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Mittel zum Nachweis esterolytischer und/oder proteolytischer Enzyme tind dafi.ir als Substrate geeignete 
Phenoxy-Aminosaure- und Phenoxy-Peptidester, Verfal'!ren zu deren Herstellung sowie deren Verwendung zur 

Herstellung der erfindungsgemassen Mittel 

In der Diagnostik der Erkrankungen der Niere 
. und des Urogenitaltraktes kommt dem Nachweis 
von Leukozyten im Urin eine grosse Bedeutung 
zu. Bisher wurde dieser. Nachweis mikroskopisch 

: durchgefi.ihrt, indem die Zahl der Leukozyten. die 
· sich in einem bestimmten Urinvolumen befanden, 
unter dem Mikroskop ausgezahlt wurde. Oiese 
.Methode ist jedoch sehr zeitaufwendig, muhevoll 
und ermi.idend und erfordert daruberhinaus den 
Einsatz van geschultem Personal. 

Seit einiger Zeit wird daher versucht, als Nach­
weisprinzip fUr Leukozyten in verschiedenen Kor­
perflUssigkeiten enzymatische Reaktionen heran­
zuziehen, da die Leukoz'{ten ein breitgefachertes 
Enzymspektrum besitzen. 

Mittel zum Nachweis von Leukozyten in Korper­
flUssigkeiten; bei denen die in den Leukozyten 
vorhandene esterolytische und/oder proteolyti­
sche Aktivitat fUr analytische Zwecke ausgenutzt 
werden, sind aus den deutschen Offenlegungs­
schriften 2 826 965 und 2 836 644 bekannt. Sul­
fonphthaleinester bzw. Azo-Farbstoffester werden 
dabei als Substrate fiir die Leukozyten-Esterasen 
und/oder -Proteasen verwendet. Die bei der enzy­
matischen Umsetzung freigesetzten Farbstoffe 
werden nach allgemein bekannten Methoden aus­
gewertet. Die in diesen Schriften beschriebenen 
Mittel sind noch zu unempfindlich. Sie weisen zu 
lange Reaktionszeiten fur die untere Nachweis­
grenze auf, so dass die praktische Anwendung 
noch mit gewissen Nachteilen, vor allem zu Ian­
gen Wartezeiten bei der OurchfUhrung des Testes, 
verbunden ist. 

Verschiedene Methoden fi.ir den Nachweis von 
Proteasen und Esterasen sind auch aus der Histo­
und Cytochemischen Enzymologie bekannt (vgl. 
beispielsweise A.G.E. Pearse, Histochemistry, 
Theoretical and Applied, 3.Ed., Churchill Living­
stone, Edinburgh-London-New York 1968). Im 
Prinzip werden dabei ebenfalls farblose oder 
schwach gefarbte Ester eingesetzt, die durch die 
enzymatische Spaltung zumeist in eine farblose 
Saure und eine ebenfalls farblose Alkohol-(Phe­
nol)-Komponente zerfallen. Letztere wird dann in 
einer der enzymatischen Verseifung folgenden 
Reaktion zu farbigen Produkten umgesetzt, z.B. 
durch Kupplung mit Diazoniumsalzen oder oxida­
tive Reaktion. 

F. Schmalz! und H. Braunsteiner beschreiben 
zum Beispiel in Klin. Wschr. 46, 642 (1968) einen 
spezifischen CytochemischerlLeukozytenestera­
senachweis mit Naphthol-AS-0-Chloracetat als 
Substrat und einem Oiazoniumsalz zur Bildung 
der farbigen Azo-Verbindung. 

Fur ein Mittel zum schnellen und einfachen 
Nachweis von Leukozyten in Korperflussigkeiten, 
wie z.B. im Harn, erwiesen sich Zweikomponen­
ten-Systeme dieser Art als nicht geeignet. Sie rea­
gieren viel zu unempfindlich. Beispielsweise zei­
gen Proben mit 5000 Leukozyten/µI keine Reak­
tion. Daruberhinaus reagieren bekanntlich viele 

5 

10 

75 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

2 

im Harn vorkommende Verbindungen, wie Urobi­
linogen, Stercobilinogen, · Bilirubin und andere, 
mit Diazciniumsalzen. Dies beweisen am besten 
die im Handel befindlichen patentierten Teste fi.ir 
den Nachweis von Urobilinogen oder Bilirubin im 
Harn, die fiir die Nachweisreaktion Oiazoniumsal­
ze verwenden. Die in der literatur fUr den Ester­
ase-Nachweis eingesetzten Oiazoniumsalze zei­
gen die beschriebene Nebenreaktion mit anderen 
Harnbestandteilen und sind z.T. auch wegen ihrer 
Eigenfarbe fUr einen Leukozytentest nicht 
brauchbar. 

Es sind ferner verschiedene Esterase-Nachweis­
prinzipien auf Basis eines Puffers, eines bestimm­
ten Diazoniumsalzes sowie eines geeigneten 
Esters bekannt. Beispielsweise wird in W.J. WIL­
LIAMS et al., Haematology, 2. Ausgabe 1977, Ka­
pitel A25: Leukocyte esterases, Seiten 1633-1636, · 
Naphtholchloracetat in Verbindung mit mehrfach 
diazotieiten Farbstoffen und einem Phosphatpuf­
fer zum Nachweis einer Esterase-Aktivitat be­
schrieben. In dem US-Patent 3 905 872 wird eine 
Kombination von Naphthylphosphat oder Phenyl­
phosphat mit einem Diazoniumsalz zur Bestim­
mung der alkalischen Phosphatase beansprucht. 
All diese vorbekannten Esterase-Nachweissyste­
me haben sich jedoch zum Nachweis der esteroly­
tischen und/oder proteolytischen Enzymaktivitat 
der Leukozyten in Korperflussigkeiten nicht als 
brauchbar erwiesen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es 
nun, ein Mittel zum Nachweis esterolytischer und/ 
oder proteolytischer Enzyme mit einer Kombina­
tion von Estern und Diazoniumsalzen als Reak-

. tionspartner fUr diese Enzyme bereitzustellen, mit 
dem diese auf einfache und leicht zu handhaben­
de Weise in kurzerer Zeit nachgewiesen warden 
konnen und die keine storenden Nebenreaktionen 
mit anderen Bestandteilen der untersuchten Pro­
be aufweisen. 

Oiese Aufgabe wurde dadurch gelost, dass eine 
bestimmte Kombination von geeigneten Estern 
und speziell substituierten Oiazoniumsalzen ein­
gesetzt wird, wobei uberraschenderweise die ver­
wendeten Diazoniumsalze keine Nebenreaktionen 
mit anderen Harnbestandteilen wie beispielswei­
se Bilirubin und Urobilinogen eingehen, sondern 
spezifisch und schnell die bei der Spaltung der 
eingesetzten Ester entstehenden phenolischen 
Komponenten unter Bildung einer farbigen Ver­
bindung kuppeln. 

Die geeigneten Ester mussen gegeni.iber den 
esterolytischen und/oder proteolytischen Enzy­
men hinreichend reaktiv sein, damit sie moglichst 
rasch in die Saure- und Alkohol-Komponente 
(worunter auch Phenole verstanden werden) ge­
spalten werden. Die Ester sind auch so auszuwah­
len, dass die freigesetzten Alkohol-Komponenten 
gut und vollstandig mit den eingesetzten Diazo­
niumsalzen kuppeln. Die Reaktivitat der Diazo­
niumsalze muss durch geeignete Auswahl der 
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Substituenten derart abgestimmt sein, dass zwar 
eine hinreichend rasche Kupplung mit den aus 
den erfindungsgemass verwendeten Estern frei­
gesetzten Alkohol-Komponenten, jedoch keine 
Reaktion mit sonstigen Bestandteilen der Testlo­
sung stattfindet. 

. Gegeristand der .vorliegenden Erfindung sind 
daher Mittel zum Nachweis esterolytischer und/ 
oder proteolytischer Enzyme, insbesondere der in 
den leukozyten vorhandenen Esterasen und/oder 
Proteasen, bestehend aus einem saugfahigen Tra­
ger, einer Filmschicht, einer Pulvermischung, ei- . 
nem lyophilisat, einer Losung oder einer Rea­
genztablette, enthaltend ein geeignetes Esterase­
bzw. Protease-Nachweisprinzip, einen Puffer so­
wie gegebenenfalls weitere ublicherweise ver­
wendete Zusatzstoffe, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Esterase- bzw. Protease-Nachweisprinzip 
eine Kombination aus einem speziell substitu­
ierten Diazoniumsalz und einem geeigneten Ester 
eingesetzt wird, deren Reaktivitat durch geeignete 
Auswahl der Substituenten derart aufeinander ab­
gestimmt wird, dass zwar eine hinreichend rasche 
Kupplung mit der aus dem Ester freigesetzten 
Alkohol-Komponer.ten, jedoch keine Reaktion mit 
sonstigen Bestandteilen der Testlosung erfolgt, 
wobei der Ester aus der Gruppe der Verbindungen 
der allgemeinen Formel II 

Ri 

R;~O--A-8 

Ri~X'J (II), 

R~ 

in der 
R' 1, R' 2, A' 3, R'" die jeweils gleich oder verschie­

den sein konnen, jeweils ein Wasserstoff- oder ein 
Halogenatom, eine niedere Alkyl-, eine niedere 
Alkoxy-, eine Aryl-. eine Aralkyt-, eine Aralkoxy-, 
eine Hydroxy-, eine Carboxy-, eine Carboxy-nie­
der-Alkoxky-, eine Aralkoxycarbonyl-, eine Aralk­
oxycarbonyl-nieder-Alkoxy- eine Nitro- oder eine 
niedere Acylamino-Gruppe oder jeweils zwei be­
nachbarte Substituenten einen gegebenenfalls 
durch Halogen substituierten benzoannellierten 
Rest. 

X' ein Schwefelatom oder eine gegebenenfalls 
durch einen niederen Alkyl-, einen Aryl-, einen 
Aralkyl- oder einen Acylrest substituierte lmino­
gruppe. 

