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Patentanspriiche:

1.

(2]

Verbindungen der allgemeinen Formel |

RS ROA
R3 R4
: \
Rl N N R {)
'R7>l/ \FRB
B B’

worin R', R? und R® gleich oder unterschiedlich sind und fiir Wasserstoff oder einen gegebenenfails
mit einer Hydroxylgruppe substituierten Cy_s-Alkylrest,

R? und R* gleich oder unterschiedlich sind und fiir ein Wasserstoffatom, einen Cy_g-Alkyl-, einen
Amino(Cy_g)-alkyl-, einen Carboxymethy!-, einen (C1-s-Alkoxycarbonyl)methyl- oder einen (C,¢-
Alkoxycarbonyl)benzylrest,

R® fiir einen C,_g-Alkylenrest,

R’ und R® gleich oder unterschiedlich sind und fiir Wasserstoff oder einen C,_g-Alkylrest und

B und B’ gleich oder unterschiedlich sind und fiir einen mit 1-3 Hydroxylgruppen substituierten
Phenyl-, Naphthyl-, 2-Mercaptophenyl-, Thienyl-, Pyrrolyl- oder einen Nitrosomethylrest der Formel

tilO
—CH

4
stehen,
worin R* einen Cy_g-Alkylrest, der gegebenenfalls zusammen mit R' bzw. R? {iber eine Trimethylen-
oder Tetramethylengruppe zu einem 5- bzw. 6-Ring cyclisiert ist, bedeutet
und A eine funktionelle Gruppe C darstellt,
wobei C fiir einen Amino-, einen Hydrazino- oder Hydrazido-, einen Carboxy-, einen C,_g-Alkinyl-
oder -Alkenyl-, einen Hydroxyl-, einen Aminophenyl-, einen Oxiranyl-, einen fluorierten
Phenoxycarbonyl-, einen Halogen-, einen Formyl-, einen Nitril-, einen Phenylisothiocyanato- oder
einen gegebenenfalls mit einem Natriumsulfatrest substituierten Succinimidoxycarbonylrest steht,
oder eine —mit Hilfe der funktionellen Gruppe C gebundene - sich selektiv in Lisionen oder
bestimmten Geweben anreichernde Verbindung T enthiilt,
wobei T fiir monoklonale Antikérper oder deren Fragmente, Hormone, Enzyme,
Wachstumsfaktoren, Liganden fiir Zellmembranrezeptoren, Steroide, Neurotransmitter, Lipide,
Saccharide, Aminosauren und Oligopeptide, Biotin, sowie Radiosensitizer, wie z.B. Misonidazol
steht,
deren Komplexe mit —zur Diagnostik und Tumortherapie geeigneten — radioaktiven Metallionen,
sowie deren Salze mit anorganischen und organischen Sauren.

. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR R', R%, R” und R® fiir

Wasserstoffatome oder Methylreste stehen.

. Verbindungen nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da8 A als funktionelle Gruppe C

einen Carboxy-, einen Amino-, einen C,_g-Alkenyl-, einen C,-¢-Alkenyl-, einen Nitril-, einen
Tetrahydropyranyloxy-, einen Oxiranyl-, einen Aminophenyl- oder einen Phenylisothiocyanatorest
darstellt oder eine mit Hilfe von C gebundene Verbindung Tvorzugsweise monoklonale Antikérper,
deren Fragmente, Biotin oder Misonidazol enthiit.

. Metallchelate nach Anspruch 1 mit koordinativ gebundenen, radioaktiven lonen von Te, Re, Cu, Co,

Ga, Y und In, bevorzugt Tc und Re.

. Verwendung der Celate gemaR Anspruch 4 fiir die In-vivo-Diagnostik und Tumortheray.e.
. Pharmazeutische Mittel enthaltend mindestens ein Chelat gemaR Anspruch 1, gegebenenfalls mit

den in der Galenik (iblichen Zusitzen.
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7. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel |
R? RSA

\ / ()]

worin R, R und R® gleich oder unterschiedlich sind und fiir Wasserstoff oder einen gegebenenfalls
mit einer Hydroxylgruppe substituierten C,_¢-Alkylrest,

R® und R* gleich oder unterschiedlich sind und fiir ein Wasserstoffatom, einen Ci-¢-Alkyl-, einen
Amino(Cy-g)-alkyl-, einen Carboxymethyl-, einen (C,_g-Alkoxycarbonyl)methyl- oder einen (C,_s-
Alkoxycarbonyl)benzylrest,

R® fiir einen Cy_g-Alkylenrest,

R’ und R® gleich oder unterschiedlich sind und fiir Wasserstoff oder einen C,_s-Alkylrest und

B und B’ gleich oder unterschiedlich sind und flir einen mit 1-3 Hydroxylgruppen substituierten
Phenyl-, Naphthyl-, 2-Mercaptophenyl-, Thienyl-, Pyrrolyl- oder einen Nitrosomethylrest der Formel

tiIO
- ——CH

¥
stehen,
worin R* einen C,_¢-Alkylrest, der gegebenenfalls zusammen mit R' bzw. R? (iber eine Trimethylen-
oder Tetramethylengruppe zu einem 5- bzw. 6-Ring cyclisiert ist, bedeutet
und A eine funktionelle Gruppe C darstellt,
wobei C fiir einen Amino-, einen Hydrazino- oder Hydrazido-, einen Carboxy-, einen C,_g-Alkinyl-
oder -Alkenyl-, einen Hydroxyl-, einen Aminophenyl-, einen Oxiranyl-, einen fluorierten
Phenoxycarbonyl-, einen Halogen-, einen Formyl-, einen Nitril-, einen Phenylisothiocyanato- oder
einen gegebenenfalls mit einem Natriumsulfatrest substituierten Succinimidoxycarbonylrest steht,
oder eine — mit Hilfe der funktionellen Gruppe C gebundene - sich selektiv in Lisionen oder
bestimmten Geweben anrsichernde Verbindung T enthilt,
wobei T flir monoklonale Antikérper oder deren Fragmente, Hormone, Enzyme,
Wachstumsfaktoren, Liganden flir Zellmembranrezeptoren, Steroide, Neurotransmitter, Lipide,
Saccharide, Aminoséuren und Oligopeptide, Biotin, sowie Radiosensitizer, wie z. B. Misonidazol
steht, .
deren Komplexe mit—-2.. Diagnostik und Tumortherapie geeigneten —radioaktiven Metallionen,
sowie deren Salze mit anorganischen und organischen Siuren, dadurch gekennzeichnet, dal man
ein 1,3-Propandiamin der allgemeinen Formel il

RS RSA
)
LN  NH,

worin R%, R® und A die obengenannten Bedeutungen haben,
mit einer Verbindung der allgemeinen Formel lll bzw. IV

B-R'C=0 (ny
B'-R*C=0 (Iv),

in denen R' = R?, B = B’ gilt und R", R? B und B’ die obengenannten Bedeutuingan haben,

in einem polaren Losungsmittel, vorzugsweise Ethanol, cder unter Verwendung eines
Wasserabscheiders in einem unpolaren Lésungsmittel, vorzugsweise Benzol, bei Temperaturen
von 25-180°C innerhalb von 6 Stunden bis 3 Tagen umsetazt,
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die Iminofunktion in an sich bekannter Weise, vorzugsweise mit Natriumborhydrid in einem polaren
Lésungsmittel, vorzugsweise einem Methanol/Wasser-Gemisch, bei Temperaturen von 25-100°C
innerhalb von 0,5 bis 24 Stunden, vorzugsweise 2 Stunden, reduziert,

oder
indem man ein Propandiamin der allgemeinen Formel |l
R? RSA
(n
HyN NH,

worin R®, R® und A die obengenannten Bedeutungen haben,
mit einer Verbindung der allgemeinen Formel V bzw. Vi

B-CO-X (V)
B'-CO-X (vi),

indenen B = B’ gilt und Bund B’ die obengenannten Bedeutungen haben, in B enthaltene Hydroxyl-,
Mercapto- und Aminogruppen in geschiitzter Form vorliegen und X fir ein Halogenatom,
vorzugsweise fir ein Chloratom steht,

oder substituierte Malonsdurehalogenide, vorzugsweise Malonsdurechloride der allgemeinen
Formel VI,

Rf’\ /R6A
C
yd
xoc”
worin R® und R® die obengenannten Bedeutungen haben, X fiir ein Halogenatom steht und

gegebenenfalls in B vorhandene Hydroxylgruppen in geschtitzter Form vorliegen,
mit einem Amin der allgemeinen Formel VI bzw. IX

(vii),
CO-X

R! R7

\./

B—C—NH, (Vi)

R2 R®
B’ \c/ NH
R T TR (IX)

indenen R' = R?, R” = R8, B = B’ gilt und R, R?, R’, R®, B und B’ die obengenannten Bedeutungen
haben, '

in einem aprotischen Losungsmittel, vorzugsweise Dichlormethan, bei Temperaturen von 0-180°C,
vorzugsweise bei Raumtemperatur, innerhalb von 2 bis 24 Stunden, vorzugsweise 4 Stunden, unter
Zusatz von Triethylamin umsetzt,

die Amidfunktion in an sich bekannter Weise, vorzugsweise mit Boran in THF oder mit
Lithiumaluminiumhydrid in einem aprotischen Losungsmittel, vorzugsweise Diethylether, bei
Temperaturen von 25-150°C innerhalb von 0,5 bis 24 Stunden, vorzugsweise 8 Stunden, zur
entsprechenden Aminofunktion reduziert,

die Aminogruppen gegebenenfalls in an sich bekannter Weise alkyliert und vorhandene
Schutzgruppen abspaltet
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und die auf diesen gleichwertigen Wegen erhaltenen Verbindungen gegebenenfalls vor
Generierung der freien funktionellen Gruppe C an den vorhandenen Aminogruppen mit
Schutzionen, z.B. als Cu-Komplex, schiitzt und anschlieBend die so erhaltenen Verbindungen
gewiinschtenfalls iber die in A vorhandene funktionelle Gruppe C an sich selektiv anreichernde
Verbindungen T koppelt und die Aromat-Substituenten B und B' gewiinschtenfalls mit dem jeweils
gewiinschten radioaktiven Isotop komplexiert, wobei man vorher im Produkt gegebenenfalls
vorhandene Schutzionen nach an sich literaturbekannten Methoden entfernt und die Reihenfolge
der Schritte Komplexierung mit Technetium- oder Rhenium-Isotopen und Kopplung an T vertauscht
werden kann.

Beschreibung

Seit lingerer Zeit werden radioaktive Metallionen, meist gebunden an einen Komplexbildner, fiir die In-vivo-Diagnostik
verwendet. Hiervon ist Technetium-99m ({T¢c-99m) aufgrund seiner fiir diese Zwecke nahezu idealen physikalischen
Eigenschaften — gute Absorption der Strahlung in entsprechenden “etektionsgeréten {Gammakamera, SPECT-Gerate)
gegentiber einer gnringen Absorption im menschlichen Organismus und leichte Verfiigbarkeit iiber einen Molybdén/
Technetium-Generator—das am héufigsten in der klinischen Nuklearmedizin verwendete Radionuklid. Seine kurze Halbwertszeit
von 6,02h garantiert eine nur geringe Belastung des Patienten mit Gammastrahlung, zumal auch das Tochternuklid Technetium-99
nur eine vernachlissigbare Reststrahlung besitzt. Ein Nachteil des Technetiums ist allerdings seine komplizierte und noch nicht
vollsténdig bekannte Komplex-Chemie. Technetium kann in einer Reihe von Oxidationsstufen (+7 bis —1) vorliegen, die die
pharmakologischen Eigenschaften durch Verénderung der Ladung eines Komplexes stark veriéindern kénnen. Es ist deswegen
nétig, Komplexe zu synthetisieren, die das Technetiumin einer definierten Oxidationsstufe binden und Redox-Reaktionen, die zu
siner Redistribution des Pharmakons fiihren kénnten, verhindern. Eine Reihe solcher Tc-99m-Komplexbildner sind bereits
bekannt und werden klinisch angewendet. Bei neutralen Komplexen handelt es sich vielfach um Systeme, in denen das Tc-99m
2wischen 2-4 Stickstoffatomen und 0-2 Schwefelatomen gebunden wird (N;S;-, N3S- und Propylenaminoximkomplexe).
Vielfach ist jedoch die ungeniigende Stabilitét dieser Tc-99m-Komplexe ein wesentlicher Nachteil {Hung, J.C., et al.; J. Nucl.
Med. 29: 1568, 1988). In der Klinischen Anwendung muR deswegen z.B. HMPAO (Hexamethyl-propylenaminoxim) kurz nach
seiner Markierung mit Pertechnetat appliziert werden, damit der Anteil an Zerfallsprodukten, die die diagnostische Aussagekraft
vermindern, nicht zu hoch wird. Eine Kopplung dieser Chelate bzw. Chelatbildner an andere, sich selektiv in Krankheitsherden
anreichernde Substanzen ist nicht méglich. Daher verteiler ich die meisten der erwahnten Komplexe entsprechend der
Durchblutung und/oder metabolischen Aktivitét sines Organs (z.B. Europ. Patent Appl. 0194843), so daf 2.B. nekrotische oder
ischdmische Regionen nach Infarkt oder Schlaganfall in einem Szintigramm dargestelit werden kdnnen.

