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(57) 2-pyridylmethylenpolyazamakrocyklické slouceniny obe-

cného vzorce I, kde T nezivisle pfedstavuje skupinu vzorce
-CH2COOH, -CH2-P(O)ROH nebo vzorce A, kde R
ptedstavuje hydroxyskupinu, alkylskupinu s 1 aZz 5 atomy
uhliku neno alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku; R'
pfedstavuje hydroxyskupinu nebo methoxyskupinu a R2
pfedstavuje nitroskupinu, aminoskupinu, isothiokyana-
toskupinu, semikarbazidoskupinu, thiosemikarbazidoskupi-
nu, maleinimidoskupinu, bromacetamidoskupinu nebo
karboxyskupinu; pfi¢emz pouze jeden ze zbytkl T pfedsta-
vuje skupinu obecného vzorce A, kde R! a R? maji vyse
uvedeny vyznam a pfitemz alespoii jeden ze symboli T
pfedstavuje skupinu vzorce -CH2-P(O)ROH, kde R pfedsta-
vuje alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku; a jejich farmace-
uticky vhodné soli. Tyto slouCeniny mohou tvofit inertni
komplexy s ionty gadolinia, manganu nebo Zeleza, pfi¢em2
celkovy ndboj komplexu 1ze ménit za G¢elem modifikace bi-
olokalizace in vivo. Tyto komplexy jsou uZitetné jako
kontrastni Cinidla diagnostickaci zobrazovinim magnetic-
kou resonanci. Redeni se tjké také zpiisobu vyroby téchto
slou¢enin a farmaceutickych prostfedkid na bazi vyse uvede-
nych koplexi.
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2-Pyridylmethylenpolyazamakrocyklické sloudeniny, zplsob -
jejich vyroby, jejich komplexy, farmaceutické prostredky

a zpusob diagnostikace

Oblast techniky

Vyndlez se tykd ligandd, kterymi jsou 2-pyridyl-
methylenpolyazamakrocyklofosfonové kyseliny, jejich komplexy
a derivaty pro pouziti jako kontrastnich &inidel pri zobra-
zovanl magnetickou rezonanci (MRI). Vyndlez se tyka také
zpusobu vyroby téchto ligandl, farmaceutickych prostfedkl na
badzi vyse uvedenych komplexl a zpusobu diagnostikace za po-

uziti téchto prostfedku.

Dosavadni stav techniky

MRI je neinvasivni diagnostickad technika, kterou
lze ziskat dobre rozlisSitelné pricné obrazy mékkych tkani
Zivoc¢isného téla, prednostné lidského téla. Tato technika je
zaloZena na vlastnosti urc¢itych atomovych jader (napfiklad
protont vody) vykazujicich magneticky moment [definovany
matematickymi rovnicemi; viz G. M. Barrow, Physical
Chemistry, 3. vydani, McGraw-Hill, New York (1973)1], ktera
spo¢ivd v tom, Ze se tato jadra usporddaji v aplikovaném
magnetickém poli. Po dosaZeni tohoto uspofaddni je moZno
vznikly rovnovazZny stav porusit aplikaci vnéjs$iho vysoko-
frekvenéniho (radiofrekvenéniho, RF) pulsu, ktery zplisobi,
Ze se protony odchyli z usporaddni v magnetickém poli. Po
ukonc¢eni vysokofrekvenc¢niho pulsu se jadra vrati do svého
rovnovainého stavu a doba, které je zapot¥ebi pro tento
navrat je zndma jako relaxadni doba. Tato relaxadni doba se
sklada ze dvou parametrii, tj. relaxaéni doby spin-mfizka
(T1) a relaxacéni doby spin-spin (T2). Méreni téchto relaxac-




nich parametrid poskytuje informaci o stupni molekuldrni

organizace a interakce protonli s obklopujicim prostredim.

JelikoZ Ziva tkan obsahuje znaé&ny podil vody a mezi
raznymi typy tkédni existuji odchylky v obsahu vody a odchyl-
ky v prostfedi, je moZno timto zpusobem ziskat diagnostické
obrazy biologickych organismi, které reflektuji hustotu pro-
tond a relaxaéni doby. Cim vétsi jsou rozdily v relaxaé&nich
dobach (Tl a T2) protond pritomnych ve zkoumané tkéni, tim
bude mit ziskany obraz vy3s$i kontrast (viz napriklad J. Mag-
netic Resonance 33, 83 aZ 106 (1979)).

Je znamo, Ze paramagnetické cheldty vykazujici sy-
metricky elektronovy zakladni stav, mohou dramaticky
ovlivnit relaxaéni dobu Tl a T2 k nim prilehlych protonu
vody a Ze ucinnost téchto chelatu je v tomto ohledu zcéasti
podminéna poctem nepdrovych elektronu vytvarejicich magne-
ticky moment (viz nap¥iklad Magnetic Resonance Annual, 231
az 266, Raven Press, NY (1985)). Také bylo demonstrovano, ze
kdyZz se paramagneticky cheldt tohoto typu podd Zivému Zivo-
¢ichovi, je moZno jeho vliv na relaxacni dobu Tl a T2 v ruz-
nych tkdnich primo pozorovat v obrazech ziskanych magnetic-
kou resonanci (MR), pricemZ v oblastech umisténi cheldtu je
pozorovano zvyseni kontrastu. Proto bylo navrieno podavat
stdlé netoxické paramagnetické cheldty Zivoé&ichum na udelem
zvySeni diagnostické informace ziskané technikou MRI ([viz
napriklad Frontiers of Biol. Energetics I, 752 aZ 759
(1978); J. Nucl. Med. 25, 506 aZ 513 (1984); Proc. of NMR
Imaging Symp. (26. az 27. rijna 1980); F. A. Cotton et al.,
Adv. Inorg. Chem. 634 - 639 (1966)]. Paramagnetické kovové
cheldty pouZivané timto zpUsobem jsou oznadovany jako &inid-
la zvySujici kontrast nebo jednoduse jako kontrastni ¢inidla.

Existuje rada paramagnetickych kovovych iontu,
které je moZno brat v dvahu, mad-1li se vyvinout kontrastni




¢inidlo pro MRI. V praxi jsou vSak nejuZitec¢né&jsSimi para-
magnetickymi kovovymi ionty ion gadolinia (Gd3+), Zeleza
(Fe3%), manganu (Mn2* a Mn3%) a chromu (cr3:), ponévadZ tyto
ionty vykazuji nejvétsi vliv na protony vody z toho duvodu,
%e maji vysoky magneticky moment. V nekomplexni formé jsou
tyto kovové ionty (napriklad chlorid gadolinity) vaéi Zivo-
&ichim toxické, coZ znemoZnuje jejich pouziti ve formé
jednoduchych soli. Zakladni dlohou organického chelataéni-
ho ¢inidla (které je zde také oznadovano ndzvem "ligand") je
uéinit paramagneticky kov netoxickym vuéi Zivoéichum pri
zachovani jeho poZadovaného vlivu na relaxa¢ni dobu Tl a T2
obklopujicich protonu vody.

Dosavadni stav techniky v oboru MRI je pomérné roz-
s&dhly, takZe nasledujici souhrn nelze chapat jako vycerpa-
vajici a jeho Ucelem je pouze poskytnout prehled této
oblasti a upozornit i na jiné sloucéeniny, které by mohly mit
podobnou strukturu. V US patentu &. 4 899 755 je popsén
zpusob ovliviiovdni relaxacénich dob pri protonové nukledrni
magnetické resonanci jater nebo Zlucovodu Zivocicha za
pouZiti komplexl Fe3t-ethylen-bis(2-hydroxyfenylglycin) a
jejich derivati a kromé jinych sloucenin je zde navrhovano
moZné pouziti pyridinmakrocyklomethylenkarboxylové kyseliny.
V US patentu &. 4 880 008 (patent typu CIP vzhledenm k US
patentu &. 4 899 755) jsou popsdna pridavna zobrazovaci data
pro tkan krysich jater, ale nejsou zde uvedeny Zadné dalsi
komplexy. V US patentu &. 4 980 148 jsou popsany komplexy
gadolinia pro MRI, které nemaji povahu cyklickych sloucenin.
V publikaci C. J. Broan et al., J. Chem. Soc., Chen.
Commun., 1739 a2 1741 (1990) jsou popsdny nékteré bifunkéni
makrocyklické fosfinové kyseliny. V publikaci C. J. Broan et
al., J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1738 aZ 1739 (1990) jsou
popsény uréité triazabicykloslouceniny. V publikaci I. K.
Adzamli et al., J. Med. Chem. 32, 139 aZ 144 (1989) jsou




popsény acyklické fosfondtové derivaty komplex gadolinia
pro zobrazovani NMR.

