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Kurzzusammenfassung

Photopharmakologische Konzepte wie die Photoaktivierung eines Wirkstoffs
durch Abspalten einer Schutzgruppe im Sinne eines Prodrugs werden in den
letzten Jahren aufgrund ihres selektiven Einsatzes durch die zeitliche und
raumliche Kontrolle der Aktivierung vermehrt untersucht. Jedoch ist deren
therapeutische Anwendung bis heute hauptsichlich durch die notwendige Be-
strahlung innerhalb des biooptischen Fensters begrenzt. Um eine ausreichende
Gewebedurchdringung zu erreichen, wird in der Regel Licht mit Nahinfrarot-
Wellenldngen von mehr als 650 nm benétigt. Andererseits reagieren die meisten
bisher untersuchten photopharmakologischen Verbindungen lediglich auf die
Bestrahlung mit UV-Licht, welches kaum in das Gewebe eindringen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Tscherenkow-Strahlung als mégliche Ak-
tivierungsquelle untersucht. Sie entsteht als Nebenprodukt beim Zerfall von
Radionukliden und erzeugt elektromagnetische Strahlung im UV-Bereich von
250 - 600 nm. Radionuklide konnen durch verschiedene Methoden wie zum Bei-
spiel die selektive interne Strahlentherapie (SIRT) gezielt zum Tumor gebracht
werden. Bei gleichzeitigem Einsatz eines photoaktivierbaren Arzneistoffes konn-
te dieser Tumor neben der Bestrahlung durch Radioaktivitat zusatzlich durch
den Arzneistoff spezifisch bekdmpft werden, welcher durch die lokal entstandene
Tscherenkow-Strahlung aktiviert wird.

Zur Verifizierung dieser Hypothese wurden die klinisch etablierten Isotope
18R 68Ga und P°Y ausgewahlt und anhand des Kamiokannenexperiments auf
entstehende Tscherenkow-Strahlung untersucht. Hier zeigte sich bei ®*Ga und
Y eine Entstehung von Tscherenkow-Signalen. Bei *F jedoch konnten auch
bei hohen Aktivitdten kaum Signale der Tscherenkow-Strahlung detektiert
werden.

Darauffolgend wurde der CDK-Inhibitor AZD5438 als Modellverbindung mit der
photolabilen 4,5-Dimethoxy-2-Nitrobenzyl-Schutzgruppe (DMNB) am Phar-
makophor kovalent geblockt und damit inaktiviert. Nach photochemischer
Charakterisierung dieses photoresponsiven Prodrugs wurde die Abspaltung der
Schutzgruppe in Zusammenhang mit der von Radionukliden ausgesendeten
Tscherenkow-Strahlung untersucht. Es zeigte sich, dass nur bei °Y eine partielle
Freisetzung des Wirkstoffes AZD5438 beobachtet werden konnte. Sowohl bei
Y als auch bei ®Ga kam es zusitzlich zu einer unspezifischen Zersetzung des
gecagten Inhibitors. Dies konnte bereits bei Bestrahlung mit UV-Licht von 365
nm beobachtet werden. Zugrundeliegend ist ein durch ESR-Experimente bewie-
sener radikalischer Prozess. Bei Einsatz der Radikal-Quencher Ascorbinsaure

und Gentisinsdure konnte dieser Prozess nicht verhindert werden.






Abstract

Photopharmacological concepts such as the photoactivation of an active sub-
stance by splitting off a protective group have been increasingly investigated in
recent years due to their selective use through the temporal and spatial control
of activation. However, their therapeutic application is still limited mainly by
the necessary irradiation within the biooptical window. In order to achieve
sufficient tissue penetration, light with near-infrared wavelengths of more than
650 nm is usually required. On the other hand, most photopharmacological
compounds investigated so far only react to irradiation with UV light, which
can hardly penetrate the tissue.

In this work, Cherenkov radiation as a possible source of activation was in-
vestigated. It is produced as a by-product during the decay of radionuclides
and generates electromagnetic radiation in the UV range of 250 - 600 nm.
Radionuclides can be targeted at the tumour by methods such as selective
internal radiation therapy (SIRT). If a photoactivatable drug is used at the
same time, the tumour could be irradiated and targeted by the drug, which is
activated by the locally generated Cherenkov radiation.

To verify this hypothesis, the clinically established isotopes *F, ®®Ga and ?°Y
were selected and investigated for Cherenkov radiation using the kamiokanne
experiment. Here, %Ga and *°Y showed an emergence of Cherenkov signals. At
I8F, however, barely any Cherenkov radiation signals could be detected even at
high activities.

Subsequently, the CDK inhibitor AZD5438 was covalently blocked as a model
compound with the photolabile 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl protecting group
(DMNB) at the pharmacophore and thus inactivated. After photochemical
characterisation of this photoresponsive prodrug, the removal of the protecting
group was investigated in relation to Cherenkov radiation emitted by radionucli-
des. It was found that only for *°Y a partial release of the drug AZD5438 could
be observed. Both at Y and %®Ga an additional non-specific decomposition
of the protected inhibitor occurred, which could be observed upon irradiation
with UV light of 365 nm. This is due to a radical process proven by ESR
experiments. The decomposition could not be prevented by using the radical

quenchers ascorbic acid and gentisic acid.
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1 Einleitung

1.1 Photopharmakologie

Sowohl fiir die Grundlagenforschung als auch fiir medizinische Anwendungen
ist es entscheidend, biologische und chemische Prozesse prazise steuern zu kon-
nen.? Bei einer therapeutischen Behandlung kommen hauptsichlich bioaktive
Verbindungen zum Einsatz, die eine pharmakologische Reaktion durch eine
Interaktion mit Enzymen, Rezeptoren, Ionenkanélen oder Transportmolekiilen
eingehen.? Je priziser und selektiver in einen Prozess eingegriffen werden kann,
desto eher hat man die Moglichkeit, unerwiinschte und schwerwiegende Neben-
wirkungen, eventuelle Resistenzbildungen und eine eingeschrinkte Dosiseffizienz
zu vermeiden.* Folglich spielt besonders in dem heutigen Wirkstoffdesign Se-
lektivitat eine wesentliche Rolle. Da die meisten Targets in vielen verschiedenen
Bereichen im menschlichen Koérper vorkommen, muss eine Methode gewéhlt
werden, mit deren Hilfe die gewiinschten Reaktionen dennoch gezielt gesteuert
werden konnen.”

Die Photopharmakologie beschéftigt sich mit der Entwicklung von Molekii-
len, die mit Hilfe von Licht im Sinne eines Prodrugs aktivierbar sind. Licht
kann sehr prazise eingesetzt werden. Dies ermoglicht eine exakte Kontrolle
iiber einen selbst gewéahlten Bereich sowie Zeit und Dosis, welches zu einer
besonders selektiven therapeutischen Behandlung fithrt.® 1% Der Einsatz von
Licht als Reaktionsausloser ist orthogonal und damit nicht invasiv und harmlos
fiir Zellen, da ein Grofteil, aufler hochspezialisierte Zellen wie zum Beispiel
Photorezeptoren, nicht auf Licht reagiert. Voraussetzung dabei ist, dass die
eingesetzte Wellenldnge nicht unter 300 nm liegt, da hier Zellschaden entste-
hen kénnen.>® 113 Im UV-Bereich besteht besonders aufgrund vorliegendes

Melanins ein Schutz fiir Zellen. (Kapitel 1.2 Biooptisches Fenster)



Ein bekanntes Beispiel der Phototherapie ist der Neugeborenenikterus, bei dem
sich Bilirubin in das Gewebe einlagert. Diese Gelbsucht tritt bei ca. 60 % der
normal entwickelten Neugeborenen innerhalb der ersten Lebenswoche auf. Wenn
die Leber des Neugeborenenen das Bilirubin nicht schnell genug aus dem Blut
ausscheiden kann, entsteht eine Hyperbilirubindmie, welches toxisch fiir das
Nervensystem ist und neurologische Entwicklungsstérungen verursachen kann.*
In der Phototherapie wird das Neugeborene mit Licht der Wellenlange 459 nm
bestrahlt. Dadurch wird das Bilirubin angeregt und es entstehen entweder
durch irreversible Umlagerung Konstitutionsisomere (Lumirubine), reversible
Konfigurationsisomere oder farblose Abbauprodukte durch die Reaktion mit

Sauerstoff. Diese Produkte werden iiber die Galle oder den Urin ausgeschieden
(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Darstellung des Bilirubinabbaus mit Hilfe von Licht in die wich-
tigsten vom Menschen gebildeten Photoisomeren. Der Graph
wurde von Maisels et al. adaptiert.'



Generell umfasst die Photopharmakologie zwei Bereiche: Zum einen die Akti-
vierung eines Molekiils durch dessen Konfigurationsénderung (auch Schaltung
genannt), wie in dem obigen Beispiel zu sehen ist. Zum anderen die Aktivie-
rung durch Abspaltung einer Schutzgruppe (Caging) mit Hilfe von Licht einer
bestimmten Wellenldnge. Dariiber hinaus gibt es noch zwei Bereiche, die an
die Photopharmakologie angelehnt sind. Dazu gehoren die photodynamische
Therapie (PDT), die auch in dem dargestelltem Beispiel vorkommt, und die
Optogenetik (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Bereiche der Photopharmakologie und verwandte Fach-
gebiete. A Photoschaltung. Konfigurationsénderung des Wirk-
stoffes mit Hilfe von Licht fiihrt zu einer Bindung an den Rezep-
tor. B Photoaktivierung. Wirkstoffbindung durch lichtgesteuerte
Schutzgruppenabspaltung. C Photodynamische Therapie. Durch
Licht freigesetzte reaktive Sauerstoffspezies 'O, fithren zur Apop-
tose. D Optogenetik. Gentechnische Verdnderung zellulérer Sys-
teme zur Steuerbarkeit durch Licht. Die schematische Darstellung
wurde mit Hilfe von BioRender konzipiert.



1.1.1 Photoschaltung

Bei der Photoschaltung (Abbildung 2A) werden Wirkstoffe mit einem Chromo-
phor so modifiziert, dass sie je nach Konfiguration biologisch aktiv oder inaktiv
sind. Durch Bestrahlen mit einer bestimmten Wellenlénge kann der Wechsel
von einer Konfiguration in die nachste gesteuert werden. Dabei ist die chemische
Gleichgewichtsreaktion unter der Bestrahlung besonders wichtig. Dieser pho-
tostationdre Zustand (PSS, engl. photostationary state) setzt sich zusammen
aus den Bestrahlungsparametern, Absorptionsspektren und der Quantenaus-
beute und gilt als Ma8 fiir die Effizienz der photoschaltbaren Verbindung.'®
Als Schalter eignen sich zum Beispiel Azobenzene, Stilbene, Spiropyrane und
Hemithioindigo. Ein Schalten von einem (E)-Isomer zum (Z)-Isomer ist meist
im Wellenldgenbereich von ca. 350 nm (m-1*, oder n-t* Ubergang) moglich,
von cis zu trans bei 450 nm (s-mt* Ubergang) oder auch thermisch.? Besonders
in den letzten 30 Jahren ist der Bereich der Photoschaltung in der Forschung
und Entwicklung attraktiv fiir biologische Fragen geworden.'® Hier spielen ne-
ben dem Schalteffekt und dem daraus folgenden Aktivitdtsunterschied von cis-
und trans-Isomeren besonders die Stabilitdt und generell die photochemischen
Eigenschaften, die sehr stark vom jeweiligen Losungsmittel beziehungsweise
von der molekularen Umgebung des Photoschalters abhédngig sind, eine grofle

Rolle.17:18



1.1.2 Photoabspaltung

Bei dem Caging-Konzept (Abbildung 2B) wird ein Wirkstoff kovalent mit einer
photolabilen Schutzgruppe in einer Pharmakophor-relevanten Schliisselstel-
lung versehen, sodass ein biologisch inaktiver Wirkstoff (Prodrug) entsteht.
Durch Abspalten dieser Schutzgruppe mit Licht einer bestimmten Wellenlange
kann die urspriingliche biologische Aktivitat des zugrundeliegenden Wirkstoffes
wiederhergestellt werden. Im Gegensatz zu den Schaltern ist dieser Vorgang irre-
versibel. Die Methode wurde erstmals 1977 von Engels und Schlaeger mit caged
cAMP und 1978 von Kaplan et al. mit caged ATP (Untersuchung Na/K-Pumpe)
veroffentlicht.!® Bis heute wurde eine Photoabspaltung bei einer Vielzahl von
Modellverbindungen wie z. B. anorganische Ionen, Neurotransmitter, Kinasein-
hibitoren, Tubulininhibitoren als auch bei Polysaccahriden, Peptiden, Proteinen
und DNA untersucht, 020729

Es gibt folgende Voraussetzungen fiir die Wahl einer geeigneten Schutzgrup-
pe des Caging Konzeptes: Das entstehende Prodrug sollte keine biologisch
wirksamen Eigenschaften aufweisen, moglichst gut wasserloslich sein und unter
physiologischen Bedingungen stabil bleiben. Fiir eine effiziente Photoaktivierung
ist ein groflerer Extinktionskoeffizient € von Vorteil. Die Aktivierungswellenldnge
sollte so gewéhlt worden sein, dass das Molekiil nicht die Abspaltungswellen-
lange absorbiert, keine undefinierbaren Reaktionen wie z. B. Umlagerungen
entstehen und die Aktivierung moglichst unmittelbar bei Bestrahlung erfolgt.
Fiir eine hohe Effizienz des Konzeptes sollte bei der Photoaktivierung ein hoher
Prozentsatz der Molekiile im angeregten Zustand vorliegen, die die Reaktion
durchfithren (Qantenausbeute).? Die Quantenausbeute ist auch von der Ab-
gangsgruppe abhéngig.

Tabelle 1 zeigt einige der bekanntesten photoabspaltbaren Schutzgruppen. Dazu
gehoren die Nitroaryl-Gruppen (DMNB, NPE), die BODIPY-Gruppen (me-
so-methyl-bor-dipyrromethenyl), die Cumarin-Gruppen (Cumarin-4-ylmethyl)
und die Arylcarbonylmethyl-Gruppen (p-Hydroxy-Phenacyl).



Schutzgruppe Struktur
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Tabelle 1: Auswahl bekannter photoabspaltbarer Schutzgruppen. Auf-
gelistet sind bekannte Vertreter von Photoschutzgruppen, ihre Vor-
und Nachteile und die jeweilige Abspaltungswellenléinge.?



Die 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylgruppe ist aufgrund der schnellen Abspaltung
und der einfachen synthetischen Kupplung eine der am haufigsten verwende-

9,29,32 T Abbildung 3 ist dieser Abspaltungsmechanis-

teten Schutzgruppen.
mus nach Yu et al. abgebildet.?? Nach Bestrahlung der gecagten Verbindung
entsteht die irreversible Zyklisierung zum Isoxazolidinring. Darauf folgt der
pH-abhéngige geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Ringoffnung und die
daraus resultierende Abspaltung des freien Wirkstoffes. Als Abgangsprodukt
der Disproportionierungsreaktion entsteht das o-Nitrosobenzaldehyd, welches
im global harmonisiertem System (GHS) zur Einstufung und Kennzeichnung
von Chemikalien als gesundheitsschadlich und reizend eingestuft ist. Horbert et
al. konnten in einem Modellversuch jedoch erst bei einer hoheren Konzentration
von 10 pM einen antiproliferativen Effekt in Zellen feststellen.?” Bisher wurden
in vivo schon einige mit Nitroaryl- geschiitze Verbindungen untersucht. Zum
Beispiel zeigten Ouyang et al. mit dem FEinsatz von mit DMNB gecagtem
morpholino Oligonukleotiden eine Inaktivierung von Genen im Zebrafisch und

anderen optisch transparenten Organismen.*®

OH
Ny
H20 q/ ©;<O
R1 X

Abbildung 3: Mechanismus der Nitroaryl-Abspaltung. X kennzeichnet
den Wirkstoff. Fiir das DMNB entspricht R; einem Wasserstoff
und fiir das NPE einer Methylgruppe. Die Abbildung ist tiber-

nommen von Yu et al.?®



Auch die BODIPY Derivate (Bor-Dipyrromethen), urspriinglich bekannt als
Farbstoff oder Fluoreszenzmarker, werden haufig als photoabspaltbare Schutz-
gruppen untersucht. Durch ihre Abspaltungswellenldnge von iiber 500 nm kann
zur Aktivierung Licht genutzt werden, dass tiefer in das Gewebe eindringt,
was fir eine therapeutische Anwendung unabdingbar ist (siehe Kapitel 1.2,
Biooptisches Fenster). Bis heute ist jedoch noch nicht abschlieend geklért,
wie die BODIPY-Abspaltung mechanistisch genau funktioniert und welche

Reaktionsprodukte dabei entstehen. Dies ist jedoch fiir eine valide im photo-

pharmakologischen Sinne einzusetzende Schutzgruppe essentiell. Abbildung 4
39-42

zeigt den aktuell angenommenen Abspaltungsmechanismus.

Abbildung 4: Angenommener  Abspaltungsmechanismus der BODIPY-
Schutzgruppe nach Rubinstein und Sitkowska et al.4h42
'X"kennzeichnet den jeweiligen Wirkstoft.

Zudem wurde von Toupin et al. bei Bestrahlung BODIPY-gecagter Inhibitoren
die Entstehung von Singulettsauerstoff festgestellt.*> Darauf wurde nachge-
wiesen, dass BODIPY-gekoppelte Verbindungen im wassrigen Medium bei
Bestrahlung Singulettsauerstoff erzeugen, was zu einer radikalischen Photo-
degradation der geschiitzen Verbindung fiihrt3®(Artikl sieche Anhang). Daher ist
eine Verwendung von BODIPY-Derivaten in der Photodynamischen Therapie
denkbar.



1.1.3 Photodynamische Therapie

In Abbildung 2C ist schematisch das Konzept der Photodynamischen Thera-
pie (PDT) dargestellt. Der Wirkstoff, auch Photosensibilisator genannt, wird
mit Licht einer bestimmten Wellenlange vom Grundzustand zum Singulett-
Anregungszustand angehoben. Von diesem angeregten Zustand aus entsteht ein
Intersystem-Crossing zu einem elektronisch alternativ angeregten Zustand mit
niedrigerer Energie, wie dem Triplett-Zustand. In seinem langlebigen Triplett-
Zustand reagiert der Photosensibilisator mit der lokalen Umgebung und erzeugt
durch Energietibertrag eine hohe Konzentration an reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) oder freier Radikale.** Eine niedrige Konzentration an ROS ist natur-
geméf in lebenden Zellen vorhanden und wird durch zelluldre Mechanismen
reguliert. Diese ROS werden hauptsachlich in den Mitochondrien gebildet. Au-
Berdem sind die ROS zellulare Signalgeber, da sie Thiolgruppen von Proteinen
oxidieren und so deren Funktionen verdndern.*> 4" Eine hohe Konzentration
an Sauerstoffspezies, zum Beispiel Singulettsauerstoff 1Oy, fithrt jedoch zu
Zellschaden, besonders an Membranen und Mikrotubuli. Dies kann zu Nekrose
oder Apoptose fithren.*® Mit Hilfe dieser nicht invasiven photodynamischen
Methode zur Erzeugung von lokal hohen Konzentrationen an Radikalspezies
konnen gezielt Zellen zerstort werden. Die PDT wird bereits erfolgreich in der
Dermatologie, Onkologie, Gynékologie, Ophthalmologie, Urologie, bei Infek-
tionskrankheiten und bei kosmetischen Behandlungen eingesetzt. Durch den
selektiven Einsatz von Licht in Kombination mit Sensitizern ist eine ambulante

und nahezu schmerzfreie Anwendung an Patienten moglich.4957



1.1.4 Optogenetik

Die Optogenetik beschreibt Mechanismen zur Steuerung zelluldrer Aktivitaten
(besonders von Neuronen) durch Licht und durch genetisch kodierte lichtemp-
findliche Aktorproteine.?®® Dazu werden zellulire Systeme wie Rezeptoren und
Ionenkanéle gentechnisch so verédndert, dass ihre Aktivitdt mit Licht regulierbar

ist.
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1.2 Biooptisches Fenster

Die Wahl der Aktivierungswellenldnge hat sich als ein limitierender Faktor
fir translationale Anwendungen in der Photopharmakologie erwiesen. Neben
moglicher Zellschdden bei einem zu niedrigen UV-Bereich (< 300 nm), die zum
Zelltod oder DNA-Schéden fithren kénnen, erschweren Streuung, Absorption
und Reflexion des eingestrahlten Lichts im biologischem Gewebe ein tiefes
Eindringen.'' ™' Streuung tritt aufgrund unterschiedlicher Brechungsindexe ver-
schiedener Gewebekomponenten auf, die von Zellmembranen bis hin zu ganzen
Zellen reichen.®® Dazu kommen noch wellenlingenabhéngige optische Absorpti-
onskoeffizienten physiologischer Chromophore, darunter Melanin, Hamoglobin,
Proteine und Wasser. So ist nur eine geringe Eindringtiefe von wenigen Mi-
krometern fiir Licht im UV-Bereich bis hin zu einigen Millimetern im hohen
VIS-Bereich moglich (Abbildung 5). Um moglichst tief ins Gewebe eindringen
zu konnen, sollte der Wellenlangenbereich fiir eine Aktivierung von auflen
zwischen 600 und 1300 nm liegen. Dieser Bereich wird auch als biooptisches
Fenster bezeichnet®%! (Abbildung 6).

11
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Abbildung 5: Schema der Eindringtiefen von Licht unterschiedlicher Wellenlan-
gen in die Haut nach Clement et al..%?
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Abbildung 6: Darstellung des biooptischen Fensters in Abhéngigkeit von der
relativen Absorption von Melanin, Himoglobin (Oxyhamoglobin
HbO, und Desoxyhédmoglobin Hb) und Wasser zu der Wellenlénge.
Der Graph wurde von Lyons et al. adaptiert.
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1.3 Strategien zur Uberwindung der limitierten

Eindringtiefe von Licht im Gewebe

Fiir eine zielfithrende Therapie in der Photopharmakologie ist es essentiell,
dass die entsprechende Wellenlange des Lichts an das Zielmolekiil im Gewebe
gelangen kann. Die meisten Targets von Wirkstoffen liegen jedoch in tiefer
gelegenem vaskularisiertem Gewebe. Zudem erfordert es eine sehr spezifische
Behandlung, eine kontinuierliche Lichtdosis an potenziell heterogene Wirkor-
te zu bringen.** Die meisten untersuchten Verbindungen besitzen lediglich
Aktivierungswellenldngen von ca. 300 - 500 nm und kénnen daher im zellular-
biologischem Zusammenhang nur oberflachlich aktiviert werden. Eine Auswahl
dieser publizierten Verbindungen ist in Tabelle 2 zusammengefasst. Deswegen
muss die Anregungswellenldnge zur Aktivierung einer photoresponsiven Verbin-
dung entweder im Bereich des biooptischen Fensters (Kapitel 1.3) liegen oder
es muss eine alternative Methode entwickelt werden, um Wirkstoffe tiefer im
Gewebe selektiv aktivieren zu konnen. Bisher wird die limitierte Eindringtiefe
mit Hilfe von Lasern, Applikatoren und Lichtleitern iiberwunden. Bei Laserlicht
zum Beispiel kann jede Wellenlénge in diinne optische Fasern mit hoher Inten-
sitéat fixiert werden, um Licht in schwer zugéingliche Behandlungsstellen wie
Bauchspeicheldriisen-, Kopf- oder Halstumore zu leiten.** Bei diesen Methoden
ist jedoch immer noch ein invasiver Eingriff nétig.5

Ein andereres Vorgehen ist die Zwei-Photonen-Anregung. Hierbei wird zunéachst
Licht mit der doppelten Wellenléinge eingesetzt.5% ¢ So wird zum Beispiel zur
Aktivierung eines caged Prodrugs einen gecagten Prodrug mit einem Absorpti-
onsmaximum von 365 nm Licht von 730 nm verwendet. Bei hohen Lichtintensité-
ten kommt es zu einem nicht linearen optischen Effekt. Hierzu miissen spezielle
Laserlichtquellen wie ein gepulster Titansaphir-Laser verwendet werden. Der
Vorteil ist, dass sich die Wahrscheinlichkeit einer Zwei-Photonen-Anregung pro-
portional zum Quadrat der lokalen Intensitat verhélt. Daher ist es moglich, die
Bestrahlungsbedingungen so einzustellen, dass die Anregung nur im Brennpunkt
des Laserstrahls erreicht wird.?%° Photoabspaltbare Schutzgruppen, die sich fiir
eine Zwei-Photonen-Anregung eignen, sind jedoch in der Regel aufgrund ihrer
physikochemischen Eigenschaften fiir biologische Applikationen ungeeignet und
ineffizient, was sie fiir medizinische Anwendungen bisher ungeeignet macht.5”
Einen andereren Ansatz dagegen beschreiben Ran et al. 2012. Hier wird der
Einsatz von Licht durch radioaktive Proben ersetzt. Mit Hilfe von Positronen-
Emissions-Tomographie (PET), welches 18-Fluorodesoxyglucose (**FDG) ver-
wendet, wurde in einem Brustkrebs-Tiermodell, welches Luciferase exprimiert,

gecagtes Luciferin eingesetzt. Durch die entstehende Biolumineszenz konnte
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ein Uncaging von Luciferin festgestellt werden.%® Die Annahme von Ran et al.

war dabei, dass Tscherenkow-Strahlung entsteht und fiir die Abspaltung der

Schutzgruppe verantwortlich ist.

