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Meinen Eltern






Wichtig ist, dass man nicht aufhoért zu fragen.

(Albert Einstein, 1879 - 1955)






Zusammenfassung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen zahlen weltweit zu den Hauptursachen, die zu friihzeitigem Tod fiihren.
Pathophysiologisch liegt eine Gefalwandverdickung durch Ablagerung arteriosklerotischer Plaques
(Arteriosklerose) vor. Die molekulare Bildgebung mit den nuklearmedizinischen Verfahren SPECT
und PET zielt darauf ab, minderperfundierte Myokardareale zu visualisieren, um den
Krankheitsverlauf durch friihzeitige Therapie abschwachen zu kénnen. Routinemafig eingesetzt
PMTc]Sestamibi und [*™

die Quantifizierung der Myokardperfusion werden allerdings die PET-Tracer ["*N]NH; und [*°O]H,0,

werden die SPECT-Perfusionstracer [ Tc]Tetrofosmin. Zum Goldstandard fir
da eine absolute Bestimmung des Blutflusses in mL/min/g sowohl in der Ruhe als auch bei Belastung
moglich ist. 2007 wurde [*®F]Flurpiridaz als neuer Myokardtracer vorgestellt, dessen Bindung an den
MC | sowohl in Ratten, Hasen, Primaten als auch in ersten klinischen Humanstudien eine selektive
Myokardaufnahme zeigte. Um eine Verfligbarkeit des Radionuklids tiber einen Radionuklidgenerator
gewahrleisten zu kdnnen, sollten makrozyklische ®*Ga-Myokard-Perfusionstracer auf Pyridaben-Basis
synthetisiert und evaluiert werden. Die neue Tracer-Klasse setzte sich aus dem makrozyklischen
Chelator, einem Linker und dem Insektizid Pyridaben als Targeting-Vektor zusammen. Struktur-
Affinitatsbeziehungen konnten auf Grund von Variation des Linkers (Ldnge und Polaritat), der
Komplexladung (neutral und einfach positiv geladen), des Chelators (DOTA, NODAGA, DO2A) sowie
durch einen Multivalenzansatz (Monomer und Dimer) aufgestellt werden. Insgesamt wurden 16
neue Verbindungen synthetisiert. lhre 68Ga-Markierung wurde hinsichtlich pH-Wert, Temperatur,
Vorlaufermenge und Reaktionszeit optimiert. Die DOTA/NODAGA-Pyridaben-Derivate lieRen sich mit
niedrigen Substanzmengen (6 - 25 nmol) in 0,1 M HEPES-Puffer (pH 3,4) bei 95°C innerhalb 15 min
mit Ausbeuten > 95 % markieren. Fiur die DO2A-basierenden Verbindungen bedurfte es einer
mikrowellengestiitzen Markierung (300 W, 1 min, 150°C), um vergleichbare Ausbeuten zu erzielen.
Die in vitro-Stabilitatstests aller Verbindungen erfolgten in EtOH, NaCl und humanem Serum. Es
konnten keine Instabilitdten innerhalb 80 min bei 37°C festgestellt werden. Unter Verwendung der
,Shake flask“-Methode wurden die Lipophilien (log D = -1,90 — 1,91) anhand des Verteilungs-
quotienten in Octanol/PBS-Puffer ermittelt. Die kalten Referenzsubstanzen wurden mit GaCls
hergestellt und zur Bestimmung der ICsg-Werte (34,1 uM — 1 uM) in vitro auf ihre Affinitat zum MC |
getestet. In vivo-Evaluierungen erfolgten mit den zwei potentesten Verbindungen [**Ga]VN160.MZ
und [*®Ga]VN167.MZ durch p-PET-Aufnahmen (n=3) in gesunden Ratten tber 60 min. Um die
Organverteilung ermitteln zu kénnen, wurden ex vivo-Biodistributionsstudien (n=3) vorgenommen.
Sowohl die p-PET-Untersuchungen als auch die Biodistributionsstudien zeigten, dass es bei
[®®*Ga]VN167.MZ zwar zu einer Herzaufnahme kam, die jedoch eher perfusionsabhingig ist. Eine
Retention des Tracers im Myokard konnte in geringem Umfang festgestellt werden.






Abstract

Cardiovascular diseases are the main causes world wide for sudden death. Arteriosclerosis is
characterised by a thickening of vascular walls due to settlement of arteriosclerotic plaques in the
vessels. Molecular Imaging using the SPECT- and PET-techniques aims to visualize low perfusion
areas in the myocardium for early diagnosis and treatment. Routinely used SPECT-tracers are

[®™Tc]sestamibi and [*°"

Tc]tetrofosmin. The gold-standard for myocardial perfusion quantification is
the use of PET-tracers [°N]NH; and [°O]H,O due to the possibility of measuring the blood flow
during rest and exercise in mL/min/g. [*®*F]Flurpiridaz, a MC I-inhibitor, was introduced as new
myocardial perfusion agent in 2007. Biological evaluations in rats, rabbits, primates and also first
clinical human studies proofed selective accumulation the heart. The synthesis and evaluation of
macrocyclic ®®Ga-MPI-tracers using the insecticide pyridaben as TV is the aim of this work. Easier
availability of the radionuclide by using a radionuclide-generator is achieved. The new class of MPI-
tracer consists of a macrocyclic chelator, a linker and of pyridaben as TV. Structure-affinity studies
could be performed by varying the linker (length and polarity), the charge of the complex (neutral vs.
positively charged), the chelator (DOTA, DO2A and NODAGA) and by applying multivalent structures
(monomer vs. dimer). In total 16 new tracers have been synthesised. ®Ga-labelling was optimized
regarding pH, temperature, amount of precursor and reaction time. DOTA/NODAGA-derivatives
could be labelled using a low amount of precursor (6 - 25 nmol) in 0.1 M hepes-buffer (pH 3.4) at
95°C for 15 min in yields > 95 %. The DO2A-based tracer needed a microwave-assisted labelling
procedure (300 W, 1 min, 150°C) to give the same results. In vitro stability tests have been
performed in EtOH, human serum, 0.9 % NaCl-solution. No instabilities have occurred during 80 min
at 37°C. Using the “shake flask-method” the log D (log D = -1.90 — 1.91) values have been
determined by analysing the distribution in octanol/PBS-buffer. The cold reference compounds have
been made using GaCl; and used for ICsp-values (34.1 uM — 1 uM) determination. SMPs have been
applied for measuring the enzyme activity for MC I. In vivo evaluations have been performed in
healthy sprague dawley rats with the most promising tracers [®*Ga]VN160.MZ and [®*Ga]VN167.MZ
by u-PET-studies (n=3) for 60 min. Ex vivo biodistributions (n=3) have also been done. Both the -
PET-studies and the biodistributions showed a moderate heart uptake for [®®Ga]VN167.MZ. The high
background uptake implies that the accumulation in the heart is likely caused by perfusion. Further
in vitro assays in living mitochondria might be helpful for understanding the uptake mechanism.
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Einleitung

1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen zdhlen weltweit zu den Hauptursachen, die zu korperlicher
Beeintrachtigung bis hin zu frihzeitigem Tod fiihren. Pathophysiologisch liegt eine
GefaBwandverdickung durch Ablagerung arteriosklerotischer Plaques (Arteriosklerose) vor, die sich
liber mehrere Jahre hinweg - meist asymptomatisch - entwickelt und schlieBlich, haufig im mittleren
Alter, charakteristische Symptome verursacht. Hierzu zdhlen die aus der Organminderperfusion
resultierenden akuten koronaren sowie zerebralen Komplikationen, die trotz medizinischem Einsatz
auf Grund ihrer Schwere einen letalen Ausgang haben kénnen.

Laut WHO sind kardiovaskulare Erkrankungen global die haufigsten Todesursachen. 2008 starben
17,3 Mio. Menschen an den Folgen kardiovaskularer Krankheiten, was 30 % aller registrierten
Todesfalle entspricht. 7,3 Mio. dieser Todesfdlle kamen auf Grund einer koronaren Herzkrankheit
(KHK) und 6,2 Mio. durch das Auftreten eines Herzinfarktes zustande."

Das Herabsetzen der Risikofaktoren fir Herzkreislauf-Erkrankungen zeigt eine Verringerung der
Krankheitsschwere sowie der Mortalitdt. Zu den verhaltensbedingten Risikofaktoren, die eine
kardiovaskulare Krankheit beglnstigen, zdhlen (berméaRiger Tabakkonsum, unausgewogene
Erndhrung und mangelnde korperliche Aktivitat. Deren primdre Auswirkungen sind Bluthochdruck,
Diabetes und erhohte Blutfettwerte, die wiederum Verdnderungen des Herzkreislaufsystems nach
sich ziehen. Ein erhéhter Body Mass Index (BMI) korreliert nachweislich mit der Pravalenz und der
Intensitat kardiovaskuldrer Erkrankungen.? Folglich wird dieses Krankheitsbild meist ausschlieRlich
mit den im Uberfluss lebenden Wohlstandslandern in Verbindung gebracht. Tatsichlich jedoch
stammten 80 % der 2008 auf Grund Herz-Kreislauf-Erkrankungen verstorbenen Personen aus
Niedrig- und Mittellohnlandern. Als Griinde hierfiir sind insbesondere intensiver Tabakkonsum,
unzureichende medizinische Versorgung sowie die damit kaum vorhandenen PrdventivmaRnahmen
und Kontrolluntersuchungen zu nennen.

Fir solche Kontrolluntersuchungen steht eine Reihe verschiedener Methoden zur kardialen
Bildgebung zur Verfligung. Konventionelle, nichtinvasive Routineverfahren wie die
Echokardiographie und das Echokardiogramm sind ohne gréBeren technischen Aufwand in der Lage,
anatomische und funktionelle Anomalien des Myokards aufzudecken. Des Weiteren kommen
komplexe Techniken wie die Angiographie, Computertomographie (CT) und das Magnetresonanz
Imaging (MRI) zum Einsatz. Diese erlauben eine detaillierte Darstellung der Koronargefille, so dass
vorliegende Stenosen, welche die Organperfusion beeintrachtigen und oft schwerwiegende kardiale
Komplikationen zur Folge haben, diagnostiziert werden kénnen. Erstrebenswert ist dartiber hinaus
eine Visualisierung der physiologischen und metabolischen Prozesse im Myokard, um frihzeitig
gestorte Stoffwechselvorgdnge zu entdecken und der Manifestation einer kardiovaskuldren
Krankheit durch Senken der Risikofaktoren entgegenwirken zu konnen.?

Dieser Ansatz wird beim Molekularen Imaging (MI) verfolgt. Die molekulare Bildgebung ist ein
schnellwachsender Forschungsbereich, der darauf abzielt, im lebenden Organismus biologische
Prozesse auf molekularer und zellulirer Ebene darzustellen und gleichzeitig zu quantifizieren.*”
Hierbei wird das von George de Hevesy 1913 postulierte ,Tracer-Prinzip“ angewandt. Der Tracer ist
meist ein biogenes Molekil, das mit einem Radionuklid als Sonde markiert wird. Zu seinen
essentiellen Voraussetzungen gehoren die Wiedergabe der Stoffwechselvorgange in vivo ohne
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Einflussnahme sowie die Moglichkeit, niedrige Dosen applizieren zu kénnen, sodass keine Toxizitat
von der Sonde ausgeht. Anwendung finden meist nuklearmedizinische Verfahren wie die SPECT und
die PET. Beide Messverfahren basieren auf der duRerlichen Detektion von Strahlung, die von dem
applizierten Tracer ausgeht.

Steigende Lebenserwartungen, verbesserte medizinische Versorgung und ein hoher Lebensstandard
resultieren in einer ebenfalls steigenden Pravalenz fiir kardiovaskuldare Erkrankungen. Daher stehen
die Entwicklung und Evaluierung innovativer Verbindungen zur Diagnostik kardiovaskularer
Krankheiten im Vordergrund.

Angesichts vielversprechender Ergebnisse der molekularen Bildgebung unter Verwendung der nicht-
invasiven Techniken SPECT und PET liegt der Fokus insbesondere auf der Gewinnung neuer, fir die
jeweilige medizinische Fragestellung adaptierter Tracer.®™®

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und Evaluierung einer neuen Stoffklasse von
Myokardperfusionstracern, die unter Verwendung des PET-Nuklids ®®Ga hochauflésende Bilder des
Myokards liefern und die Vitalitdtsbeurteilung somit vereinfachen. Dazu sollte der Generator-
basierte Positron-Emitter ®*Ga tiber einen geeigneten Chelator an eine myokardspezifische Einheit in
Form des Mitochondrien Komplex | (MC I) Inhibitors Pyridaben gebunden werden.

In den folgenden Kapiteln wird auf den Hintergrund sowie die Herstellung und Evaluierung der
entwickelten Verbindungen detailliert eingegangen.
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1.1. Das Herz

Zur Versorgung aller Organe pumpt das Herz das gesamte Blutvolumen innerhalb einer Minute
durch den Korper. Ein gesundes Herz hat ein Gewicht von ca. 300 g und reprasentiert somit etwa
0,5 % des Korpergewichts. Die rechten und linken Herzhélften bilden zusammen eine Einheit und
bestehen jeweils aus einem Atrium und einem Ventrikel. Verantwortlich fir die rhythmischen
Kontraktionen ist die Herzmuskulatur, das Myokard, welche durch spezielle Schrittmacherzellen zur
Kontraktion angeregt wird. Sein Aufbau dhnelt der Skelettmuskulatur. Charakteristisch sind jedoch
zahlreiche Herzmuskelfasern, die bedingt durch eine hohe Stoffwechselaktivitdt, Gber eine hohe
Mitochondriendichte verfiigen. Das Herzmuskelgewebe wird in Ruhe von 0,8 - 0,9 mL Blut/g*min
durchstromt, was 5% des gesamten Herzzeitvolumens entspricht. Die rechte Herzkammer pumpt
das Blut iber den Truncus pulmonalis in die Lunge, nach Oxygenierung gelangt es liber die
Lungenvenen auf die linke Herzseite, von wo es lber die Aorta den Korper versorgt.

obere Hohlvene
Aorta

linke Herzkranz-
arterie

rechter Vorhof Lungenarterie

linker Vorhoff

Zwischenkammer-
aste der linken
Herzkranzarterie
und -vene

rechte Herz-
kranzarterie

rechte Herzkammer linke Herzkammer

Abbildung 1: Anatomie des Herzens °

Uber zwei Koronararterien, die knapp oberhalb der Aortenklappe entspringen, erfolgt die arterielle
Versorgung des Herzens, wobei die linke Koronararterie 80 % des Blutstroms fiir die Herzversorgung
aufnimmt. In Ruhe ist die Sauerstoffverfligbarkeit des Bluts vollstdndig ausgenutzt, sodass bei
korperlicher Anstrengung eine Mehrdurchblutung notwendig ist.

Freie Fettsduren, Laktat und Glukose dienen dem Myokard zur Energiegewinnung. Wahrend in Ruhe
hauptséachlich freie Fettsduren genutzt werden, Gbernimmt nicht umgesetztes Laktat die Versorgung
bei korperlicher Anstrengung. Dieser Energielieferant ist auf Grund der Verbindung zum Citratzyklus
sauerstoffabhadngig (aerober Stoffwechsel). Folglich kommt es bei enormer Belastung (anaerober
Stoffwechsel) zur Laktatproduktion statt zur Laktataufnahme.
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1.2. Arteriosklerose und die koronare Herzkrankheit

1.2.1. Pathophysiologie der Arteriosklerose

Eine haufige Form der kardiovaskuldaren Krankheiten ist die koronare Herzkrankheit (KHK), bei der
die Herzkranzgefdlle (Koronararterien) erkrankt sind. Meist liegt die Ursache in einer manifestierten
Arteriosklerose.

Das Risiko innerhalb einer durchschnittlichen Lebensdauer eine Arteriosklerose zu entwickeln, ist
sehr hoch. Wahrend lediglich 17 % der Jugendlichen Anzeichen einer KHK aufweisen, sind bereits
85 % der 50-Jihrigen betroffen.’ Ausgangspunkt der Krankheit ist in der Regel das metabolische
Syndrom. Hierunter versteht man die Entgleisung physikalischer und metabolischer Prozesse,
wodurch das Risiko, eine kardiovaskuldre Krankheit zu entwickeln, stark ansteigt. Ubergewicht,
unausgewogene Erndhrung, Rauchen sowie mangelnde korperliche Aktivitdt fihren zu den
Risikofaktoren Bluthochdruck, Diabetes und Hypercholsterinimie.’® Patienten mit einem
metabolischen Syndrom besitzen ein 1,5-3-fach erhohtes Risiko fiir eine KHK und einen
Hirninfarkt.”™ Hauptsichlich sind Minner mittleren Alters betroffen'®, deren Gefahr, einen
Myokardinfarkt zu erleiden, bei 42 % liegt.™

Die Entstehung und Progression einer Arteriosklerose lasst sich in vier Stadien einteilen (Abb. 2a-d):

Endothelium d

N

. < factor
Smooth muscle Extracellular Necrotic core Chalesterol
cell matrix (cellular debris)
. . . . 10
Abbildung 2: Entwicklungsstadien der Arteriosklerose

Stellen, an denen der laminare Fluss in der Arterie unterbrochen ist, zdhlen zu den
ablagerungsgefahrdeten Arealen. Zunachst durchdringen low-density Lipoproteine (LDL) die Intima
der GefaBwand und sammeln sich in deren Extrazellularraum an. Nachweislich tragen LDL zu einem
erhohten Lipophilen Index (LI) bei, der mit einer verstarkten Wahrscheinlichkeit flir die Ausbildung
einer KHK einhergeht.'’ Makrophagengesteuerte Phagozytose resultiert in einer tbermaRigen,
unkontrollierten Aufnahme der LDL in das GefaRlumen. Es bilden sich lipidgefillte Schaumzellen, die
fiir die Entstehung von zunachst apathologischen Fettschlieren verantwortlich sind. (Abb. 2a)

AnschlieRend kommt es zu einer vermehrten Sekretion von extrazellularen Matrixbestandteilen wie
Kollagen. Diese verstdarken die Retention und Anlagerung von LDL. Monozyten und T-Zellen
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erscheinen und l6sen eine chronische Entzindung der betroffenen Lasion aus. Um die
GefaBverengung durch den wachsenden Plague zu kompensieren, kommt es zu einem Umbau der
Arterie: bei gleichbleibendem Lumen vergrofRert sich der GefaBdurchmesser (Glagov-Phdanomen).
(Abb. 2b)

Das nachste Stadium wird von der Bildung eines nekrotischen Kerns innerhalb der Plaque gepragt.
Ein Absterben der Schaumzellen zieht eine Freisetzung deren Bestandteile — hauptsachlich
Cholesterin — nach sich. Zuséatzlich formen die glatten Muskelzellen unterhalb des Endotheliums eine
fibrése Kappe, die die Plague von der Blutversorgung trennt. Somit entsteht ein Bereich, der als
nekrotischer Kern bezeichnet wird. Nun besteht die Moglichkeit einer Plaqueruptur sowie einer
Erosion des Endotheliums. In beiden Fallen gelangen thromboseauslésende Komponenten in das
GefaBlumen und formieren sich zu einem Thrombus. Ab einer gewissen GroéRe blockiert dieser die
Arterie und resultiert poststenotisch in einer akuten Ischamie des Myokards. (Abb. 2c)

Ohne Aufplatzen der Lasion ist ein fortschreitendes Wachstum die Folge, sodass in der Endphase der
Plaque fast vollstandig das Lumen obstruiert und schlielRlich eine klinisch relevante Minderperfusion
des Myokards verursacht. (Abb. 2d)

Problematisch und unberechenbar sind die asymptomatischen Plagques im 3. Entwicklungsstadium.
Hierbei ist die Gefahr einer Ruptur allgegenwartig und verursacht die Mehrheit aller Herzinfarkte,
Hirnschlage und plotzlichen Todesfélle. Lediglich 16 % der Infarkte sind auf Stenosierungen >70 %
zuriickzufihren.™

Meist jedoch resultiert auf Grund des zunadchst kompensatorisch aufrechterhaltenen Arterienlumens
keine Einschrankung des Blutflusses.

Progression I B IE—————)

Expansion
Compensatory expansion overcome:
maintains constant lumen lumen narrows

| | |
0-0-0-@

Normal Minimal Moderate Advanced
vessel (07.\D) CAD CAD

Abbildung 3: Vaskularer GefiRumbau nach Glagov et al. 1987"

Arteriosklerotische Plaques kdnnen zwar mittels invasiver Herzkatheteruntersuchung dargestellt
werden, allerdings erschwert die GréRBenordnung von weniger als 100 um eine Visualisierung.
ReiRgefihrdete Plaques weisen eine fibrése Kappe mit weniger als 65 um Dicke auf.'® Folglich bedarf
es neben den konventionellen Verfahren wie MRI, CT und Kardioangiographie neuer Ansitze aus
dem Bereich der molekularen Bildgebung, um den myokardialen Blutfluss zu quantifizieren.
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1.3. Diagnostik des Myokards

Zur Myokarddiagnostik eignen sich verschiedene Verfahren, deren Einsatz je nach klinischer
Fragestellung, diagnostischem Nutzen und ortlicher Verfugbarkeit entschieden wird.> Das
Hauptinteresse besteht in der Beurteilung von Myokardperfusion in Ruhe vs. Belastung (Myocard-
Perfusion Imaging MPI), Funktion des linken Ventrikels und Myokardviabilidgt (Stunning vs.
Hibernating). Im Zuge einer manifesten KHK kommt es haufig zu ischamischen Zwischenfallen, die in
ihrem Schadensausmal sehr unterschiedlich sein konnen. Um den Erfolg einer Revaskularisierung
abschatzen zu konnen, ist die Myokardviabilitdatsbestimmung von grofRer Bedeutung. Infarziertes
Gewebe bezeichnet man als nicht-viabel und nicht-infarziertes Gewebe als viabel.

Viables Gewebe kann selbst in zwei Modifikationen mit gestorter Funktion vorliegen: ,stunned”
(,betdubt“) oder ,hibernating” (,winterschlafend“).’® ,Betdubtes” Myokard liegt bei einer
anhaltenden postischdmischen kontraktilen Dysfunktion trotz wiederhergestellter Normalperfusion
vor. Haufig tritt dies als Folge eines Herzinfarktes oder einer Herz-OP auf. Eine Verbesserung tritt

.21
spontan ein.

,Winterschlafendes” Gewebe zeichnet sich durch einen minderperfusionsbedingten, herunter
geregelten Metabolismus aus, der in 60 % der Falle nach Revaskularisierung vollstandig reversibel

ist.%°

1.3.1. Klassische kardiale Bildgebung

1.3.1.1. Rontgen-Thorax

Das konventionelle Réntgen ist die dlteste Methode, um Herzerkrankungen zu diagnostizieren.
VergroBerte Herzhohlen sowie pathologisch verdnderte Herzformen konnen dargestellt werden.
AuRerdem ist eine indirekte Funktionsbeurteilung moglich. Die unkomplizierte Durchfiihrung bei
geringem Kostenaufwand ldsst das Rontgen zu einem klinischen Standardverfahren in der kardialen
Diagnostik werden.

1.3.1.2. Angiographie

Uber einen in der Leistengegend perkutan eingebrachten Katheter, welcher bis in die Herzkammern
und an die Koronarostien vorgeschoben wird, erfolgt die Applikation eines Kontrastmittels, dessen
Distribution per Rontgenaufnahme analysiert wird. Das Beurteilen des vorliegenden Stenosegrades
erfolgt lediglich visuell und ist somit stark operateurabhingig. Ein weiterer Nachteil ist, dass
Friihstadien einer Arteriosklerose auf Grund des Glagov-Phdanomens nicht detektierbar sind.
Dennoch handelt es sich bei der Koronarangiographie um den , Goldstandard” der kardiologischen
Diagnostik. Dies ist zurlickzufiihren auf einen relativ unkomplizierten Untersuchungsablauf sowie
eine gute Patienten-Compliance.

1.3.1.3. Echokardiographie

Ultraschalluntersuchungen des Myokards liefern zweidimensionale, anatomische Informationen.
Neben den Ventrikel- und Klappenfunktionen ldsst sich auch die Blutflussgeschwindigkeit evaluieren.
Intravaskuldrer Ultraschall erlaubt die Darstellung von Lasionen, die mittels Angiographie nicht
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registriert werden. Bedingt durch die einfache Methodik, niedrige Kosten sowie risikofreie
Abwicklung ist diese Myokarddiagnostik weit verbreitet.

1.3.1.4. Magnetresonanztomographie (MRT)

Die physikalische Grundlage des MRT ist die Kernspintomographie. Resonant angeregte Protonen
erzeugen in einem starken Magnetfeld ein elektrisches Signal. Da verschiedene Gewebearten
unterschiedliche Relaxationszeiten aufweisen, entstehen kontrastreiche Bilder mit einer Auflésung
von ca. 10 um. Sowohl anatomische als auch funktionelle Einblicke kdnnen erhalten werden. Die
Gabe eines Kontrastmittels (z.B. Gd-DTPA) verbessert Strukturabgrenzungen. Quantitative
Myokardperfusionsbestimmungen sind problemlos moglich. Das Auskommen ohne ionisierende
Strahlung, eine hohe Reproduzierbarkeit und die hohe Aufldsung lassen sie zu einem der wichtigsten
diagnostischem Verfahren der Kardiologie werden. Von Nachteil sind jedoch relativ lange
Messzeiten, die Nierentoxizitdat des Kontrastmittels und eine niedrigere Sensitivitat im Vergleich zu
nuklearmedizinischen Methoden.

1.3.1.5. Computertomographie (CT)

Unter Verwendung von Rontgenstrahlung werden eindimensionale Absorptionsprofile des zu
charakterisierenden Bereichs aus diversen Richtungen ermittelt. Erst die anschlielende,
computergesteuerte Bildrekonstruktion anhand der einzelnen Transversalschnitte erlaubt das
Erstellen von Volumengrafiken. Die hohe Auflésung, eine gute Sensitivitat und kurze Messzeiten
begriinden den hohen diagnostischen Stellenwert des CT. Auferdem koénnen damit die
Quantifizierung des Koronarkalks, der Myokardperfusion und die Darstellung der Herzkranzgefille
erfolgen. Nachteilig sind die hohe Strahlenbelastung von ca. 7,5 mSv?, hohe Kosten, die Applikation
von jodhaltigem Kontrastmittel sowie die nur kaum maégliche Differenzierung zwischen vitalem und
abgestorbenem Gewebe im Rahmen des Therapiemonitorings.

1.3.2. Nuklearmedizinische Diagnosemethoden

Trotz sehr guter Darstellung der HerzgefdRe mittels MRT, CT und Echokardiographie sind diese
Verfahren auf anatomische und funktionelle Informationen limitiert. Verstarkt liegt das Interesse
jedoch auf der Uberwachung metabolischer und physiologischer Prozesse mittels molekularer
Bildgebung. Auf diese Weise entsteht die Moglichkeit einer friilheren Diagnose, verbesserten

Kontrolle des Krankheitsverlaufs und optimierter Therapietiberwachung.®™
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Abbildung 4: Konventionelle Diagnostik vs. Molekularer Bildgebung wahrend einer KHK-EntwickIung3

Haufig kommt ein Tracer = Radiopharmakon zum Einsatz, der krankheitsspezifische Stoffwechsel-
vorgange visualisiert.

Messtechniken solcher Radiopharmazeutika sind die SPECT und die PET. Hierbei wird die am Target
selektiv angereicherte radioaktive Sonde uber ihre emittierte Strahlung extern detektiert. SPECT
/PET-Myokardperfusionsmessungen zeigen minderdurchblutete Areale anhand einer verringerten
Traceraufnahme an. Meist erfolgt die Gabe von zwei Dosen, um die Myokardperfusion sowohl in
Ruhe als auch unter Belastung zu beurteilen. Hohere Blutflisse kdnnen entweder durch kérperliche
Anstrengung oder durch pharmakologisch induzierten Stress erzeugt werden.

Die initiale Gewebsaufnahme des Radiopharmakons hdngt sowohl vom Blutfluss als auch von der
Plasmaproteinbindung ab. Lipophile, einfach positiv geladene Molekiile passieren leicht
Zellmembranen und reichern sich im Myokard an. Dennoch gibt es unterschiedliche

. . . 16
Transportmechanismen zur Uberwindung von Membranen:

A) Passiver Transport

1. Substanzen passieren Membranen auf Grund des vorliegenden Konzentrationsgefilles
zwischen Intra- und Extrazellularraum —> einfache Diffusion (99mTc-Tracer, [°O]H,0,
[NINH;).

2. Ein Transportprotein (Carrier-/Kanalprotein) ist fur die Zellaufnahme einer Substanz

verantwortlich. Es handelt sich hierbei um einen energieunabhangigen Prozess, der nicht
entgegen eines Konzentrationsgefilles verlduft > erleichterte Diffusion ([**F]FDG,
[**11BMIPP, [***1]MIBG).

B) Aktiver Transport

1. Substanzen werden entgegen eines Konzentrationsgefilles energieabhdngig Uber
Membranen transportiert = priméar aktiver Transport (K*, TI", Rb* gekoppelt an Na*/K*-
ATPase) Dieses System eignet sich perfekt fiir Radiopharmaka, da so eine hohe
Traceranreicherung in der Zelle in Kombination mit einem geringen Plasmaspiegel vorliegt.
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2. Ein unter Energieaufwand geschaffenes Konzentrationsgefille ermdglicht den passiven
Transport durch lonenkanale/Carrier 2 sekundar aktiver Transport.
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Abbildung 5: Membrantransportmechanismen

Nach Uberqueren der Zellmembran akkumulieren lipophile, positiv geladene Molekiile selektiv im
Myokard. Ursachen hierfiir konnten in Zellversuchen gezeigt werden:™®

1. Die Plasmamembranpotentiale von Myozyten sind starker ausgepragt als in Fibroblasten,
woraus eine zehnfach héhere Anreicherung resultiert.”

2. Die Mitochondrienmembranpotentiale der Myozyten sind héher als in Fibroblasten.
3. Das Mitochondrienvolumen ist in Myozyten grofRRer.

Neben der Perfusionsdiagnostik sind die Beurteilung des myokardialen Metabolismus und die
sympathische Innervierung des Herzens von Relevanz.

1.3.2.1. Die SPECT und SPECT-Myokard-Tracer

Bei der SPECT handelt es sich um ein diagnostisches Verfahren, das auf der Funktionsweise einer
Szintigraphie basiert. Dem Patienten wird ein y-emittierendes Radionuklid bzw. eine mit einem vy-
Emitter markierte Substanz injiziert und dessen Distribution unter Verwendung von rotierenden
Gammakameras detektiert. Die erhaltenen, planaren Aufnahmen werden in Schnittbilder umge-
rechnet und erlauben somit die Funktionsbeurteilung diverser Organe. Der Nachteil der SPECT ist
jedoch ihre limitierte rdumliche Auflésung von etwa 10 mm.

Medizinisch relevante SPECT-Nuklide sind 67Ga, 9QmTc, 125I, " und 211,

Der GroRteil aller Befunde beziglich der Myokardperfusion erfolgt mittels SPECT-MPI.” 1970 wurden
erste SPECT-Untersuchungen mit [**TITICI (ty, = 73,1 h) durchgefiihrt.”® Das K*-Analogon wird von
den Myozyten Uber die Na*/K'-ATPase aus dem Plasma extrahiert und reichert sich proportional zum
Blutfluss im Myokard an. Neben der Herzperfusion kann auch die Myokardvitalitdt auf
winterschlafendes Gewebe Uberprift werden.
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Allerdings erfolgt die Thallium-Umverteilung in geschadigtem Gewebe nur langsam oder
unvollstandig, was in einer unterbewerteten Vitalitat resultiert.”

Seit den 1990er Jahren finden die **"Tc-markierten Substanzen Sestamibi und Tetrofosmin
routinemaRig Anwendung in der Blutflussdiagnostik. Die einfach positiv geladenen, lipophilen
Molekile akkumulieren durch das vorliegende Membranpotential in den Myozyten. Beide Tracer
sind unter dem Namen Cardiolite® bzw. Myoview® zugelassene Radiopharmaka und in Kit-Form
erhéltlich. Entscheidender Vorteil des Technetiums ist die Verfligbarkeit (iber einen Radionuklid-
generator.

Zusatzlich finden '?l-markierte Substanzen Anwendung. Die Darstellung der sympathischen
[***I)Metaiodbenzylguanidin  (MIBG).
Sympathische Nerven reagieren empfindlicher auf Ischdmien als das Myokard selbst, so dass es auch

Innervation geschieht mit dem Noradrenalin-Analogon

ohne nekrotische Gewebsveranderungen zur Schadigung der Nerven kommen kann. Das Absterben
von Nervenzellen fihrt oft zu Herzrhythmusstérungen. Degenerierte Nerven kdnnen mit MIBG
identifiziert werden, wodurch die Auswahl von Patienten fiir ein Herzschrittmacherimplantat
erleichtert wird.

Die metabolische Entgleisung nutzt der bekannteste Fettsiuretracer B-methyl-p-[**

lliodphenyl-
pentadecan-Siure (BMIPP). Da eine Aufnahme lediglich in aktives Herzgewebe erfolgt, kommt die

Verbindung hauptséchlich bei der Infarktdiagnostik zum Einsatz.”

AuRerdem gibt es eine Reihe von weiteren Myokardtracern, die darauf abzielen, eine im
Frihstadium befindliche KHK zu entdecken. Allerdings sind sie groRtenteils noch nicht Bestandteil

klinischer Routine. [*™

Tc]Annexin A5 wird eingesetzt, um reigefdhrdete, arteriosklerotische
Plaques zu visualisieren. Das Annexin bindet an Phospholipide, die auf der Oberflache apoptotischer
Zellen vorliegen. Jedoch handelt es sich nicht um eine spezifische Interaktion, da ebenfalls eine

99m

Anlagerung an Thrombozyten stattfindet.* [*°"Tc]interleukin-2 interagiert mit aktivierten T-Zellen

und erlaubt die Visualisierung von entziindeten Zellen. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, mit
99m

Hilfe des Antikdrpers [ Tc]MDAZ2 in Plaques vorliegende LDL darzustellen.®

1.3.2.2. Das Funktionsprinzip der PET und PET-Myokard-Tracer

Die PET ist ein szintigraphisches Messprinzip, das auf der Nutzung von Positronenemittern basiert.
Als geeignete Radionuklide eignen sich somit protonenreiche Kerne, die sich durch Umwandlung
eines Protons in ein Neutron stabilisieren. Wahrend des Kernprozesses entstehen aufRerdem ein
Positron B* und ein Elektron-Neutrino v,, das der Spinerhaltung dient.

2Xn = 2241+ BT+ v +E

Abbildung 6: B*-Zerfallsgleichung

Die freiwerdende Energie E ist nuklidspezifisch und verteilt sich auf alle drei Zerfallsprodukte, was in
einer kontinuierlichen Energieverteilung resultiert. Das emittierte Positron kinetischer Energie
wechselwirkt zunachst auf einer Strecke von meist weniger als 2 mm unter Energieabgabe mit
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umliegendem Gewebe. Trifft es — nun auf thermischem Energieniveau — auf ein Elektron, entsteht
intermediar ein Positronium. Das Positronium wiederum annihiliert unter der Aussendung zweier
kollinearer y-Quanten, die nahezu einen Winkel von 180° zu einander aufweisen. Ein den Patienten
ringférmig umgebendes Detektorsystem registriert ausschlieBlich koinzident einfallende Quanten
und detektiert somit den Ort der Annihilation und nicht die Stelle des B*-Zerfalls.

annihilation
phaton Y

electron / positron \
annihilation

20-0OmM-mo

TO~OM-MO

Abbildung 7: Koinzidentes Messprinzip der PET*

Folglich entsteht durch die Positronen-Reichweite, die von der Positronenenergie und der jeweiligen
Gewebsdichte abhéangig ist, eine gewisse Unschéarfe. So kann bei einem Detektordurchmesser von
70 cm mit einem Auflésungsverlust von etwa 1,5 mm gerechnet werden.?” Die Detektorvielzahl ist
fur die hohe Auflésung von 4 — 7 mm der PET-Messungen verantwortlich.”

Obwohl MPI zur KHK-Diagnostik meist mit SPECT durchgefiihrt wird, steigt das Interesse an PET-
Perfusionstracern stark an.”> Dies begriindet sich hauptsachlich in der besseren Aussagequalitat von
PET-Bildern. Ursache hierfir ist die hohere raumliche Auflésung, der stirkere Kontrast sowie die
groRere Sensitivitat.”* Bateman et al. zeigten, dass PET-MPI mit einer gesamt-diagnostischen
Prazision von 93 % dem SPECT-MPI mit lediglich 73 % deutlich tGberlegen ist. Auch die Diagnose von
KHK zeigt dhnliche Ergebnisse: 71 % gegeniiber 48 %.”

Zum Goldstandard fur die Quantifizierung der Myokardperfusion wird die PET, da eine absolute
Bestimmung des Blutflusses in mL/min/g sowohl in der Ruhe als auch bei Belastung moglich ist.**

Ein nicht zu vernachlassigender Vorteil besteht in dem Einsatz von biogenen Radionukliden, die
dadurch direkt appliziert oder relativ unkompliziert in Biomolekiile eingebaut werden kénnen.

11
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26,27

Tabelle 1: Medizinisch relevante PET-Nuklide

Nuklid T1/2/min Kernreaktion Eg+max Anwendung
Yc 20,30 “N(p,a)''c 0,959 MeV Perfusion, Diagnostik
BN 9,96 *0(p,a) N 1,197 MeV Perfusion
o 2,03 “N(d,n)""0 1,738 MeV Perfusion
B 109,65 0(p,n)"°F 0,633 MeV Metabolismus
*Ga 67,71 ®Ge/®Ga 1,898 MeV Perfusion, Diagnostik
*Rb 1,15 5r/*Rb 3,148 MeV Perfusion

In den letzten Jahren wurden die Vorziige des CT mit denen der PET/SPECT in Kombinationsgeraten
vereint. Folglich liefert eine Untersuchung exakte morphologische Informationen (CT) sowie hoch
aufgeldste, biologische Informationen (PET).

Fur PET-Myokardperfusionsmessungen stehen traditionell drei Nuklide zur Auswahl: N, 0, ®Rb.
Ihre Halbwertszeiten liegen in einer GroRBenordnung. Die Herstellung von BN und 0 erfolgt an
einem Zyklotron, das - bedingt durch die kurze Halbwertszeit - in unmittelbarer Ndahe zu ihrem
Applikationsort liegen muss. Chemische Synthesen sind nur limitiert méglich. ®Rb besitzt die beste,
mobile Verflgbarkeit auf Grund seines Radionuklidgeneratorsystems.