V soucasné dobé jsou jako jedina obchodné& dostupna
kontrastni ¢inidla v USA k dispozici komplexy gadolinia s
diethylentriaminpentaoctovou kyselinou (DTPA-Gd*3 -
Magnevist(R), vyrobek firmy Shering a DO3A derivat [1,4,7-
tris(karboxymethyl)-10-(2-hydroxypropyl)-1,4,7,10-tetraaza~-
cyklododekanato]gadolinia (Prohance(R), vyrobek firmy
Squibb). Jak Magnevist(R), tak Prohance(R) jsou povazZovany
za nespecifickd perfusni ¢inidla, ponévadZ se volné rozdélu-
ji v extraceluldrni kapaliné a G&inné se eliminuji prostred-
nictvim rendlniho systému. Magnevist(R) se ukazal byt vysoce
cennym pri diagnose mozkovych 1ézi, ponévadZ doprovazejici
zhrouceni bariéry mezi krvi a mozkem umoZriuje prefusi kont-
rastniho ¢inidla do postiZenych oblasti. Kromé Magnevistu(R)
je na trhu k dostani makrocyklické perfusni &inidlo Guerbet,
tj. [1,4,7,10-tetrakis(karboxymethyl)-1,4,7,10-tetraazacyklo-
dodekanato]gadolinium (Dotarem(R)), kterézto ¢inidlo je v
soucasné dobé dostupné pouze v Evropé. Prohance(R) na ména
vedlej$ich U&inkd nez Magnevist(R). Rada dalsich potencidl-
nich kontrastnich ¢inidel se nalézd v ruznych stadiich
vyvoije.

Podstata vvnilezu

Predmétem vynalezu jsou nové ligandy, kterymi jsou
2-pyridylmethylenpolyazamakrocyklické sloudeniny a jejich
derivaty obecného vzorce I
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kde
T nezavisle predstavuje skupinu vzorce
~CH,COOH,
0
il
—CHz—f-OH nebo
R
Rl
~-CH
COzH 2
kde
R predstavuje hydroxyskupinu, alkylskupinu s1azs
atomy uhliku nebo alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy
uhliku;
Rl predstavuje hydroxyskupinu nebo methoxyskupinu a
R predstavuje nitroskupinu, aminoskupinu, isothio-

kyanatoskupinu, semikarbazidoskupinu, thiosemikar-
bazidoskupinu, maleinimidoskupinu, bromacetamido-
skupinu nebo karboxyskupinu;

priédemZ pouze jeden ze zbytkl T predstavuje skupinu obecné-

ho vzorce ’l

-CH

COH 2

kde R! a R? maji vyse uvedeny vyznam;




a jejich farmaceuticky vhodné soli.

Pokud ve vyse uvedenych ligandech obecného vzorce I
znamenaji vsSechny symboly T skupinu vzorce —CHZ—P(O)ROH, kde
predstavuje hydroxyskupinu, nebo pokud se jedna o farmaceu-
ticky vhodné soli téchto sloudenin, jsou tyto ligandy v
tomto popisu oznacdovany nazvem PD3P.

Pokud ve vySe uvedenych ligandech obecného vzorce I
znamenaji vsSechny symboly T skupiny -CH,~-COOH, nebo pokud se
jednd o farmaceuticky vhodné soli téchto slouéenin, jsou
tyto ligandy v tomto popisu oznacovany nazvem PD3A.

Pokud ve vysSe uvedenych ligandech obecného vzorce I
znamenaji vsSechny symboly T skupinu vzorce -CH,-P(O)ROH, kde
predstavuje alkoxyskupinu s 1 aZz 5 atomy uhliku, nebo pokud
se jednd o farmaceuticky vhodné soli té&chto slouéenin, jsou
tyto ligandy v tomto popisu oznac¢ovdny nazvem PD3(0-Alk)P.

Pokud ve vysSe uvedenych ligandech obecného vzorce I
znamenaji vsSechny symboly T skupinu vzorce ~-CH,-P(O)ROH, kde
predstavuje alkylskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku, nebo pokud
se jednd o farmaceuticky vhodné soli téchto slouéenin, jsou

tyto ligandy v tomto popisu oznacovény nazvem PD3(Alk)P.

Komplexy podle tohoto vyndlezu je moZno navrhnout
tak, aby zajistovaly specificky celkovy néboj, ktery vyhodné
ovlivinuje biolokalizaci in vivo a kontrast obrazu. Tak
napriklad pokud ma kovovy ion ndboj 3+, je moZno ziskat
ndsledujici ¢inidla:

¢inidla s celkovym ndbojem 3-, pokud je sloudeninou
obecného vzorce I PD3P; tato ¢inidla jsou uZiteéna jako kon-
trastni ¢inidla kalcifikovanych tkani;




&inidla s celkovym ndbojem 2-, pokud sloulenina
obecného vzorce I obsahuje dvé skupiny T predstavujici sku-
piny vzorce -CH,-PO3;H, a jednu skupinu T, kterd obsahuje
karboxyskupinu; tato ¢inidla jsou uzitednd jako kontrastni
&inidla kalcifikovanych tkéani;

&inidla s celkovym ndbojem 1-, pokud sloucenina
obecného vzorce I obsahuje jednu skupinu T pfedstavujici sku-
pinu vzorce -CH,-PO;H, a ostatni skupiny T obsahuji karbo-
xyskupiny; tato ¢inidla jsou uziteéna jako kontrastni
&inidla kalcifikovanych tkéani;

¢inidla s celkovym ndbojem 0, pokud slouéenina
obecného vzorce I obsahuje jednu skupinu T pfedstavujici sku-
pinu vzorce -CH,-PO;HR, kde R predstavuje alkoxyskupinu s 1
az 5 atomy uhliku nebo alkylskupinu s 1 aZz 5 atomy uhliku a
zbyvajici dvé skupiny T obsahuji karboxyskupiny: nebo pokud
sloudenina obecného vzorce I obsahuje jako vSechny tri sku-
piny T skupiny vzorce -CH,PO;HR, kde R predstavuje alkoxy-
skupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku nebo alkylskupinu s 1 az 5
atomy uhliku; nebo pokud sloucenina obecného vzorce I obsa-
huje jako vSechny tfi skupiny T skupiny vzorce ~CH,~COOH
(PD3A); tato ¢inidla jsou uZiteénd jako kontrastni ¢inidla

pro obecnou perfusi, krev, mozek nebo jatra. kalcifikovanych
tkani.

Tyto komplexy je moZno zpracovavat na farmaceuticky
vhodné prostredky, které se hodi pro podavani Zivo&ichim.

Pokud ma jedna skupina T strukturu odpovidajici
obecnému vzorci
Rl

-CH

COzH 2




kde Rl a R2 maji vySe uvedeny vyznam, potom je tato slou-
¢enina bifunkénim ligandem/komplexem a miZe byt pripojena
prostrednictvim zbytku R? k biologicky Géinné molekule.

Pro nazvoslovné ucely jsou sloucdeniny obecného
vzorce I cislovany nasledujicim zplsobemnm
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Jednim aspektem tohoto vyndlezu je vyvoj kontrast-
nich ¢inidel vykazujicich syntetické modifikace paramagne-
tického cheldtu umoziujici mistné orientovanou dodavku kon-
trastniho ¢inidla do poZadované tkané. Vyhodou je pritom
zvyseni kontrastu v oblastech zdjmu (na zakladé afinity
tkdné) ve srovndni s kontrastem, k némuZ dochidzi p¥i nespe-
cifické prefusi, ktery miZe, ale nemusi byt zrfejmy za
pouZiti extracelularniho ¢inidla. Specificitu ligandu
obecného vzorce I je moZno regulovat prizpusobenim celko-
vého ndboje a lipofilniho‘charakteru tohoto komplexu. Roz-
mezi celkového ndboje komplexu je od -3 do 0, jak to bylo
uvedené vyse. Tak napriklad v pripadé komplexu obsahujiciho
tri skupiny vzorce POjH, (PD3P) je celkovy ndboj vysoce
negativni a lze oCekavat prijem v kostech, zatimco kdyZ je
celkovy naboj komplexu nulovy, (tj. jednd se o neutrdlni
ligand PD3A, PD3(0-AlKk)P nebo PD3(Alk)P), miZe mit komplex
schopnost prekro¢it bariéru mezi krvi a mozkem a miuZe byt
umozZnén normdlni prijem v mozku. Komplex s celkovym nabojem
0 [PD3(0-Pr)P] je s prekvapenim prijiman v jatrech.




AniZ by se puvodci chtéli vazat na platnost nebo
neplatnost néjaké teorie predpokladaji, Ze kdyZ se zhotovi
nabity komplex podle vynédlezu (napfiklad s ndbojem 3- pro
kosti, 1- pro jatra nebo 1+ pro srdce), mohou zmény ionto-
vého naéboje cheldtu ovlivnit biolokalizaci.

