylchlorid quantitativ mit 

Pyridin zu fällen, kann diese Reaktion mit einer erheblich besseren Ausbeute 

verlaufen (27).  

 

Absorptionsspektrum 

 

Abb. 21 zeigt die Absorptionsspektren von 3
1
-Hydroxyethyl-Pd-Bacteriopheophor-

bidethylester und 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester in 

Ether. Im Vergleich zum Pd-Bacteriopheophytin (Abb. 18) ist das Ab-

sorptionsmaximum der QY-Bande von 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheo-

phorbidethylester um 30 nm kurzwellig verschoben. Die Reduktion der 3
1
-Acetyl-

gruppe des Pd-Bacteriopheophorbidethylesters zur 3
1
-Hydroxyethylgruppe ist für 

diesen Shift verantwortlich. Sie bewirkt eine Verschiebung des Absorptionsmaxi-
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mums der QY-Bande um 44 nm ins Kurzwellige. Die Veresterung der 3
1
-Hydroxy-

ethylgruppe mit tert-Butylbenzoesäurechlorid kann diesen Shift nur teilweise wieder 

rückgängig machen. Man erreicht durch diese Reaktion eine Verschiebung der QY-

Absorptionsbande um 14 nm ins Langwellige. 

 

Dünnschichtchromatographie 

 

Das unterschiedliche Laufverhalten von Pd-Bacteriopheophorbidethylester (Rf = 0.75 

für 1; Rf = 0.90 für 2) 3
1
-Hydroxyethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester (Rf = 0.70 

für 1; Rf = 0.85 für 2) und 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethyl-

ester  (Rf = 0.90 für 1; Rf = 0.98 für 2) lässt sich aus den unterschiedlichen Rf-Werten 

für beide Laufmittelsysteme ersehen. 

 

 

Abb. 21:  Absorptionsspektren von 3
1
-Hydroxyethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethyl- 

 ester und 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester in 

 Ether 



 73   
 

FAB-Massenspektrum 

 

Für 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester [Pd-C48H54N4O7 

(M+H+)] wird eine Masse von 904 erwartet. Die Messung ergibt ein Signal bei 994 

(Abb. 22). Die Differenz von 90 Masseneinheiten zu der erwarteten Masse ist durch 

das Vorhandensein zweier weiterer Ethoxygruppen zu erklären. Berechnet man für 

dieses Molekül die Isotopenverteilung, so stimmt diese nicht genau mit der 

gemessenen überein. Die Verschiebung der Signalintensität ist dadurch zu erklären, 

dass der Analog-Digital-Wandler Signale und Rauschen nicht genau genug zu 

trennen vermag. Die Positionen der beiden Ethoxygruppen konnten nicht bestimmt 

werden. Ein 
1
H-NMR-Spektrum kann aussagekräftigere Ergebnisse liefern.  

Der Peak bei 746 (nicht dargestellt) entspricht der freien Säure von Pyro-13
2
-OH-Pd-

Bacteriopheophorbid. Das Signal bei 663 (nicht dargestellt) hat eine hohe Intensität. 

Es handelt sich hierbei um die freie Säure von 13
2
-OH-Bacteriopheophorbid, an die 

noch zwei Wassermoleküle angelagert sind. 

 
 

Abb. 22: FAB-MS von 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester 
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13
2
-tert-Butylphenoxy-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester  

 

Darstellung 

 

13
2
-tert-Butylphenoxy-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester entsteht in einer 

sauren Umesterungsreaktion von Pd-Bacteriopheophytin mit tert-Butylphenol.  

10 g tert-Butylphenol werden in 20 ml schwefelsaurem Aceton (10 % H2SO4) gelöst. 

Gleichzeitig werden 2 mg Pd-Bacteriopheophytin in 20 ml Aceton suspendiert. Bei 

Vereinigung dieser beiden Lösungen erfolgt die Umesterung spontan. Sie lässt sich 

am Farbumschlag von braun nach tiefblau erkennen. Zur Reinigung des Produktes 

muss zuerst das im Überschuss eingesetzte tert-Butylphenol quantitativ entfernt 

werden. Dies geschieht durch Sublimation (S. 30). Erst danach kann eine Reinigung 

durch präparative Dünnschichtchromatographie mit Kieselgelplatten erfolgen (S. 22). 

Der synthetisierte Ester hat einen Rf-Wert von 0,40. Die Ausbeute der Reaktion liegt 

bei ca. 70 %. Alle Reaktionen müssen unter Argonatmosphäre durchgeführt werden. 

 

Absorptionsspektrum  

 

Das Absorptionsspektrum von 13
2
-tert-Butylphenoxy-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-

butylphenylester in Ether zeigt die gleichen Wellenlängen für die Absorptions-

maxima der Soret (BX, BY)-, der QX- und QY-Banden wie die von Pd-Bacterio-

pheophytin. Die Bande bei 365 nm deutet auf eine Verunreinigung durch 

Bacteriopheophytin hin. Die Schwingungsseitenbanden der QY-Bande sind von 

Absorptionsbanden oxidativer Verunreinigungen überlagert. 

 

Dünnschichtchromatographie 

 

Im Vergleich zu Pd-Bacteriopheophytin (Rf= 0.53) wird 13
2
-tert-Butylphenoxy-Pd-

Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester (Rf= 0.39) stärker von der polaren 

stationären Phase (Kieselgel) zurückgehalten. 
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1
H-NMR 

 

Das Spektrum zeigt Verunreinigungen durch freies tert-Butylphenol. Es ist deshalb 

nur sehr schwer auswertbar. Die Werte für die chemische Verschiebung aller 

Protonensignale in Deuteroaceton sind wie folgt: 10.10, 9.10, 9.0 (5-H, 10-H, 20-H); 

7.0-8.0 (Aromat); 4.50 (18-H); 4.30 (17-H); 4.20 (17
4
-CH2); 4.10 (8-CH2); 3.90 (13

2-

CH3); 3.85 (12-CH3); 3.60 (2-CH3); 3.55 (7-CH3); 3.85 (7-H); 3.60 (8-H); 2.80 (17
1
-

CH2); 2.60 (17
2
-CH2); 4.30 (3

2
-CH3); 1.80 (18-CH3, d, J= 7.7 Hz); 1.65 (8-CH3); 0.90 

(C(CH3)3). 

 

FAB-Massenspektrum 

 

Das Massenspektrum zeigt den höchsten Massenpeak bei 992. Dieser stimmt mit 

der Masse für die Summenformel Pd-C55H58N4O7 (M+H+) überein. Die gemessene 

Isotopenverteilung entspricht der berechneten. Die Differenz von 59 Massen-

einheiten zum nächsten Peak lässt sich durch Pyrolyse der Carboxymethylgruppe in 

Position 13
2
 erklären. Der Peak bei 663 kann der freien Säure von 13

2
-OH-

Bacteriopheophorbid zugeordnet werden. 

 

13
2
-OH-Pd-Bacteriopheophytin  

 

Absorptionsspektrum 

 

Die Hydroxylierung von Pd-Bacteriopheophytin in Position 13
2
 bewirkt eine Blauver-

schiebung des Absorptionsmaximums der QY-Bande um 3 nm. Die Soret BY-Bande 

ist im Vergleich zum Pd-Bacteriopheophytin um 3 nm rotverschoben. 

 

Dünnschichtchromatographie 

 

13
2
-OH-Pd-Bacteriopheophytin hat folgende Rf-Werte:  

Laufmittelsystem 1: Rf = 0,44 

Laufmittelsystem 2: Rf = 0,63 

Sie werden für die folgenden Umsetzungen als Referenz benötigt. 
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FAB-Massenspektrum 

 

Das Spektrum zeigt ein Signal bei 1008, das der Summenformel Pd-C55H74N4O7 

entspricht (M+H+). 

 

13
2
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophytin 

 

Darstellung 

 

Die 13
2
-Hydroxygruppe von 13

2
-OH-Pd-Bacteriopheophytin lässt sich in ähnlicher 

Weise wie die 3
1
-Hydroxyethylgruppe von 3

1
-Hydroxyethyl-Pd-Bacteriopheophor-

bidethylester mit tert-Butylbenzoylchlorid verestern. 2 mg 13
2
-OH-Pd-Bacteriopheo-

phytin werden in 20 ml Dimethylformamid suspendiert und unter Rühren mit dem ca. 

fünfzigfachen molaren Überschuss an tert-Butylbenzoylchlorid versetzt. Im Abstand 

von zehn Minuten wird eine Dünnschichtchromatographie auf HPTLC-Kieselgel-60- 

Platten gemacht (S. 21, Laufmittel 1). Man gibt so lange weiteres tert-

Butylbenzoylchlorid hinzu bis die Intensität der Bande mit einem Rf-Wert von 0,65 

nicht weiter zunimmt. Die Reinigung des Produktes erfolgt wie auf S. 70 f. 

beschrieben. Die Ausbeute der Reaktion liegt bei 70 % (27). 

 

Absorptionsspektrum 

 

Aus dem UV/VIS-Spektrum lässt sich nicht erkennen, ob die 13
2
-Hydroxygruppe mit 

tert-Butylbenzoylchlorid verestert ist.  

 

FAB-Massenspektrum 

 

Das Massenspektrum zeigt einen Peak höchster Molekülmasse bei 1168. Er 

entspricht exakt der Masse für die Summenformel Pd-C66H86N4O8 (M+H+). Auch die 

gemessene Isotopenverteilung stimmt mit der berechneten überein. 
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13
2
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester 

 

Darstellung 

 

Bei blockierter Position C-13
2
 (Hydroxylgruppe) führt die auf S. 74 beschriebene 

Umesterungsreaktion zum 13
2
-Hydroxy-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenyl-

ester. Wird die 13
2
-Hydroxy-Gruppe dieses Moleküls anschließend mit tert-Butyl-

benzoylchlorid verestert (S. 76), so erhält man folgende Verbindung: 13
2
-tert-

Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-Butylphenylester. 

 

Absorptionsspektrum 

 

Das Absorptionsspektrum der Lösung von 13
2
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacterio-

pheophorbid-tert-butylphenylester in Diethylether zeigt so gut wie keine Verun-

reinigungen durch Bacteriopheophytin. Die durchgeführten Substitutionen in den 

Positionen C-13
2
 und 17

4
 lassen sich im UV/VIS-Spektrum nicht erkennen. 

 

Dünnschichtchromatographie 

 

Im Vergleich zu 13
2
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophytin (Rf = 0.65 für 1, Rf = 

0.80 für 2) hat 13
2
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester in 

beiden Laufmittelsystemen einen kleineren Rf-Wert (Rf = 0.3 für 1, Rf = 0.44 für 2). 

 

FAB-Massenspektrum 

 

Berechnet wird eine Molekülmasse von 1024. Das Massenspektrum von 13
2
-tert-

Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester zeigt die erwartete 

Molekülmasse und Isotopenverteilung. Der Peak bei 1008 entspricht der 

Summenformel: Pd-C55H74N4O7. Das bedeutet, dass die Probe durch das 

Ausgangsprodukt verunreinigt ist. Bei dem Massenpeak mit der größten relativen 

Intensität handelt es sich um die freie Säure von 13
2
-OH-Bacteriopheophorbid. 
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3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-13

2
-tert-Butylphenoxy-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butyl-

phenylester 

 

Darstellung 

 

Führt man die auf S. 74 f. und S. 70 f. beschriebenen Reaktionen nacheinander mit  

Pd-Bacteriopheophytin durch, so erhält man ein Molekül, das drei aromatische 

Substituenten trägt (Abb. 23) (27). 
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Abb. 23:  Umsetzung von 13
2
-tert-Butylphenoxy-Pd-Bacteriopheophorbid-tert- 

 butylphenylester zu 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-13

2
-tert-Butylphenoxy- 

 -Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester 
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FAB-Massenspektrum  

 

Das Massenspektrum zeigt einen Peak größter Masse bei 1152. Er entspricht der 

erwarteten Summenformel Pd-C66H75N4O8 (M+H+). Die Isotopenverteilung bestätigt 

die Summenformel. Der Peak bei 1094 unterscheidet sich von dem höchsten 

Massenpeak durch das Fehlen von 59 Masseneinheiten. Die Differenz kann auf die 

Abspaltung der Carboxymethylgruppe in Position C-13
2
 zurückgeführt werden. Die 

Peaks bei 994 und 978 zeigen eine Massendifferenz von 161 bzw. 171 zum 

höchsten Massenpeak. Die Differenzen sind durch den Verlust des tert-Butylbenzoyl-

Substituenten (mit und ohne Sauerstoff) in Position  C-3
1
 zu erklären. 

 

Zusammenfassung  

 

Folgende neue Verbindungen konnten synthetisiert und durch Massenspektroskopie 

charakterisiert werden:  

 

-  3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-(OEt)2-Bacteriopheophorbidethylester,  

- 13
2
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophytin 

- 13
2
-tert-Butylphenoxy-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester,  

-13
2
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butylphenylester, 

- 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-13

2
-tert-Butylphenoxy-Pd-Bacteriopheophorbid- 

   tert-butylphenylester.  

 

Trotz größerer Empfindlichkeit dieser Verbindungen gegenüber Oxidationen ist die 

Synthese der Pd-Bacteriopheophorbidderivate wesentlich einfacher als die der 

modifizierten Pheophorbide. Die Ausbeuten der Pd-Verbindungen lagen mit 

durchschnittlich 70 % erheblich höher als bei den Pheophorbiden mit ca. 45 %. 
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3.1.3 Präparation und Analytik der Porphyrinderivate 

 

2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

 

Darstellung 

 

Die Darstellung von 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-di-

methylester erfolgt über die Erzeugung eines konjugierten Carbokations des 2,4-Di-

(α-(Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester nach Abgang der Methoxy-

gruppen in Gegenwart von Zinkacetat, gefolgt von einem nukleophilen Angriff durch 

t-Butylphenol (Abb. 24). 

100 mg (0,159 mM) 2,4-(α-(Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester,    

200 mg Zinkacetat (0,911 mM) und 150 mg (1 mM) tert-Butylphenol werden in einer 

Mischung aus 2 ml Chloroform und 6 ml Tetrachlorkohlenstoff für 3 Stunden am 

Rückfluss erhitzt. Die Reaktion wird durch Zugabe von Wasser gestoppt. Das 

Reaktionsgemisch wird mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase wird mit    

15 % HCl-Lösung gewaschen, um den Zink-Komplex in die freie Base zu über-

führen. Anschließend wird die organische Phase mit wässriger Ammoniaklösung und 

Wasser neutralisiert. Die neutrale Lösung wird durch eine kleine Kieselgelsäule 

filtriert und unter Vakuum konzentriert, bis sich Kristalle bilden. Die erhaltenen 

Kristalle werden mit Methanol gewaschen. Hierdurch erhält man 116 mg (82 %) 2,4-

Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester. 

Für Präparationen im Gramm-Maßstab ist es vorteilhafter, vom 2,4-Di-(α-(Methoxy)-

ethyl-)derivat des Deuteroporphyrin-IX-dimethylester auszugehen anstatt vom      

2,4-Di-(α-(Hydroxy-)ethyl-)derivat.  

 
1
H-NMR 

 

Die Charakterisierung dieser Substanz erfolgt durch 
1
H-NMR in CDCl3 als 

Lösungsmittel. Die Signale konnten folgendermaßen zugeordnet werden: 10.59, 

10.58, 10.57 (Singulette, 2 H, α,β-meso-H); 10.10, 10.06 (Singulette, 2 H, γ,δ-Meso-  
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Abb. 24:  Reaktion von 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethyl-

 ester bzw. 2,4-Di-(α-Hydroxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethyl-  

 ester mit tert-Butylphenol in Gegenwart von Zinkacetat 
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H); 7.25 - 6.90 (Multiplett, 2 H, CHCH3OtBuPh); 4.50 - 4.30 (überlappende Triplette, 

4 H, CH2CH2COOMe); 3.80, 3.76, 3.69, 3.68, und 3.64 (Singulette, 18 H, Por-Me,  

COOMe); 3.35 - 3.20 (überlappende Triplette, 4 H, CH2CH2COOMe); 2.43 (Dublette, 

6 H, J = 6.3 Hz, MeCH ); 1.06 (Singulette, 18 H, tert-Bu); -2.62 (Singulette, 2H, NH). 

 

MALDI-Massenspektrum 

 

Das Massenspektrum zeigt den höchsten Massenpeak bei 891 Masseneinheiten. 

Dieser entspricht der Summenformel C56H66N4O6 (M+H+). Es werden zwei weitere 

Peaks bei 740 und 590 gefunden. Sie entsprechen der Abspaltung von jeweils einer 

tert-Butylphenolgruppe. 

