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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.”

- Marie Curie
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Die Entwicklung eines Diagnosekonzepts zur nicht-invasiven Diagnose einer bakteriellen Infektion war das
erste Ziel dieser Arbeit. Fiir eine erfolgreiche Umsetzung wurde sich das Kolonieverhalten von Bakterien
zu Nutze gemacht. Um sich vor ungiinstigen Lebensbedingungen zu schiitzen, neigen Bakterien dazu eine
Kolonie in einer schiitzenden Schicht auszubilden. Diese schiitzende Schicht wird Biofilm genannt und
besteht aus extrazelluliren Zellbestandteilen in Form eines Hydrogels. Ein ubiquitdrer Bestandteil eines
Biofilms ist extrazellulire DNA (eDNA). Durch die Synthese eines geeigneten Molekiils, welches die
Eigenschaft aufweist selektiv an eDNA zu binden, sollte ein Biofilm und damit der Herd einer bakteriellen
Infektion gezielt diagnostiziert werden. Die Detektion des erfolgte mittels eines radioaktiven Markers im
Molekiil. Im Zentrum des Kapiltes steht die Synthese einer geeigneten Sonde und die Validierung der
Hypothese in in vitro Experimenten, basierend auf den fluoreszenten und radioaktiven

Molekiileigenschaften.

Neben der Diagnose bakterieller Infektionen befasst sich die Arbeit auch mit der Entwicklung eines
Therapiekonzepts zur Behandlung bakterieller Infektion. In einem materialbasierten Ansatz wurden pordse
Organosilika Nanopartikel mit zwei Molekiilen verschiedener Funktionalitit konjugiert. Auf die
Oberfldche der Partikel wurde ein Derivat des Molekiils konjugiert, dessen eDNA-bindende Eigenschaft im
ersten Kapitel erarbeitet wurde. Die Funktionalisierung der Partikeloberfliche garantierte eine raumliche
Nédhe des Partikels zum Biofilm. Die Poren der Partikel wurden mit einem Photosensibilisator
funktionalisiert, der bei Bestrahlung reaktive Sauerstoffintermediate freisetzt. Es konnte gezeigt werden,
dass die rdumliche Nahe der Partikel zu einem Biofilm in Kombination mit der Freisetzung reaktiver
Sauerstoffintermediaten die Zahl lebender Bakterien in einem Biofilm signifikant reduziert. Neben der
Evaluierung der therapeutischen Funktion des Materials, sind die Untersuchung elektronischer
Wechselwirkungen der beiden konjugierten Molekiile untereinander, sowie die Charakterisierung der

Materialeigenschaften Kern des Kapitels.
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The development of a diagnostic concept for the non-invasive diagnosis of a bacterial infection was the first
target of this work. For a successful implementation, the colony behaviour of bacteria was utilised. To
protect themselves from unfavourable living conditions, bacteria tend to form a colony in a protective layer.
This protective layer is called biofilm and consists of extracellular cell components in the form of a hydrogel.
A ubiquitous component of a biofilm is extracellular DNA (eDNA). By synthesising a suitable molecule,
that has the property to selectively bind to eDNA, located in a biofilm and thus the source of a bacterial
infection. The detection was performed by implementation of a radioactive marker in the molecule. The
focus of the chapter is the synthesis of the probe and the validation of the hypothesis in in vitro experiments

based on fluorescent and radioactive molecular properties.

In addition to the diagnosis of bacterial infections, the work also covers the development of a therapy
concept for the treatment of one. In a material-based approach, porous organosilica nanoparticles were
conjugated with two molecules of different functionality. A derivative of the molecule, which eDNA-
binding properties were elaborated in the first chapter, was conjugated to the surface of the particles. The
functionalisation of the particles’ surface guaranteed a spatial proximity of the particle to the biofilm. The
pores of the particles were functionalised with a photosensitizer that releases reactive oxygen intermediates
upomn irradiation. It could be shown that the spatial proximity of the particles to a biofilm in combination
with the production of reactive oxygen intermediates significantly reduces the number of living bacteria in
a biofilm. In addition to the evaluation of the therapeutic function of the material, the investigation of
electronic interactions of the two conjugated molecules with each other, as well as the characterisation of

the material properties are the core of the chapter.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Biofilme- Aufbau und Struktur

Unter Biofilmen werden Kulturen von Mikroorganismen verstanden, die in einer schleimahnlichen
Struktur eingebettet sind. In diesen Strukturen konnen sowohl Bakterien als auch Pilze oder Algen
vorkommen, sodass es sich dabei um eine heterogene Lebensform handeln kann. Biofilme konnen
ubiquitdr vorkommen und bilden sich bevorzugt an den Grenzflichen zwischen Feststoff und Fliissigkeit,
oder aber auch an den Grenzflichen von Fliissigkeit und Luft aus. Die Voraussetzung zur Bildung dieses

Films ist lediglich das Vorhandensein von Fliissigkeit und mikrobiell verwertbaren Néhrstoffen.!"

Fir den Aufbau ist die Exkretion extrazelluldrer polymerer Substanzen (EPS) von essentieller Bedeutung.
Bei den EPS handelt es sich im Wesentlichen um Polysaccharide, Proteine, DNA und Lipide, aber auch
anorganische Verbindungen konnen Bestandteil von Biofilmen sein. Die EPS bilden ein dreidimensionales
Netzwerk, das als Matrix bezeichnet wird. Durch die Ausbildung eines Biofilmes werden Bedingungen
geschaffen, in der die Mikroorganismen geschiitzt sind. Damit sind die Organismen auch unter
ungiinstigen Lebensbedingungen, wie zum Beispiel Temperaturverdnderungen oder Néhrstoffmangel,

[2,3]

lebensfahig.” Die Schutzwirkung des Biofilms beruht zum einen darauf, dass die Matrix eine
Diffusionsbarriere darstellt. Dadurch werden Wasser und Néhrstoffe im Biofilm zuriickgehalten und lassen
die Bakterien Perioden von Nahrstoffknappheit und Trockenheit iiberstehen. Daritiber hinaus kann die
Matrix organische und anorganische Stoffe adsorbieren und sorgt so fiir eine Akkumulation von

Nahrstoffen und Mineralien im Biofilm. Weiterhin bietet die Matrix eine Schutzbarriere gegen duf3ere

Einfliisse wie Strahlung, Angriffe des Immunsystems und Antibiotika.

Eine weitere Schutzwirkung des Biofilms beruht auf der hohen Zelldichte in der Matrix. Bakterien
produzieren kontinuierlich Signalmolekiile, sogenannte Autoinducer, die dem interzelluldren Austausch
von Informationen dienen. Durch die hohe Zelldichte wird ein Schwellenwert erreicht, der einerseits die
Produktion von weiteren Autoinducern bewirkt und zum anderen die Genexpression in den Bakterien
verdndert. In S. aureus Bakterien werden iiber 250 Gene differenziell exprimiert !, bei P. aeruginosa sogar

iber 800 Gene, was mehr als der Hilfte des gesamten Genoms entspricht®®. Solche, auf Zelldichte

14



Einleitung

beruhende Regulationsprozesse werden als Quorum sensing (QS) bezeichnet.” Die veranderte
Genexpression hat zur Folge, dass Bakterien in einem Biofilm hédufiger Resistenzen gegen Antibiotika
aufweisen, als in planktonischer Form. Ein weiterer Effekt der hohen Zelldichte ist, dass der interzellulare
Austausch von DNA (horizontaler Gentransfer) erleichtert ist und sich die Resistenzgene im Biofilm

verbreiten.”

Eine letzte Schutzwirkung eines Biofilms ist die hohe Zahl von Persisterzellen in einem Biofilm.
Persisterzellen konnen entstehen, wenn reguldre Zellen auf duflere Stressfaktoren, wie beispielsweise
Antibiotika, treffen. Anstatt abzusterben, gehen Persister in einen metabolisch inaktiven Zustand tiber und
kénnen iiber lange Zeitraume hinweg in dieser Form verbleiben.!” Nachdem die externen Faktoren nicht
mehr wirken, konnen Persister wieder in den normalen aktiven Zustand tibergehen und sich vermehren.
In planktonischer Form sind etwa 0,001 % einer Population Persister, die vom Immunsystem erkannt und
bekdmpft werden konnen. In tiefen Schichten eines Biofilms sind etwa 1 % der Bakterien Persister und sind

in der Matrix vor Angriffen des Immunsystems geschiitzt."”!

Die Entstehung eines Biofilmes teilt sich in fiinf Phasen, die in Schema 1 dargestellt sind und im Folgenden

erortert werden sollen.

Ablésung des Biofilmes und
Riickkehr der Bakterien in
einen planktonischen Zustand

Induktionsphase ~ Ausbildung eines Ausbildung eines ausgewachsener Biofilm

Monolayers Polylayers (Plateauphase)

Schema 1: Schematische Darstellung der Ausbildung eines Biofilmes.!'"

15



Einleitung

In der ersten Phase, der Induktionsphase, wird zundchst die Anwuchsfliche konditioniert. Dabei lagern
sich von den Mikroorganismen exkretierte EPS an der Anwuchsflidche an, worauf eine reversible Adhdsion
erster planktonischer Zellen an die Anwuchsfliche erfolgt. Die zundchst reversible Adhdsion wird bei
fortschreitender Biofilmbildung irreversibel, worauf eine Zellakkumulation der Primdrbesiedler folgt, die

dann eine erste Biofilmschicht, einen sogenannten Monolayer, ausbilden.

In der Wachstumsphase kommt es sowohl zur Akkumulation der Zellen als auch zum Beginn der
Zellteilung im Biofilm, dabei bilden sich weitere Schichten aus EPS und Zellen aus. Der Film nimmt an
Dicke zu, es wird von einer Polylayer-Struktur gesprochen. Auch die Stabilitét des Biofilms nimmt in dieser
Phase zu. Im Kontrast zur Induktionsphase ist das Wachstum hier nicht von der Beschaffenheit der
Anwuchsfliche abhingig, sondern lediglich von den vorhandenen mikrobiellen Strukturen. In der
Plateauphase beginnt die Ablosung einzelner Zellen, es stellt sich ein Gleichgewicht aus ablésenden und
neu anhaftenden Zellen ein, dass mafigeblich durch die Nahrstoffkonzentration und den wirkenden
Scherkriften beeinflusst wird. Die sich ablosenden Zellen konnen als sogenannte Schwérmerzellen an einer

neuen Stelle anhaften und die Bildung eines neuen Biofilms initiieren.

Durch die Dynamik innerhalb der Wachstumsphasen, sind Biofilme weder in der Struktur noch in der
Zusammensetzung konstant. Durch die sich ausbildende Polylayerstruktur konnen sich Sauerstoff- und

Nihrstoffgradienten ausbilden.!"”

1.1.1. Charakterisierung von Biofilmen

Die spezifischen Bestandteile und die Zusammensetzung eines Biofilms hdngen von verschiedenen
Faktoren ab, einschliefllich der beteiligten Mikroorganismen, der Umweltbedingungen wie Temperatur,
pH-Wert, Nahrstoffverfiigbarkeit und der Art der Oberflache, an der der Biofilm wéchst. Jeder Biofilm ist
einzigartig und passt sich an seine spezifische Umgebung an.!"! Da es sich bei Biofilmen um komplexe
Strukturen handelt, ist die Bandbreite der Analysemethoden groff und reicht von der Analyse der
Matrixzusammensetzung bis hin zur Analyse der Mikroorganismen selbst. Eine Auswahl verschiedener

Methoden ist in Abbildung 1 gezeigt.
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Matrixzusammensetzung

l Adhisionsstirke und -ausmaf} l Bimasse und Viabiltat

i lZellVitibiltétl lZellbiZmassel metab:lische BioﬁlmwBiomasse
- AFM mikroskopische ¥ v \ﬁiﬁl
-QCM|  |Methoden - CFU -q-PCR - versch. ~CLSM | [Matrix Extraktion
_SPR _ CLSM - Durchfluss - Durchfluss - versch. Farbemethoden _FCS - physikalische Methoden
_SEM zytometrie zytometrie Férbemethoden - chemische Reagenzien
- Lichtmikroskopie

lAnalyse der extrahierten Matrix

11]

Abb. 1: Analysemethoden von Biofilmen.!

Informationen iiber die Dicke eines Biofilms, deren Adhésionsstirke sowie die Topographie lassen sich
beispielsweise iiber Atomkraftmikroskopie (AFM, atomic force microscopy) erhalten. Da der Biofilm bei
dieser Messmethode intakt bleibt, kann er in Anschluss mit weiteren Methoden analysiert werden.
Limitierungen mit dieser Methode gibt es hinsichtlich der Probengrofie, da lediglich maximal 150 pm?* in
einer Messung analysiert werden konnen.!"? Neben der Analyse der Adhdsion und der Topographie eines
Biofilms, ist ein weiterer wichtiger Analysebereich die Bestimmung der Biomasse sowie die Viabilitat der
Mikroorganismen. Zur Bestimmung der Viabilitidt werden klassische Methoden der Zellzahlbestimmung,
wie CFU-Analyse (colony forming units) herangezogen. Ein Nachteil dieser Methoden ist die vergleichbar
hohe Fehleranfilligkeit, auf Grund der Stabilitit der Biofilmmatrix. Eine verldsslichere Methode zu
Bestimmung der Zellviabilitét bietet die Durchflusszytometrie. Allerdings ist bei dieser Analysemethode die
Entnahmen einer Probe sowie der Zusatz von Fluorophoren nétig, sodass es sich bei dieser Methode um
eine invasive Analysemethode handelt. Zur Bestimmung der Biomasse werden Biotrockenmassen- und

Biofeuchtmassenbestimmungen durchgefiihrt. ']

Sowohl Adéhsionsverhalten als auch die Biomasse lassen sich mittels eines konfokalen Laserscanning
Mikroskops (CLSM, confocal laser scanning microscopy) bestimmen. Diese Methode der Mikroskopie
erlaubt eine genaue Bildgebung unebener Strukturen. Durch die sequenzielle Analyse einzelner Bereiche
des Prdparates kann ein Gesamtbild der Probe zusammengesetzt werden. Durch Kombination mit
geeigneten Farbereagenzien lassen sich einzelne Komponenten, beispielsweise DNA, im Biofilm

analysieren.!'

Ein weiterer Bereich der Biofilmanalyse ist die Charakterisierung der EPS-Matrix. Die genaue Analyse ist
jedoch komplex, da fiir die Bestimmung die Matrix von den sich darin befindlichen Mikroorganismen
separiert werden muss. Dies kann tiber Behandlung mit chemischen Reagenzien passieren. Haufig genutzte
Detergenzien fiir diese Zwecke sind Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), Natriumdodecysulfat (SDS),
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NaOH-Losungen sowie organische Losungsmittel wie beispielsweise Ethanol. Diese werden in
Kombination mit physikalischen Methoden wie Ultraschallbehandlung oder Zentrifugation eingesetzt.
Nachteil dieser Methoden ist eine hohe Fehleranfilligkeit, da selbst bei kontrollierter Anwendung eine
signifikante Menge an Mikroorganismen lysiert werden und deren Zellbestanteile die Messung der
extrazelluliren Komponenten verfilscht. Fiir eine genaue Analyse bieten sich enzymatische
Behandlungsmethoden an. Bei der Wahl geeigneter Enzyme ist ein kontrollierter Abbau der Matrix
moglich, ohne dabei die Integritdt der Mikroorganismen zu beeintrachtigen."* In den Arbeiten von WU
etal. wurden diese Methoden genutzt um die eDNA-Konzentration in verschiedenen Biofilmen zu

analysieren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1: Isolierte Mengen eDNA aus Biofilmen der Stimme S. aureus, P. aerugionsa, Actinobacter sp. und E. coli.l'!

Stamm m(eDNA) [pg/ml ODggo]
S. aureus 5,85+ 1,44
P. aeruginosa 15,76 *+ 3,34
Actinobacter sp. 14,44 + 2,20
E. coli 5,85+ 1,44

Neben den Mengen der eDNA, wurden fiir Actiobacter sp. auch die Menge an Polysaccheriden zu
26.42 + 3.68 pug/ml ODgy bzw. die Mengen an Proteinen zu 66.12 + 3.27 pg/ml ODs in der Matrix
bestimmt. Da die Zusammensetzung der Matrix aber von den Kultivierungsbedingungen abhingt, geben
diese Daten lediglich einen Hinweis auf die Zusammensetzung der EPS-Matrix unterschiedlicher
Bakterienstimme. Jedoch konnte in den Arbeiten eine generelle Methode zur Bestimmung der

Matrixzusammensetzung gezeigt werden.

1.1.2. Bedeutung von Biofilmen in der Medizin
Neben einigen ausgewahlten Anwendungsgebieten, beispielsweise in der Abwasseraufbereitung!'*), bringt
die ungewollte Bildung von Biofilmen jedoch hiufig Probleme mit sich. Besonders in Krankenhéusern stellt

dies eine akute Gefahr dar. Durchschnittlich sind 7 % aller Krankenhauspatienten von einer Krankenhaus-

akquirierten Infektion betroffen.® Durch eine nicht sterile Arbeitsweise kann es zu einer bakteriellen
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Besiedlung der Oberflichen medizinischer Geritschaften kommen. Auf diesem Wege konnen bei
Operationen Bakterien in den Korper eingetragen werden, die im Falle von pathogenen Erregern

schwerwiegende Folgen haben konnen. (Tabelle 2)

Tabelle 2: Ubersicht mdglicher Krankheitsbilder in Assoziation mit Biofilmbildung auf den Oberflchenmedizinischer
Produkte.!"”

Mogliche Folgen einer Beteiligte Mikroorganismen
Medizinprodukt
mikrobiellen Besiedlung (Auswahl) (Beispiele)
Knochen- und
Osteomyelitis, Implantatlockerung S. aureus, S. epidermidis, Bacillus spec
Gelenksprothesen
Kiinstliche Herzklappen Endokarditis, Sepsis Streptokokken, S. aureus, E. hirae
Intrauterine Kontrazeptiva
Vaginose Candida spec.
(Spirale)
Kontaktlinsen Hornhautinfektionen P. aeruginosa, S. aureus
Porphyromonas gingivalis,

Zahnimplantate Periimplantitis

A. actinomycetemcomitans

In Abschnitt 1.1 wurden die Mechanismen zur Ausbildung von Resistenzen gegen Antibiotika von sessilen
Bakterien erldutert. Darum sind zur Behandlung von Biofilminfektionen andere Strategien notig.
Prinzipiell kann zwischen Therapien unterschieden werden, die auf Abtotung der Mikroorganismen

abzielen, und solchen, die deren Organisation in Biofilmen storen.

In Arbeiten von KOSTAKIOTI et al. wurde die bakterizide Wirkung von Silber-Nanopartikeln gezeigt. Die
Oberfliche von Implantaten wurden mit Silber-Nanopartikeln beschichtet und konnte eine Reduzierung
der lebenden Bakterien in einem S. epiderimis Biofilm um 95 % gezeigt werden."®! In Arbeiten von
BRONNER und BRUNSWIG et al. konnten funktionalisierte Organosilika-Nanopartikel genutzt werden, um
in einer antimikrobiellen photodynamischen Therapie 90 % der lebenden Bakterien in einem P. fluorescens

Biofilm zu toten.™”

In Arbeiten von SCHEMBERI et al. wurde eine Methode entwickelt, um die Adhision von E. coli Bakterien
auf einer Oberfldche zu inhibieren und so die Bildung eines Biofilms zu unterdriicken. Dafiir wurden die

Oberflachen von Implantaten mit Mannosiden funktinalisiert. Mannoside blocken in E. coli Bakterien das
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Membranprotein FimH-Adhdsin, was mafigeblich zur Ausbildung von adhésiven Wechselwirkung an

Oberfldchen beitrigt.

Ein weiterer Therapieansatz besteht darin die interzelluliren Regulationsprozesse zu storen.
QS-Inhibitoren konnen die Produktion der Autoinducer inaktivieren, oder deren Rezeptorstellen
blockieren. Die dadurch verdnderte Genexpression kann unterdriickt werden und in Kombination mit

einem Antibiotikum, konnen Biofilm assoziierte Infektionen effektiv behandelt werden.!

Im Falle einer Implantation besteht die weitere Schwierigkeit, dass nur durch das Auftreten der
Immunreaktion keine Riickschliisse auf dessen Ursache moglich ist. Sowohl im Falle einer bakteriellen
Infektion, aber auch im Falle einer sterilen Abstofiungsreaktion aktiviert das Immunsystem sehr dhnliche

Mechanismen.

1.2.  Die Pathophysiologie einer Entziindung

Im Allgemeinen beschreibt eine Entziindung ein breites Spektrum an vaskuldren, zelluliren und
molekularen Reaktionen des Immunsystems auf jegliche Art von Gewebsschddigungen und Infektionen.
Diese Reaktionen haben das Ziel den Organismus gegen pathogene Einfliisse zu schiitzen und den

Wiederaufbau des betroffenen Gewebes zu initiieren.??

Ein Entziindungsprozess beginnt typischerweise mit der Freisetzung von bestimmten Signalmolekiilen.
Diese Signalmolekiile, auch Zytokine genannt, werden von den Zellen des angeborenen Immunsystems

detektiert und setzen eine Kaskade in Gang, die dann die Entziindungsreaktion hervorruft.>’

Fir die Entstehung einer Entziindung sind Mastzellen von grofler Bedeutung. Diese Zellen kommen in
verschiedenen Geweben des Korpers vor, insbesondere in der Haut, im Darm und in den Atemwegen.
Mastzellen tragen auf ihren Oberflichen Rezeptoren, an die Signalmolekiile, die eine Immunreaktion
auslosen, binden.?*?*! Weiterhin tragen sie die Botenstoffe Histamin 16, Leukotrine 11 - 18 und
Prostaglandine 5 — 8 in Form von Granulae in sich. Nach Rezeptoraktivierung werden die Granulae durch

Exozytose freigesetzt und dienen im Folgenden als Signalmolekiile zur Weiterfithrung der Immunkaskade.

Durch die Freisetzung der Zytokine werden Prozesse eingeleitet, die der Rekrutierung von Leukozyten aus

dem Blutkreislauf in die betroffene Region dienen. Diese Zellen werden auch als weifle Blutkorperchen
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bezeichnet. Sie sind die Zellen des Immunsystems, die den Korper gegen Krankheitserreger und
Fremdkorper verteidigen. Es gibt verschiedene Arten von Leukozyten. In der Bekdmpfung von
Fremdkorpern, aber auch in der Aktivierung des adaptiven Immunsystems sind Neutrophile und

Monocyten von besonderer Relevanz.

Neutrophile sind die haufigste Form von Leukozyten im Blut und konnen Erreger durch Freisetzung von

Enzymen und reaktiver Sauerstoff-Intermediate oder durch Phagozytose toten. >

Monocyten zirkulieren im Blut als Vorlduferzellen und wachsen im Gewebe zu Makrophagen heran.
Ahnlich wie Neutrophile konnen die Makrophagen Fremdkérper iiber Phagozytose toten. Neben der
Funktion Krankheitserreger zu eliminieren, konnen sowohl Monozyten als auch Neutrophile Botenstoffe
freisetzen, um weitere Zellen des Immunsystems zu aktivieren.”! Der Prozess zur Rekrutierung von

Immunzellen ist in Schema 2 abgebildet.”

Gewebe

Wunde 1) ","' S

> \ e e @ ! ’
Neutrophil ! ‘V‘

4) .
' Blutgefif§
Schema 2: Grundsitzlichen Ablauf einer Entziindungsreaktion. Durch eine Wunde werden Pathogene in den Kérper
getragen (1). Diese Pathogene werden von den Mastzellen im Gewebe detektiert, was zur Ausschiittung von Zytokinen
fihrt (2). Die Zytokine wirken auf die Endothelzellen und die Zellen der glatten Muskulatur und verandern deren
Struktur (3). Weiterhin werden durch das Wirken der Zytokine auf die Gefafiwdnde Prozesse eingeleitet, die dazu
fithren, dass Leukozyten aus dem Blutfluss in das betroffene Gewebe gelangen konnen (4). Dort angekommen

erkennen die Leukozyten die pathogenen Erreger und konnen sie mittels Phagozytose bekdmpfen (5).
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1.2.1. Biosynthese relevanter Zytokine

Im Falle einer Infektion kénnen Schiaden in den Zellwdnden der umliegenden Gewebszellen auftreten. Die
dadurch freigesetzten Phospholipide 1 konnen, katalysiert durch das Enzym Phospholipase A, (PLA;),
zundchst in Arachidonsédure 2 transformiert werden. 2 kann nun durch zwei Enzymkaskaden, entweder
Cycloxygenase (COX I und COX II) katalysiert in Prostaglandine, oder Arachidonat-5-Lipoxygenase (5-

LO) katalysiert in Leukotrine iberfithrt werden. Die dazugehorigen Transformationen sind in Schema 3

und Schema 4 gezeigt.
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Schema 3: Biosyntheseweg von Prostaglandinen 5 - 8 ausgehend von Phospholipiden 1.

Die Esterase PLA, katalysiert die Hydrolyse von Phospholipiden 1 und setzt auf diese Weise Arachidonsaure 2 frei. 2
wird durch COX I und COX II zunéchst in das Diperoxid Prostaglandin G, 3 und anschlielend in den Alkohol
Prostaglandin H, 4 iiberfiihrt. 4 dient als Ausgangsstoff fiir die Synthese weiterer Prostaglandin-Derivate, welche iiber
entsprechende enzymatische Synthesewege in die gezeigten Derivate Prostaglandin I, 5, Prostaglandin E, 6,

Prostaglandin D, 7 und Prostaglandin F,, 8 transformiert werden.®®!
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OH OH o

Schema 4: Biosyntheseweg von Leukotrinen 11 - 13 ausgehend von Arachidonsaure 2.

Der Biosyntheseweg von Leukotrinen beginnt mit der 5-LO katalysierten Transformation von
Arachidonsédure 2 in Leukotrin Cy4 10 iiber zwei Schritte. Durch das Enzym Leukotrien As;-Hydrolase
(LAT4H) kann 10 entweder in Leukotrin B, 11 hydrolysiert werden oder durch Addition von Glutathion,
katalysiert durch die Gutathiontransferase Leukotrin C, Synthase (LTC4S), in Leukotrin C4 12. Durch eine
Protease-katalysierte Abspaltung von Glutaminsdure, wird zundchst Leukotrin D4 13 und durch weitere

Abspaltung von Glycin Leukotrin E4 14 erhalten.!

Die Biosynthese von Histamin ist in Schema 5 dargestellt.

O '
N
(N]/\‘)J\OH </ p
HN NH, HN NH,
co,
15 16

Schema 5: Biosyntheseweg von Histamin 16.

Durch die Histidin Decarboxylase (HDC) katalysierte Decarboxylierung von Histidin 15 wird Histamin 16

in einem Schritt erhalten.™™

Neben Prostaglandinen 5 — 8, Leukotrinen 11 - 14 und Histamin 16 ist als weiterer Mediator das

Oligopeptid Bradykinin 17 zu nennen.
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Bradykinin 17 ist ein aus 9 Aminosduren bestehendes Oligopeptid, dass biosynthetisch aus dem inaktiven

Vorlduferprotein Kininogen gewonnen wird. Die Biosynthese ist in Schema 6 dargestellt.

Faktor XII
OH
H
© N_o NH
3 o nNHA
2

ikrei | HN "'NH,

Prekalikrein HN E’[ ’,. o
O

j NI—P Y\ N N
I OH NH H
Kalikrein O

Kininogen Bradykinin (17) 17
Schema 6: Biosyntheseweg von Bardykinin 17.

Das notwendgie Enzym, welches die Transformation des inaktiven Kininogen in Bradykinin 17 katalysiert,
entsteht durch den enzymatischen Abbau des fiir die Blutgerinnung notwendigen Faktor XII. In diesem
zweistufigen Abbau iiber das Intermediat Prekalikrein wird das aktive Enzym Kalikrein gewonnen. Dieses

Enzym katalysiert den Abbau des aus 625 Aminoséduren bestehenden Kininogen in Bardykinin 17.5%

1.2.2. Entstehung der sichtbaren Symptome einer Entziindung

Die im Gewebe gebildeten oder freigesetzten Zytokine leiten nun die Prozesse zur Bekdmpfung von
Krankheitserregern und Fremdkorpern ein. Diese Prozesse fithren zu den &uflerlich sichtbaren
sogenannten Leitsymptomen einer Entziindung. Die Leitsymptome einer Entziindung sind seit dem
zweiten Jahrhundert bekannt und werden mit den lateinischen Begriffen tumor (Schwellung), dolor
(Schmerz), rubor (Rtung), calor (Uberwarmung und Fieber) und funtio laesa (Funktionseinschrinkung)

beschrieben. !

Die Zytokine binden an Rezeptoren von Endothelzellen, wodurch diese kontrahieren und sich Liicken
zwischen den einzelnen Zellen bilden. Durch die gebildeten Liicken ist die Integritat der duferen Zellschicht

reduziert und die vaskuldre Permeabilitit ist erhoht, wodurch vermehrt Plasma aus den Gefiflen in den
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Gewebsbereich gelangt. Die Einlagerung von Fliissigkeit im Gewebe hat die Ausbildung eines Odems zur

Folge, wodurch das erste Symptom, tumor, erklart werden kann. %3

Das zweite Symptom, dolor, ist ebenfalls eine Folge der erhohten Fliissigkeitsmenge im Gewebe. Im Gewebe
befinden sich Neuronen, deren Aktivierung fiir das Auslésen von Schmerzempfinden verantwortlich ist.
Diese Noizizeptoren genannten Schmerzrezeptoren reagieren auf die erhohte Fliissigkeitsmenge und den
daraus resultierenden gestiegenen hydrostatischen Druck. Neben dem physikalischen Trauma, werden die

Nozizeptoren ebenfalls durch das gebildete Bradykinin 17 aktiviert.*> >

Die Symptome rubor und calor sind Resultate eines Effekts, der Vasodilatation genannt wird.

Auf der Oberflache der Zellen des glatten Muskelgewebes befinden sich ebenfalls Zytokin-Rezeptoren, die
nach Aktivierung eine Entspannung der Muskulatur bewirken. Durch die Entspannung der Muskulatur
kommt es zu Erweiterung der umliegenden Gefife. Die betroffenen Gefifle miissen vermehrt mit Blut
versorgt werden, um die Homoostase des Blutdrucks in der Region aufrecht zu erhalten. In Folge dessen
kommt es zu einer lokalen Hyperdmie. Die erhohte Blutmenge in der entziindeten Region fiihrt zu einer

Rotung der betroffenen Stelle sowie eine lokale Erhéhung der Temperatur. 5]

Das flinfte Symptom, functio laesa, tritt nicht bei jeder Entziindung auf, sondern nur bei einer sehr starken
Reaktion beispielsweise in Folge eines schwerwiegenden Traumas. In einem solchen Fall kann die
austretende Fliissigkeit in das Gewebe so grofi sein, dass dies die Funktionalitdt der Gelenke beeintriachtigen

kann.B¢

1.2.3. Zellulare und vaskuldre Mechanismen zur Rekrutierung von Leukozyten

Die Griinde fiir die herbeigefiihrte Hyperamie, liegt in dem Bestreben vermehrt Zellen des Immunsystems

in die betroffene Region zu rekrutieren.

Neben dem Effekt der Kontraktion der Epithelzellen, hat die Rezeptorbindung der Hormone an diese Zellen
noch einen weiteren Effekt. Ahnlich zu den Mastzellen, tragen auch Epithelzellen Granulae in sich, die nach
Rezeptoraktivierung ihren Inhalt freigeben. In so genannten Weibel-Palade-Korperchen (WPK) ist unter
anderem das Transmembran-Protein P-Selektin gespeichert. Durch die Rezeptorbindung wird eine

Migration der WPK an die, der Gefifllumen zugewandten, Zellmembran initiiert. Dort angekommen
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fusionieren sie mit ihr und setzen ihren Inhalt frei, dadurch erfolgt eine Markierung der Zelloberflachen

der betroffenen Region mit P-Selektin."”

P-Selektin zeigt eine hohe Affinitdt zu Zuckermolekiilen, die auf den Zelloberflichen von Neutrophilen und
Monozyten lokalisiert sind. Durch die Affinitat entstehen anziehende Krifte zwischen den Leukozyten im
Blutstrom und P-Selektin auf den Gefifiwdnden. Diese Krifte sind stark genug, um die Zellen aus dem
Blutstrom zu ziehen und durch adhisive Krifte an die Zellwédnde der Gefifle zu binden. An den Zellwédnden
sind die Leukozyten nicht lokal gebunden, sondern durch das Lésen und Neuausbilden neuer Bindungen
mit P-Selektinen erfolgt eine rollende Bewegung an der Zellwand. Dieser Bewegungsprozess wird
Margination genannt. Mit fortschreitender Margination bildet sich eine stirkere Bindung an die Zellwand
aus, wodurch sich weitere Wechselwirkungen mit anderen Membranproteinen ausbilden kénnen. Durch
die gebildeten Liicken in den Gefiflwanden, werden bestimmte Zelladhédsionsmolekiile (CAMs, cell
adhaesion molecules) zuginglich. Diese Proteine, auch PECAMs (platelet endothelial cell adhesion
molecule) genannt, gewéhrleisten unter physiologischem Normalzustand die Zell-Zell-Bindung und somit
die Integritdt der Gefdfle. Nach der Kontraktion liegen diese Proteine frei und kdnnen nun auch adhdsive
Krifte zu den Leukozyten ausbilden. Diese Krifte bewirken, dass die Leukozyten von den Gefafiwédnden in
das kapillare System der kontrahierten Zellen gezogen und hindurch befordert werden. Auf dieser Weise
ist eine transendotheliale Migration aus dem Gefdf3- in den Gewebsraum moglich. Die Gesamtheit dieses

Prozesses wird Diapedese genannt und ist in Schema 7 gezeigt."*®

\ Blutgefafy

Endothelzellen \

<_ o Gewebe

Schema 7: Schematische Darstellung des Prozesses der Diapedese. Einleitend werden die Leukozyten Selektin-
vermittelt aus dem Blutstrom gebunden (1) und bewegen sich in einer rollenden Bewegung entlang der luminalen
Zellwand (2), wobei die Bindung mit fortschreitender Bewegung stirker wird (3). Ab einem gewissen Punkt ist die
Bindung stark genug, dass eine transendotheliale Migration entweder parazellulir oder transzellular moglich ist (4).0%
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Nachdem die Leukozyten in den Gewebsraum gelangen, wirken die Zytokine auch auf Rezeptoren der
weiflen Blutzellen. In einem Chemotaxis genannten Prozess, bewegen sich die weiflen Blutkdrperchen
entlang des Konzentrationsgradienten der Zytokine zum Ort der Infektion. Sobald die Zellen dort angelangt
sind, sekretieren sie weitere Entziindungsmediatoren, die Prozesse einleiten, um bei der Rekrutierung von
weiteren Leukozyten zu helfen. Die beiden Zytokine Interleukin-1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), wirken gleichermaflen auf die Endothelzellen und kénnen die Exkretion von E-Selektin initiieren.
E-Selektin, analog zu P-Selektin, bietet weitere Bindungsstellen fiir Leukozyten und leitet die Mechanismen

zur Diapedese ein."*’!