Tkaniové specificity se také muZe dosdhnout ionto-
vym nebo kovalentnim pfipojenim chelatu k p¥irodni nebo
syntetické molekule (napriklad prostfednictvim zbytku Rz),
ktera vykazuje specificitu pro poZadovanou cilovou tkan.
Jedinad moZna aplikace tohoto p¥istupu spo¢ivd v pouZiti
chelatem konjugovanych monoklondlnich protilatek, které
dopravuji paramagneticky chelat do chorobné tkané, coi
umoziiuje jeji vizualizaci technikou MRI. Kromé toho, pfi-
pojeni paramagnetického chelatu k makromolekule mize dale
zZvy$it G&innost kontrastniho ¢&inidla projevujici se zlepsSe-
nym kontrastem vzhledem k pouziti nevdzaného chelatu.
Neddvna Laufferova prace (patenty USA ¢. 4 880 008 a
4 899 755) ukazala, Ze zmény v lipofilité mohou mit za
nasledek vznik tkanove specifickych ¢inidel a Ze zvysSeny
lipofilni charakter favorizuje nekovalentni interakce s

krevnimi proteiny spojené se zvysSenim relaxivity.

Typické derivaty DO3A, v nichZ jsou pritomny ne-
koordina&ni N-substituenty, vytvdreji neutrdlni lanthani-
dové chelaty, ale zjistilo se, Ze jsou kineticky labilni za
kyselych podminek. Derivat DO3A Prohance(R) vykazuje kine-
tickou stabilitu, ktera je mu dodédna pendantni hydroxysku-
pinou, ktera je schopna koordinace s kovovym iontenm. Tato

pendantni hydroxyskupina vSak miZe pozménit celkovy iontovy
charakter chelatu.

Naproti tomu tento vyndlez se tykd skupiny derivati
DO3A obecného vzorce I, které obsahuji 2-pyridylovou

pendantni skupinu, kterd vytvari koordinaéni vazbu, aniz by
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ménila celkovy iontovy charakter cheldtu. Kromé& toho se
zjistilo, Ze tento 2-pyridylovy substituent zvySuje kine-
tickou stabilitu cheldtu za kyselych podminek (tj. pfi
hodnotach pH niZ$ich neZ asi 7). U chelatu podle vynalezu
obsahujicich jako ligaé&ni zbytky skupiny PO3HR, kde R pred-
stavuje alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku, byl zjistén
potencidl zobrazovacich ¢&inidel pro jatra.

Nasleduji definice pojma pouZivanych v legendé k
obecnému vzorce I a Vv jinych &astech popisu tohoto vynalezu:

Pod oznacenim "alkylskupina s 1 aZ 5 atomy uhliku"
a "alkoxyskupina s 1 aZ 5 atomy uhliku" se rozuméji prislud-
né skupiny s primym nebo rozvétvenym retédzcen.

Pod oznacenim "ZivoCich" se rozumi teplokrevny
savec, prednostné c¢lovék.

Pod oznacenim "komplex" se rozumi komplex
slouceniny podle vyndlezu, napfiklad sloudeniny obecného
vzorce I, vytvoreny s kovovym iontem, prid¢emZ v tomto
komplexu je chelatovdn nebo sekvestrovan alesponi jeden
kovovy atom.

Pod oznacenim "biologicky uU&innd latka" se zde
rozumi dextran, peptid nebo molekula vykazujici specifickou
afinitu va¢éi receptoru nebo prednostné protildtka nebo jeji
fragment.

Pod oznac¢enim "protildtka" se rozumi jakdkoliv
polyklondlni, monoklondlni nebo chimerickd protilatka nebo
heteroprotiliatka, prednostné monoklondlni protilatka. Pod
oznacenim "fragment protilatky"” se rozumi fragmenf Fab a
fragment F(ab'), a jakdkoliv Cast protilatky vykazujici
specificitu va¢i poZadovanému epitopu nebo epitoplim. Pokud




se pouzivad terminu "konjugat cheldtu radioaktivniho kovu a
protilatky" nebo terminu "konjugat", rozumi se pod oznace-
nim "protilatka" celd protildtka a/nebo jeji fragmenty,
v&etné& polosyntetickych variant nebo variant ziskanych
metodami gepového inZenyrstvi. Jako moZné protilatky Jje
mo3no uvést 1116-NS-19-9 (protildtka vi&i kolorektélnimu
karcinomu), 1116-NS-3d (anti-CEA), 703D4 (protildatka vuci
humanni plicni rakoviné), 704Al (protildtka vuéi humanni
plicni rakoviné), CC49, CC83 a B72.3. Hybridomdlni bunééné
linie 1116-NS-19-9, 1116-NS-3d, 703D4, 704Al1, CC49, CC83

a B72.3 jsou uloZeny ve sbirce American Type Culture
Collection pod prirustkovymi ¢&isly ATCC HB 8059, ATCC CRL
8019, ATCC HB 8301, ATCC HB 8302, ATCC HB 9459, ATCC HB 9453
a ATCC HB 8103.

Bifunké&nich chelataénich ¢inidel, kterad jsou
popsana v tomto textu, (obecného vzorce I) je moZno pouzit
pro chelataci nebo sekvestraci kovovych ionti za vzniku
chelatovanych kovovych iontd, které jsou zde oznalovany také
nazvem "komplexy". Tyto komplexy mohou byt diky pritomnosti
funkcionalizaé&niho zbytku [kterym je zbytek R? v obecném
vzorci I] kovalentn& pripojeny k biologiky u¢innym latkam,
jakoo jsou dextrany, molekuly vykazujici specifickou afini-
tu viéi receptorim a prednostné jsou kovalentné pripojeny k
protildtkdm nebo jejich fragmentum. Komplexy podle vynalezu,
které jsou kovalentné pripojeny k protildtkdm nebo jejich
fragmentim nebo které vykazuji specifickou afinitu vaci

receptorim, jsou zde oznadovany ndzvem "konjugaty".

Pod oznac¢enim "farmaceuticky vhodné soli" se zde
rozuméji soli nebo smési soli sloucenin obecného vzorce I,
které jsou dostateéné netoxické, aby byly uZiteéné pri dia-
gnostice Zivo&ichl, véetné &lovéka. Jako representativni
priklady soli, které jsou vhodné podle vynalezu, je moZno
uvést soli organického a anorganického puvodu, jako
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napriklad soli s kyselinou sirovou, kyselinou chlorovodi-
kovou, kyselinou fosforeénou, kyselinou octovou, kyselinou
jantarovou, Kyselinou citronovou, Kkyselinou mléc&nou,
kyselinou maleinovou, kyselinou fumarovou, kyselinou palmi-
tovou, kyselinou cholovou, kyselinou palmoovou, kyselinou
slizovou, kyselinou glutamovou, kyselinou glukonovou, ky-
selinou d-kafrovou, kyselinou glutarovou, kyselinou gly-
kolovou, kyselinou ftalovou, kyselinou vinnou, kyselinou
mravenéi, kyselinou laurovou, kyselinou stearovou,. kyse-
linou salicylovou, kyselinou methansulfonovou, kyselinou
benzensulfonovou, kyselinou sorbovou, kyselinou pikrovou,
kyselinou benzoovou, kyselinou skoficovou apod. Tyto soli je
mozZno vyrobit standardnimi reakcemi. Do rozsahu tohoto pojmu
spadaji také soli vytvorené standardnimi reakcemi za pouziti
bazi z jak organickych, tak anorganickych zdroju, jako jsou
amonium, l-deoxy-1l-(methylamino)-d-glucitol, ionty alkalic-
kych kovi, ionty kovl alkalickych zemin a jiné podobné
ionty. Obzvlastni prednost se dava solim sloudenin obecného
vzorce I s draslikem, sodikem nebo amoniem nebo jejich -
smésmi. ‘

Slouceniny obecného vzorce I je moZno vyrobit riuz-
nymi postupy. Typické obecné syntetické pristupy k takovym
postupim jsou uvedeny v nasledujicich reakénich schematech.

Vychozi latka obecného vzorce II, uvedend v téchto
schematech, se pripravuje alkylaci 1,4,7,10-tetraazacyklo-
dodekanu (cyklenu) 2-chlormethylpyridinem pri teploté mist-
nosti v inertnim organickém rozpoustédle, jako je chloro-
form.

Podle schematu 1 se pripravuji slouceniny obecného
vzorce I, kde vsechny skupiny T predstavuji skupiny vzorce
~-CH,~-COOH.
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X-CH2-COOH

vodné béze

BOOC-H2C I_._ /_@
' ._>N ' N N

——— D N ]

HEOOC-H2C CH2-COOH (III)

Vodnou bézi je hydroxid alkalického kovu, jako
hydroxid sodny nebo hydroxid draselny. Hodnota pH reakéni
smési se udrzuje v rozmezi od asi 8 do asi 12. Teplota leZi
priblizné v rozmezi od 60 do 90°C. Tlak neni rozhodujici, a

proto se obvykle pracuje za tlaku okoli.

Podle schematu 2 se pripravuji sloueniny obecného
vzorce I, kde vSechny skupiny T predstavuji skupiny vzorce

0
il

—CHz-T—OH
R

kde R predstavuje hydroxyskupinu.




