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(57) Zusammenfassung ISO 2 R
Die Erfindung betrifft neue Sulfon- 2

amidgruppen enthaltende Chelatbildner und R
deren Metallchelate der allgemeinen Formel (I), worin n, m, p, V!, V2, V3, V4 X1 X2 X3, R}, R2, R3 und R* unterschiedliche Be-
deutung haben, diese Verbindungen enthaltende pharmazeutische Mittel, ihre Verwendung in der Radiodiagnostik und -therapie, Verfahren
" zur Herstellund dieser Verbindungen und Mittel, sowie Konjugate dieser Verbindungen mit sich in erkranktem Gewebe selektiv anreich-
ernden Substanzen, insbesondere Peptiden.
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Technetium-Sulfonamid-Komplexe, deren Verwendung,
diese enthaltende Pharmazeutische Mittel,
sowie Verfahren zur Herstellung der Komplexe und Mittel

Die Erfindung betrifft den in den Patentanspriichen gekennzeichneten Gegenstand, da
heiBt neue Sulfonamidgruppen enthaltende Chelatbildner, deren Metall-Komplexe,
diese Verbindungen enthaltende pharmazeutische Mittel, ihre Verwendung in der
Radiodiagnostik und Radiotherapie, Verfahren zur Herstellung dieser Verbindungen
und Mittel, sowie Konjugate dieser Verbindungen mit sich in erkranktem Gewebe
selektiv anreichernden Substanzen, insbesondere Peptiden.

Die Anwendung von Radiopharmaka fiir diagnostische und therapeutische Zwecke ist
seit langem im Bereich der biologischen und medizinischen Forschung bekannt.
Insbesondere werden Radiopharmaka dazu benutzt, um bestimmte Strukturen wie
beispielsweise das Skelett, Organe oder Gewebe, darzustellen. Die diagnostische
Anwendung setzt den Gebrauch solcher radioaktiver Mittel voraus, die sich nach
Applikation spezifisch in den Strukwuren im Patienten anreichern, die untersucht
werden sollen. Diese sich lokal anreichernden radioaktiven Mittel kénnen dann mit
geeigneten Detektoren, wie beispielsweise Szintilationskameras oder anderer
geeigneter Aufnahmeverfahren, aufgespiirt, geplottet oder szintigraphiert werden. Die
Verteilung und relative Intensitit des detektierten radioaktiven Mittels kennzeichnet
die Stelle einer Struktur, in der sich das radioaktive Mittel befindet und kann die
Anwesenheit von Anomalien in Struktur und Funktion, pathologische Verinderungen
etc. darstellen. In dhnlicher Weise konnen Radiopharmaka als therapeutische Mittel
angewendet werden, um bestimmte krankhafte Gewebe oder Bereiche zu bestrahlen.
Solche Behandlung erfordert die Herstellung radioaktiver therapeutischer Mittel, die
sich in bestimmten Strukturen, Geweben oder Organen anreichern. Durch
Anreicherung dieser Mittel wird die therapeutische Strahlung direkt an das
pathologische Gewebe herangetragen.

In der Regel werden als Diagnostika bzw. Therapeutika metallische Radionuklide
verwendet, wobei das Metall in freier Form, als Ion oder in Form eines
Metallkomplexes vorliegen kann. Beispiele fiir metallische Radionuklide, die
Komplexe bilden kdnnen, sind Technetium-99m und verschiedene Rheniumisotope.
Ersteres wird in der Diagnostik, letzteres in der Therapie verwendet. Die
Radiopharmaka enthalten neben dem Metall (Komplex) im allgemeinen zusitzlich
geeignete Trager und Zusatzstoffe, die eine Injektion, Inhalation oder Ingestion durch
den Patienten erlauben, wie z.B. physiologische Puffer, Salze etc.
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Das fiir nuklearmedizinische Fragestellungen am hiufigsten verwendete Radionuklid
ist Technetium-99m, das sich aufgrund seiner giinstigen physikalischen Eigenschaften
(keine Korpuskularstrahlung, 6 h physikalische Halbwertszeit, 140 KeV gamma-
Strahlung) und der daraus folgenden geringen Strahlenbelastung besonders gut als
Radioisotop fiir die in vivo-Diagnostik eignet. Technetium-99m 148t sich problemlos
aus Nuklidgeneratoren als Pertechnetat gewinnen und ist in dieser Form direkt fiir die
Herstellung von Kits fiir den klinischen Routinebedarf zu verwenden.

Die Herstellung von Radiopharmaka erfordert zunichst die Synthese eines geeigneten
Liganden. In der Klinik wird dann unmittelbar vor der Verwendung der Komplex aus
dem jeweiligen Komplexbildner (nachfolgend auch Ligand oder Chelator genannt) und
dem gewiinschten Radionuklid hergestellt (Markierung). Dazu wird der
Komplexbildner, der stets in Form eines lyophilisierten Kits vorliegt, mit einer das
Radionuklid enthaltenen Losung unter Komplexbildungsbedingungen umgesetzt. Ist
beispielsweise die Herstellung eines Technetium-99m Radiopharmakons gewiinscht, so
wird der hergestellte Ligand unter Zusatz eines geeigneten Reduktionsmittels mit einer
Pertechnetat-Losung versetzt und unter geeigneten Reaktionsbedingungen der
entsprechende Technetium-Komplex hergestellt. Diese Komplexe werden dann dem
Patienten in geeigneter Weise durch Injektion, Inhalation oder Ingestion verabreicht.

Die das Radionuklid enthaltene Losung kann, wie im Falle von Technetium-99m, aus
einem kommerziell erhiltlichen Mo-99/T¢c-99m Nuklidgenerator gewonnen werden,
oder - wie im Falle von Rhenium-186 - direkt von einem Hersteller bezogen werden.
Die Komplexbildungsreaktion wird unter geeigneten Temperaturen (z.B. 20°-100°C)
innerhalb weniger Minuten bis mehreren Stunden durchgefiihrt. Um eine vollstindige
Komplexbildung zu gewihrleisten, ist ein grofer UberschuB (mehr als 100-facher
UberschuB) des hergestellten Liganden und eine fiir eine vollstindige Reduktion des
eingesetzten Radionuklids ausreichende Menge an Reduktionsmittel (z.B. SnCly, S,04
etc.). erforderlich.

Da Technetium in einer Reihe von Oxidationsstufen (+7 bis -1) vorliegen kann, die
die pharmakologischen Eigenschaften durch Verinderungen der Ladung eines
Komplexes stark verandern konnen, ist es notwendig, Chelatoren bereitzustellen, die
Technetium stabil in einer definierten Oxidationsstufe binden kénnen, um zu
verhindern, daB durch in vivo ablaufende Redoxprozesse bzw.
Technetiumfreisetzungen aus dem entsprechenden Radiodiagnostika eine unerwiinschte
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Biodistribution stattfindet, die eine sichere Diagnostik entsprechender Erkrankungen

erschwert.

Die Effizienz von Radionukliden in der in vivo Diagnostik, als auch der Therapie
hingt von der Spezifitit und der Selektivitit der markierten Chelate zur Targetzelle ab.
Eipe Verbesserung dieser Eigenschaften ist durch Kopplung der Chelate an
Biomolekiile nach dem "Drug-Targeting"-Prinzip zu erreichen. Als Biomolekiile bieten
sich Antikérper, deren Fragmente, Hormone, Wachstumsfaktoren und Substrate von
Rezeptoren und Enzymen an. So wird in der britischen Patentanmeldung

GB 2,109,407 die Verwendung radioaktiv markierter monoklonaler Antikdrper gegen
tumorassoziierte Antigene, fiir die in vivo Tumordiagnostik beschrieben. Ebenso
wurden direkte Proteinmarkierungen iiber Donor-Gruppen (Amino-, Amid-, Thiol-,
etc.) des Proteins (Rhodes, B.A. et al., J. Nukl. Med. 1986, 27, 685-693) oder durch
Einfihren von Komplexbildnern (US 4,479,930 und Fritzberg, A.R. et al., J. Nucl.
Med. 1986, 27, 957) mit Technetium-99m beschrieben. Diese experimentellen
Methoden stehen jedoch fiir die klinische Anwendung nicht zur Verfiigung, da zum
einen die Selektivitit zu niedrig und zum anderen die "Backgroundaktivitiit" im
Organismus zu hoch ist, um ein in vivo Imaging zu erméglichen.

Als geeignete Komplexbildner fiir Technetium und Rheniumisotope gelten z. B.
cyklische Amine, wie sie von Volkert et al. (Appl.Radiol.Isot. 1982, 33; 891) und
Troutner et al. (J. Nucl. Med. 1980, 21; 443) beschrieben werden, die aber den
Nachteil haben, daB sie erst ab einem pH-Wert >9 in der Lage sind, Technetium-99m
in guten Ausbeuten zu binden.

N.0,-Systeme befinden sich in der klinischen Anwendung, sind jedoch mit dem
Nachteil behaftet, daB die entsprechenden Metallkomplexe in vivo nicht sehr stabil
sind. GemiB Untersuchungen von Pillai und Troutner verlieren die Komplexe im
Plasma bereits nach 1 Stunde bis 30 % des komplexierten Metalls (Pillai, M.R.A.,
Troutner, D.E. et al.; Inorg. Chem. 1990, 29 ; 1850).

Nichtcyklische N4-Systeme wie z. B. das HM-PAO haben als groBen Nachteil ihre
geringe Komplexstabilitit. Tc-99m-HM-PAO mufB wegen seiner Instabilitdt (Ballinger,
J.R. et al., Appl. Radiat. Isot. 1991, 42; 315), Billinghurst, M.W. et al., Appl.
Radiat. Isot. 1991, 42; 607) innerhalb von 30 Minuten nach seiner Markierung
appliziert werden, damit der Anteil an Zerfallsprodukten, die eine andere
Pharmakokinetik und Ausscheidung besitzen, klein gehalten werden kann. Solche
radiochemischen Verunreinigungen erschweren die Erkennung von zu
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diagnostizierenden Erkrankungen. Eine Kopplung dieser Chelate bzw. Chelatbildner
an andere, sich selektiv in Krankheitsherden anreichernde Substanzen ist nicht mit
einfachen Mitteln zu 18sen, so daB sich diese im allgemeinen unspezifisch im
Organismus verteilen.

Na.S,- Chelatoren (Bormans, G. et al.; Nucl. Med. Biol. 1990, 17; 499), wie z. B.
Ethylendicystein (EC; Verbruggen, A. M. et al.; J. Nucl. Med.1992, 33; 551) erfiillen
zwar die Forderung nach hinreichender Stabilitdt des entsprechenden Technetium-99m-
Komplexes, bilden aber erst ab einem pH-Wert des Komplexierungsmediums >9
Radiodiagnostika mit einer Reinheit von gréfer 69%.

Die bislang bekannten N3S-Systeme (Fritzburg, A. ; EP 0 173 424 und EP 0 250 013)
bilden zwar stabile Technetium-99m-Komplexe, miissen aber zur Bildung eines
einheitlichen Radiopharmakons auf Temperaturen von ca. 100°C erhitzt werden.

In den letzten Jahren ist das Verlangen nach sich spezifisch in erkrankten Geweben
anreichernden Radiodiagnostika gestiegen. Dies kann erreicht werden, wenn
Komplexbildner leicht an sich selektiv anreichernde Substanzen gekoppelt werden
kénnen und dabei ihre giinstigen Komplexierungseigenschaften nicht verlieren. Da es
aber sehr hidufig dazu kommt, dal nach Kopplung eines Komplexbildners unter
Nurzung einer seiner funktionellen Gruppen an ein solches Molekiil eine
Abschwichung der Komplexstabilitit beobachtet wird, erscheinen die bisherigen
Ansitze zur Kopplung von Chelatbildnern an sich selektiv anreichernde Substanzen
wenig zufriedenstellend, da ein diagnostisch nicht tolerierbarer Anteil des Isotops aus
dem Konjugat in vivo freigesetzt wird (Brechbiel, M. W. et al.; Inorg. Chem. 1986,
25. 2772). Es ist deswegen notwendig bifunktionelle Komplexbildner darzustellen, die
sowohl funktionelle Gruppen zur Bindung des gewiinschten Metallions als auch eine
(andere, mehrere) funktionelle Gruppe zur Bindung des sich selektiv anreichernden
Molekiils tragen. Solche bifunktionellen Liganden ermdglichen eine spezifische,
chemische definierte Bindung von Technetium- oder Rhenium-Isotopen an
verschiedenste biologische Materialien, auch dann, wenn ein sogenanntes Pre-labeling
durchgefiihrt wird.

In der EP 0 247 866 EP 0 188 256 und EP 0 200 492 werden einige Chelatbildner
beschrieben, die an monoklonale Antikorper bzw. Fettsduren gekoppelt sind. Als
Chelatbildner werden jedoch die bereits erwdhnten N7So-Systeme verwendet, die auf
Grund ihrer geringen Stabilitdt wenig geeignet sind. Da sowohl die sich selektiv
anreichernden Substanzen in ihren Eigenschaften, sowie auch die Mechanismen, nach
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denen sie angereichert werden, sehr unterschiedlich sind, ist es weiterhin notwendig,

den kopplungsfiahigen Chelatbildner zu variieren und den physiologischen
Anforderungen des Kopplungspartners hinsichtlich seiner Lipophilie,
Membranpermeabilitit etc. anpassen zu konnen.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, Komplexe bzw. Komplexbildner zu
finden, die die Nachteile des Standes der Technik liberwinden, d.h. die

- bei einem physiologischen pH-Wert aus dem entsprechenden Komplexbildner
und dem jeweiligen Metalloxid/salz herstellbar sind,

- bei niedrigen Temperaturen, bevorzugt bei Raumtemperatur, aus dem
entsprechenden Komplexbildner und dem jeweiligen Metalloxid/salz herstellbar
sind,

- eine hohe Komplexstabilitit auch unter in-vivo Bedingungen zeigen,

- eine hohe Selektivitit bzw. Gewebe-/Organspezifitit zeigen.

Dariiber hinaus miissen die Komplexe die Anforderungen erfiillen, die allgemein an
Pharmazeutika zu stellen sind, wie z.B. eine gute Vertriaglichkeit (d.h. keine
Nebenwirkungen), eine gute Lslichkeit und eine volistindige Ausscheidung.

Die Aufgabe wird durch die vorliegende Erfindung gelost.

Es wurde gefunden, daB Verbindungen der allgemeinen Formel I

2 3
v CH.‘,);—V\

/ 2 3\
1/,NX XN_ 4
v Y
1
C|H2)n
1 1 : 4
R NX S/)\ CH, R
| J
'3
0, R
i)
R
¢))

worin
V1, V2, V3, V4unabhingig voneinander fiir eine Carbonyl-, > CH(COOH) -
oder -CH7 -Gruppe stehen,
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fiir ein Wasserstoffatom, einen gegebenenfalls mit einer
Carboxyl-, einer Amino- oder eine Thiocyanatgruppe
substituierten C;-C,,-Alkylrest oder ein Metallioneniquivalent
eines radioaktiven Metallions eines Elementes der
Ordnungszahl 43, 45, 46, 75, 82 oder 83 steht,

unabhingig voneinander fiir ein Wasserstoffatom oder ein
Metallionenﬁquivalem‘eines radioaktiven Metallions eines
Elementes der genannten Ordnungszahlen stehen,

fiir die Ziffern O oder 1 stehen, wobei giltm + n = 1

fiir ein Wasserstoffatom eine Carboxylgruppe oder eine Gruppe
-U-Z steht,

worin U fiir eine direkte Bindung, einen geradkettigen oder
verzweigten, geséttigten oder ungesittigten Cy-C,o-Alkylenrest
steht, der gewiinschtenfalls einen Maleimid-, einen Succinimid-
, einen gegebenenfalls durch 1 bis 5 Fluoratome, eine Amino-
oder Nitrogruppe substituierten Phenylrest, eine oder zwei
Imino-, Phenylen-, Phenylenoxy-, Phenylenamino-, Amid-,
Hydrazid-, Carbonyl-, Ureido-, Thioureido-, Thioamid-,
Estergruppe(n), 1 bis 2 Sauerstoff-, Schwefel- und/oder
Stickstoff-Atom(e) sowie gegebenenfalls 1 bis 5 Hydroxy-,
Mercapto-, Oxo-, Thioxo-, Carboxy-, Alkylcarbonséure-,
Ester-, Thiocyanat- und/oder Aminogruppen enthilt und

Z fiir ein Wasserstoffatom, einen Rest einer Aminosiure, eines
Peptids, eines Polynucleotids oder Steroids oder eine
funktionelle Gruppe iiber die gegebenenfalls der Rest einer
Aminoséure, eines Peptids, eines Polynucleotids oder eines
Steroids gebunden ist, steht,

fir einen geradkettigen oder verzweigten C;-Co-Alkylrest, der
gegebenenfalls eine -COOH -Gruppe enthilt, einen C7-Cy5 -
Aralkylrest oder einen Aromaten, der gegebenenfalls mit einem
Chlor- oder Bromatom, einer Thiocyanat-, einer Methyl-,
Ethyl-, Carboxyl- und/oder Methoxygruppe substituiert ist,
steht,

fiir ein Wasserstoffatom oder eine Carboxylgruppe steht oder
fiir den Fall, daB R! ein Wasserstoffatom oder eine
Carboxylgruppe bedeutet, zusitzlich auch fiir eine Gruppe -U-Z
steht, worin U und Z die angegebenen Bedeutungen haben,
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fiir ein Wasserstoffatom, ein Metallioneniquivalent eines

Elementes der genannten Ordnungszahlen, einen
Trifluoracetat-, Acetat-, Benzoat-, C;-Cg-Acyl-, einen
Benzoyl-, einen Hydroxyacetyl-, einen Acetamidomethyl-,
einen gewiinschtenfalls mit einem Chlor- oder Bromatom, einer
Methyl-, Ethyl-, Carboxyl- und/oder Methoxygruppe
substituierten Benzoesdurerest, einen p-Methoxybenzyl-, einen

Ethoxyethylrest, eine SH-Schutzgruppe, einen
--CH,

X O
| _ O> Rest oder,

fiir den Fall daB X2, X3 fiir ein Wasserstoff und X! fiir ein
Wasserstoff oder einen gegebenfalls substituierten C;-C5-
Alkylrest steht, fir einen Rest der Formel II

R
|
I
1 | 1 : 4
R\/NX S\\I/CHZ);“__R
(‘:Hz)n
1 4
A 2 3 AV
\NX X,N
\ 3

V— CHz)};—V @

steht, worin V1, V2, V3, v4 X1 X2 X3 n, m, p, R, R2 und
R#* die angegebenen Bedeutungen haben,

wobei mindestens ein und hochstens zwei Reste V1, V2, V3, V4 fiir eine
Carbonylgruppe stehen, hervorragend als bzw. zur Herstellung von Radiodiagnostika
und -therapeutika geeignet sind.

20

Die erfindungsgeméBen Komplexbildner (Chelatoren), d.h. Verbindungen der
aligemeinen Formel I mit X1, X2, X3 und R3 in den angegebenen Bedeutungen mit
AuBnahme eines Metallionenequivalents, erfiillen das genannte Anforderungsprofil.
Sie zeichnen sich insbesonderere dadurch aus, daB sie das jeweils gewiinschte Metall
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schnell bei physiologischem pH-Wert und niedrigen Temperaturen komplexieren. Sie

sind daher fiir den routineméBigen Einsatz in der Klinik besonders geeignet.

Wihrend des Komplexierungsvorganges werden aus den dimeren Chelatoren mit R3 in
der Bedeutung eines Restes der allgemeinen Formel II, monomere Metallkomplexe der
Formel I mit R3 in der Bedeutung eines Metallioneniquivalents.

