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1. Einleitung

1.1 Pilze

Mit dem Begriff Pilz assoziieren wir in der Regel den el3baren oder giftigen Frucht-
korper eines ,Speisepilzes” oder eines ,Giftpilzes®. Der eigentliche Pilzkorper, das
Myzel, befindet sich bei diesen Pilzen grof3flachig ring- oder strahlenférmig ausge-
dehnt im Erdboden. Es besteht aus feinsten, oftmals durch regelmalig angeordnete
Querwande (Septen) unterteilten Zellfaden. Diese Hyphen sind bei der Uberwiegen-
den Anzahl Fruchtkorper bildener Pilze netzartig miteinander verflochten. Von den im
biologischen, engeren Sinne als echte Pilze zu bezeichnenden Eumykota sind der-
zeit etwa 60.000 Arten beschrieben worden, womit etwa ein Viertel der tatsachlich
existierenden Spezies erreicht sein durfte. Damit ziehen die Pilze in ihrer Vielfalt mit
den Blutenpflanzen gleich. Pilze kdnnen einzellig sein, coenocytisch im Zellverband
leben oder vielzellige Organismen darstellen. Zur Vermehrung werden — artunter-
schiedlich — geschlechtliche oder ungeschlechtliche Sporen gebildet oder man kann
Sprossung beobachten. Einzellige, sich durch Sprossung vermehrende Pilze werden

auch als Hefen bezeichnet.

Pilze besitzen kein Chlorophyll und mussen daher die bendtigten organischen Mate-
rialien auf anderem Wege als durch Photosynthese erlangen. Dazu leben sie parasi-
tar oder in Symbiose z. B. in den Wurzelbereichen der Orchideen oder zusammen
mit Algen oder Cyanobakterien, wodurch Flechten gebildet werden. Besonders hau-
fig zersetzen sie organisches Material, wie tote Pfanzen oder Tiere, und konnen da-
bei auf viele Enzyme zurlckgreifen. Auf diese Weise konnen sich die Pilze verschie-
denste Lebensraume erobern. In Modellstudien auf durch Sprengstoffherstellung
kontaminierten Standorten konnte gezeigt werden, dal® speziell ausgewahlte Pilze
sogar hochnitrierte Aromaten im Erdboden bis nahe an die Nachweisgrenze heran

abzubauen vermogen.

Die so angedeutete Vielfalt fur Pilze nutzbarer Ressourcen bringt ein ebenso reiches

Spektrum an Sekundarmetaboliten mit sich, was sich die Menschen schon seit alters
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her nutzbar machten. Pilze werden bei der Herstellung von alkoholischen Getranken,
Brot und zur Veredelung von Kase verwendet, wobei mit Zitronensaure, Milchsaure
oder Gluconsaure haufig auch Substanzen gebildet werden, die im menschlichen
Stoffwechsel ebenfalls zu finden sind. Viele andere aus Pilzen isolierbare Substan-
zen haben ein betrachtliches pharmakologisches Potential und werden als pharma-
zeutische Produkte eingesetzt. Dazu zahlen z. B. die oft eindrucksvoll farbigen Chi-
none, Azulene, Carotinoide und Xanthene. Pilze, ihre Metabolite und von deren
Grundstrukturen abgeleitete Derivate sind deshalb nach wie vor, in einigen Berei-

chen sogar in wachsendem Male, Forschungsgegenstand[ﬂl:.

Neben diesen vorwiegend positiv geschilderten Eigenschaften haben Pilze aber auch
negative Aspekte. Dabei kann man sich uber die Wirkung der Pilze im Blauschim-
melkase, in der Rinde des Limburger Kases oder nach dem Verzehr verschiedener
Psilocybe sp. als ,Geschmacksache® noch trefflich streiten. Eindeutig ist das Urtell
bei der Bewertung der erheblichen wirtschaftlichen und gesundheitlichen Schaden,
die durch Pilze verursacht werden. Die direkten Vergiftungen mit irrtimlich als Spei-
sepilz angesprochenen Giftpilzen sind dabei zwar im Einzelfall besonders drastisch,
stellen fuir den Normalburger jedoch kein wesentliches Problem dar. Wegen ihrer
chemoorganoheterotrophen Lebensweise zerstoren Pilze z. B. Textilien, Holz, Leder
und Papier (Bucher, Tapeten), aber auch Farben, Lacke und Gummiprodukte. An-
ders als bei der Lebensmittelherstellung konnen Pilze auch zu deren Verderben fih-
ren. Besonders anfallig sind Getreide und Obst, die nach Befall vom Gemeinen Brot-
schimmel Rhizopus nigricans oder Gemeinen Kopfchenschimmel Mucor mucedo un-
genielRbar werden. Insbesondere auf Nussen findet man Aspergillus flavus, der mit
den Aflatoxinen die oral wirkstarksten Carcinogene bildet. Neben diesen indirekten,
durch Stoffwechselprodukte vermittelten Gesundheitsschaden kénnen Pilze beim
Menschen auch direkt zu Erkrankungen flhren. Daflir missen die in Frage kommen-
den Spezies nicht einmal besonders aggressiv oder anpassungsfahig sein: ... wi-
thout a hard-won accumulation of agents of immunity ... man is probably the best
culture medium in existence. From scrotum to brain, almost any temperature suitable
for pathogen or saprophyte is available. Substrate nutrients and variations in oxygen,
carbon dioxide and pH are available in almost any needed combination ..."%..
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1.2 System-Mykosen

Wegen der enormen Oberflache und der intensiven Exposition mit potentiellen Pa-
thogenen sind die Haut, der Magen-Darm-Trakt und die Lunge in Bezug auf die Im-
munantwort des menschlichen Korpers sehr wichtige Organe@. Es ist daher nicht
verwunderlich, dall Vorgange auf diesen Oberflachen systemische Auswirkungen auf
das Immunsystem haben konnen. Dabei ist eine unspezifische Immunreaktion auf
Fremdkorper natlrlich und notwendig fur die Ausbildung eines leistungsfahigen Im-

munsystems.

Ublicherweise befinden sich auf der Haut und auf Schleimhauten neben einer Viel-
zahl von Bakterien auch unterschiedliche Pilze, ohne dal} von ihnen fiur den Men-
schen eine Gesundheitsgefahr ausgeht. Candida sp. sind zum Beispiel Teil der nor-

malen unteren Darmflora gesunder Erwachsener®,

Andere Pilze konnen ein davon wesentlich zu unterscheidendes Gefahrdungs-
potential aufweisen. Einige dieser pathogenen oder fakultativ pathogenen Pilze sie-
deln meist nur oberflachlich auf der Haut oder auf Schleimhduten. Sie sind daher
recht einfach zu erkennen und wirksam mit Salben, Cremes oder Zapfchen zu be-
handeln. Andere konnen uber die Atmungsorgane oder durch Wunden in das Blut
gelangen. Disseminativ fortschreitende Infektionen konnen nahezu alle Organe be-
treffen und ernsthafte bleibende Schaden verursachen. In diesem Fall spricht man

von tiefen Organmykosen oder systemischen Mykosen.

In der klinischen Praxis tritt Candida albicans besonders oft in Erscheinung“ﬁg’ls]. Durch
C. albicans wird die einzige als ansteckend eingestufte systemische Mykose ausge-
|6st. Als Krankheitsursache wird darUberhinaus ein sehr breites Spektrum von Hefen,
diamorphen und fadenférmigen Pilzen benannt, das weiterhin zunimmt®29. Unter
anderem wird von Infektionen mit Aspergillus-[?ﬂ, Mucor- Blastomyces- und
Histoplasma-, Fusarium, Scedosporium sowie C. non-albicans sp. berichtet?%£8. Ei-
ne von mehreren Instituten in den USA gleichzeitig durchgeflhrte Erhebung kam zu
dem Ergebnis, dal} Pilzerkrankungen schon haufiger sind als Erkrankungen aufgrund

Gram-negativer Bakterien®?. In einem spektakuldren Einzelfall ist von der Infektion
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mit einer Coprinus species, einem Basidiomyceten, der als Tintling in Waldern und
[30]

L

Parks Mitteleuropas vorkommt, berichtet worden

Seit vierzig Jahren werden in wachsendem Male ernste Infektionen mit Candida al-
bicans festgestellt und Untersuchungen zu méglichen Ursachen verdffentlichtl.
Trotz groRer Anstrengungen im diagnostischen und therapeutischen Bereich steigt

die Anzahl lebensbedrohlicher Pilzinfektionen bei Personen mit geschwachter Im-

munreaktion und die Vielfalt der auslésenden Organismen weiter an[‘éé{?éi_ In der
Fachliteratur wird haufig auch Uber Falle systemischer Mykosen mit Todesfolge be-
richtet®7l.

Ausgangspunkt fur eine Betrachtung dieser Entwicklung soll zunachst eine Beschaf-

tigung mit ihren Griinden sein%f%,

Spatestens seit Beginn der 1980er Jahre ist das Human Immunodeficiency Virus
(HIV) nicht nur in das Bewultsein der Weltoffentlichkeit, sondern in besonderem
MaRe auch in den Fokus der Mykologen gelangt?®, da AIDS-Patienten besonders
empfindlich gegeniiber Hirnhautentziindung und SproRpilzen auf der Haut sind2%:#3,
In Europa und den USA ist die an erster Stelle stehende Todesursache dieser Per-

sonengruppe eine durch Pneumocystis carinii hervorgerufene Lungenentziindung®4l.

Chemotherapeutika haben ihrem pharmakologischen Prinzip nach einen besonders
ausgepragten Einflul auf Zellen mit hoher Proliferationsrate. Dementsprechend ne-
gativ sind die Auswirkungen auf die Leukozytenzahlen der einer solchen Therapie
unterworfenen Patienten, was z. B. im Zusammenhang mit Knochenmark-
transplantationen gut dokumentiert ist®>28l, Nach intensiver Chemotherapie, individu-
ell aber auch nach weniger aggressiven Zytostatikakombinationen kann sich weiter-

hin eine langanhaltende, gravierende Neutropenie einstellen?%.

Durch Untersuchungen an obduzierten Personen in den Jahren 1976 bis 1979 sowie
1986 bis 1990 konnte ein Anstieg vorliegender tiefer Organmykosen von 10 % auf 16
% nachgewiesen werden®Tl. Bei einer entsprechenden Erhebung der Jahre 1978 bis
1982 sowie 1990 bis 1994 mufdte mit den zugehorigen Werten von 2.2 % und 5.1 %
sogar mehr als eine Verdoppelung registriert werden®2. Ist schon vormals eine sys-



System-Mykosen 5

temische Pilzinfektion aufgetreten, stellt eine nochmalige intensive Chemotherapie

ein bedeutendes Risiko fir das Wiederauftreten entsprechender Infektionen dar?*4,

Eine schon frih und immer noch haufig anzutreffende Erklarung fur die wachsende
Zahl lebensbedrohlicher Mykosen ist der vermehrte Einsatz immunsuppressiver Arz-
neimittel®®. Mit entsprechender Haufigkeit werden Pilzinfektionen bei der Obduktion
von Patienten festgestellt, die nach einer allogenen Knochenmarktransplantation mit

begleitender immunsuppressiver Behandlung verstarben®%.

Eine Mykose kann lange bestehen, bevor sie ein klinisches Bild zeigt. Auch dann

kénnen die auftretenden Symptome sehr variabel sein’®’€%. Bekannt fiir eine schlei-
chende Entwicklung sind Mykosen der Atmungsorgane, die aber auch akut und au-

Rerordentlich heftig werden kénnenf™l.

Eine ernste Gefahr geht in bestimmten Situationen von bereits bestehenden Myko-
sen aus, wenn sie unerkannt bleiben. Die Wahrscheinlichkeit eines Aspergilloserezi-
divs nach Knochenmarktransplantationen wird z. B. mit einem Drittel angegeben®Z,
Insgesamt werden Systemmykosen fur 25 % der infektbedingten letalen Verlaufe
einer Leukamie verantwortlich gemacht@]. Nach Knochenmarktransplantationen

werden Pilzinfektionen sogar fur die Mehrheit der Todesfalle als ursachlich angege-
ben®4.

Eine demoskopische Betrachtung eroffnet einen weiteren Erklarungsansatz fur die
beobachtete Entwicklung. Durch den groRer werdenden Anteil alterer Menschen an
der Gesamtbevdlkerung steigt auch die Zahl der Personen, die intensivmedizinisch
behandelt werden, Prothesen benétigen und ausgedehnte Glucocorticoid-Gaben®,
parenterale Hyperalimentation[g‘ﬂ oder anhaltende Therapien mit wechselnden Breit-

spektrumantibiotikal®’€® erhalten.

Trotz aller VorsichtsmalRnahmen verbirgt sich hier immer auch ein Infektionsrisiko,
zumal durch die Entwicklung neuartiger Beschichtungen, Grundmaterialien und chi-
rurgischer Hilfsmittel immer ofter die Entscheidung zugunsten einer invasiven Vorge-

hensweise getroffen werden kann.
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Im Rampenlicht der aktuellen Diskussion stehen die sogenannten Krankenhauskei-
me oder Problemkeime. Unter diesem Begriff werden unterschiedlichste multiresis-
tente Bakterienstamme zusammengefaldt. Als Beispiel sei dazu erneut auf Lungen-
entzindungen hingewiesen, gegen deren Erreger Streptococcus pneumoniae nach
einer US-amerikanischen Untersuchung schon 1995 in 11 % und 1999 sogar bei 20
% der erfal’ten Falle mit den Makrolid-Antibiotika Erythromycin (1) und Azithromycin
(2) nicht mehr erfolgreich vorgegangen werden konnte®®l. Dabei ist anzumerken, daR
2 ein ringsubstituiertes Azalid ist und wegen seiner dhnlichen Wirkung wie die im en-
geren Sinne als Macrolide bezeichneten Substanzen ebenfalls zu den Macrolidanti-
biotika gezahlt wird¥%.

Erythromycin A Azithromycin

Multiresistente Keime koénnen oft nur unter Schwierigkeiten und infolgedessen zeit-
verzogert behandelt werden und beanspruchen dadurch in hohem Male das Im-
munsystem der Patienten. So flhren sie, wenn auch indirekt, zur Anfalligkeit gegen-
uber Pilzinfektionen. Bei Pilzen selbst ist demgegenuber erst sehr selten von Resis-

tenzen berichtet worden? &i73!,

Pilzinfektionen kénnen jedoch nicht nur bei immunsupprimierten Personen auftreten.
So ist z. B. Candida albicans ein bekanntes Allergen. Uber 90 % aller gesunden Er-
wachsenen zeigen bei Hauttests Hypersensibilitatsreaktionen auf Antigen-Extrakte
von C. albicans®. Auf diese Weise wirkt C. albicans ausweislich verschiedener Fall-

studien selber immunsupprimierend?”:7%,
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Bei einer Patientin mit langjahriger chronischer Candidiasis der Schleimhaute wurde
im Blutplasma ein Faktor nachgewiesen, der die normale Reaktion von Lymphozyten
nicht nur gegen Candida albicans sondern auch gegen Mumps verhinderte. Die Au-
toren wiesen darauf hin, dal3 dieser Inhibitor-Faktor auf die Candida-Infektion zu-
ruckzufihren sei, da er sich nach der erfolgreichen Candida-Eradikation nicht mehr
nachweisen lie} und die entsprechende lymphozyten-vermittelte Immunreaktion an-
haltend wieder normale Werte erreichte. In weiteren Untersuchungen wurde Manna-
nen%%% wasserldslichen Polysacchariden aus Hefe-Zellmembranen, oder mannan-

haltigen Glycoproteinen®’#2 die Rolle dieses Inhibitor-Faktors zugewiesen.

Aus diesem Zustandsbild ergeben sich nicht nur fir die Epidemiologie der jeweiligen
Klinik Konsequenzen. Die hier gezeigte Situation nimmt insbesondere ganz wesent-
lich Einflu auf die (Weiter-) Behandlung einer Grunderkrankung Uberlebender Pati-

enten nach einer (vorherigen) Pilzinfektion.

1.3 Diagnostische Methoden

Weil die Diagnostik von Systemmykosen komplex ist, werden Pilzinfektionen haufig
nicht sofort als solche erkannt®3#%l. Erste Symptome, wie die Abnahme der Leukozy-
tenzahl und Fieber, sind uncharakteristisch. So kann es zur - hier unwirksamen - Ga-

789 Da Pilze wie die menschlichen Zellen

be von Breitspektrumantibiotika kommen®
Eukarionten sind und dementsprechend einen abgeschlossenen Zellkern, Zellorga-
nellen, endoplasmatisches Retikulum und ein Cytoskelett aufweisen, ist die Diagnose
ohne einen Anfangsverdacht zusatzlich erschwert. Daher wird eine gesicherte Diag-
nose oft erst post mortem gestellt. Fur eine exakte Diagnose einer Systemmykose ist
der Nachweis durch die Sicherung einer Reinkultur aus normalerweise sterilen Kor-
perflussigkeiten bzw. Gewebebiopsien oder aus Sekreten des Respirationstraktes
unumganglich®. Um dieser Forderung zu geniigen, muR allerdings in der tberwie-
genden Mehrzahl ein fortgeschrittenes Stadium der Pilzinfektion vorliegen. Im Fruh-
stadium, insbesondere wenn der Patient immunsupprimiert ist und / oder bereits pra-
ventiv antimykotisch therapiert wird, ist dieser Befund kaum zu erbringen. Nachdem
die frlhe empirische antimykotische Therapie etabliert werden konnte, stellt die Dia-

gnostik von Pilzinfektionen keine notwendige Bedingung fur den Beginn einer Be-
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handlung dar, sondern bietet Hilfestellungen bei der Festsetzung von Art und Dauer
der Therapie an und gibt Entscheidungshilfen bei einer im Rahmen anderer Mal3-
nahmen moglicherweise spater notwendigen Prophylaxe. Fur die Auswahl des wirk-
samsten Mittels oder der besten Kombination mehrerer Medikamente ist eine genaue
Diagnose aber unerlasslich. Weiterhin ist sie aber auch Grundlage fur die mittlerweile
bereitwilliger aufgenommenen chirurgischen Sanierungen. Die moglichst rasch zu

stellende exakte Diagnose stutzt sich auf mehrere Verfahren und Vorgehensweisen.

1.3.1 Klinisches Bild

Aus dem klinischen Bild allein laf3t sich keine sichere Diagnose ableiten. Eine zu spat
oder gar nicht als solche behandelte systemische Pilzinfektion kann jedoch zu erheb-
lichen Langzeitfolgen flhren, falls der Patient die Erkrankung tUberhaupt Uberleben
sollte. Die betroffenen Organe, z. B. Herz, Lunge und Leber und sogar die Augen

konnen bleibend geschadigt werden.

1.3.2 Kulturelle Verfahren

Zur Sicherung von Pilzkulturen kénnen respiratorische Sekrete, Proben aus dem
Gastrointestinaltrakt oder aus dem Urogenitaltrakt herangezogen werden. Biopsie-
materialien und Proben primar steriler Korperflissigkeiten wie Blut oder Liquor liefern
die zuverlassigsten Ergebnisse. Vorwiegend sind Hefepilze erfalbar, Schimmelpilze
sind kaum nachweisbar?2. Moderne Blutkultursysteme erreichen bei Hefepilzen

eine maximale Detektionsrate von 60 % innerhalb von 5 Tagen®%€4l.

1.3.3 Serologische Verfahren

Seit geraumer Zeit wird im Zusammenhang mit Candida sp. und Aspergillus sp. auch
(iber Antigen- und Antikdrperbestimmungen berichtet®%1. Trotz manch positiver Be-
urteilung konnten einige Unstimmigkeiten und prinzipielle Schwierigkeiten nicht ganz
ausgeraumt werden. Die Sensitivitaten dieser Tests wird sehr unterschiedlich mit
20% - 80 % angegeben®?l.
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Gerade bei einer der Hochrisikogruppen, den immunsupprimierten Patienten, kdnnen
Antikorpertests spater oder schwacher als gewohnlich reagieren. Das erhaltene Er-

gebnis 14Rt sich daher nur erschwert interpretierent®!.

Im Unterschied dazu ist der Effekt des Immunstatus auf die Ergebnisse von Antigen-
Tests weniger stark. Die Parameter Spezifitat (88 % - 100 %) und Sensitivitat (26 % -
77 %) sind allerdings nicht voll befriedigend™ 4", Kombinierte Antigen- und Anti-
korpertests kénnten deutlich bessere Werte erzielen?%%2% Ein weiterer serologi-
scher Test detektiert 1,3-B-D-Glukanet%”! die generelle Zellwandbestandteile von
Pilzen, nicht aber von Bakterien sind. Die Ergebnisse dieses und der vorher genann-

ten Tests kdnnen aber starke Streuungen aufweisen?%..

1.3.4 Endoskopie

Die Lunge ist das am haufigsten im Zuge von Systemmykosen infiltrierte Organ. Der
Mdglichkeit, direkt aus der Lunge des Patienten Proben zur Sicherung der Erreger
entnehmen zu konnen, sind jedoch Grenzen gesetzt. In erster Linie mufd auf den Zu-
stand des Patienten geachtet werden. Weiterhin muf® die notwendige technische
Ausstattung bereitgehalten werden. Zum dritten ist immer auch eine Risiko / Nutzen-
Abwagung durchzuflihren, zumal die Sensitivitat sehr verschieden beurteilt wird, ins-
gesamt aber bei 50 % liegt?°% 12,

1.3.5 Biopsie

Die direkte Entnahme von Gewebe der infiltrierten Organe zur histologischen und
kulturellen Bearbeitung, z. B. der Leber oder der Lunge, ist insbesondere dann wich-
tig, wenn eine intensive Chemotherapie oder eine Knochenmarktransplantation ge-
plant ist, die durch eine chirurgische Herdsanierung vorbereitet werden soll. Maxima-

le diagnostische Werte von 50 % - 80 % werden dabei durch Biopsien der Lunge er-
reichtt T34 T,
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1.3.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Detektion pilzspezifischer DNA Uber die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist
bislang aufgrund zu geringer Sensitivitat und Spezifitdt, aber auch wegen einer zu
kleinen Zahl erfalbarer Erreger nicht fur den klinischen Routineeinsatz geeignet.
Mittlerweile konnten modifizierte PCR-Methoden entwickelt werdent?”!, mit Hilfe de-
rer Aspergillus-DNA aus Blut und bronchoalveolaren Lavagen (BAL) mit Sensitivita-
ten von 91.6 % bzw. 100 % und Spezifitdten von 81.4 % bzw. 93.2 %1319 nhachge-
wiesen werden konnte. Ein diagnostisches Routinewerkzeug konnen PCR-vermittelte
Screeningverfahren aber erst dann sein, wenn zum einen die DNA-Extraktions- und
Amplifikationsverfahren vereinfacht werden und weiterhin geeignete Standards ein-
gefuhrt werden, so dald reproduzierbare und Ubertragbare Ergebnisse erhalten wer-

den kdbnnen.

1.3.7 Bildgebende Verfahren

Bislang gehort eine Rontgenaufnahme des Thorax zu den ersten Untersuchungen,
die bei Verdachtsmomenten auf eine Systemmykose vorgenommen werden. Obwohl
die Lunge Hauptinfektionsherd ist, zeigt sie sich in der Frihphase einer Aspergillus-
Pneumonie im Réntgenbild nicht selten unauffalligh?*™2™, Die schon bald gebildeten
typischen Infiltrationsmuster ~ kdnnen  jedoch mit  der  Dunnschicht-
Computertomographie (Hochauflésende CT, HRCT) sichtbar gemacht werden22{24,

Bei durch Candida sp. ausgelosten Systemmykosen werden mehrheitlich auch die
Leber und die Milz infiltriert!?l. Eine sonographische Untersuchung gilt als einfach
und zuverlassig. Weil auch erfahrene Diagnostiker dennoch zu falsch negativen Er-
gebnissen kommen kdnnen, wird die zusatzliche Verwendung eines Kontrastmittels
empfohlen??®. Gerade Milz, Leber und Niere kdnnen gut computertomographisch
oder durch Magnetresonanztomographie (MRT) untersucht werden?2728 wobei die-

se beiden Verfahren aber nicht bei allen Organen erfolgreich eingesetzt werden kon-

nen?%,
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1.3.8 Farbung und Mikroskopie

Das Mikroskop ist nach wie vor unentbehrlich flr die Untersuchung und Befundung
von mykologischem Probenmaterial. Nach Gram-Farbung (bei erfahrenen Diagnosti-
kern sogar unbehandelt) kann die Mikroskopie entsprechender Praparate die Diag-
nose wesentlich voranbringen. Oft sind andere Doppel-Farbemethoden zu verwen-
den, wobei die Hamatoxylin-Eosin-Farbung auch zu Fehlinterpretationen flhren
kann. In anderen Fallen werden spezielle Farbemethoden verwendet. Dazu zahlen
das Perjodsaure-Schiff-Reagenz (PAS) oder die Versilberung nach Grocott, die ins-
besondere bei nekrotischem Material Anwendungen findet. Diese ublichen Farbeme-
thoden gelten jedoch zum Teil als schwierig und langwierig oder liefern wegen un-
spezifischer Farbungen ungenaue Aussageni3%?3", Die Unterscheidung zwischen
schlanken Pseudohyphen, Hefeformen und Fadenpilzen ist jedoch in der Regel prob-
lemlos. Genaue morphologische Unterscheidungsmerkmale sind aber nur im |dealfall
anzutreffen. Besonders wenn nur wenige Hyphenfragmente vorliegen, ist eine Unter-

scheidung kaum méglich{’>2,

Auf dieser Grundlage stellt die Fluoreszenzmikroskopie von Pilzen nach Behandlung
mit optischen Aufhellern eine wichtige Erganzung dar, die durch die Verwendung
dieser Farbstoffe in stark alkalischen Losungen eine wesentliche Weiterentwicklung

erfahren hat®3373%,

Riichel und Margrafi’>® konnten ein Verfahren entwickeln, das zur Schnelldiagnose
von Pilzen und deren Hyphen aus Biopsien und respiratorischen Sekreten eingesetzt
werden kann und sicher zwischen korpereigenen Zellen und Pilzzellen unterscheiden

kann.

Dazu werden Gewebsproben mit einer 0.1proz. Losung von optischen Aufhellern aus
der Reihe der 6-substituierten 4,4°-Bis-[p-phenylamino-1,3,5-triazin-2-yl]-4,4"-
diaminostilben-2,2 -disulfonsauren 3b in 20proz. walriger Natronlauge behandelt.
Diese Verbindungen waren vorher insbesondere durch ihre Verwendung in der textil-

und papierververarbeitenden Industrie bekannt.
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NH. _N_ NH

xR SO;Na O “r @
QIO 6T,
" J\N/ " SOsNa X,

3a X=ClI
3b X=NH, O, S; R = Alkyl, o-Hydroxyalkyl, m-Aminoalkyl
3c X =NH R = Alky-COOH, Aryl-COOH

Die spezifische Bindungsfahigkeit*® der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe an die
vorhandenen Erreger bleibt bei dieser Behandlung bestehen und ermdéglicht binnen

weniger Minuten die sichere Detektion mit Hilfe eines Mikroskops und eines UV-

Strahlers durch intensive blaue Fluoreszenz!™"1.

Abb. 1 Links: Mucor Mykose in der Leber einer Maus, gefarbt mit Blankophor i. V. VergroB3e-
rung 40fach Rechts: Mit Blankophor vital gefirbte Lungenaspergillose einer Maus, Vergrof3e-
rung 300fach Zeiss Epifluoreszensmikroskop; Film: Ektachrom 400 ASA; Filter Kit #2 Carl
Zeiss Excitation: 365-395, Emmision tiber 420 nm (Barriereﬁlter):-r?i:.
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Ein Beispiel kann die Vorteile dieser Methode verdeutlichen. In einer Vergleichsstu-
die wurden insgesamt 533 mykoseverdachtige Proben untersucht’>¥. Der Befund
wurde uber die Bewertung des klinischen Bildes, mit radiologischen und kulturellen
Verfahren sowie teilweise durch Biopsie oder Autopsie erhoben. In 17 Proben von 13

Patienten wurde eine invasive pulmonare Aspergillose (IPA) diagnostiziert.

Dieses Ergebnis wurde der Farbung mit Blankophor-P-fliissig gegenlbergestellt. Sie
zeigte eine Sensitivitat von 88 % und eine Spezifitat von 99 %. Bei gleicher Spezifitat
erreichten die kulturellen Methoden nur eine Sensitivitat von 76 % und bendtigen zu-
satzlich erheblich mehr Zeit. Die Farbung und anschlieRende fluoreszenzmikroskopi-

sche Auswertung bendtigte im Mittel nur 9 £ 3 Minuten.

Die Methode nutzt einen wesentlichen Unterschied der Zellwande von Pilzen und
menschlichen Zellen aus. Die Zellwande von Pilzen bestehen zum grof3en Teil aus B-
glykosidisch verknipften Polysacchariden wie B-Glukan und Chitin. Diese Substan-
zen sind in menschlichen Zellen nicht zu finden. Werden andere, sonst unspezifisch
anfarbbare Bestandteile der Pilzzellen enzymatisch oder durch Maceration in stark
alkalischen Lésungen chemisch geldst, bleibt das leere Zellgerist zurlick. Ihre ma-
kroskopische Form behalten diese aus Chitin bestehenden Strukturen wahrend des
gesamten Vorganges bei. Das frei vorliegende Chitin kann nun selektiv und mit einer
so hohen Empfindlichkeit angefarbt werden, dal} die Fluoreszenz des an die Pilzele-
mente gebundenen Farbstoffes unter UV-Licht vor einem dunklen Hintergrund meist

schon mit bloRem Auge sichtbar ist.

1.4 Optische Aufheller / Weitoner

Liegen Fasern aus Cellulose oder Naturbaumwolle im Sonnenlicht, reflektieren sie
den groten Teil der Strahlung. Der Stoff erscheint weil. Dabei gibt es jedoch kein
“absolutes Weil}", weil ein kleiner Teil des Lichtes absorbiert wird. Ein geringer Anteil
des absorbierten Lichtes wird als Licht anderer Wellenlange, gegebenenfalls als
Warmestrahlung, emittiert. Das gesamte abgestrahlte Spektrum wird als Remission
bezeichnet. Die Zusammensetzung dieses Spektrums bestimmt den Farbeindruck,

den ein Betrachter von einem beobachteten Gegenstand hat. So ist die Remission
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eines ideal schwarzen Korpers 0 %. Von der Oberflache geht kein sichtbares Licht
aus. Eine vom Menschen als weil3 wahrgenommene Flache remittiert recht gleich-

malig uber den Bereich von 380-800 nm etwa 80 % des eingestrahlten Spektrums.

Das menschliche Auge vermittelt aber keinen objektiven Farbeindruck. So ist der
Weilkeindruck, den ein Europaer von einer weillen Oberflache wahrnimmt, starker
ausgepragt, wenn im remittierten Licht etwas mehr blauliche Anteile enthalten sind.
Ein Spektrometer analysiert eine vom europaischen Betrachter als "rein weil}" be-
schriebene Flache eher als weil3blaulich. Nordamerikaner sehen dagegen ein gelbli-
ches Weil} als “rein weil3” an. Der Grund dafur ist ein interessanter Aspekt der Tech-
nik- und Kulturgeschichte der USA. Die dort verkauften Waschmaschinen verfligen
ublicherweise nicht Uber eigene Heizelemente. Mochte man dennoch warm wa-
schen, mul® schon am Anfang warmes Wasser eingeflllt werden. Im Ergebnis wird
kalt gewaschen. Da Enzyme bei diesen Temperaturen oftmals keine ausreichend
hohe Aktivitat entfalten, werden Bleichmittel verwendet. Trotzdem nehmen die Wa-
schestlcke vergleichsweise schnell einen leicht gelblichen Farbton an, der aber mitt-
lerweile als ,rein weil}* akzeptiert wird. Ein durchschnittlicher Mitteleuropaer sieht
daher ein hygienisch genauso einwandfrei sauberes, aber gelblich-weilles Textil als
noch unsauber an, wahrend es ein Nordamerikaner als einwandfrei "rein weil}" be-

trachtet.

Naturliches Sonnenlicht enthalt zu 3-5 % fur den Menschen nicht sichtbares ultravio-
lettes Licht mit Wellenlangen von 290-400 nm. Diese energiereiche Strahlung kann
von geeigneten Molekulen absorbiert werden. Fluoreszenz tritt dann auf, wenn dabei
wie in Abb. 2 gezeigt['j@, Elektronen aus dessen n-Elektronensystem kurzfristig aus
dem Grundzustand (Sp) in einen energiereicheren angeregten Zustand (S) Uberge-
fuhrt werden. Die Ruckkehr in den Grundzustand erfolgt dann in zwei voneinander
unabhangigen Schritten. Im ersten Schritt geht das Elektron strahlungslos aus S
unter Abgabe von Schwingungsenergie in einen energiearmeren angeregten Zu-
stand Uber. Im zweiten Schritt kehrt das Elektron unter Abgabe elektromagnetischer
Strahlung in den Grundzustand zuruck. Dabei ist die Energie des emittierten Quants

um den Betrag der zuvor abgegebenen Schwingungsenergie kleiner als die ur-
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sprunglich absorbierte Strahlungsenergie. Entsprechend langer ist die Wellenlange

des emittierten Lichtes, die nun im sichtbaren blau-violetten Bereich liegt.

Energie -->
AN

/"-

Kernabstand -->

Abb. 2: Mechanismus der Fluoreszenz nach Wedler.

Ein mit nur geringen Mengen von optischen Aufhellern behandeltes weilles Wasche-
stlick remittiert bei Sonneneinstrahlung verstarkt blaues Licht. Dieses Licht setzt sich
aus dem auch sonst reflektierten blauen Anteil des Sonnenlichtes und der sichtbaren
Fluoreszenz des optischen Aufhellers zusammen. Der verstarkte Blauanteil bewirkt
zusammen mit der farblich komplementaren Remission eines leicht gelblichen Wa-
schestickes eine Weilltonung der behandelten Textilien. Daruberhinaus ist die In-

tensitat der vom Gewebe reflektierten Strahlung auch effektiv hdher (Abb. 3) £#1,
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Abb. 3: Absorption und Reflektion von Baumwolle im Bereich von 350-600 nm. A: Unbe-
handelt; B: Chemisch gebleicht; C: Chemisch gebleicht und mit blauem Farbstoff
behandelt; D: Chemisch gebleicht und mit geringen Mengen optischem Aufheller
behandelt; E: wie D, aber mit hoherer Konzentration an Aufheller.

Da Aufheller selbst hellgelbe Farbstoffe sind, werden sie bei zu hoher Dosierung
sichtbar und beeintrachtigen den Weilleindruck. Hinter Fensterglas, das UV-
Strahlung absorbiert oder im kunstlichen Licht von Glihlampen, die kaum UV-

Strahlung emittieren, wird der gewlnschte Effekt nicht erreicht.

Bereits 1929 wurde Aesculin (4) als optischer Aufheller verwendet. Dieses Cumarin-
derivat kann aus der Rinde und den Blattern der gemeinen RolRRkastanie Aesculus
hippocastanum gewonnen werden. Krais hatte beobachtet, dal® mit 4 behandelte
Textilien weil3er erschienen als sonst. Bei dauerhafter intensiver Sonneneinstrahlung

laRt dieser Effekt jedoch rasch nach.

CH,OH
o)
HO
OH HO o "0

4
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Aesculin ergibt bei Hydrolyse Glucose und 6,7-Dihydroxycumarin (5). Eine Textilaus-

rustung mit 4 ist daher weder lichtecht noch besonders waschecht.

HO =
5

Die Aufheller missen sich mdglichst dauerhaft mit der Faser verbinden. Da ver-
schiedene Fasertypen wie Baumwolle, Wolle, Seide, Acetate, Polyamide oder Poly-
ester unterschiedliche Aufheller bendtigen, sind in Vollwaschmitteln meist mehrere

verschiedene Aufheller enthaltent*?,

Seit Uber funfunddrei’ig Jahren werden Stilbenderivate, die sich von 3a oder den
entsprechenden Tetrasulfonaten (6) ableiten, als optische Aufheller verwendet und

sind zu etwa 0.1 - 0.3 % in Waschmitteln enthalten!*3,

NH.__N~_ NH
i Os3Na O \( \|r
~ N ~N
e

NaOsS NN SOs3Na
AL SO:Na  Cl
NH N~ NH

6

Sie zeigen eine starke, sehr selektive Affinitat zu B-glykosidisch verknupften Polysac-
chariden. Die Verwendung in Waschmitteln beruht auf einer solchen Interaktion mit
Cellulose, die in ahnlicher Weise auch bei Chitin auftritt.
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2. Aufgabenstellung

Mit Cellulose und Chitin sind gleichzeitig die beiden wesentlichen strukturgebenden
Substanzen von Pilzzellen benannt. Diese Biopolymeren sind am Aufbau menschli-
cher Zellen nicht beteiligt. Optische Aufheller aus der Reihe der Diaminostilbensul-
fonsauren wurden gelegentlich in den Verdacht gestellt, beim Menschen allergen,
toxisch, irritativ, kanzerogen, mutagen oder anderweitig gesundheitsschadlich wirken
zu kénnen?*¥. Umfangreiche Untersuchungen, die zum Teil mit einer 100fach (iber
der Ublichen liegenden Konzentration durchgefihrt wurden, machen diese Ver-
dachtsmomente heute gegenstandslos[ﬂf@. So liegt bei Ratten der LDs,-Wert fiir das

interperitoneal injizierte Bis-Ethoxyderivat von 3b bei 1.09 g/kg?*

. Gegenuber Pil-
zen selbst wirken diese Weiltoner jedoch nur in Einzelfallen wachstumsverzégernd.
Mittlerweile sind einiger Vertreter dieser Substanzklasse in den USA flr die Behand-
lung von Verpackungen zugelassen, die direkt mit Lebensmitteln in Kontakt geraten.
Diese Aussage ist insoweit bemerkenswert, als daf} die dortige Gesundheitsbehdrde
oftmals sehr viel restriktiver entsprechende Zulassungen vergibt als es in der EU der
Fall sein kann. Durch die sehr guten humantoxikologischen Eigenschaften bieten
sich verschiedene, von 3a oder 6 abgeleitete Aufheller daher flir eine Vitalfarbung
von Pilzhyphen in oder auf menschlichen Geweben an. Zur Abklarung einer mogli-
chen Mykose im Bereich von Ful3- und Fingernageln wird von dieser Methode bereits
Gebrauch gemacht.

Die Aufheller kbnnten auch als Transporter dienen, mit denen verschiedene Wirk-
substanzen zu chitin- und cellulosehaltigen Substraten gebracht und dort fixiert wer-

den. Daraus ergeben sich verschiedene Anwendungsmaoglichkeiten:

e Konjugate aus optischen Aufhellern mit im Bereich der Pilzzellmembran wirksa-
men Antimykotika kdnnten die bekannten Nebenwirkungen dieser Substanzen,
die trotz der Verwendung von Makrolid- Lipidformulierungen nicht geldst sind, ver-
ringern oder Uberwinden. Da durch direkte Anlagerung am Erreger nicht mehr die
Konzentration des Wirkstoffes im Blutplasma (Plasmaspiegel) wesentliches Krite-
rium far eine Wirksamkeit ist, kdnnten solche Konjugate zusatzlich Uber eine
drastische Reduzierung der erforderlichen Dosis die oftmals erheblichen Neben-

wirkungen vermeiden.
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Die Kopplung mit Substanzen, die in der Rontgenographie einschliel3lich Hoch-
aufldsende Computertomographie (HRCT) oder bei der Magnetresonanztomo-
graphie (MRT) erkennbar sind, kdnnten den Nutzen dieser Methoden bei der fru-

hen Diagnose systemischer Mykosen deutlich erhdhen.

Besonders Interessant ist das ldee, ein selektiv an R-Glykoside bindendes Sub-
strat mit Radionukliden zu markieren. Falls derartige Konjugate weiterhin eine se-
lektive Bindung an Pilzbestandteile zeigen, konnten sie den Ausgangspunkt der
auch aullerhalb des Korpers mel3bare Strahlung auf die Pilzstrukturen konzent-
rieren und so einen Infektionsherd genau lokalisierbar machen. Die potentiellen
Anwendungen eines solchen Konzeptes sind vielfaltig. Als Diagnostikum einge-
setzt kdonnten systemische Mykosen schon im Frihstadium erkannt werden. Zur
Planung chirurgischer Herdsanierungen, besonders bei Aspergillosen, kdnnten
sie eine wertvolles Hilfmittel sein. Sind harte Strahler Bestandteil solcher

Konjugate, kdnnte sogar eine unmittelbare Therapie ermdglicht werden.

Diaminostilben-Wirkstoff-Konjugate konnten darlber hinaus als Insektizide im
Pflanzenschutz oder gegen Parasiten bei Menschen und Tieren Verwendung fin-
den, da auch das Exoskelett von Insekten aus Chitin besteht. Bekannt ist zum
Beispiel, dal} bestimmte Insektenlarven in ihrer Entwicklung behindert werden,
wenn sie mit Aufhellern des besprochenen Typs behandelt werden. Ahnliche Ef-
fekte konnten bei parasitar in Menschen oder Tieren lebenden Insekten beob-
achtbar sein. Insektizide, z. B. Hemmstoffe der Chitin-Biosynthese, die an ent-
sprechende Enterhaken-Molekule gekoppelt sind, konnten in Ihrer Wirkung ver-

starkt werden und gleichzeitig gezielter einsetzbar sein.

Aus den in der Einleitung angefuhrten Berichte und Beobachtungen geht die Not-

wendigkeit hervor, schnelle und prazise Diagnose- und Therapiemdglichkeiten flr

systemische Mykosen zu entwickeln. Die angedeuteten Projekte erfordern umfang-

reiche interdisziplinare Grundlagenforschungen. Untersuchungsfelder in der Chemie

sind zum Beispiel die Mdglichkeiten, Wirk- und Farbstoffkomponente kovalent durch

Spacer zu Konjugaten zu verbinden, die Eigenschaften und Variationsmaoglichkeiten

chemisch reaktiver Zentren der Edukte sowie Syntheseverfahren modifizierter Teil-

systeme. Viele andere interessante Fragestellungen sind dartberhinaus in den

Fachbereichen Medizin und Biologie zu finden. Als Beispiele seien Untersuchungen
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zur Bioverteilung, zur Wirksamkeit und zu moglichen unerwlnschten Wechselwir-
kungen im Stoffwechsel von Menschen und Tieren genannt. Im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit wurde damit begonnen, die gedanklichen Konzepte in Form von Struk-

turen und Substanzen fallbar zu machen und in Anwendungsbeispielen umzusetzen.
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3. Planung und Durchfihrung

3.1 Einfiihrung und Voruberlegungen

Allgemeines Ziel ist die Herstellung und Untersuchung von Konjugaten, in denen op-
tische Aufheller kovalent mit Wirkstoffmolekilen verbunden sind. Diese Verbindung
kann entweder direkt oder Uber geeignete Bindeglieder, sogenannte Spacer oder
Linker erfolgen. Anschaulich beschrieben ristet man auf diese Weise die Wirkstoffe
mit einem Enterhaken aus, durch den sie sich in die unmittelbare Nahe ihres Wirkor-
tes begeben konnen. Im Rahmen dieses Konzeptes werden alle in der Aufgabenstel-
lung angedeuteten Maoglichkeiten ganz wesentlich von den Eigenschaften der ver-
wendeten optischen Aufheller beeinflult. Einige Aspekte dieser Substanzen sollen

daher etwas genauer betrachtet werden.