A einen Aminosaure- oder einen Peptidrest, 
B eine in der Peptidchemie ubliche oder davon 

abgeleitete Stickstoffschutzgruppe bedeuten, 
oder der Verbindungen der allgemeinen Formel 

Ill 

(Ill), 

5 

10 

15. 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

60 

65 

3 

4 

in der 
R",, R"2• R"31 R"41 die gleich oder verschieden 

sein konnen, jeweils Wasserstoff, eine niedere Al­
kyl-, eine niedere Alkoxy-, Alkylamino- oder Oial­
kylamino-Gruppe bedeuten, wobei zwei benach­
barte Substituenten auch einen annellierten Ben­
zolring vorstellen konnen, 

A und B die oben angegebene Bedeutung ha­
ben, ausgewahlt wird. 

Geeignet substituierte Diazoniumsalze im Sinne 
der vorliegenden Erfindung sind beispielsweise 
Verbindungen der allgemeinen Formal I 

)=Q+) 
R3~-N=N (I), 

R4 Rs 

in der 
R1 eine · niedere Alkyl-, eine niedere Alkoxy-, 

eine niedere Alkylmercapto-, eine N-Morpholino-, . 
eine N-Thio-morpholino-, eine N-Pyrrolidino-, ei­
ne gegebenenfalls N' -alkylierte N-Piperazino-, ei­
ne N-Piperidino-Gruppe, Halogen oder Wasser­
stoff, 

R3 eine niedere Alkyl-, eine niedere Alkoxy-, 
eine Aryloxy-, eine niedere Alkylmercapto-, Alkyl­
amino-, Dialkylamino-, eine Hydroxy-, eine N-Mor­
pholino-, N-Thio-morpholino-, N-Pyrrolidino-, ei­
ne gegebenenfalls N'-alkylierte N-Piperazino-, 
N-Piperidirio-, Phenylamino-, eine gegebenenfalls 
mit einem niederen Alkyl- oder niederen Alkoxy­
Rest substituierte Phenyl~Gruppe, Halogen oder 
Wasserstoff, 

R2, R41 R5, die gleich oder verschieden sein kon­
nen, jeweils eine niedere Alkyl-, eine niedere Alk­
oxy-, eine niedere Alkylmercapto-Gruppe, Halo­
gen oder Wasserstoff, wobei R1 und R2 zusammen 
einen annellierte_n Benzolring vorstellen konnen, 
und 

X ein stabilisierendes Anion 
bedeuten. 
Die Ester der allgemeinen Formel II und Ill war­

den schnell und vollstandig von Esterasen und/ 
oder Proteasen, beispielsweise von den in den 
neutrophilen Granulozyten vorkommenden Este­
rasen und Proteasen verseift. Die freigesetzten 
Phenolkomponenten reagieren gut, schnell und 
selektiv mit den wenig elektrophilen Oiazonium­
salzen der allgemeinen Formel I. Es !assen sich 
daher nach dem erfindungsgemassen Prinzip sta­
bile und schnell anzeigende Mittel fUr den Nach­
weis von leukozyten in KorperflUssigkeiten her­
stellen. Daruberhinaus hat es sich gezeigt, dass 
sich die erfindungsgemassen Mittel auch ausge­
zeichnet zum allgemeinen Nachweis .proteolyti­
scher Enzyme, wie beispielsweise von Elastase, 
Chymotrypsin oder Trypsin in wassrigen Losun­
gen bzw. in Korperflussigkeiten, wie z.B. Vollblut, 
Serum und Liquor, Pankreassekret oder wassri­
gen Stuhlextrakten eignen. 

Die Diazoniumsalze der allgemeinen Formal I 
sind teilweise bekannte Verbindungen. Derivate, 
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in denen der Substituent R1 und/oder R3 eine 
N-Thio-morpholino-, N-Pyrrolidino-, eine gegebe- • 
nenfalls N'-alkylierte N-Piperazino- oder N-Piperi­
dino-Gruppe vorstellen, sind neue Verbindungen. 
Sie konnen jedoch in Analogie zu den bekannten 
Substanzen nach an sich bekannten Methoden 
hergestellt werden. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel II 
sind in der deutschen Offenlegungsschrift 
2 854 987 beschrieben. 

Die Ester der allgemeinen Formel Ill sind neue 
Verbindungen. Sie konnen hergestellt werden, in­
dem man Verbindung en der allgemeinen Formel 
IV 

(IV}, 

in der 
R" 1, R" 2, R" 3 und R" 4 die oben angegebene 

Bedeutung haben, 
mit Aminosauren und Peptiden der allgemeinen 

Formel V 

HO-A-8 (V), 

in der 
A und B die oben angegebene Bedeutung 

haben, 
bzw. geeigneten realctiven Derivaten hiervon 

nach in der Peptidchemie ublichen Methoden um­
setzt. 

Als reaktive Derivate werden z.B. die Saurechlo­
ride, beziehungsweise die bei der Peptidsynthese 
ublicherweise verwendeten Mischanhydride, bei­
spielsweise mit Chlorameisensaureethylester, 
oder Aktivester eingesetzt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden An­
meldung sind daher die neuen Ester der allgemei­
nen Formel Ill sowie deren Verwendung zur Her­
stell ung von Mitteln zum Nachweis esterolyti­
scher und/oder proteolytischer Enzyme. 

Unter Halogen in der Definition van R1, R2, R31 R4 
und R5 bzw. R' 1, R' 2, R' 3 und R' 4 ist Fluor, Chlor, 
Brom und Jod, vorzugsweise Chlor und Brom zu 
verstehen. 

Die niedere Alkyl-, Alkoxy-, Alkylmercapto-, Al­
kyl- und Dialkylamino-Gruppen in den Definitio­
nen van R1 - R51 R' 1 - R' 4 sowie R" 1 - R" 4 enthal­
ten 1 bis 5, vorzugsweise 1 bis 3 Kohlenstoffato­
me, wobei die entsprechenden Methylreste ganz 
besonders bevorzugt sind. 

Als stabilisierendes Anion X ist Tetrafluorobo­
rat, Tetrachlorozinkat bzw. Perchlorat bevorzugt. 

Unter einer Aralkoxygruppe in der Definition 
von R' 1, R' 2, R' 3 und R' 4 sowie einer Aralkylgruppe 
in der Definition von X' sind z.B. durch Oxy-nie­
der-Alkyl bzw. niedere Alkylreste substituierte 
Phenyl- und Naphthylgruppen zu verstehen, wo­
bei der Alkylrest 1 bis 5, vorzugsweise 1 bis 3 
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Kohlenstoffatome enthalt. Besonders bevorzugt 
sind der Benzyloxy-bzw. der Benzylrest. 

Als niedere Acylaminogruppe von R'1, R'2, R'3 
und R' 4 kommen die Amidgruppierungen der nie­
deren aliphatischen Carbonsauren mit 1 bis 5, 
vorzugsweise 1 bis 3 Kohlenstoffatomen, in Frage. 
Besonders bevorzugt ist der Acetylaminorest. 

Als Acylrest in der Definition von X' kommen 
die Reste aliphatischer Carbonsauren mit 1 bis 5, 
vorzugsweise 1 bis 3 Kohlenstoffatomen, oder 
auch aromatischer Carbonsauren, wie beispiels­
weise der Benzee-oder Naphthoesauren, in Frage. 
Besonders bevorzugt sind Acetyl- und Benzoyl­
reste. 

Unter einem Aryl- bzw. Aralkylrest in der Defin­
ition von R'1, R'2, R'31 R'4 und X' sind vorzugswei­
se die Phenyl- oder Naphthylgruppe bzw. der 
Benzylrest zu verstehen. 

Als Aminosaurerest in der Definition von A 
kommen vorzugsweise die Reste der naturlichen 
a-Aminosauren in ihrer L- oder 0-Form oder auch 
in ihrer racemischen Form, in Frage. Besonders 
bevorzugt sind die Reste von Glycin, Alanin, Valin, 
Leucin, lsoleucin, Phenylalanin und Tyrosin, wo­
bei jeweils die L-Form ganz besonders bevorzugt 
ist. Gegebenenfalls vorhandene freie Hydroxy­
gruppen konnen acyliert, vorzugsweise acetyliert, 
sein. 

Unter einem Peptidrest in der Definition van A 
sind z.B. Di-, Tri-, Tetra- und Pentapeptide, vor­
zugsweise Di- und Tri peptide, zu verstehen, wobei 
als Aminosaure-Komponenten vorzugsweise die 
oben erwahnten Aminosauren Verwendung 
finden. 

Als in der Peptidchemie ubliche Stickstoff­
schutzgruppe in der Definition von B sind z.B. 
Acyl-, Oxycarbonyl-, Thiocarbonyl-, Sulfonyl-, Sul­
fenyl-, Vinyl-, Cyclohexenyl-, Phosphoryl- oder 
Carbamoyl-Gruppen zu verstehen. 

Die erfindungsgemass verwendeten Diazo­
niumsalze der allgemeinen Formel I und die Ester 
der allgemeinen Formel II und Ill werden in Kon­
zentrationen von 10- 4 mol/I bis 10- 1 mol/I vor­
zugsweise 10- 3 mol/I bis 10- 2 mol/l lmpragnier­
losungs-Beschichtungsmasse oder zu untersu­
chende FIUssigkeit eingesetzt. 

Ein weiterer Bestandteil des erfindungsgemas­
sen Mittels zum Nachweis proteolytischer Enzyme 
und insbesondere der leukozyten-Proteasen ist 
ein geeignetes Puffersystem. Hierzu kommen z.B. 
Phosphat-, Borat-, Barbiturat-, Tris-(hydroxyme­
thyl)-aminomethan-( =Tris), 2-Amino-2-methyl­
orpandiol-1,3- ( =Amedlol)- oder Aminosaure-Puf­
fer in Frage; wobei pH-Wert und Kapazitat so ge­
wahlt werden mussen, dass sich in der Messlo­
sung bzw. auf dem Teststreifen ein pH-Wert von 
6-10, vorzugsweise von 7-9, einstellt. 