Als Metallion finden radioaktive Metallionen der Elemente der Ordnungszahlen 43,
45, 46, 75, 82 oder 83, wie z.B. die Radioisotope Technetium-99m, Rhodium-103,
Palladium-109, Rhenium-186, Blei-212 und Wismuth-212 Verwendung, wobei die
Wahl des Metallisotops von dem gewiinschten Anwendungsgebiet abhiingt.
ErfindungsgemiB bevorzugt sind Metallkomplexe der Elemente Technetium und
Rhenium.

Enthalten die erfindungsgemifien Komplexe der allgemeinen Formel I y-Strahlung
emittierende Isotope wie z.B. Tc-99m, so kénnen diese bei der Single-Photon-
Emissions-Tomographie (SPECT) eingesetzt werden.

Enthalten die erfindungsgemiBen Komplexe der allgemeinen Formel I a-Teilchen
emittierende Isotope wie z.B. Bi-211, Bi-212, Bi-213, Bi-214 oder B-emittierende
Isotope wie z.B. Re-186 oder Re-188, so konnen diese in der Radiotherapie eingesetzt
werden.

Erfindungsgemif bevorzugt sind Verbindungen der Formel I bei denen V! und V4
jeweils fiir eine Carbonylgruppe, V2 und V3 jeweils fiir eine -CH,- Gruppe und p fiir
die Ziffer O stehen.

Als Rest R! kommen infrage Wasserstoff oder eine Carbonsiuregruppe und
insbesondere eine Gruppe -U-Z worin Z ein Wasserstoffatom, bevorzugt aber fiir den
Rest eines Biomolekiils mit gewebe- oder strukturspezifischen Eigenschaften oder eine
gegebenenfalls in aktivierter Form voliegenden funktionelle Gruppe iiber die
gewiinschtenfalls ein derartiges Biomolekiil gebunden werden kann, steht.

Als Beispiele fiir Biomolekiile seien genannt Reste einer Aminosiure, eines Peptids,
oder eines Steriods, wie z.B. die bekannten Steroid-Hormone (Androgene, Gestagene,
Estwrogene, Cholesterin, Cholsdurederivate, Pregnane u.s.w.), sowie Polynucleotide
wie RNA oder DNA.

Als Beispiele fiir funktionelle Gruppen iiber die gewiinschtenfalls die Bindung eines
Biomolekiils erfolgen kann, seien genannt eine-COOH, eine -SCN, eine -OH, eine -Cl
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oder eine -NH; -Gruppe. Derartige Gruppen kénnen auch in ihrer aktivierten Form

z.B. als Succinimidester oder Sdurechlorid vorliegen.

U kann fiir eine direkte Bindung bevorzugt aber einen geradkettigen oder verzweigten,
gesattigten oder ungesdttigten C;-Cyg-Alkylenrest steht, der gewiinschtenfalls einen
Succinimid-, einen gegebenenfalls durch 1 bis 5 Fluoratome eine Amino- oder eine
Nitrogruppe substituierten Phenylrest, eine oder zwei Imino-, Phenylen-,
Phenylenoxy-, Phenylenamino-, Amid-, Hydrazid-, Carbonyl-, Ureido-, Thioureido-,
Thioamid-, Estergruppe(n), 1 bis 2 Sauerstoff-, Schwefel- und/oder Stickstoff-Atom(e)
sowie gegebenenfalls 1 bis 5 Hydroxy-, Mercapto-, Oxo-, Thioxo-, Carboxy-,
Alkylcarbonsdure-, Ester-, Thiocyanat- und/oder Aminogruppen enthilt.

Als Beispiele fiir U seien genannt fiir den Fall, daB Z fiir ein Biomolekiil steht, eine
-CH,-CgH4-0O-CH;,-CgHy-, -CH,-CgHy-O-CO-CysHsg-,
-CH,-C¢H4-O-CO-(CH;),-COO-, -CH,-CcH4-0-CH,-COO-C4H,4-NH-,
-CH,-Cg¢H4-0-CH;-COO-, -(CH;)5-COO-, oder eine
-CH,-C¢H,4-0-(CHj),-0-(CHy);-O- -Gruppe.

Als Reste -U-Z mit Z in der Bedeutung von Wasserstoff seien genannt eine
-CH,-C¢H4-0-CH;-COO-CgFs5, -CH,-CgH4-O-CH,-CgHs, -CH,-CgHy-O-CHj,
-CHz-C6H4-O-C6H3, -CHz-C6H4-O-C12H25 oder eine -CH2-C6H4-O-CO-C15H31
Gruppe.

Als Reste -U-Z mit Z in der Bedeutung einer gegebenenfalls aktivierten funktionellen
Gruppe seien genannt eine -CH,-(CH3)4-NCS, -CH,-CgH,4-O-CO-(CH,),-COOH,
-CH;-CgH4-O-CH,-COO-CgH4-NH;, -CH;-CgHy-0-CH,-COO-CgHy-NO,,

o) o

\

i — —N
CH,CeHNCs, O—OCH;COO Ni\/\) RN |
/
0

0
-CH,-CgH4-0-(CH3),-O-(CH;),-OH oder eine -CH,-C¢H4-O-CH,-COOH -Gruppe,
o
~

COO_N" |
d.h. Z steht fiir eine -NCS, -COOH, -NH,, -NO,, -OH oder eine >/ Gruppe
o/

Als Beispiele fiir Reste R2 seien genannt ein -CgH4-NCS - oder eine -
CgH4-COOH -Gruppe, insbesondere aber eine -CH; Gruppe oder ein Phenyliring.
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Als Reste R3 seien beispielhaft genannt,
a) im Falle der Komplexbildner: -SH Schutzgruppen, wie z.B. eine -CO-CHs,
\t/\\j/o> -CO-CgHs, -CO-CF; oder eine -
A ¢Hs, 3 oder eine -C(CgHs)3 Gruppe
oder ein Rest der allgemeinen Formel II, worin V1, V2, V3, v4 X1 X2 X3 n, m, p,
R!. R2 und R4 die angegebenen Bedeutungen haben,

b) im Falle der erfindungsgemdBen Komplexe: Einer der zuvor genannten Reste,
mit der AuBnahme eines Restes der allgemeinen Formel II: Zusitzlich kann R3 aber
auch fiir ein Metallioneniquivalent eines radioaktiven Metallions eines Elementes der
genannten Ordnungszahlen stehen.

Im Falle der Komplexbildner stehen X2, X3 fiir ein Wasserstoffatom und X! fiir ein
Wasserstoffatom oder einen gegebenenfalls substituierten C;-C;, Alkylrest, im Falle
der Komplexe haben je nach Oxidationsstufe des Metalls im Komplex mindestens 2
der Reste X!, X2, X3 oder R3 die Bedeutung eines Metallioneiquivalents.

R* steht fiir Wasserstoff oder eine Carboxylgruppe. R* kann aber auch fiir eine
Gruppe -U-Z mit U und Z in den zuvor angegebenen Bedeutungen stehen, wobei stets
gilt, daB maximal einer der beiden Reste R1 oder R* eine Gruppe -U-Z bedeutet.
Erfindungsgemaf bevorzugt sind Verbindungen mit R4 in der Bedeutung von
Wasserstoff.

Die Indizes m und n stehen fiir die Ziffern O oder 1. Da bei der Synthese der
erfindungsgemaBen Komplexbildner Isomere Verbindungen anfallen kénnen, gilt daB
die Summe aus m und n stets 1 ist.

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemiBen
Komplexbildner und Komplexe, wobei bei der Synthese des Komplexbildners in
Abhingigkeit der gewiinschten Zielstruktur zweckméBigerweise unterschiedliche
Reaktionswege beschritten werden. Einige typische Synthesen sind nachfolgend
beispielhaft beschrieben. Weitere Komplexbildner lassen sich analog zu den
beschriebenen Synthesewegen herstellen.

1. Sollen Liganden hergestellt werden, die in R! eine -O-CgH4-CH,- Gruppe
enthalten, so wird vorteilhafterweise von einem Tyrosinesters ausgegangen, dessen
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Aminogruppe zuniichst in dem Fachmann bekannter Weise durch Umsetzung mit
einem Reagenz Z!-Cl, worin Z! fiir eine beliebige Aminoschutzgruppe, bevorzugt fir
Benzyloxycarbonyl-Gruppe (nachfolgend auch Z-Gruppe genannt) steht, geschiitzt
wird. AnschlieBend wird die phenolischen Hydroxylgruppe mit einem Alkyliodid in an
sich bekannter Weise alkyliert, die Aminoschutzgruppe wird sauer abgespalten und
anschlieBend z.B. mit Toluolsulfonsiurechlorid tosyliert. Das so erhaltene
Zwischenprodukt wird in einer Aminolyse der Esterfunktion mit Ethylendiamin
umgesetzt. Abschliefend wird mit 2-Acetylmercaptobernsteinsdure-anhydrid zu den
erfindungsgemiBen Komplexbildnern umgesetzt, wobei im letzten Reaktionsschritt
stets beide Isomeren erhalten werden.

2. Die Herstellung von erfindungsgemiBen Liganden enthaltend in R! eine
-0-CO-CH,-0-CgHy-CH,- Gruppe erfolgt, indem zunéchst, wie zuvor beschrieben

- ausgehend von Tyrosinester - die entsprechende Z1-geschiitzte Verbindung
hergestellt wird. Die phenolische Hydroxylgruppe wird anschlieBend mit
Bromessigsdure-t-butylester alkyliert und die Aminoschutzgruppe in an sich bekannter
Weise abgespalten. Tosylierung und Aminolyse der Esterfunktion mit Ethylendiamin
erfolgt wie unter 1 beschrieben, anschliefend wird jedoch mit Chloracetylchlorid
umgesetzt. Chlor wird in an sich bekannter Weise durch Umsetzung mit Kalium- oder
Narriumthioacetat substituiert und der t-Butylesters sauer verseift. Gewiinschtenfalls
kann die resultierende Carbonsiuregruppe mit Hydroxysuccinimid aktiviert und
anschlieBend mit dem jeweils gewiinschten Biomolekiil umgesetzt werden.

3. ErfindungsgemiBe Liganden bei denen R! fiir einen SCN-CgHy-CH;- Rest
steht, konnen erhalten werden, indem zunichst die Aminogruppe eines
p-Nitrophenylalaninesters in an sich bekannter Weise tosyliert wird. Anschliefend
hydriert man die Nitrogruppe und schiitzt die resultierende aromatischen Aminogruppe
z.B. durch Umsetzung mit Chlorameisensiurebenzylester Diesem Reaktionsschritt
schlieBt sich, wie in den vorangegangenen Fillen beschrieben, die Aminolyse der
Esterfunktion mit Ethylendiamin an, gefolgt von einer Umsetzung mit S-geschiitzter
Mercaptoessigsdure. Dieser folgt die Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe. Die
Einfiihrung der Isothiocyanat-Gruppe erfolgt durch Reaktion mit Thiophosgen.

4. Die Herstellung der erfindungsgemaBen Liganden mit X! in der Bedeutung
eines Alkylrestes erfolgt, indem zunichst die Aminogruppe eines Glycinesters mit
Toluolsulfonylchlorid tosyliert wird. AnschlieBend wird die Esterfunktion in einer
Aminolyse mit Ethylendiamin umgesetzt. Die resultierende freie Aminogruppe wird
mit einer tert.-Butoxycarbonyl-Gruppe (nachfolgend als BOC-Gruppe bezeichnet
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geschitzt und der mit einem Tosylrest substituierte Stickstoff mit einem Alkyliodid in
an sich bekannter Weise N-alkyliert. Nach der Abspaltung der BOC-Gruppe, folgt die
Umsetzung mit 2-Acetylmercaptobernsteinsiureanhydrid wobei wieder ein
Isomerengemisch erhalten wird.

5. ErfindungsgemiBe Liganden mit R! in der Bedeutung eines Aminobutylrestes
konnen erhalten werden, indem der an einem Stickstoffatom BOC-geschiitzte
Lysinester zundchst an der verbleibenden ungeschiitzten primiren Aminogruppe
tosyliert und anschlieBend mit Ethylendiamin in einer Aminolyse umgesetzt wird.
Nachfolgend wird mit 2-Acetylmercaptobernsteinsiureanhydrid umgesetzt (wobei ein
Isomerengemisch entsteht) und die Aminoschutzgruppe nach bekannten Methoden
abgespalten.

6. Die Herstellung von erfindungsgemiBen Liganden die als R2 einen
Isothiocyanatphenylrest enthalten, erfolgt durch Umsetzung eines Glycinmethylesters
mit Nitrobenzolsulfonylchiorid, anschlieBender Reduktion der Nitrogruppe und Schutz
der resultierenden Aminogruppe. Die so erhaltene Zwischenverbindung wird in einer
Aminolyse mit Ethylendiamin und anschliefend mit S-geschiitzter Mercaptoessigsdure
umgesetzt. Die nachfolgende Abspaltung der (BOC-) Schutzgruppe erfolgt in
bekannter Weise. Die freie Aminogruppe wird abschlieBend mit Thiophosgen zur
entsprechenden Isothiocyanatgruppe umgesetzt.

Die Herstellung der erfindungsgemifien Metallkomplexeder allgemeinen Formel I mit
mindestens zwei Resten X!, X2, X3 und/oder R3 in der Bedeutung eines
Metallionenequivalents erfolgt in an sich bekannter Weise, indem man die
erfindungsgemifen Komplexbildner (die wie zuvor beschrieben erhalten werden
konnen) unter Zusatz eines Reduktionsmittels, vorzugsweise Zinn(I)salzen, wie
Zinnchlorid oder -tartrat - und gegebenenfalls unter Zugabe der in der Galenik
blichen Zusitze, wie physiologisch unbedenkliche Puffer (z.B. Tromethamin),
geringe Zusidtze von Elektrolyten (z.B. Natriumchlorid), Stabilisatoren (z.B. Gluconat,
Phosphate oder Phosphonate) u.s.w. - in wiBrigem Medium 16st und anschliefend
sterilfiltriert. Diese Losung wird im Falle von kurzlebigen Metallisotopen wie z.B.
dem Tc-99m unmittelbar vor der Applikation mit einer wifirigen Losung des jeweilig
gewlinschten Metallions umgesetzt. Im Falle von langlebigeren Isotopen kann die
Umsetzung mit dem Metallsalz/oxid auch bereits beim Radiopharmakahersteller
durchgefiihrt werden. Um eine vollstindige Komplexierung des Metallisotops
sicherzustellen wird der Komplexbildner in der Regel in mindestens 100-fachem
UberschuB zugesetzt, d.h. die erfindungsgemiBen Mittel enthalten neben dem
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gewiinschten Metallkomplex zusitzlich auch den metallfreien Komplexbildner, der

vorteilhafterweise in Form seines Kaliumsalzes zugegeben wird.

Die vorgenannt beschriebenen Metallkomplex enthaltenden Reaktionslésungen konnen
prizipiell ohne weitere Aufarbeitung direkt appliziert werden.

Da insbesondere das Technetium in einer Reihe von Oxidationsstufen (+7 bis -1)
vorliegen kann, ist es zweckmiBig den Komplexbildnern Stabilisatoren beizuftigen.
Diese halten das Radionuklid in einer stabilen Form, bis es vollstindig mit dem
Komplexbildner (Liganden) reagiert hat. Die Stabilisatoren, die als Transfer- oder
Hilfsliganden bekannt sind, komplexieren zunichst das Metall in einer genau
definierten Oxidationsstufe und geben es dann an den Zielliganden (Komplexbildner)
in einer Ligandenaustauschreaktion ab. Beispiele fiir Hilfsliganden sind
Gluconheptonsidure, Weinsdure, Zitronensaure (einschlieBlich deren Salzen) oder
andere dem Fachmann bekannte Substanzen.

Gewiinschtenfalls werden die erhaltenen Metalkomplexe mit pharmakologisch
akzeptablen radiologischen Tragerstoffen versetzt. Dieser radiologische Tragerstoff
sollte giinstige Eigenschaften fiir die Applikation des radiopharmazeutisches Mittels in
Form einer Injektion, Inhalation oder Ingestion aufweisen. Als Tréagerstoffe seien
beispielhaft genannt HSA, wiéBrige Puffer-Losungen wie z.B.
Tris(hydroxymethyl)aminoethan (bzw. deren Salze), Phosphat, Citrat, Bicarbonat
usw., steriles Wasser, physiologische Kochsalzlosung, isotonische Chlorid-, oder
Dicarbonationenlésungen oder normale Plasma-Ionen wie Ca2+, Na+t, K+; und
Mg2+.

Bei der nuklearmedizinischen in-vivo Anwendung werden die erfindungsgeméBen
Mittel in Mengen von 10-5 bis 5 x 104 nmol’kg Kérpergewicht, vorzugsweise in
Mengen zwischen 10-3 bis 5 x 102 nmol/kg Korpergewicht (bezogen auf den
Metallkomplex) dosiert. Ausgehend von einem mittleren Korpergewicht von 70 kg
betriigt die erforderliche Radioaktivititsmenge fiir diagnostische Anwendungen
zwischen 1,85 MBq und 1,85 GBq pro Applikation. Die Applikation erfolgt
normalerweise durch intravendse, intraarterielle, peritoneale oder intratumorale
Injektion von 0,1 bis 2 ml einer Losung der erfindungsgeméBen Mittel. Bevorzugt ist
die intraventse Applikation.

Die erfindungsgemiBen Metallkomplexe mit Metallionen der genannten Elemente und
die aus ihnen bereiteten pharmazeutischen Mittel zeichen sich durch eine gute
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IS
Vertriglichkeit und eine hohe Stabilitit in vivo aus. Die erfindungsgemiBen
Komplexbildner zeichnen sich durch eine leichte Markierungsfihigkeit aus, d.h. sie
komplexieren die gewiinschten Metalle in hohen Ausbeuten bei Raumtemperatur und
neutralem pH-Wert.

Die nachfolgenden Beispiele dienen der niheren Erliuterung der
Erfindungsgegenstandes, ohne ihn auf diese beschrinken zu wollen.
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Beispiel 1

a) N-Benzyloxycarbonyl-tyrosinmethylester

Eine Suspension von 97,6 g (0.5 mol) Tyrosinmethylester in 500-1000 ml
Dichlormethan wird bei Raumtemperatur mit einer Losung von 86 g
Chlorameisensidurebenzylester in 100 ml Dichlormethan versetzt. AnschlieSend
werden 51 g Triethylamin unter Kiihlung langsam zugetropft und iber Nacht gerihrt.
Das Gemisch wird am Rotationsverdampfer bei 40°C eingeengt, der Riickstand in
750 ml EtOAc aufgenommen und vom ungeldsten abfiltriert. Das Filtrat wird 3x
gesittigter Kochsalzlésung gewaschen, getrocknet und eingeengt und umkristallisiert.
Ausbeute: 72%

Ber.: C65,64% HS5,82% N 4,25% 0 24,29%

Gef.: C65,47% HS598% N 4,02%

b) N-Benzyloxycarbonyl-2-[(4-hexyloxy)benzyl]-2-aminoessigséduremethylester
Zu einer Losung von 3,29 g der Verbindung hergestellt nach Beispiel 1a) (10 mmol)
in 50 ml DMF werden bei Raumtemperatur 1,12 g Kalium-tert.butylat (10mmol)
gegeben und anschliefend die Losung von 2,12 g Hexyliodid (10 mmol) in 10 ml
DMF zugetropft und 3 h auf 110°C erhitzt. Nach Abkithlung auf Raumtemperatur,
wird auf Eis gegossen, mit Dichlormethan extrahiert, mehrmals mit Wasser
gewaschen, getrocknet, filtriert und eingeengt. Nach Chromatograpie iiber eine
Kieselgelsdule (CHCl/EE 19:1) verbleiben 1,8 g eines schwach gelben Ols.
Ausbeute: 44 %

Ber.. C69,71% H7,56% N 3,39% 019,35%

Gef.:. C69,54% H7,69% N 3,13%

c) 2-[(4-Hexyloxy)benzyl]-2-aminoessigsduremethylester

4,14 g (10 mmol) der Z!-geschiitzten Verbindung hergestellt nach Beispiel 1b) werden
in 50 ml Essigester in Gegenwart von 1,5 g Palladium auf Aktivkohle (10%) bei 50°C
mit Wasserstoff hydriert. Nach beendeter Reaktion wird vom Katalysator abfiltriert
und das Losungsmittel abgezogen.Es verbleiben 2,7 g farbloses Ol.