.. . . Typ der . .
Beispiel Wirkstoff Ziel Photoaktivierung ‘Wellenldnge Literatur
1,2 dithienylethen photochemischer 2008,
1 (DTE) Inhibitor hCAT Ringwechsel, in vitro 312 /> 434 nm Vomasta et al.5?
Caged Rho Kinase Rho L 2012,
2 Inhibitor Kinase Abspaltung, in vivo 365 nm Morckel et al.26
. BCR-ABL L 2015,
3 Caged Imatinib Kinase Abspaltung, in vitro 365 nm Zindler et al.7
Tyrosin-
protein
Caged RET . L 2015,
4 Inhibitoren Kinase Abspaltung, in vivo 365 nm Bliman et al.7l
Rezeptor
(RET)
RET-Inhibitor L 2015,
5 Derivat RET Schaltung, in vitro 365 nm Ferreira et al.™2
second messenger 2016
6 lipid diacylglyce- PKC Schaltung, in vitro 360 nm Frank et 7al 73
rol(DAG)) ’
PKC-Inhibitor L 2017,
7 Derivat PKC Abspaltung, in vitro 490 nm Wilson ef al.T
8 Axitinib VEGFR2 Schaltung, in vit 365 / 385 2018,
xitini chaltung, in vitro nm Schmidt e al1®
Caged Doxycyclin 2018,
9 Analoga Abspaltung 405 nm Goegan et al.”®
. BRAFV L 2019,
10 Verumafenib 600F Abspaltung, in vitro 365 nm Hoorens ef al. 76
11 Lidocain Derivat K+ Kanal Schaltung,PCC 400 / 530 nm 2019,
& Trads et al.””
L 2021,
12 AZD5438 CDK2 Abspaltung, in vitro 365 nm

Krebs et al.”8

Tabelle 2: Beispiele bereits publizierter Photopharmakologischer Kon-
zepte mit Einsatz von small molecules. Die Aktivierung mit
Licht bestimmter Wellenlénge findet entweder durch irreversibles
Abspalten einer photolabilen Schutzgruppe von einem inaktiven
Prodrug (“Abspaltung”) statt oder durch eine photoinduzierte E/Z

Isomerisierung, welche reversibel abléuft (“Schaltung”).
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1.3.1 Tscherenkow-Strahlung

Die Tscherenkow-Strahlung gehort zu der elektromagnetischen Strahlung und
weist ein Emissionsspektrum vom UV- bis in den sichtbaren Bereich von 250
nm bis 600 nm auf. Diese Strahlung wird erzeugt, wenn sich ein geladenes
Teilchen in einem dielektrischen Medium, wie zum Beispiel Wasser, schneller
als Licht bewegt. Anders als im Vakuum koénnen sich Teilchen in einem Medium
schneller als Licht bewegen. Entscheidend ist dabei der Brechungsindex n des
jeweiligen Mediums. Im Vakuum betragt die Lichtgeschwindigkeit 299 792 458
m/s 45 (¢) und entspricht v, da der Brechungsindex im Vakuum 1 ist. Bei
einem Medium mit n > 1, wie zum Beispiel Wasser mit dem Wert 1.318, sinkt
die Geschwindigkeit auf v = 227 460 135 m/s.”™ Das Teilchen ist hier also
etwa um 4 langsamer als in Vakuum (Siehe Gleichung 1). Tabelle 3 zeigt eine

Auswahl im menschlichen Koérper vorhandener Medien und ihrem jeweiligen

Brechungsindex.
v > < (1)
n
Medium Brechungsindex Literatur
Luft 1.0003 Ciddor 199680
Wasser 1.3180 Hale and Querry 197379
Blut 1.3010 Rowe et al. 201781
Leber 1,3624 Giannios et al. 201652
Colon 1.3257 Giannios et al. 201632
DNA 1.5800 Inagaki et al. 197433

Tabelle 3: Eine Auswahl verschiedener Medien im menschlichen Koérper und ihr
jeweiliger Brechnungsindex.

Wenn sich ein geladenes Teilchen in einem dielektrischem Medium bewegt,
werden die Molekiile im Medium lokal polarisiert und in einen angeregten
Zustand gehoben. Beim Ubergang zuriick in den Grundzustand wird Energie in
Form von Strahlung ausgesendet. Bewegt sich das geladene Teilchen schneller als
Licht, entsteht eine asymmetrische Polarisation und es kommt zum sogenannten
Kegeleffekt, bei dem sich die entstehenden Energiewellen gegenseitig verstarken
(Abbildung 7). Diese Energiewellen nehmen wir als blaues Licht wahr und wird
Tscherenkow-Strahlung genannt. Ist das geladene Teilchen zu langsam, kommt
es zu einer symmetrischen Polarisation des Mediums und die entstehenden

Energiewellen 16schen sich gegenseitig aus.
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Tscherenkow-
Strahlung

Abbildung 7: Schematische Darstellung der entstehenden Tscherenkow-
Strahlung im wassrigen Medium.

Tscherenkow-Strahlung entsteht unter anderem aus der sekundéren kosmi-
schen Strahlung. Bekannter ist das blaue Licht jedoch eher aus Abklingbecken
von Kernkraftwerken bei Kiithlung radioaktiver Betastrahler, da Tscherenkow-
Strahlung wie oben beschrieben als eine zweite Form von Strahlung aus ionisie-
render Strahlung entsteht. Betastrahler werden unter anderem als Radionuklide

in der Klinik fiir Diagnose und Therapie von zahlreichen Krankheiten eingesetzt.
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1.4 Radioaktive und therapeutisch eingesetzte
Beta-Strahlung

Strahlen sind eine Form von Energie, die sich durch Materie und Raum ausbrei-
tet. Je nach Energieniveau wird sich die Ausbreitung in Form von Teilchen oder
Wellen, auch bekannt als Welle-Teilchen-Dualismus erklart. Dabei iiberwiegt
bei hohen Energien (z. B. Rontgenstrahlung, Gammastrahlung) der Teilchen-,
bei niedrigen Energien (z. B. Radiowellen, Mikrowellen) der Wellencharakter.
Grob kann Strahlung in ionisierend und nicht ionisierend eingeteilt werden.
Zu der nicht ionisierenden Strahlung gehort die elektromagnetische Strah-
lung, bei der die Energie durch elektromagnetische Wellen bzw. Photonen
iibertragen wird. Die ionisierende Strahlung kann, meist durch Sto3prozesse
eingeleitet, Elektronen oder Positronen aus Atomen entfernen, sodass Ionen
entstehen. Dies passiert unter anderen bei radioaktiven Stoffen, was ebenfalls
als radioaktive Strahlung bezeichnet wird. Besonders die Betastrahlung spielt
medizinisch eine wesentliche Rolle, da diese in der Nuklearmedizin regelméfig
in der Radionuklidtherapie eingesetzt wird. Sie soll aulerdem als Nebenprodukt
Tscherenkow-Strahlung aussenden. Bei der Betastrahlung unterscheidet sich die
8~ und die 8 Strahlung voneinander, je nachdem, ob der Kern einen Uberschuss
an Neutronen oder an Protonen besitzt. In Tabelle 4 sind die unterschiedlichen

Zerfallsarten dargestellt.

B~ Strahler Bt Strahler

1 1 - =
on —>1pte +ve
%p—)én—&-eJr-l—ve

Tabelle 4: Darstellung des Beta-Zerfalls. Bei der 8~ Strahlung wandelt ein
Nuklid mit einem Uberschuss an Neutronen n diese in ein Proton
p, ein Elektron e und ein Elektron-Antineutrino 7, um. Bei einem
Protonen-Uberschuss wird ein Proton in ein Neutron, Positron 7, und
ein Elektron-Neutrino 7, umgewandelt, was 8% Strahlung genannt
wird.

Jedes Positron emittierende Nuklid (87) fithrt immer zu einem Elektronen-
einfang (ec). Dies ist eine weitere Form des Betazerfalls, bei der ein Elektron
vom Atomkern eingefangen wird. Das entstandene hoch-energetische Elektron
beziehungsweise Positron hat eine Reichweite von mehreren Metern mit einem
recht grolen Durchdringungsvermogen. Es wird z. B. erst durch eine 3 mm

dicke Aluminium Schicht abgebremst.
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1.4.1 Super-Kamiokande

Die ,Super-Kamiokande® ist ein System, um die Elementarteilchen Neutri-
nos zu untersuchen. Es besteht aus einem riesigen Edelstahltank, der 50 000
Tonnen ultrareines Wasser fasst und an den Wéanden mit 13 000 Photomulti-
pliern (PMT) ausgekleidet ist (Abbildung 8). Sie ist bis heute der weltgrofite
Wasser-Tscherenkow-Detektor und befindet sich 1.000 Meter unter der Erde im
Kamioka-Bergwerk, Hida-Stadt, Gifu, Japan.

Die in Wasser eintreffenden Neutrinos erzeugen Tscherenkow-Strahlung, wel-
che als elektromagentische Strahlung aus Photonen besteht. Diese werden
von den PMTs erfasst und in ein elektrisches Signal umgewandelt. So koén-
nen anhand der PMTs Informationen iiber die Menge des erfassten Lichtes
und den Zeitpunkt der Erfassung gemessen werden. Diese Informationen der

PMTs bestimmen die Energie, die Richtung, den Interaktionspunkt und die Art

der geladenen Teilchen. Bis heute wurden mit der Super-Kamiokande solare
t.84

Neutrinos, atmosphérische Neutrinos und kiinstliche Neutrinos untersuch

Abbildung 8: Dargestellt ist das Innere des Super-Kamiokannen-Tanks, wel-
cher mit Photomultipliern ausgekleidet ist. Abbildung von der
offiziellen Website der Super-Kamiokande.®*
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1.4.2 Kosmische Strahlung

Der Ursprung der priméren kosmischen Strahlung ist bis heute nicht eindeutig
geklart. Es wird jedoch vermutet, dass diese aus Sternexplosionen, Kerne einer
aktiven Galaxie und der Sonne stammen. Trifft diese Strahlung auf unsere
Atmosphére, kommt es zu Wechselwirkungen mit den Gasmolekiilen der Luft
und es entsteht eine Teilchenkaskade aus elektrisch geladenen Teilchen, die
sekundéare kosmische Strahlung genannt wird. Diese besteht hauptséchlich
aus Hadronen, Pionen und Kaonen, die direkt in Myonen, Neutrinos und
Antineutrinos zerfallen. Myonen sind ebenfalls nicht elementar und zerfallen
weiter in Elektronen, Positronen und auch wieder Neutrinos und Antineutrinos
(Abbildung 9). Mit 80 % aller geladenen Teilchen machen die Myonen den
groBten Teil der sekundéren kosmischen Strahlung aus. Sie besitzen viele
Eigenschaften der Elektronen, haben jedoch eine 207-fache Masse, weswegen
diese ein noch hoheres Durchdringvermogen von Materie besitzen, und sie

zerfallen nach einer mittleren Lebensdauer von 2.2 ps.85:86

Primare - 85 % Protonen
kosmische

- 12 % alpha-Teilchen (Heliumkerne)
- 3 % schwere Atomkerne
Strahlung (Lithium, Beryllium, Bor)

Sekundare i

K isch - Teilchenkaskade
osmische - 80 % Myonen
Strahlung

- Elektronen

- Positronen

- Neutrinos

- Antineutrinos

Elementarteilchen

Abbildung 9: Zerfall der priméaren kosmischen Strahlung bei Auftreffen auf die
Erdatmosphére in den Kaskadenschauer der sekundéren kosmi-
schen Strahlung bis hin zu den Elementarpartikeln.
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In dieser Arbeit geht es um die aus Beta-Strahlung entstehende Tscherenkow-
Strahlung. Sie wird auf die Aktivierung eines photoresponsiven Prodrugs un-
tersucht. Als Modellverbindung wird ein Proteinkinaseinhibitor gewahlt, auf
dessen biologische Zusammenhénge in den folgenden Kapiteln eingegangen

wird.
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1.5 Proteinkinasen

Proteinkinasen sind Enzyme, die unter ATP-Verbrauch die Aminosauren Serin,
Threonin und Tyrosin mit einer Hydroxylgruppe phosphorylieren (Abbildung
10). Daher gehoren sie zu den Phosphotransferasen. Die Proteinphosphory-
lierung reguliert die meisten wichtigen biologischen Prozesse. Dazu gehoren
die Signalwege und zellulare Prozesse, die den Stoffwechsel, die Transkription,
den Ablauf des Zellzyklus, die Differenzierung und Apoptose, die interzellulére
Kommunikation sowie neuronale und immunologische Funktionen beeinflus-
sen.8” Fast 2 % des menschlichen Genoms sind Proteinkinasen. Ein Hauptteil
davon sind die Serin-, Threonin- und Tyrosinkinasen. Obwohl im menschlichen
Kinom 90 Tyrosinkinasen, davon 58 Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, vorkommen,
phosphorylieren die meisten der Proteinkinasen Serin- oder Threoninreste. Dar-
iiber hinaus existiert eine kleine Anzahl von Kinasen, die sowohl als Tyrosin-

und Serin/Threonin-Kinasen fungieren kénnen.®®

NHa NHs
N X N X
N N
0] o] (o} </ | /) A o (o} (¢} </ l /)
I I N N I I I N N
P-0" + 0-P-0-P-0-CH,
(|) -0 -0

H
\ _ ] 2 -

o 0-P-0-P-0-P-0-CH, —_—— "0
el -0 -0 °© Proteinkinase

OH OH OH OH

Adenosintriphosphat Adenosindiphosphat

ATP ADP

Abbildung 10: Ubertragung des endstindigen y-Phosphats von ATP auf die
Hydroxylgruppe eines Aminosaurerestes eines Proteins durch
Katalyse einer Proteinkinase. Adaptiert von Schwartz et al.®

Eine fehlerhafte Phosphorylierung kann eine Ursache oder auch Folge von
Krankheiten wie zum Beipsiel Krebs sein.®” Vor 44 Jahren wurde das erste
zelluldre Proto-Onkogen identifiziert, das fiir eine Proteinkinase kodiert, ge-
nannt SRC.? Nachfolgende Forschung hat die Schliisselrolle vieler Mitglieder
dieser Enzym-Superfamilie bei der Krebsentstehung und —progression gezeigt
und fiihrte zur Entwicklung hochselektiver und effektiver Therapien, die gegen
spezifische Proteinkinasen wie BCR-ABL,”! mutiertes BRAF?? und HER2%
gerichtet sind.”* Mittlerweile gehoren die Rezeptor-Proteinkinasen nach den
G-Protein gekoppelten Rezeptoren zu der zweitwichtigsten Gruppe von Re-
zeptoren.® Seit den spéten 1980er Jahren begannen pharmazeutische Firmen

damit, Inhibitoren von Proteinkinasen zu entwickeln.®’
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1.6 Kinaseinhibitoren

1995 wurde der erste niedermolekulare Proteinkinaseinhibitor (smKI), Fasudil,
zugelassen. Seitdem folgten immer mehr smKIs. Der grofle Durchbruch kam
2001 mit Imatinib, welcher fiir die Behandlung der chronischen myeloischen
Leukédmie (CML) zugelassen ist.? Attwood et al. bewiesen dabei, dass kleine
Molekiile, die spezifisch auf molekulare Triebkrafte, wie der mutierten BCR-
ABL-Kinase bei CML, eine wirksame Therapie bieten kénnen.”

Aktuell gibt es 71 von der FDA zugelassene niedermolekulare Proteinkinaseinhi-
bitoren (Abbildung 11).% Die meisten davon betreffen die Onkologie, aber auch
Erkrankungen wie die rheumatoide Athritis konnen mittlerweile mit smKIs
behandelt werden.%

Die Inhibitoren werden je nach Bindungseigenschaften in verschiedene Typen
unterteilt (Tabelle 5). Nach der urspriinglichen Klassifizierung in 3 Typen von
Dar und Shokat 2011°7 wurden noch weitere Bindungseigenschaften festgestellt
und weitere Typen hinzugefiigt. Typ 1% vereint dabei Typ I und II und Typ V

liegt noch nicht bei den zugelassenen Inhibitoren vor.

Typ I Der Inhibitor bindet innerhalb und um die Adenintasche einer katalytisch aktiven
Proteinkinase.?” (ATP-kompetitiv, aktive DFG-in-Konformation)

Typ 1'% Die Bindung erfolgt an einer inaktiven Proteinkinase mit einer DFG-in-Struktur.9®
Typ I'4 kann genauso wie Typ 2 in die Subtypen A und B unterteilt werden.%9

Typ 11 Die Inibitor-Bindung verlduft an einer inaktiven DFG-out-Kinase.
Typ A Inhibitoren, die iiber den Sh2-Gatekeeper-Rest hinaus in den hinteren Spalt
reichen.%9
Typ B Arzneimittel, die nicht in den hinteren Spalt vordringen und daher eventuell
eine kiirzere Bindungsdauer vorweisen.??>190 Ein Beispiel hierfiir ist Sorafenib vom
Typ ITA mit einer Bindungsdauer von iiber 64 Minuten und Sunitinib vom Typ IIB
mit weniger als drei Minuten.%% 100

Typ 111 Eine allosterische Bindung innerhalb des tiefen Spaltes, der die aminoterminalen und
carboxyterminalen Lappen trennt und an die ATP-Bindungsstelle angrenzt, aber un-
abhéngig von der ATP-Bindungsstelle ist.101

Typen IV Wie bei Typ I11 liegt eine allosterische Bindung vor, jedoch auBlerhalb des Spaltes.'0!

Typ V Bivalente Bindungen, die sich tiber zwei verschiedene Regionen der Proteinkinase
Domine umfassen .192193 Bisher ist noch kein zugelassener Wirkstoff mit dieser Bin-
dungsart verfiigbar.

Typ VI Bildung kovalenter Bindung mit Zielenzym.%9

Tabelle 5: Einteilung der smKIs in verschiedene Bindungstypen.
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Tyrosinkinasen

JAK

* Ruxolitinib

* Tofacitinib
*Baricitinib

* Fedratinib
*Upadacitinib

RET

* Cabozantinib
* Pralsetinib
*Selpercatinib

FLT3
* Gilteritinib
* Midostaurin

Lipidkinasen

PI3K

il

EGFR/HER

* Gefitinib

* Erlotinib
*Tucatinib

+ Lapatinib

+ Afatinib

4 Osimertinib
+ Neratinib

+ Dacomitinib

SYK
* Fostamatinib

SRC
Tirbanibulin

FGFR
* Erdafitinib
* Pemigatinib

VEGFR

* Axitinib

* Lenvatinib
* Pazopanib
* Sunitinib
*Vandetanib
* Nintedanib
# Tivozanib

Atypische Kinasen

o=

CMGC
CDK4/6

* Palbociclib
* Abemaciclib

* Ribociclib
* Trilaciclib

ABL

* Bosutinib
* Dasatinib
* Ponatinib
# Nilotinib
# Imatinib

" CAMK

CSF1R
# Pexidartinib

KIT
* Avapritinib
# Ripretinib

TRK
* Larotrectinib
* Entrectinib

TKL

BRAF

+ Vemurafenib
+ Dabrafenib
+ Encorafenib
# Regorafenib
# Sorafenib

STE

MEK1/2
§ Trametinib

 AGC
ROCK1/2
* Netarsudil

§ Cobimetinib
§ Binimetinib
§ Selumetinib

ALK

* Crizotinib
* Ceritinib
* Alectinib
* Brigatinib
* Lorlatinib

BTK

+Ibrutinib

# Acalabrutinib
# Zanubrutinib

MET
* Capmatinib
* Tepotinib

Inihibtortyp
* 1

+ I

1]

1]

v

Vi

- & un 3

Abbildung 11: Bisher zugelassenen smKIs auf einer phylogenetischen Darstel-
lung des menschlichen Kinoms. Einteilung der Inhibitoren nach
ihren Hauptangriffskinasen und Markierung je nach Inhibitors-
typ. Graph von Attwood et al. adaptiert.”®
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist, zu untersuchen, ob mit Hilfe von Tscherenkow-
Strahlung, welche durch -Radionuklide als Nebenprodukt entstehen soll, ein
photopharmakologisches Prodrug-Konzept aktiviert werden kann. Als Modell-
verbindung wird hierfiir der potente Kinaseinhibitor AZD5438 verwendet, der
durch die kovalent gebundene 4,5-Dimethoxy-2-Nitrobenzyl-Schutzgruppe (DM-
NB) biologisch inaktiv gemacht wird und bei einer Wellenldnge von 365 nm
wieder freigesetzt werden kann (Abbildung 12)."® Zusétzlich sind auch der
experimentelle Beweis und die Quantifizierung von entstehender Tscherenkow-

Strahlung an einer Auswahl medizinisch relevanter Nuklide Teil dieser Arbeit.
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caged AZD5438 AZD5438 4, 5-dimethoxy-2
inaktiv akliv nitrosobenzaldehyd

Abbildung 12: Erwartete Photolysereaktion des Kinaseinhibitors
AZD5438. Der Inhibitor (schwarz) wird mit der Schutzgrup-
pe 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl (DMNB) (rot) direkt an der
pharmakophoren Einheit des zyklischen Guanidins inaktiviert
(caged AZD5438). Mit Hilfe von Licht wird diese Schutzgruppe
wieder abgespalten und es entsteht das aktive AZD5438 und die
abgetrennte Schutzgruppe 4,5-dimethoxy-2-nitrosobenzaldehyd
nach Klan et al..”

Die Photopharmakologie ist ein Forschungsbereich, der die Spezifitdt von
Wirkstoffen erhoht, indem deren biologische Wirksamkeit mit Hilfe von Licht
kontrolliert wird. Die meisten bisher untersuchten Wirkstoffe, sowohl in der
Photoschaltung als auch bei der Photoaktivierung durch Abspalten einer Schutz-
gruppe, benotigen eine Aktivierungswellenldnge von 300-500 nm (Tabelle 2),
welche nicht dem biooptischen Fenster entspricht und bei Bestrahlung mit
Licht nur wenige Millimeter in das menschliche Gewebe gelangen kann. Um
das Problem der geringen Eindringtiefe zu tiiberwinden, wird in dieser Arbeit
als mogliche Strahlungsquelle die Tscherenkow-Strahlung untersucht. Diese Art
an Strahlung ist eine elektromagnetische Strahlung, die ein Emissionsspektrum
im nahen UV-Bereich (250-600 nm) aufweist, welches teilweise dem gesuchten
Wellenléngenbereich entspricht. Sie wird unter anderem als Nebenprodukt beim
Zerfall von Radionukliden ausgestrahlt. In den letzten Jahren wurde vermehrt

die durch Radionuklide verursachte Tscherenkow-Strahlung in Zusammenhang
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mit photopharmakologischen Anwendungen untersucht.

Nakumara et al. zum Beispiel untersuchten in vivo anhand von Biolumineszenz-
Bildgebung die durch ¥F-FDG in Tumoren erzeugte Tscherenkow-Strahlung
zur Einleitung einer Photoimmuntherapie, um die limitierte Eindringtiefe der
Nahinfrarot-Photoimmuntherapie (NIR-PIT) zu umgehen. Die NIR-PIT ist
eine neue Krebstherapie, die die Spezifitat von Antikérpern zur gezielten Be-
kampfung von Tumoren mit der durch Photoabsorbern nach Bestrahlung mit
NIR-Licht hervorgerufenen Toxizitit kombiniert.'% Auch in der molekular-
optischen Bildgebung mit Lumineszenz wird die Tscherenkow-Strahlung in
Zusammenhang mit radioaktiven Nukliden wie *'I, 8F-FDG und Y in Tie-

£.105-108 Deg Weiteren werden besonders in der

ren und in Menschen untersuch
Photodynamischen Therapie immer mehr Versuche mit Tscherenkow-Strahlung
durchgefiihrt.! 1! Dazu gehoren Ran et al. mit ®F und Kotagiri et al. in
vivo zur Aktivierung eines sauerstoffunabhéangigen Nanophotosensibilisators,
Transferrin-beschichtetes Titandioxid (TiOs).%* 12 Im November 2022 veroffent-
lichten Hibinger et al. Untersuchungen einer Photoaktivierung von Psoralen
durch Re-188 erzeugte Tscherenkow-Strahlung.'?

In Tabelle 6 ist eine Auswahl klinisch relevanter Nuklide mit einigen wichtigen
Parametern und deren Einsatzbereich dargestellt. Aus der Vielzahl dieser mog-
lichen Radionuklide wurden in dieser Arbeit die therapeutisch und diagnostisch
genutzten betastrahlenden Radionuklide *F, %8Ga und Y als eine reprisentati-
ve Auswahl von Betastrahlern nédher untersucht. Als ein wesentliches Argument
fir diese Radionuklide waren die vergleichsweise kurzen Halbwertszeiten (Ta-
belle 6), um ausreichend Wiederholungen der Experimente innerhalb eines
angemessenen Zeitraums zu ermoglichen. Dazu sollte neben $+Strahler auch
~Strahler untersucht werden, da diese hauptséachlich in der Therapie verwendet
werden. Zusatzlich ist die Zerfallsenergie des jeweiligen Radionuklids ein wichti-
ger Faktor. Laut Elrick et al. ist fiir die Erzeugung von Tscherenkow-Strahlung
in einer wissrigen Losung ein Schwellenwert von 0.26 mV nétig.!'* Diese Energie
ist jedoch nicht konstant, sondern es entsteht ein Kontinuumsspektrum, in
dem die maximal emittierte Energie (E,,,,) und die mittlere Energie (E,,can)
wesentliche Parameter sind.!% !¢ In Abbildung 13 sind die Koninuumspektren
der Nuklide ¥F,%8Ga und Y dargestellt. Die Energieniveaus, die hauptsichlich
erzeugt werden, entsprechen E, .., und betragen 0.25 MeV fiir *F, 0.84 MeV
fir ¥Ga und 0.93 MeV fiir *°Y. Es ist auch méglich, das maximale hohe Ener-
gieniveau von *F mit E,,., = 0.63 MeV, %Ga mit 1.90 MeV und *°Y mit einem
Epnez = 2.28 MeV zu bestimmen. Daher wurde fiir weitere Untersuchungen auch
das Nuklid ®F ausgewdhlt, obwohl die hauptsichlich ausgesendete Energie nur
bei 0.25 mV liegt.
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Nuklide

Emax

MeV

Emean

MeV

Strahlungstyp

Indikation

68a
ISF
153 9

90y~

186Re

177Lu

131[

169 gy

32P

67.71 min

109.77 min

46.28 h

64.00 h

3.72d

6.64 d

8.03 d

9.39d

14.27 d

2.91

1.66

0.81

2.28

1.07

0.50

0.97

0.35

1.71

0.84 (87.72 %)
0.25 (96.73 %)
0.23 (49.40 %)

0.93 (99.99 %)

0.36 (70.99 %)

0.15 (79.44 %)

0.19 (89.60 %)

0.10 (55,50 %)

0.70 (100,00
%)

ec B4+ (100 %)
ec 8+ (100 %)
8- (100 %)

8- (100 %)

8- (92.33 %)

8- (100 %)

B (100 %)

B (100 %)

8- (100 %)

Diagnose, PET/CT!7

Diagnose, PET/CT!18

Knochenmetastasen®1?