Neben dem unmittelbaren Einfluss von IL-1 auf die entziindete Region, hat das Protein auch Auswirkungen
auf den Korper iiber die Entziindungsstelle hinaus. Uber die systemische Verteilung iiber das Blut gelangt
IL-1 ins Gehirn und kann dort auf den Hypothalamus wirken. Dies bewirkt die Sekretierung von
Prostaglandin E,. Eine erhohte Konzentration des Hormons im Hypothalamus fithrt zu einer Erhéhung der
Korperkerntemperatur, was sowohl ein ungiinstigeres Lebensumfeld fiir Pathogene schafft als auch die
gesamte metabolische Aktivitit des Korpers erhoht.*”) Des Weiteren kann IL-1 auch auf das Knochenmark
wirken. Dies bewirkt die Produktion von Leukozyten in den Stammzellen, was zu einer erhohten

Verfiigbarkeit von Immunzellen im Organismus fiihrt.*!

1.2.4. Sterile und pathogene Entziindungen

Eine Immunreaktion, kann auf zwei Wegen ausgelost werden. Es wird unterscheiden in einen sterilen und

einen pathogenen Verlauf einer Entziindung.

Bei einem sterilen Verlauf reagiert das Immunsystem auf Schddigungen oder das nekrotische Ableben von
Gewebe und lésst sich somit nicht mit der Anwesenheit von Mikroorganismen, wie Bakterien oder Viren,
assoziieren. Mogliche Ursachen einer sterilen Entziindung konnen chemische oder physikalische
Traumata, wie Verbrennungen, Verdtzungen oder Strahlenbelastung darstellen. Der nekrotische Zelltod als
Ursache fiir eine sterile Entziindung erkldrt sich durch den Verlust der Zellintegritdt und der damit
verbundenen unkontrollierten Freisetzung von Zellbestandteilen. Diese Bestandteile werden auch als
damage associated molecular patterns (DAMPs) bezeichnet und dienen als Signalmolekiile, um die

Entziindungskaskade einleiten. Unter physiologischen Bedingungen sind sie im Cytoplasma lokalisiert und
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werden in diesem Zustand nicht vom Immunsystem registriert.“?) Ebenfalls hervorgerufen werden kann
eine sterile Entziindung durch eine AbstoBungsreaktion des Korpers auf ein Implantat.'**) Ausgelost werden
kann die Immunreaktion in einem solchen Fall durch das Ablosen von Mikropartikeln des Implantats,

welches als Fremdkorper vom Immunsystem erkannt wird.!*’!

Bei einem pathogenen Verlauf einer Entziindung wird die Immunreaktion ebenfalls durch die
Registrierung bestimmter Signalmolekiile eingeleitet. Die hierfiir verantwortlichen Molekiile sind
Zellbestanteile von korperfremden Mikroorganismen und werden als pathogen associated molecular

patterns (PAMPs) bezeichnet.[*!

Die Rezeptoren zur Erkennung der Signalmolekiile befinden sich vornehmlich auf Immunzellen und
werden PRRs (pattern recognition receptors) genannt. Im Besonderen sind mit PRRs drei Rezeptorgruppen
gemeint: die Transmembran-stindigen toll-like Rezeptoren (TLRs), sowie die intrazelluliren NOD-like-
(NLRs) und RIG-like-Rezeptoren (RLRs). Eine Auflistung einiger PAMPs und DAMPs, sowie die jeweils

assoziierten Rezeptoren zur Erkennung sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.!*>-

Tabelle 3: Beispiele einiger PAMPs und DMAPS sowie der jeweils assoziierten Rezeptoren. ssRNA:
single-stranded RNA; dsRNA: double-stranded RNA; Poly I:C: Polyinosinsdure:Polycytidylsaure; ATP:
Adenosintriphosphat; mtDNA: mitochondriale DNA; NFP: N-formylierte Peptide; HSP: heat shock Proteine.

PAMP Ursprung des PAMPs PRR
Lipoteichonsdure Bakterien TLR2, TLR6
Flagellin Bakterien TLR5

Muramyl-Dipeptid Bakterien NOD2

ssRNA/dsRNA Viren NOD2,TLR7, TLR8 / TLR10

Poly I:C Viren RIG-I
Zymosan Pilze TLR2
DAMP Mechanismus der Freisetzung PRR

ATP Apoptose NOD3
mtDNA Pyroptose TLR8
NEPs Nekrose NOD2

HSPs Nekroptose NOD3
Harnsédure Nekrose NOD3
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Die beiden Entziindungsformen unterscheiden sich lediglich in der Art der Molekiile, die eine Entziindung
hervorrufen und den Rezeptoren, die diese erkennen. Die Mechanismen zur Rekrutierung von
Immunzellen in die betroffene Region und die Ausbildung der Symptome einer Entziindung sind in beiden
Fillen identisch. Dies erschwert die Diagnose der Ursache einer Entziindung und somit auch die gezielte

Therapie.!*"!

1.3.  Diagnose bakterieller Infektionen

Die Diagnose eines bakteriellen Infekts geschieht in der Regel {iber die Analyse entnommener Proben vom
Patienten. Geeignete Proben konnen auf verschiedene Weise erhalten werden, beispielsweise aus dem Blut,
dem Urin, dem Stuhl, durch Abstriche von Wunden oder dem Nasen- und Rachenbereich™®!, durch
Lumbalpunktion oder durch Gewebsentnahmen.”” Im Labor werden die Proben durch Kultivierung oder
durch Mikroskopie analysiert und so kann Aufschluss iiber die Erreger und iiber den Ort der Infektion
erhalten werden. Anhand dieser Ergebnisse kann dann eine geeignete Therapie eingeleitet werden. Die
Diagnose tiber entnommene Proben ist verldsslich, jedoch ist sie zeitaufwendig und durch den invasiven
Charakter zum Teil mit Belastungen fiir den Patienten verbunden.”” Aus diesem Grund wurden in der
Vergangenheit einige Konzepte zur nicht-invasiven Diagnose von bakteriellen Infektionen entwickelt.

Einige von diesen sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Ein grundlegendes Konzept der entwickelten Methoden beruht auf der Synthese von chemischen Sonden.
Fur diese Zwecke wird ein Molekiil, mit bekannter Affinitit fiir Bakterien mit einer Markierung versehen,
die es erlaubt die Verbindung im Korper zu detektieren. Bei Anwesenheit von Bakterien wird das Molekiil
sich an dieser Stelle akkumulieren und iiber das Signal der Markierung kann die Position im Korper

detektiert werden.

Ein fluoreszenzbasierter Ansatz wurde von CHANG et al. entwickelt. Durch die Synthese der BODIPY-
Derivate 20 - 22 7 gelang es verschiedene Bestandteile der EPS-Matrix zu adressieren und diese
fluoreszent zu markieren. Uber knock-out Experimente mit modifizierten P. aeruginosa Stimmen konnte
gezeigt werden, dass Derivat 22 die Amyolid-Strukturen eines Biofilms markiert, Derivat 20 hingegen die

eDNA und Derivat 21 Exopolysccharide (Abbildung 2).
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20 21 22
Abb. 2: Strukturen von Biofilm-bindenden BODIPY-Derivaten 20 — 22.

Die Anwendbarkeit der Sonden konnte in vivo durch Visualisierung einer Infektion der Cornea bei Médusen
gezeigt werden. Da die Detektion der Sonde iiber die fluoreszenten Eigenschaften des BODIPY-
Grundkorpers erfolgt, ist diese Sonde jedoch auf oberflichliche Anwendungen limitiert. Obwohl die
Emissionsmaxima der Sonden im Nahinfrarotbereich liegen, sind sie fiir die Detektion von Infektionen in

tieferen Gewebsschichten nicht geeignet.

Fir die Detektion von Infektionen in tiefen Gewebsschichten ist die Positronen-Emissionstomographie
(PET) eine etablierte Diagnosemethode Bei der PET handelt sich um ein bildgebendes Verfahren, dass die
Position schwach radioaktiver Substanzen im Korper darstellen kann. Die fiir die Messungen eingesetzten

Substanzen (Tracer) enthalten Radionuklide, die unter 3 *-Zerfall Positronen emittieren.

Der B *-Zerfall ist in Gleichung (1) dargestellt.
M - 45T + et + v, 1)

Im Kern des Mutternukilds M wandelt sich ein Proton in ein Neutron um. M zerfillt in ein Tochternukid T

und gibt dabei ein Positron (e*) und ein Elektron-Neutrino (v,) frei.

Die freigesetzten Positronen haben keine lange Stabilitdt und geraten unverzogert in Wechselwirkung mit
Elektronen. Bei diesem Prozess entsteht Energie in Form von zwei Photonen, die sich in einem Winkel von

180 ° zueinander ausbreiten.
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Ein Positronen-Emissions-Tomograph enthilt ringférmig angeordnete Detektoren, die die ausgesandten
Photonen detektieren konnen. In Kombination mit einem morphologisch bildgebenden Verfahren wie
Computertomographie (PET/CT) oder Magnetresonanztomographie (PET/MRT) kann aus der zeitlichen
und rdumlichen Verteilung der detektierten Photonen die Verteilung des tracers im Korper visualisiert

werden.?

Ein gingiger Tracer, der zur Diagnose von entziindetem Gewebe genutzt wird, ist '*F-Desoxyglucose
(FDQG). FDG ist ein Glukoseanalogon und fand zundchst Anwendung in der Tumordiagnostik.** Die
meisten Tumorarten mit gesteigertem Stoffwechsel nehmen durch Uberexpression von
Glukosetransportern (GLUT1 und GLUT3) und Uberproduktion von Hexokinase II vermehrt Glukose
auf® >, Uber den gleichen Mechanismus gelangt FDG in die Tumorzellen und wird dort akkumuliert,
wobei der FDG-Uptake mit der Stoffwechselaktivitdt und Malignitit des Tumors korreliert.”” Da auch
Bakterien Glukose als Energiequelle verwenden, ist das Prinzip auch zur Detektion von entziindetem
Gewebe geeignet.”™ Der Vorteil dieser Methode ist die deutlich héhere Ortsauflsung im Vergleich zu
konventionellen Methoden und eine kurze Untersuchungsdauer, sodass die Diagnose schneller gestellt
werden kann.® Da mit dieser Methode aber nicht zwischen Tumoren und Entziindungen unterschieden
werden kann, haben SELLMYER et al. die Synthese eines '*F-markierten Trimethoprim-derivats 19

(Schema 8) entwickelt.!*®

18 19

Schema 8: Darstellung eines '®F-markierten Trimethoprimderivats 19 ausgehend von Trimethoprim 18 iiber
5 Schritte.

Trimethoprim (TMP) 18 ist ein synthetisches Antibiotikum, dass die bakterielle Dihydrofolatreduktase
(DHFR) hemmt."¥f DHFR ist ein Enzym der DNA-Synthese und des Folsiuremetabolismus, dass bei den
meisten Bakterienstimmen vorkommt. Die Aktivitit von TMP 18 wurde trotz Funktionalisierung

aufrechterhalten und hat eine nanomolare Affinitit fiir bakterielle DHFR, wohingegen es eine mikromolare
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Affinitét fir die humane DHFR aufweist. Zur Bestdtigung der Anwendbarkeit wurden in Tiermodellen drei
Krankheitsbilder etabliert, eine bakterielle Entziindung, eine sterile Entziindung und eine
Tumorerkrankung. Diese drei Krankheitsbilder kénnen mit "“FDG-Messungen nicht eindeutig
unterschieden werden und ohne invasive Probeentnahme nicht ohne weiteres diagnostiziert werden. Durch
Administration des "*F-markierten TMP gelang es mittels Positronen-Emissionstomographie (PET) die

bakterielle Infektion selektiv zu detektieren.
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2. Zielsetzung

2.1.  Synthese und Evaluierung molekularer PET-Sonden zur Diagnose bakterieller

Infektionen

Trotz der Verfigbarkeit von Antibiotika sind bakterielle Infektionen jedes Jahr eine der
Haupttodesursachen von Millionen von Menschen auf der ganzen Welt. NAGHAVI et al. konnten zeigen,
dass im Jahre 2019 7.7 Millionen Todesfalle mit bakteriellen Infektionen assoziiert wurden. Dies entspricht
13.6 % aller Todesfille dieses Jahres.™® Die frithzeitige Erkennung einer bakteriellen Infektion ist daher eine

wichtige Herausforderung.

Die Unterscheidung zwischen einer bakteriellen und einer sterilen Infektion stellt nur auf der Grundlage
von Symptomen und Laborbefunden eine Herausforderung dar. Eine genaue Unterscheidung ist aber von

entscheidender Bedeutung, da sie fiir eine gezielte Behandlung notwendig ist.

Klassische Methoden zur Erkennung von bakteriellen Infektionen existieren, allerdings beruhen diese
hdufig auf der Untersuchung und Kultivierung von Gewebeproben, die aus der verdidchtigen Stelle
entnommen werden.® Diese Methoden sind wirkungsvoll, sind aber auf Grund ihres invasiven Charakters
komplex und zeitraubend. Im Falle einer akuten Entziindung kann das Ergebnis fiir eine klinische

Entscheidung zu spéit kommen.

Die Entwickelung einer nicht-invasiven Methode zur Diagnose von bakteriellen Infektionsherden stellte

das initiale Projekt dieser Doktorarbeit dar.

Das zugrundeliegende Konzept zur Losung dieses Problems ist das Design, die Synthese und die
Evaluierung zur Anwendbarkeit kleiner Molekiilsonden. Die Sonden sollen die Eigenschaften haben,
selektiv an bakterielle DNA, genauer gesagt an extrazellulire DNA (eDNA) eines Biofilms zu binden. Der
Charakter eines bakteriellen Biofilms ist in Abschnitt 1.1 erldutert. Im Falle einer bakteriellen Infektion
wird die eDNA in der Nédhe der Infektionsstelle angereichert und wirkt so Biomarker fiir bakterielle

Existenz.
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Dafiir wurden generelle Anspriiche an das Molekiil formuliert:

e Die Sonde muss eDNA bindend sein
e Die Sonde muss im Korper detektierbar sein

e Die Sonde muss einen zell-impermeablen Charakter aufweisen

Um an das molekulare Ziel der Sonde zu binden, muss die Sonde eDNA bindende Eigenschaften besitzen.
Um den Ort der Entziindung lokalisieren zu konnen, muss die Sonde im Korper detektiertbar sein. Eine
geeignete  Methode zur  Detektion  stellen  nukleare  Bildgebungsverfahren  wie  die
Positronenemissionstomographie dar, die in Kombination mit morphologischen Bildgebungsverfahren wie

CT oder MRT ein dreidimensionales Bild der Vorgange im gesamten Korper liefern kann.

Der zell-impermeable Charakter ist aus zwei Griinden notwendig. Zum einen wiirde eine zellgingige Sonde
auch mit menschlicher DNA interagieren, sodass sie mutagen wirken wiirde. Zum anderen wiirden diese

Eigenschaften bei lokaler Injektion zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren.

Auf Grundlage dieser Uberlegungen werden fiinf Molekiile dargestellt, deren Strukturen in Abbildung 3

dargestellt ist.
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Abb. 3: Strukturen der Zielverbindungen 23 - 27.
Die Molekiile bestehen aus zwei funktionellen Einheiten, die iiber einen linker miteinander verbunden
werden. Die erste funktionelle Einheit stellt ein DNA-bindendes Molekiil dar, tiber das die Sonde an eDNA
bindet. Die zweite funktionelle Einheit bietet die Moglichkeit die Sonde radioaktiv zu markieren. Fiir diesen
Zweck werden die Sonden mit dem cyclischen Chelator DOTA funktionalisiert. Dieser wird genutzt um
%Ga zu chelatisieren und so das Molekiil radioaktiv zu markieren. Verbunden werden beide Einheiten tiber
PEG-basierte Linker. Neben einem einfachen PEG-linker-System wird ebenfalls ein TRIS-basiertes

linkersystem entwickelt.

Nach erfolgreicher Synthese geeigneter Verbindungen sollen die formulierten Anforderungen an die Sonde
durch geeignete in vitro Experimente validiert werden. Dies geschieht zundchst auf Grundlage der
optischen Eigenschaften der Verbindungen. Zunéchst wird die generelle Bindefahigkeit der Sonde an DNA
getestet, im Anschluss die Bindefihigkeit an eDNA in einem Biofilm und abschieflend die
Zellipermeabilitét in Bakterien und eukrayotische Zellen. Der vielversprechendste Kandidat wird in diesen

Experimenten vorselektiert und fiir diesen Kandidaten werden dann zunachst Methoden zur radioaktiven
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Markierung gefunden. Abschlieflend werden die Ergebnisse, die auf Grundlage der fluoreszenten
Eigenschaften gewonnen wurden, mit den radioaktiven Molekiileigenschaften validiert und die

Anwendbarkeitsbreite der Sonde wird an Biofilmen verschiedener Stimme getestet.

2.2.  Entwicklung eines Nanopartikel-basierenden Ansatzes zur Behandlung bakterieller

Infektionen

Neben der Herausforderung eine bakterielle Infektion zu erkennen, bringt auch die Therapie einer solchen
Infektion Probleme mit sich. Nebenwirkungen in der konventionellen Behandlung mit Antibiotika sind
bekannt und reichen von allergischen Reaktionen bis hin zu Herzkomplikationen.*> ¢/ Eine besondere
Belastung kann bei Antibiotikatherapien fiir den Gastrointestinaltrakt ausgehen, da Antibiotika zum Teil
nicht zwischen pathogenen Bakterien und gesunder Darmflora unterscheiden konnen.'” Diese fehlende
Selektivitat hat zur Folge, das bei der Therapie die Gabe von hoheren Dosen nétig ist, was eine rasant
entwickelnde bakterielle Resistenz gegen die Antibiotika zur Folge hat. Die Entwicklung antibiotikafreier
Therapiemethoden gegen bakterielle Infektionen ist von grofier Bedeutung, da die WHO die Entwickelung
von bakteriellen Resistenzen gegen Antibiotika als einer der grofiten Gefahren fiir das globale
Gesundheitssystem sieht.'*”

Eine ideale Therapieform totet Bakterien effektiv, ist nicht anféllig fiir die Ausbildung von Resistenzen, und
hat keinen Einfluss auf gesundes Gewebe.

Die Entwicklung eines moglichen neuartigen Therapieansatzes, der diese Anforderung beachtet, ist das
zweite Projekt dieser Doktorarbeit und wurde in gleichberechtigter Kooperation mit Professor SEBASTIAN
POLARZ und M.Sc. HANNAH BRONNER am Institut fiir anorganische Chemie der Leibniz Universitat
Hannover erarbeitet.

Das Ziel dieses Projekts ist die Entwicklung eines geeigneten Materials, das gezielt in die rdumliche Néhe
eines Infektionsherdes gebracht werden kann und dort, nach Aktivierung eines externen Reizes, einen
antibakteriellen Effekt zeigt.

Eine reizaktivierbare Therapieform stellt die photodynamische Therapie (PDT) dar. Diese findet

vornehmlich Anwendung in der Onkologie, jedoch konnten auch erste Konzepte zur Behandlung von
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bakteriellen Erkrankungen mit Hilfe von phototherapeutsicher Verfahren (aPDT, antibakterielle
photodynamische Therapie) entwickelt werden. ¢+ ¢°]

Die Idee der antibakteriellen photodynamsichen Therapie beruht auf einem Photosensibilisator, der nach
Lichtanregung mit geeigneter Wellenldnge reaktive Sauerstoffspezies (ROS) produziert. Unter ROS sind
folgende Verbindungen zusammengefasst: Hydroxyl-Radikal (HO’), Hyperoxid-Anion (O*)
Wasserstoffperoxid (H,O.) und Sigulett Sauerstoff ('O,).

Das bisher grofite Problem der aPDT ist der gezielte Transport des Photosensibilisators zum Wirkort. Die
meist hydrophoben Molekiile werden schlecht vom Korper aufgenommen, aggregieren und gelangen so
nur unzureichend zum Wirkort. In dieser Form wird nicht genug ROS produziert um eine antibakterielle
Wirkung entfalten zu konnen. Dieses Problem kann umgangen werden, indem die Molekiile auf
Nanopartikeln immobilisiert werden. Durch die homogene Verteilung einer solchen Partikelsuspension,
wird ein 16sungsahnlicher Zustand erreicht, in dem die Molekiile wirkungsvoll sind.

In der Arbeitsgruppe von POLARZ konnten Methoden zur Synthese pordser Organosilka Nanopartikel
entwickelt werden, die eine unterschiedliche Funktionalisierung der Oberflache und des pordsen Systems
erlauben. ")

Diese Partikel werden auf der Oberfliche mit einem Molekiil funktionalisiert, dass durch Bindung an den
Biofilm die raumliche Néhe sicherstellt. Da die eDNA bindende Eigenschaft des Hoechst-PEG-Azid 50 in
Kapitel 3.2. gezeigt werden konnte, soll die generelle Anwendungsbreite von 50 in Transportprozessen in
diesem Kapitel untersucht werden. 50 wird mit Kupfer click Chemie an die Oberfliche des Partikels
funktionalisiert. Als Photosensibilisator diente ein Acridin Orange (AO) Derivat, dass in einer Thio-
MICHAEL-Reaktion in das pordse System gebunden wird. Die so erhaltenen Partikel werden auf ihre

Anwendbarkeit in einer aPDT untersucht.
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3. Synthese und Evaluierung molekularer PET-Sonden zur Diagnose bakterieller
Infektionen

3.1.  Synthese der eDNA-bindenden Sonden
3.1.1. Design der Sonden

Bei dem Design einer moglichen Sonde wurde sich an den Eigenschaften orientiert, die in Kapitel 2.1.
genannt wurden. Da es das Ziel ist an extrazellulire DNA zu binden, muss ein Strukturmotiv eine DNA-
bindende Einheit darstellen. Da die Verbindung mittels radioaktiver Strahlung detektiert werden soll, muss
sie eine Position fiir eine entsprechende Markierung bieten. Beide Funktionalititen werden tiber eine
Verbindungseinheit miteinander verbunden und somit ergibt sich eine allgemeine Struktur fiir eine Sonde,

die in Abbildung 4 gezeigt ist.

DNA-Binder Linker

Abb. 4: allgemeine Struktur einer DNA-bindenden Sonde.

Da das tracing iiber Radioaktivititsmessung erfolgt, muss der Tracer eine Moglichkeit bieten ein
radioaktives Atom zu binden. Fir die gewiinschten Zwecke stellt ®Ga einen guten Kompromiss aus
Handhabbarkeit und Halbwertszeit dar. Aus diesem Grund wurde die tracing Einheit so gewiéhlt, dass sie
%Ga-Atome komplexieren kann. Ein gingiges Strukturmotiv zur Komplexierung radioaktiver Metallionen
sind verschiedene cyclische Chelatoren, und im Besonderen geeignet fur ®*Ga ist 2,2%2%,2°-(1,4,7,10-
Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetrayl)tetraessigsaure (DOTA). Die Strukturen von DOTA als freie

Tetracarbonsiure und als at-Komplex sind in Abbildung 5 gezeigt.!*®
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Abb. 5: DOTA als freie Tetracarbonsidure 28 und DOTA als at-Komplex 29 mit geeigneten Metallen, die einen

Komplex mit einer Bindungskonstante von log K > 20 ausbilden.[® 7

Die vier Stickstoffatome, sowie zwei Carboxylate komplexieren das Metallkation in einem sehr stabilen
oktaedrischen Komplex. Die Bindungskonstanten fiir die in der Abbildung aufgefithrten Metalle liegen bei

log K > 20*** und fiir Gallium im Besonderen bei log K = 21.3.1""!

Bei den Uberlegungen, welche DNA-bindende Einheiten fiir die Verwendung in einer méglichen Sonde

geeignet sind, wurden Molekiile gesucht, die zwei Anforderungen erfiillen:

- Das Molekiil muss sich an einer distinkten Stelle funktionalisieren lassen

- Das Molekiil muss trotz Funktionalisierung die DNA-bindenden Eigenschaft behalten

In der Literatur wurde dafiir nach geeigneten Strukturmotiven gesucht, deren DNA Affinitét bereits gezeigt
werden konnte und die eine Funktionalisierung erlauben, ohne dabei die bindenden Eigenschaften zu

verlieren. Es wurde sich auf vier Strukturmotive konzentriert, die in Abbildung 6 gezeigt sind.
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Abb. 6: Bekannte DN A-bindende Strukturmotive.

Bei Verbindung 30 handelt es sich um ein 1,8-Naphthalimid-Derivat. In Arbeiten von RYAN et al. konnte

tiber UV/Vis-Messungen die DNA bindende Eigenschaft dieses Strukturmotiv in Konjugation mit einem
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Rutheniumkomplex gezeigt werden. Eine Abbildung des DNA-bindenden Molekiils 34, sowie die

entsprechenden Emissionsspektren der Verbindung ist in Abbildung 7 dargestellt. !
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Abb. 7: a) Struktur eines 1,8-Naphthalimid-funktionalisiertem Metallkomplex mit DNA-bindenden Eigenschaften;
b) Emissionsspektrum der Verbindung 34 bei zunehmender Menge DNA (0 - 15 pg) nach Bestrahlung bei
A =355nm."

Die DNA-bindenden Eigenschaften der Verbindung wurde mit der Emissionssteigerung der Verbindung
nach Zugabe von DNA gezeigt. DNA bindende Molekiile zeigen in Konjugation mit DNA eine
Veranderung in ihrem Fluoreszenzverhalten. Diese Verdnderungen treten sowohl in Form von
Verdnderungen in der Fluoreszenzintensitit, als auch in hypo- und bathochromen Effekten auf.!”? -7
Begriindet liegt die Verdnderung des Emissionsverhaltens in den Wechselwirkungen der n-Elektronen des
Farbstoffes und der DNA. Diese Wechselwirkungen konnen eine Verschiebung der Emissions- und
Absorptionsmaxima, sowie eine Stabilisierung oder auch eine Destabilisierung des angeregten Zustands

nach Bestrahlung bewirken."”®

Der Metallkomplex, der iiber eine Linker-Einheit, mit dem 1,8-Naphthalimid-Geriist verbunden ist, zeigt
strukturelle Ahnlichkeiten zu einer potentiellen Sonde, wie sie in dieser Arbeit Verwendung finden soll und

somit wurde Strukturmotiv 30 fiir geeignet befunden.

Bei den Motiven 31 und 32 handelt es sich um Acridinderivate. Die DNA-bindende Eigenschaft dieses
Grundgertsts ist bekannt unter anderem durch den in der Molekularbiologie verwendeten DNA-Farbstoff
Acridin Orange 34. Dass auch eine Funktionalisierung des Grundgeriists an C; mit einem Amid DNA-
bindende Eigenschaften aufweist, konnte durch TODD et al. gezeigt werden. Mittels Kristallstrukturanalyse

konnte die interkalierende Wechselwirkung des Topoisomeraseinhibitor N-[2-(dimethylamino)ethyl]-
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Acridine-4-Carboxamid (DACA) 35 zwischen zwei Guanosin/Cytosin Paare gezeigt werden.”” Eine

entsprechende Darstellung ist in Abbildung 8 gezeigt.””®

Abb. 8: Kristallstruktur von interkaliertem DACA 35 zwischen zwei Guanosin/Cytosin Paare.

Dass auch die Co-Position eine Funktionalisierung erlaubt, ohne dass die DNA-bindende Eigenschaft des
Acridin-Grundgeriists verloren geht, wurde in Arbeiten von FERNANDEZ et al. gezeigt. In dieser Arbeit
wurden Polyacridin PEG-Peptide 36, hinsichtlich ihrer DNA-Bindfahigkeit untersucht. Dafiir wurden, 9-
Aminoacridin-Einheiten iiber einen Linker an Lysineinheiten des Peptids gebunden und tber einen

Verdringungsassay konnte die interkalierende Wirkung der Acridineinheiten gezeigt werden.”

Die Strukturen der diskutierten DNA-bindenden Acridin-Derivate (34 — 36) sind in Abbildung 9 gezeigt.
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Abb. 9: Strukturen bekannter DNA-bindender Acridin-Derivate mit Funktionalisierung von verschiedenen

Positionen im Grundgeriist.
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Bei Motiv 33 handelt es sich um die Grundstruktur der Hoechst-Farbstoffe. Dieser DNA-Farbstoff bindet
an die kleine Furche von Adenosin/Thymin-reichen DNA-Sequenzen.® Die Bindung von Hoechst an

DNA ist in Abbildung 10 gezeigt.

Abb. 10: Bindung von Hoechst 33342 in die kleine Furche von Adenosin/Thymin-reichen DNA-Sequenzen.®!

In Arbeiten von KHAN et al. wurde ein Biotin-funktionalisiertes Hoechst-Derivat 37 (Abbildung 11)
dargestellt, welches in Konjugation mit Streptavidin in targeted delivery Prozessen eingesetzt werden
konnte.* Treibende Kraft fiir diesen Prozess war die DNA-bindende Eigenschaft des Hoechst-Derivats,

welche selbst nach Konjugation an ein Protein nicht verloren ging.

@Q N \ o) 0
- H O O%EE&O%EW\KH

37
Abb. 10: Struktur eines Biotin-funktionalisierten Hoechst-Derivats mit DNA-bindenden Eigenschaften.

=z 7,

Bei der Wahl der Verbindungseinheit, wurde neben der Bifunktionalitit des Molekiils, ein Augenmerk
darauf gelegt, dass die Eigenschaften des Linkers, die Eigenschaften des gesamten Molekiils gut
komplementiert. Fiir die Implementierung, ist es notwendig, dass es wasserloslich ist und keine
Zellgingigkeit aufweist. Fiir beides ist eine hohe Gesamtpolaritidt des Molekiils notig. Die DOTA-Einheit
als Tricarbonsédure, Amid und mit einem Cyclen-Grundgeriist bringt gute physikochemische Eigenschaften
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hinsichtlich einer hohen Polaritdt mit. Alle selektierten DNA bindenden Molekiile sind jedoch unpolar und

weisen keine guten Loslichkeitseigenschaften in Wasser auf.

Es wurden darum Linkersysteme auf Polyethylenglycol (PEG)-Basis gewéhlt. Im einfachsten Fall wiren
beide Funktionalitdten iiber eine PEG4 Einheit verbunden worden. Um ein generelles System zu etablieren,
was eine Funktionalisierung mit mehr als einer Funktionalitit bietet, wurde auf Basis von
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) ein Linkersystem gewdhlt, dass eine Funktionalisierung mit bis
zu drei Substituenten erlaubt. Die Verwendung von drei polaren Seitenketten erhoht die Gesamtpolaritit

des Molekiils und somit den hydrophilen Charakter der Sonde.

Aus der allgemeinen Struktur in Abbildung 4 ergeben sich nach diesen Uberlegungen mogliche
Kandidaten, die sich aus den Bausteinen 30 - 33 und 34 zu den Sonden mit den allgemeinen Strukturen 35

und 36 zusammensetzen lassen. Gezeigt sind diese in Abbildung 11.
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Abb. 11: Bausteine und allgemine Struktur moglicher DNA-bindender Sonden.
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3.1.2. Chemische Synthese der DNA-bindenden Sonden
3.1.2.1. Synthese des C,-funktionalisierten Acridinbaustein 44

4-Acridincarbonsdauremethylester 37 wurde in einer zweistufigen Sequenz, bestehend aus einer HARTWIG-
BUCHWALD-Kupplung mit anschliefender Kondensation synthetisiert (Schema 8). Die getesteten

Bedingungen dafiir sind in Tabelle 4 dargestellt.

Br AN
H H,N 3) P
2 _— N

Me0™ X0
o ¢ 07 OMe

37 38 39

Schema 8: Syntheseroute zu Acridinmethylester 39, a) siehe Tabelle 4.

Tabelle 4: Bedingungen fiir die zweistufige Synthese von Acridinmethylester 39.
Eintrag Bedingungen Ergebnis

1. Pd,(dba)s, dppf, K,COs, PhMe, 80 °C, 24 h 19 %
2. AlCl;, PhMe, 80 °C, 2 h
1. Pd,(dba);, Xantphos, Cs,COs, 1,4-Dioxan, 115 °C, 24 h 65 %

II
2. H,S04,80°C, 1 h

Die optimierten Bedingungen unter Eintrag 1" ermdglichten die Synthese von 4-

Acridincarbonsduremethylester 39 in 65 % Ausbeute.

Ausgehend von Verbindung 40 konnte dann der DNA bindende Baustein 44 synthetisiert werden

(Schema 9).
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Schema 9: Synthese von Acridinamid 44. a) MsCl, Et;N, CH,Cl, 0 °C - RT, 16 h; b) NaN3, DMF, 60 °C, 16 h, 59 % 02s;
¢) PPhs, Et;0/1 M HCI (aq.), 84 % d) LiOH (1 M in H,0), THF, RT, 2h; e) EDC-HCI, Oxyma, NaHCO;, 42,
DMF/CH,Cl,, 0 °C — RT, 48 % 02s.

Die Sequenz begann mit der Synthese der Linker-Einheit. Die terminalen Alkohole von Tetraethylenglykol
40 wurden zunéchst, nach Tosylierung, in das Diazid 41 tberfiithrt. In einer Zwei-Phasen Reaktion in
Diethylether und 1 M wissriger HCI wurde selektiv ein Azid in Gegenwart von Triphenylphosphin zu Amin
42 reduziert. Es wurde sich bei dieser Reaktion zu Nutze gemacht, dass Triphenylphosphin leicht in
Diethylether 16slich ist, nicht jedoch in wissrigen Losungen. Das Diazid 41 ist ebenfalls in Ether 16slich,
sobald jedoch eine Reduktion abgelaufen ist, wird das gebildete Amin durch die Salzsdure protoniert und
ist somit unloslich in Ether. Auf diese Weise wird verhindert, dass das Molekiil ein weiteres Mal reduziert

werden kann.®’

Nach Verseifung von Methylester 43 wurde der Linker als Amid an die Acridineinheit gebunden. Azid 44
erlaubt eine flexibele Konjugation der DNA bindenden Einheit, entweder direkt tiber click Chemie, oder
tiber nucleophile Addition, reduktive Aminierung oder Amidkupplung nach vorheriger Reduktion des

Azids in das korrespondierende Amin.
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3.1.2.2. Synthese des Co-funktionalisierten Acridinbausteins 47

Ausgehend von Acridon 45 wurde ein Cs funktionalisierter DNA-bindender Baustein synthetisiert. Die

zweistufige Synthese ist in Schema 10 dargestellt.