 

meso-N-Methylpiperidin-4-oxymethyletioporphyrin I 

 

Darstellung 

 

Die Darstellung von meso-N-Methylpiperidin-4-oxymethyletioporphyrin I erfolgt 

ausgehend von meso-N,N-Dimethylaminomethyletioporhyrin I über die Erzeugung 

eines konjugierten Carbokations nach Abgang der Dimethylaminogruppe in 

Gegenwart von Zinkacetat, gefolgt von einer nukleophilen Substitution mit N-Methyl-

4-hydroxypiperidin. Hierbei fungiert das Sauerstoffatom der Hydroxygruppe als 

angreifendes Nukleophil (Abb. 25). 

40 mg (61 µM) meso-N,N-Dimethylaminomethyletioporhyrin I, 100 mg (868 µM)      

N-Methyl-4-hydroxypiperidin und 200 mg (911 µM) Zinkacetat werden in 5 ml 

destilliertem Chloroform gelöst und 4 Stunden zum Rückfluss erhitzt. Danach wird 

die Lösung mit 10 ml Chloroform verdünnt, mit 20 ml 2 N HCl-Lösung gewaschen 

und mit Wasser und 5 % wässriger Ammoniumlösung neutralisiert. Die Lösung wird 

über Natriumsulfat getrocknet, im Rotationsverdampfer konzentriert und über eine 

Kieselgelsäule gereinigt. Bei Verwendung von Chloroform-Ether (9 : 1) als Laufmittel 

erhält man 28 mg (70 %) gereinigtes Produkt. Bei Einsatz von Chloroform-Methanol 

(5 : 1) erhält man 6 mg (16 %) des Produkts. 
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Abb. 25:  Darstellung von meso-N-Methylpiperidin-4-oxymethyletioporphyrin I 

 

 

meso-N,N-Dimethylpiperidinium-4-oxymethyletioporphyrin I  

 

Die Darstellung von meso-N,N-Dimethylpiperidinium-4-oxymethyletioporphyrin I 

erfolgt über eine nukleophile Addition von Methyljodid an meso-N-Methylpiperidin-4-

oxymethyletioporphyrin I (Abb. 26).  

4 mg (6,6 µM) meso-N-Methylpiperidin-4-oxymethyletioporphyrin I werden in 3 ml 

Methylenchlorid gelöst. Zu dieser Lösung wird 0,1 ml Methyljodid (1,6 mM) 

hinzugefügt. Die Lösung wird eine halbe Stunde bei Raumtemperatur gerührt, im 

Rotationsverdampfer eingeengt, mit 2 ml Ethanol verdünnt und filtriert. Das Filtrat 

wird erneut im Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und ergibt 4,2 mg 

(85 %) meso-N,N-Dimethylpiperidinium-4-oxymethyletioporphyrin I. 
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Abb. 26: Darstellung von meso-N,N-Dimethylpiperidinium-4-oxymethyletioporphyrin I 

 

 

2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

 

Darstellung 

 

Die Darstellung des Salzes von 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)-

deuteroporphyrin-IX-dimethylester erfolgt über den 2,4-Di-(α-Brom-)ethyl-)deutero-

porphyrin-IX-dimethylester als Intermediat. Die Bromatome können anschließend 

durch N-Methyl-4-hydroxypiperidin substituiert werden (Abb. 27). 

245 mg (0,37 mM) 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester und 

6 ml HBr, gelöst in Eisessig (d = 1,4), werden bei Raumtemperatur 20 h gerührt und 

anschließend bei 30°C bis zur Trockene eingedampft. Der Rückstand wird in 10 ml 

getrocknetem Methylenchlorid aufgenommen, welches zuvor über Al2O3 getrocknet 

wurde. Zu dieser Lösung fügt man 1,38 g N-Methyl-4-hydroxypiperidin (11,98 mM), 
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Abb. 27:  Reaktion von 2,4-Di-(α-(Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethyl-

ester mit N-Methyl-4-hydroxypiperidin via 2,4-Di-(α-Brom-)ethyl-)deutero-

porphyrin-IX-dimethylester als Intermediat 

 

das zuvor in 10 ml getrocknetem Methylenchlorid gelöst wurde. Die Lösung wird 20 h 

bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend werden unter Rühren 0,75 ml 

Methyljodid (12,01 mM) zu der Lösung hinzugefügt. Entstehendes kristallines      
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N,N-Dimethyl-4-hydroxypiperidiniumiodid wird durch Filtrieren abgetrennt. Das Filtrat 

wird unter Vakuum bis zur Trockene eingedampft und der Rückstand in Wasser 

aufgenommen, abfiltriert und getrocknet. Man erhält 233 mg (63 %) 2,4-Di-(α-(N-

Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester. 

 

MALDI-Massenspektrum 

 

Das MALDI-Massenspektrum zeigt bei dem erwarteten Molekulargewicht von 824,5 

Masseneinheiten (M+H+=C48H67N6O6) keinen höchsten Massenpeak. Stattdessen 

gibt es zwei Hauptpeaks bei 590,3 (C36H38N4O4) und bei 654,3 Masseneinheiten 

(C38H46N4O6), die dem Dimethylester von Protoporphyrin IX und dem Dimethylester 

von Dimethoxyhematoporphyrin entsprechen. Ersteres entsteht durch Elimination 

von zwei N-Methylpiperidol-Einheiten unter Bildung zweier Vinylgruppen. Letzteres 

wird durch Reaktion des 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)deutero-

porphyrin-IX-dimethylester mit Methanol während der Probenpräparation gebildet.  

 

2,4-Di-(α-Cyclohexyloxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

 

Die Darstellung von 2,4-Di-(α-Cyclohexyloxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethyl-

ester erfolgt über 2,4-Di-(α-Brom-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester als Inter-

mediat gefolgt von einer nukleophilen Substitution der Bromatome mit Cyclohexanol. 

Da durch den Bromierungsschritt ein Teil des Deuteroporphyrin-IX-dimethylesters in 

die freie Säure umgewandelt wird, wird eine erneute Veresterung mit Methanol in 

Gegenwart von 4 % H2SO4-Lösung angeschlossen (Abb. 28). 

Eine Mischung aus 141 mg (0,216 mM) 2,4-Di-(α-(Methoxy-)ethyl-)deutero-

porphyrin-IX-dimethylester und 3 ml HBr in Eisessig (d = 1,40) werden bei 

Raumtemperatur 7 Stunden gerührt und am Rotationsverdampfer bei 30 - 35°C bis 

zur Trockene einrotiert. Der Rückstand wird in 3 ml trockenem Methylenchlorid 

gelöst. Zu dieser Lösung werden 5 ml Cyclohexanol (46,92 mM) hinzugefügt. Die 

Mischung wird erneut bei Raumtemperatur für 2 Stunden gerührt und das 

Lösungsmittel im Vakuum verdampft. Der Rückstand wird 12 Stunden bei Raumtem- 
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Abb. 28:  Darstellung von 2,4-Di-(α-Cyclohexyl-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-di-

 methylester über den 2,4-Di-(α-Brom-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-di-

 methylester als Intermediat aus 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deutero-

 porphyrin-IX-dimethylester 

 

 

peratur stehengelassen und anschließend mit Chloroform verdünnt. Die Reaktion 

wird mit Wasser gestoppt. Die organische Phase wird so lange mit wässriger 

Ammoniaklösung gewaschen, bis ein pH-Wert zwischen 6-7 erreicht wird. Dies 

geschieht, um Spuren von HBr zu entfernen. Anschließend wird die Lösung im 

Vakuum bei maximal 60-70°C bis zur Trockene eingeengt. Der Rückstand wird in     
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20 ml 4 % H2SO4-Lösung in Methanol aufgenommen, 24 Stunden bei Raum-

temperatur stehengelassen und danach mit 20 ml Chloroform verdünnt. Die Reaktion 

wird mit 50 ml Wasser gestoppt. Die organische Phase wird mit Ammoniakwasser 

gewaschen bis ein pH-Wert zwischen 6-7 erreicht ist, über Natriumsulfat getrocknet 

und im Vakuum bis zur Trockene eingedampft. Der Rückstand wird auf einer 

Kieselgelsäule (Merck, 0,04-0,063 mm Porengröße) gereinigt. Als Laufmittel wird 

Chloroform eingesetzt. Man erhält 132 mg (78 %) 2,4-di-(α-Cyclohexyloxy-)ethyl-) 

deuteroporphyrin-IX-dimethylester. 

 
1
H-NMR 

 

Die Charakterisierung dieser Substanz erfolgt durch 
1
H-NMR in CDCl3 als 

Lösungsmittel. Die Signale konnten folgendermaßen zugeordnet werden: 10.74, 

10.71, 10.70 (Singulette, 2 H, α,β-meso-H); 10.05, 10.01 (Singulette, 2 H, γ,δ-Meso- 

H); 6.40 - 6.20 (überlappendes Quartett, 2 H, CHCH3OCyclohexyl); 4.44 - 4.35 

(überlappende Triplette, 4 H, CH2CH2COOMe); 3.69, 3.67, 3.665, 3.66, 3.65, 3.64, 

3.635 (Singulette, 18 H, Por-Me, COOMe); 3.30 - 3.25 (überlappende Triplette, 4 H, 

CH2CH2COOMe); 2.24 and 2.23 (Dublette, 6 H, J = 6.8 Hz, MeCH ); 1.9 - 1.8, 1.65 -

1.55, 1.25 - 1.10 and 0.95 - 0.85 (Multiplette, 10 H, Cyclohexyl-); -2.72 (Singulette, 

2H, NH). 

 

2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-diglucosamid 

 

Darstellung 

 

Die Darstellung von 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-diglucosamid 

erfolgt über den 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dipentafluorphenyl-

ester, der anschließend in das Diglucosamid überführt wird (Abb. 29).  

Zu einem Gemisch aus 40 mg (64 µMol) 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deutero-

porphyrin-IX-dimethylester und 100 µl (0,72 mM) Triethylamin in 3 ml Methylen-

chlorid werden 100 µl (0,03 mM) CF3COOC6F5 gegeben. Die Reaktionslösung wird 

10 Minuten bei Raumtemperatur gerührt und zu einer Mischung aus 100 mg   (0,463  
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mM) Glucosaminhydrochlorid und 100 µl (0,72 mM) Triethylamin in 5 ml DMF 

gegeben. Das Reaktionsgemisch wird 10 Minuten bei Raumtemperatur gerührt. 
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Abb. 29:  Darstellung von 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-digluco-

samid über den Pentafluorphenylester als Intermediat aus 2,4-Di-(α-

Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-di-methylester  

 

 

Anschließend wird die Reaktion mit 0,5 ml Wasser gestoppt und die Reaktionslösung 

im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Der Rückstand wird mit heißem Wasser 

versetzt. Der sich bildende Niederschlag wird abfiltriert, mit Wasser und Ether 

gewaschen und in Chloroform / Methanol [50 : 50 (v / v)] gelöst. Das Lösungsmittel 

wird im Rotationsverdampfer eingedampft. Man erhält 42 mg (69 %) reines 2,4-Di-(α-

Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-diglucosamid. 
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Zusammenfassung 

 

Folgende neue Verbindungen wurden synthetisiert: 

- 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

- meso-N,N-Dimethylpiperidinium-4-oxymethyletioporphyrin I  

- 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

- 2,4-Di-(α-Cyclohexyloxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

- 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-diglucosamid 

 

Außer meso-N,N-Dimethylpiperidinium-4-oxymethyletioporphyrin I und 2,4-Di-(α-

Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-diglucosamid sind alle Verbindungen durch 

Massenspektroskopie und / oder 
1
H-NMR charakterisiert worden. 

 

 

Die Verfahren dieses Kapitels wurden in Zusammenarbeit mit Prof. G. V. Ponomarev 

aus Moskau entwickelt. 
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3.2  Charakterisierung der modifizierten Photosensitizer im Hinblick auf die 

 Verwendung in der polyphasischen Tumortherapie 

 

3.2.1  Zellversuche zu ausgewählten Verbindungen des präparativen Teils 

 

Pheophorbidderivate 

 

Resorptionsstudien, Stabilität, intrazelluläre Lokalisation und Phototoxizität 

 

Die Aufnahme von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester in ver-

schiedene Tumorzellstämme wird mit Hilfe der auf S. 32 f. dargestellten Methode 

bestimmt. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. Der 

Extinktionskoeffizient von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester in 

Methanol/Aceton wurde nicht bestimmt. Deswegen wird mit einem Schätzwert von     

50000 l / (mol.cm) gerechnet. 

 

Zellstamm OAT A375 SkAMel M2R 

mit (10
-16

 Mol/Zelle) 1,36 2,04 0 2,20 

ni (10
8
 Moleküle/Zelle) 0,82 1,23 - 1,32 

cit (10
-5

 Mol/intrazellulär) 14,0 8,90 - 9,20 

vz (10
-12 l /Zelle) 0,99 2,30 2,30 2,40 

cat (µmol/ l Medium) 9,32 8,98 10,0 8,90 

Fi/a = Anreicherung 14,7 10,0 - 10,30 

 

Tabelle 3:  Aufnahme von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester 

  in Krebszellsuspension; E659 in Methanol-Aceton (1:1) Extrakten aus 

  10
7
 Zellen; Inkubationszeit  t = 1h 

 

Von der zur Verfügung stehenden Sensitizermenge werden in einer Stunde ca. 10 % 

aufgenommen. Dies entspricht den für die Pheophorbide in der Literatur 

angegebenen Werten (6, 45a, 97). Die SkAMel-Zellen zeigen jedoch keine 

Resorption. Die Anreicherungsfaktoren betragen für die anderen geprüften 

Zellstämme: 



 92   
 

    

     14,7  (OAT) 

     10,0  (A375) 

     10,3  (M2R) 

 

Im Rahmen der Versuche mit der Maus-Melanom M2R-Zellreihe (1,32 x 10
8
 

Moleküle Sensitizer/Zelle) wurden die höchsten Absolutwerte erzielt.  

Für die M2R und die A375-Zellen wird zusätzlich eine Aufnahmekinetik mit 3
1
-tert-

Butylphenoxyethylpyropheoporbidethylester und Pyroethylpheophorbid berechnet. 

Die Werte in Tabelle 4 zeigen, dass 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbid-

ethylester schneller als Pyroethylpheophorbid resorbiert wird (52, 84). Nach 

Einstellung des Gleichgewichts ist auch die Absolutkonzentration von 3
1
-tert-

Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester in den Zellen größer. 

 

 mit  ni  cit cat F i/a  t1/2  / min Et Esat 

Py-Etph         

M2R 9,7E-17 5,9E7 40,5 9,5 4,2 4,9 0,024 0,023 

A375 1,4E-16 8,4E7 60,9 9,3 6,5 (8,1) 0,035 0,040 

3
1
-Py-Et         

M2R 1,44E-16 8,7E7 60,0 9,3 6,5 5,5 0,036 0,041 

A375 2,56E-16 14,2E7 103,0 8,8 11,6 (25,1) 0,059 0,083 

 

Tabelle 4:  Kinetik von Pyropheophorbidethylester vs. 3
1
-tert-Butylphenoxyethyl- 

  pyropheophorbidethylester; 10 Millionen Zellen, t = 1 h mit Zwischen- 

  werten: Berechnung der Sättigungsfunktion 

 

Die Absorptions- und Massenspektren der aus den Zellen extrahierten Sensitizer 

unterscheiden sich nicht von den Spektren der Reinsubstanzen (74). Dies lässt den 

Schluss zu, dass die Sensitizer durch die Aufnahme in die Zellen keinerlei 

Veränderungen erfahren. 

 

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie kann gezeigt werden, dass bei den M2R Zellen 

der 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheoporbidethylester vermehrt in den peripheren 

Vesikeln zu finden ist, während Pyroethylpheophorbid im Golgi-Apparat angereichert  
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wird (74). Die Lokalisation von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester 

ist relativ schwierig, da durch den tert-Butylphenyl-Substituenten in Stellung C-3
1 des 

Pyroetylpheophorbids die Eigenfluoreszenz stark vermindert wird (75). 

 

Zuletzt wird die Phototoxizität von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheoporbid-

ethylester und Pyroethylpheophorbid nach Resorption durch OAT-Zellen und 

anschließender Bestrahlung gemessen. Dabei zeigt der substituierte Sensitizer eine 

geringfügig höhere Phototoxizität als die Ausgangssubstanz. 

 

Zusammenfassung 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Resorptionsgeschwindigkeit durch Einführen 

eines tert-Butylphenyl-Substituenten in Position C-3
1
 von Pyroethylpheophorbid 

verbessert. Die Phototoxizität erhöht sich geringfügig. Die gleichzeitige Abnahme der 

Fluoreszenz erschwert die Lokalisierung des Sensitizers in den Zellkompartimenten. 
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Pd-Bacteriopheophorbidderivate  

 

Resorptionsstudien, Stabilität, intrazelluläre Lokalisation und Phototoxizität 

 

Im Folgenden wird die Aufnahmekinetik von verschiedenen Pd-Bacteriopheophorbid-

derivaten in OAT-Tumorzellen bestimmt.  