Fiir eine erfolgreiche Diagnostik von Tumoren, neurologischen Erkrankungen oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind jedoch
Substanzen vielversprechender, die molekulare Veréinderungen der erkrankten Gewebe darstellenkénnen, indem sie spezifisch
an diese erkrankten Gewebe binden bzw. in deren Stoffwechsel eingeschleust werden. Die Erkenntnisse der biologischen und
biochemischen Grundlagenforschung erlauben die Auswahl einer Reihe von Substanzen, die sich in Krankheitsherden selektiv
anreichern: Diverse Tumoren entwickeln erhéhte oder erniedrigte Oberfldchenkonzentrationen an Rezeptoren z. B, fiir
Wachstumsfaktoren oder Steroidhormone (Sledge, G.W.; Adv. Cancer Res. 38: 61-75 [1983]). Auch bei neurologischen
Erkrankungen kommt es zu einer Verénderung der Konzentration von Rezeptoren fiir Neurotransmitter in bestimmten Bereichen
des Hirns (Frost, J. J.; Trends Pharmacol. Sci. 7: 490-496{1987]). Weiterhin zeigen erkrankte, geschédigte oder zu Tumorzellen
transformierte Zellen oft starke Verinderungen ihres Metabolismus und einen Sauerstoffmangel im Innern des Tumors. Die
Ausnutzung solcher physiologischer Besonderheiten kann der In-vivo-Diagnostik dienen, indem z.B. Hormone,
Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter oder bestimmte Stoffwechselprodukte wie Fettsduren, Saccharide, Peptide oder
Aminosiuren an Chelatbildner fir Tc-99m gekoppelt werden. Auch Substanzen wie Misonidazol (ein Radiosensitizer) baw.
andere in Abwesenheit von Sauerstoff sich zu Radikalen umsetzende Verbindungen kdnnen 2ur spezifischen Anreicherung von
radioaktiven Isotopen und somit bildlichen Darstellung von Tumoren oder ischdmischen Regionen herangezogen werden.
SchlieBlich ist auch die Kopplung an monoklonale Antikdrper mdglich, die aufgrund ihrer hohen Spezifitét zu einem
vielversprechenden Instrument in der Tumordiagnostik geworden sind.

Fiir die Herstellung von Diagnostika nach dem beschriebenen Prinzip ist es notwendig, da Chelatbildner fur radioaktive
Metallionen, insbesondere Tc-99 m, an in erkrankten Geweben sich selektiv anreichernde Substanzen gekoppelt werden kdnnen,
Da die Isotope des Rheniums (Re-188 und Re-186) dhnliche chemische Eigenschaften wie Tc-99m besitzen, kénnen die
Chelatbildner auch zur Komplexierung dieser Isotope verwendet werden. Die genannten Re-Isotope sind -Strahler. Somit sind
die sich selektiv anreichernden Substanzen mit Rhenium statt mit Technetium komplexiert auch in der Tumortherapie einsetzbar.
Die bisher bekannten Ansétze zur Kopplung von Chelatbildnern an sich selektiv anreichernde Substanzen kdnnen vielfach als
nicht zufriedenstellend betrachtet werden. Werden die funktionellen Gruppen des Komplexbildners zur Bindung des
Chelatbildners an ein solches Molekiil benutzt, so kommt es haufig zu einer Abschwiéchung der Komplexstabilitét, d. h. ein
diagnostisch nicht tolerierbarer Anteil des Isotops wird aus dem Konjugat freigesetzt. (Brechbiel, M. W., et. al., Inorg. Chem, 25:
2772 (1986]) Es ist deswegen notwendig bifunktionelle Kemplexbildner herzustellen, d.h. Komplexbildner, die sowohl
funktionelle Gruppen zur koordinativen Bindung des gewiinschten Metallions als auch eine (andere) funktionelle Gruppe zur
Bindung des sich selektiv anreichernden Molekiils tragen. Solche bifunktionellen Liganden ermdglichen eine spezifische,
chemisch definierte Bindung von Technetium an verschiedenste biolagische Materialien, auch dann, wenn ein sogenanntes
Prelabeling durchgefiihrt wird. Da nach dieser Methode zuerst die Markierung mit Te-99m und die Isolierung der Komplexe
durchgefiihrt und erst in einem zweiter Schritt dieser Komplex mit einem sich selektiv anreichendem Molekiil verkntpft wird,
erhilt man die markierten Verbindungen mit einem hohen Reinheitsgrad.
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Es wurden einige Chelatbildner gekoppelt an monoklonale Antikérper (z.8. Europ. Patent App. 0247866 und 0188256) ader
Fettséuren (Europ. Patent Appl. 0200492) beschrieben. Als Chelatbildner werden jedoch die bereits erwéhnten N,S,-Systeme
verwendet, die aufgrund ihrer geringen Stabilitit wenig gesignet sind. Die etwas stabileren N;S-Chelate zeigten gekoppelt an
monoklonale Antikérper keinen so starken Verlust des Tc-99m aus den Konjugaten (J. Lister-James; J. Nucl. Med. 30:793 und
Europ. Patent Appl. 0284071).

Da sowohl die sich selektiv anreichernden Substanzen in ihren Eigenschaften, sowie auch die Mechanismen, nach denen sie
angereichert werden, sehr unterschiedlich sind, ist es weiterhin notwendig, den kopplungsfihigen Chelatbildner variieren und
den physiologischen Anforderungen des Kopplungspartners hinsichtlich Lipo- und Hydrophilie, Membranpermeabilitit bzw.
-impermeabilitét etc. anpassen zu kénnen.

Es besteht aus diessn Griinden ein dringlicher Bedarf an stabilen Komplexverbindungen, die gekoppelt oder fihig zur Kopplung
an unterschiedliche sich selektiv anreichernde Verbindungen sind.

Aufgabe der Erfindung ist es somit, stabile Chelatbildner, die eine funktionelle Gruppe zur Kopplung an eine sich selektiv
anreichernde Verbindung oder eine mit Hilfe dieser funktionellen Gruppe gekoppelte sich selektiv anreichernde Verbindung
enthalten, zur Verfligung zu stellen.

ErfindungsgeméB wird diese Aufgabe durch die Verbindungen der allgemeinen Forme! | gelost,

R3 RCA

R3 | R4

/
N, R?
R7Y \FR“
B B’

worin R', R?und R® gleich oder unterschiedlich sind und fiir Wasserstoff oder einen gegebenenfalls mit einer Hydroxylgruppe
substituierten C,.g-Alkylrest,

R? und R* gleich oder unterschiedlich sind und fiir ein Wasserstoffatom, einen C,_g-Alkyl-, einen Amino(C,_g}-alkyl-, einen
Carboxymethyl-, einen {C,_s-Alkoxycarbonyl)methyl- oder einen (C,_g-Alkoxycarbonyl)benzylrest,

R® fiir einen C,_g-Alkylenrest,

R’ und R® gleich oder unterschiedlich sind und fiir Wasserstoff oder einen Cy.g-Alkylrest und

B und B’ gleich oder unterschiedlich sind und fiir einen mit 1-3 Hydroxylgruppen substituierten Phenyl-, Naphthy!-,
2-Mercaptophenyl-, Thienyl-, Pyrrolyl- oder einen Nitrosomethylrest der Formel

NO

|
—CH
R

)

stehen,

worin R*einen C,_g-Alkylrest, der gegebenenfalls zusammen mit R' bzw. R? iber eine Trimethylen- oder Tetramethylengruppe zu
einem 5- bzw. 6-Ring cyclisiert ist, bedeutet

und A eine funktionelle Gruppe C darstellt,

wobsei C fiir einen Amino-, einen Hydrazino- oder Hydrazido-, einen Carboxy-, einen C,_-Alkinyl- oder -Alkenyi-, einen Hydroxyl-,
einen Aminophenyl-, einen Oxiranyl-, einen fluorierten Phenoxycarbonyl-, einen Halogen-, einen Formyl-, einen Nitril-, einen
Phenylisothiocyanato- oder einen gegebenenfalls mit einem Natriumsulfatrest substituierten Succinimidoxycarbonylrest steht,
oder eine —mit Hilfe der funktionellen Gruppe C gebundene - sich selektiv in Lisionen oder bestimmten Geweben anreichernde
Verbindung T enthilt,

wobei T fiir monoklonale Antikérper oder deren Fragmente, Hormone, Enzyme, Wachstumsfaktoren, Liganden fiir
Zellmembranrezeptoren, Steroide, Neurotransmitter, Lipide, Saccharide, Aminosiuren und Oligopeptide, Biotin, sowie
Radiosensitizer, wie z.B. Misonidazol steht,

deren Komplexe mit - zur Diagnostik und Tumortherapie geeigneten — radioaktiven Metallionen, sowie deren Salze mit
anorganischen und organischen Sauren.

ErfindungsgemaR bevorzugt sind diejenigen Verbindungen gema® Anspruch 1, in denen R', R, R” und R® Wasserstoffatome
oder Methylreste bedeuten sowie diejenigen Verbindungen gemaR Anspruch 1, in denen die gegebenenfalls in A enthaltene
funktionelle Gruppe C fiir einan Carboxyl-, einen Amino-, einen C,_g-Alkenyl-, einen C,.g-Alkinyl-, einen Nitril-, einen
Tetrahydropyranyloxy-, einen Nitrophenyl-, einen Oxiranyl-, einen Aminophenyl- oder einen Phenylisothiocyanatorest und die
gegebenenfalls in A enthaltene sich selektiv anreichernde Verbindung T fiir monoklonale Antikdrper, deren Fragmente, Biotin
oder Misanidazol steht.

Uberraschenderweise zeigten visle der synthetisierten und mit Tc-99m markierten Chelate eine héhere Stabilitét als die
vergleichbaren N,S,-, N;S- und Propylenaminoxim-Chelate. So konnten 2. B. bei einer erfindungsgemifen Substanz

(Beispiel 12), die liber einen Aminophenylrest an Biotin gekoppelt wurde, keine Zersetzung-Produkte nach 5Std. beobachtet
werden, wéhrend dies bei dem vergleichbaren, literaturbekannten HMPAO der Fall war (Hung, J.C., etal.; J. Nucl. Med. 29: 1568,
1988). Auch durch Kompetitionsversuche konnte festgestellt werden, daB die in dieser Erfindung beschriebenen Chelate Tc-99m
besser als die vergleichbaren N,S;-, N3S- und Propylenaminoxim-Chelaten komplexieren. Die in der Erfindung beschriebenen
Chelate sind damit eindeutig fiir diagnostische und therapeutische Zwecke geeignet als die bisher bekannten Chelate.
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Die Herstellung der Verbindungen gemaf Anspruch 1 erfolgt, indem man ein 1,3-Propandiamin der allgemsinen Formel ii
R RSA
{n

H,N NH,

worin R%, R®und A die obengenannten Bedeutungen haben,
mit einer Verbindung der allgemeinen Formel il bzw. IV

B-R'C=0 (1
B-R’C=0 (),

in denen R' = R?, B = B’ gilt und R', R?, B und B’ die oben genannten Bedeutungen haben,

in einem polaren Lésungsmittel, vorzugsweise Ethanol, oder unter Verwendung eines Wasserabscheiders in einem unpolaren
Ldsungsmittel, vorzugsweise Benzol, bei Temperaturen von 25~180°C innerhalb von 6 Stunden bis 3 Tagen umsetazt,

die Iminofunktion in an sich bekannter Weise, vorzugsweise mit Natriumborhydrid in einem polaren Losungsmittel,
vorzugsweise einem Methanol/Wasser-Gemisch, bei Temperaturen von 25-100°C innerhalb von 0,5 bis 24 Stunden,
vorzugsweise 2 Stunden, reduziert,

oder
indem man ein Propandiamin der allgemeinen Formel |l
R R6A
1]
HN  NH,

worin R®, R®und A die obengenannten Bedeutungen haben,
mit einer Verbindung der allgemeinen Formel V bzw. VI

B-CO-X V)
B'-CO-X (i),

in denen B = B’ giit und B und B’ die obengenannten Bedeutungen haben, in B enthaltene Hydroxyl-, Mercapto- und

Aminogruppen in geschiitzter Form vorliegen und X fiir ein Halogenatom, vorzugswaeise fiir ein Chloratom steht,
oder substituierte Malons#éurehalogenide, vorzugsweise Malonséurechloride der allgemeinen Formel VI,

5 6
R\C/RA
N

worin R® und R® die obengenarinten Bedeutungen haben, X fiir ein Halogenatom steht und gegebenenfals in B vorhandene
Hydroxylgruppen in geschiitzter Form vorliegen,
mit einem Amin der allgemeinen Formel VIl bzw. I1X

vii)

X-0C CO-X

Rl\ R7
/
B—C—NH, (Vi)

RZ\ RS
/
B'—C—NH,
(1X)

indenR' = R, R” = R%, B = B' giltund R', R?, R’, R®, Bund B’ die obengenannten Bedeutungen haben,
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in einem aprotischen Lésungsmittal, vorzugsweise Dichlormethan, bel Temperaturen von 0-180°C, vorzugsweise bei
Raumtemperatur, innerhalb von 2 bis 24 Stunden, vorzugsweise 4 Stunden, unter Zusatz von Triethylamin umsetazt,

die Amidfunktion: in an sich bekannter Weise, vorzugsweise mit Boran in THF oder mit Lithiumaluminiumhydrid in sinem
aprorischen Losungsmittel, vorzugsweise Diethylether, bei Temperaturen von 25-160°C innerhalb von 0,5 bis 24 Stunden,
vorzugsweise 8 Stunden, zur entsprechenden Aminofunktion reduziert,

die Aminogruppen gegebenenfalls in an sich bekannter Weisa alkyliert und vorhandene Schutzgruppen abspaltet

und die auf diesen gleichwertigen Wegen erhaitenen Verbindungen gegebenenfalls vor Generierung der freien funktionellen
Gruppe C die vorhandenen Aminogruppen mit Schutzionen, z.B. als Cu-Komplex, schiitzt und anschlieRend die so erhaltenen
Verbindungen gewiinschtenfalls Giber die in A vorhandane funktionelle Gruppe C ansich selektiv anreichernde Verbindungen T
koppeltund die Aromat-Substituenten B und B’ gewiinschtenfalls mit dem jeweils gewiinschten radioaktiven Isotop komplexiert,
wobei man vorher im Produkt gegebenentfalls vorhandene Schutzionen nach an sich literaturbekannten Methoden entfernt und
die Reihenfolge der Schritte Komplexierung mit Technstium- oder Rhenium-Isotopen und Kopplung an T vertauscht werden
kann.