Neuroendokrine
Tumore,Pleura- und
Peritonealkarzinose,hepato-
zelluléres und cholengio-
zelluldres Karzinom, Leberme-
tastasen, rheumatoide Arthri-
tis, aktivierte Arthrose, mali-
gne B-Zell-Lymophome! 19,120

Lebermetastasen, rheumatoide

Arthritis, aktivierte Arthro-
5120

Neuroendokrine ~ Tumore,121

Knochenschmerzen,'??  meta-
stasierender  kastrationsresis-
tenter Prostatakrebs!23

Neuroendokrine Tumore,
Pleura- und Peritonealkarzino-
se, 119 Schilddriisenautonomie,
Morbus Basedow, Kropf,
Schilddriisenkrebs, Phéochro-
mozytom, Lebermetastasen,
Leberzell- und cholangiozellu-
lares Karzinom!20

Rheumatoide Arthritis!24

Polycythemia vera,19:120

sentielle Thrombozythdmie

es-
120

Tabelle 6: Klinisch relevante Parameter ausgewihlter Radionuklide
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mit klinischer Bedeutung.'?® Neben der Halbwertszeit (t= ) sind

noch die maximal méogliche Energie, die frei wird (E,,q,) und die
Energie, die priméar frei wird (E,eqn), angegeben.
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Abbildung 13: Betaspektren der ausgewiihlten Nuklide Y, ®*Ga und
I8F. Aus den Spektren kénnen die emittierenden Energien der
jeweiligen Nuklide bestimmt werden. Alle Daten wurden mit
Betashape ermittelt.26:127

Um die moégliche photoresponsive Prodrug-Aktivierung durch Tscherenkow-
Strahlung zu untersuchen, wurde als Modellsystem der hochpotente, jedoch
unspezifische CDK-abhéngige Kinasinhibitor AZD5438 eingesetzt und mit
DMNB gecagt.?67:128:129 Proteinkinasen spielen eine wesentliche Rolle in der
Signaltransduktion und im Fall einer Fehlfunktion kann es zu unkontrolliertem
Zellwachstum oder reduzierter Apoptose fithren.8% 3% Der oral verfiigbare und
sehr effektive Wirkstoff AZD5438, mit den ICsy Werten von CDK1 von 16 nM,
CDK2 von 6 nM und CDK9 von 20 nM, ist in den klinischen Studien aufgrund
zu toxischer Nebenwirkungen durchgefallen.!3! Daher ist der pharmakologisch
aktive Wirkstoff AZD5438 und sein inaktiver Prodrug caged AZD5438 gut fiir
die Untersuchung einer selektiven Anwendung geeignet, bei der durch zeitliche
und rédumliche Kontrolle der Wirkstoffaktivierung die Nebenwirkungen stark
reduziert werden konnen.

Dies konnte zu einer neuen Kombination an photopharmakologischen Therapie-
ansétzen fithren. Zum Beispiel ist bei dem Einsatz der Radiotherapie kombiniert
mit einer Chemotherapie ein additiver Effekt in der therapeutischen Wirkung
bei verringerter Nebenwirkung denkbar. Dartiber hinaus ware eine Verringe-
rung der radioaktiven Dosis moglich, wodurch neben den positiven Effekten
beim Patienten eine deutlich bessere Handhabung fiir das klinische Personal
mit weniger Sicherheitsvorkehrungen und geringerem Gefahrenpotenzial und

letztendlich geringeren Kosten fiir die Anwendung resultieren wiirde.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Nachweis der Tscherenkow-Strahlung

Fiir den Nachweis entstehender Tscherenkow-Strahlung durch den Zerfall von
Radionukliden wird hiufig ein Tscherenkow-Zahler verwendet.'?? Dieser gilt
fiir biochemische Assays als eine typische Auslesetechnik, die resultierende
Tscherenkow-Strahlung durch den Zerfall von Radionukliden (z. B. 3*P) regis-
triert.!32 Derartige konventionellen Nachweisverfahren konnten jedoch in dieser
Arbeit fiir die durchgefithrten Experimente nicht eingesetzt werden aufgrund
des haufig langsamen Zerfalls der verwendeten Radionuklide und den damit
einhergehenden langen Kontaminationszeiten. Als Alternative wurde daher die
Kamiokanne verwendet. Diese wird z.B. in Bildungseinrichtungen genutzt, um
sekundéare kosmische Strahlung zu untersuchen, dessen Myonen Tscherenkow-
Strahlung erzeugen (Kapitel 6.5.1).

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung die beiden 8 Strahler
18Fluor und ®Gallium und als 8~ Strahler “Yttrium ausgewihlt. Um zu iiber-
priifen, ob eingehende Signale im Experiment mit Radionukliden tatséchlich
auf der Tscherenkow-Strahlung zuriickzufiihren sind und nicht durch die Be-
tastrahlung selbst entstehen, wurde in einem Kontrollexperiment eine diinne
Schicht Aluminiumfolie (20 pm) um den PMT der Kamiokanne gelegt. Im Ge-
gensatz zur Betastrahlung sind die Photonen der Tscherenkow-Strahlung nicht
in der Lage, die Aluminiumfolie zu durchdringen. Dass bei diesem Experiment
keine Signale festgestellt werden konnten, lésst sich schlussfolgern, dass das
PMT-Auslesesignal durch die Betastrahlung nicht verandert wird.

Um den Anforderungen an mogliche translationale Zwecke dieses Konzeptes
gerecht zu werden, wurden zum einen die Radionuklide in Energiebereichen
getestet, die ihren jeweiligen klinischen Anwendungen entsprechen. Weiter-
hin wurden moglichst auch die gleichen Energiebereiche gewéhlt, um eventu-
elle Vergleiche beziiglich der Radionuklide untereinander ziehen zu koénnen.
Daher liegen die gewihlten Aktivitéitsbereiche fiir ®*Ga von 1.163 bis 0.256
GBaq, fiir '®F von 2.317 GBq bis 0.117 GBq und fiir *°Y von 0.510 bis 0.071
GBq.13313% Abbildung 14 fasst die Ergebnisse der Experimente zusammen.
Basierend auf dem Zerfall konnte fir alle ausgewédhlten Nuklide eine Erzeu-
gung von Tscherenkow-Strahlung bestimmt werden. Sowohl fiir %Ga als auch
fir Y wurde ein aktivititsabhingiger signifikanter Anstieg fiir Tscherenkow-
Strahlung-Signale beobachtet. Entsprechend ihrer jeweiligen Zerfallsenergie ist
fir %¥Ga im Vergleich zu Y mehr Aktivitit erforderlich, um ein vergleichbares
Tscherenkow-Strahlung-Signalniveau zu erreichen. Im Gegensatz dazu konnte

fiir **F nur Tscherenkow-Strahlung knapp iiber dem Nullwert bestimmt werden.
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Selbst bei sehr hoher Aktivitat von tiber 2 GBq steigt die Signalstarke der
Tscherenkow-Strahlung beim Zerfall von ®F kaum an. Dies konnte daran liegen,
dass aufgrund des geringen mittleren Energielevels E,cq, von 0.25 MeV ein
Grofiteil der Photonen den Schwellenwert nach Elrick et al. von 0.26 MeV fiir
die Bildung Tscherenkow-Strahlung nicht erreicht.!4

AbschlieBend konnte bei ®¥Ga und Y ein starker Anstieg von Tscherenkow-
Strahlung bei Einsatz hoherer Aktivitaten detektiert werden. Daher sind diese
beiden Nuklide fiir neuartige photopharmakologische Anwendungen méglich-
werweise geeignet. '8F erzeugt ebenfalls Tscherenkow-Strahlung, allerdings
in einem viel geringeren Ausmaf, das gegebenenfalls nicht zur Aktivierung

photopharmakologischer Konzepte ausreichen kénnte.

104 18
- - 68Ga
n . s Ny
= 81
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Aktivitit / GBq

Abbildung 14: Aktivitatsabhingige Erzeugung von Tscherenkow-
Strahlung in den Kamiokanne-Experimenten. Die Akti-
vitaten der drei Radionuklide ®¥F, ®Ga und *°Y sind einzeln fiir
jedes Experiment in Korrelation zur resultierenden Tscherenkow-
Signalstarke (UV-Signal) dargestellt. Die Signalstérke entspricht
der Anzahl der Signale in 10-Minuten-Intervallen. Die Signale
der kosmischen Strahlung wurden zur Bestimmung der Basislinie
verwendet. Jedes der Radionuklide wurde in drei unabhangi-
gen Experimenten getestet, die Daten stellen Mittelwerte +
Standardabweichung dar.
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3.2 Untersuchung einer Aktivierung des Modellsystems
caged AZD5438

Fir die mogliche Aktivierung eines photopharmakologischen Systems wurde
als Modellsystem das mit DMNB gecagte AZD5438 verwendet. Die DMNB-
Gruppe ist bereits im Arbeitskreis von Prof. Dr. Peifer im Zusammenhang
mit dem zentralen Pharmakophor N-Phenylpyrimidin-2-amin, einem Gertist
vieler Kinaseinhibitoren einschlieflich dem des AZD5438, untersucht worden.!'3?
Hierbei wurde eine kleine Gruppe von para-phenyl-substituierten Derivaten mit
unterschiedlichen I/M-Effekten entwickelt, synthetisiert und die Parameter der
jeweiligen Photolyse bestimmt. Photokinetische Messungen und die Korrelation
mit Hammett-Konstanten zeigten, dass elektronenspendende +M Substituenten
invers mit dem Ausmafl der Photolysereaktion korrelieren. Andererseits konnten
Substituenten mit elektronenziehenden -M Effekten keinen signifikanten Einfluss
auf die Photolyse nehmen. Ein Grund kénnte der nivellierende Effekt des bereits
elektronenarmen Pyrimdinringes sein. Hier ist das freie Elektronenpaar des
DMNB-gebundenen Stickstoffs bereits im zyklischen Guanidinrest delokalisiert,
was zu einer schwachen Elektronendichte sowohl am Stickstoffatom als auch
am benzylischen Kohlenstoff fihrt (Artikel siche Anhang).

At
NN AN

o [ |

P

Abbildung 15: Abbildung des Inhibitors AZD5438. Das Pharmakophor
N-Phenylpyrimidin-2-amin ist rot markiert.
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3.2.1 Modelling

Das Modelling von AZD5438 wurde in CDK2 mit Cyclin E1 (pdb 4FKO)
durchgefiihrt. Durch die Wasserstoftbriickenbindungen des zyklischen Guanid-
insystems des Imdidazolringes zu der hinge-Region der ATP Bindetasche des
Proteins Leu83 ist erkennbar, dass sich hier ein geeigneter Ort fiir das Einset-
zen der Schutzgruppe befindet (Abbildung 16). Durch die kovalente Bindung
der Schutzgruppe an das exozyclische NH des Guanidins wird die Ausbildung
der Wasserstoftbriickenbindungen verhindert und der Inhibitor inaktiv, da er
aufgrund sterischer Konflikte nicht mehr in die Bindetasche passt. Abbildung
17 zeigt dementsprechend, dass im Modelling mit dem gecagten Inhibitor kein

plausibler Bindungsmodus ermittelt werden konnte.
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Abbildung 16: 2D-Liganden-Interaktionsdiagramm von AZD5438 in
der ATP-Bindetasche von CDK2/Cyclin E1. Die Was-
serstoffbriickenbindungen vom Liganden zum Protein (Hinge
Region Leu83) sind in violett dargestellt. Der Graph wurde von
Theo Rodat erstellt.
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Abbildung 17: 3D-Bindungsmodus des Inhibitors AZD5438 in der
ATP-Bindetasche von CDK2 in 3 Darstellungen. A)Die
Bindetasche mit der hinge region wird dargestellt. H-Bindungen
sind zwischen dem Liganden und dem Protein ausgebildet
(schwarz gepunktet). B) VergroBerte Ansicht der Bindetasche
mit Leucin 83 als zentrales duales H-Briicken Motiv in der
Hinge Region. C) Uberlagertes DMNB-AZD5438 in der ATP-
Bindungstasche. Rote gestrichelte Linien stellen sterische Hin-
derungen zwischen der Schutzgruppe und dem Protein dar. Die
Graphen wurden von Alexander Dobber erstellt.
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3.2.2 Synthese

Caged AZD5438 wurde anhand des allgemeinen Verfahrens von N-Phenylpyrimidin-
2-aminen mit Benzylbromiden unter Argonatmosphére synthetisiert.'? In einer
nukleophilen Substitution zweiter Ordnung (Sy2) wird die benzylische Brom-
Methylgruppe des 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylbromids von dem deprotonierten
Amin des Inhibitors, welches als Nukleophil agiert, angegriffen. Unter Abspal-
tung von Hydrogenbromid entsteht das DMNB- caged AZD5438.

N
X N\(
X N\( o': \©\ N* |
O S
Oy u 0 Br NaH N)\N
s N +
/ I N — > _O
N)%N o NO;  DMF -
H -35°C,2h o NO
AZD5438 DMNB cagedAZD5438

2

Abbildung 18: Synthese des mit DMINB caged AZD5438. Im Arbeitskreis
erstmals von Alexander Dobber synthetisiert.
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3.2.3 Photochemische Charakterisierung

UV /Vis-Spektrum

Anhand eines UV /Vis-Spektrums sowohl von dem freien Inhibitor als auch

caged mit DMNB ist ersichtlich, dass beide Verbindungen ihre Absorptionsban-

den im Bereich von 250 nm bis 360 nm aufweisen. Das Absorptionsmaximum

liegt dabei bei 296 nm. Der caged Inhibitor absorbiert dartiber hinaus noch bis

450 nm, sodass in diesem hoheren Wellenlangenbereich eine gezielte Anregung

und Aktivierung moglich ist. Daher wurde zum Uncaging die Abspaltungs-

wellenlinge von 365 nm gewihlt (Abbildung 19). Durch die Uberlagerung

des Emissionsspektrums der Tscherenkow-Strahlung ist erkennbar, dass dieses

im Absorptionsbereich des Inhibitors liegt und daher fiir die Aktivierung des
DMNB-AZD5438 gut geeignet sein sollte.

Absorption, normalisiert

- - Tscherenkow-Emissionsspektrum

— AZD5438
Caged AZD5438 1.0
— 365 nm m
3
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. ]
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. . >~ 0.0
400 500 600
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Abbildung 19: UV /Vis Spektrum vom AZD5438 und dem mit DMNB

caged Inhibitor. Das Absorptionsspektrum des freien Inhibi-
tors AZD5438 wird als schwarze Linie dargestellt und die des
DMNB-caged AZD5438 als blaue Linie. Die in den uncaging
Experimenten verwendete Wellenlange 365 nm wird zur Ver-
deutlichung mit einem grauen Strich markiert. Das Emissionss-
pektrum der Tscherenkow-Strahlung liegt als rote gestrichelte
Linie vor.
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Photolyse/Uncaging

Zur Photolyse-Untersuchung wurden die wéssrigen Proben der jeweiligen Ver-
bindungen mit 365 nm bestrahlt und der Reaktionsverlauf anschlieend mittels
HPLC analysiert. Der Inhibitor AZD5438 selbst erwies sich wihrend der UV-
Bestrahlung als stabil (Abbildung 20a). Im Gegensatz dazu wurde bei der
Bestrahlung des geschiitzten Inhibitors nach 100 s Bestrahlung nur 75 %
AZD5438 freigesetzt, was sich auch nach langerer oder intensiverer Bestrahlung
nicht verdanderte (Abbildung 20b). In den HPLC-Spektren konnten bei der

Detektionswellenlange von 296 nm keine Nebenprodukte nachgewiesen werden.
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Abbildung 20: Photoaktivierung durch Bestrahlung mit UV-Licht bei
365 nm. (a) von AZD5438 (schwarz) (b) von caged AZD4538
(blau). Die wéssrige Probe, die 50 1M Versuchslésung und 20 %
DMSO enthalt, wurde bei 365 nm, 37.5 mW, alle 10 s bestrahlt
und anschliefend mittels HPLC analysiert. Jeder Wert entspricht
dem Mittelwert + Standardabweichung von vier unabhéngigen
Experimenten.

Zur Erklarung der nicht-quantitativen uncaging Reaktion liegt nahe, dass die
Entstehung eines radikalischen Prozesses einen Teil des geschiitzten Inhibitors
zersetzt und ein Produktgemisch erzeugt wird, das mit der verwendeten HPLC
Methode nicht detektiert wird. Zur Uberpriifung wurden Experimente mit
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) durchgefiihrt.
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Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

Mit Hilfe von Untersuchungen der ESR konnte bestatigt werden, dass bei der
UV-Bestrahlung einer Losung von caged AZD5438 Radikale erzeugt werden
(Abbildung 21b). Da beim freien Inhibitor kein radikalischer Prozess beobachtet
werden konnte (Abbildung 21a), wird bei der Photolyse nur der geschiitzte
Inhibitor durch entstehende Radikale zersetzt. Dabei entsteht anscheinend
ein Gemisch aus Produkten, die bei der HPLC-Analyse bei der gemessenen

Detektionswellenlange von 296 nm nicht nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 21: Elektronenspinresonanz-Spektren (ESR) der verschiede-
nen Proben mit (rot) und ohne (blau) Bestrahlung mit Licht
(365 nm, 100 s, 37.5 mW pro Well) (a) von AZD5438 (b) von
DMNB-AZDb5438. Die Graphen zeigen den Mittelwert dreier
Versuche inklusive Standardabweichung an.
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Quencher-Experimente

Um die Konzentrationsabnahme bzw. radikalische Zersetzungvon caged AZD5438
aufgrund der entstehenden Radikale zu verringern und Wirkstoft zurtickgewin-
nen zu koénnen, wurde die Photolyse unter Zugabe von Quenchern (Antioxidan-
zien) untersucht. 2012 testeten Blois et al. die Wirksamkeit von Quenchern zur
Verringerung der Radiolyse von ' In- oder 1" Lu-markierten Methionin-haltigen
regulatorischen Peptiden.'®® Liu et al. untersuchten 2001 die Stabilisierung des
PY_markierten DOTA-Peptid-Konjugats (RP697) durch Gentisinsiaure und
Ascorbinsiure.’3” In diesen Studien wiesen Ascorbinsiure und Gentisinsiure
gute Stabilisierungseigenschaften auf, daher wurden sie bei diesem Modellsys-
tem verwendet.

Es zeigte sich, dass Ascorbinsédure sowohl in niedrigen Konzentrationsbereichen
als auch in hohen keinerlei Einfluss auf die Photoloyse von caged AZD5438
ausiibt (Abbildung 22a). Gentisinsdure dagegen verhindert die Photolyse umso
mehr, je hoher die eingesetzte Konzentration ist (Abbildung 22b-d). Leider be-
wirkte der Zusatz an Gentisinsédure keine vermehrte Freisetzung von AZD5438,
sondern lediglich ein vermindertes Uncaging. Beide Antioxidanzien blieben bei
Bestrahlung bei 365 nm stabil und auch der freie Inhibitor AZD5438 alleine

wurde nicht von den Quenchern beeinflusst.
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Abbildung 22:

(c) (d)

Photolyse vom caged AZD5438 mit Quenchern (a) mit
0.1 %, 1 %, 5 % und 10 % Ascorbinsaure (b) - (d)0.1 %, 0.5 %
und 1 % Gentisinsdure. Die Graphen stellen die Mittelwerte aus

3 unabhéngigen Experimenten inklusive Standardabweichung
dar.
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3.3 Biologische Evaluation

Um die Photolysereaktion von caged AZD5438 und deren Prodrugaktivierung
in vitro zu testen, wurde die CDK2-Kinaseaktivitit iber den ATP-Verbrauch
der Kinasereaktion gemessen.'®® In dem enzymatischen CDK2/Cyclin E1 Assay
(Biolumineszenzassay) zeigte AZD5438 mit einem ICso-Wert von 2.8 nM eine
hohe Aktivitéit, was mit den Referenzdaten (IC5y = 6 nM) tibereinstimmt.'3!
Im Vergleich dazu wurde bei caged AZD5438 ohne Bestrahlung eine deutlich ge-
ringere Aktivitét festgestellt (IC5y = 4798 nM). Bei Bestrahlung des Assays mit
dem gecagtem AZD5438 mit der Wellenldnge von 365 nm konnte die biologische
Aktivitdt mit einem IC5o-Wert von 5.6 nM auf CDK2 wiederhergestellt werden
(Abbildung 23). Der photopharmakologische Faktor zwischen dem freien und
dem geschiitzen Arzneistoff liegt dabei bei 850.

Des Weiteren wurden AZD5438 und DMNB-AZD5438 in vitro im Zellprolife-
rationsassay untersucht. Hierfiir wurde die Pankreaskarzinomzellinie Panc89
mit Resazurin als Indikator verwendet. Mit einem 1Csp-Wert von >10 pM
(Abbildung 23b) kann caged AZD5438 in diesem zelluldren Testmodell als
biologisch inaktiv angesehen werden. Nach der Bestrahlung mit 365 nm konnte
die biologische Wirksamkeit von AZD5438 mit einem I1C5o-Wert von 0.5 pnM
(Referenz AZD5438 1C50 = 0.8 pM)'! vollstandig wiederhergestellt werden.
Insgesamt konnte sowohl im Kinase- als auch im Zelltest eine klare photorespon-
sive Wirkung fiir caged AZD5438 nachgewiesen werden, was darauf hindeutet,
dass diese Verbindung ein geeignetes Modellsystem fiir weitere Experimente
mit den Radionukliden '8F, ®¥Ga und *°Y darstellt.
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Abbildung 23: Biologische Testungen des Modellsystems (a) Kinasetest
von AZD5438 mit und ohne der DMNB-Schutzgruppe unter
Verwendung des Zielkinasetests CDK2/Cyclin E1 mit und oh-
ne UV-Bestrahlung zur Bestimmung der Kinaseaktivitit. (b)
Zellproliferationstest mit dem Inhibitor AZD5438 und caged
A7ZD5438 mit und ohne UV-Bestrahlung mit Panc89-Zellen. In
der Zellproliferation bedeutet ein positiver Prozentsatz Wachs-
tum (bis 100 %) und ein negativer bis - 100 % den Zelltod. Die
Daten stellen den Mittelwert von je drei unabhéngigen Experi-
menten inklusive der Standardabweichung dar. Die biologische
Testung wurde von Theo Rodat durchgefiihrt.
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3.4 Photoresponsive Prodrug-Aktivierung durch

Radionuklide

Nach der photochemischen Charakterisierung und den biologischen Testungen

mit den Modellverbindungen wurde nun untersucht, ob eine Abspaltung der
Schutzgruppe von DMNB-AZD5438 anhand der entstehenden Tscherenkow-
Strahlung von den Radionukliden ¥F, ®Ga und *°Y moglich ist, sodass der

Proteinkinaseinhibitor AZD5438 wieder freigesetzt werden kann.

Stabilitatstests

Zuerst wurde gepriift, ob das freie AZD5438 in Kombination mit den Nukliden
stabil ist. Wie in Abbildung 24 dargestellt, zeigte sich, dass der Wirkstoff
bei der Inkubation mit allen drei Nukliden in der am hochsten verwendeten
Radioaktivitat stabil bleibt.
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Abbildung 24: Stabilitatstests von AZD5438 mit den Radionukliden
(a) 200 MBq F (b) 900 MBq %Ga (c) 419 MBq Y. Die
Werte zeigen die Mittelwerte dreier unabhangiger Experimente

inklusive Standardabweichung an.
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3.4.1 8Fluor

Im Gegensatz zu den Nukliden %Ga und °Y lagen die durch den Zerfall von 8F
erzeugten Tscherenkow-Strahlung-Signale in den Kamiokannenexperimenten
aus Kapitel 3.1 auf dem Ausgangsniveau der Signale der kosmischen Strahlung.
Konzeptionell stellt der Zerfall von 8F mit 96.7 % Positronenemission einen
Grenzfall mit einer maximalen Zerfallsenergie von 0.63 MeV und einer mittleren
Energie von 0.25 MeV dar.!'*125 Aufgrund der bereits verdffentlichten Experi-
mente wie der Aktivierung mittels '8F bei photoresponsiven Verbindungen in

12 und einer Proof-of-Concept-Studie

einem photodynamischen Therapieansatz
eines caged Derivates von Luciferin durch ¥*FDG in einem Maus-Brustkrebs
Modell,®® wurde auch in dieser Arbeit das AZD5438 Modellsystem beziiglich
der Photoaktivierung mit ®Fluor untersucht.

In den eingesetzten Aktivitatskonzentrationen von 20-300 MBq/mL, die denen
in der Radiotherapie verwendeten entspricht, konnte in keiner der angesetzten
Proben (Tabelle 9, Kapitel 6.5.2) eine Freisetzung von AZD5438 wihrend der In-
kubation mit dem Betastrahler ®F fiir bis zu 12 Stunden festgestellt werden.!?3
Alle Versuche wurden in Abbildung 25 zusammengefasst. Fiir den direkten
Vergleich wurde das UV Signal der von ®F erzeugten Tscherenkow-Strahlung
hinzugefiigt. So wird gezeigt, dass die gemessene elektromagnetische Strahlung
keinen Einfluss auf den geschiitzten Inhibitor hatte. Um Kontrollversuche nach
der zwolfstiindigen Inkubationszeit durchfithren zu kénnen, wurden die '8F-
Proben, die caged AZD5438 enthielten, mit UV-Licht von 365 nm bestrahlt.
Hier konnte wieder eine Photoaktivierung des Arzneistoffs nachgewiesen werden,
was zeigt, dass die durch den Zerfall von 8F erzeugte Tscherenkow-Strahlung

fiir die Aktivierung des geschiitzten Inhibitors nicht ausreichend ist.
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Abbildung 25: Aktivierung des Modellsystems mit Tscherenkow-
Strahlung aus '®F. Die Tscherenkow-Strahlung (rote Punkte)
aus Kapitel 3.1 ist in Zusammenhang mit der Photolysereakti-
on von caged AZD5438 (blaue Linie), um AZD5438 (schwarz)
zu erhalten, dargestellt. Alle Kurven enthalten die Mittelwerte
dreier unabhangiger Versuche aller durchgefiihrten Experimente
mit 8F inklusiver Standardabweichung.
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3.4.2 S8Gallium

Wie 8F ist auch %Ga ein 8*Strahler, der zu 87.7 % Positronen emittiert.
Allerdings erzeugt der Zerfall von ®®Ga eine wesentlich hohere maximale Zerfall-
senergie von 1.9 MeV und eine mittlere von 0.84 MeV, die deutlich iiber dem
Schwellenwert von 0.26 MeV fiir die Erzeugung von Tscherenkow-Strahlung
liegt. Daher wurden frisch hergestellte ®Ga-Proben im Bereich von 300 bis
900 MBq, was die maximal erreichbare Aktivitiat aus dem Gallium-Generator
entsprach, untersucht. Die Konzentration an caged AZD5438 sank in allen
Proben (Tabelle 10, Kapitel 6.5.2) bei der HPLC Analyse innerhalb von 148.8
Minuten auf etwa 75 % ab und erreichte darauf ein Plateau (Abbildung 26). Bei
dem freien AZD5438 stieg sie jedoch nicht signifikant an (4 %). Vielmehr ergab
die HPLC-Analyse ein recht komplexes Produktgemisch, was auf eine alter-
native Abbaureaktion durch entweder starke Tscherenkow-Bestrahlung, durch
emittierte Positronen, durch radikalische Prozesse oder durch eine Kombination
dieser Ursachen hindeutet. Da der freie Wirkstoff AZD5438 unter Einsatz von
%8Ga stabil blieb (Abbildung 24b), scheint sich nur caged AZD5438 teilweise zu
zersetzen. Dadurch dass die Signalstérke der Tscherenkow-Strahlung auch in
dem vergleichbaren Untersuchungzeitraum auf ein Minimum sinkt, also mit der
Konzentrationsabnahme von caged AZD5438 korreliert, wird vermutet, dass
die entstehende Tscherenkow-Strahlung fiir den Abbau von caged AZD5438
zustandig ist. Diese Hypothese wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass zu
Beginn der Experimente im Vergleich zu dem anderen 8% Strahler *F deutlich
mehr Tscherenkow-Strahlung freigesetzt wird (148 Signale bei ®*F und 10957
Signale bei %Ga, Abbildungen 25 und 26).