Ein weiterer Bestandteil des erfindungsgemas­
sen Mittels fiir den Nachweis proteolytischer En­
zyme kann ein Netzmittel sein, da hierdurch eine 
homogenere Farbverteilung und z.T. brillantere 
Farben erzielt werden konnen. Es konnen katio­
nen-, aber auch anionenaktive, sowie amphotere 
und nichtionogene Netzmittel in Konzentrationen 
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von 0,05-2% {w/v), vorzugsweise 0,1-1% (w/v) 
eingesetzt werden. ·· 

Als weiterer Bestandteil des erfindungsgemas­
sen Mittels kann als Stabilisator ein Phosphor­
bzw. Phosphonsaureamid der allgemeinen For­
mel VI dienen 

Rs 
I 

R7 -P = 0 
I 
Rs 

(VI), 

~d~ . 
Rs eine Oialkylamino-, eine Alkoxy-, eine Aryl­

oxy-, eine Alkyl- oder elne Arylgruppe oder einen 
N-Morpholinrest und 

R7 und R8 eine Oialkylaminogruppe oder einen 
N-Morpholinrest bedeuten. 

Als Alkoxy- bzw. Alk"{lgruppe in der Definition 
van Rs kommen Kohlenwasserstoffreste bis 10 · 
Kohlenstoffatomen in Frage. 

Unter Aryl- bzw. Aryloxygruppe in der Defini­
tion van Rs sind gegebenenfalls durch Halogen, 
· niedere Alkyl- oder Alkoxygruppen substituierte 
Phenyl· oder Napthylreste zu verstehen. 

Mit Hilfe der Verbindungen der allgemeinen 
Formel VI gelingt eine erstaunliche Stabilisierung 
der Rezepturen. 

Die Phosphor- und Phosphonsaureamide der 
allgemeinen Formel VI sind bekannte Verbindun­
gen, sie finden z.B. in der deutschen Auslege­
schrift 2 235 127 Anwendung als Stabilisatoren 
van Teststreifenrezepturen, die auf der Basis eines 
Peroxidasenachweises arbeiten. 

Die Stabilisatoren des Phosphor- und Phos­
phonsaureamid-Typs der allgemeinen Formel VI 
werden der wassrigen oder bevorzugt der organi­
schen lmpragnierlosung in Konzentrationen von 
1-20% (w/v), vorzugsweise 5-15% {w/v), zuge­
setzt. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass 
die Reaktionszeiten des erfindungsgemassen dia­
gnostischen Mittels zum Nachweis proteolyti­
scher Enzyme, insbesondere proteolytischer Leu­
kozytenenzyme, erheblich verkurzt werden kon­
nen. wenn zusatzlich zu den Diazoniumsalzen, 
Estern und bisher angefuhrten Hilfsstoffen ein 
oder mehrere Aktivatoren eingesetzt werden. Als 
fUr das erfindungsgemasse Mittel geeignete Akti­
vatoren haben sich die in der deutschen Patentan­
meldu ng P-2 905 531.0 beschriebenen und bean­
spruchten Verbindungen erwiesen. 

Die Aktivatoren werden in Konzentrationen van 
0,5-10%, vorzugsweise 1-5% (w/v), in der lmpra­
gnierlosung eingesetzt. 

Zur Herstellung des erfindungsgemassen Mit­
tels werden z.B. saugfahige Trager, vorzugsweise 
Filterpapier. Cellulose oder Kunstfaservliese, mit 
Losungen der erforderlichen, ublicherweise zur 
Herstellung van Teststreifen verwendeten Rea­
genzien (Substrat, Puffer, gegebenenfalls Netzmit­
tel) in leichtfluchtigen Losungsmitteln, wie z.B. 
Wasser, Methanol, Ethanol oder Aceton, impra­
gniert. Dies geschieht zweckmassig in zwei ge-
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trennten Schritten: Zunachst wird mit einer wass­
rigen Losung impragniert, die den Puffer und an­
dere wasserlosliche Zusatzstoffe enthalt. Danach 
wird mit einer Losung der Protease-Substrate der 
allgemeinen Formel II bzw. Ill, Diazoniumsalzen 
der allgemeinen Formal I und Aktivatoren impra­
gniert. Die lmpragnierung kann jedoch auch in 
einer anderen Reihenfolge bzw. mit einer anderen 
Zusammensetzung der beiden lmpragnierlosun­
gen durchgefi.ihrt werden. 

Die fertigen Testpapiere konnen als solche ver­
wendet werden oder in an sich bekannter Weise 
an Griffen angeklebt oder vorzugsweise zwischen 
Kunststoffen und feinmaschigen Netzwerken ge­
mass DE-C-2118 455 eingesiegelt warden. 

Zur Herstellung filmbeschichteter Teststreifen 
warden samtliche Reagenzien in die Losung oder 
Dispersion einer filmbildenden Substanz, wie z.B. 
Polyvinylester oder Polyamid, eingetragen und 
homogen vermischt. Das Gemisch wird in dunner 
Schicht auf einen Kunststofftrager gestrichen und 
getrocknet. Die erfindungsgemassen filmbe­
schichteten Teststreifen werden nach dem Trock­
nen geschnitten und konnen als solche verwendet 
werden oder in an sich bekannter Weise an Griffen 
angeklebt werden oder z.8. zwischen Kunststoffen 
und feinmaschigen Netzwerken gemass OE-C-
2 118 455 eingesiegelt werden. 

Oas erfindungsgemasse diagnostische Mittel 
zum Nachweis proteolytischer Enzyme, insbeson­
dere der Leukozyten-Proteasen, in Form von Pul­
vermischungen oder ReagenZtabletten !asst sich 
herstellen, indem die oben angefUhrten Bestand­
teile des Testes mit ublichen galenischen Zusatz­
stoffen versetzt und granulierl werden. Zusatzstof­
fe dieser Art sind z.B. Kohlenhydrate, wie z.B. 
Mono-, Oligo- oder Polysaccharide, oder Zuckeral­
kohole, wie z.B. Mannit, Sorbit oder Xylit, oder 
andere losliche inerte Verbindungen, wie Poly­
ethylenglykole oder Polyvinylpyrrolidon. Die Pul­
vermischungen oder Reagenztabletten weisen im 
allgemeinen ein Endgewicht van ungefahr 50-
200 mg, vorzugsweise 50-SO mg, auf. 

Zur Herstellung van Lyophilisaten im Gesamt­
gewicht van jeweils etwa 5-20 mg, vorzugsweise 
etwa 10 mg, wird eine Losung gefriergetrocknet, 
die neben samtlichen fUr den Test benotigten Rea­
genzien ubliche Gerustbildner, wie z.B. Polyvinyl­
pyrrolidon, und evtl. weitere Fullstoffe, wie z.B. 
Mannit, $orbit oder Xylit, enthalt. 

Das erfindungsg.emasse diagnostische Mittel in 
Form einer Losung enthalt vorzugsweise samtli­
che fUr den Test benotigten Reagenzien. Als Lo­
sungsmittel kommen Wasser oder Gemische van 
Wasser mit einem wasserloslichen organischen 
Losungsmittel, wie z.B. Methanol, Ethanol, Aceton 
oder Dimethylformamid, in Frage. Aus Haltbar­
keitsgrunden kann es vorteilhaft sein, die fUr den 
Test benotigten Reagenzien auf zwei oder mehr 
Losungen zu verteilen, die erst bei der eigentli­
chen Untersuchung zusammengegeben werden. 
Die so hergestellten diagnostischen Mittel ermog­
lichen es, nach Eintauchen in die zu untersuchen­
de oder nach Zugabe zur betreffenden Korperflus­
sigkeit die Anwesenheit proteolytischer Enzyme, 
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insbesondere der Leukozyten-Proteasen, rasch 
und einfach uber eine Farbbildung nachzuweisen, 
die visuell oder photometrisch, z.B. remissions­
photometrisch oder in der Ki.ivette, beurteilt wer­
den kann. Da die Aktivitat der Leukozyten-Protea­
sen pro Zelle als eine im wesentlichen konstante 
Grosse angesehen werden kann, lasst sich aus der. 
lntensitat der Farbbildung die Leukozytenkonzen­
ti-ation der untersuchten Korperfli.issigkeit ermit­
teln. Dabei werden mit dem erfindungsgemassen 
diagnostischen Mittel sowohl intakte als auch ly­
sierte. Leukozyten erfasst. da die Aktivitat der Leu­
kozyten-Proteasen auch nach der Lyse der Leuko­
Zyten voll erhalten bleibt. Ein Lysefehler tritt folg­
lich nicht auf. 