- 14 -

N7 |
[ | X
!\N Né
[ ' (II)
H’//i ’ \H H3PO3/HC1

CH20

1) P(OR)3/CH20 .
R = CH3, C2Hs, C3H7, CyHg

2) kyseld hydrolyza = /A

NZ
5203p-Hgf:::ir———L///,__L§;:U

(IV)

Hp03P-H2C CH2-PO3H2

Hydrolyza podle schematu 2 se provadi za znamych
podminek v prostfedi vodné kyseliny, naptiklad za pouZiti
3 aZ 12M kyseliny chlorovodikové. Hodnota pH reaké&ni smési
se udrZuje pod 3. Pracuje se pri teploté zpétného toku
reakéni smési. Tlak neni rozhodujici, a proto se obvykle
pracuje za tlaku okoli. Alternativné, pokud se reakce prova-
di v jednom stupni, se pouZiva kyseliny fosforité, kyseliny
chlorovodikové a nadbytku formaldehydu. Pri tom se udrizuje
PH reakéni smési pod hodnotou 2 a pracuje se pri teploté
zpétného toku. Ani pri tomto provedeni neni tlak kriticky, a
proto se pracuje za tlaku okoli.

Podle schematu 3 se pripravuji slouc¢eniny obecného
vzorce I, kde vsechny skupiny T predstavuji skupiny vzorce




I
-CHz—ﬁ-OH
R

kde R predstavuje alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku.

Schemna 3
N7

|
N[

(II)

1) P(R)3/CH20

2) bazické hydrolyza/l

Y

N7

RHO2P~H2C l
\\\L L X

(V)

L _ 1
LS
RHEO2P-H2C , CH2-PO2HR

kde R predstavuje alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku.

Hydrolyza podle schematu 3 se provaddi za znamych
podminek v prostfedi vodné baze, jako naptriklad za pouZiti
nadbytku hydroxidu alkalického kovu, jako je hydroxid sodny
nebo hydroxid draselny. Hodnota pH reakéni smési se udriZuje
nad 9 a pracuje se pri teploté zpétného toku reakéni smési.

vVzhledem k tomu, Ze tlak neni kriticky, pracuje se pri tlaku
okoli.
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Podle schematu 4 se pripravuji slouéeniny obecného
vzorce I, kde vSechny skupiny T pfedstavuji skupiny vzorce

o)
il
-CHz-r—OH

R .

kde R predstavuje alkylskupinu s 1 a3 5 atomy uhliku. Ve
schematu 4 je konkrétné ilustrovana priprava sloudenin obec-
ného vzorce I, kde R predstavuje methylskupinu.

Schema 4 §N#
. ,F*_— ]

H’//T___Jk\\H

i 1) H3CP(OC2H5)2/CHp0/THF

(IT1)

2) ‘bazickd hydrolyza/A

. \ { NF |
CH3(OH)OP-CH
3 2\\\£————L///

e . S | (PES—

CH3(OH)OP—CH2/// CH2-PO(OH)CH3
(VI)

Hydrolyza podle schematu 4 se provadi za znamych
podmlnek v prostredi vodné baze, jako nap¥iklad za pouziti
nadbytku hydroxidu alkalického kovu, jako je hydroxid sodny
nebo hydroxid draselny. Hodnota pH reakéni smési se udruje
nad 9 a pracuje se pri teploté zpétného toku reakéni smési.
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vzhledem k tomu, Ze tlak neni kriticky, pracuje se pri tlaku

okoli.

~ Podle schematu 5 se pripravuji sloudeniny obecného
vzorce I, kde R predstavuje ethylskupinu

Schemnmna 5 N44 l

CON[TL S

LS,

HP(0)OH-C2H5/CH20/HCL

(I1)

C2H5(OH)OP—CH2\|————]/ - |

. —— N N—

/// ,
C2H5(0H)OP-CH? I ' CH2~-PO(OH)C2Ks

Reakce znazornénd ve schematu 5 se provadi za kyse-
lych podminek, které se realizuji pridavkem kyseliny chlo-
rovodikové. Hodnota pH reakéni smési se udrzuje pod 3 a pra-
cuje se pri teploté zpé&tného toku reakéni smési. Vzhledem
k tomu, Ze tlak neni kriticky, pracuje se pri tlaku okoli.

Podle schematu 6 se pripravuji sloudeniny obecného
vzorce I, kde skupina T obsahuje bifunkéni zbytek.
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Schenmna 6
OCH3
— 10
" : BrCH '
}\N N/'-/\ ,
’ CO,CH3 0,

LS, g g
(II). v H\\\ N///' X
i ’ OCHj3
BrCH,CO,CH;3 |

e
H CH
: ' |
Z
N7 co
CH30C(0)CH, v l 2CH3 05
QCHj3 BrCH,CO,H
N 4 s s
~ _ nésledujici
CH30C(0)CRy CH ‘strana’
| .
CO,CH;
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Schema 6 =~ pokradovani
. 7 l
CH30C(O)CH2 [__l
\ Vol / X
N i
N CH3 HCL/A
CH3OC(O)CH2/ CH
v . . l
, CO2CH3 0,
N7 |
v
HOzC-CHz\ l—_——l N
N __/__
e = I
H2/P .
HO,C~CH3 CIH
CO2H o)
V /_‘Nij |
HQO,C-CHz l—_—l
N X%
N N—
OCH3
e CH
HO,C-CH3 |

Podle schematu 7 se pripravuji sloueniny obecného
vzorce I, kde jeden ze symboll T predstavuje skupinu vzorce
PO3HR, kde R ma vyznam uvedeny u obecného vzorce I a
zbyvajici dva symboly T predstavuji karboxyskupiny.




Schena 7

N , N7 ' .
: NaSO3CH
H\] | X NG rj
—— N Né ' /
HOCH,SO3Na
-———'——-—_* .
~ ‘
H | . - ;;’// CH,503Na
(11)
; NaCN
Z
BrCE;C0,CH; NZ

NC-CH, [—1/ ‘

. Né:,
NC-CH;, — S—
NS
\\\A L : H //w ’ NCH,-CN

A N NaOH
R203P-CH; CH2-CN
. W
HC1 HO,C~CH; |
\ | / >
Né“ — N N—
HO2C-CH,
I l//' X L —
___N
RHO3P-CH, CH2-CO,H
H203P-CH3 CH2-CO3H

Hydrolytické stupné uvedené ve schematu 7 se prova-
déji zpﬁsoby vysvétlenYmi v dfive uvedenych schematech. Pri

. nem se pracuje za alkalickych podminek ve vodném prostredi,
aby doslo k selektivni alkylaci v polohdch 4 a 10. Potom se
- selektivné zavede fosfonatova skupina do polohy 7.

Obecné popisy zplUsobl, kterych je mozno pouzit ve
specifickych stupnich postupu znazornénych ve vysSe uvedenych
schematech, jsou pro ilustraci uvedeny dale.
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Karboxyldtové derivaty popsané ve schematu 1 se
pripravuji konvenénimi alkylac¢nimi postupy za pouziti kyse-
liny chlor- nebo bromoctové a za bazickych podminek ve
vodném prostredi.

Derivaty kyseliny fosfonové zndzornéné ve schematu
2 je moZno pEipravit tak, Ze se nejprve amin alkyluje tri-
alkylfosfitem a paraformaldehydem za vzniku organického
rozpustného peresteru. Tento ester se potom hydrolyzuje Vv
refluxujici kyseliné za vzniku poZadované aminofosfonové
kyseliny. Alternativné se tato fosfonovd kyselina miZe pri-
pravit za kyselych podminek za pouziti kyseliny fosforité v
kombinaci s formaldehydem a kyselinou chlorovodikovou.

Poloestery fosfonové Kyseliny se podle schematu 3
pripravuji tak, Ze se nejprve vytvori dialkylester fosfonové
kyseliny, ktery se nasledné hydrolyzuje za bazickych podmi-
nek. Bazickou hydrolyzou vznikla vylucne poloester.

Ve schematu 4 je ilustrovan zpusob syntézy methyl-
fosfinatovych derivatu za pouZiti diethoxymethylfosfinu,
jako nukleofilniho ¢inidla a paraformaldehydu. Kondenzace se
mize provadét v rozpoustédlech, jako je tetrahydrofuran, di-
methylformamid, dioxan, acetonitril nebo alkohol. Vysledny
fosfindtovy ester se potom hydrolyzuje za kyselych podmlnek
(napriklad v 6N kyseliné chlorovodikové pri teploté 80 aiZ
100°C) nebo za bazickych podminek (za pritomnosti nadbytku
baze pri teploté 40 aZ 100°C) za vzniku odpovidajici methyl-
fosfonové kyseliny. Jak je to znazornéno ve schematu 5, pro
vyrobu fosfinatovych derivata vykazujicich zvysSeny lipofilni
charakter se miZe alternativné pouZiv metody, kterou navrhli
A. D. Sherry et al., Inorg. Chem. (zaslano 1991) za pouz1tl
ethylfosfonové kyseliny vytvorene in situ.
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‘ Ve schematu 6 je ilustrovéna priprava bifunk&nich
slouc¢enin obecného vzorce I, které je potom moZno pripojit k
biologicky aktivnim latkéam.