HNS O N Oy

42

ol HN/\$/O\%;\N3

(6]
a CLD —— 0
—_—
— —— s
II:]I N N

45 46 47

Schema 10: Synthese des Acridin-Derivats 47. a) SOCl;, DMF, 80 °C, 2 h, 94 %; b) Phenol, 42, 50 - 120 °C, 30 min,
90 %.

Die Synthese begann mit der Sulfurylchlorid vermittelten Reduktion von Acridon 45 zum 9-Chloroacridin
46. Das so eingefithrte Chloratom fungiert als Fluchtgruppe in der anschliefeneden nucleophilen
aromatischen Substitution mit Azidoamino-Linker 42. In einer zweistufigen Synthese wurde der

Acridinbaustein 47 in einer Gesamtausbeute von 85 % isoliert.

3.1.2.3.  Synthese des Naphthalimid-basierten Bausteins 49

Die Synthese des DNA-bindenden Bausteins mit einem 1,8-Naphthalimid-Grundgeriist 49 erfolgte
ausgehend von 1,8-Naphthalinsdureanhydrid 48. Nach zweifachem nucleophilen Angriff des Azidoamino-
Linkers 42 wurde Derivat 49 in einem Schritt und einer Gesamtausbeute von 84 % isoliert. Die Synthese ist

in Schema 11 dargestellt.
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Schema 11: Synthese des Naphthalinimids 49. a) 42, EtOH, reflux, 2 h, 84 %
3.1.2.4. Synthese des Hoechst-basierten Bausteins 50
Wihrend die Synthese der drei Bausteine 44, 47 und 49 in wenigen Schritten erfolgte, war die Synthese

eines konjugierbaren DNA-bindenden Bausteins auf Basis eines Bisbenzimidazols komplexer. Eine erste

retrosynthtische Analyse des Molekiils 50 ist in Schema 12 gezeigt.
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Schema 12: erste retrosynthetische Analyse des Hoechst-Derivats 50.

Der Baustein 50 kann aus einer Kondensation der beiden Bausteine 51 und 52 erhalten werden. Das
elektrophile Carboximidat 52 wurde in einer PINNER-Reaktion, aus dem PEG-funktionalisiertem

Hydroxybenzonitril 53 gewonnen. Die Kondensation des Benzimidazols in Baustein 51 entstand in
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analoger Weise aus den beiden Bausteinen 54 und 55. 55 wurde in einer nucleophilen aromatischen
Substitution aus Nitroanilin 56 mit Methylpiperazin 57 gewonnen. Baustein 54 entstand aus dem Acetyl-

geschiitzen p-Aminobenzonitril 58 iiber drei Stufen.

Die Synthese des Bausteins 55 erfolgte in einem Schritt aus dem Nitroanilin 59 und N-Methylpiperazin 56
in einer nucleophilen aromatischen Substitution und lieferte den Baustein 55 in 84 % Ausbeute. Diese

Reaktion ist in Schema 13 gezeigt.

Schema 13: Synthese des Bausteins 59. a) K,CO;, DMF, 120 °C, 15 h, 84 %.

Die Synthese des Bausteins 52 ist in Schema 14 gezeigt.
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Schema 14: Synthese des Carboximidats 52. a) TsCl, Ag,O, K1, 0 °C, 20 min, 63 %; b) NaN;, DMF, 80 °C, 18 h, 96 %;
¢) PPh;, DEAD, THF, 18 h, 0 - RT, 71 %; d) EtOH, HCl (in situ Generierung aus NaCl + konz. H,SO,), RT, 2 d, 92 %.

Die Sequenz begann mit der Monoazidierung des Tetraethylenglykols 40. Dies erfolgte durch Substitution
eines Alkohols nach vorheriger selektiver Monotosylierung. Die Tosylierung erfolgte nach einer von
BOUZIDE et al. entwickelten Methode zur Monotosylierung symmetrischer Diole.® Das Tosylat 60 wurde
durch Umsatz mit NaN; in das Monoazid 61 tberfiihrt. Der Alkohol des Azidoalkohol wurde anschliefSend
in einer MITSUNOBU-Reaktion mit Phenol 62 substituiert und in einer abschlieflenden PINNER-Reaktion in
salzsaurer ethanolischer Losung wurde Carboximidat 52 in einer Gesamtausbeute von 40 % iiber vier Stufen

isoliert.

48



Synthese und Evaluierung molekularer PET-Sonden zur Diagnose bakterieller Infektionen

Fiir die Synthese des Bausteins 54 wurde 4-Cyanoacetanilid 58 zundchst selektiv in der 2-Position durch
Umsetzung mit KNOs und konzentrierter Schwefelsdure nitriert 64. Anschlieflend wurde das Amid durch
Umsatz mit einer ein molaren Schwefelsdure unter Riickfluss hydrolysiert 65. In einer abschlieflenden
PINNER-Reaktion in salzsaurer ethanolischer Losung wurde Carboximidat 54 in einer Gesamtausbeute von

17 % tiber 3 Stufen erhalten (Schema 15).

O O

[l )

ar
58 64 65 54
Schema 15: Synthese des Carboximidats 54. a) KNOs, konz. H,SO4, -15 °C - 0 °C, 1h, 48 %, b) H.SO4 (ag. 10 %),
100 °C, 45 min, 99 %; c) EtOH, HCI (in situ Generierung aus NaCl + konz. H,SO4), RT, 7 d, 37 %.

Besonders der letzte Schritt, die PINNER-Reaktion, ist in der Sequenz ein limitierender Faktor. Da nach 7
Tagen Reaktionszeit wurde kein Reaktionsfortschritt mehr beobachtet werden konnte, wurde die Reaktion
nach dieser Zeit trotz unvollstindigem Umsatzes beendet. Das isolierte Produkt konnte nach Féllung nicht
vollstandig von unreagiertem Startmaterial getrennt werden. Ein Grund fiir die schlechte Ausbeute und die
lange Reaktionszeit konnte das Substituierungsmuster des Benzonitrils 65 sein. Durch die beiden
elektronenziehenden Substituenten ist das Nitril elektronenarm, was die Protonierung des Stickstoffs
erschwert, was dann wiederum den Angriff des Ethanols verhindert. Auf Grund der
Hydrolyseempfindlichkeit des Carboximidats 54 wurde auf weitere Reinigungsversuche verzichtet und das

Stoffgemisch wurde in der ndchsten Stufe verwendet.

Nachdem die drei Bausteine 52, 54 und 59 erfolgreich synthetisiert wurden, wurden sie nun in den
abschlieflenden Transformationen zu den Benzimidazolen kondensiert. Die abschliefenden Schritte zum

Hoechst-Derivat 50 sind schematisch in Schema 16 dargestellt.
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Schema 16: Kondensation der drei Bausteine 55, 54 und 51 zum Hoechst-Derivat 50. a) H,, Pd/C (10 %),
EtOAc/CH;OH (4/1), 2 h, RT, 97 %; b) AcOH/EtOH (1/2), 18 h, 85 °C, 18 h, 19 %; ¢) H,, Pd/C (10 %), CH;0H, 2 h,
RT, quant.; d) AcOH/EtOH (1/2), 18 h, 85 °C, 18 h, 19 %.

Fiir die Kondensation des 1,2-Anilins 55 mit Carboximidat 54 wurde zunéchst die Nitrogruppe in 59 in
einer palladiumkatalysierten Hydrierung reduziert. Die folgende Kondensation erfolgte in essigsaurer
ethanolischer Losung und lieferte das Benzimidazol 66. Die Kondensation zum Bisbenzimidazol 50 erfolgte
in einer analogen Synthesesequenz. Das finale Produkt wurde {iber 11 Stufen in einer Gesamtausbeute von

0,2 % erhalten.

Mit der hier gezeigten Synthese war es zwar moglich den gewiinschten Vorldufer 50 zu synthetisieren,
jedoch zeigte sie Schwichen. Zum einen ist da die zeitaufwendige und wenig ergiebige PINNER-Reaktion
von Nitril 65 zu nennen und zum anderen die geringen Ausbeuten der beiden Kondensationen zu den
Benzimidazolen 66 und 50. Da auf diesem Reaktionswege nur geringe Mengen (< 50 mg) des gewiinschten
Produkts isoliert werden konnten, wurde versucht eine effizientere Synthesestrategie zu entwickeln. Eine

alternative Retrosynthese von 50 ist in Schema 17 gezeigt.
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Schema 17: zweite retrosynthetische Analyse des Hoechst-Derivats 50.

Die Benzimidazole 50 und 51 entstehen in Kondensationsreaktionen. Im Unterschied zum Carboximidat
des ersten Ansatzes, wird in diesem Ansatz ein Aldehyd in der Kondensation angegriffen. Der PEG-
funktionalisierte Aldehyd 67 wurde aus 4-Hydroxybenzaldehyd 68 und dem Azidoalkohol 61 erhalten.
Benzimidazol 51 wurde in analoger Weise aus den beiden Bausteinen 69 und 55 erhalten. 55 wurde in
gleicher Weise wie im ersten Ansatz bereits beschrieben erhalten und Baustein 69 wurde aus dem Acetyl-

geschiitzen 4-Acetamidobenzaldehyd 70 erhalten.

Die Synthese des Aldehybausteins 69 ist schematisch in Schema 18 gezeigt.

¢} O

)J\NH )J\NH NH,
; i; NO :; NO
a) S ! 2
B — e B —
Yo N o
70 71 69

Schema 18: Synthese des Bausteins 69. a) siehe Tabelle 5; b) H.SO4 (aq. 10 %), 100 °C, 90 min, 96 %
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Die Sequenz verlief dhnlich zu der beschriebenen Synthese des Nitritls 65 des ersten Ansatzes. Begonnen
wurde mit der Nitrierung von 4-Acetamidobenzaldehyd 70. Dafiir wurden die Bedingungen in Tabelle 5
getestet. Es zeigte sich, dass lediglich die Verwendung von rauchender Salpetersiure zusammen mit
konzentrierter Schwefelsdure bei 0 °C (Eintrag III) Umsatz lieferte. Nach Hydrolyse des Amids wurde der

Baustein 69 in zwei Schritten in 56 % Ausbeute erhalten.

Tabelle 5: Bedingungen fiir die Nitrierung des Aldehyds 70.

Eintrag Bedingungen Ergebnis
I KNO;3, konz. H,SO4, -15°C - 0°C Kein Umsatz
II H,SO, (konz.), HNO; (rauchend), RT, 1 h Zersetzung
111 H,SO, (konz.), HNO; (rauchend), 0 °C, 30 min 58 % Ausbeute

Der zweite Aldehyd wurde in einer MITSUNOBU-Reaktion aus 4-Hydroxybenzaldehyd 68 und dem

Azidotetraethylenglykol 61 dargestellt (Schema 19).

(g : ho oo s g@of»ﬂoﬁgg

68 61
67

Schema 19: Synthese des Bausteins 67. a) PPhs, DEAD, THF, 18 h, 0 °C - RT, 83 %.

Nach bereits beschriebener Hydrierung des Nitroanilins 59 wurden Bedingungen zur Kondensation der
beiden Bausteine 55 und 69 zum Benzimidazol 66 getestet (Schema 20). Diese getesteten Bedingungen sind

in Tabelle 6 aufgefiihrt.

NH, H
o g v vl
b) N N
o X b (M o
-
/N\) X0

L :

59 R=NO
2 a 69 66
55 R= NHZj

Schema 20: Kondensation der Bausteine 55 und 69 zu Benzimidazol 66. a) H,, Pd/C (10 %), EtOAc/CH;0H (4/1),
quant.; b) siehe Tabelle 6
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Tabelle 6: getestete Bedingungen fiir die Kondensation zum Benzimidazol 66.

Eintrag Bedingungen Ergebnisse
1. DMF,80°C,12h
I 72 % Ausbeute
2. FeCl3, Og, 120 OC, 1h
II Na,S,0s, DMF, AcOH, 70 °C, 90 min 63 % Ausbeute
III PhNO,, 180 °C,5h 29 % Ausbeute

Es zeigte sich, dass die Voraktivierung des Aldehyds mit Natriumdisulfit und die thermisch getriebene
Kondensation mit anschlieflender eisenkatalysierter Oxidation vergleichbare Resultate lieferten. Lediglich
die gdnzlich thermisch getriebene Kondensation fillt in den Ergebnissen zuriick. Der Mechanismus der

Natriumdisulfit katalysierten Oxidation ist in Schema 21 gezeigt.
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Schema 21: Allgemeiner Mechanismus der Natriumdisulfit getriebenen Kondensation von 1,2-Dianilinen und
Aldehyden zu Benzimidazolen.®!

Aldehyd I formt in Anwesenheit von Natirumdisulfit das Hydroxysulfonat II. Die protonierte
Hydroxygruppe III wird von Amin IV substituiert. Das primdre Amin V greift den benzylischen
Kohlenstoff an und formt Dihydrobenzimidazol VI, welches nach Hydrideliminierung das Benzimidazol

VII formt.!®%

Um das Bisbenzimidazol 50 zu erhalten (Schema 22), wurde zunéchst die Nitrogruppe in Benzimidazol 66
in gleicher Weise wie zuvor beschrieben reduziert. Auch fiir die zweite Kondensation wurden die

Bedingungen getestet. Diese sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.
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Schema 22: Kondensation der Bausteine 51 und 67 zu Bisbenzimidazol 50. a) H,, Pd/C (10 %), CH;0H, quant., b)
sieche Tabelle 7.

Tabelle 7: getestete Bedingungen fiir die Kondensation zum Bisbenzimidazol 50.

Eintrag Bedingungen Ergebnisse

1. DMF,80°C,12h
I 18 % Ausbeute
2. FeCl3, Oz, 120 OC, lh
II Na,S;0s, DMF, AcOH, 70 °C, 90 min 64 % Ausbeute

111 PhNO,, 180°C,5h 9 % Ausbeute

Bei der Kondensation zum Bisbenzimidazol 50 lieferten die Bedingungen unter Eintrag II die besten
Ergebnisse. Anders als bei der Kondensation zu 66 wurde bei der thermischen Kondensation mit
anschlieflender eisenkatalysierter Oxidation lediglich eine Ausbeute von 18 % erhalten. Da sich aber mit
Eintrag II eine gute Alternative anbietet, sollte diese Methode gewdhlt werden um 50 im letzten Schritt zu

synthetisieren.

50 wurde tber acht Stufen in 16 % Ausbeute isoliert. Der zweite Syntheseansatz bietet einen deutlich
effizienteren Zugang zu 50. Die Synthese ist zwei Schritte kiirzer und bedarf keiner langen Reaktionszeiten.
Mit den Aldehyden 67 und 68 als Bausteine wurden gute Elektrophile gefunden, um die Kondensationen
zu den entsprechenden Benzimidazolen 66 und 50 in besseren Ausbeuten als im ersten Ansatz zu

realisieren.

In diesem Abschnitt wurden die Synthesen der DNA-bindenden Bausteine diskutiert. Die vier dargestellten
Bausteine sind in Abbildung 11 gezeigt. Es gelang die Synthesen aller Bausteine so zu optimieren, dass auch
tiber eine mehrstufige Synthese gute Gesamtausbeuten erzielt werden konnten und jeder Baustein im

Grammafistab darstellbar war.
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Abb. 11: Strukturen der DN A-bindenden Bausteine 44, 47, 49 und 50.

3.1.2.5. Synthese des TRIS-basierten Linker Systems 76

Wie in Abschnitt 3.1.1 diskutiert, wurden zwei grundsitzliche Designs der Sonden angestrebt. Bei der
Synthese aller DNA-bindenden Bausteine wurde die PEG-Kette, die fiir die einfache Verbindung zwischen
DNA-bindender Einheit und tracer vorgesehen ist, bereits in den Synthesen mitberiicksichtigt. In diesem
Abschnitt soll die Synthese des TRIS-basierten Linkersystems 76 diskutiert werden. Isocyanat 76 bietet ein
elektrophiles Zentrum, iiber das die DNA-bindende Einheit an das Linkersystem gebunden werden kann.

Die Synthese von 76 ist in Schema 23 gezeigt.
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Schema 23: Synthese des Isocyanats 76. a) Boc,O, CH3OH, 96 %; b) Propargylbromid (80 % w/w in PhMe), KOH,
DMTF, 0 - 37 °C, 4 h, 74 %; c) 74, CuSO, - 5 H,0, Na-Ascorbat, THPTA, THF/H,O, 84 %; d) TFA, CH,Cl,, RT, 6 h,
89 %; e) Triphosgen, Et;N, CH,Cl, 95 %.

Das Startmaterial TRIS 72 wurde zundchst Boc geschiitzt und anschlielend mit Propargylbromid und
Kaliumhydroxid zum Trialkin 73 umgesetzt. Die Synthese des Azidoamino-Linkers 74 wurde in Abschnitt
3.1.2.1. bereits diskutiert. Fiir die Synthese des Linkersystems 76, wurde die Sequenz noch um eine Cbz-
Schiitzung der Aminogruppe erweitert. Uber eine anschliefende Kuper vermittelte 1,3-dipolare
Cycloaddition wurden die PEG-Ketten eingefithrt 75. Nach anschliefender Boc Entschiitzung und
Oxidation des Amins unter Verwendung von Triphosgen wurde das Isocyanat 76 in 40 % Ausbeute iiber 8

Schritte erhalten.

3.1.2.6.  Synthese des DOTA-Bausteins 80

Der letzte Baustein fiir die Synthese der Sonden ist die chelatisierende DOTA-Einheit. Die Sequenz zur

Synthese des Bausteins ist in Schema 24 gezeigt.
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Schema 24: Synthese des DOTA-Vorlaufers 81. a) tBu-Bromacetat, NaOAc, DMA, 0 °C - RT, 48 h, 73 %; b) Bn-
Bromacetat, K,COs, DMA, 70 °C, 15 h, quant.; ¢) H,, Pd/C (10 %), CH;OH, RT, 2 h, quant.[®®

Zunidchst wurde Cyclen 77 unter Verwendung von Natriumacetat als Base dreifach mit tert-
Butylbromoacetat alkyliert. Die vierte Alkylierung erfolgte K;CO; mediiert mit Benzylbromoacetat und
nach Hydrierung des Benzylesters unter Verwendung von 10 % Pd auf Aktivkohle wurde der

DOTA-Vorlaufer 80 in drei Schritten in einer Ausbeute von 73 % erhalten.

3.1.2.7.  Konjugation der Bausteine zu DNA-bindenden Sonden

Nach erfolgreicher Synthese der einzelnen Bausteine, sollten diese nun zu den finalen Sonden, wie in

Schema 25 gezeigt, synthetisiert werden.

Schema 25: Syntheseschema zur Kupplung der einzelnen Bausteine zur fertigen Sonde. Weg A: direkte Konjugation
der DNA-bindenden Einheiten mit DOTA; Weg B: Konjugation der DOTA-Einheiten an das TRIS-basierte
Linkersystem.
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Die DNA-bindenden Einheiten 44, 47, 49 und 50 sollten nun in finalen Transformationen
zusammengefiigt werden. Dies erfolgte entweder durch direkte Konjugation mit dem tracer (Weg A) oder
durch vorherige Konjugation der DNA-bindenden Einheit an das polarere Linkersystem 76 und darauf

folgender Konjugation des tracers (Weg B)

3.1.2.7.1. Synthese der Sonden iiber Syntheseweg A

Die Kupplung der beiden Fragmente gelang fiir jede Sonde in einer dreistufigen Sequenz, die in Schema 26

gezeigt ist.
s
OYNI \N

>ro K \Nfol\o OHO \N/Nl\

@ @ @ F— @

80

Schema 26: Synthese der Sonden 23 - 26 durch direkte Konjugation der DNA-bindenden Einheiten mit DOTA 80.
a) PMe; (1 M in THF), THF/H,O, RT; b) 80, HATU, DIPEA, DMF, RT, 18 h; ¢) TFA, CH,Cl,, RT, 18 h.

Zunichst wurden die Azidgruppen der DNA-bindenden Einheiten in einer Trimethylphosphin mediierten
STAUDINGER-Reaktion zu den Aminen reduziert. Die Verwendung von Trimethylphosphin bietet
gegeniiber der Verwendung von Triphenylphosphin in der klassischen STAUDINGER-Reaktion den Vorteil,
dass sowohl das Reduktionsmittel, als auch das zweite Reaktionsprodukt, Trimethylphosphinoxid,

fliichtiger sind, als die hoherolekularen Aquivalente bei der Verwendung von Triphenylphosphin.®”

Die so erhaltenen Amine konnten in einer Amidkupplung mit DOTA-Fragment 80 gekuppelt werden und
nach abschlieflender Entschiitzung der tert-Butylester wurden die finalen Sonden 23, 24, 25 und 26

erhalten.
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Die final dargestellten Sonden sind zusammenfassend in Abbildung 12 dargestellt. Die Synthese der Sonden

lief iiber 10 — 14 Schritte und gelang in Gesamtausbeuten von 6 — 15 % iiber die gesamten Synthesen.

0
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\
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[¢]

25
(15 %, 10 Stufen)

26
(9 %, 14 Stufen)

Abb. 12: Strukturen der finalen Sonden 23 - 26, die iiber Weg A dargestellt wurden.
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3.1.2.7.2. Synthese C,-funktionalisierten Acridin basierten Sonde tiber Syntheseweg B

Uber Syntheseweg B wurde lediglich eine Sonde auf Basis der 9-Acridincarbonsiure Einheit 44 dargestellt.

In dieser Synthese sollte die Darstellbarkeit der sterisch anspruchsvolleren Sonde validiert werden.

Schema 27 zeigt die Kupplung der DNA-bindenden Acridineinheit 44 mit dem TRIS-basierten

Linkersystem 76.

NiN\N‘KO
! ! HN! !o O\\C O(]\/ \%\NHCb
o N/\f/ \ﬁ/\N N/\(~/ \j/\NH ) \\NJL\O z

PEG,
131/ NHCbz N N¢N,N
jﬁ\ /Y\N PEG N\’ ’ \)<
N=y 0
44 81 o é? %
3
PEG \N“H j\ NHCbz
ChzHN ' \=N N 321
3

N-N,
PEG . E

NHCbz NHCbz

82 76

Schema 27: Synthese des gekuppelten Fragments 82 durch Konjugation des Acridin Bausteins 81 mit dem
TRIS-basierten Linker-System 76. a) PMes; (1 M in THF), THF/H,O, RT, 92 %; b) 76, Et:N, CH,CL,, RT, 2 h, 76 %.

Zunichst wurde in einer STAUDINGER-Reaktion das Azid 44 zu Amin 81 reduziert. In einer anschlieflfenden

nucleophilen Addition an den TRIS-Baustein 76 wurde Harnstoff 82 erhalten.

Die Entschiitzung der Cbz-Schutzgruppe gelang durch Umsetzung mit 33 % Bromwasserstoff in Essigsaure.
DOTA-Fragment 80 wurde an Triamin 83 gekuppelt und nach abschlieflender Entschiitzung der tert-Butyl

Ester wurde Sonde 85 in zwei Schritten in einer Gesamtausbeute von 2 % erhalten. (Schema 28)
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Schema 28: Abschlielende Synthesesequenz zur Sonde 27. a) HBr (33 % w/w in AcOH), AcOH, RT, 90 min, quant.;

b) 80, HATU, DIPEA, DMF, RT, 18 h, 31 %; ¢) TFA, CH,Cl,, RT, 18 h, quant.
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3.2. Evaluierung der Anwendbarkeit der Sonden

3.2.1. Evaluierung der Anwendbarkeit der Sonden basierend auf fluoreszenten

Eigenschaften

Bei der Evaluierung zur Anwendbarkeit der Sonden, wurde ein Vorgehen gewihlt, bei dem notwendige
Eigenschaften der Sonden zunichst basierend auf ihren fluoreszierenden Eigenschaften validiert oder
widerlegt wurden. Die Sonde, die aus diesen Vorexperimenten die besten Resultate versprach, wurde dann
fiir radioaktive Experimente verwendet.

Bei der Evaluierung der Anwendbarkeit wurde folgendes Vorgehen gewdhlt:

1. Untersuchung der Bindungseigenschaften der Sonden an DNA.

In einem Bindungsassay wurde durch Emissionsmessungen untersucht, ob die DNA-bindenden
Eigenschaften der Sonden aufrechterhalten blieben.

2. Untersuchung der Bindungseigenschaften an einen bakteriellen Biofilm.

Nachdem die DNA-bindende Eigenschaft bestitigt waren, wurde untersucht, ob die Bindefahigkeit auch
fiir eDNA in einem Biofilm gilt.

3. Untersuchung der Zellpermeabilitit der Sonden in prokaryotische und eukaryotische Zellen.

In Permeabilitdtsassays wurde in Vergleichsexperimenten mit Hoechst 33342 (HO 33342) untersucht, ob

die Zellpermeabilitat durch die gewahlten Funktionalisierungen inhibiert werden konnte.

3.2.1.1. DNA-bindende Eigenschaften

Fiir die Evaluierung der DNA-Bindefahigeit wurde folgender Versuchsaufbau gewéhlt: Eine 5 pM Losung
der Verbindung wurde mit einer steigenden Menge DNA (0 - 5 pg) versetzt. Die Losungen wurden im
Absorptionsmaximum der jeweiligen Sonde (Spektren sieche Anhang) angeregt und die Emissionen wurden

aufgenommen.

Abbildungen 13 - 15 zeigen die Emissionsspektren der Acridin-basierten Sonden 23, 24 und 27.
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Abb. 13: Emissionsspektren einer 5 pM-Losung von 23 mit einer steigenden Menge DNA (0 - 5 pg). Ex: 360 nm; Em:
381 - 650 nm. Die Werte repréasentieren die gemittelten Werte von drei voneinander unabhéngigen Triplikaten.
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Abb. 14: Emissionsspektren einer 5 pM-Losung von 24 mit einer steigenden Menge DNA (0 - 5 pg). Ex: 360 nm; Em:
381 - 650 nm. Die Werte repréasentieren die gemittelten Werte von drei voneinander unabhangigen Triplikaten.
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Abb. 15: Emissionsspektren einer 5 pM-Losung von 27 mit einer steigenden Menge DNA (0 - 5 pg). Ex: 360 nm; Em:
381 - 650 nm. Die Werte reprasentieren die gemittelten Werte von drei voneinander unabhangigen Triplikaten.

Obwohl es in den Emissionsmaxima der auf 4- Acridincarbonsaure basierenden Sonden 23 und 27 (Abb. 13
und Abb. 15) leichte Verdnderungen gab, so sind diese als nicht signifikant anzusehen. Auf Grundlage
dieser Experimente wurde davon ausgegangen, dass die Funktionalisierung des Acridingeriists das Molekiil
sterisch tiberfrachtet, so dass die Acridineinheit nicht mehr eine Konfiguration einnehmen kann, aus der
DNA gebunden werden kann. Es ist denkbar, dass eine Veridnderung des Linkers, der Linkerlinge oder des
Chelators zu einer Verbesserung der Bindungseigenschaften fiihrt, jedoch wurde dies nicht weiter
untersucht.

Die Spektren der an Co-funktionalisierten Sonde 24 (Abb. 14) zeigen neben einer
konzentrationsabhdngigen Signalminimierung auch einen bathochromen Effekt. Da diese Effekte jedoch
nicht sehr stark ausgepragt sind, wurde von einer schwachen Bindung der Sonde an DNA ausgegangen.

Abbildung 16 zeigt die Emissionsspektren der Naphtahlimid-basierten Sonde 25.
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Abb. 16: Emissionsspektren einer 5 uM-Losung von 25 mit einer steigenden Menge DNA (0 - 5 pg). Ex: 330 nmy;
Em: 351 - 650 nm. Die Werte représentieren die gemittelten Werte von drei voneinander unabhangigen Triplikaten.

Das Ergebnis der Bindungsexperimente der Naphthalimid-basierten Sonde 25 zeigt, dhnlich zu den
4-Acridincarbonsdure basierten Sonden, keine signifikanten Veranderungen im Emissionsverhalten, so
dass auch fiir diese Sonde keine DNA-bindende Eigenschaft angenommen wurde. Auch in diesem Fall
wurden keine weiteren Experimente mit weiteren Naphthalimid-basierten Soden unternommen.

Abbildung 16 zeigt die Emissionsspektren der Hoechst-basierten Sonde 26.
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Abb. 16: Emissionsspektren einer 5 pM-Losung von 26 mit einer steigenden Menge DNA (0 - 5 pg). Ex: 360 nm; Em:
381 - 650 nm. Die Werte reprasentieren die gemittelten Werte von drei voneinander unabhangigen Triplikaten.

Die Spektren der Hoechst-basierten Sonde 26 zeigen eine sehr deutliche hypochrome Signalintensivierung.
Das Emissionsmaximum verschiebt sich verschiebt sich von 506 nm im unkonjugierten Zustand auf
488 nm nach Zugabe von DNA. Die Emissionsintensitdt nimmt bei der Zugabe von 5 ug DNA um den
Faktor 10 zu. Auf Grund der deutlicheren Verdnderung im Emissionsverhalten wurde fiir Sonde 26 ein
stairkere DNA-Bindefdhigkeit angenommen, als fiir Sonde 24. Darum wurde entschieden die folgenden

Experimente mit der Hoechst-basierten Sonde 26 durchzufiihren.
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3.2.1.2. Bindungseigenschaft der Sonde 26 an einen bakteriellen Biofilm

Sonde 26 zeigte in den DNA-Bindungsexperimenten die besten Resultate und darum wurden Experimente
zur Bestimmung der Bindefihigkeit an einen bakteriellen Biofilm mit diesem Derivat durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurde ein P. fluorescens Biofilm in einer 96-Well Platte geziichtet. Der Biofilm, sowie ein
leeres Well als Negativkontrolle wurden mit 26 (50 pM) inkubiert, gewaschen und der Riickstand wurde in
Ethanol gelost. Der Riickstand wurde auf seine optischen Eigenschaften untersucht. Die beiden

dazugehorigen Spektren sind in Abbildung 17 gezeigt.

Bindefihigkeit von 26 an einen Biofilm
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Abb. 17: Emissionsspektren der geldsten Riickstinde von mit 26 (50 pM) inkubierten Wells; dunkel: mit einem
Biofilm bewachsen, hell: leer. Ex: 360 nm; Em: 381 — 650 nm. Die Werte représentieren die gemittelten Werte von drei
voneinander unabhangigen Triplikaten.

In den Spektren ist zu sehen, dass die Emission des Riickstands aus dem bewachsenen Wells deutlich erhoht
ist, gegeniiber dem, des leeren Wells. Da in beide Wells die gleiche Stoffmenge gegeben wurde, ist den
Spektren zu entnehmen, dass im Falle des bewachsenen Wells nach dem Waschen mehr Verbindung
verblieben ist, als in dem leeren. Erkldren lasst sich dies durch die Bindung der Sonde 26 an die vorhandene

DNA.
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Um sicherzustellen, dass dieser Effekt ausschliefllich auf Wechselwirkung mit der eDNA des Biofilms
beruht und nicht darauf, dass die Sonde den Biofilm penetriert und von den Bakterien internalisiert wird,
wurde ein weiteres Inkubationsexperiment durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurden 5 - 10° P. fluorescens Bakterien je mit 26 (5 M), sowie mit HO 33342 inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Bakterien gewaschen und lysiert. Das Lysat wurde im Anschluss auf

optische Eigenschaften untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 gezeigt.

Aufnahme von HO33342 und 26 in P. fluorescens
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Abb. 18: Emissionsspektren der Zelllysate von 5 - 10° P. fluorescens-Bakterien inkubiert mit dunkel: HO33342 (5 uM)
und hell: 26 (5 pM). Ex: 360 nm; Em: 381 - 650 nm. Die Werte reprasentieren die gemittelten Werte von drei
voneinander unabhingigen Triplikaten.

HO 33342 hat bekannte zellpermeable Eigenschaften und schafft es somit die DNA der Bakterien zu
markieren.'” Dies ist an der deutlichen Emission des mit HO 33342 inkubierten Zelllysats zu sehen. Die
Emission des Lysats der mit 26 inkubierten Bakterien ist nicht signifikant und somit kann davon
ausgegangen werden, dass das Molekiil durch seine Funktionalisierung mit dem PEG-Linker und dem
Chelator keine zellpermeablen Eigenschaften mehr aufweist.

Die Ergebnisse dieser beiden Experimente zeigen, dass die Sonde 26 geeignet ist um einen bakteriellen

Biofilm zu markieren und zu detektieren. Dass die Bindung der Sonde an extrazellulire DNA erfolgt,
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konnte durch die Inkubation von planktonischen Zellen gezeigt werden, in dem keine charakteristische

Fluoreszenz des Lysats beobachtet werden konnte.
3.2.1.3.  Zellpermeabilitit der Sonde 26 in CHO-Zellen

Die Zellimpermeabilitdt der Sonde 26 wurde an prokaryotischen Zellen gezeigt. Um zu zeigen, dass diese
auch fiir eukaryotische Zellen gilt, wurde in einem dhnlichen Inkubationsexperiment die Zellpermeabilitat
in CHO-Zellen evaluiert.

Adhirente CHO-Zellen wurden dazu mit HO33342 (5 uM) und 26 (5 ptM) inkubiert. Nach Entfernen der
Inkubationslosung und Waschen der Zellen wurden die verschieden inkubierten Zellen unter einem

Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.

Abb. 19: Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von CHO-Zellen inkubiert mit HO 33342 (a) und 26 (b). Erste Spalte:
Hellfeldaufnahmen der Zellen, zweite Spalte: Aufnahmen der Zellen mit einem DAPI-Filter. Dritte Spalte: Fusion

beider Aufnahmen.

In der linken Spalte von Abbildung 19 a) sind in der Hellfeldaufnahme einzelne CHO-Zellen zu sehen und
unter Verwendung eines DAPI-Filters (mittlere Spalte) die charakteristische Fluoreszenz des Hoechst-

Farbstoffs. Werden beide Aufnahmen {iibereinandergelegt (rechte Spalte), ist zu sehen, dass das
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Fluoreszenzsignal innerhalb der Zellen liegt. In der Hellfeldaufnahme von Abbildung 19 b) sind ebenfalls
einzelne CHO-Zellen zu erkennen, jedoch ist mit dem DAPI-Filter keine Fluoreszenz zu erkennen, die auf
die Anwesenheit des Farbstoffs hindeutet. Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass die Sonde

26 keine Zellpermeabilitdt in eukaryotische Zellen aufweist.