Ausbeute: 97 %



WO 96/02500 PCT/EP95/02404

10

15

20

25

30

35

16
Ber.: C68,79% H9,02% N5,01% 017,18%

Gef.: C68,64% H9,11% N 5,09%

d) N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-hexyloxy)benzyl]-2-aminoessigsduremethylester

8,38 g des Amins (30 mmol) hergestellt nach Beispiel 1c) werden in 50 ml
Dichlormethan geldst und bei 0°C mit 5,72 g Toluolsulfonsdurechlorid in 30 ml
Dichlormethan versetzt. Unter intensivem Riihren werden bei 0°C 3,0 g Triethylamin
zugetropft und 1h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung wird
mit Eiswasser versetzt und mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte werden 2x mit kalter 10%iger HCI, 3x mit 10%iger NaHCO3-
und 2x mit gesidttigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen wird das
Losungsmittel abgezogen und chromatographiert (Kieselgel, CH,Cly).

Ausbeute: 60%

Ber.: C63,72% H7,21% N 3,23% 018,45% S7,40%

Gef.: C63,48% H7,52% N 3,02% $7,25%

e) N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-hexyloxy)benzyl]-2-aminoessigséure{N-(2-amino-
ethyl)Jamid

Zu einer Losung von 1,2 g Ethylendiamin (20 mmol) in 1 ml wasserfreiem

Dichlormethan wird langsam eine Losung von 433 mg des Tosylglycinesters (1 mmol)

hergestellt nach Beispiel 1d) in 1 ml wasserfreiem Dichiormethan zugetropft und unter

RuckfluB gekocht. Nach beendeter Reaktion wird im Vakuum eingeengt und der

Riickstand chromatographiert (Kieselgel, MeOH).

Ausbeute: 42 %

Ber.: C62,45% H7,64% N 9,10% 013,864% S6,95%

Gef: C62,36% H781% N 8,94 % S 6,80%

f) N-p-Toluolsulfonyl-2{(4-hexyloxy)benzyl]-2-aminoessigsdure-
N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacety!-1-oxopropyl) Jaminoethyl}amid

Zu einer Losung von 1,00 g des Amins (2,2 mmol) hergestellt nach Beispiel le) in

10 ml Pyridin/DMF (50:50) werden 0,38 g (2,2 mmol) 2-Acetylmercapto-

bernsteinsdureanhydrid gegeben und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieSend

wird das Losungsmittel abgezogen, der Riickstand in 0.5N HCI aufgenommen und mit

CH)Cly extrahiert. Nach Flash-Chromatographie verbleiben 420 mg eines gelben Ols.

Ausbeute: 31%
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Ber: C56,67% H650% N661% 020,13% S10,09%
Gef.: C56,41% H701% N643% $9,90%

g) Tc-99m-Komplex von N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-hexyloxy)benzyl]-2-
aminoessigsdure-N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacetyl-
I1-oxopropyl)Jaminoethyl}amid

1 mg der Verbindung hergestellt nach Beispiel 1f) werden in 100 ul EtOH gel0st.

50 ul dieser Losung werden zu 250 ul eines 0.1 M Phosphatpuffers pH 8.5 gegeben

und anschlieBend mit 100 ul einer 99m-Tc-Gluconat-Lésung versetzt und 15 min

stehen gelassen. Die Markierungsausbeute wird mittels HPLC bestimmt.

Beispiel 2

a) N-Benzyloxycarbonyl-2-[(4-Methyloxy)benzyl]-2-aminoessigsduremethylester
Zu einer Losung von 3,29 g des Alkohols (10 mmol) hergestellt nach Beispiel 1a) in
50 ml DMF werden bei Raumtemperatur 1,12 g Kalium-tert.butylat (10mmol) gegeben
und anschlieBend die Losung von 1,42 g Methyliodid (10 mmol) in 10 ml DMF
zugetropft und auf 110°C erhitzt. Nach vollstindiger Umsetzung 1d8t man auf
Raumtemperatur abkiihlen, gieft auf Eis, extrahiert mit Dichlormethan, wischt
mehrmals mit Wasser, trocknet, filtriert und eng ein. Nach Saulenchromatographie
(Kieselgel, CH2Clp/EE 19:1) verbleiben 1,92 g eines Ols.

Ausbeute: 56%

Ber.: C66,46% H6,16% N 4,08 % 0 23,30%

Gef.: C66,18% H641% N 3,97%

b) 2-[(4-Methyloxy)benzyl]-2-aminoessigsduremethylester

3.43 g (10 mmol) der Z1-geschiitzten Verbindung hergestellt nach Beispiel 2a) werden
in 50 ml Essigester in Gegenwart von 1,5 g Palladium auf Aktivkohle (10%) bei
Raumtemperatur mit Wasserstoff hydriert. Nach beendeter Reaktion wird vom
Katalysator abfiltriert und das Losungsmittel abgezogen.

Ausbeute: 98%

Ber.: C63,14% H7,23% N 6,69% 0 22,94%

Gef.: C6291% H17,36% N 6,50%
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c) N-p-Toluolsulforryl-2{(4-methyloxy)benzyl]-2-aminoessigsiuremethylester
6.28 g des Amins (30 mmol) hergestellt nach Beispiel 2b) werden in 50 ml
Dichlormethan geldst und bei 0°C mit 5,72 g Toluolsulfonsiurechlorid in 30 ml
Dichlormethan versetzt. Unter intensivem Rithren werden bei 0°C 3,0 g Triethylamin
zugetropft und 1h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung wird
mit Eiswasser versetzt und mehrmals mit Dichiormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte werden 2x mit kalter 10%iger HCI, 3x mit 10%iger NaHCO3-
und 2x mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen wird das
Losungsmitel abgezogen.
Ausbeute: 76%
Ber.. C59,49% H5,82% N 3,85% 022,01% S8,82%
Gef.: C59,32% H6,03% N 3,66 % S 8,64%

d) N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-methyloxy)benzyl]-2-aminoessigsiure-
[N-(2-aminoethyl)Jamid

Zu einer Losung von 600 mg Ethylendiamin (10 mmol) in 1 ml wasserfreiem

Dichlormethan wird langsam eine Losung von 363 mg des Esters (1 mmol) hergestelit

nach Beispiel 2¢) in 1 ml wasserfreiem Dichlormethan zugetropft und unter RiickfluB

gekocht. Nach beendeter Reaktion wird im Vakuum eingeengt, mit ethanolischer HCI

versetzt und 2h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird abgezogen und

der Riickstand umkristallisiert.

Ausbeute: 49%

Ber.: C58,29% H6,44% N10,73% 016,35% S8,19%

Gef.. C57,89% H6,84% N 10,01 % S$7,52%

e) N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-methyloxy)benzyl]-2-aminoessigsdure-
N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacetyl-1-oxopropyl) Jaminoethyl}amid

Zu einer Losung von 941 mg des Amins (2,2 mmol) hergestellt nach Beispiel 2d) in

10 ml Pyridin/DMF (50:50) werden 0,38 g (2,2 mmol) 2-Acetylmercapto-

bernsteinsdureanhydrid gegeben und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend

wird das Losungsmittel abgezogen, der Riickstand in 0.5N HCI aufgenommen und mit

CH;Cly extrahiert. Nach Flash-Chromatographie verbleiben 905 mg eines gelben Ols.

Ausbeute: 73%

Ber.. C53,08% H5,52% N 7,43% 022,63% S11,34%

Gef.: C5231% HS545% N7,06% S11,61%
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f) Tc-99m Komplex von N-p-Toluolsulfonyl-2{(4-methyloxy)benzyl]-
2-aminoessigsdure-N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacetyl-
1-oxopropyl)Jaminoethyl}amid

1 mg der Verbindung hergestellt nach Beispiel 2e) werden in 100 ul EtOH gel6st.50 ul

dieser Losung werden mit 250 ul EtOH verdiinnt, mit 50 ul eines 0.1 M

Phosphatpuffers pH 8.5 versetzt und anschlieBend mit 100 ul einer 99m-Tc-Gluconat-

Losung versetzt und 15 min stehen gelassen. Nach Fiitration wird die

Markierungsausbeute wird mittels HPLC bestimmt.

Beispiel 3

a) N-Benzyloxycarbonyl-2-[(4-Dodecyloxy)benzyl]-2-aminoessigsduremethylester
Zu einer Losung von 3,29 g des Alkohols (10 mmol) hergestellt nach Beispiel 1a) in
50 ml DMF werden bei Raumtemperatur 1,12 g Kalium-tert.butylat (10mmol) gegeben
und anschliefend die Losung von 3,55 g Dodecyliodid (12 mmol) in 10 ml DMF
zugetropft und 3 h auf 110°C erhitzt. AnschlieBend 148t man auf Raumtemperatur
abkiihlen, gieBt auf Eis, extrahiert mit Dichlormethan, wischt mehrmals mit Wasser,
trocknet, filtriert und eng ein. Nach SC (Kieselgel, CH2Cl»/EE 19:1) verbleiben 2,2 g
der gewiinschten Substanz.

Ausbeute: 44 %

Ber.: C72,40% H38,71% N 2,81% 0 16,07%

Gef.: C72,08% H8,85% N 2,68%

b) 2-[(4-Dodecyloxy)benzyl]-2-aminoessigsduremethylester

4,98 g (10 mmol) der Z1-geschiitzten Verbindung hergestellt nach Beispiel 3a) werden
in 50 ml Essigester in Gegenwart von 1,5 g Palladium auf Aktivkohle (10%) bei 50°C
mit Wasserstoff hydriert. Nach beendeter Reaktion (4 h) wird vom Katalysator
abfiltriert und das Losungsmittel abgezogen.

Ausbeute: 91%

Ber.. C72,69% H10,26% N3,85% 0 13,20%

Gef.: C72,53% H9,98% N 3,82%
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c) N-p-Toluolsulfonyl-2{(4-dodecyloxy)benzyl]-2-aminoessigsduremethylester
10.91 g des Amins (30 mmol) hergestellt nach Beispiel 3b) werden in 50 ml
Dichiormethan geldst und bei 0°C mit 5,72 g Toluolsulfonsdurechlorid in 30 ml
Dichlormethan versetzt. Unter intensivem Riithren werden bei 0°C 3,0 g Triethylamin
zugetropft und 1h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung wird
mit Eiswasser versetzt und mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte werden 2x mit kalter 10%iger HCI, 3x mit 10%iger NaHCO3-
und 2x mit gesittigter NaCl-Lésung gewaschen. Nach dem Trocknen wird das
Lésungsmittel abgezogen und chromatographiert (Kieselgel, CH,Cly).
Ausbeute: 75%
Ber.: C67,28% H8,37% N2,71% 01545% S6,19%
Gef.: C66,96% H8,26% N 2,60% $6,11%

d) N-p-Toluolsulfonyl-2{(4-dodecyloxy)benzyl]-2-aminoessigsdure[N- (2-amino-
ethyl)Jamid

Zu einer Lésung von 1,92 g Ethylendiamin (31,9 mmol) in 20 ml wasserfreiem

Dichlormethan wird langsam eine Lésung von 3,3 g des Esters (6,38 mmol) hergestellt

nach Beispiel 3c) in 10 mi wasserfreiem Dichlormethan zugetropft und 4 h unter

RiickfluB gekocht. Nach beendeter Reaktion wird im Vakuum eingeengt und der

Riickstand umkristallisiert. Es verbleiben 2,3 g weifle Kristalle.

Ausbeute: 80%

Ber.:. C66,02% H 8,68% N 7,70% O011,73% S$5,86%

Gef.: C65,88% H 8,80% N 7,59% S5,76%

e) N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-dodecyloxy)benzyl]-2-aminoessigsdure-
N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacety!- l-oxopropyl) Jaminoethy!}amid

Zu einer Losung von 1,00 g des Amins (1,8 mmol) hergestelit nach Beispiel 3d) in

10 ml Pyridin/DMF (50:50) werden 0,32 g (1,8 mmol) 2-Acetylmercapto-

bernsteinsdureanhydrid gegeben und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend

wird das Losungsmittel abgezogen, der Riickstand in 0.5N HCI aufgenommen und mit

CH»,Cly extrahiert. Nach Flash-Chromatographie (Kieselgel, EtOAc/MeOH 9:1)

verbleiben 420 mg eines gelben Ols.

Ausbeute: 32%

Ber.: C60,06%2 H7,42% N 5,84% 017,78% S891%

Gef.: C59,76% H7,61% N 5,77% S 8,78%
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) Tc-99m-Komplex von N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-dodecyloxy)benzyl]-
2-aminoessigsdure-N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacetyl-
l-oxopropyl)Jaminoethyl}amid

1 mg der Verbindung hergestellt nach Beispiel 3e) werden in 100 ul EtOH geldst.50 ul

dieser Losung werden zu 250 ul eines 0.1 M Phosphatpuffers pH 8.5 gegeben und

anschlieBend mit 100 ul einer 99m-Tc-Gluconat-Losung versetzt und 15 min stehen
gelassen. Die Markierungsausbeute wird mittels HPLC bestimmt.

Beispiel 4

a)  N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-benzyloxy)benzyl]-2-aminoessigsdure-
N-{2-NJ(3-carboxy-2-mercaptoacety!-1-oxopropyl)Jaminoethyl}amid

Zu einer Losung von 3,48 g Acetylmercaptobernsteinsdureanhydrid (20 mmol) in

50 ml THF wird bei Raumtemperatur die Lésung von 4,68 g (10 mmol) der

Aminoverbindung hergestellt nach Beispiel 16b) in 150 ml THF langsam zugetroft und

iiber Nacht geriihrt. AnschlieBend 148t man bei -20°C auskristallisieren. Es verbleiben

2,8 g weiBe Kristalle.

Ausbeute: 4%

Ber.. C58,02% H5,50% N 6,55% 01995% S9,99%

Gef.. C57,80% HS5,72% N 6,51% S$9,85%

b) Tc-99m-Komplex von N-p-Toluolsulfenyl-2{(4-benzyloxy)benzyl]-2-amino-

essigsdure-N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacetyl-1-oxopropyl)Jaminoethy!}amid
1 mg hergestellt nach Beispiel 4a) werden in 100 ul EtOH geldst.50 ul dieser Losung
werden zu 250 ul eines 0.1 M Phosphatpufters pH 8.5 gegeben und anschlieBend mit
100 pl einer 99m-Tc-Gluconat-Losung versetzt und 15 min stehen gelassen. Die
Markierungsausbeute wird mittels HPLC bestimmt.

Beispiel 5

a) N-p-Toluolsulfonyl-(4-nitrophenyl)alaninmethylester

7,56 g 4-Nitrophenylalaninmethylester (30 mmol) werden in 30 ml Wasser suspendiert
und bei 0°C mit 5,72 g Toluolsulfonsdurechlorid in 20 ml Diethylether versetzt. Unter
intensivem Riihren werden bei 0°C 3,0 g wasserfreies Natriumcarbonat innerhalb
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einer Stunde portionsweise zugegeben und Gber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Es
wird mit Wasser versetzt und mehrmals mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte werden 2x mit Kalter 10%iger HCI, 3x mit 10%iger NaHCO3-
und 2x mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen wird das
Losungsmitel abgezogen. Es verbleiben 8,6 g gelbliche Kristalle.
Ausbeute: 76 %
Ber.. C53,96% H4,80% N 7,40% 02537% S847%
Gef.. C53,79% H4,99% N 7,29% S 8,30%

b) N-p-Toluolsulfonyl-(4-aminophenyl)alaninmethylester

Zu der Suspension von 500 mg Pd/C (10%) in 25 ml Methanol wird die Lésung von
2,0 g N-p-Toluolsulfonyl-(4-nitrophenyl)alaninmethylester in Methanol gegeben und
bei 55°C mit Wasserstoff hydriert. Nach Filtration und Einengen verbleiben 1,4 g
weiBliche Kristalle.

Ausbeute: 76%

Ber.: C58,60% HS5,79% N 8,04% 018,37% S9,20%

Gef.: C58,09% HS5,99% N8,80% S$9,01%

c) N-p-Toluolsulforyl-{4-[N-(tert. butyloxycarbonyl)]aminophenyl}-
alaninmethylester

Eine Losung von 3,78 g (10 mmol) der Aminoverbindung hergestellt nach Beispiel 5b)

und 3 g Triethylamin (30 mmol) in 50 ml Dioxan wird mit 7,4 g Di-tert.-butyl-

dicarbonat (34 mmol) in einer Portion versetzt. (Gasentwicklung!). Die Losung wird

3 h bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend auf Eiswasser gegossen und mit

Essigester 3x extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden 3x mit Wasser

und 1x mit gesattigter Kochsalzlosung gewaschen, getrocknet (MgSOy4), eingeengt und

umkristallisiert.

Ausbeute: 89%

Ber.. C5891% H6,29% N 6,25% 021,40 S7,15%

Gef.: C58,12% H6,69% N 6,21% S 6,59%

d) N-p-Toluolsulfonyl-{4-[N-(tert. butyloxycarbonyl) Jaminophenyl}-
alanin{N- (2-amino-ethyl)Jamid

Zu einer Losung von 450 mg Ethylendiamin (7,5 mmol) in 5 ml wasserfreiem

Dichlormethan wird die Lésung von 700 mg des N-p-Toluolsulfonyl-{4-[N-(tert.
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butyloxycarbonyl)Jaminophenyl}-alaninmethylester (1,6 mmol) in 1 ml wasserfreiem
Dichlormethan zugetropft und 8 h unter RiickfluB gekocht. Nach beendeter Reaktion
wird im Vakuum eingeengt und der Riickstand chromatographiert (Kieselgel,
Ethvlacetat/MeOH 9:1).

Ausbeute: 85%
Ber.: C57,97% H6,77% N11,76% 016,79% S 6,73%
Gef.: C57,08% H6,12% N 12,33% S6,41%

e) N-p-Toluolsulfonyl-{4-[N-(tert. butyloxycarbonyl)Jaminophenyl}-
alanin[N-(chloracetylaminoethyl) Jamid

Zu einer Lésung von 4,77 g des Amins (10 mmol) hergestellt nach Beispiel 5d in

10 ml Dichlormethan wird bei 0°C die Losung von 1,24 g Chloracetylchlorid

(11 mmol) in 5 ml Dichlormethan zugetropft, anschliefend wird die Lésung von

2,02 g Triethylamin in 5 ml Dichlormethan langsam zugetropft (Achtung: starke

Wirmeentwicklung) und iber Nacht geriihrt. Anschliefend wird mit Wasser versetzt,

mit EtOAc extrahiert, mit Wasser neutral gewaschen, getrocknet und eingeengt. Es

verbleiben 2,77 g weifie Kristalle.

Ausbeute: 50%

Ber.: C54,29% H6,01% N10,13% 017,38% S5,80%

Gef.: C53,76% HS5,78% N 9,66 % $5,92%

f) N-p-Toluolsulfonyl-{4-[N-tert. butyloxycarbonyl)Jaminophenyl}-
alanin[N-(2-(acetylmercapto)acetylaminoethyl) Jamid

Zu einer Lésung von 553 mg des Derivats (1 mmol) hergestellt nach Beispiel Se und

einer katalytische Menge Nal wird in 5 ml wasserfreiem DMF unter

Stickstoffatmosphiire eine Lésung von 238 mg Kaliumthioacetat (2 mmol) in

wasserfreiem DMF zugetropft und 3 h auf 110°C erhitzt. Die heiBe LosunglidBt man

auf Raumtemperatur abkiihlen und gie8t sie in 1N HCI (50 ml). AnschlieBend wird mit

EtOAc extrahiert, mit Wasser neutral gewaschen, getrocknet, eingeengt und

chromatographiert (Kieselgel, EtOAc/MeOH 9:1).