Für die Berechnung der Konzentration musste der Extinktionskoeffizient abgeschätzt 

werden. Da er kleiner als bei den Pheophorbidderivaten ist, wird er für alle Pd-

Bacteriopheophorbidderivate auf 40000 l /(mol.cm) gesetzt.  

Die Resorption in die OAT-Zellen nimmt vom 13
2
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacterio-

pheophorbid-tert-butylphenylester über 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheo-

phorbidethylester zum 13
2
-tert-Butylphenoxy-Pd-Bacteriopheophorbid-tert-butyl-

phenylester zu. 

 

Im nächsten Schritt wird die Phototoxizität bestimmt, wobei festgestellt wird, dass nur 

der in 3
1
-Stellung substituierte Pd-Bacteriopheophorbidethylester seine Phototoxizität 

behält. Daher wird nur für diese Verbindung im Vergleich mit dem nicht-substituierten  

Pd-Bacteriopheophorbidethylester eine weitere Aufnahmekinetik mit A375-Tumor-

zellen berechnet. Die Ergebnisse zeigen, dass der 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-

Bacteriopheophorbidethylester signifikant langsamer resorbiert wird als sein nicht 

substituiertes Ausgangsprodukt und im Gleichgewicht in niedrigeren Konzentrationen 

in den Zellen vorliegt (55). 

 

Die Massenspektren belegen die leichte Oxidierbarkeit aller drei Palladium-

Verbindungen (28, 29, 74). Die Bandenverbreiterung in den UV/VIS-Absorptions-

spektren der disubstituierten Sensitizer weist auf Aggregationseffekte hin. 

 

Da Palladium die Fluoreszenz quencht, sind Pd-Bacteriopheophorbidderivate mit 

Hilfe der Fluoreszenzauflichtmikroskopie nicht in den Zellkompartimenten zu 

lokalisieren. Sie lassen sich jedoch über ihre Phosphoreszenz den einzelnen 

Zellkompartimenten zuordnen. Leider war eine Messung der Phosphoreszenz aus 

technischen Gründen nicht möglich. 
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Im Vergleich zum nicht-substituierte Pd-Bacteriopheophorbidethylester zeigt allein 

der 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester eine höhere Photo-

toxizität (11, 55).  

Im Gegensatz zu den Substitutionen mit apolaren Ankergruppen an der apolaren 

Seite der Pd-Bacteriopheophorbidethylester (beispielsweise in Position C-3
1 oder    

C-8
1
) führt die Substitution mit apolaren Ankergruppen am polaren Ende 

(beispielsweise 17
4 oder 13

2
) zu einer vollständigen Auslöschung der Phototoxizität 

bei den OAT-Tumorzellen. Ein Beispiel hierfür ist der 17
4
-tert-Butylphenylester von 

Pd-Bacteriopheophorbid (Abb. 30). 

 

 

 

Abb. 30:  Verlust der Phototoxizität nach Einführen  eines tert-Butylphenyl-  

 substituenten in Position 17
4
 von Pd-Bacteriopheophorbid 

 

Zusammenfassung  

 

Das Einbringen eines tert-Butylbenzoyl-Substituenten in Stellung C-3
1 von Pd-

Bacteriopheophorbidethylester steigert die Phototoxizität. Die Resorptionsgeschwin-

digkeit und die im Gleichgewicht vorhandene Absolutkonzentration dagegen nehmen 

im Vergleich zum unsubstituierten Pd-Bacteriopheophorbidethylester ab. Das 

Einführen eines tert-Butylphenyl-Substituenten in Position 17
4 

von Pd-

Bacteriopheophorbid hebt die Phototoxizität auf. 
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Etioporphyrinderivate 

 

Resorptionsstudien, Stabilität, intrazelluläre Lokalisation und Phototoxizität 

 

Für die in Abbildung 31 gezeigten meso-substituierten Etioporphyrine wird die 

Resorptionsgeschwindigkeit und Phototoxizität in OAT-SCLC-Zellen bestimmt. Die 

Photosensitizer werden in der folgenden Reihenfolge A>B>C (Abb. 31) von den 

Zellen resorbiert, während die Phototoxizitäten eine umgekehrte Reihenfolge zeigen. 

Die quantitativen Daten sind Abb. 32 bzw. Tabelle 5 zu entnehmen.  
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Abb. 31: meso-substituierte Etioporphyrine 

 

Trotz ihrer relativ hohen Resorption (Tab. 5) ist es sehr schwierig Photo- oder 

Videoaufnahmen über die subzelluläre Verteilung dieser Sensitizer zu erhalten, da 

die Etioporphyrinderivate unter der Bestrahlung schnell ausbleichen. Eine Stunde 

nach Aufnahme beobachtet man, dass Sensitizer A und B vornehmlich im 

Zytoplasma bzw. im Golgi-Apparat verteilt sind, wohingegen Sensitizer C 

hauptsächlich an der Zellmembran bzw. eine geringe Menge auch im Zytoplasma zu 

finden ist. Intrazelluläre Fluoreszenzspektren zeigen eine vollständige 

Monomerisation der Sensitizer B und C, hingegen eine nur teilweise Monomerisation 

des Sensitizers A. Die Tatsache, dass sich Photosensitizer A in photodynamisch 
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inaktiven Zellkompartimenten anreichert, würde seine geringe Phototoxizität im 

Gegensatz zu Sensitizer C, der sich an der Zellmembran anlagert, erklären.  

 

 

 

 

 

Abb. 32: Phototoxizitäten der meso-substituierten Etioporphyrinderivate 

 

Meso-substituierte-Etioporphyrin I – Derivate 

(EP) 

Resorption 

[x 108 

Moleküle/ 

Zelle] 

LD90 [J / cm2 ] 

A: N,N-Dimethylaminomethyl-EP 100 nicht 

signifikant 

B: meso-N-Methylpiperidin-4-oxymethyl-EP 28 2,1 

C: meso-N,N-Dimethylpiperidinium-4-oxymethyl-EP 5,1 1,3 

 

Tabelle 5: Resorption und Phototoxizität von meso-substituierten Etioporphyrinen 
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Während wasserlösliche negativ geladene Photosensitizer wie Tetrasulfo-

phthalocyanine außerhalb der Zelle bleiben, akkumuliert das positiv geladene meso-

N,N-Dimethylpiperidinium-4-oxy-methyletioporphyrin I an der Zellmembran und wird 

teilweise ins Zytoplasma aufgenommen. Einige dieser positiv geladenen Sensitizer, 

die bereits von Oseroff (59) untersucht wurden, haben den Nachteil einer 

beträchtlichen Dunkeltoxizität. Bei den hier untersuchten Etioporphyrinen jedoch wird 

bis zu einer Inkubationszeit von 20 Stunden keine Dunkeltoxizität gefunden.  

Eine Zellvermehrung nach Aktivierung der Sensitizer kann auch bei den hier 

benutzten sehr geringen Energiedichten von maximal 1,5 J / cm
2
 nicht beobachtet 

werden.  

 

Zusammenfassung 

 

Die Untersuchungen zeigen, dass durch Einführen verschiedener Substituenten in 

die Peripherie von Etioporphyrinderivaten die Phototoxizität mit steigender 

intramolekularer Polarität zunimmt. Die Resorption hingegen nimmt mit steigender 

intramolekularer Polarität ab. 
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Hematoporphyrinderivate 

 

Resorptionsstudien, Stabilität, intrazelluläre Lokalisation und Phototoxizität 

 

Die Daten in Tabelle 6 zeigen, dass die  Resorption des Sensitizers in die OAT-

Zellen vom Hematoporphyrindimethylester (Abb. 33: A) über 2,4-Di-(α-Cyclohexyl-

oxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester (DP) (B), 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphen-

oxy-)ethyl-)DP (C) zum 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)DP (D) 

zunimmt.  
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Abb. 33: Asymmetrische Substitution der Hematoporphyrinderivate 

 

2,4-disubstiuierte Hematoporphyrinderivate Resorption 
[x 108 

Moleküle/ 

Zelle] 

LD90  

[J / cm2 ] 

A: 2,4-Di-(α-Hydroxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-  

     dimethylester (DP) 

25 

 

2,6 

B: 2,4-Di-(α-Cyclohexyloxy-)ethyl-)DP 40 2,2  

C : 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)DP 50 1,9 

D : 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)DP 100 1,2 

 

Tabelle 6: Resorption und Phototoxizität der Hematoporphyrinderivate für OAT- 

 Tumorzellen 
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Außerdem lässt sich aus Tabelle 6 entnehmen, dass auch die Phototoxizität in der 

folgenden Reihenfolge A>B>C>D zunimmt (Abb. 33). Daraus lässt sich 

schlussfolgern, dass die in der Reihenfolge von A>B>C>D zunehmende 

intramolekulare Polarisierung zur bevorzugten Einlagerung der Sensitizer in die 

Zellmembran führt. Dies schädigt  letztlich die Zelle. 

 

Aus den Aufnahmekinetiken in Abbildung 34 lässt sich folgendes entnehmen: 

Während 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)DP die Sättigungs-

grenze in OAT-Zellen bereits nach 5 Minuten erreicht, zeigt die 2,4-Di-(α-(4-tert-

Butylphenoxy-)ethyl-)DP eine langsame, aber kontinuierliche Inkorporation in die 

Zellen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 34: Aufnahmekinetiken von 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)-

 DP und 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)DP in OAT-Tumorzellen 

 

Zusammenfassung 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass durch Einführen verschiedener 

Substituenten in die Peripherie von Hematoporphyrinderivaten mit steigender 

intramolekularer Polarität sowohl die Resorptionsgeschwindigkeit als auch die 

insgesamt aufgenommene Menge an Sensitizer zunimmt. Die Phototoxizität steigt 

ebenfalls mit zunehmender Polarität der Sensitizer. 
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3.2.2  Resorptionskinetik von 2,4-Di-(αααα-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deutero-

 porphyrin-IX-dimethylester  vor bzw. nach Einschluss in ein Cyclo-

 dextrindimer  [di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4)] 

 

Das mit zwei Ankergruppen substituierte 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-) 

deuteroporphyrin-IX-dimethylester (DP) wird in ein Cyclodextrindimer [di-ß-CD-(2N-

A4-C5-A4)] eingeschlossen. Das Fluoreszenzspektrum in  Abb. 35 zeigt sowohl in 

der Exzitation als auch in der Emission eine vollständige Monomerisierung des 

Sensitizers in Gegenwart des Cyclodextrindimers.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 35:  Monomerisierung des  2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deutero-

 porphyrin-IX-dimethylesters in Gegenwart von Cyclodextrindimer 

 

 

Aus Abb. 36 ist zu entnehmen, dass die  Resorptionsgeschwindigkeit von 2,4-Di-(α-

(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)DP in Gegenwart des Cyclodextrindimers nach 20 

Stunden nur 15 % der Resorptionsgeschwindigkeit des freien Sensitizers  beträgt.  
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Abb. 36: Aufnahmegeschwindigkeit des 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)-

 deuteroporphyrin-IX-dimethylesters durch OAT-SCLC-Tumorzellen mit 

 bzw. ohne Cyclodextrindimer  

 

Eine komplette Aufhebung der Resorption des Sensitizers durch die Tumorzellen 

kann nicht erreicht werden, da die Bindungskonstante sich vorläufig auf 4,4 x 10-6 

Mol beläuft (S. 116).  

Kontrollversuche zeigen, dass das in einer Konzentration von 10 µM eingesetzte 

Dimer die Resorptionskinetik der OAT-SCLC-Tumorzellen nicht beeinträchtigt. 

 

Zusammenfassung 

 

Durch den Einschluss von 2,4-Di-(α-(-4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-

IX-dimethylester in ein C-13-„gespacertes“-Cyclodextrindimer [di-ß-CD-(2N-A4-C5-

A4)] kann die Aufnahme des Sensitizers in eine OAT-SCLC-Tumorzellsuspension 

vorläufig bis auf 15 % reduziert werden. 
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3.2.3  Phototoxizitätsbestimmung nach Spaltung des Cyclodextrindimers mit 

 dem Enzym Cyclodextrinase  

 

Anhand von Versuchen, bei denen das den Sensitizer [2,4-Di-(α-(4-tert-Butyl-

phenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester] enthaltende Cyclodextrindimer 

[di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4)] durch Cyclodextrinase enzymatisch abgebaut wurde, 

konnte gezeigt werden, dass der Sensitizer nach enzymatischem Abbau des 

Cyclodextrindimers im Anschluss an die Bestrahlung seine ursprüngliche photo-

dynamische Aktivität in OAT-SCLC-Tumorzellen wieder erreicht. Seine Phototoxizität 

entspricht dann der Kontrolle ohne Cyclodextrindimer. 

Weitere Kontrollversuche zeigen, dass weder das Enzym selbst noch das Dimer in 

den hier eingesetzten Konzentrationen für die OAT-SCLC-Tumorzellen toxisch sind. 

 

Zusammenfassung 

 

Nach enzymatischem Abbau des Cyclodextrindimers durch Cyclodextrinase unter 

Freisetzung des Sensitizers kann dieselbe photodynamische Aktivität wie bei dem 

zur Kontrolle eingesetzten freien Sensitizer bestimmt werden. 
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3.2.4 Bestimmung der Komplexbindungskonstanten der verschiedenen 

 Porphyrinoide mit Cyclodextrinmono- und dimeren 

 

Pheophorbidderivate 

 

Zunächst wird die Komplexbindungskonstante von Pyroethylpheophorbid und       3
1
-

tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester durch Variation der Cyclo-

dextrinkonzentration nach der Methode von Reinsborough et al. (33) bestimmt (s. S. 

37 f.). Es wird mit einem Cyclodextrindimer gearbeitet, das einen C-13-Spacer trägt: 

di-ß-CD-(2-N-A4-C5-A4) (78) (Abb. 37).  

 

 

 

 

 

Abb. 37: Massenspektrum (MALDI) des C-13-„gespacertes“-Cyclodextrindimers  

 

Die ermittelten Regressionsgeraden erlauben nur Aussagen über den optimalen 

Konzentrationsbereichs zur Bestimmung der Bindungskonstante von Cyclodextrin-

dimer mit Sensitizer bzw. TNS. Aus Abbildung 38 geht hervor, dass im 

Konzentrationsbereich um 10000 l/mol Cyclodextrindimer (entspricht einer 100 µM 

Lösung) die geringste Streuung der Messwerte zu erwarten sein wird. 

Bei dem zunächst verwendeten Versuchsaufbau handelt es sich im Sinne der 
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Michaelis-Menten-Kinetik per definitionem nicht um eine kompetitive Hemmung: Das 

Prinzip der kompetitiven Hemmung besteht darin, dass durch ausreichend hohe 

Substratkonzentrationen der Sensitizer aus seiner Bindung zum Enzym verdrängt 

werden kann.  Da jedoch durch Steigerung der Cyclodextrinkonzentration (in diesem 

Fall als Substrat eingesetzt) der Sensitizer (Inhibitor) nicht aus der Bindung zum TNS 

(in diesem Fall als „Enzym“ verwendet) verdrängt werden kann, sind die 

Bedingungen der kompetitiven Hemmung hier nicht erfüllt. Die aus dieser 

Versuchsanordnung ermittelten Bindungskonstanten lassen sich aus diesem Grund 

nicht verwerten.  

 

 

 

 

 

Abb. 38: Doppelt-reziproker Plot: 1 / I ist als Funktion von 1 / [ CD ] aufgetragen 

  /1/ 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester  

  /2/ Pyropheophorbidethylester  

  /3/ TNS 
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Pd-Bacteriopheophorbidderivate 

 

Nach Wahl der durch das obige Experiment ermittelten optimal auswertbaren 

Cyclodextrindimerkonzentration zu 100 µM („Enzym“) wird im Kompetitionsversuch 

entsprechend der Michaelis-Menten-Kinetik unter Variation der TNS-Konzentration 

(Substrat) die Komplexbindungskonstante von Pd-Bacteriopheophorbidethylester  (5 

µM) (Inhibitor) bzw. seines in C-3
1
 Position mit tert-Butylbenzoylchlorid substituierten 

Derivats (5 µM) (Inhibitor) bestimmt. Bei dieser Versuchsanordnung sind die 

Bedingungen der kompetitiven Hemmung erfüllt: Durch Steigerung der TNS-

Konzentration (Substrat) lässt sich der Sensitizer (Inhibitor) aus seiner Bindung zum 

Cyclodextrindimer („Enzym“) verdrängen. 