In diesem Kapitel wurden die synthetisierten Verbindungen schrittweise hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit
als eDNA-detektierende Sonde evaluiert. Auf Grundlage der fluoreszierenden Eigenschaften wurde die
DNA-bindende Eigenschaft lediglich Sonde 24 und Sonde 26 gezeigt. Fiir Sonde 26 konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass die Verbindung an eDNA binden kann und dariiber hinaus zellimpermeabel sowohl fiir
eukaryotische als auch fiir prokaryotische Zellen ist. Es konnte somit gezeigt werden, dass Verbindung 26
alle hinreichenden Kriterien aufweist um als Sonde zur Detektion von bakteriellen Biofilmen genutzt zu
werden. Die bis hierhin erhaltenen Ergebnisse basieren auf Fluoreszenzmessungen der Verbindungen. Im

nun folgenden Kapitel soll die Validierung der Anwendbarkeit auf Grundlage von Radioaktivitit erfolgen.

3.2.2. Evaluierung der Anwendbarkeit der Sonden basierend auf radioaktiven
Eigenschaften

3.2.2.1. Radiosynthese der markierten Sonde 26*

Zunichst wurde nach einem etablierten Protokoll die Reaktion in Schema 29 durchgefiihrt."*"

X HZ\/\_\NJ\N o 8 (}L?i 0
o T L O e
| e SRR A - By

[¢]
26 26*

Schema 29: Radioaktive Markierung der Sonde 26*; a) ®GaCls;, HEPES, 100 °C, 10 min, 56 %.

Der Reaktionsfortschritt, sowie die Reinheit des Produkts wurde uiber mittels HPLC in Kombination mit
einem UV-Detektor und einem Radio-Detektor ermittelt. Die entsprechenden Chromatogramme sind in

Abbildung 20 dargestellt.
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Abb. 20: aufgenommene HPLC-Chromatogramme der Sonde 26 und 26*. a) UV-Spur der unmarkierten Sonde 26;
b) Radio-Spur der markierten Sonde 26*.

Die Charakterisierung des Produkts 26* erfolgte tiber zwei separate Messungen. Zunachst wurde die
unmarkierte Sonde 26 vermessen. Mittels UV-Detektor konnte sowohl die Reinheit des precursors als auch
die Retentionszeit auf der Sdule bestimmt werden (Abbildung 20 a)). Die gereinigte Sonde 26* wurde mit
den gleichen Parametern vermessen und die Radioaktivitdt wurde detektiert (Abbildung 20 b)).

Es ist zu sehen, dass in der Radio-Spur ein Peak detektiert wurde, der mit Retentionszeit der unmarkierten
Sonde 26 tibereinstimmt. Leichte Veranderungen in der Retentionszeit sind zum einen mit dem Aufbau
der Anlage zu erkliren (der Radiodetektor ist hinter dem UV-Detektor geschaltet) und zum anderen

dadurch, dass die markierte Verbindung 26* ein verdndertes Retentionsverhalten aufweist. Eine weitere
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Messung mit einem nicht-radioaktiven Galliumkomplex wurde nicht durchgefithrt. Die erhaltenen
Spektren wurden als hinreichend aussagekraftig interpretiert. Da lediglich ein Radiosignal detektiert wurde,
dass basierend auf der Retentionszeit dem gewtiinschten Produkt zuzuordnen ist, konnte von einer
erfolgreichen Synthese der markierten Verbindung 26* ausgegangen werden. Die Radioausbeute dieser

Rektion betrug tiber sechs Durchfithrung durchschnittlich 56 %.

3.2.2.2.  Inkubationsexperimente der radioaktiven Sonde 26*

In diesem Abschnitt sollten Experimenten durchgefithrt werden, mit denen die Ergebnisse, die auf
Grundlage der Fluoreszenz erhalten wurden, validiert werden konnten. Dazu wurden Biofilme und
eukaryotische Zellen mit gleichen Mengen der Sonde 26* inkubiert. Das Biomaterial wurde gewaschen und
lysiert und die Lysate wurden auf verbliebene Radioaktivitdt untersucht. Dabei wurde zundchst ein
geeigneter Versuchsaufbau gesucht und sobald dieser etabliert war, wurde die Anwendungsbreite der Sonde

an verschiedenen Biofilmen und eukaryotischen Zellen evaluiert.

3.2.2.3.  Etablierung eines Versuchsautbaus

1. Ansatz: Kultivierung in einer 96-Well Platte

Fir die Experimente wurde zunéchst ein Versuchsaufbau gewihlt, bei dem ein P. fluorescens Biofilm und
CHO-Zellen in einer 96-Well Platte geziichtet wurden. Die Wells wurden je mit einer Aktivitdtsmenge von
25 und 50 kBq der markierten Sonde 26* inkubiert. Zusitzlich wurden leere Wells mit gleichen
Aktivititsmengen befiillt, um die Hintergrundaktivitit zu bestimmen. Die detektierten Aktivititen der

Lysate sind in Abbildung 21 dargestellt.
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a) aufgenommene Aktivitit von Sonde 26* in P. fluorescens und CHO-Zellen
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b) aufgenommene Aktivitdt von Sonde 26* in P. fluorescens und CHO-
Zellen mit Hintergrundaktivitét
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Abb. 21: Detektierte Aktivitaten der Lysate. a) direkter Vergleich der Restaktivitit von P. fluorescens Biofilmen und
CHO-Zellen. Die Standardabweichung ist angegeben; b) Vergleich der Restaktivititen von P. fluorescens Biofilmen
und CHO-Zellen sowie der Hintergrundaktivititen. Die Hohe der Saulen reprasentieren die gemittelten Werte von

drei voneinander unabhéngigen Triplikaten.
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Abbildung 26 a) zeigt die detektierten Aktivitdten der Lysate der CHO Zellen und der Biofilme im direkten
Vergleich. Im Mittelwert sind die Restaktivitdten der Biofilme um die Faktoren 26 bzw. 14 gegeniiber den
CHO Zellen erhoht. Dass der gewéhlte Versuchsaufbau jedoch nicht ideal ist, zeigt sich in Abbildung 21 b).
In diesem Graph sind neben den gemessenen Aktivitdten auch die detektierte Hintergrundaktivitdt aus den
leeren Wells abgebildet. Diese iibersteigt in beiden Fallen die Aktivitdt des lysierten Biomaterials deutlich,
was eine genaue Interpretation der Messungen nicht moglich macht.

Eine mogliche Erklarung fiir die hohe Hintergrundaktivitat sind Wechselwirkungen der Sonde mit dem
Gefdfimaterial der Polystyrolplatte. Es ist anzunehmen, dass Polystyrol durch n-stacking mit dem
ausgedehnten m-System der Sonde interagiert und sich so adhdsive Krifte zwischen Sonde und
Gefidfimaterial ausbilden.

Um dieses Problem zu umgehen, wurde nach einem Testgefd8 fiir die Inkubationsexperimente gesucht, in
dem die Wechselwirkungen nicht auftreten. Mikroreaktionsgefife aus Polypropylen schienen als
Gefdfimaterial geeignet. Um dies zu validieren, wurden leere Mikroreaktionsgefidfle mit 26* inkubiert und

die Restaktivititen wurden bestimmt. Die erhaltenen Daten sind in Abbildung 22 gezeigt.

Hintergrundaktivitaten in Mikroreaktionsgefdfien und einer 96 Well Platte
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Abb. 22: Vergleich der Hintergrundaktivitaten bei Zugabe verschiedener Aktivititsmengen in 96-Well Platten aus
Polystyrol und Mikroreaktionsgefafien aus Polypropylen. Die Hohe der Saulen représentieren die gemittelten Werte
von drei voneinander unabhéngigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.
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Die Hintergrundaktivitdit der Polypropylengefifle ist deutlich geringer, verglichen mit der in
Polystyrolgefiflen im Experiment zuvor. Die detektierte Aktivitdt in Polypropylengefifien ist selbst bei
Zugabe der grofiten Aktivitditsmenge signifikant geringer als im Aufbau in Polystyrolgefafien. Bei der
Zugabe von 25 kBq bzw. 50 kBq, den Aktivitdtszugaben, die einen direkten Vergleich erlauben, sind die
verbliebenen Aktivititen um den Faktor 30 — 50 reduziert. Es zeigte sich, dass nur geringe Mengen der
Sonde 26* als Riickstand in den Mikroreaktionsgefdfien blieb und diese somit ein geeignetes Gefaf3 sind,
um weitere Experimente in ihnen durchzufiihren. Das Protokoll fiir die Ziichtung eines Biofilms lief sich
adaptieren, um einen Biofilm in einem Mikroreaktionsgefdfl wachsen zu lassen. Da die Gefifle allerdings
ungeeignet sind um eukaryotische Zellen adhidsiv wachsen zu lassen, wurden die Zellen aus einer Kultur

aliquotiert und fiir die Zeit des Experiments in Suspension gehalten.

3.2.2.4. Anwendbarkeit der Sonde 26* an einem Pseudomonas fluorescens Biofilm

Das Protokoll fiir die Ziichtung eines Biofilms liefd sich adaptieren, um einen Biofilm in einem
Mikroreaktionsgefaf} wachsen zu lassen. Da die Gefdf3e allerdings ungeeignet sind um eukaryotische Zellen
adhésiv wachsen zu lassen, wurden die Zellen aus einer Kultur aliquotiert und fiir die Zeit des Experiments
in Suspension gehalten.

Neben dem optimierten Aufbau, wurde ebenfalls der Umfang des Experiments erweitert.

In diesem Durchgang wurde mit THP-1 Makrophagen eine weitere eukaryotische Zelllinie neben den
CHO-Zellen als Vergleichsgrofle herangezogen. Wie in Kapitel 1.2. erkldrt, werden Makrophagen in der
Signalkette der Immunantwort zu dem Ort der Entziindung geleitet und akkumulieren sich dort, sowohl
im Falle einer sterilen als auch einer pathogenen Entziindung. Weiterhin haben Makrophagen die
Eigenschaft korperfremde Stoffe tiber Phagozytose aufzunehmen. Um nun sicher zwischen einer sterilen
und einer infektiosen Entziindung unterscheiden zu konnen, ist es wichtig, dass die Sonde auch von
Makrophagen nicht in signifikanten Mengen aufgenommen wird. Wire dies der Fall, konnte nicht mehr
zwischen einer sterilen und einer pathogenen Entziindung unterschieden werden. Da in beiden Fillen
Makrophagen in der betroffenen Region prisent sind, konnte nicht bestimmt gesagt werden, ob das Signal

von einem Biofilm oder von Makrophagen stammt.
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Die zweite Erweiterung in diesem Experiment war, dass eine Normierung der absolut gemessenen
Aktivitdten auf die vorhandene Biomasse in der Probe vorgenommen wurde. Um eine genaue Aussage iiber
die Selektivitit der Aufnahme zu treffen, ist nur die Detektion der absoluten Aktivitaten nicht hinreichend
aussagekriftig, da diese allein keine Aussage iiber die vorhandene Biomasse zuldsst. Als Indikator fiir die
Biomasse wurde daher die Gesamtmenge an DNA in jeder Probe photomeTRISch bestimmt (Abbildung
121 und 122, Anhang).

Die dritte Erweiterung in dieser Versuchsreihe war die Untersuchung der prozentual aufgenommenen
Aktivititen. Dies wurde ermittelt, indem die Aktivititen der Lysate in Relation mit der zugegebenen
Aktivitdt (Abbildung 120, Anhang) gesetzt wurde. Die erhaltenen Ergebnisse des Experiments sind in den

Abbildungen 23 - 25 gezeigt.

aufgenommene Aktivitit von Sonde 26* in einen P. fluorescens Biofilm, THP-1-
und CHO-Zellen
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Abb. 23: Vergleich der detektierten Restaktivitdten der Lysate von CHO-Zellen, THP-1-Zellen und P. fluorescens
Biofilmen bei Zugabe verschiedener Aktivitatsmengen. Die Hohe der Saulen reprasentieren die gemittelten Werte von
drei voneinander unabhingigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.
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Tabelle 8: Vergleich der detektierten Aktivitdten [**Ga cpm] der Lysate der P. fluorecens Biofilme, CHO- und THP-1
Zellen nach Zugabe steigender Aktivitaitsmengen.

25 kBq 50kBq  75kBq 100 Bq 200 kBq 400 kBq

b fluorecens Biofilme 34855 41630 53943 42956 57864 73794
’ (+3061) (2244) (+4701) (+1955) (% 2493) (x 7925)

THP-1 Zellen 1064 4124 17410 9678 7012 23020
(+ 418) (+1127)  (+6527)  (+3060) (+ 2365) (+ 5195)

1018 2214 6559 12098 7744 10260

CHO-Zell

clien (+ 329) (+136)  (+3052)  (+1519) (+ 1243) (+ 589)

Abbildung 23 und Tabelle 9 zeigen die gemessenen absoluten Aktivititen der Lysate. Es ist zu sehen, dass
die verbliebene Aktivitdt in den CHO-Zellen in jeder getesteten Aktivitdt gegentiber den Bakterien reduziert
ist. Wahrend die Aktivitit bei Zugabe von 25 kBq um die Faktoren 32, bzw. 34 gegeniiber den Eukaryoten
erhoht ist, ist es bei Zugabe von Aktivititen von > 50 kBq nur noch eine Erh6hung um die Faktoren 3 - 8.
Anhand dieser Daten und den bestimmten DNA-Mengen (Abbildung 122, Anhang) ldsst sich nun eine
Normierung der aufgenommenen Aktivitit auf die Menge an DNA vornehmen. Diese Ergebnisse sind in

Abbildung 24 und in Tabelle 9 dargestellt ist.

Tabelle 9: Vergleich der detektierten Aktivititen normiert auf die bestimmte Menge DNA [®*Ga cpm/ng] in den
Lysaten der P. fluorecens Biofilme, CHO- und THP-1 Zellen nach Zugabe steigender Aktivititsmengen.

25 kBq 50 kBq 75 kBq 100 Bq 200kBq 400 kBq
47, 49, 2 4, 4 2
P. fluorecens Biofilme 78 26 89 64,3 78 93
(£4,2) (£2,7) (£7,8) (£2,9) (£3,3) (+£10,0)
1,3 4,6 21,2 10,7 7,3 26,5
THP-1 Zellen
(£0,5) (£1,3) (£7,9) (£3,4) (£2,5) (£6,0)
1, 2, 2 11, 4 K
CHO-Zellen 0 0 6 > 7 96
(£0,3) (£0,1) (£2,9) (£1,5) (£1,2) (£0,6)

Die normierten Aktivititen bestétigt die bevorzugte Bindung der Sonde an den Biofilm. Die ist in allen
getesteten Aktivitaten signifikant hoher als die Aufnahme in die Zellen. Auffallend ist, dass sich beim
Vergleich der beiden eukaryotischen Zellen zeigt, dass die Aufnahme in die Makrophagen erhoht ist,
gegeniiber der Aufnahme in die CHO Zellen. Dies lésst sich mit den phagozytotischen Eigenschaften der

THP-1 Zellen begriinden.
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normierte Aufnahme von Sonde 26* in einen P. fluorescens Biofilm, THP-

1- und CHO-Zellen
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Abb. 24: Vergleich der auf die DNA Menge normierten Aktivitadtsaufnahmen in CHO-Zellen, THP-1-Zellen und P.
fluorescens Biofilme bei Zugabe verschiedener Aktivitdtsmengen. Die Hohe der Sdulen reprasentieren die gemittelten
Werte von drei voneinander unabhéngigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Abbildung 120 (Anhang) zeigt die Aktivititen der zugegebenen Inkubationslosungen. Zusammen mit den
absoluten Aktivititen (Abbildung 23) ergeben sich draus die prozentual aufgenommenen Mengen. Diese

sind in Abbildung 25 und in Tabelle 10 dargestellt.
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prozentuale Aufnahme von Sonde 26* in einen P. fluorescens Biofilm, THP-1- und
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Abb. 25: Vergleich der prozentual aufgenommenen Aktivititen in CHO-Zellen, THP-1-Zellen und P. fluorescens
Biofilme bei Zugabe verschiedener Aktivitaitsmengen. Die Hohe der Sdulen reprasentieren die gemittelten Werte von
drei voneinander unabhéngigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Tabelle 10: Vergleich der prozentualen Aufnahme der zugegebenen Inkubationslosungen [%] in P. fluorecens

Biofilme, CHO- und THP-1 Zellen.

25 kBq 50 kBq 100 kBq 150 kBq 200kBq 400 kBq
242 12.7 8,7 45 46 3.1
p.fl Biofil
Horecens BIOTEME (42,1 (£0,7) (+0,8) (£02) (£02) (£03)
0,7 1,3 2,8 1,0 0,6 1,0
THP_l Z 11 > > bl b > b
elien (+0,3) (+0,3) (+1,0) (+0,3) (+0,2) (+0,2)
0,7 0,7 1,1 1,3 0,6 0,4
CHO_Z ll bl > bl bl bl bl
ctien (+0,2) (+0,04) (+0,5) (+02) (+0,1) (+0,02)

Es wurden in diesem Versuch Aktivitaten bis 400 kBq gewéhlt, um herauszufinden, ob ab einer gewissen

Aktivititsmenge eine Sittigung des Signals einsetzt. Die prozentual gebundene Menge an den Biofilm

nimmt exponentiell ab und bleibt ab einer Aktivitatszugabe von 150 kBq konstant. Dies deutet auf eine

beginnende Séttigung ab 150 kBq. Die prozentual aufgenommene Menge in die eukaryotischen Zellen

hingegen ist iber den getesteten Bereich konstant und auch in jedem Messpunkt signifikant unter der

Aufnahme in den Biofilm.
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Durch diese Experimente wurden zum einen, das ein Versuchsaufbau gefunden, mit dem die Eigenschaften
der Sonde verlidsslich getestet werden konnten. Zum anderen, konnte an einem Modelbiofilm gezeigt
werden, dass die Sonde bei Aktivitdtszugaben unter 100 kBq die effizienteste Nutzung verspricht.

An dem Modellbiofilm, P. fluorescens, konnte im Vergleich mit CHO- und THP-1-Zellen sowohl mit
fluoreszenten als auch mit radioaktiven Eigenschaften gezeigt werden, dass die Sonde 26* geeignet ist um
Biofilme selektiv zu detektieren.

Abschlieflend zu der Versuchsreihe sollte die Anwendungsbreite der Sonde an weiteren bakteriellen
Stammen getestet werden. In der beschriebenen Weise, wurden die Experimente an Biofilmen der Staimme
P. aeruginosa und S. aureus, sowie E. coli durchgefiihrt. Es wurden somit sowohl Gram-positive als auch

Gram-negative Stimme getestet.

3.2.2.5.  Anwendbarkeit der Sonde 26* an einem Pseudomonas aeruginosa Biofilm

Wie im vorherigen Abschnitt erarbeitet, wurde ein Aktivitatsbereich von 10 - 100 kBq gewdhlt. Die Ergebnisse der

Messungen der absoluten Aktivitdten sind in Abbildung 26 und in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Vergleich der detektierten Aktivititen [**Ga cpm] der Lysate der P. aeruginosa Biofilme, CHO- und THP-1
Zellen nach Zugabe steigender Aktivititsmengen.

10 kBq 25 kBq 50 kBq 75 kBq 100 kBq

. . 5523 18018 28238 45569 58186

P. aeruginosa Biofilme
(£121) (£ 1620) (+1817) (+3922) (+£9821)
2144 2 142

CHO-Zellen 559 5953 887 67
(+ 115) (+ 144) (+2144) (+ 4944) (+1964)

2019 3753 6202 11248 21444

THP-1-Zellen

(£ 629) (£ 1678) (£1712) (+2682) (£ 7565)

Die Daten der Messungen sind denen von P. fluorescens dhnlich, die Werte sind geringer, zeigen aber die gleiche
Tendenz. Dass die absoluten Werte der eukaryotischen Zellen in diesem Experiment grofier sind als im Versuch zuvor,
liegt daran, dass in dieser Versuchsreihe 500.000 Zellen je Probe verwendet wurden und nicht 250.000. Der Grund fiir

die Verdopplung der Zellzahl war ein rein praktischer.
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aufgenommene Aktivitdt von Sonde 26* in einen P. aeruginosa Biofilm, THP-1- und
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Abb. 26: Vergleich der detektierten Restaktivititen der Lysate von CHO-Zellen, THP-1-Zellen und P. aeruginosa
Biofilmen bei Zugabe verschiedener Aktivitdtsmengen. Die Hohe der Séulen reprasentieren die gemittelten Werte von
drei voneinander unabhéngigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Obwohl im Versuch zuvor gute Ergebnisse erzielt wurden, war es problematisch die Inkubations- und

Waschlosungen abzunehmen und dabei das Zellpellet intakt zu lassen. Das Problem konnte mit einem

groferen Pellet umgangen werden. Die Daten zur normierten Aufnahme sind in Abbildung 27, sowie in

Tabelle 12 dargestellt.
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normierte Aufnahme von Sonde 26* in einen P. aeruginosa Biofilm, THP-1- und CHO-
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Abb. 27: Vergleich der auf die DNA Menge normierten Aktivitdtsaufnahmen in CHO-Zellen, THP-1-Zellen und
P. aeruginosa Biofilme bei Zugabe verschiedener Aktivititsmengen. Die Hohe der Sdulen reprasentieren die

gemittelten Werte von drei voneinander unabhangigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Tabelle 12: Vergleich der detektierten Aktivitaten normiert auf die bestimmte Menge DNA [®Ga cpm/ng] in den
Lysaten der P. aeruginosa Biofilme, CHO- und THP-1 Zellen nach Zugabe steigender Aktivitdtsmengen.

10 kBq 25 kBq 50 kBq 75 kBq 100 kBq
11,5 38,5 81,5 137,7 159,9
P' - B- fil > bl b b b
acriginosa Blolfme (£0,3) (+3,5) (£52) (+11,9) (+27,0)
0,2 1,1 2,7 3,2 15,8
CHO_Z 11 > b > > b
elien (+ 0,05) (+ 0,07) (+1,0) (+1,8) (*2,1)
1,3 2,0 3,9 11,3 7,3
THP-1-Zell : . : ’ ’
eren (+0,4) (£0,9) (+1,1) (£2,7) (+4,0)

Bei der Normierung zeigt sich eine sehr gute Selektivitit der Sonde fiir den P. aeruginosa Biofilm gegeniiber

den Vergleichsgruppen. Auch fiir diesen Bakterienstamm konnte in diesem Experiment die Anwendbarkeit

der Sonde bestitigt werden.
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3.2.2.6.  Anwendbarkeit der Sonde 26* an einem Staphylococcus aureus Biofilm

Abbildung 28 und Tabelle 13 zeigen die absoluten Aktivitaten der Lysate.

aufgenommene Aktivitdt von Sonde 26* in einen S. aureus Biofilm, THP-1- und CHO-
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Abb. 28: Vergleich der detektierten Restaktivititen der Lysate von CHO-Zellen, THP-1-Zellen und S. aureus
Biofilmen bei Zugabe verschiedener Aktivitaitsmengen. Die Hohe der Saulen représentieren die gemittelten Werte von

drei voneinander unabhéngigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Tabelle 13: Vergleich der detektierten Aktivitdten [®*Ga cpm] der Lysate der S. aureus Biofilme, CHO- und THP-1

Zellen nach Zugabe steigender Aktivititsmengen.

10 kBq 25 kBq 50 kBq 75 kBq 100 kBq

S Biofil 5741 15545 42594 32803 40534

. aureus Biofilme

(x751) (+1244) (+5808) (*3832) (+4937)

CHO-Zellen 559 2144 5953 8872 14267
(£ 115) (+144) (x£2144) (£ 4944) (£ 1964)

THP-1-Zellen 2019 3753 6202 11248 21444
(£ 629) (£ 1678) (x1712) (+2682) (£ 7565)

Wie in den vorherigen Experimenten zeigt sich auch hier eine grofiere absolute Aktivitdt im Biofilm, als in

den eukaryotsichen Zellen. Die absoluten Werte sind bei den Biofilmen geringer als in den zuvor getesteten

83



Synthese und Evaluierung molekularer PET-Sonden zur Diagnose bakterieller Infektionen

Stimmen, aber noch immer signifikant erhoht gegeniiber den Lysaten der Eukaryoten. Der Vergleich der

relativ aufgenommenen Aktivitaten bestitigt diesen Trend (Abbildung 29 und Tabelle 14).

normierte Aufnahme von Sonde 26* in einen S. aureus Biofilm, THP-1- und CHO-

Zellen
250

200

150

100

Aufnahme/m(DNA)
[cpm/ng]

50

10 25 50 75 100
zugegebene Aktivitat [kBq]

W S. Aureus W CHO mTHP-1

Abb. 29: Vergleich der auf die DNA Menge normierten Aktivititsaufnahmen in CHO-Zellen, THP-1-Zellen und
S. aureus Biofilme bei Zugabe verschiedener Aktivitaitsmengen. Die Hohe der Saulen représentieren die gemittelten
Werte von drei voneinander unabhéngigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Tabelle 14: Vergleich der detektierten Aktivititen normiert auf die bestimmte Menge DNA [®Ga cpm/ng] in den
Lysaten der S. aureus Biofilme, CHO- und THP-1 Zellen nach Zugabe steigender Aktivitatsmengen.

10 kBq 25 kBq 50 kBq 75 kBq 100 kBq
, 23,7 66,2 170,7 135,0 174,0
S. aureus Biofilme
(£3,1) (£5,3) (£23,3) (£15,8) (+£24,7)
0,2 1,1 2,7 3,2 15,8
CHO-Zell ’ ’ : : ’
elien (+ 0,05) (+0,07) (+1,0) (+1,8) (+2,1)
1,3 2,0 3,9 11,3 7.3
THP-1-Zell, : : : ’ ’
clien (+0,4) (+0,9) (+1,1) (+2,7) (+ 4,0)

Es zeigte sich, dass in den S. aureus Proben weniger DNA nachgewiesen wurde, als in denen von P.

fluorescensund P. aeruginosa (Abbidung 122, Anhang). In den normierten Aufnahmen spiegelt sich das in
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einer groferen Signifikanz in der Selektivitat fir den Biofilm wieder. Auch fiir den Gram-positiven Stamm

S. aureus, zeigt sich die Anwendbarkeit der Sonde.

3.2.2.7. Anwendbarkeit der Sonde 26* an einem Escherichia coli Biofilm

Die graphischen Ergebnisse der absoluten Aktivititen sind in Abbildung 30 und tabellarisch in Tabelle 15

dargestellt.

aufgenommene Aktivitit von Sonde 26* in einen E. coli Biofilm, THP-1- und
CHO-Zellen
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Abb. 30: Vergleich der detektierten Restaktivitaten der Lysate von CHO-Zellen, THP-1-Zellen und E. coli Biofilmen
bei Zugabe verschiedener Aktivititsmengen. Die Hohe der Saulen reprasentieren die gemittelten Werte von drei
voneinander unabhingigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Tabelle 15: Vergleich der detektierten Aktivititen [**Ga cpm] der Lysate der E. coli Biofilme, CHO- und THP-1 Zellen
nach Zugabe steigender Aktivititsmengen.

10 kBq 25 kBq 50 kBq 75 kBq 100 kBq

739 1580 4188 6261 6175

E. coli Biofilm

coft blotime (+201) (+ 131) (+ 1520) (+ 1173) (+751)

CHOZellen 559 2144 5953 8872 14267
(+ 115) (+ 144) (+2144) (+ 4944) (+ 1964)

2019 3753 6202 11248 21444

THP-1-Zell

chen (+ 629) (+ 1678) (+ 1712) (+ 2682) (+ 7565)
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Der Vergleich der absoluten Aktivitdten zeigt ein anderes Bild, als in den zuvor getesteten Stimmen. Die
aufgenommenen Aktivititen sind im besten Fall vergleichbar grof3, in den meisten Fallen jedoch kleiner als
in CHO- und THP-1 Zellen. Die Relevanz der Normierung der detektierten Aktivitidten auf die vorhandene

Biomasse zeigt sich in diesem Beispiel.

Die normierten Aktivitdten sind in Abbildung 31 und in Tabelle 16 aufgetragen.

normierte Aufnahme von Sonde 26* in einen E. coli Biofilm, THP-1- und CHO-

40 Zellen

(8 W
(=] v

[\
(53]

Aufnahme/m(DNA)
[cpm/ng]
7 S

—
<

10 25 50 75 100
zugegebene Aktivitit [kBq]

mE. Coli mCHO mTHP-1

Abb. 31: Vergleich der auf die DNA Menge normierten Aktivititsaufnahmen in CHO-Zellen, THP-1-Zellen und
E. coli Biofilme bei Zugabe verschiedener Aktivitaitsmengen. Die Hohe der Saulen reprasentieren die gemittelten
Werte von drei voneinander unabhéngigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Tabelle 16: Vergleich der detektierten Aktivitdten normiert auf die bestimmte Menge DNA [®*Ga cpm/ng] in den
Lysaten der E. coli Biofilme, CHO- und THP-1 Zellen nach Zugabe steigender Aktivititsmengen.

10 kBq 25 kBq 50 kBq 75 kBq 100 kBq
3,0 6,9 18,2 27,3 25,9
E. coli Biofil
cott blotiime (+0,8) (+0,6) (+ 6,6) (+7.,6) (+4,9)
02 1,1 2,7 32 15,8
CHO_Z 11 > bl bl bl >
chen (+0,05) (+0,07) (+ 1,0) (+1,8) (+2,1)
1,3 2,0 3,9 11,3 7.3
THP-1-Zell : : : ’ ’
eren (£0,4) (£0,9) (£ 1,1) (£2,7) (£ 4,0)
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Da in den E. coli Proben wenig DNA isoliert wurde, ergibt sich aus den relativen Aufnahmen ein neuer
Eindruck der Ergebnisse. Die Aufnahme der Sonde in den Biofilm ist auch in diesem Experiment selektiv
gegeniiber eukaryotischen Zellen um den Faktor 2 — 12. Das ist weniger signifikant als in den drei zuvor
diskutierten Fallen, aber noch immer ausreichend, um eine Unterscheidung zu erméglichen.

Die Notwendigkeit zur Normierung der Aktivitit auf die vorhandene Biomasse zeigte sich in den
Experimenten mit S. aureus und E. coli deutlich. Obwohl die absoluten Aktivitdten in E. coli Biofilmen
geringer waren als CHO- und THP-1-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Sonde auch fir E. coli
Biofilme anwendbar ist. Und obwohl die absoluten Aktivititen in den pseudomonalen Staimmen hoher ist
als bei S.aureus, zeigt die normierte Bindung die besten Resultate bei den Versuchen mit S. aureus
Biofilmen.

Da die Normierungsgrofie die gesamte DNA war, konnen aus den normierten Aktivititen keine Aussagen
iber die Selektivitdt der Sonde zu den einzelnen Biofilmen getroffen werden. Um ein Verstindnis fiir die
Selektivitit der Sonde zu einzelnen Biofilmen zu erlangen, ist es nétig nicht nur die Menge an Gesamt-DNA
zu vergleichen, sondern die Menge an eDNA in den einzelnen Biofilmen. In der Literatur finden sich

Angaben zu den Mengen an eDNA der verwendeten Staimme.!"*% Diese sind in Tabelle 17 gezeigt.

Tabelle 17: Isolierte Mengen eDNA aus Biofilmen der Staimme E. coli, S. aureus, P. aerugionsa und P. fluorescens.

Stamm m(eDNA) [pg/ml ODggo]
E. coli™¥ 5,85 + 1,44
S. aureust'¥ 11,98 + 1,52
P. aeruginosa™ 15,76 + 3,34
P. fluorescens'®® 13,14 + 2,15

Bei den Staimmen S. aureus, P. aeruginosa und P. fluorescenssind die absoluten Aktivititen um die
Faktoren 4 — 10 grofler als bei E. coli. Die Werte unter den ersten drei Stimmen hingegen nur um die
Faktoren 1 - 1,5. Eine dhnliche Tendenz zeigt sich bei den Literaturdaten zur eDNA Menge. WU et al.
konnten zeigen, dass die in E. coli Stimmen um die Faktoren 2 - 3 kleiner ist, als in den anderen getesteten
Stammen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen in den hier durchgefiihrten Experimenten. Da die
Gesamtmenge der isolierten DNA in den E. coli Proben ahnlich grofd ist, wie in den der S. aureus Proben

(E. coli: 230 ng, S. aureus: 236 ng, siche Abbildung 122), die absoluten Aktivitdten sich aber um den Faktor
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sechs unterscheiden, ist es denkbar, dass auch in den E. Coli Biofilmen in Polypropylengefifien, weniger
eDNA gebunden ist, als in den anderen getesteten Stimmen. Fiir ein genaues Verstandnis zur Selektivitat
der Sonde kann eine Versuchsreihe nach dem etablierten Verfahren mit einer Normierung auf die eDNA-

Mengen durchgefiihrt werden.
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4. Entwicklung eines Nanopartikel-basierenden Ansatzes zur Behandlung
bakterieller Infektionen

4.1.  Allgemeine Vorbemerkung

Die Ergebnisse dieses Kapitels stammen aus einer Kooperation mit M. Sc. HANNAH BRONNER (HB) vom
Institut fiir anorganische Chemie der Gottfried-Wilhelm-Leibniz Universitit Hannover und M. Sc. DENIS
PLUTA (DP) vom Institut fiir physikalische Chemie der Gottfried-Wilhelm-Leibniz Universitdt Hannover.
Die Synthese sowie die Charakterisierung der Nanopartikel wurde von HB durchgefiihrt, die Messungen
zur Fluoreszenzlebensdauer wurden von DP durchgefiihrt, die Synthese der genutzten Molekiile, sowie die

biologischen Experimente wurden von mir durchgefiihrt.

4.2.  Synthese der Nanopartikel

Das Grundgeriist fiir die Studien stellten Nanopartikel dar, die eine zweifache Funktionalisierung erlaubte.
In der Gruppe um Professor SEBASTIAN POLARZ wurden fiir diese Zwecke Thiolgruppen tragende
Phenylsilylether in einem templatgestiitzen Sol-Gel-Prozess zu pordsen Organosilica-Nanopartikeln

kondensiert.!"” %! Die Synthese ist in Schema 30 gezeigt.