Ausbeute: 35%

Ber.: C54,71% H6,12% N 9,45% 018,90% S10,82%

Gef.: C54,40% H6,45% N 9,25% S 10,04%
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g) N-p-Toluolsulfonyl-{4-aminopheny!}-alanin-

[N-(2-(acetylmercapro)acetylaminoethyl)jamid, Hydrochlorid
85 mg N-p-Toluolsulfonyl-{4-[N-(tert. butyloxycarbonyl)]aminopheny!}-
alanin[N-(2-(acetylmercapto)acetylaminoethyl)]Jamid werden in 2 ml 3 M HCl in
Ethylacetat geldst und 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abziehen des
Lésungsmittels verbleiben 70 mg weiBe Kristalle.
Ausbeute: 100%
Ber.: C49,95% H5,53% N10,59% 015,12% S12,12%
Gef.: C49,32% HS5,76% N 10,20% S11,77%

h) N-p-Toluolsulfonyl-{4-isothiocyanatopheny!}-alanin-
[N-(2-(acetylmercapto)acetylaminoethyl) Jamid

Zu einer Loésung von 53 mg N-p-Toluolsulfonyl-{4-aminophenyl}-alanin-

[N-(2-(acetylmercapto)acetylaminoethyl)Jamid, Hydrochlorid und 20 ul Triethylamin

in 4 ml Dichlormethan wird unter FeuchtigkeitsausschluB die Lésung von 11,5 mg

Thiophosgen in wenig Dichlormethan zugetropft und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt.

Nach Abziehen des Losungsmittels verbleiben 45 mg gelbliche Kristalle.

Ausbeute: 84%

Ber.: C51,67% H4,90% N1048% 0O014,96% S 17,99%

Gef.:. C50,99% HS5,15% N 10,21% S 18,56%

Beispiel 6

a) N-p-Toluolsulfonyl-{4-[N-(tert. butyloxycarbonyl) Jaminophenyl}-alanin-
[N-(2-(benzoylmercapto)acetylaminoethyl) Jamid

2 mmol S-Benzoyl-2-mercaptoessigsaure (394 mg) und 4 mmol NEt3 (560 pl) und

2 mmol N-p-Toluolsulfonyl-{4-[N-(tert. butyloxycarbonyl)]aminophenyl}-alanin-
[\N-(2-aminoethyl)]amid (953 mg) werden mit 5 ml Dichlormethan versetzt und auf 10°C
gekiihlt. AnschlieBend werden 2 mmol (509 mg) 1-Benzotriazolyloxy-tris-
(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorophosphat-Chlorid (nachfolgend als BOP-Cl
bezeichnet) zugegeben und unter Wasserkiihlung 4 Stunden geriihrt, dann mit Wasser
versetzt und mit 4 N HCl auf pH 1-1.5 gebracht. AnschlieBend wird mit Dichlormethan
extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte mit NaHCO3 und Wasser gewaschen,
gewocknet, eingeengt und chromatographiert.

Ausbeute: 60%
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Ber.. C58,70% HS5,85% N 8,56% 017,10% S9,79%
Gef.: C58,04% H6,03% N 8,39% S$9,30%

b) N-p-Toluolsulfonyl-{4-aminophenyl}-alanin-[N-(2-(benzoyl-mercapto)acety!-
aminoethyl) Jamid, Hydrochlorid

Zu einer Lésung von 654 mg des geschiitzten Amins hergestelit nach Beispiel 6a)

(1 mmol) in 5 ml EtOAc wird eine frisch hergestellte Lésung von 3M HCl in EtOAc

(10 ml, 30 mmol) zugegeben. Es wird 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Das

Losungsmittel wird abgezogen und der Riickstand im Vakuum bei Raumtemperatur

getrocknet.

Ausbeute: 98%

Ber.: C 54,86 H 5,29% N 9,48% 013,53%  S10,85%

Gef.: C53,90% HS5,52% N 9,09% $9,97%

c) N-p-Toluolsulfonyl-{4-isothiocyanatophenyl}-alanin-[N-(2-(benzoylmercapto)-
acetylaminoethyl) Jamid

Zu einer Losung von 296 mg der Titelverbindung aus Beispiel 6b) (0.5 mmol) und

200 pl Triethylamin in 4 ml Dichlormethan wird unter Feuchtigkeitsausschluf die

Losung von 115 mg Thiophosgen in wenig Dichlormethan zugetropft und 4 Stunden bei

Raumtemperatur geriihrt. Nach Abziehen des Lésungsmittels verbleibt ein Riickstand,

der in Chloroform aufgenommen wird und mit 0.1% iger Zitronensiure gewaschen, 2x

mit NaHCO;-Lésung und 1x mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen und Einengen

verbleiben 45 mg gelbliche Kristalle.

Ausbeute: 85%

Ber.: C 56,36 H4,73% N 9,39% 013,14% S16,12%

Gef.: C56,31% H4,98% N 9,08% $17,01%

Beispiel 7

a) N-(3-Nitrobenzolsulfonyl)glycinmethylester

25,11 g Glycinmethylester (0.2 mol) werden in 500 ml Dichlormethan geldst und bei
0°C mit 44.32 g 3-Nitrobenzolsulfonsaurechlorid in 100 ml Dichlormethan
tropfenweise versetzt. Unter intensivem Riihren werden bei 0°C 40 g Triethylaminin
50 ml Dichlormethan zugetropft und 1h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
vollstindiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wird mit Eiswasser versetzt und mehrmals
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mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden 2x mit
kalter 10%iger HCI, 3x mit 10%iger NaHCO3- und 2x mit gesittigter NaCl-Losung
gewaschen. Nach dem Trocknen wird das Losungsmitel abgezogen.
Ausbeute: 82%
Ber.: C39,42% H3,68% N10,22% 035,00% S 11,69%
Gef.. C40,31% H3,37% N 9,89% S 11,04%

b) N-(3-Aminobenzolsulfonyl)glycinmethylester

2,74 g (10 mmol) der Nitro-Verbindung hergestellt nach Beispiel 7a) werden in 50 ml
Eisessig in Gegenwart von 1,5 g Palladium auf Aktivkohle (10%) bei Raumtemperatur
mit Wasserstoff hydriert. Nach beendeter Reaktion wird vom Katalysator abfiltriert
und das Losungsmittel abgezogen.

Ausbeute: 90%

Ber.. C44,26% H4,95% N11,47% 026,20% S13,13%

Gef.: C44,01% HS5,11% N 12,08% S 12,76 %

c) N-{(3-Aminobenzolsulfonyl)]glycyl-[N'- (2-aminoethyl) Jamid

Zu einer Losung von 2,2 g Ethylendiamin (36 mmol) in 2,5 ml wasserfreiem
Dichlormethan wird langsam eine Lsung von 1 g des N-(3-Aminobenzolsulfonyl)-
glycinmethylesters (3,6 mmol) in 2,5 ml wasserfreiem Dichlormethan zugetropft unter
RiickfluB gekocht. Nach beendeter Reaktion wird im Vakuum eingeengt und der
Riickstand chromatographiert (Kieselgel, CH7Clo/MeOH 9:1).

Ausbeute: 76 %

Ber.. C44,11% HS5,92% N 20,57% 0O17,63% S11,78%

Gef.: C43,09% H6,41% N 21,82% S 10,68%

d) N-[(3-Aminobenzolsulfonyl)Jglycyl- {N'-[(acetylmercapto)acetyl

(2-aminoethyl) }amid
Zu einer Losung von 272 mg Amin (1 mmol) hergestellt nach Beispiel 7c) in
wasserfreiem THF wird bei 0°C 250mg (1,08 mmol) SATA (SIGMA Chemie, 1994;
A 9043) in THF unter Argon und Feuchtigkeitsausschiuf langsam zugetropft und 2h
bei 0°C, anschliefend 12 h bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wird
abgezogen und der Riickstand chromatographiert (Kieselgel, CHpClp/MeOH 9:1).
Ausbeute: 60%
Ber.: C43,29% H35,19% N1442% 020,59% S16,51%
Gef.: C42,45% HS5,23% N 15,64% S 15,36%
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e) N-[(3-Isothiocyanatobenzolsulfonyl)jglycyl-{N'-[ (acetylmercapto)acetyl]-
(2-aminoethyl) Jamid

Zu einer Losung von 200 mg N-[(3-Aminobenzolsulfonyl)]glycyl-

{N'-[(acetylmercapto)-acetyl]-(2-aminoethyl)}amid und 20 ul Triethylamin in 4 ml

Dichlormethan wird unter FeuchtigkeitsausschluB die Losung von 65 mg Thiophosgen

in wenig Dichlormethan zugetropft und 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach

Abziehen des Losungsmittels verbleibt ein Riickstand, der in Chloroform

aufgenommen wird und mit 0.1% iger Zitronensiure gewaschen, 2x mit NaHCO3-

Lésung und 1x mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen und Einengen verbleiben

197 mg gelbliche Kristalle.

Ausbeute: 89%

Ber.: C41,85% H421% N13,01% 0O18,58% S22,35%

Gef.: C40,44% H3,93% N 12,57% S 23,66%

Beispiel 8

a) N-Benzyloxycarbonyl-O-t-Butyloxycarbonylmethyl-(tyrosinmethylester)

3.29 g des Z!-geschiitzten Tyrosinmethylesters hergestelit nach Beispiel 1a) werden in
wasserfreiem DMF gel6st und mit 1,12 g Kalium-t-butylat versetzt. Nach 30 min wird
die Losung von 1,95 g Bromessigsiure-t-butylester zugetropft und 4 h auf 110°C
erhitzt, anschlieBend nch 4h bei Raumtemperatur geriihrt. Das emisch wird auf Wasser
gegeben, mit CHClp extrahiert, gewaschen, getrocknet und eingeengt. Nach
Siulenchromatographie (Kieselgel, CHyCly/EE 19:1) verbleiben 2.5 g gelbes O1.
Ausbeute: 57%

Ber.: C65,00% H6,59% N 3,16% 025,25%

Gef.. C64,65% H6,82% N 3,09%

b) O-(t-Butyloxycarbonylmethyl)-tyrosinmethylester

1.5 g (3,4 mmol) der Z!l-geschiitzten Verbindung hergestellt nach Beispiel 8a) werden
in 50 ml Essigester in Gegenwart von 1,5 g Palladium auf Aktivkohle (10%) bei 50°C
mit Wasserstoff hydriert. Nach beendeter Reaktion wird vom Katalysator abfiltriert
und das Losungsmittel abgezogen.Es verbleiben 1,0 g farbloses O1.

Ausbeute:99%
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Ber.: C62,12% H7,49% N 4,53% 0 25,86 %
Gef.: C61,88% H7,67% N447%

c) N-Toluolsulfonyl-O-t-butyloxycarbonylmethyl-tyrosinmethylester

Zu einer Lésung von 920 mg O-(t-Butyloxycarbonylmethyl)-tyrosinmethylester in
CH2Clp wird bei 0°C die Lésung von 570 mg Toluolsulfonylchlorid in CHoCly
zugetropft und anschlieBend langsam mit 300 mg Triethylamin versetzt und tiber
Nacht geriihrt. Es wird auf Eiswasser gegossen, mit CH7Cl; extrahiert, die
organischen Phase 2x mit 10% HCI, 2x mit 10% NaHCO3 und 2x mit gesittigter
Kochsalzldsung gewaschen, getrocknet und eingeengt. Nach Behandlung mit Ether
erhilt man 900 mg weifle Kristalle.

Ausbeute: 65%

Ber.: C59,60% H6,31% N3,02% 024,16% S6,92%

Gef.: C59,38% H6,55% N 3,08% S 6,66%

d) N-Toluolsulfony!-O-t-butyloxycarbonylmethyl-N- (2-aminoethyl)tyrosinamid

Zu einer Losung von 5 g Ethylendiamin in 50 ml CH)Cly wird die Lésung von 3,0 g
N-Toluolsulfonyl-O-t-butyloxycarbonylmethy!-tyrosinmethylester (6,5 mmol) in
CH»Cly zugetropft. AnschlieBend wird 4 h unter Riickflu gekocht.Nach Abkiihlung
wird mit Wasser versetzt, die organische Phase abgetrennt und mehrmals mit CH,Clp
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden gewaschen, getrocknet und
eingeengt. Nach Siulenchromatographie (Kieselgel MeOH) verbleiben 1,5 g farbloses
oL

Ausbeute: 47 %

Ber.: C58,64% H6,77% N 8,55% 01953% S6,52%

Gef.: C58,39% H691% N 8,38% S 6,56%

e) N-Toluolsulfonyl-O-carboxymethyl[-N-(2-aminoethyl)tyrosinamid]

2 ml Trifluoressigsdure werden bei Raumtemperatur zu einer Losung von 491 mg des
tert.-Butylesters (1 mmol) hergestellt nach Beispiel 8d) in 25 ml Dichlormethan
gegeben und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wird die
Trifluoressigsdure im Vakuum abgezogen, der Riickstand in Chloroform
aufgenommen, mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt.

Ausbeute: 83%
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Ber.. C55,16% HJ5,79% N 9,65% 022,04% S7,36%
Gef.: C53,88% HJ5,64% N 10,02% S7,44%

) N-Toluolsulfonyl-O-carboxymethyl-tyrosin-[N-(2- (piperonylmercapto)-
acetylaminoethyl)Jamid

Zu einer Losung von 435 mg Amin (1 mmol) hergestellt nach Beispiel 8e) in

wasserfreiem THF wird bei 0°C 350 mg Piperonylmercaptoessigsaure-

N-hydroxysuccinimidoester (1,08 mmol) in THF unter Argon und

Feuchtigkeitsausschiufl langsam zugetropft und 2h bei 0°C, anschlieBend 12 h bei

Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wird abgezogen und der Riickstand

chromatographiert (Kieselgel, CHpClp/MeOH/HOAC 9:1:0.1).

Ausbeute: 58%

Ber.: C5598% HS5,17% N 6,53% 022,37% S9,9%

Gef.: C55,38% HS5,04% N 6,68% S 9,09%

g N-Toluolsulfonyl-O-carboxymethyl-tyrosin- {N-[2-(mercaptoacetyl)-
aminoethyl]}amid

Zu 10 ml Trifluoressigsdure werden bei Raumtemperatur 644 mg der geschiitzten

S-Verbindung (1 mmol) hergestelit nach Beispiel 8f) und eine Spur Anisol gegeben

und kurz zum Sieden erhitzt. Nach beendeter Reaktion wird die Trifluoressigsdure im

Vakuum abgezogen, der Riickstand in einem geeigneten Losungsmittel aufgenommen,

mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt und chromatographiert.

Ausbeute: 34%

Ber.: C51,85% HS5,34% N 8,25% 021,98% S 12,59

Gef.: C51,62% H5,53% N 8,65% S13,61%

h) Tc-99m-Komplex von N-Toluolsulfonyl-O-carboxymethyl-tyrosin-
{N-[2-(mercaptoacetyl)aminoethyl]}amid

1 mg der Verbindung hergestellt nach Beispiel 8g) werden in 100 ul EtOH gelost.
50 pl dieser Losung werden zu 250 ul eines 0.1 M Phosphatpuffers pH 8.5 gegeben
und mit 50ul einer Citratldsung (50 mg Trinatriumcitrat in 1 ml Wasser) und 2,5 pl
einer Zinn(IT)chlorid-Losung (5,0 mg Zinn()chlorid in 1 ml 0,1 N HCI) versetzt.
Anschliefend mit 100 ul einer 99m-Tc-Generatoreluats versetzt und 15 Minuten stehen
gelassen. Die Markierungsausbeute wird mittels HPLC bestimmt.
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Beispiel 9

a) Cholesteryldiethylenglykol (DEG-Cholesterin)

Eine Losung von 54,1 g Cholesteryltoluolsulfonat (100 mmol) und 106 g
Diethylenglykol in 250 ml wasserfreiem Dioxan wird unter einer Stickstoffatmosphire
unter RiickfluB erhitzt (DC-Kontrolle). Nach vollstindiger Umsetzung wird mit
Wasser versetzt und mit CH2Cly extrahiert. Nach Saulenchromatographie (Kieselgel
CH>Cl3/MeOH 9:1) verbleibt ein farbloser Feststoff.

Ausbeute: 81%

Ber.. C78,43% H1146% O010,11%

Gef.. C76,99% H12,32%

b) Cholesteryl-2-chlorethyl(ethylenglykol)

Eine Losung von 4,75 g DEG-Cholesterin (10 mmol) hergestellt nach Beispiel 9a) in
50 ml wasserfreiem Tetrachlorkohlenstoff werden unter einer Stickstoffatmosphire mit
3,14 g pulverisiertem Triphenylphosphin (12 mmol) versetzt und unter RiickfluB
erhirzt. Nach Abkiihlung wird mit 50 ml Petrolether oder Hexan verdiinnt und einige
Zeit bei -20°C aufbewahrt. Der Niederschlag wird abgesaugt und erneut wie oben
verfahren, bis kein Niederschlag mehr ausfillt. Anschliefend wird getrocknet und
eigeengt. Nach Sidulenchromatographie (Kieselgel CHyClp/MeOH 9:1) verbleiben
3,70 g eines Ols.

Ausbeute: 75%

Ber.. C7549% H10,83% 06,49%

Gef.: C74,73% H11,74%

c) N-Benzyloxycarbonyl-2-[(4-cholesteryldiethylenglykolyl)benzyl]-
2-aminoessigsduremethylester

Zu einer siedenen Losung von 295 mg des N-Benzyloxycarbonyl-tyrosinmethylesters

(1 mmol) (hergestellt nach Beispiel 1a) und 183 mg Kaliumkarbonat (1 mmol) in 10 ml

Toluol, wird die Losung von 493 mg des Cholesterinderivats (1 mmol) (hergestellt

nach Beispiel 9b) in 10 ml Toluol gegeben und 6 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Nach

vollstindiger Umsetzung 148t man auf Raumtemperatur abkiihlen, engt ein und

chromatographiert (Kieselgel Petrolether/Ethylacetat 1:1)

Ausbeute: 29%
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Ber.: C73,46% H9,78% N 1,86% 0 14,89%

Gef.: C73,28% H10,01% N 1,70%

d) 2-[(4-Cholesteryldiethylenglykolyl)benzyl]-2-aminoessigsduremethylester
Hydrochlorid

7,52 g (10 mmol) der Z-geschiitzten Verbindung hergestellt nach Beispiel 9c) werden

in 50 ml 3 M HCI in Ethylacetat geldst und 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach

abziehen des Losungsmittels verbleiben 6,02 g weifle Kristalle.

Ausbeute: 93%

Ber.. C71,53% H9,66% N 2,04% 011,62%

Gef.. C71,82% H9,39% N 2,01%

e) N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-cholesteryldiethylenglykolyl)benzyl]-
2-aminoessigsduremethylester

19.53 g des Amins (30 mmol) hergestellt nach Beispiel 9d) werden in 50 ml

Dichlormethan geldst und bei 0°C mit 5,72 g Toluolsulfonsdurechiorid in 30 ml

Dichlormethan versetzt. Unter intensivem Rithren werden bei 0°C 3,0 g Triethylamin

zugetropft und 1h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach vollstindiger Umsetzung wird

mit Eiswasser versetzt und mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten

organischen Extrakte werden 2x mit kalter 10%iger HC], 3x mit 10%iger NaHCO3-

und 2x mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen wird das

Losungsmittel abgezogen und chromatographiert (Kieseigel, CH2Cly).