Seit ungefahr vier Jahrzehnten werden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe des Di-
aminostilbentyps fiir die Farbung von Pilzzellen empfohlen?*”1#8. Jedoch wurde mit
Calcofluor white® erstmals 1984 ein derartiger Farbstoff innerhalb der in vitro Diag-
nose von Mykosen benutzt 1*31%% Ein weiterer Aufheller, der fiir diagnostische Zwe-
cke der Mykologie vorgeschlagen wurde, ist Blankophor®, Phorwhite® BBU, das Tet-
ranatriumsalz des Bis-Diethanolaminoderivat von 3bY>™. Diese und ahnliche Sub-
stanzen wurden daraufhin erfolgreich fur verschiedene diagnostische Aufgabenstel-
lungen verwendet?>?. Wie auch andere Diaminostilbene zeigen sie eine starke Affini-
tat ausschlieBlich fur p-1,3- und B-1,4-glykosidisch verbundene Polysaccharide wie
Chitin, Chitosan, B-Glukane und Cellulose?>3. Die bei weitem starkste Affinitat zeigen

die Farbstoffe dabei zu Chitin und Cellulose-222

Chitin ist polymeres, -(1,4)-glykosidisch verknlpftes N-Acetylglukosamin. Es kommt
in allen Entwicklungsstufen samtlicher Pilze vor. Selbst in einigen Spezies, die lange
als Ausnahme galten, wurde Chitin inzwischen in geringen Mengen gefunden?®7. Es
ist Ublicherweise Hauptbestandteil der Sporenwande. Die aulRere Form der Pilze wird
durch Mikrofibrillen aus diesem Biopolymer bestimmt. Einige Zellbestandteile wie o-
(1,3)-, B-(1,3)- und B-(1,6)-Glukane sind in Wasser oder wafrigen Alkalien I6slich und
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werden nur durch Komplexierung mit Metallionen in einer unldslichen Form gehal-

tenf!®®l. Fur die Bildung von Chitin in den Pilzzellen sind unterschiedliche Chitin-

synthasen zustéandigi’®¥, die in die Plasmamembran eingelagert sind und dort die

[

Verkniipfung von Uridin-diphospho-N-acetylglucosamin (UDP) katalysierent'*%.

Chitin-Fasern

Mannoprotein

B-Glucan

B-Glucan, Chiin

R ﬁi :%: .. 2| Mannop otein
BERERCRERE - P

£ : H :

Flasmarmembran

Abb. 4: Schema einer Candida albicans-Zellwand.

Die Diaminostilbenderivate binden vorzugsweise an Chitinmolekule, die gerade ver-
langert werden. Dadurch wird die Ablésung von den Chitinsynthasen behindert. Bei
Acetobacter xylinum kann deshalb keine Cokristallisation mit Glukanen zu struktur-
gebenden Mikrofibrillen mehr stattfindent®T%2 Das von 3b abgeleitete Bis-f3-
Hydroxyethylderivat allein besitzt hier schon eine fungistatische Wirkung®®?. Die gu-
ten humantoxikologischen Eigenschaften und die ausreichende Wasserldslichkeit
lassen sie fur eine intravenose Anwendung geeignet erscheinen. Die erwahnten opti-
schen Aufheller sind also geeignete Carrier, um verschiedenste Wirkstoffe direkt an

den Ort der héchsten Erregerdichte zu bringen.

Wesentliche Strukturelemente der in den vorausgegangenen Kapiteln beschriebenen
und in der Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Farbstoffe sind das 2,4,6-Trichlor-
1,3,5-triazin (7), die 4,4’-Diaminostilben-2,2’-disulfonsaure (Flavonsaure, 8) sowie

Anilin (9) und 4-Aminobenzolsulfonsaure (Sulfanilsaure, 10).
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Vom Standpunkt der Synthese betrachtet, liegt diesen Farbstoffen das 2,4,6-Trichlor-
1,3,5-triazin (7) zugrunde, das schon im letzten Jahrhundert wissenschaftlich bear-
beitet wurde. Die Fluoreszenz sowie die nichtkovalente Bindung an Cellulose und
Chitin werden wesentlich vom Flavonsaureteil derartiger Moleklle bestimmt. Wegen
ihrer einzigartigen Eigenschaften sind diese Farbstoffe derzeit wieder verstarkt Ge-
genstand von Veroffentlichungent 5187,

Um diese speziellen Eigenschaften auch wirksam werden zu lassen, mussen ver-
schiedene Voraussetzungen erfilllt sein: Ahnlich wie lod, das fiir seine bekannte Ein-
lagerung in Starke die o-(1,4)-D-Glukan-Helix bendtigt, erfordern die Stilbene B-(1,4)-
oder B-(1,3)-D-Glukan-Helices. Die Anlagerung wird durch van der Waals-Krafte und

Wasserstoffbriickenbindungen vermittelt!"®%!.

Allgemein ist zu erkennen, dal® die zur Farbung von Pilzmaterial oder anderen Chi-
tinproben verwendeten stark alkalischen Farbstofflosungen selber kaum fluoreszie-
ren. Nachdem eine Bindung stattgefunden hat, sind jedoch mit blolem Auge, vorteil-
haft auch durch geeignete Filter, intensive Fluoreszenzen zu sehen. Die
Fluoreszenzintensitaten verschiedenartig substituierter Diaminostilbenderivate

unterschieden sich dabei um GréRenordnungen voneinander!'®%.

Der Grund fur die geringe Fluoreszenz der Losung sind starke Solvens / Solvat-
Interaktionen, die die Konformation der Farbstoffe beeinflussen. Wenn die aromati-
schen Teilsysteme nicht koplanar sind, wird keine Fluoreszenz beobachtet. Diese
Koplanaritat ist am ehesten bei der E-Konfiguration des Stilbens zu erreichen. Auch
die Bindung an die Polysaccharide wird durch die stabférmige E-Konfiguration be-
gunstigt, wahrend sie bei der V-formigen Z-Konfiguration nicht beobachtet wird. In

dieser Situation nahern sich die beiden aromatischen Teilsysteme des Stilbens so
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stark aneinander an, daf} sie aufgrund sterischer Wechselwirkungen ihre Koplanaritat
aufgeben. Energiereiche UV-Strahlung vermag eine Konfigurationsumkehr der Stil-
ben-Doppelbindung der Farbstoffe herbeizufihren. Ahnliche Prozesse kann man
auch bei Azobenzolen und Azomethinen (Schiff'schen Basen) beobachten?? 171,
Dabei hangt der Verlauf der Reaktion davon ab, von welchem Punkt der Reaktions-
koordinate des durch die Bestrahlung erreichten angeregten Zustandes der Uber-
gang zurilick in den Grundzustand erfolgt. Bei Stiloenen erfolgt dieser Ubergang typi-
scherweise an einem Punkt der Reaktionskoordinate, der zum Ubergangszustand
fihrt und somit zwischen Edukt und Produkt liegt:#4l. Derartige photochemische Re-
aktionen werden (zur Unterscheidung von den hier nicht naher erlauterten “hot
ground state”- und adiabatischen Photoreaktionen) diabatisch genannt. Die Uber-
gangspunkte diabatischer Photoreaktionen sind durch geringe Energiedifferenzen
zwischen beiden Potentialkurven des Systems gekennzeichnet. Liegt das Minimum
von Sy dem Maximum von S, direkt gegenliber, fiihrt der S4- So-Ubergang an dieser
Stelle gleich wahrscheinlich zur Ruckbildung des Eduktes oder zum Produkt (Abb.
5a).

S $1

ZAN ZAN

\

Abb. 5a Abb. 5b

Abb. 5 : Potentialkurven unterschiedlich verlaufender diabatischer Photoreaktionen
Sind diese beiden (lokalen) Extrema auf der Reaktionskoordinate gegeneinander

verschoben, z. B. weiter in den Bereich der Produktgeometrie, kann eine langere Be-
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strahlung vollstandig und dauerhaft zum Produkt, in diesem Falle zum Z-Silben, fih-
ren (Abb. 5b).

Dadurch verlieren die gelosten Aufheller ihre Bindungs- und Fluoreszenz-
eigenschaften. Eine solche trans-cis-Photoisomerisierung kann man beispielhaft
auch beim Stilben (11) selbst beobachten.

QQ v () ()

11

Nicht nur beim Stilben, auch bei optischen Aufhellern mit einem Stilben-Grundkoérper
konnen sich dabei neben Lage und Intensitat der Absorptionsmaxima auch andere

physikalische Daten der Substanzen erheblich andern.

Tab. 1: Einige Eigenschafen der beiden Stilben-Isomere

Isomer | Smp. /[°C] | Sdp./[°C] | Dichte Erscheinung
Trans 124 - 126 306-307 0.971 farblose, glanzende Kristalle
Cis +1 135" 1.020 | farbloses, bliitenahnlich riechendes Ol

Der an die Polysaccharide der Zellwand oder der Textilien gebundene Anteil der op-
tischen Aufheller ist dieser Isomerisierung jedoch kaum unterworfen und behalt so
seine Fluoreszenzeigenschaften bei. Diese Tatsachen sind nicht nur von theoreti-
schem Interesse, sondern haben in zweifacher Hinsicht direkte Auswirkungen auf die
weitere Vorgehensweise. Zum einen ist es unerlasslich, die Substanzen in abgedun-

kelten Apparaturen herzustellen, zu reinigen und zu lagern. Zum anderen kann die-
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ses Verhalten auch erste Anhaltspunkte daruber geben, ob die hergestellten Verbin-

dungen die gewunschte Affinitat zu Chitin oder Cellulose haben.

Wird eine Chitinprobe unter UV-Licht betrachtet und mit einer alkalischen Lésung der
Farbstoffe behandelt, nimmt die Fluoreszenz der Losung ab, wahrend an der Ober-
flache des Chitins zunehmend Fluoreszenz zu beobachten ist. Anders als die Reak-
tivfarbstoffe der Bis-Chlortriazinyl-diaminostilbenreihe oder Bis-Dichlortriazinyl-
diaminostilbenreihe, die kovalent gebunden werden, lagern sich die im Triazinteil
vollstandig substituierten, also kein reaktives Chlor tragenden optischen Aufheller,
nicht-kovalent durch Dipolwechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen an

den Hydroxygruppen der Polysaccharide ant'7{™,

Daher kann sich der Farbstoff jedoch auch wieder vom Chitin trennen und in Lésung
gehen. Wird die Farbstoff-Losung mit der darin befindlichen Chitin- oder pilzbelaste-
ten Gewebe-Probe langere Zeit mit UV-Licht bestrahlt, kann man eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat an der Probenoberflache beobachten. Gleichzeitig unterliegt
der geloste Farbstoff der Photoisomerisierung und verliert so seine Bindungs- und
Fluoreszenzeigenschaften. Je langer also eine Fluoreszenz von der behandelten
Chitinprobe ausgeht, desto wahrscheinlicher ist es, dal3 die Bindung der Farbstoffe in

der gewilinschten Weise erfolgt.

Farben und optische Aufheller sollen einen moglichst langanhaltenden Farbeindruck
hinterlassen. Dazu mussen sie spatestens dann, wenn sie auf oder in dem zu far-
benden Material verarbeitet wurden, auch gegentber intensiver Sonneneinstrahlung
weitgehend unempfindlich, also lichtecht sein. Textilfarben dirfen sich zudem beim
Waschen auch bei hoherer Temperatur nur geringfigig von der Faser ablosen las-
sen. Besonders waschecht sind Reaktiv-Farbstoffe, die Uber einen sogenannten Re-
aktivanker kovalent mit der Faser verbunden sind. Ein solcher Farbstoff besteht Ubli-
cherweise aus mehreren funktionellen Einheiten, die teilweise direkt oder Uber Bin-
deglieder miteinander verknupft sind. Diese Einheiten sind daher nicht immer klar
voneinander abzugrenzen. Reaktivfarbstoffe bestehen aust’¥ :

e dem Reaktivanker

e |dslich machenden Gruppen

e dem Chromophorsystem
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e den Bindegliedern

Haufig verwendete Reaktivanker sind die B-Sulfooxyethylsulfone (12) und -

Chlorpropionamide (13).

R—-SO,—CH,—CH,—0-SO,-OH  R—NH-CO-CH,—CH,—Cl
12 13

Sie bilden nach Reaktion in alkalischen Losungen mit der so entstehenden Vinyl-
gruppe Etherbindungen zu Cellulose-Hydroxygruppen der Textilfasern aus. Andere
Reaktivanker sind in verschiedener Weise Fluor- und Chlor-substituierte Triazine
(14a, 14b) und Pyrimidine (15) sowie Dichlorchinoxaline (16).

RT\NTX RT\NTX Rj;l\l/j\l/x R\O:NIU
T N =
Mit X=F, ClI
14a 14b 15 16

Bei dem unten gezeigten optischen Aufheller (6) bildet der Monochlortriazinrest den
Reaktivanker. Die Natriumsulfonatgruppen sind fur eine gute Wasserloslichkeit ver-
antwortlich. Die Farbigkeit wird wesentlich durch das konjugierte System der Diami-

nostilbendisulfonsaure-Gruppe beeinfluft.

NH. _N_ NH
cl SO;3Na O “ \O\
No N
NaOsS N)\N = Y SO;Na
)I\ _ SO;Na  Cl
NH™ >N~ "NH

Durch die freien Elektronenpaare der jeweils verbindenden Aminogruppen kann sich
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die Konjugation jedoch weiter Uber die aromatischen Teilbereiche des Molekuls
erstrecken. Damit geht die Funktion ,Chromophor® in diesem Molekll auch auf die

Einheiten ,Anker” und ,Bindeglied Uber.

Der besondere chemische Charakter der Monochlortriazinfarbstoffe 1Rt sich am bes-
ten durch die Betrachtung einer Synthese erklaren. Ausgehend vom 2,4,6-Tri- chlor-
1,3,5-triazin (7) lassen sich die drei Chloratome mit stark abgestufter Reaktivitat ein-
zeln nacheinander substituieren. In der ersten Stufe kénnen beispielsweise zwei A-
quivalente des Trichlortriazins bei -5 °C mit einem Aquivalent 4,4 -Diaminostilben-
2,2 -disulfonsaure 8 umgesetzt werden. Obwohl gerade bei dieser ersten Reaktions-
stufe auch andere Nucleophile mit dem Trichlortriazin (7) reagieren konnen, werden
die grofdtechnischen Synthesen dieser Farbstoffe Ublicherweise mit Wasser als Lo6-
sungsmittel durchgeflihrt. Das entstehende Produkt kann in alkalischer Lésung bei
20 - 40 °C schnell z. B. mit zwei Aquivalenten eines Amins reagieren. Das letzte
Chloratom ist dagegen erst bei Temperaturen oberhalb von 90 °C substituierbar. Die
Reaktion folgt dem klassischen Mechanismus der nucleophilen ipso-Substitution am

Aromaten ArS, der in Abb. 6 wiedergegeben ist. Ganz analog dazu verlauft auch

die Zweit- und Drittsubstitution.

o CI cl cl
C'\(N\ cl Ch. _NJ @ Ch. N © Ch_ _N_J ©
[ HoN—Ar \f "7NH2Ar z NH,Ar Z \'7NH2Ar
N N ——> > N\ > /
— NYN @NYN NYNG
Cl cl Cl cl
Cl Cl_ _N_ _NH._

Abb. 6: ArSy-Mechanismus am Beilspiel Trichlortriazin / aromatisches Amin.



Uberlegungen zu antimykotisch aktiven Diaminostilbenderivaten 29

Das durch den nucleophilen Angriff als Zwischenstufe gebildete Anion wird sowohl
durch die Stickstoffatome des heteroaromatischen Ringes als auch durch den -I-
Effekt der Chlorsubstituenten stabilisiert.

Die durch die Substitution eingefihrte NH-Ar-Gruppe hat im Vergleich mit dem Chlor-
Atom einen geringeren -I-Effekt. Durch den +M-Effekt wird das Triazinderivat noch
zusatzlich stabilisiert und fur einen zweiten nucleophilen Angriff unattraktiver. Die

gleichen Effekte wirken sich nach der zweiten auch auf die dritte Substitution aus.

3.2 Uberlegungen zu antimykotisch aktiven Diaminostilbenderiva-

ten

Antimykotika kdnnen entweder im Inneren der Pilzzelle spezifische Stoffwechselvor-
gange behindern oder als zellwandaktive Substanzen den Aufbau, die Erweiterung
und die Stabilitdt der Zellwand stéren. Wird eine Pilzinfektion bei einer solchen Be-
handlung beseitigt, ist die entsprechende Wirksubstanz fungizid. Wird der Pilz ledig-
lich am Wachstum und in seiner Vermehrung gehindert, spricht man von fungistati-
scher Wirkung. Da die fUr einen Einsatz als Transporter vorgesehenen Farbstoffe an
die aulderen Schichten der Pilzzellwande binden, kann man nicht voraussetzen, dal}
im Inneren der Pilzzellen angreifende Wirkstoffe ihre antimykotische Aktivitat entfal-
ten kdnnen, wenn sie als Konjugat mit optischen Aufhellern im Exoskelett der Pilze
eingelagert sind. Daher ist es sinnvoll, zellwandaktive Antimykotika zur Kopplung mit
den vorher angesprochenen optischen Aufhellern zu verknipfen. Einige diese Sub-

stanzen werden in Tab. 2 vorgestellt.



Uberlegungen zu antimykotisch aktiven Diaminostilbenderivaten 30

Tab. 2: Einige zellwandaktive Substanzen und deren Wirkungsweise.

Antimykotikum hemmt / blockiert / bindet an
Polyoxine und Nikkomycine Chitin-Synthase

Echinocandine B-(1,3)-Glukansynthaseinhibitoren
Pneumocandine B-(1,3)-Glukansynthaseinhibitoren
Pradimycine / Benanomycinen Mannoproteine

Azole / Allylamine / Thiocarbamate Synthese des Ergosterin

Fir eine erfolgreiche Bindung an Enzyme oder Proteine im Sinne inhibitorischer
Wirksamkeit werden im allgemeinen hohe Anforderungen an die Struktur der angrei-
fenden Substanzen gestellt. Es ist daher zu beflrchten, dal} eine Verknupfung dieser
Substanzen mit optischen Aufhellern, auch wenn sie Uber langkettige Bindeglieder
erfolgt, die Wirksamkeit dieser Antimykotika wesentlich einschrénken kann. Lohnen-
der erscheint daher die Untersuchung eines Stilben-Antimykotikum-Hybrides, dessen
Wirkstoffteil direkt mit Teilen der Zellwand interagiert. Einige solcher Stoffe sind in
der Gruppe der Polyenantibiotika zu finden. Ihr Angriffspunkt ist die innerste Schicht
der Zellwand, die Plasmamembran. Diese besteht hauptsachlich aus Phospholipiden
und Proteinen. Die Beweglichkeit oder Fluiditat der Pilzzellen wird durch Ergosterin
(17) reguliert, das in die Plasmamembran eingelagert ist. In menschlichen Zellen G-

bernimmt dagegen Cholesterin (18) diese Aufgabe.
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17 18

Zwei medizinisch wichtige Polyene sind Amphotericin B (AmB, 19), das 1953 aus

Streptomyces nodosus isoliert wurde und seit 1955 im medizinischen Gebrauch ist,

sowie Nystatin A¢ (NY, 20).

Bei Nystatin A1 (20) und einem weiteren Polyen, dem hier nicht abgebildeten Ampho-
tericin A, wird das Doppelbindungssystem an C-28 durch zwei Methylengruppen un-

terbrochen, so dal} je zwei Systeme aus vier und zwei konjugierten Doppelbindungen

vorliegen.
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Erst 1970 konnten diese drei aullerst ahnlichen Verbindungen zweifelsfrei unter-
schieden werden™™. Auch Natamycin, ein Polyenmakrolidantimykotikum welches
haufig zur Behandlung von Kaserinden eingesetzt wird, findet medizinische Verwen-
dung. Nystatin A4 (20) und Natamycin konnen nur lokal angewendet werden, da sie
oral verabreicht kaum resorbiert und daher nahezu vollstandig wieder ausgeschieden
werden und nach parenteraler Gabe toxisch wirken. Amphotericin B (19) wird dage-

gen vorwiegend systemisch eingesetzt.

Die Amphotericine und Nystatin (20) besitzen einen durch Hydroxygruppen und ei-
nen glykosidisch gebundenen Aminozucker stark hydrophilen Molekdilteil. Die andere
Seite des makrozyklischen Laktonrings ist mit sieben (im AmB) bzw. sechs (im NY)

konjugierten Doppelbindungen stark hydrophob.

Die in Tab. 2 genannten Verbindungen oder Verbindungsklassen wirken teilweise
unterschiedlich stark gegenuber verschiedenen Erregern. In der Klinik werden sie
deshalb haufig in Kombinationen verwendet. Sollten sie als hypothetische Wirkstoff-
Farbstoff-Addukte im Bereich der Zellwand Uberhaupt eine Wirkung entfalten kdn-
nen, multen sie mit den Aufheller-Konjugaten der jeweils anderen Antimykotika um
die Chitin-Bindungsstellen konkurrieren. Bei Affinitdten nicht gleicher GroRenordnung
ware daher eine sichere Behandlung einer durch mehrere Erreger hervorgerufenen
Mykose nicht gewahrleistet. Amphotericin B hat dagegen (von Ausnahmen abgese-
hen) eine hohe Wirkstarke gegenuber verschiedensten Mykoseerregern. Durch diese
Uberlegungen und aus der Wirkungsweise von z. B. Amphotericin B (19) oder Nysta-
tin (20) wird deutlich, warum diese Polyenmakrolidantibiotika besonders vorteilhaft

als Wirkstoffkomponente ausgewahlt werden kdénnen.

Sowohl AmB (19) als auch das Ergosterin (17) der Zellmembranen der Pilze sowie
das Cholesterin (18) der menschlichen Zellmembranen besitzen ein nahezu gleich
langes, starres hydrophobes Molekulgerust. In die Zellmembran eingelagerte, aus
unverzweigten gesattigten Fettsauren gebildete Phospholipide liegen normalerweise
eng und parallel ausgerichtet aneinander. Ungesattigte Fettsauren enthaltende
Phospholipide werden in Pilzzellen durch Ergosterin (17) und in menschlichen Zellen

durch Cholesterin (18) in eine ahnliche Anordnung gezwungen (Abb. 7).
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Abb. 7 : Schema einer Lipid-Doppelmembran nach Forth.

Sterin

Amphotericin B (19) kann bei Pilzen durch verschiedene Mechanismen zellschadi-
gend wirken, die auf einer Wechselwirkung mit den Membranlipiden beruhen. Zum
einen liegen die Phospholipide nicht mehr dicht aneinander, wenn AmB (19) an die
Sterine angelagert wurde’”). Dadurch kann die Aktivitit der vorher beengten Funkti-

onsproteine wie Na+-/K+-ATPase zunehmen (Abb. 7).

Zum anderen kann es durch den Zusammenschlul3 mehrerer Amphotericin B Mole-

kdle zur Bildung réhrenformiger, unnaturlicher und nichtregulierter Membranporen
kommen (Abb.8)7& 182,

f

Abb. 8 : Schema einer aus AmB-Molekiilen gebildeten Rohre nach Yamashita et.al.
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Abb. 9 : Interaktion von Amphotericin B mit Sterinen der Lipidmembran nach Forth.

Im Ergebnis verliert die Zelle Elektrolyte und andere Stoffe des Cytoplasmas'=== =2
Ein weiterer Aspekt der Wirkung sind durch AmB (19) vermittelte oxidative Prozes-

5el®]

. Insgesamt kann AmB (19), hoch genug dosiert, fungizid sein. Seiner hochdo-
sierten Anwendung sind jedoch Grenzen gesetzt, da es kaum wasserloslich ist und,
besonders bei hoheren Dosierungen, schwerste Nebenwirkungen wie z. B. irrever-
sible Niereninsuffizienz hervorrufen kann. Deshalb wird es schleichend, innerhalb
mehrerer Tage sehr langsam und hoch verdunnt, injiziert. Fur diese Vorgehensweise
ist AmB (19) geeignet, weil es durch Uber 90proz. Proteinbindung bei geringer rena-
ler Ausscheidung Halbwertszeiten von 24 bis 48 Stunden, in tiefen Kompartimenten
sogar von 100 Stunden, hat. Dennoch wirkt es dann gegebenenfalls nicht mehr fun-
gizid'®®. Diesen Problemen versucht man durch die gleichzeitige Gabe von Lo-

sungsvermittlern (Natriumdeoxycholat, 21)

21

oder durch die Verwendung micellarer AmB-Phospholipid-Formulierungen zu begeg-

nen. Die Lipidformulierungen sollen dabei das Amphotericin B (19) nicht im Bereich
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des Cholesterins menschlicher Zellen, sondern erst in der Nahe des starker binden-

den Ergosterins der Pilze freisetzent'®’’%%. Die so erhaltenen Ergebnisse werden

jedoch sehr unterschiedlich bewertet!12%:724],

| I

Ein anderer Ansatz, der sich nicht auf die Galenik, sondern auf AmB (19) selbst be-
zieht, wurde mit zahlreichen chemischen Derivatisierungen beschritten?2>2%%. Keines
der Derivate hat Eingang in die klinische Praxis gefunden. Wegen seiner starken und
rasch eintretenden Wirksamkeit gilt Amphotericin B (19) jedoch trotz aller Schwierig-

keiten nach wie vor als Gold-Standard fur die Therapie systemischer Mykosen.

Ein kovalent Uber Spacer verbundenes Assoziat aus Stilbenen mit hoher--Glukan-
Affinitdt und Polyenmakrolidantimykotika ist aus mehreren Grinden ein reizvolles
Ziel.

Anders als das zelltoxische Natriumdeoxycholat sind durch optische Aufheller der
Diaminostilbenreihe kaum toxische Wirkungen zu erwarten. Die Natriumdeoxycholat-
AmB-Komplexe l6sen sich im Blut auf. Eine zu hohe Konzentration an AmB (19)
kann dann zu Prazipitaten und der gefahrlichen Trombenbildung fihren. Auch aus
diesem Grund wird die schleichende Infusion vorgenommen, bei der Ublicherweise
nur einzelne AmB-Molekule in der Plasmamembran vorliegen. In Pilzzellmembranen
sind an der Bildung der kinstlichen Poren sowohl AmB (19) als auch Ergosterin be-
teiligt, wahrend sie in menschlichen Zellen allein von AmB gebildet wird. Die Fahig-
keit zur Rohrenbildung wird bei der oben beschriebenen Art der Therapie wegen der

daraus resultierenden geringen Makrolid-Konzentrationen am Wirkort aber nicht ge-
nutzt®,
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Abb. 10 : Bildung einer kiinstlichen Membranpore aus Amphotericin B und Ergosterin nach
Bonner et al. In der Abbildung entsprechen: Kreise mir gewellten Linien = Phospho-
lipide, Kreise mit hellem Oval = Amphotericin B, Kreise mit dunklen Stéibchen =
Ergosterin.

Durch eine erwartete Anreicherung am gewunschten Zielort konnte trotz schleichen-
der Infusion und dementsprechend niedrigem Plasmaspiegel eine hohe Wirkstoff-
konzentration im Bereich der Pilzzellwand erreichbar sein. Dadurch konnte die ins-
gesamt zu injizierende Dosis verringert und so die Ublicherweise von diesem Antimy-

kotikum ausgehende erhebliche Nephrotoxizitat vermieden werden.

3.3 Untersuchungen zu antimykotisch aktiven Diaminostilben-

disulfonsaurederivaten

Ziel war der Zugang zu Diaminostilbendisulfonsaurederivaten, die zur Synthese der
Antibiotika-Addukte geeignet sind. In derartigen Addukten soll ein Verbindungsglied,
ein sogenannter Linker oder Spacer, den beiden anderen Molekilen eine ausrei-
chende Beweglichkeit ermoglichen. Diese Notwendigkeit ergibt sich aus der Einlage-
rung des Ankermolekils in Chitinstrukturen an den auferen Schichten der Pilzzell-

wand und dem Wirkort des Amphotericins die Plasmamembran.

Es ist bekannt, daf} Detergentien, desinfizierend wirkende Invertseifen und langketti-
ge quartare Ammoniumsalze, die teilweise auch zur Behandlung von Mykosen der

Haut Verwendung finden, ihre grof3te Grenzflachenaktivitdt und Anlagerungsfahigkeit
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an Membrane bei Alkykettenlédngen von 10 bis 14 Kohlenstoffatomen zeigen®!.
Vordringlich sollten die Spacer also Alkyl- oder Heteroalkylketten ahnlicher Lange
haben. Weiterhin mul} der Spacer beidseitig reaktive Endgruppen tragen, um die an-

deren Komponenten kovalent miteinander verbinden zu kdnnen.

Das als ,Enterhakenmolekil“ ausgewahlte Molekil 3a verfiigt GUber Sulfonatgruppen,
die mit Hydroxy-, Thiol-, oder Aminoendgruppen entsprechende Ester, Thioester und
Amide bilden kdnnen. Diese Sulfonsaurederivate sind teilweise extrem schlecht 10s-
lich, woflr die Herstellung von Sulfonamiden zur Identifizierung von Aminen ein be-
kanntes Beispiel liefert. Da die Sulfonatgruppen fir eine ausreichende Wasserlos-
lichkeit bendtigt werden, sollten nur solche Endgruppen ausgewahlt werden, die als
Nucleophile mit dem Chlortriazinteil des Farbstoffes reagieren kénnen und nicht einer
Anknupfung Uber die Sulfonsauregruppe bedurfen. Die Hydroxy-, Thiol- und Ami-
nogruppen sind ebenfalls gute reaktive Gruppen im Sinne einer nucleophilen Substi-

tution, und werden daher als Spacerendgruppe in Betracht gezogen.

Das Amphotericin B besitzt eine Aminogruppe, eine Carboxygruppe und 10 Hydro-
xygruppen sowie das System konjugierter Doppelbindungen. Auf der Makrolidseite
des Spacers kénnen demnach die schon genannten nucleophilen Gruppen mit der
Carboxygruppe oder Michael-Akzeptoren und aktivierten Carbonsauregruppen mit

der Amino- oder den Hydroxygruppen reagieren.

Da der Teil des Amphotericins mit dem ausgedehnten Doppelbindungssystem und
den gegenuberliegenden Hydroxygruppen in die Membran eindringen soll, ist die
Bindungsbildung an dieser Stelle nicht sinnvoll. Die Aminogruppe der Zuckereinheit
hat wesentlichen Einfluld auf die Anordnung und Fixierung des Makrolids in der Li-

pidmembran. Mit ihr gebildete Acetamide zeigen teilweise eine gesteigerte Wirksam-
keit¥12l,

Carbonsaureazide kdnnen mit Aminen zu entsprechenden Carbonsaureamiden um-
gesetzt weden. Um aus Carbonsauren Carbonsaureazide zu erhalten, kann Phos-
phorsaurediphenylesterazid eingesetzt werden. In Gegenwart von Aminen lafdt sich
so vermeiden, dal die Carbonsaureazide in Isocyanate Ubergehen und mit primaren

Aminen Harnstoffderivate bilden.
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Aus Vorstudien zu dieser Arbeit ist die Moglichkeit bekannt, das Bis-11-

aminoundecansaurederivat von 3¢ mit Phosphorsaurediphenylesterazid (DPPA) zu

aktivieren und so an die Aminogruppe des Amphotericins zu koppeln (Abb. 11) B3I,

SPACER
NH. N. _NH
©/ NS O SO5Na l|\lH
N_ _N
T - o
SO4N
X e NH)\N)\NH

Abb. 11 : AmB-Triazinyladdukt.Zur Beschreibung des Spacers siehe Text. Bei X kann es sich
um Chlor, ein weiteres Spacermolekiil oder um eine Hydroxygruppe handeln.

Eine vollstandige Reinigung und Charakterisierung der Produkte konnte jedoch mit
HPLC an Normalphasen und C18-Phasen nicht erreicht werden. Eine Untersuchung
der Bindungsfahigkeit dieses Produktes als Reinsubstanz war daher nicht eindeutig,
obwohl es im Aggar-Diffusionstest starke Aktivitat gegen Mucor miehei zeigte. Beim
Nacharbeiten der an dieser Stelle angegebenen Vorschrift konnte auf schon vormals
hergestellte linkersubstituierte Aufheller zurlickgegriffen werden. Durch Reaktion bei
—10 °C in Gegenwart von Triethylamin konnte das schon vorhandene Substitutions-
produkt aus 3 und 11-Aminoundecansaure durch DPPA mit Amphotericin B in ein tief
dunkelrotes Produkt Uberfuhrt werden, welches zusatzlich mit anderen als den dort

verwendeten HPLC-Phasen analysiert werden sollte.

Zur Verfigung standen zusatzlich zu den schon vorher verwendeten Normalphasen-
und C18-Saulenmaterialien analytische Saulen, deren Trenngele mit Nitril-, Diol- und
Benzyl-Gruppen modifiziert waren. Als Laufmittel wurden nach Mal3gabe von Her-
stellern dieser Materialien walrige Systeme verwendet, deren zweite Komponente

Methanol, Acetonitril, Isopropanol oder Essigsaureethylester war. Anstelle von Was-
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ser wurde ebenfalls 0.1proz. Trifluoressigsaure, 50 mmolarer Phosphatpuffer pH 7.1
und 50 mmolarer Boratpuffer pH 8.2 verwendet. Es gelang jedoch nicht, das Zielmo-
lekdl in der fur eine Charakterisierung ausreichenden Reinheit zu erhalten. Aus vor-
herigen Arbeiten waren zahlreiche Hindernisse auf dem Weg zu AmB-Stilben-
Hybriden bekannt. Daher bot sich die Entwicklung von radioaktiv markierten Diami-
nostilbenderivaten als weiterer Weg an, das Grundkonzept der Kopplung optische
Aufheller mit Wirkstoffen zu Uberprufen. Im weiteren Verlauf werden also nicht mehr
nur Edukte fur die Verknupfung von Diaminostilbendisulfonaten mit antimykotisch

aktiven Substanzen, sondern auch maégliche Trager radioaktiver Nuklide gesucht.

3.4 Untersuchungen an Diaminostilbentetrasulfonsaurederivaten

3.4.1 Herkommliche Syntheseverfahren von Diaminostilbentetrasulfon-

saurederivaten

Da sich die Effektstarke der pH-Modulation bei chromatographischen Trennmetho-
den durch die Anzahl saurer oder basischer Gruppen in den zu trennenden Moleku-
len unterscheidet, sollten nun Verbindungen hergestellt werden, auf deren Retenti-
onsverhalten bei der Chromatographie eine Anderung des pH-Wertes einen groRe-
ren Einflu@ hat. Aus dem Bereich der optischen Aufheller kdénnen das
Diaminostilbentetrasulfonsduren vom Typ 6 sein. Sie sind zudem besser
wasserloslich als die verwandten Disulfonsauren. Das ist von Vorteil, wenn als
Spacer langkettige, in Wasser schwer |6sliche Aminocarbonsauren, o,w-Diole oder
o,w-Diamine eingesetzt werden sollen. Ziel war die Einflihrung der o,-
bifunktionellen Molekile wie (Poly)-Ethylenglycol, Aminocarbonsauren, endstandig
aminsubstituierte (Poly)-Ethylenglycole und a,w-Diaminoalkane zur Substitition des

Chloratoms in 6 zu Verbindungen der allgemeinen Form 22.
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O 3Na
NaO3S )§ /©/3Z
6 22 a : oben
22 b : unten

Dabei entsprechen R-NH,. R-OH sowie die daraus in 22 hervorgehenden Substituen-

ten den unten angegebenen Verbindungen.

O
2NM HOA@K
OH NH
NH,

Lysin 23 Tyramin 24

O O

HzN\/\/\)LOH HZNMOH

6-Aminohexansaure 25 11-Aminoundecansaure 26

H2N\/\/\/\/\/\/\NH2 HZN\/\/\/\NH2

Diaminododecan 27 1,6-Diaminohexan 28
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HO. H
Hy N\/\O/\/ O\/\NH " é/\oz 3

1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan 29 PEG 600 30

o
"\ ) —CHe—CH-COOH

Histidin 31

Zur Klarung des Reaktionsverhaltens von 6 wurde es in 20proz. waldriger Natrium-
chlorid-LOsung mit den oben gezeigten Verbindungen zur Reaktion gebracht und
dabei die zur Neutralisation theoretisch bendtigte Menge Natriumcarbonat als 1 mo-
lare Losung so zugesetzt, dald der pH-Wert der Reaktionsmischung immer neutral
blieb. Es bildeten sich hellgelbe Losungen, aus denen die Produkte aus phosphatge-
pufferter Losung mit Kaliumchlorid ausgesalzen wurden. Sie wurden aus einer Mi-
schung aus DMF und Ethanol (1:9) umkristallisiert. Die abfiltrierten Niederschlage
der Reaktionen mit Tyramin, 6-Aminohexansaure, 11-Aminoundecansaure und
PEG600 waren orangegelb, nach Umkristallisation hellgelb, mit Histidin braungelb,
nach Umkristallisation hell grunbraun. Die Filtrationsruckstande, die aus den Ubrigen
Reaktionen erhalten wurden, anderten ihre Farbe durch die Umkristallisation nicht.
Sie waren bei 1,6-Diaminohexan und 1,12-Diaminododecan blafligelb, bei Lysin rot-
braun, und bei 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan graugrun. Aus den praparativen Dick-
schichtchromatogrammen (Kieselgel, Laufmittel: 26proz. walirige Ammoniak-Ldsung,
Essigsaureethylester, Isopropanol und Wasser im Verhaltnis 3:8:10:4) wurden die
farbigen bzw. fluoreszierenden Zonen extrahiert und wie in 3.3 beschrieben unter-
sucht. Dabei konnte ausschliel3lich durch die Nitril-Saule (Acetonitril/Wasser ace-
otrop : 0.1 %TFA / 80:20), jedoch nur bei dem mit der 11-Aminoundecansaure (26)
hergestellten Produkt, eine Trennung beobachtet werden. In dem von dieser Pro-

duktprobe angefertigten Dlnnschichtchromatogramm (Kieselgel, Laufmittel: 26proz.
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walrige Ammoniak-Lésung, Essigsaureethylester, Isopropanol und Wasser im Ver-
haltnis (3:8:10:4) waren jedoch neun verschiedene fluoreszierende Zonen zu erken-
nen, von denen drei im Chromatogramm der Ursprungsprobe nicht erschienen. Wei-
tere Trennversuche blieben erfolglos. Durch die Verwendung von Natriumhydroxid
und Natriumhydrogencarbonat als Saurefanger bei der Kondensation ergaben sich

keine Vorteile in Bezug auf die Anzahl der Produkte.

In den zuvor beschriebenen Versuchen war die EinflUhrung der Spacermolekule die
dritte Substitutionsstufe am Triazinring. Im allgemeinen wird fur die schrittweise Sub-
stitution der Chloratome des Tichlortriazins (7) zum Aufbau der Aufheller in der ers-
ten Stufe die Diaminostilbendisulfonsaure (8), nachfolgend Anilin oder ein substituier-
tes Anilin zugesetzt. Erst in der dritten Stufe findet dann die Kondensation mit einem
Stickstoff- oder Sauerstoffnucleophil (Nu-H) statt, welches dann die endgultigen Ei-
genschaften des angestrebten Produktes bestimmt. Diese Reaktionsfuhrung ist mit
der oben beschriebenen Umsetzung des Monochlortriazins 6 mit den Spacern 23 bis

31 bereits nachvollzogen worden.

Davon abweichend sollte es grundsatzlich auch madglich sein, die eingangs als
Spacer ausgewahlten Molekule im ersten oder zweiten Kondensationsschritt einer zu
den Spacer-substituierten Flavonsaurederivaten (22) fihrenden Synthese einzufih-
ren. Diese Uberlegung ist auch deshalb zwingend, weil firr die angestrebten Untersu-
chungen primar Derivate der allgemeinen Struktur 22 bendtigt werden. Es wurden

deshalb Syntheseplane vorbereitet, die dieser Prioritdt Rechnung tragen.
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Abb. 12 : Ein moglicher Syntheseweg zur Darstellung von amino- und
hydroxyalkysubstituierten Triazinylaminostilbensulfonséduren (35).
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Die Spacer direkt in der ersten Stufe mit Trichlortriazin (7) reagieren zu lassen, bietet
dabei sowohl Vorteile als auch Nachteile. Sollte es bei der herkdbmmlichen Synthese-
fuhrung schwierig sein, den Spacer einzufuhren, wird er wegen der hohen Reaktivitat
seines Reaktionspartners nun schnell abreagieren kdnnen. Nachteilig kénnte sich
aber auswirken, dal} es mit homo-bifunktionellen Spacern in solchen Situatonen
auch zur Verbrickung kommen kann (Abb. 13). Zwar kann man hier auf den Einsatz
einer Base als Saurefanger verzichten um die Spacer-Aminogruppen zu protonieren,
doch ist nicht sichergestellt, dal® die zweite Aminogruppe eines schon gebundenen

Linkers protoniert wird.

Ch.__N.__Cl Ch.__N.__Cl
N/ mN/ HZNWNHZ N/ mN/
NS NS
hd : hd
Cl Cl
7 l 7
Ch N HWH _N__Cl
e T
N N N NN

Abb. 13 : Verkniipfung von Triazinmolekiilen mit ®,0-Diaminoalkylen als mogliche
Nebenreaktion.

Amino- und Hydroxycarbonsauren kdnnen als hetero-bifunktionelle Linker bei einer
solchen Reaktionsfuhrung einerseits als Nukleophil reagieren, aber auch zum Car-

bonsaurechlorid umgesetzt werden (Abb. 14).

Diese wiederum konnten ihrerseits mit der Aminokomponente unter Carbonsaurea-
midbildung abreagieren. Dem kann man begegnen, indem man in basischem Milieu
arbeitet. Dann liegt die Carbonsaure als Carboxylation ohne Carbonylaktivitat im
Hinblick auf eine mogliche Saurechloridbildung vor. Zusatzlich ist die dann nicht pro-
tonierte Aminogrupppe ein gutes Nucleophil. Um eine Hydrolyse des Trichlortriazins

(7) zu vermeiden, wird man vorzugsweise in nur leicht basischem bis neutralem Me-
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dium arbeiten. Soll der Spacer in der zweiten Stufe eingeflihrt werden, ist aus den in
der Erklarung zu Abb. 6 genannten Grinden die Reaktivitat des verbleibenden Dich-
lortriazins schon erheblich abgesunken, so dal® diese unerwlnschten Reaktionen
kaum mehr zu erwarten sind. Bei der zweiten und dritten Substitutions-Stufe kann
daher, insbesondere in natriumchloridhaltiger Losung, auch bei leicht erhohten pH-
Werten gearbeitet werden. So kann eine Protonierung der als Nucleophil eingesetz-

ten Aminokomponenten vermieden werden.

N\\(N N

Cl >7N 0
- H
7 N \ ‘%NWOH

Abb. 14: Unerwiinschte (oben, mitte) und erwiinschte (unten) Reaktionen von Trichlortriazin
mit Aminoalkylcarbonséuren.

Bei hetero-bifunktionellen Linkern, die sowohl Amino- als auch Hydroxygruppen tra-
gen, ist die Nucleophilie abgestuft. Daher sollte auch bei der direkten Reaktion mit
Trichlortriazin eine Selektivitat zugunsten der Substitution mit der Aminogruppe beo-

bachtet werden konnen.

Um klaren zu kbnnen, ob auf diese Weise die erwiinschten Produkte herstellbar sind,

wurden drei verschiedene Reaktionen durchgefihrt, bei denen die Substitutionsreak-
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tion am Cyanurchlorid (7) in der Reihenfolge Tyramin (24), Sulfanilsaure (10), Diami-

nostilbensulfonsaure (8) durchgefiihrt wurde.

