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Complexes métalligues de polyaminoacides bicycliques,

leur procédé de préparation et leur application en imagerie médicale.

La présente invention concerne des chelates metalliques, déerives
d'un macrocycle tétraazoté condensé avec un noyau pyridyle, leurs procedes de
préparation et leur application en imagerie medicale.

L'utilisation en imagerie des chelates, avec un cation paramagnetique

ou radioactif, de certains dérivés de ce macrocycle condensé a été proposée a

differentes reprises. On peut se réféerer aux brevets EP-A-0438206,
EP-A-0570575 et EP-A-0579802 qui décrivent des composes de formule
_B

dans laquelle X peut étre un groupement carboxylate ou phosphate et R un
groupe alkyle, phényle ou l'un des R est un groupe formant une liaison avec une
macromolecule biologique.

Parmi ces composés, celui pour lequel A =B =CH, R =H, X = COy,
M=Gd dénommé PCTA, a été l'objet d'études approfondies, decrites dans
Inorganic Chemistry 36(14) 2992-3000 (1997) et Magn. Reson. Chem. 36 S200-
208 (1998); les auteurs indiquent notamment que le PCTA est remarquable en
ce qu'il a une relaxivité longitudinale ry particulierement éleveée puisqu'elle est
environ "2 fois" celle des chelates de gadolinium utilisés comme produits de
contraste en imagerie par résonance magnétique chez I'homme,;

On sait que rqy caractérise l'efficacité des produits paramagnétiques a
générer un fort contraste des images et il est spécialement intéressant et
inattendu, que les prdduits paramagnétiques de linvention presentent des
relaxivités r1 de 10 a 15 fois supérieures a celle des composés commerciaux, non
seulement pour un champ magnétiqgue de 0,5 Tesla mais aussi de 1 Tesla,
champ de la plupart des appareils d'imagerie actuels, et méme de 1,5 Tesla,
champ des appareils les plus performants.

Comme ces nouveaux chelates, outre leurs proprietes magnétiques

favorables, sont stables in vitro et in vivo, notamment vis-a-vis d'une eventuelle
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decomplexation, qu'ils ont une faible osmolalité, un bon index thérapeutique et

que selon la nature du groupe R ils peuvent présenter une excellente
remanence vasculaire ou une spécificité d'organe, ils seront avantageusement
utilisés chez I'homme comme produits de contraste pour limagerie par
5 resonance magnetique, ou en médecine nucléaire lorsque l'ion métallique est

un radioéléeément.

La presente invention concerne les chelates métalliques du composé
de formule

Hooc I Ml COOH
(VY
' RHNOC-(CH,),-HC—N N—CH-(CH,),-CONHR |
CH-(CH,),-CONHR

COOH
10  dans laquelle

R représente la formule
Z 7
—Z
— P

- Z est une liaison ou un groupe choisi parmi les groupes CH,, CH,-CO-NH ou
15 (CH2),-NH-CO,

- Z' est une liaison ou un groupe choisi parmi les groupes O, S, NQ, CH,, CO,
CO-NQ, NQ-CO, NQ-CO-NQ, CO-NQ-CH,-CO-NQ,

- Z" une liaison ou un groupe choisi parmi les groupes CO-NQ, NQ-CO,
CO-NQ-CH2-CO-NQ,

20 - p et g sont des nombres entiers dont la somme vaut de 0 a 3,

et

- R4, Rz, R3, R4 et Rs, indépendamment 'un de l'autre, sont choisis parmi les
groupes H, Br, Cl, I, CO-NQ1Q2 et NQ4-CO-Q, et Q; et Q, identiques ou
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3
differents eétant H ou (C4-Cg)alkyle éventuellement interrompu par un ou des

atomes d'oxygene, et au moins l'un des R4 a Rs étant un groupe amido,
ou R1, R3 et R5 sont indépendammant I'un de 'autre H, Br, Cl ou |, et