Ausbeute: 77%

Ber.. C71,52% H8,88% N 1,74% 013,89% S3,98%

Gef.: C70,89% H9,02% N 1,66% S$3,70%

f) N-p-Toluolsulfonyl-2[(4-cholesteryldiethylenglykolyl)benzyl]-
2-aminoessigsdure[N-(2-aminoethyl) Jamid

Zu einer Losung von 1,2 g Ethylendiamin (20 mmol) in 1 ml wasserfreiem

Dichlormethan wird langsam eine Losung von 806 mg des Tosylglycinesters (1 mmol)

hergestellt nach Beispiel 9e in 1 ml wasserfreiem Dichlormethan zugetropft und unter

RiickfluB gekocht. Nach beendeter Reaktion wird im Vakuum eingeengt und der

Riickstand chromatographiert (Kieselgel, MeOH).

Ausbeute: 85%
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Ber.: C70,55% H9,06% N 5,04% O11,51% S3,84%
Gef.: C69,24% H931% N 4,83% S3,71%

g) N-p-Toluolsulfonyl-2{(4-cholesteryldiethylenglykolyl)benzyl]-2-aminoessigsdure-
N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacetyl-1-oxopropyl) Jaminoethyl}amid

Zu einer Losung von 1,83 g des Amins (2,2 mmol) hergestellt nach Beispiel 9f) in

10 ml Pyridin/DMF (50:50) werden 0,38 g (2,2 mmol) 2-Acetylmercapto-

bernsteinsdureanhydrid gegeben und 4 h bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend

wird das Losungsmitte]l abgezogen, der Rickstand in 0.5N HCI aufgenommen und mit

CH,Cl, extrahiert. Nach Flash-Chromatographie verbleiben 887 mg eines gelben Ols.

Ausbeute: 40%

Ber.: C65,51% HS8,10% N4,17% 015,87% S6,36%

Gef.:. C63,66% H758% N 3,99% S7.41%

h) Tc-99m-Komplex von N-p-Toluolsulforyl-2[(4-cholesteryldiethylenglykolyl)-
benzyl]-2-aminoessigsaure-N-{2-N[(3-carboxy-2-mercaptoacetyi-1-oxopropyl)]-
aminoethyl}amid

1 mg des Liganden hergestellt nach Beispiel 9g werden in 100 ul Ethanol geldst. 50 ul

dieser Losung werden zu 250ul eines 0,1 M Phosphatpuffers (pH 8,5) gegeben und

anschlieBend mit 50 ul einer Citratlésung (50 mg Trinatriumcitrat in 1,0 ml Wasser)
und 2,5 ul einer Zinn(II)-chlorid-Ldsung (5,0 mg Zinn(IT)-chlorid in 1 ml 0,1 N HCI)

versetzt. AnschlieBend wird mit 50 ul eines Tc-99m-Generatoreluats versetzt und 15

Minuten stehen gelassen. Die Markierungsausbeute wird mittels HPLC bestimmt.

Beispiel 10

a) 1-Tosyl-1,4, 7-triazaheptan-3-on

Zu einer Losung von 30 g Ethylendiamin (0,5 mol) in 50 ml wasserfreiem
Dichlormethan wird langsam eine Losung von 25,73 g des Tosylglycinmethylesters
(0.1 mol) in wasserfreiem Dichlormethan zugetropft. Es wird 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt und anschliefend im Vakuum eingeengt. Es verbleiben 24 g
eines gelben Ols.

Ausbeute: 88%

Ber.: C48,69% H6,32% N1549% 017,69% S11,82%

Gef.:. C47,23% H6,67% N 15,34% S$11,54%
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b) 7-N-tert.-Butoxycarbonyl-1-tosyl-1,4, 7-triazaheptan-3-on

Eine Losung von 27 g (100 mmol) der Aminoverbindung hergestellt nach Beispiel
10a) in 500 ml Dioxan werden mit 74 g Di-tert.-butyl-dicarbonat (340 mmol) in einer
Portion versetzt. Die Losung wird 3 h bei Raumtemperatur geriihrt, anschliefend auf
Eiswasser gegossen und mit Essigester 3x extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden 3x mit Wasser und 1x mit gesittigter Kochsalzlosung gewaschen,
getrocknet (MgSOy4), eingeengt und umkristallisiert. Es verbleiben 27,9 g weiSle
Kristalle.

Ausbeute: 75%

Ber.. C51,74% H6,78% N11,31% 021,54% S8,63%

Gef.: C5141% H6,96% N11,12% S891%

c) 7-N-t-Butyloxycarbonyl-1-n-hexyl-1-tosyl-1,4, 7-triazaheptan-3-on

Zu einer Losung von 3,71 g des Sulfonamids (10 mmol) hergestellt nach Beispiel 10b)
in 50 ml DMF werden bei Raumtemperatur 5 g Kaliumcarbonat gegeben und
anschlieBend die Losung von 2,54 g Hexyliodid (12 mmol) in 10 ml DMF zugetropft
und 3 h auf 110°C erhitzt. Nach vollstindiger Umsetzung 148t man auf
Raumtemperatur abkiihlen, gieft auf Eis, extrahiert mit CHyCly, wischt mehrmals mit
Wasser, trocknet, filtriert und eng ein. Der Riickstand wird aus Ethylacetat
umkristallisiert.

Ausbeute: 89%

Ber.: C58,00% HB8,19% N9,22% 017,56% S7,04%

Gef.: C57,37% H7,87% N 9,01% S6,95%

d) 1-n-Hexyl-1-tosyl-1,4, 7-triazaheptan-3-on

Zu 10 ml Trifluoressigsdure werden bei 0°C 456 mg des Sulfonamids (1 mmol)
hergestellt nach Beispiel 10c) gegeben und anschlieBend 2 h bei Raumtemperatur
gerithrt. Nach beendeter Reaktion wird auf Eis gegossen, schwach alkalisiert
(NaHCO3), extrahiert, eingeengt und getrocknet.

Ausbeute: 94 %

Ber.: C57,44% H822% N11,82% 0O13,50% S9,02%

Gef.: C57,96% HZ8,01% N 11,63% S8,75%
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e) 10-Acetyl-9-carboxymethyl-1-n-hexyl-1-tosyl-10-thia-1,4, 7-triazadecan-3, 8-dion
Zu einer Losung von 1,91 g Acetylmercaptobernsteinsiureanhydrid (20 mmol) in
20 ml DMF wird bei Raumtemperatur die Lésung von 3,55 g (10 mmol) der
Aminoverbindung in 10 ml DMF langsam zugetropft und iiber Nacht geriihrt.
AnschlieBend wird auf halbkonzentrierter HC1 gegossen, mit CH,Cly extrahiert und
chromatographiert (Kieselgel, EtOAc/MeOH von 9:1 nach 1:1).
Ausbeute: 66 %
Ber.: C52,16% H6,66% N 7,93% 021,15% S12,11%
Gef.: C52,85% H6,87% N 7,52% S 11,66%

f) Tc-99m-Komplex von 10-Acetyl-9-carboxymethyl-1-n-hexyl-1-tosyl-10-thia-
1,4, 7-triazadecan-3,8-dion

1mg N,N [Hexyl-p-Toluolsulfonyljglycyl-N-[(3-carboxy-2-mercaptoacetyl-

1-oxopropy!)Jaminoethyl}amid wird in 100 ul EtOH geldst. 50 ul dieser Losung

werden mit 100 ul EtOH verdiinnt und mit 100ul eines 0.1 M Phosphatpuffers pH 7,5

und 100 pl einer Tc-99m-Gluconat-Losung versetzt. Die Markierungsausbeute ist

>95% (Kieselgel, 95% EtOH)

Beispiel 11

a) N-a-Toluolsulforyl-N-e-tert. -butyloxycarbonyllysinmethylester

Zu einer Losung von 2,60 g N-e-tert.-butyloxycarbonyllysinmethylester (10 mmol) in
50 ml wasserfreiem Pyridin wird bei 0°C portionsweise 1,91 mg
Toluolsulfonylchlorid zugegeben und 148t 24 h bei 4°C stehen. AnschlieBend wird auf
Eiswasser gegossen und der Niederschlag abgetrennt und umkristallisiert.

Ausbeute: 78%

Ber.. C55,05% H7,30% N 6,76% 023,16% S7,74%

Gef.: C54,67% H7,42% N 6,64% S7,54%

b) N-a-Toluolsulfonyl-N-e-tert.-butyloxycarbonyllysin-[N- (2-aminoethyl) Jamid

Zu einer Loésung von 600 mg Ethylendiamin (10 mmol) in 1 ml wasserfreiem
Dichlormethan wird langsam eine Losung von 415 mg des Tosyllysinesters (1 mmol)
hergestellt nach Beispiel 11a) in 1 ml wasserfreiem Dichlormethan zugetropft und
unter Riickfluf} gekocht. Nach beendeter Reaktion wird im Vakuum eingeengt und der
Riickstand umkristallisiert.
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Ausbeute: 59%
Ber.: C54,28% H7,74% N12,66% 018,08% S7,25%
Gef.: C 54,54% H7,57% N 12,18% S 7,06%

c) N-a-Toluolsulfonyl-N-g-tert. -butyloxycarbonyllysin-[{N-(2- (piperonylmercapto)-

acetylaminoethyl) Jamid
Zu einer Losung von 443 mg Amin (1 mmol) hergestellt nach Beispiel 11b) in
wasserfreiem THF wird bei 0°C 350 mg Piperonylmercaptoessigsaure-
N-hydroxysuccinimidoester (1,08 mmol) in THF unter Argon und
FeuchtigkeitsausschluB langsam zugetropft und 2h bei 0°C, anschlieBend 12 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird abgezogen und der Riickstand
chromatographiert (Kieselgel, CHClo/MeOH 9:1).
Ausbeute: 54 %
Ber.: C5537% H651% N 8,61% 019,67% S9,85%
Gef.: C5522% H6,85% N 8,41% S 9,66%

d) N-a-Toluolsulfonyl-lysin-[N-(2- (piperonylmercapto)acetylaminoethyl) Jamid
651 mg N-a-Toluolsulfonyl-N-e-tert.-butyloxycarbonyllysin-
[N-(2-(piperonylmercapto)-acetylaminoethyl)Jamid werden in 5 ml 3 M HCl in
Ethylacetat gelost und 6 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abziehen des
Losungsmittels verbleiben 530 mg weiBe Kristalle.

Ausbeute: 96 %

Ber.: C54,63% H6,05% N10,19% 017,46% S 11,67

Gef.: C54,40% H647% N 10,01% S11,84%

Beispiel 12

a N-a-Toluolsulfonyl-N-g-tert.-butyloxycarbonyllysin-[N-(2-benzoylmercapto)-
acerylaminoethyl) Jamid
Zu einer L3sung von 443 mg Amin hergestellt nach Beispiel 11b) in wasserfreiem
Tetrahydrofuran wird bei 0° C 316 mg Benzoylmercaptoessigsdure-N-hydroxysuccin-
imidoester (1,08 mmol) in Tetrahydrofuran unter Argon und Feuchtigkeitsausschlul
langsam zugetropft und 2 Stunden bei 0° C, anschliefend 12 Stunden bei
Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wird abgezogen und der Riickstand
chromatographiert (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH 9:1).



WO 96/02500 PCT/EP95/02404

10

15

20

25

30

35

-36_

Ausboeute: 65 %
Ber.. C 56,11 % H 6,50 % N 9,03% 0 18,04 % S 10,33 %
Gef: C5598% H6,86% N 8,88 % S 10,05 %

b) N-a-Toluolsulfonyl-lysin-{N-(2-benzoylmercapto)acetylaminoethyl) Jamid

621 mg der Titelverbindung aus Beispiel 12a) werden in 5 ml 3 M HCl in Ethylacetat
gelost und 6 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abziehen des Lésungsmittels
veroleiben 500 mg weille Kristalle.

Ausbeute: 90 %

Ber: C51,74% HS597% N10,06% O1436% S11,51%

Gei: C51,40% H6,14% N 10,10 % S11,48%

c) Tc-99m-Komplex von N-a-Toluolsulfonyl-lysin-{N-(2-(benzoylmercapto)-
acetylaminoethyl) Jamid
10 mg Amid hergestellt nach Beispiel 12b) werden mit 500 pl IN NaOH versetzt und 15
Minuten stehen gelassen. 50 pl dieser Losung werden zu 250 pl eines 0,1 M
Phesphatpuffers pH 8,5 gegeben und mit 50 pl einer Citratlosung (50 mg Trinatrium-
citrat in 1,0 m] Wasser) und 2,5 pl einer Zinn(II)-chlorid-Losung (5,0 mg Zinn(II)-
chlorid in 1,0 ml 0,1 N HCI) versetzt. AnschlieBend wird mit 50 ul eines Tc-99m-
Generatoreluats versetzt und 15 Minuten stehen gelassen. Die Markierungsausbeute wird
mitels HPLC bestimmt (>95 %).

Beispiel 13

a) N-[3-(N-tert.-butyloxycarbonyl)aminobenzolsulfonyl]-glycinmethylester

Eire Losung von 2,12 g (10 mmol) der Aminoverbindung hergestellt nach Beispiel 7b)
unc 3 g Triethylamin (30 mmol) in 50 ml Dioxan wird mit 7,4 g Di-tert.-butyl-
dicarbonat (34 mmol) in einer Portion versetzt. (Gasentwicklung!). Die Lésung wird
30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieend auf Eiswasser gegossen und mit
Essigester dreimal extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden dreimal mit
Wasser und einmal mit gesittigter Kochsalzlosung gewaschen, getrocknet (MgSOy),
eingeengt und umkristallisiert.

Ausbeute: 85 %

Ber. C48,83% HS585% N 8,13 % 02788% S931%

Ges: C4744% HS593% N 8,57 % S 9,66 %

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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b) N-[3-(N-tert.-butyloxycarbonyl)aminobenzolsulfonyl]-glycyl-[N'-(2-
aminoethyl)amid

Zu einer siedenden Losung von 42 g Ethylendiamin (700 mmol) in 100 ml wasserfreiem

Toluol wird langsam eine Losung von 12,11 g des Glycinesters hergestellt nach Beispiel

13a) (35 mmol) in 250 ml wasserfreiem Toluol/Dioxan oder gegebenenfalls nur Dioxan

zugetropft und unter RiickfluB gekocht. Nach beendeter Reaktion wird im Vakuum

eingeengt und der Riickstand in Chloroform aufgenommen und mit Wasser gewaschen.

Ausbeute: 78 %

Ber. C44,06% H6,16% N13,70% 019,56% S7,84%

Gef.. C4544% H6,63% N 14,57 % S 7,66 %

c) N-[3-(N-tert.-butyloxycarbonyl)aminobenzolsulfonyl]-glycyl-{N'-[(S-benzoyl-
mercapto)acetyl]-(2-aminoethyl) lamid

5 mmol der S-Benzoylmercaptoessigsdure (0,98 g) und 10 mmol NEt; (1,4 ml) und 5

mmol des Amins hergestellt nach Beispiel 13b) (1,86 g) werden mit 50 ml

Dichlormethan versetzt und auf 10° C gekiihlt. AnschlieBend werden 5,5 mmol (1,375 g)

BOP-CI zugegeben und unter Wasserkiihlung gerithrt. (Nach 10-20 Minuten erhilt man

eine klare Losung). Anschlielend rithrt man aoch | Stunde geriihrt, versetzt mit Wasser

und bringt mit 4 n HCl auf pH 1-1,5.

Ausbeute: 62 %

Ber. C52,16% H5,84% N 10,14% 020,27% S11,60%

Gef.: C53,44% H6,63% N 10,57 % S 11,66 %

d) N-[3-aminobenzolsulfonyl]-glycyl-{N'-[(S-benzoylmercapto)acetyl]-(2-amino-
ethyl) Jamid

Zu einer Lésung von 552 mg des geschiitzten Amins hergestellt nach Beispiel 13c)

(1 mmol) in 5 ml EtOAc wird eine frisch hergestellte Lsung von 3M HCl in EtOAc

(10 ml, 30 mmol) zugegeben. Es wird 30 Minuten tei Raumtemperatur geriihrt. Das

Lésungsmittel wird abgezogen und der Riickstand im Vakuum bei Raumtemperatur

getrocknet.

Ausbeute: 93 %

Ber. C46,86% H4,76% NI1L,S1% 01643% S13,17%

Gef: C4544% HS533% N 10,57 % S 13,66 %
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e) N-[3-isothiocyanatobenzolsulfonyl]-glycyl-{N'-[(S-benzoylmercapto)acetyl]-
(2-aminoethyl) }Jamid

Zu einer Losung von 200 mg N-[(3-Aminosulfonyl)]glycyl-{N'-[(acetyimercapto)-

acety](2-aminoethyl)}amid hergestellt nach Beispiel 13d) und 20 pl Triethylamin in 4 ml

Dichlormethan wird unter Feuchtigkeitsausschluf} die Losung von 65 mg Thiophosgen in

wenig Dichlormethan zugetropft und 4 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach

Abziehen des Losungsmittels verbleibt ein Riickstand, der in Chloroform aufgenommen

wird und mit 0,1 %iger Zitronensdure gewaschen, zweimal mit Natriumchlorid-Lésung

und einmal mit Wasser gewaschen, getrocknet, eingeengt und chromatographiert.

Ausbeute: 66 %

Ber:. C48,77% H4,09% N11,37% 01624% S 19,53 %

Gef: C48,44% H4,63% N11,75% S 20,06 %

Beispiel 14

a) N-Toluolsulfonyl-O-methoxycarboryvimethyl{-N-(2-aminoethyl)tyrosinamid]
In eine Lsung von 4,35 g Amin hergestellt nach Beispiel 8¢) (10 mmol) in 100 ml
wasserfreies Methanol wird HCI-Gas bis zur Sittigung eingeleitet und iiber Nacht
geriihrt. Nach Abziehen des Losungsmittels verbleibt ein kristalliner Riickstand.
Ausbeute: 92 %

Ber. C51,90% HS5,81% N 8,65 % 019,75% S6,60%

Gef: C51,59% HS593% NB847% S 6,49 %

1

b) N-Toluolsulfonyl-O-methoxycarbonylmethyltyrosin-[N-(2-tritylmercapto)-
acetylaminoethyl) Jamid

Zu einer Losung von 4,35 g Amin hergestellt nach Beispiel 14a) (10 mmol) und 2,02 g

Triethylamin in Tetrahydrofuran/Wasser wird bei 0° C 4,66 g

S-Tritylmercaptoessigsdure-N-hydroxysuccinimidoester (10,8 mmol) in Tetrahydrofuran

unter Argon langsam zugetropft und 2 Stunden bei 0° C, anschlieend 12 Stunden bei

Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird abgezogen und der Riickstand

chromatographiert (Kieselgel, CH,Cl,).

Ausbeute: 68 %

Ber.. C6586% HS5,66% N 5,49 % O01462% S837%

Gef.. C6566% HS571% NS§,36% S821%
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9] N-Toluolsulfonyl-O-carboxymethyltyrosin-[N-(2-tritylmercapto)acetyl-
aminoethyl) Jamid

Die Lésung von 766 mg des Methylesters hergestellt nach Beispiel 14b) (1 mmol) in

2,5 ml Methanol wird zu einer methanolischen KOH-L$sung gegeben und bei

Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wird das Lésungsmittel abgezogen,

das Kaliumsalz in Wasser aufgenommen, schwach angesiuert und mit Chloroform

extrahiert. Der organische Extrakt wird mit Wasser gewaschen, getrocknet und

eingeengt.