Variante 1: Das Trichlortriazin wurde in mdglichst wenig Aceton gel6st, die dreifache
Masse eines Eis / Wasser / Natriumchlorid-Gemisches 5 : 5 : 3 zugegeben und zu
dieser Mischung wurde ein Aquivalent Tyramin als 0.25 molare neutralisierte Tyr-
amin-Hydrochlorid-Losung gegossen. Unter Eiskihlung wurde die Reaktionsmi-
schung durch Zugabe von Natriumcarbonat-Losung neutral bis leicht sauer gehalten.
Nachdem die zur Neutralisation der theoretisch freiwerdenden Menge Chlorwasser-
stoff gerade ausreichende Menge Natriumcarbonat-Losung verbraucht war, liel3 man
noch 15 Minuten rihren. Analog dazu wurde eine neutrale walrige Natriumsulfanilat-
Lésung 5 Stunden bei 35 °C und eine walrige di-Natriumdiaminostilbendisulfonat-
Losung bei 95 °C eingesetzt, wobei man das Aceton abdestillierte. Das orangefar-
bene Reaktionsprodukt wurde aus der abgekuhlten, phosphatgepufferten Losung mit
Kaliumchlorid ausgesalzen, zur Entfernung von Alkalisalzen zweimal in der dreifa-
chen Menge Wasser suspendiert, abfiltriert und abschliefend aus einer Mischung
aus Ethanol / DMF 9:1 umkristallisiert. Das intensiv gelbe Produkt zeigte im Dunn-
schichtchromatogramm zehn ineinander Ubergehende Banden. Nach Vergleich mit
der als Edukt eingesetzten Diaminostilbendisulfonsdure waren nur Spuren dieser
Substanz in der Probe enthalten. Die einzigen intensiv fluoreszierenden Banden
wurden nach praparativer Dickschichtchromatographie zur weiteren Reinigung mit-
tels HPLC untersucht. Nur eine Zone mit R = 0.51 konnte aufgetrennt werden. Dazu
wurde eine Nitrilphase mit Acetonitril / Wasser-Aceotrop und 50 mmolarem Phos-
phatpuffer pH 7.1 verwendet. Die isolierte Fraktion zeigte im Dunnschichtchroma-
togramm jedoch neben der urspringlichen Zone noch zehn weiteren Komponenten,
von denen sieben Zonen vorher nicht aufgetreten waren. Durch einen Vergleich mit
den bis dahin verwendeten Losungsmitteln und Reagenzien konnte eine Verunreini-

gung der Probe aus diesen Quellen ausgeschlossen werden.

Eine Modifikation dieser Variante, bei der die Substituenten nicht als neutrale Losung
sondern als Hydrochlorid und als Sulfonsauren eingesetzt wurden und anstelle einer
Natriumcarbonat-Losung eine den variierten Edukten entsprechende Menge Natri-

umhydroxid-Lésung verwendet wurde, wies keine Vorteile auf.
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Variante 2: Analog zu Variante 1 wurde bei 25 °C und einem pH-Wert von 8 sowie in
der dritten Reaktionsstufe bei Siedetemperatur und einem pH-Wert von 10 gearbei-
tet. Das intensiv gelbe Produkt zeigte im Dunnschichtchromatogramm funfzehn teil-
weise stark ineinander Ubergehende Banden. Eine intensiv fluoreszierende Bande
mit R = 0.55. die in der Variante 1 aufgetreten war, wurde nicht beobachtet. Die ein-
zige intensiv fluoreszierende Zonen lag bei R; = 0.51. Sie wurden nach praparativer
Dickschichtchromatographie zur weiteren Reinigung mittels HPLC untersucht. Die so
erhaltene, im UV-Licht intensiv gelb fluoreszierende Losung bestand nach dem
Dunnschichtchromatogramm jedoch neben der urspringlichen Zone aus dreizehn
weiteren Komponenten von denen finf Zonen vorher nicht aufgetreten waren. Durch
einen Vergleich mit den bis dahin verwendeten Losungsmitteln und Reagenzien

konnte eine Verunreinigung der Probe aus diesen Quellen ausgeschlossen werden.

Variante 3: Trichlortriazin wurde bei 0 °C in Aceton vorgelegt, ohne wie vorher mit
Eis / Wasser /Natriumchlorid zu versetzen. Dadurch sollte eine h6here Konzentration
der Reaktanden erreicht werden. Im weiteren Verlauf wurden analog den Varianten 1
und 2 die anderen Edukte unter pH-Kontrolle zugesetzt. Reaktionstemperatur war hie
55 °C und 100 °C. Ab und zu muldte etwas Wasser zugefligt werden, um eine rihr-
bare Mischung beizubehalten. Das nach der schon zuvor beschriebenen Aufarbei-
tung erhaltene, intensiv gelbe Produkt zeigte im Dunnschichtchromatogramm min-
destens dreizehn ineinander Ubergehende Banden, die teilweise kaum von den be-
nachbarten Banden abzugrenzen waren. Nach praparativer DC und HPLC wurden
zwei Fraktionen erhalten, die nach dem Dunnschichtchromatogramm jedoch aus funf
unterschiedlichen und neun unterschiedlichen Komponenten mit R-Werten von 0.44
bis 0.64 bestanden.

Im Ergebnis 1alt sich festhalten, da® eine Nebenproduktarmere Reaktionsfuhrung
durch den Einsatz hoher konzentrierter Reaktionsmischungen erreicht werden konn-
te. Der Einsatz nur wenig Wasser enthaltender Losungsmittel kann sich ebenfalls

positiv auswirken.
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3.4.2 Untersuchungen zu modifizierten Synthesen von Diaminostilben-

tetrasulfonsaurederivaten

Wird, ausgehend von Trichlortriazin (7), ein Aufheller der Art 3 oder 22 hergestellt,
mul® am Ende der Synthese bei jeweils nicht quantitativ verlaufenden Reaktionsstu-
fen mit einer Vielzahl von Nebenprodukten gerechnet werden. Auch in kommerziell
angebotenen Produkten liegt der Farbstoffgehalt in der Regel bei etwa 85 Prozent,
da eine pharmakologischen Ansprichen gentugende Reinheit flr den Einsatz in der
Papier-, Textil- und Waschmittelindustrie nicht erforderlich ist. Um die Loslichkeit der
Flavonsaure (8) zu erhdhen, wird der Reaktionsmischung auch in grofdtechnischen
Verfahren haufig Natriumchlorid, Harnstoff oder Natriumkaliumtartrat zugesetzt. Zu-
satzlich werden Benetzungsmittel und Entschaumer verwendet?!%?!% Nach der
meist unvollstandigen Abtrennung der Salze und anderer leicht I16slicher Komponen-
ten aus der Farbstoffsuspension wird eine Gehaltsanalyse auf fotometrischem Wege
durchgefihrt. Eine weitere Reinigung wird dabei nicht ausgefiihrt. Die erhaltenen
Produkte entsprechen dann “im wesentlichen” der jeweils angegebenen Strukturfor-
mel2’ AnschlieBend wird die Rohldsung auf Aktivsubstanzgehalte von 20 bis 30 %
eingestellt, damit die ausgelieferten Produkte in standardisierter Weise eingesetzt
werden kénnen. Damit eine stabile Lésung oder Suspension mit gewinschter Farb-

starke erreicht wird, werden nicht exakt bezeichnete Stellmittel zugesetzt.

Wird in walrigen Losungsmitteln gearbeitet, tritt zusatzlich statt der gewunschten
Substitution mit nucleophilen Gruppen der anderen als Substituenten am Triazin vor-
gesehenen Edukte auch Hydrolyse ein. Im Ergebnis liegt ein Gemisch von Substan-
zen vor, deren Polaritaten durch die in den Molekilen enthaltenen Sulfonsauregrup-
pen sehr hoch ist. Dabei liegen die Molmassen vieler dieser Stoffe eng beieinander.
Chromatographische Verfahren nutzen aber gerade Unterschiede in Polaritat, Mol-
masse oder Grole aus. So fuhrten Trennversuche der Produktgemische an Sepha-
dex nicht zum gewlnschten Ergebnis. Weiterhin zeigte sich, da® einige optische
Aufheller an das Sephadex gebunden wurden, so dal} es fur weitere Analysen nicht

mehr verwendet werden konnte.

Die bei der Herstellung und Reinigung der Diaminostilbendisulfonate und Diamo-

nostilbentetrasulfonate gemachten Erfahrungen decken sich mit Aussagen aus Pa-
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tenten zu Herstellungsverfahren von Diaminostilbendisulfonaten, in denen folgendes
Zitat zu finden ist: “Sie enthalten jedoch, bedingt durch die Art ihrer Herstellung, noch
Verunreinigungen und Nebenreaktionsprodukte, die stérend wirken und deren Ent-
fernung — wenn dies lberhaupt gelingt — nur mittels zeitraubender Arbeit und unter
Verlust an aktiver Verbindung méglich ist. %1%

Das angesprochene Patent beschreibt daraufhin die Herstellungsverfahren von ent-
sprechenden Disulfonaten, deren erfindungsgemaler Vorteil gegenuber anderen
Substanzen ist, dal® sie sehr wenig wasserloslich sind und daher leicht in reiner kri-
stalliner Form erhalten werden konnen. Bei den dort beschriebenen Verbindungen
handelt es sich im o-Methoxy- sowie w-Ethoxy-ethyl und -propylderivate von 3, die
wegen der herausgehobenen geringen Wasserloslichkeit und wegen der nur kurzen

Alkylkettenlange fur die Fragestellungen dieser Arbeit nicht relevant sind.

Es sollte daher weiterhin nach Moglichkeiten gesucht werden, die Bildung von Ne-
benprodukten einzuschranken, um aufwendige und wenig Erfolg versprechende Rei-
nigungsversuche zu vermeiden. Dabei kommt der Hydrolyse eine Schllsselrolle zu.
Die erste Uberlegung war, die Synthesen nicht wie Ublich als ,Eintopfsynthese*
durchzufihren, sondern die Produkte der einzelnen Reaktionsschritte vor der nachs-
ten Substitution abzutrennen. Einem nicht vollstandigen Umsatz des Trichlortriazin
(7) im ersten Reaktionsschritt sollte man bei einer solchen Reaktionsflihrung durch
im UberschuR eingesetzte Reaktionspartner entgegenwirken kénnen. Bei der (ibli-
chen Synthesefuhrung ist das nicht moglich, da Uberschussige, im ersten Reaktions-
schritt nicht umgesetzte Nucleophile im zweiten Reaktionsschritt mit dem dann zuge-
setzten anderen Edukt konkurrieren. Wird Trichlortriazin (7) im Uberschuf® angewen-
det, treten weitere Schwierigkeiten auf. Es greift beide Seiten von o,w-homo-
bifunktionellen Spacern an, bildet mit Carbonsauren Saurechloride, die in der nachs-
ten Reaktion mit den dann zugesetzten Nucleophilen reagieren, oder bildet in Er-
mangelung anderer Nucleophile mit der Aminogruppe der Flavonsaure tertiare Ami-
ne. Deshalb wurde Trichlortriazin (7) bei 0 °C mit Bezug auf die in den anderen E-
dukten vorhandenen Aminogruppen mit einem zweifachen Uberschul an a) Flavon-
saure (8), b) 1,12-Diaminododecan (27) und c) w-Aminoundecansaure (26) umge-

setzt (Abb. 15). Im weiteren Verlauf der geplanten Synthesen sollte 36 a nochmals
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mit Trichlortriazin (7) zur Bis-dichlortriazinylaminostilbendisulfonsaure umgesetzt
werden. Die angestrebten Produkte 36 b und c sollten als Edukte fir anschlielene

Kondensationen mit Sulfanilsaure (10) und Diaminostilbendisulfonsaure (8) dienen.

H
Cl N N
Y \ SO;Na
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Cl SO3Na
NH,
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Cl N N
Cl N N
Na. _N + HoN—R — 7 \( NH
| 2
b e
\ Cl b
H
Cl N N OH
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7 H-oN-R = 8, 27, 26 36 a-c

Abb. 15 : 2-Aminoalky-4.6-dichlortriazine und 2-Aminoaryl-4.6-dichlortriazine als mogliche
Vorstufen fiir die gezielte Synthese Spacer-substituierter Diaminostilbene.

Dabei bildeten sich hellgelbe (a) und weil3e (b, c) Suspensionen. Die Sulfonsaure-/
Carbonsaurederivate 36a und 36¢ konnten durch Zugabe von Salzsaure und mit Ka-
liumchlorid aus phosphatgepufferter Losung gefallt werden. Beide Fallungsmethoden
wurden angewandt, um maoglicherweise auftretende Unterschiede im Hinblick auf die
Reinigung beobachten zu kdnnen. Die Fallungsmethode hatte jedoch keinen Einflufd
auf die Reinheit der abschlielienden Produkte. Die im Versuch b) erhaltene Suspen-
sion wurde direkt durch Filtration vom Ldsungsmittel befreit. Die noch feuchten, pa-
stosen Produkte wurden in Aceton (a, b) oder nacheinander in Aceton und Ether (c)
suspendiert, um nicht umgesetztes Triazin (7), dessen Hydrolyseprodukte und die
Aminoalkylverbindungen zu entfernen. Der aus dem Ansatz b) erhaltene Feststoff

konnte nur in Dichlormethan und Chloroform gelést werden und erwies sich nach
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Saulenchromatographie als nicht umgesetztes Diaminododecan. Unter den Bedin-
gungen der praparativen Dickschichtchromatographie (PDC) und HPLC waren die
beiden anderen Dichlortriazin-Zielmolekule offenbar nicht stabil, so dal} keine einheit-

lichen Verbindungen isoliert werden konnten.

Es ist bekannt, dal® bei Synthesen mit Chlortriazinen Ublicherweise schon bei 40 °C
zwei Chloratome substituiert werden kénnen. Daher wurden die Trennversuche wie-
derholt, wobei die PDC im Kuhlraum bei +3 °C durchgefuhrt wurde. Die Trennsaulen
der HPLC wurden durch ein Eisbad temperiert. Die Loslichkeit und Mobilitat der Pro-
ben war bei den tiefen Temperaturen aber derart herabgesetzt, dalk bei der PDC kei-
ne Wanderung festgestellt werden konnte. Von den HPLC-Saulen konnten die Pro-
dukte erst bei wieder erhdhter Temperatur eluiert werden. Obwohl so Uber den Zeit-
raum der Elution — unfreiwillig — ein Temperaturgradient entstand, der bei anderen
Trennproblemen hilfreich sein kann, konnten die Zielmolekule nicht als einheitliche

Verbindungen isoliert werden.

Ublicherweise kann das letzte Chloratom der Triazine erst bei Temperaturen ab 90
°C substituiert werden. Demnach sollte ein Monochlortriazin auch unter den oben
beschriebenen Bedingungen hydrolysestabil und einer chromatographischen Tren-

nung zuganglich sein.

Daher wurde die Synthese eines mit der Diaminostilbensulfonsaure (8) und Tyramin

(24) substituierten Monochlortriatins 37 als Testsystem fur weitere Reinigungsversu-

NH__N._NH
Cl SO,Na O Zr A@\
HO ~ Ny N
N)xN j/ OH
A SO;Na  Cl
NH N~ NH

37

che geplant.

Die Reaktion wurde nach der oben beschriebenen Variante 1 ausgeflihrt, wobei je-
doch die Umkristallisation unterblieb, um keine Substitution mit dem daflir sonst ver-

wendeten Ethanol zu haben. Man erhielt ein im praparativen Maf3stab nicht trennba-
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res orangerotes Produktgemisch aus dreizehn Komponenten, die im Dunnschichtch-
romatogramm mit dem oben angegebenen terndren Laufmittel R-Werte zwischen
0.00 und 0.50 hatten.

Wasser ist wegen der zu erwartenden Hydrolyse der Chlortriazine und wegen der
maximalen Temperatur des Reaktionsgemisches von 100 °C kein ideales Ldsungs-
mittel fir die hier beschriebenen Synthesen. Weiterhin I6sen sich die hier verwende-
ten funktionalisierten Derivate langkettiger Kohlenwasserstoffe oft nur unzureichend
oder gar nicht in Wasser. Nach den oben beschriebenen Erfahrungen sollten deshalb
Losungsmittel oder Losungsmittelgemische untersucht werden, in denen sich die
gewunschten Reaktionen unter Vermeidung der Hydrolyse durchfiihren lassen. An-
gestrebt wurden nicht-walrige oder nur geringe Mengen Wasser enthaltende Lo6-
sungsmittelgemische, deren Einzelkomponenten zwar jeweils mindestens eins der
Edukte zu I6sen vermogen, in denen die gebildeten Produkte aber unléslich sind. Als
Lésungsmittel wurden DMSO, Dioxan, Toluol, Aceton sowie Mischungen daraus
verwendet. Toluol fungiert hierbei als Losungsvermittler, da Dioxan / DMSO-Systeme
ein ausgedehntes Zweiphasengebiet haben. Als Basen wurden sowohl Tributylamin
als auch Tripropylamin verwendet, um einerseits mdglichst hohe Temperaturen ver-
wirklichen zu kénnen und andererseits auch die von C44 / Cq2-Kohlenwasserstoffen
abgeleiteten Edukte besser in Lésung bringen zu kénnen, als dies mit den C4- oder
C2-Aminen mdglich ist. Pyridin kam sowohl als Base als auch als Losungsmittel in
Betracht. Es bildete in den Reaktionsmischungen aber nahezu augenblicklich tief
orangefarbene, flockige, unlésliche, sich zu festen Klumpen verbindende Nieder-

schlage, die einen Fortgang der Reaktion unterbanden.

Weiterhin verwendete man Mischungen aus DMSO und DMF, die sowohl die beno-
tigten Temperaturen erlaubten, als auch ein gutes Losungsvermogen gegenuber den
Edukten zeigten. In weiteren Variationen wurde das Trichlortriazin auch hier in Ace-

ton vorgelegt und wahrend der weiteren Reaktion abdestilliert.

Um die Konzentration der Reaktionsmischung maoglichst hoch zu halten, wurde da-
bei, ahnlich wie bei einer Umkristallisation, zum Beginn jeweils nur wenig Losungs-
mittel verwendet. Erst nachdem die erwlnschte Temperatur der Reaktionsmischung

erreicht war, wurde so lange LOosungsmittel zugegeben, bis sich eine gut ruhrbare
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Suspension ergab. Diese Losungsmittelzugabe erniedrigte zwar wieder die Konzent-
ration, war aber besonders vor der Zugabe der Hydroxid- oder (Hydrogen-) Carbo-
nat-Losungen notwendig, um eine schnelle Vermischung der Losungen in der vorher
breiartigen Mischung zu gewahrleisten. Wurden die Basen als verdinnte Losungen
zugegeben, lésten sich die Niederschlage bei hoherer Temperatur haufig auf. Um
das Reaktionsvolumen maoglichst klein zu halten, wurden nach diesen Beobachtun-
gen konzentriertere Losungen und die ungelosten Hydroxide und (Hydrogen-) Car-
bonate eingesetzt. Die Mischungen wurden zum Abschluf® der Reaktion langsam in
die 30fache Menge trockenen, stark geruhrten Diethylether eingetropft. Die Produkte
fielen dabei teilweise als lockere kdrnige Pulver aus, die sich am Boden sammelten,
in anderen Fallen schieden sie sich zahflissig an der Wand der Gefalle ab. Um vor
der Reinigung sagen zu konnen, ob die gesuchte Substanz Bestandteil des Reakti-
onsproduktes war, wurden die Produkte der Diaminostilben-tetrasulfonsaurederivate
von Tyramin, Histidin, 1,6-Diaminohexan und 1,12-Diaminododecan mas-
senspektrometrisch untersucht. Aus den Schmelzpunkten der Verbindungen (die
nicht vollstandig gereinigten Produkte haben Schmelzpunkte von 270 bis 380 °C)
wird einerseits ihr geringer Dampfdruck und andererseits ihre hohe Stabilitat deutlich.
Zusammen mit den immer auch vorhandenen Alkalisalzen liegen hier Proben vor, die
in einzelnen Verfahren (FAB) besonders schwierig zu ionisieren sind. Dabei erhielt
man im ESI (pos. und neg. Modus) im Bereich bis etwa 280 u/z linienreiche Spektren
mit Peaks geringer Intensitat, die den Zielstrukturen, ihren unterschiedlichen maogli-
chen Salzen oder Fragmenten nicht zuzuordnen waren. Weder durch ESI noch durch
FAB konnten letztlich Massenspektren erhalten werden, die Peaks der Molekulionen
oder plausibler Fragmente zeigte. Insgesamt konnten durch Reaktion in DMSO und

DMF sowie Mischungen dieser Losungsmittel die Zielmolekule nicht erhalten werden.

Die Synthese der gewlnschten Verbindungen gelang nach Bewertung der Dinn-
schichtchromatogramme recht nebenproduktarm, als nacheinander das Diaminostil-
ben, die entsprechenden bifunktionellen Substituenten bzw. Aminosauren und ab-
schliefend 4-Aminobenzolsulfonsaure 10 mit dem Triazin 7 zur Reaktion gebracht

wurde.
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Syntheseziele bei dieser Variante waren aufler dem Tyraminderivat 41 folgende

Substanzen:

HO

OH

Ein beispielhaftes Syntheseschema ist auf der nachsten Seite als Abb.15 skizziert.

Die Kurzel a), b) und c) an den Reaktionspfeilen des Schemas entsprechen:

a) Aceton, 0 °C; Zugabe der entsprechenden Menge 0.1 mol Natriumhydroxid-

Ldsung innerhalb einer halben Stunde

b) Ohne Austausch des Lésungsmittels wurde der zweite Kopplungspartner zuge-
fugt und und drei Stunden bei 35-40 °C gerlhrt. Innerhalb dieser Zeit wurde die ent-

sprechende Menge 0.1 molarer Natriumhydroxid-Losung zugesetzt.

c) Das Aceton wurde im Vakuum abdestilliert, das wahrend der ersten beiden Reak-

tionsschritte zugesetzte Wasser verblieb in der Reaktionsmischung. Der jeweils dritte
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Kopplungspartner wurde in einer Suspension in Dioxan zugesetzt. Bei den Reaktio-
nen, in denen die Spacerkomponenten in der ersten Stufe eingesetzt wurden, war
die den Sulfonsauregruppen entsprechende Menge festes Natriumhydroxid sofort
zugegeben worden. Die innerhalb des letzten Kopplungsschrittes entstehende Men-
ge Salzsaure wurde in der Siedehitze der Reaktionsmischung innerhalb von flnf

Stunden durch Zugabe der entsprechenden Menge Natriumhydroxid neutralisiert.

Da Sulfanilsaure (10) in walriger Salzsaure 16slich ist, kann sie nach der letzten Stu-
fe abgetrennt werden, indem die Produkte in eiskalter Salzsaure gefallt und von der
Uberstehenden Ldsung abgetrennt werden. Das erlaubt auch die vorteilhafte Ver-

wendung von Uberschissiger Sulfanilsdure 10 im letzten Substitutionsschritt.
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Abb. 15: Beispiel fiir ein Syntheseschema zum Aufbau von Spacer-substituierten

Diaminostilbentetrasulfonsdurederivaten. Details siche Text.
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Um schon wahrend der Reaktion die Substitution des Dichlortriazins mit Tyramin 24
verfolgen zu kdnnen, wurden die entwickelten DC-Karten mit einer walrigen Echt-

blausalz 42 / Natriumhydroxid-Losung besprunht.

T ®
N A e
2 Cl-ZnClp

Dabei konnte festgestellt werden, dal® die vormals fluoreszierende Zone eine dun-
kelblaue Farbe annahm. Das Bis-dichlortriazinylstilben ist selbst kein Reaktionspart-
ner im Sinne einer Azokupplung mit 42. Erst mit der EinfUhrung der Phenolgruppie-
rung findet 42 im neu gebildeten und bereits deutlich fluoreszierenden Stilbenderivat
einen geeigneten Kupplungspartner. Die Blaufarbung nach der Behandlung mit 42
lie®R demnach auf eine tatsachlich vollzogene Substitutionsreaktion des Bis-
dichlortriazinylstilbens mit Tyramin schlieRen. Weiterhin konnte diese Reaktion dazu
benutzt werden, die der Reaktionsmischung zugesetzte Base nicht nach den theore-
tischen Berechnungen zu bemessen oder abzuwarten, bis keine zusatzliche Base
mehr verbraucht wird, sondern sie gezielt nach der freigesetzten Menge Chlorwas-
serstoff zuzusetzen. Beide Vorgehensweisen bergen die Gefahr der Uberdosierug
und damit der Hydrolyse. Vielmehr kann so die Reaktion an der Abnahme des Eduk-

tes verfolgt werden.

Um die gelungene Substitution der Dichlortriazin-Komponente mit der Aminounde-
cansaure schon vor der Reinigung und Charakterisierung zu bestatigen, wurde ein
entwickeltes Dunnschichtchromatogramm einer Probe des Rohproduktes mit einer
Lésung von Diazomethan (43) in Diethylether behandelt, um 90° gedreht und noch-

mals entwickelt.

43
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Nur zwei Spots waren nach der zweiten Entwicklung nicht auf der Diagonalen wie-
derzufinden. Weiterhin zeigten diese eine stark ins gelbliche verschobene Fluores-
zenz. Diese Beobachtung kann folgendermalien interpretiert werden: Diazomethan
kann eine Vielzahl von Reaktionen eingehen, die haufig zur Methylierung verschie-
dener funktioneller Gruppen genutzt werden, und auch zur Bildung unterschiedlicher
zyklischer Systeme fuhren kann. Setzt man Diazomethan-Ldsungen in verdinnter
Losung ein und 1aRt nur kurz reagieren, konnen Carbonsauren selektiv methyliert
werden. Auf dieser Reaktion beruht die oben beschriebene Anwendung. Fur die Flu-
oreszenz der Produkte ist der Diaminostilben-Chromophor maf3geblich. Waren ne-
ben der Methylierung der Carbonsauregruppen zusatzlich die Doppelbindung des
Stilbens angegriffen worden, ware damit auch die Fluoreszenz des Produktes unter-
bunden worden. Da nach der Behandlung mit Diazomethan keine zusatzlichen, nicht
fluoreszierenden Produkte beobachtet werden konnten, ist davon auszugehen, daf
diese Reaktion nicht eingetreten ist. Waren in anderen Molekulteilen z. B. Ring-
schluRreaktionen eingetreten, hatte mit groRer Wahrscheinlichkei bei mehr als zwei
Zonen eine Veranderung beobachtet werden koénnen. In Kenntnis der Reakti-
onsmadglichkeiten des Diazomethans kdnnen die oben geschilderten Beobachtungen
also dazu dienen, die Substitution der Dichlortriazin-Komponente mit der Aminoun-

decansaure zu beobachten und zu bewerten.

Aus beiden Kontrollfarbungen kann fur die jeweiligen Reaktionen noch eine weitere
Information erhalten werden. Da von den angestrebten Substanzen keine Referenz-
materialien vorhanden waren, muf3te aus der Vielzahl der im Dunnschichtchroma-
togramm erscheinenden Zonen diejenigen identifiziert werden, die den gewilnschten
einfach oder zweifach mit dem Linker substituierten Triazinylaminostilbenen entspra-
chen. Schon die nur mit Trichlortriazin substituierten Diaminostilbene zeigen eine
auffallige Fluoreszenz. Weiterhin ist die Farbe und Farbintensitat der verschiedenen
Produkte und Nebenprodukte recht vielfaltig. Das gelibte menschliche Auge kann
zwar den Farbwert einer Substanz auf einige Nanometer genau differenzieren, eine
Zone im Dunnschichtchromatogramm kann dahingegen schon dann als intensiv far-
big erscheinen, wenn nur Spuren des Farbstoffes vorliegen. In unterschiedlicher
Weise fehlsubstituierte Produkte und andere Nebenprodukte lassen sich also nicht

eindeutig nur duch die R-Werte, Farbe und die Fluoreszenz identifizieren. Die ange-
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gebenen Farbemethoden waren deshalb sehr hilfreich und zeitsparend, weil man die
nach den ersten Aufarbeitungsschritten erhaltenen Rohprodukte nach einer Vortren-
nung durch z. B. praparative Dickschichtchromatographie gezielt auswahlen und wei-

terverarbeiten konnte.
Reaktionen ohne Losungsmittel

Durch den Einsatz flissiger oder unterhalb 150 °C schmelzender Reaktionspartner
konnte bei einigen Syntheseversuchen ganz auf Losungsmittel verzichtet werden. So
wurde das vorhandene Blankophor-Vorprodukt mit 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan 29,
1,6-Diamonohexan, Polyethylenglycol der mittleren Molmasse 600 (entsprechend 13
bis 14 CH,-CH,-O-Einheiten) und 1,12-Dihydroxydodecan direkt zur Reaktion ge-
bracht. Die Reaktion mit der zuletzt genannten Verbindung wurde in verschiedenen
Ansatzen mit waldriger Natriumhydrogencarbonat-Losung, walriger Natriumhydroxid-
Losung bzw. mit Tributylamin als Base durchgefuhrt. Bei den o,0-

Diaminokomponenten konnte dabei auf den Zusatz einer Base verzichtet werden.

Ein ahnlicher Weg wurde auch fur die Synthese des Tyramin-Derivates beschritten.
Hier wurden allerdings etwas drastischere Bedingungen benotigt. Tyramin 24
schmilzt bei ca.160 °C, wobei nicht von einer sofortigen Zersetzung der Substanz
ausgegangen werden mufs. Aus diesem Grunde erschien es moglich, die Blan-
kophor-Vorstufe 6 direkt mit Tyramin in Gegenwart eines Saurefangers zusammen-
zuschmelzen. Dabei waren dann einerseits die zur Reaktion bendtigten Temperatu-
ren erreichbar, und weiterhin sind in einer Schmelze durch die notwendigerweise feh-
lende Verdunnung die Konzentrationsverhaltnisse fur Reaktionen besonders gunstig.
Durch einen Uberschuf® an Tyramin sollte es obendrein mdglich sein, die Reaktions-
geschwindigkeit hoch zu halten und Verluste durch Pyrolyse dieses Eduktes aus-
zugleichen. Um zur freien Base des Tyramins zu gelangen, wurden aquimolare Men-
gen Tyramin-Hydrochlorid und Natriumhydroxid sehr fein miteinander verrieben und
bis zur beginnenden Erweichung des Gemisches in einem Porzellantiegel erhitzt,
wobei schon eine deutliche Orangefarbung auftrat. Man lie dieses Gemisch erkal-
ten, pulverisierte es und mischte es innig mit einem Zehntel der molaquivalenten
Menge des Farbstoffes. Nach dem vorsichtigen Schmelzen dieses Gemisches im

Porzellantiegel mit einem Heildluftgeblase konnten jedoch neben Uberwiegend dun-
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kelbraunen bis schwarzen Zersetzungsprodukten nur geringe Mengen an Produkten
festgestellt werden, unter denen sich auch die gewiinschten Produkte befunden ha-
ben konnten. Eine Reinigung des Reaktionsgemisches war aufgrund der Vielzahl der

Produkte und deren sehr breitem R-Werte-Bereich nicht moglich.

Um die bei den Syntheseversuchen in der Schmelze beobachtete Zersetzung der
Edukte zu vermeiden, wurde eine Mischung aus dem Monochlortriazin 6 und 10 A-
quivalenten Tyramin-Hydrochlorid in einem Gemisch aus DMSO und Tributylamin in
ein dickwandiges Reagensglas eingeschmolzen und 17 Stunden lang auf 110 °C

erhitzt. Hier konnte keines der erwinschten Produkte erhalten werden.

Als weitere Variation der Synthesefiihrung wahlte man Tripropyl- und Tributylamin
als Base aus, die gleichzeitig auch als Ldsungsvermittler flir die eingesetzten
Spacermolektle dienten. Dabei wurde auch weiterhin DMSO / DMF als Losungsmit-
tel benutzt. Da sich hier die Basen nahezu nicht mit dem Ldsungsmittel mischen,
wurde mit Toluol eine dritte Komponente hinzugeflgt, in der sich sowohl DMSO als
auch die Amine I6sen. Pro Gramm Blankophor-Vorstufe wurden dem Reaktionsge-
misch 20 mg Tetrahexylamonium-lodid zugefugt, dessen lodid-lon in der bekannten
Weise durch nucleophile Katalyse die Substitution am Triazinring beschleunigen soll-
te. Die Reaktionen wurden in der Siedehitze der Reaktionsmischung durchgefuhrt,
brachten aber im Bezug auf die Menge und die Anzahl der entstandenen Produkte

keine Verbesserung zu den vorher durchgefuhrten Experimenten.

3.4.3 Syntheseversuche an Harzen

Die Trennung der innerhalb dieser Arbeit erhaltenen Produkte soll dadurch erleichtert
werden, dal} eines der Edukte an einem Trager gebunden vorliegt. Hierzu bendtigte
man ein Harz, dessen Oberflache mdglichst vollstandig zuganglich ist und welches
Gruppen tragt, die einen Anknupfungspunkt flr die zu verwendenden Linker bereit-
stellen. Aus dem Bereich der Peptid- und RNA- / DNA-Synthese ist eine Reihe von
speziellen Harzen und Linkersystemen bekannt, die zum Teil auch kommerziell er-
haltlich sind. Sie sind teuer, wenn auch theoretisch wiederverwendbar. Eine Alterna-
tive dazu wurde mit dem folgenden Syntheseversuch Uberprift, bei dem der stark

saure lonenaustauscher Amberlyst 15 Verwendung fand.
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Amberlyst 15 ist ein makropordses Harz, welches seine Austauscherfahigkeiten Gber
an das Harz gebundene Sulfonsauregruppen erhalt. Es ist in walrigen und beson-
ders auch in nicht walirigen Losungsmittelsystemen einsetzbar. Dieses Harz wurde
nach der Ublichen Methode mit Thionylchlorid / DMF in die Sulfonsaurechloridform
ubergefuhrt und anschlieRend jeweils zweimal mit Toluol, einmal mit Benzol Uber-

schichtet und zum Sieden erhitzt, um das restliche Thiolylchlorid zu entfernen.

Bei der anschlieBenden Umsetzung mit 1,6-Diaminohexan zu den entsprechenden

Sulfonsaureamiden waren grundsatzlich zwei Wege denkbar:
1) Beide Aminogruppen des Linkermolekils reagieren mit dem Sulfonsaurechlorid
2) Nur eine Aminogruppe des Linkermolekils reagiert mit dem Sulfonsaurechlorid

Im stark basischen Milieu wird sicherlich Variante 1) begulnstigt. Im nur schwach ba-
sischen bis neutralen Bereich wird die zweite Variante begunstigt sein, da hier die
eine Aminogruppe des Linkers als Nucleophil und die andere als Base an der Reak-

tion beteiligt sein wird.

Hohe Konzentrationen des Diaminohexans begunstigen aus statistischen Grinden
zwar einerseits die Reaktion nur einer Aminogruppe, erhdhen aber andererseits den
pH-Wert. Fiir geringe Konzentrationen kénnen entsprechende Uberlegungen ange-
stellt werden. Man entschied sich fur eine geringe Konzentration an Diaminohexan,
da im Harz sicherlich keine Reaktionsbedingungen wie in normalen Losungen vor-
auszusetzen sind und daher die Konzentration der Losung nicht mit der Konzentrati-

on in den Poren des Harzes gleichgesetzt werden kann.

Entsprechend den 1.6 val/ml und einer Dichte des trockenen, noch nicht in das Sul-
fonsaurechlorid tberfihrten Harzes von 0.6 g/ml wurden 2.7 mmol Diaminohexan pro
Gramm Harz eingesetzt, die in Wasser als Losungsmittel langsam so zugesetzt wur-
den, dal} die Reaktionsldsung immer schwach basisch blieb. Nach beendeter Zuga-
be wurde noch eine halbe Stunde weiter zum Sieden erhitzt und anschliel3end drei-

mal mit Wasser ausgekocht.
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Da Sulfonsaureamide gegen basische Hydrolyse stabil sind, konnte der Kopplungs-
schritt an das Blankophor-Vorprodukt (6) wie Ublich im Basischen durchgefuhrt wer-

den.

Die Reaktion wurde in drei veschiedenen Losungsmittel / Base-Systemen jeweils bei
Siedehitze durchgeflihrt. In Wasser / 0.1 mol Natriumhydroxid-Lésung bzw. DMSO /
Triethylamin wurde nach der Zugabe des Chlortriazin-Derivates die entsprechende
Base langsam so zugegeben, dal} die Losung bzw. bei DMSO eine mit Wasser ver-
dinnte Probe der Reaktionslésung basisch reagierte. In diesem Losungsmittel kam
die Reaktion jedoch sehr schnell zum Erliegen. Bei dem Lésungsmittel-Base-System
DMSO / Pyridin 1:1 wurde das Chlortriazin-Derivat innerhalb einer halben Stunde
zugegeben. Jedoch bildete sich hier fast augenblicklich nach der Zugabe des Farb-

stoffes ein tief orangefarbener Schleim um das Harz, der sich nicht mehr I6sen liel3.

Die Harze der ersten beiden Ansatze wurden anschliel3end von den Lésungen abfilt-

riert und funfmal mit Wasser ausgekocht.

Fir die Trennung der Sulfonamide vom Harz wurde in konzentrierter Salzsaure zum
Sieden erhitzt. Da die Produkte bei diesen Bedingungen aber unléslich sind, mulite
abwechselnd mit Saure und zum Herausldsen der Produkte mit Natronlauge gearbei-
tet werden. Bis die erhaltenen Losungen nicht mehr fluoreszierten, vergingen bei
dieser Prozedur drei Tage. Man erhielt eine im UV (366 nm) maRig fluoreszierende
Ldsung, die nur Spuren einer nicht identifizierbaren Verbindung enthielt. Die Interpre-
tation dieser Beobachtung kann zwei Aspekte aufgreifen. Zum einen kann die An-
fangsentscheidung, nur zur aktivierbaren Sulfonsaure aquivalente Mengen Diamin
eingesetzt zu haben, falsch gewesen sein. Zum anderen kann ein Produkt, so es
entstanden sein sollte, durch den lange dauernden Kontakt mit alkalischer Losung
hydrolytisch zersetzt worden sein. In einer Abwandlung dieses Experimentes wurde
bei halber Harzmasse aber gleicher Masse Diamin ebenfalls keine dem Zielmoleklil

entsprechende Substanz isoliert.
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3.5 HSCCC

3.5.1 Einfuhrung

Das Trennprinzip der HSCCC (High Speed Counter Current Chromatographie) be-
ruht auf der unterschiedlichen Verteilung verschiedener Substanzen in den beiden
Phasen eines zweiphasigen Loésungsmittelsystemes. Solche Verteilungsgleichge-
wichte werden apparativ in Craig-Apparaturen und im Labor standardmafig beim
sogenannten Ausschutteln im Scheidetrichter ausgenutzt. In einer Counter Current
Chromatographie-Apparatur ist ein beidseitig offener Schlauch in der Form einer ar-
chimedischen Schraube gewickelt und zusammen mit einem variablen Gegenge-
wicht drehbar auf einem exzentrisch gelagerten Rotorteller befestigt. Die Lange des
als Coil bezeichneten, eng gewickelten Teflonschlauches betragt Ublicherweise eini-
ge 10 bis zu 150 Meter. Bei dem hier benutzten Gerat sind mehrere unterschiedlich
lange Schlauche gleichzeitig auf eine Spule gewickelt worden. Sie kénnen einzeln
benutzt, aber auch zusammengeschlossen werden. Dadurch kann das nutzbare Vo-
lumen und damit die maximal bei einer Trennung zu bearbeitende Substanzmenge

auf einfache Weise variiert werden.

Tab. 3: HSCCC-Coil-Volumen und empfohlene maximale Probenmengen

Coil-Volumen [ml] |15 80 230 1325 [400

Maximale Proben-|20 100 |500 {1000 | 2000

menge [mg]

Von einem Motor angetrieben, wird der Schlauch, im Ubertragenen Sinne die Trenn-
saule, um die zentrale Achse des Tellers gedreht und rotiert synchron planetenartig
um die eigene Achse. Wird die Saule mit einer FlUssigkeit geflllt, wandert sie nun
entsprechend dem Prinzip der archimedischen Schraube zum ,Kopfende®. Wird die
Saule mit zwei FlUssigkeiten geflllt, die ein stabiles Zweiphasensystem ausbilden

und ist die Saule am Schwanzende verschlossen, so reichert sich die leichtere Pha-
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se am ,Kopfende“ an. Die schwerere Phase konzentriert sich am ,Schwanzende®.
Dieser Effekt wird durch die Unterschiede der Dichten beider Phasen hervorgerufen.
Die Geschwindigkeit seines Auftretens wird maf3geblich durch Parameter wie Visko-
sitat und Grenzflachenspannung beeinfludt. Dieser Effekt kann auch beim ,Ausschit-
teln® im  Scheidetrichter beobachtet werden: Wahrend sich manche
Lésungsmittelsysteme fast augenblicklich entmischen, missen andere Uber Stunden
ruhen. Als Trennmedium wird ein Zweiphasengemisch ausgewahlt, in dem die zu
trennenden  Substanzen moglichst unterschiedliche Verteilungskoeffizienten

aufweisen.
Bei HSCCC-Apparaten ist die Spule nicht verschlossen. Das Auslaufen der Flissig-

keit wird dadurch verhindert, dass standig vom Schwanzende Flissigkeit nachge-
pumpt wird. Bei entmischten Phasen, auch in einer normalen archimedischen
Schraube, wurde diese gegenlaufige Bewegung beider Phasen wegen der geringen
Grenzflache nur einen ebenfalls geringen Trenneffekt bewirken. Durch die oben an-
gedeutete exzentrische Lagerung der Saulenwicklung rotiert die Spule jedoch nicht
nur um die zentrale Achse des Tellers, sondern bei jeder Umdrehung um die Zenta-
lachse ebenfalls auch einmal um die eigene Achse. Bei jeder Rotation ist jedes
Schlauchsegment daher einmal nahezu im Zentrum und einmal am auf3eren Rand
dieses planetoiden Systems. Durch die somit stdndig wechselnde Lage im
zentrifugalen Kraftfeld wirken daher auf ein bestimmtes Schlauchsegment ebenfalls
standig wechselnde Gravitationskrafte. Bei kleinen g-Kraften flieBen die beiden
Phasen langsam aneinander vorbei, wahrend sich bei hohen g-Kraften hohe lokale
Stromungsgeschwindigkeiten mit starken Turbulenzen ergeben. Auf diese Weise
wird das gesamte Losungsmittelvolumen in Abhangigkeit der Rotordrehzahl 850-

1200 mal in der Minute gemischt und wieder entmischt.

Tab. 4 : HSCCC-Coil-Volumen und empfohlene Umdrehungszahlen.

Coil-Volumen in|15 80 230|325 |400

ml

Drehzahl  maxi-| 1200 | 1000 | 950 |900 |850

mal in U /min
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Im apparativen Verfahren lalt sich die Trennleistung dadurch steigern, da man
standig vom “Schwanzende” her diejenige Phase (A) nachliefert, die normalerweise
das “Kopfende” verlassen wurde. Wird diese Pumprate der Dichte und damit der
Austrittsbestrebung der anderen Komponente (B) angepaldt, verbleiben Uber 80 %
der Phase B als stationare Phase in der Spule. Phase A wird fortwahrend durch fri-
sches Medium ersetzt. Im Idealfall verteilen sich die Komponenten der zu trennenden
Probe perlenschnurartig entlang der Schlauchlange. Um sie von der Saule zu eluie-
ren, gibt es zwei Varianten: Lallt man den Rotor und den ZufluR® weiter laufen, wer-
den die Substanzen abhangig von ihrer Loslichkeit in der mobilen Phase A nach und
nach das Kopfende erreichen. Schaltet man den Rotor ab, 1alt sich die gesamte
Saulenfullung inklusive stationarer Phase verdrangen und fraktionieren. Bei ausrei-
chend vorangeschrittener Trennung ist die zweite Variante wesentlich schneller und

kosteneffektiver.