In ESR-Experimenten bei der Photolyse von caged AZD5438 konnte bereits ein
radikalischer Reaktions-Prozess festgestellt werden (Kapitel 3.2.3, Abbildung
21). Um die teilweise Zersetzung des geschiitzten Inhibitors ndher zu unter-
suchen, wurden weitere ESR-Experimente mit einem verdnderten pH-Wert
durchgefiihrt, da ®Ga in 1 M HCl-Losung eluiert wird und dementsprechend
die Versuchsproben im sauren Medium vorlagen. Direkte ESR-Versuche unter
Verwendung von %Ga konnten aufgrund der besonderen Anforderungen an
die Handhabung der radioaktiven Proben nicht durchgefithrt werden. Inter-
essanterweise konnte im stark sauren Milieu sowohl beim freien als auch beim
geschiitzten Inhibitor kein radikalischer Prozess festgestellt werden (Abbildung
27). Dies ldsst vermuten, dass das im sauren Milieu vorliegende protonierte
Molekil des caged AZD5438 gegeniiber UV-Strahlung stabiler ist. Da dennoch
eine Zersetzung in der HPLC zu sehen war, wird vermutet, dass diese direkt

durch die emittierenden Positronen entsteht. Die Tscherenkow-Strahlung ist als
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eine vergleichsweise schwache UV-Strahlung mit geringer Photonenausbeute
bekannt und wird daher hochstwahrscheinlich nicht diese Zersetzung herbeifiih-
ren.''* Daher wurde als nichstes ein $~Strahler, das °°Y, untersucht, um diese

Hypothese naher zu untersuchen.
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Abbildung 26: Aktivierung des Modellsystems mit Tscherenkow-
Strahlung aus *®Ga. Die Tscherenkow-Strahlung (rote Punkte)
von Kapitel 3.1 ist in Zusammenhang mit der Photolysereakti-
on von caged AZD5438 (blaue Linie), um AZD5438 (schwarz)
zu erhalten, dargestellt. Alle Kurven enthalten die Mittelwerte
dreier unabhéngiger Versuche aller durchgefiithrten Experimente
mit %¥Ga inklusiver Standardabweichung.
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Abbildung 27: Elektronenspinresonanz-Spektren (ESR) der verschiede-
nen Proben mit (rot) und ohne (blau) Bestrahlung mit Licht
(365 nm, 100 s, 37.5mW pro Well) (a) von AZD5438 in 1 M
HCI (b) von caged AZD5438 in 1 M HCI. Als Positivprobe wur-
de der Photosensibilsator 1,4-Naphthoquinon eingesetzt.'? Im
Gegensatz zu der Positivprobe konnte weder bei AZD5438 noch
bei caged AZD5438 mit und ohne Bestrahlung im stark sauren
Milieu ein Vorhandensein ungepaarter Elektronen nachgewiesen
werden. Die Graphen zeigen den Mittelwert dreier Versuche
inklusive Standardabweichung an.
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3.4.3 OYttrium

Im Gegensatz zu ®F und %Ga, die als Positronenstrahler in der radiophar-
mazeutischen Diagnostik verwendet werden, wird *°Y in der Strahlentherapie
eingesetzt (Tabelle 6, Kapitel 2). Das Radionuklid °Y ist ein reiner 8~ Strahler
mit einer mittleren Zerfallsenergie von 2.28 MeV und einer Halbwertszeit von
64 Stunden. Um einen direkten Vergleich mit den Experimenten mit %Gallium
herstellen zu konnen, wurde die Aktivitat von 419 MBq gewahlt. Diese wurde
aus dem Kernzerfall der Nuklide berechnet, sodass innerhalb eines gewahlten
Zeitraumes von 3 Stunden gleich viele Kerne zerfallen, was in der Produktion
von Tscherenkow-Strahlung resultiert (Rechnung siehe Anhang, Aktivitatsrech-
nung, Kapitel 7.1). Aulerdem entspricht diese verwendete Aktivitat der des
therapeutischen Einsatzes.'?*

Die Proben von caged AZD5438, die mit *°Y fiir 14 Tage inkubiert wurden,
zeigten auch hier einen signifikanten Abbau der geschiitzten Verbindung DMNB-
AZD5438 von insgesamt 63 %. Jedoch wurde erstmals eine deutliche Freisetzung
von AZD5438 festgestellt. Innerhalb von 7 Tagen wurde 21 % aktiver Wirkstoff
detektiert und dessen Konzentration blieb daraufhin konstant (Abbildung 28).
16 % des eingesetzten caged AZD5438 wurde weder umgesetzt noch zerstort.
Diese Zersetzung von 63 % des geschiitzten Inhibitors lasst sich nicht durch die
elektromagnetische Tscherenkow-Strahlung erkléren. In den ESR-Experimenten
im sauren Milieu aufgrund der 0.04 molaren HCL-Elutionslésung von 0Y
konnten wieder keine freien Radikale gezeigt werden (Abbildung 29). Somit
kénnten analog zu der vorherigen Hypothese im Kontext von ®Gallium die
Positronen die Elektronen fiir eine teilweise Zersetzung des geschiitzten Inhi-
bitors verantwortlich sein. Beim Zerfall von °Y war die freiwerdene Energie
noch grofer als beim %Ga (E, .. 2.28 statt 1.9 MeV), sodass vielleicht durch
diese Energie caged AZD5438 teilweise bei den beiden Strahlern zersetzt wird.
Interessant wéren weitere Versuche mit $~ Nukliden mit einem niedrigeren E, ..
als Yttrium, wie zum Beispiel 32P. Jedoch ist dies praktisch kaum moglich,
wegen dessen langer Halbwertszeit von tiber 14 Tagen. Zuséatzlich ist auch
nicht ganz auszuschlielen, dass nicht doch die Tscherenkow-Strahlung diese

Zersetzung verursacht.
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Abbildung 28:
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Aktivierung des Modellsystems mit Tscherenkow-
Strahlung aus Y. Die Tscherenkow-Strahlung (rote Punkte)
von Kapitel 3.1 ist in Zusammenhang mit der Photolysereakti-
on von caged AZD5438 (blaue Linie), um AZD5438 (schwarz)
zu erhalten, dargestellt. Alle Kurven enthalten die Mittelwerte
dreier unabhangiger Versuche aller durchgefiihrten Experimente
mit Y inklusiver Standardabweichung.
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Abbildung 29:

Elektronenspinresonanz-Spektren (ESR) der verschiede-
nen Proben mit (rot) und ohne (blau) Bestrahlung mit Licht
(365 nm, 100 s, 37.5 mW pro Well) (a) von AZD5438 in 0.04 M
HCI (b) von caged AZD5438 in 0.0.4 M HCIL. Als Positivprobe
wurde der Photosensibilsator 1,4-Naphthoquinon eingesetzt.'?
Im Gegensatz zu der Positivprobe konnte weder bei AZD5438
noch bei caged AZD5438 mit und ohne Bestrahlung im schwach
sauren Milieu ein Vorhandensein ungepaarter Elektronen nach-
gewiesen werden. Die Graphen zeigen je den Mittelwert dreier
Versuche inklusive Standardabweichung an.
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4 Zusammenfassung und Fazit

Photopharmakologische Konzepte stellen vielversprechende Moglichkeiten zu
gezielten Therapieanwendungen dar. Durch einen anhand von Licht kontrollier-
ten selektiven Einsatz konnen systemische Nebenwirkungen und auch mogliche
Resistenzbildungen verhindert werden. Um den limitierten Einsatz von Licht
bestimmter Wellenldngen und den damit eingeschrankten Wirkungsgrad zu
iiberwinden, bedarf es an weiterfithrender Forschungsarbeit. Da die meisten
photopharmakologischen Wirkstoffe im Wellenldngenbereich von 300-550 nm
aktiviert werden und diese Wellenlénge nicht tief in den menschlichen Kérper
penetrieren kann, konnen derartige Arzneimittel nicht ohne invasivem Eingriff
in das tiefere Gewebe eingesetzt werden.

In dieser Arbeit wurde daher zum einen der mogliche Einsatz von Tscherenkow-
Strahlung als Lichtquelle untersucht. Diese ist eine elektromagnetische Strahlung
im Wellenlangenbereich von 250-600 nm, die héufig als Nebenprodukt beim
Zerfall radioaktiver Nuklide freigesetzt wird.

Radioaktive Nuklide werden héufig in der Radiotherapie eingesetzt. Neben
der duflerlichen Bestrahlung gibt es auch bereits Therapien fiir eine lokale
Bestrahlung im Korper. Ein Beispiel ist die Radiosynoviorthese, die bei ent-
zindlichen Gelenkerkrankungen eingesetzt wird. Hier wird das Radionuklid mit
Hilfe einer Kaniile direkt in den betroffenen Gelenkraum gespritzt. So konnen
die entzlindeten Schleimhautbereiche bestrahlt werden. Das umliegende Gewebe
wird dabei nicht beschadigt, da die verwendeten Betastrahler eine maximale
Reichweite von wenigen Millimetern aufweisen.'? Ein anderes Beispiel ist die
selektive interne Strahlentherapie (SIRT) bei Lebertumoren. Hier werden kleine
radioaktive Mikrosphiren mit enthaltenem Y {iber einen Katheter in der
Leberarterie in das Tumorgewebe der Leber gefiithrt. Die Mikrospharen werden
mit dem Blutstrom direkt in das gut durchblutete Tumorgewebe weitertrans-
portiert, wo das ?°Y eine 8~ Strahlung mit bis zu 11 Millimeter Reichweite mit
hoher lokaler Strahlenwirkung aussendet.4!

Eine Aktivierung photopharmakologischer Systeme anhand der Radionukli-
de, die Tscherenkow-Strahlung aussenden, kénnte neue, vielseitige Therapien
ermoglichen. Aufgrund der zeitlich und rdumlich kontrollierten Anwendung
konnte das Nebenwirkungs- und Resistenzrisiko verringert und die Dosisgabe
des Arzneistoffes fiir eine besonders effektive Therapie erhoht werden. Zuséatzlich
kann ein additiver Wirkungseffekt durch eine Kombination der Strahlentherapie
mit der Pharmakotherapie erreicht werden. So konnte bei einem Einsatz von
Radionukliden zum einen die Betastrahlung die jeweilige Krankheit bekdmpfen

und zum anderen den bereits in dem Gewebe vorliegenden inaktiven Wirkstoff
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des pharamkologischen Konzeptes lokal aktivieren. Diese Anwendung konnte es
ermoglichen, die bendtigte Dosis an Strahlung bei gleichem Effekt zu verringern,
sodass neben dem Nebenwirkunsprofil auch die notwendigen Sicherheitssvor-
kehrungen fiir Patient und klinischem Personal reduzierbar werden. Zusatzlich
konnten auch die Kosten der Sicherheits- und Materialvorkehrungen bei Einsatz
entsprechender Therapien eingespart werden.

Fir den Nachweis entstehender Tscherenkow-Strahlung aus dem Kernzerfall
von Radionukliden wurden in dieser Arbeit die fiir diagnostische Zwecke ver-
wendeten 87 Strahler ¥F und ®®Ga und das °Y als therapeutischer 8~ Strahler
untersucht. Es konnte bei dem Zerfall dieser Radionuklide in therapeutisch
relevanten Konzentrationsbereichen Tscherenkow-Strahlung experimentell nach-
gewiesen werden, jedoch bei ®F kaum mehr als durch sekundire kosmische
Strahlung auf der Erde bereits vorhanden ist. Bei ®*Ga und °Y konnte unterdes-
sen eine deutliche Tscherenkow-Signalstarke, welche beim weiteren Kernzerfall
stetig abnimmt, detektiert werden. Diese Unterschiede in der Signalstérke han-
gen mit der Kernzerfallsenergie der Nuklide zusammen. ®F hat dabei mit 0.25
MeV eine deutlich niedrigere mittlere Zerfallsenergie als %Ga mit 0.84 MeV
und Y mit 0.93 MeV.

Zur Uberpriifung, ob die Tscherenow-Strahlung in der Lage ist, ein photo-
pharmakologisches Prodrug-Konzept zu aktivieren, wurde der photoresponsive
CDK2-Inhibitor DMNB-AZD5438 als Modellsystem in Zusammenhang mit den
Radionukliden ¥F, ®Ga und Y untersucht. Die Modellversuche wurden im
moglichst wéassrigen Medium durchgefithrt. Wie in Tabelle 3 in Kapitel 1.3.1
aufgefiihrt ist, unterscheiden sich die Brechungsindices der meisten Kérpermedi-
en nicht wesentlich voneinander, sodass die Ergebnisse gut iibertragen werden
konnen.

In Korrelation zu der geringen Tscherenkow-Strahlung, die durch den $+Emitter
I8F entsteht, konnte fiir DMNB-AZD5438 hier keine Freisetzung des Inhibitors
AZD5438 festgestellt werden. Die Inkubation von DMNB-AZD5438 mit dem
BtEmitter %Ga fithrte zu einer sehr geringen Freisetzung des Arzneistoffes
von 4 %. Dem gegeniiber wurden 21 % DMNB-AZD5438 wurde zu einem
Produktgemisch zersetzt. Bei Zugabe von °Y zum caged AZD5438 konnte 21
% an AZD5438 ermittelt werden und 63 % an caged AZD5438 wurde zersetzt.
Da bereits bei der Photoaktivierung des Modellsystems mit UV-Bestrahlung bei
365 nm ein radikalischer Abbau an caged AZD5438 von 25 % festgestellt wer-
den konnte, wurden ESR-Experimente zur Untersuchung auf vorliegende freie
Radikale durchgefiihrt. Im Gegensatz zu AZD5438 konnte bei Bestrahlung von
Losungen bei DMNB-AZD5438 tatsichlich radikalische Reaktionen ermittelt

werden. Nachfolgende Versuche mit den Quenchern Ascorbinsdure und Gentisin-
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sdure zeigten, dass Ascorbinsdure die Photoaktivierung sowie den radikalischen
Abbau nicht verhindert. Zusétzlich verlangsamte Gentisinsédure konzentrations-
abhéingig die Photoaktiverung. Dadurch dass die ESR-Experimente nicht mit
den enthaltenen radioaktiven Komponenten durchgefiihrt werden konnten, wur-
den nur dessen saure Medien in Zusammenhang mit dem Wirkstoff und dessen
geschiitzter Verbindung untersucht. Hier konnte in 1 M HCI von %Ga und in
0.04 M HCI von ?Y keine Radikale mehr detektiert werden. Schlussfolgernd ist
caged AZD5438 im sauren Medium gegentiiber UV-Betastrahlung stabiler und
dessen Abbau, der bei den Experimenten mit %Ga und °Y festgestellt wurde,
erfolgt voraussichtlich durch die vorliegenden Positronen beziehungsweise Elek-
tronen.

Auf Gundlage dieser Modell-Studie sollte in weiteren Untersuchungen ein opti-
mierteres Design von photoresponsiven Verbindungen, welche stabil gegeniiber
der Betastrahlung ist, gepriift werden. Dann konnte die durch therapeutische
Radiopharmaka induzierte Tscherenkow-Strahlung eine Moglichkeit fiir eine syn-
ergetische Kombination von Strahlentherapie und gezielter Photopharmakologie

in zukiinftigen Anwendungen bieten.
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5 Ausblick

Zur Fortsetzung dieses Projektes gibt es verschiedene Ansétze. Als erstes stellt
sich wegen der teils gegliickten Freisetzung von AZD5438 mit dem Radionuklid
MY die Frage, ob anhand von Zellversuchen eine Inhibition gezeigt werden
kann. Diese biologischen Testungen sollen untersuchen, ob in der Kombination
geschiitzter Arzneistoff und °Y eine stiarkere Inhibition von Zellen erreicht
werden als nur mit *°Y oder dem freien Arzneistoff beziechungsweise mit dem
geschiitzten Arzneistoff nach UV-Bestrahlung.

Zudem koénnen noch weitere Quencher untersucht werden, um das Modellsystem
zu stabilisieren. Diese sollten den radikalischen Mechanismus des AZD5438 ver-
hindern, ohne das photochemisch vermittelte Uncaging negativ zu beeinflussen.
Blois et al. untersuchten 2012 verschiedene Quencher, um die Radiolyse von
UiTh und '""Lu zu reduzieren. Demnach bietet sich besonders die Kombination
von Ascorbinsdure, Gentisinsdure und Se-Methionin oder Melatonin, Histidin
und Methionin an. Auch Tocopherole, oder K-Vitamine wie Menadion (K3),
Menachinon (K2) und Phyllochinon (K1) besitzen gute Quenchereigenschaften,
sind jedoch kaum im wassrigen Medium loslich. Nach Blois et al. entstehen
auflerdem bereits durch die Radiolyse Radikale von Wassermolekiilen eines
wassrigen Mediums, weswegen ohnehin eine Stabilisierung der geschiitzten
Verbindung von Vorteil ist.3

Dartiber hinaus kann es sinnvoll sein, andere Modellsysteme zu untersuchen.
Photochemische Untersuchungen zu caged AZD5438 zeigte bereits in den Vor-
versuchen radikalisches Verhalten und eine damit zusammenhangende teilweise
Zersetzung des geschiitzten Arzneistoffes. Vielleicht sind andere Modellsysteme
stabiler und konnen somit ohne Nebenprodukte selektiver mit Tscherenkow-
Strahlung aktiviert werden. Hier konnten auch Photoschalter untersucht werden.
Die Photostatine beispielsweise scheinen sehr erfolgversprechend. Sie hemmen
Mikrotubuli und sind damit entscheidend fiir die zellbiologische Forschung
und die Krebstherapie.'*? Borowiak et al. veréffentlichten 2015 Ergebnisse mit
Analoga zu Combretastatin A-4(CA4) wie das PST-1 (Abbildung 30), welche
bis zu 250 mal aktiver im blauen Licht waren. Thre Aktivierungswellenldnge
liegt mit 390-430 nm genau im Bereich der Tscherenkow-Strahlung. Aulerdem
sind CA4 - Derivate wie das Fosbretabulin und das Ombrabulin bereits in der
Phase III der klinischen Studien.!4?
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Abbildung 30: Darstellung der entwickelten Photostatine von Borowi-

ak et al. 2015.'*2 Das Photostatin (PST)-1 zeigt bei Photo-
schaltung durch Licht bei 390-430 nm und die damit verbundene
Aktivierung eine 250 mal hohere Aktivitdt. Auflerdem weist
es eine sehr gute Photostabilitdt und eine schelle reversible
Photoschaltung auf.
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Der Arzneistoff AZD5438 kann auch mit anderen Schutzgruppen untersucht wer-
den. Zum Beispiel ist die BODIPY-Schutzgruppe (meso-methyl-bor-dipyrromethenyl
und meso-phenyl-bor-dipyrromethenyl) bereits sehr hiufig in Zusammenhang
mit einer Photoaktivierung untersucht worden. Abbildung 31 zeigt das AZD5438
mit einer der BODIPY-Schutzgruppen. Da diese jedoch seine Aktivierungswel-
lenldnge bei hoheren Wellenlangen von 525/550 nm besitzt, um das bioopti-
sche Fenster zu umgehen, liegt diese kaum noch im Bereich der Tscherenkow-
Strahlung. Daher ist es fraglich, ob die Tscherenkow-Strahlung fiir eine Abspal-

tung dieser Schutzgruppe ausreichen wiirde.
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Abbildung 31: UV-Spektren der photoaktiven Verbindungen, AZD5438

(schwarz), caged AZD5438 (blau) und BODIPY-AZD5438 (griin)

im Vergleich zu dem Emissionsspektrum der Tscherenkow-

Strahlung (rot gestrichelt). Die Aktivierungswellenldnge 365 nm
von caged AZD5438 ist als schwarze Linie ebenfalls dargestellt.
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6 Experimentalteil

6.1 Molecular Modelling

Das molekulare Modelling wurde auf einem Dell-System mit einem Intel Xeon
E5620 mit 2.40 GHz, 24 GB RAM und einem 64-Bit Windows 7 Enterprise mit
der Software Schrodinger Maestro 11.0, LLC, New York, USA, generiert. Die
Struktur (pdb: 4FKO), eine kristalline Struktur von CDK2 mit dem Inhibitor
Thiazolpyrimidin, wurde aus der RCSB Protein Data Bank importiert und
mit dem Protein Preparation Wizard bearbeitet. Mit dem Prime-Programm,
Version 4.6 von Schrodinger, wurden fehlende Seitenketten oder Schleifen hinzu-
gefiigt. Wassermolekiile ohne feste Bindungen und andere Molekiile abgesehen
von dem Liganden wurden entfernt. Die Struktur wurde vorprozessiert und mit
PROPKA bei einem pH-Wert von 7.0 optimiert und darauthin anhand von
dem OPLS3-Kraftfeld minimiert.

Mit Hilfe der Rezeptor Grid Generation wird der urspriinglich in dem Protein
liegende Ligand entfernt und der Van der Waals-Radius auf Faktor 1.0 skaliert,
um eine Bewegung des Rezeptors und des Liganden zu modellieren, da Glide
aufler den optionalen Hydroxyl- und Thiol-Rotationen keine Rezeptorflexibilitét
beim Docking zuldsst. Der zu untersuchende Ligand, AZD5438 beziehungsweise
DMNB-AZD5438, wurden mit LigPrep Version 4.0015 von Schrédinger bearbei-
tet und eingefiigt. Fiir die Ligandenminimierung wurde das OPLS3-Kraftfeld,
Epik Version 3.8015, genutzt. Zur Visualisierung wurde das Superpositions-Tool

verwendet, um die Struktur von des Arzneistoffes auszurichten.
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6.2 Reagenzien und Ausgangsstoffe

Nuklide

PY wurde von der Firma f-con Eckert & Ziegler (Strahlen- und Medizintechnik
AG, Berlin) erworben und F von Life Radiopharma f-Con GmbH. Diese Sub-
stanzen wurden direkt ohne weitere Reinigung verwendet. %Ga wurde direkt
in der Nuklearmedizin im UKSH Kiel mit Hilfe eines 68-Gallium Generators
generiert. Die Ausgangssubstanzen hierfiir wurden ebenfalls bei der Firma
Eckert & Ziegler gekauft.

AZD5438

Der Inhibitor AZD5438 ist bei MedChem-Express USA — MedChemExpress
LLC 1 Deer Park Dr, Suite Q, Monmouth Junction, NJ 08852, USA erhélt-
lich. Vor weiterer Verwendung wurde der Compound mit Hilfe von RP Flash

Chromatographie (Wasser/Methanol, mit Gradient) gereinigt und charaterisiert
(100 % HPLC-Reinheit ).

Weitere

Alle anderen Reagenzien und Ausgangsstoffe wurden von folgenden Herstellern
erworben: abcr GmbH, Carl Roth GmbH, Fluka und Sidma-Aldrich Chemie
GmbH, Merck Millipore, TCI Deutschland GmbH, ThermoFisher Scientific
und VWR International GmbH.

26



6.3 Synthese

Caged AZD5438

N-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)-4-(1-isopropyl-2-methyl-1H-
imidazol-5-y1)-N-(4-(methylsulfonyl) phenyl)pyrimidin-2-amin

1
N
\“/NE .
N._=

Abbildung 32: Molekiilstruktur des caged AZD5438.
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Caged AZD5438 (Abbildung 32) wurde nach dem allgemeinen Verfahren
fir das Caging von N-Phenylpyrimidin-2-aminen mit Benzylbromiden aus
AZD5438 (100 mg, 0.27 mmol) und 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylbromid (82
mg, 0.30 mmol) synthetisiert. Natriumhydrid (1.2 Aquiv.) wurde in 5 ml tro-
ckenem DMF unter Argonatmosphére gelost. Nach Abkiihlung auf 0°C wurde
das entsprechende N-Phenylpyrimidin-2-amin (1.0 Aquiv.) in 3 ml trockenem
DMEF gelost und tropfenweise zur Reaktion hinzugefiigt. Nach 1 h wurde die Re-
aktion auf -35°C abgekiihlt und das entsprechende Benzylbromid (1.1 Aquiv.),
gelost in 3 ml trockenem DMF, tropfenweise zugegeben. Nach dem Riithren
bei -35°C fiir 1 h wurde die Reaktion durch langsame Zugabe von HyO ge-
quencht. Nach 1 h wurde die Reaktion filtriert. Die Reinigung erfolgte durch
RP-Flash-Chromatographie mit einem Gradienten aus Methanol und Wasser,
um N-(4,5-Dimethoxy-2- nitrobenzyl)-4-(1-isopropyl-2-methyl-1H-imidazol-5-
y1)-N-(4-(methylsulfonyl)phenyl) pyrimidin-2-amin als hellgelben Feststoff zu
erhalten (100 % HPLC-Reinheit).