Ve schematu 7 je znazornén obecny postup pro selek-
tivni aikylaci Vv polohdch 4 a 10 za pouZiti adiéni
slouceniny formaldehydu s hydrogensifiditanem. Vznikly mezi-
produkt se potom prevede na odpovidajici nitril a naslednsé
se zavede fosfondtovd skupina do polohy 7. PoZadované koned&-
né hydrolyzované produkty se ziskaji hydrolyzou za kyselych
nebo bazickych podminek. :

Jako kovovych iontd se pri vyrobé komplext podle
vyndlezu pouZiva iontu Gd3+, Mn2t a Fe3+, které jsou obchod-
né dostupné, nap¥iklad od firmy Aldrich Chemical Company.
Komplementarnim aniontem je pritom halogenidovy anion, pred-
nostné chloridovy anion, nebo se jednd o nesolnou formu
(oxid kovu).

Pod oznacenim "paramagneticky nuklid” se v popisu
tohoto vynadlezu rozumi kovovy ion vykazujici spinovy thlovy
moment a/nebo orbitdlni Uhlovy moment. Tyto dva typy momen-
td se kombinuji za vzniku pozorovaného paramagnetického mo-
mentu zpusobem, ktery z hlavni Gasti zavisi na atomech ne-
soucich nepdrovy elektron a z mensi ¢asti na prostredi
téchto atomi. Z paramagnetickych nuklida se pri provéadéni
tohoto vyndlezu ukdzaly jako uZited&né ionty gadolinia
(ca3t), zeleza (Fe3%) a manganu (Mn?*), priéem? iontu cd3*
se dava prednost. '

Komplexy se pripravuji zplUsoby o sobé znamymi v
tomto oboru, jako naptriklad zplsobem popsanym v Chelating
Agents and Metal Chelates, Dwyer & Mellor, Academic Press
(1964), kapitola 7. Zpusoby vyroby aminokyselin jsou na-
priklad popsany v publikaci Synthetic Production and Uti-
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lization of Amino Acids (Ed. Kameko et al.) John Wiley &
Sons (1974). Jako pfiklad vyroby komplexu je moZno uvést
reakci bicyklopolyazamakrocyklofosfonové kyseliny s kovo-
vym iontem za vodnych podminek pfi pH v rozmezi od 5 do 7.
Ke vzniku komplexu dochazi vytvorenim chemické vazby, jejimz
disledkem je stabilni sloZeni paramagnetického nuklidu. Tak
napriklad je tento komplex stdly vuéi oddéleni paramagnetic-
kého nuklidu od ligandu.

Komplexy podle vyndlezu se poddvaji pri molarnim
poméru ligandu ke kovu prinejmensim asi 1 : 1, prednostné v
rozmezi od 1 : 1 do 3 : 1 a zvlasté pak od 1 : 1 do 1,5 : 1.
Velky nadbytek ligandu je neZadouci, ponévadi nekomplexovany
ligand miZe byt vuéi Zivoéichu toxicky nebo mizZe vyvolavat
zastavu srdedni éinnosti nebo hypokalcemické krece.

Farmaceutické prostfedky podle vyndlezu je moZno
vyrabét za pouziti fyziologicky vhodnych nosiéu excipientu
nebo vehikul. Zpusoby vyroby takovych prostfedkli jsou o sobé
znamé. Prostfedky mohou mit podobu suspenzi, injekénich roz-
tokd nebo jinych vhodnych forem. MiZe se pouZivat fyziolo-
gicky vhodnych suspenznich médii pop¥ipadé obsahujicich pri-
davné adjuvanty.

Pro diagnostické ucely se prostfedkl podle vynalezu
pouziva v "Gi¢inném mnoistvi". Podand ddvka se bude ménit v
zavislosti na chorobé nebo fyzickych parametrech Zivocicha,
jako je jeho hmotnost. Pod diagnostickymi postupy za pouziti
prostfedkﬁ podle vynalezu se také rozuméji diagnostickeé
postupy provadéné in vivo.

Z jinych pouZiti nékterych chelatachnich ¢éinidel
podle vynadlezu je moZno uvést odstrarfovani neZddoucich kovl
(naptiklad Zeleza) z téla, p¥ipojovani k polymernim nosicuam
pro ruzné ucely, napriklad za Ucelem ziskani diagnostickych




¢inidel a odstrarovani kovovych iontd selektivni extrakeci.
Liganda obecného vzorce I obsahujicich prinejmensim dvé
skupiny R ve zbytcich T pfedstavovanych skupinami bzorce
~CH,~-P(O)ROH, je moZno pouZit pro regulaci kovovych iontq,
jako inhibitoru vzniku tsad. Nékterych z téchto liganda se
miZe pouzZit v mnoZstvich niZsich neZ jsou mnozstvi stechio-
metrickd. Podobné pouZiti jsou zndma pro sloueniny popsané
v US patentech ¢islo 2 609 390, 3 331 773, 3 336 221 a

3 434 969.

Vynalez je bliZe objasnén v ndsledujicich prikla-
dech provedeni. Tyto p¥iklady maji vyhradné ilustrativni

charakter a rozsah vyndlezu v Zadném ohledu neomezuji.

Priklady provedeni vynalezu

Pod oznacdenim "LC" se rozumi kapalinovd chromato-
grafie. PrislusSnd c¢isténi se provadéji za nizkého tlaku za
pouZiti systému Dionex 2010i vybaveného rucéné plnénou
kolonou s anexovou pryskyrici Q-Sepharose(R) o rozmérech
23 x 2 cm.

Obecny postup zjistovani stability za rtznych podminek pPH

Pripravi se zadsobni roztok zna&iciho chloridu ga-
dolinitého 159GdCl3 (nebo znac¢iciho chloridu samaritého
l53SmC13) tak, Ze se 2 ul roztoku znac¢iciho chloridu gado-
linitého 159GdCl3 v 0,1N kyseliné chlorovodikové o koncent-
raci 3 x 10™%M pridaji ke 2 ml nosidového roztoku chloridu
gadolinitého o koncentraci 3 x 10” %M. Vhodny roztok 1li-
gandu se potom pripravi v deionizované vodé. Komplex ligand/
kov 1 : 1 se vyrobi tak, Ze se ligand (rozpustény ve 100 az
500 w1l deionizované vody) smicha se 2 ml zasobniho roztoku
znac¢eného chloridu gadolinitého 159GdCl3 a potom se vznikla
smés dukladné promisi za vzniku kyselého roztoku o pH = 2.
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Hodnota pH vzniklého roztoku se pomoci 0,1N hydroxidu sod-
ného zvysi na 7,0. Procenticky obsah kovu ve formé& komplexu
se stanovi tak, Ze se vzorek roztoku komplexu necha projit
sloupcem Sephadex(R)G—SO za pouZiti roztoku chloridu sodné-
ho 4 : 1 (85% roztok chloridu sodného v hydroxidu amonném).
Sbiraji se frakce 2 x 3 ml. Obsah radioaktivity ve spoje-
nych eluatech se potom porovna s obsahem radioaktivity,
ktery zlUstal v pryskyfici (nekomplexovany kov zUstava za-
chycen v pryskyfrici). Profil stability za ruznych podminek
pH se zjisti tak, Ze se hodnota pH alikvotu roztoku kom-
plexu upravi pomoci 1M hydroxidu sodného nebo 1M kyseliny
chlorovodikové a stanovi se procenticky podil kovu existu-
jiciho v podobé komplexu za pouziti ionexové metody popsané
vyse. Na z&kladé experimentadlniho srovnani je znamo, Ze vy-
sledky dosaZené se samariem jsou totoZné pro komplexaci a
biodistribuci ligandl podle tohoto vynalezu.

Syntéza ligandua

Materidly a metody

Véechna reakéni &inidla pochdzeji z obchodnich
zdroji a pouzivad se jich bez dalSiho &isténi. Spektra NMR se
zaznamenavaji pomoci spektrometru Bruker AC-250 MHz, ktery
je vybaven multinukledrni prdébou quad (1u, 13¢, 31p a 19F)
pr¥i 297 K, pokud neni uvedeno jinak. 1y spektra v D,0 se za-
znamenavaji za pouziti sekvence potlaceni pulsu rozpoustéd-
lem ("PRESAT", homonukledrni presaturace). 1y spektra se
vztahuji k residudlnimu chloroformu (v CDCl;) pri & 7,26
nebo externimu dioxanu (v D,0) prfi & 3,55. uvadéna 13c
a 3lp spektra jsou spektra s dekopulovanym protonem (§iroky
pads). Prirazeni 13c (1H) chemickych posuni je umoZnéno
pokusy DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer). Uvadéna spektra 13¢ (1H) jsou vztazena k centrdl-
" nimu piku CDC14 pri § 77,00 (v CDCl3) a externimu dioxanu
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Pri § 66,66 (v D,0). Uvadéna spektra 31p (1, jsou vztaze-
na k externi 85% kyseliné orthofosfored&né pri & 0,00.
Teploty tani se stanovuji tavenim v kapilare a nejsou ko-
rigovany. Semipreparativni ionexové chromatografické sepa-
race se provadéji za nizkého tlaku (za tlaku niz&iho nes
4,122 MPa) za pouZiti standardni sklenéné kolony rucné
naplnéné anexovou pryskyrici Q~Sepharose(R) nebo standard-
ni sklenéné kolony naplnéné katexovou prysky¥rici
SP-Sepharose(R) s UV detektorem (263 nm) pfipojenym "on
line" pro monitorovani eluentu. Spektra GC/MS se méfi'pomopi
systému Hewlett Packard 5890A Gas Chromatograph/5970 Mass
Selective Detector.