Ausbeute: 63 %

Ber: C6549% HS5,50% N 5,59 % 0 1490 % S 8,53 %

Gef: C6526% HS572% N 5,43 % S 8,43 %

d) N-Toluolsulfonyl-[(HOOC-Trp-Ile-Ile Asp-Leu-His Gly-NH)-
carbonylmethyltyrosin-[N-(2-tritylmercapto)acetylaminoethyl) Jamid

Zu einer Lésung von 1 mmol der Saure (980 mg) hergestellt nach Beispiel 14c) und

113 mg N-Hydroxysuccinimid (1 mmol) in 2 ml wasserfreiem Dimethylformamid

werden bei 0° C 206 mg Dicyclohexylcarbodiimid (1 mmol) gelést in 2 ml

Dimethylformamid innerhalb von 5§ Minuten zugetropft. Es wird zundchst weitere 30

Minuten bei 0° C geriihrt, anschlieBend die Losung von 1 mmol des Peptids (853 mg)

H-N-Gly-His-Leu-Asp-lle-Ile-Trp (hergestellt in Analogie zu Barany und Merrifield,

The Peptides: Analysis, Biology, Academic Press New York, 1980; Steward und Young,

Solid Phase Peptides Syntheses, 2nd ed.; Pierce Chemical W., Rockford, II, 1984) und

304 mg (3mmol) Triethylamin in 10 ml wasserfreiem Dimethylformamid unter

Argonatmosphire innerhalb von 30 Minuten zugegeben. Es wird noch 12 Stunden bei

Raumtemperatur geriihrt, 200 pl Eisessig zugegeben, nochmals 30 Minuten geriihrt, das

Produkt vom N,N'-Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und der Riickstand eingeengt. Nach

Verrithren mit Diethylether verbleibt ein weiler Riickstand, der aus Dimethylformamid /

Ether umkristallisiert wird.

Ausbeute: 35 %

Ber. C62,07% H629% N 4,04 % 016,13% S4,04 %

Gef.. C61,77% H6,52% N 4,32 % S 4,34 %
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e) N-Toluolsulfonyl-[(HOOC-Trp-lle-lle Asp-Leu-His Gly-NH)carbonyl]-

methyltyrosin-[N-(mercapto)acetylaminoethyl) Jamid
Zu 10 m] Trifluoressigséure werden unter einer Argonatmosphére bei Raumtemperatur
530 mg der geschiitzten S-Verbindung hergestellt nach Beispiel 14d) (0,3 mmol) und
eine Spur Anisol gegeben und kurz zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wird die
Trifluoressigsdure im Vakuum abgezogen, der Riickstand in Tetrahydrofuran
aufgenommen, eingeengt und chromatographiert.
Ausbeute: 59 %
Ber. C56,67% H632% N1342% O1887% S4,73%
Gei: C56,14% H6,48% N 12,98 % S 4,81 %

f) Tc-99m-Komplex von N-Toluolsulfonyl-[(HOOC-Trp-lle-Ile Asp-Leu-His Gly-
NH)carbonylmethyltyrosin-[N-(mercaptoacetyl)aminoethyl) Jamid

1 mg der vorgenannten Verbindung (Beispiel 14e) wird in 100 pul EtOH/Wasser 1:1

geidst. 50 ul dieser Losung werden mit 100 pl eires 0,1 M Phosphatpuffers pH 9,5 und

100 pl einer Tc-99m-Gluconat-Lésung versetzt. Die Markierungsausbeute ist > 95 %.

(HPLC, LiChrospher RP18, H,O/MeCN + 0,1 % TFA).

Beispiel 15

a) N-Toluolsulfonyl-O-t-butyloxycarbonylmethyltyrosin-{N-(2-(benzoylmercapto)-
acetylaminoethyl) Jamid

2 mmol S-Benzoyl-2-mercaptoessigsdure (394 mg) und 4 mmol NEt; (560 pl) und

2 mmol (982 mg) der nach Beispiel 8d) erhaltenen Verbindung werden mit 5 ml

Dichlormethan versetzt und auf 10° C gekiihlt. AnschlieBend werden 2 mmol (509 mg)

BOP-CI zugegeben und unter Wasserkiihiung 12 Stunden gerithrt, dann mit Wasser

versetzt und mit 4 N HCl auf pH 1-1,5 gebracht. AnschlieBend wird mit Dichlormethan

extahiert, die vereinigten organischen Extrakte mit NaHCO;3 und Wasser gewaschen,

gewocknet, eingeengt und chromatographiert.

Ausbeute: 76 %

Ber: C59,18% HS5,87% N 6,27 % O019,11% S9,58%

Gel: C60,88% HS5,89% N 5,63 % S 8,74 %



WO 96/02500 PCT/EP95/02404

10

15

20

30

35

&
b) N-Toluolsulfonyl-O-carboxymethylityrosin-{N-(2-benzoylmercapto)acetyl-
aminoethyl) Jamid
Zu 10 ml Trifluoressigsdure werden bei Raumtemperatur 644 mg der geschiitzten S-

‘Verbindung hergestellt nach Beispiel 15a) (1 mmol) gegeben und bei Raumtemperatur

gerithrt. Nach beendeter Reaktion wird die Trifluoressigsdure im Vakuum abgezogen,
der Riickstand in Ethylcetat aufgenommen, mit Wasser gewaschen, getrocknet und
eingeengt und chromatographiert.

Ausbeute: 77 %

Ber. C56,76% HS5,09% N 685% 02086% S10,45%

Gef: C57,14% HS,68% N 7,23 % S11,31%

c) N-Toluolsulfonyl-[(HOOC-Trp-lle-lle Asp-Leu-(D-Trp)-NH)carbonylmethyl-
tyrosin-{N-(2-benzoylmercapto)acetylaminoethyl) Jamid

Zu einer Losung von 1 mmol der Saure (614 mg) hergestellt nach Beispiel 15b) und
115 mg N-Hydroxysuccinimid (1 mmol) in 2 m] wasserfreiem Tetrahydofuran werden
bei 0° C 206 mg Dicyclohexylcarbodiimid (1 mmol) gelést in 2 ml Tetrahydrofuran
innerhalb von 5 Minuten zugetropft. Es wird zunichst weitere 30 Minuten bei 0° C
geriihrt, anschlieBend die L&sung von 1 mmol des Peptids (845 mg) H,N-(D-Trp)-Leu-
Asp-Ile-Ile-Trp (hergestellt in Analogie zu Barany und Merrifield, The Peptides:
Analysis, Biology, Academic Press, New York, 1980; Steward und Young, Solid Phase
Peptides Syntheses, 2nd ed.; Pierce Chemical W., Rockford, II 1984) und 304 mg

(3 mmol) Triethylamin in 10 ml wasserfreiem Dimethylformamid unter
Argonatmosphdre innerhalb von 30 Minuten zugegeben. Es wird noch 12 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, 200 ul Eisessig zugegeben, nochmals 30 Minuten geriihrt,
das Produkt vom N,N'-Dicyclohexylhamnstoff abfiltriert und der Riickstand zweimal
mit siedendem Tetrahydrofuran extrahiert. Die vereinigten Filtrate werden zur Trockne
eingeengt und chromatographiert. (Kieselgel, C11,Cl,)

Ausbeute: 40 %

Ber.. C60,86% H623% N10,69% 017,77% S4,45%

Gef: C60,77% H642% N 10,32 % S 4,65 %

d) Tc-99m-Komplex von N-Toluolsulfonyl-[(HOOC-Trp-1lle-lle Asp-Leu-(D-Trp)-
NH)carbonylmethyltyrosin-[{N-(2-mercaptoacetyl)aminoethyl) Jamid

2 mg der Verbindung hergestellt nach Beispiel 15¢) wird in 100 pl EtOH geldst und

mit 100 pl 1IN NaOH versetzt. Nach 15 Minuten werden 50 ul dieser Lésung zu 250 pl
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eines 0,1 M Phosphatpuffers pH 8,5 gegeben und mit 50 ul einer Citratlésung (50 mg
Trinatriumcitrat in 1,0 ml Wasser) und 2,5 pl einer Zinn(II)-chlorid-Losung (5,0 mg
Zinn(Il)chlorid in 1,0 ml 0,IN HCI) versetzt. AnschlieBend wird mit 50 ul eines
Tc-99m-Generatoreluats versetzt und erneut 15 Minuten stehen gelassen. Die
Markierungsausbeute (>95 %) wird mittels HPLC bestimmt.

Beispiel 16

a) N-Tosyl-tyrosinmethylester-4-benzylether

Zu 50 g (155,37 mmol) Tyrosinmethylester-4-benzylether Hydrochlorid in 300 ml
Pyridin tropft man bei 0°C eine Losung aus 32.58 g (171 mmol)
p-Toluolsulfonséurechlorid in 100 ml Pyridin zu und rithrt 3 Stunden bei 0°C. Es wird
im Vakuum zur Trockene eingedampft und der Riickstand in 500 ml Methylenchlorid
gelost. Man schiittelt die organische Phase 2 mal mit 300 ml 5 N Salzséure aus. Die
organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand wird aus wenig Methanol umkristallisiert. Es werden 68,29 g eines
farblosen kristallinen Pulvers erhalten.

Ausbeute: 93 %

Ber.. C65,58% H5,73% N3,19%  S72%%

Gef.: C63530% HS5,81% N3,02% S7,18%

b) 2-(4-Benzyloxybenzyl)-1-tosyl-1,4,7-triazaheptan-3-on

43 g (102,38 mmol) der Titelsubstanz aus Beispiel 16a) werden innerhalb 1 Stunde in 11
1.2 Diaminoethan eingetragen und anschliefend 3 Stunden bei 80°C geriihrt. Man
dampft den Riickstand zur Trockene ein und rithrt den Riickstand in 200 m! Wasser aus.
Der Niederschlag wird abgesaugt und mit viel Wasser nachgewaschen. Dann wird tiber
Nacht im Vakuum bei 60°C getrocknet.Es werden 46,91 g eines cremefarbenen,
amorphen Pulvers erhalten.

Ausbeute: 98 %

Ber.. C64,22% H6,25% NB895%  S6,86%

Gef.: C64,05% H6,17% N9,05%  S6,78%

c) 9-Chloro-2-(4-benzyloxybenzyl)-1-tosyl-1,4, 7-triaza-nonan-3,8-dion
10 g (21,39 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 16b) werden in 100 ml Chioroform
gelost und 2,38 g (23,53 mmol) Triethylamin zugesetzt. Bei 0°C werden 2,66 g (23,53
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mmol) Chloracetylchlorid in 20 ml Chloroform innerhalb 30 Minuten zugetropft. Man
riihrt 30 Minuten bei 0°C. Es werden 200 ml 1 N Salzsiure zugesetzt und kriftig
durchgeschiittelt. Die organische Phase wird abgetrennt, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird aus wenig Methanol
umkristallisiert. Es werden 10,36 g eines cremefarbenen, kristallinen Feststoffes
erhalten.
Ausbeute: 89 %
Ber. C59,61% H5,56% N7,72%  S5,89% C16,52%
Gef: C59,50% HS5,69% N7,55% S5,71% C16,38%

d) 10-Benzoyl-2-(4-benzyloxybenzyl)-1-tosyl-10-thia-1,4, 7-triazadecan-3,8-dion

9 g (16,54 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 16¢) werden in 100 ml Chloroform
gelost und 1,67 g (16,54 mmol) Triethylamin zugesetzt. Anschliefend gibt man 2,29 g
(16.54 mmol) Thiobenzoesaure zu und kocht 19 Minuten unter RiickfluB. Man kiihit auf
Raumtemperatur ab und schiittelt einmal mit 2 N Salzsiure und einmal mit einer 5 %igen
Natriumcarbonatlsung aus. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat
gewocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird aus wenig Methanol
umkristallisiert. Es werden 9,61 g eines farblosen, kristallinen Pulvers erhalten.
Ausbeute: 90 %

Ber.: C63,24% H546% N651% S9,93%

Gef.: C63,15% HS5,57% N640% S981%

Beispiel 17

a) 10-Acetyl-2-(4-benzyloxybenzyl)-1-tosyl-10-thia-1,4, 7-triazadecan-3,8-dion

9 g (16,54 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 16c) werden in 100 ml Chloroform
geldst und 1,67 g (16,54 mmol) Triethylamin zugesetzt. AnschlieBend gibt man 1,28 g
(16.54 mmol) Thioessigsdure zu und kocht 10 Minuten unter Riickflu. Man kiihlt auf
Raumtemperatur, schiittelt mit 2 N Salzséure und anschlieBend mit einer 5 %igen
Natriumcarbonatldsung aus. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird aus wenig Aceton
umkristallisiert. Es werden 8,20 g cremefarbene Kristalle erhalten.

Ausbeute: 85 %

Ber:. C59,67% HS5,70% N720%  S10,98%

Gef.: C59,51% HS581% N7,05%  S10,80%
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Beispiel 18

a) 10-Trifluoracetyl-2-(4-benzyloxybenzyl)-1-tosyl-10-thia-1,4, 7-triazadecan-
3,8-dion

9 g (16,54 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 16c) werden in 100 ml Chloroform

geldst und 1,67 g (1654 mmol) Trifluormethylthioessigsdure zu und kocht 10 Minuten

unter RiickfluB. Man kiihit auf Raumtemperatur, schiittelt mit 2 N Salzsdure und

anschliefend mit einer 1 %igen Natriumcarbonatlésung aus. Die organische Phase wird

iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird aus

wenig Aceton/ Ether umkristallisiert. Es werden 8,75 g farbloser Kristalle erhalten.

Ausbeute: 83 %

Ber.: C54,62% H4,74% N6,59%  S10,05% F 8,94%

Gef: C54,47% H4,61% N6,50% S9,90% F 8,81%

Beispiel 19

a) N-Mesyl-tyrosinmethylester-4-benzylether

Zu 50 g (155,37 mmol) Tyrosinmethylester-4-benzylether Hydrochlorid in 300 ml
P-1idin tropft man bei 0°C 19,58 g (171 mmol) Methansulfonsdurechlorid und riihrt

3 Stunden bei 0°C. Es wird im Vakuum zur Trockene eingedampft und der Riickstand in
500 ml Methylenchlorid geldst. Man schiittelt die organische Phase 2 mal mit 300 ml

5 N Salzsdure aus. Die organische Phase wird {iber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird aus wenig Methanol umkristallisiert. Es
werden 53,64 g eines farblosen, kristallinen Pulvers erhalten.

Ausbeute: 95 %

Ber.: C59,49% HS5,82% N3,85%  S8,82%

Gef: C59,30% HS595% N3,71% S 8,70%

b) 2-(4-Benzyloxybenzyl)-1-mesyl-1,4,7-triazaheptan-3-on

37.2 g (102,38 mmol) der Titelsubstanz aus Beispiel 19a) werden innerhalb 1 Stunde in
1 Liter 1,2 Diaminoethan eingetragen und anschlieffend 3 Stunden bei 80°C geriihrt.
Man dampft den Riickstand zur Trockene ein und rithrt den Riickstand in 200 ml Wasser
aus. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit viel Wasser nachgewaschen. Dann wird
liber Nacht im Vakuum bei 60°C getrocknet. Es werden 37,68 g eines cremefarbenen,
amorphen Pulvers erhalten.
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Ausbeute: 97 %

Ber.. C356,97% H6,64% N11,07% S 8,45%
Gef.: C56,81% H6,72% N 10,93% S 8,32%

c) 9-Chloro-2-(4-benzyloxybenzyl)-1-mesyl-1, 4, 7-triaza-nonan-3,8-dion

10 g (26,35 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 19b) werden in 100 ml Chloroform
geldst und 2,93 g (28,99 mmol) Triethylamin zugesetzt. Bei 0°C werden 3,27 g

(28.99 mmol) Chloracetylchiorid in 20 ml Chioroform innerhalb 30 Minuten zugetropft.
Man rithrt 30 Minuten bei 0°C. Es werden 200 ml 1 N Salzsaure zugesetzt und kriftig
durchgeschiittelt. Die organische Phase wird abgetrennt, iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird aus wenig Methanol
umkristallisiert. Es werden 10,93 g eines cremefarbenen kristallinen Feststoffes
erhalten.

Ausbeute: 91 %

Ber.: C52,68% HS5,75% N 9,22% S7,03% C17,78%

Gef.: C352,51% HS5,82% N9,13% S6,90% Cl7,68%

d) 10-Benzoyl-2-(4-benzyloxybenzyl)- 1-mesyl-10-thia-1,4, 7-triaza-decan-3,8-dion
7,54 g (16,54 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 16¢) werden in 100 ml
Chloroform geldst und 1,67 g (16,54 mmol) Triethylamin zugesetzt. AnschlieBend gibt
man 2,29 g (16,54 mmol) Thiobenzoeséure zu und kocht 10 Minuten unter RiickfluB3.
Man kiihlt auf Raumtemperatur ab und schiittelt einmal mit 2 N Salzsdure und einmal
mit einer 5 %igen Natriumcarbonatldsung aus. Die organische Phase wird iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird aus
wenig Methanol umkristallisiert. Es werden 8,11 g eines farblosen, kristallinen Pulvers
erhalten.

Ausbeute: 88 %

Ber.. C58,15% HS5,600 N753% S11.50%

Gef.: C58,03% HS5,71% N7,61% S11,38%

Beispiel 20

a) 9-Chloro-2-(4-hydroxybenzyl)-1-tosyl-1,4, 7-triazanonan-3,8-dion
20 g (36,76 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 16c) werden in 200 ml
Methylenchlorid gelSst und 2 ml Eisessig zugegeben. Dann werden 3 g Palladium-
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Karalysator (10 % Pd/C) zugesetzt und iber Nacht hydriert. Man filtriert vom
Katalysator ab und dampft im Vakuum zur Trockene ein. Es werden 16,52 g eines
amorphen Feststoffes erhalten.
Ausbeute: 99 %
Ber.. C52,92% HS533% N926%  S7,060% Cl7,81%
Gef.: C52,81% HS5,26% N9,11%  §6,93% C17,72%

b) 9-Chloro-2-(4-palmitoyloxybenzyl)- 1-tosyl-1,4, 7-triazanonan-3,8-dion

10 g (22,03 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 20a) werden in 100 ml Chloroform
gelsst und 2,45 g (23,53 mmol) Triethylamin zugesetzt. Bei 0°C tropft man innerhalb 10
Minuten 6,66 g (24,23 mmol) Palmitinsdurechiorid zu und rithrt 2 Stunden bei dieser
Temperatur nach. Man schiittelt mit 200 ml 2 N Salzséure aus, trocknet die organische
Phase iiber Magnesiumsulfat und dampft ein. Der Riickstand wird an Kieselgel
chromatographiert (Laufmittel: Methylenchlorid/Aceton=20:1). Es werden 11,90 g eines
wachsartigen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 78 %

Ber.. C62,45% H786% N607%  S4,63% C15,12%

Gef.: C62,28% H7,70% N589%  S4,54% C14,98%

c) 10-Benzoyl-2-(4-palmitoyloxybenzyl)-1-tosyl-10-thia-1,4, 7-triazadecan-3,8-dion
8 g (11,55 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 20b) werden in 100 ml Chloroform
gelsst und 1,17 g (11,55 mmol) Triethylamin zugesetzt. Anschlieflend gibt man 1,60 g
(11,55 mmol) Thiobenzoeséure zu und kocht 10 Minuten unter Riickflufl. Man kiihlt auf
Raumtemperatur ab und schiittelt einmal mit 2 N Salzsdure und einmal mit einer 5 %igen
Natriumcarbonatlésung aus. Nach Trocknung iiber Magnesiumsulfat wird die organische
Phase im Vakuum eingedampft und der Riickstand an Kieselgel chromatographiert
(Laufmittel: Methylenchlorid/Hexan/Aceton: 20:10:1). Es werden 8,53 g farbloser
Blittchen (aus Ether) erhalten.