Beispiel 1 
Filterpapier (z.8. Schleicher & Schull 23 SL) wird 

nacheinander mit den folgenden Losungen impra-

0 039880 

5 

10 

15 

gniert und dann bei 60 cc getrocknet: 20 

Losung 1 
0,2 molarer Boras-Salzsaure-Puffer pH 8 
10% Phosphorsauretrimorpholid 

Losung 2 
2 x 10- 3 mot/I Substrat 
10- 2 mol/I Diazoniumsalz 
gelost in Aceton/1-Decanol 98:2 

Substrate 
S 1 : 3-[N-(Toluol~4'-sulfonyl)-L-alanyloxy]-indol 
S 2 : 3-(N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy]-1-
methoxy-naphthalin 
S 3 : 1-(N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy]-4-
methoxy-naphthalin 
S 4 : 1-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy)-4-iso-
propoxy-naphthalin . 
S 5 : 1-[N-(Toluol-4' -sulfonyl)-l-alanyloxyJ-4-pent­
oxy-naphthali n 
S 6 : 1-(N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy]-3-di­
methylamino-benzol 
S 7 : 1-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy)-3-di­
ethylamino-benzol 
S 8 : 1-[N-{Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy)-3,5-di­
methoxy-benzol 
S 9 : 1-{N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy)-3-me­
thyl-5-methoxy-benzol 

Oiazoniumsalze 
D 1 : 2,4-Dimethoxy-benzoldiazonium-tetrafluoro­
borat 
D 2 : 4-Methoxy-naphthalin-1-diazonium-tetra-
fluoroborat · 
D 3 : 2,5-Dimethoxy-4-dimethylamino-benzoldia­
zonium-tetrafluoroborat 
D 4 : 4-0imethylamino-benzoldiazonium,tetra­
fluoroborat 

Man erhalt Papiere, welche beim Eintauchen in 
leukozytenhaltige Harne 100 Leukozyten/µ1 in ca. 
3 Minuten mit den in der Tabelle aufgefUhrten 
Farben anzeigen. Die BeurteHung kann auch re­
missionsphotometrisch erfolgen. 
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Substrat Oiazonium- Farbe 
salz 

s 1 01 rot-braun· 
s 1 02 rot-braun 
s 1 03 blau-grau 
s 1 04 gri.in 

52 0·1 rot 
S2 02 hell rot 
S2 03 violett 
52 04 lila 

S3 0 1 rot-violett 
53. 02 violett 
53 03 blau-grau 

54 01 Iii a 
55 01 lila 
56 01 hell rot 
57 01 hell rot 
SS 01 rot-violett 
59 0 1 rot-braun 

Beispiel 2 
Filterpapier wird nacheinander mit den folgen­

den Losungen impragniert und bei 60 °C ge­
trocknet. 

Losung 1 
0, 1 molarer Borat-Puffer pH 8 

Losung 2 
2 x 10- 3 mol/l 2-Methoxy-4-(N-morpholino)-ben­
zoldiazoniumtetrachlorozinkat 
2 x 10- 3 mol/I Substrat° 
10% Phosphorsauretrimorpholid 
in Ethanol/1-0ecanol 98:2 

*Substrat 
A: 3-(N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy]-indol 
B: 3-[N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)-5-methyl­
indol 
C: 3-[N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy]-7~methyl­
indol 
0: 3-[N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)-4-chlor­
indol 
E: 3-[N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)-S-brom­
indol 
F: 3-(N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy)-indol 
G: 3-(N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alan.yloxy)-5-meth­
oxy-indol 
H: 3-(N-(4' -acetamidobenzolsulfonyl)-L-alanyl­
oxy]-indol 
I: 3-(N-(4- methoxytosyl)-L-alanyloxy)-indol 
K: [N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy)-benzol 
L: 1-[N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyoxy]-naphtha­
lin 
M: 1-[N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxyl -3-meth. 
oxy-benzol 

Mit den so erhaltenen Reagenzpapieren !assen 
sich in leukozytenhaltigen Harnen 100 Leukozy­
ten/µI nachweisen. 

I . 
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Reagenzpapiere mit vergleichbarer Reaktivitat 
I assen sich auch erhalten, wenn man anstelle 'des 
oben genannten Diazoniumsalzes 
2-Methoxy-4-(N-pyrrolidino)-benzoldiazonium-te­
trafluoroborat 
2-Methoxy-4-(N-pipericir10)-benzoldiazonium-te-

trafluoroborat . 
·2,6-Di-methoxy-4(N-morpholino)-benzoldiazo­
nium-tetrafluoroborat 
4-Methoxy-2-(N-morpholino}-benzoldiazonium­

tetrafluoroborat 
2-Methoxy-4-[N (N'-methyl)-piperazino)-benzoldia­
zoniumtetrafluoroborat 
2-Methoxy-4-(N-thiomorpholino)-benzoldiazo- . 
n iu m-tetrafluoroborat 

Beispiel 3 
Es werden folgence Stammlosungen herge­

stellt: 

5 

·· ... 

10 

15 

20 

12 

Losung 1 
2 x 10- 3 mol/11-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyl­
oxy]-4-isopropoiey-naphthalin 
10- 2 mol/I 2,4-Dimethoxy-benzoldiazonium-tetra­
fluoroborat 
in Aceton/1-Decanol 98:2 

Losung 2 
0,2 molarer Borax-Salzsaure-Puffer 
· 10% Pliosphorsauretrimorpholid 

Nachdem jeweils entweder zu Losung 1 oder zu 
Losung 2 die unten aufgefuhrten Aktivatoren in 
den dort angegebenen Konzentrationen zugefUgt 
worden sind, wurden Filterpapiere mit den Losun­
gen 1 und 2 getrankt und jeweils bei 60 °C ge­
trocknet. 

Bei der Ober-prufung in isotonischer Kochsalzlo­
sung mit 300 leukozyten/µI reagierten die Teste 
in den angegebenen Zeiten. 

Aktivator mg Aktivatorzusatz zu Reaktionszeit 
20 ml von 
Losung 1 Losung 2 [sec] 

ohne 
4-Azafluoren 33 
Benzo-(h)-chinolin 36 
Chin in 33 
1,2-Bis-4-pyridyl-ethylen 37 
1-Decanol 400 
1-Tetradecanol 400 

BE!ispiel 4 

Nitroprussid-natrium 
Kaliumhexacyanoferrat-(11) 

Filterpapier wird mit den folgenden Losungen 
getrankt und nach dem Tranken jeweils bei 60 °C 
getrocknet. 

Losung 1 
2 x 10- 3 mol/I 3-(N-Toluol-4'-sulfonyl-L-alanyl­
oxy}-indol 
2 x 10- 3 mol/I 2-Methoxy-4-morphplino-benzol­
diazoniumtetrachlorozinkat 
in Aceton/1-Decanol 98:2 

Losung 2 
0,2 molarer Borax-Salzsaure-Puffer pH 8 
10% Phosphorsauretrimorpholid 

In einem weiteren Ve;such wurde in Losung 2 
Phosphorsauretrimorpholid weggelassen. 

Die Muster mit Phosphorsauretrimorpholid 
biieben nach einer Belastung mit 60 °C uber 2 
Tage unverfarbt und lieferten mit leukozytenhalti­
gen Losungen gute Reaktionen. Die Muster ohne 
Phosphorsauretrimorpholid zeigen graue Verfar­
blingen. 

Beispiel 5 
In bekannter Weise wurde eine Reagenztablette 

hergestellt, die folgende Komponenten enthielt: 
2 mg 3-(N-Toluol-4' -sulfonyl-L-alanyloxy)-indol 
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31 
40 

54 
17 
8 

32 
34 

5 
4 

38 
30 

2 mg 2-Methoxy-4-(N-morpholino)-benzol-diazo­
niumtetrachlorzinkat 
1,5 mg Kaliumdihydrogenphosphat 
30 mg Dinatrium-hydrogenphosphat-dihydrat 
20mg Mannit 

Diese Tablette wurde in 2 ml leukozytenhaltigen 
Harn aufgelost und gut durchmischt. Bei Anwe­
senheit von Leukozyten trat eine Rotviolettfar­
bung auf. 

100 Leukozyten konnten so in ca. 2 Minuten 
nachgewiesen werden. 

Wurde der Urin vor der Tablettenzugabe und 
wahrend der Reaktion auf 37 °C temperiert, so 
konnten in der gleichen Zeit 20 Leukozyten nach­
gewiesen werden. 

Beispiel 6 
1-(N-(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy)-3,5-dimeth­
oxy-benzol 

Zur Umsetzung nach dem Aktivester-Verfahren 
werden 14,6 g (0,06 Mol) N-(Toluol-4-sulfonyl):.L­
alanin und 12.2 g (0,09 Mol) N-Hydroxy-benzotria­
zol in 300 ml abs. Essigester gelost, auf O °C abge­
kuhlt und mit 12.4 g (0,06 Mol) Dicyclohexylcarbo­
diimid versetzt. Zur Bildung des Aktivesters ruhrt 
man 2 Stunden bei 0 °C, dann weitere 2 Stunden 
bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 6.2 g (0,04 
Moll 3.5-Dimethoxyphenol und 5.5 ml (0,04 Mol) 

i 
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'Triethylamin wird das Gemisch 15 Stunden bei. 
Raumtemperatur geruhrt. Der gebildete N,N'-Oi­
cyclohexylharnstoff wird abgesaugt. Das Filtrat" 
wird im Vakuum bei maximal 50 °C Badtempera­
tur eingeengt. Der Ruckstand wird in 200 ml Essig­
ester aufgenommen und nacheinander je dreimal 
mit je 100 ml 5%-iger Zitronensaure und dann 
entsprechend rnit je 100 rnl 5%-iger Natriumhy­
drogencarbonatlosung gewaschen. Die organi­
sche Phase wird nach Trocknen mit Natriumsulfat 
im Vakuum eingedampft. Das olige Rohprodukt 
wird saulenchromatographisch an einer Kieselgel­
saure rilit einem Toluol-Essigester-Gemisch (4: 1) 
gereinigt. Nach Einengen der entsprecheriden ge­
sammelten Fraktionen wird der Ruckstand in we­
nig Methylenchlorid gelost und durch Zugabe von 
Ether ausgefallt. Es ergeben sich 
5.8 g (38%) 1-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyl­
oxy]-3,5-dimethoxy-benzol, farblose Kristalle, 
Schmp. 110 °C 

a ~ : - ~2.5° (c = 1 %, Aceton) 

In analoger Weise erhiilt man durch Reaktion 
von N-(Toluol-4-sulfonyl)-L-alanin mit den ent­
sprechend substituierten Phenolen oder Naphtho­
leri die folgenden Substanzen: 

6.1 [N -(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy]-benzol, 

farblose Kristalle, Schmp. 113 °C 

a ~ : - 63~8" (c = 1 %. Aceton) 

6.2 1-[N -(Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy]-3-dime­
thylamino-benzol 

farbloses, amorphes Pulver 

a ~ : - 36.6° {c = 1 %, Methanol) 

DC: Fertigplatte Kieselgel 
(Laufmittel: Toluol-Oioxan 2:1, Oetektion: UV, 
R,.-Wert: 0,68) 