Parallel dazu wird ein Kompetitionsversuch der oben erwähnten Sensitizer mit TNS 

um ein Cyclodextrinmonomer („Enzym“) als Referenz durchgeführt.  

Die  Versuchsbedingungen für die Reaktion der modifizierten Sensitizer, bzw. ihrer 

Ausgangsverbindungen, mit dem Cyclodextrinmonomer sowie Cyclodextrindimer im 

Kompetitionsversuch mit TNS sind aus den Seiten 39 f. zu entnehmen. Sie 

entsprechen sich im Wesentlichen bis auf das modifizierte Temperaturprogramm und 

die leicht variierten TNS Konzentrationen.  

Da das Monomer im Gegensatz zum Dimer nur über eine Kavität zur Aufnahme der 

hydrophoben Anteile des Sensitizers bzw. seiner voluminösen Seitengruppen 

verfügt, wird die Konzentration des Monomers (Methyl-ß-Cyclodextrin) zu 1 mMol 

gewählt.  

Die Komplexbindungskonstanten werden mit Hilfe der beschriebenen Methode des 

doppelt reziproken Plots nach Connors ermittelt (S. 38 f. bzw. 44).  

Die Korrelationskoeffizienten für die gemessenen Fluoreszenzwerte liegen bei 0,9 + 

0,02 bei einer Stichprobenzahl von jeweils N = 15 (13).  

Tabelle 7 zeigt eine Zusammenstellung aller Komplexbindungskonstanten von TNS, 

Pd-Bacteriopheophorbidethylester und 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheo-

phorbidethylester mit Cyclodextrinmonomer bzw. Dimer. 
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Substanz KTNS (M) KPorph (M) 

Pd-Bacteriopheo-

phorbidethylester 

  

Methyl-ß-Cyclodextrin  

(1 mM) 

1.2 x 10
-6
 4.9 x 10

-6
 

di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) 

(100 µM) 

1.3 x 10
-6
 2.83 x 10

-6
 

3
1
-tert-Butylbenzoyl-

ethyl-Pd-Bacteriopheo-

phorbidethylester 

KTNS (M) KPorph (M)  

Methyl-ß-Cyclodextrin 

(1 mM) 

1.16 x 10
-6
 2.4 x 10

-6
 

di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) 

(100 µM) 

1.25 x 10
-6
 0.943 x 10

-6
 

 

Tabelle 7:  Messergebnisse zur Bestimmung der Komplexbindungskonstanten 

  von Pd-Bacteriopheophorbidethylester und 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-

  Pd-Bacteriopheophorbidethylester mit Cyclodextrinmonomer bzw.  

  Dimer  

 

Durch die Einführung eines tert-Butylbenzoylsubstituenten in Position C-3
1
 von 

Bacteriopheophorbidethylester lässt sich die Bindungsaffinität mit dem C-13- 

„gespacerten“-Cyclodextrindimer [di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4)] um den Faktor drei im 

Vergleich zum nicht substituierten Pd-Bacteriopheophorbidethylester erhöhen. Dies  

lässt sich an der um den Faktor drei abnehmenden Bindungskonstante erkennen. 

Die Bindungsaffinität von Pd-Bacteriopheophorbidethylester mit Cyclodextrin-

monomer (Methyl-ß-Cyclodextrin) erhöht sich durch Einführung eines tert-

Butylbenzoylsubstituenten in Position C-3
1
 um den Faktor zwei im Vergleich zur 

Ausgangssubstanz.  

Die Bindungskonstanten von TNS zu Cyclodextrinmonomer und Dimer 

unterscheiden sich nicht signifikant.  
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Hematoporphyrinderivate  

 

Da die Einführung eines zweiten tert-Butylbenzoylsubstituenten in Position C-8
1 von 

3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester bisher nicht gelungen ist, 

werden aufgrund ihrer einfachen Synthese die Komplexbindungskonstanten von in 

Position C-2 (entspricht C-3
1
) und Position C-4 (entspricht C-8

1
) mit tert-Butylphenol 

bzw. N-Methyl-4-hydroxypiperidin disubstituierten Hematoporphyrin-dimethylestern 

bestimmt. Diese Verbindungen werden als Modellsubstanzen für in Position C-3
1
 und 

C-8
1
 disubstituierte Sensitizer eingesetzt. Aufgrund ihrer nur reversiblen Zytotoxizität 

finden sie jedoch nur begrenzte Verwendung in der Photodynamischen Therapie.  

Zunächst wird die Bindungskonstante von Hematoporphyrindimethylester bzw. 

seinem mit zwei Molekülen tert-Butylphenol substituiertem Derivat [2,4-Di-(α-(4-tert-

Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester] mit Cyclodextrinmonomer (1 

mMol) bestimmt.  

Nach Erhitzen der Lösung aus Methyl-ß-Cyclodextrin und 2,4-Di-(α-(4-tert-

Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester für 1 Minute auf 70°C wird 

nach 100 bzw. 270 Minuten über eine Deaggregation des Cyclodextrins eine 

Monomerisierung des Sensitizers erreicht (Abb. 39), erkennbar an den schlanken 

Absorptionsbanden. Auch Hematoporphyrindimethylester lässt sich unter diesen 

Bedingungen monomerisieren und in das Monomer einschließen. 
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Abb. 39: Monomerisierung des 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteropor-

 phyrin-IX-dimethylesters (5 µM) in 1 mM Methyl-ß-Cyclodextrinlösung 

 

 

Nach Zugabe von TNS ergeben sich durch die Kompetition des Inhibitors 2,4-Di-(α-

(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester (5 µM) mit TNS um 

die Komplexbildung mit Methyl-ß-Cyclodextrin (1 mM) im Vergleich zur 

Komplexbildung von Methyl-ß-Cyclodextrin mit TNS ohne Sensitizer signifikant 

geringere Fluoreszenzen. Dies lässt sich dadurch erklären, dass der Sensitizer durch 

seine Affinität zum Cyclodextrin nicht die maximal mögliche Komplexbildung 

zwischen TNS und Cyclodextrin erlaubt, TNS aber nur bei Einschluss in das 

Cyclodextrin signifikante Fluoreszenz zeigt. Besonders gut kann man dies in Abb. 40 

im doppelt reziproken Plot erkennen, in dem die Kehrwerte der erhaltenen 

Fluoreszenzen gegen die Kehrwerte der Konzentrationen von TNS aufgetragen sind.  
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Abb. 40: Doppelt-reziproker Plot: 1 / I ist als Funktion von 1 / [ TNS ] aufgetragen 

 A TNS mit Methyl-ß-Cyclodextrin (1mM) 

 B/C/D  di-(tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester 

  (5 µM) mit Methyl-ß-Cyclodextrin (1mM) 

 

 

Eine Verringerung der Fluoreszenzen durch den Sensitizer zeigt sich in der 

Reziproken als vergrößerter Wert. Die Zunahme der Steigungen der Geraden B/C/D 

(mit Sensitizer) im Vergleich zur Gerade A (ohne Sensitizer) sind somit ein Maß 

dafür, wie hoch die Affinität des kompetitiven Inhibitors 2,4-Di-(α-(4-tert-

Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester im Vergleich zum TNS in der 

Konkurrenzreaktion um das Cyclodextrinmonomer ist. Aus den Steigungen dieser 

Geraden lassen sich anschließend die Bindungskonstanten KPorph und KTNS (S. 38 f.  

bzw. S.  44) berechnen. 

Die Korrelationskoeffizienten der Inhibitionsgeraden (mit Sensitizer) sowie der Basis- 
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geraden (nur TNS und Monomer) gruppieren sich um den Wert von 0,9 + 0,02 bei 

einer Stichprobenzahl von jeweils N = 15 bzw. N = 12 (13). 

Anschließend wird die Bindungskonstante von Hematoporphyrindimethylester bzw. 

seinem disubstituierten Derivat 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteropor-

phyrin-IX-dimethylester mit Cyclodextrindimer (100 µM) [di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4)] 

(78) bestimmt. Aus den langen schlanken Banden im Exzitations- wie auch im 

Emissionsspektrum in Abb. 41 ist zu erkennen, dass nach vier Stunden Erhitzen auf 

50°C das Cyclodextrindimer weitgehend deaggregiert und eine Aufnahme des 2,4-

Di-(α-(4-t-butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester ohne dessen Zer-

störung erlaubt. Auch Hematoporphyrindimethylester lässt sich unter diesen 

Bedingungen monomerisieren und in das Cyclodextrindimer inkorporieren.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 41:  Monomerisierung des 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteropor- 

 phyrin-IX-dimethylesters (5 µM) in 100 µM Cyclodextrindimerlösung 
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Die Auftragung der gemessenen Fluoreszenzen in Abb. 42 mit Sensitizer (Gerade 

E/F/G) und ohne Sensitizer (Gerade D) im doppelt reziproken Plot erlauben eine 

Aussage über den Grad der Inhibition bzw. der Affinität des Sensitizers zum Dimer in 

Relation zur Affinität  des TNS zum Dimer. Aus den Steigungen dieser Geraden 

lassen sich anschließend die Bindungskonstanten KPorph und KTNS berechnen (S. 38 

f. und S. 44). Auch hier bewegen sich die Korrelationskoeffizienten der 

Inhibitionsgeraden sowie der Basisgeraden um den Wert von 0,9 + 0,02 bei einer 

Stichprobenzahl von jeweils N = 15 bzw. N = 12 (13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 42: Doppelt-reziproker Plot: 1 / I ist als Funktion von 1 / [ TNS ] aufgetragen 

 A TNS mit Cyclodextrindimer  (100 µM)  

 B/C/D  2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX- 

  dimethylester (5 µM) in Cyclodextrindimer (100 µM)  

 

Um zu beweisen, dass sich die Bindungskonstanten durch Steigerung der 

Sensitizerkonzentration nicht ändern, wird die Bestimmung der Bindungskonstanten 

von TNS und Sensitizer bei Verdoppelung der Sensitizerkonzentration wiederholt. 

Nach Anwendung des bereits geschilderten Temperaturprogramms zur 

Monomerisierung zeigen alle in Abb. 43 dargestellten Proben mit einer Ausnahme  

eine weitgehende Monomerisierung. 

1  / T N S (nm )

1 
/ F

lu
o

re
sz

en
z-

In
te

n
s

it
ät

1  / T N S (nm )

1 
/ F

lu
o

re
sz

en
z-

In
te

n
s

it
ät

1  / T N S (nm )

1 
/ F

lu
o

re
sz

en
z-

In
te

n
s

it
ät

C D  +T N SA :  C D  + T N S

B :  C D  +  S ens . +  T N S

C :  C D  +  S ens . +  T N S

D :  C D  +  S ens . +  T N S  



 113   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 43:  Monomerisierung des 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteropor-

 phyrin-IX-dimethylesters (10 µM) in 100 µM Cyclodextrindimerlösung  

 

Im doppelt reziproken Plot (Abb. 44) ist eine signifikante Inhibition der Bindung von 

TNS und Dimer (Gerade A) durch den Sensitizer (Gerade B/C/D) zu sehen, 

erkennbar an der erheblichen Vergrößerung der Steigung. Die Berechnung der 

Bindungskonstanten für den Sensitizer in einer Konzentration von 10 µM ergibt sehr 

ähnliche Werte wie bei einer Sensitizerkonzentration von 5 µM. Dies beweist, dass 

die Bindungskonstante unabhängig von der eingesetzten Sensitizerkonzentration ist.  

Auch hier liegen die Korrelationskoeffizienten der Inhibitionsgeraden sowie der 

Basisgeraden um den Wert von 0,9 + 0,03 bei einer Stichprobenzahl von jeweils    N 

= 15 bzw. N = 12 (13). 
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Abb. 44: Doppelt-reziproker Plot: 1 / I ist als Funktion von 1 / [ TNS ] aufgetragen 

 A TNS mit Cyclodextrindimer  (100 µM) 

 B/C/D  2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX- 

  dimethylester (10 µMol) in Cyclodextrindimer (100 µM)  

  

 

Tabelle 8 zeigt eine Zusammenschau aller ermittelten Bindungskonstanten von TNS 

und dem in Position 2 und 4 mit tert-Butylphenol disubstituierten Hemato-

porphyrindimethylester einschließlich seiner Ausgangsverbindung mit Cyclo-

dextrinmonomer und Dimer. 

 

 

 

 

1 / TNS (nM)

1 
/ F

lu
or

es
ze

n
z-

In
te

ns
itä

t
CD +TNSA:  CD +TNS

B:  CD + Sens. + TNS

C:  CD + Sens. + TNS

D:  CD + Sens. + TNS 

1 / TNS (nM)

1 
/ F

lu
or

es
ze

n
z-

In
te

ns
itä

t
CD +TNSA:  CD +TNS

B:  CD + Sens. + TNS

C:  CD + Sens. + TNS

D:  CD + Sens. + TNS 



 115   
 

Substanz KTNS (M) KPorph    (M) 

Hematoporphyrin- 

dimethylester  (5µµµµM) 

  

Methyl-ß-Cyclodextrin  

(1 mM) 

1.3 x 10
-6
 72.01 x 10

-6
 

di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) 

(100 µM) 

1.1 x 10
-6
 46.3 x 10

-6
 

2,4-Di-(αααα-(4-tert-Butyl-

phenoxy-)ethyl-) DP     

(5 µµµµM) 

  

Methyl-ß-Cyclodextrin  

(1 mM) 

0,86 x 10
-6
 8,8  x 10

-6
 

di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) 

(100 µM) 

0,98 x 10
-6
 4,4 x 10

-6
 

2,4-Di-(αααα-(4-tert-Butyl-

phenoxy-)ethyl-) DP 

(10µµµµM) 

  

di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) 

(100 µM) 

2,8 x 10
-6
 4,6 x 10

-6
 

 

Tabelle 8: Messergebnisse zur Bestimmung der Komplexbindungskonstanten von 

 Hematoporphyrindimethylester und 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-) 

 ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester mit Cyclodextrinmonomer  und 

 Cyclodextrindimer  

 

 

Aus den unterschiedlichen Steigungen der Geraden B/C/D mit Sensitizer im 

Vergleich zur Geraden A ohne Sensitizer in den Abbildungen 40, 42 bzw. 44 ist zu-

nächst zu erkennen, dass eine Kompetition zwischen TNS und den Sensitizern 

stattfindet.  

 

Auch die berechneten Korrelationskoeffizienten sprechen für diesen Zusammen-

hang, auch wenn sie nur eine beschreibende Funktion haben und über die Kausalität  
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des vermuteten Zusammenhanges nichts aussagen.  

Als wichtigstes Ergebnis aus Tabelle 8 lässt sich festhalten, dass durch die 

zweifache Substitution von Hematoporphyrindimethylester mit tert-Butylphenol in den 

Positionen C-2
 
und C-4 die Affinität des Sensitizers zum Cyclodextrindimer im 

Vergleich zur Ausgangssubstanz um den Faktor 10 zunimmt (Abnahme der 

Komplexbindungskonstante um den Faktor 10). Die erzielte Komplexbindungs-

konstante von 4,4 x 10
-6 M von 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deutero-

porphyrin-IX-dimethylester mit Cyclodextrindimer lässt sich auch bei Verdoppelung 

der Sensitizerkonzentration weitgehend bestätigen.  

Vergleicht man die Bindungskonstanten von 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-) 

deuteroporphyrin-IX-dimethylester bzw. seines Ausgangsproduktes mit Cyclo-

dextrinmonomer, so fällt auf, dass auch beim Cyclodextrinmonomer die zweifache 

Substitution zu einer Steigerung der Bindungsaffinität um den Faktor acht (Faktor 

8,2) führt.  

Bei Vergleich der Bindungskonstanten von 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-) 

deuteroporphyrin-IX-dimethylester bzw. seiner Ausgangssubstanz mit Cyclodextrin- 

monomer bzw. Dimer zeigt sich, dass die Affinität des Sensitizers zum Dimer 

maximal um den Faktor 2 ausgeprägter ist als zum Monomer.  

Für die Bindungskonstanten des TNS zum Monomer bzw. zum Dimer gilt, dass sie 

sich analog den Pd-Bacteriopheophorbidderivaten nicht signifikant unterscheiden.  

Eine Ausnahme bildet die bei verdoppelter Sensitizerkonzentration ermittelte 

Bindungskonstante des TNS zum Dimer. Hier erscheint die Affinität des TNS zum 

Dimer verringert, erkennbar an der signifikanten Erhöhung der Bindungskonstante 

(Faktor 2,8).  