Ausbeute: 84 mg (0.15 mmol, 50 %)
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'H NMR: (300 MHz, DMSO-d6): d = 1,05 (d, 3JHH = 7,1 Hz, 6H), 2,39 (s,
3H), 3,21 (s, 3H), 3,66 (s, 3H), 3,85 (s, 3H), 5,32 (sept, 3JHH = 7,0 Hz, 1H),
5,65 (s, 2H), 6. 93 (s, 1H), 7.20 (d, 3JHH = 5.3 Hz, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.73 (d,
3JHH = 8.8 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.91 (d, 3JHH = 8.8 Hz, 2H), 8.38 (d, 3JHH
= 5.3 Hz, 1H) ppm.

13C NMR: (75 MHz, DMSO-d6): d = 16.1, 20.6, 43.5, 46.9, 51.4, 56.0, 56.1,
108.6, 109.8, 109.8, 126.6, 127.9, 128.6, 128.8, 133.0, 136.9, 139.8, 147.4, 148.4,
148.8, 153.3, 157.8, 157.9, 160.7 ppm.

HRMS (ESI): m/z = 567.20204 [M+H]+ (calc. m/z = 567.20203)

6.4 Analytik

Bestrahlung

Fiir die Bestrahlung der Proben wurde als LED-Quelle die 16x Nichia NC-
SU276A U365 von Sahlmann Photochemical Solutions verwendet. Es wurde
die Wellenldnge 365 nm eingesetzt und eine Intensitat von 5 % gewahlt, was
bei den 96er Wellplatten 37.5 mW pro Well entspricht.

HPLC

Zur Analyse radioaktiver Proben mit 8F und %®®*Ga, wurde ein Agilent 1100
Series Instrument (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) mit einem
DAD Detektor und Saulentemperierung bei 25°C hinter einer Abschirmung
verwendet. Als Sdule wurde die Chromolith® SemiPrep RP18 (100 - 4.6 mm,
Merck Millipore, Darmstadt, Germany) eingesetzt. Fiir die Proben mit %Y
wurde ein Beckmann System Gold 126 mit quatendrer Pumpe, UV-Detektor
Gold 166 und als Séule eine Chromolith HR 4.6 x 100 mm benutzt. Das Injekti-
onsvolumen betrug je 5 pl und das FlieBmittel war ein Gradient von Acetonitril
und Wasser mit je 0.1 % (v/v) Ameisensaure und einer Flufirate von 1.5 ml/min.
Zur Analyse wurde die UV-Detektion bei 296 nm verwendet.

Die Versuche ohne Radioaktivitat wurden ebenfalls an einem Agilent 1100 Series

Gerat mit einer Chromolith® SemiPrep RP18 (100 - 4.6 mm) Sédule und Saulen-
temperierung auf 25°C, einem Injektionsvolumen von 5 pl und UV-Dektion bei

296 nm durchgefiihrt. Jedoch wurde als Flieimittel ein Kaliumhydrogenphosphat-
Puffer (0.01 M, pH = 2.3)/ Acetonitril-Gemisch eingesetzt.
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NMR

Fir NMR-Spektren wurde das Gerédt Bruker Avance IIT 300, eingestellt auf
298 Kelvin, verwendet. Die 'H-Messungen wurden bei 300 MHz und die 3C-
Messungen bei einer Auflosung von 75 MHz durchgefithrt. Fir die jeweilige
Kalibrierung und als interner Standard wurde das deuterierte Losungsmittel
DMSO-dg genutzt. Dessen Signale liegen im 'H-Spektrum bei 2.50 ppm und
beim ¥C-Spektrum bei 39.52 ppm.

MS
Fir Untersuchungen an der Massenspektrometrie wurde die HR-MS (High-
resolution mass spectrometry) von Thermo Fischer Q Exactive Plus MS, Hybrid

Quadrupol-Orbitrap mit Elektronenspryionisation (ESI) eingesetzt.

ESR

Bei der Elektronenspinresonanz (ESR) kann das Vorhandensein ungepaarter
Elektronen untersucht werden. Hierbei befindet sich die Probe in einem Ma-
gnetfeld und wird mit einer Hochfrequenz von etwa 50 MHz untersucht. Durch
das Magnetfeld werden die Energieniveaus der Elektronen aufgespalten und
es kommt zu einer Wechselwirkung zwischen der Hochfrequenzschwingung
und dem Elektronenspin der Probe. Es entsteht ein Messsignal, welches die
absorbierte Energie der Hochfrequenz anzeigt.

Die Proben wurden im wassrigen Medium mit 20 % DMSO und einer 50 pM
Konzentration gemessen. Fiir die Experimente wird EDTA-Wasser versetzt
mit 2.5 mM TMT-H (1-Hydroxy-4-isobutyramido-2,2,6,6-tetramethylpiperidin)
verwendet, um eventuell in wéssriger Losungen enthaltene Ionen zu komple-
xieren, damit diese die Messung nicht storen konnen. Des Weiteren wurde der
Photosensibilsator 1,4-Naphthoquinon als Positivprobe verwendet.3?

Da bei den Versuchen mit den Radionukliden unterschiedlich stark saure Losun-
gen vorlagen, wurden auch hier dementsprechende saure Medien gewéhlt, damit
die Molekiile gleich protoniert wurden und ein direkter Vergleich moglich war.
Gallium wurde aus einer 1 molaren HC] Losung generiert und “Yttrium aus
einer 0.04 molaren. Die Proben wurden mit Licht von 365 nm 100 Sekunden
lang (37.5 mW pro Well) bestrahlt. Es wurden je drei Wiederholungen der
Experimente durchgefiihrt.
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Quencher-Experimente
Als Quencher wurden Ascorbinsédure und Gentisinsdure im Messkonzentrations-

bereich nach Blois et al. (10, 35, 50 mM) verwendet (Tabelle 7).'%% Zusétzlich
enthielten die untersuchten Proben wieder 50 pM caged AZD5438 beziehugs-
weise AZD5438 und 20 % DMSO. Die Proben wurden nach Bestrahlung mit

HPLC ausgewertet.

Ascorbinsaure Gentisinsaure

% mM % mM
0.1 5.7 0.1 6.5
1.0 56.8 0.5 324
5.0 283.9 1.0 64.9
10.0 567.8

Tabelle 7: Verwendete Konzentrationsbereiche an den Quenchern Ascorbinsaure
und Gentisinsaure.
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6.5 Nuklidexperimente
6.5.1 Kamiokanne

Die Kamiokanne ist eine vereinfachte, stark verkleinerte Form der Super-
Kamiokande. Sie wurde an der Universitit von Mainz entwickelt und in einem
Astropartikelprojekt von “Netzwerk Teilchenwelt” von der Universitat von Got-
tingen und der “Deutschen Elektronen- Synchroton"DESY weiter spezifiziert,
um Myonen aus der sekundéaren kosmischen Strahlung mit Hilfe der von ihnen
erzeugten Tscherenkow-Strahlung untersuchen zu kénnen.'#144 Sie besteht
aus zwei herkdommlichen Thermoskannen mit aufgesetzten Photomultiplier-
Rohren (PMT) und einer internen Hochleistungsspannung. Myonen, die sich
im wéssrigen Medium schneller als Licht bewegen, senden bei Auftreffen auf
die Wassermolekiile Photonen aus, die von den verspiegelten Thermoskan-
nenwéanden reflektieren und auf den aufgeschraubten PMT treffen. In dem
PMT befindet sich die Photokathode, in der das Photon seine Energie auf
ein Elektron tibertriagt. Durch diesen Photoeffekt wird das Lichtsignal in ein
elektrisches Signal umgewandelt, welches gemessen werden kann.'** Die Ka-
miokanne wird in Bildungseinrichtungen zum Nachweis sekundarer kosmischer
Strahlung eingesetzt. Wenn die Kamiokanne Tscherenkow-Strahlung von Myo-
nen nachweisen kann, sollte sie demtenstprechend Tscherenkow-Strahlung, die
von Radionukliden erzeugt wird, detektieren. Fiir die Experimente dieser Arbeit
wurde ein durch die erforderliche Aktivitat definiertes Volumen der radioak-
tiven Probe in eine Quarzkiivette gefiillt und mit destilliertem Wasser auf
3 ml aufgefiillt. Die gut geschlossene Kiivette wurde darauthin in eine mit
Wasser gefiillte Thermoskanne gegeben und mit dem PMT verschlossen, sodass
kein Licht die Messung storen konnte. In die andere Thermoskanne wurde als
Nullmessung, um eingehende Signale der sekundaren kosmischen Strahlung
von den eigenen Werten abziehen zu koénnen, eine nur mit Wasser gefiillte
Kiivette gegeben. Die Kamiokanne befand sich dabei aus Sicherheitsgriinden
hinter einer Bleiabschirmung. Es wurden Quarzkiivetten verwendet, damit die
erwartete Tscherenkovstrahlung im Wellenléngenbereich von 250-600 nm nicht
vom Material absorbiert wird. Vor der Messung wurde die Sensitivitdat der
Signaldetektion des Blindwertes so eingestellt, dass gerade noch Signale der
eingehenden Myonen ermittelt werden konnten. Dieser Schwellenwert betrug
zwischen 2.60 und 3.50 mV. Bei den Tscherenkow-Strahlungs-Messungen wur-
den die eingehenden Signale in zehn miniitigen Intervallen aufgenommen. Der
angepasste Aufbau der Kamiokanne im Labor ist schematisch in Abbildung
33a dargestellt.
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Abbildung 33: Kamiokanne (a) Schematische Darstellung. Die komplett mit
Wasser gefiillten Thermoskannen enthalten je einen Halter mit
geschlossener Quarzkiivette. Die griine Probe stellt die radioakti-
ve Losung dar und befindet sich daher hinter einer Bleiwand. Die
Kanne mit enthaltener blauer Losung ist die Negativkontrolle.
Auf den Kannen befinden sich die Photomultiplier, welche an
einer internen Hochleistungsspannung angeschlossen sind. Das
Schema wurde mit BioRender.com erstellt. (b) Kamiokanneauf-
bau als Foto.
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6.5.2 Aktivierung

BFluor

Caged AZD5438 wurde mit ®F und ®FDG mit den Aktivititen von 20-
300 MBq/ml, welche denen der Radiotherapie entsprechen, versetzt.'3 Da caged

AZD5438 eine geringe Loslichkeit in Wasser aufweist, wurde Dimethylsulfoxid

oder auch Methanol als Losungsmittel verwendet. Darauthin wurde die jeweilige
Probe in 15-miniitigen Absténden bis zu 12 Stunden mittels HPLC-Analyse
untersucht (Tabelle 8). Nach Abklingen der Radioaktivitdt wurden die Proben
als Positivproben mit UV-Licht der Wellenldange 365 nm mit einer Intensitéat
von 5 % bestrahlt wodurch der Wirkstoff AZD5438 freigesetzt wurde.

Versuch  Radioaktivitét Losungsmittel Volumen Wirkstoffkonzentration
MBq ml nM
1 20 10 % DMSO in Wasser 1.0 50
2 200 10 % DMSO in Wasser 1.0 50
3 150 10 % DMSO in Wasser 1.0 50
4 107 50 % MeOH in Wasser 0.4 125
5 120 50 % MeOH in Wasser 0.4 125

Tabelle 8: Versuche aus Aktivierungsversuchen mit caged AZD5438

unter Verwendung von *F und 8FDG. Als Losungsvermittler
wurde entweder DMSO oder MeOH zugesetzt. Jede Probe wurde in
drei unabhéngigen Experimenten analysiert. Diese Versuche wurden
von Alexander Débber durchgefiihrt.

63



68Gallium

Angesichts seiner kurzen Halbwertszeit wurde %Ga vor Ort im Labor erzeugt
und konnte direkt aus seinem Ausgangsisotop ®®*Germanium mit 1 M HCI
(*8Gallium-Generator) eluiert werden. 900 MBq war dabei die héchste mogliche
Aktivitat, die eluiert werden konnte. In den Versuchen 1-6 (Tabelle 9) wurde
jeweils 50 pM geschiitzte Verbindung und 20 % DMSO als Losungsvermittler
eingesetzt. Aufgrund der durch das Eluieren bedingten sauren Losung wurden
Versuche mit einem Puffer fiir das Erreichen eines physiologischen pH-Wertes
hinzugefiigt (Versuch 3 mit Ammoniumacetat und Versuch 4 mit HEPES-
Losung). In Versuch 5 wurde das Volumen verdoppelt, damit die durch die
B-Strahlung ausgehenden Teilchen im wassrigen Medium eine héhere Chan-
ce zur Entwicklung der Tscherenkow-Strahlung haben. Versuch 6 wurde als
Negativprobe mit %°Ga durchgefiihrt, welches nicht radioaktiv ist. Da alle 6
Versuche das gleiche Ergebnis zeigten, wurden diese in Abbildung 26 in Kapitel

3.4.2 zusammengefasst.

Versuch  Radioaktivitét Loésungsmittel Volumen erkstof.f—
konzentration

MBq ml nM
1 300 20 % DMSO in 1 M HCI 1.25 50
2 900 20 % DMSO in 1 M HCI 1.25 50
3 900 20 % DMSO 1 M HCI mit 2 M NH4Ac 1.25 50

20 % DMSO 1 M HCI mit 5 M

4 900 HEPES 1.25 50
5 900 20 % DMSO 1 M HCl 3.00 50
6 / 20 % DMSO 1 M HCI und %9Ga 1.25 50

Tabelle 9: Inkubation von caged AZD5438 mit dem 87 Strahler ®Ga
unter verschiedenen Bedingungen. In den Proben 1 und 2 wur-
den unterschiedliche Aktivitdten untersucht. Aufgrund des sauren
Mileus wurde in Probe 3 und 4 der saure pH-Wert mit Ammoni-
umacetat und HEPES gepuffert. Bei Probe 5 wurde das Probe-
volumen verdoppelt. Als Negativkontrolle wurde eine Losung des
nicht-radioaktiven %Ga verwendet (Probe 6). Jede Probe wurde drei
mal analysiert. Als Positivkontrollen wurden die Proben 1-6 nach der
Inkubation mit %Ga mit UV-Licht bestrahlt, was eine Freisetzung
von AZD5438 verursachte.
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NVYttrium

Fiir die Versuche mit Y wurde 419 MBq bei ansonsten gleichen Parame-
tern wie bei den vorherigen Nuklid-Experimenten eingesetzt (Tabelle 10). Der
therapeutische Einsatz liegt bei 150 - 370 MBq/ml.'3* Auch hier wurde in
15-miniitigen Absténden bis zu 14 Tage lang gemessen. Davon ausgenommen

waren die Nachte und das Wochenende.

Versuch  Radioaktivitét Loésungsmittel Volumen erkstoﬂ—
konzentration
MBq ml nM
1 419 20 % DMSO in 0.04 M HCI 1.25 50
2 / 20 % DMSO in 0.04 M HCI 1.25 50

Tabelle 10: Aktivierung von caged AZD5438 nach Inkubation mit dem
B~Strahler *°Y. Es wurden je drei unabhingige Versuche durchge-
fithrt. Als Positivkontrolle wurden die Proben wieder nachtraglich
mit UV-Licht bestrahlt und als Negativprobe wurde stets zeitgleich
caged AZD5438 ohne Radioaktivitat (Probe 2) gemessen.
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6.6 Biologische Evaluation

Fiir die biologischen Versuche wurde an einer Sterilbank Napflow von Napco
und mit einem Inkubator function line von Hareus gearbeitet. Die verwendeten
Substanzen wurden von Life Technologies erworben. In der Durchfiihrung
wurden weifle 96er Wellplatten verwendet. Theo Rodat fithrte diese Versuche
durch.

6.6.1 Kinaseassay

CDK2-Cyclin-E1-Assays wurden mit dem auf Lumineszenz basierten ADP-
GloTM Assay (Promega) geméf der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.!3®
Proportional zum ATP-Verbrauch der Kinasereaktion findet dabei die Luci-
ferasereaktion statt, wo die freigesetzte Menge an ADP iiber ein Luminesenz-
signal bestimmt werden kann. Bei einem kleinen Biolumineszenzsignal liegt
dementsprechend eine geringe Aktivitit der Kinase vor. Durch die ermittelten
Dosis-Wirkungskurven kénnen die IC5o-Werte und die Kinaseaktivitat bestimmt
werden. Die zu untersuchenden Substanzen wurden dabei in DMSO geldst und
nach einer 1:3 Verdinnung auf die mit 50 pl Kinasepuffer gefiillten Mikro-
titerplatten gegeben, sodass sie in einer Konzentration von 10 pnM vorlagen.
Nach Bestrahlung (365 nm, 10 min, 6.5 mW /cm?) wurde erst die Kinase (0.4
ng/nl CDK2/Cyclin E1) zugegeben, um dessen Denaturieren zu verhindern.
Nach weiteren 10 min Inkubierens wurde 10 pM ATP und 0.1 pg/pl Histon H1
hinzugefiigt und weitere 30 min inkubiert. Nach Zugabe des Detection Reagents
wurde erneut 30 min bei 30°C inkubiert und anschliefend mit Fluostar Omega
von BMG Labtech im Intervall von 0.2 Gain von 3600 die Biolumineszenzsignale
detektiert. Hier befand sich in den Probelésungen am Ende 10 ptM ATP, 0.1
ng/ul Histon H1 (Substrat) und 1 % DMSO. Die Auswertung erfolgte anhand
von GraphPad Prism, Version 7, GraphPad Software. Die 1C5y Werte wur-
den dabei mit der Sigmoidal-Anpassung (log(Inhibitor) vs. Reaktion - variable
Steigung) ermittelt (Gleichung 2).

Y = Bottom + (Top — Bottom)/1 + 10LegI¢50-X)-HillSlope (2)

Ausreifler wurden mit D‘Agostino-Pearson omnibus normality test berechnet.
Versuche ohne Probesusbtanzen mit Kinase in 1 % DMDO dienten als 100 %
Kontrolle und Substanzen ohne Kinase als 0 % Kontrolle. Die Experimente
wurden in drei unabhéngigen Versuchen je als Doppelbestimmungen von Theo
Rodat durchgefiihrt.
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6.6.2 Zellproliferationsassay

Da CDK2 besonders bei der Onkogenese relevant ist, wurden die Inhibitoren
an der Bauchspeicheldriisenkrebs-Zelllinie Panc89 getestet.'#% 146 Panc89, auch
bekannt als T3M4, wurde von Christian Roder, Institut fiir Experimentelle
Krebsforschung, CAU Kiel, Deutschland, bezogen. Die Zellen wurden bei 37°C,
5 % COy und in einer befeuchteten Atmosphére kultiviert. Panc89 wurde
mit Dulbecco’s MEM (Lifetech) versetzt, das mit 10 % fetalem Kéalberserum
(Lifetech) und 1 mM Pyruvat (Lifetech) angereichert war. Fiir den Zellprolife-
rationstest wurden die Zellen mit dem Cell Scepter (Merck Millipore) gezahlt
und bis zu einer endgiiltigen Anzahl von 5.000 - 15.000 Zellen/ml in weifle 96-
Well-Platten (PerkinElmer) ausgesét. Nach 24 Stunden Inkubation wurden die
in DMSO gelosten Proben, welche vorher wieder in 1:3 Schritten auf eine maxi-
male Konzentration von 10 pM verdiinnt wurden, mit 365 nm LED, 5 Minuten,
37.5 mW /Well bestrahlt. Eine Tag-Null-Platte wurde mit Resazurin inkubiert,
um die Zellproliferation bei Behandlung mit dem Wirkstoff zu bestimmen. Nach
weiteren 48 Stunden Inkubation und nach der Entfernung des Mediums wurden
die Zellen zwei Stunden lang mit 2 mg/ml Resazurin bebriitet.>” Mitochondri-
en in Eukaryoten reduzieren Resazurin (blau) zu Resorufin (violett), welches
mittels Fluoreszenzmessung nachgewiesen werden kann.'4” Dieses Fluoreszenzsi-
gnal von Resorufin wurde mit Fluostar Omega detektiert. Fiir die Bestimmung
des 1C59-Wertes wurde wieder GraphPad Prism 7 verwendet. Die Kurven der
Inhibitoren wurden mit Rechnung (2) berechnet, wobei die DMSO-Behandlung
als 100 % Kontrolle und das Medium allein als - 100 % Kontrolle diente. Aus-
reiffer wurden wieder mit dem D’Agostino-Pearson Omnibus-Normalitéatstest

ermittelt. Der Assay wurde mit drei Replikaten durchgefiihrt.
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7 Anhang

7.1 Aktivitatsrechnung

i
1. +1
Zerfallsgesetz: N=Nj- (5) 2 (3)
Aktivitat: A=Ay e (4)
AN
A= —"— )
. AOzz —Aa-t
Nuklid a eN, = 3 [1 — e "] (6)
. AOb .
Nuklid b eN, = T[l — e Y (7)
b
Gleichsetzung: eN, =N, (8)
Aot —A1t Aoz —Aa-t
0y vt — 2702 2
- e = Ay o )

A = Aktivitdt (in Bq)
Ay = Aktivitat zum Zeitpunkt t = 0
N = Anzahl der noch nicht zerfallenen Atomkerne
Ng = Anzahl der zum Zeitpunkt t = 0 vorhandenen nicht zerfallenen Atomkerne
AN = Anzahl an Kernen, welche Zerfallen sind
t = Zeit
T 1= Halbwertszeit
At = Zeit nach der die Kerne Zerfallen sind (in s)
A = Zerfallskonstante
a = Parameter zugehorig zu Nuklid a

b = Parameter zueghorig zu Nuklid b
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7.2 Abkiirzungs- und Fremdworterverzeichnis

CML = chronisch myeloische Leukamie
ESR = Elektronenspinresonazspektroskopie
BEDG = 18-Fluordesoxyglucose, wird in der Klinik fiir die PET verwendet
HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
MS = Massenspektrometrie (engl. mass spectrometry)
HR-MS = Hochauflosende Massenspektrometrie (engl. High-resolution mass spectrometry)
NMR = Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance)
s = Singulett
d = Duplett
sept = Septett
PDT = Photodynamische Therapie (engl. photo dynamic therapy)
PET = Positronen-Emissions-Tomographie
PMT = Photomultiplier (engl. photomultiplier tube)
PSS = photostationidre Zustand (engl. photostationary state)
ROS = Reaktive Sauerstoffspezies
SIRT = selektive interne Strahlentherapie

Well = voneinander getrennte Népfe in Mikrotiterplatten
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Abstract: Translational photopharmacological applications are limited through irradiation by light
showing wavelengths within the bio-optical window. To achieve sufficient tissue penetration, using
wavelengths >500 nm is mandatory. Nevertheless, the majority of photopharmacological compounds
respond to irradiation with more energetic UV light, which shows only a minor depth of tissue
penetration in the um range. Thus, we became interested in UV light containing Cherenkov radiation
(CR) induced as a by-product by clinically employed radionuclides labeling specific tissues. There-
fore, CR may be applicable in novel photopharmacological approaches. To provide evidence for the
hypothesis, we verified the clinically established radionuclides 68Ga and %Y but not 18F in clinically
used activities to be capable of generating CR in aqueous solutions. We then investigated whether
the generated CR was able to photoactivate the caged kinase inhibitor caged AZD5438 as a photore-
sponsive model system. Herein, 21% uncaging of the model system caged AZD5438 occurred by
incubation with 2°Y, along with a non-specific compound decomposition for ®Ga and partly for *°Y.
The findings suggest that the combination of a clinically employed radionuclide with an optimized
photoresponsive agent could be beneficial for highly focused photopharmacological therapies.

Keywords: Cherenkov radiation; kinase inhibitor; photopharmacology; CDK2; bio-optical window;
radionuclides

1. Introduction

A recent strategy to overcome specificity issues of pharmacologically active com-
pounds includes photopharmacological approaches, in which the biological activity of a
compound can be regulated by the irradiation of light [1]. Using light-responsive molecules,
temporal and spatial control and thus high precision in a therapeutic treatment could be
achieved [2—4]. In line with this notion, Table S1 lists a selection of experimental photophar-
macological applications that have been studied recently.

However, the majority of photoresponsive compounds react most effectively to irradi-
ation with light showing wavelengths < 500 nm, typically showing a limiting penetration
depth of only micrometers into biological tissue. Moreover, highly energetic UV light can
cause harm to cells, resulting, among others, in apoptosis or DNA damage [5-7]. On the
other hand, the light absorption of hemoglobin and water reaches a minimum between
650 and 900 nm, thus allowing for decent tissue penetration for relevant wavelengths and,
as a consequence, for a sufficient translational bioavailability of irradiation. This wave-
length range between 650 and 900 nm is commonly referred to as the bio-optical window,
and photopharmacological research aims to develop compounds to be activated by irradia-
tion within that range [8,9]. For therapeutically effective applications, the used wavelength

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 9010. https:/ /doi.org/10.3390/1jms22169010
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of the irradiation should be adjusted ideally within the bio-optical window, and thus, a
compound should be photoresponsive within this window, too. However, until today (as
shown in Table S1), most photopharmacological approaches use lower wavelengths within
the UV range [10-20]. Therefore, an alternative would be highly beneficial to circumvent
this limited penetration depth of UV light for successful activation of photoresponsive
compounds at deeper tissue levels.

In this context, we became interested in the usage of Cherenkov radiation (CR),
which exhibits an emission spectrum in the near-UV range (250-600 nm) and hence cov-
ers the wavelength range of most of the photoresponsive compounds published so far
(Table S1) [21,22]. Ran et al. already investigated the possibility of activation based on CR
generated by '8F, and Nakamura et al. reported on CR by 8F-FDG for photoimmunother-
apy [23]. Furthermore, CR has already been investigated more closely in the field of
photodynamic therapy, for example, by Hart et al. for **Y-induced CR [24-27].