R2 et R4 représentent la formule
R, CO-NQ',Q',

— Zm R,3 I I I

R, CO-NQ'.Q,
telle que Z" est un groupe choisi parmi les groupes CO-NQ, CONQ-CHo,,
CO-NQ-CH>-CO-NQ, CO-NQ-(CH,).-NQ-CO et NQ-CO-NQ et R'y, R's et R's,
identiques ou différents, représentent H, Br, Cl ou | et Q'y et Q';, identiques ou
differents, sont H ou (C4-Cs)alkyle éventuellement interrompu par un ou des
atomes d'oxygene, '
- Q représente H ou (C4-C,)alkyle,
etant entendu que les groupes alkyles peuvent étre éventuellement mono ou
polyhydroxylés,

Les ions métallidues peuvent étre paramagnétiques, tels que Gd*,
Fe’*, Tb®*, Mn**, Dy**, ou Cr**, ou radioactifs, tels que *™Tc, *’Ga ou ""'In; les
ions qui forment des chelates moins stables, qui peuvent donner lieu a une
transmétallation tels que Ca** ou Zn*' font aussi partie de linvention; les
chelates paramagnétiques de Gd>* et Mn** sont particuliérement adaptés 2
'imagerie par résonance magnétique. On préfére tout particulierement les
chelates paramagnétiques de Gd**.

On prefere pour une meilleure hydrophilie et biocompatibilité des
composes, que les groupes Ry a Rs sur un méme noyau phényle comportent
ensemble de 6 & 20 OH, ou méme que tout groupe CONQ4Q; présent, ou selon
le cas CONQ'41Q",, comporte de 6 & 10 groupes OH; on préfére encore que R
et R4 soient identiques et représentent CO-NQQ2, qui comportent chacun 6 a
10 OH, ou le groupe Ill dans lequel chaque CONQ'1Q'; comporte de 6 a 10 OH;
on prefere aussi les composés dans lesquels R4, R3 et Rs sont choisis parmi les
atomes d'iode ou de brome, ainsi que R'4, R'; et R'5 lorsqu'ils sont présents.

La relaxivite des composes et leur pharmacocinéetique in vivo

dependent notamment de leur nombre de noyaux phényles. Par exemple, on
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4
peut distinguer les composés dans lesquels p et g sont 0, notamment lorsque

Ro et Rq4 représentent CO-NQ1Q5 et ceux dans lesquels la somme de p et g vaut
de 1 a 3, oumieux 1 ou 2, et R, et R4 représentent ou non la formule 1.

Lorsque dans les composés de formule |, Ry et Rs représentent
CONQ+1Q2, Q1 et Q. sont préférablement des groupes alkyles en C, a Ce,
eventueliement interrompus par un atome d'oxygéne.

On préefere d'autre part parmi les composés de formule | ceux dans
lesquels Q est H et parmi ceux-ci, ceux dans lesquels Z est CH, ou CH>,CONH,
Z' est un groupe choisi parmi CONH, CONHCH,CONH, NHCONH et Z" parmi
CONH et CONHCH;CONH, ainsi que, lorsqu'il est présent, que Z" soit CONH
ou CONHCH-CONH.

Enfin un autre groupe de composés particuliers est constitué par celui
dans lequel p et q etant égaux a 1, Z est CH, ou CH,CONH, Z' et Z" sont
choisis parmi CONH et CONHCH,CONH, et R, et R, représentent CONQ+Q>
avec de preference R4, R3, Rs choisis parmi Br et .

D'autres composés préférés sont ceux définis aux points (i) a (ix) ci-

~ dessous :

(i) chelate du composé de formule | dans laguelle p et g sont O et R, et
R4 identiques représentent -CO-NQ1Q,, chaque groupe -CO-NQ+1Q, comportant
de 6 a 10 groupes -OH ;

(i) chelate du composé de formule | dans laquelie p et g sont 0 ; Ry,
Rs et Rs sont identiques et choisis parmi Br et | ; et Ry et Ry, identiques,
representent -CO-NQ1Q,, chaque groupe -CO-NQ1Q2 comportant de 6 a 10
groupes -OH ;

(iif) chelate du composé de formule | dans laquelle la somme p + q
n'‘est pas O ; tout groupe -CO-NQ4Q; présent comporte de 6 a 10 groupes -OH :
R2 et R4 ne représentant pas la formule [ll. Parmi ces composés, ceux pour
lesquels p + g est 1 ou 2 sont encore préférés.