3.5.2 Lésungsmittelauswahl und Trennversuche

Die zur Trennung verwendeten Losungsmittelsysteme werden zunachst so ausge-
wahlt, dal® entweder fur die rein zu erhaltene Substanz oder aber mindestens eine
der abzutrennenden Substanzen das beste Losungmittel gesucht wird. Danach wird
ein weniger polares und starker polares Losungsmittel ausgewahlt. Stehen flr ein
Losungsmittelsystem genauere Angaben uUber dessen Temperaturstabilitat zur Ver-
fligung, kann dem oben angesprochenen System systematischer begegnet werden.
Man kann nun eine temperaturstabile Zusammensetzung wahlen und gleichzeitig
einen weiteren Parameter beeinflussen. Je nachdem, ob eine Nebenkomponente
abgetrennt oder aber die Hauptkomponente gereinigt in der Trennschleife zurick-
bleiben soll, kann innerhalb des genauer bekannten, stabilen Zwei-Phasen-
Bereiches eine Losungsmittelzusammensetzung gewahlt werden, die einen beson-

ders hohen Anteil von einem der drei (oder vier) Losungsmittelkomponenten enthalt.

Um sich fur ein Losungsmittelgemisch bzw. fir ein zwei Phasen bildendes Ldsungs-
mittelsystem zu entscheiden, muRten mehrere Uberlegungen nachvollzogen werden.
AulBer in basischen walrigen Losungsmitteln sind die zu untersuchenden Substan-

zen kaum I6slich. Ausnahmen stellen DMSO und in der Hitze DMF dar. Man ging
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also von diesem ,besten Losungsmittel* Wasser aus und suchte nach weiteren L6-
sungsmitteln, die in der Lage sind, ein ausreichendes, aber nicht zu extremes Vertei-
lungsverhaltnis der Probensubstanz zu gewahrleisten. Hilfreich war eine Arbeit von
Foucault und Chevolot, in der ein systematischer Zugang zu solchen Lésungsmittel-

systemen beschrieben wird[?m]. FUr ansonsten schwer |0sliche Verbindungen wird in

diesem Artikel ein sogenanntes Typ 0 System aus Wasser, DMSO und THF vorge-
schlagen (WDT-System). Obwohl Mischungen von jeweils nur zwei dieser Kompo-
nenten keine zwei Phasen ausbilden, liegt mit der oben angegebenen Mischung ein

in weiten Temperaturbereichen stabiles Zwei-Phasen-System vor.

Aus einem Phasendiagramm konnten diejenigen Losungsmittelgemisch-Verhaltnisse
abgelesen werden, die sich in einem Zwei-Phasen-Gebiet befinden. Da sich zu Be-
ginn des Trennvorganges die Verhaltnisse im Losungsmittelsystem durch das soge-
nannte Bluten etwas verandern, wahlte man ein Verhaltnis, das auch unter Beruck-
sichtigung des Verlustes eines Teils einer der Systemkomponenten noch im Zwei-
Phasen-Bereich liegt. Das hier verwendete System bestand aus Wasser, DMSO und
THF im Verhaltnis 24.6 : 16.2 : 59.2.

Wahrend des Trennvorganges kann es besonders bei Flussigkeiten niedriger Visko-
sitat zu einer Erwarmung kommen. Dadurch bleibt ein nur sehr kleines Zwei-Phasen-
Gebiet mdglicherweise bei den Bedingungen des Trennvorganges nicht stabil. Die
entsprechenden Phasendiagramme sind in der Regel fur eine Temperatur von 20 °C
oder 25 °C angegeben. Bei hdheren Temperaturen kann das fur die Trennung not-
wendige Zwei-Phasen-Gebiet schnell sehr klein werden oder ganz zusammenbre-

chen.

Um eine LOsungsmittelphase als mobile oder auch stationare Phase festzulegen,
bediente man sich der sogenannten Pfeiffer’'schen Gleichung, die aus der Konstruk-
tion der HSCCC-Apparatur, insbesondere aus der Wicklungsrichtung der Coil und

der Drehrichtung des Rotors abgeleitet werden kann:
Leichtere Phase = mobile Phase und Pumprichtung: TAIL nach HEAD

erfordert die Drehrichtung FOREWARD
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Die Pumprichtung TAIL nach HEAD ist naturlich festgelegt. Dabei ist an dem hier
verwendeten Gerat der Einlall der Coil, also die Seite der Probenschleife und der
Pumpe schwarz markiert und mit TAIL benannt. Entsprechend ist der Auslal} der
Coil, also die Seite die zum Fraktionssammler fuhrt, rot markiert und mit HEAD be-

nannt.

Soll nun die schwerere Phase als mobile Phase genutzt werden, ist entsprechend
der Pfeiffer'schen Gleichung die Drehrichtung des Rotors von FOREWARD auf
BACKWARD umzustellen.

Ist ein bestimmtes FlieBmittelsystem ausgewahlt worden, werden die Losungsmittel
im ausgewahlten Verhaltnis in einen Scheidetrichter Gbergfuhrt und durch intensives
Schutteln ineinander gesattigt. Man 1aRt das Losungsmittelgemisch im geschlosse-
nen Scheidetrichter stehen, bis sich die beiden Phasen vollstandig entmischt haben.
Falls man noch nicht untersuchte Losungsmittelsysteme testet, liefert die Geschwin-
digkeit der Phasentrennung an dieser Stelle schon erste Hinweise zur Stabilitat des

Zwei-Phasen-Gebietes.

Nachdem sich die beiden Phasen im Scheidetrichter getrennt haben, werden sie in
zwei unterschiedliche Gefalle Ubergfuhrt und gegebenenfalls entgast. Bei niedrig
siedenden und leicht flichtigen Lésungsmitteln ist darauf zu achten, dafd sich hierbei
die Phasenzusammensetzung durch eine Erwarmung im Ultraschallbad oder durch

angelegtes leichtes Vakuum nicht stark verandert.

Die untere, schwerere Phase enthdlt Wasser, DMSO und THF im Verhaltnis
42.9:28.6:28.5. Die Verteilung in der oberen, leichteren Phase wird mit 6.2:3.8:90.0
angegeben. Diese Werte sind fur die weitere Vorgehensweise von erheblicher Be-
deutung. Die Proben sollen bei der HSCCC moglichst in der mobilen Phase gelost
werden. Wegen der besseren Loslichkeit der Proben in Wasser und DMSO wurden
die Substanzen in der unteren, schwereren Phase geldst. Entsprechend der soge-
nannten Pfeiffer’'schen Gleichung wurde deshalb die Drehrichtung der Apparatur auf
.packward® eingestellt. Rohprodukte des Tyramin- und des PEG600-Derivates des
Tetrasulfonates wurde bei einer Flufdrate von 1.5 ml/min HSCCC-Trennungen unter-

zogen. Die Polyethylenglykolprobe war nach 4.5 Stunden auf das gesamte Coilvolu-
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men verteilt worden, ist aber nicht getrennt worden. Man konnte eine Separation der
Rohprodukte aus der Synthese des Tyraminderivates 41 in drei Fraktionen erzielen.
Die tyraminderivathaltigen Fraktionen enthielten jedoch noch mehrere Substanzen,

die auch durch HPLC nicht weiter getrennt werden konnten.

Um die Loslichkeitsunterschiede des Tyraminderivates 41 in den beiden Phasen zu
verstarken, wurde diese Substanz nunmehr nicht als deren Natriumsalz, sondern als
Tetrabutylammoniumsalz eingesetzt. Dazu wurde Tetrabutylammoniumhyroxid-
Ldsung mit dem als Sulfonsaure gefallten Rohprodukt des Tyraminderivates 41 zu
dessen Tetrabutylamoniumsalz umgesetzt. Das sirupartige, nicht kristallisierbare
Produkt fluoreszierte schon im Tageslicht blauviolett und war nach wie vor gut was-
serloslich. Die erwartete bessere Trennung der Produkte im Vergleich zu den als Ka-

liumsalz vorliegenden Produkten liel3 sich jedoch nicht bestatigen.

Um eine verstarkt unterschiedliche Verteilung in den verschiedenen Phasen zu errei-
chen, kann noch ein weiterer Weg beschritten werden. Bei der Trennung mit der
HSCCC kann die Loslichkeit der Substanzen in den beiden L&sungsmittelphasen
variiert werden, indem unterschiedliche pH-Werte der Losungsmittel eingestellt oder
verschiedene Gegenionen angeboten werden. Die Modulation des pH-Wertes wird
als pH-refining bezeichnet. Da bei den hier bearbeiteten Substanzen sowohl basi-
sche (NH-und NHy-Gruppen) als auch saure (Sulfonsaure- und Carbonsauregrup-
pen) vorhanden sind, wurde das Rohprodukt vom Tyraminderivat 41 in Losungsmit-
telgemischen mit unterschiedlichen pH-Werten einer HSCCC-Trennung unterworfen.
Dazu wurde das WDT-System statt mit Wasser mit 0.1proz. TFA, mit Phosphatpuffer
pH 7.1 und mit Boratpuffer pH 8.2 hergestellt. Die Verwendung von phosphatpuffer-
haltigem WDT-System brachte keine Veranderung, fuhrte also nach wie vor lediglich
zu einer sehr eingeschrankten Trennung der Rohproduktkomponenten. Bei der Ver-
wendung von TFA- und boratpufferhaltigen Systemen konnte nahezu keine Tren-
nung mehr beobachtet werden. Die Variation des pH-Wertes zeigte also tatsachlich
Auswirkungen auf die Trennleistung der HSCCC, allerdings brachte sie eine Ver-
schlechterung und keine Verbesserung mit sich. Der Grund fur diese Beobachtungen
ist in dem Loslichkeitsverhalten der Testsubstanz zu suchen. Bei gesteigerter LOs-

lichkeit (pH 8.2) und bei deutlich reduzierter Loslichkeit durch Zusatz von 0.1proz.
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TFA gleichen sich die Verteilungskoeffizienten in beiden Phasen offenbar sehr stark
an. Nur in neutralem oder nahezu neutralem Milieu konnen geringe Unterschiede der
Verteilungskoeffizienten der Produkte und Nebenprodukte registriert werden. Dieses
Ergebnis ist im Hinblick auf die Reinigung negativ, macht andererseits aber die posi-
tiven Eigenschaften der Tyraminderivates deutlich. Eine wesentliche Forderung an
dieses Derivat war die gute Ldslichkeit im Hinblick auf seine Anwendung als Radio-
diagnostikum. Diese Forderung wird offenbar sehr gut erfiillt, da auch drastische An-
derungen der Losungsmittelzusammensetzung bei nahezu neutralen, zumindest
teilweise walrigen Systemen nur geringe Auswirkungen auf die Ldslichkeit des Pro-

duktes haben.

3.6 Elektrophorese

Polyacrylamid-Gele (PAA-Gele) als Matrix fur elektrophoretische Trennungen zu nut-
zen, geht auf Arbeiten von Raymond et. al. aus den Jahren 1959/1960 zuriick?2%#2T,
Wahrend Agarose-Gele oder Mischgele aus PAA/Agarose fur Trennungen von Mole-
kiillen mit Molmassen von 10° bis 5 - 10" D empfehlenswert sind, ist fir die E-
lektrophorese von Molekiilen im Molekulargewichtsbereich von 10° bis 10° D die

Trennung in PAA-Gelen anzustreben.

Neben der Auswahl des Trenngeles bietet die Elektrophorese eine grolde Bandbreite
weiterer Variationsmaglichkeiten. Die Trennung kann in Kapillaren, Réhrchen oder
Rohren unterschiedlicher Langen und Durchmesser durchgeflhrt werden. Bei die-
sem Aufbau kann pro Lauf nur eine Reaktionsmischung untersucht werden. Zudem
wird bei groReren Querschnitten durch die erschwerte Kuhlung sowohl eine gleich-
mafige Polymerisation der Gele als auch die eigentliche Trennung bei den dann no-
tigen héheren Stromstarken aufwendiger. Geht man von réhrenférmigen auf platten-
bzw. trogférmige Gele Uber, sind diese Probleme leichter zu 16sen. Zudem kdnnen
dann mehrere Proben gleichzeitig nebeneinander bearbeitet werden. Die plattenfor-
migen Gele kdnnen dartberhinaus leicht in mehreren Schichten als Gradientengele
hergestellt werden. So kann eine erste sehr gering konzentrierte Schicht das Ein-
dringen der Substanzgemische in das Gel erleichtern. In dieser Schicht befinden sich

auch die Taschen, in welche die Proben eingetragen werden. Eine zweite, sehr dun-
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ne aber hoch konzentrierte Schicht fungiert danach als Konzentrierungszone, die bei
stark verdinnten Probeldésungen einen einheitlichen Startpunkt der eigentlichen
Trennung und somit eine Bandenscharfung ermoglicht. Die Eigenschaften des darauf
folgenden grofRten Teils des Trenngels wird entsprechend den individuellen Anforde-

rungen angepaldt.

Neben diesen Variationen im Detail kann auch nach dem Ziel der Elektrophorese
zwischen analytischer und praparativer Trennung unterschieden werden. Nachdem
die ersten Probensubstanzen dem Ende des Gels nahe gekommen sind, wird der
Elektrophoreselauf tblicherweise abgebrochen. In der Proteinanalytik folgt dann oft-
mals eine Farbeprozedur. Stattdessen kann aber auch eine eluierende Elektrophore-
se angeschlossen werden. Dazu werden diejenigen Gelabschnitte, in denen sich die
zu isolierenden Substanzen befinden, aus dem Gelbett herausgeschnitten. Man U-
berfuhrt diese Abschnitte in einen Puffertrog, der durch unterschiedlich dimensionier-
te Membranfilter kaskadenartig in Fallen flr Moleklle unterschiedlicher Molekuldi-
mensionen unterteilt ist. Nach der Theorie wandern die Substanzen im elektrischen
Feld aus dem Gel heraus und konnen entsprechend den cut-off’s der Membranfil-
termatices aus den jeweiligen Kaskaden abpipettiert werden. Unterscheiden sich die
zu eluierenden Substanzen erheblich in ihrer Molekilmasse, Grofle oder Ladung,
kdnnen gegebenenfalls auch zeitlich differenziert, verschiedene Substanzen aus den

Fallen gewonnen werden.
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Abb. 16 : Schema einer Kammer zur eluierenden Elektrophorese.

Ist ein derartiges, zweistufiges Trennverfahren geplant, wird man Ublicherweise grof3
dimensionierte Gele mit Dicken von 10 mm aufwarts benutzen, um entsprechend
grolde Substanzmengen auftragen zu kdénnen. Um Diffusionseffekte zu vermeiden
und gleichzeitig den Zeitaufwand zu minimieren, wird man bei diesen Gelen mit gro-
Rem Querschnitt versucht sein, recht hohe Spannungen anzulegen. Dem steht aber
die notwendige Kiuhlung entgegen. Resultat sind oft sehr lange Laufzeiten der Tren-
nungen. Aus diesem Grund mufl} anders als bei 3 mm diannen Gelen mit entspre-
chend kurzen Laufzeiten bei Gelen ab 10 mm flr eine stete Umwalzung und Erneue-

rung des Puffers gesorgt werden.

Um die grundsatzliche Anwendbarkeit der Elektrophoretischen Trennung der in die-
ser Arbeit erhaltenen Substanzgemische an Acrylamid-Gelen zu testen, wurden zu-
erst mit einem Standardgel Testelekrophoresen mit Rohprodukten aus der Synthese
des Tyraminderivates 41 durchgefiihrt. Bei einer Lange des Gels von nur 4 cm waren
am Ende der Elektrophorese zwei nur leicht Uberlappende fluoreszierende Zonen im
Gel sichtbar. Ein Schema der samt Miniaturstativ nur handtellergro3en Apparatur ist

unten abgebildet.
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Abb. 16 : Schema der Miniatur-Elekrophorese

Daraufhin wurden Standardgele mit Phosphatpuffer pH 7.1 hergestellt. Die in die

Probenkammern des Geles eingebrachten Proben setzten sich jedoch zum groften
Teil auf der Geloberflache ab und drangen nur sehr langsam in das Gel ein. Daher
wurden keine mit der Kapillarmethode vergleichbaren Ergebnisse erzielt. So wurden
im weiteren Verlauf Gele gegossen, die im Bereich der Probentaschen eine geringe-
re Gelbildnerkonzentration aufwiesen als im Ubrigen Gel. Durch diese Konzentrie-
rungszone sollte zum einen ein Eindringen der Proben in das Gel erleichtert und zum
anderen eine scharfere Trennung der Banden erzielt werden. Da die Ergebnisse un-
befriedigend waren, wurden die Proben in geringerer Konzentration eingesetzt. Den-
noch waren die fluoreszierenden Banden sehr verschwommen. Der Grund war nach
wie vor, dal® die Proben an der Grenzflache Puffer/Gel ausfielen und daher Uber ei-

nen langeren Zeitraum in das Gel abgegeben wurden.

Um die Ldslichkeit der Proben zu erhdhen und so ein rascheres Eindringen in das
Trennmaterial zu ermoglichen, wurden nun Standardgele mit Boratpuffer pH 8.2 ge-
gossen. Die Proben blieben unter diesen Bedingungen in Losung und drangen leicht

in die Gele ein, doch war auch hier die Trennleistungen unbefriedigend.
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Um die Trennleistung weiter zu verbessern wurden nun Gele gegossen, die einen
sehr viel hdheren Gehalt an Gelbildner aufwiesen. Ansatzpunkt daftr war, dafl® sehr
dichte Gele, hergestellt aus hoch konzentrierten Monomerlosungen, zwar eine Uber-
proportional hohe Laufzeit erfordern konnten, aber moglicherweise wesentliche Ver-
besserungen bei der Trennleistung erbringen. Insbesondere das Verhaltnis von AA
und BIS wurden aber beibehalten, da sich so ein optimaler Vernetzungsgrad und
dadurch allgemein die beste Trennleistung bei minimalem Einsatz der Monomere
ergibt. Veranderungen wurden bei den Konzentrationen der Monomerlésungen und

des Puffers vorgenommen.

Sowohl zum Gielden der Gele als auch zur Fullung des Puffer-Reservoirs wurde nun
mit Puffer gearbeitet, deren Konzentration auf die Halfte der vorherigen reduziert
war. Dafur sprachen mehrere Grunde. Eine geringer konzentrierte Elektrolyt-Losung
weist eine ebenfalls geringere lonenstarke auf. So wird die zu trennende Substanz
starker zum Trager des Ladungsflusses, was die Wanderungsgeschwindigkeit der
Substanzen erhdht. Weiterhin kann bei gleicher Spannung eine im Vergleich zur
Verwendung hoch konzentrierter Pufferldsungen eine entsprechend niedrigere
Stromstarke gemessen werden. Dadurch kann einer zu starken Erwarmung der Gele
wesentlich sicherer entgegengewirkt und eine RiRbildung innerhalb des Gels verhin-
dert werden. Im weiteren Verlauf wurde die Pufferkonzentration auf bis 1/10 der
Standard-Konzentration abgesenkt. Nach erfolgversprechenden Resultaten an
Testgelen von 3 mm Dicke wurden Gele fur den praparativen Einsatz mit 10 mm Di-
cke gegossen, die jeweils mit Pufferumlauf und einer Stromstarke von 100 mA an bis
zu 300 V (3 mm) und bis zu 120 V (10 mm) verwendet wurden. Die Formulierung ,bis
zu“ ergibt sich daraus, dal unabhangig von der angelegten Spannung die angestreb-
te Stromstarke das limitierende Parameter ist. Die ersten fluoreszierenden Zonen
kamen bei diesen Bedingungen nach 14 bis 17 Stunden in die Nahe des der Startzo-
ne gegenuberliegenden Randes des Trenngeles. Anders als z. B. in der Proteinana-
lytik Gblich, wurde kein zusatzlicher Marker-Farbstoff eingesetzt, da unter UV-Licht

die Wanderung der Proben gut kontrolliert werden konnte.

In der Elutionsapparatur konnten die fluoreszierenden Bestandteile zwar vollstandig

aus den ausgewahlten Gelstreifen herausgelost werden, das Ergebnis der E-
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lektrophorese war insgesamt jedoch ungenugend. Ein Vergleich der Dunnschichtch-
romatogramme des Rohproduktes mit den nach der Elektrophorese erhaltenen Sub-
stanzen zeigte, dal} lediglich diejenigen Substanzen fehlten, die einen R-Wert unter

0.22 hatten. Die Ubrigen Banden konnten unverandert wiedergefunden werden.

3.7 Vortests zur Bindungsfahigkeit

Alle Produkte, deren Aufbau in dieser Arbeit untersucht wurden, sind nach der Aufar-
beitung auf ihre grundsatzliche Eignung fur die angestrebten diagnostischen und the-
rapeutischen Zwecke Uberpruft worden, indem deren Bindungsfahigkeit an Chitin aus
Krabbenpanzern und vorher nicht mit optischen Aufhellern behandelte Cellulose (Fil-
terpapier) beobachtet wurde. Dazu gab man Ldsungen der Substanzen zu einige
Minuten in Wasser eingelegtem Chitin. Im UV-Licht betrachtet zeigte sich in allen
Ldsungen eine starke Fluoreszenz im blauweilden bis griinblauen Bereich. Die Farb-
stoff-Lédsungen wurden eine halbe Stunde ohne Bestrahlung stehen gelassen und
erneut im UV-Licht betrachtet. Dabei konnte eine besonders starke Leuchtkraft im
blauweil’en bis blauvioletten Bereich an den Kérnern des Chitins festgestellt werden,
wahrend sich gleichzeitig innerhalb der Einwirkdauer die Fluoreszenz der Losung
stark verringert hatte. Von gleichartig hergestellten Losungen wurde jeweils ein Trop-
fen ringformig auf ein Filterpapier gegeben. In die Mitte des Papieres gab man eine
aquivalente Losung der als Edukt eingesetzten Diaminostilbendisulfonsaure 8 und
betrachtete das getrocknete Papier im UV-Licht (360 nm), wobei an den praparierten
Stellen intensives Leuchten erkennbar war. Auch als das Papier einige Minuten mit

Wasser gespult wurde, war die Fluoreszenzintensitat kaum verandert.

Wahrend sich die Flavonsaure nach einer halben Stunde unter UV-Bestrahlung
schon deutlich braun verfarbt hat, also einer trans/cis-lsomerisierung unterlag, trat
dieser Effekt bei den anderen Substanzen gar nicht auf. Diese Beobachtungen sind
ein Indiz dafur, dal3 die beschriebenen Substanzen die erforderliche Bindungsfahig-
keit an Chitin und Cellulose besitzen und, wie es von anderen Verbindungen glei-
chen Typs bekannt ist, durch diese Bindung vor der Photoisomerisierung geschutzt

sind.
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4. Spezifische Detektion systemischer Mykosen

4.1 Einfihrung

Bei Patienten mit uncharakteristischer Symptomatik ist haufig auch der Verdacht auf
eine systemische Mykose zu klaren. Nur so kann eine erfolgreiche Behandlung ein-
geleitet werden. Grundlage der Untersuchungen kdnnen bislang sowohl Gewebepro-

ben als auch Sekrete des Respirationstraktes sein.

Eine positive Farbereaktion mit 3b gibt flr diese wichtige Aufgabe wertvolle Ent-
scheidungshilfen. Allerdings ermdglicht ein solcher Test nur die einfache Ja/Nein-
Aussage, ob eine Mykose vorliegt oder nicht. Art und Umfang der Besiedelung und
insbesondere eine genaue Eingrenzung des oder der Infektionsherde sind bisher nur
post mortem moglich gewesen. Die Computertomographie (CT) findet in diesem Feld
zweifellos ein sinnvolles Einsatzgebiet. Leider sind besonders aussagekraftige Abbil-

dungen auch durch die CT erst bei fortgeschrittener Krankheit erhaltlich.

Um eine erfolgreiche Therapie systemischer Mykosen einleiten zu kdnnen, missen
die anzuwendenden diagnostischen Verfahren viele Anforderungen erfillen. Sie
mussen in der Lage sein, die Erreger mit hoher Sensitivitdt und gleichzeitg hoher
Spezifitat zu erkennen. Ist ein Patient immunsupprimiert, geht die Sensitivitat ver-
schiedener Methoden aber zurick. Da sich Mykosen der inneren Organe gerade bei
dieser Patientengruppe besonders rasch ausbreiten kdnnen, muf® die Detektion von
Pilzelementen schon sehr frih mdglich sein. Die zur Zeit benutzten bildgebenden
Verfahren sind hierzu kaum in der Lage. Meist werden systemische Mykosen unab-
hangig von dem oder den befallenen Organen therapiert. Soll jedoch, ahnlich wie bei
der Krebstherapie, eine chirurgische Herdsanierung erfolgen, mufd schon vor diesem
Eingriff der Ausgangspunkt der Erkrankung festgestellt werden kénnen. Die Untersu-

chung von Blut und unterschiedlicher Sekrete laft eine solche Entscheidung nicht zu.

Viele der angesprochenen diagnostischen Verfahren stitzen sich auf aus dem Kor-
per entnommenes Material. Andere nutzen elektromagnetische Strahlungen, deren

Quelle sich ebenfalls auRerhalb des Kdrpes befindet. Dabei werden die verschiede-
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nen Wechselwirkungen der Strahlung mit infiziertem und unbelastetem Gewebe ge-
nutzt. Mit der Einschrankung der sehr friihen Erkennung muf® zur Lésung dieser Pro-
bleme eine der Rontgendiagnistik entsprechende Vorgehensweise in Betracht
gezogen werden, die sich auf die Verwendung von radioopaken positiven Réntgen-
kontrastmitteln stutzt. Sie flllen z. B. Hohlorgane aus und ermdglichen so deren
Untersuchung. Daraus wird aber sofort deutlich, daf sich diese Kontrastmittel fir die
hier angestrebte Nutzung nicht eignen. Sie sind haufig au3erordentlich schwer I6slich
und lassen sich daher weder i.v. noch i.m. verabreichen. In Umkehrung der Anforde-
rung an eine Substanz zur Untersuchung von Magen und Darm im Rontgenkon-
trastmittelverfahren soll sich das Diagnostikum zur Detektion tiefer Mykosen moég-
lichst schnell und vollstandig Uber die Blutgefale in Lunge, Nieren, Leber, Milz und
evtl. auch im Hirn verteilen kdnnen um dort die Pilzzellen zu erreichen. Diese Fahig-
keit haben unter anderem einige iodhaltige aromatische Carbonsauren und Pyridin-
derivate. Um ausreichend hohe Kontraste zu erzielen sind aber Kontrastmittelkon-
zentrationen erforderlich, die allein durch Bindung an die feinen Pilzstrukturen nicht

realisierbar sind.

Im Unterschied zur rdntgenologischen Untersuchung ist es auch mdglich, die von
einer Strahlenquelle im Kdérperinneren abgegebene Strahlung qualitativ und quantita-
tiv zu bestimmen. Dieses Verfahren ist als Autoradiographie bekannt. Bei dieser Me-
thode werden zwei zunachst verschiedene Vorgehensweisen angewendet. Eine Va-
riante nutzt die Anregung der Untersuchungsmaterialien durch Neutronenaktivierung
oder seltener, durch Protonenaktivierung. Sie scheidet als diagnostisches Mittel aus.
Bei der zweiten Variante werden Radionuklide in das zu untersuchende System ein-

gebracht. Die von ihr ausgehende Strahlung wird detektiert.

Nach diesen Uberlegungen lag es nahe, mit radioaktiven Nukliden markierte optische
Aufheller aus der Reihe der Stilbene als spezifische Radiopharmazeutika gleichzeitig
fir die Diagnose und zusatzlich zur genauen &rtlichen Eingrenzung von Pilzinfektio-

nen nutzbar zu machen.

Ein fUr diesen Zweck einsetzbares Nuklid soll sich rasch mit guten Ausbeuten in das
Molekdul einflhren lassen, eine Halbwertszeit besitzen, die dem Zeitaufwand der pra-

parativen Arbeiten angemessen ist, eine ausreichende Strahlungsleistung haben und
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aulBerhalb des Untersuchungsobjektes detektierbar sein. Da o-Strahlung schon
durch sehr dinne Gewebeschichten vollstandig abgeschirmt wird, werden reine o-

Strahler in die folgenden Uberlegungen nicht mit einbezogen.

Bis auf Fluor lassen sich die Halogene (Astat wird hier aus verstandlichen Grinden
nicht berucksichtigt) komfortabel in organische Molekile einfihren. Die Radionuklide
von Chlor und Brom haben zwar teilweise eine erhebliche Strahlungsleistung, weisen
jedoch bis auf eine Ausnahme Halbwertszeiten im Bereich von Milisekunden bis zu
mehreren Stunden auf. Zusammen mit der praparativen Radiohalogenierung kdnnen
sich derartige Experimente und Untersuchungen Uber Tage erstrecken. Die sehr
kurzlebigen Radionuklide des Chlor und Brom sind daher ungeeignet. Mit einer
Halbwertszeit von 300000 Jahren liefert das oben als Ausnahme angedeutete *°Cl
eine zu geringe Strahlungsleistung, um sinnvoll bei der Untersuchung biologischer

Systeme eingesetzt werden zu kénnen.

Wesentlich gunstiger sind die Verhaltnisse bei lod. Sowohl in der Chemie als auch in
der Medizin werden von den Uber dreilRig radioaktiven lod-Isotopen mit Halbwertszei-
ten von 0.65 Sekunden. bis 1.57-10” Jahren insbesondere '#I, '2°|, '] und "I ver-

wendet.

Tab. 5: Eigenschaften einiger lod-Nuklide

Nuklid t, Zerfallsart| Zerfalls- | max. y-Energie | Partikel-Energie
Energie
123 13.1 h E.C. 1.23 MeV | 0.5385 MeV
129 59.9 d E.C. 0.178 MeV | 0.0355 MeV
127) Stabil X X X
29 | 1.5710" a B 0.193 MeV | 0.0396 MeV 0.15 MeV
13 8.05 d B 0.971 MeV | 0.7229 MeV 0.606 MeV

lod ist fir den menschlichen Stoffwechsel unentbehrlich. Der tagliche Bedarf des

Menschen an diesem Spurenelement betragt 0.15 mg. Aus der Physiologie sind mit
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den Schilddriisenhormonen L-Thyroxin (44), Triiodthyronin (45) und deren Vorstufen

Monoiodtyrosin (46) und Diiodtyrosin (47) verschiedene iodhaltige Substanzen be-

kannt.
| I | I
NG NG
HO (@] CH,—CH—COOH HO (@] CH,—CH—COOH
| | |
44 45
I I
H2 H2
HO CH,—CH—COOH HO CH,—CH—COOH
I
47 46

Allen diesen Verbindungen ist die Substruktur  der  4-Hydroxy-

phenylethylaminocarbonsaure Tyrosin (48) gemein.

NH,

|
HO@CHZ—CH—COOH

48

Tyrosin ist in Wasser kaum |8slich, besser in verdinnten Sduren und Laugen. Durch
Decarboxylierung des Tyrosins (48) gelangt man zum Tyramin (24 ). Es ist schon bei
leicht saurem pH-Wert, also unter physiologischen Bedingungen, gut wasserloslich
und leicht unter oxidativen Bedingungen iodierbar und liefert schon bei milden Reak-
tionsbedingungen ausreichend stabile iodierte Derivate. Als Edukt ist es als freie Ba-

se oder in Form seines Hydrochlorids kommerziell erhaltlich.

Inkorporiert werden die Radionuklide des lods genau wie '*I wahrend der Bildung

der Schilddrisenhormone in die Follikelzellen aufgenommen (lodination) und zu e-
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lementarem lod oxidiert. Nachfolgend wird es zur lodierung der Aminosaure Tyrosin
des Thyreoglobulins verwendet (lodisation). Thyreoglobulin ist ein Glycoprotein mit
einer Molmasse von etwa 660000 g/mol, das als Tragermolekul der Thyroid-
Hormone fungiert und etwa 90 % des im Korper gebundenen lods enthalt. Nach we-
nigen Stunden sind ca 90 % des verfigbaren lods bzw. lodids in der Schilddrise
konzentriert. Weil lodid nicht nur ein reaktives Nucleophil sondern ebenfalls eine gute
Abgangsgruppe ist, kdnnen iodhaltige Verbindungen auch unter physiologischen Be-
dingungen lod freisetzen. Wird statt ¥/l ein Radionuklid aufgenommen, kann es im
speichernden Gewebe schnell zu Zellschadigungen und zur Ausbildung von Tumo-
ren kommen. Derartigen Gefahren kann man durch vorherige Gabe von Natriumiodid
aus '?’| begegnen. Eine entsprechende Vorgehensweise wurde auch wahrend des
.Kalten Krieges“ und nach dem Reaktorunfall in Tschernobyl empfohlen, um sich ge-

gen die Speicherung von 'l zu schiitzen.

Kiterien fur die Auswahl der jeweils zu verwendenden Nuklide sind zum Beispiel Art
und Energie der emittierten Strahlung oder die Halbwertszeiten. In der Regel werden
die Radionuklide nicht direkt als Element oder z. B. als lodid eingesetzt, sondern die-
nen zur lodierung anderer Substanzen. In diesen Fallen missen die Halbwertszeit
des verwendeten Isotopes sowie die Dauer der Synthese und die Aufarbeitung der
entstehenden Produkte aufeinander abgestimmt werden. Fur die Strahlungs-
Detektion auBerhalb eines nicht nur mikroskopisch kleinen Testorganismus ist nahe-

liegender Weise ein y-Strahler einem - oder a-Strahler vorzuziehen.

In der Natur findet sich auRer dem stabilen *’lod noch in geringen Mengen das ra-
dioaktive "®°lod. Es entsteht durch Zerfall von ?°U und durch Wechselwirkung kos-
mischer Strahlung mit Xenon in der Atmosphare. Weitaus gro3ere Mengen fallen

aber in Kernkraftwerken an. Es hat eine Halbwertszeit von 1.57-10" Jahren.

Mit einer Halbwertszeit von 13.1 Stunden und einer hohen Strahlungsleistung ist %I

fur medizinische Zwecke sehr gut verwendbar, da es intensive, wirkungsvolle und
zugleich sehr kurze Behandlungen ermdglicht. Fur praparative Arbeiten und Beo-
bachtungen in biologischen Systemen bietet sich '®°| an, das mit einer Halbwertszeit

von knapp sechzig Tagen auch langere Untersuchungen ermdglicht.
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Das lod-Isotop 'l wird ebenfalls in Kernkraftwerken erzeugt. Es hat eine Halbwerts-
zeit von 8.05 Tagen. Bei speziellen Schilddrisenerkrankungen kann es mit sehr gu-
tem Erfolg auch therapeutisch eingesetzt werden. Da es [3- und y-Strahlen relativ ho-

her Energie emittiert, gilt es als besonders gefahrlich.

Insgesamt fiel die Wahl danach auf '?°l und "'l als zu verwendende Tréager der Akti-

vitat.

4.2 Synthese radioaktiv markierter Stilbenderivate

In Bezug auf die schon vorher angesprochene besonders geringe Toxizitat der in
Frage kommenden Stilbenderivate sollte sich auch ein radioaktiv markiertes Blan-
kophor-Derivat besonders flr die parenterale Anwendung zur in vivo-Erkennung und
Lokalisation tiefer Systemmykosen eignen. Durch die Verteilung der Diagnostika U-
ber das Gefaldsystem sollten sich die Herde der Infektionen mit einer solch hohen
Genauigkeit lokalisieren lassen, dal} sie einer chirurgischen Behandlung zuganglich
werden. Das ist gerade deshalb sehr wichtig, da eine isolierte antimykotische Thera-
pie, auch wenn sie gleichzeitig mit Amphotericin B (vorzugsweise als liposomale Zu-
bereitung) und Azolen wie Itraconazol oder Voriconazol durchgefuhrt wird, den leta-

len Ausgang tiefer Systemmykosen oft nicht verhindern kann.

Das hierfur geeignete Stilbenderivat sollte verschiedene Eigenschaften aufweisen:
1) hohe und selektive Affinitat zu -1.3 and B-1.4-Polysacchariden

2) gute Loslichkeit in Wasser

3) rasche lodierbarkeit

Die Diaminostilbendi- bzw. tetrasulfonsauren 3a und 6 erfillen erwiesenermal3en die
Forderung hoher und selektiver Affinitat zu pilzspezifischen Polysasacchariden. Die
Laslichkeit der einzelnen Derivate kann bei sonst gleichen Substituenten erheblich

durch die Anzahl der Sulfonsauregruppen modifiziert werden.

Aufgrund der grof3en Anzahl elektronenziehender Gruppen im Blankophor-Molekdl
reagiert dieses unter den Bedingungen der lodierungsreaktionen selbst nicht und ist

daher nicht zur direkten Radiomarkierung geeignet. Fur Amine und auch elektronen-
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reiche Phenole, die ihrerseits leicht einer oxidativen lodierung zuganglich sind, bieten
die Monochlortriazine 3a und 6 allerdings gute Angriffsmoglichkeiten fur eine

nucleophile Substitution.

Als Ergebnis dieser Uberlegungen wurde Tyramin als Ligand fiir die Synthese eines
Prototypen (49) ausgewahlt, welches mit verschiedenen lod-Nukliden, insbesondere
31 and '®°| markierbar sein sollte. Dieser Strukturvorschlag war noch variabel, weil

anstelle des gezeichneten Tetrasulfonates auch das sich von 3 ableitende Disulfonat

und andere, ebenfalls l0sliche Salze oder aber die Sulfonsauren selbst iodierbar

sind.

@ S
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OH OH
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Um ein markierbares Substrat herzustellen, wurde seine Vorstufe 6 unter pH-
Kontrolle mit dem Hydrochlorid von Tyramin 24 umgesetzt. Mit der erhaltenen Sub-
stanz konnten Chitinproben und Candida albicans CBS2730 Zellen gefarbt und wie
ublich durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden. Durch die Derivati-
sierung nimmt die Intensitat der Fluoreszenz zwar ab, ist aber nach wie vor einfach
zu erkennen. Die Farbe des abgestrahlten Lichtes verlagert sich vom weildlich Blau-
en des Eduktes zu einem grunlichen Blau des Produktes. Die Farbverschiebung der
Fluoreszenz des derivatisierten Produktes im Vergleich zum nicht derivatisierten
Blankophor, das sonst zur Farbung klinischen Probenmaterials genutzt wird, ist dabei
auf den Effekt des bzw. der nun zusatzlich vorhandenen Substituenten auf das -
Elektronensystem des Stilbens zurickzufuhren. Das nur mit Tyramin verknupfte, a-

ber nicht iodierte Stilben wurde auRerdem mit gutem Erfolg auf seine Eignung zur
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Erkennung von Pilzinfektionen in respiratorischen Sekreten untersucht. Auf diese
Weise konnte gezeigt werden, dal das zur Radiomarkierung vorgesehene Produkt
die von ihm geforderte Bindungsfahigkeit besitzt. Ware dies nicht der Fall gewesen,
ware ebenfalls die Wahrscheinlichkeit stark gesunken, dafl® die Substanz nach der

lodierung noch bindungsfahig ist.

4.3 Radiomarkierung

In der Literatur sind Methoden zur lodierung unterschiedlichster aromatischer und
heterocyklischer Edukte beschrieben®?2%?%, Als lodierungsmethode wurde die Chlo-
ramin T-Methode ausgewabhlt, die oft benutzt wird, um Peptide, Proteine oder andere
bioaktive Substanzen radioaktiv zu markieren. Dabei dient Chloramin T als Quelle
positiv geladener Chlor-Spezies, die z. B. aus Natriumiodid elementares lod freiset-
zen und die entsprechenden Interhalogenverbindungen bilden. Bei oxidationsemp-
findlichen Edukten kann die Methode versagen. Im allgemeinen sind aber hohe Ha-
logenierungsraten zu erzielen. Praparativ vorteilhaft ist, dal® viele Losungsmittel, Lo-
sungsmittelgemische und Puffersysteme verwendbar sind. Weiterhin kann die Pro-
zedur auf einfache Weise unterbrochen bzw. abgebrochen werden, indem die Reak-
tionslosung auf eine vorher in geeigneter Weise aktivierte SepPack-Saule aufgetra-
gen wird. Durch diese Filtration wird gleichzeitig das freie lod / lodid abgetrennt. Da
die in dieser Arbeit an anderer Stelle beschriebenen Bemihungen zu Reinigung der
Tyraminderivate nicht vollstandig erfolgreich waren, wurde flr diese Experimente das
aus den entsprechenden Reaktionen erhaltene Gemisch eingesetzt. Wesentlich ist
die Bindungsfahigkeit der einfach und zweifach Tyramin-substituierten Diaminostil-
benderivate an die Candida-Zellwande. Gegebenenfalls auftretende Abstufungen in
der Bindungsstarke und methodenbedingte unterschiedlich hohe lodierungsgrade
wurden zu einem Gesamtergebnis zusammengefal3t. Eine mogliche Zielstruktur ist
unten angegeben. Je nach Aufarbeitung oder Herstellungsvariante des Eduktes kon-
nen auch andere Gegenionen der Sulfonsaure und andere lodierungsgrade auftre-

ten.
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Zur Radiomarkierung wurde entweder 31| oder I zu einer Losung des Tyramin-
Derivates 49 0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH 8) gegeben. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Chloramin-T in 0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH 8) gestartet und
eine Minute spater mit Wasser gestoppt. Zur Reinigung wurde eine SepPack C-18
Saule benutzt. Die Kartusche wurde mit Methanol, danach mit 0.1 M Natriumacetat-
puffer (pH 5.4) aktiviert. Die radioaktive Losung wurde auf die Saule gegeben und
das freie lod mit 0.1M Natriumacetatpuffer (pH 5.4) und das iodierte Blankophor mit
Methanol eluiert. Die Blankophor-Losung wurde vom Loésungsmittel befreit und der
Ruckstand in 0.9proz. Natriumchlorid-Losung aufgenommen. Aus den Aktivitatsbe-
stimmungen des Filtrates und der erhaltenen Produkte ergibt sich nach deren Reini-

gung eine Gesamtausbeute an radioaktiv markiertem Farbstoff 40 %.