[®*N]NH; diffundiert nach Injektion als neutrales Molekil in die Myozyten und wird dort als [NH,]*
vorliegend enzymatisch in den Glutamin-Pool eingeschleust und in der Zelle zuriickgehalten. Man
spricht von , metabolischem Trapping”.24 Somit liegt trotz kurzer, physikalischer Halbwertszeit eine
relativ lange biologische Halbwertszeit vor. Da es sich um einen nicht-diffundierfdahigen Tracer
handelt, verhilt sich die Netto-Extraktionsrate invers zum Blutfluss: bei steigendem Blutfluss nimmt
die Tracerretention ab. Eine resultierende Unterschatzung der Myokardperfusion bei hohen Fliissen
(>2,5 mL/min/g) ist von Nachteil.*®

Die Applikation von [*°O]H,0 lduft entweder als direkte Injektion oder als Inhalation von [*°?0]CO, mit
anschlieBender Hydrierung zu [°O]H,0 seitens der in der Lunge vorkommenden Carboanhydrase
ab.”* Der Tracer diffundiert frei in die Myozyten und weist auch bei hoher Flussrate eine lineare
Beziehung zwischen Aufnahme und Blutfluss auf.

8RbCl wird tber den ®Sr/®Rb-Generator gewonnen. Das K*-Analogon passiert nach Injektion die
Kapillarmembran und wird mit Hilfe der Na’/K'-ATPase aktiv aus dem Plasma in die Myozyten
transportiert. Dies geschieht in Abhangigkeit von der Perfusion.” Nachteilig ist die relativ hohe B*-
Energie, die in einer groReren, raumlichen Unschirfe resultiert. Zusatzlich zeigt auch *’RbCl
charakteristische Merkmale eines nicht-diffundierfahigen Markers (Netto-Extraktionsrate invers zum
Blutfluss).

Metabolismus-Diagnostika konzentrieren sich auf radioaktiv-markierte Glukose und Fettsduren. Ein
Ansatz ist die biogene Markierung der Substrate, da die Verstoffwechslung von markiertem und
natiirlichem Substrat identisch ist. Hierfiir wird meist *'C verwendet, das ein benachbartes Zyklotron
unabdingbar macht. [1-''C]Glukose bewertet die Glukoseaufnahme, [1-''C]Palmitat spiegelt die
Fettsiureaufnahme/-oxidation wider und [1-''C]Acetat ldsst Riickschliisse zum Sauerstoffverbrauch
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zu.”® Ein anderer Ansatz ist die Applikation des Substratanalogons [2-18F]FIuor-2-desoxy-D-GIukose
(FDG). [2-"®F]FDG wird analog zur normalen Glukose (ber Transporter in die Zelle aufgenommen,
dort von der Hexokinase phosphoryliert und intrazellular getrappt, da eine weitere Umsetzung nicht
mehr erfolgt.

Die myokardiale Viabilitatsanalyse des linken Ventrikels erfolgt in der Regel mit [2-"°F]FDG. Im
Allgemeinen nutzt man eine Kombination aus Blutfluss- und Glukosebildgebung in Form von
[*NINHs/ [2-"®F]FDG oder ®’Rb/[2-'®F]FDG. Winterschlafendes und wiederholt ischimisches Gewebe
lassen sich auf Grund eines Missverhéltnisses von Perfusion/Metabolismus identifizieren ([2-'®F]FDG
> [®*N]NH3/*Rb). Narbengewebe hingegen zeigt charakteristischerweise in beiden Untersuchungs-
verfahren eine reduzierte Aufnahme.”?*

Vorhersagen bezliglich des medizinischen Nutzens einer Revaskularisierung von geschadigtem

Gewebe sind somit moglich.

1.3.3. Das PET-Nuklid ®Ga

1.3.3.1. Die Chemie des Galliums

Das selten vorkommende Metall Gallium ist ein Element der 3. Hauptgruppe (Borgruppe) im
Periodensystem und besitzt die Elektronenkonfiguration [Ar]3d'%4s”4p®. ®®Ga spielt eine bedeutende
Rolle als PET-Nuklid. Es zerfillt innerhalb 67,71 min lber einen 89 %igen B*-Zerfall mit einer
maximalen B*-Energie von 1,9 MeV in das stabile ®*Zn. Der vernachlassigbare Anteil an v-Emission
(1,077 keV; 3,22%) bewirkt eine geringe Strahlenbelastung des Patienten. Optimale
pharmakokinetische Eigenschaften ergeben sich aus der relativ kurzen Halbwertszeit, die sehr gut
mit den Kinetiken der meisten Radiopharmaka harmoniert.*® Zusatzliche Attraktivitat erlangt **Ga
durch seine Verfigbarkeit tber den ®Ge/*®Ga-Radionuklidgenerator, der eine Zyklotron-
unabhangige Produktion direkt am Applikationsort ermoglicht.

*®Ga kommt hauptsachlich in der Oxidationszahl +lIl (3d™°) vor. In wiéssriger Lésung liegt Gallium als
dreiwertiges, hydratisiertes lon vor. Allerdings ist es nur im Sauren stabil, da bei einem hdheren pH
von 3 -7 Hydrolyse zum unloslichen Gallat Ga(OH); erfolgt. Anhand des HSAB-Konzepts ldsst sich
®®Ga als harte Siure klassifizieren, die mit harten Lewis Basen (N, O als Donoratome) wie
Carboxylate, Phenole, Phosphonate, Amine thermodynamisch stabile Komplexe bildet. Die stabilsten
Komplexe bildet ®®Ga mit der Koordinationszahl (KZ) 6, wobei auch vier- und fiinffach koordinierte
Verbindungen auftreten. Ga®>* zeigt eine hohe Ahnlichkeit zur Koordinationschemie des Fe*. Als
Ursachen sind fast identische lonenradien (62 pm fiir Ga®>" und 65 pm fiir Fe**), die gleiche stabile
Oxidationsstufe +lll, die daraus resultierenden, vergleichbaren Elektronenkonfigurationen (Ga3+:
3d"%; Fe*: 3d°), ahnliche Elektronegativitiaten (EN (Ga): 1,81; EN (Fe): 1,83) und die uberein-
stimmende KZ sechs zu nennen.®

1.3.3.2. Der **Ge/%Ga-Radionuklidgenerator

Eine Alternative zu Zyklotron-produzierten B*-Emittern sind PET-Nuklide, die iiber einen
Radionuklidgenerator verfiigbar sind. Radionuklidgeneratoren enthalten in der Regel ein langlebiges
Mutternuklid, das auf einer stationdren Phase fixiert ist und durch seinen Zerfall das gewlinschte
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Tochternuklid generiert. Eine selektive Elution der Tochter gelingt dann, wenn eine chemische
Diversitdt der beiden vorliegt. Die Kombination des langlebigen ®*Ge (t12=270,95 d) mit *®Ga
(t12 = 67,71 min) liegt im sakularen Gleichgewicht vor. Weitere wichtige PET-Nuklidgeneratoren sind
“Ti/*sc, ®zn/**Cu und *sr/**Rb.

Tabelle 2: Medizinisch relevante Radionuklidgeneratoren
Generator Mutter (t1/2) Tochter (ty/2)
“Ti/*sc 47,3 a 3,93 h
%2zn/%Cu 9,26 h 9,74 min
*Ge/*Ga 270,8 d 67,71 min
25r/**Rb 25,6 d 1,27 min
0sr/*Y 28,5d 2,67d

*8Ge wird meist Uber eine (p,2n)-Reaktion ausgehend von ®Ga-Targets hergestellt.

68Ge

€
270,95 d

67Ga GSGa
€; no B* B*1,9
78,3 h

Abbildung 8: *®Ge-Produktion’

Als stationdre Phase der kommerziellen Generatoren kommen hauptsachlich anorganische
Materialien wie TiO, und SnO, zum Einsatz, da sie weniger anfallig gegeniliber Radiolyse sind als
organische. Die Elution des ionischen °®Ga erfolgt tragerfrei mit verdinnter Salzsiure, deren
Konzentration je nach Generatortyp variiert. So kann bei neuen Systemen 70 - 80 % des generierten
®8Ga erhalten werden, wobei die Elutionsausbeute mit dem Alter abnimmt. Der *®Ge-Durchbruch
betragt etwa 0,01 - 0,001 % und steigt mit der Elutionsanzahl. Da das Primareluat neben dem %Ge
auch Verunreinigungen wie *Zn**, Fe®* und Ti*" enthilt, ist eine anschlieRende Aufreinigung von
Vorteil. Hierfiir sind drei Varianten etabliert:
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*  Fraktionierung des Eluats: Ohne weitere Aufreinigung werden die Fraktionen mit mind. 66 %
der maximalen ®®Ga-Aktivitit verwendet. Eine Volumenreduktion wird unter Aktivitats-
verlusten erreicht.**

e Kationen-Austauscher: Das Generatoreluat lduft iiber einen Kationenaustauscher, ®*Ga**
wird fixiert und erst nach Waschschritten selektiv in geringem Volumen mit verschiedenen
Losungen eluiert.®>>®

e Anionen-Austauscher: Elution mit héher konzentrierter HCl liefert [*®GaCl,], das auf dem
Anionenautauscher absorbiert und nach Aufreinigung selektiv mit wenig Wasser eluiert

wird.”’

Durch das Kationenaustauscher-basierte Post-Prozessing des Primareluats kénnen ®Ga-
Radiopharmaka sicher, reproduzierbar und mit hohen spezifischen Aktivititen synthetisiert
werden.*® Zudem erleichtert das verringerte Volumen die pH-Wert-Einstellung, die fur eine optimale
®®Ga-Markierung notwendig ist.

Von Vorteil ist ein Generatorsystem auch dadurch, dass die Radiotracersynthese direkt am Einsatzort
unter geringem Kostenaufwand durchgefiihrt werden kann. Zusatzlich erlauben als Kit verfiigbare
Tracer eine zu jeder Zeit mogliche, direkte Radiopharmakonherstellung. Die Summe dieser Vorteile
hat in den letzten zehn Jahren zu einem verstirkten Interesse an *®Ga-Anwendungen gefihrt.
Sowohl in der Tumordiagnostik als auch in Therapieplanung konnten °®Ga-Radiopharmaka

. . . 38,39
vielversprechende Ergebnisse vorweisen.™

1.3.3.3. Komplexchemie des Galliums

Als Metall kann Gallium keine kovalenten Bindungen mit organischen Molekiilen eingehen. Zur
Komplexierung werden daher Chelatoren eingesetzt, die es stabil koordinieren. Im Vergleich zu
reinen Chelatoren verfligen bifunktionelle Chelatoren (BFC) zusatzlich zu den fir das Radiometall
notwendigen sechs Koordinationsstellen Uber eine weitere funktionelle Gruppe, um an einen
Targeting-Vektor (TV) kovalent ankniipfen zu kdnnen. Zwischen Chelator und TV ist optional ein
Linker eingebaut, dessen jeweilige Struktur sowohl Variationen in der Pharmakokinetik erlaubt als
auch den Abstand zwischen Pharmakophor und bildgebender Einheit vergroRert.*

Targeting

Molecule

Abbildung 9: Aufbau eines BFCs*

15



Einleitung

Bevorzugt wurden in letzten Jahren zyklische Chelatoren eingesetzt, da diese fir dreiwertige Metalle
eine hohe thermodynamische und kinetische Stabilitdat besitzen. Somit ist eine Transchelatierung
durch das im Blut vorliegende Plasmaprotein Transferrin, welches eine hohe Affinitat gegeniber

a’* besitzt, nicht moglich. Etabliert sind die makrozyklischen BFCs 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-
1,4,7,10-tetraessigsaure (DOTA) und 1,4,7-Triazacyclononan-1-glutarsaure-4,7-diessigsaure
(NODAGA), das eine strukturelle Variation des monofunktionalen Chelators 1,4,7-Triazacyclononan-
1,4,7-triessigsaure (NOTA) ist.

HO

e G 0 S
DRSO R ¢ ) 54[ ) :
hs REER A

Abbildung 10:  Strukturen von NOTA, NODAGA und DOTA

Der Hohlraum innerhalb der Triazaliganden hat die ideale GréRe zur Koordination des Ga*'. Dies
spiegelt sich in der hohen thermodynamischen Stabilitatskonstante fir ®®Ga[NOTA] mit logk = 30,98
(®®Ga[DOTA]: log =21,33) und in der hohen Markierungseffizienz bei Raumtemperatur (RT) wider.
DOTA als groRerer, zwolfzahniger Ligand bendtigt zwar héhere Markierungstemperaturen, ergibt
aber dennoch kinetisch sehr stabile Verbindungen.** Neuere Strukturen wie 1,4,7-Triazacyclononan-
1,4,7-tris(methyl(2-carboxyethyl)phosphinsdure (TRAP-Pr)** und 6-Amino-6-methylperhydro-1,4-
diazepin-N,N,N’,N’-tetraessigsdure (AAZTA)® nutzen die Selektivitit des NOTA-Grundgeriists und
erzielen duRerst ®Ga-affine Chelatoren.

1.3.3.4. *®Ga-Myokardtracer

Eine Reihe myokardaffiner Verbindungen, die sich mit ®®Ga markieren lassen, wurden bereits
entwickelt.

Green et al. synthetisierten verschiedene azyklische Schiff’'sche Base-Komplexe der Struktur 1,1,1,-
tris-(5-Methoxy-salicylaldiminmethyl)ethan [(sal)stame] und 1,1,1-tris-(alkoxysalicylaldiminmethyl)-
ethan [(ROsal)stame]. Hierbei handelt es sich um lipophile, neutrale Verbindungen, die auf Grund
ihrer Blutflussabhingigkeit nur bedingt zur Perfusionsdiagnostik geeignet sind.** Variationen durch
Addition von Alkyloxy-Substituenten am Ethyl-Riickgrat erfolgten dahingehend, dass durch gréBere
Lipophilie die Herzaufnahme gesteigert werden sollte. Eine Verbesserung filihrte zu einer erhohten
Leberaufnahme.” Hsiao et al. gelang es, Uber die Einfihrung von Alkylsubstituenten an die
bekannten BAPEN-Riickgrate, lipophile, einfach positiv geladene Tracer herzustellen. Diese verfiigen

PMTc-Derivaten vergleichbare Myokardanreicherung.*

Uber eine mit den
Des Weiteren ist die Entwicklung von bis-Aminoethanthiol-cyclohexyl (BAT-TECH) Liganden zur
Visualisierung des Herzens beschrieben. Die ®Ga-Komplexe fluten schnell im Myokard an, werden
aber relativ schnell ausgewaschen, was zu unglinstigen Herz/Blut-Werten fihrt. AuRerdem resultiert

die hohe Lipophilie der Substanzen in vermehrter Leberaufnahme.*’*
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Cutler et al. synthetisierten 1999 den S;N-Liganden Tris-(2-mercaptobenzyl)amin. Auf Grund des
lipophilen Charakters sowie der Ladungsneutralitit des Komplexes erfolgt verstarkt eine
Anreicherung in Hirn, Herz und Leber.

1.3.4. Der ideale Myokardperfusionstracer

Um den Blutfluss exakt quantifizieren zu konnen, sollte der Tracer eine gute Bioverfligbarkeit
besitzen, die durch eine hohe First-Pass-Effekt-Extraktionsrate (FPER = 1) zustande kommt. Von den
etablierten Verbindungen weist lediglich [°O]H,0 dieses Kriterium auf; alle anderen (**"Tc-Derivate,
2017], #Rb) sind durch Werte < 1 gekennzeichnet. Dies fiihrt zu einem Plateau bei hohen Flussraten,
sodass bei 2-2,5fach erhohter Ruheperfusion geringgradig ischdmisches Gewebe nicht

diagnostizierbar ist. Eine Tracerakkumulation mittels freier Diffusion fordert zusatzlich die FPEF.?

Des Weiteren ist die Retention des Tracers notig. Wird das Radiopharmakon im Herzen
zurlickgehalten, kénnen auf Grund hoher Zdhlraten und einer stabilen Verteilung mit geringer
Hintergrundaktivitat, hochwertige Bilder erhalten werden. Auch Stressdiagnostik unter kérperlicher
Anstrengung kann bei retinierenden Tracern angewandt werden. Erstrebenswert ist eine einmalige
Tracerinjektion flir Ruhe- und Belastungsmessungen.

AuRerdem erméglicht der Einsatz kurzlebiger Radionuklide die Aufnahme schneller Serienbilder.*

1.4. Der Mitochondrien Komplex | als Target

1.4.1. Die Mitochondrien und ihre Funktion

Aerobe Zellen gewinnen den Grofiteil ihrer bendtigten Energie in Form von ATP durch die in den
Mitochondrien ablaufende Atmungskette. Substratkettenphosphorylierung aulerhalb dieser
Elektronentransportkette stellt zusatzlich kurzfristig verfligbare Energie bereit.

Wahrend der Atmungskette ablaufende, biochemische Redoxreaktionen (ibertragen Elektronen, die
in Form von NADH, FMNH, und FADH, aus dem Citratzyklus und der (-Oxidation eingeschleust
werden, auf ein Oxidationsmittel, wodurch die Reduktion von O, zu H,O statt findet.*
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Abbildung 11:  Energiegewinnung von Zellen™

Der Ort, an dem die Atmungskette ablauft, ist bei Eukaryoten die innere Mitochondrienmembran.
Mitochondrien sind Zellorganellen, die von einer Doppelmembran umschlossen sind und eigene DNA
besitzen. Die dulere Membran enthalt zahlreiche Porine (integrale Proteinkanale), wodurch lonen
und Molekiile (bis zu 5000 Da) aus dem Zytosol in das Mitochondrium diffundieren konnen. Bedingt
durch das Vorhandensein der ATP-Synthase besitzt die innere Mitochondrienmembran die
wichtigste Funktion des Zellorganismus. Sie begrenzt die Matrix, in der Ribosomen, mitochondriale
DNA und verschiedene Enzyme, die an der Gewinnung von Reduktionsidquivalenten beteiligt sind,
vorliegen. Cristae, die Einstllpungen der inneren Mitochondrienmembran, fiihren zu einer
OberflachenvergroRerung und erhohen damit die ATP-Syntheserate.

ATP Synthase Partikel

Cristae

N\

Ribosom

Innenmembran
Aulenmembran

Abbildung 12:  Aufbau eines Mitochondriums>*

Das Zusammenspiel von oxidativer Phosphorylierung und Chemiosmosis zur ATP-Herstellung wurde
bereits 1961 von Peter Mitchell postuliert (Mitchell-Hypothese).’? Seine Entdeckung, dass der
Konzentrationsunterschied der Na*/H'-lonen inner- und auRerhalb der Matrix fiir den Antrieb der
ATP-Synthase verantwortlich ist, wurde 1978 mit dem Nobelpreis in Chemie ausgezeichnet.
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Die Atmungskette setzt sich aus vier Enzymkomplexen zusammen, die fir den Elektronentransport
verantwortlich sind und auf Grund der Protonentranslokation ein Membranpotential aufbauen, das
im letzten Schritt die ATP-Synthase zur Energiegewinnung antreibt.

Complex I

(NADH:ubiquinone oxidoreductase)

Complex 11

NADH NAD'  (Succinate:ubiquinone oxidoreductase)

Succinate Complex IT1
Fumarate (Ubiquinol:cyt.c oxidoreductase)

Complex IV

(Cytochrome ¢ oxidase)

H I

Inter-membrane
space

Inner-membrane
Matrix

Complex V

{ATP synthase) ADP+ Pi

(a) ATP

Abbildung 13:  Die Atmungskette

Der Eintritt des NADH als Wasserstoffiibertrager erfolgt an Komplex |, der NADH:Ubichinon-
Oxidoreduktase. Elektronen flieRen ausgehend von NADH (ber die prosthetischen Gruppen auf das
Ubichinon (Q), welches zu Ubichinol (QH,) reduziert wird. Pro erhaltenem NAD" wandern 3 -4 H" in
den Intermembranraum. Komplex Il, die Succinat-Dehydrogenase, stellt die Verbindung zum
Citratzyklus her. Succinat wird zu Fumarat oxidiert, wodurch Elektronen auf Q Ubertragen werden
und dessen Reduktion zu QH, ablauft. Allerdings liefert dieses Enzym keinen Beitrag zum Aufbau des
Protonengradienten. Die Cytochrom-c-Reduktase bildet den dritten Proteinkomplex. Zwei Q werden
reduziert, und 4 H' tragen zum Protonengradienten bei. Die Cytochrom-c-Oxidase bildet den vierten
Bestandteil der Atmungskette. Eine Elektronentibertragung auf O, resultiert in der Oxidation des
Cytochroms ¢ und in der Bildung zweier Wassermolekiile, wobei 4 weitere H" aus der Matrix
gepumpt werden. In Komplex V, der ATP-Synthase, erfolgt die protonenabhangige ATP-Synthese.

Organe bzw. Zellen mit einem grofRen Energiebedarf - wie Gehirn, Muskeln und speziell das Herz -
besitzen eine besonders hohe Anzahl an Mitochondrien. Hier kann das Organvolumen bis zu 36 %
aus Mitochondrien bestehen.> Folglich bieten sich die Mitochondrien als Target zur Visualisierung
des Myokards mittels PET an, da mit einer selektiven Anreicherung des Radiopharmakon zu rechnen
ist.
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1.4.2. Aufbau und Funktion des Mitochondrien-Komplexes |

Die Isolierung des groRten und kompliziertesten Enzyms der Elektronentransportkette erfolgte vor

50 Jahren.” Dennoch sind sowohl die Molekularstruktur als auch der exakte Mechanismus noch

nicht vollstandig geklart.>®>’

H* H* e W
\ }I - I\:‘A.
Pﬁ_ﬂ{_- \, _©

oooegooeoo%ep’

( 1 ’ ) P

Abbildung 14:  Schematisches Model des MC (i

Der Komplex | ist L-formig in die Membran eingebaut und setzt sich aus zwei Doméanen, die sich etwa
im 90°-Winkel zu einander befinden, zusammen: ein Arm reicht in die periphere Matrix hinein; der
andere ist vollstindig in die Membran integriert.”® Insgesamt sind in Siugetieren bis zu 46
8981 14 zentralen UE

wohingegen die Funktion der 32

Untereinheiten (UE) bekannt, die eine Gesamtmasse von ca. 1000 kDa ergeben.
kénnen bioenergetische Funktionen zugeordnet werden,®™®*
zusatzlichen UE noch ungeklart ist.*® Der periphere, hydrophile Arm besteht aus 7 Untereinheiten,
die sowohl das Bindungsmotiv des FMN, der Fe-S-Cluster als auch des NADH aufweisen.®® 52 — 59
Transmembranhelices verankern die 7 hydrophoben UE des membrangebundenen Arms in der
Lipiddoppelschicht. Obwohl alle prosthetischen Gruppen dem peripheren Arm zugeordnet wurden,

muss der Protonen-Pump-Mechanismus im hydrophoben Teil des Enzyms lokalisiert sein.®®
Die NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase ldsst sich in drei funktionelle Module unterteilen

1. Das N-Modul: Hier findet die Elektronenibertragung von NADH, Gber FMN auf die 4 Fe-S-
cluster (N3, N1b, N4, N5) statt. Es beinhaltet die 75 kDa-, 51 kDa- und 24k Da-UE.*’ Das FMN
ist nicht-konvalent an die 51-kDa UE gebunden, an deren N-Terminus die NADH-
Bindungsstelle sitzt.®®

2. Das Q-Modul: Es akzeptiert die Elektronen des N-Moduls und gibt sie Giber drei weitere Fe-S-
Cluster (N6a, N6b, N2) an das Q ab. Zusammengesetzt ist es aus der 49 kDa-, 30 kDa-, TYKY-
und PSST-UE. N2 gilt als direkter Elektroneniibertrdager auf Q und bildet in Kombination mit
der 49 kDa-UE das katalytische Zentrum.*
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3. Das P-Modul: Das P-Modul umfasst die ND1-, ND2-, ND3-, ND4-, ND4L-, ND5- und ND6-UE
und l3sst sich in eine proximale und distale Doméane untergliedern,” die von einer langen,
lateralen Helix und mehreren -Haarnadel-Helixelementen verbriickt wird.”* ND2, ND4, ND5
scheinen aus Na'/H'-Antiportern entstanden zu sein. Folglich wird ihnen die Protonen-
translokation zugeordnet.®® AuRerdem ist ein viertes Protonenpumpelement bekannt. Somit
stimmt die Anzahl der Protonenpumpelementen mit den stéchiometrisch bestimmten 4 H'

. . 58
Uiberein.

24 kDa

22.3 N module

Nib ~13¢
\ N5 —242— N7

51 kDa
19.3

75 kDa

30 kDa

49 kDa

Q module

Abbildung 15:  Untereinheiten der N- und Q-Module des MC >’

Der periphere Arm setzt sich aus N- und dem Q-Modul zusammen. Ausgehend von der Q-
Bindungstasche verkniipfen positiv und negativ geladene Reste, die auf einer Linie in der Mitte des
P-Moduls verlaufen, die Protonenpumpelemente innerhalb der Membran.”?

Konservierte Aminosduren bilden die Substratbindungstasche um die PSST- und TYKY-UE. Eine
hydrophobe Plattform aus Val-88, Val-145 und Val-460 ebnen den Zugang des Ubichinons, das an
den Tyrosinrest Tyr-144 direkt bindet. Lys-407 und Asp-458 formen eine hydrophile Region, womit
insgesamt ein enger, amphiphiler Weg fiir das Substrat Ubichinon entsteht.”> Ubichinon tritt Gber
eine Wasserstoffbriicke zwischen der phenolischen Hydroxygruppe und dem Chinoncarbonyl mit
Tyr-144 in Kontakt.”
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Abbildung 16:  Konservierte Reste in der Umgebung der N2-UE"

Der genaue Mechanismus des Enzyms war lange Zeit ungekldrt.® Konformationsidnderungen, die
von den Redoxvorgangen abhangig sind, sollen die Protonenpumpelemente indirekt oder direkt in

Gang setzen.®®””’

Ein weiterer Vorschlag war die Existenz einer inaktiven (D)/aktiven (A) Modifi-
kation des Enzyms. Die Umwandlung erfolgt durch Reduktion bzw. Oxidation, aber auch auf Grund
hoherer Temperaturen (37°C) und zweiwertiger Kationen.”® Die redoxabhingige Konformations-

anderung konnte vor kurzem bestatigt werden.”

1.4.3. Mitochondrien Komplex I-Inhibitoren

Bei Insektiziden und Akariziden, die in der Agrarwirtschaft eingesetzt werden, handelt es sich haufig
um MC I-Inhibitoren. Indem sie die Elektroneniibertragung von N2 auf die Q unterbinden, wird die

gesamte Elektronentransportkette unterbrochen.”?®

Komplex | erlangte in den 1990er Jahren ein
erneuertes Interesse, da dem Neurotoxin 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,-tetrahydropyridin (MPTP)
Parkinson-ahnliche Symptome zugeordnet werden konnten. Bedingt durch dessen Interaktion mit
dem MC | konnte gefolgert werden, dass hier auftretende Defizite an neurodegenerativen

Krankheiten und Enzephalomyopathien mitbeteiligt sind.®*

Das Substrat Q und Inhibitoren besitzen denselben Bindungsort. Innerhalb der Bindungstasche
setzen sich drei unterschiedliche, jedoch Uberlappende Bindungsstellen zu einer gemeinsamen
Bindungsdomane zusammen.” Mit dem Substrat Q konkurrieren eine Reihe hydrophober
Inhibitoren um die Anlagerung an die Bindungsdomane. Sie lassen sich in zwei® bzw. drei® Klassen
unterteilen. Bei Typ A handelt es sich um Q-Antagonisten, Typ B-Vertreter sind QH-Antagonisten,
und Typ C-Inhibitoren werden als Q-Antagonisten angesehen. Geht man von einer Unterteilung in
nur zwei Klassen aus, entspricht der kompetitive Typ A Klasse |, und Klasse Il ist mit dem nicht-

kompetitiven Typ B gleichzusetzen.‘r’g"82
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Abbildung 17:  Bindungsstellen von MC I-Inhibitoren innerhalb der Bindungsdoméne des Enzyms mit
charakteristischen Inhibitoren (adapatiert von Okun et al.>®)

Die grolRe chemische Vielfalt der MC I-Inhibitoren ldsst kaum Ruckschlisse Uber strukturelle
Anforderungen fir eine affine Enzymbindung zu. Lediglich das Vorhandensein eines Heterozyklus mit
einem langen, hydrophoben Rest stellt eine strukturelle Gemeinsamkeit dar.®* Der bekannteste
Vertreter ist das Rotenon.

Kommerziell erhiltliche Alkylaminoquinazolin-Insektizide mit sehr hohen Affinitdten zum MC | sind
SAN 548A, Sandoz (DQA) (ICso = 3,8 nM), Fenazaquin (AQ) (EL-436, DowElanco) (ICso = 4,0 nM) und
Pyridaben (NC-129, Nissan Chem), (ICso = 8,0 nM).>® Des Weiteren ist bekannt, dass Detergentien wie
Triton X-100 und Thesit ebenfalls in der Lage sind, den MC | zu inhibieren, jedoch nur im pM-
Bereich.®

Abbildung 18:  Strukturen von SAN 548 A, Fenazaquin und Pyridaben

1.4.4. [**F)Flurpiridaz

Infolge seines hohen Energiebedarfs weist das Myokard eine hohe Mitochondriendichte auf,
wodurch es sich als Target bei der Entwicklung neuer Myokardtracer anbietet. 2006 stellten Madar
et al. mit dem [*®F]Fluorbenzyltriphenylphosphium-lon den ersten '*F-markierten Herztracer vor.*®

125

Mehrere radiomarkierte Insektizide, die am MC | angreifen, wurden bereits evaluiert. [*”’I]JRotenon

zeigte in vivo eine hohere FPER und lingere Retentionszeiten als Sestamibi.?’ Sowohl **F-markiertes
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Chromen® als auch '*F-markiertes Dihydrorotenon®® eignen sich zur Myokardperfusions-Diagnostik.
2007 wurde ['®F]BMS-747158-02 als neuer Myokardtracer vorgestellt.”®®® Das Analogon des
Insektizids Pyridaben zahlt zu den MC I-Inhibitoren und wird auch als [18F]Flurpiridaz bezeichnet. Der
ICso fr [*°F]Flurpiridaz konnte tiber die spezifische Bindung an Myozyten bestimmt werden und liegt
bei 16,6 = 3 nmol/L.>*

A
|
N |c
Ny o/\@\/
0\/\18F

Abbildung 19:  Struktur von [18F]Flurpiridaz

Sowohl in Mausen,” Ratten,”> Hasen, Schweinen®® und nicht-humanen Primaten® weist
["®F]Flurpiridaz eine schnelle, selektive Anreicherung im Myokard und einen sehr niedrigen wash-out

innerhalb 120 min auf, wodurch exzellente Bilder mit niedriger Hintergrundaktivitat resultieren.

Hean

Tissue uptake (%ID/g)
[ =]

Blood Heat Lung Liver Spleen Kidney Urine Muscle Femur Brain

Kidney S

5-15 55-65

Abbildung 20:  Koronale (oben) und sagittale (unten) [18F]Flurpiridaz-PET Aufnahmen nach 5 - 15 und 55 -
65 min (links); Biodistribution in Mausen (n = 4) 60 min nach Injektion (rechts)91

Mit einer an Ratten evaluierten, blutflussunabhangigen (5-—15mL/min) FPER > 0,9 liegt eine

Linearitat zwischen Traceraufnahme und myokardialem Blutfluss vor. Folglich eignet sich
[®F]Flurpiridaz zur Aufnahme von stressinduzierter Perfusion.”® Biodistributionsstudien des

[18 99m:.

F]Flurpiridaz in Ratten zeigten nach 15 min im Vergleich zu [~"Tc]Sestamibi eine hohere
Myokardanreicherung 3,5+0,3 vs. 1,9 = 0,1 (%ID/g)), bessere Herz/Lungen-Verhiltnisse (9,5 + 0,8
vs. 2,0x0,1 (%ID/g)) sowie Herz/Leber-Verhiltnisse (2,6 +0,3 vs. 1,9 0,1 (%ID/g)). Permanente

und kurzfristige Okklusionen stellte der Fluortracer in besserem Kontrast zum umliegenden Gewebe
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als ["°NIJNH; dar. Nach Reperfusion des verengten GefiRes fand eine Redistribution des
Radiopharmakons statt.*
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Abbildung 21:  Vergleich von [13N]NH3 und [18F]Flurpiridaz bei Ratten mit Okklusion nach 15 min der
Tracerinjektion; Pfeile zeigen infarzierte Bereiche an”

Des Weiteren ergaben Untersuchungen an Ratten mit permanenter/transienter Okklusion exakte
Ergebnisse fir die Bestimmung der MyokardinfarktgroRe sowie der Funktionsbeurteilung des linken
Ventrikels.”

Die vielversprechenden praklinischen Ergebnisse haben dazu gefiihrt, dass [18F]Flurpiridaz in
Menschen evaluiert wurde. In Phase | konnte sich [18F]Flurpiridaz als sicherer, selektiver
Myokardtracer beweisen.”® Auch Studien zur Diagnostik der KHK in Phase Il ergaben
vielversprechende Resultate.”’
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Radionuklid-MPI wird seit mehreren Jahren erfolgreich eingesetzt, um minderdurchblutete
Myokardbereiche friihzeitig zu erkennen und sowohl den Krankheits- als auch den Therapieverlauf
zu prognostizieren. Die Mehrzahl der durchgefiihrten Perfusionsmessungen erfolgt mit den SPECT-

PMTclSestamibi und [*°™Tc]Tetrofosmin. lhre Markierungsvorlaufer sind in Kit-Form

Tracern |
erhdltlich und ergeben in Kombination mit dem Generatornuklid PMTe eine Verbindung, deren
Handhabung und Verfiigbarkeit einen flaichendeckenden Einsatz ermdglicht. PET-Tracer hingegen
erlauben quantitative Aussagen beziglich der Myokardperfusion. [*N]NH; und [*°O]H,0 sind haufig
verwendete MPI-Tracer, deren sehr kurze Halbwertszeiten allerdings eine unmittelbare Nahe
zwischen Synthese- und Applikationsort vorraussetzen. ®RbCl ist bedingt durch seine niedrige FPER
nur eingeschrankt fur quantitative Flussanalysen geeignet. ['*F]Flurpiridaz besitzt hervorragende

Eigenschaften als MPI-Tracer.

®8Ga ist Uber den *®Ge/*®®Ga-Radionuklidgenerator verfiigbar. ™ Tc-analoge Vorlauferkits sind bereits
aus der Octreotidsynthese bekannt, und ihre Handhabung ist seit mehreren Jahren in medizinischen
Zentren etabliert. Folglich ist die Entwicklung eines generatorproduzierten PET-MPI-Tracers von
groflem Interesse.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Synthese eines makrozyklischen MPI-Tracers fiir das PET-Nuklid **Ga,
der in Kit-Form die flichendeckende Versorgung mit einem quantitativen MPI-Tracer gewahrleisten
konnte. Als Targeting-Vektor wird die Pyridabeneinheit des [18F]Flurpiridaz gewahlt, da dieser Tracer
alle die von Glover und Gropler®® beschriebenen Kriterien eines idealen MPI-Tracers erfullt.”®

Die organische Synthese des makrozyklischen MPI-Tracers setzt sich aus vier Komponenten
zusammen:

1. Der bifunktionelle Chelator:

Seit vielen Jahren hat sich der Einsatz makrozyklischer, polydenter Liganden fir *®Ga
bewahrt. Sowohl NODAGA als auch DOTA bilden mit ®®Ga thermodynamisch stabile und
kinetisch inerte Komplexe. Die selektive Anbindung an einen TV erfordert das Vorhandensein
einer kopplungsfihigen, funktionellen Gruppe. Hierfiir kommen NODAGA/DOTA-Derivate
mit einer freien Carbonylgruppe in Frage, die mit primdren Aminen unter Verwendung von
Kopplungsreagenzien zu Amidbindungen umgesetzt werden kénnen. Aulerdem eignen sich
Aktivester, die ebenfalls selektiv mit primaren Aminen reagieren. Ungeeignet hingegen sind
Esterbindungen, da in vivo haufig eine Metabolisierung durch Esterasen stattfindet. Eine
weitere Moglichkeit ist die Alkylierung des Polyamingeriistes mit dem entsprechenden TV.
AulRerdem kann die Ladung des Gesamtkomplexes durch die Anzahl an Sauregruppen am
Cyclen variiert werden: ®Ga-DOTA ist einfach negativ, ®®Ga-DO3A neutral und **Ga-DO2A
einfach positiv geladen.

Folglich sollen

* Stabile NODAGA- und DOTA-TV-Strukturen synthetisiert werden, die eine
Temperaturvariation bei der Radiomarkierung ermdglichen.
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2.

¢ der Einfluss der Ladung evaluiert werden, indem sowohl neutrale als auch einfach
positiv geladene Komplexe hergestellt werden. Das bestehende Membranpotential
in den Myozyten beglinstigt die Aufnahme positiv geladener Strukturen.

* ein bzw. zwei TVen angekniipft werden, um so den Effekt der Multivalenz zu testen.
Hierbei geht man davon aus, dass das Einbringen von mehreren TVen in einem
Molekil die Wahrscheinlichkeit seiner Bindung an die biologische Zielstruktur
erhoht. Dies lasst sich einerseits mit einer groReren Konzentration des TV an der
Zielstruktur erkldaren (Konzentrationseffekt; statistischer Effekt). Andererseits wird
auch eine gleichzeitige Bindung des dimeren Molekiils an zwei benachbarte

Zielstrukturen diskutiert (multivalente Bindung).***%

Der Linker:

Bei unmittelbarer Nachbarschaft beider Strukturen besteht die Gefahr des
Affinitatsverlustes. Sterische Hinderung durch den relativ groRen Liganden kann eine
erschwerte Anlagerung des TVs in der Enzymbindungstasche zur Folge haben. Um den
Abstand zwischen TV und Chelator zu vergréBern, wird meist ein Linker eingebaut. Zusatzlich
zur Abstandsverlangerung dient der Linker zur Modifikation der pharmakokinetischen
Eigenschaften. Polyethylenglykol (PEG)-Strukturen werden eingesetzt, um die Polaritat des
Molekiils zu erhéhen. Je mehr PEG-Einheiten verwendet werden, desto ausgepragter ist der
polare Charakter der resultierenden Verbindung. Alkylketten hingegen erhdhen die
Lipophilie des Molekiils.

Daher gilt es, den Einfluss des Linkers hinsichtlich folgender Merkmale zu untersuchen:

* Lange: Variationen der AbstandsgroBe (kurz vs. lang) ermoglichen die Evaluierung
der sterischen Hinderung beziglich der Affinitat des Komplexes.

* Typ: Die Auswirkungen der Art des gewdhlten Linkers lassen sich durch den Vergleich
zwischen polaren, hydrophilen PEG-Einheiten und unpolaren, lipophilen Alkylketten
nachvollziehen. Zusatzlich spiegelt sich die Anzahl der jeweiligen Einheiten in der
Lipophilie wider. Diese hat ebenfalls einen Effekt auf die Mitochondrienaufnahme:
lipophile Verbindungen sind in der Lage, die Lipiddoppelschicht zu durchqueren.