 

 

Vergleichbare Kompetitionsversuche mit 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-) 

ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester (5 µM) als Inhibitor führen, wie aus Tabelle 

9 zu entnehmen ist, vorläufig zu keinen verwertbaren Ergebnissen.  
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Substanz KTNS (M) KPorph    (M) 

2,4-Di-(αααα-(N-Methyl-4-

hydroxypiperidinium-)-

ethyl-)DP (5µµµµM) 

  

Methyl-ß-Cyclodextrin  

(1 mM) 

nicht signifikant  nicht signifikant 

di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) 

(100 µM) 

nicht signifikant nicht signifikant 

 

Tabelle 9: Messergebnisse zur Bestimmung der Komplexbindungskonstanten  

 von Hematoporphyrindimethylester und 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4- 

 hydroxypiperidinium-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester  

 mit Cyclodextrinmonomer und Cyclodextrindimer  

 

 

Zusammenfassung 

 

Ein tert-Butylbenzoylsubstituent in Stellung C-3
1
 von Pd-Bacteriopheophorbid-

ethylester erhöht die Bindungsaffinität mit einem C-13-„gespacerten“-Cyclodextrin-

dimer  um den Faktor 3.  

Die Einführung zweier tert-Butylphenoxysubstituenten in Position C-2
1
 und C-4

1
 von 

Hematoporphyrindimethylester, das aufgrund der einfachen Synthesemethode als 

Modellsubstanz für in Position C-3
1
 und C-8

1
 disubstituierte Pd-Bacterio-

pheophorbidethylester betrachtet werden kann, verzehnfacht die Bindungsaffinität 

mit einem C-13-„gespacerten“-Cyclodextrindimer. 
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4. Abschließende Diskussion und Bewertung 

 

4.1 Allgemeines 

 

Massive Forschungsanstrengungen im Bereich der Photodynamischen Therapie 

lassen große Fortschritte in Technik und Methodologie erwarten.  

Diese betreffen neben der Weiterentwicklung von Photosensitizern auch die 

Entwicklung adäquater Carriersysteme und die Optimierung spezialisierter Laser-

Systeme (4, 23, 24, 37, 44). 

 

Trotz der erzielten Erfolge bleiben zwei grundsätzliche Aufgabenstellungen in der 

Photodynamischen Therapie bestehen: 

Zum einen wird angestrebt die Absorptionsmaxima der Sensitizer in den rotwelligen 

Bereich des sichtbaren Spektrums zu verschieben, um so eine größere Eindringtiefe 

des Lichtes zu erreichen. Dies sollte möglichst unter Erhalt bzw. Steigerung der 

spezifischen Phototoxizität der Sensitizer geschehen.  

Zum anderen gilt es die Abstimmung von Sensitizern auf biospezifische Carrier-

systeme, die eine selektive Anreicherung des Sensitizers im Tumor garantieren, zu 

optimieren. 

 

Gegenwärtig werden verschiedene Strategien für ein Targeting des Carriers 

diskutiert (34, 52, 59). Diese Arbeit soll einen Beitrag zu dieser Diskussion leisten 

und sowohl Wege in der Präparation als auch eine Bewertung verschiedener 

Substanzklassen von Sensitizern in ihrer Funktion als Photochemotherapeutikum für 

ein biospezifisches Carriersystem anbieten. Angestrebt wird sowohl eine 

Verbesserung der mangelnden Selektivität der Photodynamischen Therapie im 

Speziellen als auch eine Steigerung der Selektivität bei der Chemotherapie maligner 

Tumoren im Allgemeinen. 

 

Voraussetzung dafür ist, dass ein Carriersystem eine stabile Einschlussverbindung 

mit dem Sensitizer bildet, um dessen systemische Toxizität herabzusetzen. Eine 

Wechselwirkung des Sensitizers mit den Lipoproteinen des Blutes sowie den 

Körperzellen sollte ausgeschlossen werden können. 
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Hinweise auf ein mögliches Prinzip zur Bildung solcher stabiler Einschlusskomplexe 

geben Versuche von Breslow & Chung (10): Werden die beiden äußeren 

Hydroxylgruppen eines symmetrischen Alkohols mit zwei tert-Butylbenzoylresten als 

Ankergruppen substituiert, so bildet dieser Alkohol unerwartet stabile Komplexe mit 

einem speziell dafür konstruierten Cyclodextrin-dimer ("Clamshell-Dimer" als 

Carriersystem) (Abb. 2). 

Da die im Rahmen dieser Arbeit als Sensitizer verwendeten Porphyrinmoleküle 

primär jedoch keine entsprechenden Substituenten tragen, die eine Verankerung 

innerhalb der Hohlräume eines speziell dafür konstruierten Cyclodextrindimers 

bewirken könnten, müssen zuvor voluminöse Substituenten wie tert-Butylphenol, 

tert-Butylbenzoylchlorid, N-Methyl-4-hydroxypiperidin und Cyclohexanol in das 

Porphyringerüst eingeführt werden.  

 

Aus dieser Zielsetzung ergibt sich die Gliederung dieser Arbeit: 

 

Der präparative Teil besteht in der Beschreibung von Methoden zur direkten 

Metallierung von Bacteriopheophorbiden und Pheophorbiden zur Steigerung der 

spezifischen Phototoxizität. Die durch die Metallierung erreichte Stabilität eröffnet 

neue Möglichkeiten zur Modifikation der Peripherie des Tetrapyrrolzyklus. 

Anschließend wird die Einführung voluminöser tert-Butylphenyl/benzoyl bzw. homo- 

oder heterozyklischer Substituenten in das Tetrapyrrolgerüst von Pheophorbiden, 

Pd-Bacteriopheophorbiden, Hematoporphyrinen und Etioporphyrinen mit dem Ziel 

der Schaffung eines wirksamen Verankerungsmechanismus in einem Transport-

system, wie z.B. in Cyclodextrindimeren, beschrieben.  

 

Im anwendungsbezogenen Teil wird die Komplexbindungskonstante dieser 

Verbindungen mit Cyclodextrindimeren bestimmt, sowie die Phototoxizität bzw. die 

Resorptionskinetik der modifizierten Photosensitizer in Tumorzellkulturen gemessen.  

Abschließend wird die Stabilität des aus modifiziertem Sensitizer und 

Cyclodextrindimer gebildeten Einschlusskomplexes unter in vitro Bedingungen 

getestet, indem der Einfluss auf die Resorptionsgeschwindigkeit des einge-

schlossenen Sensitizers in Zellen einer Zellkultur bestimmt wird. 
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4.1.1  Direkte Metallierung von Bacteriopheophorbiden und Pheophorbiden mit 

 Palladium und Platin 

 

Obwohl in der Literatur eine Vielzahl von Möglichkeiten zur Transmetallierung bzw. 

direkten Metallierung von Chorophyllen bzw. Pheophytinen beschrieben worden sind 

(18a, 90), gibt es nur wenige Methoden, die zur Herstellung von 

Bacteriochlorophyllen bzw. Bacteriopheophytinen mit geänderten Zentralionen 

benutzt werden können. 

Hartwich hat ein Transmetallierungsverfahren entwickelt, das in einer zweistufigen 

Reaktion, über das Cd-Bacteriopheophytin als Intermediat, verschiedene zweiwertige 

Metalle wie Pd, Co, Ni und Mn als Zentralatome in das Tetrapyrrolringsystem von 

Bacteriopheophytinen einführt (26). Ein entscheidender Nachteil dieser Methode ist 

jedoch, dass durch die in Spuren zurückbleibende Cadmiumverunreinigung eine 

Verwendung als Medikament aufgrund der hohen Toxizität von Cadmium nicht 

möglich ist.  

Losev et al. hat die Darstellung von Pd-Bacteriopheophytin in einer direkten 

Metallierungsreaktion mit Pd-Benzonitril in Benzol unter Stickstoffatmosphäre 

beschrieben (42c). In dieser Publikation sind jedoch weder Details der Präparation 

angegeben, noch erfolgt eine Charakterisierung des Metall-Komplexes. Außerdem 

konnte die Darstellung von Pd-Bacteriopheophytin in der von Losev angegebenen 

Weise nicht nachvollzogen werden. Auch die von Strell und Urumov  beschriebenen 

Methoden der direkten Metallierung für Chlorophylle (92) konnten für 

Bacteriochlorophylle in leicht modifizierter Form nur für Kupfer und Zink 

nachvollzogen werden (26). 

Aus diesem Grund wurde die Methode der direkten Metallierung zunächst an dem 

wesentlich billigeren und chemisch leichter zu modifizierenden Methylpheophorbid 

erprobt. Methylpheophorbid ließ sich mit Pt(Cl)2 in Benzonitril unter saurer Katalyse 

in das Platinderivat überführen. Benzonitril monomerisiert dabei das ansonsten 

unlösliche Pt(Cl)2, indem es stöchiometrische Komplexe bildet.  

Allerdings erwies sich diese Methode für Bacteriopheophorbide als ungeeignet, da 

das Lösungsmittel Benzonitril bedingt durch massive Oxidationen vor allem das 

metallierte Chlorin ergab (Oxidation in Position 7 und 8). In wasserfreiem Methanol in 

Gegenwart von Molekularsieb, das möglicherweise als Festphasenkatalysator 

fungiert, war es hingegen erstmals möglich Pd-Bacteriopheophorbid über eine  
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direkte Metallierung zu erhalten. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode 

zur direkten Metallierung des Bacteriopheophorbids mit Pd(Cl)2 in Methanol hat den 

entscheidenden Vorteil, dass keine Verunreinigungen durch Cd(Cl)2 vorliegen, die 

den Einsatz als Medikament verbieten würden. Im Vergleich zur Transmetallierungs-

reaktion bedeutet die direkte Metallierung überdies eine erhebliche Zeitersparnis bei 

der Synthese, eine vereinfachte Aufreinigung sowie eine um 15 % gesteigerte 

Ausbeute. 

Durch die direkte Metallierung ist es somit erstmalig gelungen, einen in der 

medizinischen Praxis einsetzbaren Photosensitizer mit exzellenten photo-

dynamischen Eigenschaften zu gewinnen.  

 

Ohne Palladium als Zentralatom haben Bacteriopheophorbide eine niedrigere 

Triplettquantenausbeute als das Hematoporphyrinderivat (HPD). Durch die 

Metallierung mit Palladium jedoch erhält man einen Sensitizer mit hoher 

Triplettquantenausbeute, einer langen Triplettlebensdauer, einem Zugang zu höher 

angeregten Zuständen, einer vermehrten Produktion von Singulettsauerstoff, einer 

Absorption innerhalb des photodynamischen Fensters, einer ausgeprägten 

Phototoxizität, einer Erhöhung der physiologischen Lebenszeit mit anschließender in 

vivo Degeneration sowie der Möglichkeit der Initiation von biologischen 

Redoxreaktionen. Diese Eigenschaften tragen entscheidend zur Überlegenheit der 

Pd-Bacteriochlorophylle gegenüber Hematoporphyrinen und Pheophorbiden bei.  

Bisher konnte eine Stabilisierung der Bacteriopheophorbide aufgrund fehlender 

synthetischer Methoden nicht erreicht werden (32). Durch die Einführung eines 

Metalls wie beispielsweise Palladium als Zentralatom hingegen verlieren 

Bacteriopheophorbide in Gegenwart von Sauerstoff und Licht bei Raumtemperatur 

weitgehend ihre Labilität. Diese Tatsache ist eine Grundvoraussetzung, dafür dass 

weitere Modifikationen am Tetrapyrrolzyklus bzw. seiner Peripherie durchgeführt 

werden können, und somit entscheidende Vorteile für den Transport, ein gezieltes 

Targeting sowie die Minimierung toxischer Nebeneffekte zu erwarten sind. 

 

Auch die direkte Einführung von Platin in Bacteriopheophorbid ist nun erstmalig im 

Rahmen dieser Arbeit mit Platindimethylcyclooctadien [Pt(Me)2COD] unter saurer 

Katalyse in Gegenwart von Molekularsieb gelungen. Durch die Rigidität des Makro- 

zyklus von Bacteriopheophorbid, die kein Ausscheren von einem der Donor- 
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Stickstoffatome der Tetrapyrrolringe zur Acceptorseite des Metalls erlaubt, konnte 

die Metallierungsreaktion nur mit einer sehr labil koordinierten Metallverbindung wie 

hier z.B. Pt(Me)2COD erfolgreich durchgeführt werden. Die saure Katalyse fördert 

zusätzlich die Abgangseigenschaften der Methylgruppen und verschiebt somit das 

Reaktionsgleichgewicht wirkungsvoll in Richtung des gewünschten Produktes. Eine 

zwanzig Prozent geringere Ausbeute im Vergleich zur Reaktion mit Pt(Me)2COD 

erhält man bei Verwendung von Platindiacetylacetonat [Pt(CH3COCH2COCH3)2].  

Eine höhere Ausbeute bei der Synthese von Pt-Bacteriopheophorbid wird noch bei 

Einsatz von Pt(CF3)2COD bzw. Pt(CH3COO-)2COD anstelle von Pt(Me)2COD 

erwartet, da die weitaus potenteren Abgangsgruppen eine Verminderung der 

Koordinationssphere des Metalls bewirken. Genauere Phototoxizitätsmessungen und 

Bestimmung der photochemischen bzw. physikalischen Eigenschaften stehen hier 

noch aus. 

Die Ergebnisse der Metallierungsreaktionen haben größtenteils Eingang gefunden in 

folgende Patente (79, 82, Yeda Research, Weizmann Institute of Science). 
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4.1.2  Einführung voluminöser Ankergruppen mit anschließender Berechnung 

 der Komplexbindungskonstante mit Cyclodextrindimeren sowie 

 Bestimmung der Phototoxizitäten und Resorptionsgeschwindigkeiten 

 dieser modifizierten Sensitizer im Zellversuch 

 

Pheophorbidderivate: Einführung einer voluminösen Ankergruppe 

 

Über eine Hydrobromierung der C-3
1
 Vinylgruppe von Pyropheophorbidethylester mit 

anschließender Substitution des Broms durch tert-Butylphenol gelang die Darstellung 

von 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester mit guter Aus-beute (12, 63, 

64, 71, 89a, 89b). 

Entscheidend ist hierbei wasserfrei und unter Inertgas zu arbeiten. Zur Entfernung 

überschüssigen tert-Butylphenols hat sich die Sublimation bei 110°C in der 

Trockenpistole unter Ölpumpenvakkum bewährt. Bedingt durch die Hydrobromierung 

entstehen bei diesem Syntheseverfahren mehrere Nebenprodukte, deren 

chromatographische Abtrennung zeitaufwendig ist.  

Eine andere Möglichkeit wäre ein Syntheseweg, bei dem Wasser an die Vinylgruppe 

des Ethylpheophorbid addiert und die Hydroxylgruppe mit tert-Butylbenzoylchlorid 

verestert wird (16).  

 

Mit einer Ankergruppe versehene Pheophorbidderivate: Phototoxizitäten und 

Resorptionsgeschwindigkeiten im Zellversuch 

 

Für M2R und A375-Tumorzellen konnte gezeigt werden, dass sich die 

Resorptionsgeschwindigkeit durch die Einführung eines tert-Butylphenyl-

substituenten in Position C-3
1
 von Pyropheophorbidethylester verbessert. Auch die 

Phototoxizität wird durch die Substitution geringfügig erhöht. 

Vor dem Hintergrund der systematischen Substitutionen bei den Pd-

Bacteriopheophorbid-, Etioporphyrin- bzw. Hematoporphyrinderivaten lässt sich die 

Erhöhung der Phototoxizität in Einklang bringen mit der Erhöhung der 

intramolekularen Polarität. 
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Mit einer Ankergruppe versehene Pheophorbidderivate: Bestimmung der 

Bindungskonstanten mit Cyclodextrindimeren 

 

Die für den 3
1
-tert-Butylphenoxyethylpyropheophorbidethylester im anwendungs-

bezogenen Teil im Vergleich mit seinem Ausgangsprodukt ermittelten Bindungs-

konstanten mit einem C-13-„gespacerten“-Cyclodextrindimer [di-ß-CD-(2N-A4-C5-

A4)] (78) lassen sich aufgrund der für eine kompetitive Hemmung im Sinne der 

Michaelis-Menten-Kinetik ungültigen Versuchsanordnung [Variation der Cyclo-

dextrinkonzentration nach Reinsborough et al. (33)] nicht verwerten. Eine Grund-

voraussetzung für die kompetitive Hemmung ist, dass durch Steigerung der 

Substratkonzentration der Inhibitor aus seiner Bindung zum Enzym verdrängt werden 

kann. Da aber durch ansteigende Cyclodextrindimerkonzentrationen (hier als 

„Substrat“ eingesetzt) eine Verdrängung des Sensitizers (Inhibitor) nicht möglich ist, 

wird die Versuchsanordnung folgendermaßen variiert: 6-p-(Toluidino-)2-Naphthalen-

sulfonsäure (TNS) wird als zu variierende Substratkonzentration eingesetzt und die 

Konzentration des Cyclodextrindimers als aufnehmendes „Enzym“ konstant 

gehalten. Durch steigende TNS Konzentrationen ist es nun möglich, den Sensitizer 

aus seiner Bindung zum Cyclodextrindimer („Enzym“) zu verdrängen.  