4.4 Bindungs-Studien

Die Bindung der markierten Substanzen kann in zwei grundsatzlich verschiedene
Bereiche aufgeteilt werden. Bei einem Einsatz als in vivo-Diagnostikum ist eine un-
spezifische Bindung an Proteine und Lipide z. B. der Blutgefalinnenwande in Be-
tracht zu ziehen. Bei den im folgenden als Testsystem ausgewahlten C. albicans-
Zellen konnen ahnliche Zellwandbestandteile unspezifische Bindungsstellen repa-
sentieren. Die spezifische Bindung findet an B-Glukanen statt. Sowohl die unspezifi-

sche als auch die spezifische Bindung erfolgt nicht-kovalent Uber van-der Waals-
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Wechselwirkungen und Wassertstoffbriickenbindungen. Sie ist also prinzipiell rever-
sibel. Um die Bindungsfahigkeit des radioaktiven Praparates zu untersuchen wurde
folgendes Experiment ausgefiihrt. Zu 10° autoclavierten Candida albicans CBS 2730
Zellen in 200 pL PBS wurden 18.5 kBq "*'I-Tyramin-Blankophor in 10 ul 0.9proz. Nat-
riumchlorid-Lésung gegeben. Man inkubierte eine Stunde bei 37 °C. Zum Vergleich
wurden Kontrollexperimente durchgefuhrt, bei denen den Candida-Suspensionen vor
der Zugabe der radioaktiv markierten Substanz zusatzlich unterschiedliche Mengen
unjiodierten Tyramin—Blankophors zugesetzt wurde. Neben der Gemeinsamkeit zwi-
schen unspezifischer und spezifische Bindung bestehen aber auch wesentliche Un-
terschiede. Die unspezifische Bindung beruht auf schwachen Wechselwirkungen. Sie
kann an verschiedenen Substraten erfolgen. Die Zahl unspezifischer Bindungsstellen
kann die der spezifischen Bindungsstellen stark Ubertreffen. Wesentliches Merkmal
fur spezifische Bindungsstellen ist ihre hochaffine Bindung. Die Zahl dieser Bin-
dungsstellen kann klein sein im Vergleich zur Zahl der unspezifischen Bindungsstel-
len. Das erklart, warum von der Gesamtdosis radioaktiven Materials nur ein geringer
Prozentsatz gebunden wurde. In derjenigen Ldsung, die kein unjiodiertes Substrat
enthielt, wurden 10.47 Prozent der Gesamtaktivitat gebunden. In den folgenden In-
terpretationen sind die Mel3ergebnisse auf diesen Wert als 100 % normiert wieder-
gegeben. Die spezifische Bindung laldt sich von der unspezifisch Bindung dadurch
unterscheiden, dal® an spezifische Bindungsstellen gebundene Substrate merklich
kompetitiv verdrangbar sind. Aufgrund der grof3en Anzahl unspezifischer Bindungs-
stellen wird die daran gebundene Substratmenge durch kompetitive Liganden kaum
verandert werden. Der in der Suspension enthaltene optische Aufheller belegt zu-
nachst die fur eine spezifische Bindung zur VerfUgung stehenden Segmente der
Candida-Zellwande. Das nachfolgend zugesetzte ''I-Tyramin-Blankophor belegt
daraufhin lediglich die noch nicht vom Blankophor in Anspruch genommenen Gluka-
neinheiten oder wird unspezifisch angelagert. Die erhaltenen MelRwerte sind in Tab.
6 aufgefuhrt. Aus diesen MeRwertpaaren wird deutlich, dal® im gesamten gemesse-
nen Bereich eine fur die kompetitive Verdrangung typische Abnahme gebundener
Aktivitat feststellbar ist, wenn die Konzentration des verdrangenden Substrates zu-

nimmt.
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Tab. 6: Konzentrationen an underivatisiertem Blankophor und die von der Hintergrundstrahlung bereinigten,

gebundenen Aktivitéten.

C(41 )/ [mol/L] Aktivitat / [Bq] % gebundene
Aktivitat, normiert
2.00 10° 229 52.1 %
2.00 10° 290 66.1 %
2.00 107 468 106.7 %
2.00 10 323 73.6 %
2.00 10 397 90.4 %
2.00 10™" 363 82.7 %
2.00 10" 361 82.2 %
2.0010™ 361 82.2 %
2.0010™ 469 106.9 %
0 439 100.0 %

Diese Bindungsexperimente wurden durchgefuhrt, um die Bindungseigenschaften
des Tyramin-derivatisierten Blankophors zu quantifizieren. Ganz ohne einen Zu-
satz von kompettitivem Substrat werden also (normiert) etwa 52 % der an die Pilz-
strukturen gebunden Aktivitat spezifisch angelagert. Durch diese Experimente
konnte nachgewiesen werden, dal} trotz der Derivatisierung mit Tyramin und der
nachfolgenden lodierung die spezifische Affinitat der Aufheller an die entspre-

chenden Glukane erhalten bleibt.
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Abb. 18: Bindung von "*'I-Tyramin-Blankophor an Candida albicans, nicht normiert. Die
gesamt gebundene Aktivitit ist der Mittelwert aus Zeile 10 und 11 von Tab. 6.

Um die Eignung eines radioaktiv markierten Praparates als Diagnostikum in vivo
zeigen zu kdnnen, war es zunachst wichtig, Vergleichswerte zu haben, mit denen
die Aussagen aus den nachfolgend geplanten Experimenten an erkrankten Tieren
verglichen werden konnten. Andernfalls konnte eine besonders starke oder be-
sonders niedrige von einem Organ ausgehende Strahlung falsch interpretiert wer-
den. Um eine richtige Einordnung zu ermdoglichen, wurden Bioverteilungsstudien
geplant und durchgeflihrt, die die Verteilung und mdglicherweise verstarkte oder
abgeschwachte Retention der Testsubstanz unter normierten Bedingungen an
gesunden Tieren in vivo zeigen sollten. Gleichzeitig sollte durch diese Experimen-
te auch die Geschwindigkeit der Eliminierung der Testsubstanz aus dem Korper
bestimmt werden. Eine solcher Wert ist nicht nur von theoretischem pharmakolo-
gischen Interesse, sondern kann auch konkret praktische Auswirkungen haben.
Wird die radioaktive Substanz auch von gesundem Gewebe langere Zeit gespei-
chert, kann sie mdglicherweise Radioiod freisetzen. Diese kénnte nach den oben

beschriebenen Mechanismen in der Schilddriise akkumuliert werden. Die Ergeb-
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nisse der folgenden Experimente liefern also zusatzlich erste qualitative Bewer-

tungsmoglichkeiten.

4.5 Bioverteilungs-Studien

Die Tierversuche wurden nach einer Uberprifung durch die Ethik-Kommision
entspechend der deutschen Gesetzgebung mit der Erlaubnis 60442502 vom Re-

gierungsbezirk Braunschweig durchgefuhrt.

Die Bioverteilungs-Studien und die imaging-Studien wurden an voll entwickelten
mannlichen New Mexico Research Institute-Mausen (NMRI-Mause, Harlan, Bor-
chen, Germany) mit einem Gewicht von etwa 30 g durchgefuhrt. Die Mause wur-
den einzeln in Standard-Kafigen auf Sagemehl-Streu gehalten. Futter- und Was-

seraufnahme erfolgte ad libitum.

Vorher unbehandelten Tieren wurde 111 kBq des iodierten Tyramin-
Stilbenderivates injiziert. Nach einer Stunde, 4 Stunden und 24 Stunden wurde
jeweils eine Gruppe der Mause mit Kohlendioxid getotet und sofort danach seziert.
Die Masse der einzelnen Organe wurde bestimmt. Danach wurde die prozentuale
Strahlendosis pro Gramm Gewebe in Bezug auf die injizierte Gesamtdosis (%
i.d./g) bestimmt. Dazu wurden die von den einzelnen Organproben ausgehende
Aktivitat mit einem y-Zahler vermessen. Die Mittelwerte und deren Standardabwei-

chungen wurden jeweils fur Gruppen aus drei Mausen bestimmt.

Fir einige typische Vertreter der optischen Aufheller aus der Klasse der Diami-
nostilbene liegen LD-Werte vor, die deren bemerkenswert geringe Toxizitat ge-
genuber Warmblitern unterstreichen. Diese Fluoreszenzfarbstoffe sind unter phy-
siologischen Bedingungen sehr reaktionstrage und unterliegen einer raschen Eli-
mination. Auch das iodierte Blankophor wird von ansonsten unbehandelten Mau-
sen innerhalb von 24 Stunden zu 91.5 + 4.7 % ausgeschieden. Wie erwartet kann
eine leichte Retention der Aktivitat in allen stark durchbluteten Korperbereichen,
also in den inneren Organen, beobachtet werden. So zeigte der Magen eine star-
ke Aktivitat. Die Nieren als Hauptausscheidungsorgan zeigten in Ubereinstimmung

mit ihrer starken Durchblutung mit 0.44 + 0.00 % i.d./g nach vier Stunden ebenfalls
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wie erwartet eine erhohte Aktivitat. Korrespondierend mit der schnellen renalen
Elimination sank diese Aktivitat innerhalb von 24 Stunden auf 0.045 + 0.003 %
i.d./g ab.

Tab. 7: Mittelwerte der Bioverteilung des markierten Blankophor-Derivates in Méusen in
[ % i.d./g] nach einer, vier und 24 Stunden und deren Standardabweichungen.

% i.d./gnach1h| %i.d./gnach4 h | % i.d./g nach 24 h
Herz 0.25+0.01 0.08+0.01 0.009+0.004
Lunge 0.44+0.02 0.11£0.01 0.017+0.006
Leber 0.40+0.06 0.22+0.03 0.021+0.001
Pankreas |0.29+0.07 0.11£0.01 0.007+0.002
Milz 0.22+0.00 0.07+0.01 0.008+0.004
Magen 1.05+0.15 0.71£0.14 0.024+0.007
Darm 0.47+0.27 0.23+0.11 0.013+0.007
Nieren 0.93+0.22 0.44+0.00 0.045+0.003
Knochen |0.46+0.22 0.07+0.02 0.008+0.002
Muskeln |0.30+0.23 0.07+0.01 0.007+0.004

Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, daf® alle zum Beginn der
Syntheseuberlegungen erhobenen Forderungen, die an ein geeignetes Substrat

gestellt werden mussen, erfullt werden

1) hohe und selektive Affinitat zu B-1,3 und -1, 4-Polysacchariden
2) gute Loslichkeit in Wasser, um eine ausreichende Mobilitat zu gewahrleisten

3) rasche lodierbarkeit
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Abb. 19: Bioverteilung des markierten Blankophorderivates in Méusen in [ % 1.d./g] nach
einer, vier und 24 Stunden.

Diese Ergebnisse konnten jedoch nicht vorbehaltlos als positiv eingestuft werden,
da sich aus der verzdgerten clearance in Magen, Darm und Niere ein fir das ge-

samte Konzept grundlegende Fragestellung ergab.

Die Akkumulation in den genannten Organen ist nicht auf deren spezielle Funkti-
on, sondern unspezifisch auf die starke Durchblutung zurichzuflhren. Sofort nach
der Injektion verteilt sich die Aktivitat im Blut. Von besonders blutreichen Organen
wird daher auch ein besonders hoher Anteil der Gesamtaktivitat aufgenommen.
Demnach muf} in jeder Situation, in der ein Gewebe verstarkt durchblutet wird,
eine entsprechende Anreicherung des radioaktiven Materials erwartet werden.
Solch eine Situation ist zum Beispiel bei jedem entziindlichen Vorgang gegeben.
Eine von radioktivem Material ausgehende, aber nicht durch Anlagerung an Pilz-
bestandteile bedingte, verstarkte Aktivitat konnte daher zu falsch positiven Aussa-

gen fuhren.

Es muldte deshalb geklart werden, ob eine nicht gewlinschte unspezifische Anla-
gerung an verstarkt durchblutetes entzindliches Gewebe auftritt, ob eine gleich-

zeitig zur entzindlichen Reaktion die Detektion einer ebenfalls vorliegenden My-
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kose beeinflussen kann und ob in diesem Fall eine Unterscheidung von unspezi-

fisch entzindlichem Gewebe und mykotischen Bereichen maoglich ist.

4.6 Untersuchungen zur Bindungs-Spezifitat

Um diese Fragestellung untersuchen zu kénnen, muf3ten Mause teilweise gleich-
zeitig beide, teilweise unabhangig voneinander nur eine der oben beschriebenen

Erkrankungen aufweisen.

Um die Bindungs-Spezifitdt der markierten Komponenten in vivo zu untersuchen,
wurden weitere drei Gruppen aus jeweils vier Mausen gebildet. Diese Mause wur-
den mit Kohlendioxid betaubt. Den Tieren der ersten Gruppe wurde jeweils 50 pl
einer wakrigen Suspension von 2x10° autoklavierten Candida albicans-Zellen pro
ml intramuskular in den hinteren linken Oberschenkel injiziert. Den Tieren der
zweiten Gruppe wurde jeweils 50 pl einer sterilisierten walirigen Suspension von
8x108 E. coli / ml intramuskular in den hinteren rechten Oberschenkel injiziert. Den
Tieren der dritten Gruppe injizierte man jeweils jeweils 50 pl einer walrigen Sus-
pension von 2x10° autoklavierten Candida albicans-Zellen pro ml intramuskuldr in
den linken hinteren Oberschenkel und 50 pl einer sterilisierten wassrigen Suspen-
sion von 8x10® E. coli / ml intramuskuldr in den hinteren rechten Oberschenkel.
Zwei Stunden spater injizierte man allen Tieren der ersten beiden Gruppen und
zwei Tieren der dritten Gruppe 111 kBq des '®|-markierten Blankophor-Derivates
in die Schwanzvene. Zwei Stunden darauf wurden die Tiere wie beschrieben get6-
tet. Nach der Sektion wurden die % i.d./g- Werte der Beine und die Verhaltnisse

der Werte der verschiedenen Gruppen zueinander berechnet.

Die Aktivitat in den mit Hefen belasteten Muskeln war dabei deutlich grofier als in
den mit Bakterienzellen behandelten und durch die so hervorgerufene Entziindung
verstarkt durchbluteten Muskeln. Die erregerfreien Muskeln zeigten in Uberein-
stimmung mit den Erwartungen eine deutlich niedrigere Aktivitat als die infizierten
Muskeln. Desweiteren konnte man ebenfalls eine hdhere Aktivitat in den mit Bak-
terienzellen versetzten Muskeln im Vergleich zu denjenigen Muskeln feststellen, in
die lediglich ein identisches Volumen einer Natriumchlorid-Blindlosung injiziert

wurde. Aus diesen Ergebnissen laldt sich folgern, daly auch eine unspezifische
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Entzindung, bzw. die daraus erwachsene verstarkte Durchblutung eine Erhdhung
der hier zu messenden Aktivitat verursacht. Die Scintigraphie zeigte aul3erdem
eine starkere Aufnahme der iodierten Verbindung in den Bereichen der Pilzinfekti-
on im Vergleich mit den durch die Bakterieninjektion entzindeten Schenkeln. In-

gesamt war die grofdte Aktivitat in den Candida-belasteten Muskeln festzustellen.
Tab. 8 Vergleich der Anreicherung des markierten Blankophorderivates in den mit Pilz-
oder Bakterienzellen infizierten Beinen von Mausen in [ % i.d./g]. Gruppe 1: C.

albicans im linken Bein; Gruppe: 2: Bakterienzellen im linken Bein; Gruppe 3: C.
albicans im linken Bein, Bakterienzellen im rechten Bein

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3

Bein links [ % i.d./g] 5.35+1.10 | 3.37+0.70 | 7.02+0.72

Bein rechts [ % i.d./g] 2.97+0.51 | 2.37+0.05 | 4.42+0.94

Verhaltnis links/rechts | 1.80 142 1.59

Die infizierten Beine wurden anschlieRend prapariert. Die injizierten Hefezellen

konnten durch die Fluoreszenz unter UV-Bestrahlung sichtbar gemacht werden.

Den zwei verbliebenen Mausen der dritten Gruppe injizierte man 9 MBq des **'I-

markierten Blankophor-Derivates und betdubte die Tiere daraufhin mit Hostaket,
um die Bioverteilung mit einer y-Kamera sichtbar zu machen. In der ersten Stunde
nach der i.v.-Injektion des radioaktiv markierten Blankophor-Derivates ist die Bio-
verteilung der Aktivitat hauptsachlich Ausdruck der (statistischen) Verteilung des
Blutes im Organismus. Weil nun die markierte Substanz rasch uber die Niere aus-
geschieden wird, zeigt sich nach 24 Stunden auller im Bein mit C. albicans-
Injektion eine nennenswerte Aktivitat nur noch in den an der renalen Elimination

beteiligten Organen und Kompartimenten.

Die Anreicherung der markierten Substanz in entzindetem Gewebe steht nach
diesen Ergebnissen nicht im Zusammenhang mit einer evtl. unspezifischen Anla-
gerung an diese Gewebebereiche. Vielmehr bewegt sich das Verhaltnis der ge-

messenen Aktivitaten im gleichen Bereich, wie es auch in den Bioverteilungsstu-
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dien zwischen Magen und Niere zu Muskeln und Leber festgestellt wurde. Dari-
berhinaus kann man feststellen, dal} sich selbst unter stérenden Einflussen mit der
hier vorgestellten Methode schon zwei Stunden nach der Injektion mykotische

Gewebe deutlich erkennen lassen.

Diese Aktivitatsverhaltnisse nehmen mit der Zeit zu, wie der unten abgebildete

scintigraphische Scan einer weiteren Anwendung eindrucksvoll zeigt.

1 2 3 4 5 6 7 8
Abb. 20: Scintigraphischer Scan von Mausen mit Lungen-Aspergillose 48 h nach

einer Injektion des "*'I-markierten Radiodiagnostikums.

Behe und Riichel haben das mit 'l markierte 41 Mausen injiziert, die zuvor intra-
nasal mit 10” Aspergillus fumigatus-Conidien infiziert wurden. Nach 48 Stunden
zeigten gesunde Kontrolltiere (1 und 4) keinerlei Retention des markierten Aufhel-

lers.
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5. Zusammenfassung

Die fruhzeitige Diagnose systemischer Mykosen ist fur eine erfolgversprechende
Therapie von entscheidender Bedeutung. Die diagnostischen Werkzeuge der Me-
dizin kdnnen dieser Aufgabe bislang nur schwer gerecht werden. Hauptsachlich
werden klinische Proben aus Biopsien und respiratorischen Sekreten speziellen
Farbeverfahren unterzogen, isolierte Erreger angezlchtet oder serologische Un-
tersuchungen vorgenommen, deren Aussagefahigkeit allerdings noch umstritten
ist. Manch andere Vorgehensweisen wurden vorgeschlagen, jedoch eignen sie
sich weder fur eine sehr frGhe Diagnostik, noch als Standard-Laborverfahren. In
der Therapie ist man zudem auf unzureichende Medikamente angewiesen, die im
fortgeschrittenen Verlauf einer systemischen Mykose kaum eine sichere Erreger-
Eradikation gewahrleisten. Ihr Wirkspektrum Uberstreicht oft nicht alle Erreger, sie

sind zum Teil nur fungistatisch oder rufen schwerste Nebenwirkungen hervor.

Einige Vertreter einer schon jetzt fur diagnostische Farbeverfahren in vitro einge-
setzten Substanzklasse weisen Eigenschaften auf, die sie fur eine Weiterentwick-
lung geeignet erscheinen lielen. Die optischen Aufheller vom Typ der Tetranatri-
um-4,4°-bis-{[4-(p-sulfonato-phenylamino)-6-alkylamino-1,3,5-triazin-2-yl]-amino}-

stilben-2,2"-disulfonate verfugen Uber eine spezifische und sehr hohe Affinitat ge-
genuber B-Glykosiden, die in der Zellwand von allen Pilzen, nicht aber in mensch-
lichen Zellen vorkommen. Vom Menschen gebildete Polysaccharide, z. B. gespei-
chertes Glykogen, sind o-Glykoside. lhre sehr gute Wasserloslichkeit bleibt auch
in Gegenwart von physiologischen Elektrolytkonzentrationen erhalten. In geeigne-
ter Weise substituiert sind sie nahezu inert. Umfangreiche Daten weisen diesen
Substanzen eine sehr geringe Toxizitat zu. Aus diesem Eigenschaftspool ergab
sich das sehr breit angelegte Grundkonzept, mit Hilfe dieser optischen Aufheller
andere Substanzen an die pilzspezifischen Strukturen heranzufuhren. Um die
Tragfahigkeit des Konzeptes nachzuweisen, konnte genauso eine therapeutische
wie eine diagnostische Zielsetzung im Vordergrund stehen. Dabei bot sich bald die
Entwicklung eines Diagnostikums an. Im Zentrum stand die Synthese eines Tra-
germolekuls, daf in der Lage sein sollte, ein Radionuklid selektiv an mykotischen
Strukturen zu befestigen. Die nunmehr konzentriert am mykotischen Herd gebun-

dene Strahlungsquelle sollte sich dann auch aufderhalb des Korpers genau lokali-
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sieren lassen. Ein solches Molekul sollte im Korper mobil sein, um moglichst alle
von einer Mykose bedrohten Organe erreichen zu konnen. Es soll gleichzeitig ge-
ringstmogliche Wechselwirkungen mit kdrpereigenen Strukturen zeigen, um den
Korper schnell wieder verlassen kdnnen, falls keine Mykose vorliegt. So werden
keine ungerechtfertigten Strahlenbelastungen hervorgerufen. Durch die Auswahl
von radioaktiven Nukliden des lod als Signalgeber konnte auch die zu synthetisie-
rende Struktur festgelegt werden. Da Tyramin sich mit praparativ einfachen Stan-
dardverfahren iodieren lalt, wurde als Substituent eine Triazinylamino-
stilbensulfonsdure ausgewahlt. Die extrem polaren Syntheseprodukte wurden we-
gen der Eigenarten der verwendeten Edukte stets von einer Vielzahl ebenfalls
sehr polarer Nebenprodukte begleitet. Durch umfangreiche Variationen des Syn-
thesemusters konnte schliellich eine Reaktionsfuhrung ermittelt werden, die eini-
ge Nebenprodukte vermied und so ein Produkt zuganglich machte, daf® fur die
Herstellung des Radiodiagnostikums verwendet werden konnte. Man variierte da-
zu verschiedene Parameter der Synthese, die vom Tetranatrium-4,4"-Bis-[(4-
chloro)-6-(4-sulfonato-phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-

2.2 disulfonat ausging. Durch mehrfache Chromatographie mit optimierten Lauf-
mitteln konnten verschiedene Laufgeschwindigkeiten der sonst extrem eng anei-
nanderliegenden Banden erzeugt werden. Durch die Verwendung von Ammoniak
als Bestandteil der Laufmittel wurde das Produkt gleichzeitig in sein Ammonium-
salz Ubergeflhrt, was eine sehr gute Wasserloslichkeit mit sich brachte. Fur die
Produkte war vor allem entscheidend, dal} sie markierbar und in der geforderten
Weise bindungsfahig waren. Dabei kam es nicht auf ein einheitliches Produkt an.
Gefordert waren leistungsfahige Molekule. Das die angestrebten Substanzen vor-
lagen, konnte deshalb am besten durch die Uberpriifung ihrer Wirksamkeit im
Rahmen des vorgestellten Konzeptes bewiesen werden. Die rein qualitativen Vor-
tests zur Bindungsfahigkeit des Tyraminderivates an Chitin und Cellulose, die sich
auf das uniodierte Derivat bezogen, konnten in weiteren Bindungsstudien an au-
toklavierten C. albicans-Zellen mit Erfolg auf das radioaktive Derivat Ubertragen
werden. Es konnte festgestellt werden, dall 52 % der insgesamt gebundenen Do-
sis an spezifische Bindungsstellen angelagert wurden. Durch die Experimente
konnte nachgewiesen werden, dald trotz der Derivatisierung mit Tyramin und der
nachfolgenden lodierung die spezifische Affinitat der Aufheller an die entspre-

chenden Glukane erhalten bleibt. Nicht spezifisch gebundene Anteile des radioak-
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tiven Materials wurde von Mausen innerhalb von 24 Stunden zu 91.5 £ 4.7 % eli-
miniert. DarUberhinaus konnte mit dem markierten Aufheller in vivo deutlich zwi-
schen Depots mit C. albicans-Zellen und E. coli unterschieden werden, die in das
linke oder rechte Hinterbein injiziert wurden. Lag nur ein Depot von C. albicans
vor, konnte ein Verhaltnis der Aktivitdten zwischen belastetem und unbelasteten
Bein von 1.80 zu 1 festgestellt werden. Bei einem alleinigen E. coli-Depot wurde
diese Verhaltnis mit 1. 42 zu 1 bestimmt. Das Aktivitatsverhaltnis der Depots von
C. albicans zu E coli betrug 1.59 zu 1. Diese Ergebnisse sind nach zwei Stunden
erhalten worden. Sie zeigen deutlich, da® das Konzept der Radiodiagnostik sys-
temischer Mykosen tragfahig ist und so selbst unter stérenden Einflissen inner-

halb kurzer Zeit ein Mykoseherd detektiert werden kann.
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6. Materialien und Methoden

6.1 Allgemeines

Verwendete Abkirzungen

%i.d./g: Prozent injizierter Dosis pro Gramm (Organmasse), AA: Acryalmid, AmB:
Amphotericin B, AP: Ammoniumperoxodisulfat, Ar: Arylrest, BAL: Bronchoalveola-
re Lavage, BIS: N,N’-Methylen-bis-acrylamid, DC: Dunnschichtchromatographie,
DMF: Dimethylformamid, DMSO: Dimethylsulfoxid, EE: Essigsaureethylester, Et:
Ethyl, HPLC: Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie, HRCT: Hochauflosen-
de Computertomographie, HSCCC: High Speed Counter Current Chroma-
tographie, Me: Methyl, MRT: Magnetresonanztomographie, NY: Nystatin, R: Alkyl-
rest, TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin, THF: Tetrahydrofuran

HPLC: Analytische Anlage: Gerat |) Knauer HPLC-Anlage bestehend aus Spekt-
ral-Digital-Photometer A0293. zwei Pumpen Typ 64 A0307 und HPLC-Software
V2.22 mit PC-XT Commodore, Mischkammer: A0285. Knauer Injektions-
Schaltventil 6/1 A0263 (Typ Rheodyne); Probenschleife 20 ul. Gerat IlI) Jasco
HPLC-Anlage bestehend aus Dioden-Array-Multiplewavelength Detector Jasco
MD-910 mit Time acc. 800 ms, Wave acc. 4 nm, zwei Pumpen des Typs Jasco
Intelligent Pump PU-987 mit Mischkammer, Rheodyne-Ventil mit 20 ul Proben-
schleife, Borwin HPLC-Software; Praparative Anlage: analog der analytischen, nur
mit |) Knauer praparativer Durchflul3ktvette (d = 0.5 mm), Probenschleife 500 pl,
II) Jasco praparativer DurchflulRkivette (d = 1 mm), Probenschleife 500 pl; analyti-
sche Saulen: 1) Vertex 4 x 250 mm mit 4 x 4 mm Vorsaule, Stationare Phase: Eu-
rochrom Eurospher RP 100-C18, 5 um, 2) Vertex 4.6 x 125 mm, Stationare Phase:
Hypersil RP 120-C18, 5 um, 3) Vertex 4.6 x 250. Stationare Phase: Nucleosil NP
100-C18, 5 ym, 4) Vertex 4.6 x 250. Stationare Phase: LiChrosorb CN, 5 ym 5)
Vertex 4.0 x 250. Stationare Phase: LiChrosorb Diol, 5 ym, 6) Vertex 4.6 x 125.
Stationare Phase: Nucleosil CN , 5 um, 7) Vertex 4.0 x 125. Stationare Phase:
Spherisorb Phenyl , 5 um, 8) Vertex 4.0 x 125. Stationare Phase: Polyencab A, 5

Mm praparative Saulen: Vertex 16 x 250 mm mit 16 x 30 mm Vorsaule, Stationare
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Phase: Eurochrom Eurospher RP 100-C18, 5 ym; Losungsmittel fur HPLC: Alle
Eluenten wurden Uber Membranfilter (Wasser: Celluloseacetat, Porenweite 45 uym,
Sartorius, Gottingen; Acetonitril: Filter RC-Vlies verstarkt, Porenweite 45 ym, Sar-
torius. Gaéttingen) filtriert und 15 min durch Ultraschall entgast; die Proben wurden
durch ein PTFE-Filter (Minisart SRP15. Porenweite 0.20 ym, Sartorius, Gottingen)
filtriert. FUr die Trennung wurde durch fraktionierte Destillation zurickgewonnenes
Acetonitril/Wasser-Azeotrop (83.7 % Acetonitril / 16.3 % Wasser, Siedepunkte:
78.5 °C) eingesetzt. — Massenspektren: EI-MS mit Varian MAT 731 (70 eV), Va-
rian 311A (70 eV), AMD-402 (70 eV). Hochauflosung: Perfluorkerosin als Ver-
gleichssubstanz. DCI-MS: Finnigan MAT 95 A, Reaktandgas: NHj3; (+)ESI-MS mit
Quattro Triple Quadrupole Mass Spectrometer, Finnigan TSQ 7000 mit nano-ESI-
APl-lonenquelle; ESI.MS LCQ (Finnigan). — 'H-NMR-Spektren: Varian XL 200
(200 MHz), Varian VXR 200 (200 MHz), Varian VXR 300 (300 MHz), Bruker WM
300 (300 MHz), Bruker Advance DRX 500 (500 MHz), Varian INOVA 500 (500
MHz), Varian VXR 500 (500 MHz). — "*C-NMR-Spektren: Varian XL 200 (50.3
MHz), Varian VXR 200 (50.3 MHz), Varian VXR 300 (75.5 MHz), Bruker WM 300
(75.5 MHz), Bruker Advance DRX 500 (125.7 MHz), Varian INOVA 500 (125.7
MHz), Varian VXR 500 (125.7 MHz). — HSCCC: HSCCC Ser #679 mit Triple Coll
No. 14 (PC.INC.) mit 10 ml Probenschleife, LKB HPLC Pumpe 2150 (Pharmacia)
—Gelelektophorese:Es wurden Gele der Dimension 15x20 cm gegossen. Panta-
Phor Standard Elektrophorese Apparatur (Labor-Muiller KG, Hann.Minden),
Schleicher & Schuell BIOTRAP BT 1000. Ref. N0.447700 (in den USA und in Ca-
nada unter dem Namen ELUTRAP vertrieben) sowie die zugehérigen Membrane
BT1 und BT2. Camag Power Supply Typ 63050. 220 / 5000V; Die eluierende E-
lektrophorese mit der BIOTRAP-Apparatur wurde bei 200 V durchgefihrt. Die
Stromstarke ergab sich jeweils aus dem verwendeten Puffer. — y- Detektor: Model
1185 R Automatic Gamma System Searle Analytic Inc. Alle Proben wurden flr

jeweils eine Minute vermessen.

6.2 Materialien

Dinnschichtchromatographie (DC): DC-Folien Polygram SIL G/UV;s54 (Mache-

rey-Nagel & Co., Duren). R-Werte beziehen sich, wenn nicht anders angegeben,
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auf das angegebene Laufmittel an neutralem Kieselgel. — Praparative Dick-
schichtchromatographie (PDC): Kieselgel P/UV2s4 (55 g/100 ml Wasser, Mache-
rey-Nagel & Co.) go® man auf waagerecht liegende Glasplatten (20 x 40 cm oder
2 je 20 x 20 cm), lie an der Luft trocknen und aktivierte 4 h bei 130 °C. — Sau-
lenchromatographie (SC): MN Kieselgel 60: 0.05 - 0.2 mm, 70 - 270 mesh (Ma-
cherey-Nagel & Co.); Kieselgel fur Flash-Chromatographie: 30 - 60 ym (J. T. Ba-
cker); Modifiziertes Kieselgel fur Flash-Chromatographie: 40 — 63 ym LiChroPrep-
DIOL® (Merck); Die Saulen wurden naR gefiillt. — Glasfasertiefenfilter: No 6. 150
mm No 370008 (Schleicher & Schuell). — Chemikalien, Reagenzien: BIS: Biomol,
llvesheim, AA, TEMED: Serva, Heidelberg, Amberlyst 15. 20 -50 mesh, Fluka,
NaOH-microprills sind etwa 1 mm gro3e NaOH-Kugelchen. Di-Natrium-4,4°-bis{[4-
anilino-6-chloro-1,3,5-triazin-2ylJamino}-trans-stilben-2,2"-disulfonat und Tetranat-
rium-4,4"-bis{[4-(p-sulfoanilino)-6-chloro-1,3,5-triazin-2ylJami-no}-trans-stilben-

2,2 -tetrasulfonat wurden von der Bayer AG, Leverkusen bereitgestellt. Natriumio-
did aus "I und ™'l : MDS Nordion Europe S.A., Fleurus, Belgien. Hostaket:

Hoechst Roussel Vet GmbH, Wiesbaden / Rompun BayerVital, Leverkusen.

Spruhreagenzien: Echtblausalz B - Lésung A) 0.5 g Echtblausalz B (3,3'-
Dimethoxy-4,4"-biphenyldiazoniumchlorid-Zinkchlorid-Doppelsalz)  wurden  mit
Wasser auf 10 ml aufgefullt. Nur frisch verwenden! Losung B): 0.4 g NaOH wur-
den mit Wasser auf 100 ml aufgeflllt. Man spruhte nacheinander mit Losung A
und Lésung B Phenole und kupplungsfahige Amine werden blau bis braun gefarbt.
— Silbernitrat / Fluorescein: Lésung A) 1 g Silbernitrat wurden mit Wasser auf 10
ml aufgefullt. Losung B): 50 mg Fluorescein wurden mit Ethanol auf 50 ml aufge-
fullt. Direkt vor Gebrauch wurden 5 ml Losung A mit 25 ml Léung B gemischt.
Wenn aus der Ldsung tief rote Kristalle ausfallen, ist sie nicht mehr verwendbar!

Alkyl- und Arylsulfonsauren geben gelbe Flecken auf tief rosa Untergrund.

6.3 Elektrophorese

Falls nicht anders vermerkt, wurden die Proben in Probenpuffer geldst in die Gele
eingebracht. Der Probenpuffer bestand aus 2 ml Glycerin, 5 ml Wasser und je-

weils 3 ml der auch als Umlauf - / Trenngelpuffer verwendeten Pufferlosung.
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6.3.1 Pufferlosungen

Na-phosphat-Puffer (25 mM) pH 7.1: Lésung A: 89.0 g Na;HPO, -2 H,O wurden
in 500 ml Wasser geldst und mit Wasser auf 1000 ml aufgefullt. Losung B: 78.0 g
NaH2P0O4 -2 H20 wurden in 500 ml Wasser geldst und mit Wasser auf 1000 ml
aufgeflllt. Von Lésung A wurden 69.6 ml mit 30.4 ml Losung B vermischt und auf
2000 ml aufgefullt. Zur Elektrophorese mit Pufferumlauf wurde der gleiche Puffer

verwendet, mit dem auch das Trenngel gegossen wurde.

Boratpuffer (3.5 mM Na;B,07;, 38 mM H;BO; 10 mM NaCl) pH 8,2: 11.78 g
HsBO3; wurden in 4 | Wasser gel6st (dauert lange), 6.60 g Na;B4O7 10 H,O und
2.78 g NaCl zugefugt und vollstandig gelést. Man flllte mit Wasser auf 5000 mi
auf. Um Puffer geringerer Konzentration zu erhalten, wurde ein genau abgemes-
senes Volumen dieser Losung auf das doppelte oder 10fache Volumen aufgefulit.
Zur Elektrophorese mit Pufferumlauf wurde der gleiche Puffer verwendet, mit dem

auch das Trenngel gegossen wurde.

6.3.2 Betriebsparameter

Betriebsparameter fir Gele mit Phosphatpuffer: Mit diesem Puffer wurden Ge-
le von 3 mm gegossen, die mit Pufferumlauf und einer Stromstarke von 90 mA an
bis zu 200 Volt verwendet wurden. Unabhangig von der angelegten Spannung ist
die angestrebte Stromstarke das limitierende Parameter! Wahrend der ersten 3
Stunden wurden nur etwa 75 % der als Maximalwert angegebenen Spannung an-
gelegt. Standardgel mit Phosphatpuffer: Unmittelbar bevor mit diesem Puffer
ein Gel hergestellt wurde, hat man 155 ml des auf 10 °C gekuhlten Puffer bei 200
hPa flr 10 min in einem Ultraschallbad entgast. In 150 ml des auf 10 °C gekuhlten
Puffers wurden 8.55 g AA und 0.45 g BIS geldst und filtriert. In einem Erlenmeyer-
kolben mit Magnetrahrer wurde in diese Losung 50 mg Na;SO3; eingetragen und
so lange geruhrt, bis es sich vollstandig geldst hatte. Daraufhin wurde der Ruhrer
abgeschaltet. Nun wurden 0.1 ml TEMED (Serva) vorsichtig auf die Oberflache
der Losung geschichtet und bei geringster Umdrehungszahl des Ruhrers einge-
ruhrt. Direkt vor dem Giel3en der Gele wurden in diese Monomer-Losung 2.8 ml
einer frisch angesetzten 2proz. wallrigen Ammoniumperoxodisulfat-Losung zlgig

eingerthrt. Die Polymerisation fand im Kihlraum bei 3 °C und zusatzlicher Was-
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serkuhlung statt, um die Bildung von Gasblaschen zu vermeiden. Betriebspara-
meter fur Gele mit Boratpuffer: Mit diesem Puffer wurden Gele von 3 mm und
10 mm Dicke gegossen, die jeweils mit Pufferumlauf und einer Stromstarke von
100 mA an bis zu 300 Volt (3 mm) und bis zu 120 Volt (10 mm) verwendet wur-
den. Unabhangig von der angelegten Spannung ist die angestrebte Stromstarke
das limitierende Parameter! Wahrend der ersten 3 Stunden wurden nur etwa 75 %
der als Maximalwert angegebenen Spannung angelegt. Standardgel 3 mm mit
Boratpuffer: Unmittelbar bevor mit diesem Puffer ein Gel hergestellt wurde, hat
man 155 ml des auf 10 °C gekuhlten Puffers bei 200 hPa fir 10 min in einem Ult-
raschallbad entgast. In 150 ml des auf 10 °C gekuhlten Puffers wurden 8,55 g AA
und 0.45 g BIS geldst und filtriert. In einem Erlenmeyerkolben mit Magnetrihrer
wurde in diese Losung 50 mg Na,SO; eingetragen und so lange geruhrt, bis es
sich vollstandig geldst hatte. Daraufhin wurde der Rihrer abgeschaltet. Nun wur-
den 0.1 ml TEMED (Serva) vorsichtig auf die Oberflache der Losung geschichtet
und bei geringster Umdrehungszahl des Ruhrers eingerthrt. Direkt vor dem Gie-
Ren der Gele wurden in diese Monomer-Losung 2.8 ml einer frisch angesetzten
2proz. walrigen Ammoniumperoxodisulfat-Losung zlgig eingerthrt. Die Polymeri-
sation fand im Kuhlraum bei 3 °C und zusatzlicher Wasserkuhlung statt, um die
Bildung von Gasblaschen zu vermeiden. Standardgel 10 mm mit Boratpuffer:
Unmittelbar bevor mit diesem Puffer ein Gel hergestellt wurde, hat man 355 ml
des auf 10 °C gekuhlten Puffer bei 200 hPa fir 10 min in einem Ultraschallbad
entgast. In 350 ml des auf 10 °C gekuhlten Puffers wurden 20.0 g AA und 1.05 g
BIS gel6st und filtriert. In einem Erlenmeyerkolben mit Magnetrihrer wurde in die-
se Losung 117 mg Na,SOs3 eingetragen und so lange geruhrt, bis es sich vollstan-
dig geldst hatte. Daraufhin wurde der Ruhrer abgeschaltet. Nun wurden 0.23 mi
TEMED (Serva) vorsichtig auf die Oberflache der Losung geschichtet und bei ge-
ringster Umdrehungszahl des Ruhrers eingeruhrt. Direkt vor dem Giel3en der Gele
wurden in diese Monomer-Losung 6.53 ml einer frisch angesetzten 2proz. walri-
gen Ammoniumperoxodisulfat-Loésung zugig eingeruhrt. Die Polymerisation fand
im Kudhlraum bei 3 °C und zusatzlicher Wasserkihlung statt, um die Bildung von
Gasblaschen zu vermeiden. Herstellung sehr dichter Gele 10 mm mit Borat-
puffer: Zur Elektrophorese wurde dieser Puffer gegebenenfalls verdinnt. Unmit-
telbar bevor mit diesem Puffer ein Gel hergestellt wurde, hat man 330 ml des auf
10 °C gekuhlten Puffer entgast. Dazu wurde der Puffer bei 200 hPa fir 10 min in
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ein Ultraschallbad gestellt. Zum Gielzen der Gele werden 144 g AA und 3.75 g BIS
in 300 ml des zuvor entgasten und auf 10 °C gekuhlten Puffers geldst und filtriert.
In einem Erlenmeyerkolben mit Magnetrihrer wurde in diese Losung 800 mg Nat-
riumsulfit eingetragen und so lange geruhrt, bis es sich vollstandig geldst hatte.
Daraufhin wurde der Ruhrer abgeschaltet. Nun wurden 1.70 ml TEMED vorsichtig
auf die Oberflache der Losung geschichtet und bei geringster Umdrehungszahl

des Ruhrers eingeruhrt.

Erst direkt vor dem Gielden der Gele wurden in diese Monomer-Lésung 4.5 ml ei-
ner frisch angesetzten 2proz. wallrigen Ammoniumperoxodisulfat-Lésung zlgig
eingeruhrt. Die Polymerisation fand im Kuhlraum bei 3 °C und zusatzlicher Was-
serkuhlung statt, um die Bildung von Gasblaschen zu vermeiden. Besonders bei
Gelen, die dicker als 5 mm sind, hat sich diese Vorgehensweise als zwingend
herausgestellt, da die bei der Polymerisation entstehende Warme ansonsten eine

gleichmalige, ril’freie und reproduzierbare Gelbildung verhindert.

6.3.3 Vorproben an der Miniaturelektrophorese

Bei 5 °C wurde analog zu der Herstellung von Standardgelen 30 ml der jeweiligen
Gelmischung zubereitet. Man hielt sofort beidseitig offene Schmelzpunkt-
bestimmungskapillaren so in die Gelmischung, dal} sich die Kapillaren selbstandig
etwa 4 cm hoch mit der Mischung flllten und die obere Halfte der Kapillare frei
blieb. Dann wurden beide Seiten mit Knetgummi verschlossen und zur Polymeri-
sation aufrecht stehend bei 5 °C gelagert. Zum Gebrauch wurden beide Enden
des Glasréhrchens auf Hohe der Knetgummistopfen mit einem Korund angeritzt
und vorsichtig abgebrochen. In 1 ml Wasser wurde 1 mg Probensubstanz geldst.
Man versetzte die Losung mit 0.1 ml Glycerin, mischte gut durch, gab mit einer
fein ausgezogenen Pipette eine 2 mm hohe Schicht dieser Losung in die Kapillare
und flllte mit dem zur Gelherstellung benutzten Puffer auf. Mit der gelgefillten
Seite nach unten wurde die Kapillare durch das Septum der Miniaturelektrophore-
seapparatur geschoben. Beide Pufferreservoire wurden so mit dem gleichen Puf-
fer geflllt, dal beide Gelenden Kontakt zu jeweils einem Pufferreservoir hatten.
Die Kontaktdrahte wurden in die Pufferldsungen gesenkt und mit der Stromquelle

verbunden. Man betrieb die Kapillargele mit 15 mA an maximal 80 V.
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6.4 Inbetriebnahme der HSCCC

Die Coil wurde bei einer maximalen Pumpleistung von 30 ml/min und einem Ma-
ximaldruck von 10 bar gefullt. Hoher Druck und zu hohe Fliel3geschwindigkeiten
(Erwarmung niedrig viskoser Flussigkeiten) konnen die Coil beschadigen. Der Ro-
tor wurde bei niedriger Pumpleistung langsam gestartet. Ergaben sich starke Vib-
rationen, wurden die Gegengewichte der Coil entsprechend verandert. Danach
wurde zuerst der Rotor ausgeschaltet. Nachdem er zum Stillstand gekommen war,
wurde auch die Pumpe abgestellt. Nun wurde das Losungsmittelreservoir gegen
die mobile Phase ausgetauscht; Luftblasen vermeiden. Der Auslal} wurde in ei-
nem 100 ml MeRzylinder fixiert. Zum Equilibrieren wurde die Pumpe mit einer
FluRrate von 1 I/min gestartet. Um ein Bersten der diinnen Coil-Wicklung zu ver-
meiden, wurde der von der Pumpe maximal gelieferte Druck auf ca. 200 psi ent-
sprechend 14 bar begrenzt. Nach 10 sek wurde der Rotor angeschaltet und lang-
sam auf die entsprechende Umdrehungszahl gebracht. Dabei trat erst nur statio-
nare Phase aus. Als die mobile Phase durchbrach, als sich also erkennbar im
Melzylinder zwei Phasen bildeten, wurde der Meldzylinder bei ansonsten unver-
anderten Einstellungen gewechselt. Dadurch konnte besonders gut festgestellt
werden, wann nur noch sehr wenig bis gar keine stationare Phase mehr austrat.
Traten bei equilibriertem Losungsmittelsystem wegen der Dichteunterschiede der
beiden Phasen nun wieder Vibrationen auf, wurde der Rotor erneut austariert. Da-
zu wurde erst der Rotor ausgeschaltet und sofort nach dessen Stillstand auch die
Pumpe, um moglichst wenig stationare Phase zu verdrangen. Nun wurde die Pro-
bensubstanz in der geringstmoglichen Menge mobiler Phase geldst. (Da eine ver-
stopfte HSCCC-Coil unter Umstanden unrettbar zerstort ist, sind an die zu injizie-
renden Probelésungen mindestens gleiche Anspriche zu stellen wie an eine
HPLC-Probe!). Nachdem man die Probelésung durch ein 2 um Membranfilter filt-
rierte, wurde sie luftblasenfrei in die Probenschleife injiziert. Der Mel3zylinder wur-
de durch einen Fraktionssammler ersetzt und anschliel3end wie schon bei der E-

quilibrierung beschrieben erst die Pumpe und danach der Rotor gestartet.
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6.5 Herstellung der Puffersalzmischung

36.1 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat und 13.9 g Natriumdihydro-
genphosphat-Monohydrat zermahlte man einzeln zu feinen Pulvern, deren Korn-
grofle 0.2 mm nicht Uberstieg. Danach wurden beide pulverisierten Salze grob
vermischt und dreimal durch ein Sieb mit 0.8 mm Maschenweite gegeben.