Der TV:

Insektizide, die als MC I-Inhibitoren agieren, eignen sich als myokardiale TVen und wurden in
87789 Dje Struktur des Pyridabens soll als TV
eingesetzt werden, da das fluormarkierte Derivat [18F]Flurpiridaz bereits gezeigt hat, eine

der Literatur als potente MPI-Tracer beschrieben.

KHK spezifisch identifizieren zu kénnen.”’

Die Kopplung von BFC und TV:

Um eine Kopplung an den Chelator durchfiihren zu kdnnen, muss zunachst eine Modifikation
erfolgen. Purohit et al. stellten 2008 systematische Struktur-Affinitatsbeziehungen auf, die
die pharmakophoren Reste im Pyridaben identifizierten.'® Veranderungen an der tert-butyl
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192 Auch das Chloratom zihlt zu den

Gruppe am Pyridazinon resultieren in Affinitatsverlusten.
affinen Merkmalen. Das Heteroatom im Linker kann variiert werden; Schwefel ist durch
Sauerstoff ohne groBe Affinitdtsverluste ersetzbar. Die Benzylverknipfung zwischen
Heteroatom und Linker muss erhalten bleiben. Eine zusatzliche Methylengruppe reduziert
die Affinitat deutlich. Strukturelle Verdanderungen werden an der Benzylgruppe toleriert,

solange eine Substitution mit einer Alkyleinheit in para-Stellung erfolgt."*

@ I

AN
v

N 3 O
Abbildung 22:  Pharmakophore Reste des Pyridabens

Bei der Synthese des TV missen folglich bestimmte Affinitdtsanforderungen erfillt werden:

* Eine Anbindung des Linkers kann ausschlieBlich am Benzylring in para-Stellung
vorgenommen werden.

* Die Modifikation zur Kopplung mit dem Liganden muss endsténdig am Linker erfolgen.

* Nach der Kopplung durchgefiihrte Reaktionen miissen mit der Stabilitdat des TVs kompatibel

sein.

Die erhaltenen TV-Chelatoren-Strukturen sollen auf ihre Affinitdt gegentiber MC | getestet werden.
Anhand der ICso-Werte ist die Aufstellung von Struktur-Affinitdts-Beziehungen moglich. Zuséatzlich
muss die Lipophilie der *®*Ga-Komplexe ermittelt werden, da diese ebenfalls Einfluss auf das
Bindungsvermogen hat. AuRerdem ist die Optimierung der Radiomarkierung mit ®*Ga notwendig, um
eine maglichst hohe spezifische Aktivitit zu erzielen. Stabilititstests der erhaltenen ®*Ga-Komplexe
sind vor der Durchfiihrung von Tier-uPET-Studien unabdingbar. Mittels dieser Evaluierungen soll die
potenteste Struktur identifiziert und in vivo auf ihre Akkumulation im Myokard getestet werden.
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Abbildung 23:

Zielstrukturen: neutrale NODAGA- und DOTA-TV-Komplexe (oben) und einfach positiv

TV,

TV,

Llnker\ )ﬂ /\ /\(

’\/ \_/ X
} “Linker- TV

geladene mono- und dimere-DO2A-TV-Komplexe (unten)
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3. Ergebnisse und Diskussion

Es konnten erfolgreich 16 neue makrozyklische Pyridaben-MPI-Tracer synthetisiert werden, die nach
Markierung mit dem PET-Nuklid ®%Ga fur die myokardiale Diagnostik geeignet sein konnen. Alle
Derivate wurden nach HPLC-Aufreinigung hinsichtlich Radiomarkierung, in vitro-Stabilitat, Lipophilie
sowie MC I-Affinitdt evaluiert. Anhand dieser Daten konnten die potentesten Derivate identifiziert
und in biologischen Studien auf ihr in vivo- und ex vivo-Verhalten getestet werden. p-PET-
Untersuchungen an Ratten sowie Biodistributionsanalysen erfolgten. Die daraus erhaltenen
Ergebnisse ermoglichten Rickschlisse auf Struktur-Affinitdtsbeziehungen innerhalb der neuen
Klasse an Myokardtracer. Hierbei spielte die systematische Variation struktureller Einheiten eine
bedeutende Rolle.

Tabelle 3: Name und Struktur der synthetisierten Markierungsvorlaufer
Verbindung Struktur
S
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3.1. Organische Synthesen

Die praparative Synthese der makrozyklischen Pyridaben-MPI-Tracer setzte sich aus mehreren
Einzelsynthesen zusammen. Zunachst war es notwendig, den Pyridaben-Grundkorper, an den die
Linkervariationen gekoppelt werden konnten, herzustellen. Die Modifikation der endstandigen
funktionellen Gruppe zur Umsetzung mit dem Chelator erfolgte je nach Bedarf des entsprechenden
Kopplungstyps. Als Liganden des ®*Ga wurden zum einen DOTA- bzw. NODAGA-NHS-Ester eingesetzt,
die selektiv mit primaren Aminen reagieren. Hieraus ergaben sich bei der ®*Ga-Markierung neutrale
Komplexe. Eine Myokardanreicherung der Komplexe basierte in diesem Fall ausschlieBlich auf dem
Vorhandensein des myokardaffinen TVs. Zusatzlich wurden sowohl mono- als auch dimere
Alkylierungen eines DO2A-Derivats mit den entsprechenden Pyridaben-Alkyl-Bromiden
durchgefihrt. Die Verwendung der Leitstruktur des DO2A resultierte nach der Umsetzung mit ®*Ga in
einfach positiv geladenen Komplexen. Eine Akkumulation sollte durch zuséatzliches Ausnutzen des
Membranpotentials erfolgen. Somit vereinten die DO2A-Derivate zwei Myokard-dirigierende
Faktoren gleichzeitig in einem Molekil: die Ladung und den TV.

3.1.1. Synthese des Heterozyklus DCP 2

Allen makrozyklischen Pyridaben-Tracern diente das Pyridazin-Derivat DCP 2 als Ausgangsstoff fiir

\|/

die Synthese der verschiedenen TV-Strukturen.

0
b) N__O
o} a) HO—_9~_0 N’
a  a L
1 2

Abbildung 24:  Synthese des DCP 2: a) MnO,, HCl, 60°C, 45 %; b) tert-Butylhydrazinhydrochlorid, Na,COs,
40°C,4 h,59%

Nach einer Vorschrift von Mou et al.’®

erfolgte zunachst die Oxidation von Furfurylaldehyd in
Anwesenheit von konzentrierter Salzsaure durch Braunstein. Das dichlorierte Produkt 1 konnte in
Ausbeuten von 45 - 60 % gewonnen werden. Als maximale AnsatzgroRe wurde 10 g des Furfuryl-
aldehyds gewadhlt, da die Reaktion stark exotherm verlief und gréRere Eduktmengen die
Reaktionsfihrung deutlich erschwert hatten. Die anschlieBende Umsetzung mit tert-
Butylhydrazinhydrochlorid in schwach basischer Losung bei 40°C ergab mit 48 - 59 % DCP 2. Die
Gesamtausbeute von nur 27 % (ber beide Stufen stellte, obwohl das DCP 2 als Grundbaustein aller
Pyridaben-Derivate diente, kein Problem dar. Kostenglinstige Edukte sowie die unkomplizierte
Reaktionsfiihrung ohne sdulenchromatographische Aufreinigung erlaubten eine schnelle Resynthese

bei Bedarf.
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3.1.2. Synthese des Pyridaben-Derivats HB-P20OP 13

Bereits im ersten Syntheseschritt erfolgte die Kopplung zwischen der Linkereinheit und dem
Benzylgeriists des Pyridabens. Das Einflihren der pharmakophoren Struktur DCP 2 geschah erst am

Syntheseende.
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Abbildung 25:  Synthese des HB-P20OP-Derivats 13
a) Chlorethoxyethanol, K,COs, 70°C, 24 h, 74 %; b)TBDPSCI, DMF, Imidazol, 80°C, 4 h, 78 %; c)
TBDMSCI, DMF, Imidazol, 80°C, 4 h, 48 %; d) LiAlH,, Et,0, RT, 2 h, 79 %,; e) LiAlH,, Et,0, RT, 2
h, 82 %; f) DCP, DMF, Cs,COs, 60°C, 12 h, 19 %; g) DCP, DMF, Cs,COs, 60°C, 12 h, 79 %; h)
TBAF, THF, RT, 2 h, 70 %; i) MsCl, DMF, Et3N, RT,2 h, 77 %; j) NaN3, DMF, RT, 12 h, 52 %; k)
PhsP, THF, H,0, RT, 12 h, 80 %
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Methyl-4-hydroxybenzoat wurde zundchst in einer nukleophilen Substitution mit 2-(2-
Chlorethoxy)ethanol zu 3 mit 74 % umgesetzt. Vor der Esterreduktion musste am freien Alkohol eine
Schutzgruppe eingefiihrt werden. Sowohl tert-Butyldiphenylsilylchlorid (TBDPSCI) als auch tert-
Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSCI) kamen als Silylschutzgruppe zum Einsatz, sodass die geschitzten
Alkohole 4 und 5 in Ausbeuten von 78 und 72 % gewonnen werden konnten. Mit Lithium-
aluminiumhydrid wurde im nachsten Schritt der Methylester reduziert und ergab die Benzylalkohole
6 und 7 mit 79 und 82 % Ausbeute. Die anschlieBende Umsetzung mit dem Pyridazin-Derivat 2
verlief fur die unterschiedlich geschiitzten Verbindungen inkongruent. In Dimethylformamid mit
Casiumcarbonat als Base wurde die nukleophile Substitutionsreaktion des Heterozyklus 2 mit den
Benzylalkoholen 6 bzw. 7 durchgefiihrt. Das TBDMS-geschiitzte Derivat 8b konnte nach 12 h
Refluxieren in Ausbeuten von 73 % erhalten werden. Die Reaktion zwischen DCP 2 und dem TBDPS-
geschiitzten Benzylalkohol 6 konnte trotz Screenings bezliglich Art der Base, Basenmenge,
Temperatur, Losemittel und Reaktionszeit lediglich Ausbeuten von max. 19 % erzielen. Es wurde

104 .
auch das sterisch anspruchsvollere

neben der literaturbeschriebenen Schutzgruppe TBDMSCI
TBDPSCI verwendet, da es eine hohere Basenstabilitdt aufweist als das raumlich kleinere TBDMSCI.
Allerdings schienen die zwei Phenyleinheiten die Reaktion mit 2 fast vollstdandig zu unterdriicken. Da
keine Stabilitdtsprobleme der Schutzgruppe bei Einsatz von Casiumcarbonat auftraten, wurde
daraufhin ausschlielich das TBDMS-geschiitzte Derivate 8b hergestellt. Die Entschitzung mit
Tetrabutyl-ammoniumfluorid in Tetrahydrofuran zu den freien Alkoholen 9a und 9b verlief mit
Ausbeuten von 70 und 68 %. Das Einfihren der Mesylabgangsgruppe ergab die mesylierte
Verbindung 11 mit 77 % Ausbeute. Um fiir die NHS-Ester-Umsetzung ein Amin-Derivat zu generieren,

1% zunichst eine nukleophile Substitution des Tosyl-Derivats 11 mit

erfolgte nach Sawicki et al.
Natriumazid zu dem entsprechenden Azid 12 in 52 %iger Ausbeute. Die Reduktion des Azids 12 zu
dem Amin 13 wurde mit Triphenylphosphin in wassrigem Medium durchgefihrt und ergab das

Produkt mit einer Ausbeute von 80 %.

3.1.3. Synthese des Pyridaben-Benzylbromids 16

Um auf kiirzerem Weg eine groRere Anzahl an Pyridaben-Derivaten synthetisieren zu kénnen, wurde
die Herstellungsmethode aus dem Patent PCT/US2011/024109 verwendet.'®
der Einsatz des symmetrischen 1,4-Phenylendimethanols als Benzyleinheit, da somit auf aufwendige

Von Vorteil war hier

Schutzgruppenchemie wie bei Mou et al. verzichtet werden konnte. Nach nur zwei Synthese-
schritten war die Anknipfung verschiedener Linkerstrukturen moglich.

T . L NN

—_— Lo - = Lo
2l NS0 NS>0
cl OH Br
2 15 16

Abbildung 26:  Synthese des Pyridaben-Benzylbromids 16
a) 1,4-Phenylendimethanol, DMF, Cs,CO3, 65°C, 6 h, 63 %; b) PBr;, DCM, RT, 1 h, 78 %
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1,4-Phenylendimethanol wurde im 5-fachen Uberschuss vorgelegt. Die Addition von 2 erfolgte
tropfenweise bei 65°C innerhalb von 2 h, um eine Di-Substitution zu minimieren. Nach saulen-
chromatographischer Aufreinigung konnte das Edukt zu groRen Teilen wieder erhalten werden. Die
Umsetzung mit Phosphortribromid ergab das Pyridaben-Benzylbromid 16 in Ausbeuten von 78 %.
Der Grundkorper 16 diente als Ausgangsverbindung sowohl fiir die Herstellung der Pyridaben-Bn-O-
PEG-DOTA-Derivate, des Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivats und des Pyridaben-Bn-N-C,-DOTA-
Derivats als auch fiir die Synthesen der Pyridaben-Bn-0O-Cs/Cy,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cg/C1,-
DO2A-Derivate. Die Benzylbromid-Einheit eignete sich hervorragend in der Durchfiihrung
nukleophiler Substitutionen. lhre Reaktivitat lasst sich mit dem Vorhandensein des Broms als ideale
Abgangsgruppe erklaren.

3.1.4. Synthese der Pyridaben-Bn-PEG-DOTA- und Pyridaben-Bn-PEG-NODAGA-Derivate und des
Pyridaben-Bn-N-C,-DOTA-Derivats

3.1.4.1. Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-Hydroxyl-Derivate 17-19

Die Umsetzung des Pyridaben-Benzylbromids 16 mit Polyethylenglykoleinheiten unterschiedlicher
Lange generierte in unkomplizierten Synthesen die Pyridaben-Bn-O-PEG-Hydroxyl-Derivate 17, 18
und 19. Um den Einfluss des Linkers evaluieren zu koénnen, wurden Mono-, Di- und
Tetraethylenglykol verwendet. Somit war es zum einen moglich, den Einfluss des Abstands zwischen
Chelator und TV auf die Enzymaffinitdt zu untersuchen. Zum anderen wurden verschieden polare
Strukturen erhalten, die eine Analyse hinsichtlich Lipophilie/Hydrophilie erlaubten.

a)
o) b) 0
>|\N a <) ﬁ\w al
g — N
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Abbildung 27:  Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-Hydroxyl-Derivate 17, 18 und 19
a) Ethylenglykol, KOtBu, THF, 60°C, 18 h, 58 %; b) Diethylenglykol, KOtBu, THF, 60°C, 18 h,
68 %; c) Tetraethylenglykol, KOtBu, THF, 60°C, 18 h, 62 %

Der jeweilige Glykol 17, 18 und 19 wurde mit Kalium-tert-Butanolat versetzt und das Pyridaben-
Benzylbromid 16 als Losung addiert. Um eine Mono-Substitution zu favorisieren, war ein 100-facher
Uberschuss des Glykols notwendig. Da es sich bei den verwendeten Edukten um kostengiinstige
Standardchemikalien handelte, konnte dies ohne Rickgewinnung erfolgen. Die Pyridaben-Bn-O-PEG-
Hydroxyl-Derivate 17, 18 und 19 wurden nach sdulenchromatographischer Aufreinigung in
Ausbeuten von 58, 68 und 62 % erhalten.
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3.1.4.2. Synthese der Pyridaben-Bn-PEG-Amino-Derivate 28-30

Fiir die geplante Umsetzung mit dem DOTA- und NODAGA-NHS-Ester war es erforderlich, die
Alkohole 17, 18 und 19 in primare Amine umzuwandeln. Zunachst wurden die Pyridaben-Bn-O-PEG-
Hydroxyl-Derivate 17, 18 und 19 in hohen Ausbeuten mesyliert, sodass im Anschluss fir die
nukleophile Substitution mit Natriumazid eine geeignete Abgangsgruppe vorhanden war. Die
Reduktion der Azide 25, 26 und 27 in wassriger Losung mit Triphenylphosphin ergab die
entsprechenden Amine 28, 29 und 30 mit Ausbeuten von 51, 53 und 78 %.
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gee Iaeq
N 0 e Ny o
/\©\(/0\/>X\OH /\©\40\/);0Ms
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30x=4 27x=4

Abbildung 28:  Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-Amino-Derivate 28, 29 und 30
a) MsCl, CH,Cl,, Et3N, RT, 12 h, 81 - 89 %; b) NaN3, DMF, RT, 12 h, 65 - 72 %; c) PhsP, THF, H,0,
RT,12h,51-78%

3.1.4.3. Synthese des Pyridaben-Bn-N-C;-Amino-Derivats 31

AuBerdem erfolgte die Reaktion des Pyridaben-Benzylbromids 16 mit 1,4-Diaminobutan. Somit
konnte unter Verwendung des Diaminoalkyl-Linkers in einer Einstufen-Synthese ein unpolareres
Derivat synthetisiert werden. Zuséatzlich dirfte das sekundare, benzylische Amin unter
physiologischen Bedingungen in protonierter Form vorliegen, woraus ein positiv geladenes Molekdil
resultiert. Folglich konnte mit dem Pyridaben-Bn-N-C4-Amino-Derivat 31 im direkten Vergleich zu
den Pyridaben-Bn-O-PEG-Amino-Derivaten 28, 29 und 30 eine lipophilere Struktur hergestellt
werden.
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Abbildung 29:  Synthese des Pyridaben-Bn-N-C4-Amino-Derivats 31
a) 1,4-Diaminobutan, THF, RT, 12 h, 56 %

3.1.4.4. Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivate VN68.MZ, VN73.MZ, VN79.MZ und
VN94.MZ und des Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivats VN108.MZ und des Pyridaben-
Bn-N-C,-DOTA-Derivats VN110.MZ

Als kopplungsfahige, makrozyklische Chelatoren wurden die DOTA- und NODAGA-NHS-Ester
gewadhlt. Ihr Vorteil ist die selektive Reaktion des Aktivesters mit primdaren Aminen zu Amiden.
Zusatzlich war es notwendig, bereits entschiitzte Chelatoren zu verwenden, da die kommerziell
erwerblichen DOTA- und NODAGA-Derivate ausschlieflich in Form von tert-Butylestern erhéltlich
sind. Ein einmaliger Reaktionsansatz zeigte jedoch, dass die Pyridazin-Einheit nicht mit der
erforderlichen Trifluoressigsdure-Entschiitzung kompatibel ist. Der tert-Butylrest am Pyridazin-
Stickstoff wird unter stark sauren Bedingungen ebenso abgespalten wie die Esterfunktion.

Die Umsetzungen von NHS-Ester und Pyridaben-Aminen erfolgte in trockenem Dimethylformamid
mit Triethylamin als Base. VN68.MZ 32, VN73.MZ 33, VN79.MZ 34, VN94.MZ 35, VN110.MZ 36 und
VN108.MZ 37 konnten nach semi-prdparativer HPLC-Aufreinigung in Ausbeuten von 29 - 73 %
erhalten werden.
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Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivate VN68.MZ, VN73.MZ, VN79.MZ und
VN94.MZ, des Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivats VN108.MZ und des Pyridaben-Bn-N-
C,-DOTA-Derivats VN110.MZ

a) 28, DMF, Et3N, RT, 12 h, 50 %; b) 29, DMF, Et3N, RT, 12 h, 53 %; c) 30, DMF, Et3N, RT, 12 h,
78 %; d) 13, DMF, Et3N, RT, 12 h, 29 %; e) 31, DMF, EtsN, RT, 12 h, 48 %
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3.1.5. Synthese des ['®F]Flurpiridaz-Markierungsvorldufers 20 und des kalten Standards
[**F)Flurpiridaz 21

Um die Vergleichbarkeit der geplanten in vitro- und in vivo-Evaluierungen gewahrleisten zu kénnen,
wurde sowohl der '®F-Markierungsvorlaufer 20 fir die '°F-Fluorierung zur Herstellung des

["®F]Flurpiridaz als auch die inaktive Referenzsubstanz [*°F]Flurpiridaz 21 synthetisiert.
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Abbildung 31:  Synthese des ["°F]Flurpiridaz 21 und 18F-Markierungsvorl'aiufers 20
a) MsCl, CH,Cl,, DIPEA, DMAP, RT, 2 h, 80 %;
b) DAST, 0°C, CH,Cl,, RT, 30 min, 50 %

3.1.6. Synthese der Pyridaben-Bn-0-C¢/Ci,-, Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C1,-DO2A-Derivate und der
Pyridaben-Bn-0-C¢-DOTA- und Pyridaben-Bn-O-C;-NODAGA-Derivate

Die Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivate, das Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivat und das
Pyridaben-Bn-N-C4,-DOTA-Derivat besitzen mit dem Insektizid als TV eine myokardaffine Einheit, die
eine Herzakkumulation allein bewirken sollte. Nach der ®*Ga-Markierung entstehen neutrale

PMTc-Tracern Sestamibi und Tetrofosmin ist bekannt, dass eine Myokard-

Komplexe. Von den
anreicherung auf Grund der positiven Komplexladung erfolgt. Hierfiir ist das bestehende Membran-
potential verantwortlich. Da im Cytosol ein negatives und im Extrazellularraum ein positives
Potential vorliegt, diffundieren positiv geladene Substanzen entlang des Konzentrationsgefalles in
die Zelle hinein. Daher sollten einfach positiv geladene ®Ga-Chelat-Strukturen generiert werden, um
einen eventuell vorhandenen, zusatzlichen Einfluss der positiven Komplexladung evaluieren zu
konnen. Eine geeignete makrozyklische Leitstruktur zur Synthese geladener DOTA-Derivate ist DO2A.
Die zwei freien Ring-Stickstoffe erlauben das Einbringen des TVs in Form einer Alkylierungsreaktion.
Uber eine stéchiometrische Reaktionsfiihrung ist es auRerdem méglich, sowohl ein mono- als auch
ein di-alkyliertes DO2A-Derivat zu erhalten. Dies sollte nach dem beschriebenen Effekt der

99,100

Multivalenz die Bindungswahrscheinlichkeit an der Zielstruktur erhéhen. Zusatzlich erlaubt der

Einsatz verschiedener Linkerlangen (Cs und Cy;) den Einfluss des Abstands auf die MC I-Affinitdt zu
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evaluieren. Eine weitere Variation wurde durch unterschiedliche Heteroatome (N und O) zwischen
der Pyridaben-Bn- und Linkereinheit erzielt. Der Einsatz von Alkyl-Linkern anstatt PEG-Linkern sollte
eine Erhéhung der Lipophilie im Vergleich zu den Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivaten und dem
Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivat bewirken.

3.1.6.1. Synthese des DO2A-(OMe), 40

Die einzelnen Aufreinigungsschritte zwischen den Synthesestufen erfordern geschiitzte Cyclen-
Derivate, da ansonsten Saulenchromatographien nur unter erschwerten Bedingungen durchgefiihrt
werden kénnen. Daher erfolgte zuerst die Synthese des DO2A-Derivats 40, dessen Carboxylgruppen
als Methylester vorlagen. Diese ermdglichten eine Entschiitzung unter basischen Bedingungen, die

107 108

mit der Stabilitdt des Pyridazins kompatibel war. Anhand der von Kline et al.”™" und Kalesse et al.

publizierten Methoden wurde die DO2A-(OMe),-Synthese durchgefiihrt.

NH HN a) ! R
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NH HN NH N
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Abbildung 32:  Synthese des DO2A-(OMe), 40
a) Benzylchlorformiat, Wasser, pH 3, RT, 15 h, 95 %;
b) Methylbromacetat, MeCN, DIPEA, 40°C, 12 h, 58 %; c) 10 % Pd/C, MeOH, RT, 3 h, quant.

Die Umsetzung von Cyclen mit Benzylchlorformiat in wassriger Losung bei pH 3 ergab selektiv das di-
benzylgeschiitzte Cyclen-Derivat 38 in quantitativen Ausbeuten. AnschliefRende Alkylierung mit
Methylbromacetat bei 40°C fir lieferte in 63 - 74 %iger Ausbeute das alkylierte Produkt 39. Generell
eigneten sich DCM/MeOH-Mischungen zur Separation verschieden substituierter Cyclen-Derivate.
Bei 39 jedoch konnte keine vollstandige Aufreinigung in diesem System erreicht werden. Mit einer
mobile Phase aus EA/Hex (3:1) wurde eine effektive Trennung zwischen dem di-alkyliertem Produkt
und dem monoalkyliertem Nebenprodukt erzielt. Die katalytische Hydrierung des dibenzyl-
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geschiitzten Cyclen-Derivats 39 mit 10% Pd/C ergab das DO2A-(OMe), 40 in quantitativen
Ausbeuten. Das erhaltene DO2A-(OMe), 40 konnte flr die Alkylierung mit Pyridaben-Brom-Derivaten
eingesetzt werden.

3.1.6.2. Synthese der Pyridaben-Bn-0-Cs/Cy,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C1,-Brom-Derivate und
des Pyridaben-Bn-0O-Cs-Amin-Derivats

Zur Untersuchung des Einflusses des Heteroatoms zwischen Benzylgruppe und Linker wurden
Pyridaben-Bn-0-C¢/C1,- sowie Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/Cy,-Derivate synthetisiert. Der Pyridaben-
Benzylalkohol 15 diente als Grundk&rper, der mit der entsprechenden Linkereinheit umgesetzt
wurde.

3.1.6.2.1. Synthese der Pyridaben-Bn-0-C¢/Cy,-Brom-Derivate 41 und 42

Die Deprotonierung des Pyridaben-Benzylalkohols 15 erfolgte mit 60 %igem NaH in DMF bei 0°C. Das
jeweilige Dibromalkan wurde langsam addiert und die Reaktionsmischung bei RT fiir 8 h gerihrt.
Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung konnten die Pyridaben-Bn-0O-Cs/Cy,-Brom-Derivate
41 und 42 in Ausbeuten von 33 und 20 % erhalten werden. Als Grund fir die relativ geringen
Ausbeuten ist die ablaufende Di-Substitution des Dibromalkans zu nennen. Die Reaktion verschob
sich mit zunehmender Kettenldnge des Dibromalkans zur Bildung des Nebenprodukts (NP), da der
grofRere Abstand eine verringerte sterische Hinderung bewirkte. Um die Reaktion in Richtung des
gewdlinschten Produkts zu verschieben, ware es glinstiger gewesen, das Dibromalkan vorzulegen, um
einen Uberschuss des Pyridaben-Benzylalkohols 15 in der Lésung zu vermeiden.
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Abbildung 33:  Synthese der Pyridaben-Bn-0-C¢/C,,-Brom-Derivate 41 und 42
a) 1,6-Dibromhexan, DMF, 0°C, 60 % NaH, RT, 8 h, 33 %;
b) 1,6-Dibromdodecan, DMF, 0°C, 60 % NaH, RT, 8 h, 20 %
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3.1.6.2.2. Synthese des Pyridaben-Bn-O-C¢-Amin-Derivats 44

Um einen direkten Vergleich zwischen PEG- und Alkyl-Linker vornehmen zu kénnen, wurde das

Pyridaben-Bn-0-Cs-Bromid 41 nach Sawicki et al.'® in das primare Amin 44 Gberfiihrt.
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Abbildung 34:  Synthese des Pyridaben-Bn-O-C¢g-Amin-Derivats 44
a) NaN3, DMF, RT, 12 h, 55 %; b) PH3P, THF, Wasser, RT, 12 h, 75 %

3.1.6.2.3. Synthese der Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C1,-Brom-Derivate

Die Herstellung der Pyridaben-Bn-N-Cs/C1,-Brom-Derivate bedurfte mehrerer Syntheserouten, da die
anschlieRende Umsetzung mit DO2A-(OMe), zu Problemen fiihrte. Generell sollte das Pyridaben-
Benzylbromid 16 mit einem Aminoalkohol umgesetzt und die endstandige Hydroxyl-Funktion mittels
Appel-Halogenierung in das entsprechende Brom-Derivat tiberfiihrt werden.

Syntheseroute A: Synthese des Pyridaben-Bn-N-C¢s-Brom-Derivats 44b

Der erste Ansatz bestand in der mono-N-Alkylierung des 6-Amino-1-hexanols mit dem Pyridaben-
Benzylbromid 16 in Acetonitril und Kaliumcarbonat als Base. Nach 12 h Riihren bei 40°C und
saulenchromatographischer Aufreinigung konnte das Pyridaben-Bn-N-Cg-Hydroxy-Derivat 44b mit
31 % isoliert werden. Als unerwiinschtes Nebenprodukt konnte die di-N-alkylierte Verbindung
identifiziert werden. Die anschlieBRende Bromierung mit Tetrabrommethan und Triphenylphosphin
nach Appel gelang in guten Ausbeuten. Bei Reaktion mit DO2A-(OMe), 40 konnte jedoch keine
Alkylierung festgestellt werden. Sowohl die Analyse mittels LC-MS als auch per "H-NMR identifizierte
ein intramolekulares Cyclisierungsprodukt. Das reaktive sekunddre Amin reagierte mit dem
endstandigen Bromid zu einem Aminocycloheptan NP.
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Abbildung 35:  Route A: Synthese des Pyridaben-Bn-N-C¢-Brom-Derivats 44b mit NP
a) 6-Amino-1-hexanol, MeCN, K,COs, 40°C, 12 h, 31 %; b) CBr4, DCM, Ph3P, RT, 30 min

Verschiedene Reaktionsbedingungen hinsichtlich Temperatur, Basenzusatz, Verdiinnung und Reak-
tionszeit wurden evaluiert. Die Cyclisierung konnte allerdings nicht verhindert werden. Das sich
bevorzugt bildende Aminocycloheptan korrelierte mit der Bildungstendenz fir Siebenringe von ca.
90 % nach Thorpe-Ziegler-Bedingungen — auch wenn hierbei die Reaktion von a,w-Dinitrilen
beriicksichtigt wird.

Syntheseroute B: Synthese des Pyridaben-Bn-N(Cbz)-Cs-Brom-Derivats 46b

Um den Ringschluss zu verhindern, erfolgte in der Syntheseroute B die Einflihrung einer
Schutzgruppe am sekundaren Amin des Pyridaben-Bn-N-Cg-Hydroxy-Derivats 44. Die Umsetzung mit
Benzylchlorformiat (CBzCl) ergab das CBz-geschiitzte 46 in nahezu quantitativen Ausbeuten.
Allerdings konnte der endstiandige Alkohol weder nach Appel noch unter Verwendung von
Phosphortribromid oder N-Bromsuccinimid in das Bromid Uberfiihrt werden. Folglich unterbindet die
CBz-Schutzgruppe durch sterische Hinderung die Bromierung.
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Abbildung 36:  Route B: Synthese des Pyridaben-Bn-N(CBz)-Cs-Brom-Derivats 46b
a) Benzylchlorformiat, 0°C, 1,5 h, 86 %

Syntheseroute C: Synthese der Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C,,-Brom-Derivate 51 und 52
Als Alternative zur CBz-Schutzgruppe erfolgte die Synthese der benzylgeschiitzten Pyridaben-Bn-
N(Bn)-C¢/C1,-Brom-Derivate 51 und 52. Hierfiir wurde der entsprechende Aminoalkohol nach einer

Vorschrift von Del Valle et al.*®

zunachst mit einer reduktiven Aminierung unter Verwendung von
Benzaldehyd und Natriumborhydrid mono-benzyliert. Die N-benzylgeschiitzten Aminoalkohole 47
und 48 konnten in Ausbeuten von 46 und 42 % isoliert werden. Die anschlieRende nukleophile
Substitutionsreaktion mit dem Pyridaben-Benzylbromid 16 in Acetonitril/Kaliumcarbonat lieferte
nach 2 h Rihren bei 55°C und sdulenchromatographischer Aufreinigung die Pyridaben-Bn-N(Bn)-
Cs/C1-Hydroxy-Derivate 49 und 50 in Ausbeuten von 50 und 57 %. Es wurde ausschlieBlich das N-
alkylierte Produkt isoliert, da das sekunddare Amin reaktiver ist als die Hydroxylgruppe. Im nachsten
Schritt konnten mittels Appel-Bromierung die Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/Cy,-Brom-Derivate 51 und 52

in Ausbeuten von 70 und 80 % gewonnen werden.
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Abbildung 37:  Synthese der Pyridaben-Bn-N-C¢/C;,-Brom-Derivate 51 und 52
a) Benzaldehyd, MeOH, NaBH,, 0°C, 2 h, 42 - 46 %; b) 16, MeCN, K,COs3, 55°C, 2 h, 50 - 57 %;
c) CBr4, 0°C, DCM, Ph3P, RT,1h,70-84 %

3.1.6.3. Synthese der Pyridaben-Bn-O-C;-DOTA- und Pyridaben-Bn-O-Cs-NODAGA-Derivate
VN143.MZ und VN213.MZ

Eine Kopplung des Pyridaben-Bn-O-Cs-Amin-Derivats 44 mit den DOTA- und NODAGA-NHS-Estern
konnte somit analog der Pyridaben-Bn-O-PEG-Amin-Derivate 25 - 27 erfolgen. Die erhaltenen
Pyridaben-Bn-0-C¢-DOTA- und Pyridaben-Bn-0O-Ce-NODAGA-Derivate VN143.MZ 53 und VN213.MZ
54 wurden nach semi-praparativer HPLC-Aufreinigung in Ausbeuten von 35 - 60 % erhalten.
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Abbildung 38:  Synthese der Pyridaben-Bn-O-Cs-DOTA- und Pyridaben-Bn-O-Cs-NODAGA-Derivate
VN143.MZ und VN213.MZ
a) 44, DMF, Et3N, RT, 12 h,35-60 %

3.1.7. Synthese der Pyridaben-Bn-0-C¢/C1,-DO2A-(OMe),- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C,,-DO2A-
(OMe),-Derivate

3.1.7.1. Synthese der mono-Pyridaben-Bn-0-C¢/C;,-DO2A-(OMe),-Derivate 55 und 56

Die mono-Alkylierung des DO2A-(OMe), 40 mit den Pyridaben-Bn-0-Cg¢/C;,-Brom-Derivaten 41 und
42 erfolgte in Acetonitril bei 55°C liber Nacht. Essentiell waren die Verwendung eines DO2A-(OMe),
Unterschusses sowie die basenfreie Reaktionsfiihrung. Sobald die Reaktion unter Basenzusatz
stattfand, konnten ausschlielRlich di-alkylierte Produkte isoliert werden. Die mono-Pyridaben-Bn-O-
Ce/C12-DO2A-(OMe),-Derivate 55 und 56 wurden nach saulenchromatographischer Aufreinigung mit
Ausbeuten von 28 und 24 % erhalten.
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Abbildung 39:  Synthese der mono-Pyridaben-0-Cg¢/C;,-DO2A-(OMe),-Derivate 55 und 56
a) 41, MeCN, 55°C, 12 h, 28 %; b) 42, MeCN, 55°C, 12 h, 24 %

3.1.7.2. Synthese mono-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C1,-DO2A-(OMe),-Derivate 57 und 58

Die Alkylierung von DO2A-(OMe), 40 mit den Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C1,-Brom-Derivaten 51 und 52
wurde analog der O-Derivate durchgefiihrt und erzielte die mono-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C1,-DO2A-
(OMe),-Derivate 57 und 58 mit 35 und 64 % Ausbeute.
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Abbildung 40:  Synthese der mono-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C;,-DO2A-(OMe),-Derivate: 57 und 58
a) 51, MeCN, 55°C, 12 h, 35 %; b) 52, MeCN, 55°C, 12 h, 64 %
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3.1.7.3. Synthese der di-Pyridaben-Bn-0-C;/C,,-DO2A-(OMe),-Derivate 59 und 60

Die di-Alkylierung des DO2A-(OMe), 40 mit zwei Aquivalenten der Pyridaben-Bn-O-Cs/C;,-Brom-
Derivate 41 und 42 in Acetonitril mit Kaliumcarbonat als Base ergab die di-Pyridaben-Bn-0-Cg/C3,-
DO2A-(OMe),-Derivate 59 und 60 nach saulenchromatographischer Aufreinigung in Ausbeuten von
63 und 73 %.
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Abbildung 41:  Synthese der di-Pyridaben-Bn-0-C¢/C;,-DO2A-(OMe),-Derivate 59 und 60
a) 41, MeCN, K,CO3, 55°C, 12 h, 63 %; b) 42, MeCN, K,CO3 55°C, 12 h, 73 %

3.1.7.4. Synthese der di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C,,-DO2A-(OMe),-Derivate 61 und 62

Analog wurde die di-Alkylierung unter Verwendung der Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C;,-Brom-Derivate 51
und 52 durchgefihrt und lieferte die di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C;1,-DO2A-(OMe),-Derivate 61 und 62
mit 68 und 45 % Ausbeute.
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Abbildung 42:  Synthese der di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C;,-DO2A-(OMe),-Derivate 61 und 62
a) 51, MeCN, K,COs, 55°C, 12 h, 68 %; b) 52, MeCN, K,CO3, 55°C, 12 h, 64 %

3.1.8. Entfernen der Schutzgruppen

3.1.8.1. Entfernen der Benzylschutzgruppe

Um die synthetisierten Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C;1,-DO2A-(OMe),-Derivate 57, 58 und 61, 62 mit dem
Pyridaben-Bn-N-C4-DOTA-Derivat VN110.MZ vergleichen zu kdnnen, sollte die Benzylschutzgruppe
durch katalytische Hydrierung mit 5% Pd/C entfernt werden. Da neben der Schutzgruppe auch in
der Pyridaben-Leitstruktur eine Benzyleinheit vorhanden ist, wurde das Molekil an dieser Stelle
ebenfalls gespalten. Sowohl per HPLC als auch anhand eines ‘H-NMR-Spektrums konnte der
Anfangsbaustein DCP identifiziert werden. Auf Grund mangelnder Entschiitzungsalternativen, die
mit der gesamten Verbindung kompatibel sind, blieb die Benzyleinheit erhalten, sodass ein tertidres
Amin resultiert. Von Vorteil ist hierbei, dass es sich bei dem Phenylring um einen stark unpolaren
Rest handelt, der zu einer Lipophilieerhdhung der Verbindung beitragt. Auflerdem lage das
sekundare Amin unter physiologischen Bedingungen in protonierter Form vor. Da jedoch bereits
eine positive Ladung des Komplexes nach ®Ga-Markierung vorliegt, ist eine zusétzliche Ladung im
Molekdl nicht erwiinscht.
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Abbildung 43:  Nebenreaktion mit Abspaltungen der Benzylfunktionen der Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C>-
DO2A-(OMe),-Derivate 57, 58 und 61, 62 mit Pd/C

3.1.8.2. Entschiitzungen der Methylester mit Lithiumhydroxid

Im letzten Schritt wurde die Spaltung der Methylester des DO2A-(OMe), der Pyridaben-Bn-0-Cg/C3,-
und Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C1,-DO2A-Derivate in wassriger Losung mit Lithiumhydroxid durch-
gefiihrt. Die Aufreinigung der Endstufen erfolgte mittels semi-praparativer HPLC.

o o]
/‘\/\( R, //\
N NS oo Liow N N/\gH
— o[ ]
R ‘R

N N
o~

R,
o (

N N
\o)\\/\__/

Abbildung 44: Entschitzung der Pyridaben-Bn-0-Cg/C1,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C;,-DO2A-Derivate
mit LiOH

3.1.9. Synthese der 67/‘igGa-KompIexe

Um die Enzymaktivitat der synthetisierten Pyridaben-Chelator-Derivate untersuchen zu kdnnen,

erfolgte die Herstellung der ®/%°

Ga-Referenzverbindungen. Der Markierungsvorlaufer wurde in
einem auf pH 3 eingestellten Wasser/Methanol-Gemisch geldst und zusammen mit im Uberschuss
zugegebenen GaCl; erhitzt. Semi-praparative Aufreinigung per HPLC ergab die inaktiven Komplexe.
Diese besitzen die gleichen Eigenschaften bezuglich Ladung und rdumlicher Anordnung wie die ®*Ga-

markierten Komplexe.
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3.2. 68Ga-Markierungen

Der Elution des Generators mit 0,1 M HCI folgte das Kationen-Austauscher-basierte Post-Prozessing
zur Abtrennung von Fremdmetallen. 400 uL aufgereinigtes Generatoreluat wurde zusammen mit
dem jeweiligen Puffer im Thermomixer inkubiert, und Markierungskinetiken wurden durch Ent-
nahme von 5 pL Aliquote zu festgelegten Zeitpunkten aufgenommen. Fir Optimierungszwecke
wurde die Reaktion hinsichtlich pH-Wert der Markierungslésung, Temperatur, eingesetzter
Vorldufermenge und Reaktionsdauer untersucht. Die °®Ga-Markierungen aller synthetisierten
Liganden erzielten Ausbeuten > 95 % unter optimierten Reaktionsbedingungen.