Vychozi 1l&tky
Priklad A
Priprava N~(2-pyridylmethy1)-1,4,7,10-tetraazacyklododekanu

Roztok 2-pikolylchloridu v chloroformu se vyrobi
tak, Ze se 3 ml vodného roztoku 1,03 g (6,3 mmol) hydrochlo-
ridu 2-pikolylchloridu zalkalizuji na pH vyssSi nez 14 a
ziskany roztok se extrahuje chloroformem. K michanému chlo-
roformovému roztoku 2,03 g (11,8 mmol) 1,4,7,10-tetraaza-
cyklododekanu se v jedné davce pridd 10 ml pripraveného
roztoku 2-pikolylchloridu v chloroformu. Reakdni smés se
michd 30 minut pri teploté mistnosti a zkoncentruje za sni-
Zeného tlaku. Zbytek se chromatografuje na silikagelu
(sloupec 2,5 x 20 cm) za pouZiti smési trichlormethanu,
methanolu a chloridu amonného v poméru 10 : 4 : 1, jako
eluéniho ¢inidla, Re = 0,29 na silikagelovych deskéch.

Eluadt se zkoncentruje a isoluje se monoalkylovany produkt ve
formé husté svétle Zluté kapaliny, kterad béhem stani ztuhne.
Ziska se 1,17 g Spinavé bilého prasku (72 %, vzhledem

k 2-pikolylchloridu), ktery se ddle charakterizuje:
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1§ NMR (CDCl4):

§ 2,54 - 2,82 (m, 16H), 3,75 (s, 2H), 7,11 - 7,14 (m, 1H),
7,42 - 7,46 (m, 1H), 7,64 - 7,65 (m, 1H), 8,46 - 8,48 (m,
1H) a

L3c(lH)NMR (CDCl,):

§ 45,02, 46,31, 47,04, 51,51, 61,03, 122,04, 122,87, 136,61,
148,83, 150,53.

PpPriklad B
Priprava N-(2-pyridylmethyl)-N',N'',N'''-tris(methylendi-
ethylfosfonat)-1,4,7,10-tetraazacyklododekanu

K 331 mg (1,27 mmol) N-(2-pyridylmethyl)-1,4,7,10-
tetraazacyklododekanu vyrobeného podle prikladu A se prida
229 mg (7,63 mmol, prebytek) paraformaldehydu a 1,3 ml (1,27
g, 7,62 mmol, prebytek) triethylfosfitu. Poté se smés 10
minut mirné michd. Ziskand dobre promisend suspenze se 1
hodinu zah¥ivad na 90°C. Prebytek vychozich latek a vedlejsi
produkty se odstrani za sniZeného tlaku (125°C/1,33 Pa).
Ziskd se 896 mg (99 %) poZadovaného produktu ve formé
Zlutého oleje, ktery se ddle charakterizuje:

1H NMR (CDCl;):

§ 1,25 - 1,39 (m, 18H), 2,66 - 2,95 (m, 22H), 3,71 (s, 2H),
4,01 - 4,22 (m, 12H), 7,10 - 7,15 (m, 1H), 7,57 - 7,65 (m,
2H), 8,46 - 8,52 (m, 1H); :
13c(lH}NMR (CDC14):

§ 16,38, 16,46, 50,45, 50,67, 52,41, 53,19, 53,29, 53,48,
53,58, 61,37, 61,47, 61,52, 121,67, 123,28, 136,19, 148,61,
159,90 a

31p(2H)NMR (CDCly, 297 K)

§ 26,21;

3lp(lH)NMR (cDCly, 217 K)

§ 24,18 (1P), 24,32 (2P).
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Priklaad ¢

Priprava N-(z—pyridylmethyl)—N',N",N'"-tris(methylendi—
propylfosfonat)-1,4,7,10-tetraazacyklododekanu

K 445 mg (1,71 mmol) N-(2-pyridylmethyl)-1,4,7,10-
tetraazacyklododekanu vyrobeného podle prikladu A se prida
154 mg (5,12 mmol, prebytek) paraformaldehydu a 3,5 ml (3,20
g, 5,12 mmol, prebytek) tripropylfosfitu. Poté se smés 10
minut mirné micha. Ziskana dobre promisena suspenze se 30
minut zahfivad na 100°C. Pfebytek vychozich latek a vedlejsi
produkty se odstrani za sniZeného tlaku (4 hodiny pri
160°C/1,33 Pa). Ziska se 1,36 g (kvantitativni vytézek)
poZadovaného produktu ve formé hustého Zlutého oleje, ktery
se dale charakterizuje:

H NMR (cDCl,):

§ 0,91 - 1,00 (m, 18H), 1,60 - 1,7 6(m, 12H), 2,67 - 2,99
(m, 22H), 3,73 (s, 2H), 3,94 - 4,08 (m, 12H), 7,12 - 7,15
(m, 1H), 7,46 - 7,67 (m, 2H), 8,84 - 8,52 (m, 1H);
3c{mvMR (cDCly):

§ 9,93, 10,21, 23,71, 23,80, 50,17, 50,44, 52,38, 53,09,
53,44, 61,44, 66,79, 66,83, 121,61, 123,23, 136,14, 148,54,
159,92 a ’ |
31p(lHyNMR (cDely)

§ 26,20 (1P), 26,23 (2P).

Priprava koneénych sloudenin

Ligandy: Priprava dimethylenkarboxylovych kyselin -je popséna
ve schematu 1. '
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P¥riklad 1

Priprava N-(2-pyridylmethyl)-N',N'',N'''—trioctovd kyselina-
1,4,7,10-tetraazacyklododekanu (PD3A)

Ke 2 ml vodného roztoku 201,4 mg (0,51 mmol) N-(2-
pyridylmethyl)-1,4,7,10-tetraazacyklododekanu, pripraveného
podle prikladu A, se pfidd 350 mg (2,52 mmol, 65% prebytek)
bromoctové kyseliny. K reakéni smési se pridavaji malé davky
koncentrovaného hydroxidu sodného, aby se hodnota pH udrZo-
vala nad 11. Hydroxid sodny se pridavd tak dlouho, dokud se
nedosdhne ustdleni pH nad 11 (asi 30 minut). Reakéni smés se
poté 1 hodinu zah¥iva na 60°C, ochladi na teplotu mistnosti
a jeji pH se nastavi na 7. Neutrdlni roztok se chromatogra-
fuje na sloupci katexové pryskyrice (SP-Sepharose(R), 1,5
X 50 cm), pricemZ eluce se provadi nejprve deionizovanou
vodou a poté 1M kyselinou chlorovodikovou. Kysela frakce,
kterda obsahuje produkt, se odpa¥i do sucha a zbytek se poté
azeotropicky odpari s cerstvou deionizovanou vodou (3 x 2
ml), aby se odstranil prebytek kyseliny chlorovodikové.
Vodny roztok se lyofilizuje, ¢imZ se ziskd koneé&ny produkt
ve formé bilé pevné latky, ktery se dale charakterizuje

lH NMR (D,0):

§ 2,79 - 4,13 (m, 24H), 7,88 - 8,01 (m, 2H), 8,35 - 8,42 (m,
1H), 8,63 - 8,66 (m, 1H) a

Bc(laynMr (D,0):

§ 51,04, 51,25, 53,73, 55,47, 56,00, 56,90, 57,52, 129,86,
131,21, 145,49, 150,82, 153,54, 171,61, 178,76.

Ligandy: Priprava dimethylenfosfonétov?ch poloesteru je ilustro-
vana ve schematu 3.
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Priklad 2

Priprava N~(2—pyridy1methyl)-N',N",N"'-tris(methylenfosfo—
nova kyselina-ethylester)—l,4,7,10—tetraazacyklododekanu
(PD3EP)

N-(Z-Pyridylmethyl)-N',N",N"'-tris(methylendi-
ethylfosfonat)-1,4,7,10-tetraazacyklododekan (102,7 mg, 0,14
mol), pripraveny podle prikladu B, se smisi s 1 ml 0,1M

roztoku hydroxidu draselného a smés se 6 hodin zah¥iva na

90°C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se vodny roztok
lyofilizuje. Ziskand Zlutohnéda pevnd latka se chromato-
grafuje na sloupci anexu (Q-Sepharose(R), 1,5 x 50 cm),
pricemZ eluce se provadi nejprve deionizovanou vodou a poté
1M kyselinou chlorovodikovou. Potom se eluat lyofilizuje.
Ziskany produkt, ktery se izoluje ve formé& hnédé pevné
latky, se dale charakterizuje:

1 NMR (D,0, 338 K):

§ 1,41 - 1,57 (m, 9H), 3,28 - 3,89 (m, 22H), 4,09 - 4,64 (m,
8H), 8,22 - 8,26 (m, 2H), 8,70 - 8,75 (m, 1H), 9,00 - 9,12
(m, 1H):

Be(luyr (D0, 338 K):

§ 19,41, 19,51, 52,58, 53,00, 52,31, 53,75, 53,82, 56,04,
59,53, 64,60, 64,76, 129,86, 131,41, 147,31, 149,06, 154,34
a

3lp(lu}NMR (D,0, 338 K):

§ 9,64 (2P), 19,79 (1P).