Als Hyxdroxyschutzgruppen kommen z. B. die Benazyl-, 4-Methoxybenzyl-, 4-Nitrobenzyl-, Trityl-, Diphenylmethyl-,
Trimethylsily:-, Dimethyl-t-butylsilyl- und Diphenyl-t-butylsilylgruppe in Frage. Im Falle von Polyolen kénnen die
Hydroxygruppen auch in Form von Ketalen mit z.B. Aceton, Acetaldehyd, Cyclohexanon oder Benzaldehyd geschiitzt sein.
Ferner kénnen die Hydroxygruppen auch 2.8, als THP-Ether, a-Alkoxyuthylether, MEM-Ether oder als Ester mit aromatischen
oder aliphatischen Carbonsduren, wie z.B. Essigsiure oder Benzoesiure, vorliegen, Die Hydroxyschutzgruppen kénnen nach
den dem Fachmann bekannten Literaturmethc den, 2.B. durch Hydrogenolyse, reduktive Spaltung mit Lithium/Ammoniak,
Séurebehandlung der Ether und Ketale oder Alkalibehandlung der Ester freigesetzt werden (sishe z.B. , Protective Groupsin
Organic Synthesis”, T.W. Greene, John Wiley and Sons 1981).

Als Aminoschutzgruppen kommen 2.B. Trifluoracetyl-, t-Butoxycarbonyl-, 2,2,2-Trichloroethoxycarbonyl-, Benzoxycarbonyl-
und Acetylgruppen in Frage. Die Aminoschutzgruppen kénnen nach literaturbekannten Methoden, z.B. durch basische oder
saure Hydrolyse, reduktive Spaltung mit Zink und Essigsiure oder Hydrogenolyse abgespalten werden.

Als Mercaptoschutzgruppen kommen Cy_g-Alkylreste oder Benzylthioether in Frage. Die Abspaltung der Mercaptoschutzgruppen
erfolgt wahlweise mit Alkalialkylthiolaten, Alkatialkoholaten oder Alkalimetallen, vorzugsweise mit Natriummethyithiolat in
einem polaren Losungsmittel, vorzugsweise in HMPT, DMF oder Dimethylacetamid oder durch reduktive Spa'tung mit Natrium/
Ammoniak.

Nicht symmetrische Verbindungen (B # B') lassen sich iiber kommerziell erhéltliche, gemischte Malons#ureester darstellen, die
sine selektive Umsetzung von zunéichst nur einer der beiden unterschiedlichen Este: funktionen zum Carbonsédureamid erlauben.
Insbesondere sind dies Methyl-, Benzyl- ader t-Butylester, die sich nach literaturbekannten Methoden leicht neben anderen
Carbons#ureestern, z.B. einem Ethylester, selektiv verseifen lassen. Die daraus resultierende freie Carbonséurefunktion wird in
an sich bekannter Weise in das entsprechende Carbonséurechlorid tiberfiihrt und anschlieBend mit einem gegebenenfalls
substituierten primaren Amin zu einem sekundiren Carbonsiureamid umgesetzt. Die verbleibende Esterfunktion wird
anschlieBend, wie bereits beschrieben, mit Ammoniak in ein priméres Carbonséureamid tiberfiihrt und anschlieflend die beiden
unterschiedlichen Séureamidfunktionen in an sich bekannter Weise zu den unterschiedlich substituierten Aminen reduziert.
Die primare Aminogruppe lBt sich, wie bereits beschriehen, mit einer Verbindung der Formel lll oder IV zu dem entsprechenden
Imin umsetzen. Die verbleibende sekundire Aminogruppe kann anschlieBend unter reduktiven Alkylierungsbedingungen in an
sich bekannter Weise mit einer Verbindung der Formel Ill oder IV umgesetzt werden, wobei gleichzeitig die Iminofunktion 2um
Amin reduziert wird.

Der Rest C ist dazu geeignet, eine stabile Verbindung zu Proteinen oder anderen sich selektiv anreichernden Molekiilen
herzustellen. Durch die entsprechende Wah! der funktionellen Gruppe C gelingt die Kopplung unter schonenden
Reaktionsbedingungen, die die biologische Funktion und/oder Selektivitat nicht besinflussen.

Die Kopplung an die gewiinschten Verbindungen erfolgt ebenfalls nach an sich bekannten Methoden, (2.B. Fritzberg et al., J.
Nucl. Med.: 26,7 [1987]), beispielsweise durch Reaktion der Gruppe C mit nucleophilen Gruppen des sich selektiv anreichernden
Molekiils oder, wenn es sich bei der Gruppe C selbst um ein Nucleophil handelt, mit aktivierten Gruppen des sich selektiv
anreichernden Molekiils.

Die Gruppe C représentiert jeden Substituenten, der einerseits eine funktionelle Gruppe darstellt, die eine Kopplung an ein sich
selektiv anreicherndes Molekiil unter milden Bedingungen erlaubt (2. 8. durch Acylierung oder Amidierung) sowie jede aktivierte
Gruppe, die mit nucleopliilen Gruppen von Proteinen, Antikérpern, Hormonen oder anderen Biomolekiilen reagieren kann, wie
der Amino-, Pheno!-, Sulfhydryl-, Formyl- oder Imidazol-Gruppe, Unter aktivierter Gruppe wird eine Funktion verstanden, die
féhig ist, unter Bildung eines Konjugates mit sinem nucleophilen Substituenten eines sich selektiv anreichernden Molekiils oder
des Komplexliganden selbst in waBriger Lésung innerhalb einer angemessen kurzen Zeit, unter Reaktionsbedingungen, die
weder Denaturierung noch Verlust der biologischen Aktivitat zufolge haben, zu reagieren. Beispiele dafiir sind Imidester,
Alkylimidester, Amidoalkylimidester, Succinimidester, Acylsuccinimide, Phenolester, substituierte Phenolester,
Tetrafluorphenolester, Anhydride, Hydrazide, Alkylhalogenide und Michael-Akzeptoren. C ist bevorzugt ein Monoanhydrid,
Saurechlorid, Saurehydrazid, gemischtes Anhydrid, aktivierter Ester (wie Phenol- oder Imid-Ester), Nitren oder lsothiocyanat,
insbesondere fiir die Kopplung mit nucieophilen Gruppen von Aminoséuren oder ein aliphatisches oder aromatisches priméres
Amin fiir die Kopplung an Kohlenhydratresten von Proteinen.

Handelt es sich bei der Gruppe C selbst um ein Nucleophil, kann sie mit aktivierten Gruppen eines sich selektiv anreichernden
Molekiils reagieren, wobei auch mit sogenannten «Cross-linking-reagents” umgesetzte Grupg 'n des Molekiils mit
eingeschlossen sind, wie homobifunktionelle Imidoester, homebifunktionelle H-Hydroxysuccimimidester (NHS) und
heterobifunktionelle , Cross-Linker*, die unterschiedliche funktionelle Gruppen, wie NHS-Ester, Pyridyl-Disulfide und aktivierte
Halogene, wie a-Keto-Halogenide enthalten. Solche Cross-Linker sind kommerziell erhahilich.

Als Kopplungspartner (= Verbindung T) sind u.a. verschiedene Biomolekiile vorgesehen: Liganden, die an spezifische
Rezeptaren binden und so ein in ihrer Rezeptordichte verindertes Gewebe erkennen kénnen; hierzu gehoren u. a. Peptid- und
Steroidhormone, Wachstumsfaktoren und Neurotransmitter, Mit Liganden fiir Steroidhormon-Rezeptoren wurde die
Méglichkeit einer verbesserten Diagnostik von Brust- und Prostatacarcinomen aufgezeigt (S.J.Brandes & J.A.Katzenellenbogen,
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Nucl. Med. Biol. 16: 53, 1988). Verschiedentlich weisen Tumorzellen sine verénderte Dichte von Rezeptoren fiir Peptidhormone
oder Wachstumsfaktoren, wie z.B. den ,,epidermal growth factor” (EGF) auf, Die Konzenirationsunterschiede konnten 2ur
selektiven Anreicherung von Cytostatika in Tumorzellen genutzt werden (E.Abcud-Pirak et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
3778, 1989). Vielfach konnten mit Positronen-emittierenden Isotopen markierte Liganden fiir Neurorezeptoren zur Diagnostik
verschiedener Hirnerkrankungen herangezogen werden {J.J. Forst, Trends in Pharmacol. Sci. 7 490, 1987). Weitere Biomolekiile
sind in den Metabolismus der Zellen einschleusbare Mr.taboliten, die einen veriinderten Stoffwechsel erkennbar machen; hierzu
gehdren beispielsweise Fettsiuren, Saccharide, Peptide und Aminoséuren. Fettséuren gekoppelt an die unstabileren
N;S2-Chelatbildner wurden in der EPA 0200492 beschrieben. Andere Stoffwechselprodukte wie Saccharide (Dexoxyglucosc),
Lactat, Pyruvatund Aminoséuren (Leucin, Methylmethionin, Glycin) wurden mit Hilfe der PET-Technik zur bildlichen Darstellung
von vertinderten Stoffwechselvorgdngen herangezogen (R.Weinreict:, Swiss Med.8, 10, 1986). Auch nicht-biologische
Substanzen wie Misonidazol und seine Derivats, die sich in Geweben bzw. Gewsbeteilen mit reduzierter Sauerstoffkonzentration
irreversibel an Zellbestandteile binden, kénnen 2ur spezifischen Anreicherung von radioaktiven Isotopen und somit bildlichen
Darstellung von Tumoren oder ischémischen Regionen herangezogen werden (M.E. Shelton, J. Nucl. Med. 30: 351, 1989).
SchlieBlich ist auch die Kopplung der bifunktionellen Chelatbildner an monoklonale Antikdrper bzw. deren Fragmente maglich.
Die Biotin enthaltenden erfindungsgemiRen Verbindungen erméglichen die Bindung der radioaktiven Konjugate an Avidin-
oder Streptavidin-haltige Substanzen. Dies kann genutzt werden, um Antikérper-Streptavidin-Konjugate am Tumor
anzureichern und die radioaktive Biotin-haltige Koniponente erst spiter 2u applizieren, was zu einer verringerten Exposition des
Patienten mit radioaktiver Strahlung fiihrt (D.J.Hnatowich et al., J. Nuct. Med. 28: 1294, 1987). Durch Komplexierung der
Konjugate mit Tc-99 m bzw. Rhenium-Isotopen kann eine Diagnostik und Therapie von Tumoren erméglicht werden.
Esistunerheblich, ob eine Markierung der Chelatbildner mit Tc-99m oder einem Rhenium-Isotop vor oder nach der Kupplung an
das sich selektiv anreichernde Molskiil durchgefiihrt wird. Fiir eine Kopplung an das sich selektiv anreichernde Molexiil nach
einer Komplexierung ist jedach Voraussetzung, da die Umsetzung des radioaktiven Komplexes mit der sich anreichernden
Verbindung schnell, unter schonenden Bedingungen und nahezu quantitativ ablauft, sowie keine anschlieRende Aufreinigung
erforderlich ist.

Die Herstellung der erfindungsgemiRen pharmazeutischen Mittel erfolgt in an sich bekannter Weise, in dem man die
erfindungsgemaBen Komplexbildner unter Zusatz eines Reduktionsmittels, vorzugsweise Zinn-{Il)-salzen wie -chlorid oder
-tartrat — und gegebenenfalls unter Zugabe der in der Galenik iiblichen Zusitze — in willrigem Medium I6st und anschlieRend
sterilfiltriert. Geeignete Zusiétze sind beispielsweise physiologisch unbedenkliche Puffer (z.B. Tromethamin), geringe Zusitze
von Elektrolyten (2.B. Natriumchiorid), Stabilisatoren {z.B. Gluconat, Phosphate oder Phosphonate). Das erfindungsgemaiBe
pharmazeutische Mittel liegt in Form einer Lésung oder in lyophilisierter Form vor und wird kurz vor der Applikation mit einer
Ldsung Tc-99m-Pertechnetat, eluiert aus kommerziell erhiltlichen Generatoren, oder einer Perrhenatlésung versetzt.

Bei der nuklearmedizinischen In-vivo-Anwendung werden die erfindungsgemaRen Mittel in Mengen von 1 - 107 bis

5 - 10°nmol/kg Kérpergewicht, vorzugsweise in Mengen zwischen 1 - 1072 und & - 102nmol/kg Kérpergewicht dosiert.
Ausgehend von einem mittleren Kdrpargewicht von 70kg betréigt die Radioaktivitdtsmenge fir diagnostische Anwendungen
zwischen 0,05 und 50 mCi, vorzugsweise 5 bis 30 mCi pro Applikation. Fiir therapeutische Anwendungen werden zwischen 5 und
500mCi, vorzugsweise 10-350mCi appliziert. Die Applikation wird normalerweise durch intravendse, intraarterielle, peritoneale
oder intratumorale Injektion von 0,1 bis 2ml einer Lésung der erfindungsgemaRen Mittel erfolgen. Bevorzugtist die intravenose
Applikation.

Die nachfolgenden Beispiele dienen der niheren Erlduterung des Erfindungsgegenstandes.

Beispiel 1

2-Methyl-2-(4-nitrobenzyl)-malonsauredimethylester (1)

Es werden 11,59 (0,6 mol) Natrium unter einem Stickstoffstrom in einen trockenen 1000ml fassenden Dreihalskolben mit
RiickfluBkiihler und Trockenrohr sowie Tropftrichter mit Druckausgleich gegeben. AnschlieBend werden vorsichtig 350 ml
Methanol zugetropft und solange geriihrt, bis das Natrium vollsténdig geldstist. In die noch warme Natriummethanolat-Lésung
wird sehr langsam die methanolische Lésung von 87g (0,5mol) Methylmalonsiurediethylester zugetropft. Nach beendeter
Zugabe wird noch 30 Minuten geriihrt und dann portionswaise mit Hilfe eines Pulvertrichters das 4-Nitrobenzylbromid
zugegeben, Nachdem sich alles geldst hat, wird zunichst 2 Stunden unter RiickfluB erhitzt und anschlieRend iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abgezogen, der Riickstand mit Wasser versetzt und
mehrmals mit Ethylacetat (je 260mi) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit gesittigter Kochsalzldsung
gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des Lésungsmittels verbleiben schwach gelbe Kristalle. Die
Umkristallisation erfolgt aus Dimethylformamid (DMF)/Wasser.