[0
/
4
(o)
86

(PrO1),Si Si(O4Pr), .
a O b c

SH

85

NP1 NP2 NP3

Schema 30: Schematische Darstellung zur Synthese von bifunktionalen Nanopartikeln. a) HCI (aq., 0.1 M), iPrOH,
3h, Pluronic P123, CTAB, Bicarbonat-Puffer (pH =9, 0.1 M), 2 d; b) 86, Bicarbonat-Puffer (pH = 8, 0.1 M), 6 h; ¢)
EtOH/HCI (aq., 0.1 M) (4/1), 2d.
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In der Synthese wurden bei 1,5-Bistri(isopropoxysilyl)-3-Benzenothiol 85 durch Umsatz mit HCI zunachst
die Silantriolgruppen entschiitzt. Die Reaktionslosung wurde im Anschluss in eine basische Losung
gegeben, in der Pluronic P123 gelost war. Im basischen Milieu kondensieren die Silanolgruppen zu den
Nanopartikel. Pluronic P123 ist ein aus Poly(ethylenoxid) und Poly(propylenoxid) bestehendes Polymer,
das unter basichen Bedingungen Mizellen in Wasser ausbildet. Die Kondensation der Nanopartikel entsteht
um diese Mizellen herum und ergeben die verschlossenen porésen Strukturen NP1, die eine selektive
Funktionalisierung der Oberfliche erlaubt. Durch Umsatz mit N -Propargylmaleimid 86 unter basischen
Bedingungen wurde der Alkin-funktionalisierte Nanopartikel NP2 erhalten. Durch Umsatz mit HCI
wurden die Template aus den Poren entfernt und der zweifach funktionalisierbare Partikel NP3 wurde
erhalten.

Nachdem Partikel NP3 erfolgreich dargestellt werden konnte, wurden die funktionellen Gruppen der
Partikeloberfliche und -poren mit geeigneten Molekiilen konjugiert. Bei der Wahl der Molekiile wurde sich
an den Funktionen orientiert, die die Molekiile aufweisen miissen, um das erdachte System im gewiinschten
Sinne anwenden zu konnen.

Wie in der Zielsetzung zu diesem Kapitel diskutiert, sollten die Partikel iiber einen molekularen Anker an
einen Biofilm physikalisch gebunden werden, um so eine rdumliche Ndhe zum Herd einer bakteriellen
Infektion zu gewdhrleisten.

Im vorherigen Kapitel konnte erarbeitet werden, dass das Hoechst-Grundgertist geeignet ist, an die eDNA
eines bakteriellen Biofilms zu binden. In den Arbeiten von KHAN et al.® wurde gezeigt, dass Hoechst auch
weiterhin DNA-bindend ist, wenn das Hoechst-Grundgeriist mit makromolekularen Strukturen konjugiert
ist. Da Molekiil 26 im vorherigen Kapitel die besten DNA-bindenden Eigenschaften zeigte, wurde das
Hoechst-Azid 50 als Anker gewidhlt. Die Synthese dieses Molekiils wurde bereits in Abschnitt 3.1.2.4.
beschrieben.

Die Funktion des zweiten Molekiils war es als Photosensibilisator nach Bestrahlung ROS produzieren zu
konnen, um so die antimikrobiellen Eigenschaften zu ermdglichen. Fiir diesen Zweck sollte ein bekannter
Photosensibilisator so funktionalisiert werden, dass er in einer Thio-Michael-Addition an die Thiole der
Partikelporen konjugiert werden konnte. Ein geeignetes Molekiil dafiir schien Acridinorange (AO) 34.

Dessen photosensitiven Eigenschaften sind beschrieben® und in Arbeiten von ESTEVES et al. wurde die
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Synthese des Acridinamins 89 beschrieben.”"! Ausgehend von diesem Amin erfolgte in einem Schritt die

Transformation in das funktionalisierbare Maleimid 91. Die Synthese des Acridin Orange Derivats 91 ist

in Schema 31 dargestellt.
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Schema 31: Synthese des Maleimid-funktionalisierten Acridinorange 91. a) Phthalimid, K,COs, PhNEt;Cl, Aceton,
RT, 18 h, 87 %; b) 87, 1,4-Xylol, reflux, 48 h, 90 %; ¢) N,H, - H,O, CH;OH/EtOH (3/1), 80 °C, 6 h, quant.; d) 90,
NaHCO: (aq., ges.), 0 °C, 10 min, 78 %.

Als Startmaterial fir die Synthese diente Acridin Orange 34, welches zundchst mit dem Phthalimid

geschiitzen Aminobromid 87 alkyliert wurde. 87 wurde aus 1,4-Dibromobutan 86 nach einfacher

Substitution dargestellt. Nach Hydrazin-vermittelter Entfernung der Schutzgruppe wurde das Amin 89

erhalten.

Fir die abschliefende Einfithrung des Maleimids wurden verschiedene Bedingungen getestet. Eine

Ubersicht ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Bedingungen zur Einfithrung des Maleimids zur Bildung von Acridinorange Derivat 91.

Eintrag Bedingungen Ergebnis
I 89 (10 mg), 90 (1.5 Aq.), DMF, DIPEA, RT, 30 min 60 % Ausbeute
II 89 (500 mg), 90 (1.5 Aq), DMF, DIPEA, RT, 30 min Produkt in Spuren detektiert
I1I 89 (100 mg), 90 (1.5 Aq.), DMF, DIPEA, RT, 30 min Produkt in Spuren detektiert
v 89 (100 mg), 90 (1.5 Aq.), DMF, DIPEA, 0 °C, 30 min Produkt in Spuren detektiert
A% 89 (100 mg), 90 (2.5 Aq.), DMF, DIPEA, 0 °C, 30 min Produkt in Spuren detektiert
VI 89 (400 mg), 90 (1.5 Aq.), NaHCO3 (aq., ges.), 0 °C, 30 min 78 % Ausbeute
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Die Reaktion verlief in einem kleinen Maf3stab (10 mg, Eintrag I) vornehmlich unter Bildung des
gewlinschten Produkts ab. Bei Ansdtzen >100 mg bildeten sich Nebenprodukte, die mittels LC-MS
nachgewiesen wurden. Diese haben ein Masse/Ladung-Verhiltnis von m/z = 337.1, 524.2, 395.7 und 418.1

und eine Retitionszeit von tx = 1.101 bzw. 1.287 min. Das entsprechende Chromatogramm ist in

Abbildung 32 gezeigt.
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Abb. 32: Repriasentative Reaktionskontrolle der Reaktion zu Verbindung 91 nach den Eintragen II - IV; a)

Chromatogramm der Reaktionskontrolle; b) Massenspektren des Chromatogramms in der Retentionszeit
0.96 min - 1.60 min, m/z(pmdukt) =417.1.

Da eine selektive Umsetzung zum gewiinschten Produkt auf diesem Wege nicht erfolgreich war, wurden
gednderte Reaktionsbedingungen gewihlt. Unter Verwendung einer gesittigten NaHCO;-Losung als

Losungsmittel (Eintrag VI) konnten bei 0 °C in Reaktionskontrollen mittels LC-MS gute Umsitze zum

Produkt beobachtet werden (Abbildung 33).
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Abb. 33: Reaktionskontrolle der Reaktion zu Verbindung 91 nach Eintragen V; a) Chromatogramm der
Reaktionskontrolle; b) Massenspektrum des Chromatogramms in der Retentionszeit 0.85min - 1.54 min,

m/Z(produky) = 417.1.

Da die Reaktionskontrolle auf die saubere Bildung von Produkt 91 hindeutet, wurde vom isoliertem

Rohprodukt ein '"H-NMR- Spektrum aufgenommen, welches in Abbildung 34 gezeigt ist.
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Abb. 34: 'H-Spektrum der Verbindung 91 in DMSO.
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Das Spektrum zeigt im Bereich der aromatischen Protonen alle erwarteten Signale der Acridin Orange
Einheit (& = 8.84, 7.98, 7.35, 6.65 ppm), sowie das Singulett bei § = 7.05 ppm, was den Protonen der
Doppelbindung der Maleimideinheit zugeordnet werden kann. Das Spektrum zeigt weiterhin zwei Dubletts
bei § = 6.25 ppm und 6 = 5.63 ppm, welche in ihren Integralen im Verhdltnis 1:1 zueinander sind und

untereinander koppeln (interpretierbar aus dem COSY-Spektrum Abb. 35).
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Abb. 35: COSY-Spektrum der isolierten Verbindungen 91 und 92 in DMSO.
Auf Grund der chemischen Verschiebung, der gleichen Integrale und der Kopplung beider Signale
untereinander, konnen diese Signale zwei Protonen einer nicht symmetrischen Doppelbindung zugeordnet
werden. Es kann angenommen werden, dass das Maleimid nach der Reaktion zu einem Teil hydrolysiert ist
und das isolierte Produkt als Gemisch der Verbindungen 91 und 92 vorlag (Abbildung 36). Zu Gunsten der

Ausbeute wurde auf eine Trennung des Gemisches verzichtet.
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Abb. 36: Strukturen des isolierten Produktgemischs nach der Reaktion zur Einfithrung des Maleimids in das
Acridin Orange Geriist.

Die Synthese der finalen Partikel ist in Schema 32 dargestellt.
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Schema 32: Schematische Darstellung der Synthese der bifunktionalisierten Nanopartikel. a) 50, [Cu(CH3;CN)4]PFq,
H,O/THF (1/1), 18 h; b) 91, NaHCO; (aq., 0.1 M).

Ausgehend von Partikel NP3 wurde in einer Kuper(I) katalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition zunéchst
50 an die Oberflache konjugiert NP5. In einer Thio-Michael-Addition wurde Acridin Orange-Maleimid 91
in das Porensystem der Partikel gebunden. Der Funktionalisierungsgrad wurde mittels UV-Vis-
Spektroskopie ermittelt. Die Oberfliche von NP4 war mit 2 % 50 und die Poren mit 10 % 91

funktionalisiert.™*”’
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43.  Charakterisierung der Nanopartikel

Um die Bindung an die Partikel zu bestitigen, wurden die Partikel mittels IR-Spektroskopie untersucht. Die

entsprechenden Spektren sind in Abbildung 37 und 38 gezeigt

IR-Spektren der Verbindungen NP3, NP5 und 50
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Abb. 37: IR-Spektren zur Charakterisierung der mit Hoechst-Derivat 50 funktionalisierten Nanopartikel. Schwarz:
Alkin-funktionalisierte Partikel mit entferntem Templat NP3; Grau: Partikel mit Hoechst-Derivat 50
funktionalisierter Oberflache NP5; Hellgrau: Hoechst-Derivat 50.

Abbildung 37 zeigt die IR-Spektren des Alkin-funktionalisierten Partikels mit entferntem Templat NP3
(Schwarz), der mit 50 funktionalisierten Partikel NP5 (Grau) und von 50 (Hellgrau). Der Vergleich des
schwarzen mit dem grauen Spektrum zeigt zwei neu Banden bei den Wellenzahlen ¥ = 1455 cm™ bzw. 1612
cm™. Diese Banden konnten dem in der Konjugationsreaktion gebildeten Triazol zugeordnet werden. Der
Vergleich des grauen mit dem hellgrauen Spektrum zeigt das Fehlen der charakteristischen Azidbande bei
¥ =2045 cm™. Die Bindung des Molekiils an die Partikel, sowie die Reinheit der Partikel von ungebundenem
Farbstoff konnte anhand dieser Spektren bestétigt werden. Eine Auflistung von charakteristischen Banden

ist in Tabelle 19 aufgefiihrt.
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Tabelle 19: Charakteristische Schwingungen in Partikel NP5.

Kurve Wellenzahl [cm™] Schwingung
1030 Si-O (Nanopartikel)
Schwarz 1715 C=0 (Maleimid)
1455 Triazol®?

Grau (nur zusitzliche Banden) 1612 Triazol®

Die Bindung des zweiten Farbstoffs wurde in dhnlicher Weise validiert. Die entsprechenden IR-Spektren

sind in Abbildung 38 gezeigt.

IR-Spektren der Verbindungen NP4, NP5 und 91
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Abb. 38: IR-Spektren zur Charakterisierung der mit Hoechst-Derivat 50 und Acridin-Orange-Derivat 91
funktionalisierten Nanopartikel. Schwarz: Partikel NP4; Grau: Partikel mit Hoechst-Derivat 50 funktionalisierter
Oberflache NP5; Hellgrau: Acridin-Orange-Derivat 91.

Abbildung 38 zeigt die IR-Spektren der Partikel NP4 (Schwarz), NP5 (Grau) und des 91 (Hellgrau). Der
Vergleich des schwarzen mit dem grauen Spektrum zeigt neue Bande bei den Wellenzahlen ¥ = 1600 cm™
und ¥ = 2945 cm™ welche auch im hellgrauen Spektrum von 91 zu sehen sind. Diese Banden konnen den
Aminschwingungen im Acridinorange zugeordnet werden. Auch fiir diesen Konjugationsschritt konnte
die Bindung an die Partikel bestétigt werden. Eine Auflistung von charakteristischen Banden ist in Tabelle

20 aufgefiihrt.
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Tabelle 20: Charakteristische Schwingungen in Partikel NP4.

Kurve Wellenzahl [cm™] Schwingung
1040 Si-O (Nanopartikel)
Schwarz 1710 C=0 (Maleimid)
1455 Triazol (HO)
1615 Triazol (HO)
Grau (nur zusatzliche Banden) 1600 Amine (Acridine Orange)

Um neben der Bindung beider Molekiile auch die Integritdt der beiden Farbstoffe zu bestdtigen, wurden
die Partikel in einer basischen DMSO-Losung aufgelost. Von den Losungen wurden Absorptionsspektren
aufgenommen und mit Absorptionsspektren der molekularen Farbstoffe, sowie den Partikeln NP3

verglichen. Die Spektren der beiden Partikelsorten sind in Abbildung 39 und 40 gezeigt.

UV-Vis-Spektren der Verbindungen NP3, NP5 und 50
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Abb. 39: UV-Vis-Spektren zur Bestatigung der Integritat der beiden Farbstoffe in Konjugation mit den Partikeln.
Schwarz: NP3; Grau: 50; Hellgrau: NP5.

Zu sehen sind die Absortionskurven der Partikel NP3 (schwarz), des Farbstoffes 50 (grau) und der Partikel NP5
(hellgrau). Es ist deutlich zu sehen, dass die Absorption, die bei 350 nm ihr Maximum erreicht, nicht von den Partikeln
selber kommt und zudem Deckungsgleich zu der Absorption von 50 ist. Es kann also davon ausgegangen werden,
dass die Konjugation des Molekiils keinen Einfluss auf dessen optischen Eigenschaften hat.

Abbildung 40 zeigt die Absorptionskurven der Partikel NP4 (blau), NP3 (schwarz), NP5 (hellgrau) und 91 (grau).
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UV-Vis-Spektren der Verbindungen NP3, NP4, NP5 und 91
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Abb. 40: UV-Vis-Spektren zur Bestatigung der Integritat der beiden Farbstoffe in Konjugation mit den Partikeln.
Blau: Partikel NP4; Schwarz: Partikel NP3; Grau: 91; Hellgrau: Partikel NP5.

Auch nach der Konjugation des zweiten Farbstoffs ist zu sehen, dass die Absorptionskurven der Farbstoffe
nicht durch die Konjugation beeintréchtigt sind. In diesen Experimenten konnte die erfolgreiche Synthese

der Partikel bestitigt werden.

4.4.  Photophysikalische Eigenschaften der Nanopartikel

Im nun Folgenden werden die Experimente beschreiben, die die Partikel hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit
eines theranostischen Materials priifen.

Es wurde zunéchst getestet, ob die Bindungsfihigkeit der Hoechst-Einheit an DNA durch die Konjugation
beeintrichtigt ist.

Dies geschah in einem dhnlichen Versuchsaufbau, mit dem zuvor bereits die Bindefdhigkeit der potentiellen
Sonden in Kapitel 3.2. getestet wurden. Zu 10 pg NP5 wurde eine steigende Menge DNA gegeben (0 - 10
pg) und die Emissionskurven nach Bestrahlung bei A = 360 nm wurden aufgenommen. Dies ist in

Abbildung 41 gezeigt.
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Emissionsspektren der Partikel NP5 mit steigender Menge DNA (0 - 10 pug)
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Abb. 41: Emissionsspektren einer 10 pg-Suspension der Partikel NP5 mit einer steigenden Menge DNA (0 - 10 pg).
Ex: 360 nm; Em: 381 - 650 nm. Die Kurven représentieren die gemittelten Werte von drei voneinander unabhéngigen
Triplikaten

Die Emissionsspektren zeigen eine Signalintensivierung der Emission bei steigender Zugabe von DNA.
Dass die Intensivierung nicht in einem Ausmafi beobachtet wurde, wie das bei einem gelosten Molekiil der
Fall war, konnte an drei Griinden liegen. Die Immobilisierung fithrt lokal zu einer sehr hohen
Konzentration des Farbstoffs, was zu Fluoreszenzléschung fithren kann.®® Zusitzlich kénnten sterische
und elektrostatische Effekte zu einer verminderten Bindefdhigkeit an DNA fiihrt. Da die Partikeloberfldche
negativ geladen ist, sind repulsive Krifte zwischen DNA und Partikel denkbar. Weiterhin ist die
Partikeloberflache lediglich zu 2 % mit 50 funktionalisiert. Die geringe Emissionsintensitidt konnte auch
von einer geringen Substanzmenge herriihren.

Das gleiche Experiment mit Partikel NP4 wiederholt, die entsprechenden Emissionsspektren sind in

Abbildung 41 gezeigt.
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Emissionsspektren der Partikel NP4 mit steigender Menge DNA (0 - 10 pg)
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Abb. 41: Emissionsspektren einer 10 pg-Suspension der Partikel NP5 mit einer steigenden Menge DNA (0 - 10 pg).
Ex: 360 nm; Em: 381 - 650 nm. Die Kurven repréasentieren die gemittelten Werte von drei voneinander unabhéngigen
Triplikaten

Die Spektren dieses Experimentes unterschieden sich von denen des vorherigen. Obwohl die
Einstrahlungswellenlange unverindert blieb, ist die Emission (A = 480 nm) des Hoechst-Molekiils nur noch
in geringem Maf3e sichtbar. Stattdessen wurde eine deutliche Emission bei A = 530 nm detektiert, welche

4 Dies erscheint zunichst verwunderlich, wenn das

der Emission von Acridinorange entspricht.
Absorptionssektrum von Acridinorange betrachtet wird (Abbildung 42). Zwar absorbiert Acridin Orange
in kleinen Mengen auch bei A = 360 nm, jedoch nicht in einem Mafe, dass dies eine intensive Fluoreszenz
erkliren wiirde. Die fehlende Emission des eigentlich angeregten HO-Molekiils deutet einen
strahlungsfreien Energietibertrag des einen Fluorophors auf den anderen an. Bei einem Vergleich der
Emissionsspektren von 50 mit dem Absorptionsspektrum von 91 wird die Ursache fiir den Energietransfer
deutlich.

Werden Emissionsspektrum von HO-Derivat 91 und Absorptionsspektrum von AO-Derivat 92

tibereinandergelegt, zeigt sich eine grofle Uberlappung der Kurven.
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Absorptionsspektrum von 91 und Emissionsspektrum von 50
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Abb. 42: Grau: Emissionsspektrum von 50 nach Anregung bei A = 360 nm; Blau: Absorptionsspektrum von 91.

Genau diese Uberlappung, in der Emission eines Donormolekiils und der Absorption eines
Akzeptormolekiils ist eine der beiden Voraussetzungen fiir das Auftreten eines Effekts der
Energietibertragung zwischen lichtsensitiven Molekiilen. Dieser FORSTER-Resonanzenergietransfer (FRET)
beschreibt einen strahlungsfreien Energietranfer iiber den Raum.®”

Neben der ersten notwendigen Voraussetzung, der passenden optischen Eigenschaften beider Molekiile, ist
die zweite Voraussetzung eine rdumliche Nahe beider Molekiile zueinander. Typische Abstinde in denen
FRET-Effekte detektiert werden konnen, sind 1 — 10 nm.""!

Es wurde aus zwei Griinden entschieden, die FRET-Eigenschaften genauer zu untersuchen. Zum einen
wurden weitere Erkenntnisse zu den Materialeigenschaften erwartet. Ein auftretender FRET konnte
bedeuten, dass Anregung des HO auf der Oberfliche gleichzeitig eine Anregung des AO in den Poren
ermoglicht. Dadurch wire es dem System moglich durch Anregung des einen Molekiils die Funktion des
zweiten Molekiils zu aktivieren. Zum anderen wire eine Beobachtung des FRETS eine weitere Validierung,
dass das System in der Lage dazu ist, DNA zu binden.

Die notwendige rdumliche Nédhe der beiden Molekiile wurde in zwei Konfigurationen untersucht. Es wurde
erwartet, dass eine Wechselwirkung zwischen HO und DNA einen Einfluss auf die rdumliche Orientierung

des gesamten Partikels hat. Es wurde angenommen, dass bei DNA-Bindung der Abstand zwischen
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Partikeloberfliche und Hoechst-Molekiil auf Grund der sterischen und elektrostatischen Wechsel-
wirkungen maximal ist. Ohne Zugabe von DNA kann sich der Linker frei um die Oberflache bewegen und
eine geringere Distanz von Hoechst zur Oberflache wurde erwartet. Der verdnderte Abstand zwischen
Hoechst und Oberfliche und damit auch zwischen Hoechst und Acridin Orange wire in einer verdnderten
FRET-Effizienz nachweisbar. Die DNA-bindenden Eigenschaften des Systems wire somit iiber dieses

Experiment bestitigt.

4.4.1. Fluoreszenzlebensdauer und FRET

Zur Berechnung der FRET-Effizienz wurden Messungen der Lumineszenz-Lebensdauer der beiden Partikel
NP4 und NP5 durchgefithrt. Aus den Fluoreszenzabfallkurven (Abbildung 43) lassen sich
durchschnittliche Fluoreszenzlebensdauern (T) von 1.387 ns fiir Partikel NP5 und eine verkiirzte

Lebensdauer von 1.178 ns fiir Partikel NP4 bestimmen.

Fluoreszenzlebenszeiten von NP5 und NP4 ohne DNA
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Abb. 43: Fluoreszenzlebenszeiten der Partikel NP5 (grau) und NP4 (blau) in PBS aufgenommen iiber einen Zeitraum
von t = 30 ns. In schwarz sind die an die Messpunkte angepassten Funktionen gezeigt.
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Die FRET-Effizienz (E ) berechnet sich tiber Gleichung (2),

< Tpa > (2)

wobei < T >die intensitdtsgewichteten Flureszenzlebensdauern fiir Partikel NP4 (< tpa >) und Partikel NP5
(<t >) beschreiben. Diese ermitteln sich aus den gemessenen Fluoreszenzlebensdauern und den
Amplituden der angepassten Funktionen und berechnen sich zu < tps > = 0.021 ns und < 1o > = 0.178 ns.

Die FRET-Effizienz fiir dieses System betrdgt demnach E = 88 %.

Um den Einfluss von DNA auf das System zu untersuchen, wurden die Messungen unter Zugabe von 10 pug

DNA (c =5 ug/ml) wiederholt. Die erhaltenen Fluoreszenzabfallkurven sind in Abbildung 44 dargestellt.

Fluoreszenzlebenszeiten von NP5 und NP4 mit 10 ug DNA
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Abb. 44: Fluoreszenzlebenszeiten der Partikel NP5 (grau) und NP4 (blau) in PBS und der Zugabe von 10 ug DNA
aufgenommen iiber einen Zeitraum von t = 30 ns. In schwarz sind die an die Messpunkte angepassten Funktionen
gezeigt.
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Die Fluoreszenzlebenszeiten (T) in diesem Experiment berechnen sich zu 1.241 ns fiir Partikel NP4 und
1.720 ns fiir Partikel NP5. Aus den intensitdtsgewichteten Flureszenzlebensdauern < tps > = 0.021 ns und
<Ta> = 0.131 ns. Die FRET-Effizienz konnte aus diesem Experiment mit 60 % berechnet werden. Wie
angenommen, verringert sich die FRET-Effizienz bei Zugabe von DNA. Somit konnte in diesen
Experimenten die postulierte Annahme bestdtigt werden, dass die Partikel durch Funktionalisierung mit

50 DNA-bindende Eigenschaften besitzen.

4.5.  Antibakterielle Eigenschaften der Nanopartikel NP5

Nachdem die Bindefdhigkeit der Partikel an DNA validiert wurde, wurden weitere Experimente
hinsichtlich der Anwendbarkeit durhgefiihrt. Es galt zu zeigen, dass die Partikel nicht nur an geldst
vorliegende DNA binden kann, sondern auch an eDNA in einem Biofilm. Dariiber hinaus musste ebenfalls
sichergestellt werden, dass die Zellgiangigkeit der Partikel inhibiert ist. In Arbeiten von Liu et al. wurden
magnetische Nanopartikel auf der Oberflache mit Hoechst 33342 funktionalisiert.”® Diese Partikel konnten
dann genutzt werden um sie gezielt zum Kern von eukaryotischen Zellen zu fithren. Dieser Effekt sollte
explizit nicht auftreten und um beide Anspriiche zu evaluieren, wurden Experimente analog zu denen in

Abschnitt 3.2., durchgefiihrt.

Zur Evaluierung der Bindefdhigkeit wurde ein Biofilm auf einem Deckglas wachsen gelassen. Die
bewachsenen Deckgldser wurden im Anschluss mit Partikeln inkubiert und die Deckgldser wurden unter
einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Als Negativkontrolle wurde ein unbewachsenes Deckglas
inkubiert und ebenfalls auf Fluoreszenz untersucht. Die aufgenommenen Bilder sind in Abbildung 45

gezeigt.
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Abb. 45: Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen. a) eines mit einem P. fluorescens Biofilm bewachsenen Deckglases
inkubiert mit Partikeln NP5 und b) eines sterilen Deckglases inkubiert mit Partikeln NP5. Erste Spalte:
Hellfeldaufnahmen der Deckglaser, zweite Spalte: Aufnahmen der Deckglédser unter einem DAPI-Filter. Dritte Spalte:
Ubereinanderlegung beider Aufnahmen.

Die aufgenommenen Bilder zeigen eindeutig eine Interaktion der Partikel mit dem Biofilm. Die Bereiche
in denen der Biofilm gewachsen ist, sind im Hellfeld als graue Schraffierungen zu sehen. Unter einem
DAPI-Filter sind diese Bereiche blau fluoreszent. Werden beide Bilder ibereinandergelegt, ist deutlich zu
sehen, dass die Bereiche in denen der Biofilm gewachsen ist, auch die Bereiche sind, in denen die Partikel
sich akkumulieren.

In der Negativkontrolle sind weder die grauen Schaffierungen des Biofilms, noch die Fluoreszenz der
Partikel sichtbar. Es konnte also gezeigt werden, dass die Bindung im ersten Experiment durch die Bindung
der Partikel an den Biofilm zu Stande kommt und nicht durch Interaktion mit dem Material. Es ist also
nicht nur méglich die Partikel an geloste DNA zu binden, sondern auch an einen bakteriellen Biofilm, was

es ermOglicht die Partikel in rdumliche Nahe eines Infektionsherdes zu bringen.

Zur Evaluierung der Zellgéngigkeit wurde ein Inkubationsexperiment mit CHO-Zellen gewdhlt. Adhérente
CHO-Zellen wurden mit Partikeln inkubiert. Als Positivkontrolle wurde die gleiche Zellzahl mit HO 33342
inkubiert. Die Zellen wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 46 dargestellt.
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Abb. 46: Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von adhirenten CHO-Zellen. a) CHO-Zellen inkubiert mit Partikeln
NP5 und b) CHO-Zellen inkubiert mit Hoechst 33342 (5 uM). Erste Spalte: Hellfeldaufnahmen der Zellen, zweite
Spalte: Aufnahmen der Zellen unter einem DAPI-Filter. Dritte Spalte: Ubereinanderlegung beider Aufnahmen.

Die Zellen sind in beiden Experimenten im Hellfeld deutlich zu erkennen, wihrend bei der Inkubation mit
HO 33342 unter einem DAPI-Filter die charakteristische blaue Fluoreszenz sichtbar ist, ist diese bei der
Inkubation mit den Partikeln nicht detektierbar.

Mit diesen beiden Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Partikel in Interaktion mit einem Biofilm
treten und an diesen binden, gleichzeitig aber nicht fahig sind eine Zellmembran zu durchdringen und

somit nicht mit genomischer DNA interagieren konnen.

Nachdem die Bindefihigkeit der Partikel an einen Biofilm bestitigt war und somit die raumliche Nahe der
Partikel zu den Bakterien sichergestellt ist, sollten nun die antimikrobiellen Eigenschaften des Materials
evaluiert werden. Wie in der Zielsetzung dieses Kapitels erwéhnt, sollte dies iiber eine Anwendung der
aPDT geschehen. In einem ersten Experiment wurde untersucht, ob die Partikel nach Bestrahlung in der
Lage sind ROS zu produzieren. Fiir die Evaluierung wurde ein Harnsdure- Abbau-Assay gewdhlt. Der Abbau
kann durch das abnehmende UV-Vis-Signal bei X = 292 nm gezeigt werden. ") Abbildung 47 zeigt die

Ergebnisse des Harnsdureabbau-Assays.
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UV-Vis Spektren des Harnsdureabbauassays
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Abb. 47: Ergebnisse des Harnsdure-Zersetzungsassays. Graphische Darstellung der Abnahme der UV-Vis-Intensitéat
bei A = 292 nm iber einen Zeitraum von 45 min; Einlass: Dazugehérige UV-Vis-Spektren im Bereich
A\ =220 - 400 nm.

Bei der Bestrahlung einer Harnsdurelosung fiithrt die Anwesenheit von NP5 zu einem effizienten Abbau
des Signals im UV-Vis-Spektrum (siehe Abbildung 47, Einlass). Dieses Ergebnis zeigt, dass 'O», was in den
Poren von NP5 entsteht, effizient aus ihnen herausdiffundiert und die Partikel somit fiir einen Einsatz in

der antibakteriellen photodynamischen Therapie geeignet sind.

Als abschlieflendes Experiment wurde ein Inkubations-/Bestrahlungsexperiment an einem gewachsenen
Biofilm durchgefiihrt. Ein Biofilm wurde mit einer ansteigenden Menge an NP5 (0 — 250 pg - ml™') inkubiert
und 180 Minuten lang mit Licht der Wellenldnge A = 480 nm bestrahlt. Die Anzahl der lebenden Bakterien
nach dieser Behandlung wurde durch CFU-Zihlung des verbleibenden Biomaterials bestimmt. Als
Kontrollexperimente wurden Biofilme zum einen ohne Zugabe von Partikeln fiir 180 min bestrahlt und
zum anderen mit 250 pug/ml NP5 im Dunkeln inkubiert. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in

Abbildung 48 und Abbildung 49 dargestellt.
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Zellviabilitdt nach Inkubation und Bestrahlung
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Abb. 48: Zellviabilitat basierend auf CFU-Zahlungen nach der Inkubation und Bestrahlung von P. fluorescens-
Biofilmen iiber einen Zeitraum von 3 h mit Licht der Wellenldnge A = 480 nm. Die H6he der Sdulen représentieren
die gemittelten Werte von drei voneinander unabhéingigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.
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Abb. 49: Zellviabilitat der Kontrollexperimente basierend auf CFU-Zahlungen. Die Hohe der Saulen représentieren
die gemittelten Werte von drei voneinander unabhangigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.
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Die Zugabe der Partikel fiihrte bereits bei der kleinsten gewéhlten Menge (10 ug/ml) zu meiner Minderung
der Zellviabilitdt um 30 %. Dieser Effekt stieg auf bis zu 90 % (Zellviabilitat < 10 %) mit der hochsten
zugesetzten Menge an Partikeln (250 pug/ml). Die Kontrollexperimente zeigen, dass die Einfliisse des Lichts
beziehungsweise der Partikel allein einen vernachldssigbaren Effekt haben. Die Zellviabilitit in den
Kontrollexperimenten betrug 94 % fiir die inkubierten Biofilm, bzw. 85 % fiir den bestrahlten Biofilm.
Dieser Effekt ist geringer, als bei der Zugabe der kleinsten Menge an Partikeln. Diese Ergebnisse sind
bemerkenswert, da die Bakterien in einem Biofilm stark vor Umwelteinfliissen geschiitzt sind und daher

schwerer zu bekdmpfen, als in planktonischer Form.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1.  Synthese und Evaluierung molekularer PET-Sonden zur Diagnose bakterieller

Infektionen

Bakterielle Infektionen stellen in allen Bereichen der Medizin eine grofie Herausforderung dar, deren
frithzeitige Diagnose eine wichtige Aufgabe ist. Eine gezielte Diagnose erfolgt bis heute standardméflig tiber

mikrobiologische Verfahren, die zeitintensiv sind und tiberwiegend invasiv erfolgen.

Die Entwicklung einer neuartigen, nicht-invasiven Diagnosemethode fiir bakterielle Infektionen war das
Ziel dieser Arbeit. Dazu wurden zunichst fiinf Verbindungen synthetisiert, deren Anwendbarkeit im
Folgenden getestet wurde. Das Design der Sonde basierte auf bekannten DNA-bindenden Molekiilen,
welche eine Funktionalisierung erlaubten ohne dabei ihre bindenden Eigenschaften zu verlieren.”¢% Als
mogliche DNA-bindende Bausteine wurden zwei Acridin-Derivate, ein 1,8-Naphtalinimid-Derivat, sowie
ein Derivat des Bisbenzimidazols HO 33342 gewdhlt. Die Detektion der Sonde erfolgte mittels
Radioaktivitat. Dafir wurden die DNA-bindenden Einheiten mit dem cyclischen Chelator DOTA
funktionalisiert, der im Spéteren mit ®*Ga radioaktiv markiert wurde. Uber PEG-basierte Linker wurden
die beiden Einheiten verbunden. In Abbildung 50 sind die dargestellten Molekiile gezeigt. Neben einem
einfachen PEG-linker-System wurde ebenfalls ein TRIS-basiertes linkersystem entwickelt, dass eine
Funktionalisierung mit bis zu drei verschiedenen Eineheiten ermoglicht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
lediglich ein Linkersystem mit drei gleichen Resten dargestellt, jedoch wurde die generelle Syntheseroute

zu einer solchen Sonde gezeigt.
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Abb. 50: Strukturen der dargestellten Sonden. Rot: DN A-bindende Einheit, schhwarz: linker; blau: chelatisierende
Einheit fiir die Radiomarkierung.

Die Anwendbarkeit der Sonden wurde zunédchst mit Fluoreszenzmessungen evaluiert. Verbindung 26
konnte in diesen Experimenten als geeignetster Kandidat selektiert werden. Diese Ergebnisse wurden im
Anschluss mit radioaktiven Eigenschaften bestitigt. Dazu wurde 26 zunéchst mit ®*Ga markiert, um 26* zu
erhalten. Die Markierung erfolgte innerhalb von 10 Minuten und lieferte 26* in hoher Reinheit und in einer

Radioausbeute von 60 %. Die Struktur der markierten Sonde 26* ist in Abbildung 51 gezeigt.