(iv) Chelate du composé de formule |, dans laquelie la somme p + g
n'est pas 0 ; Ry, R3 et Rs sont identiques et choisis parmi Br et | ; et R, et Ry,
Identiques, représentent -CO-NQ1Q,, R, et R4 comportant chacun de 6 a 10

groupes -OH. Parmi ces composeés, ceux pour lesquels p + g est 1 ou 2 sont

encore préférés.
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(v) Chelate du composé de formule | dans laquelle Z est CH; ou CHo-

CO-NH ; Z' est un groupe choisi parmi CO-NH, CO-NH-CH2-CO-NH et NH-CO-
NH ; Z" est un groupe choisi parmi CO-NH et CO-NH-CH2-CO-NH ; R, et Ry,
identiques, representent -CO-NQ1Q2, R, et R4 comportant chacun de 6 a 10
groupes -OH ; et R4, R3 et Rs sont identiques et sont choisis parmi Br et |. Parmi
ces composeés, ceux pour lesquels p + q est 1 ou 2 sont encore préférés.

(vi) chelate du composé de formule | dans laquelle Z est CH, ou
CH2>-CO-NH ; Z' est un groupe choisi parmi CO-NH, CO-NH-CH>-CO-NH, NH-
CO-NH ; Z" est choisi parmi CO-NH et CO-NH-CH,-CO-NH ; Z™ lorsqu'il est
présent est CO-NH ou CO-NH-CH2-CO-NH ; etlasommep +qgest1ou?2;

(vii) chelate du composé de formule | dans laquelle R, et Ry
representent CONQ1Q2 et Q¢ et Qo sont des groupes alkyle en C, a Ce,
polyhydroxylés, éventuellement interrompus par un atome d'oxygene ;

(vili) chelate du composé de formule | dans laquelle Z est CH; ou CHo-
CO-NH, Z' et Z" sont choisis parmi CO-NH et CO-NH-CH2-CO-NH, p et q sont
egaux a 1 et R, et R4 représentent CONQ4Q,. Parmi ces composeés, on préfere
ceux pour lesquels : |

- R, et R4 comportent ensemble de 6 a 20 OH ; ou
- R4, R3 et Rs sont identiques et choisis parmi Bret | ; et R, et Ry
comportent chacun 6 a 10 groupes OH ;

(ix) chelate du composé de formule |, dans laquelle la somme p + q est

0 ; R et R4 représentent la formule Il et Ry, Rz et Rs sont identiques et choisis
parmi Br et |.

L'invention concerne aussi un procédé de préparation des composés
de formule | qui consiste

-  afaire reagir sur le macrocycle condensé de formule
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- |
N
H-N N-H IV
H

un compose de formule R'OOC-CHX-(CH,),-COOR' dans laquelle X est un
groupe partant, tel qu'un atome d'halogene, de préference le brome, un groupe
(C1-Cjs)alkyle sulfonate, tosylate ou triflate et R' est H ou (C4-Cj)alkyle ou
benzyle, et a hydrolyser ou hydrogéner les fonctions esters lorsque R' est
different de H,

pour obtenir I'nexaacide de formule

7~

N
| |
HOOC-(CH,),-HC—N — CH-(CH,,),-COOH V

k/N\)

CH(CHQZCOOH

|
COOH

- puis a faire réagir un sel ou un oxyde du métal a complexer, sur I'nexaacide
pour obtenir le chelate correspondant ou 'un de ses sels avec une base,

- et enfin a faire reagir sur le chelate, en présence d'un agent activant des
fonctions acides carboxyliques, I'amine RNH,, dans laquelle R a la méme
signification que dans la formule |, pour obtenir le triamide de formule |.

L'acide de formule V et ses chelates métalliques, notamment celui du
gadolinium, et leurs sels, avec une base, telle que NaOH, intermédiaires dans la
synthese des produits de formule |, sont un autre objet de l'invention.

L'invention concerne aussi les compositions contenant un compose de
formule |, pour l'imagerie par résonance magnétique iorsque M représente un
cation paramagnétique, ou pour la médecine nucléaire lorsque M représente un
radioelement ou pour la radiologie lorsque M est le cation d'un atome lourd
absorpant les rayons X, les dites compositions pouvant contenir les additifs et

veéhicules habituels pour une administration par voie orale ou parentérale.
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Enfin, l'invention concerne les méthodes d'imagerie meédicale qul

consistent a administrer au patient une composition contenant un compose de
formule | et a observer la région a étudier obtenue par resonance magnetique,
par scintigraphie ou sous rayons X.