6.3 1-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy]-3-meth­
oxybenzol 

farblose Kristalle, Schmp. 60-61 °C 

a ~ : - 62.9° (c = 1 %, Methanol) 

6.41-(N-{Toluol-4' -sulfonyl)-L-alanyloxy]-naphtha­
lin 

farbloses viskoses 01 

a ~ : - 27.3° {c = 1%, Methanol) 

DC: Fertigplatte Kieselgel 
(Laufmittel: Toluot-Dioxan 4:1, Detektion: UV, 
R,.-Wert: 0,53) 

6.5 1-(N -(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy)-4-meth­
oxynaphthalin 

farblose Kristalle, Schmp. 136 °C 

a 2g : - 42.6° (c = 1 %, Aceton) 
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6.6 1-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy)-4-isoprop­
oxynaphthalin 

farblose Kristalle, Schmp. 93-96 °C 

a 2g : """- 38.0° (c = 1 %, Acet?nl 

6.7 1-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy]-4-pent­
oxynaphthalin 

farblose Kristalle, Schmp. 87 °C 

a ~ : - 36,9° (c = 1 %, Aceton) 

6.8 1-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy]-3-di­
ethylamino-benzol 

farblose Kristalle, Schmp. 83-84 °C 

a ~ : - 59,4° (c = 1 %, Methanol) 

DC: Fertigplatte Kieselgel 
(Laufmittel: Xylol-Methylethylketon 1: 1 
R,.-Wert: 0,68) 

6.9 1-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy]-3-me­
thyl-5-methoxy-benzol 

farblose Kristalle, Schmp. 79-81 ~c 

a ~ : 62,2° (c = 1 %, Methanol) 

. DC-: Fertigplatte Kieselgel 
· (Laufmittel: Chloroform-Methanol 20:1 

RF·Wert: 0,79) 

Beispiel 7 
2-[N-(Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyloxy)-4-methoxy­
naphthalin 

Losung 1 
Zur Herstellung des Saurechlorids nach der Ein­

stufen-Methode werden 19,44 g (0,08 Mol) N-(To­
luol-4-sulfonyl)-L·alanin in 100 ml abs. Oimethyl­
formamid gelost und auf - 20 °C abgekuhlt. Dann 
werden unter Ruhren und Kuhlen 5,81 ml (0,08 
Mol) Thionylchlorid zupipettiert und das Reak­
tionsgemisch 30 Minuten im Kaltebad bei - 20 °C 
belassen. 

Losung 2 
Zu einer Losung von 6,96 g (0,04 Mol) 4-Meth­

oxy-naphthol-2 in 50 ml abs. Dimethylformamid 
werden 11,0 ml (0,08 Mol) Triethylamin gegeben. 
Das Gemisch wird auf - 20 °C abgekuhlt. 

!Jmsetzung 
Man giesst Losung 1 zu Losung 2 ~nd ruhrt 

unter Wasserausschluss ca. 4 Stunden bei 
- 20 °C, danach belasst man das Gemisch uber 
Nacht im Kuhlschrank. 

Zur Aufarbeitung wird die Reaktionslosung im 
Vakuum bei maximal 50 °C Badtempera~~r a!nge­
engt. Der Ruckstand wird in ca. 150 ml Essigester 
aufgenommen und nacheinander je dreimal mit je 
lOO ml 5%-iger Zitronensaure und dann ·mit je 
100 ml 5%-iger Natriumhydrogencarbonatlosung 
gewaschen. Nach Trocknen mit Natriumsulfat 
wird die organische Phase im Vakuum einge­
dampft. Oas Rohprodukt wird saulenchromato-

I 
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graphisch an einer Kieselgelsaule mit einem To­
luol-Essigester-Gemisch (4:1) gereinigt. Nach E~n­
engen der entsprechenden gesammelten Fraktio­
nen im Vakuuni wird der Ruckstand in wenig Me­
thylenchlorid gelost und dann mit einem Ether­
Ligroin-Gemisch (1:2) gefallt. Es werden erhalten 

2.8 g (18%) 2-(N-{Toluol-4'-sulfonyl)-L-alanyl- · 
oxyl-4-methoxy-naphthalin 
farblose Kristalle, Schmp. 119 °c 

a ~ : - 57.9° (c = 1 %, Aceton) 

Beispiel 8 
2-Methoxy-4-(N-morpholino)-benzoldiazonium­

tetrachlorozinkat 
5-Chlor-2-nitroanisol wird mit 1,5-fachem mola­

rem Oberschuss an Morpholin in Toluol als Lo­
sungsmittel durch mehrstundiges Erhitzen am 
Ruckfluss (10-14 Stunden) umgesetzt. Die Umset­
zung kann auch zweckmassigerweise in Morpho­
lin als Losungsmittel durchgefUhrt werden. Hierzu 
wird das 5-Chlor-2-nitroanisol mit dem 5- bis 10-
fachen Volumen an Morpholin versetzt. Eventuell 
entmethyliertes Produkt wird durch Schutteln mit 
Natronlauge· abgetrennt oder durch Umsetzen mit 
Diazomethan nachmethyliert. 

Die erhaltene Nitroverbindung wird in ublicher 
Weise mit Palladium/Kohle in Methanol oder 
Zinn-(11)-chlorid in Salzsaure zum Amid reduziert 
und dieses dia2otiert. Die Diazoniumverbindung 
wird in bekannter Weise in salzsaurer !..osung 
durch Zugabe konzentrierter Zinkchloridlosung in 
das Tetrachlorozinkat oder durch Zugabe van Te­
trafluoroborsaure in das Tetrafluarobarat uber­
fuhrt und als solches isaliert. 

Fp. 170-172 °C (Tetrachlarazinkat) 
166-168 °C ITetrafluoraborat) 

Beispiel 9 
4-Methoxy-2-(N-morpholino)benzoldiazonium-te­
trafluoroborat 

18,76 g (0,1 Mal) 3-Chlor-4-nitroanisol, Fp. 
52 °C, werden mit87, 1 g (1 Mol) Morpholin 4Stun­
den unter Ruckfluss erhitzt. Danach kuhlt man auf 
Raumtemperatur, gibt zur Reaktionslosung 100 ml 
Eiswasser, saugt das abgeschiedene, gelbe Reak­
tionsprodukt ab, wascht mit eisgeki.ihlter 10%iger 
Essigsaure und trocknet das erhaltene Material 
bei 60 °C im Vakuum. Es resultieren 19,5 g Ge­
misch aus N-(3-Hydroxy-6-nitrophenyl)-morpho­
lin und N{3-Methoxy-6-nitraphenyl)morpholin. 
Man lost dieses Produkt in Methylenchlorid und 
gibt eine etherische Losung van Diazamethan zu. 
Nach zweitagigem Stehen. bei Raumtemperatur 
wird das uberschi.issige Oiazomethan durch Zu­
tropfen von 2N Essigsaure zerstort, die organische 
Phase mehrmals mit 2N Natronlauge durchge­
St.:h-Jttelt und das Losungsmittel im Vakuum abge­
dampft. Man erhalt 19, 1 g (= 80,2%) N-13-Meth­
oxy-6-nitrophenyl)morpholin, Fp. 84-86 "C. An­
schliessend wird diese Substanz in 250 ml Meth­
anol suspendiert und nach Zugabe von 1,9 g Palla­
dium-Koh le (10%ig) bei 20-30 °C hydriert. 

Nach Absaugen vom Katalysator, engt man 
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weitgehend ein und fuhrt die freigesetzte Base 
durch zugabe von etherischer Salzsaure in das 
Hydroc~lorid uber. Es kristallisieren 20,6 g ( = 
73, 1 % d.Th.) N(3-Methoxy-6-amino-phenyl)mor­
phalin·dihydrochlorid, Fp. 237-240 °c. 

Man suspendiert dieses Material bei - 5 °C in 
96 ml SN Salzsaure und tropft innerhalb 30 Minu­
ten eine Losung von 6 g Natriumnitrit in 12 ml 
Wasser zu; die entstandene braunrote Diazonium­
salzlosung gibt man bei O °C unter Ai.ihren zu 
120 ml 35%iger Tetrafluorborsaure. Nach mehr­
stundigem Stehen erhalt man 19,5 g ( = 63,5% 
d.Th.) 4-Methoxy-2-(N-morphalino)-benzoldiazo­
niumtetrafluoroborat, gelbe Kristalle, Fp. 115-
116 °C (Zers.) 

In analoger Weise erhalt man 
a) aus 5-Chlor-2-nitroanisol und Thiamorpholin 

das 2-Methoxy-4-(N-thiomorpholina)-benzaldia­
zonium-tetrafluoroborat 
Fp. 106-108 °C (Zers.) 

Das Zwischenprodukt 2-Amino-5(N-thiomor­
pholino)-anisoldihydrochlorid wird wie folgt her­
gestellt: 

In einem 11-Dreihalskolben mit Ruhrer tragt 
man 100 g Zinn-11-chloriddihydrat in 400 ml 6N 
Salzsaure ein und fiigt 25,4 g (1 Mol) 2-Nitra-5-(N­
thiomorpholino)anisol portionsweise bei Raum­
temperatur unter Ri.ihren zu. Danach erwarmt 
man 30 Minuten auf 75 °C, kuhlt auf Raumtempe­
ratur und tropft die Reaktionslosung unter Eiskuh­
lung in 750 ml 30%ige Natronlauge ein. Man ex­
trahiert die freigesetzte Base mehrmals mit Ether 
und fUhrt diese nach Trocknen und teilweisem 
Verdampfen des Losungsmittels durch Zugabe 
von etherischer Salzsaure in das Hydrochlarid 
uber. Man erhalt 24,9 g ( = 83,8% d.Th.) 2-Amino­
S(N-thiamorpholino)-anisaldihydrochlorid. FP. 
218-220 °C 
· bl aus 5-Chlor-2-nitroanisol und Piperidin das 
2-Methaxy-4-(N-piperidino)-benzoldiazonium-te­

trafluoroborat 
Fp. 123-12S°C (Zers.) 

cl aus 5-Chlor-2-nitroanisol und Pyrrolidin das 
2-Methoxy-4-(N-pyrrolidino)-benzoldiazonium-te­
trafluoroborat 
Fp. 137-139°C (Zers.) 

d) aus 5-Chlor-2-nitroanisol und N-Methyl-pipe­
razin das 2-Methoxy-4-(N(N'-methyl)-piperazinoJ­
benzoldiazonium-tetrafluoroborat-dihydro-tetra­

fluoroborat 
Fp. 163 °C (Zers.) 