) @/C[N)—%ji@\ % 58Ga3+ g\j

O/\é/o\%/\N N ‘Ng

O

26*
Abb. 51: Struktur der radioaktiv markierten Sonde 26%*.
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In Inkubationsexperimenten wurde die Aufnahme der Sonde in Biofilme der Stimme P. fluorescens, S.
aureus, P. aeruginosa und E. coli sowie in CHO-Zellen und THP-1 Makrophagen untersucht, indem die
Riickstinde nach dem Entfernen der Inkubationslosung auf ihre Radioaktivitdt bestimmt wurden. Die
Aktivititen wurden dabei auf die vorhandene Biomasse normiert, als Indikator dafiir diente die

Gesamtmenge an DNA in jeder Probe.

Das Resultat der Experimente war, dass Sonde 26* zu jedem Biofilm der getesteten Stimme eine hohere
Affinitdt aufwies, als zu den eukaryotischen Zellen. Die Anwendbarkeit der Sonde konnte somit auch auf
Grundlage von radioaktiven Eigenschaften bestétigt werden. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in
Tabelle 21 dargestellt.

Tabelle 21: Faktor der erhohten normierten Aufnahme in die Biofilme gegeniiber den getesteten eukaryotischen

Zellen. In Klammern genannt ist die zugegebene Menge Aktivitat, bei der die grofite Selektivitat der Biofilme
gegeniiber den eukaryotischen Zellen detektiert wurde.

P. fluorescens P. aeruginosa E. coli S. aureus
THP-1 Zellen 37 (25 kBq) 19 (25 kBq) 4 (50 kBq) 44 (50 kBq)
CHO-Zellen 48 (25 kBq) 58 (10kBq) 15 (10 kBq) 119 (10 kBq)

Es gelang die bisher erste Synthese einer Hoechst basierten PET-Sonde. Die Synthese des Grundkorpers
erfolgte zundchst nach einer bekannten Synthese!®!, konnte jedoch optimiert werden, sodass die Synthese
in einer Gesamtausbeute von 9 % {ber 14 Schritte realisiert wurde. In in vitro Experimenten konnte das
Gesamtkonzept validiert werden und er6ffnet neue Moglichkeiten der nicht-invasiven Diagnose von

bakteriellen Infektionen.

5.2.  Entwicklung eines Nanopartikel-basierten Ansatzes zur Behandlung bakterieller

Infektionen

Neben der Entwicklung eines Konzepts zur Detektion einer bakteriellen Infektion, war auch die
Entwicklung eines Konzepts zur Behandlung einer solchen das Ziel dieser Arbeit. Da es die beschriebenen
Schwierigkeiten in der Unterscheidung der Ursache einer Infektion gibt, werden héufig praventiv
Antibiotika verschrieben, was die Ausbildung von bakteriellen Resistenzen beschleunigt. Aus diesem

Grund war die Entwicklung eines nicht-Antibiotika basierten Therapiekonzepts ein weiteres Ziel. Ein
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materialbasierter Ansatz, basierend auf funktionalisierbaren pordsen Organosilika Nanopartikeln stellte
dafiir die Grundlage.

Durch Konjugation des Hoechst-Derivats 50 auf die Partikeloberflichen wurde die eDNA-bindende
Eigenschaft von 50 wurde genutzt, um die Partikel in geringe Distanz zu einem Biofilm zu bringen.*

Die Poren wurden mit dem AO-Derivat 91 funktionalisiert. Die AO-Einheit wurde als Photosensibilisator
genutzt um durch ROS-Freisetzung eine antibakterielle Wirkung zu zeigen. Auf Grund der optischen
Eigenschaften und der rdaumlichen Né&he beider Farbstoffe konnte mittels Fluoreszenz-
Lebensdauermessungen die Ausbildung eines FRET gezeigt werden. Dieser wurde genutzt um die
Bindefdhigkeit der Partikel an DNA nachzuweisen.

Die antibakterielle Wirkung wurde in einem Inkubations-/Bestrahlungsexperiment gezeigt. Biofilme
wurden mit steigernder Menge der Partikel NP4 inkubiert und fiir 3 h mit Licht der Wellenldnge
A =480 nm bestrahlt. Eine nachfolgende CFU-Bestimmung zeigte, dass durch die Behandlung bis zu 90 %
der lebenden Bakterien im Biofilm getotet wurden.

Die generelle Anwendbarkeit der Nanopartikel in einer aPDT konnte gezeigt werden. Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass bei der Wahl passender Molekiile in dem System FRET nachgewiesen werden kann.
Auch wenn FRET in diesem System lediglich zur Validierung der DNA-Bindefahgkeit genutzt wurde,
konnte der beobachtete FRET von der Oberfliche der Partikel innerhalb ihrer Poren eine Schliisselrolle
spielen, um das System im Hinblick auf ein breiteres Spektrum medizinischer Anwendungen zu verbessern.
Bei der Wahl geeigneter Molekiile konnte der FRET genutzt werden, um eine zweite Reaktion auszulosen,

beispielsweise die Freisetzung eines antimikrobiellen Molekiils.
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6. Experimentalteil

6.1.  Allgemeine Vorbemerkungen

Alle nichtwidssrigen Reaktionen wurden wunter trockener Ar-Atmosphidre durchgefiihrt, wobei
standardméf3ig  Schlenk-Linien-Techniken verwendet wurden. Handelsiibliche Chemikalien und
Losungsmittel wurden, sofern nicht anders beschrieben, ohne weitere Aufreinigung verwendet und von
Sigma-Aldrich, Acros Organics, Alfa Aesar und Fluorochem bezogen. Deuterierte Losungsmittel wurden
von der Deutero GmbH bezogen. Alle verwendeten Farbstoffe wurden von der Lumiprobe GmbH bezogen.

Fur feuchtigkeitsempfindliche NMR-Proben wurden die Losungsmittel iiber AlIOx getrocknet.

CHROMAFIL® Xtra PTFE-45/25 Spritzenvorsatzfilter von Macherey-Nagel mit einer Porengréfie von
0,45 pm wurden zur Filtration von Losungen vor der automatisierten chromatographischen Aufreinigung

verwendet.

THF wurde iber Na/Benzophenon getrocknet und unter Ar-Atmosphare destilliert. NEt3 wurde tiber KOH

und DIPEA tiber CaH, unter N>-Atmosphire destilliert.

Das Molekularsieb wurde durch Erhitzen auf 160 °C im Hochvakuum tiber Nacht aktiviert, bevor es

verwendet wurde.

Zur Kithlung der Reaktionen wurden Eis-Salz-Gemische fiir -20 °C und Trockeneis-Aceton-Gemische fiir

-78 °C verwendet.

Die organischen Losungsmittel wurden, sofern nicht anders angegeben, bei einer reduzierten Temperatur
von 45 °C mit einem Rotationsverdampfer entfernt. Wassrige Losungen wurden durch Gefriertrocknung

mit einem Alpha 2-4 Gefriertrocknungsanalogon von Christ konzentriert.

Alle NMR-Experimente wurden mit einem Bruker-Spektrometer des Typs DPX-400 ('H: 400,13 MHz,
C{'H}: 100,61 MHz)), DPX-500 ("H: 500,13 MHz, *C{1H}: 125,76 MHz)) und DPX-600 ('H: 600,33 MHz,
BC{'H}: 150,95 MHz)) bei Raumtemperatur in den angegebenen deuterierten Losungsmitteln
durchgefiihrt. Die chemische Verschiebung d ist in ppm relativ zu Si(CHs)4 angegeben. Alle Proben fiir die

1H-Spektroskopie enthalten als Referenz das Restprotonensignal des jeweiligen Losungsmittels
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(Chloroform: 6 (‘"H-NMR) = 7.26 ppm, Methanol: § ('H-NMR) = 3.31 ppm, Dimethylsulfoxid:
d ("H-NMR) = 2.50 ppm, Aceton: § ("H-NMR) = 2.05 ppm, Wasser: § (‘H-NMR) = 4,79 ppm). Alle Proben
fur die "’C-Spektroskopie wurden auf das Losemittelsignal bezogen und breitbandig entkoppelt
aufgezeichnet (Chloroform: 6 ("C-NMR) = 77.2 ppm, Methanol: § ("C-NMR) = 49.0 ppm,
Dimethylsulfoxid: § (*C-NMR) = 39.5 ppm). Die Kopplungskonstanten J sind in Hz angegeben und die

entsprechenden Signalmultiplikationen werden wie folgt abgekiirzt:

Singulett (s), Duplett (d), Triplett (t), Quartett (q) und Multiplett (m). Fiir die Verarbeitung und

Auswertung der Spektren wurde TOPSPIN verwendet.

Die hochauflésende Massenspektrometrie (HRMS) wurde mit einem Waters Micromass LCT-Premier-
Spektrometer durchgefiithrt. Es wurden eine Lockspray Dual Ion Source und ein Waters Alliance 2695
System verwendet. Die Ionisierung erfolgte durch Elektrospray-Ionisierung (ESI). Alle Werte sind in

Masse/Ladung (m/z) angegeben.

Die LC-MS-Daten fiir die Reaktionskontrollen wurden wie angegeben fiir die jeweiligen Verbindungen
entweder mit einem Agilent-HPLC-System der Serie 1100, das mit einem Esquire 3000plus MS-Detektor

gekoppelt ist, unter Verwendung von C8-HPLC-Saulen gemessen.
Methoden:

DEFAULT.M (ESI-MS+): 0 min, 97 % H,O / 3 % MeCN (0,05 % TFA); 1,5 min, 97 % MeCN / 3 % H,O

(0,05 % TFA); 2 min, Laufzeitende; 1 ml/min; 30 °C.

DEFAULTUNPOL.M (ESI-MS+): 0 min, 97 % H,O / 3 % MeCN (0,05 % TFA); 1 min, 97 % MeCN / 3 %

H,O (0,05 % TFA); 2 min, Laufzeitende; 1 ml/min; 30 °C.

Die Hochdruck-Flissigkeitschromatographie (HPLC) fiir die Analyse der Radiomarkierung von Sonde 26*
wurde an einer LaChrome 7000-Serie von Merck mit einer Luna C18 LC-Siule (250 mm x 4,6 mm,
Phenomenex) mit dem folgenden Gradienten durchgefiihrt: 0 min, 99 % H,O / 1 % MeCN (0,05 % TFA);

30 min, 99 % MeCN / 1 % H,O (0,05 % TFA); 30 min, 1 ml/min; 30 °C.

Die Siulenchromatographie wurde unter Uberdruck mit den angegebenen Lésungsmittelgemischen

manuell oder automatisch mit einem Reveleris Prep. System von Buchi durchgefiihrt und erfolgte entweder

116



Experimentalteil

mit Kieselgel von Macherey-Nagel (Teilchengrof3e: 40-63 um, Normalphase) oder mit C18-modifiziertem
Kieselgel von Macherey-Nagel (Teilchengrofle: 40-63 um, reversed phase) als stationdre Phasen. Bei der
Normalphasensdulenchromatographie wurde das Rohprodukt entweder als Losung in das
Ausgangseluentengemisch  gegeben oder auf Celite immobilisiert. Bei der Reversed-Phase-
Sdulenchromatographie wurde das Rohprodukt als Losung im Ausgangseluentengemisch aufgetragen, und

es wurden Laufmedien mit 0,05 % TFA verwendet.

In den Tabellen 22 - 24 sind die Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Medien aufgelistet. Die
fur die Zellkultur verwendeten Medien und Zusitze wurden kommerziell erworben: Ham’s F-12 nutrition
mix (Gibco), FBS (Gibo), RPMI-1640 medium (Gibco), Accutase (400 — 600 Einheiten/ml, Sigma-Aldrich),

Gentamicin (¢ = 5 pg/ml, Sigma-Aldrich)

Tabelle 22: Zusammensetzung des PBS-Puffers.

Komponente  Konzentration [g-]

1

NaCl 8,00
KCl 0,20
Na,HPO, 1,42
KH,HPO, 0,27

Tabelle 23: Zusammensetzung des TSB-Mediums.

Komponente Konzentration [g-1"]

Pepton § 3,00
Casein 17,0
D(+)-Glukose 1,42
KH,HPO, 0,27
pH 7,3

117



Experimentalteil

Tabelle 24: Zusammensetzung des LB-Mediums.

Komponente  Konzentration [g-]

1

Pepton 140 10,0
Hefeextrakt 5,00
NaCl 0,27
pH 7,3

Die verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 25 aufgelistet.

Tabelle 25: Verwendete Baktereinstamme.

Name Erlauterung
P. fluorescens Pseudomonas fluorescens WST-1
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa PAO1
S. aureus Staphylococcus aureus SA113
E. coli Escherichia coli K12

Die verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 26 aufgelistet

Tabelle 26: Verwendete Zelllinien.

Name Erlauterung
CHO CHO-d3/ADB44081
THP-1 THP-1 TIB-202
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6.2.  Chemische Synthesen

6.2.1. Chemische Synthesen der DNA-bindenden Bausteine

39

Methylacridin-4-Carboxylat

Das in dieser Reaktion verwendete Losungsmittel wurde zundchst mittels des freeze-pump-thaw-
Verfahrens entgast. Dazu wurde Losungsmittel in einem Kolben vorgelegt, welcher mit einem Kiikenhahn
versehen wurde. Bei geschlossenem Hahn wurde das Losungsmittel in flissigem Stickstoft eingefroren.
Sobald das Losungsmittel gefroren war, wurde der Hahn gedffnet und Gasphase des Kolbens wurde fiir 10
Minuten evakuiert. Im Anschluss wurde der Hahn verschlossen und der Kolben wurde erwédrmt, bis sich

das Losungsmittel wieder verfliissigt hat. Dieses Prozedere wurde drei weitere Male durchgefiihrt.

2-Bromobenzaldehyd 37 (1652 mg, 8.9 mmol), Bis(dibenzylideneacetone)palladium (227 mg, 0.3 mmol),
Xantphos (287 mg, 0.5 mmol) und Cs,COs (2742 mg, 19.9 mmol) wurden bei Raumtemperatur in 1,4-
Dioxan (20 ml) vorgelegt. Die entstandene Suspension wurde fiir 5 Minuten gerithrt und
Anthranilsduremethylester 38 (1500mg, 9.9 mmol) zum Gemisch gegeben wurde. Im Anschluss wurde die
Reaktion fiir 18 h bei 115 °C geriihrt. Nach dieser Zeit wurde die Reaktionslosung im Vakuum eingeengt
und der Riickstand wurde mit gesittigter NH4Cl-Losung und EtOAc aufgenommen. Die wissrige Phase
wurde mit EtOAc extrahiert und die vereinten organischen Phasen wurden {iber Na,SO, getrocknet,

gefiltert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde in 5 ml konzentrierter Schwefelsdure aufgenommen und fiir 1 h bei 80 °C
gerithrt. Die entstandene Losung wurde nach dieser Zeit in kaltes Wasser gegossen und der gebildete
Niederschlag wurde gefiltert. Das Filtrat wurde durch Zugabe von NaOH auf pH = 11 eingestellt und die
wissrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4

getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
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sdulenchromatographisch (PE/EE = 15/1 - 6/1) gereinigt. 39 (1368 mg, 5.8 mmol, 65 %) wurde als gelbes
Ol erhalten.

'H-NMR (MHz, CDCl): § 8.75 (s, 1 H), 8.29 (d, J=8.9 Hz, 1 H), 8.06 — 8.14 (m, 2 H), 7.95 (d,] = 8.9 Hz,

1 H),7.73 - 7.82 (m, 1 H), 7.47 - 7.57 (m, 2 H), 4.11 (s, 3 H) ppm.*®

92
Acridine-4-Carbonsdure

39 (1328 mg, 5.6 mmol) wurde bei Raumtemperatur in THF (56 mL) gelost. Der Losung wurde eine LiOH-
Losung (I M, 9.0 mmol, 9.0 mL) zugegeben und fiir 12 h geriihrt. Nach dieser Zeit wurde die
Reaktionslosung im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde mit einer KHSO4-Losung auf pH = 2
eingestellt. Die wéssrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tiber
Na,SO, getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. 92 (735 mg, 3.3 mmol)

wurde als gelbes Ol erhalten und ohne weitere Reinigungsschritte im néchsten Schritt verwendet.

'H-NMR (MHz, CDCL): § =9.04 (s, 1H), 8.93 (dd, J=7.1, 1.5 Hz, 1H), 8.29 (dd, J= 8.4, 1.5 Hz, 1H), 8.25

(dd, J= 8.8, 1.0 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.99 - 7.91 (m, 1H), 7.81 - 7.63 (m, 2H) ppm."**

N3/\/O\/\O/\/O\/\NH2

42
2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-Amin

40 (8.3 ml, 47.9 mmol) wurde in CH,Cl, (48 ml) gelost und auf 0 °C gekiihlt. Der Losung wurden
Methansulfonylchlorid (8.2 ml, 105.3 mmol) und Triethylamin (14.0 ml, 105.3 mmol) zugetropft. Die
entstehende Suspension wurde fiir 16 h gerithrt und erwédrmte sich dabei auf Raumtemperatur. Das
Losungsmittel wurde im Anschluss unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand wurde in

wassriger HCl-Losung (1 M) aufgenommen. Die wissrige Losung wurde mit CH,Cl, extrahiert und die

120



Experimentalteil

vereinten organischen Phasen wurde mit wiassriger NaHCO;-Losung gewaschen und tiber Na,SO,
getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
wurde in DMF (100 ml) gelost und Natriumazid (6.9 g, 105.3 mmol) wurde der Losung hinzugefiigt. Die
Reaktion wurde fiir 18 h bei 60 °C geriihrt. Die Reaktionslésung wurde in Wasser gegeben und mit EtOAc
extrahiert. Die organsiche Phase wurde Na,SO, getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter

vermindertem Druck entfernt. 42 (11.1 g, 45.5 mmol, 95 %) wurde als gelbes Ol erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl;): § = 4.40 (s, 2H), 4.04 - 3.56 (m, 12H), 3.47 - 3.36 (m, 2H), 3.00 (t, /= 5.1 Hz,

2H) ppm."*”!

44

N-(2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)acridine-4-Carboxamide

92 (735 mg, 3.3 mmol) wurden bei - 15 °C in CH,Cl./DMF (1/1, 33 ml) gelost. Der Losung wurden
EDC- HCI (1388 mg, 7.2 mmol), Oxyma (1029 mg, 7.2 mmol) und NaHCO; (1383 mg, 16.5 mml)
zugegeben. Die Losung wurde fiir 5 Minuten geriihrt und 42 (790 mg, 3.6 mmol) wurde zur Reaktion
gegeben. Das Gemisch wurde fiir 18 h geriithrt und erwarmte sich wahrend dieser Zeit auf Raumtemperatur.
Die Reaktion wurde nach dieser Zeit durch die Zugabe von Wasser gestoppt. Die wissrige Phase wurde mit
EtOAc extrahiert und die vereinten organischen Phasen wurden mit gesattigter NH,Cl-Losung, gesattigter
NaHCOs-Losung, Wasser und gesidttigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde {iber
Na,SO, getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (PE/EE = 1/2 - 1/8) gereinigt. 44 (873 mg, 2.1 mmol, 38 % 02s) wurde als gelbes
Ol erhalten.
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'H-NMR (MHz, CDCL3): 6 =12.11 (s, 1 H), 8.99 (d, J=7.0 Hz, 1 H), 8.89 (s, 1 H), 8.25 (d, J= 8.8 Hz, 1 H),
8.14 (d, J=8.4Hz, 1H), 8.04 (d,] =8.4 Hz,1 H), 7.82 - 7.89 (m, 1 H), 7.57 - 7.71 (m, 2 H), 3.83 - 3.94 (m,

4 H),3.73 - 3.82 (m, 4 H), 3.64 - 3.69 (m, 2 H), 3.53 - 3.60 (m, 3 H), 3.28 - 3.35 (m, 2H) ppm.

BC-NMR (MHz, CDCl3): §=166.0, 135.4,132.4,131.4,129.1,128.1, 126.8, 126.4,126.0,125.5,121.3,119.6,

117.7, 70.8, 70.7, 70.7, 70.5, 70.3, 70.0, 50.6, 39.7, 29.7 ppm.
R¢ (PE/EE = 1/5): 0.35

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;,H,sNsOsNa[M+Na]*: 432.1774, gefunden: 432.1776

46

9-Chloroacridin

Acridon 45 (600 mg, 3.07 mmol) wurde in frisch destilliertem SOCI, (3 ml) vorgelegt. Der Suspension
wurde DMF (30 pl, 0.37 mmol) zugegeben und die Reaktion wurde fiir 2 h bei 80 °C geriihrt. Nach dieser
Zeit wurden die Losungsmittel im Vakkum entfernt und der verbliebene Riickstand wurde in CHCl;
aufgenommen und in eine kalte Ammoniak-Losung gegeben. Die Suspension wurde mit CHCl; extrahiert
und die vereinten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. 46 (620 mg, 2.90 mmol, 94 %) wurde als gelber Feststoff

erhalten und ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

'H NMR (400 MHz, CDCL): & = 8.44 (dd, J = 8.8, 1.4 Hz, 2H), 8.23 (dt, ] = 8.8, 1.3 Hz, 2H), 7.82
(ddd, ] = 8.8, 6.6, 1.4 Hz, 2H), 7.64 (ddd, ] = 8.8, 6.6, 1.2 Hz, 2H) ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCL): 8 = 206.9, 148.9, 130.5, 129.7, 126.8, 124.6, 124.2 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;sHoNCI[M+H]*: 214.0424, gefunden: 214.0429

R¢ (PE/EE =5/1) = 0.4
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HN/\PO\%;\M

O /O
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47

N-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)acridin-9-Amin

46 (112 mg, 0.52 mmol) wurde bei 50 °C in Phenol (460 pl, 5.24 mmol) gelost. Der Losung wurde eine
weitere Losung aus 42 (114 mg, 0.52 mmol) in Phenol (460 pl, 5.24 mmol) bei derselben Temperatur
zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 30 min bei 120 °C geriihrt. Nach dieser Zeit wurde die Reaktion auf
Raumtemperatur abgekiihlt und die Reaktionsmischung wurde in CH,Cl, aufgenommen und auf eine
Silicasdule gegeben. Das Produkt wurde mit CH;OH in CH,CL, (6 % - 10 %) eluiert. 47 (186 mg, 0.47 mmol,

90 %) wurde als gelber Feststoff erhalten.

'"H NMR (400 MHz, CDCL;): 6§ =9.17 (s, 1H), 8.48 (dd, ] = 8.8, 1.4 Hz, 2H), 8.14 (dt, ] = 8.8, 1.3 Hz, 2H),
7.51 (ddd, J = 8.8, 6.6, 1.4 Hz, 2H), 7.24 (ddd, ] = 8.8, 6.6, 1.2 Hz, 2H), 4.36 (t, J=5.3, 2H), 3.84 — 3.79 (m,

2H), 3.76 - 3.70 (m, 2H), 3.68 - 3.65 (m, J=5.0, 1.9, 2H), 3.63 - 3.55 (m, 4H), 3.32 (t, J=5.0, 2H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl;): 6 =157.1, 140.0, 133.8, 124.9, 123.2, 119.9, 112.4, 70.6, 70.6, 70.6, 70.5, 70.0,

69.1, 60.4, 53.5, 50.6, 48.5, 21.1, 14.2 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;1H,6NsOs[M+H]": 396.2036, gefunden: 396.2041

R¢ (8 % CH3;0H in CH,CL) = 0.25
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49

2-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-1
H-benzo|[ delisochinolin-1,3(2 H)-dion

48 (100 mg; 0,51 mmol) und 42 (111 mg; 0,51 mmol) wurden in Ethanol (5 ml) gegeben und die
resultierende Suspension wurde fiir 2 h refluxiert. Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (PE/EE = 2/1 - 1/4)

gereinigt. 49 (171 mg; 0,43 mmol, 84 %) wurde als farbloses Ol isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCL): & = 8.56 (dd, J = 7.3, 1.1 Hz, 1H), 8.19 (dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H), 7.73 (dd,
J=8.2,7.3Hz, 1H), 4.43 (t, ] = 6.2 Hz, 1H), 3.83 (t, ] = 6.2 Hz, 1H), 3.71 (dd, J = 5.8, 3.5 Hz, 1H), 3.66 — 3.52
(m, 4H), 3.34 (t, = 5.1 Hz, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDCIls) § 164.1, 134.0, 131.5, 131.2, 128.1, 126.9, 122.6, 70.7, 70.6, 70.6, 70.2, 69.9,
67.9, 50.6, 39.1.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;0H3N4O5 [M+H]*: 399.1668, gefunden: 399.1674

R¢ (PE/EE =2/1)=0.2

(¢}
A

NO

64
N-(4-Cyano-2-Nitrophenyl)Acetamie

KNO:s (3.1 g, 30.6 mmol) wurden in konz. H,SO4 (14 ml) gelost und die resultierende Losung wurde auf
- 15 °C gekiihlt. Der Losung wurde 58 (2.3 g, 14.4 mmol) portionsweise zugegeben, wobei darauf geachtet

wurde, dass die Temperatur im Kolben 0 °C nicht iiberschreitet. Nach vollstaindiger Zugabe wurde die
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Reaktion fiir 1 h geriihrt und im Anschluss in Eiswasser gegossen. Der sich bildende gelbe Niederschlag
wurde gefiltert und mit kaltem Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wurde aus CH3;OH umbkristallisiert.

64 (1412 mg, 6.9 mmol, 48 %) wurde als gelber Feststoff isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCl;): § = 10.58 (s, 1H), 9.05 (d, ] = 8.9 Hz, 1H), 8.58 (d, = 2.0 Hz, 1H), 7.90 (dd,
J=9.1,2.0 Hz, 1H), 2.37 (s, 3H) ppm.!'"*®

NH
NO

\l
N

65

4-Amino-3-Nitrobenzonitril
64 (365 mg, 1.8 mmol) wurde in H,SO4 (10 % aq.) suspendiert und die Suspension wurde fiir 45 min bei
100 °C geriihrt. Nachdem sich die Reaktionslosung auf Raumtemperatur abgekiihlt hat wurde die Sdure
durch Zugabe einer ges. Na,COs Lsg auf pH = 10 eingestellt und die wissrige Phase wurde mit EtOAc
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden {iber Na,SO. getrocknet, gefiltert und das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. 65 (286 mg, 1.8 mmol, 99 %) wurde als gelber

Feststoff erhalten und ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 6 = 8.44 (d, J=2.0, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.69 (dd, ] = 8.8, 2.1 Hz, 1H), 7.09

(d: ]: 8.9 HZ, lH) ppm‘ [101]

54

Ethyl 4-Amino-3-Nitrobenzimidat Hydrochlorid
In einem Zweihalskolben, versehen mit Tropftrichter und Olive wurde NaCl (75 g) vorgelegt. Der
Tropftrichter wurde mit konz. H,SO4 (100 mL) befiillt und wurde tropfenweise zum NaCl gegeben. Uber

die Olive wurde das frei werdende HCI durch konzentrierte H,SO, und einen weiteren Zweihalskolben
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geleitet, in dem 65 (282 mg, 1.7 mmol) in EtOH (28 ml) suspendiert war. Schliefflich wurde das
tiberschiissige Gas durch eine KOH-Lsg zur Neutalisation geleitet.

Der Gasstrom wurde fiir 90 min aufrechterhalten, im Anschluss wurde der Reaktionskolben mit einem
Stopfen verschlossen und fiir 7 Tage geriihrt.

Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde mit Et,O

gewaschen. Der gebildete Feststoff (158mg, 0.6 mmol, 37 %) wurde direkt weiter umgesetzt.

(6]
P

NO,

O

71
N-(4-Formyl-2-Nitrophenyl) Acetamid

Bei 0 °C wurde konz. H,SO4 (280 pl) vorgelegt und HNO; (rauchend, 70 ul) wurde dazugetropft. Zu dieser
Losung wurde portionsweise 70 (100 mg, 0.61 mmol) gegeben und die Reaktion wurde fiir 30 Minuten bei
dieser Temperatur gerithrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Na,COs (ges. Lsg.) gestoppt und die
wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,
getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Die Rohware wurde
sdulenchromatographisch (PE/EE = 3/1 - 1/1) gereinigt. 71 (74 mg, 0.36 mml, 58 %) wurde als gelber

Feststoff isoliert

'"H NMR (400 MHz, CDCl;): § = 10.66 (s, 1H), 10.01 (s, 1H), 9.06 (d, J=8.8, 1H), 8.77 (d, J=2.0, 1H), 8.18

(dd, J=8.8, 2.0, 1H), 2.38 (s, 3H) ppm.[loz]
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69
4-Amino-3-Nitrobenzaldehyde

71 (1.99 g, 9.6 mmol) wurde bei Raumtemperatur in verdiinnte H,SO4 (10 vol.%, 9.5 ml) gegeben. Die
resultierende Suspension wurde bei 100 °C fiir 1.5 h geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Na,CO;
(ges. Lsg.) gestoppt und die wiéssrige Phase wurde mit CH,Cl; extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
wurden iiber Na,SO, getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. 69 (1.52 g, 9.1 mmol, 96 %) wurde als gelber Feststoff isoliert und ohne weitere Reinigungsschritte

verwendet.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 9.76 (s, 1H), 8.57 (d, ] = 2.0 Hz, 1H), 8.36 - 8.18 (m, 2H), 7.80 (dd,

J=8.9,2.0 Hz, 1H), 7.12 (d, ] = 8.8 Hz, 1H) ppm.!'®

60

2-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-4-Methylbenzenesulfonat

40 (1.99 g, 10.3 mmol) wurde bei 0 °C in CH,Cl, (100 ml) gelost. Der Losung wurden Tosylchlorid (2.15 g,
11.3 mmol), AgO (3.6 g, 15.4 mmol) und KI (340 mg, 2.05 mmol) zugegeben. Die Reaktionssuspension
wurde fiir 20 min bei dieser Temperatur geriihrt.

Im Anschluss wurde die Suspension tiber Celite gefiltert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (PE/EE = 1/1 - 1/3 - 0/100) gereinigt. 60 (2.2 g,
6.5 mmol, 63 %) wurde als farbloses Ol isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCLs): § = 7.78 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.32 (d, ] = 7.9 Hz, 2H), 4.16 - 4.13 (m, 2H),

3.69 - 3.57 (m, 14H), 2.43 (s, 3H) ppm.®
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HO/\/O\/\O/\/O\/\N3
61

2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol

60 (1.2 g, 3.5 mmol) wurde bei Raumtemperatur in DMF (7 ml) gelost. Der Losung wurde NaN; (560 mg,
8.6 mmol) zugegeben und die Suspension wurde bei 80 °C fiir 18 h geriihrt. Nach dieser Zeit wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand wurde in Wasser und CH,Cl,
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und die vereinten wissrigen Phasen
wurden einmal mit CH,Cl, riickextrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,
getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. 61 (734 mg,

3.3 mmol, 97 %) wurde als farbloses Ol isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCL): 8 = 3.80 - 3.73 (m, 1H), 3.72 - 3.68 (m, 5H), 3.66 - 3.61 (m, 1H), 3.42 (¢,

J=5.1 Hz, 1H) ppm.[3

TWpn

63
4-(2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)benzonitril

61 (793 mg, 3.6 mmol), 62 (560 mg, 4.7 mmol) und Triphenylphosphan (1233 mg, 4.7 mmol) wurden bei
0 °C in THF (18 ml) gelost. Der Losung wurde Diethylazodicarboxylat (740 ul, 4.7 mmol) zugetropft. Nach
vollstandiger Zugabe wurde die Reaktion fiir 18 h geriihrt und erwédrmte sich dabei auf Raumtemperatur.
Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand wurde
in Wasser und CH,Cl, aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und im
Anschluss tiber Na,SO4 getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (PE/EE = 2/1 — 1/2 - 1/3) gereinigt. 63 (825 mg,

2.6 mmol, 71 %) wurde als farbloser Feststoff erhalten.
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'"H NMR (400 MHz, CDCL3): § =7.59 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 6.98 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 4.19 (t, = 5.6 Hz, 3.8,
1H), 3.89 (t, 1H), 3.77 - 3.65 (m, 6H), 3.40 (t, J= 5.0 Hz, 1H) ppm.

BC NMR (400 MHz, CDCL): § = 162.1, 134.0, 119.2, 115.3, 104.1, 70.9, 70.7, 70.7, 70.1, 69.4, 67.8,
50.7 ppm.

R¢ (PE/EE =1/3): 0.3

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;sH21N,O4 [M+H]*: 321.1563, gefunden: 321.1568

D

67

4-(2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)benzaldehyde

61 (1257 g, 5.7 mmol), 63 (910 mg, 7.5 mmol) und Triphenylphosphan (1298 mg, 7.5 mmol) wurden bei 0
°C in THF (30ml) gelost. Der Losung wurde Diethylazodicarboxylat (1.2 ml, 7.5 mmol) zugetropft. Nach
vollstindiger Zugabe wurde die Reaktion fiir 18 h geriihrt und erwarmte sich dabei auf Raumtemperatur.
Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand wurde
in Wasser und CH,Cl, aufgenommen. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und im
Anschluss tiber Na,SO4 getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (PE/EE = 3/1 - 1/1) gereinigt. 67 (1588 mg, 4.9

mmol, 83 %) wurde als farbloses Ol erhalten.
'H NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 9.85 (s, 1H), 7.79 (d, ] = 8.8 Hz, 2H), 6.99 (d, ] = 8.8 Hz, 2H), 4.26 — 4.08
(m, 2H), 3.93 - 3.83 (m, 2H), 3.78 - 3.58 (m, 10H), 3.34 (t, ] = 5.0 Hz, 2H) ppm.

C NMR (101 MHz, CDCl): § = 190.8, 163.8, 131.9, 130.0, 114.8, 70.8, 70.7, 70.6, 70.6, 70.0, 69.4, 67.7,
50.6 ppm.

R¢ (PE/EE = 1/1):0.2

HRMS (ESI): ): m/zberechnet fiir C;sH,N3OsNa [M+Na]*: 346.1379, gefunden: 346.1385
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52
Ethyl 4-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)benzimidat

In einem Zweihalskolben, versehen mit Tropftrichter und Olive wurde NaCl (75 g) vorgelegt. Der
Tropftrichter wurde mit konz. H,SO4 (100 mL) befiillt und wurde tropfenweise zum NaCl gegeben. Uber
die Olive wurde das frei werdende HCI durch konzentrierte H,SO, und einen weiteren Zweihalskolben
geleitet, in dem 63 (484 mg, 1.5 mmol) in EtOH (24 ml) suspendiert war. Schliellich wurde das
tiberschiissige Gas durch eine KOH-Lsg zur Neutalisation geleitet.