Les compositions de diagnostic de l'invention peuvent contenir avec
un compose de formule |, des additifs tels que antioxydants, tampons,
regulateurs de 'osmolaiité, stabilisants, sels de calcium, magnesium ou zinc, ou
de falbles proportions d'autres chelates de ces cations ou de composeés
complexants. Des exemples de formulation figurent dans les ouvrages
genéraux et notamment dans Remington's for Pharmaceutical Science 18e
Edition (1990), Mack. Pub. Cy.

Les doses unitaires seront fonction de la nature du produit de
contraste, de la voie d'administration, ainsi que du patient et notamment de la
nature du trouble a étudier. Pour une injection intraveineuse et une observation
par résonance magnetique, la concentration de la solution sera comprise entre

0,001 et 0,5 molellitre, et on administrera selon le cas de 0,001 a 0,1

" millimoles/kilo au patient.

Les produits de contraste de l'invention peuvent étre utilises pour
visualiser le cerveau, les organes comme le coeur, le foie ou les reins et tout ou
partie du systeme vasculaire, et pour étudier la perfusion de ces zones et
caractéeriser les anomalies de perméabiliteé, tumorale, inflammatoire ou
ischemique.

Les differentes étapes de la synthése des composés de linvention
sont réalisés dans des conditions analogues a celles décrites dans la litterature
pour des reactions de méme type. '

Le macrocycle de formule IV peut étre préparé par la méthode de
Richman et Atkins décrite dans Inorg. Chem. 32, 5257-5265 (1993).

La substitution des atomes d'azote est effectuée, par exemple, par
action d'un ester a-bromoglutarique, en présence d'une base minerale ou

organique telle que NaOH, Na,CO; ou N(CoHs); en solution dans un solvant

polaire, tel qu'un alcool ou de préférence aprotique, comme ['acétonitrile ou le
tétrahydrofurane.
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L'hydrolyse des fonctions esters est obtenue par action d'une base ou

d'un acide en milieu aqueux ou hydroalcoolique.

La complexation est realisée de facon classique, par exemple comme
décrit dans US 5,554,748 ou dans Helv. Chim. Acta 69, 2067-2074, (1986).

Pour obtenir le chelate de gadolinium, on peut faire réagir GdCl; ou
Gd203 sur le composé de formule V en solution aqueuse a pH compris entre 5
et 6,5. On peut aussi effectuer I'échange du cation d'un complexe de formule V
ou |, lorsque la stabilité relative des deux complexes le permet, notamment avec
une resine echangeuse d'ions.

Le pourcentage relatif des isoméres dans le mélange obtenu, da a la
presence des trois carbone asymeétriques, peut étre modifi€é en maintenant
quelques jours a une température supérieure a 80° C, une solution aqueuse du
chelate de pH voisin de 3.

La réaction d'amidification peut étre réalisée en milieu aqueux,
eventuellement en présence d'un tiers solvant tel que dioxanne ou
tetranydrofurane, avec un agent activant, comme un carbodiimide soluble tel
que ceux porteurs d'un groupe amine décrit dans J. Org. Chem. 21, 439-441,
(1956) et 26, 2525-2528, (1961) ou US 3,135,748 ou d'un groupe ammonium
quaternaire décrits dans Org. Synth. V, 555-558, qui concerne le 1-éthyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDCl) et le  1-cyclohexyl 3-(2-
morpholinoéthyl)carbodiimide métho p-tolyl sulfonate. Elle peut aussi étre
effectuee avec le N-hydroxy-sulfosuccinimide comme décrit dans Bioconjugate
Chem. 5, 565-576 (1994), ou le 2-succinimido 1,1,3,3-tétra-méthyluronium
tetrafluoroborate et analogues, décrits dans Tetrahedron Letters 30, 1927-1930
(1989).