6.6 Tierversuche

Man verwendete voll entwickelte mannliche New Mexico Research Institute-
Mause (NMRI-Mause, Harlan, Borchen, Germany) mit einem Gewicht von etwa 30
g. Die Mause wurden einzeln in Standard-Kafigen auf Sagemehl-Streu gehalten.
Futter- und Wasseraufnahme erfolgte ad libitum. Man verwendete Candida albi-
cans CBS 2730 vom Centralbureau voor Schimmelcultures in Baarn, Niederlande
und Escherichia coli-Bakterien. Die Candida-Impfldsungen wurden aus Uber Nacht
in Sabouraud Glukosebrihe (SGB) gewachsenen Kulturen und waliriger Natrium-
chlorid-Lésung (0.2 mg/ml) hergestellt. Die Kolonien bildenden Einheiten (colony
forming units, cfu) in den Impfldsungen wurden durch Hempcytometrie bestimmt.
Eine Kontrolle fand durch Wuchstests auf Sabouraud Glucose-Agar (SGA) statt.
PBS (Phosphate Buffered Saline, Isotonische phosphatgepufferte Kochsalz-
Lésung): 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na;HPO4 und 0.24 g KH,PO4 wurden mit
Wasser auf nahe 1000 ml aufgefullt, mit 5 N NaOH auf pH 7.4 eingestellt und volle
1000 ml aufgefulit.
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7. Untersuchungen zum Aufbau der Aufheller

7.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

7.1.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 zur Umsetzung von Tetranatrium-
4,4’ -bis-[(4-chloro)-6-(p-sulfonato-phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-
yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat (6) mit Aminen und Alko-
holen (AAV 1)

In einem Braunglas-Zweihalskolben mit RuackflulRkuhler suspendierte man 5.13 g
(5 mmol) 6 in 50 ml 20proz. walriger NaCl-Losung, fugte 10 mmol des jeweiligen
Amino- oder Hydroxy-Derivates zu und erwarmte auf 100 °C. Dabei setzte man
die zur Neutralisation des freiwerdenden HCI und der gegebenenfalls in den Eduk-
ten vorliegenden sauren Gruppen oder daran gebundener Saure theoretisch bendo-
tigte Menge Na,COs3 als 1 molare Losung so zu, dal der pH-Wert der Reaktions-
mischung immer neutral blieb. Bei o,o-Diaminen wurde kein zusatzlicher Saure-
fanger eingesetzt. Diese Edukte wurden so langsam zugegeben, dal} der pH-Wert
der Reaktionsmischung immer neutral blieb. Die Reaktion galt als beendet, wenn
15 min lang keine Na;COs3-Losung zur Neutralisation mehr zugesetzt werden mul3-
te. Man lie® noch weitere 15 min rihren, gab anschlieBend 5 g Puffersalzmi-
schung sowie 10 g KCI zu und lie® abkuhlen. Die erhaltenen Suspensionen wur-
den im leichten Vakuum durch ein mit einem Glasfaser-Tiefenfilter bedecktes gro-
bes Papierfilter filtriert. Den Filterkuchen Uberfihrte man in ein Becherglas,
schlammte mit der 5fachen Menge Wasser auf und lie® 3 h bei Raumtemp. rih-
ren. Im Folgenden filtrierte man erneut auf die oben beschriebene Weise, trockne-
te bei 40 °C i. Vak. und kristallisierte aus einer Mischung aus DMF und Ethanol
(1:9) um.
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7.1.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 zum Aufbau von 4,4 -Bis-{[4-(p-
sulfo-phenylamino)-6-(alkylamino/alkoxy)-1,3,5-triazin-2-

ylJamino}-trans-stilben-2,2 -disulfonsauren (AAV 2)

In einem Braunglas-Zweihalskolben legte man unter Eiskihlung 3.68 g (20 mmol)
Trichlortriazin (7) in 30 ml Aceton vor und setzte 20 mmol des jeweiligen Spacers
ohne weiteres Losungsmittel zu. Innerhalb von 30 min gab man das zur Neutrali-
sation der theoretisch bei der Reaktion freiwerdenden Menge HCI, der
gegebenenfalls an die Spacer gebundenen HCI sowie in den Spacer-Molekulen
vorhandenen sauren Gruppen gerade ausreichende Volumen 1 N NaOH-Ldsung
so zu, dal} der pH-Wert in dem Bereich von 6.5-7 blieb. AnschlieRend gab man
3.46 g (20 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) zu und versetzte zugig mit 0.8 g
NaOH-microprills. Man erwarmte 3 h auf 35-40 °C und gab 20 ml 1 N NaOH so zu,
dall die Reaktionslésung einen pH-Wert zwischen 6.5-7 besal}. AnschlielRend
destillierte man das Losungsmittel i. Vak. ab, versetzte mit einer Suspension aus
3.7 g (10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2"-disulfonsdure (8) in 30 ml 1,4-Dioxan,
gab zlgig 0.8 g NaOH-microprills zu, spulte mit 10 ml Wasser nach und erwarmte
auf 100 °C und beliel3 5 h bei dieser Temperatur. Wahrenddessen hielt man den
pH-Wert der Reaktionsmischung durch Zugabe von 20 ml 1 N NaOH-L6sung
neutral. Man lie3 auf 50 °C abkuhlen, fugte 20 ml konz. HCI zu und liel3 den
ausgefallenen Feststoff absitzen. Man filtrierte und wusch den Filterkuchen so
lange mit Eiswasser, bis das Filtrat der Suspension nur noch leicht saure Reaktion

zeigte.

7.1.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 zum Aufbau von 4,4"-Bis-{[4-(p-
sulfo-phenylamino)-6-(alkylamino/alkoxy)-1,3,5-triazin-2-

ylJamino}-trans-stilben-2,2 -disulfonsauren (AAV 3)

In einem Braunglas-Zweihalskolben wurden unter Eiskihlung 3.68 g (20 mmol)
Trichlortriazin (7) in 30 ml Aceton vorgelegt und 20 mmol des jeweiligen Spacers
ohne weiteres Losungsmittel zugesetzt. Innerhalb von 30 min gab man das zur
Neutralisation der theoretisch bei der Reaktion freiwerdende Menge HCI, der ge-
gebenenfalls an die Spacer gebundene HCI sowie in den Spacer-Molekulen vor-
handenen sauren Gruppen gerade ausreichende Volumen 1 N NaOH-Ldsung so
zu, dal® der pH-Wert immer bei 6.5-7 blieb. AnschlieBend gab man 3.70 g (10
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mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure (8) zu und versetzte zlgig mit 0.8 g
NaOH-microprills. Man erwarmte 3 h auf 35-40 °C und fugte 20 ml 1 N NaOH so
zu, dald der pH-Wert im Bereich von 6.5-7 blieb. AnschlieRend destillierte man das
Aceton i. Vak. ab, versetzte mit einer Suspension aus 6.92 g (40 mmol) 4-
Aminobenzolsulfonsaure in 50 ml 1,4-Dioxan, gab zlgig 1.6 g NaOH-microprills
hinzu, spulte mit 10 ml Wasser nach und erwarmte zum Ruckflul. Innerhalb von
5 h hielt man die Reaktionsmischung durch Zugabe von 20 ml 1 N NaOH-Ldsung
neutral bis leicht sauer. Man liel3 auf 50 °C abkuhlen, gab 50 ml konz. HCI zu und
lie® den ausgefallenen Feststoff absitzen. Man filtrierte, schlammte den Filterku-
chen erneut mit 50 ml konz HCI auf, filtrierte erneut und schlammte dann wieder-
holt mit 50 ml Eiswasser auf, bis das Filtrat der Suspension nur noch leicht saure

Reaktion zeigte.

7.1.4 Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 zum Aufbau von 4,4"-Bis-{[4-(p-
sulfo-phenylamino)-6-(alkylamino/alkoxy)-1,3,5-triazin-2-

yl]Jamino}-trans-stilben-2,2" -disulfonsauren (AAV 4)

In einem Braunglas-Zweihalskolben wurden unter Eiskihlung 3.68 g (20 mmol)
Trichlortriazin (7) in 30 ml Aceton vorgelegt und 3.7 g (10 mmol) 4,4'-
Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) zugesetzt. Innerhalb einer halben Stunde
gab man 40 ml 1 N NaOH-Ldésung so zu, dal® der pH-Wert immer bei 6.5-7 lag.
Man flugte 20 mmol der Spacerkomponenten zu und erwarmte auf 35-40 °C. In-
nerhalb von 3 h gab man das zur Neutralisation der theoretisch bei der Reaktion
freiwerdende HCI-Menge, der gegebenenfalls an die Spacer gebundenen HCI so-
wie in den Spacer-Molekulen vorhandenen sauren Gruppen gerade ausreichende
Volumen 1 N NaOH-Lésung so zu, dal} der pH-Wert immer bei 6.5-7 lag. An-
schlieRend destillierte man das Aceton bei 100 hPa ab, versetzte mit einer Sus-
pension aus 6.92 g (40 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in 50 ml 1,4-Dioxan,
spulte mit 10 ml Wasser nach und erwarmte zum Ruckflu3. Innerhalb von 5 h hielt
man die Reaktionsmischung durch Zugabe von 60 ml 1 N NaOH-Lésung neutral
bis leicht sauer. Man liel3 auf 50 °C abkulhlen, gab 50 ml konz. HCI zu und liel3 den
ausgefallenen Feststoff absitzen. Man filtrierte, schiammte den Filterkuchen erneut
mit 50 ml konz HCI auf, filtrierte erneut und schlammte dann wiederholt mit 50 ml
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Eiswasser auf, bis das Filtrat der Suspension nur noch leicht saure Reaktion zeig-

te.

7.1.5 Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 zur Umsetzung von Tetranatrium-
4,4 -bis-[(4-chloro)-6-(p-sulfonato-phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-
yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat mit Aminen und Alko-
holen (AAV 5):

In einem Braunglas-Zweihalskolben mit RuckfluBkihler suspendierte man 2.50 g
(2.4 mmol) 6 in 50 ml einer Mischung aus gleichen Volumina Tripropylamin,
DMSO und DMF fuagte 10 mmol der jeweiligen Spacerkomponente und 50 mg Te-
trahexylammoniumiodid zu und lie® 5 h unter Ruckflu® rihren. Man tropfte die
noch heiRe Lésung langsam in 1.5 | getrockneten, heftig gerthrten Diethylether,
lie® die ausgefallenen Produkte absitzen, dekantierte die Lésungsmittel ab und
kristallisierte aus DMF / Ethanol (1:9) um.

7.1.6 Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 zur Umsetzung von Tetranatrium-
4,4’ -bis-[(4-chloro)-6-(p-sulfonato-phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-
yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat (AAV 6):

In einem Braunglas-Zweihalskolben mit Ruckflul3kihler suspendierte man 2.50 g
(2.4 mmol) 6 in 50 ml einer Mischung aus gleichen Volumina Tributylamin, DMSO,
DMF und Toluol, figte 10 mmol der jeweiligen Spacerkomponente und 50 mg
Tetrahexylammoniumiodid zu und liel3 5 h unter Ruckflu® rihren. Man tropfte un-
ter starkem Ruhren die noch heil’e Losung langsam in 1.5 | wasserfreien Et,0,
lie die ausgefallenen Produkte absitzen, dekantierte die Losungsmittel ab und
kristallisierte aus DMF / Ethanol (1:9) um.
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7.1.7 Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 zur Umsetzung von Tetranatrium-
4,4’ -bis-[(4-chloro)-6-(p-sulfonato-phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-
yl))-amino]-trans-stilben-2.2 disulfonat mit Aminen und Alkoho-
len (AAV 7)

In einen Braunglas-Zweihalskolben mit RuckfluRkuhler gab man zu 2.50 g (2.4
mmol) 6 10 mmol der entsprechenden Spacerkomponente. Wenn es sich bei die-
ser nicht um ein o,w-Diamin handelte, wurden zusatzlich 2.5 ml Tributylamin zu-
gesetzt. Man lie3 5 h bei 120 °C ruhren und auf 100 °C abkuhlen. Nachdem 100
ml halbkonzentrierte HCI zugesetzt wurden, brach man die leicht blasigen Produk-
te im Reaktionskolben mit einem Teflonstab auf und zerrieb sie zu einem feinen
Pulver. Man filtrierte, schlammte den Filterkuchen in 100 ml Wasser auf, filtrierte
abermals und digerierte den Filterkuchen in 50 ml Diethylether. Man filtrierte er-
neut und trocknete bei 20 °C i. Vak.

7.2 Umsetzungen mit Tyramin-Hydrochlorid

Tetrakalium-4,4"-bis-[(4-(p-hydroxyphenyl)-ethylamino)-6-(p-sulfonato-
phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2"-disulfonat: a) Ge-
mafl AAV 1 wurden 5.13 g (56 mmol) 6, 1.73 g (10 mmol) Tyramin-Hydrochlorid
(24) und 20 ml 1N NaOH-Ldsung (20 mmol) umgesetzt und aufgearbeitet. Man
erhielt ein orangegelbes, nach Umkristallisation hellgelbes, durch HPLC (C18,
CH3CN-H,0-Aceotrop / H,O bzw. 0.1proz. TFA) sowie durch PDC (Kieselgel, NH3
26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) nicht trennbares Produktgemisch.

b) In einem Braunglas-Zweihalskolben mit RuckfluBkuhler wurden 25 ml eiskaltes
Aceton vorgelegt, unter Rihren 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) zugefligt und
nach 3 min 30 g Eis, 15 g NaCl und 30 ml Wasser versetzt. Zu dieser Mischung
wurden 2.74 g (20 mmol) Tyramin (24) als 0.25 molare, mit Na,CO3; neutralisierte
Tyramin-Hydrochlorid-Losung gegeben. Unter Eiskuhlung wurde 2 h geruhrt. Der
pH-Wert der Reaktionsmischung wurde stets durch 0.25 molare Na,COs-Losung
im neutralen bis leicht sauren Bereich gehalten. Nachdem 40 ml Na,CO3-Losung
verbraucht waren, liel® man noch 15 min rihren. AnschlieRend gab man 3.46 g (20

mmol) Sulfanilsaure (10) als 0.25 molare, mit Na,CO3 neutralisierte Lé6sung zu und
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erwarmte auf 35 °C. Die Reaktionsmischung wurde durch 0.25 molare Na,COs-
Losung neutral bis leicht sauer gehalten. Nachdem 40 ml Na;COs-Losung ver-
braucht waren, lie® man noch 15 min rihren. Anschlielfend gab man 3.70 g (10
mmol) 4,4’-Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) als 0.25 molare, mit Na,CO3
neutralisierte Losung zu und erwarmte die Mischung auf 95 °C. Die Reaktionsmi-
schung wurde durch 0.25 molare Na,COs-Losung neutral bis leicht sauer gehal-
ten. Nachdem 40 ml Na,COs-L6sung verbraucht waren, gab man 10 g Puffersalz-
mischung zu, lie3 15 min nachrthren, kuhlte die Lésung auf 20 °C ab und versetz-
te mit 20 g KCI. Die Flussigkeit der erhaltenen Suspensionen wurde mit sehr ge-
ringem Unterdruck durch ein mit einem Glasfaser-Tiefenfilter bedecktes grobes
Papierfilter filtriert. Der Filterkuchen wurde in ein Becherglas uberfuhrt, zweimal
hintereinander mit der 3fachen Menge Wasser aufgeschlammt, 3 h bei Raum-
temp. geruhrt, wie oben filtriert, bei 40 °C i. Vak. getrocknet und aus einer Mi-
schung aus DMF und Ethanol (1:9) umkristallisiert. Man erhielt ein intensiv gelbes
Pulver, das im Dunnschichtchromatogramm (Kieselgel, NH3 26proz.:EE:Isopropa-
nol:Wasser / 3:8:10:4) neben acht weiteren zwei intensiv fluoreszierenden Zonen
(366 nm) bei Rs = 0.51 und R = 0.55 zeigte. Nach PDC im selben Laufmittel konn-
te nur die Probe die aus der Zone mit R; = 0.51 hervorgegangene Probe durch
HPLC (Nitrilphase, CH3CN-H,O-Aceotrop / 50 mmolarer Phosphatpuffer pH 7.1)
teilweise aufgetrennt werden, zeigte im Dunnschichtchromatogramm jedoch ne-
ben der urspringlichen Zone 10 weitere Komponenten mit Rs -Werten von 0.13 bis

0.64 von denen 7 Zonen vorher nicht aufgetreten waren.

c) In einem Braunglas-Zweihalskolben mit RuckfluRkuhler wurden 25 ml eiskaltes
Aceton vorgelegt, 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) eingerthrt und nach 3 min
mit 30 g Eis, 15 g NaCl und 30 ml Wasser versetzt. Sofort danach wurden 3.47 g
(20 mmol) Tyramin—Hydrochlorid (24) zugesetzt. Die Reaktionsmischung wurde
stets durch 1 N NaOH-Losung neutral bis leicht sauer gehalten. Nachdem 40 ml
NaOH-L6sung verbraucht waren, lie man noch 15 min ruhren. Anschlie3end gab
man 3.46 g (20 mmol) Sulfanilsdure (10) zu und erwarmte auf 35 °C. Die Reakti-
onsmischung wurde stets durch 1 N NaOH-L&sung neutral bis leicht sauer gehal-
ten. Nachdem 40 ml NaOH-L6sung verbraucht waren, lie® man noch 15 min rih-
ren. Anschlielend gab man 3.70 g (10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2"-disulfon-

saure (8) zu und erwarmte die Mischung auf 95 °C, wobei man das Aceton abdes-
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tillierte. Die Reaktionsmischung wurde stets durch 1 N NaOH-L&sung neutral bis
leicht sauer gehalten. Nachdem 40 ml NaOH-LAsung verbraucht waren, gab man
10 g Puffersalzmischung zu, liel3 15 min nachrihren, kuhlte die Losung auf 20 °C
ab und versetzte mit 20 g KCI. Die Flussigkeit der erhaltenen Suspensionen wurde
mit sehr geringem Unterdruck durch ein mit einem Glasfaser-Tiefenfilter bedecktes
grobes Papierfilter filtriert. Der Filterkuchen wurde in ein Becherglas Uberfuhrt,
zweimal hintereinander mit der 3fachen Menge Wasser aufgeschlammt, 3 h bei
Raumtemp. gerlhrt, wie oben filtriert, bei 40 °C i. Vak. getrocknet und aus einer
Mischung aus DMF und Ethanol (1:9) umkristallisiert. Man erhielt ein intensiv gel-
bes Pulver, dessen Dunnschichtchromatogramm (Kieselgel, NH3 26proz.:EE:Iso-
propanol:Wasser / 3:8:10:4) in Lage und Anzahl der Banden mit dem bei b) erhal-

tenen nahezu identisch war und daher nicht weiter untersucht wurde.

d) In einem Braunglaskolben wurden 20 ml Wasser, 20 g Eis und 12 g NaCl
vorgelegt und 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) unter Rihren hinzugefugt. Zu
dieser Mischung gab man sofort 2.74 g (20 mmol) Tyramin (24) als 0.25 molare,
mit Na,COg3 neutralisierte Tyramin-Hydrochlorid-Lésung (24). Die Mischung wurde
unter Eiskuihlung gertuhrt und dabei immer im neutralen bis leicht sauren pH- Be-
reich gehalten, indem insgesamt 40 ml der Na,COs-Losung zugetropft wurden.
Anschlie®end liel® man 15 min rihren. Nun gab man 3.46 g (20 mmol) Sulfanilsau-
re (10) als 0.25 molare, mit Na,CO3 neutralisierte Lésung zu und erwarmte auf
25 °C. Die Reaktionsmischung wurde durch 0.25 molare Na,COs-Lésung immer
bei einem pH-Wert nahe 8 belassen. Nachdem 40 ml Na,COs-Losung verbraucht
waren, lied man noch 15 min ruhren. AnschlieRend gab man 3.70 g (10 mmol)
4.,4°-Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) als 0.25 molare, mit Na,COs neutrali-
sierte Losung zu und ruhrte unter Ruckfluf3. Dabei wurde die Reaktionsmischung
durch 0.25 molare Na,COs3-Lésung immer bei einem pH-Wert nahe 10 belassen.
Nachdem 40 ml Na,COs-Losung verbraucht waren, gab man 10 g Puffersalzmi-
schung zu, liel3 15 min ruhren, kuhlte die Lésung auf 20 °C ab und versetzte mit
20 g KCI. Die erhaltenen Suspensionen wurden im schwachen Vak. durch ein mit
einem Glasfaser-Tiefenfilter bedecktes grobes Papierfilter filtriert. Der Filterkuchen
wurde in ein Becherglas Uberfuhrt, zweimal hintereinander mit der 3fachen Menge
Wasser aufgeschlammt, 3 h bei Raumtemp. geruhrt, wie oben filtriert, bei 40 °C i.

Vak. getrocknet und aus einer Mischung aus DMF und Ethanol (1:9) umkristalli-
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siert. Man erhielt ein intensiv gelbes Pulver, das im Dunnschichtchromatogramm
(Kieselgel, NH3; 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) zwischen R; = 0.12 und
0.68 15 stark ineinander Ubergehende Banden zeigte, von denen nur eine (R =
0.51) intensive Fluoreszenz im UV (366 nm) zeigte. Nach PDC im selben Laufmit-
tel konnte eine aus dieser Zone hervorgegangene Probe durch HPLC (Nitrilphase,
CH3CN-H20-Aceotrop / 50 mmolarer Phosphatpuffer pH 7,1) teilweise aufgetrennt
werden, zeigte im Dunnschichtchromatogramm jedoch neben der urspringlichen
Zone 13 weitere Komponenten mit Ry -Werten von 0.15 bis 0.64. von denen 7 Zo-
nen vorher nicht aufgetreten waren. Durch einen Vergleich mit den bis dahin ver-
wendeten Losungsmitteln konnte eine Verunreinigung aus diesen Quellen ausge-

schlossen werden.

e) In einem Braunglas-Zweihalskolben mit RuckflulRkihler wurden unter Eiskih-
lung 25 ml eiskaltes Aceton vorgelegt, 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) einge-
ruhrt und nach 3 min 2.74 g (20 mmol) Tyramin (24) als 0.25 molare, mit Na,CO3
neutralisierte Tyramin-Hydrochlorid-Losung zugesetzt. Die Reaktions-mischung
wurde stets durch 1 N NaOH-L6sung neutral bis leicht sauer gehalten. Nachdem
10 min lang keine NaOH-Lésung mehr verbraucht wurde, figte man 3.46 g (20
mmol) Sulfanilsaure (10) als 0.25 molare, mit Na,CO3 neutralisierte Lé6sung zu und
erwarmte auf 55 °C. Die Reaktionsmischung wurde durch 1 N NaOH-Ldsung neut-
ral bis leicht sauer gehalten. Nachdem 10 min lang keine NaOH-LA&sung mehr ver-
braucht wurde, fligte man 3.70 g (10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure
(8) als 0.25 molare, mit Na,CO3 neutralisierte Losung zu und erwarmte die Mi-
schung auf 95 °C, wobei man das Aceton abdestillierte und zusatzlich zur NaOH-
Ldsung, mit der die Reaktionsmischung neutral gehalten wurde, von Zeit zu Zeit
soviel Wasser zusetzte, dal} eine leicht rihrbare Suspension erhalten blieb. Nach-
dem 10 min lang keine NaOH-LAésung mehr verbraucht wurde, gab man 10 g Puf-
fersalzmischung zu, lie® 15 min nachrihren, kuhlte die Losung auf 20 °C ab und
versetzte mit 20 g KCI. Die FlUussigkeit der erhaltenen Suspensionen wurde mit
sehr geringem Unterdruck durch ein mit einem Glasfaser-Tiefenfilter bedecktes
grobes Papierfilter filtriert. Der Filterkuchen wurde in ein Becherglas Uberfuhrt,
zweimal hintereinander mit der 3fachen Menge Wasser aufgeschlammt, 3 h bei
Raumtemp. gerlhrt, wie oben filtriert, bei 40 °C i. Vak. getrocknet und aus einer

Mischung aus DMF und Ethanol (1:9) umkristallisiert. Man erhielt ein intensiv gel-
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bes Pulver, das im Dunnschichtchromatogramm (Kieselgel, NH3 26proz..EE:Iso-
propanol:Wasser / 3:8:10:4) neben 11 weiteren 2 intensiv fluoreszierende Zonen
(366 nm) bei Rf = 0.40 und R: = 0.55 zeigte. Nach PDC im gleichen Laufmittel
konnten die aus diesen Banden hervorgegangenen Proben durch HPLC nicht wei-

ter gereinigt werden.

f) In einem Braunglas-Dreihalskolben mit Magnetruhrer und RuckfluBkihler wur-
den 25 g Eis, 1.85 g (5 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) und 0.4 g
(10 mmol) NaOH bis zur vollstandigen Auflésung der Sulfonsaure verrihrt. An-
schliefend wurden innerhalb von 15 min 1.84 g (10 mmol) Trichlortriazin (7) in 10
ml Aceton zugetropft und daraufhin wahrend 15 min 4 ml einer 1 N NaOH-L6sung
zugesetzt. Man lie3 noch 15 min ruhren und versetzte mit einer Mischung aus
1.74 g (10 mmol) Tyramin-Hydrochlorid (24) in 8 ml 0.5 N NaOH-LAsung und er-
warmte auf 40 °C. Nach 15 min gab man binnen 15 min 4 ml einer 1 N NaOH-
Ldsung zu und liel® nach beendeter Zugabe bei gleicher Temperatur noch weitere
15 min rthren. Nun wurden 1.73 g (10 mmol) Sulfanilsaure (10) zugegeben. Man
erwarmte auf 95 °C, destillierte dabei das Aceton ab und flgte gleichzeitig tUber
einen Zeitraum von 30 min insgesamt 16 ml einer 0.5 N NaOH-L&ésung zu. Nach
beendeter Zugabe wurden 5 g Puffersalzmischung und 10 g KCI zugesetzt. Man
spulte mit 25 ml Wasser nach, rihrte noch 1 min unter RUckfluy und lie® an-
schliefend abkuhlen. Die erhaltenen Suspensionen wurden mit sehr geringem
Unterdruck durch ein mit einem Glasfaser-Tiefenfilter bedecktes grobes Papierfil-
ter filtriert. Der Filterkuchen wurde in ein Becherglas ubergefuhrt, mit 50 ml Was-
ser aufgeschlammt, 3 h bei Raumtemp. gerthrt und erneut filtriert. Das bei 40 °C .
Vak. getrocknete Produktgemisch wurde aus einer Mischung aus DMF und Etha-
nol (1:9) umkristallisiert. Man erhielt ein leicht ockerfarbenes Produktgemisch,
welches sich bei Lage und Anzahl der Banden bei DC (Kieselgel, NH;
26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) nicht von vorher erhaltenen Proben
unterschied, bei denen keine Reinigung maoglich war. Eine weitere Trennung wur-

de nicht unternommen.

g) In einem Braunglas-Dreihalskolben mit Magnetrihrer und Ruckflulkihler wur-
den 25 g Eis, 1.85 g (5 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure (8) und 680

mg (10 mmol) einer 25proz. Ammoniak-Losung vorgelegt. Man spulte mit 10 ml
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Wasser nach, tropfte innerhalb von 15 min bei 0 °C 1.84 g (10 mmol) Trichlortria-
zin (7) in 10 ml Aceton zu. In einem 50 ml Rundkolben mit 10 ml Wasser wog man
680 mg einer 25proz. Ammoniak-Losung ein und tropfte diese Losung innerhalb
von 15 min zu der Reaktionsmischung. Man lief3 noch 15 min rihren und versetzte
mit einer Mischung aus 1.74 g (10 mmol) Tyramin-Hydrochlorid (24) 10 ml Wasser
und 680 mg einer 25proz. Ammoniak-Losung und erwarmte auf 40 °C. Nach
15 min gab man binnen 15 min 680 mg einer 25proz. Ammoniak-Losung zu, die
zuvor mit Wasser auf 10 ml aufgefullt wurde. Nach beendeter Zugabe liely man bei
gleicher Temperatur noch weitere 15 min rtiihren. Nun wurden 1.73 g (10 mmol)
Sulfanilsaure (10) zugegeben. Man erhitzte auf 95 °C. Man verdunnte 1.36 g ei-
ner 25proz. Ammoniak-Losung mit 20 ml Wasser und tropfte sie wahrend 30 min
in die Reaktionsmischung. Nach beendeter Zugabe wurden 5 g Puffersalzmi-
schung und 10 g KCI zugesetzt. Man spulte mit 5 ml Wasser nach und liel3 abkih-
len. Die FlUussigkeit der erhaltenen Suspensionen wurden mit sehr geringem Un-
terdruck durch ein mit einem Glasfaser-Tiefenfilter bedecktes grobes Papierfilter
filtriert. Der Filterkuchen wurde in ein Becherglas Ubergeflhrt, mit 50 ml Wasser
aufgeschlammt, 3 h bei Raumtemp. geruhrt und erneut filtriert. Das bei 40 °C i.
Vak. getrocknete Produkt wurde aus einer Mischung aus DMF und Ethanol (1:9)
umkristallisiert. In dem vorliegenden Produktgemisch konnte durch DC (Kieselgel,
NHs; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) die Zielsubstanz weder durch
Vergleich mit vorher bei anderen Experimenten entwickelten Chromatogrammen
noch durch die Verwendung von Flurescein / Silbernitrat- und Echtblausalz B-

Spruhlésungen nachgewiesen werden.

h) In einem Braunglas-Zweihalskolben mit RuckfluBkuhler wurden 100 g Eis,
9.26 g (26 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure (8), und 9.22 g (50 mmol)
Cyanurchlorid (7) miteinander verrthrt. Innerhalb von 2 h liel} man unter Eiskih-
lung 4 g (0.1 mol) NaOH als halbgesattigte Losung so zulaufen, dal® der pH-Wert
nicht Uber 7.5 stieg. Man gab 8.7 g (50 mmol) Tyramin-Hydrochlorid (24) zu, er-
warmte auf 50 °C und gab innerhalb 1 h bei dieser Temperatur 4 g NaOH als
halbgesattigte Losung zu. Nach beendeter Zugabe wurden 8.7 g (50 mmol) fein
pulverisierte Sulfanilsaure (10) zugesetzt. Wahrend man zum RuUckflu® erhitzte,
gab man immer soviel einer aus 4 g (0.1 mol) NaOH hergestellten halbgesattigten

NaOH-Lésung zu, dal® der pH-Wert nicht Uber 7.5 stieg. Man riUhrte unter
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Ruckfluld, bis die gesamte NaOH-Lésung verbraucht war. Man gab 26 g Puffer-
salzmischung zu, lie® 15 min ruhren, versetzte mit 52 g KCI und liel® abkuhlen.
Nach der Aufarbeitung gemal® AAV 1 konnte durch DC (Kieselgel, NH3
26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) in dem Rohprodukt eine Vielzahl von
Nebenprodukten festgestellt werden, die durch PDC (Kieselgel, NH3

26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) nicht entfernt werden konnten.

i) In einem 500 ml Dreihalskolben mit Thermometer, RuckfluRkuhler und
Magnetrihrer wurden 10.6 g Trichlortriazin (7) (57 mmol) bei -5 °C in 100 ml Ace-
ton geloést und mit 10.4 g (28 mmol) 4,4’-Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure (8)
versetzt. Innerhalb 15 min wurde eine Losung aus 2.24 g (56 mmol) NaOH in 30
ml Wasser derart zugetropft, daly der pH-Wert nicht Uber 7.5 anstieg. Nach been-
deter Zugabe rihrte man noch 5 min. Anschlieend wurde eine mit Na,COs3 neut-
ralisierte Losung aus 10 g Tyramin-Hydrochlorid (24) (57.5 mmol) in 20 ml Wasser
in einer Portion zugefugt. Die Reaktionsmischung wurde langsam auf 40 °C er-
warmt, wobei der pH-Wert durch Zugabe von fein pulverisiertem Na,COs neutral
bis leicht sauer gehalten wurde. Als 15 min auch ohne weitere Zugabe von
Na,CO3 der pH-Wert unverandert blieb, versetzte man mit 9.7 g Sulfanilsaure (10)
(56 mmol), fugte 20 ml Wasser zu und ersetzte den Kuhler durch eine Destillati-
onsbrucke. Man erwarmte die Mischung langsam auf 95 °C. Dabei wurde durch
Zusatz von Na;COs3; der pH-Wert der Reaktionsmischung immer im neutralen bis
leicht sauren Bereich gehalten. Als kein Aceton mehr Uberging, wechselte man die
Destillationsbrucke wieder mit dem Ruckflu3kihler und lie? in der Siedehitze unter
pH-Kontrolle weiterreagieren, bis der pH-Wert auch ohne weitere Na,CO3s-Zugabe
konstant blieb. Man gab 35 g Puffersalzmischung zu, lie3 15 min rahren, versetzte
mit 35 g KCI und liel3 abkuhlen. Die Aufarbeitung erfolgte gemal AAV 1. Das tief
gelbe, hochpolare Produktgemisch konnte mit chromatographischen Methoden

nicht getrennt werden.

j) In einem 500 ml Dreihalskolben mit Thermometer, Ruckflu3kihler und Magne-
trihrer wurde eine Suspension aus 9.22 g (50 mmol) Cyanurchlorid (7), 50 ml
Aceton und 50 g Eis vorgelegt. Zu dieser Mischung wurde unter Eiskuhlung 9.26 g
(25 mmol) 4,4°-Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) zugefugt. Bei gleicher Tem-

peratur wurden langsam 2.65 g (25 mmol) Na,COs3 gelost in 30 ml Wasser, so



Untersuchungen zum Aufbau der Autheller 115

zugetropft, dall der pH-Wert der Reaktionsmischung nicht Gber einen Wert von 7
stieg. Nachdem die gesamte Na,COs-Losung zugegeben war, wurde das Eisbad
entfernt. Man liel® noch 5 min rihren. AnschlieRend wurden 8.66 g fein pulverisier-
te Sulfanilsaure (10) (50 mmol) in die Reaktionsmischung eingetragen, welche
daraufhin auf 40 °C erwarmt wurde. Man loéste 2.65 g (25 mmol) Na,COg3 in 30 mi
Wasser und tropfte von dieser Losung langsam immer so viel in die Reaktionsmi-
schung, daf sich der pH-Wert der Reaktionsmischung immer im Bereich von 6.5-7
bewegte. Nach beendeter Zugabe wurde das Aceton abdestilliert. Die verbliebene
rein waldrige Losung wurde mit 8.68 g Tyramin-Hydrochlorid (24) (50 mmol) ver-
setzt und langsam auf 95 °C erwarmt. Dabei wurde von einer Losung aus 5.3 g
(50 mmol) Na;COs3 in 50 ml Wasser immer so viel in die Reaktionsmischung ein-
getropft, dal® deren pH-Wert immer neutral bis leicht sauer war. Man gab 28 g Puf-
fersalzmischung zu, liel3 15 min nachrthren, versetzte mit 52 g KCI und liel3 ab-
kihlen. Die Aufarbeitung erfolgte gemal® AAV 1. Da sich das intensiv gelbe Pro-
dukt in Lage und Anzahl der Banden bei DC (Kieselgel, NH; 26proz.:
EE:lsopropanol:Wasser / 3:8:10:4) nicht von vorher untersuchten, nicht trennbaren
Produkten unterschied, wurden keine weiteren Reinigungsversuche unternom-

men.

4,4°-Bis-[(4-(p-hydroxyphenyl)-ethylamino)-6-(p-sulfo-phenylamino)-[1,3,5]-

triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonsaure: a) Gemal} AAV 2 wurden
3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 3.47 g (20 mmol) Tyramin-
Hydrochlorid (244) unter Zugabe von 40 ml 1 N NaOH (1.6 g, 40 mmol) in der ers-
ten Reaktionsstufe und mit 3.46 g (20 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) unter
Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8
g, 20 mmol) in der zweiten Reaktionsstufe und 3.7 g (10 mmol) 4,4'-
Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure (8) in 1,4-Dioxan unter Zugabe von 0.8 g (20
mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-Lésung (0.8 g, 20 mmol) in der
dritten Reaktionsstufe miteinander umgesetzt und das erhaltene Produkt entspre-
chend aufgearbeitet. Die Titelverbindung konnte nicht von den zahlreichen Ne-

benprodukten des hochpolaren Produktgemisches getrennt werden.

b) Gemal AAV 3 wurden 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 3.47 g
(20 mmol) Tyramin-Hydrochlorid (24) unter Zugabe von 40 ml 1 N NaOH (1.6 g,
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40 mmol) in der ersten Reaktionsstufe und mit 3.7 g (10 mmol) 4,4'-
Diaminostilben-2,2 -disulfonsdure (8) unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-
microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8 g, 20 mmol) in der zweiten Reakti-
onsstufe und mit 6.92 g (40 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter
Zugabe von 1.6 g (40 mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8
g, 20 mmol) in der dritten Reaktionsstufe miteinander umgesetzt und das erhalte-
ne Produkt entsprechend aufgearbeitet. Man erhielt ein untrennbares, hochpolares

Produktgemisch.

b) Gemald AAV 4 wurden 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 3.7 g
(10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) unter Zugabe von 0.8 g (20
mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-Lésung (0.8 g, 20 mmol) in der
ersten Reaktionsstufe und mit 3.47 g (20 mmol) Tyramin-Hydrochlorid (24) unter
Zugabe von 40 ml 1 N NaOH (1.6 g, 40 mmol) in der zweiten Reaktionsstufe und
mit 6.92 g (40 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter Zugabe von
60 ml 1 N NaOH-LAsung (2.4 g, 60 mmol) in der dritten Reaktionsstufe miteinan-
der umgesetzt und das erhaltene Produkt entsprechend aufgearbeitet. Man konnte

die Titelverbindung nicht aus dem hochpolaren Produktgemisch isolieren.

Tetra-tripropylammonium-4,4°-bis-[(4-(p-hydroxyphenyl)-ethylamino)-6-(p-
sulfonato-phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disul-
fonat: Gemal AAV 5 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 1.73 g (10 mmol) Tyramin-
Hydrochlorid (24) umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Durch PDC (Kiesel-
gel, NHs; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und nachfolgende HPLC
(C18, Diol, Nitril, CH3CN-H,O-Aceotrop / H,O oder 0.1proz. TFA oder 50 mmol

Boratpuffer pH 8.2) konnte das Zielmolekul nicht isoliert werden.

Tetra-tributylammonium-4,4"-bis-[(4-(p-hydroxyphenyl)-ethylamino)-6-(p-
sulfonato-phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2"-disulfo-
nat: a) Gemall AAV 6 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 1.73 g (10 mmol) Tyramin-
Hydrochlorid (24) umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Durch PDC (Kiesel-
gel, NH3; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und nachfolgende HPLC
(C18, Diol, Nitril, CH3CN-H,O-Aceotrop / H,O oder 0.1proz. TFA oder 50 mmol
Boratpuffer pH 8.2) konnte das Zielmolekul nicht isoliert werden.
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b) In einem dickwandigen Reagenzglas wurden 1.0 g (5.8 mmol) Tyramin-
Hydrochlorid (24) zusammen mit 0.6 g (0.58 mmol) des Monochlortriazins, 3 ml
DMSO und 3 ml Tributylamin eingeschmolzen, in einen Metallmantel mit Druck-
ausgleichsbohrungen Ubergefihrt und 17 h lang auf 110 °C erhitzt. Man erhielt tief
dunkelbraune, zahe Klimpchen, aus denen durch Vakuum-Flussigkeits-Chroma-
tographie (60 x 40mm, Kieselgel, 10 mal 30 ml Wasser / MeOH 1:0. 29:1. 28:2.
20:10) ausschlieBlich tief dunkelbraunen Produkte. DC (Kieselgel, NH; 26proz.:
EE:lsopropanol:Wasser / 3:8:10:4) gab einen durchgehenden dunkelbraunen
Streifen. Beim Austausch von NH3; in dem obigen Losungsmittel durch Wasser und
verd. HAc blieb die Mischung am Startpunkt.

Tetranatrium-4,4"-bis-[(4-(p-hydroxyphenyl)-ethylamino)-6-(p-sulfonato-phe-

nylamino)-[1,3,5]-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2 -disulfonat: Man ver-
rieb 1.0 g (5.8 mmol) Tyramin-Hydrochlorid (24) in einer Reibschale mit 230 mg
(5.8 mmol) NaOH und erhitzte das Gemisch bis zur beginnenden Erweichung mit
einem Heilluftgeblase in einem Porzellantiegel. Man liel3 erkalten, pulverisierte
und mischte innig mit 0.6 g (0.58 mmol) des Monochlortriazins. Man erwarmte die
Mischung mit einem Heildluftgeblase, bis sie eine hochviskose Konsistenz aufwies.
Man erhielt ein dunkelbraunes bis schwarzes Produktgemisch, aus dem durch
Vakuum-FlUssigkeits-Chromatographie (60 x 40mm, Kieselgel, 10mal 30 ml Was-
ser / MeOH 1:0.29:1. 28:2. 20:10) keine einheitlichen Verbindungen isoliert wer-
den konnten. Durch PDC (Kieselgel, NH3; 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser /

3:8:10:4) konnte keine Trennung erreicht werden.