CR can occur as a second form of radiation in addition to ionizing radiation generated
from high-energy beta emitters, including clinically established radiopharmaceuticals.
These are radiolabeled molecules designed to deliver therapeutic doses of ionizing radiation
to specific tumor tissue areas within the body. At specific dose rates, they are used for
diagnostics and radiotherapy, thus potentially offering highly interesting combinations for
novel photopharmacological applications. CR is commonly known as the emergence of
blue light emitted from high-energy radiation sources stored in water in a nuclear power
plant. Furthermore, CR is the basic detection principle of a Cherenkov counter, which is a
technique for the determination of beta emitting radionuclides used in biochemical assays
(e.g., isotope 32P) [28,29]. In general, CR can be induced when a charged particle travels
faster than light in a dielectric medium (e.g., water). The charged particle locally polarizes
the medium molecules, generating excited electronic states. During their return to the
ground state, the resulting energy is emitted by the system as CR. This CR typically occurs
in an asymmetrical polarization event, the so-called “cone effect”, in which the resulting
radiation waves can constructively superimpose each other. If the charged particles in
the polarizable medium travel slower than the respective speed of light within the same
medium, the resulting radiation waves cancel each other. Therefore, the threshold condition
for the induction of CR depends on the refractive index of the polarizable medium as well
as on the energy level of the charged particles [30]. The velocity in the respective medium
v can be calculated using the following equation, where n is the refractive index of the
medium and c is the speed of light in vacuum.

v=c¢/n 1)

In radiopharmaceutical therapies, especially radionuclides that decay by beta-particle
emission are commonly used. Beta decay of the nuclides results in the emission of high-
energy electrons or positrons from the nucleus. These locally generated high-energy
particles impact the surrounding tumor tissue to consequently kill tumor cells. Accordingly,
we focused on the question of whether radiotherapeutical applications generating CR could
be useful to activate photoresponsive compounds. Besides beta-emitting radionuclides,
external beam radiation commonly used in the clinic for radiation tumor therapy is able to
induce CR as well [31], whereby charged particles such as electrons are strongly accelerated
in a linear particle accelerator for targeting tumor tissues. The resulting energy is also
released in the form of photons, which can induce CR due to Compton scattering. In detail,
a photon is scattered by a charged particle such as an electron, which leads to a transfer
of energy to the rebounding particle. This energetic recoiling particle is able to induce
CR [32-35].

In the present study, we investigated whether CR, generated by radionuclides or by
external irradiation (see SI Section 2.8), could be useful to activate photoresponsive prodrug
compounds. Thus, a locally and temporally controlled photopharmacological therapy
without the need for external irradiation could be possible. Furthermore, a combination
of photoresponsive chemotherapy and radiotherapy could achieve additive effects [10].
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Additionally, the amount of necessary radiopharmaceutical activity could be reduced by
such a combination, so that both patients and clinical staff would benefit from the concept
as the medical applications would possibly be easier to manage. In the present study, from
nuclides relevant for diagnostic and therapeutic purposes (Table 1), we took a selection,
namely 18F, ®Ga, and *Y, and aimed to verify whether these radioisotopes were able to
produce quantifiable CR in an aqueous medium.

Table 1. Parameters of selected radionuclides with clinical significance [36]. Every positron-emitting (8+) nuclide results in

electron capture (ec). This is another mode of beta decay in which an electron is captured by the atomic nucleus [37]. I (abs)

*: absolute p~ or B+ intensity in %.

Emean/MeV Type of Radiation

. 1 o ge
Nuclide t; Emax/MeV 1B(abs) * (Branching Ratio) Indication
8Ga 67.71 min 1.9 (8;) f;o ") (fSO%Z) Diagnostics, PET/CT [38]
18 109.77 min 0.63 © 60 7235 %) (1’330%2) Diagnostics, PET/CT [39]
1535m 46.28 h 0.81 (49042030/ ) (113(;/ ) Bone metastases [40]
euroendocrine tumors, pleura
N docri pl 1
and peritoneal carcinosis,
0.93 a_ hepatocellular and
90y 64.00 h 2.28 (99 '990 %) (100%) cholangiocellular carcinoma, liver
e ° metastases, rheumatoid arthritis
and activated arthrosis, malignant
lymphomas of B cells [40,41]
0.36 5— Bone metastases, rheumatoid
186 .
.99% .33% arthritis, activated arthrosis
Re 3.72d 1.07 (70.99%) (92.33%) hriti . d arthrosis [41]
Neuroendocrine tumors [42],
0.15 85— bone pain palliation [43]
177 pain p ,
Lu 6.64d 0.50 (79.44%) (100%) metastatic castration-resistant
prostate cancer [44]
Neuroendocrine tumors, pleural
and peritoneal carcinosis [40],
0.19 A thyroid autonomy, Graves’
1311 8.03d 0.61 (89 ’600 %) (100%) disease, goiter, thyroid cancer,
N ’ pheochromocytoma, liver
metastases, liver cell and
cholangiocellular carcinoma [41]
169y 9.39d 0.35 (550'5180 %) (150_0 %) Rheumatoid arthritis [45]
0.70 85— Polycythemia vera [40,41]
32 ycy 1],
P 14.27d 171 (100.00%) (100%) essential thrombocythemia [41]

Additionally, we aimed to investigate the potential photocleavage of a caged com-
pound as a photoresponsive model system, both for the selection of the nuclides and for
photons and electrons from a clinically used linear particle accelerator (see SI Section 2.8).
As the model compound, we chose the highly effective but somewhat unspecific protein
kinase inhibitor AZD5438 caged with the well-established photoremovable protecting
group 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (DMNB) [3,46-48] (Figure 1) to obtain a bioinactive
prodrug. Protein kinases play an essential role in signal transduction and, in the case of
their malfunction, lead to uncontrolled cell growth or reduced apoptosis. This often results
in the development of cancer [49,50]. Cyclin-dependent kinases (CDKs) are especially
fundamental for a functioning cell cycle and transcription regulation and are investigated
as drug targets [51-53]. In line with this notion, AZD5438 has been developed as a potent
inhibitor of CDKs with the following ICsy values: CDK1, 16 nM; CDK2, 6 nM; CDK9,
20 nM [54]. Furthermore, it is an orally bioavailable inhibitor which advanced into clinical
studies but failed because of toxic side effects. Hence, the pharmacologically active com-
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pound AZD5438 and its inactive caged prodrug caged AZD5438 may be suitable for highly
specific photopharmacological applications, in that the temporal and spatial control of the
drug’s activation can greatly decimate the proportion of toxic side effects.

_0 NO,
~o llght jij/\'r
YJ/IV o Q YJ)V
\\
cagedAZD5438 AZD5438 4,5-dimethoxy-2-
inactive active nitrosobenzaldehyde

Figure 1. Expected photolysis reaction of the inactive kinase inhibitor AZD5438 caged with the
photoremovable protecting group 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (DMNB) (cagedAZD5438) to the
active AZD5438 and the separated protection group according to Klan et al. [3].

2. Results and Discussion
2.1. Verification of CR Generated by the Decay of Nuclides in an Aqueous Solution

First, it was important to provide evidence for the generation of CR by the decay
of the above-mentioned radionuclides in aqueous solutions. Among the typical read-
out techniques for biochemical assays is a Cherenkov counter, which exploits exactly
the principle of the resulting CR by the decay of radionuclides (e.g., **P) [28]. However,
such conventional detection methods could not be established for this study because of
the obvious difficulties in handling the radioisotopes, including the long contamination
times based on their slow decay. Therefore, when looking for alternative methods for
the direct detection of CR, we came across a device called “kamiokanne” (KK). The KK
is a simplified system based on the method of the “super-kamiokande” (SKK), which is
located in Kamioka, Japan [55]. In fact, the SKK is being used to investigate secondary
cosmic radiation. The simplified KK is composed of common thermos flasks with attached
photomultiplier tubes (PMTs) and internal high-voltage supplies [56]. The KK is able to
measure muons from secondary cosmic radiation, thus generating CR as electromagnetic
radiation. The PMTs are able to detect this CR, and consequently, an electrical signal is
generated as the read-out. Thus, we decided to test the KK for the detection of CR in our
experiments (further details can be found in the SI). The adapted set-up of the KK in our
lab is shown schematically in Figure 2a. Here, we investigated whether CR generated
by the decay of radionuclides was detectable by the KK. From the multitude of possible
radionuclides, the therapeutically and diagnostically used beta-emitting radionuclides '8F,
68Ga, and 2°Y were chosen as a representative selection of beta emitters showing clinical
significance (Table 1). As the key rationale for the selection of these radionuclides, it
was important to focus on meaningful half-life values to allow sufficient repetitions of
experiments within a reasonable period. Additionally, the decay energy of the respective
radionuclides plays an important role. This energy is not constant, but a continuum
spectrum is created in which the maximum emitted energy (Emax) and the average energy
(Emean) are key parameters (Figure S8) [57-60].

A critical energy threshold value of 0.26 MeV was determined by Elrick et al. regarding
the generation of CR in an aqueous solution [22]. In order to meet the requirements for
potential translational purposes of this concept, we tested the radionuclides in energy
ranges corresponding to their respective clinical applications. Thus, we performed the
experiments in the activity range for ®Ga from 1.163 to 0.256 GBq, for '8F from 2.317 to
0.117 GBgq, and for °Y from 0.510 to 0.071 GBq. Figure 2b summarizes the results of
the experiments. Based on the decay of these nuclides, activity-dependent generation
of CR could be determined for all chosen nuclides. A significant increase in CR signals
was observed for ®Ga and *°Y. For ®Ga, more activity was required compared to *°Y to
achieve a comparable CR signal according to their respective decay energies. In contrast,
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only CR slightly above the blank value (negative control, CR from the secondary cosmic
radiation) could be determined for !8F, although we used activities up to more than 2 GBq.
The results were not unexpected, as the Eyean emitted by I8F was 0.25 MeV and thus did
not reach the threshold value for the formation of CR (Table 1) [22]. Taken together, we
could establish a strong correlation between the nuclear decay of the selected nuclides
and the resulting CR, suggesting ®Ga and *°Y to be suitable for photopharmacological
applications. 8F produced CR as well, but to a much lesser extent, which might not be
enough to photoactivate our model system caged AZD5438.

101
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o
1

In { UV signal)
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0.0 0.5 1.0 1.5 20
Activity / GBq

(a) (b)

Figure 2. Activity-dependent generation of CR by the decay of F, ®¥Ga, and *°Y in kamiokanne (KK)
experiments. (a) Schematic test setup of KK experiments. Two thermos flasks separated by a lead
wall were filled with water together with a holder for a sealed quartz cuvette containing the samples.
The flasks were equipped with photomultiplier tubes (PMTs) and electronic devices to detect CR. The
green cuvette represents a solution of the radionuclide sample, and the blue sample illustrates the
negative control containing the solvent without radionuclides. On top of the thermos flasks, PMTs
were attached to high-voltage supplies (figure created with BioRender.com). (b) Results from the KK
experiments. The activities of the three radionuclides, 18F 68Ga, and Y, are presented individually
for each experiment in correlation to the resulting Cherenkov signal intensity (UV signal). The signal
strength corresponds to the number of signals at 10-min intervals. Signals of cosmic radiation were
used to determine the baseline (blank value). Each radionuclide was tested in three independent
experiments; data represent mean + SD.

2.2. Activation of a Caged Photoresponsive Compound by Cherenkov Radiation as Model System

Having demonstrated the generation of CR by the radionuclides '8F, ®®Ga, and *°Y as
a side-product, we next investigated whether this process could activate a photorespon-
sive compound. We selected the 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (DMNB) caged AZD5438
(caged AZD5438) as a novel model compound based on the emission spectrum of the CR
and the strong absorption of caged AZD5438 within the range of 300-400 nm (Figure 3b).
The DMNB group was already investigated by our group in connection with the cen-
tral pharmacophore N-phenylpyrimidine-2-amine, a scaffold of many kinase inhibitors,
including AZD5438 [61]. Molecular modeling of the X-ray-defined ligand complex of
AZD5438 in CDK2 with cyclin E1 (pdb 4FKO) suggested the NH function to be suitable for
caging. Herein, due to steric conflicts of the caging moiety, no plausible binding mode for
cagedAZD5438 in CDK2 could be determined (see Figure S1) [62].
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Figure 3. (a) CagedAZD5438 was synthesized according to the general procedure for caging of N-phenylpyrimidin-2-amines
with benzyl bromides [59]. In an SN2 reaction, benzyl bromide in dry DMF is added dropwise to AZD5438 at —35 °C
under argon atmosphere (yield 55.6%, further details in SI). (b) UV /Vis spectra of AZD5438 and cagedAZD5438 with
DMNB in aqueous medium with 20% DMSO as solubilizer. An overlay of the Cherenkov emission spectrum (dotted line)
illustrates the potential usage for photoactivation, indicating 365 nm as a suitable wavelength for control experiments.
Other UV /Vis spectra with different solutions are shown in the SI, Figure S7. (c) Photoactivation of caged AZD5438 by
irradiation with UV light at 365 nm; an aqueous compound solution containing 50 uM prodrug caged AZD5438 (blue line)
and 20% DMSO was irradiated at 365 nm, 37.5 mW, every 10 s and then analyzed by HPLC. Repeated experiments with
the free inhibitor AZD5438 (Figure S9d) as a control were carried out. Each value is the mean & SD of four independent
experiments. (d) Electron spin resonance (ESR) spectra of the spin probe TMTH (1-hydroxy-4-isobutyramido-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine) incubated with caged AZD5438 in DMSO without and with irradiation (365 nm, 100 s, 37.5 mW per
well). (e) ESR spectra of a solution of AZD5438 with and without irradiation (365 nm, 100 s, 37.5 mW per well). As a positive
control, the photosensitizer 1,4-naphthoquinone [63] in DMSO was tested under the same conditions. The sample solutions
contained the spin probe TMTH (2.5 mM) and 50 uM caged AZD5438 in 20% DMSO. Error bars indicate SD with N = 3.

We achieved the synthesis of caged AZD5438 by the established general procedure for
caging of N-phenylpyrimidin-2-amines with benzyl bromides under argon atmosphere and
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under light protection [59] (Figure 3a). First, we performed preliminary tests to determine
the stability of caged AZD5438 under different conditions (see SI Figures 54 and S5). For
the photochemical characterization of cagedAZD5438, we tested the uncaging process
upon irradiation. An aqueous solution of 50 uM caged AZD5438 with 20% DMSO (to
avoid solubility issues) was irradiated with light at 365 nm with 37.5 mW, and the samples
were subsequently analyzed by HPLC (Figure 3c; for details of the photolysis experiments,
see Figure S6). The inhibitor AZD5438 itself proved to be stable during UV irradiation
(Figure S9d). In contrast, upon irradiation, caged AZD5438 was uncaged to produce 75%
AZD5438 after 100 s of irradiation. Using electron spin resonance spectroscopy (ESR)
investigations, we could confirm that radicals were generated during UV irradiation of a
solution of AZD5438. Consequently, a portion of AZD5438 was radically destroyed and
thus not detected by the HPLC analysis (Figure 3c—e), in which a mixture of unidentified
products occurred.

Next, we aimed to test the uncaging of cagedAZD5438 in vitro. For this purpose,
we initially tested cagedAZD5438 in an enzymatic CDK2/cyclin E1 assay and in a cell
proliferation assay under controlled light conditions. In the enzymatic CDK2/cyclin E1
assay, we determined AZD5438 to be highly active with an ICsy value of 2.8 nM, which is in
the same range as the reference data (ICsg = 6 nM) [54]. In contrast, cagedAZD5438 proved
to be much less active without irradiation (ICsg = 4798 nM). When irradiating the assay
containing caged AZD5438 with 365 nm, the biological activity on CDK2 could be restored,
resulting in an ICs( value of 5.6 nM (Figure 4a) and achieving a photopharmacological factor
of 850 (unirradiated vs. irradiated). Similar results were obtained in the cell proliferation
assay using Panc89 cells with resazurin as a read-out. Here, caged AZD5438 was determined
to be biologically inactive with an ICsy value >10 uM (Figure 4b). Again, after irradiation
with 365 nm, the biological potency of AZD5438 was fully restored, resulting in an ICs
value of 0.5 uM (reference AZD5438 ICs = 0.8 uM). Taken together, in both the kinase and
the cell assay, we could demonstrate a clear photoresponsive effect for caged AZD5438,
suggesting this compound to be a suitable model system for further experiments involving
the radionuclides '8F, ®8Ga, and *°Y and for particle accelerator assays (see SI Section 2.8).

— AZDb5438
CagedAZD5438
CagedAZD5438 + 365 nm

logc/nM

cell proliferation assay / %

=
w

(b)

Figure 4. (a) Kinase assay of caged and uncaged AZD5438 using the target kinase assay CDK2/cyclin E1 with and without
UV irradiation. CDK2 in complex with cyclin E1 was incubated with the inhibitor AZD5438 as well as its caged prodrug
caged AZD5438 to determine kinase activity. In a second setup, 10 min after compound addition both assays were irradiated
with UV light for two minutes (365 nm, 37.5 mW). Data represent mean & SD from two independent experiments, each
performed in triplicate. (b) Cell proliferation assay of the inhibitor AZD5438 and caged AZD5438 with and without
UV irradiation using Panc89 cells. UV irradiation was performed for 2 min, 365 nm, 37.5 mW. Cell proliferation was
determined after 48 h of drug treatment. Data represent mean + SEM from three independent experiments, each performed

in quadruplicate.

2.3. 18Fluor

As discussed above, and in contrast to the other tested nuclides ®®Ga and °Y, in
our settings, the CR signals generated by the decay of '8F were at the baseline level of
cosmic ray signals in the KK experiments. However, 18F was already reported to be used
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for activating photoresponsive compounds in a photodynamic therapy approach using
sensitizers to be activated by CR produced by 8F [24]. Furthermore, in 2012, Ran et al.
showed that CR induced by '8F mediates uncaging. The authors demonstrated in a proof-
of-concept study that a caged derivative of luciferin was uncaged by ®Fluorodeoxyglucose
(*®FDG, used for positron emission tomography (PET) in the clinic) in a mouse breast cancer
model [23]. Conceptually, the decay of '8F showing 96.7% positron emission represents a
borderline case with a maximum decay energy of 0.63 MeV and a mean energy of 0.25 MeV,
which is very close to the threshold value of 0.26 MeV for the generation of CR [22,36].
However, we incubated caged AZD5438 with F and ¥FDG (20-300 MBq/mL) [12,13,61]
for 24 h each, and both the caged and the uncaged species were quantified by HPLC
analysis at intervals of 15 min (Table 2). Since caged AZD5438 has a low solubility in water,
we decided to use either DMSO or MeOH as the solvent. In line with the KK results
showing no significant generation of CR, under the applied conditions, we observed no
uncaging of caged AZD5438 during incubation with the beta emitter '8F for up to 12 h
(Figure 5a). In negative controls, the free inhibitor proved to be stable during irradiation
(Figure S9a). In order to provide control experiments following the 24-h incubation time,
we irradiated the '8F samples containing caged AZD5438 with UV light of 365 nm. Here,
strong photoactivation of cagedAZD5438 was demonstrated, suggesting the CR produced
by the decay of 1F is not sufficient for the uncaging process.
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Figure 5. Correlation of CR detected by the KK method as UV signal (red dots) and uncaging of cagedAZD5438 (blue line)
by HPLC analysis to yield uncaged AZD5438 (black) for 3 isotopes: (a) 18Fluor, (b) ®8Gallium, and (c) 20Yttrium. All curves
are fitted with one-phase decay.
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Table 2. Trials from cagedAZD5438 activation experiments using 18F and 8FDG as the radioactive source. As a solubilizer,

either DMSO or MeOH was added. Each sample was analyzed by HPLC every 15 min for up to 24 h in two independent

experiments. Following incubation with 18F and FDG showing no uncaging of cagedAZD5438, samples 1-5 were
irradiated with UV light, yielding AZD5438 (positive controls).

. . . Compound
Sample Radioactivity/MBq Solvent Total Volume/mL Concentration/uM
1 20 10% DMSO in water 1 50
2 200 10% DMSO in water 1 50
3 150 10% DMSO in water 1 50
4 107 50% MeOH in water 0.4 125
5 120 50% MeOH in water 0.4 125

2.4. 8Gallium

Like 18F, %8Ga is a beta plus emitter showing 87.7% positron emission. However, the
decay of ®®Ga produced a significantly higher maximum decay energy of 1.9 MeV, and ®Ga
had an Epean level of 0.84 MeV, considerably above the threshold of 0.26 MeV to generate
CR. Thus, we incubated freshly prepared ®®Ga samples ranging from 300 to 900 MBq with
a solution of 50 uM caged AZD5438 to investigate its photoactivation by HPLC (Table 3).
Due to its short half-life, ®®Ga was generated in situ in the lab and could be eluted directly
from its parent isotope ®Ger using 1M HCl (*®Ga generator).

Table 3. Incubation of caged AZD5438 with the beta plus emitter ®®Ga under varying conditions (samples 1-6; in samples

3 and 4, the acidic pH was buffered with ammonium acetate and HEPES). Each sample was analyzed twice. As positive

controls, after incubation with ®Ga, samples 1-6 were irradiated with UV light, showing uncaging of caged AZD5438. As a

negative control, a solution of the non-radioactive 9Ga was employed (sample 6). Incubating a solution of AZD5438 under

the respective conditions used for samples 1-6 proved the inhibitor AZD5438 to be stable (Figure S9b).

. . Compound
Sample Radioactivity/MBq Solvent Total Volume/mL Concentration/uM
1 300 20% DMSO in 1 M HCl 1.25 50
2 900 20% DMSO in 1 M HClI 1.25 50
20% DMSO in 1 M HCl with
3 900 0.4 M NH,Ac 1.25 50
20% DMSO in 1 M HCl with
4 900 5 M HEPES 1.25 50
5 900 20% DMSO in 1 M HCl 3 50
6 - 20% DMSO in 1 M HCl and ®Ga 1.25 50

Correlating to the detection of CR produced by %®Ga, the amount of caged AZD5438 in
the samples decreased to approximately 75%, reaching a plateau at 149 min (Figure 5b). A
non-quantitative uncaging was already observed by the photochemical characterization of
caged AZD5438, yielding only ca. 75% AZD5438 (Figure 3c). However, during incubation
of the samples with %®Ga, the concentration of AZD5438 did not increase correspondingly.
In fact, the HPLC analysis showed a rather complex product mixture, suggesting an
alternative degradation reaction by strong CR irradiation, by the emitted positrons, or
by radical processes. Assays with a solution of AZD5438 incubated with ®®Ga did not
indicate any destruction (Figure S9b). In contrast, we detected a partial destruction of
caged AZD5438 in the UV experiments (Figure 3c), which, according to the ESR experiments
(Figure 3d,e), belongs to radical processes. However, direct ESR experiments employing
%8Ga were not possible due to the specific handling requirements of the radioactive samples.
For the ®®Ga experiments, although we could demonstrate production of CR, we observed
no release of AZD5438 from caged AZD5438. Instead, a 25% decrease in caged AZD5438
was detected, reaching a plateau at 149.3 min for CR (produced by the ®®Ga decay) and at
148.8 min for the decomposition of caged AZD5438, showing a strong correlation (Figure 5b).
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Thus, these findings suggest an uncaging reaction mediated by the CR but also compound
decomposition by positrons generated by the decay of ®*Ga.

2.5. OYttrium

In contrast to '8F and %8Ga as positron emitters being used in radiopharmaceutical
diagnostics, Y is involved in radiotherapy (Table 1). The radionuclide *°Y is a pure
(-emitter possessing a decay energy of Emean = 2.28 MeV and a half-life time of 64 h.
We aimed to investigate whether uncaging of cagedAZD5438 can be achieved by the
decay of Y. Therefore, we incubated a 50 M solution of caged AZD5438 with a solution
of %Y showing 419 MBq containing 20% DMSO in a total volume of 1.25 mL (Table 4).
As a negative control, we used the uncaged AZD5438 accordingly (Figure S9c), and as
positive controls, samples of caged AZD5438 were irradiated with UV light of 365 nm. The
samples of caged AZD5438 incubated with *°Y showed an uncaging reaction producing
21% AZD5438, reaching a plateau after 7 d (Figure 5c).

Table 4. Activation of caged AZD5438 upon incubation with the beta minus emitter *°Y (N = 3). As positive controls,
samples of caged AZD5438 were irradiated with UV light, proving quantitative uncaging.

. .. Compound
Sample Radioactivity/MBq Solvent Total Volume/mL Concentration/uM
1 419 20% DMSO in 0.04 M HC1 1.25 50
2 - 20% DMSO in 0.04 M HCl 1.25 50

In contrast to the experiments with ®*Ga and 8F, a release of 21% AZD5438 resulted
by incubating caged AZD5438 with the B-emitter *°Y over a period of approx. 14 days
(Figure 5c). However, besides the CR-mediated uncaging of caged AZD5438 and similar to
the %8Ga experiments (Figure 5b), a significant compound decomposition also occurred,
which may be dependent on the 3-decay of %Y.

3. Conclusions

In this study, we verified experimentally using the KK method that the decay of the
clinically applied beta emitters ®®Ga and *°Y generates CR in an aqueous solution. A direct
comparison of the main decay energies of the investigated nuclides showed that '8F with
0.25 MeV releases significantly less energy than ®®Ga with 0.84 MeV and *°Y with 0.93 MeV.
We next employed the novel photoresponsive CDK2 inhibitor prodrug caged AZD5438
as a model system to investigate whether the CR was able to uncage the prodrug when
incubated together with the radionuclides. In correlation to the minor CR produced by
the B+ emitter '8F, no uncaging could be determined for caged AZD5438. Incubation of
caged AZD5438 with the B+ emitter ®®Ga partly resulted in a complex product mixture.
Furthermore, incubation of caged AZD5438 with the B-emitter Y yielded 21% AZD5438
but also indicated a compound decomposition towards a complex mixture. These findings
suggest photoactivation of the photoresponsive model compound caged AZD5438 by CR
but also compound decomposition by the $+/ — irradiation produced by the decay of
%8Ga and Y, respectively. Based on this proof-of-concept study, an optimized design of
photoresponsive compounds could use CR for prodrug activation while providing stability
against the 3+/ — irradiation. Thus, CR induced by therapeutic radiopharmaceuticals
such as °Y could offer a possibility for a synergistic combination of radiotherapy with
targeted photopharmacology in future applications.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/1jms22169010/s1.
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Introduction

The boron-dipyrromethene (BODIPY) moiety is known for its
applications in biological chemistry as dye agents,' fluo-
rescence labels>® or photosensitisers.>*” More recently,
BODIPY has been investigated in the field of photopharmacol-
ogy as a photoremovable protecting group (PPG) towards
caging approaches (Table 1). The BODIPY moiety responds to
wavelengths above 500 nm within the biooptical window,
suggesting that it is highly suitable for the caging of inhibitors
in biological chemistry. In line with this notion, Umeda et al.,
in 2014, described a BODIPY-caged histamine that can be
photo-released via irradiation of 500 nm.® Herein, the hista-
mine leaving group was linked to the boron atom. Further
studies connected a meso-methylhydroxy-BODIPY either
directly or via a carbamate linker to a leaving group.”'® In
2017, Slanina et al. evaluated the influence of substituents
attached to the meso-methyl-BODIPY group, but without pro-
viding further biological validation."' Moreover, Sitkowska
et al. proposed a halide substituted BODIPY linked to the
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of BODIPY derivatives for photodynamic approaches.

leaving group via a carbamate linker with fast uncaging, but
with some stability restrictions in aqueous solution.'” Similar
to this approach, two publications from Kawatani et al. (boron-
linked leaving group) and Peterson et al. (red light single
photon PPG) in 2018 were reported.”®'* In 2019, Toupin et al.
published about the use of a photocleavable BODIPY moiety
combined with singlet oxygen generation for an increased
efficacy in cancer cell apoptosis (Fig. 1)."