Bei der Herstellung dieser Verbindung wird die 
Diazotierung mit Amylnitrit in Methanol durchge­
fuhrt. Hierzu werden 39,6 g (O, 1 Mal) 2-Amino-5-
(N-methyl-piperazino)anisol-dihydro-tetrafluaro-. 

barat in 175 ml Methanol gelost, 11,6 g (0, 1 Mol) 
Amylnitrit in 25 ml Methanol wgegeben und lang­
sam unter Ruhren bei 0 °C 60 ml 35%ige Tetra­
fluorborsaure zugetrapft. Beim Stehen kristallisie­
ren 24,8 g ( = 51,7% d.Th.) braunliche Kristalle 
van 2-Methoxy-4{N-(N • -methyl}piperazino]-ben-
zaldiazonium-tetrafluaroborat-dihydra-tetrafluo­

roborat 
Fp. 163 "C (Zers.) 

el aus 5-Chlor~2-nitroanisol und Morpholin das 
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2-Methoxy-4-(N~morpholino)-benzoldiazonium­
tetrafluoroborat 
Fp. 16&-168 °C (Zers.) 

Patentansprilche 
1. Mittel zum Nachweis esterolytischer und/ 

oder proteolytischer Enzyme, bestehend aus ei­
nem saugfahigen Trager, einer Filmschicht, einer 
Pulvermischung, einem Lyophilisat, einer Losung 
oder einer Reagenztablette. enthaltend ein geeig­
netes Esterase- und/oder Protease-Nachweisprin­
zip, einen Puffer sowie gegebenenfalls weitere, 
ublicherweise verwendete Zusatzstoffe, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Esterase- und/oder ('.>ro­
tease-Nachweisprinzip eine Kombination aus ei­
nem speziell substituierten Oiazoniumsalz und ei­
nem geeigneten Ester eingesetzt wird, deren Re­
aktivitat durch geeignete Auswahl der Substituen­
ten derart aufeinander abgestimmt wird, dass 
zwar eine hinreichend rasche Kupplung mit der 
aus dem Ester freigesetzten Alkohol-Komponen­
ten, jedoch keine Reaktion mit sonstigen Bestand­
teilen der Testlosung erfolgt, wobei der Ester aus 
der Gruppe der Verbindungen der allgemeinen 
Formel II 

R; 
R;~O-A-8 

R~~X"9 
R~ 

in der 

(II), 

R' 1, R' 2, R' 3, R' 41 die jeweils gleich od~r verschie­
den sein konnen, jeweils ein Wasserstoff- oder ein 
Halogenatom, eine niedere Alkyl-, eine niedere 
Alkoxy-, eine Aryl-, eine Aralkyl-, eine Aralkoxy-, 
eine Hydroxy-, eine Carboxy-, eine Carboxy-nie­
der•Alkoxy-, eine Aralkoxycarbonyl-, eine Aralk­
oxycarbonyl-nieder-Alkoxy-, eine Nitro- od.er eine 
niedere Acylamino-Gruppe 

oder jeweils zwei benachbarte Substituenten 
einen gegebenenfalls durch. Halogen substitu-
ierten benzoannellierten Rest, · 

X' ein Schwefelatom oder eine gegebenenfalls 
durch einen niederen Alkyl-, einen Aryl-, einen 
Aralkyl- oder einen Acylrest substituierte lmino-. 
gruppe, 

A einen Aminosaure- oder einen Peptidrest, 
B eine in der Peptidchemie ubliche oder davon 

abgeleitete Stickstoffschutzgruppe 
bedeuten, 
oder der Verbindungen der allgemeinen Formel 

Ill 

Ri~J 0-A-e 

Ai R • 

(Ill), 
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in der 
R",, R" 2, R",. R" 41 die gleich oder verschieden 

sein konnen, jeweils Wasserstoff, eine niedere Al­
kyl-, eine niedere Alkoxy-, Alkylamino- oder Dial­
kylamino-Gruppe bedeuten, wobei zwei benach­
beirte Substituenten auch einen annellierten Ben­
zolring vorstellen konnen, 

A und B die oben angegebene Bedeutung 
haben, 

ausgewahlt wird. 
2. Mittel gemass Anspruch 1, dadurch gekenn­

zeichnet, dass als Esterase- und/oder Protease­
Nachweisprinzip eine Kombination aus einem 
Oiazonium-Salz der allgemeinen Formel I 

R,*~> R x<-1 (I), 

R4 R5 

in der 
R1 eine niedere Alkyl-, eine niedere Alkoxy-, 

eine niedere Alkylmercapto-, eine N-Morpholino-, 
eine N-Thio-morpholino-. ·eine N- Pyrrolidino-, ei­
ne gegebenenfalls N'-alkylierte N-Piperazino-, ei­
ne N-Piperidino-Gruppe, Halogen oder Wasser-
stoff, · 

R3 eine niedere Alkyl-, eine niedere Alkoxy-, 
eine Aryloxy-, eine niedere Alkylmercapto-, Alkyl­
amino-, Dialkylamino-, eine Hydroxy-, eine N-Mor­
pholino-, N-Thio-morpholino-, N-Pyrrolidino-, ei­
ne gegebenenfalls N' -allcylierte N-Piperazino-, 
N-Piperidino-, Phenylamino-, eine gegebenenfalls 
mit einem nieder'en Alkyl- oder niederen Alkoxy­
Rest substituierte Phenyl-Gruppe, Halogen oder 
Wasserstoff, 
· R2; A.a. R5, die gleich oder verschieden sein kon­
nen, jeweils eine niedere Alkyl-, eine niedere Alk­
oxy-, eine niedere Alkylmercapto-Gruppe, Halo­
gen oder Wasserstoff, wobei R1 und R2 zusammen 
einen annellierten Benzolring vorstellen konnen, 
und · 

X ein stabilisierendes Anion bedeuten, und ei­
nem Ester, <Jusgewahlt aus der Gruppe der Ver­
bindungen der allgemeinen Formel II 

(II), 

in der 
R' 1, R' 2, R'3, R' 4, die jeweils gleich oderverschie­

~en sein konnen, jeweifs ein Wasserstoff- oder ein 
Halogenatom, eine niedere Alkyl-. eine niedere 
Alkoxy-. eine Aryl-, eine Aralkyl-, eine Aralkoxy-, 
eine Hydroxy-, eine Carboxy-, eine Carboxy-nie­
der-Alkoxy-, eine Aralkoxycarbonyl-, eine Aralk-

. oxy<:arbonyl-nieder-Alkoxy-, eine Nitro- oder eine 
niedere Acylamino-Gruppe oder jeweils zwei be­
nachbarte Substituenten einen gegebenenfalls 
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2-Methoxy-4-(N-morpholino)-benzoldiazonium­
tetrafluoroborat 
Fp. 166-168 °C (Zers.) 

Patentanspruche 
1. Mittel zum Nachweis esterolytischer und/ 

oder proteolytischer Enzyme, bestehend aus ei­
nem saugfahigen Trager, einer Filmschicht, einer 
Pulvermischung, einem Lyophilisat, einer Losung 
oder einer Reagenztablette, enthaltend ein geeig­
netes Esterase- und/oder Protease-Nachweisprin­
zip, einen Puffer sowie gegebenenfalls weitere, 
Qblicherweise verwendete Zusatzstoffe, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Esterase- und/oder Pro­
tease-Nachweisprinzip eine · Kombination aus ei­
nem speziell substituierten Oiazoniumsalz und ei­
nem geeigneten Ester eingesetzt wird; deren Re­
aktivitiit durch geeignete Auswahl der Substituen­
ten derart aufeinander abgestimmt wird, dass 
zwar eine hinreichend rasche Kupplung mit der 
aus dem Ester freigesetzten Alkohol-Komponen­
ten, jedoch keine Reaktion mit sonstigen Bestand­
teilen der Testlosung erfolgt, wobei der Ester aus 
der Gruppe der Verbindungen der allgemeinen 
Formel II 

R~wR.j 0-A-B 

I I 
R~ ~ X' 

R~ 

in der 

(II), 

R' 1, R' 2, R' 3, R' 41 die jeweils gleich oder verschie­
den sein konnen, jeweils ein Wasserstoff- oder ein 
Halogenatom, eine niedere Alkyl-, eine niedere 
Alkoxy-, eine Aryl-, eine Aralkyl-, eine Aralkoxy-, 
eine Hydroxy-, eine Carboxy-, eine Carboxy-nie­
der-Alkoxy-, eine Aralkoxycarbonyl-, eine Aralk­
oxycarbonyl-nieder-Alkoxy-, eine Nitro- oder eine 
niedere Acylamino-Gruppe 

oder jeweils zwei benachbarte Substituenten 
einen gegebenenfalls durch Halogen substitu-
ierten benzoannellierten Rest, · 

X' ein Schwefelatom oder eine gegebenenfalls 
durch einen niederen Alkyl-, einen Aryl-, einen 
Aralkyl- oder einen Acylrest substituierte lmino­
gruppe, 

A einen Aminosiiure- oder einen Peptidrest, 
B eine in der Peptidchemie ubliche oder davon 

abgeleitete Stickstoffschutzgruppe 
bedeuten, 
oder der Verbindungen der allgemeinen Formel 