3.2.1. Einfluss des pH-Werts auf die ®*Ga-Markierung

Anhand der Markierung des Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivats VN108.MZ (14 nmol) wurde der
Einfluss des pH-Werts auf die Markierungsausbeute evaluiert. Als Reaktionslésung kam sowohl
0,1 M Natriumactetat-Puffer als auch variable Wasser/N2-Gemische zum Einsatz.
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Abbildung 45:  pH-Wert Optimierung der 68Ga-Markerierung des Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivats
VN108.MZ (14 nmol) bei 50°C

Die hochsten Markierungsausbeuten konnten bei einem pH-Wert von 3,4 erzielt werden. Bereits
nach 3 min Reaktionsdauer lagen die Ausbeuten > 90%. Daher wurde fir alle folgenden
Markierungen der pH-Wert der Reaktionslésung auf 3,4 festgelegt.
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3.2.2. Einfluss des Puffers auf die 68Ga-Markierung

Der Einfluss des Puffers auf die ®®Ga-Markierung wurde reprasentativ fir das Pyridaben-Bn-O-PEG-
NODAGA-Derivat VN108.MZ (14 nmol) getestet. Als anorganischer Puffer kam 5 mL 0,1 M Natrium-
acetat zum Einsatz, der bereits fiir einige DOTA-Peptid-Markierungen etabliert ist.''® Zusatzlich
wurden 400 plL 0,1 M 2-(4-(2-Hydroxy-ethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)-Puffer (pH) als
organische Puffersubstanz verwendet. Auch hierfiir sind Anwendungen beschrieben.'"! Der pH-Wert

der finalen Markierungslésung in HEPES-Puffer betragt ebenfalls 3,4.
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Abbildung 46:  Einfluss des Puffers auf die 68Ga-Markierun,g fir das Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivat
VN108.MZ (14 nmol)

Der Vergleich zwischen Natriumacetat- und HEPES-Puffer bei 40°C und 50°C ergab nur fir héhere
Temperaturen bessere Ausbeuten bei HEPES (91 % nach 1 min) als bei Natriumacetat (72 % nach
1 min). Da es sich bei dem hier evaluierten Chelator um ein NODAGA-Derivat handelt, sind hohe
Markierungsausbeuten bei geringeren Temperaturen moglich. Die Mehrheit der restlichen Liganden
jedoch sind DOTA-Derivate, deren Markierung erst bei hohen Temperaturen (95°C) erfolgt. Somit
wurde fir die folgenden Markierungen HEPES als Standard-Puffer gewahlt.

3.2.3. Optimierte 68Ga-Markierungsbedingungen der  Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivate
VN68.MZ, VN73.MZ, VN79.MZ und VN94.MZ sowie der Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA- und
Pyridaben-Bn-N-C;,-DOTA-Derivate VN108.MZ und VN110.MZ

Infolge der optimalen Reaktionsbedingungen bei pH 3,4 in 0,1 M HEPES-Puffers wurde die geringst
mogliche Vorlaufermenge der jeweiligen Substanz durch Aufnahme von Markierungskinetiken
ermittelt. Alle synthetisierten Chelator-PEG-Pyridaben-Derivate lassen sich bei niedrigen
Vorlaufermengen (6 - 20 nmol) mit Ausbeuten > 95 % mit ®*Ga markieren.
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Abbildung 47:  Optimierte 68Ga-Markierungsbedingungen der Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivate
VN68.MZ, VN73.MZ, VN79.MZ und VN94.MZ sowie der Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA- und
Pyridaben-Bn-N-C4-DOTA-Derivate VN108.MZ und VN110.MZ in 0,1 M HEPES-Puffer pH 7

Die Ausbeuten wurden mittels Radio-DC (0,1 M Citratpuffer) bestimmt. Der *®Ga-Produkt-Komplex
blieb mit einem Ri=0 auf dem Startfleck liegen, freies ®*Ga lief mit einem R¢=9 als *®*Ga-Citrat-
Komplex mit der Laufmittelfront.

. @ o®

Abbildung 48:  Radio-DC (0,1 M Natriumcitrat-Puffer) einer reprasentativen Kinetik der 68Ga-Markierung
von Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivaten nach 1, 3, 10, 15 min, 68GaCIg,; 68Ga-Pyridaben-Bn-
0-PEG-DOTA R; = 0, *Ga-Citrat R;= 9
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3.2.4. Optimierte 68Ga-Markierungsbedingungen der synthetisierten Pyridaben-Bn-O-C¢-DOTA-
und Pyridaben-Bn-0-C¢.-NODAGA-Derivate VN143.MZ und VN213.MZ

Analog zu den Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivaten VN68.MZ, VN73.MZ, VN79.MZ und VN94.MZ
wurden die Pyridaben-Bn-O-C¢-DOTA- und Pyridaben-Bn-O-C¢-NODAGA-Derivate VN143.MZ und
VN213.MZ hinsichtlich der Vorlaufermenge und Temperatur evaluiert. Auch diese Verbindungen
erzielten Markierungsausbeuten > 95 % bei geringem Vorlaufereinsatz.

100

80

60

RCY/%

40

—6—VN213.MZ, 70°C, 20 nmol

20

—H&—VN143.MZ, 95°C, 15 nmol

t [min]

Abbildung 49:  Optimierte 68Ga-Markierungskinetiken der Pyridaben-Bn-0O-C¢-DOTA- und Pyridaben-Bn-0-
Cs-NODAGA-Derivate VN143.MZ und VN213.MZ

3.2.5. Einfluss der Temperatur auf die 68Ga-Markierung der Pyridaben-DO2A-Derivate

3.2.5.1. 68Ga-Markierungsbedingungen der Pyridaben-Bn-0-C¢/C;,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-
C¢/C1,-DO2A-Derivate bei 95°C im Thermomixer reprisentativ fiir VN165.MZ

Die Markierung der Pyridaben-Bn-O-Cs/Cy,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C1,-DO2A-Derivate erfolgte
zundachst reprasentativ fir das di-Pyridaben-Bn-O-C¢-DOTA-Derivat VN165.MZ im Thermomixer bei
95°C. Der Einsatz von 30 nmol ergab nach 15 min lediglich 30 % markiertes Produkt. Auch ein
Erhohen der Vorlaufermenge bis auf 200 nmol konnte maximale Ausbeuten von 73 % nach 15 min

erzielen.
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Abbildung 50:  ®®Ga-Markierungskinetiken des di-Pyridaben-Bn-0-Cs-DOTA-Derivats VN165.MZ mit
variabler Vorlaufermenge bei 95°C

3.2.5.2. Markierungsbedingungen der Pyridaben-Bn-0-C¢/C;,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C1,-
DO2A-Derivate bei 95°C in der Mikrowelle reprasentativ fiir VN165.M2

Da Ausbeuten > 95 % sowie hohe spezifische Aktivitaten flr in vivo-Evaluierungen unabdingbar sind,
wurde die Markierung der Pyridaben-Bn-0-Cg/C1,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C1,-DO2A-Derivate in
der Mikrowelle (MW) (1 min Ramp, 95°C, 300 W) getestet. Fiir das di-Pyridaben-Bn-O-Cs-DOTA-
Derivat VN165.MZ (30 nmol) resultierten nach 5 min 88 %, was eine Steigerung um 66 % im Ver-
gleich zur konventionellen Methode (K) ergab. Allerdings konnte innerhalb weiterer 10 min keine
zusatzliche Ausbeutesteigerung erzielt werden.

3.2.5.3. 68Ga-Markierungsbedingungen der Pyridaben-Bn-0-C¢/C;,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-
C¢/C1,-DO2A-Derivate bei 150°C in der MW représentativ fiir das di-Pyridaben-Bn-0-Cg-
DO2A-Derivat VN165.MZ

Um Markierungsausbeuten > 95 % zu erzielen, wurde die Mikrowellenreaktion bei 150°C (1 min
Ramp, 300 W) bei verschiedenen Zeitpunkten evaluiert. Die Parameter der Reaktionslosung
stimmten mit den allgemeinen Markierungsbedingungen (iberein. Fiir alle synthetisierten Pyridaben-
Bn-0-C¢/Cy1- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-Ce/C1,-DO2A-Derivate — sowohl mono- als auch di-substi-
tuierten DO2A-Derivate - konnten bereits nach 1 min Reaktionszeit Ausbeuten > 95 % erhalten
werden. Zudem konnte die Vorldufermenge auf 5 nmol herabgesetzt werden. Diese
Reaktionsbedingungen wurden mehrfach fiir niedrige Aktivitatsmengen (10 - 20 MBq) als auch fur
hohere Aktivitaten (300 — 600 MBq) reproduzierbar evaluiert.
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Abbildung 51: 68Ga-Markierungskinetiken flir das di-Pyridaben-Bn-0-Cs-DO2A-Derivat VN165.MZ (5 —
30 nmol) K vs MW bei 95 °C und 150 °C reprasentativ

Folglich ist es moglich, Markierungsausbeuten >95 % fir dimere als auch monomere Chelator-TV-
Strukturen mit dem Einsatz der MW zu erzielen, die bei konventioneller Umsetzung nur 30 -50 %
Produkt ergaben. Die kurze Reaktionszeit von nur 1 min resultiert in geringen, zerfallsbedingten
Aktivitatsverlusten. Ausbeutebestimmungen erfolgten in der Regel mittels DC, konnten aber
ebenfalls per HPLC bestéatigt werden, so dass die Entstehung von Nebenprodukten ausgeschlossen
werden konnte.

58



Ergebnisse und Diskussion

100 A

60

RCA/%

20

30 nmol, 15 min, 15 nmol, 15 min, 5 nmol, 3 min,
95°C 95°C, MW 150°C, MW

Markierungsmethode

Abbildung 52:  Vergleich der ®Ga-Markierungsausbeuten der Pyridaben-DO2A-Derivate mit verschiedenen
Methoden

3.2.6. Vergleich der ®Ga-Markierung fiir die mono-Pyridaben-Bn-0-Cs- und di-Pyridaben-Bn-O-Ce-
DO2A-Derivate VN195.MZ und VN165.MZ

Der Einfluss einer monomeren bzw. dimeren Verbindung auf die Markierungsausbeute wurde mit
jeweils 30 nmol bei 95°C in der MW anhand des mono-Pyridaben-Bn-0O-C¢-DO2A-Derivats VN195.MZ
und des di-Pyridaben-Bn-0-C¢-DO2A-Derivats VN165.MZ untersucht.

100 -

60 -

RCA/%

40 -

Dimer Monomer

Valenz

Abbildung 53:  Vergleich der 68Ga-Markierungsausbeuten der mono- und dimeren Pyridaben-DO2A-
Derivate (30 nmol, 95 °C, 15 min)
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Abbildung 54: 68Ga-Markierungskinetiken des mono-Pyridaben-Bn-0O-Cs-DO2A-Derivats VN195.MZ vs. des
di-Pyridaben-Bn-0-C¢-DO2A-Derivats VN165.MZ (30 nmol, 95 °C, K/MW)

Bei der Markierung der Verbindungen mit der konventionellen Methode lieR sich ein groRRer
Unterschied feststellen: Die monomere Verbindung erzielte nach 15 min eine 26 % hdhere
Markierungsausbeute als die dimere. Sowohl VN195.MZ (56 %) als auch VN165.MZ (30 %) ergaben
nach 15 min bei 95 °C konventioneller Markierung dennoch Ausbeuten deutlich < 95 %. Erfolgte die
Reaktion in der MW bei 95 °C, zeigten beide Substanzen eine identische Markierungskinetik. Nach
15 min lagen die Werte von VN195.MZ und VN165.MZ bei knapp 90 %. Eine ausreichend effiziente
®®Ga-Markierung >95 % konnte nicht erhalten werden.

DO2A besitzt lediglich sechs Koordinationsstellen. Somit sind keine weiteren koordinierenden
Gruppen wie bei DOTA oder DO3A vorhanden. Folglich sinkt die Markierungseffizienz der DO2A-
Derivate. Die hoheren Markierungsausbeuten fiir die monomere Struktur VN195.MZ bei
konventioneller Markierung ldsst sich eher durch eine geringere sterische Hinderung erkldren. ®Ga
kann von VN195.MZ einfacher komplexiert werden als bei VN165.MZ, da hier beide freien Ring-
Stickstoffe mit einem groRen Rest alkyliert vorliegen. Dadurch ist die Diffusion des ®*Ga in den
Cycleninnenraum erschwert. Bei einer Reaktionsfihrung in der MW ist eine gleichmaRige und
direkte Erwdrmung der Reaktionslosung gewadhrleistet. Auferdem werden hdohere
Reaktionsausbeuten auf Grund groRerer Reaktionsgeschwindigkeiten erzielt. Thermische Effekte
fiihren zur Verkilrzung der Reaktionsdauer, so dass hohe Ausbeuten ohne die Bildung von
Nebenprodukten realisiert werden kénnen.
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Diese Eigenschaften von MW-Reaktionen ermdglichen eine effizientere und schnellere Markierung
der Pyridaben-Bn-0-Cs/C1,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C1,-DO2A-Derivate. Die Komplexierung des
®®Ga wird erleichtert und zieht eine Steigerung der Markierungsausbeuten gegeniiber der
konventionellen Methode um 30 % bzw. 60 % nach sich. Somit konnten sowohl monomere als auch
dimere Chelator-TV-Strukturen mit hohen Ausbeuten erhalten werden. Die erhaltenen Ergebnisse
korrelieren mit den von Riss et al. publizierten Werten fir die 68Ga-Markierung von DO2A-(butyl-.-
Tyrosin),. Flr diese Strukturen wurden bei vergleichbaren Markierungsbedingungen (13 nmol
Vorldufersubstanz, 90 °C, 15 min) Ausbeuten von ca. 90 % erzielt. Auch hier ermdéglichte erst die
MW-gestiitzte Reaktionsfiihrung (150 °C, 250 W, 3 min) Ausbeuten >95 %.'"?

3.2.7. Einfluss der Linge des Linkers auf die ®*Ga-Markierung

Um den Einfluss des Abstands zwischen Chelator und TV auf die MC | Affinitat zu evaluieren, wurden
ein Hexyl- und ein Dodecyl-Linker verwendet. Ob die unterschiedliche Linge ebenfalls die **Ga-
Markierung beeinflusst, wurde anhand des di-Pyridaben-Bn-0O-C;,-DO2A-Derivats VN160.MZ und des
di-Pyridaben-Bn-0-C¢-DO2A-Derivats VN165.MZ untersucht. Die Markierung der beiden Derivate
erfolgte jeweils mit 30 nmol bei 95°C im Thermomixer, da nur fir die konventionelle
Reaktionsfiihrung Unterschiede einzelner Verbindungen auftreten.
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Abbildung 55:  Vergleich der ®*Ga-Reaktionskinetiken des di-Pyridaben-Bn-0O-Cs-DO2A-Derivats VN165.MZ
und des di-Pyridaben-Bn-0-C;,-DO2A-Derivats VN160.MZ bei 95 °C, 30 nmol
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Die unterschiedliche Lange des Linkers spiegelte sich in der Markierungsausbeute deutlich wieder.
Fir das 0O-Ci,-Derivat konnte nach 15min 87 % Produkt erzielt werden, wohingegen das
vergleichbare O-Cg-Derivat nur 30 % ergab. Der groRere Abstand zwischen Chelator und TV
erleichtert eine Koordination des ®®Ga, da hier der sterische Einfluss des groRen Pyridabens nicht
unmittelbar gegeben ist.
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Abbildung 56:  Vergleich der ®*Ga-Markierungsausbeuten des mono-Pyridaben-Bn-0-Cs-DO2A-Derivats
VN195.MZ und des di-Pyridaben-Bn-0-C¢-DO2A-Derivats VN165.MZ (30 nmol, 95 °C, 15 min)

3.2.8. Einfluss des Heteroatoms zwischen TV und Linker auf die ®*Ga-Markierung

Synthetisiert wurden Pyridaben-Bn-Linker-Derivate mit einem Sauerstoff- bzw. einem Stickstoff-
Atom als Bruckenglied zwischen TV und Linker. Eventuelle Unterschiede sollte der Vergleich der
®8Ga-Markierungskinetiken des di-Pyridaben-Bn-O-Cc-DO2A-Derivats VN165.MZ und des di-
Pyridaben-Bn-N(Bn)-Ce-DO2A-Derivats VN214.MZ ergeben. Die *®Ga-Markierung erfolgte nach dem
Standardverfahren konventionell bei 95°C mit jeweils 30 nmol Vorlaufersubstanz.
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Abbildung 57: 68Ga-Markierungskinetik des di-Pyridaben-Bn-0-Cg-DO2A-Derivats VN165.MZ und des di-
Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs-DO2A-Derivats VN214.MZ (30 nmol, 95 °C)

Das VN214.MZ zeigte nach 15 min mit 53 % eine héhere Markierungsausbeute als das VN165.MZ mit
nur 30 %. Als Ursache hierfiir kann das freie Elektronenpaar des Stickstoffes gesehen werden, das
vermutlich die Komplexierung des ®*Ga zusatzlich zu den restlichen Koordinationsstellen unterstiitzt.

100 1

RCA/%

0-Alkyl N-Alkyl

Heteroatom des Linkers

Abbildung 58:  Vergleich der 68Ga-Markierungsausbeuten des di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs-DO2A-Derivats
VN214.MZ und des di-Pyridaben-Bn-0-C¢-DO2A-Derivats VN165.MZ (30 nmol, 95 °C, 15 min)
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3.3. In vitro-Evaluierungen

3.3.1. Lipophiliebestimmungen der %Ga-markierten Pyridaben-Chelat-Strukturen

Die Lipophilien der ®*Ga-markierten Verbindungen wurden mit der ,shake flask-Methode“ ermittelt.
Zunichst erfolgte die °®Ga-Markierung der jeweiligen Substanz. Fir vergleichbare Ausgangs-
bedingungen wurde anschlieRend das Produkt mit einer Festphasenextraktion aufgereinigt und in
PBS-Puffer/Octanol aufgenommen. Der Verteilungskoeffizient der 1. und 2. Rickextraktion wurde
sowohl mittels Curiemeter als auch per Imager bestimmt. Da beide Werte innerhalb der
Standardabweichung lbereinstimmten, wurde der Mittelwert beider Auswertungen zur Berechnung
des log D-Wertes herangezogen.

Aktivitat (Octanol)
Aktivitat (PBS-Puffer)

log D=

Formel 1: Berechnung des log D-Wertes

Somit konnten folgende Lipophilien fiir die synthetisierten Strukturen ermittelt werden:

otk [8GalVN189.MZ

A [63GalVN214.MZ

“H [*°F]Flurpiridaz

[68Ga]VN219.MZ

[63Ga]VN160.MZ
[%3Ga]VN165.MZ

UHH [8GalVN167.MZ

“H [68Ga]VN213.MZ

—  [®8Ga]VN223.MZ

[3Ga]VN143.MZ |

[°3Ga]VN195.MZ H3
[8GalVN110.MZ HEFE:E

[8Ga]VN68.MZ I—&\\\\\\“\\\\\:
[68Ga]VN79.MZ &\\\\\\\\Q\\\\\\\Q\E
[$GalVN73.MZ \\\\\\\\\\\\2
[63Ga]VN108.MZ Fg\\\\\\\\\\\\\\
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log D

-

%

Abbildung 59:  Graphische Darstellung der log D-Werte der 68Ga-Pyridaben-MPI-Tracer
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Tabelle 4: Ergebnisse der Lipophiliebestimmung - geordnet nach steigenden log D-Werten
Verbindung log D Standardabweichung
[®Ga]VN108.Mz -1,90 + 0,34
[®*Ga]VN73.MZ -1,86 +0,19
[®Ga]VN79.MZ -1,79 + 0,07
[®Ga]VN68.MZ -1,44 + 0,06
[®*Ga]VN94.MZ -1,29 +0,27
[®*Ga]vN110.MZ -0,40 + 0,09
[®*Ga]VN195.MZ -0,39 + 0,03
[®Ga]vN143.Mz -0,35 + 0,09
[**Ga]VN223.MZ 0,78 +0,11
[®*Ga]VN213.MzZ 1,02 + 0,02
[®*Ga]VN167.MZ 1,39 + 0,04
[**Ga]VN165.MZ 1,53 + 0,46
[®*Ga]VN160.MZ 1,60 + 0,42
[®*Ga]VN219.MZ 1,61 + 0,08
[*°F]Flurpiridaz 1,76 +0,12
[®*Ga]VN214.M2Z 1,77 +0,02
[®*Ga]vN189.MZ 1,91 + 0,09

Die Lipophilien der synthetisierten makrozyklischen 68Ga—Pyridaben—MPI-Tracer variieren sehr stark.

Es lassen sich drei Gruppen erstellen:

Ein Teil der Verbindungen besitzt einen hohen, negativen log D-Wert ([**Ga]VN108.MZ —
[®®Ga]VN94.MZ) und kann daher als hydrophil bezeichnet werden (log D 1,90 bis -1,44).

Ein weitere Reihe von Substanzen besitzen einen hohen, positiven log D-Wert
([®®*Ga]VN213.MZ - [**Ga]VN189.MZ) und kénnen lipophil genannt werden (log D 1,02

bis 1,90).

Bei der dritten Gruppe handelt es sich um Verbindungen, die zwar einen positiven bzw.
negativen log D-Wert haben ([®*Ga]VN110.MZ — [*®Ga]VN213.MZ), jedoch auf Grund der
Standardabweichung eher im neutralen Bereich um den Nullpunkt einzuordnen sind

und als amphiphil bezeichnet werden kénnen (log D -0,40 bis 0,78). Der Grund fir den

hohen Fehler bei der Lipophiliebestimmung dieser Gruppe lasst sich durch die etwa
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gleich gute Loslichkeit in Octanol und PBS-Puffer erklaren. Somit erfolgt eine weniger
effiziente Separation in nur eine Phase im Vergleich zu den eindeutig lipophilen bzw.
hydrophilen Verbindungen.

Zu den hydrophilen Strukturen zahlen die 68Ga-Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivate, 68Ga-Pyridaben-
Bn-O-C,-DOTA- und 68Ga-Pyridaben-Bn-O-Cﬁ-NODAGA-Derivate. Mit steigender Anzahl an PEG-
Einheiten nimmt der log D-Wert ab. Der Austausch des PEG-Linkers gegen einen Alkyl-Linker
resultiert in einem deutlichen Anstieg in der Lipophilie. Das 68Ga-Pyridaben-Bn-O—PEGZ-DOTA-Derivat
[®Ga]VN73.MZ besitzt einen log D von -1,86, wohingegen das vergleichbare [**Ga]VN143.MZ mit
einem OCg-Linker mit -0,35 deutlich lipophiler ist. Die groRte Lipophilieerhohung weisen die
Pyridaben-Bn-Alkyl-DO2A-Derivate auf, da eine direkte Alkylierung mit dem TV an den Cyclen-
Stickstoffen erfolgt. Somit wird die polare Amindbindung, die bei den Pyridaben-PEG-DOTA-
Verbindungen vorliegt, umgangen. Das Ausmal der Lipophilieerhéhung hdngt von der Linkerlange
ab. [®®Ga]VN195.MZ (OCq) hat einen log D von -0,39, wobei [**Ga]VN167.MZ (OC;5) durch einen Wert
von 1,39 charakterisiert ist.

Dimere DO2A-Strukturen — unabhangig von der Art des Linkers - besitzen héhere log D-Werte als die
entsprechenden Monomere. Den groBten Anstieg zeigen die Cg-Strukturpaare: fir das OCg Dimer
liegt eine Erhéhung um 1,92 vor; das NCg Dimer fuhrt zu einer Steigerung der Lipophilie um 0,99. Die
Werte der C;,-Monomer/Dimer-Paare unterscheiden sich nur gering.

Insgesamt konnte der Wechsel von PEG-Linkern zu Alkyl-Linkern einen deutlichen Anstieg des log D-
Wertes erreichen. Sowohl die Alkylierungs-Kopplung an das Cyclen als auch die Linkerverlangerung
resultieren in unpolareren Strukturen. Zusatzlich konnte die Lipophilie durch die Synthese dimerer
Pyridaben-Bn-Alkyl-DO2A-Derivate erhéht werden, sodass einige der Verbindungen eine vergleich-
bare Lipophilie wie das [*°F]Flurpiridaz (log D = 1,76) besitzen.

3.3.2. Stabilititsbestimmungen der ®Ga-markierten Pyridaben-Chelat-Strukturen

Vor in vivo-Evaluierungen ist es noétig, die Stabilitdit der radiomarkierten Verbindung in den
relevanten Medien zu testen, um so eine sichere Anwendung garantieren zu kénnen. Hierzu zahlen:

* Humanes Serum, da das Radiopharmakon intravends appliziert wird. Direkter Kontakt
zu Blut und den darin enthaltenen Plasmaproteinen — insbesondere Transferrin — sollte
zu keinen Stabilitatsverlusten fiihren.

* 0,9 %ige NaCl-Lésung, da als Injektionslosung nach Entfernen des organischen
Losemittels isotonische Kochsalzlésung eingesetzt wird.

*  Ethanol, da auf Grund der hohen Tracer-Lipophilien oft ein geringer Ethanolzusatz notig
ist, um ein Anhaften an der Spritzenwénden zu reduzieren und moglichst die gesamte
Aktivitat injizieren zu kdnnen. AulRerdem wird Ethanol bei den lipophilen Verbindungen
als Lésemittel zum Ansetzen der Markierungsvorlaufer-Stammldsung verwendet.

Folglich wurde die Stabilitat der makrozyklischen Pyridaben-MPI-Tracer in allen drei Medien Uber
einen Zeitraum von 80 min evaluiert.
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Abbildung 60:  Stabilitdten der makrozyklischen 68Ga-Pyridaben-MPI-Tracer in humanem Serum (HS),
Ethanol (EtOH) und 0,9 %iger Kochsalzlosung (NaCl) nach 80 min

Alle der hergestellten Verbindungen sind sowohl in HS, EtOH als auch NaCl tiber einen Zeitraum von
80 min stabil, da kein Verlust der radiochemischen Ausbeute (RCA) festgestellt werden konnte. Die
Ausbeute wurde mittels Radio-DC (Eluent: 0,1 M Natriumcitrat-Puffer, pH 4) bestimmt, und die
erhaltenen Werte wurden zuséatzlich per HPLC (10 % MeOH/H20 (0,1 % TFA) =2 90 % MeOH/H20
(0,1 % TFA) in 20 min) bestétigt. Freies *®Ga-Hepes wurde nach 3,7 min eluiert, [®*Ga]VN167.MZ als
zweifacher Peak nach 18,8 -20,4 min. Das Vorhandensein zweier Peaks fir [®Ga]VN167.MZ
begriindete sich durch Komplexisomerie. Da beide Peaks bereits nach Mischung der N2-Losung mit
dem Markier-ungsvorlaufer im HEPES-Puffer vorlagen, lag keine Zersetzung durch die anschlielende
MW-Markierung vor. Zusatzlich traten beide Peaks in variablen Intensititen unverandert nach
80 min Stabilitatstest auf.

Da die RCA stets oberhalb von 95 % lag, ist bei biologischen Evaluierungen nicht mit Instabilitaten
durch die getesteten Medien zu rechnen.
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Abbildung 61:  HPLC-Diagramme der Stabilititstest: [**Ga]HEPES und [*Ga]VN167.MZ (t = 0) (oben);
[**Ga]VN167.MZ nach 80 min in EtOH, HS und NaCl (unten)
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3.3.3. Affinitatsbestimmungen der Ga-markierten Pyridaben-Chelat-Strukturen

Die Bindungsstarke eines Substrats an das entsprechende Enzym lasst sich durch die Affinitat
ausdriicken. Zunachst bindet das Substrat an das Enzym und formt einen Enzym-Substrat-Komplex,
der spéater das Produkt und das freie Enzym freisetzt. Die Assoziationskonstante K, beschreibt die
Affinitat zwischen Enzym und Substrat. Je groRer K,, desto hoher ist die Affinitat. In der Regel wird
allerdings die Dissoziationskonstante Ky verwendet. Hier gilt: je hoher die Affinitat, desto kleiner Kj.

E+S =[ES]—P+E

[ES]
Ki= ———
[E] x [S]
_ [EIs]
T IEs]
Formel 2: Massenwirkungsgesetz flir Enzym-Substrat-Wechselwirkungen

Angaben zur Wirkungsstarke von Inhibitoren erfolgen unter Bestimmung der mittleren
inhibitorischen Konzentration 1Cso. Der Wert gibt die erforderliche Inhibitorkonzentration an, die
zum Herabsetzen der Substrataktivitdt auf 50 % notwendig ist. Um die Affinitdt zwischen Enzym und
Inhibitor zu beschreiben, wird meist die inhibitorische Dissoziationskonstante K; verwendet, die mit
dem ICso Uber folgende Gleichung zusammenhéngt:

ICso= <1+%> x K;

Formel 3: Zusammenhang zwischen K;und 1Csg

Die inaktiven Komplexe der Chelat-Pyridaben-Strukturen wurden als Referenzsubstanz hergestellt,
um die Affinitdten, die real in vivo bei Applikation des Tracers vorliegen, bestmdglich ermittelt zu
kénnen. Zur Bestimmung der IC;o-Werte der Referenzverbindungen wurde sowohl die Inhibierung
der NADH-Oxidation als auch die NADH:Q;-Umsetzung an bovinen Submitochondrial Particles
(SMPs) evaluiert. Als Test-Kontrollsubstanzen kamen DQA und Flurpiridaz zum Einsatz. Die NADH:
Qi-Analyse bewertete ausschlieflich die Interaktion von Substanz und MC I. Eine generelle
Beurteilung der NADH-Oxidation umfasste Aktivitaten der MC I, Il und IV.

Einige der Substanzen waren schlecht I6slich in den moglichen Losemitteln, sodass nicht fir alle
Verbindungen die gewlinschten Werte ermittelt werden konnten.
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Tabelle 5: Ergebnisse der ICso-Bestimmungen der makrozyklischen Ga-Pyridaben-MPI-Tracer (5 mM in
DMSO/EtOH)

Verbindung 1Cso NADH:Q1 ICso NADH-Oxidation
Ga-VN68.MZ 34,1 uM 17,4 uM
Ga-VN73.MzZ - 44,9 uM
Ga-VN79.MzZ - 33,1 uM
Ga-VN94.Mz - 45,5 uM
Ga-VN108.Mz - -
Ga-VN110.Mz 14,8 uM 6,9 uM
Ga-VN143.Mz 1,3 uM 0,6 uM
Ga-VN160.MzZ 1,1 uM 0,7 uM
Ga-VN165.Mz2 2,3 uM 1,6 uM
Ga-VN167.Mz2 1,6 uM 1,0 uM
Ga-VN189.Mz 8,1 uM 7,6 uM
Ga-VN195.Mz 8,4 uM 6,2 uM
Ga-VN213.Mz 2,8 uM 2,0 uM
Ga-VN219.Mz 3,9 uM 2,6 uM
Ga-VN214.Mz 2,8 uM 2,4 uM
Ga-VN223.Mz 3,9 uM 2,2 uM

Flurpriridaz 19 nM 4,6 nM

DQA 11 nM 9nM

Obwohl Purohit et al.*®

resultiert die Anknipfung eines makrozyklischen Chelators in deutlichen Affinitatsanderungen.

eine sterische Toleranz in para-Stellung der Benzylgruppe postulierten,

Allerdings handelte es sich bei den publizierten Struktur-Affinitdtsbeziehungen um Pyridaben-
Derivate, die durch das Einbringen von Mono/Di-PEG-Einheiten ebenso wie sterisch relativ

unproblematische Alkylketten charakterisiert wurden.'®

Die Kopplung zwischen Chelator und
Insektizid filihrte zu einem groReren und schweren Molekll. Das Flurpiridaz besitzt ein
Molekulargewicht von 391 g/mol, wohingegen die Ga-Chelator-Pyridaben-Derivate mindestens das
doppelte Gewicht, meistens sogar tiber 1000 g/mol wiegen.

Dennoch ladsst sich anhand der Werte fiir die 1Cso-Bestimmung der NADH:Q1 sagen, dass die
synthetisierten makrozyklischen Ga-Pyridaben-Derivate in der Lage sind, den MC | zu inhibieren. Ga-
Pyridaben-Bn-Alkyl-DO2A-Derivate zeigen hohere Affinitaten zu MC I. Die hydrophilen Ga-Pyridaben-

Bn-PEG-DOTA- und Ga-Pyridaben-Bn-PEG-NODAGA-Derivate liegen in einem Bereich von etwa 20 —
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40 puM, wohingegen die ICso-Werte der Ga-Pyridaben-Bn-Alkyl-DO2A-Derivate sich im einstelligen
uM-Bereich befinden. Begriinden lasst sich dies in der erhdhten Lipophilie durch den Austausch des
hydrophilen PEG-Linkers gegen einen unpolaren Alkyl-Linker.

40

35

30

25

ICso/UM
N
o

15

10

0 Lan. 1 |

-19 -19 -1,8 -14 -1,3 -04 -04 -03 08 10 14 15 16 16 18 18 19
log D

Abbildung 62: Abhéangigkeit des ICso-Werts von der Lipophilie

Bei den Ga-DO2A-Strukturen handelt es sich nach Metallkomplexierung um einfach positiv geladene
Molekiile. Ga-Pyridaben-DOTA- und Ga-Pyridaben-NODAGA-Strukturen hingegen sind ungeladen. Es
ist bekannt, dass einfach positiv geladene, lipophile Molekiile auf Grund des Membranpotentials
vermehrt tGber die Zellmembran in das Myokard gelangen. Allerdings konnte kein positiver Einfluss
von geladenen Verbindungen in dieser Versuchsreihe festgestellt werden. Das ungeladene Ga-
Pyridaben-Bn-O-C¢-DOTA-Derivat Ga-VN143.MZ entspricht der positiv geladenen Variante des Ga-
Pyridaben-Bn-O-C¢-DO2A-Derivats Ga-VN195.MZ. Da in beiden Fallen das gleiche Ga-Pyridaben-Bn-
O-Cs-Derivat eingesetzt wurde, ist ein direkter Vergleich moglich. Mit einer Affinitdt von 8,4 uM
besitzt die geladene Variante sogar eine leicht schlechtere Bindungstendenz als das neutrale Ga-
VN143.MZ mit 1,3 uM. Offensichtlich spielt hauptsachlich die Lipophilie eine Rolle bei der Affinitat
fir MC I. Der Vergleich der zwei eingesetzten Chelatoren DOTA und NODAGA ergab ebenfalls ICs,
die sehr nahe bei einander liegen. Die Variation des Heteroatoms zwischen Linkereinheit und TV
erzielte vergleichbare Werte. Sowohl das Ga-Pyridaben-N(Bn)-Cs- als auch das entsprechende Ga-
Pyridaben-Bn-0O-Cg-Derivat ergaben beide Affinitdten von ca. 3 uM. Folglich hat der relativ groRRe
Benzylrest am N keinen minimierenden Affinitdtseinfluss. Des Weiteren spielte die Lange des Linkers
eine verminderte Rolle fiir die Bindungsgite des Tracers. Das Ga-VN195.MZ reprasentiert das Ce-
Linker-Derivat mit einer Affinitdit von 8,4 uM. Das Ga-Pyridaben-Bn-O-C;,-DO2A-Derivat Ga-
VN167.MZ besitzt einen Cy,-Linker und einen ICso-Wert von 1,6 uM. Ein Vergleich der Ga-Pyridaben-
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Bn-N(Bn)-Cs/Cy;Derivate konnte diese Ergebnisse nicht bestatigen: beide Verbindungen liegen im
Bereich von ca. 2 pM.

AulRerdem sollte das Einbringen mehrerer TVen eine auf der Theorie des Multivalenzansatzes
basierende Affinitdtssteigerung nach sich ziehen. Setzt man die Werte der monomeren- und
dimeren Strukturen ins Verhaltnis, lassen sich zwar kleinere Unterschiede feststellen, dennoch liegt
die absolute Verringerung maximal bei -0,61 (fiir den Vergleich des Ga-di-Pyridaben-Bn-0-Cg-DO2A-
Derivats Ga-VN165.MZ mit dem Ga-VN195.MZ).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Verwendung des lipophileren Alkyl-Linkers eine
Affinitatssteigerung um eine GroRenordnung bewirken konnte. Die verschiedenen Variationsmuster
der einzelnen Derivate spiegelten sich nur gering in den ICso-Werten wider.