Der Gasstrom wurde fiir 90 min aufrechterhalten, im Anschluss wurde der Reaktionskolben mit einem
Stopfen verschlossen und fiir 2 Tage geriihrt.

Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand wurde mit Et,O

gewaschen. Der gebildete Feststoff (559 mg, 1.4 mmol, 92 %) wurde direkt weiter umgesetzt.

/I@ /@/Noz

59
5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-2-Nitroanilin

5-Chloro-2-Nitroanilin (250 mg, 1.5 mmol), K;CO; (300 mg, 2.2 mmol) und Methylpiperazin (193 pl,
1.7 mmol) wurden in DMF (870 pl) suspendiert und fiir 15 h bei 120 °C geriihrt. Nach dieser Zeit wurde
die Suspension im Vakuum eingeengt und der Riickstand wurde in Wasser und CH,Cl, aufgenommen. Die
organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch (CH;OH in

CHxClL: 1 % - 6 % — 10%) gereinigt. 59 (287 mg, 1.2 mmol, 84 %) wurde als gelber Feststoff isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8.03 (d, ] = 9.8, 1H), 6.30 (dd, ] = 9.7, 2.6 Hz, 1H), 6.17 (s, 2H), 5.97 (d,

J=2.6 Hz, 1H), 3.39 (t, ] = 5.1 Hz, 4H), 2.54 (t, ] = 5.1 Hz, 4H), 2.36 (s, 3H) ppm.!'"*®
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55
4-(4-Methylpiperazin-1-yl)benzol-1,2-Diamie

59 (192 mg, 0.8 mmol) wurde bei Raumtemperatur in EtOAc/CH;OH (4/1, 7.5 ml) gelost. Der Losung
wurde Palladium/Aktivkohle (10 %, 10 mg) zugegeben und durch die Suspension wurde fiir 2 h ein
Wasserstoffstrom geleitet. Im Anschluss wurde die Suspension iiber Celite gefiltert und das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. 55 (163 mg, 0.8 mmol, 97 %) wurde als braunes Ol isoliert und

ohne weitere Reinigungsschritte weiter umgesetzt.

R¢ (20 % CH30H in CHClL,) = 0.05

ay

66
4-(5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-1-Benzoimidazol-2-yl-2-Nitroanilin

Methode I:

54 (158 mg, 0.74 mmol) und 55 (158 mg, 0.64 mmol) wurden in AcOH/EtOH (1/2, 9.0 ml) gelost und fiir
18 h bei 85 °C geriihrt. Nach dieser Zeit wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde in CH;OH/H,O (1/10, 5 ml) aufgenommen. Die Losung wurde mit konz. NH; (aq., 5 ml) versetzt.
Das Gemisch wurde tiber Nacht im Kiihlschrank gelagert und wahrend dieser Zeit fiel ein Feststoff aus der
Losung aus. Dieser Feststoff wurde gefiltert, in CH;OH/AcOH (92,5/7,5) aufgenommen und durch Zugabe
von konz. NH; basisch eingestellt. Es fiel ein Feststoff aus, dieser wurde gefiltert, mit kaltem Wasser

gewaschen und getrocknet. 66 (44 mg, 0.1 mmol, 19 %) wurde als orangener Feststoff isoliert.
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Methode II:

69 (77 mg, 0.37 mmol) und 55 (80 mg, 0.39 mmol) wurden bei Raumtemperatur in DMF (3.6 ml) gelost.
Die Reaktionslosung wurde im Anschluss fiir 18 h bei 70 °C geriihrt. Nach dieser Zeit wurde der Reaktion
FeCls" 6 H,O (3 mg, 3 mol%) zugegeben und die Reaktionstemperatur wurde auf 120 °C erhoht. Zusitzlich
wurde durch die resultierende Suspension ein Sauerstoffstrom geleitet. Die Reaktion wurde fiir eine weitere
Stunde geriihrt.

Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (10 % CH;OH in CH,CL,) gereinigt. 66 (105 mg, 0.27 mmol, 72 %) wurde als

orangener Feststoff isoliert.

Methode III:

69 (390 mg, 2.35 mmol), 55 (508 mg, 2.47 mmol) und Na,S$;0s (446 mg, 2.35 mmol) wurden bei
Raumtemperatur in DMF (4.6 ml) geldst. Die resultierende Suspension wurde bei 70 °C fiir 1.5 h geriihrt.
Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (20 % CHsOH in CH,Cl,) gereinigt. 66 (437 mg, 1.24 mmol, 53 %) wurde als

orangener Feststoff isoliert.
'"H NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 = 12.65 (s, 1H), 8.76 (s, 1H), 8.15 (dd, J= 8.9 Hz, 2.1, 1H), 7.78 (s, 2H),
7.43 (s, 1H), 7.15 (d, J=8.9 Hz, 1H), 6.93 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 3.17 (s, 4H), 2.64 (s, 4H), 2.34 (s, 3H) ppm.

13C NMR (400Hz, DMSO-dy): & = 148.0, 147.2, 141.4, 136.6, 133.8, 130.5, 123.3, 120.3, 118.5, 54.9, 49.8,
49.0, 46.0, 45.5 ppm.

R¢ (10 % CH3OH in CHCl;) = 0.25

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;sH,0N60,Na [M+Na]*: 375.1545, gefunden: 375.1552
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51

4-(5-(4-Methylpiperazin-1-yl)-1Benzimidazol-2-yl)benzol-1,2-diamin

66 (44 mg, 0.1 mmol) wurde bei Raumtemperatur in CH;OH (5 ml) gelost. Der Losung wurde
Palladium/Aktivkohle (10 %, 10 mg) zugegeben und durch die Suspension wurde fiir 2 h ein
Wasserstoffstrom geleitet. Im Anschluss wurde die Suspension iiber Celite gefiltert und das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. 51 (44 mg, quantitativer Umsatz) wurde als gelber Feststoff

isoliert und ohne weitere Reinigungsschritte weiter umgesetzt.

@J@[N@NH
: Ao

50

2'-(4-(2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)phenyl)-5-
(4-Methylpiperazin-1-yl)-1 H,1'H-2,5'-Bisbenzimidazole

Methode I:

52 (40 mg, 0.11 mmol) und 51 (86 mg, 0.17 mmol) wurden bei Raumtemperatur in Essigsdure (1.9 ml)
gelost. Die Losung wurde auf 90 °C erhitzt und die Reaktion wurde fiir 15 h geriihrt. Die Losung wurde auf
90 °C erhitzt und die Reaktion wurde fiir 15 h gerithrt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (C18 Kartusche,
CH5CN + 0.05 % TFA/H>O + 0.05 % TFA, 5-95 %) gereinigt. 50 (15 mg, 0.02 mmol, 19 %) wurde als gelber
Feststoff isoliert.

Methode II:
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67 (26 mg, 0.08 mmol) und 51 (27 mg, 0.08 mmol) wurden bei Raumtemperatur in Nitrophenol (800 pl)
gegeben. Die resultierende Suspension wurde bei 150 °C fiir 5 h geriithrt. Im Anschluss kiihlte die Reaktion
auf Raumtemperatur ab und durch Zugabe von Hexan wurde das Rohprodukt ausgefillt. Die Suspension
wurde gefiltert und der Niederschlag wurde sdulenchromatographisch (10 % - 20 % CH;OH in CH,ClL,)

gereinigt. 50 (21 mg, 0.03 mmol, 42 %) wurde als gelber Feststoff isoliert.

Methode III:

67 (350 mg, 1.08 mmol) und 51 (349 mg, 1.08 mmol) wurde bei Raumtemperatur in DMF (2.1 ml) gel0st.
Der Losung wurde Na,S,0;5 (205 mg, 1.08 mmol) zugefiigt und die resultierende Suspension wurde fiir 18 h
bei 70 °C geriihrt. Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (20 % CH;OH in CH,Cl,) gereinigt. 50 (498 mg, 0.76 mmol,

74 %) wurde als gelber Feststoff isoliert.

'H NMR (400 MHz, CD;0D): § = 8.27 (s, 1H), 8.06 (d, = 8.8 Hz, 2H), 7.96 (dd, = 8.5, 1.7 Hz, 1H), 7.70
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.53 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 7.16 (d, ] = 2.2 Hz, 1H), 7.11 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.07 (dd,
J=8.8,2.2 Hz, 1H), 4.25 - 4.16 (m, 2H), 3.92 - 3.86 (m, 2H), 3.76 - 3.62 (m, 10H), 3.41 - 3.34 (m, 2H), 3.28

(t, J=5.1 Hz, 5H), 2.82 (t, ] = 5.0 Hz, 4H), 2.49 (s, 3H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDsOD): §=161.1, 153.9, 152.4, 148.0, 128.2, 124.3, 121.7, 121.1, 115.1, 114.8, 70.4,

70.3,70.3,70.1, 69.7, 69.3, 67.4, 54.6, 50.4, 50.1, 44.3 ppm.

Rf (20 % CH3OH in CHzClz) =0.15

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cs3HsoNoO4 [M+H]*: 626.3203, gefunden: 626.3205
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6.2.2. Synthese der TRIS basierten Linkereinheit 76

NHBoc
HO

HO OH

93

tert-Butyl (1,3-Dihydroxy-2-(Hydroxymethyl)propan-2-yl)Carbamate

Tris 72 (200 mg, 1.65 mmol) wurde in CH;OH (6.7 ml) gelost. Der Losung wurde eine Losung aus tert-
butyldicarbonat (0.4 ml, 1.72 mmol) in CH;0H (1.5 ml) zugetropft. Die Reaktion wurde tiber Nacht
gerithrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und Boc-Tris 93 (350 mg,

1.58 mmol, 96 %) wurde als weifler Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CD;OD): 8 3.71 (s, 6H), 1.46 (s, 9H).!14

NHBoc
(0]

[

73

\

tert-Butyl (1,3-bis(prop-2-yn-1-yloxy)-2-((prop-2-yn-1-
yloxy)methyl)propan-2-yl)carbamat

Boc-Tris 93 (930 mg, 4.2 mmol) wurde in DMF (11.3 ml) gelost und auf 0 °C gekiihlt. Der Losung wurde
Propargylbromid (80 % w /w in Toluol2.8 ml, 25.2 mmol) in einer Portion zugegeben und iiber einen
Zeitraum von 20 Minuten wurde der Reaktion portionsweise gemorsertes KOH (1.4 g, 25.2 mmol)
zugegeben und die Reaktion wurde fiir 4 h bei 37 °C geriithrt. Im Anschluss wurde der Reaktion EtOAc
hinzugefiigt und die Losung wurde mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Na,SO,
getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch (PE/EE = 9/1) gereinigt. Das Trialkin 73 (1.04 g, 3.11 mmol, 74 %) wurde

als gelbes Ol isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCL): & = 4.17 (d, ] = 2.4 Hz, 1H), 3.80 (s, 1H), 2.44 (t, ] = 2.4 Hz, OH), 1.44 (s,
1H) ppm. 1%
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74
Benzyl (2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamat

42 (1.70 g, 7.79 mmol) wurde bei Raumtemperatur in 1,4-Dioxan/H,O (1/1, 18 ml) vorgelegt und NaHCO3
(196 g 2338 mmol) wurde zu der Losung gegeben. Dieser Suspension wurde
Chlorameisensdurebenzyleseter (2.0 ml, 9.35 mmol) in 1,4-Dioxan/H,O (1/1, 18 ml) zugetropft und die
entstandene Suspension wurde fiir 18 h geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser gestoppt
und die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tiber
Na,SO4 getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
siulenchromatographisch (PE/EE = 1/1) gereinigt und 74 (2.37g, 6.72 mmol, 86 %) wurde als farbloses Ol

erhalten.

'"H NMR (400 MHz, CDCls): §=7.31 - 7.48 (m, 5 H), 5.35 (s, 1 H), 5.12 (s, 2 H), 3.66 (d, J= 7.6 Hz, 10 H),

3.59 (t, /= 5.1 Hz, 2 H), 3.48 - 3.33 (m, 4 H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl;): é = 156.5, 136.6, 128.5, 128.1, 128.19, 70.7, 70.7, 70.6, 70.3, 70.0, 70.2, 66.7,

50.7, 40.9 ppm.
R¢ (PE/EE = 1/2): 0.45

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;¢H,sN4sOs[M+H]": 353.1825, gefunden: 353.1831

136



Experimentalteil

BocHN J/J

NHCbz

75

tert-Butyl (1,3-bis((1-(3-oxo-1-phenyl-2,7,10,13-tetraoxa-4-azapentadecan-15-yl)-1  H-1,2,3Ttriazol-4-yl)methoxy)-2-(((1-(3-
oxo-1-phenyl-2,7,10,13-tetraoxa-4-azapentadecan-15-yl)-1  H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)methyl)propan-2-yl)carbamae

74 (1004 mg, 3.0 mmol) und 73 (1055 mg, 3.0 mmol) wurden bei Raumtemperatur in THF (30 ml)
vorgelegt. Dieser Losung wurden Losungen aus CuSO,- 5 H,O (97 mg, 0.4 mmol) und THPTA (520 mg,
1.2 mmol) in H,O (3 mL) sowie Natriumascorbat (237 mg, 1.2 mmol) in H,O (3 mL) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 18 h gerithrt und im Anschluss mit Wasser und EtOAc verdiinnt. Die wéssrige
Phase wurde mit EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden tiber Na,SO, getrocknet,
gefiltert und das Losungmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
siulenchromatographisch (PE/EE = 1/9) gereinigt. 75 (3635 mg, 2.61 mmol, 87 %) wurde als gelbes Ol

isoliert.

'H-NMR (MHz, CDCL): & = 7.66 (s, 3 H), 7.36 — 7.27 (m, 15 H), 5.46 (d, ] = 6.2 Hz, 3 H), 5.07 (s, 2 H),
5.02 (s, 1 H), 4.56 (s, 2 H), 4.45 (t, J = 5.2 Hz, 6 H), 3.80 (t, ] = 5.2 Hz, 6 H), 3.72 (s, 6 H), 3.60 - 3.51 (m,

30 H), 3.36 (q, /= 5.4 Hz, 6 H), 1.37 (s, 9 H) ppm.

BC-NMR (MHz, CDCL): 6 = 156.5, 154.8, 144.6, 136.6, 128.5, 128.2, 128.1, 123.8, 70.5, 70.5, 70.5, 70.20,
70.0, 69.4, 69.3, 66.6, 64.8, 58.5, 53.5, 50.1, 40.8, 28.5 ppm.

R¢ (8 % CH,0H in CH,CL): 0.25

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CesHoyN1302[M+H]": 1392.7051, gefunden: 1392.7049
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75 (200 mg, 0.14 mmol) wurden bei Raumtemperatur in CH>Cl, (1.5 ml) gelost und der Losung wurde TFA
(220 pl, 2.87 mmol) zugefiigt. Die Reaktion wurde fiir 6 h geriihrt und durch Zugabe einer gesdttigten
Na,COs-Losung gestoppt. Die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert und die vereinten organischen
Phasen wurden tiber Na,SO, getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das
so erhaltene Amin 76 (166 mg, 0.13 mml, 89 %) wurde als gelbes Ol erhalten und ohne weitere

Reinigungsschritte verwendet.
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76

Triphosgen (38 mg, 0.13 mmol) wurde in CH,Cl, (0.4 ml) gelost. Dieser Losung wurden Losungen aus
Triethylamin (40 pl, 0.30 mmol) in CH,Cl, (0.4 ml) und 76 (166 mg, 0.13 mmol) in CH,Cl, (0.4 ml)
zugegeben und fiir 1 h geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit gesattigtrer NaHCOs-Losung versetzt und
die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert und die vereinten organischen Phasen wurden {iber Na,SO4
getrocknet, gefiltert und das Losungmittel wurde im Vakuum entfernt. Isocyanat 76 (160 mg, 0.12 mmol,

95 %) wurde als gelbes Ol erhalten und ohne weitere Reinigungsschritte weiterverwendet.
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6.2.3. Synthese des DOTA Bausteins 80

~ 0
ARG
peY

tri-fert-butyl 2,2',2"-(1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate
78

77 (1000 mg, 5.80 mmol) wurde in DMA (11.6 ml) gelost und auf 0 °C gekiihlt. Der Reaktion wurde NaOAc
(1.43 g, 17.41 mmol) zugegeben und tert-Butylbromoacetat (2.6 ml, 17.41 mmol) wurde zugetropft. Die
Losung wurde fiir 72 h gerithrt und erwédrmte sich dabei auf Raumtemperatur. Durch Zugabe von NaHCO;
wurde das Produkt aus der Losung gefillt. Nach Filtration und Trocknen wurde das trialkylierte Cyclen 78

(2.2 g,4.32 mmol 73 %) als weifler Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl;): § 10.02 (s, 1H), 3.36 (s, 4H), 3.28 (s, 2H), 3.09 (s, 4H), 2.89 (dd, J = 20.5,

5.8 Hz, 12H), 1.44 (s, 27H).[1%!

tri- tert-butyl 2,2',2"-(10-(2-(benzyloxy)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate

79

K,COs (1.1 g, 8.23 mmol) wurde in DMA (100 ml) vorgelegt und der Suspension wurde 78 (2.1 g,
4.27 mmol) zugegeben. Benzylbromoacetat (684 pl, 4.32 mmol) in CH3CN (10 ml) wurde der Reaktion

hinzugefiigt und bei 70 °C fiir 18 h geriihrt. Im Anschluss wurde die Reaktionsmischung gefiltert und das
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Losungsmittel ~ wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (10 % CH;OH/CH,CL,) gereinigt. 79 (2.7 g, quantitativ) wurde als weifSer

Feststoff erhalten.

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.36 (dt, J=9.7, 5.1 Hz, 1H), 5.16 (d, ] = 19.7 Hz, 0H), 3.93 - 2.00 (m,

2H), 1.47 (s, 1H) ppm.

Die spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.!%!

~ 0
AAR

A
-

HO
2-(4,7,10-tris(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1-yl)acetic acid

80

79 (315 mg, 0.48 mmol) wurde bei Raumtemperatur in CHsOH (12 mL) gelost Der Losung wurde
Palladium/Aktivkohle (10 %, 10 mg) zugegeben und durch die Suspension wurde fiir 2 h ein
Wasserstoffstrom geleitet. Im Anschluss wurde die Suspension iiber Celite gefiltert und das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. 80 (273 mg, 0.48 mmol, quant.) wurde als weifSer Feststoff

erhalten und wurde ohne weitere Reiningungsschritte im niachsten Schritt verwendet.

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 3.89-1.87 (br, 24H), 1.46 (s, 27H) ppm.['%!
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6.2.4. Synthese der DNA-bindenden Sonden tiber Syntheseweg A

94

N-(2-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)acridin-4-carboxamid

Zum Entgasen des Losungsmittels wurde zunidchst ein Argonstrom fiir 30 Minuten durch das

Losungsmittelgemisch geleitet.

44 (168 mg, 0.4 mmol) wurde bei Raumtemperatur in THF/H,O (5/1, 4 ml) gelost. Der Losung wurde
Trimethylphosphin (1 M in THF, 0.5 mmol, 0.5 ml) zugegeben und die Losung wurde fiir 3 h geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand wurde in CH,Cl,
aufgenommen und mit HCl (1 M) extrahiert. Die vereinten wissrigen Phasen wurden mit gesittigter
Na,COs-Losung auf pH = 11 eingestellt und wurde im Anschluss mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden iiber Na,SO; getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt. 94 (145 mg, 0.4 mmol, 92 %) wurde als gelbes Ol erhalten und ohne weitere Reinigungsschritte

weiterverwendet.

'H-NMR (MHz, CDCL): § 12.14 (s, 1 H), 8.96 (dd, J=7.1, 1.6 Hz, 1 H), 8.87 (s, 1H), 8.24 (d, J= 8.8 Hz, 1
H), 8.13 (dd, J = 8.4, 1.6 Hz, 1 H), 8.03 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 7.73 - 7.48 (m, 2 H), 3.82 - 3.96 (m, 4H), 3.82 -

3.71 (m, 4H), 3.70 - 3.61 (m, 4 H), 3.55 (m, 2 H), 3.51 - 3.42 (m, 2 H), 2.81 (s, 2 H) ppm.

BC-NMR (MHz, CDCls): §166.1, 147.5,146.3,137.7,135.4,132.4,131.3,130.1 6,129.2,128.1, 126.8, 126 .4,

126.0, 125.5, 70.63, 70.6, 70.4, 70.36, 70.2, 69.9, 39.7, 29.7 ppm.
Rf (10 % CH3OH in CH2C12)Z 0.12

HRMS (ESI): ): m/zberechnet fiir C;;H27N4OsNa[M+Na]*: 406.1869, gefunden: 406.1866
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Tri- tert-Butyl 2,2',2"-(10-(1-(acridin-4-yl)-1,15-dioxo-5,8,11-trioxa-2,14-diazahexadecan-16-yl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetat

94 (129 mg, 0.22 mmol), HATU (85 mg, 0.22 mmol) und DIPEA (90 pl) wurden bei Raumtemperatur in
CH,Cl, (1.8 ml) gelost. Die Losung wurde fiir 10 min gerithrt und 800 (69 mg, 0.17 mmol) wurde zur
Reaktion gegeben. Die Reaktion wurde fiir 15 h gerithrt. Durch Zugabe von H,O wurde die Reaktion
gestoppt und die wassrige Phase wurde mit CH,Cl; extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
mit einer gesittigten NH,Cl-, einer gesattigten NaHCO;- und einer gesattigten NaCl-Losung gewaschen.
Die organische Phase wurde tiber Na,SO, getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (PE/EA: 5/1 - 1/3)

gereinigt. 95 (73 mg, 0.07 mmol, 44 %) wurde als gelbes Ol isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCl;): § = 12.26 (s, 1H), 8.97 (s, 1H), 8.93 (dd, J = 7.1, 1.5 Hz, 1H), 8.24 (dd,
J=17.9,8.5 Hz, 2H), 8.10 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 7.90 (t, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.67 (dt, J = 15.1, 7.6 Hz, 2H), 6.55 (s,
1H), 4.05 - 3.86 (m, 4H), 3.81 (dd, J = 5.9, 3.2 Hz, 2H), 3.74 (dd, J = 5.8, 3.3 Hz, 2H), 3.66 (dd, J=5.8, 3.4,
2H), 3.57 (dd, J = 5.8, 3.4 Hz, 2H), 3.53 (bs, 2H), 3.40 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.24 (dd, ] = 7.5, 2.9 Hz, 10H),

2.62 - 1.78 (bs, 14 H), 1.46 (d, = 7.2 Hz, 27H) ppm.

BC NMR (101 MHz, CDCl3): § = 207.1, 172.5, 171.6, 166.3, 147.6, 146.2, 138.0, 135.2, 132.8, 131.6, 129.0,

128.3, 126.9, 126.5, 126.1, 125.3, 81.9, 70.6, 70.5, 70.4, 70.3, 70.2, 69.5, 47.5, 38.6, 31.0, 28.0, 27.9, 8.8 ppm.

R¢ (PE/EA =1/3): 0.2
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HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cso)H7sN;Oy, [M+H]*: 952.5759, gefunden: 952.5758

2,2',2"-(10-(1-(acridin-4-yl)-1,15-dioxo-5,8,11-trioxa-2,14-diazahexadecan-16-yl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecan-1,4,7-triyl) Triessigsdure

95 (57 mg, 0.06 mmol) wurde bei Raumtemperatur in CH,CL/TFA (3/1, 600 ul) gelost. Die Losung wurde
fiir 36 h gerithrt und im Anschluss wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt. 23 (41 mg, 0.05 mmol,

87 %) wurde als gelbes Ol isoliert und wurde ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

'H NMR (400 MHz, CDCl): é = 9.25 (s, 1H), 8.87 (dd, J = 7.1, 1.6, 1H), 8.43 - 8.37 (m, 1H), 8.33 (d,
J=8.8 Hz, 1H), 8.24 (d, ] = 8.4 Hz, 1H), 7.99 (dd, J = 8.6, 6.8 Hz, 1H), 7.83 - 7.69 (m, 2H), 4.16 - 3.40 (m,
30H), 1.60 - 1.06 (m, 6H) ppm.

BC NMR (400 MHz, CDCl): § = 166.7, 135.0, 133.3, 132.3, 128.4, 127.8, 126.9, 126.6, 126.2, 125.0, 117.9,
115.0, 70.3, 70.2, 70.1, 69.6, 69.4, 68.8, 39.5, 38.9, 7.8 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C3sHssN;O:Na[M+Na]*: 806.3701, gefunden: 806.3709
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96

N-(2-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)acridin-9-Amin

47 (57 mg; 0,14 mmol) wurde bei Raumtemperatur in einem Gemisch aus THF/H,O (4/1; 1,5 ml) gelost,
welches zuvor entgast wurde, indem ein Argonstrom fiir 30 min durch die Losung geleitet wurde. Der
resultierenden Losung wurde Trimethylphosphin (1 M in THF; 0,17 mmol; 170 pl) zugegeben und fiir 3 h
gerithrt. Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 96 (62 mg, quant.)
wurde als farbloses Ol isoliert und wurde ohne weitere Reinigungsschritte in der nidchsten Reaktion

eingesetzt.
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97

Tri- tert-Butyl 2,2',2"-(10-(14-(acridin-9-ylamino)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3-azatetradecyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetat

80 (106 mg, 0.19 mmol), HATU (71 mg, 0.19 mmol) und DIPEA (74 pl, 0.43 mmol) wurden bei
Raumtemperatur in CH,Cl, (2 ml) gelost. Die Losung wurde fiir 15 min gerithrt und im Anschluss wurde
eine weitere Losung aus 96 (53 mg, 0.14 mmol) in CH,Cl, (2 ml) dazugegeben. Die Reaktion wurde fiir 18
h geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (CH;OH in CH,Cl,: 2 %) gereinigt. 97 (10 mg, 0.01 mmol, 7 %) wurde als gelbes

Ol isoliert.

144



Experimentalteil

'"H NMR (400 MHz, CD;0OD): § =8.46 (d, J=7.3 Hz, 2H), 8.28 (d, = 8.2 Hz, 2H), 7.76 (t, ] = 7.8 Hz, 2H),
4.61 - 2.56 (m, 44H), 1.51 (d, J = 32.7 Hz, 27H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CD;OD): § =164.1, 163.4, 160.7, 160.4, 160.0, 159.7, 157.3, 134.2, 131.6, 130.7, 127.7,
126.8,126.8, 122.0, 120.5,117.68, 116.0, 114.7, 113.2, 111.8, 70.1, 70.1, 70.1, 69.9, 69.8, 69.0, 67.4, 39.0, 38.8,
37.5, 35.6, 27.1, 27.1 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C4H7;N;0(Na[M+Na]*: 946.5630, gefunden: 946.5625

R¢ (5 % CH;0H in CH,Cl,) = 0.45
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24

2,2',2"-(10-(14-(acridin-9-ylamino)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3-azatetradecyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triessigsdure

97 (120 mg, 0.13 mmol) wurde bei Raumtemperatur in einem Gemisch aus TFA/CH,Cl, (50/50, 1.3 ml)
gelost und fiir 24 h geriihrt. Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (C18-Kartusche, ACN + 0.05 %,

TFA/H,O + 0.05 % TFA, 5 - 95 %) gereinigt. 24 (84 mg, 0.11 mmol, 98 %) wurde als farbloses Ol isoliert.

'H NMR (400 MHz, CD;OD): 6 = 8.61 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.01 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.87 (d, ] = 8.6 Hz, 2H),
7.60 (t, ] = 7.8 Hz, 2H), 4.61 - 2.74 (m, 46H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CD;OD): 6 = 160.75, 160.39, 158.98, 150.67, 135.17, 123.58, 118.27, 114.83, 70.08,
69.64, 68.93, 68.45, 48.97, 38.84, 13.01 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C49oH77N;O10Na[M+Na]*: 756.3932, gefunden: 756.3935
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98
2-(2-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-1 H-benzoisochinolin-1,3-Dione

49 (57 mg; 0,14 mmol) wurde bei Raumtemperatur in einem Gemisch aus THF/H,O (4/1; 1,5 ml) gel6st,
welches zuvor entgast wurde, indem ein Argonstrom fiir 30 min durch die Losung geleitet wurde. Der
resultierenden Losung wurde Trimethylphosphin (1 M in THF; 0,17 mmol; 170 pl) zugegeben und fiir 3 h
gerithrt. Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 98 (62 mg, quant.)
wurde als farbloses Ol isoliert und wurde ohne weitere Reinigungsschritte in der nidchsten Reaktion

eingesetzt.

99

Tri- tert-Butyl 2,2',2"-(10-(14-(1,3-dioxo-1 H-benzoisochinolin-2(3 H)-yl)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3-azatetradecyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecan-1,4,7-triyl)triacetat

80 (90 mg, 0.16 mmol), HATU (60 mg, 0.16 mmol) und DIPEA (60 pl, 0.16 mmol) wurden bei
Raumtemperatur in CH,Cl, (1 ml) gelost. Die Losung wurde fiir 15 min gerithrt und im Anschluss wurde
eine weitere Losung aus 98 (45 mg, 0.12 mmol) in CH,Cl, (1 ml) dazugegeben. Die Reaktion wurde fiir 18
h geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (C18-Kartusche Gradient [% CH;CN in H,OJ]: 5 - 50 % iiber 20 Minuten)

gereinigt. 99 (120 mg, 0.02 mmol, 18 %) wurde als farbloses Ol isoliert.
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'"H NMR (400 MHz, CD;OD): § =8.46 (d, J=7.3 Hz, 2H), 8.28 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 7.76 (t, ] = 7.8 Hz, 2H),

4.45 - 2.77 (bs, 42H), 1.51 (d, ] = 32.8 Hz, 27H) ppm.

BCNMR (101 MHz, CDsOD): 6 = 160.5, 160.1, 159.8, 159.4, 159.0, 135.1, 123.6, 120.3, 118.2, 117.4, 114.5,

70.1,70.1, 69.8, 68. 5, 49.0, 27.1 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C4sH7sNsO 1, [M+H]*: 927.5443, gefunden: 927.5444

0} N O

25

2,2',2"-(10-(14-(1,3-dioxo-1 H-benzoisochinolin-2(3 A)-yl)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3-azatetradecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-
triyl) Triessigsdure

99 (120 mg, 0.13 mmol) wurde bei Raumtemperatur in einem Gemisch aus TFA/CH,Cl, (50/50, 1.3 ml)
gelost und fiir 24 h geriihrt. Nach dieser Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohprodukt wurde sdulenchromatographsch (C18-Kartusche, ACN + 0.05 %,

TFA/H,O + 0.05 % TFA, 5 - 95 %) gereinigt. 25 (84 mg, 0.11 mmol, 98 %) wurde als farbloses Ol isoliert.

'H NMR (400 MHz, CD;OD): & = 8.49 (d, J = 7.3, 2H), 8.31 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.78 (t, ] = 7.8 Hz, 2H),

4.52 - 3.01 (m, 42H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CD;OD): § = 164.2, 161.0, 160.6, 160.3, 159.9, 134.2, 131.7, 130.8, 127.7, 126.8, 122.0,

120.6, 119.1,117. 7, 114.8, 111.9, 70.1, 70.0, 69.9, 69.6, 68.8, 67.4, 38.9, 38.8 ppm.

147



Experimentalteil

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C;6Hs:NsO1[M+H]": 759.3635, gefunden: 759.3633

A K@L4V¢

100

2-(2-(2-(2-(4-(5-(4-methylpiperazin-1-yl)-1 H,1' H-[2,5'-bisbenzimidazol]-2'-
yl)phenoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-Amin

50 (40 mg, 0.06 mmol) wurde bei Raumtemperatur in zuvor entgastem THF/H,O (5/1, 570 pl) gelost. Der
Losung wurde PMe; (1M in THF, 0.06 mmol, 65 pl) zugegeben und die Reaktion wurde fiir 1 h gerithrt. Im
Anschluss wurden die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. 100 (38 mg, quant. Umsatz)

wurde als gelber Feststoff isoliert und wurde ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

'H NMR (400 MHz, CD;0OD): § = 8.33 - 8.25 (m, 1H), 8.01 - 7.92 (m, 3H), 7.86 - 7.83 (m, 1H), 7.58 - 7.53
(m, 1H), 7.25 - 7.23 (m, 1H), 7.17 - 7.14 (m, 1H), 7.09 - 7.02 (m, 2H), 4.13 - 4.08 (m, 2H), 3.84 - 3.76 (m,
5H), 3.60 - 3.55 (m, 9H), 3.21 - 3.17 (m, 5H), 3.10 - 3.07 (m, 2H), 2.99 (t, ] = 4 Hz, 2H), 2.87 (s, 3H), 1.43

(d, J=6 Hz, 2H) ppm.

'"H NMR (400 MHz, CD50D): § =164.7, 150.8, 149.4, 134.5, 131.2, 127.9, 125.5, 120.8, 119.6, 116.9, 116.5,

115.7,114.9, 100.8, 71.7, 71.5, 71.5, 71.2, 70.5, 69.2, 67.8, 62.2, 54.5, 43.6, 40.6 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cs3H4.N;O4 [M+H]*: 600.3298, gefunden: 600.3298
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tri- fert-butyl 2,2',2"-(10-(14-(4-(5-(4-methylpiperazin-1-yl)-1 H,1' H-[2,5'-bibenzo| d]imidazol]-2'-yl)phenoxy)-2-
0x0-6,9,12-trioxa-3-azatetradecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triacetate

80 (44 mg, 0.08 mmol), DIPEA (32 pl, 0.2 mmol) und HATU (0.08 mmol) wurden bei Raumtemperatur in
DMEF (300 ul) gelost und fiir 15 min geriihrt. Der Losung wurde eine weitere Losung aus 100 (38 mg,
0.06 mmol) in DMF (300 pl) zugegeben und die resultierende Losung wurde fiir 18 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Anschluss unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch gereinigt. 101 (52 mg, 0.05 mmol, 62 %) wurde als gelber Feststoff

erhalten.