Ill 

(Ill), 
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in der 
R" 1, R" 2, R" 31 R""' die gleich oder verschieden 

sein konnen, jeweils Wasserstoff, eine niedere Al~ 
kyl-, eine niedere Alkoxy-, Alkylamino- oder Dial­
kylamino-Gruppe bedeuten, wobei zwei benach­
bc,rte Substituenten auch einen annellierten Ben­
zolring vorstellen konnen, 

A und B die oben angegebene Bedeutung 
haben, 

ausgewahlt wird. 
2. Mittel gemass Anspruch 1, dadurch gekenn­

zeichnet, dass als Esterase- und/oder Protease­
Nachweisprinzip eine Kombination aus einem 
Diazonium-Salz der allgemeinen Formel I 

~+) 
R3~N=N (I), 

R4 Rs 

in der 
R1 eine niedere Alkyl-, eine niedere Alk()xy-, 

eine niedere Alkylmercapto-, eine N-Morpholino-, 
eine N-Thio-morpholino-, eine N- Pyrrolidino-, ei­
ne gegebenenfalls N' -alkylierte N-Piperazino-. ei­
ne N-Piperidino-Gruppe, Halogen oder Wasser­
stoff, 

R3 eine niedere Alkyl-, eine niedere Alkoxy-, 
eine Aryloxy-, eine niedere Alkylmercapto-, Alkyl­
amino-, Dialkylamino-, eine Hydroxy-, eine N-Mor­
pholino-, N-Thio-morpholino-, N-Pyrrolidino-, ei­
ne gegebenenfalls N'-alkylierte N-Piperazino-, 
N-Piperidino-, Phenylamino-, eine gegebenenfalls 
mit einem niederen Alkyl- oder niederen Alkoxy­
Rest substituierte Phenyl-Gruppe, Halogen oder 
Wasserstoff, 

R2, R4, R5, die gleich oder verschieden sein kon­
nen, jeweils eine niedere Alkyl·, eine niedere Alk­
oxy-, eine niedere Alkylmercapto-Gruppe, Halo­
gen oder Wasserstoff, wobei R1 und R2 zusammen 
einen annellierten Benzolring vorstellen konnen, 
und 

X ein stabilisierendes Anion bedeuten, und ei­
nem Ester, ausgewahlt aus der Gruppe der Ver­
bindungen der allgemeinen Formel II 

R.j 
A;~O-A-B 

R]~x-Y (II), 

R~ 

in der 
R' ,, R' 2, R' 3, R' 4, die jeweils gleich oder verschie­

den sein konnen, jeweils ein Wasserstoff- oder ein 
Halogenatom, eine niedere Alkyl-, eine niedere 
Alkoxy-, eine Aryl-, eine Aralkyl-, eine Aralkoxy-, 
eine Hydroxy-, eine Carboxy-, eine Carboxy-nie­
der-Alkoxy-, eine Aralkoxycarbonyl-, eine Aralk­
oxycarbonyl-nieder-Alkoxy-, eine Nitro- oder eine 
niedere Acylamino-Gruppe oder jeweils zwei be­
nachbarte Substituenten einen gegebenenfalls 
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durch Halogen substituierten benzoannellierten 
Rest, 

X' ein Schwefelatom oder eine gegebenenfalls 
durch einen niederen Alkyl-, einen Aryl-, einen 
Aralkyl-oder einen Acylrest substituierte lmino­
gruppe, 

A einen Aminosaure- oder einen Peptidrest, 
. B eine in der Peptidchemie ubliche oder davon 
abgeleitete Stickstoffschutzgruppe bedeuten, 
oder der Verbindungen der allgemeinen Formel Ill 

0-A-B 

R;~ (Ill), 

R2 R4 

R] 

in der 
R"1, R"2, R"3, R"4, die gleich oder verschieden 

sein konnen, jeweils Wasserstoff, eine niedere Al­
kyl-, eine niedere Alkoxy-. Alkylarriino- oder Dial­

. kylamino-Gruppe bedeuten, wobei zwei benach­
barte Substituenten auch einen annellierten Ben­
zolring vorstellen konnen, 

A und B die oben angegebene Bedeutung ha­
ben, eingesetzt werden. 

3. Mittel gemass Anspruch 1, dadurch gekenn­
zeichnet, dass als zusatzliche Hilfsmittel Netz_mit­
tel, Stabilisatoren, Aktivatoren, Filmbildner, gale­
nische Zusatzstoffe und/oder Gerustbildner ver­
wendet werden. 

4. Phenoxy-Aminosaureester und -Peptidester 
der allgemeinen Formal Ill 

(Ill), 

in der 
R" 1, R" 2, R" 3, R" 4' die gleich oder verschieden 

sein konnen, jeweils Wasserstoff, eine niedere Al­
kyl-, eine niedere Alkoxy-, Alkylamino- oder Dial­
kylamino-Gruppe bedeuten, wobei zwei benach­
barte Substituenten auch einen annellierten Ben­
zolring vorstellen konnen, 

A und B die oben angegebene Bedeutung 
haben. 

5. Verfahren zur Herstellung von Phenoxy-Ami­
nosaureestern und -Peptidestern der allgemeinen 
Formel Ill 

R;-AA-B 

Ri~R; 
(Ill), 

A] 
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in der 
R"1, R"2, R"3, R"4, die gleich oder verschieden 

sein konnen, jeweils Wasserstoff. eine niedere Al­
kyl-, eine niedere Alkoxy-, Alkylamino- oder Dial­
kylamino-Gruppe bedeuten, wobei zwei benach­
barte Substituenten auch einen annellierten Ben­
zolring vorstellen konnen, 

A und B die oben angegebene Bedeutung ha­
ben, dadurch gekennzeichnet, dass man Verbin­
dungen der allgemeinen Formel IV 

. OH 

R;·~ 
R2 I ,, R;j 

(IV), 

R;· 
in der 

R"1, R"2, R"3 und R"4 die oben angegebene 
Bedeutung haben, mit Aminosauren und Peptiden 
der allgemeinen Formel V 

HO-A-B (V), 
in der 

A und B die oben angegebene Bedeutung ha­
ben, bzw. geeigneten reaktiven Derivaten hiervon 
nach in der Peptidchemie ublichen Methoden um­
setzt. 

6. Verwendung von Verbindungen gemass An­
spruch 4 zur Herstellung von Mitteln zum Nach­
weis esterolytischer und/oder proteolytischer En­
zyme. 

Revendications 
1. Agent pour la mise en evidence d'enzymes 

esterolytiques et/ou proteolytiques, comprenant 
un support absorbant, une couche de film, un 
melange pulverulent, un produit lyophilise, une 
solution ou un comprime reactif, renfermant un 
melange pour la mise en evidence d'esterase et/ 
ou de protease approprie, un tampon et eventuel­
lement d'autres additifs habituellement utilises, 
caracterise en ce que le melange pour la mise en 
evidence d'esterase et/ou de protease utilise est 
une combinaison d'un sel de diazonium speciale­
ment substitue et d'un ester approprie, dont les 
reactivites ont eta accordees entre elles par un 
choix judicieux des substituants tel qu'il se pro­
duise bien une copulation suffisamment rapide 
avec l'alcool libere a partir de l'ester, maisqu'il ne 
se produise aucune reaction avec les autres ingre­
dients de la solution d'essai, l'ester etant choisi 
dans le groupe des composes de formula gene­
rale II 

Rj 

R;~D-A-8 

R~~K~ 
A. 

4 

(II), 

i 
' 
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danslaquelle 
R' 1, R' 2, R' 3, R' 4 pouvant etre selon les cas identi­

ques ou differents, sont chacun un atome d'hydro­
gene ou d'halogene, un groupe alkyle inferieur, 
alcoxy inferieur, aryle, aralkyle, aralcoxy, hy­
droxyle, carboxyle, carboxy-alcoxy inferieur, aral-. 
coxycarbonyle, aralcoxycarbonyl-alcoxy inferieur, 
nitro ou acylamino inferieur, ou bien chaque fois 
deux substituants voisins forment un reste benzo­
cyclique eventuellement substiti.Je par de l'halo­
gene, 

X' est un atome de soufre ou un groupe imino 
eventuellement substitue par un reste alkyle infe­

. rieur, aryle, aralkyle ou acyle, 
A est un·rest d'un acide amine ou d'un peptide 
Best un groupe de protection de l'azote habi­

tuellement utilise dans la chimie des peptides ou 
un derive d'un tel groupe 

ou des composes de formule generale Ill 

R'~O-A-B . 1 

R2 . A" 
. 4 

R3 
dans laquelle 

(Ill), 

R" ,, R" 2• R" 3• R" 4' pouvant etre identiques OU 

differents, sont chacun de l'hydrogene. un groupe 
alkyle inferieur, alcoxy inferieur, alkylamino· ou 
dialkylamino, deux substituants voisins pouvant 
egalement former un noyau benzocyclique, 

A et B ont la signification indiquee ci-dessus. 
2. Agent selon la revendication 1, caracterise en 

ce que le melange pour la mise en evidence d'es­
terase et/ou dQ protease utilise est une combinai­
son d'un set de diazonium de formule generale I 

~~+) 
R3~N=N 

R4 Rs 

danslaquelle 

x<-l (I), 

R1 est un groupe allcyle inferieur, alcoxy infe­
rieur, allcylmercapto inferieur, N-morpholino, 
N-thio-morpholino, N-pyrrolidino, N-piperazino 
eventuellement N' -alkyle, N-piperidino, de l'halo­
gene ou de l'hydrogene, 

R3 est un groupe alkyle inferieure, alcoxy infe­
rieur, aryloxy, alkylmercapto inferieur, alkylami­
no, dialkylamino- hydroxyle, N-morpholino, 
N-thio-morpholino, N- pyrrolidino, N-piperazino 
eventuellement N' -alkyle, N-piperidino, phenyt­
amino. phenyle eventuellement substitue par une 
reste alkyle inferieur ou alcoxy inferieur, de l'halo-
gene ou de l'hydrogene, · 