Ausbeute: 93 %

Ber.. C65,04% H749% N529%  S8,07%

Gef.. C64,90% H7,55% N517% S791%



WO 96/02500 PCT/EP95/02404

10

15

20

25

30

k?
Beispiel 21

a)  Phenolester vom 3-Cholesterinbernsteinscurehalbester mit 9-Chior-
2-(4-hydroxybenzyl)-1-tosyl-1,4, 7-triazanonan 3,8-dion

10 g (22,03 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 20a) und 10,72 g (22,03 mmol)

Cholesterinbernsteinsiaurehalbester werden in 49 ml Dimethylformamid gelsst und auf

0°C abgekiihlt. Dann werden 300 mg 4-Dimethylaminopyridin und 5,45 g (26,44 mmol)

Dicyclohexylcarbonyl zugesetzt und 3 h bei 0°C geriihrt. Uber Nacht 148t man bei

Raumtemperatur rithren. Es werden 50 ml Ether zugesetzt und vom ausgefallenen

Hamnstoff abfiltriert, das Filtrat wird mit 250 ml Essigester verdiinnt und 5 mal mit

200 ml Wasser ausgeschiittelt. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat

getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird an Kieselgel (Laufmittel:

Methylenchlorid/Hexan/Essigester= 10:5:1) chromatographiert. Es werden 17,60 g eines

wachsartigen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 78 %

Ber: C66,39% H787% N4,55% S 3,48% Cl13,84%

Gef.: C66,28% H795% N447% S331% Cl13,70%

b)  Phenolester vom Cholesterinbernsteinscurehalbester mit | 0-Benzoyl-2-
(4-hydroxybenzyl) I-tosyl-10-thia-1,4,7-triazadecan-3, 8-dion

6 g (6,50 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 21a) werden in 50 ml Chloroform

geldst und 0,66 g (6,50 mmol) Triethylamin Zugesetzt. AnschlieBend gibt man 0,9 g

(6.50 mmol) Thiobenzoesiure zu und kocht 10 Minuten unter Riickfluf. Man kiihit auf

Raumtemperatur ab und schiittelt einmal mit 2 N Salzssure und einmal mit einer 5 %igen

Natriumcarbonatldsung aus. Die organische Phase wird abgetrennt und iiber

Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Eindampfen im Vakuum wird der Riickstand aus

Methyl-tert.-butylether umkristallisiert. Es werden 6,06 g wachsartiger Blittchen

erhalten.

Ausbeute: 91 %

Ber: C68,01% H7,58% N4,10% S6,26%

Gef.: C67,85% H743% N3,98% S6,17%
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Beispiel 22

a) 7-N-(tert.-Butoxycarbonyl)-2-( 4-benzyloxybenzyl)-1-tosyl-1,4, 7-triazaheptan-
3-on

20 g (42,77 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 16b) werden in 200 ml Chloroform

gelast und 4,76 g (47,05 mmol) Triethylamin zugegeben. Bei 0°C wird eine L&sung aus

1027 g (47,05 mmol) Di-tert.-butyldicarbonat in 50 m! Chloroform zugetropft und

30 Minuten bei 0°C gerithrt. AnschlieBend wird 5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.

Man schiittelt 3 mal mit 5 %iger Natriumcarbonatldsung aus, trocknet die organische

Phese iiber Magnesiumsulfat und dampft im Vakuur: ein. Der Riickstand wird aus wenig

Me:hanol umkristallisiert. Es werden 22,34 g farblose Kristalle erhalten.

Ausbeute: 92 %

Ber: C63,47% H6,57% N740%  S5,65%

Ge’: C63,31% H642% N745%  S5,4%%

b) 7.N-tert.-Butoxycarbonyl-2-(4-hydroxybenzyl)-1-tosyl-1,4, 7-triazaheptan-3-on

21 £ (36,99 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22a) werden in 300 ml Methylen-
chiorid geldst und 4 g Palladium-Katalysator (10 % Pd/C) zugegeben. Man hydriert iber
Nazzht. Der Katalysator wird abfiltriert und das Filtrat zur Trockene eingeengt. Es werden
16.39 g eines glasigen Schaumes erhalten, der nach kurzer Zeit erstarrt.

Ausbeute: 99 %

Ber: C57,84% H6,54% NB880% S$6,71%

Ges: C57,70% H6,61% N8,695%  S6,54%

c) 7-N-tert. Butoxycarbonyl-z-[4-(benzyloxycarbonylmethyloxy)—benzyl ]-1-tosyl-

1,4, 7-triazaheptan-3-on
13 2 (33,51 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22b), 7,68 g (33,51 mmol)
Bromessigsiurebenzylester und 13,8 g (100 mmol) Kaliumcarbonat werden in 300 ml
Ac=tonitril 24 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Man filtriert von den Salzen ab und engt
das Filtrat zur Trockene ein. Der Riickstand wird in 200 ml Methylenchlorid geldst und 2
m= mit 100 ml Wasser ausgeschiittelt. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat
ge~ocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird an Kieselgel
chromatographiert (Laufmittel: Methylenchlorid/Hexan/Aceton: 20/10/1). Es werden
10.69 g eines farblosen Ols erhalten.
Ausbeute: 51%
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Ber.. C61,42% H6,28% N6,72%  S5,12%

Gef: C61,27% H6,09% N6,68%  S5.03%

d)  I-Tosyl-2-(4-(benzyloxycarbonyimethyloxy)-benzyl)-1,4, 7-triazaheptan-3-on (als
Trifluoracetat-Salz)

10 g (15,98 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22¢c) werden 1 Stunde in 100 ml

Trifluoressigsdure bei Raumtemperatur gerithrt. Man engt im Vakuum zur Trockene ein.

Es werden 10,22 g eines glasigen Schaumes erhalten, der beim Stehenlassen erstarrt.

Ausbeute: 100 %

Ber.. C54,45% H5,04% N657% S5,01% F 8,91%

Gef.. C54,51% HS5,10% N643%  S4,89% F 9,15%

e)  9-chloro-2-(4-(benzyloxycarbonylmethyloxy)-benzyl)-1-tosyl-1,4,7-triazanonan-
3,8-dion

10 g (15,63 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22d) und 4,75 g (46,90 mmol)

Triethylamin werden in 200 ml Chloroform geldst. Bei 0°C werden 1,94 g (17,19 mmol)

Chloracetylchlorid innerhalb 30 Minuten zugetropft und anschliefend 2 Stunden bei 0°C

geriihrt. Die organische Phase wird 2 mal mit 5 %iger Salzsiure und 2 mal mit Wasser

ausgeschiittelt, iber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene

eingedampft. Der Riickstand wird an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel:

Methylenchlorid/Essigester= 20:1). Es werden 7,62 g eines wachsartigen Feststoffes

erhalten.

Ausbeute: 81 %

Ber.. C57,85% HS5,36% N698% S532% Cl5,89%

Gef.: C57,70% H549% N682% S$525% C15,78%

f) 9-Chloro-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)-1-tosyl-1,4, 7-triazanonan-3,8-dion
7 g (11,63 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22¢) werden in 150 ml
Methylenchlorid geldst und mit 2 g Palladium-Katalysator (10 % Pd/C) versetzt. Man
hvdriert iiber Nacht. Der Katalysator wird abfiltriert und das Filtrat im Vakuum zur
Trockene eingedampft. Es werden 5,89 g eines glasigen Feststoffes erhalten.
Ausbeute: 99 %

Ber.. C51,61% HS5,12% NB8.21%  S6,26% C16,92%

Gef: C51,45% HS5,03% NB8I13% S6,11% Cl16,79%
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g)  10-Acetyl-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)- 1-tosyl-10-thia-1,4, 7-triazadecan-3,8-
dion

5 g (9,77 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22f) werden in 80 m! Chloroform

geldst und 1,98 g (19,53 mmol) Triethylamin zugesetzt. Man gibt 0,74 g (9,77 mmol)

Thioessigsdure zu und erhitzt 10 Minuten unter Riickflu. Die Lésung wird in 200 ml

eisgekiihlte 5 %ige Salzsdure gegossen und kriftig geriihrt. Die organische Phase wird

abgetrennt, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene

eingedampft. Chromatographische Aufreinigung an Kieselgel (Laufmittel:

Hexan/Essigsdureethylester= 3:1) ergibt 4,47 g der Titelverbindung als glasigen

Feststoff.

Ausbeute: 83 %

Ber.: C52,26% HS530% N7,62% S11,62%

Gef.: C52,11% H539% N7,50% S11.49%

h)  N-Hydroxysuccinimidester von 10-Acetyl-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)-1-tosy!-
10-thia-1,4,7-triazadecan-3,8-dion

4 g (7,25 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22g), 1,65 g (7,98 mmol)

Dicyclohexylcarbodiimid, 30 mg 4-Dimethylaminopyridin und 0,92 g (7,98 mmol)

N-Hydroxysuccinimid werden bei 0°C in 20 ml Chloroform gelést und 1 Stunde bei

dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wird 24 Stunden bei Raumtemperatur weiter

gerithrt. Man setzt 20 ml Ether zu, saugt den ausgefallenen Dicyclohexylhamstoff ab und

engt das Filtrat im Vakuum ein. Der Riickstand wird an Kieselgel chromatographiert

(Laufmittel: Methylenchlorid/Dioxan= 10:1). Es werden 4,09 g eines farblosen

Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 87 %

Ber. C51,84% H497% NB8,64% S9,88%

Gef.. C51,68% H4,80% NB§8,53% S9,68%

Beispiel 23

a)  4-Nitrophenolester von 10-Acetyl-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)-1-tosyl-10-
thia-1,4,7-triazadecan-3,8-dion

4 g (7,25 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22¢), 1,11 g (7,97 mmol)

4-Nitrophenol, 30 mg 4-Dimethylaminopyridin und 1,65 g (7,97 mmol)

Dicyclohexylcarbodiimid werden bei 0°C in 20 m] Chloroform gelést und 3 Stunden bei



10

15

20

30

35

WO 96/02500 PCT/EP95/02404

51
dieser Temperatur geriihrt. Dann wird 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Man

setzt 20 ml Ether zu, saugt vom ausgefallenen Niederschlag ab und dampft das Filtrat im
Vakuum ein. Der Riickstand wird an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel:
Methylenchiorid/Dioxan= 15:1). Es werden 3,85 g eines cremefarbenen Feststoffes
erhaiten.

Ausbeute: 79 %

Ber.. C53,56% H4,79% N833% S9,53%

Gef.: CS53,41% H4,63% NB8,17% S9,38%

Beispiel 24

a)  Pentafluorphenolester von 10-Acetyl-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)- 1-tosyl-
10-thia-1,4,7-triazadecan-3,8-dion

4 g (7,25 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22g), 1,47 g (7,97 mmol) Pentafluor-

phenol, 30 mg 4-Dimethylaminopyridin und 1,65 g (7,97 mmol)

Dicyclohexylcarbodiimid werden bei 0°C in 20 ml Chioroform gelést und 3 Stunden bei

dieser Temperatur geriihrt. Dann wird 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Man

setzt 20 ml Ether zu, saugt vom ausgefallenen Niederschlag ab und dampft das Filtrat im

Vakuum ein. Der Riickstand wird an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel:

Methylenchlorid/Dioxan= 15:1). Es werden 3,95 g eines farblosen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 76 %

Ber. (C50,20% H3,93% N5.85% S8,93% F 13,24%

Gef.: C50,05% H3,87% N569% S8,71% F 13,03%

Beispiel 25

a)  7-N-tert. Butoxycarbonyl-2-(4-benzyloxybenzyl)-1-mesyl-1,4, 7-triazaheptan-3-on
16.23 g (42,77 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 19b) werden in 200 ml
Chloroform geldst und 4,76 g (47,05 mmol) Triethylamin zugegeben. Bei 0°C wird eine
Lésung aus 10,27 g (47,05 mmol) Di-tert.-butyldicarbonat in 50 ml Chloroform
zugetropft und 30 Minuten bei 0°C geriihrt. AnschlieBend wird 5 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Man schiittelt 3 mal mit 5 %iger Natriumcarbonatlésung aus,
trocknet die organische Phase liber Magnesiumsulfat und dampft im Vakuum ein. Der
Riickstand wird aus wenig Methanol umkristallisiert. Es werden 20,19 g eines
schaumigen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 96 %
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Ber.. C58,64% H6,77% N8,55%  §6.52%

Gef: C5848% H6,59% N841%  §56,42%

b)  7-N-tert.-Butoxycarbonyl-2-(4-hydroxybenzyl)-1-mesyl-1,4, 7-triazaheptan-3-on
20 g (40,68 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 25a) werden in 300 ml
Methylenchlorid gelést und 4 g Palladium-Katalysator (10 % Pd/C) zugegeben. Man
hydriert iiber Nacht. Der Katalysator wird abfiltriert und das Filtrat zur Trockene
eingeengt. Es werden 16,17 g eines glasigen Schaumes erhalten, der nach kurzer Zeit
erstarrt.

Ausbeute: 99 %

Ber.. C50,86% H6,78% N 10,47% S 7,99%

Gef: C50,70% H6,69% N1031% S7,78%

¢)  7-N-tert.-Butoxycarbonyl-2-(4-benzyloxycarbonylmethyloxy)-benzyl)-1-mesyl-

1,4, 7-triazaheptan-3-on
15 g (37,36 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 25b), 8,56 g (37,36 mmol)
Bromessigsdurebenzylester und 13,8 g (100 mmol) Kaliumcarbonat werden in 300 ml
Acetonitril 24 Stunden unter Riickfluf} erhitzt. Man filtriert von den Salzen ab und engt
das Filtrat zur Trockene ein. Der Riickstand wird in 200 ml Methylenchlorid geldst und 2
mal mit 100 m] Wasser ausgeschiittelt. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird an Kieselgel
chromatographiert (Laufmittel: Methylenchlorid/Hexan/Aceton= 20/10/1). Es werden
10.06 g schaumiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 49 %
Ber.. C56,82% H6,42% N7,64%  S5,.83%
Gef.: C56,65% H635% N751% S572%

d  2-(4-(Benzyloxycarbonylmethyloxy)-benzyl)-1-mesyl-1,4,7-triazaheptan-3-on (als
Trifluoressigsduresalz

10 g (18,19 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 25¢) werden 1 Stunde in 100 ml

Trifluoressigsiure bei Raumtemperatur geriihrt. Man engt im Vakuum zur Trockene ein.

Es werden 9,95 g eines glasigen Schaumes erhalten, der bei Stehenlassen erstarrt.

Ausbeute: 97 %

Ber.. C49,02% HS5,01% N746% S5,60% F10,11%

Gef.: C4891% H490% N730% S551% F 9,96%
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e)  9-Chlor-2-(4-(benzyloxycarbonylmethyloxy)-benzyl)-1 -mesyl-1,4,7-triazanonan-
3,8-dion

9 g (15,97 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 25d), 1,78 g (17,57 mmol)

Triethylamin werden in 200 ml Chloroform gelést. Bei 0°C werden 1,98 g (17,57 mmol)

Chloracetylchlorid innerhalb 30 Minuten zugetropft und anschliefend 2 Stunden bei 0°C

geriihrt. Die organische Phase wird 2 mal mit 5 %iger Salzsdure und 2 mal mit Wasser

ausgeschiittelt, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene

eingedampft. Der Riickstand wird an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel:

Methylenchlorid/Essigester= 20:1).

Ausbeute: 83 %

Ber. C52,52% HS537% N799%  §6,09% C16,74%

Gef: C52,37% H5,43 N 7,81 S 5,93% Cl16,58%

f)  9-Chlor-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)-1-mesyl-1,4, 7-triazanonan-3,8-dion
6.5 g (12,36 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 25¢) werden in 150 ml
Methylenchlorid geldst und mit 2 g Palladium-Katalysator (10 % Pd/C) versetzt. Man
hydriert iiber Nacht. Der Katalysator wird abfiltriert und das Filtrat im Vakuum zur
Trockene eingedampft. Es werden 5,33 g eines glasigen Feststoffes erhalten.
Ausbeute: 99 %

Ber.. C44,09% HS5,09% N9%64% S7,36% C18,13%

Gef.. C43,93% H4,95% N952% S722% Cl18,03%

g)  10-Acetyl-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)-1-mesyl-1 0-thia-1,4, 7-triazadecan-3,8-
dion
5 g (11,47 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 22f) werden in 80 ml Chloroform
gelsst und 1,98 g (19,53 mmol) Triethylamin zugesetzt. Man gibt 0,74 g (9,77 mmol)
Thioessigsaure zu und erhitzt 10 Minuten unter RiickfluB. Die Ldsung wird in 200 ml
eisgekithlte 5 %ige Salzsdure gegossen und kriftig gerithrt. Die organische Phase wird
abgetrennt, {iber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene
eingedampft. Chromatographische Aufreinigung an Kieselgel (Laufmittel:
Hexan/Essigsiureethylester= 3:1) ergibt 4,64 g der Titelverbindung als glasigen
Feststoff.
Ausbeute: 85 %
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Ber.: C4546% H330% NB884% S13,48%
Gef.: C4528% HS5,17% NB8,61%  S13,38%

h)  N-Hydroxysuccinimidester von 10-Acetyl-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)-1-
mesyl-10-thia-1,4, 7-triazadecan-3,8-dion

4 g (8,41 mmol) 4 g (7,25 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 25g), 1,91 g

(9.25 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid, 30 mg 4-Dimethylaminopyridin und 1,06 g
(9.25 mmol) N-Hydroxysuccinimid werden bei 0°C in 20 ml Chloroform gelost und

1 Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. Anschliessend wird 24 Stunden bei
Raumtemperatur weitergeriihrt. Man setzt 20 ml Ether zu, saugt vom ausgefallenen
Dicyclohexylhamstoff ab und engt das Filtrat im Vakuum ein. Der Riickstand wird an
Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Methylenchlorid/Dioxan= 10:1). Man erhiilt
3,47 g eines cremefarbenen Feststoffes.

Ausbeute: 72 %

Ber.. C46,15% H4,93% N978% S 11,20%

Gef.: C46,03% H4,83% N964% S 11,05%

Beispiel 26

a)  3-Glycerin-Ester von 10-Acetyl-2-(4-(carboxymethyloxy)-benzyl)- I -mesyl-10-thia-
1,4,7-triazadecan-3,8-dion mit Glycerin-1,2-dipalmitat

2 ¢ (5,27 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 25g), 20 mg 4-Dimethylaminopyridin

3.30 g (5,80 mmol) Glycerin-1,2-dipalmitinsiureester und 1,20 g (5,80 mmol) Dicyclo-

hexylcarbodiimid werden bei 0°C in 5 ml Chloroform gelést und 3 Stunden bei dieser

Temperatur gerithrt. Dann rithrt man 24 Stunden bei Raumtemperatur. Es werden 20 ml

Ether zugesetzt und vom Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wird im Vakuum zur

>

Trockene eingedampft und der Riickstand an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel:
Hexan/Essigsdureethylester= 30:1). Man erhélt 3,35 g eines wachsartigen Feststoffes.
Ausbeute: 62 %

Ber.: C62,02% HB8,94% N4,09% S6,25%

Gef.: C61,91% HB8,75% N391% S6,18%
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Beispiel 27

a) 4-Benzylether von N-Mesyl-Tyrosin

10 g (27,5 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 19a) und 5,50 g (137,6 mmol)
Natriumhydroxid werden in einer Mischung aus 50 ml Wasser/150 ml Ethanol 3 Stunden
unter RiickfluB erhitzt. Man dampft zur Trockene ein, nimmt den Riickstand in 200 ml

3 N Salzséure auf und riihrt 2 Stunden bei Raumtemperatur. Die ausgefallene Séure wird
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und im Vakuum bei 70°C getrocknet. Es werden

9,42 g cremefarbenen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 98 %

Ber.:. C5844% HS548% N4,01% S918%

Gef.: C58,28% HS5,37% N3,91%  S9,02%

b) 6,6"-Bis-[1-N-tert.butoxycarbonyl-1,4-diaza-hexan-3-on]-disulfid

10 g (65,67 mmol) Cystamin, 11,50 g (65,67 mmol) N-Boc-Glycin und 14,90 g

(72,24 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid werden bei 0°C in 50 ml Tetrahydrofuran gelost
und 2 Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wird 12 Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt. Man setzt 50 ml Ether zu und saugt von ausgefallenen Niederschlag
ab. und dampft das Filtrat zur Trockene ein. Der Riickstand wird an Kieselgel
chromatographiert (Laufmittel: Hexan/Aceton= 6:1). Es werden 20,84 g eines glasigen
Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 68 %

Ber.: C46,33% H7,34% N12,01% S13,74%

Gef.: C46,15% H7,28% N11,93% S13,67%

c) 6,6"-Bis-[1,4-Diaza-hexan-3-on]-disulfid

20 g (42,86 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 27b) werden in 100 ml
Trifluoressigséure geldst und 2 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Man dampft zur
Trockene ein, nimmt den Riickstand mit 300 ml 10 %iger Natriumcarbonat-Lésung auf
und extrahiert 6 mal mit 50 ml Chloroform. Die vereinigten Chloroform-Phasen werden
tiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Es werden 10,96 g eines
leicht gelb gefiarbten Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 96 %

Ber.: C36,07% H6,81% N21,03% S 24,07%

Gef.: C3591% H6,90% N20,89% S23,89%
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d) 9,9"-Bis[2-(4-benzyloxybenzyl)-1-mesyi-1,4, 7-triazanonan-3, 6-dion]disulfid

9 g (25,76 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 27a), 3,43 g (12,87 mmol) der
Titelverbindung aus Beispiel 27¢) und 6,19 g (30 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid
werden bei 0°C in 40 ml Tetrahydroduran gelost und 2 Stunden bei dieser Temperatur
gerithrt. Anschliessend wird 12 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Man setzt 30 ml
Ether zu und saugt vom Niederschlag ab. Das Filtrat wird im Vakuum zur Trockene
eingedampft und der Riickstand an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel:
Methylenchlorid/Aceton= 20:1). Es werden 5,59 g eines cremefarbenen Feststoffes
erhalten.