P¥riklad 3
Priprava N-(2-pyridylmethyl)-N',N'' ,N'''~tris(methylenfosfo-

nova kyselina-propylester)-1,4,7,10~tetraazacyklododekanu
(PD3PP)
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N-(2-Pyridylmethy1)-Nﬂ,N",N"'—tris(methylendi—
propylfosfonét)-1,4,7,10—tetraazacyklododekan (0,71 g, 0,89
mmol), pripraveny podle prikladu C, se smisi se 3 ml O,iM
roztoku hydroxidu draselného a smés se 18 hodin zahriva ke
zpétnému toku. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se vodny
roztok pre- filtruje a filtrat se lyofilizuje. Ziskany hnédy
zbytek se znovu rozpusti ve smési dichlormethanu a ethanolu
v poméru 95 : 5. Rozpoutédlo se odpari a zbytek se vysuSi za
vakua. Ziskany produkt, ktery se izoluje ve formé hnédé
pevné 1latky, se dale charakterizuje:

lH NMR (D,0, 353 K):

§ 1,24 - 1,36 (m, 9H), 1,95 - 2,04 (m, 6H), 3,03 - 3,29 (m,
22H), 4,10 - 4,25 (m, 8H), 7,74 - 7,92 (m, 2H), 8,23 - 8,29
(m, 1H), 8,87 - 8,96 (m, 1H);

13¢(In)»MR (D,0, 353 K):

§ 13,15, 27,20, 50,43, 53,89, 54,48, 54,98, 55,42, 64,33,
69,41, 126,38, 128,30, 141,24, 152,46, 161,45 a |
3lp(ly)MMR (D,0, 353 K):

§ 21,61 (2P), 21,95 (1P).

Komplexy: priprava komplexii kov/ligand pro biodistribuéni
studie

Obecny postup

Komplexy kov/ligand se pripravuji ruznymi metodami.
Pri téchto metoddch se ve vodném roztoku smicha kov s ligan-
dem a pH se nastavi na poZadovanou hodnotu. Tvorba komplexu
probihd v roztocich, které kromé vody obsahuji také soli
a/nebo pufry. V nékterych pfipadech se zjisti, Ze se dosdhne
vyssiho vyté&Zku komplexu v pripadé zahratych roztokl, nez
kdyZ se tvorba komplexu provadi pri teploté okoli.
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Postupuje se napfiklad;takto: Rozpuéténiﬁ ligandu v
deionizované vodé (o pH asi 2) se vyrobi roztok ligandu.
Potom se vyrobi komplex ligand/kov smisenim roztoku ligandu
s vodnym roztokem monohydratu chloridu samaritého (3 x 10™ %M
v 0,01N kyseliné chlorovodikové) s obsahem znac¢iciho chlori-
du samaritého 153SmCl3. Po dikladném promiseni se stanovi
procenticky podil kovu prevedeny do komplexu tak, Ze se vzo-
rek roztoku komplexu nechd projit sloupcem Sephadex(R) za
pouZiti roztoku chloridu sodného 4 : 1 (0,85% roztok chlori-
du sodného v hydroxidu amonném). Sbiraji se frakce 2 x 3 ml.
Obsah radioaktivity ve spojenych eludtech se potom porovna
s obsahem radioaktivity, ktery zustal v pryskyrici (za
téchto podminek se komplex odstranuje s eludnim éinidlem
a nekomplexovany kov zUstdva zachycen v pryskyfici). Timto
zpusobem se zjisti, Ze stupen prevedeni do komplexu je ob-
vykle asi 95 % nebo vyssi.

VySe uvedenym postupem se vyrobi komplexy samaria s

N-(2-pyridylmethyl)-N',6N'',N'''~trioctova kyselina-1,4,7,10-
tetraazacyklododekanem (PD3A);

N—(z-pyridylmethyl)-N',N",N"'—tris(methylenfosfonové
kyselina-ethylester)-1,4,7,10-tetraazacyklododekanem (PD3EP);

N-(2-pyridylmethyl)-N' ,N'' ,N''‘'-tris(methylenfosfonova
kyselina-propylester)-1,4,7,10-tetraazacyklododekanem

(PD3PP) a

N—(z—pyridylmethyl)-N',N",N"'-tris(methylenfosfonové
kyselina)-1,4,7,10-tetraazacyklododekanem (PD3P).

Komplexy gadolinia se vyrobi podobnym zpusobem.
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Kineticka inertnost komplexd samaria ziskanych za
pouziti PD3A, PD3PP a PD3EP je uvedena v nasledujicich
tabulkach.

Profil stability komplexu 1535m-pPD3A za ruznych
podminek pH

pH komplex (%)
1 98,30
2 99,38
4 99,63
7 99,86
9 99,86
11 99,80
14 99,96

Profil stability komplexu 153gm-pPD3PP za ruznych
podminek pH

pH komplex (%)
1 72,52
3 87,56
5 92,99
7 85,06
9 95,22
11 92,74

14 87,65
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Profil stability komplexu 1°3sm-PD3EP za ruznych
podminek pH

pH komplex (%)
1 78,95
3 93,80
5 93,02
7 93,77
9 95,89
11 95,77
14 94,07
Biodistribuce

Obecny postup

Krysy Sprague Dawley se nechaji aklimatizovat po
dobu 5 dnlt a potom se jim ocasni vénou vstrikne 100 Ll roz-
toku komplexu. V dobé podani injekce maji krysy hmotnost v
rozmezi od 150 do 200 g. Po 30 minutdch se krysy usmrti
cervikalni dislokaci a podrobi se pitvé. MnoZstvi radioak-
tivity v kazdé tkani se zjisti spoditdnim ve scintilaé&nim
po¢itac¢i NaI, ktery je pripojen k vicekanalovému analyza-
toru. Pro stanoveni procentické davky v kaZdé tkani nebo
organu se pocty rozpadl porovnaji s podéty rozpadu ve 100ul
standardech.

Procentickd davka v krvi se odhadne za pouZiti
predpokladu, Ze krev ¢&ini 6,5 % celkové télesné hmotnosti.
Procentickad davka v kostech se odhadne vyndsobenim pro-
centické davky ve femuru éislem 25. Procenticka davka ve
svalech se odhadne za pouziti predpokladu, Ze svaly tvori 43

% celkové télesné hmotnosti. Prumérny podet pouzitych krys
je n.
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Kromé biodistribuce v orgénech se cheléty sloucge-
nin obecného vzorce I vyhodnocuji s ohledem na jejich
schopnost umisténi v kostech, ponévadZ o fosfondtech je
znamo, Ze maji schopnost vdzat se k hydroxyapatitu. Vy-
sledky téchto zkouSek jsou uvedeny dale.

Priklad I
Pro komplex 153Sm/N—(2-pyridylmethy1)-N',N'‘,N"'—
tris(methylenfosfonova kyselina—ethylester)-1,4,7,10-tétra~
azacyklododekan (1353sm-PD3EP) jsou vysledky uvedeny v tabul-
ce I. Uvedené vysledky predstavuji prumérné hodnoty zjisténé
z nejméné dvou krys pro urdity ddaj 2 hodiny po injekci.