Based on our platform for photoresponsive kinase
inhibitors'®'” and the abovementioned findings, we became
interested in investigating whether BODIPY would be suitable
for caging applications using a potent protein kinase inhibitor.
Protein kinases mediate key roles in nearly all important pro-
cesses in eukaryote cells like proliferation, migration or apop-
tosis. Thus, alterations of kinase activities including gain-of-
function in relevant signal transduction cascades are leading
to uncontrolled cell proliferation or reduced apoptosis, most
importantly in the development of cancer.'®'° As an example
for highly critical kinases, the cyclin-dependent kinases
(CDKs) are essential for a functional cell cycle and transcrip-
tion regulation.®*" For instance, CDK2 in complex with cyclin
E1 regulates the GO to G1 and G1 to S phase transition.”

Thus, altering the cell cycle activity via kinase inhibitors tar-
geting CDK2 may be a powerful strategy against cancer.”*>*
However, influencing such essential functions in the cell, such
as proliferation, can have a crucial impact on normal cell
physiology, and may thus cause fatal side effects in patients.
Therefore, actually effective CDK2 inhibitor candidates are

Photochem. Photobiol. Sci,, 2020, 19, 1319-1325 | 1319
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Table 1 Comparison of current publications evaluating BODIPY as a PPG for caging

Activation
Reference Leaving group Linker wavelength Biological evaluation
Umeda et al.® Histamine Boron linked 500 nm Ca™" rise in HelLa cells
Rubinstein 4-Nitro-aniline Carbamate 530/540 nm Ca™" rise in HelLa cells
etal’®
Goswami et al.’®  Acetic acids Ester 500 nm Compound integration of Drosophila S2 cells
Slanina et al.'*  Different carbon acid Mostly ester 507 nm None
analogues
Sitkowska Amine cargos Carbamate 520-560 nm None
etal®
Peterson et al.'>  Mostly carbon acid Mostly ester 635 nm Compound integration of HeLa cells
analogues
Kawatani et al."*  Capsaicin analogue Boron linked 500 nm Intracellular Ca®>" dynamics in CaTM3
Toupin et al.’®>  CTSB inhibitor Ester 532 nm CTSB
Cell viability and flow cytometry of MDA-MB-231 and
MCF-10A
Present work AZD5438 Methylamine 519/525 nm CDK2/cyclin E1 kinase

NH

Fig. 1 Selected cargos caged with BODIPY moieties at the meso posi-
tion. (I) Goswami et al.%°, (I) Sitkowska et al.*2, (Ill) Rubinstein et al.®, (IV)
Peterson et al.*®* and (V) Toupin et al.*®

often not being developed further due to issues detected in
clinical studies.”* Examples include the effective CDK2 inhibi-
tor AZD5438 of which clinical development was discontinued
based on the appearance of severe side effects.>> >’

Regarding kinase inhibitors, several approaches of photo-
chemistry and photopharmacology have been reported so far
to overcome the lack of specificity of these biologically
effective compounds.”®*>> Besides caging,'®'”**7® further
applications use photoswitchable moieties including an azo-

1320 | Photochem. Photobiol. Sci., 2020, 19, 1319-1325

Panc89 cell proliferation
Caspase 3/7-mediated apoptosis

benzene switch introduced in a BRAFygo0r inhibitor to manage
the BRAF paradox.’>™*' Another approach for regulating the
VEGFR?2 activity was achieved by using Axitinib as a photore-
sponsive kinase inhibitor.*

However, the wavelengths used to uncage PPGs are fre-
quently not within the biooptical window.*>*® UV light only
has a penetration range of millimetres in biological tissues
and can additionally cause cellular apoptosis or DNA
damage.”*™” Against this background, the BODIPY moiety
would provide significant advantages towards caging as it
responds to higher wavelengths within the biooptical window,
thus allowing deeper tissue penetration of light.

In the present study, we aimed to use the actually effective
clinical candidate CDK2 inhibitor AZD5438 in vivo for caging
with the BODIPY group. Our hypothesis was that the caged
compound would be biologically inactive, but the potent
activity of the leaving group AZD5438 could be spatially and
temporally controlled by irradiation with light of approxi-
mately 500 nm. This approach would probably provide a
highly useful caged CDK2 inhibitor system, which could, for
example, be employed as a photopharmacological tool.

Results and discussion
Design, synthesis and photochemical characterisation

To determine a suitable position at the inhibitor structure for
the functionalisation with BODIPY as a PPG, we initially per-
formed molecular modelling using the X-ray defined ligand
complex of AZD5438 in CDK2 with cyclin E1 (PDB: 4FKO).
Herein, the ligand AZD5438 forms key H-bonds via the cyclic
guanidine moiety towards LEU83, an amino acid residue
located in the hinge region of the kinase (Fig. 2). Thus, the
binding mode suggested that the NH function is suitable for
caging. In contrast, modelling the BODIPY-caged AZD5438
into the active site of CDK2 revealed no plausible binding
mode basically due to significant steric clashes (Fig. 2C).

This journal is © The Royal Society of Chemistry and Owner Societies 2020
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Fig. 2 Molecular modelling of CDK2 inhibitor AZD5438 and the corre-
spondingly caged compound 3 in the ATP binding pocket of CDK2/
cyclin E1 (PDB: 4FKO). (A) Overview of CDK2 kinase structure with
AZD5438 as a ligand bound within the ATP pocket. (B) Binding mode of
AZD5438 addressing H-bonds (yellow dotted lines) to the hinge region
LEU83 within the ATP pocket. (C) Superposition of BODIPY-caged
AZD5438 (compound 3) in the CDK2 ATP binding pocket analogous to
the original binding mode of the ligand. Caged compound 3 cannot
bind into the binding pocket due to significant steric clashes (red dotted
lines).

Furthermore, over the course of our studies towards caged
kinase inhibitors, the NH moiety of the AZD5438 pyrimidine-
anilino core structure was found to be a feasible leaving
group.*®

Taken together, our modelling data suggested the BODIPY
caged AZD5438 to be biologically inactive, whereas uncaging
by irradiation with light of ca. 500 nm wavelength could cleave
the BODIPY cage restoring the potent CDK2 inhibition of
AZD5438. To prove this hypothesis, we set out to synthesise
and subsequently perform the photochemical characterisation
of the caged compound. Synthesis of the key BODIPY caging
group 1 was achieved according to the literature*>>® based on
a Friedel-Crafts acylation (Scheme 1).

cl Cl
N TEA
DM = BFy-OEt, =
iy . )K/m —_— 7 o /) —_— 4 _p@ /
NH cl Argon =NH HN DCM NigeN
50°C,2h ¢ \S
1
52%

Argon
050°C,1h

D
- N
P =)

NaH
DMF
-35°C,1h

Scheme 1 Convergent synthesis of the caged compound 3. The
BODIPY precursor 1 was synthesized by a Friedel-Crafts acylation.**->°
The 8-iodomethyl BODIPY 2 was achieved based on a Finkelstein
reaction.>°
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Herein, the starting material 3-ethyl-2,4-dimethylpyrrole as
an electron-rich aromatic compound was reacted with 2-chlora-
cetylchloride in dry dichloromethane. After the addition of dry
triethylamine and boron trifluoride diethyl etherate as Lewis
acid, the reaction was left stirring for 1 h at 50 °C. A
Finkelstein reaction exchanged chloride for iodide, in which
sodium iodide was added to a solution of 1 in dry THF and the
mixture was refluxed for 45 min to yield 2, which was used in
the following step providing a better leaving group. In turn,
using a Sy reaction in dry DMF substitution of the benzylic
BODIPY position by the deprotonated NH position of AZD5438
at —35 °C yielded the key compound 3 (Scheme 1). Notably, all
reactions were performed under an argon atmosphere and
were protected from light.

Next, we performed photochemical characterisation in
terms of the uncaging process of compound 3. Determination
of UV spectra revealed significant absorption of 3 at a wave-
length of 525 nm (S127). Thus, we initially irradiated a 25 pM
solution of 5 in DMSO with light at this wavelength and moni-
tored the uncaging reaction progress by HPLC analysis (Fig. 3).

The BODIPY uncaging reaction was considered to proceed
via a cationic transition state, analogously to the coumarin
caging group, although the detailed mechanism is still under
discussion.”'” However, in our experiments, by irradiation of 3
in aprotic DMSO solution, the decline of the BODIPY moiety
in compound 3 could be clearly detected via adsorption at
544 nm (to avoid artefacts, a higher wavelength was chosen,
see S131). While under the DMSO conditions, uncaging of 3
yielded AZD5438 as determined by LC/MS analysis, and we
could, in contrast, not detect a main BODIPY derivative,
neither by UV adsorption nor by LC/MS analysis (S177).
Interestingly, the situation turned out to be different under
aqueous uncaging conditions and HPLC quantification could
not be realised. Compared to the situation in DMSO, an
aqueous solution of caged compound 3 was not quite stable
even without irradiation and immediately after irradiation; the
caged compound declined under the detection limit while the
free inhibitor AZD5438 was released, but not in an equimolar
manner compared to 3. Instead, irradiation resulted in a

A~
H N AN
S
1004 [ ° N
© 0 eaz-s438
R 75 .
© e =
g 2 N T
S 504 e
% :
g E /
25+ - 3 /! N—
o [ NN AN
\‘s P Il )
04 “X Nz
0 5 10 15 20 e 3
t /min

Fig. 3 Uncaging of 3 under irradiation with 525 nm in DMSO solution.
25 UM of 3 were irradiated with 6.5 mW per cm? per well in a white
96-well plate. Concentrations of reaction products were quantified by
HPLC. Error bars indicate SD (N = 3).
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complex product mixture indicating nonspecific degradative
reactions.

Biological evaluation

However, since AZD5438 is partly released under irradiation
with 525 nm, we decided to perform further biological in vitro
evaluation of 3 in an enzymatic CDK2/cyclin E1 assay and
CDK2-dependent Panc89 cell assay’’ (Fig. 4). Accordingly to
our initial hypothesis, when tested without irradiation in the
enzymatic CDK2/cyclin E1 assay, caged 3 proved to be signifi-
cantly less active compared to AZD5438. In contrast, the potent
CDK2 inhibitor AZD5438 was determined with an IC;, value of
1.9 nM, which is in accordance with the data from the litera-
ture®® (Fig. 4A). A similar situation was detected in our cellular
assay, where caged 3 was initially less active without irradiation
compared to AZD5438 (Fig. 4C).

Unexpectedly, when we irradiated the caged compound 3
within the enzymatic assay, the results showed only minor
inhibition of CDK2 activity. The biological activity of the irra-
diated compound 3 was actually comparable to the situation
without irradiation and in sharp contrast to the potency of the

£ =
~ 100 -
g z
3 3
8
o 50 °
8 13
£ H
= =
0 T
2
logc/nM
C - ADS438 D - AZD5438
= 3 - 5
150 - 3+>500 nm = 5+>500 nm

cell proliferation / %
cell proliferation /%,

logc/M

logc/M

Fig. 4 Kinase assay and cell proliferation assay of CDK2 inhibitor
AZD5438, caged 3, and BODIPY derivative 5. (A) Dose-response curve
of 3 without irradiation (squares, green dotted line, ICso = 398 nM), 3
with 519 nm irradiation (rhomb, green line, ICso = 258 nM) and AZD5438
as the positive control (circles, black line, ICso = 1.9 nM) on a CDK2/
cyclin E1 system. (B) Dose-response curve of 5 without irradiation
(purple squares), 5 with 519 nm irradiation (purple rhombs) and
AZD5438 as the positive control (circles, black line) on a CDK2/cyclin E1
system. Compounds 5 and 5 upon irradiation followed no dose-depen-
dent inhibition. Kinase assay was performed with a final concentration
of 10 pM ATP and irradiated for ten minutes, 6.5 mW per cm? per well.
(C) Dose-response curve of 3 without irradiation (squares, green dotted
line, IC50 > 10 pM), 3 with 525 nm irradiation (rhombs, green line, ICso =
0.03 uM) and AZD5438 as the positive control (circles, black line, ICsq =
0.9 pM) in a Panc89 cell proliferation assay. (D) Dose—response curve of
5 without irradiation (squares, purple dotted line, ICso > 10 pM), 5 with
525 nm irradiation (rhombs, purple line, IC5o = 0.02 uM) and AZD5438
as the positive control (circles, black line, ICs9 = 0.9 pM) in a Panc89 cell
proliferation assay. Well plate was irradiated for two minutes, 8.9 mW
per cm? per well.
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native AZD5438 (Fig. 4A). Potential explanations may again
include degradation under the aqueous assay conditions (in
contrast to uncaging determined in DMSO, see Fig. 3).
However, to our great astonishment, the irradiation of 3 in the
cellular Panc89 assay with 525 nm resulted in a very strong bio-
logical activity (ICso = 0.026 uM). This efficacy is significantly
higher compared to the potent CDK2 inhibitor AZD5438 itself
(ICs0 = 0.91 pM, Fig. 4C). Thus, our results indicate a bioactive
role of the BODIPY moiety upon irradiation, which is in line
with further recent reports.®*>>® This substantial increase in
potency could not be explained with additive effects of light or
temperature increase due to irradiation (control experiments,
S21t). To further investigate this unexpected effect, we syn-
thesised the proposed hydroxylated BODIPY cleavage product
5 without any inhibitor attached (Scheme 2).

Having compound 5 in hand, we next tested its biological
activity in the CDK2 kinase assay (no inhibition, Fig. 4B) and
Panc89 proliferation assay with and without
irradiation by light of 525 nm (Fig. 4D). Interestingly, the inhi-
bition of the Panc89 cells following treatment with 5 and
irradiation with light (ICso = 0.022 pM) is similar to the results
obtained by performing the assay using compound 3 (ICs, =
0.026 pM). These results suggest the irradiated BODIPY moiety
and not the potent inhibitor AZD5438 to be mainly responsible
for the strong inhibition of PANC89 cell proliferation in the
assay.

Since obviously the BODIPY moiety mediated a strong
bioactivity in combination with the irradiation of light with
525 nm in cells, we next set out to evaluate this effect in
greater detail. First, based on the fluorescence of BODIPY, we
used fluorescence microscopy to detect cellular localisation of
the compound (Fig. 5B). Herein, decent cellular bioavailability
was proven for 5, which is in accordance with further reports
from BODIPY derivatives detecting accumulation probably in
mitochondria.>*>°

Additionally, the induction of apoptosis has been described
related to the incubation of cells with BODIPY derivatives
under irradiation, suggesting the BODIPY moiety to show a
potential for photodynamic approaches.””’° In line with this
notion, apoptosis and, respectively, necrosis have been
reported to be a common cell death path for photodynamic
agents.®® Thus, we treated Panc89 cells with compounds 3, 5,
and AZD5438 with and without irradiation and determined
apoptosis rates via a bioluminescence signal of caspase 3/7
activation, respectively (Fig. 5A). Herein, AZD5438-treated cells
showed a distinct apoptosis according to the mode of action as

cellular

OY

o
\ BFaoEtz _ oW / / =
DCcM 4 g // THF/HZDH B/

0-50 °C ~N gN RT, 30 min
92%

Scheme 2 Convergent synthesis of the hydroxylated BODIPY (5). The
synthesis process was adapted from the literature.*®
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Fig. 5 Biological evaluation of 3 and 5 on Panc89 cells. (A) Caspase 3/7
assay of 3 under irradiation (squares, green line, no caspase activity) and
5 (rhombs, purple line, no caspase activity or necrosis) and AZD5438 as
the positive control (circles, black line, dose-dependent caspase
activity). (B) Fluorescence microscopy of Panc89 treated with 5. Nucleus
was stained with Hoechst 33342 (blue) and compound distribution of 5
is coloured in green. Scale bar represents a length of 20 um. (C)
Fluorescence microscopy of Panc89 treated with DMSO, AZD5438, 3 or
5 under controlled light conditions. Scale bar at the lower right rep-
resents a total length of 70 pM.

CDK2 inhibitor. In contrast, when irradiated with light of
525 nm, Panc89 cells treated with both 3 and 5 resulted in sig-
nificant necrosis. Notably, the BODIPY bearing compounds 3
and 5 do not show detectable cell death without irradiation.
Images from fluorescence microscopy (Fig. 5C) further support
these cell proliferation results. Cell density of Panc89 cells is
highly decreased after the treatment with 3 (-93%) and 5
(—90%) under irradiation with light of 525 nm, whereas cells
treated with DMSO (—14%) were seen as less light-dependent
and cells treated with AZD5438 (+1%) were seen as light-inde-
pendent, respectively (S217).

Photodegradation

Having clearly established a significant photodynamic effect of
the BODIPY derivatives 3 and 5, we aimed to elucidate the
mechanistical aspects of their supposed mode of action.
Further evidence showed BODIPY derivatives are also known
for creating reactive oxygen species under irradiation.”””>® We
could demonstrate the considerable formation of short-lived
radicals by ESR using the cyclic hydroxylamine TMTH after the
irradiation of compound 3 at 525 nm (6A). In another test
system, both 3 and 5 decreased the absorption maximum of
read-out signal from 1,3-diphenylisobenzofuran under
irradiation, providing further evidence for generating singlet
oxygen (Fig. 6B). In DMSO, singlet oxygen generation as well
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Fig. 6 Photochemical degradation of compounds 3 and 5. (A) Electron
spin resonance spectrum of the spin probe TMT in the presence of 3
without irradiation (black line) and 3 with 525 nm irradiation (green line)
in DMSO, for 30 s and at an intensity of 90 mW per cm? per well. (B)
Singlet oxygen assay. 1,3-Diphenylisobenzofuran (DPBF) and com-
pounds were dissolved in DMSO. Absorption of DPBF decreases due to
singlet oxygen production of 3 under irradiation (green rhombs) and 5
under irradiation (purple rhombs). 3 without irradiation (green circles)
and 5 without irradiation (purple circles) have not generated singlet
oxygen. Singlet oxygen quantum yields of 3 (@ = 0.38) and 5 (® = 0.74)
upon irradiation were determined with methylene blue (@ = 0.52). (C)
Absorption spectra of an aqueous solution of 0.1 mM 3 over time and
under controlled light conditions. In aqueous solution, maxima decrease
over time. Full deletion at 500 nm absorption was achieved at irradiation
of 519 nm for 10 minutes, 6.5 mW per cm? per well.

as photouncaging appeared instantly upon irradiation with
+500 nm (Fig. 6B vs. Fig. 3).

However, compounds 3 and 5 required only one minute of
irradiation for a substantial singlet oxygen response in contrast
to 15 minutes for uncaging under similar settings. Thus, it
seemed that singlet oxygen generation appears preferably
during the uncaging process of the BODIPY moiety. By correlat-
ing this effect to the observed cytotoxicity in Panc89 cells, we
conclude that 3 and 5 produce singlet oxygen upon irradiation,
thus severely damaging cells, thereby exceeding the effect of
the potent CDK2 inhibitor AZD5438.°"%> Furthermore, the pro-
posed radical mechanism provides a possible explanation for
the observation of non-successful uncaging for 3 upon
irradiation in the enzymatic assay (Fig. 3A). According to the
production of short-lived radicals detected by ESR, we assume
that the molecule decomposes, yielding a mixture of fragments
instead of providing the actual CDK2 inhibitor AZD5438. Due
to the solubility issues of 3, photochemical characterisation
was performed in DMSO yielding the uncaging of 3 without
difficulties (Fig. 3). However, biological evaluation is performed
in aqueous solutions at pM compound concentrations. Thus,
we performed the respective experiments in aqueous solutions
for 3 and 5. Indeed, under irradiation, we observed strong
photodegradation of the compounds yielding non-defined
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product mixtures providing further evidence for the radical
reaction processes (Fig. 5C, S167).

Photodegradation has already been reported for photosensi-
tisers, e.g. porphyrines and semi-porphyrines.®> Compared to
the features of these photosensitisers, solutions of compound 3
and 5 decoloured upon irradiation suggesting a type 2 photo-
bleaching (true photobleaching) behaviour. Interestingly, not
only photodegradation prevents proper photochemical charac-
terisation in aqueous solution, but also precipitation occurring
in the samples upon irradiation, probably as the result of
radical polymerisation reactions. Similar to our observations,
Descalzo et al. also reported about the aggregation and dimeri-
sation of BODIPY moieties®® in aqueous solutions, which are,
however, indispensable for biological applications. We also
observed the precipitation of 3 and 5 when water was added to
a DMSO stock solution (S14f). Accordingly, aggregation of
BODIPY moieties has been reported elsewhere to be responsible
for precipitation when water was added.®>*® Furthermore, NMR
experiments employing D,O to investigate these effects in more
detail proved to be non-successful again due to precipitation.

Conclusions

Uncaging of BODIPY-caged compounds is well established in
organic solvents and could be also achieved in this work.”""
However, with regard to biological evaluation in aqueous solu-
tions, the situation turned out to be different. In line with recent
reports from Sitkowska et al. and Takeda et al., we observed
unstable storage conditions for BODIPY derivatives.'>®
Although the BODIPY moiety is tempting for caging approaches
based on its response to green light with a wavelength of
>500 nm, we provide evidence for the BODIPY-caging concept
being limited in an aqueous environment due to the production
of singlet oxygen upon irradiation. Thus, the generated radical
species mediate non-selective degradation effects. Accordingly,
biological activities of BODIPY containing compounds 3 and 5 in
a Panc89 cell proliferation assay turned out to be highly effective.
In this assay, due to singlet oxygen generation, 3 as a caged com-
pound is 30 times more active upon irradiation compared to the
actually potent CDK2 inhibitor AZD5438. Hence, in order to
avoid misinterpretation of the results for BODIPY caged com-
pounds in biological applications, we strongly recommend inves-
tigation of BODIPY moieties case-by-case towards their potential
to produce ROS upon irradiation. Whether BODIPY derivatives
will be useful in photodynamic approaches remains to be seen.
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The Impact of Electronic Effects on Photolysis: A Model
Study on the 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl Caged N-
Phenylpyrimidine-2-amine Scaffold

Stefan Kirschner,” Alexander Débber,” Melanie Krebs,” Christopher Witt,"™ Bernd Hartke,™

and Christian Peifer*®

Caging of pharmacologically active compounds is an interesting
approach in biological chemistry and such photoactivatable
compounds are also being developed towards novel therapeu-
tic prodrug concepts. In this study we investigated the
photolysis of the commonly used 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl
(DMNB) caging moiety attached to the NH-nitrogen of the
pharmacologically relevant N-phenylpyrimidine-2-amine scaf-
fold. Based on this concept, a small set of para-phenyl
substituted derivatives with varying I/M effects (inductive/
mesomeric electron-donating/withdrawing effects) was de-

1. Introduction

Among photoresponsive compounds, photoactivatable “caged”
ligands show an interesting potential towards novel therapeu-
tic applications.” Furthermore, caged tool compounds are
highly suitable for sophisticated approaches in biological
chemistry.>® The basic idea is straightforward: a photoremov-
able protecting group (PPG) is covalently attached to a
biologically active compound at a critical position, thus
rendering it pharmacologically inactive.” The so-called caged
compound is not capable of binding to its target, hence
representing a biologically inactive prodrug as a start. However,
back reaction to yield the actual bioactive compound can be
achieved in a precise spatiotemporal manner by irradiation
with light of appropriate wavelength so that the PPG “cage” is
removed (Scheme 1).°® As an outcome of this photolysis
reaction, the original compound is released and thus affinity to
its biological target is restored. Upon irradiation, the photo-
induced cleavage of the PPG ideally results in a rapid local
concentration jump of the bioactive compound.” Hence, the
uncaging technique can be a powerful tool for studying both
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signed, synthesized and parameters of the photolysis were
determined. Hammett constants were related to photokinetic
measurements, revealing electron donating effects to be
unfavorable for the photolysis reaction. Our findings suggest
electronic features of the entire molecule should be taken into
account when considering its suitability for the caging concept.
The results may also serve as a guideline to make relevant
choices for DMNB applications in classical protecting group
chemistry.

Z=0

o NO,
H

\O li'
N, N
IOR® o0
R Z R F
Scheme 1. The 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (DMNB) moiety in red as an
example for the concept of caging in terms of a photochemical protection
group (PPG). The actual inhibitor scaffold (in black) is blocked at a crucial
position (left). Triggered by irradiation, photocleavage, including a redox-

reaction, occurs, in which the hybrid compound is split yielding a nitroso-
benzaldehyde and the bioactive compound as leaving group.

biological processes and regulation of biological activities.”
Regarding applicability of photoresponsive compounds in bio-
logical setups, tissue penetration of irradiation and efficacy of
photoactivation are the most critical parameters.” Regardless
of whether photoresponsive compounds shall be used to study
biological processes or applied towards therapeutic ap-
proaches, fast, clean and specific photoactivation is
indispensable.” Obviously for caging, the utilized PPG repre-
sents the decisive factor, but recent studies showed that the
leaving group, that is to say the actual inhibitor in the case of
caged prodrugs, affects the rate of photoactivation as well."*'
In this context, the photoactivation mechanism of the
commonly used 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl (DMNB) protect-
ing group (Scheme 1) has been studied intensively."? Accord-
ingly, the DMNB cage has been employed to block mostly
oxygen-moieties, and to a lesser extent nitrogen-moieties of
bioactive compounds.” Yet, beyond the nature of the

© 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA
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attached atom, more general features of the leaving group
actually affecting the photolysis reaction remain less clear.™”

So far only few studies address this question, including a
computational study that was performed by Il'ichev etal. in
2003." Their calculated results suggest that electron-donating
substituents in the benzylic position of DMNB, hence electron-
donating leaving groups, can improve the photocleavage.
Furthermore, in this respect in 2011 Solomek et. al. argued that
radical stabilizing features of the leaving group may enhance
the photoreaction."” Thus, radical stabilizing characteristics of
different leaving groups have been calculated by computa-
tional methods. However, wet lab experiments to determine
the influence of electronic parameters of the leaving group
have rarely been reported.