Tabelle 6: In vitro-Affinitdten und Lipophilien der makrozyklischen Ga-Pyridaben-MPI-Tracer
Verbindung log D 1C5o/uM
Ga-VN68.MzZ -1,44 + 0,06 34,1
Ga-VN73.Mz -1,86 £ 0,19 44,9
Ga-VN79.Mz -1,79+£0,07 33,1
Ga-VN94.Mz
Ga-VN108Mz -1,90+0,34 -

Ga-VN110.Mz -0,40 £ 0,09 14,8
Ga-VN143.Mmz -0,35+£0,09 1,3
Ga-VN213.mMz 1,02 + 0,02 2,8
Ga-VN195.Mz -0,39£0,03 8,4
Ga-VN165.Mz 1,53+0,46 2,3
Ga-VN167.MZ 1,39+0,04 1,6
Ga-VN160.MZ 1,60+0,42 1,1
Ga-VN223.mMz 0,78+0,11 3,9
Ga-VN214.Mz2 1,77 £ 0,02 2,8
Ga-VN189.Mz 1,91 +0,09 8,1
Ga-VN219.Mz 1,61+ 0,08 3,9
Flurpiridaz 1,76 £ 0,12 0,019
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3.4. Biologische Evaluierungen des [**Ga]VN167.MZ und des [®*Ga]VN160.MZ

Nachdem die ®*Ga-Pyridaben-Bn-0-C,-DO2A-Derivate sowohl beziglich ihrer in vitro-Stabilititen als
auch ihrer ICso-Werte fur die Inhibition des MC | evaluiert wurden, konnten das °®Ga-mono-
Pyridaben-Bn-0O-C;,-DO2A-Derivat [®®Ga]VN167.MZ und das 68Ga-di—Pyridaben-Bn—O-Clz-DOZA-
[®®Ga]VN160.MZ als die potentesten Strukturen identifiziert werden. Mit beiden
Verbindungen wurden sowohl in vivo-Studien in Form von p-PET-Aufnahmen als auch ex vivo-

Derivat

Biodistributionstests (n=3) an gesunden, mannlichen Sprague Dawley Ratten (ca. 270g)
vorgenommen. Zuséatzlich erfolgte eine Vergleichsstudie mit [18F]Flurpiridaz.

3.4.1. u-PET-Studien mit [**Ga]VN167.MZ und [®*Ga]VN160.MZ

Nach Bestimmung der in vitro-Affinitaiten der Ga-Pyridaben-Chelat-Strukturen sollte ebenfalls das
Verhalten in vivo evaluiert werden. Die bei der Affinitdtsbestimmung verwendeten SMPs
beinhalteten zwar Komplex I-V der Atmungskette in aktiver Form, jedoch befanden sich diese in
inaktiven Mitochondrien. Zur Beurteilung in vivo wurde das biologische Verhalten in gesunden
Ratten in p-PET-Studien evaluiert. Nach intravendser Applikation des °®Ga-markierten Tracers
erfolgte ein dynamischer Scan lGiber 60 min sowie eine 15 miniitige Ganzkdrperaufnahme.

Die Auswertung des dynamischen Scans ergab folgende Zeit-Aktivitdtskurven fiir das Herz als Region
of Interest:
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Abbildung 63:  Herz-Zeit-Aktivitatskurven flr das 68Ga-mono-Pyrida ben-Bn-0-C;,-DO2A-Derivat
[®*Ga]VN167.MZ, **Ga-di-Pyridaben-Bn-0-C;,-DO2A-Derivat [**Ga]VN160.MZ und
[18F]Flurpiridaz flir 0 — 60 min

73



Ergebnisse und Diskussion

Beide Verbindungen zeigten zu Beginn der Messung sehr hohe SUV-Werte von (ber 5, die auf die
Bolusapplikation des Radiotracers zurlickzufiihren ist. Innerhalb der ersten 3 min fielen die Kurven

stark ab und erreichten einen relativ konstanten Wert, dessen Anderung nur noch gering war.

[°®Ga]VN160.MZ war bereits nach 8 min aus dem Herzen ausgewaschen, da hier ein SUV < 0,1 vorlag.

[68

Ga]VN167.MZ zeigte eine deutliche langsameren Herz-wash-out. Diese verdeutlichten auch die
SUV-Werte nach 60 min der beiden Tracer im Vergleich: [®*Ga]VN167.MZ besaR einen SUV von
1,15 + 0,08 [*®Ga]VN160.MZ lediglich 0,06 £+ 0,01. Das ebenfalls evaluierte [18F]Flurpiridaz zeigte nach

60 min einen konstanten SUV von 6 — 7. Es konnte kein wash-out konnte festgestellt werden, was
113,114

mit den Untersuchungen bei Ratten, Hasen und Primaten libereinstimmte.

Abbildung 64:  Vergleich der dynamischen PET-Bilder in vivo innerhalb 0 — 60 min in koronaler Schnittebene
von [GSGa]VN167.MZ (oben) und [18F]Flurpiridaz (unten); der 68Ga-Uptake ist in gemittelten
SUVs mit einem Farbcode von 0 — 8 far [**F]Flurpiridaz und 0 - 3 fiir [**Ga]VN167.MZ
dargestellt

74



Ergebnisse und Diskussion

Die abgebildeten 19 Frames, die den jeweiligen Rekonstruktionszeiten (3 x 20s,3 x 60s, 3 x 120 s,
und 10 x 300 s) entsprechen, reprasentieren die dynamische PET-Aufnahme von [®Ga]VN167.MZ
und [*®F]Flurpiridaz. Fir [®®Ga]VN167.MZ zeigte sich bereits nach 4 min eine Akkumulation des
Tracers im Herz. Eine Clearance der Verbindung war bereits nach 10 min deutlich erkennbar. Zudem
konnte ebenfalls eine sehr hohe Anreicherung in Leber und Niere festgestellt werden. Da der log D
des Tracers bei 1,39 lag und somit zum mittleren Bereich zahlte, lieBen sich beide
Ausscheidungswege erkldren. Flur die medizinische Diagnostik sind hohe Herz/Leber-Verhiltnisse
wichtig, da die beiden Organe direkt nebeneinander liegen und eine zu hohe Leberaufnahme keine
exakte Organabgrenzung erlaubt. Die in den PET-Studien erhaltenen Organanreicherungen
korrelieren mit ermittelten Daten flr die ex vivo-Organverteilung. Es konnten keine scharf
abgegrenzten Anreicherungsbereiche im Herzen fir [®*Ga]VN167.MZ festgestellt werden. Die eher
diffuse Aufnahme deutete auf eine perfusionsbedingte Traceranreicherung hin. Damit einher gingen
die aus den Bidistributionsstudien erhaltenen, hohen Blutaktivititen. Generell konnte eine
ausgepragte Hintergrundaktivitat festgestellt werden. [‘*F]Flurpiridaz hingegen zeigte bereits
innerhalb der ersten Minute eine selektive Herzaufnahme, bei maRiger Hintergrundaktivitat.
Innerhalb der gemessenen 60 min blieb die Herzakkumulation konstant, allerdings konnte auch bei
dem fluorierten Tracer nach 10 min eine hohe Leberaufnahme festgestellt werden. Die erhaltenen
Ergebnisse stimmen mit den von Berman et al. durchgefiihrten Studien tberein.”” Folglich wurde
["®F]Flurpiridaz in den Mitochondrien stirker reteniert, [®®Ga]VN167.MZ hingegen erreicht nach
60 min auf Grund des schnelleren wash-outs geringere SUV-Werte, so dass die
Aktivitatsanreicherung eher der Herzperfusion zu zuordnen ist. Ebenfalls fiir eine perfusionsbedingte
Anreicherung spricht, dass [‘°F]Flurpiridaz selektiv das Myokard visualisierte, [**Ga]VN167.MZ
hingegen eine vollstindige Organanreicherung zeigte. Der SUV-Wert von [*Ga]VN167.MZ lag
dennoch nach 60 min in vergleichbarer GroRenordnung einiger ®*Ga-Schiffsche Basen.'*

Suv

Verbindung

Abbildung 64:  Vergleich der SUV-Werte der *®Ga-Schiffsche Basen mit [*°Ga]VN167.MZ""
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Eine vollstindige Vergleichbarkeit der SUV-Werte ist jedoch nicht gegeben, da die ®Ga-Schiffsche
Basen - analog dem [‘®F]Flurpiridaz eine gezielte Myokardanreicherung aufweisen, wohingegen
[°®Ga]VN167.MZ im gesamten Herz akkumuliert.

3.4.2. Biodistributionsstudien von [®*Ga]VN167.MZ und [*®Ga]VN160.MZ

Zur Bestimmung der genauen Tracer-Organverteilung wurden Biodistributionsstudien an ca. 290 g
schweren, mannlichen Sprague Dawley Ratten mit 68Ga-mono-Pyridaben-Bn-O-Clz-DOZA-Derivat
[®®*Ga]VN167.MZ, °®Ga-di-Pyridaben-Bn-O-C;,-DO2A-Derivat [*®*Ga]VN160.MZ und [**F]Flurpiridaz
durchgefiihrt. Als Zeitpunkte wurden 10 und 60 min nach Tracerinjektion gewdhlt, um die
erhaltenen Werte mit denen von Huisman et al.'*® vergleichen zu kénnen. Unter Beriicksichtigung
des Organgewichts wurde die prozentuale injizierte Dosis pro g Gewebe (%ID/g) ermittelt.

Tabelle 7: Ergebnisse der Biodistributionen von [*®*Ga]VN167.MZ und [**Ga]VN160.MZ nach 10 und
60 min
% ID/g Gewebe [*Ga]VN167.MZ % ID/g Gewebe [**Ga]VN160.MZ
Organ
10 min 60 min 10 min 60 min

Lunge 1,06 + 0,25 1,49 +0,39 0,55+2,44 0,40 + 3,64
Leber 0,95+0,11 1,63+0,23 4,58 +0,28 7,94 0,25
Milz 0,53+0,55 0,61+0,15 7,58 £3,61 5,81+ 2,86
Niere 2,52+0,44 4,70+ 1,25 1,05+1,87 0,11 +0,03
Muskel 0,26 + 0,04 0,31+0,09 0,04 + 0,05 0,01 +0,00
Herz 0,75+ 0,06 0,79+0,11 0,07 + 0,04 0,04 +0,01
Blut 2,29 +1,98 1,84 +0,34 0,17 £ 0,07 0,04 £0,01
Herz/Blut 0,37+0,13 0,43 +0,02 0,43 +0,07 0,59+0,30
Herz/Lunge 0,73+0,13 0,55+ 0,06 0,13+0,01 0,13 +0,09
Herz/Leber 0,80+ 0,08 0,48 +0,01 0,10+0,12 0,01 +0,00

[®*Ga]VN167.MZ lag mit 0,75 + 0,06 %ID/g nach 10 min im Herzen vor. Eine vermehrte Aufnahme in
Lunge, Leber und besonders in der Niere war ebenfalls festzustellen. Der von 2,52 + 0,44 %ID/g auf
4,70+ 1,25 %ID/g gestiegene Wert fir die Niere veranschaulichte die renale Exkretion. Dies

%91 Das Herz zeigte nach 60 min

korrelierte mit den Biodistributionsdaten des [18F]Flurpiridaz laut
einen Wert von 0,79 + 0,11 %ID/g, der sich im Vergleich zu dem 10 min Wert kaum veranderte. Die
PET-Bilder sowie die ermittelten SUVs deuteten allerdings auf einen relativ schnellen wash-out hin.
Auch die Herz/Leber-, Herz/Lunge- und Herz/Blut-Verhaltnisse mit Werten < 1 veranschaulichten die
hohe Aufnahme in die Ausscheidungsorgane. Fiir medizinische Anwendungen jedoch sind hohe
Herz/Organ-Verhéltnisse zur idealen Diagnostik notwendig. Die hohe Blutaktivitdit nach 60 min

deutete darauf hin, dass die Tracer-Clearance nicht vollstandig ist und die Substanz weiterhin im Blut
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zirkuliert. Ein Grund hierfur konnte das Molekulargewicht von 775 g/mol sein, das ca. doppelt so viel
wie das [*®F]Flurpiridaz betrigt. Der fir das ®®Ga-Derivat erhaltene Wert fiir die Anreicherung im
Herzen nach 60 min liegt mit 0,79 deutlich unter dem von Huisman et al. publizierten Wert fiir das
[*®F]Flurpiridaz.**®

W10 min
B 60 min

%ID/g

Lunge Leber Milz Niere Muskel Herz  Blut
Organ

%ID/g

W10 min
B 60 min

Lunge Leber Milz I&i'ggrgn Muskel Herz Blut

Abbildung 65:  Organverteilung [GSGa]VN167.MZ (oben) und [GgGa]VNIGO.MZ (unten) in gesunden Ratten
nach 10 und 60 min
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Das dimere [*Ga]VN160.MZ zeigte eine unterschiedliche Organverteilung. Bereits nach 10 min war
der Tracer aus dem Herzen ausgewaschen (0,07 + 0,04 % ID/g). Sowohl nach 10 als auch nach 60 min
lag die gesamte Aktivitat in der Leber und Milz vor. Verdeutlicht wurde dies durch sehr hohe Leber-
und Milzaufnahmen (7,94 + 0,25 und 5,81 + 2,86 % ID/g nach 60 min). Es fiel auf, dass auch nach
60 min fast keine Anreicherung in der Niere zu finden war, obwohl laut Yalamanchili et al. sowie
Maddahi et al. [18F]Flurpiridaz eine Ausscheidung Uber die Niere aufweist.”*’

Als Vergleich erfolgte ebenfalls die Biodistribution fiir ["*F]Flurpiridaz durchgefiihrt. Die dquivalenten

99m

Daten des ["""'Tc]Sestamibis.

M 68Ga-VN167.MZ

4 - B 68Ga-VN160.MZ

% ID/g

3 - M [18F]Flurpiridaz

M [99mTc]Sestamibi

(18

Lunge Leber Milz Niere Muskel Herz Blut

Organ

Abbildung 66:  Vergleich der Organverteilung 60 min p. i. fiir [**Ga]VN167.MZ, [®*Ga]VN160.MZ,
["®F]Flurpiridaz und [*°™Tc]Sestamibi

Im direkten Vergleich der vier Verbindungen zeigte [18F]Flurpiridaz nach 60 min 7,4 den hochsten
Myokarduptake, [*°™Tc]Sestamibi mit 3,58 % ID/g ca. die Halfte davon. [®Ga]VN167.MZ wurde zu
0,79 % nach 60 min noch in dem Herz reteniert. Somit konnte es nur ca. ein Drittel der Aufnahme
#™Tc]Sestamibi

Uberein: beide Substanzen wurden hauptsachlich iber die Niere ausgeschieden, wohingegen der

des [P™Tc]Sestamibi erreichen. Der Eliminierungsprozess stimmte mit dem des |

Fluortracer zwar ebenfalls renal eliminiert wurde, jedoch auch die geringste Hintergrundaktivitat
aufweisen konnte. Die Kombination aus den PET-Ergebnissen und den Biodistributionsdaten zeigte,
dass die neu synthetisierten Strukturen keine Verbesserung der bereits etablierten Myokard-Tracer

99m

erreichen konnten. Sowohl [*"Tc]Sestamibi als auch [**F]Flurpiridaz waren den makrozyklischen

Pyridaben-Derivaten Uberlegen. Als Grund hierfir sind die Affinitdten der neuen Tracerklasse zu

191 wohingegen die optimierten Pyridaben-

nennen. [**F]Flurpiridaz besitzt einen ICs, von 11 nM
DO2A-Verbindungen nur Affinitdten von 1 pM erreichen. Dennoch liegt der SUV fiir [®*Ga]VN167.MZ
erhaltene SUVyyokara Mit 0,79 £ 0,11 im Bereich der Werte, die fur ®8Ga-Schiffsche Basen (0,46 — 3,16)

bekannt sind.
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4. Experimenteller Teil

4.1. Aligemeines und Messgerate

Alle verwendeten Chemikalien wurden von kommerziellen Anbietern (ABCR, Acros Organics, Alfa

Aesar, Chematech, Fisher Scientific, Fluka, Merck und Sigma-Aldrich) erworben und ohne weitere

Aufreingung verwendet. Trockene Lésungsmittel wurden Uber Sigma-Aldrich bezogen; deuterierte

Losungsmittel zur NMR-Spektroskopie iber Deutero GmbH.

Fur die radioaktiven Markierungen mit ®*Ga kam ein ®*Ge/®*Ga-Generator (Cyclotron Obninsk Ltd.
Co., Russland) oder ein EZAG-IGG-100-Generator (Eckert & Ziegler AG, Berlin) zum Einsatz. Die
Startaktivitaten nach Elution lagen im Bereich zwischen 100 — 700 MBq.

Zur Durchfiihrung der biologischen Evaluierungen wurden Sprague Dawley Ratten von Charles River

Laboratories, Sulzfeld, Deutschland bezogen.

4.1.1. Messgerate

Kernresonanzspektroskopie:

Messungen der 'H und *C-Spektren erfolgten an einem Bruker 300, 400 und 600 Ultrashield
TM) sowie an einem Bruker 300 Advance Ill HD (Bruker, Billerica, Ma, United States).
Chemische Verschiebungen sind im Vergleich zu Tetramethylsilan (6§ = 0) als Standard
angegeben und auf den jeweiligen Losungsmittelpeak normiert. Mittels MestReNova 7
wurde die Spektrenauswertung durchgefiihrt.

Massenspektrometrie:

ESI-Massenspektren wurden mit einem Thermo Quest Navigator Instrument (Thermo
Electron) bestimmt. Zusatzlich erfolgten Messungen an einer 6130 Quadropole LC/MS in
Kombination mit 1220 Infinity LC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, United States).

HPLC:
Die Aufreinigung der Markierungsvorlaufer wurde mittels semi-praparativer HPLC mit einer
Dionex ICS-Series 5000 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, United States).

Aktivitatsmessungen:

Die Aktivitaten wurden mit einem Isomed 2000-Aktimeter (MED Nuklear-Medizintechnik
Dresden GmbH, Dresden, Deutschland) ermittelt. Radio-Diinnschichtchromatographische
(DC) Auswertungen fanden an einem Instant Imager (Canberra Packard, Schwadorf,
Osterreich) statt.

PET-Messungen:
Aufnahmen erfolgten an einem PPET Focus 120 Klein-Tier-PET-Scanner (Siemens/Concorde,
Knoxville, USA).

Gewebeaktivitat:
Die bei den Biodistributionen entnommenen Gewebeproben wurden mit dem Gamma-
Counter Wizard*® der Firma Perkin-Elmer, Rodgau, Deutschland vermessen.
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* MC I-Aktivitatsbestimmungen:
Bestimmung der NADH-Oxidation erfolgte mit einem Tecan infinite M200 Pro (96-well

Mikrotiterplatte; Greiner, #655101, 200 uL Messvolumen), (Tecan Group Ltd., Médnnedorf,
Schweiz).

4.1.2. Chromatographische Methoden

Zur Reaktionskontrolle wurden DC-Fertigfolien der Firma Merck, Darmstadt, Kieselgel 60, F254 mit
der angegebenen Laufmittelzusammensetzung (v/v) verwendet. Die Detektion inaktiver Substanzen
fand unter UV-Licht (A = 254 nm) statt. Bei radioaktiven Verbindungen wurde der Instant Imager
benutzt.

Sadulenchromatographische Trennungen erfolgten unter Normaldruck. Kieselgel 60 der PartikelgroRe
0,04 - 0,063 mm von Acros, Fisher Scientific und Sigma Aldrich wurde als stationdre Phase

eingesetzt.

Fiir die Festphasenextraktion wurden C-18 Strata-X-Kartuschen (30 mg) (Phenomenex, Torrance, CA,
United States) verwendet.

Die Aufreinigung der Markierungsvorlaufer erfolgte Giber semi-praparative HPLC mit einer Synergi 4u
Max-RP 80 A (250 x 10.00 mm), Phenomenex. Fur analytische Kontrollen (inaktiv/radioaktiv) wurde
die Synergi 4u Max-RP 80 A (250 x 4.6 mm), Phenomenex, verwendet.
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4.2. Organische Synthesen

4.2.1. Synthese des Heterozyklus DCP

3,4-Dichloro-5-hydroxyfuran-2(5H)-on 1

0.

HOWO

Cl Cl

MnO, (8,0 g; 92,0 mmol) wurde portionsweise zu eisgekiihlter konz. HCl (48 mL; 58,0 mmol)
gegeben. Furfurylaldehyd (2,4 g; 25,0 mmol) wurde langsam bei 0 — 10°C zugetropft und 30 min
unter Eiskiihlung gerihrt. Es wurde auf 60°C erhitzt, MnO, (4,2 g; 50,0 mmol) zugegeben und die
Suspension auf 100°C erhitzt, bis sich die Losung orange farbt. Nach Abkihlen auf RT wurde der
Feststoff abgesaugt, der Riickstand in Et,0 (10 mL) geldst und erneut filtriert. Das Filtrat wurde
aufkonzentriert, Umkristallisation mit Wasser ergab das Produkt als farblose Kristalle (1,9 g; 45 %).

'H-NMR ((DMSO-dg, 300 MHz) & (ppm)): 8,65 (s,1 H, OH), 6,24 (s, 1 H, HO-C-H)
BC-NMR ((DMSO-dg, 75 MHz) & (ppm)): 96,95; 121,33; 149,87; 163,16

MS (FD) m/z: 168,07; 170,07; 172,06 [M+H]"; 169,08; 171,06; 173,08 [MH+H]"

2-tert-Butyl-4,5-dichloropyridazin-3(2H)-on (DCP) 2

cl

1 (3,3 g; 19,5 mmol) und Na,CO; (0,9 g; 8,7 mmol) wurden in Wasser (30 mL) unter Eiskiihlung
gerihrt, bis eine klare Losung entstand. Tert-butylhydrazinhydrochlorid (2,4 g, 19,5 mmol) wurde
addiert und die Losung 3 h unter Eiskiihlung geriihrt. Nach Filtration wurde der Riickstand mit
Wasser gewaschen, in Benzol (37 mL) gel6st, Essigsdure (5,2 g) zugegeben und die Mischung 4 h bei
35-45°C gertihrt. Es wurde Wasser (5 mL) addiert, die organische Phase abgetrennt und
nacheinander mit 1,25 M NaOH-L6sung (5 mL), 3 M HCI-Lésung (5 mL) und 5 mL Wasser gewaschen.
Trocknung mit Na,SO,4 und Entfernung des Losemittels im Vakuum ergaben das Produkt als orangene
Kristalle (2,6 g; 59 %).

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1 H, N=C-H); 1,64 (s, 9 H, N(CH;)s)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 27,63; 66,99; 133,47; 135,85; 156,88
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4.2.2. Synthese des HB-P20P-Derivats nach Mou et al.'®

Methyl-4-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)benzoat 3

0

Methyl-4-hydroxybenzoat (15,0 g; 98,6 mmol) wurde in Cylcohexanon (250 mL) gel6st, Kl (8,2 g;
49,29 mmol) und K,COs; (27,22 g; 197,2 mmol) zugegeben und unter Argon gerihrt. 2-(2-
Chloroethoxy)ethanol (30,7 g; 246,5 mmol) wurde addiert und die Mischung 24 h refluxiert. Nach
Abkihlen auf RT wurde filtriert und das Filtrat aufkonzentriert. Sdulenchromatographische
Aufreinigung (EtOAc; R¢= 0,6) ergab das Produkt (17,7 g; 74 %) als farbloses Ol.

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 7,97 (d, J =9 Hz, 2H, CO-Ar); 6,92 (d, J =9 Hz, 2H, O-Ar); 4,16
(t, J = 6 Hz, 2H, Ar-O-CH,); 3,86 (t, J/ = 6 Hz, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 3,86 (s, 1H, O-CH3); 3,77-3,73 (m, 2H,
CH,-CH,-0H); 3,68-3,64 (m, 2H, CH,-CH,-0OH); 2,25 (s, 1H, OH)

BC.NMR ((CDCl;, 75 MHz) & (ppm)): 51,83; 61,70; 67,44; 69,40; 72,59; 114,11; 122,84; 131,56;
162,36; 166,75

Methyl-4-(2-(2-(tert-butyldiphenylsiloxy)ethoxy)ethoxy)benzoat 4

0

\0)1\©\
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Zu 3 (9,7 g; 40,0 mmol), geldst in trockenem DMF (70 mL), wurden Imidazol (4,4 g; 64,0 mmol) und
tert-Butyldiphenylsilylchlorid (16,5 g; 60,0 mmol) addiert. Die Mischung wurde 4 h unter Argon bei
80°C geriihrt. Nach Aufkonzentration wurde der Riickstand sdaulenchromatographisch aufgereinigt
(PE/EA 7:1; R¢= 0,4) und ergab das Produkt (14,9 g; 78 %) als farbloses Ol.

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 7,99 (d, J = 9 Hz, 2H, CO-Ar); 7,69 (d, J = 9 Hz, 4H, Si-Ar); 7,4 -
7,33 (m, 6H, Si-Ar); 6,92 (d, J = 9 Hz, 2H, O-Ar); 4,13 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-O-CH,); 3,89 (s, 1H, O-CH;);
3,87 - 3,82 (m, 4H, Ar-O-CH,-CH,, CH,-CH,-0Si); 3,68 (t, J =6 Hz, 2H CH,-CH,-0Si); 1,05 (s, 9H tert-
butyl)

3C-NMR ((CDCl3, 75 MHz) & (ppm)): 19,16; 26,78; 51,08; 63,49; 67,61; 69,22; 72,68; 114,15; 122,65;
127,60; 129,59; 131,51; 133,59; 135,59; 162,57; 166,81

MS (ESI) m/z: 501,20; 502,22; 503,22 [M+Na]"
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Methyl-4-(2-(2-(tert-butyldimethylsiloxy)ethoxy)ethoxy)benzoat 5

0

\O)J\©\
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Zu 3 (2,1 g; 9,0 mmol), geldst in trockenem DMF (20 mL), wurden Imidazol (1,0 g; 14,0 mmol) und
tert-Butyldimethylsilylchlorid (2,2 g; 14,0 mmol) addiert. Die Mischung wurde 4 h unter Argon bei
80°C geriihrt. Nach Aufkonzentration wurde der Rickstand saulenchromatographisch aufgereinigt
(PE/EA 3:1; R¢= 0,6) und ergab das Produkt (1,4 g; 48 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,98 (d, J = 9 Hz, 2H, CO-Ar); 6,93 (d, J = 9 Hz, 2H, CH»-Ar); 4,16
(t, J = 6 Hz, 2H, Ar-O-CH,); 3,90 - 3,86 (m, 5H, Ar-O-CH,-CH,, O-CH;); 3,79 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-CH,-
0Si); 3,63 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-CH,-0Si); 0,89 (s, 9H, tert-butyl) 0,07 (s, 6H, Si-(CH3),)

B3C-NMR ((CDCls, 100 MHz) & (ppm)): 18,9; 25,87; 51,71; 62,87; 67,71; 69,57; 72,86; 107,45; 114,13;
122,63; 131,44; 162,51; 166,82

MS (ESI) m/z: 355,19 [M+H]"

4-(2-(2-(tert-Butyldiphenylsiloxy)ethoxy)ethoxy)phenylmethanol 6

0
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Eine Losung aus 4 (9,6 g; 20,0 mmol) in trockenem Et,0 (110 mL) wurde langsam unter Eiskiihlung zu
LiAlH; (1,8 g; 48,0 mmol) in trockenem Et,0 (80 mL) getropft. AnschlieRend wurde 2 h unter
Eiskiihlung, dann 2 h bei RT gertihrt. Wasser wurde tropfenweise zu der Reaktionsmischung addiert,
bis keine Gasbildung mehr zu beobachten war. Der pH wurde auf 6 eingestellt und die Mischung
filtriert. Nach Trocknung liber Na,SO, und Einengung des Filtrats wurde 6 (7,0 g; 79 %) als farbloses
Ol erhalten.

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 7,68 - 7,65 (m, 4H, Si-Ar); 7,40 - 7,33 (m, 6H, Si-Ar); 7,29 (d,

J =9 Hz, 2H, CH,-Ar); 6,92 (d, J = 9 Hz, 2H, O-Ar); 4,62 (s, 2H, HO-CH,-Ar); 4,16 - 4,13 (m, 2H, Ar-O-
CH,-CH,); 3,88 - 3,86 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 3,78 - 3,75 (m, 2H, CH,-CH-0Si); 3,70 - 3,66 (m, 2H, CH,-
CH,-0Si); 1,07 (s, 9H, tert-butyl)

MS (ESI) m/z: 473,22; 474,23 [M+Na]"
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2-(2-(4-(Hydroxymethyl)phenoxy)ethoxy)ethanol 7

)
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Eine Lésung aus 5 (0,9 g; 2,5 mmol) in trockenem Et,0 (10 mL) wurde langsam unter Eiskiihlung zu
LiAlH; (0,2 g; 6,0 mmol) in trockenem Et,0 (10 mlL) getropft. AnschlieBend wurde 2 h unter
Eiskiihlung, dann 2 h bei RT gertihrt. Wasser wurde tropfenweise zu der Reaktionsmischung addiert,
bis keine Gasbildung mehr zu beobachten war. Der pH wurde auf 6 eingestellt und die Mischung
filtriert. Nach Trocknung iber Na,SO,4 und Einengung des Filtrats wurde das Produkt (0,7 g; 82 %) als
farbloses Ol erhalten.

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 7,28 (d, J =9 Hz, 2H, CO-Ar); 6,91 (d, J = 9 Hz, 2H, CH,-Ar); 4,61
(s, 2H, HO-CH,-Ar); 4,13 - 4,10 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 3,87 - 3,84 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 3,81 - 3,78
(m, 2H, CH,-CH,-0Si); 3,65 - 3,61 (m, 2H, CH,-CH,-0Si); 1,68 (s, 1H, OH), 0,89 (s, 9H, tert-butyl); 0,07
(s, 6H, Si-(CH3),

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 25,88; 62,74; 64,94; 67,47; 69,76; 72,83; 114,63; 128,53; 133,25

2-tert-Butyl-5-(4-(2-(2-(tert-butyldiphenylsiloxy)ethoxy)ethoxy)benzyloxy)-4-chloropyridazin-3-
(2H)-on 8
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Zu 6 (2,4 g; 5,4 mmol), gel6st in trockenem DMF (25 mL), und Cs,CO3 (2,6 g; 8,0 mmol) wurde
langsam eine Losung von DCP (0,3 g; 1,3 mmol) in trockenem DMF (15 mL) bei 60°C getropft. Nach
12 h Rihren bei 60°C wurde die Mischung filtriert und das Filtrat aufkonzentriert. Saulen-
chromatographische Aufreinigung (PE/EA 3:1, R¢= 0,4) ergab das Produkt (0,2 g; 19 %) als gelbes Ol.

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 7,73 (s, 1H, N=C-H); 7,69 (d, J = 9 Hz, 4H, Si-Ar; 7,39 - 7,30 (m,
8H, Si-Ar, CHy-Ar); 6,94 (d, J = 9 Hz, 2H, O-Ar); 5,24 (s, 2H, HO-CH,-Ar); 4,1 - 4,08 (m, 2H, Ar-O-CH>-
CH,); 3,87 - 3,82 (m, 4H, Ar-O-CH,-CH,, CH,-CH,-0Si); 3,87 - 3,86 (m, 2H, CH,-CH,-0Si); 1,63 (s, 9H,
N(CHs)s3); 1,1 (s, 9H, tert-butyl)

MS (ESI) m/z: 657,32; 658,33; 659,32 [M+Na]"
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2-tert-Butyl-4-chloro-5-4-(2-(2-hydroethoxy)ethoxy)benzyloxy)pyridazin-3-(2H)-on 9

(o}
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TBAF (1 mL; 1 M in THF) wurde zu 8 (186,0 mg; 0,3 mmol) in trockenem THF (5 mL) addiert und 2 h
bei RT geriihrt. Die Mischung wurde mit EtOAC (3 mL) verdiinnt und zweimal mit gesattigter NaCl-
Losung ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet und aufkonzentriert.
Das Produkt (80,0 mg; 70 %) wurde nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (CH,Cl,/MeOH
10:1, R¢= 0,3) als schwach gelbes Ol erhalten.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,33 (d, J = 9 Hz, 2H, CO-Ar); 6,95 (d,
J =9 Hz, 2H, O-Ar); 5,24 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,16 - 4,13 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 3,89 - 3,86 (m, 2H, Ar-O-
CH,-CH,); 3,78 - 3,74 (m, 2H, CH,-CH,-OH); 3,70 - 3,66 (m, 2H, CH,-CH,-OH); 1,62 (s, 9H, N(CHs)s)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 26,51; 27,80; 61,67; 66,30; 67,41; 69,52; 71,68; 72,55; 114,95;
125,22; 127,59; 128,92; 134,76; 153,69; 159,02

2-(2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)phenoxy)-ethoxy)ethyl-
4-methylbenzensulfonat 10
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9 (73,0 mg; 0,2 mmol), geldst in trockenem CH,Cl, (2 mL), wurde mit Tosylchlorid (53,0 mg; 0,3
mmol), DIPEA (37,0 mg; 0,3 mmol) und DMAP (34,0 mg; 0,3 mmol) versetzt. Nach 2 h Riihren bei RT

wurde die Mischung filtriert und eingeengt. Das Filtrat wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt
(CH,Cl,/MeOH 100:1, R¢= 0,3) und ergab das Produkt (84,0 mg; 83 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 7,79 (s, 1H, N=C-H); 7,75 (d, J = 9 Hz, 2H, CH,-Ar); 7,31 - 7,28
(m, 4H, S-Ar); 6,91 (d, J = 9 Hz, 2H, O-Ar); 5,23 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,19 - 4,16 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH,);
4,06 -4,03 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH;); 3,79 - 3,73 (m, 4H, CH,-CH»-OH, CH,-CH,-OH); 2,40 (s, 3H, CHs-Ar-
S); 1,62 (s, 9H, N(CHs)s)

MS (FD) m/z: 551,45; 553,47 [M+H]"
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2-(2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4yloxy)methyl)phenoxy)ethoxy)-ethyl
methansulfonat 11
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9 (924,0 mg; 2,3 mmol) wurde in trockenem CH,Cl, (20 mL) gelést und EtsN (357 pL; 2,6 mmol)
addiert. Die Reaktionsmischung wurde mit einem Eisbad auf 0°C abgekihlt und Mesylchlorid (293,0
mg; 2,6 mmol) auf einmal addiert. Nach Entfernen des Eisbads wurde Gber Nacht bei RT gerihrt.
Aufkonzentration der Reaktionslosung und sdulenchromatographische Aufreinigung (PE/EA 1:2, R¢=
0,5) ergaben das Produkt (853,0 mg; 77 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,73 (s, 1H, N=C-H); 7,33 (d, J = 9 Hz, 2H, CH,-Ar); 6,92 (d,
J=9Hz, 2H, O-Ar; 5,23 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,41 - 4,38 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 4,15 - 4,10 (m, 2H, Ar-O-
CH,-CH,;); 3,89 - 3,82 (m, 4H, CH,-CH,-OMs, CH,-CH,-OMs); 3,04 (s, 3H, CH5-S); 1,62 (s, 9H, N(CHs)s)

BBC-.NMR ((CDCl5, 75 MHz) & (ppm)): 27,80; 37,64; 66,30; 67,34; 69,07; 69,18; 69,72; 71,64; 77,42;
114,86; 125,17; 128,98; 153,68; 158,93

MS (ESI) m/z: 475,15; 477,13 [M+H]"

5-(4-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 12
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11 (0,8 g; 1,7 mmol) wurde in trockenem DMF (20 mL) gelést und NaNs (2,2 g; 33,4 mmol)
zugegeben. Die Mischung wurde iber Nacht bei RT gerihrt. Nach Filtration und Aufkonzentration
des Filtrats ergab die sdulenchromatographische Aufreinigung (PE/Et,0 1:1, R¢= 0,2) das Produkt (0,4
g; 52 %) als gelbes Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,33 (d, J = 9 Hz, 2H, CH,-Ar); 6,95 (d,
J =9 Hz, 2H, O-Ar); 5,24 (s, 2H, O-CH»-Ar); 4,14 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 3,86 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-
O-CHz-CHz),' 3,74 (m, 2H, CHz-CHz-N3); 3,41 (t, J=6 HZ, ZH, CHz-CHz-N_D,); 1,62 (S, 9H, N(CH3)3)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) 6 (ppm)): 27,80; 50,64; 66,29; 67,31; 69,10; 70,23; 71,70; 76,58; 77,00;
77,41; 114,92; 125,21; 127,11; 128,91; 153,69; 159,07

MS (ESI) m/z: 422,16; 424,18 [M+H]"
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5-(4-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 13
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12 (336,0 mg; 0,8 mmol) wurde in THF (8 mL) geldst und Triphenylphosphin (315,0 mg; 1,2 mmol)
hinzugefiigt. Nach Addition von H,0 (22 plL) wurde die Reaktionsmischung tber Nacht bei RT
geruhrt. Aufkonzentration und sdulenchromatograpische Aufreinigung (DCM/MeOH 8:1; 3 % NH,OH;
R¢= 0,3) ergaben das Produkt (253,0 mg; 80 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,32 (d, J = 9 Hz, 2H, CH,-Ar); 6,95 (d,

J =9 Hz, 2H, 0-Ar); 5,24 (s, 2H, O-CH»-Ar); 4,15 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 3,83 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-
0-CH,-CH,); 3,59 (t, J = 6 Hz, 2H, CH»-CH,-NH,); 2,90 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-CH»-NH,); 1,83 (bs, 2H, NH,)
1,62 (s, 9H, N(CHs)3)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) 6 (ppm)): 27,92; 53,54;64,28; 66,45; 67,41; 69,07; 71,79; 114,94; 125,29;
127,20; 129,14; 153,84; 159,02

MS (ESI) m/z: 396,15; 398,17 [M+H]"

2-tert-Butyl-4-chloro-5-(4-(2-(2-fluoroethoxy)ethoxy)benzyloxy)pyridazin-3(2H)-on 14
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10 (20,0 mg; 0,1 mmol) geldst in trockenem CH,Cl, (2 mL) wurde auf 0°C gekihlt und DAST (10 mg;
0,06 mmol) zugetropft. Die Mischung wurde langsam auf RT gebracht und 30 min bei RT gerihrt.
Aufkonzentration der Lésung und sdulenchromatographische Aufreinigung (PE/EA 1:1; R; = 0,5)
ergaben das Produkt (12,0 mg; 60 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,33 (d, J = 9 Hz, 2H, CO-Ar); 6,95 (d,

J =9 Hz, 2H, O-Ar); 5,24 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,67 - 4,66 (m, 1H, CH,-CH,-F); 4,53 - 4,50 (m, 1H, CH,-CH,-
F); 4,17 - 4,14 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH,); 3,91 - 3,86 (m, 3H, CH,-CH,-F; Ar-O-CH,-CH,); 3,79 - 3,76 (m,
1H, CH,-CH,-F); 1,62 (s, 9H, N(CHs)3)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 25,25; 27,84; 28,14; 28,23; 29,68; 30,96; 50,88; 66,35; 67,46;
69,30; 69,57; 71,72; 77,20; 114,93; 125,21; 128,98; 153,73; 159,07

87



Experimenteller Teil

4.2.3. Synthese des Pyridaben-Benzylbromids nach PCT/US2011/024109

2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-(hydroxymethyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on 15
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DCP (1,5 g; 6,8 mmol) gelost in trockenem DMF (3 mL) wurde langsam unter Rihren zu einer
Mischung aus 1,4-Phenylendimethanol (4,8 g; 34,4 mmol) in trockenem DMF( 20 mL) und Cs,C03(9,0
g; 28,0 mmol). Die Mischung wurde 6 h auf 65°C erhitzt. Nach Reaktionsende wurde die Losung
filtriert, das Filtrat mit gesattigter NaCl-Losung (2 mL) verdinnt und mit CHCl; extrahiert. Die
organische Phase wurde (iber Na,SO, getrocknet und aufkonzentriert. Sdulenchromatographische

Aufreinigung (EA/PE 2:1; R = 0,7) ergab das Produkt als farbloses Ol. Das Edukt 1,4-Phenylen-
dimethanol konnte zu grofRen Teilen zurlickgewonnen werden.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,40 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH»-Ar); 4,71
(s, 2H, Ar-CH»-OH); 1,61 (s, 9H, N(CHs)s)

5-(4-(Bromomethyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 16
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Zu 15 (3,9 g; 12,7 mmol), geldst in trockenem CH,Cl, (40 mL), wurde eine 1,0 M Lésung PBr; (1,7 g;
6,4 mmol) in trockenem CH,Cl; innerhalb von 30 min bei RT zugegeben. Nachdem die Mischung 1 h
bei RT riihrte, wurde mit Wasser (5 mL) verdiinnt und die wassrige Phase mit CH,Cl, extrahiert. Es

wurde mit gesattigter NaCl-Lésung (10 ml) extrahiert, (iber Na,SO, getrocknet und die organische
Phase aufkonzentriert. Das Produkt (3,8 g; 78 %) wurde als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,44 - 7,35 (m, 4H, Ar); 5,28 (s, 2H, O-CH»-
Ar); 4,48 (s, 2H, Ar-CH,-Br); 1,61 (s, 9H, N(CH5)3)

BBC-.NMR ((CDCl5, 75 MHz) & (ppm)): 27,78; 32,68; 66,41; 71,31; 118,17; 124,91; 127,41; 128,56;
129,19; 129,42; 129,58; 135,05

88



Experimenteller Teil

4.2.4. Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-Hydroxy-Derivate

Der jeweilige Glykol (Mono-, Di- und Tetraethylenglykol) (130,0 mmol) wurde mit Kalium-t-Butoxid
(1,5 mmol) versetzt und geriihrt bis eine klare Losung erhalten wurde. 16 (1,6 mmol) in trockenem
THF (5 mL) wurde auf einmal zu der L6sung gegeben, die Mischung 18 h auf 60°C erhitzt. Es wurde
mit Wasser (2 mL) verdiinnt und mit CHCl; extrahiert. Die organische Phase wurde lber Na,SO,
getrocknet und aufkonzentriert. Sdulenchromatographische Aufreinigung ergab das Produkt als
farbloses Ol.