Schmelzpunkt: 84,5-95,0°C

Ausbeute: 74%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1.4ppm (s, 3H, Me); 3,5ppm (s, 2H, CH,Ar); 3,8 ppm (s, 6H, MeOOC); 7,2 ppm (d, 2H, ArH); 8,2 ppm (d, 2H, ArH)

2-Methyl-2-{4-nitrobenzyl)-malonsaurediamid (2)

In einen 500-mi-Rundkolben werden 5,0g des Esters (1) eingewogen und in 200 mi Methanol geldst. In diese methanolische
Lésung wird bis zur Séttigung Ammoniak eingeleitet, anschlieBend die katalytische Menge Natrium zugegeben und nach
Beendigung der Gasentwicklung der Kolben mit einem Absaugstiick mit Luftballon verschlossen und mindestens 1 Woche bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Es fillt nach einigen Tagen ein weiRer Niederschlag aus. Nachdem sémtliches Edukt
umgesetzt ist (DC-Kontrolle), wird der ausgefallene Niederschiag abgesaugt und die verbleibende Ldsung im Tiefkithlschrank
auf ~20°C abgekiihlt und erneut abgesaugt. Die Mutterlauge wird am Rotationsverdampfer weiter eingeengt und der
ausgefallene Niederschlag wieder abgesaugt. Die Umkristallisation der vereinigten Kristallfraktionen erfolgt aus Acetonitril. Das
weiBe kristalline Produkt wird im Vakuumexsikkator getrocknet.



-9- 297 636

Schmelzpunkt: 179°C

Ausbeute: 91%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1.2ppm (s, 3H, Me); 3,3ppm (s, 2H, CHAr); 7,1ppm (s (br), 4H, COINH,); 7,3ppm (d, 2H, ArH); 8,1ppm (d, 2H, ArH)

2-Methyl-2-(4-nitrobenzy})-1,3-propandiamin (3)

Das Diamid (2) (5,0 g) wird unter Ausschiu8 von Luftfeuchtigkeit in 26 m! abs. Tetrahydrofuran in einem 250-mi-Zweihalskolben
mit RickfluBkihler und Trockenrohr sowie einem Septum suspendiert. Der Kolben wird in einem Eisbad heruntergekiihlt und
anschlieBend die Boran-Lsung in THF mit Hilfa einer 20- baw, 50-ml-Einwegspritze durch das Septum zugegeben. Nachdem die
erforderliche Menge der Boran-Lésung (80ml einer 1M Ldsung in THF) zugegeben wurds, 18Rt man auf Raumtemperatur
erwiirmen, Nach 30 Minuten wird das Gemisch fiir 4 Stunden unter Riickfiu gekocht. Na.h Abkithlung auf Raumtamperatur
wird der Uberschu® an Boran mit Wasser vorsichtig hydrolisiert (insgesamt 16 m! Wasser). Nach Beendigung der
Gasentwicklung wird das Redaktionsgemisch quantitativ in einen 500-ml-Rundkolben tiberfiihrt und das Lésungsmitiel am
Rotationsverdampfer vorsichtig abgezogen, es verbleibt ein weiller Niederschlag. Dieser Niederschlag wird mit 125mi 6 N HCl
versetzt und 3 Stunden unter RiickfluB gekocht. AnschlieBend wird die Salzsdure am Rotationsverdampfer langsam abgezagen.
Der Riickstand wird in der minimalen Menge Wasser aufgenommen {ca. 50-70ml) und auf eine préparierte
lonenaustauschersiule {stark basisch) gegeben und das reine Amin mit destilliertem Wasser eluiert. Das freie Diamin wird
aufgefangen {(pH-Kontrolle) und die vereinigten Fraktionen werden am Rotationsverdampfer eingeengt. Als Riickstand verbleibt
ein schwach gelbes Ol.

Schmelzpunkt (Hydrochlorid): 270°C

Ausbeute: 80%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,0ppm (s, 3H, Me); 2,9ppm (m, 4H, CH;NH,); 3,0ppm (s, 2H, CH,Ar); 7,5ppm (d, 2H, ArH): 8,2 ppm{d, 2H, ArH); 8,5ppm (. 'br),
4H, NH,)

2-Methyl-2-(4"-nitrobenzy!)-N,N'-propylen-bls(salicyliden-imin) (4)

Zu einer Lésung von 5,6 Diamin (3) in 75ml Ethanol abs. wird unter Riihren eine Lésung von 5,5g Salicvlaldehyd in 75 mi
Ethanol abs. wugetropft. Die resultierende Ldsung verférbt sich langsam intensiv gelb. Es wird noch 3 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, dabei fallt ein gelber Niederschlag aus, der nach Abkiihlen auf ~20°C abfiltriert wird. Insgesamt
werden 7,59 des Diimins erhalten.

Schmelzpunkt; 103°C

Ausbeute: 77%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,1ppm (s, 3H, Me); 3,0ppm (s, 2H, CH,Ar); 3,5ppm (m, 4H, CH,N=C); 6,9ppm (m, 4H, ArH); 7,3-7,4ppm (m, 8H, ArH); 8,2ppm
(d, 2H, ArH); 8,4ppm (s, 2H, CH=N)

2-Methyl-2-(4"-nitrobanzyl)-N,N"-propylen-bis(salicylidenamin) (5)

Zu einer Losung von 2g Diimin {4) in 50 m| Ethanol werden unter Rithren 300 mg Natriumborhydrid zugegeben und 2 Stunden bei
0°C geriihrt, AnschlieBend werden 20m! Wasser zugetropft und 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt, danach das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Mit einer gesittigten
Kaliumcarbonatlésung wird auf pH11 gebracht und der Niederschlag in Chloroform aufgenommen. Nach Trocknen iiber
Natriumsulfat und abziehen des Lésungsmittels verbleibt ein kristalliner Riickstand. Nach Umkristallisation aus Acetonitril
verbleiben weile Kristalle.

Schmelzpunkt: 151°C

Ausbeute: 81%

'H-NMR-Daten in COCl;/TMS

0,9ppm (s, 3H, Me); 2,5ppm {m, 4H, CH,NH); 2,8ppm (s, 2H, CH,Ar); 3,9ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,8 ppm (m, 4H, ArH);
7,0-7,3ppm (m, 6H, ArH); 8,2ppm (d, 2H, ArH)

2-Methyl-2-(4'-aminobenzyl)-N,N’-propylen-bis(salicyliden-amin} {6)

In einem 50-mi-Zweihalskolben werden 20mg 10% Pd/C in 25 mi MeOH suspendiertund mit Wasserstoff geséttigt. AnschlieRend
wird die Lésung von 218 mg (5) (0,5 mmol) 4ml Methanol und 8331 6 N Salzséure mit einer 5m Einwegspritze durch ein Septum
2ugegeben. Nach Beendigung der Wasserstoffaufnahme wird vom Katalysator abgetrennt und das Lésungsmittel im Vakuum
abgezogen. Es verbleiben weiRe Kristalle. Die Umkristallisation erfolgt aus Methanol.

Ausbeute: 73%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1.0ppm (s, 3H, Me); 2,5ppm (m, 4H, CH,NH); 2,8ppm (s, 2H, CH,Ar); 4,1 ppm {m, 4H, ArCH,NH); 6,8-7,5ppm (m, 12H, ArH)

2-Methyl-2-(4-isothiocyanatobenzyl)-N,N’-propylen-bis-(salicylidenamin) (7)

Eine 85%ige Losung von Thiophosgen in Tetrachlorkohlenstoff (0,2ml, 2,23 mmol) wird zu der Ldsung von Verbindung (6)
(0,18mmol) in 4mi Salzsdure (3M) gegeben. Das Reaktionsgemisch wird 6 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und dann im
Vakuum bis zur Trockene eingeengt.

Ausbeute: 87%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1.0ppm (s, 3H, Me); 2,8ppm (m, 4H, CH,NH); 3,0ppm (s, 2H, CH,Ar); 4,1ppm (m 4H, ArCH,NH); 6,8-7,4ppm {m, 12H, ArH)
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Beisplel 2

2-(4-Nitrobenzyl)-malonsaurediathylester (8)

Es werden 21,4¢ Lithiumdiisopropylamid zu 210m! wasserfreiem Tetrahydrofuran unter einem Stickstoffstrom in einem
trockenen Dreihalskolben mit Trockenrohr und Tropftrichter mit Druckausgleich gegeben. AnschlieBend werden bei
Raumtemperatur 58,0g Malons#uredisthylester in 100 m! wasserfreiem Tetrahydrofuran innerhalb von 40 Minuten zugetropft.
Nach 30 Minuten wird die Reaktionslésung auf —62°C abgekiihit und 39,1 g 4-Nitrobenzylbromid in Tetrahydrofuran langsam
unter starkem Riihren zugetropft, eine weitere Stunde bei —62°C geriihrt und anschlieBend wird der gebildete Niederschlag in
der Kilte abfiltriert. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer eingeengt, der hiickstand in 300m| Ethanol bei 65°C in Lésung
gebracht und vom unldslichen Riickstand abgetrennt. Nach dem Abkiihlen erhilt man 34,7 g schwach gelbliche Kristalle.
Schmelzpunkt: 67-58°C

Ausbeute: 65%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,2ppm {t, 6H, CH,CH,); 3,3ppm (d, 2H, CHaAr); 3,6 ppm {t, 1H, CH); 4,1 ppm (g, 4H, CH,CH3); 7,4ppm (d, 2H, ArH); 8,1 ppm (d,
2H, ArH)

2-(4-Nitrobenzyl)-malons&urediamid (9)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (2) dargestellt.

Schmelzpunkt: 225-228°C

Ausbeute 98%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

3,1ppm (d, 2H, CH,Ar); 3,4ppm (1, 1H, CH); 7,1 ppm (s, 4H, NH,); 7,4ppm (d, 2H, ArH); §,2ppm (d, 2H, ArH)

2-{4-Nitrobenzyl)-1,3-propandiamin (10)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (3) dargestelit.

Schmelzpunkt (Hydrochlorid): 273-275°C

'H-NMR-Daten in D;0

1,3ppm (t, 1H, CH); 3,1ppm (d, 4H, CH,NH,); 3,2ppm (d, 2H, CH,Ar); 7,5 ppm (d, 2H, ArH); 8,2ppm (d, 2H, ArH)

2-(4"-Nitrobenzyl)-N,N'-propylen-bis{salicylidenimin} {11)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (4) dargestalit.

Schmelzpunkt: 76°C

Ausbeute: 68%

'H-NMR-Daten in CDCI3/TMS

1,5ppm(m, 1H, CH); 3,2ppm (d, 2H, CHAr); 3,5ppm (m, 4H, CH,N=C); 7,1 ppm (m, 4H, ArH); 7,3-7,4ppm (m, 8H, ArH); 8,2 ppm
(d, 2H, ArH); 8,4ppm (s, 2H, CH=N)

2-(4’-Nitrobenzyl)-N,N"-propylen-bls-(salicylidenamin) (12)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (5) dargestellt.

Ausheute: 90%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,6ppm (m, 1H, CH); 2,5ppm (m, 4H, CH,NH); 2,8ppm (d, 2H, CH,Ar); 3,9ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,9ppm (m, 4H, ArH);
7,1-7,3ppm (m, 6H, ArH); 8,1ppm (d, 2H, ArH)

2-(4’-Aminobenayl)-N,N’-propylen-bis(salicylidenamin} {13}

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (6) dargestellt.

Ausbeute: 84%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1.5ppm (m, 1H, CH); 2,5ppm (m, 4H, CH,NH;); 2,7ppm (t, 2H, CH,Ar); 4,1 ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,9-7,5ppm (m, 1241, ArH)

Belspiel 3

1,7-Bis(2,3-Dihydroxyphenyl)-4-(4'-nitrobenzyl)-2,6-diaz1hepta-1,6-dien (14)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (14) dargestelit.

Ausbeute: 76%

'H-NMR-Daten in COCl,/TMS

1,5ppm(m, 1H, CH); 3,1ppm (d, 2H, CH,Ar); 3,5ppm (m, 4H, CH,N=C}); 6,8-7,0ppm (m, 8H, ArH); 7,4 ppm {m, 2H, ArH); 8,2ppm
(d, 2H, ArH); 8,4ppm (s, 2H, CH=N)

1,7-Bis(2,3-Dihydroxyphenylj-4-(4’-nitrobenzyl)-2,6-diazaheptan (15)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (5) dargestellt.