Tabulka I

Biodistribuce 1°3sm-PD3EP (procenta injekéné podané davky)

Organ Prumér
Kosti 0,82
Jatra 0,36‘
Ledviny 1,24
Slezina 0,01
Svalstvo 0,62
Krev 0,45
Srdce 0,01
Plice 0,02
Mozek 0,01
Moé 97,00

P¥riklad II

Pro komplex l53Sm/N—(z-pyridylmethyl)-N',N'',N"'-
tris(methylenfosfonova kyselina-propylester)-1,4,7,10-tetra-




azacyklododekan (153Sm—PD3PP) jsou vysledky uvedeny v tabul-
ce II. Uvedené vysledky predstavuji prumérné hodnoty zjisténé
z nejméné tri krys pro urcéity ddaj 2 hodiny a 24 hodin po
injekeci. |

Tabulka I
Biodistribuce 1°3sm-pD3EP (procenta injek&né podané davky)

Orgéan Prumér ,
po 2 hodinach po 24 hodinéach

Kosti 5,93 12,39
Jatra 20,36 2,31
Ledviny 0,86 0,89
Slezina 1,19 0,22
Svalstvo 0,82 0,27
Krev 0,68 0,03
Srdce 0,04 0,02
Plice 0,20 0,40
Mozek 0,04 0,00
Zaludek 1,39 0,04
Tenké strevo 13,56 0,13
Tlusté str¥evo 0,18 0,16
Moé& 50,00 " 83,00
Stolice - 5,33

VySe uvedeny popis uvadi podrobnosti provadéni vy-
nalezu. Pro rozsah ochrany jsou rozhodujici nasledujici
patentové naroky, ponévadi je zfejmé, Ze i rtzné modifikace,
které v popisu nejsou explicitné uvedeny, spadaji do rozsahu
vyndlezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. 2-Pyridylmethylenpolyazamakrocyklické slouceniny

obecného vzorce 1
NZ
T N
\\\l l///
— N N (1)

kde
T nezavisle predstavuje skupinu vzorce . . __'U§d ?
AN ISYIs
-CH,COOH, VRIADT AN GYg
o Qv¥n !
] M""‘“"—---—'
0
l 36 m<ee
'CHZ'f'OH nebo ' ’
R . 1300
: | |
A QT LTR
~CH \ {3 ‘
kde CO2H 2
R predstavuje hydroxyskupinu, alkylskupinu s 1 aZ 5
atomy uhliku nebo alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy
uhliku; .
Rl predstavuje hydroxyskupinu nebo methoxyskupinu a
R predstavuje nitroskupinu, aminoskupinu, isothio-

kyanatoskupinu, semikarbazidoskupinu, thiosemikar-
bazidoskupinu, maleinimidoskupinu, bromacetamido-
skupinu nebo karboxyskupinu;
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pri¢emZ pouze jeden ze zbytka T predstavuje skupinu obecné-
ho vzorce Rl

~CH O
(lOzH 2

kde Rl a Rr2 maji vySe uvedeny vyznam;

pric¢emZ alespon jeden ze symbolu T predstavuje skupinu
vzorce -CH,-P(O)ROH, kde R predstavuje alkoxyskupinu s 1 a2
5 atomy uhliku;

a jejich farmaceuticky vhodné soli.

2. 2-Pyridylmethylenpolyazamakrocyklicka sloudenina
podle naroku 1 obecného vzorce I, kde T predstavuje skupinu
vzorce -CH,-P(O)ROH, kde R predstavuje alkoxyskupinu s 1 az
5 atomy uhliku a jeji farmaceuticky vhodné soli.

3. 2-Pyridylmethylenpolyazamakrocyklickd sloudenina
podle naroku 2 obecného vzorce I, kde R predstavuje ethoxy-
skupinu s chemickym ndzvem N-(2-pyridylmethyl)-N',N'' ,N'''-
tris(methylenfosfonova kyselina-ethylester)-1,4,7,10-tetra-
azacyklododekan a jeji farmaceuticky vhodné soli.

4. 2-Pyridylméthylenpolyazamakrocyklické slouc¢enina
podle ndroku 2 obecného vzorce I, kde R predstavuje propoxy-
skupinu s chemickym nazvem N-(2-pyridylmethyl)-N',N'' ,N'''-
tris(methylenfosfonova kyselina-propylester)-1,4,7,10-tetra-
azacyklododekan a jeji farmaceuticky vhodné soli.

5. 2-Pyridylmethylenpolyazamakrocyklické slouceniny
podle naroku 1 obecného vzorce I, kde jeden ze symbolu
T predstavuje skupinu vzorce
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R1
~CH
COoH 2

kde R! a R? maji vyznam uvedeny v naroku 1, pfiéeﬁé ostatni
symboly T maji vyznam uvedeny VvV naroku 1.

6. Komplex 2-pyridylmethylenpolyazamakrocyklické
sloudeniny obecného vzorce I

N7

T AN

\\\l l///

— N N— (1)

kde
T nezavisle predstavuje skupinu vzorce
-CH,COOH,
0
H
—CH;—F—OH nebo
R
Rl
~-CH
kde CO,H R2
R predstavuje hydroxyskupinu, alkylskupinu s 1 aZ 5
atomy uhliku nebo alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy
uhliku;
rl predstavuje hydroxyskupinu nebo methoxyskupinu a




< U <D
o — 0 N
N > D d - 3 -
— w = C = — )
- 40 - R . e oc -
-~ < 0 g
'-‘ffh & = p—
< =z .
S 3 @ S
RZ predstavuje nitroskupinu, aminoskupinu, isothio-

kyanatoskupinu, semikarbazidoskupinu, thiosemikar-
bazidoskupinu, maleinimidoskupinu, bromacetamido-
skupinu nebo karboxyskupinu;

pri¢emZ pouze jeden ze zbytka T predstavuje skupinu obecné-

ho vzorce
1

-CH

COqH 2

kde Rl a R2? maji vySe uvedeny vyznam;

pficemZ alesporn jeden ze symboll T predstavuje skupinu
vzorce -CH,-P(O)ROH, kde R predstavuje alkoxyskupinu s 1 a2
5 atomy uhliku;

nebo jeji farmaceuticky vhodné soli s kovovym iontem
zvolenym ze souboru zahrnujiciho Gd3+, Mn2t a re3t,

7. Komplex podle naroku 6, kde kovovym iontem je
3+ v
Gd-".

8. Komplex podle naroku 6, kde 1 aZ 3 symboly T
predstavuji skupiny vzorce -CH,~-P(O)ROH, kde R predstavuje
alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku a kovovym iontem je

3+
Gd Ll

9. Farmaceuticky prostredek, vyznacuiji-
c i s e t i m , Ze obsahuje komplex podle naroku 6 a
farmaceuticky vhodny nosi&.

10. Zpusob vyroby 2-pyridylmethylenpolyazamakro-
cyklickych sloucenin obecného vzorce I

Ty DR e
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N |
T\\\f——_]/// .
—— N N—
f
(1)
//T___r\\
T T
kde
T nezavisle predstavuje skupinu vzorce
-CH,COCH nebo
i
-CHz—f—OH :
R
kde
R pfedstavuje hydroxyskupinu, alkylskupinu s 1 az 5
atomy uhliku nebo alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy

uhliku;

nebo jejich farmaceuticky vhodnych soli, vyzna cu -
jici se tim, Ze se provede néktery 2z postupi
A) aZ E), pricemz

A) pro vyrobu sloudeniny obecného vzorce I, kde T
predstavuje skupinu vzorce -CH,-COOH se sloudenina vzorce II

NP

(11)
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necha reagovat se slou¢eninou obecného vzorce X- -CH,-COOH,
kde X predstavuje atom chloru nebo bromu, za pritomnosti
vodného hydroxidu alkalického kovu pPri pH v rozmezi od asi 8
do 10 a pri teploté v rozmezi od asi 60 do asi 90°C;

B) pro vyrobu slouc¢eniny obecného vzorce I, kde T
predstavuje skupinu vzorce -CH,-PO3H, se sloucenina vzorce II

‘_}Hf@
IS,

necha reagovat s kyselinou fosforitou v kyseliné

(11)

v

chlorovodikové a nadbytkem formaldehydu pri pH niZsim neZ
asi 2 a pri teploté zpétného toku;

C) pro vyrobu sloudeniny obecného vzorce I, kde T
predstavuje skupinu vzorce -CH,-PO;H, se sloucenina vzorce II

N N— (I1)

necha reagovat se slouceninou obecného vzorce P(OR)3, kde R
predstavuje alkylskupinu s 1 az 4 atomy uhliku, ve formalde-
hydu, naceZ se vznikly reakéni produkt hydrolyzuje 3 az 12M
kyselinou chlorovodikovou pfi pH niZ$im neZ asi 3 a pri tep-
loté zpétného toku;
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D) pro vyrobu sloudeniny obecného vzorce I, kde T
predstavuje skupinu vzorce -CH,-PO,HR, kde R predstavuje
alkoxyskupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku, se sloudenina vzorce II

(I1)

nechd reagovat se sloucdeninou obecného vzorce P(OR)3, kde R
predstavuje alkylskupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku, ve formalde-
hydu, nadez se vznikly reakéni produkt hydrolyzuje nadbytkem
hydroxidu alkalického kovu pri pH vyS$sSim neZ asi 12 a pri tep-
loté zpétného toku;

E) pro vyrobu sloudeniny obecného vzorce I, kde T
predstavuje skupinu vzorce -CH,-PO(OH)R, kde R predstavuje
alkylskupinu s 1 aZz 5 atomy uhliku, se slougenina vzorce I1

N

N

_j;; ]
H H
necha reagovat se sloudeninou obecného vzorce H3C-P(0Et)2,

kde Et znamend ethylskupinu, ve formaldehydu a tetrahydro-

furanu, nadeZ se vznikly reak&éni produkt hydrolyzuje nadbytkem
hydroxidu alkalického kovu pfi pH vy$3im neZ asi 12 a pfi

(I1)

teploté zpétného toku; nebo se slouceninou vzorce
HP(0)OH-C,Hg ve formaldehydu a kyseliné chlorovodikové pri
pH niZSim neZ asi 3 a p¥i teploté zpétného toku.
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