R2. R.., Rs pouvant etre identiques OU differents 
sont chacun un groupe alkyle inferieur, alcoxy 
inferieur, alkylmercapto inferieur, de l'halogene 
ou de l'hydrogene, R, et R2 pouvant former en­
semble un noyau benzocyclique et 
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X est un anion stabilisant, et d'un ester, choisi 
dans le groupe des composes de formule gene­
rale II 

Ri 

R;~D-A-S 

Ri~X.) (II), 

R~ 

danslaquelle 
R' 1, R' 2, R' 3, R' 4 pouvant etre selon les cas iden­

tiques ou differents, 
sont chacun un atome d'hydrogene ou d'halo­

gene, un groupe alkyle inferieur, alcoxy inferieur, 
aryle, aralkyle, aralcoxy, hydroxyle, carboxyle, 
carboxy-alcoxy inferieur, aralcoxycarbonyle, 
aralcoxycarbonyl-alcoxy inferieur, nitro ou acyf­
amino inferieur, ou bien chaque fois deux substi­
tuants voisins ferment un reste benzocyclique 
•ventuellement substitue par de l'halogene, 

X' est un atome de soufre ou un groupe imino 
eventuellement substitue par un reste alkyle infe­
rieur, aryle, aralkyle ou acyle, 

A est un reste d'un acide amine ou d'un peptide 
B est un groupe de protection de l'azote habi­

tuellement utilise dans la chimie des peptides ou 
un derive d'un tel groupe ou des composes de 
formule generale Ill 

0-A-B 

R,~ (Ill), 

R2 R4 

Rj' 

danslaquelle 
R"1· R"2· R"3, R''.., pouvant etre identiques OU 

differents, sont chacun de l'hydrogene, un groupe 
alkyle inferieur, alcoxy inferieur, alkylamino ou 
dialkylamino, deux substituants voisins pouvant 
egalement former un noyau benzocyclique, 

A et B ont la signification indiquee ci-dessus. 
3. Agent selon la revendication 1 caracterise en 

ce qu'on utilise comme agents auxiliaires comple­
mentaires des agents mouillants, des stabilisants, 
des activateurs, des agents filmogenes, des addi­
tifs galeniques et/ou des formateurs de struc­
tures. 

4. Les esters d'acides phenoxy-amines et de 
peptides de formula generale Ill 

(Ill), 
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dans laquelle 
R"" R" 2• R" 3• R""' pouvant etre identiques OU.• 

differents, sont chacun de l'hydrogene, un groupe 
alkyle inferieur, alcoxy inferieur, alkylamino ou 
dialkylamino, deux substituants voisins pouvant 5 
egalement former un noyau benzocyclique, 

A et 8 ont la signification indiquee ci-dessus. 
5. Procede de preparation d'esters d'acides 

phenoxy-amines et d'esters de peptides de· for-
mule generate Ill 10 

R;y\-B 
R204· 

Rj' 

dans laquelle 

{Ill), 

R" ,, R" 2• R" 3• R" 4' pouvant etre identiques OU 
differents, sont chacun de l'hydrogene, un groupe 
alkyle inferieur, alcoxy inferieur, alkylamino ou 
dialkylamino, deux substituants voisins pouvant 
egalement former un noyau beniocyclique, 

A et B ont la signification indiquee ci-dessus, 
caracterise en ce qu'on fait reagir des composes 
de formule generale IV 

OH 
I 

A;~ 
R2 I # R4 

(IV), 

I R;· 
danslaquelle 

R"1, R"2, R"3 et R"4 ont la signification donnee 
ci-dessus, avec un acide amine ou un peptide de 
formula generate V 

HO-A-8 (V), 

danslaquelle 
A et B ont la signification donnee ci-d.essus, ou 

avec des derives reactifs appropries de ces com­
poses selon une des methodes habituellement 
pratiquees dans la chimie des peptides. 

6. Utilisation de composes selon la revendica­
tion 4 pour la preparation d'agents pour la mise en 
evidence d'enzymes esterolytiques et/ou proteo­
lytiques. 

Claims 
1. Agent for the detection of esterolytic and/or 

proteolytic enzymes consisting of an absorbent 
carrier, a film layer, a powder mixture, a lyophili­
sate, a solution or a reagent tablet containing a 
suitable esterase and/or protease detection princi­
ple, a buffer, as well as possibly further additional 
materials usually employed, characterised in that 
as esterase and/or protease detection principle 
there is used a combination of a specially substi­
tuted diazonium salt and a suitable ester, the reac-
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tivity of which is adapted to one another by sui~ 
able choice of the substituents in such a manne~ 
that a sufficiently rapid coupling with the alcoho~, 
component liberated from the ester admittedly1 
takes place but no reaction with other compo- i 
nents of the test solution, whereby the ester is:': 
selected from the group of compounds of the i' 
general formula II 

R' 1 . . R;w
1 

. I 0-A-8 
R. ~ . 

3 x (II), 

R~ . 

in which R' 1, R' 2, R' 3' R' 4, which can be the same or 
different, each signify a hydrogen or halogen . 
atom, a lower alkyl, a lower alkoxy, an aryl, an 
aralkyl, an aralkoxy, a hydroxyl, a carboxy, a carb­
oxy-lower alkoxy, an aralkoxycarbonyl, an aralk- · 
oxycarbonyl-lower alkoxy, a nitro or a lower acyl­
amino group or two neighbouring substituents an 
annellated benzo residue possibly substituted by 
halogen, X' a sulphur atom or an imino group 
possibly substituted by a lower alkyl, an aryl, an 
aralkyl or an acyl radical, A an amino acid or 
peptide residue, B a nitrogen protective group 
usual in peptide chemistry or derived therefrom, 
or from compo~nds of the general formula Ill 

R,y\" 
.. ~. {Ill) • 

Rj' 

in which R" 1, R"2, R"3, R"41 which can be the 
same or different, each signify hydrogen, a lower 
alkyl, a lower alkoxy, alkylamino or dialkylamino 
group, whereby two neighbouring substituents , 
can also represent an annellated benzene ring, A l 
and B have the above-given meaning. 

2. Agent according to claim 1, characterised in 
that, as esterase and/or protease detection princi­
ple, there is used a combination of a diazonium 
salt of the general formula I 

R,~~I N xi-I (I), 

R4 Rs 

in which R1 signifies a lower alkyl, a lower alkoxy, 
a lower alkylmercapto, an N-morpholino, an 
N-thiomorpholino, an N-pyrrolidino, an optionally 
N' -alkylated N-piperazino, an N-piperidino group, 
halogen or hydrogen, R3 a lower alkyl, a lower 
alkoxy, an aryloxy, a lower alkylmercapto, alkyl­
amino- dialkylamino, a hydroxyl, an N-mor-
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pholino, N-thiomorpholino~ N-pyrrolidino, a pos­
sibly N' -alkylated N-piperazino, N-piperidino, 
phenylamino, a phenyl group possibly substituted 
with a \ower alkyl or lower alkoxy radical, halogen 
or hydrogen, R21 R41 R51 which can be the same or 
different, each a lower alkyl, a tower alkoxy, a 
lower alkylmercapto group, halogen or hydrogen, . 
whereby R1 and R2. can together represent an 
annellated benzene ring, and X a stabilising anion, 
and an ester selected from the group of com­
pounds of the general formula II 

(II), 

R4 

in which R' 1, R' 2, R' 31 R'41 which can be the saine or 
different, each signify a hydrogen or a halogen 
atom, a lower alkyl, a lower alkoxy, an aryl, an 
aralkyl, an aratkoxy, a hydroxyl, a carboxy, a carb­
oxy-lower alkoxy, an aralkoxycarbonyl, an aralk­
oxycarbonyl-lower alkoxy, a nitro or a lower acyl­
amino group or two neighbouring substituents an 
annellated benzo residue optionally substituted 
by halogen, X' a sulphur atom or an imino group 
possibly substituted by a lower alkyl, an aryl, an 
aralkyl or an acyl radical, A an amino acid or a 
peptide residue, B a nitrogen protective group 
usual in peptide chemistry or derived therefrom, 
or from compounds of the general formula HI · 

0-A-B 

A;~ (Ill), 

R2 A" . 4 

Rj' 

in which R" 1, R'' 2, R" 31 R" 41 which can be the 
same or different, each signify hydrogen, a lower 
alkyl, a lower alkoxy, 'atkylamino or dialkylamino 
group, whereby two; neighbouring substituents 
can also represent an annellated benzene ring, A 
and B have the above-given meaning. 

3. Agent according to claim 1, characterised in 
that, as additional adjuvant materials, there are 
used wetting agents, stabilisers, activators, film 
formers, g~lenical additive materials and/or struc­
ture formers. 

4. Phenoxyamino acid esters and peptide esters 
of the general formula Ill 
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26 

(Ill), 

Rj' 

in which R" 1, R" 2, R" 3' R" 41 which can be the 
same or different, each signify hydrogen, a lower 
alkyl, a lower alkoxy, alkylamino or dialkylamino 
group, whereby two neighbouring substituents 
can also represent an annellated benzene ring, A 
and 8 have the above-given meaning. 

5. Process for the preparation of phenoxyamino 
acid esters and peptide esters of the general for­
mula Ill 

R;~·O-A-B 

R2 I R"" 
. 4 

(Ill), 

Ri 
in which R"1, R"2, R"3, R"41 which can be the 
same or different, each signify hydrogen, a lower 
alkyl, a lower alkoxy, alkylamino or dialkylamino 
group, whereby two neighbouring substituents 
can also represent an annellated benzene ring, A 
and B have the above-given meaning, character­
ised in that one reacts compounds of the general 
formula IV 

OH .;* 
R2l#R4 

(IV), 

R; 
in which R" 1, R"2, R"3, R"4 have the above-given 
meaning, with amino acids and peptides of the 
general formula V 

HO-A-B (V), 

in which A and B have the above-given meaning, 
or s.uitable reactive dervatives thereof according 
to methods usual in peptide chemistry. 

6. Use of compounds according to claim 4 for 
the preparation of agents for the detection of 
esterolytic and/or proteolytic enzymes. 
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