Ausbeute: 38%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,6ppm (m, 1H, CH); 2,5ppm (m, 4H, CH,NH}; 2,9ppm (s, 2H, CH,Ar); 4,0 ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,5-7,3ppm (m, 8H, ArH);
8,2ppm (d, 2H, ArH)

1,7-Bis(2,3-Dihydroxyphenyl)-4-(4-aminobenzyl)-2,6-diazaheptan (16)
Eswerden 250mg der Nitroverbindung (15) in 30ml 50%igem Methanol {pH 11) geldst und bei Raumtemperatur unter Zusatzvon
25mg Pd/Alox hydriert. Nach Abtrennen des Katalysators und Einengen verbleiben 60 mg eines kristallinen Festkdrpers.
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Ausbeute: 27%
'H-NMR-Daten in DMSO/TMS
1.5ppm (m, 1H, CH); 2,5ppm (m, 4H, CH,NH,); 2,7 ppm (t, 2H, CH,Ar); 4,1 ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,6-7,5ppm (m, 12H, ArH)

Beisplel 4

2-[4’-(Tetrahydro-2-pyranyloxy)butyl]-malons!uredlmothylester (17)

7,99 (0,3mol} Natrium werden in einem 500-ml-Dreihalskolben mit RiickfluBkiihler und Trockenrohr sowie Tropftrichter mit
Druckausgleich unter einem Stickstoffstrom gegeben. Anschlieend werden vorsichtig 250ml Methanol wasserfrei 2ugetropft
und solange geriihrt, bis das Natrium vollsténdig geldst ist. In die noch warme Natriummethanolat-Lésung wird sehr langsam
die methanolische Lésung von 95,49 (0,58 mol) Malons#urediethylesters zugetropft. Nach beendeter 7:*qgabe wird noch 1 Stunde
unter RiickfluB gekocht und dann langsam 0,5mol 1-Chlor-4-tetrahydro-pyranyloxybutan zugetropft. Nach beendeter Zugabe
wird iber Nacht unter RiickfluB gekocht. Das Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer abgezogen, der Riickstand mit
Wasser versetzt und mehrmals mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit gesittigter
Kochsalzlésung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des Lésungsmittels verbleibt ein farbloses o1
Nach Destillation im Vakuum verbleiben 66,49 des substituierten Malonesters.

Siedepunkt 1 mm: 148°C

Ausbeute: 70%

'"H-NMR-Daten in CDCL,/TMS

1,6-2ppm (m, 12H, CH,); 3,5-3,7 ppm {m, 5H, CH + OTHP); 3,7 ppm (s, 6H, COOMe); 4,6ppm (t, 1H, OTHP)

2-[4"-(Tetrahydro-2-pyranyloxy)butyl}-malonsaurediamid (18)

In einem 1000-ml-Rundkolben werden 409 des substituierten Malonesters (17) eingewogen und mit 700 ml Methanol versetat,
Diese Lsung wird auf —40°C abgekiihit und kis zur Séttigung mit Ammoniakgas versetat, anschlieBend mit einer katalytischen
Menge Natrium versetzt und bei dieser Temperatur 4 Stunden geriihrt. Nach Erwéarmen auf Raumtemperatur wird der
ausgefallene Niederschlag abgesaugt und die verbleibende Losung im Tiefkithischrank auf —20°C abgekihit und erneut
abgesaugt. Die Umkristallisation der vereinigten Kristallfraktionen erfolgt aus Acetonitril,

Ausbeute: 82%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

%.3-2,1ppm {m, 12H, CH,);3,1-4,0 ppm (m, 5H, CH, OTHP); 4,5ppm (t, 1H, OTHP); 7,2ppm (s (br), 4H, CONH,)

2-[4'-(Tetrahydro-z-pyrnnyloxy)butyl]-1,3-propandiamln (19)

In einem 1000m| fassenden Rundkolben mit RiickfluBkiihler und Tropftrichter werden unter Feuchtigkeitsausschiu® 2u 400 ml
THF abs. 6,8g (0,18mol) Lithium-aluminiumhydrid gegeben. AnschlieBend werden 15,5g (0,06 mol) des substituierten
Malonsdureamids (18) in 100m| THF abs, langsam zugetropft und 4 Stunden unter RiickfluB erhitzt, dann auf 0°C abgekiihlt,
vorsichtig 8ml Wasser zugegeben, mit 8m| einer 20%igen Natronlauge und erneut mit 30ml Wasser versetzt. Es wird abfiltriort
urid der verbleibende Niederschlag zweimal mit THF ausgekocht, Die vereinigten Filtrate werden mit gesittiger Kochsalzldsung
gewaschen, Giber Natriumsulfat getrocknet das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und der Riickstand im
Vakuum destilliert.

Ausbeute: 70%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,2-1,8ppm (m, 13H, CH, CH,); 2,7-3,1ppm (m, 4H, CH;NH,); 3,4-3,6 ppm (m, 4H, OTHP); 4,5 ppm (t, 1H, OTHP)

4-(4’-Tetrahydropyranyloxybutyl)-N,N'-propylen-bis(sallcylIdenlmin) (20}

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (4) dargestellt.

Ausbeute: 70%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,2-1,9ppm (m, 13H, CH, CH,, OTHP); 3,2-3,7ppm {m, 8H, CH,;N=C, OTHP); 4,5 ppm {t, 1H, OTHP); 6,8-7,1 ppm (m, 8H, ArH);
8,4ppm (s, 2H, CH=N)

4-(4'-Tetrahydropyranyloxybutyl)-N,N'-propylen-bls(sallcylidenamln) (21)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (5) dargestelit.

Ausbeute: 61%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,2-1,9ppm {m, 13H, CH, CH,, OTHP); 2,7ppm (m, 4H, CH:NH); 3,4-3,6ppm (m, 4H, OTHP, ©H,0R); 4,5 ppm {t, 1H, OTHP);
6,5-7,3ppm (m, 8H, ArH)

Beisplel 5

2-Methyl-2-[4'-(tetra hydro-z-pyranyloxy)butyl]-malonsﬂuredlmethylester (22)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (17) dargestellt.

Ausbeute: 78%

'H-NMR-Daten in CDCI,/TMS

1.4ppm (s, 3H, Me); 1,2-2,0ppm (m, 12H, CH,); 3,5-3,8 ppm (m, 4H, OTHP); 3,7 ppm (s, 6H, COOMe); 4,6ppm (t, 1H, OTHP)
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2-Methy!-2-[4"-(tetrahydro-2-pyranyloxy)butyl]l-malonsaurediamid (23)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung {18) dargestelit,

Ausbeute: 86%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,3ppm (s, 3H, Me); 1,2-2,0ppm (m, 12H, CH,); 3,1-4,0ppm (m, 4H, OTHP); 4,5ppm {t, 1H, OTHP); 7,1ppm (s (br}, 4H, CONH,)

2-Methyl-2-[4'-(tetrahydro-2-pyranyloxy)butyl)-1,3-propandiamin (24)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (19) dargestelit.

Ausbeute; 64%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

0,9ppm (s, 3H, Me); 1,2-1,9ppm (m, 12H, CH,); 2,7 ppm (m, 4H, CH,NH,); 3,3-3,8 ppm (m, 4H, OTHP); 4,5ppm (t, 1H, OTHP)

2-Methyl-2-(4-tetr ahydropyranyloxybutyl)-N,N'-propylen-bis(salicylidenimin) (25)

Diese Verbindung wird entsprachend der Verbindung (4) dargestelit.

Ausbeute: 77%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1.0ppm (s, 3H, Me); 1,2-1,9ppm (m, 12H, OTHP + CH,); 3,2-3,7 ppm (m, 8H, OTHP + CH,N=C); 4,5ppm (t, 1H, OTHP); 7,0 ppm
{m, 4H, ArH); 7,3-7,5ppm {m, 4H, ArH); 8,3ppm (s, 2H, CH=N)

2-Methyl-2-(4-tetrahydropyranyloxybutyl)-N.N’-propylen-bls(sallcylldenamln) (26)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung {5) dargestelit,

Ausbeute: 89%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,0ppm (s, 3H, Me); 1,2-1,8ppm (m, 12H, OTHP + CH,); 2,8-3,1 ppm (m, 4H, CH,NH,); 3,3-3,9ppm (m, 8H, OTHP + ArCH,NH);
4,5ppm (t, 1H, OTHP); 7,0ppm (m, 4H, ArH); 7,3-7,5ppm (m, 4H, ArH)

Cu-2-Methyl-2-(4-tetrahydropyranyloxybutyl)-N,N"-propylen-bis(salicylidenamin) (27)

Zu einer Suspension von 813mg (26) (2mmol) in 56 m! Methanol werden 400 mg Kupferacetat {2mmol) in 20 ml Methanol
getropft und bei Raumtemparatur geriihrt. Nach Abziehen des Lésungsmittels am Rotationsverdampfer und Trocknung an der
Vakuumpumpe verbleibt ein éliger Riickstand. Nach Umkristallisation aus Pyridin/Chloroform verbleibt ein kristalliner
Rdckstand.

Ausbeute: 76%

Cu-2-Methyl-2-(4-hydroxybutyl)-N,N"-propylen-bis(salicylidenamin) {28)

In eine Losung von 0,3ml konzentrierter Schwefelsiure in §ml Methanol wird die Lésung von 877mg (27) (1,7 mmol) in 5ml
Methanol getropft und 15 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, Nach Abkiihlung auf 0°C wird vorsichtig unter Riihren und
Kihlen mit einer Natriumcarbonatldsung neutralisiert. Nach dem Abziehen das Lésungsmittels wird der Riickstand mit Ether
extrahiert, mit gesittigter Kochsalzlésung gewaschen und {iber Natriumsulfat getrocknet.

Ausbeute: 68%

Cu-2-Methyl-Z-M-formylbutyl)-N,N’-propyIen-bls(sallcylidenamln) (29)

Zu einer geriihrten Suspensionvon 3,23g PCC in 20mlwasserfreiem Dichlormethan werden 4,329 (28) (10mmol), geldstin 20m!
Dichlormethan, auf einmal zugefiigt und das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von 50ml
wasserfreiem Ether wird dekantiert, der schwarze Riickstand dreimal mit je 50ml Ether gewaschen, und die vereinigten
Etherldsungen iiber Kieselgel filtriert. Nach Abziehen des Lésungsmittels verbleibt ein dliger Riickstand.

Ausbeute: 59%

Belspiel 6

2-Butyl-2-[4-(tetrahydro-2-pyranyloxy)butyl}-malonsauredimethylester (30)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (17) dargestelit.

Ausbeute; 69%

'H-NMR-Daten in CDCI,/TMS

0,9ppm (t, 3H, Me); 1,2-2ppm (m, 18H, CH,); 3,3-3,9ppm (m, 4H, OTHP); 3,7ppm (s, 6H, COOMe); 4,6 ppm (t, 1H, OTHP)

2-Butyl-2-[4"-(tetrahydro-2-pyranyloxy)buty!]-malonsaurediamid (31)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (18) dargestelit.

Ausbeute: 86%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

0.8ppm (t, 3H, Me): 1,3-2,2ppm {m, 18H, CH,); 3,1~3,9ppm {m, 4H, OTHP); 4,5 ppm (t, 1H, OTHP)

2-Butyl-2-{4"-(tetrahydro-2-pyranyloxy)butyl]-1,3-propandiamin (32)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (19) dargestelit.

Ausbeute: 70%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

0,9ppm (t, 3H, Me); 1,2-1,9ppm (m, 18H, CH,); 2,5-2,9ppm (m, 4H, CH,NH,); 3,3-4,1 ppm (m, 4H, OTHP); 4,6 ppm{t, 1H, OTHP)
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1,7-BIs(2'-Pyrrolyl)-2-butyl-2~[4'~(totrahydro-z-pyranyloxy)butyl]-2,6-dlazahapta-1,8-dlen (33)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (4) dargestellt

Ausbeute: 74%

'H-NMR-Daten in CDCl3/TMS

0,8ppm (t, 3H, Me); 1,2-1,9ppm (m, 18H, CH,); 3,3-4,1 ppm (m, 8H, OTHP + CH;N=C); 4,6pi> n (t, 1H, OTHP); 6,2ppm (m, 2H,
ArH); 6,4ppm (m, 2H, ArH); 6,8ppm (m, 2H, ArH); 8,0ppm (s, 2H, CH=N)

1,7-Bls(2'-Pynolyl)-z-butyl-2-[4'-(tetrahydro-2-pyranyloxy)butyl]-2,6-dlazaheptan (34)

Diess Verbindung wird entsprechend der Verbindung (5) dargestelit

Ausbeute: 71%

'H-NMR-Daten in CDCl/TMS

0,8ppri(t, 3H, Me); 1,2-1,9ppm (m, 18H, CH,); 2,4ppm (m, 4H, CH,NH"; 3,3-4,1 ppm(m, 8H, OTHP + ArCH,NH); 4,6 ppm {t, 1H,
OTHP); 6,1-6,6ppm (m, 6H, ArH)

Belspiel 7

2-Allyl-malons&urediamid (35)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (2) dargestelit.

Schmelzpunkt: 168,5-169°C

Ausbeute: 94%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

2,4ppm (m, 2H, CH, 3,0ppm (t, 1H, CH); 5,0ppm (m, 2H, CH=CH;); 5,7 ppm (m, 1H, CH,CH=CH,); 7,0ppm {s, br, 2H, CONH,);
7,3ppm (s, br, 2H, CONH,)

2-Allyl-1,3-propandiamin {36}

Zu einer Suspension von 1,52g Lithiumaluminiumhydrid in 50 miwasserfreiem Tetrahydrofuran wird unter Eiskiihlung langsam
die Suspension von 3,12g des Diamids (35) in 50 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran zugegeben. Man 143t langsam auf -
Raumtemperatur erwérmen und erhitzt das Reaktionsgemisch anschlisiend 8 Stunden unter RiickfluB. Nach Abkiihlung auf
Raumtemperatur werden tropfenweise 10ml Wasser, dann 10 m| 10%ige Kaliumhydroxidiosung und wiederum 10ml Wasser
zuge - hen, Ausgefallenes Aluminivmhydroxid wird abfiltiiert und 2weimal mit je 50ml Tetrahydrofuran kurz ausgekocht. Die
vereinigten Filtrate werden mit gesittigter Kochsalzlésung gewaschen, {iber Natriumsulfat getrocknet und der Riickstand nach
Abdampfen des Lésungsmittels im Vakuum destilliert,

Ausbeute: €5%

'H-NMR-Daten in CDCly/TMS

1.9ppm (m, 1H, CH); 2,1ppm (d. 2H, CH,CH=:CH,); 2,7 ppm (d, 4H, CH,NH); 5,1 ppm (m, 2H, CH,CH=CH,); 5,8ppm {m, 1H,
CHch-:CHz)

2-Allyl-N,N'-propylen-bis(salicylidenimin) (37)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (4) dargestelit.