'H NMR (400 MHz, CD;OD): & = 8.56 (s, 1H), 8.20 (d, ] = 4 Hz, 3H), 8.04 (d, ] = 4 Hz, 1H), 7.98 (s, 2H),
7.76 (d, J= 4 Hz, 1H), 7.44 (d, ] = 4 Hz, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.28 (d, J = 4 Hz, 2H), 4.30 (t, ] = 4 Hz, 2H), 3.98
(d, = 8 Hz, 3H), 3.91 (t, J = 4 Hz, 3H), 3.75 - 3.64 (m, 14H), 3.57 (brs, 4H), 3.22 (t, J = 12 Hz, 4H), 3.01 (s,

3H), 3.00 (s, 7H), 2.86 (s, 7H), 2.03 (s, 1H), 1.94 (s, 1H), 1.54 - 1.47 (m, 27H), 1.31 - 1.29 (m, 3H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CD;OD): § = 164.9, 164.6, 161.5, 161.2, 155.0, 151.0, 150.1, 134.7, 131.1, 128.2, 125.3,

120.0, 118.8,117.0, 115.7, 101.1, 71.8, 71.7, 71.6, 71.3, 70.6, 69.2, 54.6, 43.6, 37.0, 31.6, 28.5 ppm.

HRMS (ESI): m/zberechnet fiir CeiHoiN1,O1Na [M+Na]*: 1176.6797, gefunden: 1176.6799
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26

2,2',2"-(10-(14-(4-(5-(4-methylpiperazin-1-yl)-1 H,1' H-[2,5'-bibenzo[ d]imidazol]-2'-yl)phenoxy)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3
-azatetradecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-triyl)triessigsdure

101 (16 mg, 0.01 mmol) wurde bei Raumtemperatur in CH,CL/TFA(7/3, pl) gelost. Die Reaktion wurde fiir
18 h geriihrt und im Anschluss wurden die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (C18 Kartusche, ACN + 0.05 % TFA/H,O + 0.05 % TFA, 5-

95 %) gereinigt. 26 (10 mg, 0.01 mmol, 73 %) wurde als gelber Feststoff isoliert.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;): & = 8.34 (s, 1H), 8.17 (d, J=8.3, 1H), 8.02 (d, J=8.5, 1H), 7.70 (d, J=8.3,
1H), 7.52 (d, J=8.7, 1H), 7.22 - 7.09 (m, 2H), 7.02 (d, J=8.7, 1H), 4.29 — 4.14 (m, 2H), 3.87 - 3.76 (m, 2H),
3.69 - 2.99 (bs, 58H), 2.87 (s, 3H), 2.54 (s, 1H) ppm.

3C NMR (400 MHz, DMSO-ds): § = 176.7, 174.9, 160.6, 158.6, 158.4, 158.2, 157.9, 132.7, 129.6, 128.8,
126.9, 122.7, 121.4, 119.0, 116.6, 115.4, 114.2, 72.9, 70.4, 70.3, 70.2, 70.0, 69.3, 67.9, 66.2, 63.5, 53.1, 49.1,

47.9,42.6, 31.5, 28.7, 22.6, 20.9, 19.7, 14.4 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsoHesN11 O [M+H]*: 985.5022, gefunden: 985.5020
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6.2.5. Synthese der DNA-bindenden Sonde 27 iiber Syntheseweg B
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82

76 (160 mg, 0.12 mmol) und 81 (53 mg, 0.13 mmol) wurden bei Raumtemperatur in CH,Cl, (1.2 ml) gel6st.
Der Losung wurde Triethylamin (25 pl, 0.18 mmol) zugegeben und die Losung wurde fiir 2 h geriihrt. Der
Reaktion wurde Wasser zugegeben und die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden iiber Na,SO; getrocknet, gefiltert und das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (5 % CH;OH in CH,Cl,)

gereinigt. 82 (158 mg, 0.09 mmol, 76 %) wurde als gelbes Ol isoliert.

'H-NMR (MHz, CDCL): § = 8.99 (d, J = 7.1 Hz, 1 H), 8.93 (s, 1 H), 8.26 (d, ] = 8.7 Hz, 1 H), 8.17 (d,
J=8.3Hz,1H),8.07 (d,J=8.6 Hz, 1 H), 7.88 (t, ] = 7.8 Hz, 1 H), 7.74 - 7.56 (m, 5 H), 7.42 - 7.29 (m, 15 H),
5.56 (s, 3 H), 5.39 (s, 1 H), 5.05- 5.18 (bs, 6 H), 4.53 — 4.66 (bs, 6 H), 4.37 - 4.52 bs, 6 H), 3.88 - 4.02 (m,
4H), 3.75 - 3.83 (bs, 12 H), 3.66 - 3.72 (bs, 2H), 3.49 - 3.64 (bs, 32H), 3.46 (s, 2H), 3.37 (s, 8 H), 3.23 (4,

J=5.2 Hz, 2H) ppm.

BC NMR (101 MHz, CDCL): § = 166.1, 157.9, 156.5, 144.7, 144.5, 141.2, 136.6, 132.5, 128.5, 128.1, 128.1,
126.8, 126.5, 126.0, 125.5, 123.8, 70.6, 70.4, 70.2, 70.1, 70.0, 69.9, 69.4, 66.6, 64.8, 58.9, 53.5, 50.1, 40.8, 39.7,

31.9,29.7,29.7,29.4,22.7, 14.1 ppm.
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R¢ (10 % CH;0H in CH,CL): 0.7

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CssH116N16023[M+2 H]*": 858.4200, gefunden: 858.3991
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83

82 (26 mg, 0.02 mmol) wurde bei Raumtemperatur in einer Losung aus 33 % (w/w) HBr in AcOH / AcOH
(1/1, 150 pl) vorgelgt und fiir 1.5 h geriihrt. Die Reaktionslésung wurde mit Diethylether versetzt. Der sich
bildene Niederschalg wurde gefiltert, mit Diethylether gewaschen und anschlief}end getrocknet. 83 (27 mg,

quant.) wurde als Trihydrodromid isoliert und ohne weitere Reinigungsschritt verwendet.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir CsoHosN1sO1;Na[M+Na]*: 1335.7037, gefunden: 1335.7028.
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84
80 (44 mg, 0.15 mmol), DIPEA (45 pl, 0.3 mmol) und HATU (27 mg, 0.15 mmol) wurden bei
Raumtemperatur in DMF (300 pl) gelost und fiir 15 min geriihrt. Der Losung wurde eine weitere Losung
aus 83 (77 mg, 0.05 mmol) in DMF (300 pl) zugegeben und die resultierende Losung wurde fiir 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Anschluss unter vermindertem Druck entfernt und
das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt. 84 (46 mg, 0.02 mmol, 31 %) wurde als gelber

Feststoff isoliert.

'H NMR (400 MHz, CD;0D): § =9.19 (s, 1 H), 8.84 (dd, J= 7.1, 1.6 Hz, 1 H), 8.37 - 8.33 (m, 1 H), 8.30
(d, J=8.8, 1.0, 1 H), 8.19 (d, J=8.4, 1 H), 8.04 — 7.96 (m, 4 H), 7.80 - 7.63 (m, 2 H), 4.51 - 4.60 (m, 14 H),

3.85-3.93 (m, 10 H), 3.64 - 3.82 (bs, 15 H), 3.48 - 3.62 (bs, 40 H), 1.81 - 3.16 (bs, 72 H), 1.48 (bs, 81H) ppm.

BC NMR (400 MHz, CD50OD): § 173.0, 172.7, 172.0, 147.6, 144.4, 133.3, 131.8, 128.6, 128.3, 127.4, 127.0,
126.5, 126.2, 124.3, 81.4, 81.3, 70.3, 70.2, 70.1, 70.1, 70.0, 69.9, 69.6, 69.3, 69.0, 64.0, 58.7, 55.9, 55.4, 55.3,

39.5, 38.8, 27.1, 27.0 ppm.
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R¢ (20 % CH30H in CH,CL): 0.35

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Cy14H240N35035[M+3 H]**: 872.9471, gefunden: 872.9466
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27

84 (41 mg, 0.01 mmol) wurde bei Raumtemperatur in CH,CL/TFA (5/1, 400 ul) suspendiert und fiir 48 h
gerithrt. Die Reaktionslosung wurde im Anschluss mit Et;O versetzt und der entstandene Niederschlag
wurde gefilert und mehrfach mit Et,O gewaschen. Im Anschluss wurde das Rohprodukt mehrmals mit
CH,Cl, coevaporiert. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. 27 (40 mg,

quant.) wurde als orangener Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, D,0): 8 = 9.66 (s, 1 H), 8.52 (d, J = 7.3 Hz, 1 H), 8.44 (d, ] = 8.4 Hz, 1 H), 8.28 (d,
J=8.5Hz, 1 H), 8.19 (d, J=3.2 Hz, 2 H), 7.89 (s, 3 H), 7.78 — 7.85 (m, 3 H), 4.35 — 4.545 (m, 20 H), 2.87 -

4.14 (m, 220 H) ppm.
Fir die Aufnahme eines aussagekriftigen "C-NMR-Spektrums wurde zu wenig Substanz isoliert.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir Ci0sH174N2503s[M+3 H]*": 824.7593, gefunden: 824.7601
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6.2.6. Synthese der konjugierbaren Acridin Orange Einheit 91

O
JJN
Br O

87
2-(4-Bromobutyl)isoindolin-1,3-dion

Phthalimid (3000 mg, 20.4 mmol), K,CO; (8450 mg, 61.2 mmol) und Phenyltriethylammoniumchlorid
(464 mg, 2.04 mmol) wurden in Acetone (100 ml) suspendeirt. Der Suspension wurde 1,4-Dibromobutane
(7.2 ml, 61.2 mmol) zugetropft und die Reaktion wurde fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dieser
Zeit wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand wurde in CH,Cl, und
H,O aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert und die vereinten organischen Phasen
wurden {iber Na,SO getrocknet gefiltert und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wunde sdulenchromatographisch (PE/EA = 2/1) iber Silica gereinigt. 87 (5008 mg,

17.8 mmol, 87 %) wurde als weifler Feststoff isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCL): 6 7.86 (dd, J = 5.4 Hz, 3.1 Hz, 2H), 7.74 (dd, ] = 5.5 Hz, 3.0 Hz, 2H), 3.74 (t,

J=6.6 Hz, 2H), 3.46 (t, ] = 6.3 Hz, 2H), 1.99 - 1.77 (m, 4H).[1"")

88

3,6-Bis(dimethylamino)-10-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)butyl)acridin ~ Hydrobromid

34 (555 mg, 2.1 mmol) und 87 (1520 mg, 7.0 mmol) wurde in 1,4-Xylol (17 ml) gelost und die Losung

wurde fiir 48 h unter Reflux erhitzt. Nach dieser Zeit wurde die Reaktionsmischung tiber Celite gefiltert.
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Der gebildete Nierschalg wurde so lange mit Toluol gewaschen, bis das Filtrat farblos war. Das Produkt
wurde mit CH,CL/CH;OH (1/1) vom Celite gewaschen. Nach Entfernung der Losungsmittel unter
vermindertem Druck wurde 88 (1028 mg, 1.9 mmol, 90 %) als roter Feststoff erhalten und wurde ohne

weitere Reinigungsschritte verwendet.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § = 8.76 (s, 1H), 7.90 (d, ] = 9.3 Hz, 2H), 7.84 (t, ] = 1.2 Hz, 4H), 7.23

(dd, J=9.3 Hz, 2.0 Hz, 2H), 6.60 (s, 2H), 4.74 (t, ] = 7.6 Hz, 2H), 3.68 (t, ] = 7,2 Hz, 12H), 1.90 (m, 4H)."°!

89

10-(4-aminobutyl)-3,6-bis(dimethylamino)acridin

88 (600 mg, 1.1 mmol) wurde in CH;OH/CH;CH,OH (3/1, 12 ml) gelost. Der Losung wurde Hydrazin
Monohydrat (664 pl, 8.8 mmol) zugegeben und die Reaktion wurde fiir 6 h bei 80 °C geriihrt. Nach dieser
Zeit wurden die Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch (C18-Kartusche, ACN + 0.05 %, TFA/H,O + 0.05 % TFA, 5 - 95 %) gereinigt. 89

(458 mg, quant.) wurde als roter Feststoff isoliert.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § = 8.81 (s, 1H), 7.95 (s, 2H), 7.29 (dd, ] = 9.3 Hz, 2.0 Hz, 2H), 6.67 (s,
2H), 5.72 (s, 6H), 4.79 (t, ] = 7.6 Hz, 2H), 3.30 (s, 12H), 2.92 (q, ] = 6.6 Hz, 2H), 1.95 (q, J =7.9 Hz, 2H), 1.83
(q, J=8.0 Hz, 2H) ppm.

BC NMR (101 MHz, DMSO-d6): § = 155.9, 143.4, 142.7, 133.5, 117.0, 114.8, 93.2, 46.4, 25.1, 23.5 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet fiir C; HxoNy* = 337.2387; gefunden: 337.2388
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3,6-bis(dimethylamino)-10-(4-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1 ~H-pyrrol-1-
yDbutyl)acridin

89 (360 mg, 0.9 mmol) wurde 0 °C in einer gesdttigten NaHCOs-Losung gelost. Der Losung wurde N-
Methoxycarbonylmalimid (260 mg, 1.1 mmol) zugegeben und die Reaktion wurde 10 Minuten geriihrt. Aus
der Reaktionslosung wurde mittels Gefreirtrocknung das Wasser entfernt. Das Rohprodukt wurde auf
Celite gegeben und das Produkt wurde durch Waschen mit CH,CL/iPrOH (5/1 + 1 % TEA) aus dem
Riickstand gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und 91 (396 mg,

0.7 mmol, 78 %) wurde als roter Feststoff isoliert.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 8 = 8.82 (s, 1H), 7.95 (d, ] = 9.3 Hz, 1H), 7.29 (dd, ] = 9.4, 2.0 Hz, 2H),

7.02 (s, 1H), 6.64 (s, 2H), 4.75 (s, 2H), 3.53 (t, ] = 5.6 Hz, 2H), 3.28 (s, 12H), 1.97 - 1.68 (m, 4H) ppm.

13C NMR (400 MHz, DMSO- ds) 8 = 171.7, 168. 1, 165.7, 155.9, 142.6, 135.0, 117.0, 114.9, 93.0, 52.0, 49.1,
46.0, 26.1, 23.4 ppm.

HRMS (ESI): m/z berechnet for CpsH2oN4O," = 417.2285; gefunden: 417.2293
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6.3. Biologische Experimente

6.3.1. Bakterien- und Zellkultur

6.3.1.1.  Kultivierung von Biofilmen

Fur die Kultivierung der Biofilme wurden drei verschiedene Methoden gewéhlt. Welche Methode bei

welchem Experiment angewandt wurde, ist in der Vorschrift zum jeweiligen Experiment entnehmen.
Methode I: Kultivierung eines Biofilms in einer 96-well Platte

10 ml Kultrmedium wurde mit einer Kryokultur des entsprechenden Bakterienstamms inokuliert und fiir
24 h bei der entsprechenden Temperatur bei 180 rpm in einem Schiittelinkubator inkubiert. Die gewéhlten
Temperaturen fiir die verwendeten Stimme, sowie die verwendeten Kulturmedien sind Tabelle 27 zu

entnehmen.

Tabelle 27: Kulturmedien und Inkubationstemperaturen fiir die verwendeten Bakterienstimme.

Bakterienstamm Kulturmedium Inkubationstemperatur [°C]
P. fluorescens LB-Medium 30
P. aeruginosa LB-Medium 37
S. aureus TSB-Medium 37
E. coli LB-Medium 37

Die erhaltenen Vorkulturen wurden mit frischem Medium auf ODgy = 0.075 verdiinnt und 200 pl der
verdiinnten Vorkulturen wurden in 96-well Platten gegeben. Die befiillten Platten wurden fiir weitere 24 h
bei der entsprechenden Temperatur ohne Riihren inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der Uberstand entfernt
und der Riickstand wurde einmal mit PBS gewaschen um nicht gebundene Bakterien zu entfernen. Die
Biofilme wurden an der Luft getrocknet und die Existenz der Biofilme wurde durch Farbung mit einer 0.1 %
Kristallviolett-Losung bestitigt. Zu diesem Zweck wurden die Biofilme mit 200 ul der Kristallviolett-Losung
fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und der Riickstand wurde

mit Wasser gewaschen. Die Stellen, an denen sich ein Biofilm bildete, blieben violett gefarbt zuriick.
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Methode II: Kultivierung eines Biofilms in einem Mikroreaktionsgefaf3

Die Kultivierung der Vorkultur erfolgte analog zu dem in Methode I beschriebenen Vorgehen. Die
erhaltenen Vorkulturen wurden mit frischen Medium auf ODgyo = 0.075 verdiinnt und 200 ul der
verdiinnten Vorkulturen wurden in Mikroreaktionsgefafie (1.5 ml, nicht behandelte Oberfliche) gegeben.
Die Gefifle wurden verschlossen und um Luftaustausch zu gewihrleisten, wurde in den Deckel mit einer
Kaniile ein Loch gebohrt. Die befiillten Gefidf8e wurden fiir 24 h bei der entsprechenden Temperatur ohne
Rithren inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der Uberstand entfernt und der Riickstand wurde einmal mit
PBS gewaschen um nicht gebundene Bakterien zu entfernen. Die Biofilme wurden an der Luft getrocknet
und die Existenz der Biofilme wurde durch Farbung mit einer 0.1 % Kristallviolett-Losung bestitigt. Zu
diesem Zweck wurden die Biofilme mit 200 pl der Kristallviolett-Losung fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und der Riickstand wurde mit Wasser gewaschen. Die

Stellen, an denen sich ein Biofilm bildete, blieben violett gefarbt zuriick.

Methode III: Kultivierung eines Biofilms auf einem Deckglas

Die Kultivierung der Vorkultur erfolgte analog zu dem in Methode I beschriebenen Vorgehen. Die
erhaltenen Vorkulturen wurden mit frischen Medium auf ODey = 0.075 verdiinnt. Auf den Boden einer
6-well Platte wurde ein Deckglas (1 cm x 1 cm) gelegt und das Glas wurde mit 2 ml der verdiinnten
Vorkultur tiberschichtet. Die befiillten Platten wurden fiir 24 h bei der entsprechenden Temperatur ohne
Rithren inkubiert. Nach dieser Zeit wurde das Deckglas aus der Kultur gehoben und in Wasser getaucht um
nicht gebundene Bakterien zu entfernen. Die Biofilme wurden an der Luft getrocknet und die Existenz der
Biofilme wurde durch Farbung mit einer 0.1 % Kristallviolett-Losung bestitigt. Zu diesem Zweck wurden
die Biofilme mit 200 pl der Kristallviolett-Losung fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und der Riickstand wurde mit Wasser gewaschen. Die Stellen, an denen sich ein

Biofilm bildete, blieben violett gefirbt zuriick.
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6.3.1.2. Zellkultur

20 ml Kulturmedium wurden in einer T75 Flasche mit 10° Zellen einer Kryokultur inokuliert und fiir 5 d
bei 37 °C in einer 5 % CO,-Atmosphire inkubiert. Die gewdhlten Kulturmedien sind Tabelle 28 zu

entnehmen.

Tabelle 28: Kulturmedien und Inkubationstemperaturen fiir die verwendeten Bakterienstimme.

Zellstamm Kulturmedium
CHO 89 vol. % Ham’s F-12 nutrition mix, 10 vol. % FBS, 1 vol. % Gentamicin (c = 5 pg/ml)
THP-1 99 vol. % RPMI-1640 medium, 1 vol. % Gentamicin (¢ = 5 pg/ml)

Wihrend der Kultivierungszeit wurden die CHO-Zellen adhidrent, die THP-1 Zellen verblieben in
planktonischer Form. Fiir weitere Verwendungszwecke wurden die adhdrenten Zellen vom Flaschenboden
gelost. Dafiir wurde zunichst der Uberstand abgesaugt und der Riickstand einmal mit PBS (10 ml) gespiilt.
Um die Zellen abzulosen wurde der Flaschenboden mit einer Accutase-Losung (5 ml) bedeckt und fiir
5 min bei 37 °C inkubiert. Um das Enzym zu deaktivieren wurden der Suspension 5 ml frisches Medium
zugegeben. Die Suspension wurde zentrifugiert (5 min, 300 rcf) und der Uberstand wurde entfernt. Die
Zellen wurden mit frischem Medium resuspendiert und wurden in dieser Form weiterverwendet. Die nicht

gebundenen Zellen wurden ohne weitere Schritte zentrifugiert und analog weiterverwendet.

6.3.2. Bindungsassay zur Bestimmung der DNA Bindefahigkeit

6.3.2.1.  DNA-Bindungsassay mit den molekularen Sonden 23 - 27

In einer 96-well Platte wurden zu 200 ul einer 10 uM Losung der entsprechenden Verbindung eine steigende
Menge an DNA (0, 1, 3, 7, 10 pg) aus einer Stammlosung gegeben. Die Stammlosung wurde erstellt, indem
Lachssperma DNA (Sigma Aldrich) in einer DNA-Puffer-Losung (1mM EDTA, 1mM NaCl, 1 mM Tris,
pH = 7.4) zu einer Konzetration von ¢ = 1 mg/ml gelost wurde. Die resultierenden Losungen wurden fiir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss in einem Cytation 5 plate reader auf Fluoreszenz

untersucht. Die entsprechenden Einstrahlungswellenlingen ergeben sich aus den Absorptionsmaxima
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(Abb. 114 - 118) der jeweiligen Verbindung und sind in Tabelle 29 aufgefiihrt. Alle Experimente wurden
in Triplikaten durchgefiihrt und die dargestellten Ergebnisse entsprechen dem Mittelwert jedes Messpunkts

der entsprechenden Wellenldngen.

6.3.2.2. DNA Bindungsassay mit Nanoartikeln

In einer 384-well Platte wurden zu 10 pl einer Stammlosung der Nanoartikel NP4 und NP5 (in PBS, c =1
mg/ml) eine steigende Menge DNA (0, 1, 3, 7, 10 pg) aus einer Stammlosung gegeben. Die Stammldsungen
wurden analog zu dem jeweils oben beschriebenen Vorgehen hergestellt. Das Gesamtvolumen im well
wurde zu 25 pl eingestellt und die resultierenden Suspensionen wurden fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert inkubiert und im Anschluss in einem Cytation 5 plate reader auf Fluoreszenz untersucht. Die
Einstahlungswellenlinge (A = 360/10 nm) ergab sich aus dem Absorptionsmaximum der Verbindung 26
(Abb. 117). Die Emissionen wurden im Bereich von 381/10 — 650 nm in Schritten von 1 nm aufgenommen.
Alle Experimente wurden in Triplikaten durchgefiihrt und die dargestellten Ergebnisse entsprechen dem

Mittelwert jedes Messpunkts der entsprechenden Wellenldngen.

6.3.3. Zellpermeablititsassays mittels Fluoreszenzmessungen

Fir die Zellpermeabilitatsassys wurden in eine 96 well Platte zunéchst 10* CHO Zellen (kultiviert, wie zuvor
beschrieben) in 200 pl Medium ausgesdt und fiir 3 d bei 37 °C in einer 5 % CO, Atmosphdre inkubiert,
withrend welcher Zeit die Zellen erneut adhirent wurden. Nach der Zeit wurde der Uberstand entfernt und

die Zellen wurden mit PBS gewaschen.

Die préiparierten Zellen wurden inkubiert mit a) 200 pl einer Hoechst 33342-Losung (10 uM), b) 200 ul
einer Losung von 50 (10 pM) und ¢) 200 pl einer Suspension der Partikel NPL5 (¢ = 1 mg/ml). Die Zellen
wurden fiir 10 min bei 37 °C in einer 5 % CO, Atmosphire inkubiert. Im Anschluss wurden die Uberstinde
abgenommen, die Riickstinde mit PBS gewaschen und die Zellen wurden in einem Cytation 5 plate reader

im Hellfeld und unter einem DAPI-Filter (ex / em: 377/50 nm / 447/60 nm) untersucht.
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6.3.4. Biofilminkubationsassays

6.3.4.1.  Biofilminkubation mit Verbindung 26

Ein P. fluorescens Biofilm wurde nach Methode I geziichtet. Der Biofilm wurde mit 200 pl einer Losung aus
26 (50 uM) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Inkubationslosung
entfernt und der Riickstand wurde mit Wasser gewaschen. Im Anschluss wurde der Riickstand durch
Zugabe von 200 pl Ethanol in Losung gebracht. Als Negativkontrolle wurde ein unkultiviertes well analog
behandelt und beide ethanolischen Losungen wurden in einem Cytation 5 plate reader auf Fluoreszenz
untersucht. Die Einstrahlungswellenldnge (A = 360/10 nm) ergab sich aus dem Absorptionsmaximum der
Verbindung 26. (Abb. 117). Die Emissionen wurden im Bereich von 381/10 - 650 nm in Schritten von 1 nm
aufgenommen. Alle Experimente wurden in Triplikaten durchgefithrt und die dargestellten Ergebnisse

entsprechen dem Mittelwert jedes Messpunkts der entsprechenden Wellenldngen.

6.3.4.2.  Biofilminkubation mit Nanopartikeln

Ein P. fluorescens Biofilm wurde nach Methode III geziichtet. Nach der Inkubationszeit von 24 h wurden
dem Inkubationswell 100 pug der Nanopartikel aus einer Stammlosung (¢ = 1 mg / ml) zugegeben und die
Suspension wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Negativkontrolle wurde ein
unbewachsenes Deckglas mit 2 ml LB-Medium {iberschichtet und analog mit den Partikeln behandelt.
Beide Deckglaser wurden aus dem well geborgen und um nicht gebundene Partikel, sowie ungebundene
Bakterien zu entfernen, wurden die Deckgldser in Wasser gewaschen. Die Deckgldser wurden in einem
Cytation 5 plate reader im Hellfeld und unter einem DAPI-Filter (ex / em: 377/50 nm / 447/60 nm)

untersucht.
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6.3.5. Absortions- und Emissionsspektren

Absorptions- und Emissionsspektren wurden aus einer 10 pM Losung der jeweiligen Verbindung
aufgenommen. 200 pl der jeweiligen Losung wurden in eine 96-well Platte gegeben und mit einem Cytation

5 plate reader wurden die Absorptionen von 220 — 650 nm in Schritten von 1 nm aufgenommen.

Die Emissionsspektren wurden aus den gleichen Losungen aufgenommen und Einstrahlungswellenlingen
ergaben sich aus den jeweiligen Absorptionsmaxima (Abb. 114 - 118) der jeweiligen Verbindung. Die

resultierenden Absorptions- und Emissionsmaxima sind in Tabelle 29 aufgefiihrt.

Tabelle 29: Absorptions- und Emissionsmaxima der Verbindungen 23, 24, 25, 26 und 27.

Verbindung Absorptionsmaximum [nm] Emissionsmaimum [nm]
23 358 456
24 439 458
25 346 395
26 361 506
27 358 456

6.3.6. Bakterieninkubation

5 - 10° Zellen einer E. coli-Kultur wurden je in 1 ml einer Losung aus 26 (10 pM in LB-Medium) und
Hoechst 33342 (10 uM in LB-Medium) suspendiert und bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen zentrifugiert und drei Mal mit PBS gewaschen, indem die Bakterien in 1 ml PBS
resuspendiert und zentrifugiert wurden. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen durch Zugabe
von 1 % SDS lysiert und die Lysate wurden in einem Cytation 5 plate reader auf Fluoreszenz untersucht.
Die Einstrahlungswellenlinge (A = 360/10 nm) ergab sich aus dem Absorptionsmaximum der
Verbindung 26. (Abb. 117). Die Emissionen wurden im Bereich von 381/10 — 650 nm in Schritten von 1 nm

aufgenommen.
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6.3.7. Radiomarkierung von Sonde 26*

30 pl einer Stammldsung von 26 (1 mg/ml in 70 Vol% EtOH) wurden in 300 ul HEPES gelost. Diese Losung
wurde mit einer Spritze zu einer ®*Ga-Losung (325 MBq) gegeben. Die Mischung wurde fiir 10 min bei
100 °C inkubiert und im Anschluss wurde die Losung mit 10 ml Wasser verdiinnt, mit einer Spritze
aufgezogen und tiber eine HLB-Kartusche filtriert. Die Kartusche wurde ein weiteres Mal mit 5 ml Wasser
gewaschen. 26* wurde mit 1 ml EtOH von der Kartusche eluiert. Die Reinheit Das erhaltene Produkts

wurde mittels HPLC bestimmt. 26* (194 MBq, 60 %) wurde ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.
HPLC: tz = 10.08 min

6.3.8. Radioinkubation

Fir die Experimente wurden Biofilme der Stimme E. colj, P. fluorescens, P. aeruginosa und S. aureus nach
Methode II kultiviert. Die Biofilme wurden mit 200 pl des entsprechenden Mediums (Tabelle 27) bedeckt.
Zusitzlich wurden in Mikroreaktionsgefifien 5 - 10° CHO-Zellen, sowie 5 - 10° THP-1 Zellen in 200 pl des
entsprechenden Mediums (Tabelle 28) suspendiert. Zu jeder Probe wurde eine steigende Menge der aktiven
Inkubationslosung gegeben (10 — 400 kBq). Die Inkubationslosung wurde durch Zugabe der aktiven Sonde
in inaktive PBS (c = 1 MBq/ml bzw. 10 MBq/ml) erhalten. Die inkubierten Kulturen wurden 20 Minuten
lang bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Losung entfernt und die Kulturen wurden dreimal mit
PBS gespiilt. Zur Bestimmung der Restaktivitit wurde das Biomaterial mit SDS (2 %) bei 37 °C 25 Minuten
lang lysiert. Das Lysat wurde in ein Reagenzglas iiberfithrt und die verbliebenen Aktivititen wurden in
einem y-Zdhler bestimmt. Zur Bestimmung der Hintergrundaktivitit wurden zusétzlich unkultivierte
Mikroreaktionsgefafie mit den gleichen Aktivitdten inkubiert. Das Verfahren mit diesen Gefdflen erfolgte
analog zu dem Vorgehen mit den kultivierten Gefdflen. Um die prozentuale Aufnahmen der Kulturen zu
bestimmen wurde die Gesamtaktivitat der zugegebenen Aktivitdten ebenfalls im y-Zahler bestimmt. Alle
Experimente wurden in Triplikaten durchgefithrt und die dargestellten Ergebnisse entsprechen dem

Mittelwert jedes Messpunkts der entsprechenden Aktivitat.
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6.3.9. Assay zur DNA Quantifizierung

Fiir die Quantifizieruung wurde ein Quant-iT™ (Thermo Fischer) DNA kit benutzt. In einer 96 well Platte
wurden zur Kalibrierung DNA-Losungen mit ¢ = 5- 500 ng-ml"' in Puffer eingestellt (200 pl). Zur
Bestimmung der DNA-Menge in den Lystaen wurden Aliquote von 20 pl mit 180 pl Puffer aufgefiillt.
Kalibrierlosung und Proben wurden 20 pl des Farbstoffes zugegeben. Die Platte wurde 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und in einem Cytation 5 plate reader (BioTech) auf Fluoreszenz untersucht. Die
Emission bei A = 527 nm wurde bei einer Einstrahlungswellenlinge von A = 510 nm detektiert. Die

Konzentration in den Proben ergab sich aus linearen Regression mit der Kalibriergrade.

6.3.10. Inkubation und Bestrahlung eines Biofilms mit Nanopartikeln

Fur diese Experimente wurde ein P. fluorescens Biofilm nach Methode I geziichtet. Den
Inkubationslosungen wurden Partikel NLP4 (c = 0, 10, 50, 100 und 250 pg/ml) aus einer Stammldsung
(in PBS, ¢ = 1 mg/ml) zugegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Ein unbehandelter
und unbestrahlter Biofilm sowie ein unbestrahlter, aber inkubierter (¢ = 250 pg/ml) Biofilm wurden als
Referenz verwendet. Die Platte wurde dann unter eine LED-Konstruktion (bestehend aus 6 LEDs) gestellt
und 180 Minuten mit einer blauen LED (470 mW, Spektrum siehe Abbildung 50 a)) bestrahlt (siehe

Abbildung 50 b)).
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Typical Spectra

Abb 50: a) Emissionsspektrum der verwendeten LEDs; b) und ¢) Aufbau der Bestrahlungsaperatur.

Um die Anzahl der lebenden Bakterien nach der Behandlung zu bestimmen, wurde eine CFU-Bestimmung
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Uberstinde aus dem well genommen und der Riickstand wurde
drei Mal mit PBS gewaschen um ungebundenes Material zu entfernen. Im Anschluss wurden 200 pl frisches
LB-Medium in jedes well gegeben und 30 Sekunden lang kriftig auf und ab pipettiert, um den verbliebenen

Biofilm zu resuspendieren.

Die Biofilme wurden im Verhiltnis 1:8000 fiir die Referenzen und die bestrahlten Biofilme fiir die
Konzentrationen 0 - 50 ug/ml verdiinnt. Die mit den Konzentrationen 100 und 250 pg/ml inkubierten
Biofilme wurden im Verhiltnis 1:1000 verdiinnt. Aus jedem well wurden aliquote von 50 ul auf
LB-Agarplatten ausgestrichen und die Platten wurden fiir 24 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die gebildeten
CFUs wurden gezédhlt. Alle Experimente wurden in Triplikaten durchgefithrt und die dargestellten

Ergebnisse entsprechen dem Mittelwert der jeweils zugegebenen Menge an Partikel.
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8.1.  NMR-Spektren

T T T T
11,5 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 6.0 55
1 (ppm)
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Abb. 52: '"H-NMR- Spektrum von Verbindung 92.
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8.2.  Absorptions- und Emissionsspektren der Verbindungen 23, 24, 25, 26 und 27

Absorptions- und Emissionsspektrum von Verbindung 23
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Abb. 114: Absorptions-(blau) und Emmissionsspektrum (grau) von Verbindung 23.
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Abb. 115: Absorptions-(blau) und Emmissionsspektrum (grau) von Verbindung 24.
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Absorptions- und Emissionsspektrum von Verbindung 25
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Abb. 116: Absorptions-(blau) und Emmissionsspektrum (grau) von Verbindung 25.
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Abb. 117: Absorptions-(blau) und Emmissionsspektrum (grau) von Verbindung 26.
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Absorptions- und Emissionsspektrum von Verbindung 27
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Abb. 118: Absorptions-(blau) und Emmissionsspektren (grau) von Verbindung 27.
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8.3.  Ergidnzende Spektren zu den Radioinkubationsexperimenten
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Abb. 120: Detektierte Aktivitaten der, zu jeder Probe zugegebenen Gesamtmenge Radioaktivitat. Die Hohe der Saulen
reprasentieren die gemittelten Werte von drei voneinander unabhangigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist

angegeben.
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Abb. 121: Kalibriergrade zur DNA-Quantifizierung.
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Abb. 122: Bestimmte Gesamtmenge an DNA [ng] in den Proben. Die Héhe der Sdulen reprasentieren die gemittelten
Werte von drei voneinander unabhéngigen Triplikaten. Die Standardabweichung ist angegeben.
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