Dadurch, dass die Pheophorbide aufgrund ihrer geringen Phototoxizität für die 

Photodynamische Therapie nur sehr begrenzt geeignet sind (6, 51, 45a, 97), wurde 

auf eine Wiederholung der Bestimmung der Komplexbindungskonstante im Sinne 

einer kompetitiven Hemmung zwischen TNS (Substrat) und Sensitizer (Inhibitor) 

verzichtet. Dennoch war es durch die Variation der Cyclodextrinkonzentration, 

entsprechend den Versuchen von Reinsborough et al. (33) möglich, den optimalen 

Konzentrationsbereich der Einschlussverbindung zwischen dem Cyclodextrindimer 

und Substrat bzw. Inhibitor zu bestimmen. 

Die erzielten Ergebnisse stellen somit eine Grundlage für weitere Untersuchungen 

an Pd-Bacteriopheophorbidderivaten dar, von denen bekannt ist, dass sie wesentlich 

bessere phototoxische Eigenschaften besitzen und bathochromer absorbieren als 

die Pheophorbidderivate (55). 
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Pd-Bacteriopheophorbidderivate: Einführung einer voluminösen Ankergruppe 

 

Analog zur Einführung eines tert-Butylphenylsubstituenten in Position C-3
1 

von 

Pyropheophorbidethylester wurde ein tert-Butylbenzoylsubstituent in Position C-3
1
 

von Pd-Bacteriopheophorbidethylester eingeführt.  

Die Einführung dieses Substituenten wird durch die über die Metallierung mit 

Palladium erreichte weitgehende Oxidationsstabilität wesentlich erleichtert. Um Pd-

Bacteriopheophorbidethylester mit tert-Butylbenzoylchlorid zu verestern, ist eine 

Reduktion der C-3
1
-Acetylgruppe des Pd-Bacteriopheophorbidethylesters zu einer 

Hydroxylgruppe erforderlich. Durch diese Reaktion wird das Absorptionsmaximum zu 

kürzeren Wellenlängen hin verschoben. Diese Eigenschaft ist, wie oben erklärt, in 

der Photodynamischen Tumortherapie von Nachteil.  

Es bleibt als Option offen, einen elektronegativen Substituenten in die Peripherie des 

Bacteriochloringerüsts einzuführen, um eine Rotverschiebung des Absorptions-

maximums zu erreichen (14, 69). 

 

Mit einer Ankergruppe versehene Pd-Bacteriopheophorbidderivate:        

Bestimmung der Bindungskonstanten mit Cyclodextrindimeren 

 

Die Einführung eines tert-Butylbenzoylsubstituenten in Position C-3
1
 von Pd-

Bacteriopheophorbidethylester verbessert die Bindungsaffinität zu einem C-13-

„gespacerten“-Cyclodextrindimer [di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4)] (78), die im Kompe-

titionsversuch mit TNS bestimmt wurde, um den Faktor 3 (d.h. Abnahme der 

Komplexbindungskonstante um den Faktor 3). 

Die Verbesserung der Komplexbindung ist allerdings noch nicht als endgültig zu 

betrachten, da die Spacerlänge des Cyclodextrindimers nicht exakt auf die Größe 

des Sensitizers abgestimmt ist: Mit dem Programm Alchemie III Tripos Associates, 

Moskau (Russland) wurde der Abstand zwischen den terminalen Aminogruppen des 

C-13-Spacers zu 1,64 nm bestimmt. Der Abstand zwischen dem tert-Butylbenzoyl-

substituenten in Position C-3
1 und der Ethylgruppe in Position C-8

1 wurde auf        

1,12 nm berechnet. Ein kürzerer Spacer, wie beispielsweise di-ß-CD-(2N-A8), 

dessen Länge auf 1,2 nm berechnet wurde, könnte Erfolg versprechender sein.  

Außerdem ist der Spacer nach diesen Berechnungen nicht gestreckt. Diese Tat-

sache erschwert die Komplexbildung. Es wird ein langes Zeitintervall benötigt, um  
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den 1:1 Komplex zwischen Sensitizer und Dimer zu bilden. Aus diesem Grund 

erfordern die Versuchsbedingungen möglicherweise noch eine Änderung der 

Temperatur bzw. eine Verlängerung der Reaktionszeit zwischen Dimer und 

Sensitizer. Zudem bleibt abzuwarten, in wieweit die Einführung eines zweiten tert-

Butylbenzoylsubstituenten in Position C-8
1
, der in der zweiten Kavität des Cyclo-

dextrindimers Platz findet, die Bindungsaffinität erhöht. 

Die Bindungsaffinität von Pd-Bacteriopheophorbidethylester mit dem als Referenz 

eingesetzten Cyclodextrinmonomer (Methyl-ß-CD) erhöhte sich durch Einführung 

eines tert-Butylbenzoylsubstituenten in Position C-3
1
 um den Faktor 2 im Vergleich 

zum Ausgangsmolekül. Dieser Wert scheint im Vergleich zu der mit dem Dimer 

erzielten Affinitätssteigerung zu groß zu sein: Auch wenn beim Dimer im Vergleich 

zum Monomer der durch den zusätzlichen Einschluss der Ethylgruppe in Position    

C-8
1
 des 3

1
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester erreichte Bindungs-

energiezuwachs an sich gering ist, sollte er aber dennoch über eine Ausrichtung des 

Dimers insgesamt zu einem wesentlich stärkeren Bindungsenergiezuwachs führen 

als beim Monomer. Anzumerken ist hier jedoch, dass die Versuchsbedingungen zur 

Komplexbildung mit dem Monomer bzw. dem Dimer durch Anwendung 

verschiedener Temperaturprogramme sowie unterschiedlicher Cyclodextrinkonzen-

trationen (zehnfach höhere Konzentration des Monomers) direkte Vergleichs-

möglichkeiten ausschließen. Der Überschuss an Monomer könnte zusätzlich zum 

Einschluss der tert-Butylbenzoylgruppe in Position C-3
1
 den Einschluss der 

Ethylgruppe in Position C-8
1
 durch ein zweites Monomer in Form eines 1:2 

Komplexes (Sensitizer : Monomer) bewirken. 

Die Bindungskonstanten von dem als Substrat eingesetzten TNS zu Cyclodextrin-

monomer und Dimer unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant. Auch dies 

entspricht nicht den Erwartungen. Normalerweise sollte die Bindungskonstante des 

TNS zum Dimer kleiner (d.h. eine geringere TNS-Menge zur Halbsättigung des 

Dimers entspricht einer größeren Affinität zum Dimer) als zum Monomer sein. 

Möglicherweise handelt es sich jedoch auch hier um 1:2 Komplexe zwischen TNS 

und Methyl-ß-Cyclodextrin (Monomer), da die gewählte Konzentration des Methyl-ß-

Cyclodextrin zu hoch lag.  

Da aber die zwischen Methyl-ß-Cyclodextrin und Sensitizer maximal erzielte 

Verringerung der Komplexbindungskonstanten für eine zu geringe Affinität zwischen 

Monomer und Sensitizer spricht, und somit keine wirkungsvolle Entgiftung eines  
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Chemotherapeutikums erlaubt, ist auf die Wiederholung des Experiments mit 

geringeren Methyl-ß-Cyclodextrinkonzentrationen verzichtet worden.  

Außer durch Variation der Anzahl der verknüpften Glucosemoleküle im Cyclodextrin-

monomer bietet das Monomer keine weiteren Möglichkeiten der Anpassung an  den 

Sensitizer.  

 

Mit mindestens einer Ankergruppe versehene Pd-Bacteriopheophorbid-

derivate: Phototoxizitäten und Resorptionsgeschwindigkeiten im Zellversuch 

 

Wider Erwarten zeigt der 3
1
-tert-Butylbenzoylethyl-Pd-Bacteriopheophorbidethyl-

ester eine höhere Phototoxizität in OAT-Tumorzellen als sein Ausgangsprodukt, 

obwohl geringere Mengen von den Tumorzellen resorbiert werden. Diese 

Eigenschaft ist für die praktische Anwendung eines Sensitizers in der 

Photodynamischen Therapie von Vorteil, da bereits bei geringerer Dosierung des 

Sensitizers eine höhere Phototoxizität erreicht werden kann und somit auch die 

Nebenwirkungen reduziert werden können. 

Die Ursache für die erhöhte Phototoxizität ist in der Erhöhung der intramolekularen 

Polarität zu sehen. Durch Einführen apolarer Substituenten an der apolaren Seite der 

Bacteriopheophorbide kann offenbar eine Erhöhung der intramolekularen Polarität 

erreicht werden (Abb. 45). Die intramolekulare Polarität ist von Bedeutung, damit 

sich die Sensitizermoleküle senkrecht zur Zellmembran orientieren, um in diese zu 

inserieren. Eine sichere Positionierung des Sensitizers in der Zellmembran ist 

wichtig, da die Zellmembran der Zielzelle (Tumorzelle) das für die Photodynamische 

Therapie empfindlichste Zellorganell darstellt. 

Substituiert man dagegen 13
2
-Hydroxy-Pd-Bacteriopheophorbidethylester mit tert-

Butylphenol in Position 17
4 sowie mit tert-Butylbenzoylchlorid in Position 13

2
, so 

nimmt die Phototoxizität stark ab. Bereits einer dieser Substituenten ist ausreichend, 

um diesen Effekt zu erzielen und die Phototoxizität eines zuvor äußerst potenten 

Sensitizers komplett aufzuheben. Dies hängt im Wesentlichen mit dem Verlust der 

intramolekularen Polarität zusammen, die durch das Einführen eines apolaren 

Substituenten an der polaren Seite des Bacteriopheophorbids bewirkt wird. 

Die UV/VIS-Spektren der aus den Zellen extrahierten Sensitizer deuten zudem auf 

Aggregationseffekte des in Position 17
4
 bzw. 13

2
 mono- bzw. disubstituierten 13

2
-Hy-

droxy-Pd-Bacteriopheophorbidethylesters hin. Eine Ursache für die verringerte  
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Phototoxizität dieser Verbindungen ist somit auch darin zu sehen, dass bedingt 

durch die Aggregation Singulettsauerstoff nur in geringen Konzentrationen gebildet 

werden kann. Stattdessen wird ein großer Teil des absorbierten Lichts in Wärme 

umgewandelt. Zudem lassen die Absorptionsspektren erkennen, dass sich die 

Oxidationsneigung mit der Zahl der Substituenten vergrößert (28, 29).  
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Abb. 45:  Richtung des Dipolmomentes bei 3
1
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheo-

 phorbidethylester [aus (84)] 

 

Demzufolge ist eine zu starke Veränderung des von der Natur gelieferten Sensitizers 

nicht sinnvoll (22). 

Alle Palladium-Bacteriopheophorbidderivate lassen sich nur über ihre Phos-

phoreszenz einzelnen Zellkompartimenten zuordnen, da Palladium die Fluoreszenz 

quencht. Leider war im Rahmen dieser Arbeit eine Messung der Phosphoreszenz 

aus technischen Gründen nicht möglich. Vermutlich ist eine homogene Verteilung in 

der Zellmembran und den peripheren Vesikeln der Tumorzellen für die bessere  
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Phototoxizität des 3
1
-tert-Butylbenzoyl-Pd-Bacteriopheophorbidethylester verant-

wortlich (54, 74).  

 

Pd-Bacteriopheophorbidderivate: Möglichkeiten zur Einführung einer zweiten 

Ankerguppe  

 

Zusätzlich zur Ankergruppe in Position C-3
1
  erscheint das Anbringen einer zweiten 

Ankergruppe in Position C-8
1
 sinnvoll, da für eine Komplexbildung mit einem 

Cyclodextrindimer mindestens zwei Ankergruppen erforderlich sind (10). 

Ein möglicher Reaktionsweg führt über eine syn-Hydroxylierung von Chlorinen in 

Position 7 und 8 zur Oxidationsstufe der Bacteriochlorine (15, 38, 67, 70, 89a, 89c). 

Die durch diese Reaktion erhaltene Hydroxylgruppe in Position 8 lässt sich für eine 

Veresterungsreaktion mit einer geeigneten zweiten Ankergruppe nutzen. Diese 

Reaktionsfolge bietet eine Möglichkeit, die teuren, aber für die Photodynamische 

Tumortherapie äußerst geeigneten Bacteriochlorophylle (55) aus den reichlich zur 

Verfügung stehenden Chlorophyllen zu synthetisieren. Die Rentabilität eines 

Verfahrens, das so viele Reaktionsschritte umfasst, ist jedoch fragwürdig. Daher 

wurde diese Möglichkeit in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht.  

Es muss somit nach einfacheren Synthesewegen zur Modifikation der C-3
1 
und C-8

1
-

Position von Bacteriopheophorbiden gesucht werden, um den präparativen Aufwand 

zu reduzieren.  

Aus diesem Grunde wurden 2,4-Di-(α-(Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrindimethyl-

ester [bzw. 2,4-Di-(α-(Hydroxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester] und Etio-

porphyrine als Modellsubstanzen gewählt.  
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Porphyrinderivate aus der Gruppe der Hemato- und Etioporphyrine als Modell-

substanzen zur Einführung einer zweiten Ankergruppe 

 

2,4-Di-(α-(Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrindimethylester konnte nach einem 

speziellen Reaktionsverfahren in Gegenwart von Zinkacetat in Position C-2 

(entspricht C-3
1
 bei Bacteriopheophorbiden) und C-4 (entspricht C-8

1
 bei 

Bacteriopheophorbiden) mit tert-Butylphenol zum 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)-

ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester (DP) disubstituiert werden. Die Synthese 

erfolgt über die Erzeugung eines konjugierten Carbokations nach Abspaltung der 

Methoxygruppen in Gegenwart von Zinkacetat, gefolgt von einem zweifach 

nukleophilen Angriff durch tert-Butylphenol. Über den herkömmlichen Weg via     2,4-

Di-(α-(Brom-)ethyl-)DP als Zwischenprodukt mit anschließender Substitution der 

Bromatome durch tert-Butylphenol lassen sich nur Ausbeuten unter 20% erzielen, da 

eine sehr komplexe Mischung verschieden substituierter Bromderivate entsteht, die 

sich nur äußerst schlecht aufreinigen lässt.  

Diese Methode eignet sich nur zur Darstellung des 2,4-Di-(α-Cyclohexyloxy-)ethyl-)-

DP, dessen Aufreinigung auch äußerst schwierig ist. Allerdings kann nach Reinigung 

über einer Kieselgelsäule die Bildung bisher unbekannter Monovinylhemato-

porphyrinderivate beobachtet werden, die wahlweise in Position 2 oder 4 eine 

Vinylgruppe enthalten. Sie ist durch Eliminierung von Cyclohexanol entstanden. Eine 

genauere Charakterisierung dieser Substanzen steht noch aus. Englische 

Forschungsgruppen konnten allerdings zeigen, dass diese Monovinyl-

hematoporphyrinderivate im Vergleich zum Hematoporphyrinderivat eine wesentlich 

höhere Phototoxizität in vitro zeigen (8). 

 

Auch Etioporphyrine können in meso-Position in Gegenwart von Zinkacetat über die 

Zwischenstufe eines konjugierten Carbokations mit N-Methyl-4-hydroxypiperidol 

substituiert  werden. Dabei erfolgt die Substitution der Dimethylaminogruppe von 

meso-N,N-Dimethylaminomethyletioporhyrin I aller Wahrscheinlichkeit nach über 

einen nukleophilen Angriff des Sauerstoffatoms von N-Methyl-4-hydroxypiperidol, so 

dass eine weitere Methylierung des Substituenten mit Methyljodid unter Einführung 

einer positiven Ladung möglich ist. 
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Diese Synthesemethode sollte in erster Linie als Modell für die zweifache 

Substitution des 2,4-Di-(α-(Methoxy-)-ethyl-)DP mit N-Methyl-4-hydroxypiperidol 

dienen, die sich auf diesem Wege allerdings nicht realisieren ließ. 

 

2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)DP konnte jedoch mit geringerer Ausbeute in 

einer zweistufigen Reaktion über 2,4-Di-(α-(Brom-)ethyl-)DP als Intermediat 

synthetisiert werden. Allerdings erfolgt die Substitution mit N-Methyl-4-hydroxy-

piperidin mit großer Wahrscheinlichkeit nicht, wie gewünscht, über das Sauerstoff-

atom als angreifendes Nukleophil, sondern über das Stickstoffatom mit gleichzeitiger 

Einführung einer positiven Ladung am Stickstoffatom pro Substituent.  