2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-((2-hydroxyethoxy)methyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on 17
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EA/PE 2:1; R¢=0,3; 58 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)):7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,40 (s, 4H, Ar); 5,31 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,58
(s, 2H, Ar-CH»-O-CH,); 3,79 - 3,76 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH.); 3,64 - 3,60 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,);
1,87 (1H, s, OH); 1,62 (s, 9H, N(CH)3)

2-tert-Butyl-4-chloro-5-(4-((2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)methyl)benzyloxy)pyridazin-3(2H)-on 18
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EA; R,=0,4; 68 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,39 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,58
(s, 2H, Ar-CH,-0); 3,75 - 3,60 (m, 8H, Ar-CH,-O-CH,-CH,-O-CH,-CH,.); 2,13 (1H, s, OH); 1,62 (s, 9H,
N(CHs)s)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 27,30; 27,70; 61,60 66,26; 69,60; 70,29; 71,50; 72,37; 72,69;
118,03; 124,96; 127,11; 128,11; 137,18; 138,69; 153,56; 158,90

MS (LCMS) m/z: 411,16; 413,15 [M+H]"
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2-tert-Butyl-4-chloro-5-(4-(13-hydroxy-2,5,8,11-tetraoxatridecyl)benzyloxy)pyridazin-3(2H)-on 19
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CHCls/Aceton 2:1; R¢=0,4; 62 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,38 (s, 4H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,56
(S, 2H, Ar-CHZ-O-CHz); 3,71 - 3,57 (m, 16H, Ar-CHZ-O-CHz'CHZ'O-CHZ-CHz-O'CHz'CHZ'O-CHz-CHz),' 2,63
(s, 1H, OH), 1,61 (s, 9H, N(CH3)3)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 27,78; 61,65; 66,33; 69,64; 70,26; 70,48; 70,51; 70,55; 71,60;
72,47; 72,74; 76,58; 118,17; 125,03; 127,12; 128,19; 134,12; 138,99; 153,62; 158,98

MS (LCMS) m/z: 499,21; 501,22 [M+H]"

4.2.5. Synthese des Flurpiridaz-Markierungsvorlaufers

2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyloxy)ethyl-4-
methylbenzensulfonat 20
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17 (317,0 mg; 0,9 mmol), gelést in trockenem CH,Cl, (2 mL), wurde mit Tosylchlorid (258,0 mg; 1,4
mmol), DIPEA (175,0 mg; 1,4 mmol) und DMAP (165,0 mg; 1,4 mmol) versetzt. Nach 2 h Rihren bei
RT wurde die Mischung filtriert und eingeengt. Das Filtrat wurde sdulenchromatographisch
aufgereinigt (EA/PE 2:1, R¢= 0,7) und ergab das Produkt (355,0 mg; 80 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,78 (d, J = 9 Hz, 2H, CO-Ar); 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,37 (d,
J =9 Hz, 2H, Ar-CH,-0-CH,); 5,29 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,48 (s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 4,20 - 4,17 (m, 2H, Ar-
CH,-0O-CH,-CH,); 3,69 - 3,66 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH»-CH,); 2,42 (s, 3H, CH3-Ar-S); 1,61 (s, 9H, N(CHs)3)
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4.2.6. Synthese des kalten Flurpiridaz-Standards

2-(tert-Butyl)-4-chloro-5-((4-((2-fluoroethoxy)methyl)benzyl)oxy)pyridazin-3(2H)-on 21
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17 (50,0 mg; 0,1 mmol) in trockenem CH,Cl, (2 mL) wurde auf 0°C gekihlt und DAST (28,0 mg; 0,2
mmol) zugetropft. Die Mischung wurde langsam auf RT gebracht und 30 min bei RT gerihrt.
Aufkonzentration der Lésung und sdulenchromatographische Aufreinigung (EA/PE 2:1; R; = 0,8)
ergaben das Produkt (25,0 mg; 50 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,71 71 (s, 1H, N=C-H); 7,40 (s, 4H, Ar); 5,31 (s, 2H, O-CH,-Ar);
4,69-4,66 (m, 1H, Ar-CH,-O-CH,-CH,); 4,60 (s, 2H, Ar-CH,-0-CH,); 4,53 - 4,50 (m, 1H, Ar-CH,-O-CH,-
CH,); 3,81 - 3,78 (m, 1H, Ar-CH,-O-CH,-CH,); 3,71 - 3,68 (m, 1H, Ar-CH,-O-CH,-CH,); 1,62 (s, 9H,
N(CH3)s)

MS (ESI) m/z : 391,16; 392,16; 393,16; 394,16 [M+Na]"

4.2.7. Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-Amino-Derivate nach Sawicki et al.'®

4.2.7.1. Mesylierung der Pyridaben-Bn-O-PEG-Hydroxy-Derivate

Das jeweilige Pyridaben-PEG-Derivat (2,0 mmol) wurde in trockenem CH,Cl, (10 mL) geldst und EtsN
(1,95 mmol) zugegeben. Die Mischung wurde auf 0°C geklhlt und Mesylchlorid (2,0 mmol) addiert.
Nach Rihren {ber Nacht bei RT wurde die Mischung filtriert, nach Aufkonzentration
sdulenchromatographisch aufgereinigt und ergab das Produkt als farbloses Ol.

2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyloxy)ethyl
methansulfonat 22
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EA/PE 2:1; R¢=0,5; 85 %
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'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,39 (s, 4H, Ar); 5,31 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,59
(s, 2H, Ar-CH,-0-CH,); 4,42 - 4,39 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,); 3,78 - 3,75 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,);
3,04 (s, 3H, S-CHs); 1,62 (s, 9H, N(CHs)3)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 27,75; 37,59; 66,33; 67,98; 68,92; 71,48; 72,77; 118, 19; 124,97;
127,24; 128,14; 134,49; 153,57

MS (LCMS) m/z: 445,11; 447,11 [M+H]"

2-(2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazind4yloxy)methyl)benzyloxy)ethoxy)
-ethylmethansulfonat 23
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EA; R,=0,7; 89 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,38 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,56
(s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 4,39 - 4,36 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,); 3,78 - 3,75 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,);
3,70 - 3,63 (m, 4H, Ar-CH,-0O-CH,-CH,-0O-CH,-CH,)); 3,02 (s, 3H, S-CHs); 1,62 (s, 9H, N(CH3)s)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) & (ppm)): 27,77; 37,59; 66,33; 69,64; 70,26; 70,51; 70,55; 71,60; 72,47;
72,74; 76,58; 118,21; 125,03; 127,12; 128,19; 134,12; 138,99; 153,62; 158,98

MS (LCMS) m/z: 498,13; 491,12 [M+H]"

1-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)phenyl)-2,5,8,11-
tetraoxatridecan-13-yl-methansulfonat 24
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CHCl5/Aceton 2:1; R¢= 0,6; 81 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,38 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,56
(s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 4,36 - 4,33 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,); 3,75 - 3,72 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,);
3,64 (m, 12H, Ar-CH,-O-CH,-CH,-0O-CH,-CH,-0-CH,-CH,-O-CH»-CH,). 3,05 (s, 3H, S-CH;), 1,61 (s, 9H,
N(CHs)s)
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BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 27,96; 50,75; 66,47; 69,65; 70,10; 70,72; 71,74; 72,86; 118,27;
125,15; 127,26; 128,21; 134,24; 139,13; 153,74; 159,04

MS (LCMS) m/z: 577,19; 579,17 [M+H]"

4.2.7.2. Sy der Pyridaben-Bn-O-PEG-Mesyl-Derivate mit Natriumazid

Das entsprechende Mesylat (0,7 mmol) wurde in trockenem DMF (10 mL) gelést und NaNs (1,5
mmol) zugegeben. Die Mischung wurde {iber Nacht bei RT geriihrt. Nach Filtration und
Aufkonzentration des Filtrats ergab die saulenchromatographische Aufreinigung das Produkt als
farbloses Ol.

5-(4-((2-Azidoethoxy)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 25
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PE/EA 1:1,R¢=0,8; 65 %

3

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,40 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH»-Ar); 4,58
(s, 2H, Ar-CH»-0-CH,); 3,69 - 3,67 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,); 3,44 - 3,40 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH»-CH,);
1,62 (s, 9H, N(CHs)s)

BBC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 27,85; 50,82; 66,53; 69,20; 71,57; 72,86; 118,21; 125,25; 127,34;
128,17; 134,38; 138,61; 153,87; 159,36

MS (LCMS) m/z: 392,14; 394,13 [M+H]"

5-(4-((2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 26
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PE/EA 1:1,R;=0,7; 72 %

IH-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,70 (s, 1H, N=C-H); 7,37 (s, 4H, Ar); 5,28 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,56
(S, 2H, Ar-CHz-O-CHz),' 3,68 - 3,64 (m, 6H, Ar'CHz'O-CHz-CHz, Ar-cHZ'O-CHz-CHZ'O-CHZ-CHz); 3,39 -
3,56 (M, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,-O-CH,-CHy-Ns); 1,60 (s, 9H, N(CHs)s)
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BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 27,84; 50,70; 66,38; 69,76; 70,09; 70,79; 71,56; 72,86; 118,15;
125,11; 127,33; 128,18; 134,26; 138,99; 153,69; 159,03

MS (LCMS) m/z: 435,16; 437,17 [M+H]"

5-(4-(13-Azido-2,5,8,11-tetraoxatridecyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 27
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CHCls/Aceton 2:1; R¢=0,8; 71 %

H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,38 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,57
(S, ZH, Ar-CHZ-O-CHz); 3,69 - 3,35 (m, 14H, Ar'CH2-0'CHZ-CHz-O'CHz'CHZ'O-CHZ-CHz-O'CHz'CH2); 3,37
(t, J=6 HZ, ZH, CHZ-N3), 1,62 (S, 9H, N(CH3)3)

BC-NMR ((CDCl3, 75 MHz) & (ppm)): 27,79; 50,64; 66,35; 69,69; 69,99; 70,60; 70,66; 71,62; 72,74;
118,20; 125,03; 127,14; 128,19; 134,12; 139,08; 153,62; 159,00

MS (LCMS) m/z: 524,21; 526,22 [M+H]"

4.2.7.3. Reduktion der Pyridaben-Bn-O-PEG-Azid-Derivate

Das jeweilige Azid (0,3 mmol) wurde in THF (5 mL) gel6st. Zu der Lésung wurden PhsP (0,5 mmol)
und Wasser (6 puL) addiert und die Reaktionsmischung tGber Nacht bei RT gerthrt. Aufkonzentration
und sdulenchromatograpische Aufreinigung ergaben das Produkt als farbloses Ol.

5-(4-((2-Aminoethoxy)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 28

DCM/MeOH 8:1; 3 % NH,OH; R¢=0,5; 51 %
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'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,70 (s, 1H, N=C-H); 7,37 (s, 4H, Ar); 5,28 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,53
(s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 3,55 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH.,); 2,92 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-CH,-O-CH,-
CHZ); 1;60 (SI 9Hl N(CH3)3)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) 6 (ppm)): 27,93; 28,57; 41,35; 66,52; 70,97; 71,64; 72,74; 118,30; 125,34;
127,34; 128,25; 134,36; 138,89; 153,77; 159,06

MS (ESI) m/z: 366,16; 368,16; [M+H]"

5-(4-((2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 29
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DCM/MeOH 5:1; 3 % NH,OH; R¢=0,7; 53 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,39 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,57
(s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 3,65 (s, 4H Ar-CH,-O-CH,-CH,); 3,54 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-CH,-0-CH,-CH,-0-CH,-
CHz-NHz); 2,88 (t, J=6 HZ, 2H, Ar-CHz-O-CHz-CHz-O-CHz-CHz-NHz),' 1,62 (S, 9H, N(CH3)3)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) 6 (ppm)): 27,92; 28,56; 40,10; 53,54; 64,28; 66,45; 67,41; 68,88; 69,52;
71,79; 114,94; 125,29; 127,20; 129,14; 153,84; 159,13

MS (LCMS) m/z: 410,17; 412,18 [M+H]"

5-(4-(13-Amino-2,5,8,11-tetraoxatridecyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 30
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DCM/MeOH 8:1; 3 % NH,OH; R¢=0,3; 69 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,70 (s, 1H, N=C-H); 7,37 (s, 4H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,55
(s, 2H, Ar-CH,-O-CH.); 3,70 - 3,43 (m, 12H, Ar-CHy-O-CH,-CHy-0-CHy-CH,-O-CH,-CH»-0-CH»-CH). 3,48
(t, J=6 HZ, ZH, CHZ-CHz-NHz), 2,82 (t, J=6 HZ, ZH, CHz‘CHz'NHz), 1,60 (S, 9H, N(CH3)3)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) 6 (ppm)): 27,77; 50,65; 66,31; 69,69; 69,99; 70,60; 70,66; 71,62; 72,74;
118,20; 125,03; 127,14; 128,19; 134,12; 139,08; 153,62; 159,00

MS (LCMS) m/z: 497,15; 498,15; 499,15 [M+H]"
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5-(4-((4-Aminobutylamino)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 31
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16 (50,0 mg; 0,1 mmol) wurde in trockenem THF (25 mL) gelost. 1,4-Diaminobutan (475,0 mg; 15,4
mmol) wurde hinzugefligt und die Mischung liber Nacht bei RT gerlihrt. Das Losungsmittel sowie
Uberschissiges 1,4-Diaminobutan wurden im Vakuum entfernt. Sdulenchromatographische
Aufreinigung (DCM/MeOH 6:1, R¢= 0,4) ergab das Produkt (62 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,32 (s, 4H, Ar); 5,26 (s, 2H, NH-CH,-Ar);
3,73 (s, 2H, Ar-CH,-NH-CH,); 3,84 - 3,72 (m, 2H, Ar-CH,-NH-CH,); 2,65 - 2,51 (m 4H, Ar-CH,-NH-CHo-
CHz-CHz-NHz),' 1,60 (S, 9H, N(CH3)3)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 26,80; 27,68; 28,01; 28,34; 40,81; 53,04; 66,65; 71,62; 118,34;
125,18; 127,42; 128,65; 133,46; 139,95; 154,10; 159,54

MS (ESI) m/z: 393,23; 395,24 [M+H]*; 394,24; 396,24 [MH+H]"

4.2.8. Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA/NODAGA-Derivate

DOTA-NHS (0,05 mmol) wurde in trockenem DMF (2 mL) gel6st. Das Pyridaben-PEG-Amino-Derivat
(0,048 mmol) und TEA (134 pL) wurden addiert. Die Reaktionsmischung wurde ber Nacht bei RT
gerihrt. Nach Entfernen des Losemittels erfolgte eine Aufreinigung mittels HPLC (analytische Synergi
Max-RP: 20 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA = 80 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 25 min, 3,3 mL/min) und
ergab das Produkt als farblosen Feststoff.

Pyridaben-Bn-O-PEG;-DOTA-Derivat VN68.M2

2,2',2"-(10-(2-(2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyloxy)ethylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-triyl)triessigsdure 32
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tr: 14,7 min; 50 %

'"H-NMR ((MeODy4, 600 MHz) 6 (ppm)): 8,07 (s, 1H, N=C-H); 7,44 - 7,37 (q, J = 8 Hz, 4H, Ar); 5,39 (s,
2H, O-CH,-Ar); 4,51 (s, 2H, Ar-CH,-0O-CH,); 3,81 - 3,75 (m, 9H, NR-CH;; CH,-CO,H); 3,55 - 3,54 (m, 2H,
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Ar-CH,-0-CH»-CH,); 3,41 - 3,39 (m, 2H, Ar-CH,-0-CH,-CH.); 3,21 - 3,13 (m, 13H, NR-CH,); 1,59 (s, 9H,
N(CHs)s)

BC-NMR ((MeOD,, 150 MHz) & (ppm)): 28,20; 40,41; 51,32; 55,21; 67,74; 67,74; 69,83; 72,89; 73,49;
118,22; 127,67; 128,93; 129,41; 136,12; 140,35; 156,01; 161,01

MS (ESI) m/z: 752,35; 754,34 [M+H]; 753,35; 755,35 [MH+H]"

Pyridaben-Bn-O-PEG,-DOTA-Derivat VN73.M2

2,2',2"-(10-(2-(2-(2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyloxy)ethoxy)ethylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-triyl)-triessigsaure
33
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tr: 14,0 min; 64 %

'H-NMR ((MeOD,4, 600 MHz) & (ppm)): 8,13 (s, 1H, N=C-H); 7,46 (q, J = 8 Hz, 4H, Ar); 5,44 (s, 2H, O-
CH,-Ar); 4,59 (s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 3,85 - 3,75 (m, 6H, CH,-CO,H); 3,70 - 3,67 (m, 4H, Ar-CH,-O-CH,-
CH,-0-CH,-CH,-NH=CO); 3,60 - 3,54 (m, 2H, CH,-CH,-NH=CO); 3,42 - 3,36 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 3,35
- 3,23 (m, 18H; CH,-CO,H,NR-CH;); 1,66 (s, 9H, N(CHs)s)

BC-NMR ((MeOD,, 150 MHz) & (ppm)): 26,77; 38,81; 49,87-49,49; 53,85; 54,73; 66,20; 68,93; 69,40;
69,72; 71,48; 72,37; 118,23; 126,22; 127,49; 134,83; 138,79; 154,55; 159,56

MS (ESI) m/z: 796,37; 798,37 [M+H]"; 797,37; 799,38 [MH+H]*
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Pyridaben-Bn-O-PEG,-DOTA-Derivat VN79.M2

2,2',2"-(10-(1-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)phenyl)-15-
0xo0-2,5,8,11-tetraoxa-14-azahexadecan-16-yl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-
triyl)triessigsaure 34

>\
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tr: 14,4 min; 73 %

'"H-NMR ((MeOD,, 400 MHz) 6 (ppm)): 8,12 (s, 1H, N=C-H); 7,45 (q, J = 8 Hz, 4H, Ar); 5,44 (s, 2H,
O-CH,-Ar); 4,58 (s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 3,88 - 3,73 (m, 6H, CH,-CO,H); 3,71 - 3,59 (m, 12H, Ar-CH,-O-
CH,-CH,-O-CH,-CH,-0-CH,-CH,-0-CH,-CH5); 3,59 - 3,51 (m, 2H, CH,-CH,-NH=CO), 3,41 - 3,36 (m, 2H,
Ar-CH,-O-CH,); 3,32 - 3,21 (m, 18H; NH=CO-CH,; NR-CH;); 1,64 (s, 9H, N(CHs)s)

BC-NMR ((MeOD,, 100 MHz) & (ppm)): 28,16; 40,26; 50,59; 51,56; 54,79; 55,34; 67,65; 70,37; 70,73;
71,03; 71,48; 72,97; 73,60; 118,11; 127,57; 128,81; 129,32; 136,15; 140,35; 156,06; 161,06

MS (ESI) m/z: 884,40; 886,41 [M+H]"; 885,42; 887,42 [MH+H]"

Pyridaben-Ph-O-PEG,-DOTA-Derivat VN94.MZ

2,2',2"-(10-(2-(2-(2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)phenoxy)-
ethoxy)ethylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-triyl)triessigsdaure 35
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tr: 16,3 min; 29 %

'"H-NMR ((MeOD,, 400 MHz) 6 (ppm)): 8,12 (s, 1H, N=C-H); 7,28-7,24 (m, 2H, Ar); 6,92-6,90 (5,39 m,
2H, Ar); 5,34 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,51 - 4,49 (m, 4H, Ar-O-CH,-CH,); 3,86-3,66 (m, 6 H, CH,-CO,H); 3,66 -
3,64 (m, 2H, Ar-O-CH,-CH,-0-CH,); 3,46 - 3,37 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,-O-CH,-CH;); 3,25 - 3,13 (m,
10H, CH,-CO,H; NR-CH.,); 1,62 (s, 9H, N(CHs)s)

98



Experimenteller Teil

BC-NMR ((MeOD,, 100 MHz) & (ppm)): 26,82; 38,87; 49,93-49,42; 54,59-54,04; 56,72; 63,38; 65,65;
66,25; 67,25; 71,62; 73,96; 114,58; 126,30; 127,57; 128,36; 129,62; 154,74; 159,16

MS (LCMS) m/z: 785,21; 787,20 [M+H]"; 786,20; 788,21 [MH+H]"

Pyridaben-Bn-N-C;,-DOTA-Derivat VN110.MZ

2,2',2"-(10-(2-(4-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyl-
amino)butylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-triyl)triessigsaure 36

>th, I_a

H ] OH
HO OH
N N
5 \__/ \/Qo

tz: 11,8 min (20 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA - 80 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 11 min, 3,3 mL/min);48 %

'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,11 (s, 1H, N=C-H); 7,57 (s, 4H, Ar); 5,46 (s, 2H, NH-CH,-Ar);
4,24 (s, 2H, Ar-CH,-NH-CH,); 3,98 - 3,83 (m, 2H, Ar-CH,-NH-CH,-CH,-CH,-CH,-NH); 3,79-3,71 (m, 2H,
Ar-CH,-NH-CH,-CH,-CH,-CH,-NH); 3,53 - 3,32 (m, 8H, CH,-CO,H); 3,27 - 3,03 (m, 16H, NR-CH;); 1,82-
1,72 (m, 2H, Ar-CH,-NH-CH,-CH»-CH,-CH,-NH); 1,59 (s, 9H, N(CHs)s); 1,62-1,55 (m, 2H, Ar-CH,-NH-
CH,-CH,-CH,-CH,-NH)

BC-NMR ((MeOD,, 100 MHz) & (ppm)): 22,47; 25,76; 26,73; 37,36; 46,56; 49,89; 50,53; 54,55; 66,32;
71,11; 118,09; 126,18; 127,94; 130,06; 132,00; 136,73; 154,53; 159,54

MS (ESI) m/z: 779,45; 781,46 [M+H]*; 780,46; 782,46 [MH+H]"
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Pyridaben-Bn-O-PEG;-NODAGA-Derivat VN108.MZ

2,2'-(7-(4-(2-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyl-
oxy)ethylamino)-1-carboxy-4-oxobutyl)-1,4,7-triazonan-1,4-diyl)diessigsaure 37
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NODAGA-NHS (20,0 mg; 0,03 mmol) wurde in trockenem DMF (2 mL) gelost. 28 (11,0 mg; 0,03
mmol) und TEA (19 pL) wurden addiert. Die Reaktionsmischung wurde liber Nacht bei RT gerihrt.
Nach Entfernen des Losemittels erfolgte eine Aufreinigung mittels HPLC (tz: 11,8 min (20 %
MeOH/H,0; 0,1 % TFA = 80 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 12 min, 3,3 mL/min) und ergab das Produkt
(12,0 mg; 51 %) als weillen Feststoff.

'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,13 (s, 1H, N=C-H); 7,49-7,42 (m, 4H, Ar); 5,45 (s, 2H, O-CH,-
Ar); 4,57 (s, 2H, Ar-CH»-O-CH,); 3,96 - 3,72 (m, 4H, CH,-CO,H); 3,68 - 3,58 (m, 1H, CH-CO,H); 3,56-
3,39 (m, 4H, NH-CO-CH»-CH,); 3,26-2,85 (m, 9H, NR-CH,); 2,49-2,34 (m, 2H, Ar-CH,-O-CH,-CH,); 1,66
(s, 9H, N(CHs)3); 1,38-1,28 (m, 2H, Ar-CH»-O-CH,-CH,)

BC-NMR ((MeOD,, 100 MHz) & (ppm)): 22,85; 25,25; 26,75; 32,02; 39,01; 50,61; 53,95; 55,59; 63,39;
63,94; 66,33; 68,59; 71,48; 72,11; 116,75; 126,14; 127,45; 127,93; 128,38; 134,73; 138,96; 154,67;
159,64

MS (ESI) m/z: 723,38; 725,38 [M+H]*; 724,38; 726,38 [MH+H]"

4.2.9. Synthese der Pyridaben-Bn-Alkyl-DO2A-/DOTA-/NODAGA-Derivate

4.2.9.1. Synthese von DO2A-(OMe),

1,7-Dibenzyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 38

oy
o

Cyclen (2,0 g; 11,6 mmol) wurde in Wasser (15 mL) gelést und der pH-Wert mittels Zugabe von 6 M
HCl auf pH 3 eingestellt. Benzylchlorformiat (5,0 g, 4,1 mL, 29,0 mmol) gel6st in Dioxan (30 mL)
wurde innerhalb 4 - 5 h zugetropft. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 2 M NaOH auf pH 3
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gehalten. Nach erfolgter Zugabe wurde 15 h bei RT geriihrt. Das Losemittel wurde entfernt, der
Rickstand in 2 M NaOH (50 mL) aufgenommen und mit Et,0 (15 mL) extrahiert. Die organische
Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet und einkonzentriert. Das Produkt (4,7 g; 95 %) wurde als
farbloses Ol erhalten.

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,37 - 7,27 (m, 10H, Ar); 5,15 (s, 4H, Ar-CH,-0); 3,49 - 3,13 (m,
8H, NR-CH,); 2,95 - 2,64 (m, 8H, NH-CH,)

MS (ESI) m/z: 441,27 [M+H]"

1,7-Diameisensaurebenzylester-4,10-diessigsauremethylester-1,4,7,10-tetraaza-cyclododecan 39

gt
- 03\\/ N\_/N @

1,7-Diameisensaurebenzylester-1,4,7,10-tetraazacyclododecan (3 g; 6,4 mmol) wurde in trockenem
MeCN (35 mlL) gelést. DIPEA (1,9 g; 2,5 mlL; 14,4 mmol) wurde hinzugegeben und die
Reaktionsmischung auf 40°C erhitzt. Innerhalb 1 h wurde Methylbromacetat (2,1 g; 1,3 mL; 13,4
mmol) hinzugetropft. Die Reaktion wurde Gber Nacht bei 40°C geriihrt. Nach Aufkonzentration der
Reaktionsmischung erfolgte eine sidulenchromatographische Aufreinigung (Hex/EA 1:3, R¢= 0,3) und
ergab das Produkt (3,7 mmol; 58 %) als schwachgelbes Ol.

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,37 - 7,27 (m, 10H, Ar); 5,29 (s, 6H, OCH;), 5,11 (s, 4H, Ar-CH,-
0); 3,64 (br s, 4H, CH,-CO,CHjs); 3,49 - 3,26 (m, 10H, NR-CH,; NH-CH,); 2,85 ( br s, 6H, NH-CH,)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 47,27-46,34; 51,49; 55,11-54,01; 67,19; 128,11; 128,59; 136,84;
156,56; 171,59

MS (ESI) m/z: 585,31 [M+H]"

Dimethyl 2,2'-(1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diacetat 40
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1,7-Diameisensaurebenzylester-4,10-diessigsauremethylester-1,4,7,10-tetraazacyclododecan (895,0
mg; 1,5 mmol) wurden in MeOH (10 mL) gelést und 10 % Pd/C (90 mg) addiert. Die Hydrierung
erfolgt mittels eines H,-gefiillten Ballons innerhalb 3 h. Nach Filtration der Losung (iber Celite wurde
das Losemittel entfernt und ergab das Produkt (442,0 mg; 96 %) als farbloses Ol.
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'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 3,62 (s, 6H, CH), 3,38 (s, 4H, CH,-CO,CHs); 2,76 - 2,72 (m, 8H,
NR-CH,); 2,57 - 2,54 (m, 8H, NH-CH,)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 45,43; 51,42; 52,05; 56,04; 172,01

4.2.9.2. Synthese der Pyridaben-Bn-0-Cg¢/C;,-Brom-Derivate

15 (3,1 mmol) wurden in trockenem DMF (5 mL) gelost und auf 0°C abgekihlt. Es wurde 60 % NaH
(125 mg) hinzugefiigt und die Mischung 20 min geriihrt. Das Dibromalkan (6,2 mmol) wurde langsam
hinzugetropft und 15 min bei 0°C geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde lber Nacht bei RT gerihrt.
Nach Extraktion mit Wasser wurde die organische Phase (ber Na,SO, getrocknet und
aufkonzentriert. Die Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie. Das Produkt konnte als
farbloses Ol erhalten werden.

5-(4-((6-Bromohexyloxy)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 41

S
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Hex/EA 1:1; R¢=0,89; 33 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,39 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,49
(s, 2H, Ar-CH,-0); 3,48 (t, J = 6 Hz, 2H, O-CH»-(CH,)s); 3,39 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-Br); 1,89 - 1,80 (m, 2H,
O'CHZ'CHz),' 1,61 (S, 9H, N(CH3)3), 1,49 - 1,36 (m, 6H, (CHZ)g-CHz-Br)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 25,50; 28,03; 29,56; 32,77; 33,93; 66,60; 70,54; 71,75; 72,56;
118,13; 125,16; 127,27; 128,05; 134,15; 139,42; 153,82; 159,14

MS (LCMS) m/z: 484,12; 486,11; 485,11; 487,12 [M+H]"

5-(4-((12-Bromododecyloxy)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 42
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Hex/EA 1:1; R;=0,7; 20 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,38 (s, 4H, Ar); 5,31 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,50
(s, 2H, Ar-CH,-0); 3,50 (t, J = 6 Hz, 2H, O-CH,-(CH,)s); 3,38 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-Br); 1,83 (qi, 2H, O-CH,-
CHz), 1,62 (S, 9H, N(CH3)3), 1,48 - 1,27 (m, 18H, (CHz)g)

3C-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 26,32; 27,98; 28,30; 28,89; 29,73-29,56 (m); 29,89; 32,96; 34,23;
66,53; 71,82; 72,54; 72,77; 118,11; 125,22; 127,30; 127,80; 128,24; 134,16; 139,67; 153,79; 159,17

MS (LCMS) m/z: 588,19; 589,20; [M+H]*; 570,20; 571,20; [M+Na]"

4.2.9.3. Synthese des Pyridaben-Bn-O-C¢-Amin-Derivats

5-(4-((6-Azidohexyloxy)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 43
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42 (105,0 mg; 0,2 mmol) wurden in trockenem DMF (2mL) gelost und Natriumazid (145,0 mg; 2,2
mmol) addiert. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht bei RT gerihrt. Nach Filtration und
Aufkonzentration des Filtrats ergab die sdulenchromatographische Aufreinigung (Hex/EA 4:1; R¢ =
0,5) das Produkt (50,1 mg; 55 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,71 (s, 1H, N=C-H); 7,38 (s, 4H, Ar); 5,30 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,50
(s, 2H, Ar-CH»-0); 3,48 (t, J = 6 Hz, 2H, O-CH,-(CH,)s); 3,25 (t, J = 6 Hz, 2H, CH»N3); 1,64 - 1,62 (m,
13H, ; O-CHz-CHz-CHZ; N(CH3)3), 1,41 - 1,38 (m, 4H, CHz-CHz-CHz-N3)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 25,96; 26,67; 27,94; 28,85; 29,67; 51,49; 66,48; 70,58; 71,78;
72,55; 118,15; 125,21; 127,30; 128,24; 134,18; 139,52; 153,73; 159,14

MS (ESI) m/z: 448,25; 450,24 [M+H]"; 470,22; 472,22 [M+Na]*

5-(4-((6-Aminohexyloxy)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 44

o
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43 (51,0 mg; 0,1 mmol) wurde in THF (1 mL) gel6st. Zu der Lésung wurden PhsP (45,0 mg; 0,2 mmol)
und Wasser (5 pL) addiert und die Reaktionsmischung tGber Nacht bei RT gerthrt. Aufkonzentration
und sdulenchromatograpische Aufreinigung (DCM/MeOH 8:1; 3 % NH,OH; R; = 0,3) ergab das
Produkt (35,0 mg; 75 %) als farbloses Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,70 (s, 1H, N=C-H); 7,37 (s, 4H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,48
(s, 2H, Ar-CH,-0); 3,47 (t, J = 6 Hz, 2H, O-CH»-(CH,)s); 2,68 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-NH;); 1,82 (bs, 2H,
NHz), 1,61 (S, 11H, N(CH3)3, O-CHz-CHz); 1,47 - 1,31 (m, 6H, CHZ-CHZ-CHZ'CHz-NHz)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) & (ppm)): 26,13; 26,80; 27,95; 29,80; 33,45; 42,11; 66,39; 70,77; 71,78;
72,51; 118,13; 125,20; 127,27; 128,21; 134,17; 139,56; 153,77; 159,14

MS (ESI) m/z: 422,2217; 424,2122 [M+H]" berechnet C,,H3,CIN;05: 421,2132 [M+H]"

4.2.9.4. Synthese der Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C,,-Brom-Derivate

2-tert-Butyl-4-chloro-5-(4-((6-hydroxyhexylamino)methyl)benzyloxy)pyridazin-3(2H)-on 45
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Zu einer Losung von 6-Amino-1-hexanol (91,0 mg; 0,8 mmol) in trockenem MeCN (10 mL) wurde
K,CO3(108,0 mg; 2,3 mmol) addiert und die Reaktionsmischung auf 40°C erwarmt. 16 (300,0 mg; 0,8
mmol) in trocknem MeCN (15 mL) wurde langsam zugetropft. Nach Rihren liber Nacht wurde die
Suspension filtriert und das Filtrat eingeengt. Die sdulenchromatographische Aufreinigung (Hex/EA
1:2; R¢= 0,6) ergab das Produkt (100,0 mg; 31 %) als oranges Ol.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,56 (d, J = 9 Hz, 4H, Ar); 7,40 (d, J = 9 Hz,
4H, Ar); 5,26 (s, 2H, O-CH-Ar); 4,03 (s, 2H, Ar-CH»-NH); 3,56 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-OH); 2,80 (t, J = 6 Hz,
2H, NH-CH,); 1,79 - 1,71 (m, 2H, CH,-CH,-OH); 1,62 (s, 9H, N(CHs)3); 1,52 - 1,45 (m, 2H, NH-CH,-CH,);
1,35 - 1,33 (m, 4H, NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-OH)

B3C-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 25,23; 26,38; 26,68; 27,96; 28,57; 32,15; 47,32; 51,40; 62,23;
66,68; 71,44; 115,71; 118,25; 125,15; 127,66; 130,66; 133,12; 135,69; 133,74; 159,00

MS (ESI) m/z: 422,20; 424,22 [M+H]"
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Benzyl 4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyl(6-hydroxy-

*ﬁ( %rﬁ@

N\/\/\/\OH

hexyl)carbamat 46

16 (470,0 mg; 1,1 mmol) wurde in 10 % iger Na,CO;-Losung/EtOAc 1:1 (50 mL) und auf 0°C
abgekihlt. Benzylchlorformiat (213,0 mg; 178 uL; 1,2 mmol) wurde tropfenweise addiert und die
Reaktionslosung 1,5 h bei 0°C gertihrt. Nach Addition von Wasser (10 mL) wurde mittels Ethylacetat
extrahiert. Die organische Phase wurde lGber Na,SO, getrocknet und einkonzentriert. Das Produkt
(530,0 mg; 86 %) wurde als schwach gelbes Ol erhalten.

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,36 - 7,26 (m, 9H, Ar); 5,27 (s, 2H, O-CH-
Ar); 5,15 (d, J = 6 Hz, 2H, Ar-CH»-CO,); 4,49 (s, 2H, Ar-CH,-NH); 4,11 - 4,07 (m, 2H, N-CH,); 3,33 - 3,14
(m, 2H, CH»-OH); 1,63 (s, 9H, N(CH5)s); 1,56 - 1,46 (m, 4H, CH»-CH»-CH,-OH); 1,41 - 1,13 (m, 4H, N-
CH,-CH,-CH,)

4.2.9.4.1. Mono-Benzylierung der Aminoalkohole nach del Valle et al.’®®

Der Aminoalkohol (4,3 mmol) wurde in trockenem MeOH (10 mL) gelost und Na,SO4 (40,0 mg)
hinzugefiigt. Benzaldehyd (4,3 mmol) wurde addiert und die Reaktionsmischung bei RT 1 h gerihrt.
Nach Filtration wurde NaBH,4 (8,5 mmol) portionsweise bei 0°C zugegeben und die Reaktion langsam
auf RT gebracht und 1 h gerihrt. Methanol wurde entfernt, der Rickstand in Et,0/H,0
aufgenommen und extrahiert. Die organische Phase wurde zweimal mit H,O (5 mL) gewaschen, mit
Na,SO, getrocknet. Filtration und Entfernung des Lésemittels ergaben das Produkt als farbloses Ol.