Ausbeute: 83%

'H-NMR-Daten in COCI/TMS

1,5ppm (m, 1H, CH); 2,2-2,4ppm (m, 2H, CH,CH=CH;,); 3,5ppm (m, 4H, CH,N=C); 4,9 ppm {m, 2H, CH=CH;,); 5,6ppm (m, 1H,
CH=CH,); 6,8-7,1ppm (m, 8H, ArH); 8,4ppm (s, 2H, CH=N)

2-(3-8rom-2-hydroxypropyl)-N,N'-propylen-bls(saIlcylldenimln) (38)

Eine Losung von 3,22g (37) (10mmol) in 50 ml THF/Wasser 6:1 wird mit 1,78g NBS (10mmol) versetzt und bei Raumtemperatur
unter LichtausschluB 2 Tage geriihrt. Das Gemisch wird in 2560l Wasser gegossen und mehrmals mit je 50 ml Essigester
extrahiert, getracknet, eingeengt und der Riickstand aus Acetonitril umkristallisiert.

Ausbeute: 32%

'H-NMR-Daten in CDCl:/TMS

1.5ppm (m, 3H, CH + CH,CHOH); 3,5pprn (m, 4H, CH,N=C); 3,8 ppm {d, 2H, CH;Br); 4,1 ppm {m, 1H, CHOH); 6,9ppm (m, 4H,
ArH); 7,3ppm (m, 4H, ArH); 8,4F s 's, 2H, CH=N)

2-(2,3-Epoxyprapyl)-N,N'-propylen-bis(salicylidenimin) (39) .

Eine Lésung von 7,69 (38) (18mmao!) in 100 ml Methanol wird zu einer Lésung von 6,4 gKaliumcarbonat in 15ml Wasser gegeben
und 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Es wird filtriert, eingeengt, der Riickstand mit 30 ml Wasser verdiinnt, mit Chloroform
extrahiert, Giber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt.

Ausbeute: 76%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,5ppm {m, 3H, CH + CH,CHORY); 2,6 ppm (m, 2H, Epoxid); 3,1 ppm {m, 1H, Epoxid); 3,5 ppm (m, 4H, CH;N=C); 6,9ppm (m, 4H,
ArH); 7,3ppm (m, 4H, ArH); 8,4ppm (s, 2H, CH=N)

2-[2-Hydroxy-3-(2-nltrolmIdazolyI)-propyl]-N,N'-propylen-bls(sallcylidenlmln) (40)

In einem 10-ml-Rundkolben wird das Gemisch aus 250mg 2-Nitroimidazol (2,2mmol), 475mg 1,8-Bis-{dimethylamino)-
naphthalin (2,2mmol) und 920 mg (39) {2,2mmol) in 5 mI DMSO unter Rithren 24 Stunden auf 80°C erwérmt. Nach dem Abkiihlen
wird mit 50ml Wasser verdiinnt, mehrrials mit Essigester extrahiert, anschlie@end mit verdiinnter Salzsdure und Wasser
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrecknet und eingeengt. Der Riickstand wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert,
Ausbeute: 28%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,4-1,5ppm (m, 3H, CH + CH,CHOH); 2,Jppm (m, 2H, CHOH-CH,-NR,); 3,5ppm (m, 4H, CH;N=C); 4,0ppm (m, 1H, CHOR);
6,9-7,4ppm (m, 10H, ArH); 8,4ppm (s, 2H, CH=N)
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2-[2-Hydroxy-3-(2-nltrolmldazoIyl)-propyl]-N,N'-propylen-bls(sallcylldenamln) (41)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (4) dargestelit.

Ausbeute; 63%

'H-NMR-Daten in CDCI;/TMS

1,4-1,5ppm (m, 3H, CH + CH,CHOH); 2,5 ppm (m, 4H, CH,NH); 2,8 ppm (m, 2H, CHOH-CH;-NR,); 3,9-4,1 ppm {m, 5H, CHOH +
ArCH;NH); 6,9-7,4ppm (m, 10H, ArH)

Beisplel 8

2-Allyl-2-methyl-malons8urediethylester (42)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (1) dargestalit.

Ausbeute: 76%

Siedepunkt: 25mbar 106-107°C

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,3ppm (t, 6H, COOCH,CHy); 1,4ppm (s, 3H, Me); 2,6 ppm {d, 2H, CH;CH=CH,); 4,2ppm (q, 4H, COOCH,CH,}; 5,0ppm (d, br, 1 H,
CH,CH=CHj,); 6,1 ppm (d, br, 1H CH,CH=CH,); 5,7 ppm (m, 1H, CH,CH=CH,)

2-Allyl-2-methyl-malons8urediamid {43)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (2) dargestellt.

Ausbeute: 89%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,3ppm (s, 3H, Me); 2,2ppm (d, 2H, CH,CH=CH}); 4,9 ppm {d, br, 1H, CH,CH=CH,); 5,0ppm (d, br, 1H, CH,CH=CH,); 5,8 ppm (m,
1H, CH,CH=CH,)

2-Allyl-2-methy!-1,3-propandiamin {44)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (36) dargestelit.

Ausbeute: 62%

'H-NMR-Daten in CDCI3/TMS

1,0ppm (s, 3H, Me); 2,2ppm (d, 2H, CH,CH=CH,); 2,5 ppm {m, 4H, CH;NH); 4,9ppm (d, br, 1H, CH,CH=CH,); 5,0ppm {d, br, 1H,
CH,CH=CH;); 5,8ppm (m, 1H, CH,CH=CH;)

2-Allyl-2-methyl-N,N"-propylen-bls{salicylidenimin) (45)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (4) dargestellt.

Ausbeute; 76%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,0ppm (s, 3H, Me); 2,2ppm (d, 2H, CH,CH=CH,); 3,7 ppm (m, 4H, CH;N); 5,1 ppm (m, 2H, CH,CH=CH;); 5,8 ppm (m, 1H,
CH;CH=CH,); 6,9-7,4ppm (8H, ArH); 8,4 ppm (s, 2H, CH=N); 13,5ppm (s, 2H, ArOH)

2-Allyl-2-methyl-N,N'-propylen-bis(salicylidenamin) (46)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (5) dargestelit.

Ausbeute: 73%

'H-NMR-Daten in CDCI;/TMS

1,1ppm (s, 3H, Me); 2,3ppm (d, 2H, CH,CH=CH,); 2,8 ppm (m, 4H, CH,;NH); 4,1 ppm (m, 4H, ArCH,NH); 5,1 ppm {m, 2H,
CH,CH=CH,); 6,8ppm (m, 1H, CH,CH=CH,); 6,8-7,4ppm (8H, ArH); 13,5 ppm (s, 2H, ArOH)

Belspiel 9

1,7-8ls(Z-Hydroxynaphthyl)-d-methyl-4-(4-nItrobenzyl)-2,6-dlazahepta-1,G-dlen (47)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (4) dargestelit

Ausbeute: 80%

'H-NMR-Daten in CDCly/TMS

1,2ppm (s, 3H, Me); 3,0ppm (s, 2H, CH,Ar); 3,8ppm (m, 4H, CH;N=C); 7,0ppm (d, 2H, ArH); 7,3~7,4ppm (m, 6H, ArH);
7,6-7,9ppm (m, 6H, ArH); 8,3ppm (d, 21i, ArH); 8,9 ppm (s, 2H, CH=N)

1,7~BIs(2-Hydroxynaphthyl)-4-methyl-4-(4-nltrobenzyl)-2,6-dlazaheptan (48)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (5) dargestelit

Ausbeute: 52%

'*H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1.0ppm (s, 3H, Me); 2,6ppm (m, 4H, CH,NH); 2,9 ppm {s, 2H, CH,Ar); 4,0ppm {m, 4H, ArCH,NH); 6,9-7,4 ppm {m, 8H, ArH);
7,6-7,9ppm {m, 6H, ArH); 8,3ppm (d, 2H, ArH)
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1,7-Bls(2~Hydroxynaphthy!)-4-methyl-4-(4-amlnobanzy|)-2,6-dlazahepten (49)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (6) dargestelit

Ausbeute: 72%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,1ppm (s, 3H, Me); 2,6ppm (m, 4H, CH,NH); 2,8ppm (s, 2H, CHaAr); 3,9ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,9-7,4ppm (m, 8H, ArH);
7,6-7,9ppm (m, 6H, ArH); 8,3ppm (d, 2H, ArH)

Belspiel 10

1,7-Bis(2'-Thienyl)-4-(4"-nitrobenzyl)-2,6-dlaza-hepta-1,6-dien (50)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (4) dargestelit

Ausbeute: 91%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,4ppm(m, 1H, CH); 3,2ppm (d, 2H, CH,Ar); 3,5ppm (m, 4H, CH;N=C); 6,9ppm (m, 4H, ArH); 7,2-7,4ppm (m, 41, ArH); 8,2 ppm
(d, 2H, ArH); 8,3ppm (s, 2H, CH=N)

1,7-Bis(2"-Thienyl)-4-(4"-nitrobenzyl)-2,8-diaza-heptan (51)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (5) dargestelit

Ausbeute: 76%

'H-NMR-Daten in CDCl/TMS

1,4ppm (m, 1H, CH); 2,5ppm (m, 4H, CH.NH); 2,8 ppm(d, 2H, CH,Ar); 3,8 ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,7 ppm (m, 2H, ArH); 6,8ppm
(m, 4H, ArH); 7,4ppm (m, 2H, ArH); 5,2ppm (d, 2H, ArH)

1,7-Bls(2"-Thienyl)-4-(4"-am .10benzyl)-2,6-diaza-heptan (52)

Diese Verbindung wira entsprechend der Verbindung (6) dargestelit

Ausbeute: 88%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,2ppm (m, TH, CH); 2,4-2,5ppm (m, 6H, CH,NH + CH,Ar); 3,8 ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,5-6,6 ppm {m, 4H, ArH}; 6,8-6,9ppm
(m, 6H, ArH)

Beisplel 11

2-Methyl-2-(2-propinyl)-malonsauredimathylester (53)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (1) dargestelit.

Ausbeute: 66%

'H-NMR-Daten in CDCl3/TMS

1,5ppm (s, 3H, Me); 2,0ppm (t, 1H, CCH); 2,8 ppm (m, 2H, CH,); 3,8 npm (s, 6H, COOMe)

2-Methyl-2-(2-propinyl)-malonsaurediamid (54)

Diese Yerbindung wird entsprechend der Verbindung (2) dargestelit.
Ausbeute: 72%

"H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,5ppm (s, 3H, Me); 1,9ppm (m, 1H, CCH); 2,6ppm (m, 2H, CH,)

2-Methyl-2-(2-propinyl)-1,3-propandiamin (55)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (36) dargestelit.
Ausbeute: 57%

'H-NMR-Daten in CDCly/TMS

1,5ppm (s, 3H, Me); 1,9ppm (m, 1H, CCH); 2,5ppm (m, 6H, CH,C + CH;N)

2-Methyl-2-{propinyl)-N,N'-propylen-bis{salicylidenimin) (56)

Diese Verbindung wird entsprecliend der Verbindung (4) dargestelit.

Ausbeute: 77%

'H-NMR-Daten in CDCI,/TMS :

1.5ppm (s, 3H, Me); 2,0ppm {t, 1H, CCH); 2,6 ppm (m, 2H, CH,); 3,7 ppm (m, 4H, CH,N); 6,9-7,4ppm (m, 8H, ArH); 8,3ppm (s, 2H,
CH=N)

2-Methyl-2-(propinyl)-N,N'-propylen-bis{salicylidenamin) {57)

Piese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (5) dargestellt.

Ausbeute: 78%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,5ppm (s, 3H, Me); 2,0ppm (t, 1H, CCH); 2,6-2,8 ppm (m, 6H, CH,CC + CH,NH); 4,0 ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,9~7,4ppm(m, 8H,
ArH)
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Belspiel 11a

2-Methyl-2-(2-propinyl)-malonsaure (58)

Es werden 23,7 g (53) (127 mmol) in 200 ml Methanol gelést und dazu sine Lésung von 28,3g NaOH (708 mmol) in 50 m| Wasser
fangsam zugetropft. AnschlieBend wird 2 Stunden im Wasserbad auf 50°C erwirmt, das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer
abgezogen und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Es wird mit halbkonzentrierter Salzséure angesduert und die freie
Carbonséure mit Chloroform extrahiert, gewaschen und getrocknet.

Ausbeute: 84%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1.4ppm (s, 3H, Me); 2,6ppm (d, 2H, CH,); 2,9ppm (1, 1H, CCH)

2-Methyl-2-(2-propinyl)-malonsauredichlorid (59)

Die Mischung aus 3,409 (58) und 8,9g Thionylchlorid und einem Tropfen DMF wird unter Feuchtigkeitsausschlu unter Riihren
zum Sieden erhitzt. Nach Beendigung der Gasentwicklung wird der Uberschu Thionylchlorid bei Raumtemperatur im Vakuum
abgezogen und der Riickstand im Vakuum destilliert.

Ausbeute: 91%

Siedepunkt: 125°C/y4mm

N,N’-Bis(2-methoxybenzyl)-2-methyl-2-(propiny1)-malonsaurediamid (60)

Zu dem Gemisch aus 6,67 g 2-Methoxybenzylamin (48,6 mmol) und 5,069 Triethylamin (50mmol) in 100m) Dichlormethan wird
unter Ausschlu von Feuchtigkeit 4,699 (69) (24,3mmol) in 100 mi Dichlormethan vorsichtig zugetropft. Es wird noch 3 Stunden
bei Raumtemperatur gerithrt, dann zunéchst Wasser zugegeben und mehrmals mit Chloroform extrahiert. Die organische Phase
wird nacheinander mit 1N HCI, gesttigter Kaliumcarbonatlésung und Wasser gewaschen und tiber Natriumsulfat getrocknet.
Ausbeute: 64%

'H-NMR-Daten in COCl,/TMS

1.5ppm (s, 3H, Me); 2,0ppm (t, 1H, CCH}; 2,8 ppm (d, 2H, CH,CC); 3,8ppm (s, 6H, OMe}; 4,4 ppm (d, 4H, CH,NH); 6,9-7,3 ppm{m,
8H, ArH)

N,N’-Bis(2-methoxybenzyl)-2-methyl-2-(propinyl)-1,3-propandiamin (61)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (44) dargestalit.