N-Methyl-4-hydroxypiperidin reagiert als Base mit dem 2,4-Di-(α-(Brom-)ethyl-)DP 

unter Bildung des Salzes von 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)DP. 

Dabei ist es von Vorteil, eine über 40 % HBr-Lösung in Eisessig zu verwenden, um 

einerseits die Reaktionszeiten zu verkürzen und andererseits die Hydrolyse des 

Dimethylesters zum N-Methylpiperidiniumcarboxylat durch kürzere Reaktionszeiten 

zu minimieren. Die Trennung beider Substanzen ist durch Zugabe von  getrocknetem 

Methylenchlorid möglich, in dem sich der hydrolisierte Ester nicht löst. Zur 

Abtrennung von nicht reagiertem N-Methyl-4-hydroxypiperidin wird ein Überschuss 

an Methyljodid zugesetzt. Durch die Ausfällung des sich bildenden  N,N-Dimethyl-4-

hydroxypiperidiniumiodid und anschließende Filtrierung wurde reiner 2,4-Di-(α-(N-

Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)DP hergestellt.  

Möglicherweise könnte die Synthese von 2,4-Di-(α-(Oxy-4-N-Methylpiperidin-)ethyl-) 

DP über eine Reaktion des 2,4-Di-(α-(Brom-)ethyl-)DP mit N,N-Dimethyl-4-

hydroxypiperidiniumiodid in trockenem Dioxan oder DMSO erfolgen, da nach 

Absättigung des Stickstoffes mit einer weiteren Methylgruppe das Sauerstoffatom 

der Hydroxygruppe im wasserfreien Milieu als stärkeres Nukleophil fungieren könnte. 

Alternativ wäre eine Aktivierung des 2,4-Di-(α-(Brom-)ethyl-)DP mit Triethylamin 

denkbar, gefolgt von einer Reaktion mit N-Methyl-4-hydroxypiperidin oder N,N-

Dimethyl-4-hydroxypiperidiniumiodid. Hier sollte eine Substitution sowohl aus 

sterischer wie auch ladungsbedingter Abstoßung vorzugsweise über das 

Sauerstoffatom als angreifendes Nukleophil erfolgen. 
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Mit zwei Ankergruppen versehene Hematoporphyrinderivate: Bestimmung der 

Bindungskonstanten mit Cyclodextrindimeren 

 

Die Bestimmung der Komplexbindungskonstante des mit zwei voluminösen 

Ankergruppen versehenen  2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-

IX-dimethylester (DP) [2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)hematoporphyrindimethyl-

ester] mit einem C-13-„gespacerten“-Cyclodextrindimer [di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4) 

(78)] ergab einen Wert von 4,5 x 10
-6
 M. Das entspricht einer Steigerung der 

Bindungsaffinität um den Faktor 10 bzw. einer Abnahme der Komplexbindungs-

konstante um den Faktor 10 im Vergleich zu dem nicht substituierten 

Hematoporphyrindimethylester. Dies bedeutet, dass durch die Einführung zweier 

tert-Butylphenylsubstituenten wahrscheinlich ein synergistischer Effekt erzielt werden 

kann.  

Die Steigerung der Bindungsaffinität kann noch nicht als endgültig betrachtet 

werden. Eine weitere Verringerung der Komplexbindungskonstante von 4,4 x 10
-6 M 

wird nach optimaler Anpassung der Spacerlänge an den Abstand der beiden tert-

Butylphenoxygruppen im Hematoporphyrindimethylester möglich sein.  

Außerdem ist eine vollständigere Monomerisierung der jeweiligen Cyclodextrine 

durch den Einsatz von geeigneteren Temperaturprogrammen wünschenswert. Dabei 

erscheint eine Verlängerung der Erwärmungszeit der mit Sensitizer versetzten 

Cyclodextrindimerlösung von vier auf z.B. zwölf Stunden bei 50°C erfolg-

versprechend (54a). 

Vergleicht man die Bindungskonstanten von 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-) 

DP bzw. seines Ausgangsproduktes mit Cyclodextrinmonomer (Methyl-ß-Cyclo-

dextrin), so fällt auf, dass auch beim Cyclodextrinmonomer die zweifache 

Substitution zu einer Steigerung der Bindungsaffinität um den Faktor 8 führt. Auch 

dies lässt im Vergleich zur Verdoppelung der Bindungsaffinität nach Einführung 

eines tert-Butylbenzoylsubstituenten in Pd-Bacteriopheophorbidethylester einen 

synergistischen Effekt bei zweifacher Substitution vermuten. 

Zudem ist die Affinität des Sensitizers zum Dimer nur maximal um den Faktor 2 

ausgeprägter als zum Monomer. Hier findet sich eine ähnliche Tendenz wie bereits 

bei den Pd-Bacteriopheophorbidderivaten diskutiert. Vor allem die im Vergleich zu 

den Dimeren zehnfach höhere Monomerkonzentration lässt eine Komplexbildung in 

unterschiedlichen stöchiometrischen Verhältnissen vermuten. 
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Bei Verdoppelung der Sensitizerkonzentration erniedrigt sich die Affinität des TNS 

zum Dimer wider Erwarten um den Faktor 3. Dies lässt sich nur mit einer 

unvollständigen Reversibilität der Komplexbildung zwischen Dimer und Sensitizer 

(Inhibitor) bzw. TNS (Substrat) erklären. Erhöht man durch Verdoppelung der 

Sensitizerkonzentration die Anzahl der Komplexe zwischen Sensitizer und Dimer, so 

ist nach Zugabe von steigenden Konzentrationen von TNS zur Zeit der 

Fluoreszenzmessung wahrscheinlich noch keine vollständige Gleichgewichts-

einstellung unter Verdrängung des Sensitizers durch TNS erfolgt. Dies bedeutet, 

dass bei diesen Experimenten die Einstellung des Gleichgewichtes sehr 

zeitaufwendig sein kann. Eine Zeitunabhängigkeit besteht somit nicht. Aus diesem 

Grund ist es  erforderlich, die Reihenfolge der Zugabe von Inhibitor (Sensitizer) und 

Substrat (TNS) genau einzuhalten. Normalerweise würde man zunächst das 

Substrat TNS mit dem Dimer reagieren lassen, um es anschließend mit dem 

Sensitizer als Inhibitor aus der Bindung zum Dimer zu verdrängen. Da aber die 

Aufnahme des Sensitizers in die Kavitäten des Dimers zeitintensiv und temperatur-

abhängig ist, erscheint es hier notwendig, zuerst den Sensitizer mit dem Dimer bis 

zur vollständigen Gleichgewichtseinstellung reagieren zu lassen, und erst 

anschließend das Substrat TNS hinzuzufügen. Allerdings weist die Versuchsreihe 

mit doppelter Sensitizerkonzentration darauf hin, dass es insbesondere bei hohen 

Sensitizerkonzentrationen auch nach Zugabe des TNS noch sinnvoll ist, ein längeres 

Zeitintervall bis zur vollständigen Gleichgewichtseinstellung der Kompetitionsreaktion 

einzuhalten und erst danach die Fluoreszenzen zu bestimmen. 

 

Vergleichbare Kompetitionsversuche mit 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidi- 

nium-)ethyl-)DP (5 µM) als Inhibitor haben bisher zu keinen verwertbaren Ergeb-

nissen geführt. Da der Dimethylpiperidiniumsubstituent über das Stickstoffatom 

anstatt wie gewünscht über das Sauerstoffatom am Hematoporphyrinringsystem 

befestigt ist, lassen sich über die Qualität dieser Ankerstrukturen gegenwärtig noch 

keine Aussagen machen. 

Solange jede Ankergruppe eine positive Ladung trägt, erscheint eine wirksame 

Inkorporation in das Hohlraumsystem der verschiedenen Cyclodextrine nicht ohne 

weiteres möglich zu sein. Durch Steigerung der Lösungsmittelkonzentration von 

DMSO könnte ein sogenannter „dragging effect“ erzielt werden, über den die positiv 

geladenen Ankergruppen via Mobilisierung des intrakavitären Wassers durch DMSO  



 134   
 

in die Kavitäten des Cyclodextrindimers gezogen würden.  

Um über die Qualität dieser Ankerstruktur gültige Aussagen machen zu können, wird 

es erforderlich sein, die Synthesebedingungen so zu variieren, dass eine Bindung 

des N-Methyl-4-hydroxypiperidins an die Peripherie des Tetrapyrrolzyklus über das 

Sauerstoffatom anstatt über das Stickstoffatom erfolgen kann. 

  

Wertung der erzielten Bindungskonstanten in Bezug zu den in der Literatur 

gefundenen Daten 

 

Den Ergebnissen von Breslow und Chung (10) zufolge wurde durch das Einführen 

zweier tert-Butylbenzoylsubstituenten eine Steigerung der Komplexbindungs-

konstante in der Größenordnung von 4 Zehnerpotenzen erwartet.  

Das Nichterzielen dieses Wertes kann folgendermaßen erklärt werden: Zwar sind die 

von Breslow und Chung verwendeten Clamshell-Dimere über zwei Spacer 

miteinander verbunden, so dass bedingt durch die Starrheit des Moleküls über eine 

Entropieverringerung eine Steigerung der Bindungsaffinität erwartet werden kann. 

Jedoch ist über die genaue Methode der Bestimmung der Bindungskonstanten von 

Breslow und Chung nichts bekannt. Möglicherweise kommt die Abweichung in den 

ermittelten Bindungskonstanten durch unterschiedliche Bestimmungsmethoden 

zustande.  

Außerdem bleibt noch die exakte Größenabstimmung der Cyclodextrindimere auf die 

inkorporierten Sensitizer abzuwarten.  

Eventuell müsste auch das Temperaturprogramm noch weiter optimiert werden 

(54a). Hierzu gibt es in der gängigen Literatur bisher keine Angaben. 

 

Für die Zukunft wünschenswert wäre die Messung der Komplexbindungskonstante 

über die Bestimmung der Hochfeldverschiebung der Wasserstoffprotonen innerhalb 

der Cyclodextrindimere mit Hilfe von 
1
H-NMR und ROESY-Messungen (83). Diese 

Messungen würden zum einen eine exakte Aussage über den inkorporierten Teil des 

Moleküls gestatten und sind zum anderen unabhängig von den vorliegenden 

Inkorporationsgleichgewichten. Leider konnte eine solche Messung aus technischen 

Gründen im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt werden. 
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Porphyrinderivate aus der Gruppe der Etio- bzw. Hematoporphyrine: 

Phototoxizitäten und Resorptionsgeschwindigkeiten im Zellversuch 

 

In meso-N,N-Dimethylaminomethyl-Etioporhyrin I wurde die Dimethylaminogruppe 

durch  N-Methyl-4-hydroxypiperidol bzw. N,N-Dimethyl-4-hydroxypiperidinium sub-

stituiert. Die dadurch erhaltenen Sensitizer zeigen eine verringerte Aufnahme in die 

OAT-Zellen gekoppelt mit einer gesteigerten Phototoxizität. Anhand dieser 

Ergebnisse kann ein bereits bei den substituierten Pd-Bacteriopheophorbidderivaten 

sich herauskristallisierendes Prinzip bestätigt werden. Während bei den Pd-

Bacteriopheophorbidderivaten die bereits im Molekül inhärente Polarität durch 

Einführen zusätzlicher Substituenten wahlweise verstärkt bzw. aufgehoben werden 

kann, ist das Etioporphyrin I ein komplett symmetrisches Molekül. Durch gezielte 

asymmetrische Substitution in meso-Position von Etioporphyrin lässt sich die 

intramolekulare Polarität schrittweise erhöhen. Während die Ausgangsverbindung in 

photodynamisch weitgehend inerten Zellkompartimenten wie beispielsweise dem 

Zytoplasma angereichert wird, erreicht man parallel zur Zunahme der 

intramolekularen Polarität eine Umverteilung in Richtung Zellmembran mit gleich-

zeitiger Zunahme der Phototoxizität. Diese Umverteilung kann mit Hilfe der 

Fluoreszenzauflichtmikroskopie, die Hinweise auf die intrazelluläre Lokalisation gibt, 

sichtbar gemacht werden.  

Diese Substitutionen sind letztlich in der Lage, ubiquitär in der Zelle verteilte 

Sensitizer in Sensitizer mit spezifischer Ortspräferenz, z.B. zur Zellmembran, zu 

überführen.  

Auch nimmt die Monomerisierung der Moleküle erkennbar an den schmalen Banden 

der UV-VIS Absorptionsspektren mit ihrer Ladung zu. Dies führt zu einer weiteren 

Phototoxizitätssteigerung.  

Während negativ geladene Moleküle wie beispielsweise Tetrasulfophthalocyanine 

ihre Phototoxizität immer außerhalb der Zelle entfalten, reichern sich positiv 

geladene Moleküle im Bereich der negativ geladenen Zellmembran an bzw. werden 

teilweise ins Zytoplasma aufgenommen. Einige dieser positiv geladenen Sensitizer 

weisen aus diesem Grund eine unerwünschte Dunkeltoxizität auf (59). Bei den 

Etioporphyrinderivaten jedoch kann bis zu 20 Stunden nach Zellexposition keine 

Dunkeltoxizität nachgewiesen werden. 
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Die Aufnahme in OAT-Zellen nimmt vom Hematoporphyrindimethylester über 2,4-Di-

(α-Cyclohexyloxy-)ethyl-)DP bzw. 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)DP zum  

2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)DP zu. Auch die Phototoxizität 

steigt entsprechend dieser Reihenfolge. Somit findet sich auch hier das Prinzip 

bestätigt, dass mit zunehmender intramolekularer Polarität die Phototoxizität stark 

zunimmt.   

Die Aufnahmekinetiken der substituierten Sensitizer sind sehr unterschiedlich: 

Während 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-hydroxypiperidinium-)ethyl-)DP bereits nach 5 Minu-

ten das Aufnahmemaximum erreicht, zeigt 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)DP 

eine langsame und kontinuierliche Inkorporation in die OAT-Zellen. Die Unterschiede 

sind wahrscheinlich auf die positive Ladung von 2,4-Di-(α-(N-Methyl-4-

hydroxypiperidinium-)ethyl-)-DP zurückzuführen. 

 

Beim Vergleich der Phototoxizitäten lässt sich für die Etioporphyrinderivate in 

Abgrenzung zu den Hematoporphyrinderivaten folgendes feststellen:  

Für die Etioporphyrinderivate konnte gezeigt werden, dass mit steigender 

intramolekularer Polarität trotz verminderter Sensitizeraufnahme in die Tumorzellen 

die Phototoxizität zunimmt. Bei den Hematoporphyrinderivaten dagegen geht die bei 

steigender intramolekularer Polarität nachweisbare Phototoxizität mit einer 

steigenden Sensitizeraufnahme in die Zellen einher.  

Daraus lässt sich wiederum schlussfolgern, dass die aufgenommene 

Sensitizermenge nicht nur von der intramolekularen Polarität sondern auch von 

anderen Parametern wie z.B. sterischen Faktoren abzuhängen scheint. 
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Resorptionsgeschwindigkeit von mit zwei Ankergruppen versehenen Hemato-

porphyrinderivaten vor und nach Einschluss in ein Cyclodextrindimer [di-ß-

CD-(2N-A4-C5-A4)] 

 

Zum Schluss wurde das Resorptionsverhalten des in ein Cyclodextrindimer als 

Carriersystem eingeschlossenen mit zwei Ankergruppen versehenen Sensitizers in 

Gegenwart von Tumorzellen untersucht. Dieser Versuch wurde durchgeführt, um die 

Stabilität des Einschlusskomplexes aus Cyclodextrindimer und Sensitizer unter in 

vitro Bedingungen zu testen. Die Tumorzellen werden in diesem Versuch als Modell 

für die Zellen des menschlichen Körpers eingesetzt. Dieser Versuch soll erste 

Hinweise für das Verhalten des Chemotherapeutikums in vivo liefern, um die auch 

bei Einsatz eines Carriersystems verbleibenden systemischen Nebenwirkungen 

besser einschätzen zu können. Optimal wäre eine so stabile Einschlussverbindung, 

dass kein freier Sensitizer zur Aufnahme in die Zellen der Zellkultur mehr vorliegt. 

 

Das Ergebnis dieses Versuchs erlaubt folgende Schlussfolgerungen: Der Einschluss 

von mit zwei Ankergruppen versehenen 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)deutero-

porphyrin-IX-dimethylester (DP) in das C-13-„gespacertes“-Cyclodextrindimer [di-ß-

CD-(2N-A4-C5-A4)] (78) bewirkt eine Reduktion der Resorptionsgeschwindigkeit 

dieses Sensitizers durch die OAT-SCLC-Zellen nach 20 Stunden auf 15 % im 

Vergleich zum freien Sensitizer.  