6-(Benzylamino)hexan-1-ol 47

©\/H
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46 %

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) &6 (ppm)): 7,35 - 7,21 (m, 5H, Ar); 3,78 (s, 2H, Ar-CH,); 3,60 (t, J = 6 Hz, 2H,
CH,-0H); 2,62 (t, J = 6 Hz, 2H, NH-CH,); 1,74 (bs, 1H, NH); 1,57 - 1,50 (m, 4H, NH-CH,-CH,-CH,); 1,37 -
1,33 (m, 4H, CHZ'CHz'CHz‘OH)

BBC-NMR ((CDCl3, 75 MHz) & (ppm)): 25,73; 27,15; 29,87; 32,76; 49,25; 54,01; 62,84; 127,26; 128,37;
128,56; 139,93

105



Experimenteller Teil

12-(Benzylamino)dodecan-1-ol 48
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42 %

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,39 - 7,21 (m, 5H, Ar); 3,78 (s, 2H, Ar-CH,); 3,62 (t, J = 6 Hz, 2H,
CH,-0H); 2,62 (t, J = 6 Hz, 2H, NH-CH,); 1,59 - 1,46 (m, 6H, NH-CH,-(CH;);,-CH,-OH); 1,39 - 1,18 (m,
14H, NH-CH,-(CH;);0-CH,-OH)

4.2.9.4.2. Alkylierung der Benzylaminoalkohole mit dem Pyridaben-Benzylbromid

Benzylaminoalkohol (1,9 mmol) wurde in trockenem MeCN (13 mL) geldst und K,CO; (3,1 mmol)
hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde auf 55°C erwdarmt und 16 (1,9 mmol) in trockenem
MeCN (10 mL) zu getropft. Nach 2 h Rihren bei 55°C wurde die Suspension filtriert, eingeengt und
sdulenchromatographisch aufgereinigt. Das Produkt konnte als farbloses Ol erhalten werden.

5-(4-((Benzyl(6-hydroxyhexyl)amino)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 49
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Hex/EA 1:1; R¢=0,5; 50 %

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) &6 (ppm)): 7,73 (s, 1H, N=C-H); 7,42 - 7,20 (m, 9H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH,-
Ar); 3,59 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-OH); 3,54 (s, 4H, N-CH,-Ar); 2,40 (t, J = 6 Hz, 2H, N-CH,-alkyl); 1,62 (s,
9H, N(CHs)s); 1,56 - 1,47 (m, 4H, N-CH,-CH,, CH»-CH,-OH); 1,34 - 1,23 (m, 4H, N-CH,-CH,-CH,-CH,-
CH,-CH,-OH)

BC-NMR ((CDCl3, 75 MHz) & (ppm)): 25,63; 27,08; 28,00; 32,85; 53,43; 58,09; 58,50; 63,09; 66,52;
71,97;118,23; 125,29; 126,97; 127,16; 128,32; 128,89; 129,40; 153,89; 159,18

MS (LCMS) m/z: 512,20; 513,20; 514,20; 515,21 [M+H]*
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5-(4-((Benzyl(12-hydroxydodecyl)amino)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-

>L¢[ (©

N\/\/\/\/\/\/\
OH
Hex/EA 2:1; R¢=0,5; 57 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,48 - 7,20 (m, 9H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH»-
Ar); 3,63 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-OH); 3,55 (s, 4H, N-CH,-Ar); 2,40 (t, J = 6 Hz, 2H, N-CH,-alkyl); 1,62 (s,
9H, N(CH3)3), 1,58 - 1,45 (m, 6H, CHZ-CHz-CHz'CHz-OH),' 1,38 - 1,11 (m, 16H, N-CHz-(CHZ)g)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 25,88; 27,09; 27,37; 27,88; 29,71; 32,93; 53,64; 58,02; 58,44;
63,19; 66,45; 71,96; 118,22; 125,27; 126,92; 127,13; 127,70; 128,29; 128,85; 129,37; 133,33; 139,97;
141,20; 153,82; 159,21

MS (LCMS) m/z: 596,3; 597,4; 598,3 [M+H]"

4.2.9.4.3. Appel-Bromierung der Pyridaben-Bn-N(Bn)-Hydoxy-Derivate

Der entsprechende Benzylaminalkohol (0,8 mmol) wurde in trockenem DCM (3 mL) gel6ést und
Triphenylphosphin (1,0 mmol) hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C gekiihlt und
Tetrabrommethan (1,0 mmol) portionsweise addiert. Nach 1 h Riihren bei RT wurde das Losemittel
entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch aufgereinigt. Das Produkt konnte als schwach
gelbes Ol erhalten werden.

5-(4-((Benzyl(6-bromohexyl)amino)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on 51

>L¢[ (©

N\/\/\/\
Br

Hex/EA 1:1; R;=0,7; 84 %

'H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 7,73 (s, 1H, N=C-H); 7,42 - 7,20 (m, 5H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH-
Ar); 3,55 (s, 4H, N-CH,-Ar); 3,35 (t, J = 6 Hz, 2H, CH,-Br); 2,41 (t, J = 6 Hz, 2H, N-CH,); 1,80 (q, J = 6 Hz,
2H, CH,-CH,-CH,.Br); 1,63 (s, 9H, N(CHs)s); 1,49 (q, J = 6 Hz, 2H, N-CH,-CH»-CH,); 1,35 - 1,24 (m, 4H, N-
CHy-CH,-CH,-CH»-CH,-CH,-Br)
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BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 26,32; 27,96; 32,77; 34,03; 53,32; 58,07; 58,49; 66,46; 71,91;
118,26; 125,22; 127,14; 128,29; 128,84; 129,35; 133,40; 153,85; 159,15; 174,39

MS (LCMS) m/z: 597,6; 599,5; 601;6 [M+H]"

5-(4-((Benzyl(12-bromododecyl)amino)methyl)benzyloxy)-2-tert-butyl-4-chloropyridazin-3(2H)-on
52

>|\Eﬁ:/\ﬂj\/"'Kg/\/\/\/\/\Br

Hex/EA 2:1; R¢=0,9; 70 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,51 - 7,22 (m, 9H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH-
Ar); 3,59 (s, 4H, N-CH,-Ar); 3,40 (t, J = 6 Hz, 2H, CH»-Br); 1,89 - 1,80 (q, 2H, N-CH,-alkyl); 1,64 (s, 9H,
N(CHs)s); 1,59 - 1,44 (m, 2H, N-CH,-(CH3)10); 1,41 - 1,39 (m, 2H, N-CH,-(CH;)10); 1,35 - 1,12 (m, 16H, N-
CHZ'(CHZ)IO)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 27,32; 27,99; 28,30; 28,96; 29,56; 29,67; 32,96; 33,84; 57,78;
57,88; 66,57; 71,79; 110,17; 118,43; 125,22; 127,22; 128,43; 128,98; 129,67; 153,85; 159,16, 174,35

MS (LCMS) m/z: 658,2; 659,2; 660,2 [M+H]"

4.2.9.5. Synthese der Pyridaben-Bn-O-C;-DOTA/NODAGA-Derivate

Pyridaben-Bn-O-C¢-DOTA-Derivat VN143.MZ

2,2',2"-(10-(2-(6-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyloxy)hexylamino)-2-oxoethyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-triyl)triessigsdaure 53

S I_q
NjEO/\Q/OW O>\ﬂ /N °

e N/j\ﬁH
" N\__/N\/g-|
(0] (o]

108



Experimenteller Teil

DOTA-NHS (27,0 mg; 0,04 mmol) wurde in trockenem DMF (2 mL) gel6st. 44 (15,0 mg; 0,04 mmol)
und TEA (21 pl) wurden addiert. Die Reaktionsmischung wurde {iber Nacht bei RT gerihrt. Nach
Entfernen des Losemittels erfolgte eine Aufreinigung mittels HPLC (tz: 20,2 min (20 % MeOH/H,0;
0,1 % TFA - 80 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 19 min, 3 mL/min); und ergab das Produkt (10 mg;

35 %) als weiBen Feststoff.

'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,14 (s, 1H, N=C-H); 7,49 (d, J = 6 Hz, 2H, Ar); 7,42 (d, J = 6 Hz,
2H, Ar); 5,45 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,54 (s, 2H, Ar-CH»-0); 3,93 - 3,81 (m, 6H, CH,-CO,H); 3,68 (s, 1H,
NH=CO); 3,54 (t, J = 6 Hz, 3H, NH=CO-CH,) 3,68 - 3,15 (m, 16H, NR-CH,); 1,74 - 1,69 (m, 2H, CH,-
NH=CO); 1,66 (s, 9H, N(CHs)3); 1,59 - 1,31 (m, 10H, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-NH=CO)

BC-NMR ((MeOD,, 150 MHz) & (ppm)): 26,92; 27,83; 28,09; 30,26; 30,63; 40,58; 50,92; 51,50; 54,99;
67,68;71,51; 72,93; 73,43; 118,14; 127,62; 128,82; 129,23; 136,07; 140,57; 156,01; 161,01

MS (ESI) m/z: 830,3828; 831,3951; 832,766; 833,5381; 834,0347 [M+Na]"; berechnet CsgHssCIN;O10:
[M+Na]"830,3819

Pyridaben-Bn-O-C,-NODAGA-Derivat VN213.M2

2,2'-(7-(4-(6-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyloxy)hexylamino)-1-carboxy-4-oxobutyl)-1,4,7-triazacyclononan-1,4-diyl)diessigsdure 54
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NODAGA-NHS (20,0 mg; 0,03 mmol) wurde in trockenem DMF (2 mL) gelost. 44 (15,0 mg; 0,04
mmol) und TEA (21 pL) wurden addiert. Die Reaktionsmischung wurde tiber Nacht bei RT geriihrt.
Nach Entfernen des Losemittels erfolgte eine Aufreinigung mittels HPLC (tz: 14,4 min (20 %
MeOH/H,0; 0,1 % TFA = 80 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 19 min, 3 mL/min); und ergab das Produkt
(8 mg; 34 %) als weillen Feststoff.

'"H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,12 (s, 1H, N=C-H); 7,46 (d, J = 6 Hz, 2H, Ar); 7,41 (d, J = 6 Hz,
2H, Ar); 5,44 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,52 (s, 2H, Ar-CH»-0); 3,89 - 3,80 (m, 4H, CH,-CO,H); 3,65 (s, 1H,
NH=CO); 3,58 - 3,48 (m, 3H, NH=CO-CH,; N-CH-CO,H) 3,36 - 3,03 (m, 14H, NH=CO-CH,-CH,; NR-CH,);
1,71 - 1,66 (m, 2H, CH,-NH=CO); 1,65 (s, 9H, N(CH5)s); 1,51 - 1,25 (m, 10H, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH -
CH,-NH=CO)

BC-NMR ((MeOD,, 100 MHz) 6 (ppm)): 26,90; 27,85; 28,19; 30,39; 30,63; 33,59; 40,44; 50,90; 51,53;
54,97;67,67;71,48;72,94; 73,41; 118,17; 127,51; 128,80; 129,22; 136,03; 140,54; 156,05; 161,02
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MS (ESI) m/z: 779,3750; 780,3763; 781,3783; 782,3809 [M+H]"; berechnet C3;HssCINgO10: 778,3668
[MH+H]"

4.2.9.6. Synthese der mono-Pyridaben-Bn-0-C¢/C;,-DO2A-(OMe),-Derivate

Zu einer Loésung von DO2A-(OMe), (0,3 mmol) in trockenem MeCN (5 mL) wurde das entsprechende
Pyridaben-Bn-0-C¢/C1,-Brom-Derivat (0,3 mmol) in trockenem MeCN (2 mL) langsam bei 55°C
zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde Gber Nacht gerihrt. Aufkonzentration der Losung und
anschlieBende saulenchromatographische Aufreinigung ergaben das Monomer und geringe Anteile
an Dimer als gelbe Ole.

Dimethyl 2,2'-(4-(6-(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-benzyl-
oxy)hexyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdure 55

(o]
>|\ a
X
o\/\/\/\N/_\N/\‘(

00—
[0} [ j
o

DCM/MeOH 8:1; 3 % NH,OH; R¢=0,6; 28 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,72 (s, 1H, N=C-H); 7,38 (s, 4H, Ar); 5,31 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,50
(s, 2H, Ar-CH,-0); 3,69 (s, 6H, OCHs); 3,48 (t, J = 6 Hz, 2H, O-CH,); 3,06 - 2,96 (m, 4H, CH,-CO,-CH3);
2,90 - 2,70 (m, 8H, N-CH,-CH>-N); 2,66 - 2,46 (m, 8H, N-CH,-CH,-N); 1,62 (s, 9H, N(CHs)s3); 1,48 - 1,18
(m, 10H, O-CH,-(CH;)s5);

BBC-.NMR ((CDCl5, 75 MHz) & (ppm)): 26,37; 27,67; 27,99; 28,72; 29,88; 47,12; 49,87; 51,03; 51,67;
56,77; 66,55; 70,72; 71,81; 72,59; 118,19; 125,21; 127,27; 128,24; 134,23; 139,54; 153,87; 159,17;
171,91

MS (ESI) m/z: 721,51; 723,54 [M+H]"
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Dimethyl-2,2'-(4-(12-(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyloxy)dodecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsaure 56

L, L o
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DCM/MeOH 8 :1, 3 % NH,OH; R¢=0,6; 24 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,70 (s, 1H, N=C-H); 7,36 (s, 4H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH,-Ar); 4,48
(s, 2H, Ar-CH,-0); 3,68 (s, 6H, OCHs); 3,48 - 3,43 (m, 4H, O-CH,, CH,-N ); 3,04 - 2,90 (m, 4H, CH,-CO,-
CHs); 2,71 - 2,59 (m, 12H, N-CH,-CH,-N); 2,59 - 2,46 (m, 4H, N-CH»-CH>-N); 1,60 (s, 9H, N(CHs)s); 1,38 -
1,12 (m, 20H, (CH3)10)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 26,29; 27,93; 29,71; 46,02; 47,38; 49,74; 51,09; 51,26; 51,69;
52,09; 56,20; 56,94; 66,40; 70,92; 71,77; 72,48; 118,17; 125,18; 127,27; 128,18; 134,12; 139,58;
153,84; 159,07; 171,70

MS (LCMS) m/z: 805,4; 807,4 [M+H]"

4.2.9.7. Synthese der mono-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C;,-DO2A-(OMe),-Derivate

Zu einer Loésung von DO2A-(OMe), (0,3 mmol) in trockenem MeCN (5 mL) wurde das entsprechende
Pyridaben-N(Bn)-Cs/C1,-Brom-Derivat (0,3 mmol) in trockenem MeCN (2 mL) langsam bei 55°C
zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde Gber Nacht gerihrt. Aufkonzentration der Losung und
anschlieBende saulenchromatographische Aufreinigung ergaben das Monomer und geringe Anteile
an Dimer als gelbe Ole.

Dimethyl 2,2'-(4-(6-(benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo0-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyl)amino)hexyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diacetat 57
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DCM/MeOH 4:1; 1 % NH,OH; R¢= 0,6; Monomer 35 %; Dimer 19 %
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'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,74 (s, 1H, N=C-H); 7,50 - 7,21 (m, 9H, Ar); 5,29 (s, 2H, O-CH»-
Ar); 3,69 (s, 6H, OCH5); 3,65 - 3,55 (m, 4 H, benyzI-N-CH,-alkyl); 3,49 (s, 4 H, N-CH,-Ar); 3,14 - 3,03 (m,
4H, CH,-CO,-CHs); 2,95 - 2,84 (m, 4H, N-CH,-CH»-N); 2,95 - 2,84 (m, 8H, N-CH,-CH»-N); 2,61 - 2,35 (m,
4H, N-CH,-CH»-N); 1,62 (s, 9H, N(CH;)s); 1,58 - 1,43 (m, 2H, N-CH»-alkyl); 1,36 - 1,07 (m, 10H, N-CH,-
CHy-CH»-CH»-CH,-CH,-N)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 21,48; 27,19; 27,47; 27,89; 47,18; 49,33; 50,76; 51,13; 51,67;
53,30; 56,86; 57,82; 66,44; 71,82; 118,31; 125,18; 127,20; 128,30; 128,96: 129,46; 133,60; 153,80;
159,09; 171,77

MS (LCMS) m/z: 810,4; 811,4; 812,4; 813,4 [M+H]"

Dimethyl 2,2'-(4-(12-(benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyl)amino)dodecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsaure 58

g 2 o

DCM/MeOH 6 :1; R¢=0,7; 64 %

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) &6 (ppm)): 7,73 (s, 1H, N=C-H); 7,41 - 7,18 (m, 9H, Ar); 5,28 (s, 2H, O-CH,-
Ar); 3,65 (s, 6H, -OCH;); 3,53 (s, 4H, N-CH»-Ar); 3,41 (s, 4H, CH,-CO,-CHj3); 3,04 - 2,68 (m, 16H, N-CH,-
CH»-N); 2,39 (t, J = 6 Hz, 2H, benzyl-N-CH,); 1,61 (s, 9H, N(CH5)3); 1,55 - 1,44 (m, 2H, CH»-N); 1,38 -
1,11 (m, 20H, N-CH,-(CH;)15-CH,)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 20,23; 27,31; 27,97; 29,65; 47,66; 49,50; 50,85; 51,75; 53,65;
57,20; 57,93; 58,40; 66,49; 71,88; 118,29; 125,14; 127,13; 128,27; 128,83; 129,34; 153,81; 159,30;
171,68

MS (LCMS) m/z: 894,5; 895,5; 896,4; 897,5 [M+H]"

4.2.9.8. Synthese der di-Pyridaben-Bn-0-C¢/C,,-DO2A-(OMe),-Derivate

DO2A-(OMe);, (0,2 mmol) wurde in trockenem MeCN (12 mL) gel6st, K,CO3 (0,4 mmol) addiert und
die Reaktionsmischung auf 65°C erhitzt. Das entsprechende Pyridaben-Bn-O-Cs/Cy,-Brom-Derivat
(0,2 mmol), gel6st in trockenem MeCN (5 mL), wurde langsam zugetropft. Nach 12 h wurde die
Mischung filtriert, eingeengt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch aufgereinigt. Das
Produkt konnte als schwach gelbes Ol erhalten werden.
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Dimethyl 2,2'-(4-(6-(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyl-
oxy)hexyl)-10-(5-(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyloxy)-
pentyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdure 59
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DCM/MeOH 7:1, 2 % NH,OH; R¢=0,7; 62 %

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,73 (s, 2H, N=C-H); 7,36 (s, 8H, Ar); 5,30 (s, 4H, O-CH,-Ar); 4,48
(s, 4H, Ar-CH»-0); 3,67 (s, 6H, O-CH53), 3,49 - 3,45 (m, 4H; O-CH-alkyl); 3,39 (s, 4H, CH,-CO,-CH3); 3,15
- 2,71 (m, 24H, N-CH,-CH»-N, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH»-N); 1,61 (bs, 18H, N(CHs)3); 1,58 - 1,29 (m,
12H, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH;-CH,-N)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) & (ppm)): 26,22; 28,00; 29,69; 52,63; 66,53; 70,63; 71,79; 72,58; 118, 32;
125,23; 127,40; 128,20; 134,22; 139,42; 153,81; 159,16

MS (ESI) m/z: 1125,5895; 1126,6127; 1127,6227; 11129,5894; 1130,5872; 1131,5852 [M*+H];
berechnet C58H35C|2N3010: 1124,544 [M+H]+

Dimethyl 2,2'-(4,10-bis(12-(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyloxy)dodecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsaure 60
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DCM/MeOH 7 :1, 3 % NH,OH; R¢=0,61; 73 %

'"H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm)): 7,71 (s, 2H, N=C-H); 7,36 (s, 8H, Ar); 5,29 (s, 4H, O-CH,-Ar); 4,48
(s, 4H, Ar-CH,-0); 3,68 (s, 6H, OCH;), 3,48 - 3,42 (m, 4H; O-CH,-alkyl); 3,39 - 3,39 (m, 4H, CH,-CO,-
CHs); 3,08 - 2,61 (m, 16H, N-CH»-CH,-N); 2,46 - 2,29 (m, 4H, N-CH>-alkyl); 1,60 (bs, 18H, N(CHs)s; 1,49
-1,22 (m, 40H, O-CH,-(CH,-CH»-CH3-CH;)10-CH,-N)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) 6 (ppm)): 26,30; 27,34; 27,94; 29,61; 29,67; 29,86; 51,79; 52,63; 56,13;
66,37; 70,91; 71,68; 72,49; 118,31; 125,18; 127,28; 128,17; 134,13; 139,57;153,69; 159,11

MS (ESI) m/z : 1293,74; 1294,75; 1295,75; 1296,78; 1297,80 [M+H]"
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4.2.9.9. Synthese der di-Pyridaben-Bn-N(Bn)- C¢/C;1,-DO2A-(OMe),-Derivate

Zu einer Lésung von DO2A-(OMe), (0,2 mmol) in trockenem MeCN (5 mL) und K,CO3 (0,5 mmol)
wurde das entsprechende Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C1,-Brom-Derivat (0,4 mmol) in trockenem MeCN
(2 mL) bei 55°C langsam zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht geriihrt. Nach
Filtration, Aufkonzentration des Filtrats und anschlieBender sdulenchromatographischer
Aufreinigung konnte das Produkt als gelbes Ol erhalten werden.

Dimethyl-2,2'-(4-(6-(benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)-methyl)-
benzyl)amino)hexyl)-10-(5-(benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)-
methyl)benzyl)amino)pentyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdure 61
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DCM/MeOH 4:1; 1 % NH,OH; R;=0,7; 68 %)

'H-NMR ((CDCl3, 300 MHz) & (ppm)): 7,75 (s, 2H, N=C-H); 7,40 - 7,17 (m, 9H, Ar); 5,28 (s, 2H, O-CH-
Ar); 3,65 (s, 6H, OCHs); 3,53 (bs, 8H, N-CH-Ar); 3,38 (s, 4H, CH,-CO,-CHs); 3,18 - 3,09 (m, 6H, N-CH,-
CH»-N); 3,03 - 2,91 (m, 4H, N-CH,-CH»-N); 2,91 - 2,79 (m, 6H, N-CH»-CH»-N); 2,39 (t, J = 6 Hz, 2H, Ar-
CHy-N-CH,); 1,61 (s, 18H, N(CHs)s); 1,55 - 1,40 (m, 10H, Ar-CHy-N-CH,-CH»-CH,-CH,-CH,-CH,-N); 1,3 -
1,12 (m, 10H, Ar-CH,-N-CH,-CH-CHy-CH,-CH,-CH,-N)

BC-NMR ((CDCls, 75 MHz) 6 (ppm)): 21,45; 27,08; 27,93; 49,02; 52,05; 52,62; 53,49; 58,07; 58,43;
66,52; 71,94; 118,21; 125,26; 127,01; 127,25; 128,33; 128,83; 129,31; 139,44; 153,88; 159,11;
171,22

MS (ESI) m/z : 1303,6; 1304,6; 1305,5; 1306,6; 1307,6; 1308,6 [M+H]"

Dimethyl 2,2'-(4,10-bis(12-(benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)-
methyl)benzyl)amino)dodecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdaure 62
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DCM/MeOH 10:1; R¢= 0,6; 45 %

'H-NMR ((CDCls, 300 MHz) & (ppm)): 7,73 (s, 1H, N=C-H); 7,41 - 7,18 (m, 18H, Ar); 5,27 (s, 4H, O-CH»-
Ar); 3,68 (s, 6H, O-CH3), 3,53 (s, 8H, N-CH,-Ar); 3,40 (s, 4H, CH,-CO,-CH3); 3,21 - 3,04 (m, 6H, N-CH,-
CH»-N); 3,04 - 2,94 (m, 4H, N-CH,-CH»-N); 2,94 - 2,76 (m, 6H, N-CH»-CH»-N); 2,38 (t, J = 6 Hz, 4H,
benzyl-N-CH,); 1,61 (s, 18H, N(CH5)s); 1,57 - 1,41 (m, 8H, N-CH,-CH,-CH,-alkyl); 1,39 - 1,10 (m, 36H,
N-CH,-CH,-CH,.(CH,)5-N)

BC-NMR ((CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm)): 15,98; 20,18; 23,58; 27,03; 27,29; 28,03; 29,70; 48,85; 51,86;
52,63; 53,21; 53,75; 56,15; 57,98; 58,38; 66,46; 71,93; 115,10; 118,19; 125,33; 126,87; 127,11;
128,17; 128,80; 129,30; 131,38; 133,30; 139,89; 141,07; 153,78; 159,15; 171,14

MS (LCMS) m/z: 737,4; 738,4; 739,3; 740,3; 741,4; 742,4 [M+H]"

4.2.9.10. Synthese der Pyridaben-Bn-Alkyl-DO2A-Derivate

Entschiitzung der Methylester mit LiOH

Das jeweilige Pyridaben-Bn-Alkyl-DO2A-(OMe),-Derivat (1 aq) wurde in THF/H,0 5:1 (1 mL) gelost
und LiOH (2,2 dq) addiert. Die Reaktionsmischung wurde 1 h im Ultraschallbad gemixt. AnschlieBend
erfolgte die Aufreinigung mittels HPLC und ergab das Produkt als weilRen Feststoff.

mono-Pyridaben-Bn-0O-C¢-DO2A-Derivat VN195.MZ

2,2'-(4-(6-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-benzyloxy)hexyl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdure 63
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tz: 10,7 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 19 min, 3 mL/min); 31 %

'H-NMR ((MeOD, 300 MHz) & (ppm)): 8,14 (s, 1H, N=C-H); 7,45 (dd, J = 9 Hz, 4H, 12 Hz); 5,45 (s, 2H,
O-CH,-Ar); 4,54 (s, 2H, Ar-CH,-0); 3,55 - 3,53 (m, 4H, CH,-CO,H); 3,39 - 3,28 (m, 2H, O-CH,-alkyl); 3,28
- 2,80 (m, 16H, N-CH»-CH»-N); 1,86 - 1,75 (m, 2H, N-CH,-alkyl); 1,66 (s, 9H, N(CHs)s); 1,55 - 1,32 (m,
8H, O-CH,-CH-CHy-CH-CH»-CH,-N)

BC-NMR ((MeOD, 100 MHz) & (ppm)): 24,30; 26,95; 27,46; 28,20; 30,43; 43,74; 51,05; 51,55; 54,20;
55,57; 67,69; 71,31; 72,84; 73,55; 118,17; 127,70; 128,74; 129,17; 136,19; 140,58; 175,45
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MS (ESI) m/z: 693,33; 694,36; 695,36; [M+H]"; 715,34; 716,36; 717,35 [M+Na]"

mono-Pyridaben-Bn-0-C;,-DO2A-Derivat VN167.MZ

2,2'-(4-(12-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-benzyloxy)-
dodecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdaure 65
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tr: 12,7 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 80 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 17 min, 3 mL/min); 31 %

'H-NMR ((MeOD, 300 MHz) & (ppm)): 8,13 (s, 1H, N=C-H); 7,41 (dd, J = 9 Hz, 4H, 12 Hz); 5,45 (s, 2H,
0-CH,-Ar); 4,53 (s, 2H, Ar-CH,-0); 3,58 - 3,49 (m, 4H, CH,-CO,H); 3,43 - 3,38 (m, 2H, O-CH.-alkyl); 3,29
- 2,83 (m, 16H, N-CH,-CH»-N); 1,87 - 1,74 (m, 2H, N-CH»-alkyl); 1,66 (s, 9H, N(CHs)s); 1,62 - 1,55 (m,
2H, O-CH,-CH,); 1,44 - 1,23 (m, 18H, O-CH,-CH»-(CH>)s)

BC-NMR ((MeOD, 75 MHz) & (ppm)): 25,08; 27,25; 27,69; 28,17; 30,33; 30,72; 43,81; 49,81; 49,85;
51,00; 51,56; 54,15; 67,66; 71,57; 72,94; 73,41; 118,19; 127,62; 128,75; 128,81; 129,21; 136,03;
140,60; 156,00; 161,00; 175,33

MS (LCMS) m/z = 774,6; 775,6; 776,5 [M+H]"

mono-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢-DO2A-Derivat VN223.M2Z

2,2'-(4-(6-(Benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-benzyl)-
amino)hexyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsaure 64
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tr: 10,8 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 19 min, 3 mL/min); 25 %
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'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,16 (s, 1H, N=C-H); 7,63 (d, J = 12 Hz, 2H, Ar); 7,57 (d, J = 12
Hz, 2H, Ar); 7,51 (s, 5H, Ar); 5,51 (s, 2H, N-CH»-Ar); 4,42 (d, J = 12 Hz, 4H, Ar-CH»-N); 3,52 (s, 4H, CH,-
CO,H); 3,44 - 3,38 (m, 4H, N-CH,-CH-alkyl); 3,06 - 2,97 (m, 14H, N-CH»-CH,-N); 2,97 - 2,90 (m, 2H, N-
CH,-CH,-alkyl); 1,81 - 1,78 (m, 4H, N-CH,-CH,-CH,-CH,-CH»-CH.); 1,64 (s, 9H, N(CHs)3); 1,47 - 1,32 (m,
4H, N-CH,-CH,-CH,-CH»-CH,-CH,)

BC-NMR ((MeOD,, 100 MHz) & (ppm)): 22,71; 25,67; 26,68; 42,51; 49,77; 50,20; 52,05; 53,26; 53,79;
56,41; 56,99; 66,44; 70,92; 78,21; 116,97; 126,06; 128,27; 129,04; 129,31; 130,81; 131,43; 137,57;
154,45; 159,90; 174,34

MS (ESI) m/z: 782,39; 783,41; 784,42 [M+H]"

mono-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C;,-DO2A-Derivat VN189.MZ

2,2'-(4-(12-(Benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-benzyl)-
amino)dodecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdure 66
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tr: 9,4 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 16 min, 3 mL/min); 21 %

'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,13 (s, 1H, N=C-H); 7,62 (dd, J = 6 Hz, 2H, Ar); 7,55 (dd J = 6
Hz, 2H, Ar); 7,52 - 7,47 (m, 5H, Ar); 5,49 (s, 2H, N-CH,-Ar); 4,40 (d, J = 6 Hz, 4H, Ar-CH,-N); 3,50 (s, 4H,
CH»-CO,H); 3,42 - 3,37 (m, 2H, N-CH,-alkyl); 3,29 - 3,02 (m, 16H, N-CH»-CH,-N); 2,94 - 2,87 (m, 2H, N-
CH,-CH,-alkyl); 1,81 - 1,78 (m, 4H, N-CH,-CH,-CH-alkyl); 1,64 (s, 9H, N(CHs)s); 1,40 - 1,22 (m, 16H, N-
CH,-CH,-CH,-alkyl)

BC-NMR ((MeOD,, 100 MHz) & (ppm)): 24,45; 27,62; 28,15; 30,11; 30,53; 30,75; 43,89; 49,94; 51,07;
51,56; 53,37; 54,46; 55,54; 57,91; 58,45; 67,75; 72,31; 118,27; 127,49; 129,51; 130,54; 130,76;
131,19; 131,36; 132,12; 132,70; 139,08; 155,81; 160,87; 175,54

MS (ESI) m/z: 866,5328; 868,5372; 870,7385 [M+H]"; berechnet C4;H7,CIN;O¢: 866,5311 [M+H]"
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di-Pyridaben-Bn-0O-C¢-DO2A-Derivat VN165.MZ

2,2'-(4-(6-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyloxy)-hexyl)-
10-(5-(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)benzyl-oxy)pentyl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdure 67
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tr: 10,8 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 13 min, 3 mL/min); 24 %;

'H-NMR ((MeOD, 300 MHz) & (ppm)): 8,11 (s, 2H, N=C-H); 7,42 (dd, J = 9 Hz, 8H, Ar); 5,42 (s, 4H, O-
CH-Ar); 4,51 (s, 4H, Ar-CH,-0); 3,54 - 3,50 (m, 4H, O-CH»-alkyl); 3,47 - 3,34 (m, 8H, CH»-CO,H, N-CH-
CH>-N); 3,28 - 2,96 (m, 12H, N-CH,-CH»-N); 1,87 - 1,72 (m, 4H, N-CH,-alkyl); 1,64 (s, 9H, N(CHs)s); 1,52
- 1,35 (m, 16H, O-CH,-CH»-CH,-CH,-CH>-CH,-N)

BC-NMR ((MeOD, 75 MHz) & (ppm)):17,44; 18,66; 24,43; 26,90; 27,39; 28,17; 30,46; 50,06; 51,64;
54,35; 55,66; 67,66; 71,41; 72,93; 73,47; 118,19; 127,61; 128,81; 129,20; 135,97; 140,55; 155,95;
160,92; 175,54

MS (LCMS) m/z: 1097,2; 1098,2; 1099,2; 1000,2; 1001,3 [M+H]"

di-Pyridaben-Bn-0O-C;,-DO2A-Derivat VN160.MZ

2,2'-(4,10-bis(12-(4-((1-tert-Butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-benzyloxy)-
dodecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsdaure 69
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tg: 13,2 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 13 min, 3 mL/min); 33 %

'H-NMR ((MeOH, 300 MHz) & (ppm)): 8,10 (s, 2H, N=C-H); 7,42 (q, J = 9 Hz, 8H, Ar); 5,42 (s, 4H, O-
CH>-Ar); 4,51 (s, 4H, Ar-CH,-0); 3,51 - 3,49 (m, 8H; O-CH,-alkyl; CH,-CO,H); 3,42 - 3,35 (m, 6H, N-CH,-
CH»-alkyl); 3,28 - 2,98 (m, 16H, N-CH,-CH»-N); 1,84 - 1,72 (m, 4H, O-CH,-CH;); 1,63 (s, 18H, N(CHs)s;
1,63 -1,55 (m, 4H, O-CH,-CH,-CH,); 1,42 - 1,23 (m, 30H, O-CH,-CH,-(CH,-CH,-),CH,-CH,-N)
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BC-NMR ((MeOD, 75 MHz) & (ppm)): 24,60; 27,24; 27,66; 28,18; 30,32; 30,50; 30,56; 30,65; 40,35;
50,03; 51,62; 54,17; 55,80; 67,58; 71,45; 72,84; 73,39; 118,14; 127,52; 128,68; 129,21; 136,09;
140,57; 155,89; 160,97; 175,40

MS (ESI) m/z: 1265,69; 1267,70; 1269,73 [M+H]"

di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs-DO2A-Derivat VN214.MZ

2,2'-(4-(6-(Benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-benzyl)-
amino)hexyl)-10-(5-(benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyl)amino)pentyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsaure 68
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tr: 13,0 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 13 min, 3 mL/min); 37 %

'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,14 (s, 2H, N=C-H); 7,6 (dd, J = 8 Hz, 4H, Ar); 7,57 (dd, J = 8
Hz, 4H, Ar); 7,49 (s, 10H, Ar); 5,48 (s, 4H, N-CH,-Ar); 4,40 (d, 8H, Ar-CH,-N); 3,47 (s, 4H, CH,-CO,H);
3,43 - 3,35 (m, 8H, N-CH,-alkyl); 3,22 — 3,15 (m, 8H, N-CH,-CH»-N); 3,10 — 3,00 (m, 8H, N-CH»-CH,-N);
1,88 - 1,80 (m, 4H, N-CH,-CH,-alkyl); 1,79 — 1,70 (m, 4H, N-CH,-alkyl); 1,64 (s, 9H, N(CHs)s); 1,39 -
1,27 (m, 10H, N-CH,-alkyl)

BC-NMR ((MeOD,, 100 MHz) & (ppm)): 24,05; 24,25; 26,85; 27,07; 28,15; 50,16; 51,73; 53,37; 54,85;
55,24; 57,77; 58,29; 67,74; 72,39; 117,21; 118,26; 119,15; 127,52; 129,52; 130,49; 130,83; 131,24;
132,22; 132,71; 138,92; 155,86; 160,92; 175,51

MS (ESI) m/z: 1275,6887; 1277,6887; 1279,7036, 1276,6949; 1278,6960; 1280,6986 [M+H]"
berechnet C70H95C|2N1003: 1274,6860 [I\/H‘H]+
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di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C;,-DO2A-Derivat VN219.MZ

2,2'-(4,10-bis(12-(Benzyl(4-((1-tert-butyl-5-chloro-6-oxo0-1,6-dihydropyridazin-4-yloxy)methyl)-
benzyl)amino)dodecyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,7-diyl)diessigsaure 70
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tz: 11,0 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 13 min, 3 mL/min); 41 %

'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,12 (2, 1H, N=C-H); 7,61 (d, J = 6 Hz, 4H, Ar); 7,53 (d, J = 6 Hz,
4H, Ar); 7,50 - 7,45 (m, 10H, Ar); 5,49 (s, 2H, N-CH,-Ar); 4,40 (d, J = 6 Hz, 8H, Ar-CH,-N); 3,50 - 3,30
(m, 8H, CH»-CO,H; N-CH,-CH,-CH,-alkyl ); 3,21 - 3,01 (m, 16H, N-CH,-CH»-N); 1,81 - 1,71 (m, 8H, N-
CH,-CH»-CHy-alkyl); 1,63 (s, 18H, N(CHs)s); 1,39 - 1,20 (m, 32H, N-CH,-CH,-CH,-alkyl)

BBC-NMR ((MeOD,, 150 MHz) & (ppm)): 23,01; 26,22; 26,72; 28,64; 28,92; 29,06; 29,11; 29,31; 39,01;
48,82; 50,09; 51,68; 54,12; 55,18; 56,65; 57,07; 66,34; 70,96; 118,04; 126,08; 128,13; 129,03;
129,93; 130,73; 131,25; 137,67; 154,46; 159,94; 174,89

MS (ESI) m/z: 1443,8785; 1444,8937; 1145,8812; 1446,3833; 1447,8992 [M+H]’, berechnet
C82H120C|2N1003: 1443,8063 [l\/l""H]+

4.3. Synthese der inaktiven Komplexe

GaCl; wurde in 50-fachem Uberschuss in einer MeOH/H,0-Mischung 3:1 (1 mL) gelést und mit 0,1 M
NaOH auf pH 3 eingestellt. Der jeweilige Markierungsvorlaufer (2 — 5 mg) wurde in H,0 (0,2 mL)
geldst und zu der GaCls-Losung addiert. Die Mischung wurde 2 - 8 h bei 95°C erhitzt und mittels
semi-praparativer HPLC aufgereinigt. Der inaktive Komplex wurde als farbloser Feststoff erhalten.
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Ga-VN68.Mz
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tg: 15,6 min (20 % MeOH/H,0;0,1 % TFA = 80 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 15 min, 3,3 mL/min); 21 %

'"H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,13 (s, 1H, N=C-H); 7,46 (d, J = 6 Hz, 2H, Ar); 7,42 (d, J = 6 Hz,
2H, Ar); 5,50 (s, 1H, O-CH,-Ar); 5,44 (s, 1H, O-CH,-Ar); 4,55 (s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 4,02 - 3,91 (m, 4H,
Ar-CH,-O-CH,-CH,); 3,82 (s, 2 H, CH,-CO,H); 3,81 (s, 2 H, CH,-CO,H); 3,77 (s, 1 H, CH,-CO,H); 3,59 -
3,57 (m, 2H, CH,-CO,H); 3,47 - 3,31 (m, 16H, N-CH,-CH»-N); 1,64 (s, 9H, N(CH3)s)

MS (ESI) m/z: 818,2394; 820,2407; 822,2446 [M+H]"; berechnet C34H,4;,ClGaN;04,: 817,2329

Ga-VN73.Mz

tr: 20,9 min (20 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 18 min, 3 mL/min); 27 %