Tetra-tripropylammonium-4,4°-bis-[(4-(p-hydroxyphenyl)-ethylamino)-6-(p-

phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2"-disulfonat: In ei-
nem Zweihalskolben mit RackfluBkuhler und Magnetruhrer wurden 1.5 g eines
nach AAV 1 aus Trichlortriazin (7), Anilin (9) und 4,4"-Diaminostilben-2,2"-
disulfonsaure (8) erhaltenen Produktgemisches (entsprechend 1.8 mmol bei MW =
855) bei Raumtemp. in 25 ml trockenem Pyridin suspendiert und unter einer Stick-
stoffatmosphare mit 1.0 g (5.8 mmol) Tyramin-Hydrochlorid (24) versetzt. Diese
Mischung wurde 2 h auf 100 °C erhitzt. Danach wurde auf Raumtemp. abgekunhlt.
Die gebildeten Klimpchen wurden im Kolben vorsichtig mit einem Teflonstab zer-

kleinert. Im Dunnschichtchromatogramm (Kieselgel, NH; 26proz.:EE:Isopropanol:
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Wasser / 3:8:10:4) waren im R+-Werte-Bereich von 0.14 bis 0.73 14 teilweise stark
ineinanderlaufende, orangefarbene bis rotbraune Banden zu erkennen. Zwei rot-
braune Banden zeigten im UV (366 nm) schwache Fluoreszenz. Durch PDC (Kie-
selgel, NH; 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und HPLC (C18, CH3CN-
H,0O-Aceotrop / 50 mmol Boratpuffer pH 8.2) konnten keine einheitliche Verbin-

dung isoliert werden.

Tetraammonium-4,4"-bis-[(4-(p-Hydroxyphenyl)-ethylamino)-6-(p-sulfonato-

phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2 -disulfonat: = Vom
Diaminostilben-Disulfonsaure-Natriumsalz (8) wurden 1.5 g (1.5 mmol) mit 1.3 g
(7.5 mmol) Tyramin-Hydrochlorid (24) sowie 300 mg (7.5 mmol) Natriumhydroxid
in 20 ml 20proz. Natriumchlorid-Losung suspendiert und bis zum leichten Sieden
erhitzt. Innerhalb von 4 h wurden 30 ml einer 0.1 N NaOH-Ldsung in die Reakti-
onsmischung eingetropft, dal} der pH-Wert immer zwischen 6.5-8.0 lag. Nach 4 h
gofd man die Reaktionsmischung in 100 ml einer eiskalten 0.1 N HCI. Der Filtrati-
onsruckstand wurde durch PDC an SiO; (EE, Wasser, i-Prop-OH, 25 % NHs.
4:4:8:1 bis 3) gereinigt. Man suspendierte die entsprechenden Zonen in DMSO

und tropfte diese Losung in die 300fache Menge heftig gerihrten trockenen Ether.

Man erhielt 380 mg (21 %) eines hellgelben Pulvers mit dem Schmelzpunkt
298°C, das bei DC (Kieselgel, NH; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4)

noch zwei weitere, schwach fluoreszierende Banden zeigte.

7.3 Syntheseversuche an Amberlyst 15

Aktivierung und Beladung des Harzes: In einem Kolben mit RuckfluRkuhler wur-
den 20 g Amberlyst 15 mit Thionylchlorid Uberschichtet, mit 0.5 ml DMF versetzt
und 30 min unter Ruckflul3 erhitzt. Man liel3 abkuhlen, destillierte den groften Teil
des Thionylchlorids ab, breitete das Harz in dinner Schicht in einer Glasfilternut-
sche aus und saugte scharf ab. Man Uberschichtete die Kugelchen in einem
Rundkolben zweimal mit Toluol und einmal mit Benzol, erhitzte 15 min zum Sie-
den und saugte abschliel3end scharf ab. Man erhielt 20.58 g (86.6 %) des aktivier-
ten Harzes. 5.63 g (48,4 mmol) Diaminohexan wurden in einem Rundkolben mit
Ruckflu3kthler in 100 ml Wasser mit dem mit Thionylchlorid / DMF behandelten
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Amberlyst 15 unter Ruckflud erhitzt. Dabei wurde eine 0.1 N NaOH-Ldsung stets
so zugesetzt, dal die Reaktionsmischung immer basische Reaktion zeigte. Als die
Reaktionsmischung auch ohne weitere Hydroxidzugabe basisch blieb, liel¥ man
eine weitere halbe Stunde sieden, filtrierte und kochte anschlieRend dreimal mit
100 ml Wasser. Man erhielt 24.3 g (99,1 %) sich sehr glatt anfihlende Harzkugeln.

7.4 Kupplungsversuche am Harz

Tetranatrium-4,4"-bis-[(6-(6-aminohexylamino)-4-(p-sulfonyl-phenylamino)-
1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: a) In einem Rundkolben
wurden 7.7 g (7.5 mmol) 6 mit 8 g des aktivierten Harzes und 50 ml Wasser 5 h
unter Ruckflu® erhitzt. Die Losung wurde durch 0.1 N NaOH-Ldsung standig neut-
ral gehalten. Man filtrierte, kochte die Perlen 5mal fir je 15 min in 100 ml Wasser
aus und trocknete bei 40 °C Man erhielt 10.2 g im UV (360 nm) stark fluoreszie-
rendes Harz entsprechend 29proz. Umsatz.

b) In einem Rundkolben wurden 7.7 g (7.5 mmol) 6 mit 8 g des aktivierten Harzes
und 50 ml DMSO auf 100 °C erwarmt. Nach 1 h in der insgesamt 0.2 ml Triethy-
lamin zugegeben wurden, reagierte die Reaktionsmischung stehende Flussigkeit
dauerhaft alkalisch. Man filtrierte, kochte die Perlen 5mal fur je 15 min in 100 ml
Wasser aus und trocknete bei 40 °C Man erhielt 8.3 g im UV (360 nm) fluoreszie-

rendes Harz entsprechend 4proz. Umsatz.

c¢) In einem Rundkolben wurden mit 8 g des aktivierten Harzes und 50 ml DMSO /
Pyridin 1:1 zum Sieden erhitzt. Innerhalb 30 min wurden 7.7 g (7.5 mmol) 6 zuge-
setzt. Dabei verklumpte die Reaktionsmischung zu einem terracottafarbenen
Schleim, der sich auch nach weiteren 60 min nicht wieder aufléste. Der Reakti-

onsansatz wurde verworfen.

Das aus a) erhaltene Harz wurde 3mal alternierend fur jeweils 4 h in konz. HCI
und Wasser, dem nach Kontakt mit dem Harz so viel 1 N NaOH-L6sung zugesetzt
wurde, dald es dauerhaft alkalisch blieb, unter Ruckfluld erhitzt. Man filtrierte je-
weils ab, sammelte die Salzsaure flr den nachsten Vorgang und konzentrierte die

Lauge bis fast zur Trockene. Man erhielt eine im UV (366 nm) intensiv hell gelb
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fluoreszierende LOsung, die nur Spuren des eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe

enthielt.

7.5 Umsetzung mit 6-Aminohexansaure (25)

Hexakalium-4,4"-bis-[(6-(5-carboxyl-pentylamino)-4-(p-sulfonato-phenylami-

no-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: Gemaly AAV 1 wur-
den 5.13 g (5 mmol) 6, 1.31 g (10 mmol) 6-Aminohexansaure (25) und 20 ml 1N
NaOH-Lésung (20 mmol) umgesetzt und aufgearbeitet. Man erhielt ein orangegel-
bes, nach Umkristallisation hellgelbes, Produktgemisch, das im Dunnschichtchro-
matogramm (Kieselgel, NH3; 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) im Bereich
von 0.38 bis 0.58 10 hell gelb bis weillich blau fluoreszierende (UV, 366 nm),
stark Uberlappende Banden zeigte. Durch PDC (Kieselgel, NH3 26proz.:EE: I-

sopropanol:Wasser / 3:8:10:4) konnte kein einheitliches Produkt erhalten werden.

7.6 Umsetzungen mit 11-Aminoundecansaure (26)

Hexakalium-4,4"-bis-[(6-(10-carboxyl-decylamino)-4-(p-sulfonato-phenylami-

no)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: a) Gemal} AAV 1
wurden 5.13 g (5 mmol) 6, 2.01 g (10 mmol) 11-Aminoundecansaure (26) und 20
ml 1 N NaOH Lésung (20 mmol) umgesetzt und aufgearbeitet. Man erhielt ein o-
rangegelbes, nach Umkristallisation hellgelbes Produktgemisch. Durch HPLC
(Nitrilphase, CH3CN-H,0O-Aceotrop / 0.1proz.TFA 80:20) konnte nur eine unvoll-
standige Reinigung erreicht werden. Die Haupfraktion zeigte im Dunnschichtchro-
matogramm (Kieselgel, NH; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) 9 nicht in

Substanz isolierbare Banden.

b) Trichlortriazin (7) 10.6 g (57,5 mmol) wurden in einem 500 ml Dreihalskolben
mit RuckfluRkuhler und Magnetruhrer bei 0 °C in 100 ml eiskaltem Aceton gelost
und bei Eiskihlung langsam mit 10.4 g (28 mmol) 4,4’-Diaminostilben-2,2"-
disulfonsaure (8) versetzt. Bei gleicher Temperatur wurde anschlieliend NaOH
(2.24 g, 56 mmol) als halbkonzentrierte walrige Losung langsam zugetropft. An-
schlieBend wurden 2.96 g (28 mmol) Na,COs als halbkonzentrierte waldrige Lo-

sung so zugegeben, dal® der pH-Wert der Reaktionsmischung im neutralen Be-
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reich blieb. Daraufhin wurden 11.6 g (57.6 mmol) Aminoundecansaure (26) und
2.3 g (57.6 mmol) NaOH als halbkonzentrierte Losung eingetragen. Die Reakti-
onsmischung wurde auf 50 °C erwarmt und mit 4.84 g (57.6 mmol) NaHCO; als
halbkonzentrierte Losung neutral bis leicht basisch gehalten. Nach beendeter Zu-
gabe wurden 17.3 g (0.1 mol) Sulfanilsaure (10) und eine 60 °C warme Ldsung
aus 8.4 g (0.1 mol) NaHCO3; und 50 ml Wasser zugefugt. Man destillierte das Ace-
ton ab und erwarmte weiter auf Siedetemperatur. Dabei tropfte man von insge-
samt 2.3 g ( 57,5 mmol) NaOH, geldst in 50 ml Wasser, immer soviel in die Reak-
tionsmischung, dald der pH-Wert stets bei 7.5+0.5 lag. Man setzte 28 g Puffer-
salzmischung und 50 g KCI zu, lieR® abkuhlen und arbeitete nach AAV 1 auf. Das
Zielmolekull konnte aus dem hochpolaren Produktgemisch durch HPLC (Nitrilpha-
se, Diolphase, C18, CH3CN-H,0-Aceotrop mit H,O bzw. 50 mmol Phosphatpuffer)

nicht isoliert werden.

c) In einem 250 ml Braunglas-Zweihalskolben mit Eiskihlung und Magnetrihrer
wurden bei 0 °C 10.56 g Cyanurchlorid (7) (57 mmol) in 100 ml Aceton eingetra-
gen. Man bereitete aus 4.3 g (108 mmol) NaOH eine halbkonzentrierte Losung
und tropfte davon unter Eiskihlung so viel in eine Suspension aus 10.0 g 4,4'-
Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure (8) (27 mmol) und 25 ml eiskaltem Wasser, dal}
sich die Sulfonsaure nahezu vollstandig l6ste, der pH-Wert aber nicht basisch
wurde. Diese Mischung wurde zugig zu der Triazin-Lésung gegeben. Man gab
anschliefend den Rest der halbkonzentrierten NaOH-Lésung bei 0 °C so zu, dal}
der pH-Wert immer neutral oder leicht sauer blieb. Anschlielend liel® man noch
weitere 5 min ohne weitere Kihlung rihren. Man gab 8.9 g (51 mmol) fein pulveri-
sierte Sulfanilsaure (10) in einer Portion zu und tropfte insgesamt 4.2 g (104
mmol) NaOH als halbkonzentrierte Losung innerhalb einer Stunde bei 35 °C so zu,
dald der pH-Wert immer neutral bis leicht sauer blieb. Nach beendeter Zugabe lief3
man noch 30 min bei 35 °C ruhren. Die Mischung wurde mit 10.5 g (52 mmol) 11-
Aminoundecansaure (26) versetzt und auf 95 °C erwarmt, wobei das Aceton ab-
destilliert wurde. Wahrenddessen wurden aus einem Vorrat von 4.3 g (108 mmol)
NaOH als halbkonzentrierte Losung so eingetropft, dal} der pH-Wert der Reakti-
onsmischung immer neutral bis schwach sauer blieb. Nachdem die gesamte Men-
ge NaOH zugesetzt worden war, lie3 man noch weitere 15 min bei 95 °C ruhren.
Man setzte 28 g Puffersalzmischung und 56 g KCI zu, lie3 abkihlen und arbeitete
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nach AAV 1 auf. Das Dinnschichtchromatogramm zeigte keine positive Verande-
rung in Anzahl und Lage der Banden im Vergleich zu vorherigen Experimenten.

Eine weitere Reinigung unterblieb.

4,4°-Bis-[(6-(10-carboxy-decylamino)-4-(p-sulfo-phenylamino)-1,3,5-triazin-2-
yl))-amino]-trans-stilben-2.2 -disulfonsaure: a) Gemal AAV 2 wurden 3.68 g
(20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 4.02 g (20 mmol) 11-Aminoun-
decansaure (26) unter Zugabe von 40 ml 1 N NaOH (1.6 g, 40 mmol) in der ersten
Reaktionsstufe und mit 3.46 g (20 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) unter
Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8
g, 20 mmol) in der zweiten Reaktionsstufe und 3.7 g (10 mmol) 4,4°-Diamino-
stilben-2,2"-disulfonsaure (8) in 1,4-Dioxan unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol)
NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-Ldsung (0.8 g, 20 mmol) in der dritten
Reaktionsstufe miteinander umgesetzt und das erhaltene Produkt entsprechend
aufgearbeitet. Die Isolierung des Zielmoleklls aus dem sehr polaren Produktge-
misch konnte durch PDC (Kieselgel, NHs; 26proz.:EE:lsopropanol: Wasser /
3:8:10:4) und nachfolgende HPLC (Diol, Nitril, CH3CN-H,O-Aceotrop / 0.1proz.
TFA oder 50 mmol Boratpuffer pH 8.2) nicht erreicht werden.

b) Gemal AAV 3 wurden 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 4.02 g
(20 mmol) 11-Aminoundecansaure (26) unter Zugabe von 40 ml 1 N NaOH (1.6 g,
40 mmol) in der ersten Reaktionsstufe und mit 3.7 g (10 mmol) 4,4'-
Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure (8) unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-
microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8 g, 20 mmol) in der zweiten Reakti-
onsstufe und mit 6.92 g (40 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter
Zugabe von 1.6 g (40 mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8
g, 20 mmol) in der dritten Reaktionsstufe miteinander umgesetzt und das erhalte-
ne Produkt entsprechend aufgearbeitet. Man erhielt ein durch HPLC (Diol, Nitril,
CH3CN-H20-Aceotrop / 0.1proz. TFA oder 50 mmol Boratpuffer pH 8.2) nicht

trennbares Produktgemisch.

c) Gemal AAV 4 wurden 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 3.7 g
(10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) unter Zugabe von 0.8 g (20
mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-Lésung (0.8 g, 20 mmol) in der

ersten Reaktionsstufe und mit 4.02 g (20 mmol) 11-Aminoundecansaure (26) unter
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Zugabe von 40 ml 1 N NaOH (1.6 g, 40 mmol) in der zweiten Reaktionsstufe und
mit 6.92 g (40 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter Zugabe von
60 ml 1 N NaOH-L6sung (2.4 g, 60 mmol) in der dritten Reaktionsstufe miteinan-
der umgesetzt und das erhaltene Produkt entsprechend aufgearbeitet. Aus dem
sehr polaren Produktgemisch konnte die Zielverbindung weder durch PDC (Kie-
selgel, NH3 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) noch durch nachfolgende
HPLC (Diol, Nitril, CH3CN-H20O-Aceotrop / 0.1proz. TFA oder 50 mmol Boratpuffer
pH 8.2) isoliert werden.

Hexa-tripropylammonium-4,4°-bis-[(6-(10-carboxyl-decylamino)-4-(p-sulfona-
to-phenylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2 -disulfonat: Ge-
malk AAV 5 wurden 250 g (24 mmol) 6 mit 2.01 g (10 mmol) 11-
Aminoundecansaure (26) umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Durch PDC
und nachfolgende HPLC (C18, Diol, Nitril, CH3CN-H,O-Aceotrop / 50 mmol Phos-
phatpuffer oder 0.1proz. TFA oder 50 mmol Boratpuffer pH 8.2) konnte das Ziel-

molekdul nicht isoliert werden.

Hexa-tributylammonium-4,4"-bis-[(6-(10-carboxyl-decylamino)-4-(p-sulfonato-
phenylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2 -disulfonat:. Gemal
AAV 6 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 2.01 g (10 mmol) 11-Aminoundecansaure
(26) umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Die Zielverbindung konnte durch
PDC (Kieselgel, NH3 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und HPLC
(Nitrilphase, CH3CN-H,O-Aceotrop / 50 mmol Phosphatpuffer) nicht von den Ne-
benprodukten getrennt werden.

7.7 Umsetzungen mit Polyethylenglycolhomologen mit einer
mittleren Molmasse von 600 (PEG600) (30)

Tetrakalium-4,4"-bis-[(6-(®w-hydroxy-poly-ethylenoxy)-4-(p-sulfonato-phenyl-

amino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2"-disulfonathomologe, n=13
-14: Gemal AAV 1 wurden 5.13 g (5 mmol) 6, 6.00 g (10 mmol) PEG600 (30) und
10 ml 1N NaOH Lésung (20 mmol) umgesetzt und aufgearbeitet. Man erhielt ein

orangegelbes, nach Umkristallisation hellgelbes Produktgemisch, das durch
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HSCCC (WDT) und HPLC (Nitrilphase, Diolphase, CH3CN-H,O-Aceotrop / H20)

nicht trennbar war.

4.,4°-Bis-[(6-(w-hydroxy-poly-ethylenoxy)-4-(p-sulfo-phenylamino)-1,3,5-tria-

zin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2"-disulfosaurehomologe, n=13-14: Gemal
AAV 7 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 6.00 g (10 mmol) Polyethylenglycolhomo-
logen der mittleren Molmasse 600 (30) (entsprechend 13 bis 14 CH,-CH,-O-
Einheiten) und 2.5 ml Tributylamin umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Ein
Gramm der bei 40 °C i. Vak. getrockneten Substanz wurde in 25 ml 20proz. me-
thanolischer Tetrabutylammoniumhydroxid-Losung digeriert, abfiltriert und mit

HSCCC (WDT) untersucht. Man konnte keine reine Komponente isolieren.

7.8 Umsetzungen mit Histidin (31)

Hexakalium-4,4"-bis-[(6-(a-N-histidylato-)-4-(p-sulfonato-phenylamino)-1,3,5-

triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2 -disulfonat: a) Gemall AAV 1 wurden
5.13 g (56 mmol) 6, 1.55 g (10 mmol) Histidin (31) und 10 ml 1 N NaOH Lésung (20
mmol) umgesetzt und aufgearbeitet. Man erhielt ein braungelbes, nach Umkristal-
lisation hell grinbraunes Produktgemisch, das durch HPLC (Diolphase, CH3;CN-

H>O-Aceotrop / H,O 1proz. TFA) nur unvollstandig gereinigt werden konnte.

b) In einem 250 ml Braunglas-Zweihalskolben mit Eiskihlung und Magnetrthrer
wurden bei 0 °C 10.0 g Cyanurchlorid (7) (54 mmol) in 100 ml Aceton eingetragen.
Man bereitete aus 4.3 g (108 mmol) NaOH eine halbkonzentrierte Losung und
tropfte davon unter Eiskuhlung soviel in eine Suspension aus 10.0 g Diaminostil-
ben-disulfonsaure (8) (27 mmol) und 25 ml eiskaltem Wasser, dal sich die Sul-
fonsaure nahezu vollstandig l6ste, der pH-Wert aber nicht basisch wurde. Diese
Mischung wurde zlgig zu der Triazin-Losung gegeben. Man gab anschlie3end
den Rest der halbkonzentrierten NaOH-Lésung bei 0 °C so zu, daly der pH-Wert
immer neutral oder leicht sauer blieb. Anschlief3end lie3 man noch weitere 5 min
ohne weitere Kihlung rihren. Man gab 8.4 g (54 mmol) Histidin (31) in einer Por-
tion zu und tropfte insgesamt 2.2 g (54 mmol) NaOH als halbkonzentrierte L6sung
innerhalb 1 h bei 35 °C so zu, dal} der pH-Wert immer neutral bis leicht sauer

blieb. Nach beendeter Zugabe liel3 man noch eine halbe Stunde bei 35 °C rihren.
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Die Mischung wurde mit 9.4 g (54 mmol) Sulfanilsaure (10) versetzt und auf 95 °C
erwarmt, wobei das Aceton abdestilliert wurde. Wahrenddessen wurden 4.3 g (108
mmol) NaOH als halbkonzentrierte Loésung so zugegeben, dal® der pH-Wert der
Reaktionsmischung immer neutral bis schwach sauer blieb. Nachdem die gesamte
Menge NaOH zugesetzt worden war, liel¥ man noch weitere 15 min bei 95 °C rih-
ren. Man versetzte mit 26 g Puffersalzmischung und 50 g KCI und liel3 abkuhlen.
Die weitere Aufarbeitung nach AAV 1 erbrachte eine durch HPLC (Diolphase,
CH3CN-H20-Aceotrop / H,O bzw. 0.1proz. TFA) nur unvollstandig trennbare Pro-

duktmischung.

4,4 -Bis-[(6-(a-N-histidyl)-4-(p-sulfo-phenylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-

trans-stilben-2.2 -disulfonsaure: a) Gemall AAV 2 wurden 3.68 g (20 mmol)
Trichlortriazin (7) in Aceton mit 3.10 g (20 mmol) Histidin unter Zugabe von 20 ml
1 N NaOH (0.8 g, 20 mmol) in der ersten Reaktionsstufe und mit 3.46 g (20 mmol)
4-Aminobenzolsulfonsaure (10) unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-
microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8 g, 20 mmol) in der zweiten Reakti-
onsstufe und 3.7 g (10 mmol) 4,4’-Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) in 1,4-
Dioxan unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N Na-
OH-L6sung (0.8 g, 20 mmol) in der dritten Reaktionsstufe miteinander umgesetzt
und das erhaltene Produkt entsprechend aufgearbeitet. Die Zielverbindung konnte
durch PDC (Kieselgel, NH; 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und nach-
folgende HPLC (C18, Diol, Nitril, CH3CN-H,O-Aceotrop / H,O oder 0.1proz. TFA

oder 50 mmol Boratpuffer pH 8.2) nicht isoliert werden.

b) Gemal AAV 3 wurden 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 3.10 g
(20 mmol) Histidin unter Zugabe von 20 ml 1 N NaOH (0.8 g, 20 mmol) in der ers-
ten Reaktionsstufe und mit 3.7 g (10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2’-disulfonsaure
(8) unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-
Lésung (0.8 g, 20 mmol) in der zweiten Reaktionsstufe und mit 6.92 g (40 mmol)
4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter Zugabe von 1.6 g (40 mmol) Na-
OH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8 g, 20 mmol) in der dritten Re-
aktionsstufe miteinander umgesetzt und das erhaltene Produkt entsprechend auf-
gearbeitet. Die Isolierung der Zielverbindung aus dem Produktgemisch gelang

nicht.
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c) Gemal AAV 4 wurden 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin in Aceton mit 3.7 g (10
mmol) 4,4"-Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) unter Zugabe von 0.8 g (20
mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-Lésung (0.8 g, 20 mmol) in der
ersten Reaktionsstufe und mit 3.10 g (20 mmol) Histidin (31) unter Zugabe von 20
ml 1 N NaOH (0.8 g, 20 mmol) in der zweiten Reaktionsstufe und mit 6.92 g (40
mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter Zugabe von 60 ml 1 N Na-
OH-L6sung (2.4 g, 60 mmol) in der dritten Reaktionsstufe miteinander umgesetzt
und das erhaltene Produkt entsprechend aufgearbeitet. Die Titelverbindung konn-
te durch PDC (Kieselgel, NH3 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und
nachfolgende HPLC (C18, Diol, Nitril, CH3;CN-H>O-Aceotrop / H,O oder 0.1proz.
TFA oder 50 mmol Boratpuffer pH 8.2) nur unvollstandig gereinigt werden.

7.9 Umsetzungen mit 1,6- Diaminohexan (28)

Tetrakalium-4,4"-bis-[(6-(6-aminohexylamino)-4-(p-sulfonato-phenylamino)-
1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2" -disulfonat: a) Gemall AAV 1 wur-
den 5.13 g (56 mmol) 6 mit 1.16 g (10 mmol) 1,6-Diaminohexan (28) umgesetzt und
aufgearbeitet. Man erhielt eine hellgelbe, durch PDC (Kieselgel, NH;
26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) nicht trennbare Produktmischung.

b) Gemall AAV 7 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 1.16 g (10 mmol) 1,6-
Diamonohexan (28) umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Man erhielt ein
sehr polares, durch PDC (Kieselgel, NH; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser /
3:8:10:4) und nachfolgende HPLC (C18, Nitril, CH3CN-H,O-Aceotrop / H,O 1proz.
TFA ) nicht trennbares Produktgemisch.

7.10 Umsetzungen mit 1,12-Diaminododecan (27)

Tetrakalium-4,4"-bis-[(6-(12-aminododecylamino)-4-(p-sulfonato-phenylami-

no)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: Gemal} AAV 1 wur-
den 5.13 g (5 mmol) 6 mit 2.00 g (10 mmol) 1,12-Diaminododecan umgesetzt und
aufgearbeitet. Man erhielt ein blal3 gelbes Produktgemisch, aus dem das Zielmo-
lekul durch PDC (Kieselgel, NH3 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und
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nachfolgende HPLC (C18, Nitril, CH3CN-H,O-Aceotrop / H,O 1proz. TFA) nicht

isoliert werden konnte.

4,4°-Bis-[(6-(12-aminododecylamino)-4-(p-sulfo-phenylamino)-1,3,5-triazin-2-

yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonsaure: Gemal} AAV 4 wurden 3.68 g (20
mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 3.7 g (10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2"-
disulfonsaure (8) unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-microprills sowie 20 mi
1 N NaOH-L6sung (0.8 g, 20 mmol) in der ersten Reaktionsstufe und mit 4.00 g
(20 mmol) Diaminododecan (27) in der zweiten Reaktionsstufe und mit 6.92 g (40
mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter Zugabe von 60 ml 1 N Na-
OH-L6sung (2.4 g, 60 mmol) in der dritten Reaktionsstufe miteinander umgesetzt
und das erhaltene Produkt entsprechend aufgearbeitet. Die Zielverbindung konnte
durch PDC (Kieselgel, NH; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und nach-
folgende HPLC (C18, Nitril, CH3;CN-H,O-Aceotrop / H,O oder 50 mmol Boratpuf-
fer pH 8.2) nicht von den Ubrigen Komponenten des sehr polaren Produktgemi-

sches getrennt werden.

Tetra-tripropylammonium-4,4"-bis-[(6-(12-aminododecylamino)-4-(p-sulfona-
to-phenylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: Ge-
mal® AAV 5 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 200 g (10 mmol) 1,12-
Diaminododecan (27) umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Die Zielverbin-
dung konnte durch PDC (Kieselgel, NHs 26proz.:EE:lsopropanol:Wasser /
3:8:10:4) und nachfolgende HPLC (C18, CH3;CN-H,O-Aceotrop / H,O oder
0.1proz. TFA oder 50 mmol Boratpuffer pH 8.2) nicht isoliert werden.

Tetra-tributylammonium-4,4"-bis-[(6-(12-aminododecylamino)-4-(p-sulfonato-
phenylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: Geman
AAV 6 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 2.00 g (10 mmol) 1,12-Diaminododecan
(27) umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Die Zielverbindung konnte durch
PDC (Kieselgel, NH3 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) sowie (Kieselgel,
Chloroform / MeOH 93:7) und HPLC (Nitrilphase, CH3CN-H,O-Aceotrop / H,O

nicht von den Nebenprodukten getrennt werden.
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7.11 Umsetzungen mit 1,12-Dodecandiol (39)

4,4"-Bis-[(6-(12-hydroxydodecyloxy)-4-(p-sulfo-phenylamino)-1,3,5-triazin-2-
yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonsaure: a) Gemal AAV 2 wurden 3.68 g
(20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 4.04 g (20 mmol) 1,12-Dodecandiol (39)
unter Zugabe von 20 ml 1 N NaOH (0.8 g, 20 mmol) in der ersten Reaktionsstufe
und mit 3.46 g (20 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) unter Zugabe von 0.8 g
(20 mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-Lésung (0.8 g, 20 mmol) in
der zweiten Reaktionsstufe und 3.7 g (10 mmol) 4,4’-Diaminostilben-2,2"-
disulfonsaure (8) in 1,4-Dioxan unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-
microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-L6sung (0.8 g, 20 mmol) in der dritten Reakti-
onsstufe miteinander umgesetzt und das erhaltene Produkt entsprechend aufge-
arbeitet. Aus dem Produktgemisch wurde die Zielverbindung durch PDC (Kiesel-
gel, NH3; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und nachfolgende HPLC
(C18, Diol, Nitril, CH3CN-H,0-Aceotrop / H,O oder 0.1proz. TFA oder 50 mmol
Boratpuffer pH 8.2) nicht isoliert.

b) Gemal AAV 3 wurden 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 4.04 g
(20 mmol) 1,12-Dodecandiol (39) unter Zugabe von 20 ml 1 N NaOH (0.8 g, 20
mmol) in der ersten Reaktionsstufe und mit 3.7 g (10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-
2,2 -disulfonsaure (8) unter Zugabe von 0.8 g (20 mmol) NaOH-microprills sowie
20 ml 1 N NaOH-Lésung (0.8 g, 20 mmol) in der zweiten Reaktionsstufe und mit
6.92 g (40 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter Zugabe von 1.6
g (40 mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-Ldsung (0.8 g, 20 mmol) in
der dritten Reaktionsstufe miteinander umgesetzt und das erhaltene Produkt ent-
sprechend aufgearbeitet. Die Isolierung der Titelverbindung gelang durch PDC
(Kieselgel, NHs; 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und nachfolgende
HPLC (Diol, CH3CN-H20-Aceotrop / H,O oder 0.1proz. TFA oder 50 mmol Borat-
puffer pH 8.2) nicht.

c) Gemal AAV 4 wurden 3.68 g (20 mmol) Trichlortriazin (7) in Aceton mit 3.7 g
(10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2"-disulfonsaure (8) unter Zugabe von 0.8 g (20
mmol) NaOH-microprills sowie 20 ml 1 N NaOH-Lésung (0.8 g, 20 mmol) in der
ersten Reaktionsstufe und mit 4.04 g (20 mmol) 1,12-Dodecandiol (39) unter Zu-
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gabe von 20 ml 1 N NaOH (0.8 g, 20 mmol) in der zweiten Reaktionsstufe und mit
6.92 g (40 mmol) 4-Aminobenzolsulfonsaure (10) in Dioxan unter Zugabe von 60
ml 1 N NaOH-Losung (2.4 g, 60 mmol) in der dritten Reaktionsstufe miteinander
umgesetzt und das erhaltene Produkt entsprechend aufgearbeitet. Man erhielt ein
Gemisch, das durch PDC (Kieselgel, NH; 26proz..:EE:lsopropanol:Wasser /
3:8:10:4) und nachfolgende HPLC (C18, Diol, CH3CN-H2O-Aceotrop / H,O oder

0.1proz. TFA) nicht getrennt werden konnte.

d) Gemal AAV 7 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 2.02 g (10 mmol) 1,12-
Dihydroxydodecan (39) und 2.5 ml Tributylamin umgesetzt und entsprechend auf-
gearbeitet. Aus dem Produktgemisch konnte die Zielverbindung nicht isoliert wer-

den.

Tetra-tripropylammonium-4,4"-bis-[(6-(12-hydroxydodecyloxy)-4-(p-sulfona-
to-phenylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: Ge-
maf AAV 5 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 2.02 g (10 mmol) Dodecan-1,12-diol
(39) umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Die Zielverbindung konnte durch
HPLC (C18, CH3CN-H,0O-Aceotrop / H,O oder 0.1proz. TFA oder 50 mmol Borat-
puffer pH 8.2) nicht isoliert werden.

Tetra-tributylammonium-4,4°-bis-[(6-(12-hydroxydodecyloxy)-4-(p-sulfonato-

phenylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: Geman
AAV 6 wurden 2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 2.02 g (10 mmol) Dodecan-1,12-diol (39)
umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Man erhielt ein Produktgemisch, das
durch HPLC (Diolphase, Nitrilphase, CH3CN-H,0O-Aceotrop / H>O) nicht trennbar

war.

7.12 Umsetzung mit D, L-Lysin (23)

Hexakalium-4,4°-bis-[(6-(D,L-5-amino-5-carboxyl-pentylamino)-4-(p-sulfona-
to-phenylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat: Ge-
maf AAV 1 wurden 5.13 g (5 mmol) 6, 1.46 g (10 mmol) Lysin (23) umgesetzt und
aufgearbeitet. Man erhielt ein rotbraunes Produkt, das durch PDC (Kieselgel, NH3
26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und nachfolgende HPLC (C18, NP,
CH3CN-H20-Aceotrop / H,0) nicht getrent werden konnte.
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7.13 Umsetzung mit 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (29)

Tetrakalium-4,4"-bis-[(6-(8-amino-3,6-dioxaoctanamino)-4-(p-sulfonato-phe-

nylamino)-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2.2 -disulfonat: GemaR AAV
1 wurden 5.13 g (6 mmol) 6 mit 1.48 g (10 mmol) 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (29)
umgesetzt und aufgearbeitet. Man erhielt ein graugrines Gemisch, das durch
HPLC (Diolphase, C18, Nitrilphase, CH3;CN-H,O-Aceotrop / H,0) nicht getrennt

werden konnte.

4,4°-Bis-[(6-(8-amino-3,6-dioxaoctanamino)-4-(p-sulfo-phenylamino)-1,3,5-
triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonsaure: Gemal AAV 7 wurden
2.50 g (2.4 mmol) 6 mit 1.48 g (10 mmol) 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (29) Tributy-
lamin umgesetzt und entsprechend aufgearbeitet. Die Zielverbindung konnte
durch PDC (Kieselgel, NH3; 26proz..EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und nach-
folgender HPLC (Nitrilphase, CH3CN-H,O-Aceotrop / H20O) nicht getrennt werden.

7.14 Untersuchungen zu Dichlortriazinen

2-(12-Aminododecylamino)-2,6-dichlor-1,3,5-triazin (36b): In einem Braunglas-
Zweihalskolben mit Ruckflulkihler wurden unter Eiskihlung 15 ml Aceton vorge-
legt, 1.84 g (10 mmol) Trichlortriazin (7) eingerthrt und nach 3 min 2.00 g (10
mmol) 1,12-Diaminododecan zugesetzt. Nach 2 h liel man die entstandene Sus-
pension absitzen, dekantierte die Uberstehende Losung ab, trocknete durch schar-
fes Absaugen und suspendierte den Filterkuchen in 5 ml eiskaltem Aceton. Durch
SC an Kieselgel (15 x 5. Chloroform) konnte lediglich das Diaminododecan zu-

riuckerhalten werden.

2-(11-Carboxy-undecylamino)-2,6-dichlor-1,3,5-triazin (36¢): In einem Braun-
glas-Zweihalskolben mit RuckfluBkuhler wurden 15 ml eiskaltes Aceton vorgelegt,
1.84 g (10 mmol) Trichlortriazin (7) eingeruhrt und nach 3 min 4.02 g (20 mmol)
11-Aminoundecansaure (30) zugesetzt. Der Reaktionsmischung wurde stets so
viel 1 N NaOH-Lésung zugesetzt, dal® eine Probe in walriger Losung eine nur
leicht saure Reaktion zeigte. Nachdem 10 min lang keine Hydroxid-Losung mehr

verbraucht wurde, teilte man die Suspension in zwei gleiche Teile auf. Die eine



Untersuchungen zum Aufbau der Autheller 131

Fraktion wurde nacheinander mit jeweils bei 20 °C gesattigter Lésung aus 5 g Puf-
fersalzmischung sowie 10 g KCI versetzt und auf 0 °C abgekuhlt. Man filtrierte den
Niederschlag von der Losung ab, suspendierte den Filterkuchen in 5 ml Aceton,
filtrierte, suspendierte in 5 ml kaltem Et,O und filtrierte erneut. Das zweite Aliquot
wurde mit 2 ml konz. HCI angesauert und der Niederschlag von der uberstehen-
den Flussigkeit filtriert. Man suspendierte den Filterkuchen in 5 ml kaltem Aceton,
filtrierte, suspendierte in 5 ml kaltem Et,O und filtrierte erneut. Beide gefallten Pro-
dukte wurden analogen Reinigungsmethoden unterworfen: PDC (Kieselgel, NH3;
26proz :EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und HPLC (C18, CH3CN-H,O-Aceotrop
/ 50 mmol Phosphatpuffer) bei 20 °C sowie mit gleichen Laufmitteln und stationa-
ren Phasen PDC bei 3 °C (Produkt lauft nicht) und analoger HPLC bei 0 °C (Eluti-

on erst nach erwarmen) lieferten das Zielmolekdl nicht.

Di-Kalium-4-amino-4°-[(4,6-dichloro)-1,3,5-triazin-2-yl)-amino]-frans-stilben-

2,2’ -disulfonat (36a): In einem Braunglas-Zweihalskolben mit RuckfluRkuhler
wurden 15 ml eiskaltes Aceton vorgelegt, 1.84 g (10 mmol) Trichlortriazin (7) ein-
geruhrt und nach 3 min 3.70 g (10 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure
(8) zugesetzt Der Reaktionsmischung wurde stets so viel 1 N NaOH-L6sung zu-
gesetzt, dal’ eine Probe in waldriger LOosung eine nur leicht saure Reaktion zeigte.
Nachdem 10 min lang keine Hydroxid-Lésung mehr verbraucht wurde, versetzte
man mit jeweils bei 20 °C gesattigter Losung aus 5 g Puffersalzmischung sowie 10
g KCI und kihlte auf 0 °C ab. Man filtrierte den Niederschlag von der Lésung ab,
suspendierte den Filterkuchen in 5 ml Aceton und filtrierte. Bei Trennversuchen
durch PDC (Kieselgel, NH3; 26proz.:EE: Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und HPLC
(C18, CH3CN-H,0O-Aceotrop / 50 mmol Phosphatpuffer) bei 20 °C und analoger
PDC bei 3 °C (Produkt lauft nicht) und analoger HPLC bei 0 °C (Elution erst nach

erwarmen) konnte das Zielmolekul nicht erhalten werden.

Bis-4,4"-[(4,6-dichloro)-1,3,5-triazin-2-yl)-amino]-trans-stilben-2,2"-disulfon-

saure (32): In einem 1 | Zweihalskolben mit Salz / Eisbad wurden einer Mischung
aus 150 ml Aceton, 120 g Eis und 25 ml bei Raumtemp. gesattigter Natriumchlo-
rid-Lésung 10.2 g (55 mmol) Trichlortriazin (7) zugefugt. In 125 ml 5 °C kaltem
Wasser wurden 9.25 g (25mmol) 4,4-Diaminostilben-2,2 -disulfonsaure (8) sus-

pendiert und unter tropfenweiser Zugabe einer Losung von 50 mmol Na,COs in 30
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ml Wasser eben geldst. Die Diaminostilbendisulfonat-Lésung wurde innerhalb ei-
ner Stunde bei —5 °C bis 0 °C zum Trichlortriazin (7) gegeben. Dabei wurde der
pH-Wert mit dem Rest der Na,COs-Losung immer neutral bis schwach sauer ge-
halten. Nachdem die gesamte Losung zugegeben wurde, lieR man noch weitere
15 min reagieren, fallte mit 10 ml konz. HCI, filtrierte, schlammte den Filterkuchen
wiederholt mit Eiswasser auf, bis das Filtrat nur noch leicht saure Reaktion zeigte
und trocknete bei 20 °C i. Vak. Man erhielt ein leicht orangefarbenes, sehr polares
Produktgemisch, das durch HPLC (C18, CH3CN-H,O-Aceotrop / H>O oder

0.1proz. TFA) nicht getrennt werden konnte.

Di-Kalium-4,4"-bis-[2-chloro-(4-(p-hydroxyphenyl)-ethylamino)-6-(p-sulfona-

to-phenylamino)-[1,3,5]-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2 -disulfonat (37):
In einem Braunglas-Zweihalskolben mit RuckfluBkihler wurden 25 ml eiskaltes
Aceton vorgelegt, 5.00 g (27 mmol) Trichlortriazin (7) eingerthrt und nach 3 min
mit 50 g Eis, 30 g NaCl und 50 ml Wasser versetzt. Zu dieser Mischung wurden
3.72 g (27 mmol) Tyramin (24) als 0.25 molare, mit Na,COj3 neutralisierte Tyramin-
Hydrochlorid-Lésung (24) gegossen. Unter Eiskuhlung wurde 2 h gerlhrt. Die Re-
aktionsmischung wurde stets durch 0.25 molare Na,CO3-Ldsung neutral bis leicht
sauer gehalten. Nachdem 54 ml Na,COs-L6sung verbraucht waren, liel3 man noch
15 min rahren. Anschliellend gab man 5.02 (13.5 mmol) 4,4 -Diaminostilben-2,2"-
disulfonsaure (8) als 0.25 molare, mit Na,COs3 neutralisierte Lésung zu und er-
warmte auf 35 °C. Die Reaktionsmischung wurde durch 0.25 molare Na,COs-
Losung neutral bis leicht sauer gehalten. Nachdem 54 ml Na,COs-Losung ver-
braucht waren, lie man noch 15 min ruhren und gab 7.8 g Puffersalzmischung
und anschlieBend 13.5 g KCI zu. Die erhaltenen Suspensionen wurden unter
schwachem Vak. durch ein mit einem Glasfaser-Tiefenfilter bedecktes grobes Pa-
pierfilter filtriert. Der Filterkuchen wurde in ein Becherglas Ubergefihrt, mit der
5fachen Menge Wasser aufgeschlammt, 3 h bei Raumtemp. gerthrt, abermals in
der gleichen Weise filtriert und bei 30 °C i. Vak. getrocknet. Man erhielt ein durch
PDC (Kieselgel, NH; 26proz.:EE:Isopropanol:Wasser / 3:8:10:4) und (Kieselgel,
HAc konz.:EE:lsopropanol:Wasser / 3:8:10:4) nicht trennbares orangerotes Pro-

duktgemisch.

Versuch zur Synthese von Amphotericin B-{4,4"-bis-[(6-(10-Carboxyl-
decylamino)-4-phenylamino-1,3,5-triazin-2-yl))-amino]-trans-stilben-2,2"-
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dinatriumsulfonato}-amid: Bei -10 °C wurden 30 mg (0.025 mmol) 26 zu- sam-
men mit 5,0 mg (0.05 mmol) Triethylamin, 15 mg (0.05 mmol) Phosphosaure-
diphenylesterazid und 45 mg (0.05 mmol) AmB (19) 24 h geruhrt wobei es auf 4
°C erwarmt wurde. Die Mischung wurden mikrotropfenweise in 250 ml trockenen,
heftig geruhrten Diethylether eingegossen. Das ausgefallene gelbe Produkt wurde
abfiltriert und nacheinander mit je 200 ul 1proz. Zitronensaure und konzentrierter
NaHCOs-Losung gewaschen. Dabei Hydrogencarbonat-Lésung nach und erhielt
wieder die gelbe Farbe. Das leicht zerfliel3liche Produkt konnte durch HPLC (C18,
nitril, Diolr, CH3CN-H,0O-Aceotrop/ H,O und 0.1 TFA und 50 mmol Boratpuffer pH
8.2) nur unvollstandig gereinigt werden.