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,5ppm (s, 3H, Me); 2,0ppm (t, 1H, CCH); 2,6-2,8ppm (m, 6H, CH,CC + CH,NH); 3,8ppm (s, 6H, OMe); 4,2ppm (m, 4H,
ArCH,NH); 6,9-7,3ppm (m, 8H, ArH)

2-Methy!-2-(propinyl)-N,N"-prapylen-bis(salicylidenamin} (57)

Eine L&sung von 338 mg (61) {1,0mmol) in 15ml Dichlormethan wird unter Ausschiu® von Feuchtigkeit unter einer Stickstoff-
Atmosphire auf 0°C abgekiihlt und unter Riihren mit Hilfe einer Einwegspritze 1,76 g Bortribromid (7,0mmol) in 20m|
Dichlormethan zugetropft und iiber Nacht bei Raumtemperatur gerdhrt, Es wird mit Wasser hydrolisiert, mit gesittigter
Kaliumearbonat-L6sung schwach alkalisiert, mit Dichlormethan extrahiert und die organischen Extrakte mit gesattigter
Kochsalzldsung gewaschen. Nach Abziehen der Losungsmittels verbleibt ein fester Rtickstand.

Ausbaute: 79%

Belspiel 12

6-{4"-Nitrobenzyl)-3,3,9,9-tetramethy!-4,8-diazaundecan-2,10-dion-dioxim (62)

Es werden 3,9g Diamin (10) in 90mI Methanol gelést und auf 0°C abgekiihlt, anschlieBend werden unter Riihren 6,5g 2-Chlor-2-
methyl-3-nitrosobutan zugegeben. Nach " wirmen auf Raumtemperatur wird 2 Stunden geriihrt, weitere 2 Stunden unter
RiickfluB gekocht, das Lésungsmittel abgezogen und der verbleibende Festkdrper in Wasser geldst. Es wird mit
Natriumhydrogencarbonat neutralisiert, eingeengt und der verbleibende Niederschlag aus Ethanol umkristallisiert.
Schmelzpunkt: 197-198°C

Ausbesute: 27%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,3ppm {s, 12H, MeCNH); 1,8ppm (s, 6H, MeC=N); 2,3ppm (m, 1H, CH); 2,6 ppm {m, 4H, CH,NH); 2,8ppm (d, 2H, CH,Ar);
7,4ppm (d, 2H, ArH); 8,2ppm (d, 2H, ArH); 10,8 ppm (s, 2H, HON=C)

6-(4’-Aminobenzyl)-3,3,9,9-tetramethyl-4,8-diazaundecan-2,10-dion-dioxim (63)

Eswerden 250 mg der Nitroverbindung (62) in 30 ml 50%igem Methanol (pH11) gel6st und bei Raumtemperatur unter Zusatz von
25mg Pd/Alox hydriert. Nach Abtrennen des Katalysators und Einengen verbleiben 60 mg eines kristallinen Festkérpers.
Ausbeute: 26%

'H-NMR-Daten in D,0

1,2ppm {s, 12H, MeCNH); 1,7ppm (s, 6H, MeC=N); 1,9 ppm ;.n, 1H, CH); 2,5ppm (m, 4H, CH,NH); 2,4ppm (d, 2H, CH,Ar);
6,5ppm (d, 2H, ArH); 6,9ppm (d, 2H, ArH);

Cu-6-(4-Aminobenzyl)-3,3,9,9-tetramethyl-4,8-diazaundecan-2,10-dioa-dioxim (64)
Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (27) dargestellt.
Ausbeute: 456%
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Cu-6-[4"-(Blotincarbamoyl)benzyl}-3,3,9,9-tetramethyl-4,8-diazaundecan-2,10- fion-dioxim (65)

Zu einer Lésung von 439 mg (64) (1 mmol) in 10mi DMSO werden 680 mg NHS-B'otin {2mmol) unter Riihren dazugegeben und 3
Stunden auf 50°C erwérmt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird noch 15 Stunden geriihrt. AnschlieBend wird das
Lésungsmittel im Vakuum abgezogen und der Riickstand mittels MPLC gereinigt (Kieseigel, Dichlormethan/Ethanol/
konzentriertes Ammoniak 20:20:3).

Ausbeute: 75%

6-(Biotincarbamuyl)benzyl-3,3,9,9-tetramethyl-4,8-diazaundecan-2,10-dion-dioxim (66)

Zu einer Lésung von 600mg (65) in 70ml Wasser werden bei 40°C 500 mg Kaliumcyanid zugegeben und noch 2 Stunden geriihrt,
AnschlieBend wird auf ca. 10ml eingeengt und der Riickstand mittels MPLC gereinigt (Kieselgel, Acstonitril/konzentriertes
Ammoniak 40:3).

Ausbeute: 41%

Tc-99-m-Komplex von (66)

Zu einer Lésung von 1,86 X 10~%mol (62) in 1mI EtOH/H,0 4:6 werden 5,6 x 10~>mol Kaliumtartratin 1ml H;0, 4,8 X 10~®maol
Zinnchlorid in 1 m! H,0 und 5 mCiTc-99m-Pertechnetat gegeben und 10 Minuten inkubiert. Der entsprechende Technetium-
Komplex wird in einer Reinheit >980% erhalten.

Belspiel 13

6-(4"-Isothiocyanatobenzyl)-3,3,9,9-tetramethyl-4,8-diazaundecan-2,10-dion-dioxim (67)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (7) dargestelit.

'H-NMR-Daten in D,0

1,2ppm (s, 12H, MeCNH); 1,7ppm (s, 6H, MeC=N); 1,9ppm (m, 1H, CH); 2,6 ppm (m, 4H, CH,NH); 2,4ppm (d, 2H, CH,Ar);
6,7ppm (d, 2H, ArH); 7,2ppm (d, 2H, ArH)

Belspiel 14

2-Maethyl-2-[4-(biotincarbamoyl}enzyl]-N,N'-propylen-bis(salicylidenamin) (68)

In einem 5-mi-Rundkolben werden bei Raumtemperatur 100mg Hydrochlorid des Anilins (6) (0,194 mmol) in 10ml Wasser
geldst, und dazu wird die frisch hergestellte Lésung von 66,3 mg Biotin-NHS (0,194 mmol) in 1 mi Dimethylformamid zugegeben
und anschiieBend unter Riihren mit 80l Triethylamin versetzt. Nach 15 Stunden wird das Reaktionsgemisch im Vakuum
eingeengt und der Riickstand in Dimethoxyethan aufgenommen. Die Reinigung erfolgt mittels HPLC. Saule: M & W 250mm x
4,6mm, Nucleosil 100C-18, 5um; Laufmittel {{Acetonitril]/(0,05 M KH,PO,, pH4,8]) 50:50 (v/v); FluR: 1,0ml/min UV-Detektor
280nm.

'H-NMR-Daten in DMSO

1,1ppm (s, 3H, Me}; 1,5-1,6 ppm (m, 6H, CH,); 2,5-2,8ppm {m, 8H, CH,S, CH,NH, CH,CO); 2,8ppm (s, 2H, CH,Ar); 3,1 ppm (m,
1H, CHS); 4,0-4,3ppm (m, 6H, ArCH;NH, Biotin-H); 6,4ppm (s, 2H, NH}; 6,8-7,8ppm {m, 12H, ArH)

Tc-S9m-Komplex von (68)

25ugder Verbindung (68) in 50l NaCl-Losung pH9 werden zunéchst mit 10 ul einer gesattigten Zinntartrat-Lésung versetzt und
1mCiTc-99m-Pertechnetat aus einem Mo99/Tc-99m-Generator zugegeben. Das resultierende Reaktionsgemisch wird
anschlieBend 5 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen.

Die diinnschichtchromatographische Untersuchung des Reaktionsgemisches zeigt eine vollstindige Reduktion des
Pertvchnetats und die Komplexierung des reduzierten Technetiums durch den Liganden.

Analyse des Tc-99m-Komplexes, HPLC

Fir die Analyse werden PRP-1 HPLC-S&ulen der Firma Hamilton, 150mm x 4,1 mm, 5um Poly(styroidivinylbenzol) Copolymer
verwendet.

Laufmittel: {Acetonitril/{(KH,PO, pH7 0,01 M) + 1% Methanol]} 50:50 (v/v), FluBrate 1,5ml/min. Die Detektion der Radioaktivitit
wird mit Hilfe eines HPLC Radioaktivitdtsmenitor LB506 C-1 der Fa. Berthold durchgefiihrt. Die erhaltene radiochemische
Reinheit des Tc-99m-Komplexes ist groRer als 92%,

Belspiel 15

N,N’-Bis[2-(benzyithio)benzoyl}-2-methyl-2-(4-nitrobenzyl)-1,3-propandiamin (69)

Zu einer Losung von49ml 1N NaOH (49mmol) und einer Lésung von 2,59g (3) (11,6 mmol) in 100 mi Benzol werden tropfenweise
6,0g S-Benzylthiosalicylséurechlorid (22,8mmol) in einer Lésung aus 100m! Benzol und 60 ml Dichlormethan innerhalb einer
Stunde langsam zugetropft. Die Losung wird anschlieBend auf 0°C gekiihit, mit Wasser versetzt und die wéiBrige Phase mehrmals
mit Dichlormethan extrahiert und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des Losungsmittels verbleibt ein gelbes Ol.
Ausbeute: 77%

'H-NMR-Daten in CDCly/TMS

1,0ppm (s,3H, Me); 3,0ppm (s, 2H, CH,Ar); 3,5ppm (m, 4H, NHCH;); 4,1 ppm (s, 4H, SCH,Ar); 6,7 ppm (t, 2H, CONH); 7,1-7,6 ppm
(m, 20H, ArH), 8,2ppm (d, 2H, ArH)
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N,N'-Bis[2-(benzylthio)benzyl]l-2-methyl-2-(4nitrobenzyl)-1,3-propandiamin (70)

Zu einer Losung von 2,984 (69) (4,6 mmol) in 10mI THF wird bei 0°C 27,6 ml einer 1 M Boran-L6sung in THF zugetropft, 2 Stunden
unter RiickfluB erhitzt, nach dem Abkiihlen 10m| sines 1:1-Gemisches HCI/Wasser zugegeben und Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer abgezogen. Nach Neutralisierung mit 1N NaOH wird mit Dichlormethan extrahiert, iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel abgezogen. Es verbleibt ein schwach gelbes ol

Ausbeute: 58%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,0ppm (s, 3H, Me); 2,9ppm (s, 2H, CH;Ar); 3,1 ppm (m, 4H, NHCH,); 3,3ppm (m, 4H, ArCH;NH); 4,1 ppm (s, 4H, SCH.Ar);
7,1-7,6ppm (m, 20H, ArH), 8,2ppm (d, 2H, ArH)

N,N'-Bis{2-mercaptobenzyl)-2-methyl-2-(4-nitrobenzyi)-1,3-propandiamin (71)

Eine Lésung von 1,24 g (70) (2,0mmol) in 30 ml fliissigem Ammoniak wird mit soviel Natrium versetat, bis eine bieibende
Blaufirbung erhalten wird. Nach 30 Minuten wird durch Zugabe von Ammoniumchlorid der UberschuR Natrium zerstort. Nach
Abdampfen des Ammoniaks wird der verbleibende Riickstand in Wasser aufgenommen und mit Chloroform extrahiert, Nach
Trocknen und Abziehen des Lésungsmittels verbleibt ein weifler Riickstand.

Ausbeute: 69%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,1ppm (s, 3H, Me); 2,9ppm (s, 2H, CH;Ar); 3,0ppm (m, 4H, NHCH,); 3,3ppm (m, 4H, ArCH,NH); 6,9-7,4ppm (m, 10H, ArH),
8,2ppm (d, 2H, ArH)

Belsplel 16

N,N’-Bis[2-{benzylthio)benzoyl]-2-(4°(phenoxy}butyl]-1,3-propandlamin (72}

Zu einer Lésung von 49ml 1N NaOH (49mmol) und einer Lésung von 2,34g 2-(4'-phenoxy)butyl-1,3-propandiamin (11,6 mmol)
in 100ml Benzol werden tropfenweise 6,09 S-Benzylthiosalicylsdurechlorid (22,8mmol) in einer Ldsung aus 100 mi Benzol und
60ml Dichlormethan innerhalb einer Stunde langsam zugetropft. Die L6sung wird anschlieBend auf 0°C gekihlt, mit Wasser
versetzt und die \/4Rrige Phase mehrmals mit Dichlormethan extrahiert und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des
Lésungsmitiels verbleibt ein gelbes Ol.

Ausbeute: 68%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,2-1,8ppm {m, 7H, CH, CH,); 3,5 ppm {m, 4H, NHCH,); 4,1 ppm (s, 4H, SCH,Ar); 4,3ppm (t, 2H, CH,0Ar); 6,7 ppm (t, 2H, CONH);
7,1-7,8ppm (m, 23H, Atti)

N,N’-Bis[2-(benzyithio)benzyl]-2-[4'(phenoxy)butyl]-1,3-propandiamin (73)

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung (70) dargestelit.

Ausbeute: 58%

'H-NMR-Daten in CDCl,/TMS

1,2-1,8ppm (m, 7H, CH, CH,); 3,3ppm (m, 4H, ArCH,NH); 3,5ppm {m, 4H, NHCH,); 4,1 ppm (s, 4H, SCH,Ar); 4,3ppm (t, 2H,
CH,0Ar); 7,1-7,8ppm (m, 23H, ArH)

N,N’-Bis[2-(benzylth 3)benzyl}-2-[4-brombutyi]-1,3-propandiamin (74)

Eine Lésung von 1,299 (73) (2mmol) in 50m] Eisessig/48 % HBr (80:20 v/v) wird unter Argon 4 Tage auf 95°C erhitzt. Nach
Abziehen des Losungsmittels verbleibt ein fester Riickstand.