Ausbeute: 48 % [bezogen auf 27c¢)]

Ber.. C53,08% HS5,79% N928% S 14,17%

Gef: C352,93% HS5,84% NO9,13 S 14,02%

Beispiel 28

a) 4-Benzylether vom N-Mesyl-Tyrosinamid

20 g (55,03 mmol) der Titelverbindung aus Beispic! 19a) werden in 300 ml
Tewahydrofuran geldst und bei 0°C 3 Stunden ein Ammoniak-Strom eingeleitet. Man
dampft zur Trockene ein und kristallisiert den Riickstand aus Methanol um. Es werden
18.6 g farblose Blittchen erhalten.

Ausbeute: 97 %

Ber.: C358,60% HS5,79% N8,04%  S$9,20%

Gef.: C5847% HS5,88% N791% S9,05%

b) 2-(4-Benzyloxybenzyl)-1-mesyl-1,4-diazabutan

18 g (51,66 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 28a) werden in 200 ml
Tetrahydrofuran geldst und unter einer Stickstoffatmosphére 310 ml 1M Diboran in THF
zugesetzt. Man erhitzt 24 Stunden unter Riickflu3. Man kiihlt auf 0°C im Eisbad und
sezt 70 ml konzentrierter Salzsdure zu. AnschlieBend wird 5 Stunden unter Riickflul
erhitzt. Es wird zur Trockene eingedampft und der Riickstand mit 300 ml gesittigter
Natriumcarbonat-Loésung aufgenommen. Man extrahiert 3 mal mit 100 ml
Methylenchlorid, trocknet die vereinigten Phasen iiber Magnesiumsulfat und dampft im
Vakuum zur Trockene ein. Die chromatographische Aufreinigung erfolgt an Kieselgel
(Laufmittel: Methylenchlorid/Ethanol= 10:1). Es werden 15,38 g eines cremefarbenen
Feststoffes erhalten.
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Ausbeute: 89 %

Ber: C61,05% H6,63% NB838%  S$9,59%
Gef: C60,91% H6,54% NB827%  S9,41%

c) 4-N-Butoxycarbonyl-2-(4-benzyloxybenzyl)- [ -mesyl-1,4, 7-triazaheptan-5-on
15 g (44,85 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 28b) werden in 200 ml Chloroform
gelost und bei 0°C 5 g (49,34 mmol) Triethylamin und 12,84 g (49,34 mmol) N-tert.-
Butoxycarbonyl-glycin-N-hydroxysuccinimidester zugegeben. Man riihrt 12 Stunden bei
Raumtemperatur. Es wird 2 mal mit kalter 5 %iger Salzsiure extrahiert und einmal mit
Wasser. Die organische Phase wird tiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum
zur Trockene eingedampft. Es werden 20,51 g eines amorphen Feststoffes erhalten.
Ausbeute: 93 %

Ber.. C58,64% H6,77% N38,55%  S6,52%

Gef.: C58,47% H6,85% N843% S6,41%

d) 2-(4-Benzyloxybenzyl)-1-mesyl-1,4,7-triazaheptan-5-on

20 g (40,68 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 28¢) werden in 100 ml
Trifluoressigsdure geldst und 5 Stunden bei Raumtemperatur geldst. Man dampft im
Vakuum zur Trockene ein, nimmt den Riickstand in 200 ml gesittigter
Natriumcarbonatldsung auf und extrahiert 3 mal mit 100 ml Chloroform. Die
organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt.
Es werden 15,61 g eines glasigen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 98 %

Ber.. C5829% H6,44% N10,73% S8,19%

Gef.: C58,13% H6,60% N10,61% S 8,05%

e) 9-Chloro-2-(4-Benzyloxybenzyl)-1-mesyl- 1,4, 7-triazanonan-5,8-dion

10 g (25,54 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 28d) und 2,58 g (25,54 mmol)
Triethylamin werden in 200 ml Chloroform gelst. Bei 0°C tropft man innerhalb 30
Minuten 2,88 g (25,54 mmol) Chloracetylchlorid zu. Man rithrt 3 Stunden bei 0°C. Es
wird auf 200 ml 5 %ige kalte Salzsdure gegossen und kriftig geriihrt. Die organische
Phase wird abgetrennt, iber Magnesium getrocknet und im Vakuum zur Trockene
eingedampft. Der Riickstand wird aus Methanol umkristallisiert. Es werden 11,36 g
eines cremefarbenen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 95 %
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Ber.. C53,90% H35,60% NB898%  S6,85% Cl17,58%
Gef.: C53,80% HS5,71% NB891%  S6,73% Cl 7,44%

f) 10-Benzoyl-2-(4-benzyloxybenzyl)-1-mesyl-1,4, 7-triaza-10-thiadecan-3,8-dion

5 g (10,68 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 28e), 1,08 g (10,68 mmol)
Triethylamin und 1,48 g (10,68 mmol) Thiobenzoesiure werden in 50 m! Chloroform

10 Minuten unter RiickfluB erhitzt. Man dampft zur Trockene ein und chromatographiert
der Riickstand an Kieselgel (Laufmittel: Methylenchlorid/Aceton= 15:1). Es werden
4,93 g eines cremefarbenen amorphen Feststoffes erhalten.

Ausbeute: 81 %

Ber.. C59,03% HS5,48% N738% S11,26%

Gef: C58,87% H531% N725%  S11,04%

Beispiel 29

a) 9,9"-Bis-[2-(4-benzyloxybenzyl)- |-mesyl-1,4, 7-triazanonan-3-on]-disulfid

Zu 10 g (26,35 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 19b) und 10,92 g (79 mmol)
Kaliumcarbonat in 100 ml Acetonitril tropft man in der Siedehitze 2,00 g (13,17 mmol)
1,6-Dichlor-3,4-dithiahexan (in 20 ml Acetonitril gel6st) innerhalb 1 Stunde zu. Es wird
12 h unter Riickfluf} erhitzt. Man filtriert von den Salzen ab, dampft das Filtrat im
Vakuum zur Trockene ein und chromatographiert den Riickstand an Kieselgel
(Laufmittel: Methylenchlorid/Isopropanol= 10:1). Man erhilt 2,19 g eines leicht gelbge-
farbten kristallinen Pulvers.

Ausbeute: 19 % (bezogen auf 1,6-Dichlor-3,4-dithiahexan)

Ber.:. C54,77% H6,43% N9,58% S 14,62%

Gef.:. C54,61% H6,53% N941% S 14,51%

Beispiel 30

a) 6-Chloro-2-(4-benzyloxybenzyl)-1-mesyl-1,4-diazahexan-5-on

10 g (25,54 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 28b) werden zusammen mit 3,03 g
(29.90 mmol) Triethylamin in 200 ml Chloroform gelést. Bei 0°C tropft man 3,38 g
(29.90 mol) Choracetylchlorid zu und rithrt 2 Stunden bei dieser Temperatur. Man gieBt
auf 200 ml 5 %ige kalte Salzsdure und rithrt gut durch. Die organische Phase wird
abgetrennt, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Trockene
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eingedampft. Der Riickstand wird aus Methanol umkristallisiert. Man erhalt 11,67 g

farbiose Kristalle.

Ausbeute: 95 %

Ber.. C55,54% H5,64% N6,82% S7,80% C18,63%
Gef.: C55,38% HS5,71% N6,67% S 7,63% C18,51%

b) 9,9'-Bis-[2-(4-benzyloxybenzyl)- I-mesyl-1,4, 7-triazanonan-5-on]-disulfid

10 g (24,34 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 30a), 1,52 g (10 mmol) Cystamin
und 8,29 g (60 mol) Kaliumcarbonat werden in 150 m] Tetrahydrofuran 8 Stunden unter
RiickfluB} erhitzt. Man filtriert von den Salzen ab, dampft das Filtrat im Vakuum zur
Trockene ein und chromatographiert den Riickstand an Kieselgel (Laufmittel:
Methylenchlorid/Ethanol= 15:1). Man erhilt 2,02 g eines leicht gelblichen Feststoffes.
Ausbeute: 23 % (bezogen auf Cystamin)

Ber.. C54,77% H6,43% N9,58% S 14,62%

Gei: C54,61% H6,52% N947% S 14,48%

Beispiel 31

a) Cystamin-bis-(chloracetamid)

10 g (65,67 mmol) Cystamin und 13,29 g (131,34 mmol) Triethylamin werden in 100 ml
Chloroform bei 0°C geldst. Man tropft 14,38 g (131,34 mol) Chloracetylchlorid zu und
rithrt 3 Stunden bei 0°C. Die Lésung wird in 200 ml kalte 5 %ige Salzsdure gegossen
und kriftig gerithrt. Die organische Phase wird {iber Magnesiumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird aus wenig Aceton umkristallisiert. Man
erhilt 17,04 g eines cremefarbenen Feststoffes.

Ausbeute: 85 %

Ber.. C31,48% H4,62% N9,18%  S21,01% C123,23%

Gef.: C31,27% H4,51% N9,09%  S20,93% Cl123,12%

b) 9,9'-Bis[2-(4-benzyloxybenzyl)-I-mesyl-1,4, 7-triazanonan-6-on]-disulfid

5 g (16,38 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 31a), 13,69 g (40,95 mmol) der
Titelverbindung aus Beispiel 28b) und 20,73 g (150 mmol) Kaliumcarbonat werden in
200 m] Ethanol 8 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Man setzt 200 ml Methylenchlorid zu,
saugt von den Salzen ab und engt das Filtrat im Vakuum ein. Der Riickstand wird an
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Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Methylenchlorid/Ethanol= 15:1). Man erhilt
4.74 g eines glasigen Feststoffes.
Ausbeute: 33 %
Ber.:. C54,77% H6,43% N9,58%  S14,62%
Gef.: C54,65% H6,37% N941% S 14,53%

Beispiel 32

a) 2-[4-Benzyloxybenzyl]-1-mesyl-1,4, 7-triazaheptan

5 g (13,18 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 19b) werden in 50 ml
Tetrahydrofuran geldst und 80 ml 1 M-Diboran-Lésung (1 M in THF) zugesetzt. Man
erhitzt 24 Stunden unter Riickflufl. Es wird auf 0°C abgekiihit und 20 ml konzentrierter
Salzsdure zugegeben. Anschlieflend 5 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Die Losung wird
zur Trockene eingedampft und mit 200 ml gesittigter Natriumcarbonatlésung
aufgenommen. Dann wird 5 mal mit 100 m! Chloroform extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt.
Der Riickstand wird an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel:
Methylenchlorid/Isopropanol = 8:1, +2 % NH4OH). Man erhilt 4,19 g eines glasigen
Feststoffes.

Ausbeute: 87 %

Ber.. C59,15% H745% N11,50% S8,77%

Gef.: C59,03% H728% N11,37% S38,61%

b) 9,9"-Bis-{2-(4-benzyloxybenzyl)-1-mesyl 1,4, 7-triazanonan-8-on]-disulfid

4 g (10,94 mmol) der Titelverbindung aus Beispiel 32a), 0,67 g (3,65 mmol) 2,2'-Dithio-
diessigsdure und 2,48 g (12,04 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid werden bei 0°C in 20 ml
Tetrahydrofuran gelést und 3 Stunden bei dieser Temperatur geriithrt. AnschlieBend riihrt
man 24 Stunden bei Raumtemperatur. Man gibt 20 ml Ether zu, filtriert vom
Niederschlag ab und engt das Filtrat im Vakuum ein. Der Riickstand wird an Kieselgel
chromatographiert (Laufmittel: Methylenchlorid/Ethanol = 15:1). Man erhilt 0,99 g
eines amorphen Feststoffes.

Ausbeute: 31 % (bezogen. auf die Dicarbonsiure)

Ber.. C54,77% H6,43% N9,58% S 14,62%

Gef.: C54,58% H6,38% N947% S 14,51%
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1. Verbindungen der allgemeinen Formel I
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worin

v1, V2, V3, V4unabhingig voneinander fiir eine Carbonyl-, > CH(COOH) -
oder -CHy -Gruppe stehen,

10 X1 fiir ein Wasserstoffatom, einen gegebenenfalls mit einer
Carboxyl-, einer Amino- oder eine Thiocyanatgruppe
substituierten C,-C,-Alkylrest oder ein Metallionendquivalent
eines radioaktiven Metzllions eines Elementes der
Ordnungszahl 43, 45, 46, 75, 82 oder 83 steht,

15 X2, x3 unabhingig voneinander fiir ein Wasserstoffatom oder ein
Metallioneniiquivalent eines radioaktiven Metallions eines
Elementes der genannten Ordnungszahlen stehen,

n,m,p fiir die Ziffern 0 oder 1 stehen, wobei giltm + n = 1
R! fiir ein Wasserstoffatom eine Carboxylgruppe oder eine Gruppe
20 -U-Z steht,

worin U fiir eine direkte Bindung, einen geradkettigen oder
verzweigten, gesittigten oder ungesittigten C;-Cog-Alkylenrest
steht, der gewiinschtenfalls einen Maleimid, einen Succinimid-,
einen gegebenenfalls durch 1 bis 5 Fluoratome, eine Amino-
25 oder Nitrogruppe substituierten Phenyirest, eine oder zwei
Imino-, Phenylen-, Phenylenoxy-, Phenylenamino-, Amid-,
Hydrazid-, Carbonyl-, Ureido-, Thioureido-, Thioamid-,
Estergruppe(n), 1 bis 2 Sauerstoff-, Schwefel- und/oder
Stickstoff-Atom(e) sowie gegebenenfalls 1 bis 5 Hydroxy-,
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Mercapto-, Oxo-, Thioxo-, Carboxy-, Alkylcarbonsiure-,
Ester-, Thiocyanat- und/oder Aminogruppen enthilt und

Z fiir ein Wasserstoffatom, einen Rest einer Aminosiure, eines
Peptids, eines Polynucleotids oder eines Steroids oder eine
funktionelle Gruppe iiber die gegebenenfalls der Rest einer
Aminosiure, eines Peptids, eines Polynucleotids oder eines
Steroids gebunden ist, steht,

fiir einen geradkettigen oder verzweigten C,-Co-Alkylrest, der
gegebenenfalls eine -CGOH -Gruppe enthilt, einen C7-Cyp -
Aralkylrest oder einen Aromaten, der gegebenenfalls mit einem
Chlor- oder Bromatom, einer Thiocyanat-, einer Methyl-,
Ethyl-, Carboxyl- und/oder Methoxygruppe substituiert ist,
steht,

fiir ein Wasserstoffatom oder eine Carboxylgruppe steht oder
fiir den Fall, daB R! ein Wasserstoffatom oder eine
Carboxylgruppe bedeutet, zusitzlich auch fiir eine Gruppe -U-Z
steht, worin U und Z die angegebenen Bedeutungen haben,

fur ein Wasserstoffatom, ein Metallioneniquivalent eines
Elementes der genannien Ordnungszahlen, einen
Trifluoracetat-, Acetat-, Benzoat-, C 1-Cg-Acyl-, einen
Benzoyl-, einen Hydroxyacetyl-, einen Acetamidomethyl-,
einen gewiinschtenfalls mit einem Chlior- oder Bromatom, einer
Methyl-, Ethyl-, Carboxyl- und/oder Methoxygruppe
substituierten Benzoesiurerest, einen p-Methoxybenzyl-, einen
Ethoxyethylrest, eine SH-Schutzgruppe, einen

--CH, o
l S >
0’ Rest oder,
fiir den Fall daB X2, X3 fiir ein Wasserstoff und X! fiir ein
Wasserstoff oder einen gegebenfalls substituierten Ci-Cyp-

Alkylrest steht, fiir einen Rest der Formel II
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steht, worin V1, V2, V3, v4, X1 X2 X3 n, m, p, R!, R2 und
R4 die angegebenen Bedeutungen haben,
wobei mindestens ein und héchstens zwei Reste VI, V2, V3, V4 fiir eine
Carbonylgruppe stehen.

Verbindungen der aligemeinen Formel I, dadurch gekennzeichnet, daB
mindestens zwei der Reste X1, X2, X3 oder R3 fiir ein Metallionenequivalent
eines radioaktiven Metallisotops der Ordnungszahlen 43, 45, 46, 75, 82 oder
83 steht.

Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daf§ Z fiir eine Aminosiure oder ein Peptid steht.

Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, worin Z fiir ein
Polynucleotid steht.

Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB V! und V4 jeweils fiir eine Carbonylgruppe, V2 und V3
jeweils fiir eine -CH,- Gruppe und p fiir die Ziffer O steht.

Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB als radioaktives Metallion ein 99m-Technetium enthalten
ist.

Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB R* Wasserstoff oder eine Carbonsiuregruppe ist.
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Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daB R? ein p-CH3-C¢H,- Rest ist.

Verbindung nach Anspruchl, dadurch gekennzeichnet, daB X!, X2 und X3 fiir
ein Wasserstoffatom und R3 fiir einen Rest der Formel II stehen.

Pharmazeutische Mittel, enthaltend mindestens einen Metallkomplex der
Formel I worin mindestens zwei der Reste X!, X2, X3 und/oder R3 fiir ein
Metallionenequivalent stehen.

Verwendung eines Metallkomplexes nach Anspruch 1 in der Radiodiagnostik
oder Radiotherapie.

Verfahren zur Herstellung eines pharmazeutischen Mittels gemiB Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der Formel I mit X2 und X3 in
der Bedeutung eines Wasserstoffatoms und X! in der Bedeutung von
Wasserstoff oder einem gegebenenfalls substituierten C;-C;,-Alkylrest und ein
Reduktionsmittel, unter Zugabe der in der Galenik iiblichen Zusitze im
wiBrigem Medium gelést wird und anschlieBend, gegebenfalls unter Zugabe
eines Transferliganden, mit einem Metallsalz oder Metalloxid des gewiinschten
Metallions umgesetzt und gewiinschtenfalls mit einem pharmakologisch
akzeptablen radiologischen Tréigerstoff versetzt wird, wobei der
Komplexbildner im UbeschuB, gegebenenfalls in Form seines Alkalisalzes,
zugesetzt wird.
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