7.15 Radiomarkierung

Zur Radiomarkierung wurden 277 MBq Na'®'l bzw. 37 MBq Na'?| zu einer Lésung
von 500 ug des Tyramin-Derivates in 250 uL 0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH 8)
gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 ug Chloramin-T in 100 uL
0.1 M Natriumphosphatpuffer (pH 8) gestartet. Nach 1 min wurden 500 yL Wasser
zugegeben. Eine SepPack C-18-Kartusche wurde kurz mit 2 ml Methanol, danach
mit 2 ml 0.1 M Natriumacetatpuffer (pH 5.4) aktiviert. Die radioaktive Lésung wur-
de auf die Saule gegeben und das freie lod mit 2 ml 0.1 M Natriumacetatpuffer
(pH 5.4) und das iodierte Blankophor mit 2 ml MeOH eluiert. Das MeOH wurde
evaporiert und der Ruckstand wurde in 0.9proz. Natriumchlorid-L6sung aufge-
nommen. Man erhielt 111 MBq der *'I-markierten und 15 MBq der '®I-markierten

Verbindungen (jeweils 40 %) die sofort weiterverwendet wurden.

7.15.1 Bindungs-Studien

Zu 10° autoclavierten Candida albicans CBS 2730 Zellen in 200 pL PBS wurden
18.5 kBq '*'I-Tyramin-Blankophor in 10 uL Natriumchlorid-Lésung gegeben. Man
inkubierte eine Stunde bei 37 °C. Kontrollexperimente unter sonst identischen Be-
dingungen wurde mit Konzentrationen von 10 bis 10°® M Blankophor- / 0.9proz.
Natriumchlorid-Lésung durchgefiihrt, um die unspezifische Bindung von **'l an die

C. albicans-Zellen zu bestimmen.
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7.15.2 Bioverteilungs-Studien

Die Tierversuche wurden nach einer Uberpriifung durch die Ethik-Kommission
entspechend der deutschen Gesetzgebung mit der der Erlaubnis 60442502 vom
Regierungsbezirk Braunschweig durchgefuhrt. Die Bioverteilungs-Studien und die
imaging-Studien wurden an voll entwickelten NMRI-Mausen (Harlan, Borchen,
Germany) durchgeflhrt. Vorher unbehandelten Tieren wurde 111 kBq des Tyr-
amin-Stilbenderivates injiziert. Nach einer Stunde, 4 Stunden und 24 Stunden
wurden jeweils Gruppen aus drei Mausen mit Kohlendioxid getdtet und sofort da-
nach seziert. Die Masse der einzelnen Organe wurde bestimmt. Um die %i.d./g —
Werte bestimmen zu kdnnen, wurde die von ihnen ausgehende Aktivitat mit einem

y-Zahler vermessen.

Um die Bindungs-Spezifitat zu untersuchen, wurden weitere drei Gruppen aus je-
weils vier Mausen gebildet. Diese Mause wurden mit Kohlendioxid betaubt. Den
Tieren der ersten Gruppe wurde jeweils 50 pl einer walrigen Suspension von
2x10° autoklavierten Candida albicans-Zellen / ml intramuskuldr in den hinteren
linken Oberschenkel injiziert. Den Tieren der zweiten Gruppe wurde jeweils 50 ul
einer sterilisierten waldrigen Suspension von 8x102 E. coli / ml intramuskuldr in den
hinteren rechten Oberschenkel injiziert. Den Tieren der dritten Gruppe injizierte
man jeweils jeweils 50 pl einer walrigen Suspension von 2x10° autoklavierten
Candida albicans-Zellen / ml intramuskular in den linken hinteren Oberschenkel
und 50 pl einer sterilisierten waRrigen Suspension von 8x108 E. coli / ml intramus-
kular in den hinteren rechten Oberschenkel. Zwei Stunden spater injizierte man
allen Tieren der ersten beiden Gruppen und zwei Tieren der dritten Gruppe 111
kBq des '®I-markierten Blankophor-Derivates in die Schwanzvene. Zwei Stunden
darauf wurden die Tiere wie beschrieben getotet. Nach der Sektion wurden die
%i.d./g- Werte der Beine und die Verhaltnisse der Werte der verschiedenen Grup-

pen zueinander berechnet.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 135

8. Literaturverzeichnis und Anmerkungen

]

(2]

(3]

4]

5]

(6]

(7]

(8]

9]

[10]

1]

(2]

(3]

[14]

(18]

[16]

(7]

H. Laatsch, B. Renneberg, E. Duvernay, A. J. Schmidt, Naturforsch. Sect. B
1995, 50, 151-157.

J. H. Seabury, in: H. A. Buechner, (Hrsg.) Management of Fungus Diseases
of the Lungs 1971, 32-33, Charles C. Thomas, Springfield, USA.

R. S. Targan, F. M. Kagnoff, M. D. Brogan, F. Shanahan, Annals of Internal
Medicine 1987, 106, 854-870.

F. C. Odds, Candida and Candidosis, a Review and Bibliography 1988, 8,
Balliere-Tindall, London.

S. N. Banerjee, T. G. Gemori, D. H. Culver, R. P. Gaynes, W. R. Jarvis, T.
Horan, J. R. Edwards, J. Tolson, T. Henderson, W. J. Marone, Am. J. Med.
1991, 91 (Suppl. 3b), 86-89.

C. M. Beck-Sague, W. R. Jarvis, J. Infect. Dis. 1993, 92, 1840-1849.

T. E. Kiehn, F. F. Edwards, D. Armstrong, Am. J. Clin. Parthol. 1980, 73,
518-521.

R. Saral, J. Clin. Oncol. 1991, 9, 77-84.

J. R. Wingard, W. G. Merz, M. G. Rinaldi, T. R. Johnson, J. E. Karp, R.
Saral, N. Engl. J. Med. 1991, 325, 1274-1277.

R. J. Blinkhorn, D. Adelstein, P. J. Spagnulo, J. Clin. Microbiol. 1989, 27,
236-240.

W. G. Merz, U. Khazen, M. A. Jabra-Rizk, L. C. Wu, G. J. Osterhout, P. F.
Lehmann, J. Clin. Microbiol. 1992, 30, 449-454.

J. Hoy, K. C. Hsu, K. Rolston, R. L. Hopfer, M. Luna, G. P. Bodey, Rev. In-
fect. Dis. 1986, 8, 959-967.

W. G. Walsh, G. P. Melcher, M. G. Rinaldi, J. Lecciones, D. A. McGough, P.
KellyY, J. Lee, D. Callender, M. Rubin, P.A. Pizzo, J. Clin. Microbiol. 1990,
28, 1616-1622.

K. J. Kwon-Chung, J. E. Bennett. Medical Mycology 1992, 770-772, Lea &
Febiger, Philadelphia, USA.

Z. N. Aucott, J. Fayen, H. Grossnicklas, A. Morrissey, M. M. Lederman, R.
A. Salata, Rev. Infect. Dis. 1990, 12, 406-411.

P. Martino, M. Venditti, A. Micozzi, G. Morace, L. Polonelli, M. P.
Mantovanil, M. C. Petti, V. L. Burgio, C. Santini, P. Serra, Rev. Infect. Dis.
1990, 72, 570-582.

R. T. Kenney, K. J. Kwon-Chung, F. G. Witebsky, D. A. Melnick, H. L.
Malech, J. I. Gallin, Am. J. Clin. Pathol. 1990, 94, 344-350.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 136

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]
(23]
(24]

(25]

(26]

(27]

(28]

(29]

(30]

(31]

(32]

(33]

[34]

(39]

(36]

A. Y. Mussa, V. K. Singh, H. S. Randhawa, Z. U. Khan, J. Mycol. Med.
1998, 8, 196-199.

M. A. Pfaller, Clin. Infect. Dis. 1994, 19 (Suppl. 1), 8-13.

E. S. Beneke, A. L. Rogers, Medical Mycology and Human Mycoses 1996,
149-204, Star Publishing Company, Belmont, California, USA.

D. W. Denning, A. Marinus, J. Cohen, D. Spence, R. Herbrecht, L. Pagano,
C. Kibbler, V. Krcmery, F. Offner, C. Cordonnier, U. Jehn, M. Ellis, L. Col-
lette, R. Sylvester, Invasive Fungal Infection Group of the European Or-
ganization for Research and treatment of Cancer (EORTC), J. Infect. 1998,
37, 173-180.

M. D. Richardson, J. Antimicrob. Chemother. 1991, 28 (Suppl A), 1-11.

T. J. Walsh, P. A. Pizzo, Annu. Rev. Microbiol. 1988, 42, 517-545.

G. P. Bodey, Leuk. Lymphoma. 1993, 11, 127-135.

L. Pagano, P. Ricci, A. Nosari, A. Tonso, M. Buelli, L. Cudillo, A. Canacchi,
C. Savignana, L. Melillo, Gruppe Italiano Malattie Ematologiche dell' Adulto,
Br. J. Haematol. 1995, 89, 500-505.

L. Pagano, A. Antinori, A. Ammassari, L. Mele, A. Nosari, L. Melillo, B.
Martino, M. Sanguinetti, F. Equitani, F. Nobile, M. Carotenuto, E. Morra, G.
Morace, G. Leone, Eur. J. Haematol. 1999, 63, 77-85.

C. Viscoli, C. Girmenia, A. Marinus, L. Collette, P. Martino, B. Vandercam,
C. Doyen, B. Lebeau, D. Spence, V. Krcmery, B. E. de Pauw, F. Meunier,
Invasive Fungal Infection Group of the European Organization for Research
and treatment of Cancer (EORTC), Clin. Infect. Dis. 1999, 28, 1071-1079.
J. R. Wingard, W. G. Merz, G. M. Rinaldi, New. Engl. J. Med. 1991, 325,
1274-1277.

M. L. Wilson, T. E. Davis, S. Mirrett, J. Reynolds, D. Fuller, S. D. Allen, K.
K. Flint, F. Koontz, L. B. Reller, J. Clin. Microbiol. 1993, 31, 865-71.

P. Nenoff, T. Friedrich, H. Schwenke, M. Mierzwa, L. C. Horn, U. F. Hau-
stein, J. med. Vet. Mykol. 1997, 35, 65-69.

M. S.Seelig, Bacteriological Reviews 1966, 30, 442-459.

E. J. Anaissie, Clin. Infect. Dis. 1992, 14 (Suppl. 1), 43-53.

M. A. Pfaller, R. Wenzel, Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1992, 11, 287-
291.

M. D. Richardson, J. Antimicrob. Chemother. 1991, 28 (Suppl. A), 1-11.

S. N. Banerjee, P. G. Emory, D. H. Culver, R. P. Gaynes, W. R. Jarvis, T.
Horant, J. R. Edwards, J. Tolson, T. Henderson, W. J. Martone Am. J. Med.
1991, 91 (Suppl. 3B), 386-389.

D. R. Schaberg, D. H. Culver, R. P. Gaynes. Am. J. Med. 1991, 91 (Suppl.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 137

[37]
(38]
(39]
[40]
[41]
[42]
[43]
(44]
(49]
[46]

[47]

(48]

(49]

(50]

[51]

[52]

(53]

[54]

[59]

[56]

[57]

(58]

[59]

[60]

[61]

3B), 72-75.

C. Binder, R. Ruchel, Mykoses 2000, 43, 59-63.

C. M. Beck-Sague, W. R. Jarvis, J. Infect. Dis. 1993, 92, 1840-1849.

D. W. Denning, J. Antimicrob. Chemother. 1991, 28 (Suppl. B), 1-6.

R. D. Diamond, Rev. Infect. Dis. 1991, 13, 480-486.

N. M. Ampel, C. L. Dols, J. N. Galgiani, Am. J. Med. 1993, 94, 235-240.

R. D. Diamond, Rev. Infect. Dis. 1991, 13, 480-486.

L. J. Wheat, Clin. Infect. Dis. 1992, 14 (Suppl. 1), 91-99.

W. T. Huges, Pediatr. Infect. Dis. 1991, 10, 391-399.

E. J. Bow, R. Loewen, S. Cheang, Clin. Infect. Dis. 1995, 21, 361-369.

J. D. Meyers, Semin. Oncol. 1990, 17 (Suppl. 6), 374-379.

G. P. Bodey, M. Buckley, Y. S. Sathe, E. J. Freireich, Ann. Intern. Med.
1966, 641, 328-340.

S. L. Gerson, G. H. Talbot, S. Hurwitz, B. L. Strom, P. A. Cassileth, Ann.
Intern. Med. 1984, 10, 345-351.

H. F. Guiot, W. E. Fibbe, J. W. van't Wout, Clin. Infect. Dis. 1994, 181, 525-
532.

J. M. Wiley, N. Smith, B. G. Leventhal, S. C. Strauss, C. A. Hurwitz, J. Mod-
lin, D. Mellits, R. Baumgardner, B. J. Corden, J. Clin. Oncol. 1990, 8, 280-
286.

B. Pfaffenbach, K. Donhuijsen, J. Pahnke, Med. Klinik 1994, 89, 299-304.
A. H. Groll, P. M. Shah, C. Mentzel, M. Schneider, G. Just-Nubling, K.
Huebner, J. Infect. 1996, 3, 23-32.

A. P. Grigg, P. Phillips, S. Durham, J. D. Shepherd, Scand. J. Infect. Dis.
1993, 25, 263-267.

M. J. Robertson, R. A. Larson. Am. J. Med. 1988, 84, 233-239.

C. H. Kirkpatrick, Am. J. Med. 1984, 77 (4 D), 1-12.

G. P. Bodey, B. Bueltmann, W. Duguid, D. Gibbs, H. Hanack, M. Hotchi, G.
Mall, P. Martino, F. Meunier, S. Milliken, S. Naoe, M. Okudaira, D. Scevola,
J. van't Wout, Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1992, 11, 99-109.

C. C. Campbell, Prev. Med. 1974, 3, 517-28.

L. Ajello, A. A. Padhye, Systemic mycoses, in: Beran GW, Steele J. H.
(Hrsg.), Handbook of Zoonoses, 2nd ed. 1994, 483-504, CRC Press, Boca
Raton, Florida.

J. R. Graybill, Infect. Dis. Clinics, N. America 1995, 9, 297-311.

G. A. Sarosi, S. F. Davies, Fungal Diseases of the Lung, 3rd ed. 2000, 73,
Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia, USA.

H. S. Randhawa, Z. U. Khan, Indian. J. Tuberc. 1987, 34, 3-11.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 138

[62]

[63]

(64]

(65]

[66]

[67]

[68]

(69]

[70]

(71]

[72]

(73]

[74]

[79]

[76]

(771

(78]

[79]

(80]

F. Offner, C. Cordonnier, P. Ljungman, H. G. Prentice, D. Engelhard, D. de
Bacquer, F. Meunier, B. de Pauw, Clin. Infect. Dis. 1998, 26, 1098-1103.

B. E. de Pauw, F. Meunier, Chemother. 1999, 45 (Suppl. 1), 1-14.

C. S. Pannuti, R. Ginrich, M. A. Pfaller, C. Kao, R. P. Wenzel, Cancer 1992,
69, 2653-2662.

J. Berenguer, M. C. Allende, J. W. Lee, K. Garrett, C. Lyman, N. M. Ali, J.
Bacher, P. A. Pizzo, T. J. Walsh, Am. J. Resp. Crit. Care. Med. 1995, 152,
1079-1086.

C. R. Curry, P. G. Quie, New Engl. J. Med. 1971, 285, 1221-1225.

E. J. Bow, R. Loewen, S. Cheang, Clin. Infect. Dis. 1995, 21, 361-369.

D. D'Antonio, A. lacone, F. S. Schioppa, T. Bonfini, F. Romano, Current
Microbiol. 1996, 3, 118-122.

T. B. Hyde, K. Gay, D. S. Stephens, D. J. Vugia, M. Pass, S. Johnson, N. L.
Barrett, W. Schaffner, P. R. Cieslak, P. S. Maupin, E. R. Zell, J. H.
Jorgensen, R. R. Facklam, C. G. Whitney, J. Am. Med. Assoc. 2001, 286,
1857-1862.

E. Mutschler, G. Geisslinger, H. K. Kroemer, M. Schafer-Kortig, Arzneimit-
telwirkungen, 8., vollig neu bearbeitete und erweiterte Auflage 2001, 806,
Wiss. Verlags-Gesellschaft, Stuttgart.

W. G. Walsh, G. P. Melcher, M. G. Rinaldi, J. Lecciones, D. A. MCGough,
P. Kelly, J. Lee , D. Callender, M. Rubin, P. A. Pizzo, J. Clin. Microbiol.
1990, 28, 1616-1622.

L. A. Zieske, R. D. Kpoke, R. Hamill, Otolaryngol. Head, Neck. Surg. 1991,
105, 567-577.

C. M. Wilson, E. J. O'Rourke, M. R. McGinnis, I. F. Salkin, J. Infect. Dis.
1990, 761, 102-107.

I. F. Salkin, M. R. McGinnis, M. J. Dykstra, M. G. Rinaldi, J. Clin. Microbiol.
1988, 26, 498-503.

E. Anaissie, G. P. Bodey, H. Kantajian, J. Ro, S. E. Vartivarian, R. Hopfer,
J. Hoy, K. Rolston, Rev. Infec. Dis. 1989, 11, 369-378.

W. Dwyer, Progress in Allergy 1984, 35, 15-92.

C. F. Cuff, C. M. Robers, B. J. Lamb, T. J. Rogers, Cellular Immunology,
1986, 700, 47-56.

P. Y. Paterson, R. Semo, G. Blumenschein, J. Swelstad, Clinical and Ex-
perimental Imiunology 1971, 9, 595-602.

A. Fischer, J. J. Ballet, C. L Griscelli, Journal of Clinical Investigation 1978,
62, 1005-1013.

R. D. Nelson, M. J. Herron, R. T. McCormack, R. C. Gehrz, Infection and



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 139

(81]

(82]

(83]

(84]
(85]

(86]

(87]
(88]

(89]

(90]

(91]

(92]

(93]
(94]
[99]
[96]

[97]

(98]
[99]

[100]

[101]

Immunity 1984, 43, 1041-1046.

E. W. Carrow, J. E. Domer, Infection and Immunity 1985, 49,172-181.

W. M. Lee, H. P. Holley, J. Stewart, G. M. P. Galbraith, American Journal of
the Medical Sciences 1986, 292, 4749.

D. W. Denning, E. G. Evans, C. C. Kibbler, M. D. Richardson, M. M. Rob-
erts, T. R. Rogers, D. W. Warnock, R. E. Warren, Eur. J. Clin. Microbiol. In-
fect. Dis. 1997, 16, 424-436.

M. G. Rinaldi, Rev. Infect. Dis. 1991, 13, 493-435.

R. Ruchel, Ann. Hematol. 1993, 67, 1-11.

J. T. Walsh, P. A. Pizzo, in: K. Holmberg, R. Meyer (Hrsg.), Diagnosis and
therapy of systemic fujgal infections 1987, 47-70, Raven Press, Ltd., New
York.

M. G. Rinaldi, Rev. Infect. Dis. 1991, 13, 493-495.

M. A. Sugar, Arch. Intern. Med. 1990, 150, 2258-2264.

T. J. Walsh, J. Lee, J. Lecciones, M. Rubin, K. Buttler, P. Francis, M. Wein-
berger, E. Roilides, D. Marshall, J. Gress, P. A. Pizzo, Rev. Infect. Dis.
1991, 13, 496-503.

D. W. Denning, A. Marinus, J. Cohen, D. Spence, R. Herbrecht, L. Pagano,
C. Kibbler, V. Krcmery, F. Offner, C. Cordonnier, U. Jehn, M Ellis, L. Collet-
te, R. Sylvester, EORTC Invasive Fungal Infections Cooperative Group, J.
Infect. 1998, 37, 173-180.

R. Duthie, D. W. Denning, Clin. Infect. Dis. 1995, 20, 598-605.

P. Martino, C. Girmenia, A. Micozzi, R. Raccah, G. Gentile, M. Venditti, F.
Mandelli, Am. J. Med. Sci. 1993, 306, 225-232.

D. J. Geha, G. D. Roberts, Clin. Lab. Med. 1994, 14, 83-97.

R. Lyon, G. Woods, Am. J. Clin. Pathol. 1995, 103, 660-662.

R. Ruchel, Ann. Hematol. 1993, 67, 1-11.

E. Reiss, C. Morrison, Clin. Microbiol. Rev. 1993, 6, 311-323.

T. J. Walsh, P. A. Pizzo, Laboratory diagnosis of Candida infections in:
Bodey, G. P. (Hrsg.), Candidiasis, pathogenesis, diagnosis, and treatment,
1993, 109-136, Raven press, Ltd., New York.

R. Kappe, A. Schulze-Berge, H. G. Sonntag, Mykoses 1996, 39, 13-23.

R. Ruchel, Ann. Hematol. 1993, 67, 1-11.

K. Mitsutake, T. Miyazaki, T. Tashiro, Y. Yamamoto, H. Kakeya, T. Otsubo,
S. Kawamura, M. A. Hossain, T. Noda, Y. Hirakata, S. Kohno, J. Clin. Mic-
robiol. 1996, 34, 1918-1921.

P. Herent, D. Stynen, F. Hernando, J. Fruit, D. Poulain, J. Clin. Microbiol.
1992, 30, 2158-2164.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 140

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

M. Machetti, M. Feasi, N. Mordini, B. van Lint, J. P. Latgé, J. Sarfati, C. Vis-
coli, Bone Marrow Transplant. 1998, 21, 917-921.

A. Sulahian, M. Tabouret, P. Ribaud, J. Sarfati, E. Gluckman, J. P. Latgé,
Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1996, 15, 139-145.

C. M. A. Swanink, J. F. G. M. Meis, A. J. M. M. Rijs, J. P. Donnelly, P. E.
Verweij, J. Clin. Microbiol. 1997, 35, 257-260.

P. E. Verweij, D. Stynen, A. J. Rijs, B. E. de Pauw, J. A. Hoogkamp-
Korstanje, J. F. Meis, J. Clin. Microbiol. 1995, 33, 1912-1914.

K. Haynes, T. R. Rogers, Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 1994, 13, 670-
674.

T. Obayashi, M. Yoshida, T. Mori, H. Goto, A. Yasuoka, H. lwasaki, H.
Teshima, S. Kohno, A. Horiuchi, A. Ito, H. Yamaguchi, K. Shimada, T.
Kawai, Lancet 1995, 345, 17-20.

P. E. Verweij, Z. Erjavec, W. Sluiters, W. Goessens, M. Rozenberg-Arska,
Y. Debets-Ossenkopp, H. F. L. Guiot, J. F. G. M. Meis, J. Clin. Microbiol.
1998, 36, 1612-1616.

S. Albelda, G. H. Talbott, S. L. Gerson, W. T. Miller, P. A. Cassileth, Am. J.
Med. 1984, 76, 1027-1034.

C. Cordonnier, E. Escudier, F. Verra, L. Brochard, J. F. Bernaudin, J.
Fleury-Feith, Eur. Resp. J. 1994, 7, 114-120.

M. v. Eiff, M. Zuhlsdorf, N. Roos, M. Hesse, R. Schulten, J. van de Loo,
Ann. Hematol 1995, 70, 135-141.

R. Jolis, J. Castella, C. Puzo, P. Coll, C. Abeledo, Chest 1996, 109, 601-
607.

L. B. Haramati, Am. J. Roentgenol. 1995, 165, 53-55.

P. C. Yang, D. B. Chang, C. J. Yu, Y. C. Lee, S. H. Kuo, K. T. Luh, Thorax
1992, 47, 457-460.

M. Thaler, B. Pastakia, T. H. Shawker, T. O'Leary, P. A. Pizzo, Ann. Intern.
Med. 1988, 108, 88-100.

M. Karthaus, G. Hubner, R. G. Geissler, G. Heil, A. Ganser, Blood 1998, 91,
2087-2089.

H. Einsele, H. Hebart, G. Roller, J. Loffler, 1. Rothenhdfer, C. A. Muller, R.
A. Bowden, J. A. van Burik, D. Engelhard, L. Kanz, U. Schumacher, J. Clin.
Microbiol. 1997, 35, 1353-1360.

D. Buchheidt, C. Baust, H. Skladny, J. Ritter, Th. Studhoff, M. Baldus, W.
Seifarth, C. Leib-Mdsch, R. Hehimann, Onkologie 1999, 22 (Suppl. 1), 133.
H. Skladny, D. Buchheidt, C. Baust, F. Krieg-Schneider, W. Seifarth, C.
Leib-Mo6sch, R. Hehlmann, J. Clin. Microbiol. 1999, 37, 3865-3871.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 141

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]
[131]

[132]

[133]

[134]

[135]
[136]

[137]
[138]

[139]

[140]

C. P. Heussel, H. -U. Kauczor, G. Heussel, B. Fischer, M. Begrich, P. Mil-
denberger, M. Thelen, J. Clin. Oncol. 1999, 17, 796-805.

C. P. Heussel, H. U. Kauczor, G. Heussel, B. Fischer, P. Mildenberger, M.
Thelen, Am. J. Roentgenol. 1997, 169, 1347-1353.

C. P. Heussel, H. -U. Kauczor, G. Heussel, B. Fischer, M. Begrich, P. Mil-
denberger, M. Thelen, J. Clin. Oncol. 1999, 17, 796-805.

D. Caillot, O. Casasnovas, A. Bernard, J.-F. Coualillier, C. Durand, B. Cui-
senier, E. Solary, F. Piard, T. Petrella, A. Bonnin, G. Couillault, M. Dumas,
H. Guy, J. Clin. Oncol. 1997, 15, 139-147.

N. Roos, A. Fahrenkamp, M. v. Eiff, S. Diederich, T. Bémmelburg, J. Ritter,
J. Fegeler, P. E. Peters, Mykoses 1991, 34 (Suppl. 1), 37-41.

N. M. Marina, P. M. Flynn, G. K. Rivera, W. T. Hughes, Cancer 1991, 68,
594-599.

C. P. Heussel, H. U. Kauczor, G. Heussel, M. Thelen, B. Jahn, Eur. Radiol.
1999, 9, 616-619.

C. P. Heuldel, H. U. Kauczor, G. Heulel, M. Poguntke, S. Schadmand-
Fischer, P. Mildenberger, M. Thelen, Fortschr. Réntgenstr. 1998, 169, 128-
134.

R. C. Semelka, J. P. Shoenut, H. M. Greenberg, E. J. Bow, J. Magn. Reson.
Imag. 1992, 2, 341-345.

F. H. Miller, S. Parikh, R. M. Gore, A. A. Nemcek, S. W. Fitzgerald, R. L.
Vogelzang, Radiographics 1993, 13, 587-596.

G. J. Hageage, B. J. Harrington, Lab. Med. 1984, 15, 109-112.

H. H. Koch, M. Pimsler, Lab. Med. 1987, 18, 603-606.

R. Ruchel, M. Schaffrinski, P. Schobert, Mykoses 1995, 38 (Suppl. 1), 28-
32.

ebd.

J. E. Monheit, D. F. Cowan, D. G. Moore, Arch. Pathol. Lab. Med. 1984,
108, 616-618.

R. Ruchel, S. Margraf, Mykoses 1993, 36, 239-242.

H. Maeda, N. Ishida, J. Biochem. 1967, 62, 276-278.

R. Ruchel, S. Margraf, Mykoses 1993, 36, 239-242.
Ich bedanke mich bei Herrn Prof. Richel flr die Bereitstellung der Aufnah-
me.

S. Andreas, S. Heindl, C. Wattky, K. Mdéller, R. Rlchel, Eur. Respir. J.
2000, 15, 407-411.

G. Wedler, Lehrbuch der Physikalischen Chemie, 3., durchgesehene Aufla-
ge, 1987, 563, Verlag Chemie, Weinheim.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 142

[141]

[142]

[143]

[144]
[145]

[146]

[147]
[148]
[149]

[150]

[151]
[152]
[153]
[154]
[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

H. Zollinger, Color Chemistry 1987, 203, Verlag Chemie, Weinheim.

Fur Polyester und Polypropylen wird Bis-(benzoxazol-2-yl) eingesetzt, wah-
rend bei Polyamiden, Wolle, Seide und Acetaten 1,3-Diphenylpyrazolin
verwendet wird.

A. Brockes, Fluorescent Whitening Agents 1975, Suppl. Vol. IV, 19-24,
Thieme-Verlag, Stuttgart.

F. Klaschka, Dermatosen 1994, 42, 66-70 und Ful3noten darin.

ebd., 13-25, 28-32.

A. K. Resnitenko, N. M. Vosilenko, G. L. Mugikowski, E. P. Krasnovzkaja,
Gigenia i Sanitarya 1984, 49, 85-87.

M. A. Darken, Science 1961, 133, 346.

M. A. Darken, Appl. Microbiol. 1962, 10, 387.

G. J. Hageage, B. J. Harrington, Lab. Med. 1984, 15, 109-112.

J. E. Monheit, D. F. Cowan, D. G. Moore, Arch. Pathol. Lab. Med. 1984,
108, 616-618.

M. Hejtmanek, J. Dolezel, |. Holubova, Folia Microbiol. 1990, 32, 437-442.
R. Ruchel, M. Schaffrinski, J. Klin. Microbiol. 1999, 37, 2694-2696.

H. Maeda, N. Ishida, J. Biochem. 1967, 62, 276-278.

C. H. Haigler, R. M. Brown Jr., M. Benziman, Science 1980, 270, 903-906.
W. Herth, J. Cell. Biol. 1980, 87, 244-250.

H. Hollaender, W. Keilig, J. Bauer, E. Rothemund, Mykopathologica 1984,
88, 131-134.

N. A. R. Gow, G. M. Gadd, The growing Fungus, 1994, 44, 48, Chapmann
& Hall, London.

N. A. R. Gow, G. M. Gadd, The growing Fungus, 1994, 43, Chapmann &
Hall, London.

ebd.

M. Debono, R. S. Gordee, Annu. Rev. Microbiol. 1994, 48, 471-497.

A. W. Taylor, B. J. Costello, P. A. Hunter, W. S. MacLachlan, C. T. Shanks,
J. Antibiot. 1993, 46, 486-493.

M. Benziman, C. H. Haigler, R. M. Brown Jr., A. R. White, K. M. Cooper,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1980, 77, 6678-6682.

C. J. Venglarik, A. K. Singh, R. J. Bridges, Molecul. Cell. Biochem. 1994,
140, 137-146.

V. Frank, Folia Microbio. 1991, 36, 92-96.

C. A. Kauffman, P. L. Carver, Drugs 1997, 53, 539-549.

V. A. Luna, B. K. Stewart, D. L. Bergeron, C. R. Clausen, J. J. Plorde, T. R.
Fritsche, Amer. J. Clinic. Patholog. 1995, 103, 656-659.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 143

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

Patentschrift DE 195 00 791 C1, Bayer AG, Leverkusen

H. Maeda, N. Ishida, J. Biochem. 1967, 62, 276-278.

M. Hejtmanek, J. Dolezel, |. Holubova, Folia Microbio. 1990, 35, 437-442.
D. Gegiou, K. A. Muszkat, E. Fischer, J. Am. Chem. Soc. 1968, 90, 3907-
3918.

F. B. Mallory, C. W. Mallory, S. E. Sen Loeb, Tetrahedron Lett. 1985, 26,
3773-3776.

H. Meier, Angew. Chemie 1992, 104, 1425-1446.

P. J. Wood, Carbohydr. Res. 1980, 81, 271-287.

[. D. Rattee, M. M. Greur, The physikal chemistry of dye absorption 1987,
181-182, Akademic Press, Inc., New York.

P. Rys, H. Zollinger, Farbstoffchemie - Ein Leitfaden 3. Aufl. 1982, 78, Ver-
lag Chemie, Weinheim.

A. Aszalos, A. Bax, N. Burlinson, P. Roller, C. McNeal, J. Antibiot. 1985, 38,
1699-1713.

K. M. Abusalah, British J. Biomed. Science 1996, 53, 122-133.

L. Brajtburg, W. G. Powderly, G. S. Kobayashi, G. Medoff, Antimicrob.
Agents Chemother. 1990, 34, 183-188.

K. Yamashita, V. Janout, E. M. Bernard, D. Armstrong, S. L. Regen, J. Am.
Chem. Soc. 1995, 117, 6249-6253.

J. Bolard, Biochem. Biophys. Acta 1986, 864, 257-304.

J. Brajtburg, J. Bolard, Clinical Microbiology Reviews 1996, 9, 512-531.

W. Forth, Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie 6. Aufl.
1996, 679-687, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg.

S. C. Hartsel, S. K. Benz, W. Ayenew, J. Bolard, European Biophysics
Journal 1994, 23, 125-132.

B. Cybulska, J. Bolard, O. Seksek, A. Czerwinski, E. Borowski, Biochim.
Biophys. Acta 1995, 1240, 167-178.

L. Brajtburg, W. G. Powderly, G. S. Kobayashi, G. Medoff, Antimicrob.
Agents Chemother. 1990, 34, 183-188.

M. Baginski, P. Gariboldi, E. Borowski, Biophys. Chemistry 1994, 49, 241-
250.

J. Mukherjee, L. S. Zuckier, M. D. Scharff, A. Casadevall, Antimicrob.
Agents Chemother. 1994, 38, 580-587.

W. Forth, Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie 6. Aufl.
1996, 679-687, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg.

J. Langlet, J. Berges, J. Caillet, J.P. Demaret, Biochim. Biophys. Acta 1994,
1191, 79-93.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 144

[190]

[191]

[192]

[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

[211]

J. Caillet, J. Berges, J. Langlet, Biochim. Biophys. Acta 1995, 1240, 179-
195.

J. Brajtburg, J. Bolard, Clinical Microbiology Reviews 1996, 9, 512-531 und
Ful3noten darin.

J. Y. Ranchere, J. F. Latour, C. Fuhrmann, C. Lagallarde, F. Loreuil, J.
Antimicrob. Chemother. 1996, 37, 1165-1169.

M. G. Rinaldi, Rev. Infect. Dis. 1991, 13, 493-495.

E. W. van Etten, M. Otte-Lambilion, W. van Vianen, M. T. ten Katen, A. J.
Bakker-Woudenberg, J. Antimicrob. Chemother. 1995, 35, 509-519.

W. Mechlinski, C. P.Schaffer, J. Antibiot. 1972, 25, 256-259.

A. Czerwinski, T. Zieniawa, E. Borowski, J. Antibiot. 1990, 43, 680-683.

A. Jarzebski, L. Falkoeski, E. Borowski, J. Antibiot. 1982, 35, 220-229.

L. Falkoeski, A. Jarzebski, B. Stefanska, E. Bylec, E. Borowski, J. Antibiot.
1980, 33,103-104.

J. Grzybowska, E. Borowski, J. Antibiot. 1990, 43, 907-908.

M. J. Driver, A. R. Greenless, W. S. MacLachlan, D. T. MacPherson, A.W.
Taylor, Tetrahedron Lett. 1992, 33, 4357-4360.

D. F. Corbett, D. K. Dean, A. R. Greenless, D. T. MacPherson, J. Antibiot.
1995, 48, 509-515.

A. W. Taylor, B. J. Costello, P. A. Hunter, W. S. MacLachlan, C. T. Shanks,
J. Antibiot. 1993, 46, 486-493.

A. K. Czerwinski, W. A. Konig, T. Zieniawa, P. Sowinski, V. Sinnwell, S.
Milewski, E. Borowski, J. Antibiot. 1991, 44, 979-984.

A. Czerwinski, J. Grzybowska, E. Borowski, J. Antibiot. 1986, 39, 1025-
1027.

J. J. K. Wright, J. A. Albarella, L. R. Krepski, D. Loebenberg, J. Antibiot.
1982, 35, 911-914.

L. Falkowski, J. Golik, P. Kolodziejczyk, J. Pawlak, J. Zielinski, T. Ziminski,
E. Borowski, J. Antibiot. 1975, 28, 244-245.

V. V. Belakhov, I. D. Shenin, R. A. Arabiiskii, E. B. Shtilbans, Antibiotiki i
Khimoterapiia 1996, 41, 4-8.

A. Czerwinski, W. A. Konig, P. Sowinski, L. Falkowski, J. Mazerkski, E.
Borowski, J. Antibiot. 1990, 43, 1098-1110.

R. M. Kennedy, A. Abiko, S. Masamune, Tetrahedron Lett. 1988, 29, 447-
450.

D. P. Bonner, W. Mechlinski, C. P.Schaffer, J. Antibiot. 1972, 25, 261-262.
W. Forth, Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie 6. Aufl.
1996, 679-687, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg.



Literaturverzeichnis und Anmerkungen 145

[212]

[213]

[214]
[215]
[216]

[217]
[218]
[219]
[220]
[22']

[222]

[223]

[224]

W. Forth, Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie, 6. Aufl.
1996, 679-687, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg.

B.Torp, Diplomarbeit, 1997, Goéttingen

P. F. Gordon, P. Gregory, Organic Chemistry in Color 1983, 278-281,
Springer Verlag, Berlin.

G. Ebner, D. Schelz, Textilfarberei und Farbstoffe 1989, 296, Springer Ver-
lag, Berlin.

I. D. Rattee, in: K. Venkatamaran, The chemistry of Synthetic Dyes 1978, 1-
36, Academic Press, New York.

Patentschrift DE19500791C1 Bayer AG, Leverkusen.

Offenlegungsschrift zu DT 2016773, J. R. Geigy AG, Basel.

A. P. Foucault, I. Chevolot, J. Chromatogr. 1998, A 808, 3-22

Raymond, Weintraub, science 1959, 711

Raymond, Wang, Anal. Biochem. 1969, 1, 391-396

F. C. Greenwood, W. M. Hunter, J. S. Glover, Biochem. J. 1963, 89, 114-
123.

T. Kometani, D. S. Watt, T. Ji, Tetrahedron Lett. 1985, 26, 2043-2046.

T. Kometani, D. S. Watt, T. Ji, T. Fitz, J. Org. Chem. 1985, 50, 5384-5387.



Danksagungen

Meinen ganz besonderen Dank moéchte ich Herrn Prof. Richel fir seine stets

uneingeschrankte Hilfsbereitschaft und Diskussionsfreude aussprechen.

Ich danke Dr. Martin Behe fiir die Zusammenarbeit.

Bei Herrn Dr. Dirk Schréder bedanke ich mich fur die freundschaftliche Unterstiitzung
und seine Zeit. Danke, Dirk!

Bei Herrn Dipl.-Chem. Peter Grzeganek bedanke ich mich fir den unkomplizierten
Austausch von Arbeitsmaterialien, Mittagessen, CD’s, ... .

Fur die Durchfihrung der spektroskopischen Messungen bedanke ich mich bei den
Damen und Herren der Arbeitsgruppen NMR sowie Massenspektrometrie.

Ich danke meinen Eltern, ohne die ich mein Studium weder hatte aufnehmen noch

beenden kodnnen.

Mein gro3ter Dank gebuhrt meiner Frau Kathrin, die mit ihrer unvergleichlichen
Liebe, Kraft und Unterstitzung in allen Phasen dieser Arbeit bei mir war. Dabei frage
ich mich, warum diejenigen, die an erster Stelle stehen sollten, immer zuletzt genannt

werden.



Lebenslauf

Am 8. Juli 1969 wurde ich als Sohn von Brigitte und Hans Matthias Torp in

Sanderbusch geboren.

Von 1975 bis 1978 besuchte ich die Grundschule in Bad Bevensen und
anschlieBend von 1978 bis 1980 die dortige Orientierungsstufe. Danach wechselte
ich zum Gymnasialzweig der Kooperativen Gesamtschule, wo ich im Mai 1989 mit
Bestehen des Abiturs die Allgemeine Hochschulreife erlangte.

Von September 1989 bis August 1990 leistete ich meinen Zivildienst bei einem

Krankentransportunternehmen in Bad Bevensen ab.

Zum Wintersemester 1990/91 nahm ich das Studium der Chemie an der Georg-
August-Universitat in Goéttingen auf, wo ich am 14. Oktober 1994 die
Diplomvorprtfung ablegte. Nach anschlieRendem Hauptstudium fertigte ich unter
wissenschaftlicher Anleitung von Herrn Prof. Dr. H. Laatsch (Institut fur Organische
Chemie) in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. R. Richel (Institut fur Hygiene und
Humangenetik) meine Diplomarbeit mit dem Thema ,Zellwandaktive Substanzen in
der antimykotischen Therapie — Synthese von Spacer-verbundenen Amphotericin B —
Stilben-Hybriden mit hoher Polyglucan-Selektivitat* an. Am 27. Juni 1997 legte ich
die Diplom-Hauptprufung ab. Im selben Arbeitskreis arbeite ich seit Juli 1997 an
meiner Dissertation mit dem Thema ,Untersuchungen an Flavonsaurederivaten mit
hoher R3-Glukanaffinitat®.

Ich besitze die deutsche Staatsbuirgerschaft.



	Einleitung
	Pilze
	System-Mykosen
	Diagnostische Methoden
	Klinisches Bild
	Kulturelle Verfahren
	Serologische Verfahren
	Endoskopie
	Biopsie
	Polymerase-Kettenreaktion
	Bildgebende Verfahren
	Färbung und Mikroskopie

	Optische Aufheller / Weißtöner

	Aufgabenstellung
	Planung und Durchführung
	Einführung und Vorüberlegungen
	Überlegungen zu antimykotisch aktiven Diaminosti�
	Untersuchungen zu antimykotisch aktiven Diaminost
	Untersuchungen an Diaminostilbentetrasulfonsäure�
	Herkömmliche Syntheseverfahren von Diaminostilbe�
	Untersuchungen zu modifizierten Synthesen von Dia
	Syntheseversuche an Harzen

	HSCCC
	Einführung
	Lösungsmittelauswahl und Trennversuche

	Elektrophorese
	Vortests zur Bindungsfähigkeit

	Spezifische Detektion systemischer Mykosen
	Einführung
	Synthese radioaktiv markierter Stilbenderivate
	Radiomarkierung
	Bindungs-Studien
	Bioverteilungs-Studien
	Untersuchungen zur Bindungs-Spezifität

	Zusammenfassung
	Materialien und Methoden
	Allgemeines
	Materialien
	Elektrophorese
	Pufferlösungen
	Betriebsparameter
	Vorproben an der Miniaturelektrophorese

	Inbetriebnahme der HSCCC
	Herstellung der Puffersalzmischung
	Tierversuche

	Untersuchungen zum Aufbau der Aufheller
	Allgemeine Arbeitsvorschriften
	Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 zur Umsetzung von 
	Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 zum Aufbau von 4,4
	Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 zum Aufbau von 4,4
	Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 zum Aufbau von 4,4
	Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 zur Umsetzung von 
	Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 zur Umsetzung von 
	Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 zur Umsetzung von 

	Umsetzungen mit Tyramin-Hydrochlorid
	Syntheseversuche an Amberlyst 15
	Kupplungsversuche am Harz
	Umsetzung mit 6-Aminohexansäure \(25\)
	Umsetzungen mit 11-Aminoundecansäure \(26\)
	Umsetzungen mit Polyethylenglycolhomologen mit einer mittleren Molmasse von 600 (PEG600) (30)
	Umsetzungen mit Histidin (31)
	Umsetzungen mit 1,6- Diaminohexan (28)
	Umsetzungen mit 1,12-Diaminododecan (27)
	Umsetzungen mit 1,12-Dodecandiol (39)
	Umsetzung mit D, L-Lysin (23)
	Umsetzung mit 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (29)
	Untersuchungen zu Dichlortriazinen
	Radiomarkierung
	Bindungs-Studien
	Bioverteilungs-Studien


	Literaturverzeichnis und Anmerkungen