Ausbeute: 69%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,2-1,8ppm (m, 7H, CH, CH,); 3,3ppm (m, 4H, ArCH;NH); 2,4-3,6ppm (m, 6H, CH,0Br, NHCH,); 4,1 ppm (s, 4H, SCH,Ar);
7,1-7,8ppm {m, 23H, ArH)

N,N’-Bis[2-(benzyithio}benzyl]-4-[(5’-aminomethyl)-( 6’amino}hexanoxy]benzoesdure (75)

Zu der Suspension von 1,2g Natriumhydrid (50mmol) in 25ml DMF wird langsam die Lésung von 8,31g
4-Hydroxybenzoes#ureethylester (50 mmol) in 25 ml DMF zugetropft und noch 30 Minuten geriihrt. AnschlieRend wird die
Lésung von 31,6¢ (74} in 75 mi DMF vorsichtig zugetropft und 6 Stunden auf 80°C erwarmt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur
wird das Gemisch mit Eiswasser verdiinnt, die alkalische Lésung schwach angeséuert, mit Dichlormethan mehrmals extrahiert
und nach dem Trocknen das Lésungsmittel abgezogen. Es verbleibt ein fester Riickstand.

Ausbeute: 64%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,2-1,8ppm (m, 7H, CH, CH,); 3,3ppm (m, 4H, ArCH,NH); 3,5ppm (m, 4H, NHCH,); 4,1 ppm (s, 4H, SCH,Ar); 4,3ppm (t, 2H,
CH,0Ar); 7,1-8,2ppm {rm, 22H, ArH)

N,N"-Bis{2-(mercapto)}benzyl}-4-[(5-aminomethy!)-(6-amino)hexanoxylbenzoesiure (76}

Diese Verbindung wird entsprechend der Verbindung {73) dargestelit.

Ausbeute: 73%

'H-NMR-Daten in DMSO/TMS

1,2-1,8ppm {m, 7H, CH, CH,); 3,3ppm (m, 4H, ArCH,NH); 3,5ppm (m, 4H, NHCH,); 4,3ppm {t, 2H, CH,0Ar); 7,1-8,3ppm {m, 12H,
ArH)
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N,N’-Bis[2-(mercapto)enzyl]-4-[(5’-aminomethyl)-(6"-amino)hexanoxy]benzoesdure-2,3,5,6-tetrafluorphenylester (77)

Zu einer auf 0°C gekihlten Losung von 2,47 g der Carbonsiure (76) {(5mmol) und 830mg 2,3,5,6-Tetrafluorphenol (Smmol) in
20ml Acetonitril wird die Lésung von 1,049 1-{3-Dimethylaminopropy!)-3-ethylcarbodiimid (5,5 mmol) in 20mI Acetonitril
innerhalb von 6 Minutenzugetropft und 4 Stunden auf 60°C erwdrmt. Nach Zugabe von 25l Essigsdure wird eine weitere Stunde
geriihrt, danach filtriert und der Riickstand zweimal mit heiBem Acetonitril extrahiert. Die vereinigten Filtrate werden zur Trockne
eingeengt und der Riickstand umkristallisiert.

Ausbeute: 55%

'H-NMR-Daten in CDCl;/TMS

1,1-1,9ppm{m, 7H, CH, CH,); 3,2ppm {m, 4H, ArCH,NH); 3,5 ppm {m, 4H, NHCH,); 4,1 ppm (t, 2H, CH,0Ar); 7,1-8,3ppm {m, 13H,
ArH) -

Belspiel 17

Tc-99m-Komplex von (7)

Eine Lésung von 5,0 mg (6) in Wasser wird mit0,1 N NaOH auf pH 11 gebracht und anschliefSend 1 m| EtOH dazuyegeben und auf
10ml mit Wasser aufgefiillt. 400 4l dieser Losung werden mit 80 ul einer gesattigten Zinntartrat-Lésung und 8 mCi Tc-99m-
Pertechnetat aus einem Mo-99/Tc-99m-Generator zugegeben und 5 Minuten stehen gelassen. AnschlieBend wird diese Losung
je dreimal mit 2mi Chloroform extrahiert, die organische Phase iiber eine kurze Natriumsulfatsaule getrocknet, mit 50pl
Thiophosgen versetzt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, AnschlieBr 1d wird mit 100l Isopropanol versetat, mit
Argon das Chloroform abgedampft und zu dem Riickstand 9001 einer 1%igen PVP-Losung in Wasser gegeben.

Beisplel 18

Kopplung und Marklerung eines Isothiocyanat-haltigen Chelatbildners an Proteine

Am Beispiel von F{ab},-Fragmenten des monoklonalen Antikérpers 17-1 A soll die Kopplung von Isothiocyanat-haltigen Tc-
Chelatbildnern (Verbindung 7) an Proteine beschrieben werden. Anstelle der Antikérper-Fragmente kann jedes andere Protein
bzw. eine Aminogruppen-haltige Substanz verwendet werden,

Der monoklonale Antikérper 17-1A wird entsprechend literaturbekannter Methoden nach Applikation von 107 der
entsprechenden Hybridomazellen in den Bauchraum siner Balb/c-Maus und Aspiration der Ascitesfliissigkeit nach 7-10 Tagen
gewonnen. Die Reinigung erfolgt nach ebenfalls literaturbekannten Methoden durch Ammoniumsulfatfaliung und
Affinitdtschromatographie (iber Protein A-Sepharose. Der gereinigte Antikorper (10mg/ml) wird bei pH3,5 fiir 2Std. mit 25 ug/ml
Pepsin behandeltund anschiieBend mittels FPLC isoliert. Vor der Kopplung mit dem Chelatbildner werden die Fragmente bei 4°C
fiir 12-24Std. gegen 0,1 M KH,P0,/0,1M NaHCO,, pH8,5, dialysiert. Die Proteinkonzentration wird auf 10mg/ml eingestellt, Ein
5fzcher molarer Uberschuf des NCS-haltigen Chelatbildners (Beispiel 1) wird in méglichst wenig des gleichen Puffers gelost und
2ur Proteinldsung hinzugegeben. Zur Konjugatbildung wird die Mischung fiir 3Std. bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird das
Konjugat fiir 24-48 Std. mit mehrfachem Pufferwechsel gegen PBS (Phosphat-gepufferte Saline) dialysiert und die
Proteinkonzentration danach nétigenfalls wieder auf 10mg/ml eingestellt. Bis zur Markierung mit Tc-99m kann das Konjugat
nach Sterilfiltration bei 4°C in sduregereinigten Glasgefaen aufbewahrt werden.

Die Markierung von 1 mg des mit dem Chelatbildner {7) gekoppelten Antikorper-Fragments mit Tc-99m erfolgt durch Zugabe von
10mCi Pertechnetatlosung (= 1~2ml) und 100ug Zinn-li-chlorid in einer Argon-gesplilten Na-Pyrophosphat-L6sung

(1 mg/ml) oder durch Ligandenaustausch, z.B. durch Zugabe der Losung sines mit Pertechnetat versetzten kommerziell
erhiltlichen Glucoheptonat-Kits.

Beisplel 19

Kopplung eines Isothiocyanat-haitigen Tc-99m-Komplexes an Proteine

Die Kopplung an die Antikérper-Fragmente kann auch nach Komplr “ierung der Chelatbildner mit Tc-99m durchgefiihrt werden.
Der monoklonale Antikérper 17-1 A wird, wie in Beispiel 17 beschrieben, gewonnen. Die Reinigung erfolgt ebenfalls wie in
Beispiel 17 durch Ammoniumsulfatfaliung und Affinititschromatographie liber Protein A-Sepharose. Der gereinigte Antikrper
(10mg/mi) wird bei pH 3,5 fiir 2 Std. mit 26 pg/mi Pepsin behandelt und anschlieBend mittels FPLCisoliert. Vor der Kopplung mit
dem Chelatbildner werden die Fragmente bei 4°C fiir 12-24 Std. gegen 0,1 M KH,P0,/0,1 M NaHCO;, pH8,5, dialysiert. Die
Proteinkonzentration wird auf 10mg/ml eingestellt. Der analog Beispiel 16 hergestellte Tc-99-m-Komplex wird in einem molaren
Verhiltnis 1:10 (Kumplex:Protein) zur Proteinlésung hinzugegeben. Zur Konjugatbildung wird die Mischung fiir eine Stunde bei
37°C inkubiert. Die Organvertsilung in Nacktmausen wird analog Beispiel 19 durchgefiihrt und liefert dhnliche Ergebnisse.

Belspiel 20

Bioverteilung eines Protein-gebundenen Tc-99m-Komplexes

Am Beispiel eines mit Tc-99m markierten Konjugates aus F(ab)2-Fragmenten des monokionalen Antikdrpers 17-1 A und der in
Beispie! 1 hergesteliten Verbindung {7) soll die Bioverteilung von Protein-gebundenen Chelaten beschrieben werden. Der
Antikdrper, aus dem die Fragmente gewonnen werden, erkennt ein Antigen, das von der menschlichen Carcinomzellinie ,HT-29"
exprimiertwird. Eine Kontrollzellinie, die ebenfalls aus einem menschlichen Carcinom (MX-1) gewonnen wird, exprimiert dieses
Antigen nicht. Isolierte Zellen beider Linien werden immundefizienten Nacktméusen subcutan appliziert. Nachdem die Tumoren
z2u einer GroRe von 300-800mg herangewachsen sind, werden den Méusen intravends 201g des mit 200 uCi markierten Chelat-
Konjugates (Beispiel 17) verabreicht. Die Konjugate werden zuvor durch eine Gelfiltration auf PD 10-Séulen der Fa. Bio-Rad von
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niedermolekularen Bestandteilen befreit. Die Immunreaktivitét der Konjugate wird mittels der Bindung an einen Uberschuf3 von
zelistdndigem Antigen bestimmt und betrégt 70-80%. Die Bioverteilung wird 24 Sta. nach Applikation des Konjugates durch
Tétung der Tiere, Entnahme der Organe und Messung der Radioaktivititin den Organen bestimmt. Die folgende Tabelle stellt die
gefundenen Radioaktivitdtsmengen dar und zeigt eine sutliche Anreicherung des Chelats in dem Antigen-positiven Tumor.

Organ % der applizierten Dosis pro Gramm Gewebe
Milz 03

Leber 1,2

Nieren 2,8

tunge’ 08

Muskel 0,1

Blut 0,6

MX-1 1.8

HT29 12,1

Beispiel 21

Bioverteilung eines Biotin-haltigen Chelats

20pl eines kommenziell erhiitlichen Streptavidin-gekoppelten Sepharose-Gels (entsprechend 20 ug Streptavidin) werden einer
2009 schweren Ratte in den Muskel des linken Hinterbeins appliziert. Etwa 30min danach erfolgt die intravensse Applikationvon
5ug der in Beispiel 12 hergestellten Verbindung, markiert mit 200 1Ci T¢c-99 m. Die Bestimmung der Radioaktivitit in den
einzelnen Organen der Ratte erfolgt nach 4 Stunden. Eine 14fach hihere Radioaktivitit, die im linken Hinterlaufmuskel im
Vergleich zum rechten Hinterlaufmuskel gefunden wird, zeigt sine deutliche spezifische Anreicherung des Tc-Komplexes durch
Bindung an Streptavidin-Sepharose. In allen anderen Organen wird nach 4 Stunden keine Aktivitit iiber 1% der applizierten
Dosis pro Gramm Gewebe detektiert.

Die héchste Anreicherung nach dem linken Hinterlaufmuskel (1,4% der applizierten Dosis pro Gramm Gewebe) findet sich in den
Nieren mit 0,6% der appl. Dosis pro Gramm Gewebe. Etwa 93% der applizierten Radioaktivitat werden nach 4 Stunden im Harn
gefunden.

Belspiel 22

Bindung des in Beisplel 7 hergesteliten Tc-99m-Komplexes an hypoxische Zellaggregate

Die Bindung des Tc-markierten Misonidazol-Derivates wird in vitro an Zellan des Morris Hepatoms 7777 nachgewiesen. Diese
Zellen besitzen die Eigenschaft, in Form von Spharoiden bzw. groBen flotierenden Zellaggregaten zu wachsen und dhneln somit
einem Tumer mehr als Einzelzelian. Fiir eine Inkubation bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen werden die Zellen in
60-mm-Kulturschalen ausgesit und die Schalen in ein gasdicht verschlieBbares, auf 37°C erwarmtes GlasgefaB gestellt. Das
GefdR wird 30min gut mit siner Mischung aus N, 5% CO, und 0% bzw. 10% O, gespiilt. AnschlieRend werden durch eine
Silikonmembran mittels einer Injektionskaniile 50umol/l der mit 50uCi Tc-99m markierten Verbindung (Beispiel 7)
hinzugegeben und fiir eine gute Durchmischung gesorgt. Nach einer Stunde wird das GefaR geoffnet, die Zellaggregate durch
Zentrifugation vom Néhrmedium getrennt, einmal mit Nahrmedium gewaschen und eine weitere Stunde in Nahrmedium ohne
Zusatz der Verbindung (Beispiel 7) in normaler Atmosphire unter Zusatz von 5% CO, bei 37°C inkubiert, AnschlieRend werden
die Zellen isoliert und die Radioaktivitét, bezogen auf die Proteinmenge, bestimmt, Es zeigt sich, daB, bezogen auf die gleiche
Proteinmenge, eine etwa 2,8fach hihere Radioaktivitatsmenge in den ohne Sauerstoffinkubierten Zellen zu finden ist. Dies zeigt
die Anreicherung der Verbindung (Beispiel 7) in hypoxischen Zellen.
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