'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,15 (s, 1H, N=C-H); 7,52 (d, J = 6 Hz, 2H, Ar); 7,46 (d, J = 6 Hz,
2H, Ar); 5,52 (s, 1H, O-CH,-Ar); 5,48 (s, 1H, O-CH,-Ar); 4,60 (s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 4,09 - 3,89 (m, 4H,
Ar-CH,-0-CH,-CH.,); 3,82 (s, 2H, CH,-CO,H); 3,79 (s, 2H, CH,-CO,H); 3,72 (s, 2H, Ar-CH,-0-CH,-CH,-O-
CH,-CH-NH=CO); 3,67 (s, 2H, Ar-CH,-0-CH,-CH,-0-CH,-CH,-NH=CO); 3,65 - 3,58 (m, 2H, CH,-CO,H);
3,46 - 3,38 (m, 16H, N-CH,-CH,-N); 1,66 (s, 9H, N(CH3)3)

MS (ESI) m/z: 862,32; 864,33 866,32 [M+H]"; 884,31; 886,31; 888,31 [M+Na]" berechnet
C35H51C|GaN7011: 861,2591
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Ga-VN79.Mz

tg: 21,9 min (20 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 18 min, 3 mL/min); 31 %

'H-NMR ((MeOD,, 600 MHz) & (ppm)): 8,17 (s, 1H, N=C-H); 7,50 (d, J = 6 Hz, 2H, Ar); 7,46 (d, J = 6 Hz,
2H, Ar); 5,54 (s, 1H, O-CH-Ar); 5,47 (s, 1H, O-CH»-Ar); 4,60 (s, 2H, Ar-CH,-O-CH,); 4,02 - 3,92 (m, 4H,
Ar-CH,-0O-CH,-CH,); 3,81 (s, 2H, CH,-CO,H); 3,79 (s, 2H, CH,-CO,H); 3,74 - 3,58 (m, 12H, Ar-CH,-O-CH,-
CH,-0-CH-CH,-0-CH,-CH5-0-CH,-CH,-NH=CO); 3,65 - 3,58 (m, 2H, CH»-CO,H); 3,43 - 3,31 (m, 16H, N-

CH»-CH»N); 1,66 (s, 9H, N(CHs)3)

MS (ESI) m/z: 950,3183; 951,3211; 952,3245; 954;3328 [M+H]"; berechnet CgoHsoCIGaN;O;3:

949,3115

Ga-VN94.Mz

tg: 23,4 min (20 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 18 min, 3 mL/min); 24 %

MS (ESI) m/z: 848,31; 849,32; 849,32; 850,31; 851,32; 852,32 [M+H]", berechnet C3sH;oCIGaN;0;;:

847,2434

——————
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Ga-VN110.Mz

tg: 14,5 min (20 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 18 min, 3 mL/min); 29 %

MS (ESI) m/z: 845,35; 846,35; 847,34; 848,35; 849,34 [M+H]"

Ga-VN108.MzZ

tg: 12,5 min (20 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeOH/H,0; 0,1 % TFA in 18 min, 3 mL/min); 32 %

MS (ESI) m/z: 790,78; 791,28; 791,78 [M+H]"

Ga-VN143.Mz
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tr: 14,5 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 50 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 12 min, 3 mL/min); 36 %

MS (LCMS) m/z: 874,0; 875,0; 876,0 [M+H]"

123



Experimenteller Teil

Ga-VN213.Mz
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tz: 12,0 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 40 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 15 min, 3 mL/min); 43 %

MS (ESI) m/z: 848,46; 849,47; 850,46; 851,46; 852,46 [M+H]"

Ga-VN195.Mz

tr: 15,0 min (20 % MeCN/H,0 0,1 % TFA = 50 % MeCN/H,0 0,1 % TFA in 12 min, 3 mL/min); 29 %

MS (ESI) m/z: 848,46; 849,47; 850,46; 851,46; 852,46 [M+H]"

Ga-VN167.Mz

tr: 22,0 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 50 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 17 min, 3 mL/min); 37 %

MS (LCMS) m/z: 843,2; 844,1; 845,2; 846,0 [M+H]*
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Ga-VN223.Mz
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2NN

tg: 11,0 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 50 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 12 min, 3 mL/min); 33 %

MS (ESI) m/z: 848,46; 849,47; 850,46; 851,46; 852,46 [M+H]"

Ga-VN189.Mz

xﬁtn 0 -

N

tg: 12,0 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 30 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 13 min, 3 mL/min); 38 %

MS (LCMS) m/z: 932,2; 933,2; 934,1; 935,2 [M+H]"

Ga-VN165.Mz

B o)
j\m al
I{I\ I 0 o
/\©\/°\/\/\/\Nf_\,\,/\go c'jﬁfnk

tr: 24,0 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 50 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 17 min, 3 mL/min); 31 %

MS (LCMS) m/z: 1163,2; 1164,2; 1165,2; 1166,1; 1167,2 [M+H]"
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Ga-VN160.MZ

1Y
Né(O/\Q\/o an /\{ a NJ<

tr: 22,3 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 30 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 17 min, 3 mL/min); 28 %

MS (LCMS) m/z: 1131,4; 1332,4; 1333,3; 1334;4; 1335,3 [M+H]"
Ga-VN214.MZ

. /N\

°A©V~Q©i/\»pw° oy K
00, o

tg: 15,6 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 50 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 10 min, 3 mL/min); 28 %

MS (LCMS) m/z: 671,2; 672,2; 673,1 [M+2H]**

Ga-VN219.Mz

g2 .

trz: 10,6 min (20 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA = 90 % MeCN/H,0; 0,1 % TFA in 16 min, 3 mL/min); 28 %

MS (ESI) m/z: 1511,77; 1512,77; 1513,78; 1514,78; 1515,79; 1516,79 [M+H]"; 755,37; 755,88;
756,35; 756,86; 757,37; 757,88; 758,39; 758,90 [M+2H]**
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4.4, 68Ga-Markierungen

¢ Allgemein:
®8Ga wurde fur die radioaktiven Markierungen aus der Elution nach dem Standverfahren des
®8Ge/*®Ga-Generators gewonnen und durch das Kationenaustauscher-basierte Post-
Prozessing nach Zhernosekov et al.’®> aufgereinigt. Zur Entfernung stérender Fremdmetalle
wurde der Austauscher zundchst mit 1 mL N1 (80 % Aceton/ 0,15 M HCI) gewaschen. Die
Elution des *®Ga erfolgte durch 400 uL N2 (97,6 % Aceton/0,05 M HCI).
Fur die konventionelle Markierung der DOTA/NODAGA-Derivate wurden 400 plL HEPES-
Puffer (0,1 M; pH 7) und 400 puL N2 im EppendorfgefdR zundchst 1 min bei Reaktions-
temperatur vortemperiert. Die Markierungsreaktion wurde durch Zugabe der X uL
Verbindung (1 mg/mL) gestartet und im Thermomixer (ber die Reaktionszeit hinweg
geschiittelt. Zur Markierung der DO2A-Derivate kam die mikrowellengestiitzte
Radiomarkierung zum Einsatz. Hierbei wurden 400 pL HEPES-Puffer, 400 puL N2 und der
Markierungsvorlaufer im geschlossenen Reaktionsvial vorgelegt und in der Mikrowelle
(1 min Ramp, 150°C, 300 W, 1 min) erhitzt.

* Markierungsoptimierung:

Die Radiomarkierung mit ®®Ga wurde hinsichtlich Temperatur, pH, und Vorldufermenge
optimiert. Hierfir erfolgte die Markierung nach oben beschriebenem Verfahren.
Reaktionskinetiken wurden durch die Entnahme von Aliquots nach 1, 3, 5, 7, 10, 15 min
aufgenommen und mittels Radio-DC analysiert.

¢ Aufreinigung mittels Festphasenextraktion:
Das Abtrennen von freiem °®Ga aus der Markierlosung erfolgte mittels Festphasen-
extraktion. Die Pufferldsung wurde auf einer konditionierten Strata X fixiert. Elution mit 1 mL
Wasser entfernte freies ®®Ga. Das Produkt wurde mit 0,5 mL EtOH eluiert. Nach Abdampfen
des Losungsmittels konnte der aufgereinigte Komplex weiter verwendet werden.
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4.5. In vitro-Evaluierungen

4.5.1. Lipophiliebestimmungen *Ga-markierten Pyridaben-Chelat-Strukturen

Um die Polaritit der ®®*Ga-markierten Komplexe zu evaluieren, wurde mit der ,shake flask-Methode”
der Verteilungsquotient log D zwischen Octanol/PBS-Puffer ermittelt.™®

Der Komplexe wurde nach dem Standardverfahren synthetisiert und aufgereinigt. Nach Entfernen
des Losungsmittels wurde die markierte Verbindung in Octanol bzw. PBS-Puffer aufgenommen und
in 4 Eppendorfgefdlle (V1-V4) zu jeweils ca. 10 MBq aufgeteilt. Jedes GefalR wurde auf einen Inhalt
von 700 pL Octanol und 700 upL PBS-Puffer gebracht. Die Durchmischung erfolgte mittels
Thermomixer (1500/s). Nach Phasentrennung bei 12000 U/s wurden 3 uL der Octanolphase auf ein
Papier aufgetragen. 400 pL der Octanolphase aus V1 wurden in das neue Gefall (101) lberfihrt,
400 pL Mischphase verworfen und 3 plL der Pufferphase analog zu der Octanolphase aufgetragen.
400 uL PBS-Puffer wurde in das Gefall 1W1 tberfihrt. Sowohl die 101 als auch die 1W1 Fraktion
wurden im Curiemeter vermessen. Zudem wurden die Papier-Aliquots mit dem Instant Imager
ausgewertet. Die Phase mit der groReren Aktivitdtsmenge wurde fir den nachsten Extraktionszyklus
(1.Ruckextraktion) eingesetzt.

Analog wurde mit V2-V4 verfahren. Die erste Extraktion spielte fur die Auswertung keine Rolle. Nur
die Ergebnisse der ersten und zweiten Riickextraktion wurden zur Lipophiliebestimmung
beriicksichtigt.

4.5.2. Bestimmungen der in vitro-Stabilitdten

Die Bestimmung der in vitro-Stabilititen der *®Ga-Pyridaben-Komplexe wurde nach dem Verfahren
von Feller et al. durchgef[]hrt.118 Jeweils 20 uL der aufgereinigten Verbindungen wurden bei 37°C im
Thermomixer in 400 pL 0,9 %iger NaCl-Losung, 400 pL EtOH, 400 puL Apo-Transferrin (1mg/mL PBS-
Puffer) und 400 pL humanem Serum (Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen) inkubiert. Aliquots wurden
nach 0, 15, 30, 45, 60 und 80 min entnommen und per Radio-DC (0,1 M Citratpuffer pH 4) analysiert.
Ebenso erfolgte eine Kontrolle mittels HPLC.

4.5.3. In vitro-Enzymaktivitdtsbestimmungen

Die Bestimmung der ICso-Werte der inaktiven Ga-Pyridaben-Komplexe erfolgte an Rinder-SMPs, die
nach bekanntem Verfahren hergestellt wurden."*® Es wurde sowohl die NADH-Oxidation als auch die
NADH-Q;-Aktivitat ermittelt (n = 3). Bei einer Wellenldnge von 340 — 400 nm wurde die NADH-
Oxidation mit einem Tecan infinite M200 Pro (96-well Mikrotiterplatte; Greiner, #655101, 200 puL
Messvolumen) bei 30°C innerhalb von 3,40 min aufgezeichnet. Zur Berechnung wurde die
Schichtdicke von 0,63 verwendet. Die zu analysierenden Ga-Pyridaben-Komplexe wurden in
DMSO/EtOH geldst (5 mM). In 1 mL MOPS-Puffer (20 mM Na-MOPS, 50 mM NacCl, pH 7,4) wurden

3,66 puL SMP gelost. Der Reaktionspuffer bestand aus 150 uM NADH in MOPS-Puffer.

Zur Bestimmung der NADH-Oxidation (Komplex I, Il und IV) wurde 70 M Q; (1,4 pL; 10 mM)
zusammen mit 50 uL SMP (25 pg/mL) vorgelegt. Nach Addition der zu testenden Ga-Pyridaben-
Komplexe (2 pL) in den Konzentrationen 0, 1, 2, 4, 6, 10 und 20 uM wurde die Reaktion durch
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Zugabe von 148 plL Reaktionspuffer (112 uM NADH) gestartet. Alle 13 s erfolgte die Bestimmung der
NADH-Oxidation.

Um die NADH-Q;-Aktivitat zu ermitteln, wurde analog der Bestimmung der NADH-Oxidation
vorgegangen. Der eingesetzte Reaktionspuffer enthielt allerdings zusatzlich 2 mM KCN als Inhibitor
des MC IV. Somit war eine selektive Analyse des MC | moglich. Durch Auftragung der erhaltenen
Enzymaktivitdten gegen die Konzentration der Testsubstanzen konnten die ICso-Werte bestimmt
werden.

4.6. Biologische Evaluierungen

4.6.1. In vivo-p-PET-Untersuchungen

Fir die p-PET-Untersuchungen wurden ca. 290 g schwere mannliche Sprague Dawley Ratten
verwendet. Sowohl [*®Ga]VN160.MZ als auch [**Ga]VN167.MZ wurde mit n=3 evaluiert. Das
Narkosemittel bestand aus einem 2%igen Isofluran-Sauerstoffgemisch. Die Applikation des Radio-
tracers erfolgte intravends iiber die Schwanzvene in Form einer Bolusinjektion. Die ®*Ga-Markierung
von VN160.MZ und VN167.MZ erfolgte analog 4.4. Da die radiochemische Ausbeute > 98 % betrug,
konnte nach Abdampfen des Acetons die Markierlésung ohne weitere Aufreinigungsschritte
verwendet werden. Isotonische Kochsalzlosung wurde zum Verdiinnen eingesetzt, sodass ein
Injektionsvolumen von 0,6 — 0,8 mL vorlag. Es wurde ca. 0,1 v% Ethanol zugesetzt, da ansonsten ein
Teil der Aktivitat in der Spritze zurlickblieb. Fir [®®Ga]VN167.MZ wurden 21,10 + 3,75 MBq injiziert,
wobei im Schnitt 10,42 + 1,19 MBq in der Spritze auf Grund der hohen Lipophilie verblieb. 23,58
MBq + 1,26 injizierte Aktivitdt pro Tier wurde bei VN160.MZ eingesetzt. In der Spritze hafteten 6,07
+ 1,95 MBq nach erfolgter Applikation. Der Injektion folgte eine Spilung mit 200 uL heparinisierter
Kochsalzlésung.

Wahrend der Untersuchung befanden sich die Tiere auf dem Riicken liegend mit dem Kopf zuerst
positioniert (head-first-suspine position). Zunachst erfolgte eine Transmissionsmessung (15 min)
unter Verwendung einer externen >’Co-Quelle. AnschlieBend wurde fiir 60 min ein dynamischer Scan
des Thorax sowie eine Ganzkorperaufnahme innerhalb von 15 min erstellt.

Die Auswertung der Daten erfolgte anhand der Software PMOD (PMOD Technologies LTD), wobei
das Herz mit den dazugehorigen Volumes of Interest (VOIs) manuell erstellt wurde.

Aus den erhaltenen Daten konnten die Standardized Uptake Values (SUVs) kalkuliert werden:

B
SuvV= (Aktivitét VOl [m—?_] x Kérpergewicht [g]) x inj. Dosis [Bq]

Formel 4: Berechnung der SUV-Werte
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4.6.2. Ex vivo-Biodistributionen

Um eine genaue Organverteilung der MPI-Tracer aufstellen zu kénnen, wurden Biodistributionen
(n=3) mit den bereits fiir p-PET-Untersuchungen verwendeten Verbindungen [®*Ga]VN160.MZ und
[®Ga]VN167.MZ vorgenommen. Zusatzlich erfolgte eine Biodistribution an [**F]Flurpiridaz, um eine
Vergleichbarkeit der Daten gewahrleisten zu kdnnen. 290 g schwere Sprague Dawley Ratten wurden
fir die Versuche eingesetzt. Es wurden sowohl fiir 10 min als auch fiir 60 min Daten erstellt. Fir die
10 min Biodistribution von [®*Ga]VN167.MZ erfolgte die Injektion von 8,25 + 1,79 MBg. 15,65 + 3,69
MBq wurden fiir die 60 min Biodistributionsuntersuchungen injiziert. Bei [®*Ga]VN160.MZ waren
7,92 + 2,25 MBq fir 10 min und 17,39 + 0,56 MBq flir 60 min die injizierten Aktivititsmengen.
Jeweils 10 bzw. 60 min nach Tracer-Applikation erfolgte die Tétung der Tiere, die zu untersuchenden
Organe (Lunge, Leber, Milz, Niere, Muskel, Herz, Blut) wurden entnommen und das Gewicht der
entnommenen Probe ermittelt. Die Bestimmung der Gewebeaktivitdat wurde mit einem automat-
ischen Gamma-Counter durchgefiihrt. Errechnet wurde die Gewebsdosis in %, bezogen auf die
gesamtinjizierte Dosis, so dass die erhaltenen Werte in %ID/g angegeben werden konnten.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Innerhalb dieser Arbeit konnten 16 neue makrozyklische MPI-Tracer auf Pyridaben-Basis hergestellt
werden, die eine ®Ga-Markierung erlauben. Die erhaltenen Verbindungen setzen sich aus einem
makrozyklischen Chelator, einem Linker und dem derivatisierten Pyridaben als TV zusammen. Um
Struktur-Affinitatsbeziehungen der synthetisierten Verbindungen zum MC | aufstellen zu kdnnen,
erfolgten systematische Variationen der einzelnen Bestandteile. Diese bestanden aus:

1. dem Einsatz unterschiedlicher makrozyklischer Chelatoren:

Zum einen wurden DOTA- und NODAGA-NHS-Ester verwendet. Eine direkte Kopplung eines
Pyridaben-Amin-Derivats war selektiv ohne nachfolgende Syntheseschritte méglich. Durch
Koordination des ®®Ga konnten neutrale Komplexe erhalten wurden. Zum anderen erfolgte
die Synthese von DO2A-(OMe),, da eine basische Spaltung der Esterfunktion zur freien
Carbonsaure fiir die Stabilitdt des Pyridabens erforderlich war. Die zwei sekundaren Ring-
Stickstoffe ermoglichten eine Einfihrung des TVs Uber eine Alkylierung mit den
entsprechenden Pyridaben-Bromid-Derivaten. Eine Komplexierung des *®Ga resultierte hier
in einer positiven Komplexladung. Es konnten 6 unterschiedliche Pyridaben-DOTA- und 2
verschieden Pyridaben-NODAGA-Strukturen erhalten werden.

2. der Verwendung variabler Linker-Strukturen:

Ein Abstand zwischen den Chelator und TV in Form eines Linkers sollte die Affinitat der
Gesamtstruktur gegeniiber dem MC | erhalten. Die verwendeten Mono-, Di- und
Tetraethylenglykole generierten einen hydrophilen Molekiilcharakter. Um lipophile
Verbindungen zu erhalten, wurden sowohl Hexyl- als auch Dodecyl-Linker eingesetzt. Somit
konnte der Einfluss der Linkerlange sowie der Polaritdt der Verbindungen auf die MC I-
Affinitat anhand der erhaltenen Pyridaben-Bn-O-PEG- und Pyridaben-Bn-0-Cg¢/Cy,-Derivate
evaluiert werden.

3. der Variation des Heteroatoms zwischen Pyridaben-Einheit und Linker:
Die Originalstruktur des Pyridabens enthalt einen Schwefel als Heteroatom zwischen der
Pyridaben-Benzyl und Alkylrest. Da der Austausch gegen ein Stickstoff- oder Sauerstoff-Atom
an dieser Stelle keinen Einfluss auf die Affinitat hat, jedoch zu stabileren Verbindungen fihrt,
wurden sowohl Pyridaben-Bn-0-Alkyl- als auch Pyridaben-Bn-N(Bn)-Alkyl-Derivate synthe-
tisiert.

4. Unterschiedliche Kopplungsreaktionen zwischen Chelator und TV:
Fir die Kopplung zwischen dem DOTA- und NODAGA-NHS-Ester wurden die Pyridaben-Bn-0O-
PEG-Hydroxyl-Derivate in primdre Amine lberfihrt und zu Amiden umgesetzt. Die Reaktion
der Pyridaben-Bn-0-Alkyl- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-Alkyl-Bromid-Derivate mit DO2A-(OMe),
ergaben mono- und di-alkylierte Verbindungen. Der Einfluss von multivalenten Strukturen
auf die MC I-Affinitdat konnte anhand der mono- und di-Pyridaben-Bn-O-Alkyl-DO2A- sowie
mono- und di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Alkyl-DO2A-Derivate evaluiert werden.

Die ®Ga-Markierung der erhaltenen 16 makrozyklischen Pyridaben-Chelat-Strukturen wurde
hinsichtlich Temperatur, pH-Wert der Reaktionslosung, Vorlaufermenge und Reaktionszeit optimiert.
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Bei 95°C im Thermomixer konnten alle Pyridaben-DOTA-Derivate mit Ausbeuten > 95 % innerhalb
15 min bei geringem Vorlaufereinsatz von 6—19 nmol markiert werden. Um vergleichbare
Ausbeuten fir die Pyridaben-DO2A-Derivate erzielen zu kénnen, wurde eine mikrowellengestiitzte
Reaktionsfiihrung gewahlt. Dadurch lieRen sich die Pyridaben-DO2A-Derivate mit 5 nmol innerhalb
1 min bei 150°C (1 min Ramp, 300 W) mit Ausbeuten > 95 % markieren. Die ®*Ga-Markierung wurde
beziglich Linkerlange, eingesetztes Heteroatom sowie Mono- und Dimer-Struktur bei 95°C im
Thermomixer untersucht: Der Dodecyl-Linker, der Sauerstoff als Heteroatom und die dimere
Struktur resultierten jeweils in niedrigeren Markierungsausbeuten.

Die *®Ga-markierten Verbindungen waren lber 80 min in Ethanol, humanem Serum und isotonischer
Kochsalzlosung stabil.

Mittels der ,shake flask-Methode” wurden die Lipophilien der °®Ga-markierten Verbindungen
bestimmt. Die Pyridaben-PEG-DOTA/NODAGA-Verbindungen sind hydrophil (log D =-1,90--0,4),
wohingegen die Pyridaben-Bn-O-Alkyl-DO2A und-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Alkyl-DO2A-Derivate lipophil
(log D=0,78 —1,91) sind.

Durch Synthese der inaktiven Referenzverbindungen konnte in Rinder-SMPs die Affinitdat zum MC |
bestimmt werden. Alle makrozyklischen Pyridaben-Strukturen besaflen Affinitditen im p-molarem
Bereich. Die ICso-Werte der Ga-Pyridaben-PEG-DOTA/NODAGA-Verbindungen lagen zwischen 45 und
33 uM, die der Pyridaben-Bn-0-Alkyl- und-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Alkyl-Derivate zwischen 8 und 1 pM.
Folglich konnte die erhéhte Lipophilie durch Verwendung von Alkyl-Linkern eine Steigerung der
Affinitat zum MC | um eine GroRenordnung bewirken. Ga-mono- und di-Pyridaben-Bn-0-C;,-DO2A-
Derivate konnten als potenteste Verbindungen identifiziert werden und wurden in gesunden
Sprague-Dalwey Ratten evaluiert.

In vivo-u-PET-Untersuchungen sowie ex vivo-Biodistributionen nach 10 und 60 min erfolgten mit
n=3. Der SUVie, des °®Ga-mono-Pyridaben-Bn-O-C1,-DO2A-Derivats [*®Ga]VN167.MZ lag nach
60 min bei 1,15 + 0,08, wohingegen das *®Ga-di-Pyridaben-Bn-0O-C;,-DO2A-Derivat [**Ga]VN160.MZ

[®®*Ga]VN167.MZ zeigte einen renalen und

bereits nach 8 min vollstandig ausgewaschen war.
hepatulidren Ausscheidungsweg; [®*Ga]VN160.MZ hingegen zeigte eine ausschlieBliche Anreicherung
in Leber und Milz.

[®®Ga]VN167.MZ und [®Ga]VN160.MZ mit Affinititen im p-molaren Bereich konnten eine
Akkumulation im Herzen bewirken. Der schnelle wash-out und die diffuse Verteilung sprechen
allerdings fiir eine perfusions-basierte Anreicherung. Daher ist es zundchst notwendig, weitere
Studien mit anschlieRenden Optimierungsprozessen an den bereits wirksamen MC I-Inhibitoren

vorzunehmen. Diese kdnnten durch folgende Schritte erzielt werden:

1.  Die positive Komplexladung der **Ga-markierten mono- und di-Pyridaben-Bn-0-Cg/Cio-
DO2A-Derivate sowie der mono- und di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C¢/C1,-DO2A-Derivate sollten
mittels Elektrophorese bestatigt werden.

2. Bisher wurden die MC I-Affinitdten in Rinderherz-SMPs bestimmt. Hier liegen die aktiven
Komplexe in inaktiven Mitochondrien vor. Daher wdre die Verwendung von intakten
Mitochondrien, die iber das Membranpotential verfligen, interessant. Somit kdnnte eine
Evaluierung, ob die Verbindungen in der Lage sind, eine intakte Mitochondrienmembran zu
Uberwinden, getestet werden.
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Die selektive Aufnahme von [®Ga]VN160.MZ sollte analysiert werden. Zum einen sollte

durch eine Blocking-Studie mit einem affinen, nicht-radioaktiven MC I-Inhibitor untersucht

werden, ob eine Anreicherung des ®®Ga-Tracers unterbunden werden kann. Zum anderen

konnten die MC I-Affinitatstests ebenso an Rinderleber-Mitochondrien durchgefiihrt

werden. Somit wéare es moglich festzustellen, ob unterschiedliche Mitochondrienarten

verschiedene Affinitdten zu den makrozyklischen-Pyridaben-Derivaten aufweisen.

Strukturelle Variationen der Pyridaben-Chelat-Verbindungen kénnten zur Steigerung der

MC I-Affinitaten durch folgende Schritte erzielt werden:

Kationische Triphenylphosphonium-Strukturen wurden bereits mehrfach als

86,120,121

Radiotracer zur MPI-Diagnostik eingesetzt. In Studien konnte gezeigt werden,

dass das Einflihren einer Methoxy-Funktion am Phenylring die Aufnahme in

Mitochondrien fordert. Diese Ethergruppen &hneln den Strukturen der *°™T

122

c-
Derivate Sestamibi und Tetrofosmin.” " Eine Alkylierung der mono-Pyridaben-Bn-O-
Ce/C12-DO2A-Derivate mit einem entsprechenden Triphenylphosphonium-Bromid
konnte die Mitochondrienaufnahme der markozyklischen Pyridaben-Chelat-
Strukturen fordern.

Die Verwendung anderer Chelatoren fiir ®*Ga sollte evaluiert werden. Kleinere
Liganden wie das AAZTA besitzen eine geringere sterische Hinderung und kdnnten

bessere Affinitdten zum MC | beglinstigen.
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6. Anhang

6.1. Abkiirzungsverzeichnis

B Beta

B+ Positron

% Prozent

° Grad

A Massenzahl

AAZTA 6-[bis(Hydroxycarbonylmethyl)amino]-1,4-bis(hydroxycarbonylmethyl)-6-
methyl-perhydro-1,4-diazepin

AQ Fenazaquin = EL-436

ATP Adenosiontriphosphat

BAT-TECH Bis-Aminoethanthiolcyclohexyl

BFC Bifunktioneller Chelator

BMI Body Mass Index

BMIPP B-Methyl-p-iodphenylpentadecansdure

Bn Benzyl

CbzCl Benzylchlorformiat

CT Computertomographie

d Tag/Duplett

Da Dalton

DAST Diethylaminoschwefeltrifluorid

DC Diinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DCP 2-tert-Butyl-4,5-dichloropyridazin-3(2H)-on

DIPEA Diisopropylethylamin

DMAP 4-(Dimethylamino)pyridin

DMF Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsaure

DQA = SAN 548A

DTPA Diethylentriaminpentaessigsaure

E Energie/Enzym

EN Elektronegativitat

ESI Elektrospray-lonisation

et al. et alumni

FAD Flavinadenindinukleotid

FDG Fluor-2-desoxy-D-Glukose

FMN Flavinmononukleotid

FPER First-Pass-Extraktionsrate

g Gramm

h Stunde

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
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HPLC High-performance liquid chromatography
HS Humanes Serum
HSAB Hard and soft acids and bases
1Cso Halbmaximale Inhibitorkonzentration
ID Injizierte Dosis
J Kopplungskonstante
Kilo
K Konventionelle Methode
keV Kiloelektronenvolt
KHK Koronare Herzkrankheit
Kz Koordinationszahl
LC-MS Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
LDL Low-Density Lipoproteine
LI Lipophiler Index
Log Dekadischer Logarithmus
log D Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient
m Multiplett
M Masse/Molaritat
MBq Mega-Becquerel
MC I Mitochondrien Komplex |
MeV Megaelektronenvolt
MHz Mega-Hertz
Ml Molekular Imaging
MIBG Metaiodbenzylguanidin
min Minute
Mio Millionen
mL Milliliter
mm Millimeter
MPI Myokardperfusions-Imaging
MPTP 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,-tetrahydropyridin
MRI Magnetresonanz-lmaging
MRT Magnetresonanztomographie
MsCl Mesylchlorid
mSv Millisievert
MW Mikrowelle
N Neutronenzahl
n Neutron
NADH Nicotinamidadenindinukleotid
NMR Kernspinresonanz
NODAGA 1,4,7-Triazacyclononan-1-glutarsaure-4,7-diessigsaure
NOTA 1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-triessigsaure
NP Nebenprodukt
OoP Operation
p Proton
PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung
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PEG
PET

pm

QH,
RCA

R¢

RT

S

S

SMP
SPECT
Suv

t

ti2
TBAF
TBDMSCI
TBDPSCI
TFA
THF
TRAP
TV

UE

\Y,

VS.

wW
WHO

pum
Ve

Poylethylenglykol
Positronemissionstomograhie
Pikometer

Ubichinon

Ubichinol

Radiochemische Ausbeute
Retentionsfaktor
Raumtemperatur

Substrat

Sekunde/Singulett
Submitochondrial particles
Einzelphotonenemissions-Computertomographie
Standardized uptake value
Triplett

Halbwertszeit
Tetrabuylammoniumfluorid
tert-Buty-dimethylsilylchlorid
tert-Buty-diphenylsilylchlorid
Trifluoressigsaure
Tetrahydrofuran
1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-phosphinsaure
Targeting-Vektor
Untereinheit

Vial

versus

Watt

World Health Organization
Ordnungszahl

Gamma

Elektroneneinfang
Mikrometer

Neutrino
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Schematisches Model des MC I°®
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Konservierte Reste in der Umgebung der N2-UE”

Bindungsstellen von MC I-Inhibitoren innerhalb der Bindungsdomane des
Enzyms mit charakteristischen Inhibitoren (adapatiert von Okun et al.”®)
Strukturen von SAN 548 A, Fenazaquin und Pyridaben

Struktur von [*®F]Flurpiridaz

Koronale (oben) und sagittale (unten) [**F]Flurpiridaz-PET Aufnahmen nach
5-15 und 55 - 65 min (links); Biodistribution in Mausen (n = 4) 60 min nach
Injektion (rechts)®*

Vergleich von [°*N]NH; und [*®F]Flurpiridaz bei Ratten mit Okklusion nach
15 min der Tracerinjektion; Pfeile zeigen infarzierte Bereiche an®
Pharmakophore Reste des Pyridabens

Zielstrukturen: neutrale DOTA- und NODAGA-TV-Komplexe (oben) und
einfach positiv geladene mono- und dimere-DO2A-TV-Komplexe (unten)
Synthese des DCP 2: a) MnO, HCl, 60°C, 45%; b) tert-
Butylhydrazinhydrochlorid, Na,COs, 40°C, 4 h, 59 %

Synthese des HB-P20OP-Derivats 13

Synthese des Pyridaben-Benzylbromids 16

Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-Hydroxyl-Derivate 17, 18 und 19
Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-Amino-Derivate 28, 29 und 30

Synthese des Pyridaben-Bn-N-C4-Amino-Derivats 31

Synthese der Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivate VN68.MZ, VN73.MZ,
VN79.MZ und VN94.MZ, des Pyridaben-Bn-O-PEG-NODAGA-Derivats
VN108.MZ und des Pyridaben-Bn-N-C4,-DOTA-Derivats VN.110MZ

Synthese des [*°F]Flurpiridaz 21 und **F-Markierungsvorlufers 20

Synthese des DO2A-(OMe), 40

Synthese der Pyridaben-Bn-0-Cg/Cy,-Brom-Derivate 41 und 42

Synthese des Pyridaben-Bn-O-Cg-Amin-Derivats 44
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Route A: Synthese des Pyridaben-Bn-N-Cs-Brom-Derivats 44b mit NP

Route B: Synthese des Pyridaben-Bn-N(CBz)-Cs-Brom-Derivats 46b

Synthese der Pyridaben-Bn-N-Cs/Cy,-Brom-Derivate 51 und 52

Synthese der Pyridaben-Bn-O-C¢-DOTA- und Pyridaben-Bn-O-C¢-NODAGA-
Derivate VN143.MZ und VN213.MZ

Synthese der mono-Pyridaben-0-Cg/C1,-DO2A-(OMe),-Derivate 55 und 56
Synthese der mono-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/C1,-DO2A-(OMe),-Derivate: 57
und 58

Synthese der di-Pyridaben-Bn-0-C¢/C1,-DO2A-(OMe),-Derivate 59 und 60
Synthese der di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cgs/C1,-DO2A-(OMe),-Derivate 61 und
62

Nebenreaktion mit Abspaltungen der Benzylfunktionen der Pyridaben-Bn-
N(Bn)-C¢/C1,-DO2A-(OMe),-Derivate 57, 58 und 61, 62 mit Pd/C
Entschutzung der Pyridaben-Bn-0-Cg/Cy1,- und Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs/Cy,-
DO2A-Derivate mit LiOH

pH-Wert Optimierung der °®Ga-Markerierung des Pyridaben-Bn-O-PEG-
DOTA-Derivats VN108.MZ (14 nmol) bei 50°C

Einfluss des Puffers auf die ®®*Ga-Markierung fir das Pyridaben-Bn-O-PEG-
DOTA-Derivat VN108.MZ (14 nmol)

Optimierte *®Ga-Markierungsbedingungen der Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-
Derivate VN68.MZ, VN73.MZ, VN79.MZ und VN94.MZ sowie der Pyridaben-
Bn-O-PEG-NODAGA- und Pyridaben-Bn-N-C,-DOTA-Derivate VN108.MZ und
VN110.MZ in 0,1 M HEPES-Puffer pH 7

Radio-DC (0,1 M Natriumcitrat-Puffer) einer reprasentativen Kinetik der
68Ga-Markierung von Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA-Derivaten nach 1, 3, 10,
15 min, ®*GaCls; **Ga-Pyridaben-Bn-O-PEG-DOTA R = 0, **Ga-Citrat Ri= 9
Optimierte 68Ga-Markierungskinetiken der Pyridaben-Bn-O-C¢-DOTA- und
Pyridaben-Bn-0-C¢-NODAGA-Derivate VN143.MZ und VN213.MZ
®®Ga-Markierungskinetiken des di-Pyridaben-Bn-0-C¢-DOTA-Derivats
VN165.MZ mit variabler Vorlaufermenge bei 95°C
®®Ga-Markierungskinetiken fiir das di-Pyridaben-Bn-O-Cs-DO2A-Derivat
VN165.MZ (5 — 30 nmol) K vs MW bei 95 °C und 150 °C reprasentativ
Vergleich der °®Ga-Markierungsausbeuten der Pyridaben-DO2A-Derivate
mit verschiedenen Methoden

Vergleich der ®*Ga-Markierungsausbeuten der mono- und dimeren
Pyridaben-DO2A-Derivate (30 nmol, 95 °C, 15 min)
mono-Pyridaben-Bn-0O-C¢-DO2A-Derivats
VN165.MZ

®8Ga-Markierungskinetiken des
VN195.MZ vs. des di-Pyridaben-Bn-0O-Cc-DO2A-Derivats
(30 nmol, 95 °C, K/MW)

Vergleich der ®*Ga-Reaktionskinetiken des di-Pyridaben-Bn-O-Cs-DO2A-
Derivats VN165.MZ und des di-Pyridaben-Bn-O-C;,-DO2A-Derivats
VN160.MZ bei 95 °C, 30 nmol

Vergleich der ®Ga-Markierungsausbeuten des mono-Pyridaben-Bn-0-Ce-
DO2A-Derivats VN195.MZ und des di-Pyridaben-Bn-O-Cs-DO2A-Derivats
VN165.MZ (30 nmol, 95 °C, 15 min)
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®®Ga-Markierungskinetik des di-Pyridaben-Bn-0O-C4-DO2A-Derivats
VN165.MZ und des di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-Cs-DO2A-Derivats VN214.MZ
(30 nmol, 95 °C)

Vergleich der *®Ga-Markierungsausbeuten des di-Pyridaben-Bn-N(Bn)-C-
DO2A-Derivats VN214.MZ und des di-Pyridaben-Bn-O-Cs-DO2A-Derivats
VN165.MZ (30 nmol, 95 °C, 15 min)

Graphische Darstellung der log D-Werte der makrozyklischen Pyridaben-
MPI-Tracer

Stabilititen der makrozyklischen *®Ga-Pyridaben-MPI-Tracer in humanem
Serum (HS), Ethanol (EtOH) und 0,9 %iger Kochsalzlosung (NaCl) nach
80 min

HPLC-Diagramme der Stabilitatstest: **Ga-HEPES und [®*Ga]VN167.MZ (t =
0) (oben); [®*Ga]VN167.MZ nach 80 min in EtOH, HS und NaCl (unten)
Abhangigkeit des ICso-Werts von der Lipophilie

Herz-Zeit-Aktivitatskurven fir das 68Ga-mono-Pyridaben-Bn-O-Clz-DOZA—
Derivat [®®*Ga]VN167.MZ, 68Ga-di-Pyridaben-Bn-O-Clz-DOZA-Derivat
[°®Ga]VN160.MZ und [*®F]Flurpiridaz fir 0 — 60 min

Vergleich der dynamischen PET-Bilder in vivo innerhalb 0 — 60 min in
koronaler Schnittebene von [*®*Ga]VN167.MZ (oben) und [**F]Flurpiridaz
(unten); der ®Ga-Uptake ist in gemittelten SUVs mit einem Farbcode von
0 — 8 fuir [*®F]Flurpiridaz und 0 — 3 fir [®*Ga]VN167.MZ dargestellt
Organverteilung [®*Ga]VN167.MZ (oben) und [®*Ga]VN160.MZ (unten) in
gesunden Ratten nach 10 und 60 min

Vergleich der Organverteilung 60 min p.i. fur [®Ga]VN167.MZ,
[°®*Ga]VN160.MZ, [*®*F]Flurpiridaz und [*°™Tc]Sestamibi
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