In chemical biology applications “uncaged” pharmacologi-
cally active compounds actually represent the so-called leaving
group (see Scheme 1).¥ In line with this notion, systematic data
regarding characteristics of the leaving group would be
markedly valuable against the background of designing and
developing photoactivatable prodrugs. Biologically active com-
pounds possess particular pharmacophore moieties which
typically cannot be simply structurally modified without
affecting important properties such as target affinity, specificity
or pharmacokinetic parameters.' Hence, some pharmaco-
phores might be more suitable for the caging concept than
others. In order to address this question in more detail, we
aimed for an investigation using the N-phenylpyrimidine-2-
amine scaffold regarding the photolysis reaction at the basis of
the commonly used DMNB group. Particularly the N-phenyl-
pyrimidine-2-amine scaffold was chosen as a suitable example
as it yields more than 24.000 reference hits upon substructure
search including biological studies using SciFinder®, suggesting
the scaffold to be a pharmacologically interesting “leaving
group” in terms of caging. Moreover, the N-phenylpyrimidine-
2-amine scaffold appeared to be highly suitable for our projects
since it is exactly the core structure present in many kinase
inhibitors>'” such as imatinib"® and others (Figure 1).

Having focused on the pharmacologically relevant N-
phenylpyrimidine-2-amine scaffold, we asked the question if/
how variations of para-N-phenyl substituents may influence the
N-DMNB “uncaging” photolysis reaction. Thus, we designed a
significant set of novel DMNB-caged N-phenylpyrimidine-2-
amine compounds 1-9 (Scheme 2) to evaluate the impact of
the inductive/mesomeric effects (+1=inductive electron-do-
nating effect; —l =inductive electron-withdrawing effect; + M=
mesomeric electron-donating effect; —M =mesomeric electron-
withdrawing effect) of the different substituents on the rate of
photolysis. Notably, both the para/ortho-phenyl positions could
be modified in order to allow an M-effect corresponding to the
benzylic position. However, in this comprehensive study we
focused only on modification of the para-position.

2. Material and Methods

As starting material, the differently para-substituted com-
pounds based on the N-phenylpyrimidine-2-amine scaffold

ChemPhotoChem 2020, 4, 638-643 www.chemphotochem.org
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Figure 1. Examples of FDA-approved kinase inhibitors exhibiting the N-
phenylpyrimidine-2-amine scaffold as part of the central pharmacophore
unit®
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-30°C, 1h 9R = SO,CH;

Scheme 2. Design and synthesis of derivatives of the N-DMNB caged
phenylpyrimidine-2-amine scaffold.

were prepared in compliance with literature."”'*?"! Next, the N-
protection with the DMNB group was carried out by nucleo-
philic substitution. Accordingly, the respective starting material
was NH-deprotonated by sodium hydride in DMF at 0°C. After
cooling to —30°C, DMNB-Br was added dropwise and the
reaction was left stirring for an hour. After quenching by the
addition of water, the crude product was purified by flash
chromatography. Importantly, light exposure was strictly to be
avoided during both synthesis and purification of the caged
compounds due to their home-made light sensitivity.

Having the designed set of caged compounds in hand, we
aimed for their photochemical characterization. Particularly, we
wanted to determine and compare the photolysis rates of
compounds 1-9. In a first step, light absorbance at the
wavelength respectively required for photolysis was assessed
for comparable results. Higher light absorption at the respec-
tive wavelength required for photoactivation might enhance
the rate of the photoreaction. However, all caged compounds
in the set showed highly similar light absorption at 365 nm (see
Table 1) suggesting this wavelength to be suitable for all
irradiation experiments. Next, the photolysis reaction of each
compound in DMSO solution was examined using a custom-
made UV-LED with a suitable emission maximum at 365 nm.
The concentration of the caged compounds was set to 500 uM

639 © 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA
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Table 1. Compound set and overview of results from photochemical
characterization experiments in DMSO solution.
# R Hammett Absorbance % photo- Reaction
@l el activated"” rates
1T —N —0.83 0.1234+0.001 2.5+0.6 0.32+0.007
(CH,),
2 —OCH, —-0.27 0.1184+0.004 184+1.6 2.02+0.15
3 —CH; —-0.17 0.1224+0.002 19.7+0.3 2.31+0.13
4 —H 0 0.1234+0.010 29.94+0.6 3.31+0.03
5 —Br 0.23 0.1214+0.003 29.5+2.2 3.27+0.06
6 —COOEt 045 0.1434+0.000 37.6+3.3 412+0.33
7 —CF; 0.54 0.1254+0.007 31.3+04 3.64+0.17
8 —CN 0.66 0.1234+0.005 32.6+0.6 3.51+0.09
9 -SO,CH; 0.72 0.1154+0.000 32.0+0.9 3.60+0.26
[a] o,; [b] At 365 nm; [c] After 45 s of irradiation; [d] uM-s".

in order to avoid quantification limits of the subsequent HPLC
analysis. All compounds were then irradiated uniformly for
120 seconds at an emission power of 7.5mW. Analytical
samples were taken from the reaction mixture to examine the
kinetic of the photoactivation reaction, respectively.

3. Results and Discussion

Conceptually, the decrease of the caged species during the
photolysis reaction was considered to be a reliable determinant
for the rate of photoactivation, based on a considerably low
analytical error-proneness."” Accordingly, plotting the declin-
ing amounts of each caged species against the irradiation time
showed the photolysis reaction to give a zero-order like kinetics
within the first 45 s of irradiation (Figure 2). However, photo-
reaction rates slowed down after 45 s of irradiation, resulting in
a flattening of the curves (Figure 2). Thus, in order to determine
relevant reaction rates, the range between 0 and 45 seconds
was considered to be significant and processed by a zero-order
fitting. This procedure was adapted according to a similar study
by Solomek et. al."” Notably, in contrast to their approach, we
have focused only on electronic effects and thus have not
calculated radical stabilizing features.

—_— (1) -N(CHs),
—— (2)-OCH;
g — (3)-CH
g 60- — (4)H
% 40- (5) -Br
= —— (6)-COOEt
201 — () CFy
0 T . r T —— (8)-CN

0 20 40 60 80 100 120

irradiation time /s

—— (9)-50,CH;

Figure 2. Photolysis reactions of compounds 1-9. Compound solutions

(100 wl/500 uM in DMSO) were irradiated at 365 nm (7.5 mW) for up to 120 s.
Peak areas of the respective compounds were determined by HPLC analysis
at the indicated time points. Each value is expressed as mean =+ SD of two
independent experiments.

ChemPhotoChem 2020, 4, 638-643 www.chemphotochem.org

In our study the reaction rates were subsequently calcu-
lated from the slopes of the zero-order fits. As a result,
compared to 4 with R=H, compounds 1-3 substituted at the
para-phenyl position with electron-donating substituents,
namely dimethylamine (+M), methoxy (+M) and methyl (+1),
showed significantly slower photolysis rates (Figure2). In
particular compound 1, having the very strong electron-
donating dimethylamine-moiety, barely showed any photolysis
at all under these conditions. In contrast, compounds 5-9 with
electron-withdrawing para-phenyl substituents such as bromo
(—1/+ M), trifluoromethyl (—1), nitrile (—I/—M) or sulfonylmethyl
(—1/—M) did not significantly increase the photoactivation
when compared to the unsubstituted 4. In order to quantify
the electronic effects within this small set of compounds, their
respective Hammett constants®>2* and reaction rates were
calculated (Table 1).

Towards an interpretation of the obtained results, the
reaction rate of the H-substituted N-phenylpyrimidine-2-amine
compound 4 was taken as the reference value (Hammett op=
0). Compared to this reference point, the photolysis reaction
rates are clearly decreased by the presence of electron-
donating +M/+1 moieties with a more negative Hammett
constant (compounds 1-3). In contrast, by the presence of
electron-withdrawing substituent (compounds 5-9), the pho-
tolysis reaction rates increase only marginally compared to 4.
Accordingly, when plotting the respective Hammett constants
op versus the determined reaction rates, a distinct correlation
can be discussed for negative op values, but not for positive ap
values (Figure 3).

For a more detailed interpretation of these findings, the
photocleavage reaction mechanism regarding the DMNB caged
scaffold is of considerable interest (Scheme 3). Herein, three
critical stages can be identified in the course of the photolysis
reaction.™

In the first step (a), a photoinduced reversible H-atom
transfer from the benzylic position to the oxygen atom of the
nitro group in structure 10 occurs, leading to the aci-nitro
intermediate 11. Notably, this photoinduced H-atom transfer
involves an excitation of the molecule. Starting from the
excited state of compound 11, two competing reactions are
possible, namely a reverse H-atom transfer to rebuild 10 (b), or

5- ¢ (1) -N(CH3),
- +  (2)-OCH;
£ I 3 (3)-CH
& .
: . 4 :
~ - i
P 3 ¢ (4)-H
g 3 (5) -Br
c 24 3
2 + (6)-COOEt
k=1
2 1 + (7)-CFy
g
+ (8)-CN
G T T T 1
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 *  (9)-S0,CH;

Hammett constant Cp

Figure 3. Correlation between the Hammett constant op of the respective
substituent and the experimentally determined reaction rates. Squares
represent 4 SD of two independent experiments. Linear fit is shown for
compounds 1-6 R?=0.995.

640 © 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA
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N | " N I " N Table 2. Partial charges® on the amine nitrogen atom in the negatively
NN 'aw N N NN R charged intermediate of the scaffold calculated using the Gaussian 16
O Ay - AN = - software suite® at B3LYP/aug-cc-pVDZ level of theory.
% ‘ /J\"—".OT: b ~, L\@d‘" e I:\I/{oj )
o N o N 0 N cpd # -R Hirshfeld CM5
o OH 0-H
10 1 12 1 N(CHs), ~0.260729 —0.423510
_R 2 OCH; —0.260478 —0.423338
N o 3 CH, ~0.260177 —0.422949
.25 N T‘, N [ 4 H —0.259213 —0.422165
/OI\\L/ ot o NTM 5 Br —0.257799 —0.420975
S O /OﬁL 6 COOEt ~0.246601 ~0.410363
o ~o P o ” 7 CF, ~0.252699 ~0.416260
8 CN —0.248391 —0.412217
Scheme 3. Proposed reaction mechanism towards photocleavage of the 9 —50,CH, —0.249003 —0412861

DMNB moiety attached to the N-phenylpyrimidine-2-amine scaffold. The
leaving group, the respective uncaged scaffold, is shown in grey. The
relevant proton for the H-atom transfer at the benzylic position is particularly
depicted in structure 10.

a ground stage Michael-addition-like cyclization to form the
isoxazole derivative 12 (c). Importantly, as the cyclization step
(c) is irreversible, this ultimately results in subsequent DMNB-
leaving group cleavage. Thus, the isoxazole ring opening (d)
towards the nitroso intermediate 13 then leads to the final
release of the actual leaving group scaffold 14 (e), and of
dimethoxy-o-nitrosobenzaldehyde as a by-product.

Since starting from the key intermediate 11, both the
reaction paths (photocleavage towards 12 or relaxation back to
10) are possible, corresponding steps a-c were considered to
be mechanistically determining for the reaction rates of the
photolysis.'”? During steps a-c the benzylic carbon directly
bound to the nitrogen atom of the leaving group is in the
center of action. Accordingly, a significant electronic effect is
exerted on the benzylic carbon by the adjacent free ion pair of
the vicinal nitrogen, which is further affected by both the
pyrimidine ring as well as by the phenyl ring with the
substituents in the para-position. Thus, an electron-donating
substituent is able to increase the electron density at the
nitrogen considerably, resulting in an enlarged electron density
of the adjacent benzylic carbon. Consequently, the nucleophilic
attack of the oxygen (c) to form the isoxazole derivative 12 will
be diminished, potentially resulting in a shift towards the
reverse H-atom transfer (b) to re-form the starting material 10.
Accordingly to our experimental results, this mechanism might
explain the significantly decreased photolysis reaction rates of
the caged compounds 1-3 which are equipped with electron-
donating substituents. Vice versa, electron-withdrawing sub-
stituents in the phenyl para-position should consequently
enhance the photocleavage.

In order to provide further evidence for the relevance of
these electronic correlations, we performed DFT calculations
assessing partial charges at the DMNB-attached nitrogen atom
(Table 2). Herein, electronic density at the N-atom for + M/I
substituents was more negatively charged whereas less neg-
ative values were calculated for —M/I substituents. Thus, these
data correlate with the mechanistical context discussed above.
However, the differences in the partial charges are very small
and possibly not sufficiently significant. Instead, we suspect
that similar substituent influences may have a stronger effect

ChemPhotoChem 2020, 4, 638-643 www.chemphotochem.org

on energy differences between electronic states, i.e., on the
excitation wavelengths, while still resulting in similar observ-
able phenomena. To check this hypothesis reliably, high-level
quantum mechanical excited-state calculations are needed,
which are beyond the scope of the present work.

Interestingly, the reaction rates of the caged scaffolds 5-9
possessing electron-withdrawing substituents are not increased
significantly compared to the H-substituted caged scaffold 4
(although a decent trend is discernible). These results are in
line with data from Burdette, Brown and Kennedy™' where it is
shown that similar effects on photocleavage also apply for
electron-donating/withdrawing effects in the leaving group.
Regarding a possible interpretation, the electron-withdrawing
character of the attached electron deficient pyrimidine ring
system might be the reason. Herein, the free ion pair of the
relevant DMNB-attached nitrogen is already delocalized in a
cyclic guanidine moiety resulting in a basically weak electron
density at both the nitrogen atom and the benzylic carbon.
Thus, by presence of —M/—I substituents, the electron-with-
drawing effect might be levelled by the already present
pyrimidine ring, resulting in overall similar photolysis reaction
rates for relevant —M/—| substituted compounds.

In further experiments, it has to be shown if the objected
kinetics may apply for protic solvents as well. As the
compounds are hardly soluble in water, the experiments need
to be performed by adding sufficient DMSO or for example
methanol.

4. Conclusions

The photoactivatable “caged” compounds approach is interest-
ing both for biological chemistry and for novel therapeutic
prodrug concepts. In our study we focused on the photolysis of
the commonly used DMNB caging moiety attached to the
nitrogen of the pharmacologically relevant N-phenylpyrimi-
dine-2-amine scaffold. In order to investigate the impact of
electronic parameters of the leaving “uncaged” compound, we
designed and synthesized a small set of para-phenyl substi-
tuted derivatives with varying I/M effects. Photokinetic meas-
urements and correlation with Hammett constants revealed
electron donating substituents to be unfavorable for photolysis.
On the other hand, electron-withdrawing effects on photolysis
could not be further differentiated probably due to the
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presence of an electronically levelling cyclic guanidine moiety
already vyielding relatively fast cleavage reactions. Relating to
the original hypothesis, we conclude that biological active
derivatives possessing the N-phenylpyrimidine-2-amine scaffold
equipped with electron-donating substituents are unfavorable
in terms of caging when the DMNB protecting group is used.
Importantly, our findings suggest the whole molecule should
be electronically considered regarding its suitability for the
caging concept. Beyond these biological caging approaches,
our results may also serve as a guideline to make choices for
applications in classical protecting group chemistry.

Experimental Section

Chemical Synthesis

All reactions and purifications were carried out under controlled
light conditions to avoid unwanted photolysis of the products.

General method for caging of the 2-aminopyrimidines (1-9)

Sodium hydride (1.2 equiv.) was dissolved in 5 ml of dry DMF under
an argon atmosphere. After cooling it to 0°C, the respective N-
phenylpyrimidin-2-amine (1.0 equiv.) dissolved in 3 ml of dry DMF,
was added to the reaction by the drop. After 1 h, the reaction was
cooled to —35°C and the DMNB bromide (1.1 equiv.) dissolved in
3 ml of dry DMF, was added to the reaction by the drop. After
stirring at —35°C for 1 h, the reaction was quenched by slow
addition of H,0. After 1 h, the reaction was filtrated. The precipitate
was purified by flash chromatography (stationary phase and eluent
given for each compound, respectively) to afford the caged
product.

N1-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N4,N4-dimethyl-N1-(pyrimidin-2-
yl)benzene-1,4-diamine (1). The compound was synthesized ac-
cording to the general procedure. Purification was achieved by
flash chromatography with a gradient of ethyl acetate and
petroleum ether to afford 1 as a yellow solid (yield 70%). 'H NMR
(300 MHz, DMSO-dg): =2.87 (s, 6H), 3.69 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 5.43
(s, 2H), 6.68-6.74 (m, 3H), 6.99 (s, TH), 7.15 (d, *JHH=8.8 Hz, 2H)
7.62 (s, 1H), 832 (d, *JHH=4.7 Hz, 2H) ppm. *C NMR (75 MHz,
DMSO-d;): §=40.3, 51.5, 55.9, 56.0, 108.2, 110.5, 111.4, 112.7, 127.8,
129.1, 132.7, 140.3, 147.2, 148.5, 152.9, 157.8, 161.7 ppm HRMS
(ESI): m/z=410.18214 [M+H] " (calc. m/z=410.18228).

N-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N-(4-methoxyphenyl)pyrimidin-2-
amine (2). The compound was synthesized according to the
general procedure. Purification was achieved by flash chromatog-
raphy with a gradient of ethyl acetate and petroleum ether to
afford 2 as a bright yellow solid (yield 62%). 'H NMR (300 MHz,
DMSO-dq): d=3.69 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 5.46 (s, 2H), 6.76
(t, *)JHH=4.7 Hz, 1H), 6.91 (d, >JHH=8.8 Hz, 1H), 6.98 (s, TH), 7.27
(d, *JHH=8.8 Hz, 1H), 7.62 (s, 1H), 8.34 (d, *JHH=4.7 Hz, 2H) ppm.
BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): §=51.4, 55.2, 55.9, 56.0, 108.2, 110.6,
111.7, 114.2, 128.4, 128.8, 136.5, 140.3, 147.2, 152.9, 157.1, 157.9,
161.5 ppm. HRMS (ESI): m/z=397.15062 [M-+H]" (calc. m/z=
397.15065).

N-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N-(p-tolyl)pyrimidin-2-amine ~ (3).
The compound was synthesized according to the general proce-
dure. Purification was achieved by flash chromatography with a
gradient of ethyl acetate and petroleum ether to afford 3 as a
bright yellow solid (yield 65%). '"H NMR (300 MHz, DMSO-dy): 6 =
2.28 (s, 3H), 3.67 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 5.50 (s, 2H), 6.78 (t, *JHH=
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4.8 Hz, 1H), 6.96 (s, TH), 7.16 (d, *JHH=8.1 Hz, 2H), 7.26 (d, *JHH=
8.4 Hz, 2H), 7.63 (s, 1H), 8.35 (d, >JHH=4.7 Hz, 2H) ppm. *C NMR
(75 MHz, DMSO-dg): §=20.5, 51.3, 55.9, 26.0, 108.3, 110.4, 112.0,
126.7, 1289, 1294, 1349, 140.2, 141.1, 147.2, 1529, 157.9,
161.3 ppm. HRMS (ESI): m/z=381.15560 [M+H]" (calc. m/z=
381.15573).

N-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N-phenylpyrimidin-2-amine (4).
The compound was synthesized according to the general proce-
dure. Purification was achieved by RP flash chromatography with a
gradient of methanol and water to afford 4 as a bright yellow solid
(yield 40%). '"H NMR (300 MHz, DMSO-d): 8=3.66 (s, 3H), 3.83 (s,
3H), 5.53 (s, 2H), 6.80 (t, *JHH=4.7 Hz, 1H), 6.95 (s, TH), 7.16-7.22
(m, TH), 7.33-7.40 (m, 4H), 7.64 (s, TH), 8.97 (d, *JHH=4.7 Hz, 2H)
ppm. *C NMR (75 MHz, DMSO-d,): §=51.2, 55.9, 56.0, 108.3, 110.4,
112.2, 125.6, 126.8, 128.9, 128.9, 140.2, 143.7, 147.2, 153.9, 157.9,
161.2 ppm. HRMS (ESI): m/z=367.13991 [M+H]* (calc. m/z=
367.1408).

N-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N-(p-tolyl)pyrimidin-2-amine  (5).
The compound was synthesized according to the general proce-
dure. Purification was achieved by flash chromatography with a
gradient of ethyl acetate and petroleum ether to afford 5 as a
bright yellow solid (yield 54%). '"H NMR (300 MHz, DMSO-d,): 6 =
3.66 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 5.53 (s, 2H), 6.84 (t, 3JHH =4.8 Hz, 1H), 6.90
(s, TH), 7.36 (d, *JHH=9.0 Hz, 2H), 7.53 (d, *JHH=9.0 Hz, 2H), 7.64
(s, TH), 8.39 (d, *JHH=4.8 Hz, 2H) ppm. C NMR (75 MHz, DMSO-
d¢): 6=50.9, 55.9, 56.0, 108.3, 110.3, 112.6, 117.8, 128.6, 128.8,
131.7, 140.2, 1429, 147.3, 153.0, 158.0, 160.9 ppm. HRMS (ESI):
m/z=445,05035 [M +H]" (calc. m/z=445.05059).

Ethyl  4-((4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-(pyrimidin-2-yl)Jamino)ben-
zoate (6). The compound was synthesized according to the general
procedure. Purification was achieved by flash chromatography with
a gradient of ethyl acetate and petroleum ether to afford 6 as a
dark yellow solid (yield 73%). '"H NMR (300 MHz, DMSO-d): =1.30
(t, *JHH=7.1 Hz, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.29 (g, *JHH=7.1 Hz,
2H), 5.62 (s, 2H), 6.86 (s, TH), 6.91 (t, *JHH=4.8 Hz, 1H), 7.56 (d,
*JHH=8.7 Hz, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.92 (d, *JHH=8.7 Hz, 1H), 8.45 (d,
*JHH=4.8 Hz, 2H) ppm. *C NMR (75 MHz, DMSO-d,): 8 =14.1, 50.8,
55.9, 56.0, 60.5, 108.4, 110.0, 113.3, 125.5, 126.0, 128.7, 129.8, 140.1,
147.2, 147.9, 153.1, 158.1, 160.8, 165.2 ppm. HRMS (El): m/z=
438.15296 M* (calc. m/z=438.15393).

N-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N-(4-(trifluoromethyl)phenyl) pyri-
midin-2-amine (7). The compound was synthesized according to
the general procedure. Purification was achieved by flash chroma-
tography with a gradient of ethyl acetate and petroleum ether to
afford 7 as a bright yellow solid (yield 54%). '"H NMR (300 MHz,
DMSO-d;): d=3.93 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 5.62 (s, 2H), 6.87 (s, 1H), 6.91
(t, >)JHH=4.8 Hz, 1H), 7.66-7.72 (m, 5H), 8.45 (d, *JHH=4.8 Hz, 2H)
ppm. *C NMR (75 MHz, DMSO-d): =50.9, 55.9, 56.0, 108.5, 110.0,
113.3, 1224, 125.2, 125.9, 126.4, 128.6, 140.1,147.2, 147.3, 153.1,
158.1, 160.8 ppm. HRMS (ESI): m/z=435.12750 [M+H]" (calc.
m/z=435.12747).

N-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N-(4-cyanophenyl)pyrimidin-2-
amine (8). The compound was synthesized according to the
general procedure. Purification was achieved by flash chromatog-
raphy with a gradient of ethyl acetate and petroleum ether to
afford 8 as a bright yellow solid (yield 57%). 'H NMR (300 MHz,
DMSO-d,): d=3.61 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 5.64 (s, 2H), 6.81 (s, TH), 6.95
(t, *JHH=4.8 Hz, 1H), 7.63 (d, *JHH=8.7 Hz, 2H), 7.68 (s, TH), 7.78
(d, 3JHH=8.7 Hz, 2H), 8.47 (d, *JHH=4.8 Hz, 2H) ppm. *C NMR
(75 MHz, DMSO-d,): 6=50.7, 55.9, 56.0, 106.7, 108.5, 109.9, 113.8,
118.8, 125.9, 1285, 132.8, 140.1, 147.3, 147.8, 153.1, 158.2,
160.6 ppm. HRMS (ESI): m/z=392.13510 [M+H]" (calc. m/z=
392.13533).
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N-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N-(4-(methylsulfonyl)phenyl)pyri-
midin-2-amine (9). The compound was synthesized according to
the general procedure. Purification was achieved by RP flash
chromatography with a gradient of methanol and water to afford 9
as a bright yellow solid (yield 60%). 'H NMR (300 MHz, DMSO-d,):
0=3.22 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 5.64 (s, 2H), 6.84 (s, 1H),
6.94 (t, *JHH=4.8 Hz, 1H), 7.70 (m, 3H), 7.88 (d, *JHH=8.8 Hz, 2H),
8.47 (d, >JHH=4.8 Hz, 2H) ppm. >C NMR (75 MHz, DMSO-d,): 6=
43.6, 51.0, 56.0, 56.0, 108.5, 109.8, 133.6, 126.0, 127.8, 128.7, 136.5,
140.0, 147.3, 148.2, 153.2, 158.2, 160.7 ppm. HRMS (ESI): m/z=
467.09947 [M+Nal* (calc. m/z=467.09958); 445.11744 [M+H]"
(calc. m/z=445.11763).

UV/Vis Absorption Spectra

Spectra were recorded on UV/Vis spectrophotometer Varian Cary®
50 Scan, Agilent Technologies. UV/Vis absorbance was measured in
DMSO at compound concentration of 25 pM, relatively.

Photolysis Experiments

Compounds 3-11 were dissolved in DMSO (500 uM). 100 uL of
each solution were irradiated in one well of a 96-well plate at
365nm (LED source: 16x Nichia NCSU276 A U365, Sahlmann
Photochemical Solutions) with 7.5 mW. After O, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
45, 60 and 120 seconds, samples were taken and analyzed by HPLC
at a wavelength of 296 nm without further dilution. Each sample
was analyzed in duplicate.

HPLC Analysis

High-performance liquid chromatography (HPLC) was performed
with a Hewlett Packard 1050 Series (Agilent Technologies, Wald-
bronn, Germany) for monitoring of the reaction progress, purity
control and peak area determination of photochemical character-
izations and stability experiments. Used column: STAGROMA® C18,
5um (125-4 mm, Stagroma AG, Reinach, Switzerland). The injec-
tion volume was 20 pL. Depending on the compounds to be
separated, different gradients of acetonitrile and KH,PO, buffer
(10 mM, pH 2.3) were used as the mobile phase with a fixed flow
rate (1.5 ml-min~"). UV detection was achieved at 296 nm.
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