Nach Zerstörung des Komplexes aus Cyclodextrindimer und Sensitizer durch das 

Enzym Cyclodextrinase und anschließender Bestrahlung kann zudem durch die nun 

in der Zellkultur wieder messbar ansteigende Phototoxizität bewiesen werden, dass 

der Sensitizer, trotz der für den Einschluss in ein Dimer über einen längeren 

Zeitraum erforderlichen Temperaturerhöhung, seine phototoxischen Eigenschaften 

beibehalten hat. 

 

Die durch den Einschluss erzielte Verringerung der Resorptionsgeschwindigkeit des 

freien Sensitizers auf 15 % wird sich richtungsweisend für zukünftige Forschungen in 

der Pharmakotherapie auswirken. Eine Verbesserung sowohl der Photochemo-

therapie als auch der Chemotherapie im Allgemeinen kann nur erwartet werden, 

wenn die verwendeten Chemotherapeutika in eine passende Hülle (als Carrier) 

eingeschlossen werden, wie beispielsweise die der Cyclodextrindimere, die eine  
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Aufnahme dieser eingeschlossenen Chemotherapeutika in Körperzellen wirkungsvoll 

unterbindet und nur am Tumor aufgebrochen wird. Weitere Verbesserungen können 

durch genaue Anpassung der Länge des Spacers auf den Abstand der beiden 

Ankergruppen im Sensitizer erreicht werden. Bei der  Bindungskonstante von 4,4 x 

10
-6
 Mol handelt es sich somit um einen vorläufigen Wert.  

Nachfolgende Experimente mit Taxol geben Hinweise darauf, dass ein nahezu 

vollständig inerter Transport des Chemotherapeutikums bis an den Tumor möglich 

scheint: Die exakte Anpassung des Spacers auf die beiden Benzoesäureringe im 

Taxol bewirkt einen beinahe vollständigen Ausschluss der Zellaufnahme, erkennbar 

an der auf weniger als 10 % verringerten Zelltoxizität (54a). Die Bindungskonstante 

für Taxol mit dem C-13 „gespacerten“ Dimer liegt bei 2 x 10
-7
 Mol.  

Dies bedeutet, dass durch die exakte Adaptation des Cyclodextrindimers auf das 

einzuschließende Chemotherapeutikum, verglichen mit den in dieser Arbeit erzielten 

Bindungskonstanten, eine Steigerung der Bindungsaffinität um den Faktor 20 

erwartet werden darf. 

Weiterhin lassen die Zellversuche mit den in ein Cyclodextrindimer einge-

schlossenem Taxol erzielten Bindungskonstanten vermuten, dass die von Breslow 

und Chung (10) erreichte vermeintlich sehr hohe Stabilität der Einschlusskomplexe    

in vivo zur Entgiftung der Chemotherapeutika wahrscheinlich gar nicht erforderlich 

ist. 

 

4.1.3 Ausblick 

 

Die Erkenntnisse über die Prinzipien zur Erhaltung bzw. Steigerung der Polarität und 

damit Erhöhung der Phototoxizität haben gezeigt, wie ein hypothetisches 

Sensitizermolekül aussehen sollte, das alle bisher diskutierten Kriterien in sich 

vereint (Abb. 46): Zur stabilen Verankerung des Sensitizers in der Zellmembran 

werden zwei Moleküle Glucosamin an der polaren Seite des Sensitizers benötigt, da 

Aminozucker nachweislich eine hohe Affinität zur Zellmembran haben (45). Die 

Synthese von 2,4-Di-(α-Methoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-IX-diglucosamid wurde 

bereits über eine Aktivierung der Carboxlgruppen via Triethylamin und Einführung 

des Pentafluorphenylesters als potente Abgangsgruppe im Rahmen dieser Arbeit 

durchgeführt und die Substanz vorläufig charakterisiert.  
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Durch diese Modifikation würde eine drastische Reduktion der zur Zerstörung einer 

Tumorzelle benötigten Sensitizer von 10
8 Molekülen auf 10

6
 erzielt werden (44, 53,  
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Abb. 46: Modell eines zukünftigen Sensitizers 

 

86). Durch die Einführung von zwei über das Sauerstoffatom gebundene die N-N-Di- 

methyl-4-hydroxypiperidiniumsubstituenten in Position 2 und 4 von Hemato-

porphyrindiglucosamin werden zwei wirkungsvolle Ankergruppen zur Verkapselung 

in Cyclodextrindimeren geschaffen. Gleichzeitig sollte durch die positive Ladung  

dieser Substituenten eine Erhöhung der intramolekularen Polarität bewirkt werden. 

Zudem wird die positive Ladung zu einer Anreicherung an der  negativ geladenen 

Zellmembran führen. Zusätzlich wird durch die Biotinylierung des Sensitizers mit 

Hilfe von Avidin als Brückenstruktur ein gezieltes Andocken an die mit biotinyliertem 

Antikörper markierten Tumorzellen gewährleistet. Dies hätte den Vorteil, dass die 

Hüllmoleküle nicht mehr biotinyliert werden müssten, und somit keine Scherkräfte auf 
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die Hülle wirken würden, die zu einer verringerten Bindungskonstante mit dem 

Gastmolekül führen könnten. Da zudem jedes Avidin über vier Bindungsstellen zum 

Biotin verfügt, und jeder Sensitizer über zwei Glucosamin gebundene Biotine, sollte 

dies zu einer multiplikativen Anreicherung von Sensitizermoleküle in der 

Größenordnung von 10
8
 pro Tumorzelle führen (5, 60). Weiterführende Experimente 

zur multiplikativen Anreicherung eines biospezifischen Carriersystems am Tumor 

sind jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

 

Durch die direkten Metallierungen der Bacteriopheophorbide mit Palladium und 

Platin wurden Sensitizer mit hervorragenden photodynamischen Eigenschaften zum 

zukünftigen Einsatz in der Pharmakotherapie synthetisiert. Der nächste Schritt wird 

die Einführung von dreiwertigem Gold in Bacteriopheophorbide sein. Dies sollte mit 

Hilfe von Au(Cl)3 bzw. Au(CH3COCH2COCH3)3 in Pyridin oder Trichlorbenzol als 

Lösungsmittel gelingen. Die dazu durchgeführten Vorversuche sprechen für den 

Erfolg dieser Synthesemethode. 

Durch die direkten Metallierungen mit verschiedenen Edelmetallen wird sich 

möglicherweise eine weitere Option innerhalb der Photodynamischen Therapie 

ergeben (Abb. 47): Mit Hilfe eines auf den Tumor fokussierten Röntgen-strahlbündels 

könnte die gezielte Zerstörung des zuvor systemisch verabreichten Sensitizers unter 

Metallfreisetzung einschließlich seiner Liganden erfolgen. Diese Verbindungen 

wären anschließend in der Lage, selektiv im Tumor cis-Platin-analoge Wirkung zu 

entfalten. Diese neue Variante der Photodynamischen Therapie wäre in der Lage die 

entscheidende Limitierung durch die zu geringe Eindringtiefe des sichtbaren  Lichtes 

zu überwinden. 

Weitere Untersuchungen in diese Richtung müssen zukünftigen Forschungsarbeiten 

vorbehalten bleiben. 
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Abb. 47: Prospektive Einsatzmöglichkeit von Pt-Bacteriopheophorbid 

 

 

Überdies ist die Bedeutung der Ergebnisse dieser Arbeit vor allem darin zu sehen, 

dass die unter der Zielsetzung der Bildung inerter Einschlussverbindungen mit einem 

biospezifischen Carriersystem präsentierten präparativen Methoden auch auf andere 

weitaus toxischere Chemotherapeutika übertragbar sein sollten.  

Ferner sollten sich die Prinzipien, die für die Polaritätserhaltung der Porphyrinoide 

aufgestellt und untersucht worden sind, auch auf andere häufig zur Tumortherapie 

eingesetzte Chemotherapeutika anwenden lassen.  

Bei der Analyse der chemischen Strukturen solcher zur Zeit verwendeten 

Chemotherapeutika, gibt es einige vielversprechende Substanzen. Es besteht die 

Hoffnung, dass sie unter Erhalt ihrer cytotoxischen Eigenschaften derart modifiziert 

werden können, dass eine wirkungsvolle Verkapselung erzielt wird.  

Beispiele für solche gegenwärtig eingesetzten Substanzen sind Taxol (Abb. 48), 

Vinblastin, Vincristin und Vindesin (s. auch Abb. 50).   
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Diese Chemotherapeutika beeinflussen die Polymerisation von Mikrotubuli und 

greifen auf diese Weise in den Mitosezyclus ein. Ein besonderer Vorteil dieser 

Substanzen ist, dass sie in der Lage sind, Chemoresistenzen in zuvor behandelten 

malignen Tumoren aufzuheben. Als Nebenwirkung weisen sie jedoch eine hohe 

Toxizität gegenüber Knochenmark, Nervengewebe, Leber und Magen-Darmepithel 

auf. 

Aus diesem Grund erscheint es von unschätzbarem Wert, gezielte Mechanismen zur 

selektiven Aufnahme in Tumorzellen zu entwickeln 
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Abb. 48: Natürliches Chemotherapeutikum: Taxol  

 

Von Taxol ist inzwischen bekannt, dass es weitgehend inerte Komplexe mit einem 

C13-„gespacerten“-Cyclodextrindimer bildet. Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit 

erreichten Reduktion des freien Sensitizers auf 15 % in der Zellkultur (Abb. 49), 

konnte durch den zwischen Taxol und Cyclodextrindimer gebildeten Einschluss-

komplex eine Reduktion der Menge an nicht gebundenem Taxol auf kleiner 10 % 

erzielt werden (54a). Diese Tatsache weist darauf hin, dass auch im menschlichen 

Körper mit Hilfe der durch die Cyclodextindimere gebildeten stabilen Einschluss-
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verbindungen ein weitgehend inerter Transport zum Tumor möglich sein wird. Die 

Bildung stabiler Einschlussverbindungen ist damit die erste und entscheidende 

Voraussetzung für eine polyphasische Chemotherapie mit reduzierten systemischen 

Nebenwirkungen und stellt eine richtungsweisende Innovation im Bereich der 

Pharmakotherapie dar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 49:  Prinzipien eines biospezifischen Carriersystems: Verringerung der Menge 

 des freien Sensitizers durch Einschluss in ein Cyclodextrindimer auf 15 % 

 

Taxol kann außerdem an den Benzoesäureringen modifiziert werden, ohne dass 

seine Toxizität verloren geht (96). Somit sollte es über eine Veränderung der 

intramolekularen Polarität möglich sein, die Zellaufnahme zu beschleunigen und die 

Dosis zu reduzieren. 
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Die ersten Versuche Vincaalkaloide (Abb. 50) und Colchicum-Alkaloide (Abb. 51) in 

Cyclodextrin-Carrier einzuschließen, waren bisher __ im Gegensatz zu Taxol __ 

aufgrund der fehlenden Ankerstruktur wenig erfolgreich. Deshalb erscheint es 

sinnvoll, an chemisch leicht zugänglichen Punkten entsprechende Ankerstrukturen in 

diesen Verbindungen einzuführen und anschließend ihre biologische Aktivität zu 

testen. 
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Abb. 50:  Natürliche Chemotherapeutika:  

 Vinblastin: R1: CH3; R2:OCH3;  R3: COCH3 

 Vincristin:  R1: CHO;  R2: OCH3;  R3: COCH3 

 Vindesin: R1: CH3;  R2: NH2;  R3: H 

 

 

Eine völlig neue Option zur Bildung stabilerer Einschlusskomplexe wäre die 

Synthese von Cyclodextrintrimeren anstelle von Dimeren. Berechnungen mit 

Molecular Modelling folgend, wird die Bindungsenergie von Cyclodextrintrimeren mit 

den entsprechenden Gastmolekülen auf 60 kcal/mol berechnet, im Vergleich zu 40 

kcal/mol bei entsprechenden Cyclodextrindimeren. Dies liegt unter anderem an der 

geringeren Flexibilität der Spacer sowie an der zu erwartenden stärkeren 

Entropieabnahme. 

Möglicherweise eignen sich die Vinca- und Colchicumalkaloide von ihrer 

Stereochemie besser zum Einschluss in ein Cyclodextrintrimer.  



 145   
 

Wenn die Bildung solcher inerter Komplexe mit Cyclodextrinoligomeren auch hier 

gelingen sollte (48, 49, 56), besteht die Hoffnung, dass die Anwendung dieses 

Verfahrens nicht nur auf die Photodynamische Tumortherapie beschränkt bleibt (52), 

sondern viele hoch toxische, bisher nicht (z.B. Colchicin) oder nur bedingt (z.B. 

Taxol) als Zytostatika zugelassenen Chemotherapeutika ihre gezielte Wirksamkeit im 

Rahmen einer polyphasischen Tumortherapie entfalten können, ohne die bisher in 

Kauf zu nehmenden Nebenwirkungen.  
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Abb. 51: Colchicin  

 

 

Auf diese Ergebnisse aufbauende zukünftige Forschungsarbeiten sollten eine 

optimale Abstimmung eines Chemotherapeutikums auf ein Carriersystem zum Ziel 

haben, das gleichzeitig ein effektives Tumor-Targeting gewährleistet. 

Gelingt dies, so wäre es möglich, die Schädigung des gesamten Organismus durch 

die derzeitig existierende Chemotherapie entscheidend zu verringern und sie in eine 

tendenziell kurative Therapie umzuwandeln. 
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5. Zusammenfassung 

 

Folgende Resultate lassen sich als Antworten auf die zu Beginn der Arbeit gestellten 

Fragen und als richtungsgebende Informationen für weitere Forschungsarbeiten auf 

dem Gebiet der Photodynamischen Therapie herausstellen: 

Um eine Einbindung in ein Cyclodextrindimer als biospezifisches Carriersystem zu 

erreichen, wurde die Peripherie von Pyropheophorbiden, Bacteriopheophorbiden, 

sowie Hematoporphyrinen und Etioporphyrinen als Modellsubstanzen mit tert-

Butylphenol, tert-Butylbenzoylchlorid, N-Methyl-4-hydroxypiperidin und Cyclohexanol 

als Ankerstrukturen substituiert.  

Die Reaktionsprodukte wurden durch UV/Vis-, Massen- und NMR-Spektren nach 

chromatographischer Reinigung charakterisiert und auf Aufnahme und Phototoxizität 

in der Zellkultur untersucht. 

Zugleich wurde bewiesen, dass sowohl die zelluläre Aufnahme als auch ein 

gezieltes Targeting der Zellmembran _ als photodynamisch empfindlichstes 

Zellkompartiment   _   von der intramolekularen Polarität der Porphyrinoide abhängen.  

Ferner wurde erstmalig die direkte Metallierung des Tetrapyrrolzyclus von Bacterio-

pheophorbiden und Pheophorbiden mit Palladium und Platin realisiert und damit 

potentiell für die Pharmakotherapie einsetzbare Sensitizer entwickelt. 

Durch Einführung der oben erwähnten Ankergruppen konnte die Bindungsaffinität 

zwischen Cyclodextrindimer und Sensitizer erhöht werden: Bereits durch Einführung 

einer Ankergruppe in Form von tert-Butylbenzoyl in Position C-3
1
 von Pd-Bacterio-

pheophorbidethylester wird die Bindungsaffinität zu einem C-13-„gespacerten“- 

Cyclodextrindimer [di-ß-CD-(2N-A4-C5-A4)] um den Faktor 3 erhöht. Weitere 

Substitutionen mit tert-Butylphenol in Position C-2 und C-4 von 2,4-Di-(α-(Methoxy)-

ethyl-)deuteroporphyrin-IX-dimethylester (entspricht Position C-3
1
 und C-8

1 der 

Bacteriopheophorbide) erhöhen die Affinität um den Faktor 10. Dies entspricht einer 

Verringerung der Komplexbindungskonstante auf K = 4,5 x 10
-6 M. Dabei ist das 

Cyclodextrindimer selbst noch nicht auf den Substituentenabstand optimiert.  

Durch den Einschluss des 2,4-Di-(α-(4-tert-Butylphenoxy-)ethyl-)deuteroporphyrin-

IX-dimethylester in das Cyclodextrindimer konnte dennoch bereits eine Reduktion 

der Aufnahme des Sensitizers in Zellen einer Zellkultur (OAT) auf 15 % im Vergleich 

zum freien Sensitizer erzielt werden.  

Auf Therapiebedingungen übertragen würde dies eine erhebliche Verringerung der 

Toxizität des Sensitizers (bzw. eines Chemotherapeutikums) für die Körperzellen 

bedeuten. Als Folge davon wäre eine entscheidende Reduktion der Neben-

wirkungen für den Patienten zu erwarten. 
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