Un autre procedé consiste a former un ester activé intermédiaire en
faisant réagir par exemple le N-hydroxysulfosuccinimide (NHS) ou
'hydroxybenzotriazole (HOBT) en présence de carbodiimide, tel que I'EDCI, sur
le chelate V qui peut étre solubilisé par salification avec un cation minéral, par
exemple un ammonium ou sodium.

Avec la 2-ethoxy 1-éthoxycarbonyl 1,2-dihydroquinoléine (EEDQ), on
peut effectuer la réaction en milieu hydroaicoolique.
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Certaines des amines RNH, sont des composés connus; les autres

seront preparees par des procédés d'analogie, de préférence en fixant les
noyaux phenyles de proche en proche a partir du phényle comportant les
groupes R4 a Rs et un substituant convenable pour former selon le cas Z, Z', ou
Z".

On peut aussi se référer aux brevets WO 96/09281 ou WO 97/01359
pour la preparation de celles dans lesquelles Z est CH,CONH, p=q =0,
R1 = R3s = Rs5 = halogene ou H, et R, = Rs = CONQ;Qo.

Dans certains des aminoalcools précurseurs HNQ1Q2, Qi et/ou Qo
representent le groupe CH,(CHOH),(CH,OCH2){CHOH)CH.OH avec t = 0,
r=0,1, n=0 a4, ils peuvent étre préparés
- a partir d'un aminoalcool ou d'une alkylamine primaire sur lequel on fait
reagir un sucre avant d'effectuer la réduction de l'imine obtenue comme deécrit
dans EP-A-675105 ou EP-A-558395,

- ou a partir de la benzylamine sur laquelle on fait réagir un sucre puis un
halogenure ou sulfate d'alkyle en C4-Cg, éventuellement hydroxylé, avant
d'éliminer le groupe benzyle par hydrogénation catalytique. .

Suivant la configuration du sucre mis en réaction, on obtiendra des
steréoisomeres différents.

Les aminoalcools sont, lorsque r=1, n =1t =0, préparables a partir du
2-amino-éthoxyéthanol sur lequel on fait réagir un époxyde ou un halogénure
d'alkyle hydroxylé convenable, ou encore un aldéhyde aliphatique hydroxylé tel
qu'un monosaccharide, pour former une imine, ensuite réduite par voie
catalytique ou chimique.

Lorsque r = n = 1 on peut préparer les aminoalcools par action de
I'epoxyde CH>-CH-CH,-O-CHy,-(CHOH),-CH,OH sur I'aminoalcool primaire

hef
convenable, lesdits époxydes étant obtenus par oxydation des dérivés
ethyléniques correspondants, par une peracide ou un acide peroxyimidique,
comme decrit dans J. Org. Chem. 26, 659-663, (1961) et 48, 888-890, (1983).
Parmi ies aminoalcools préparés par ces méthodes, on peut citer
ceux pour lesquels
Q1 = CH2(CHOH)4CH>0H et Q2 = Q4 ou CHy(CHOH)CH20OH
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Q"] = CHZ(CHOH)QCHQOH et Qz = CH2CHOHCHQO(CH2)QOH Ou

(CH,),OCH,CHOHCH,OH
Q4 = CH2(CHOH)3CH20OH et Q; = (CH2)20O(CH2).0OH.

Dans le cas ou p et/ou q sont différents de zéro, on formera le pont Z"
entre les deux noyaux phényies, selon le cas, avant ou aprés le pont Z'.

Par exemple, le composé

Z COOH
™

peut étre prepare, quand Z est une liaison, a partir des dérivés diphényles VII

VA COOH
or~( 3" v

dans lesquels Z' a la méme signification que dans la formule II.

ou leurs esters

Le compose VIl dans lequel Z' est O est décrit dans Makromoleculare
Chemie 130, 103-144 (1969), celui dans lequel Z' est NH est décrit dans Indian
J. Chem. 13, 35-37 (1975), celdi dans lequel Z' est CH2 ou CO dans J. Pharm.
Sci. 55(3), 295-302 (1966), celui dans lequel Z' est une liaison dans Synth.
Comm. 24(22) 3307-3313 (1994), et celui dans lequel Z' est S est décrit dans Il
Farmaco, 44(7-8), 683-684 (1989).

- D'autres composés VIl peuvent étre préparés par des procédés
d'analogie; par exemple, lorsque Z' est HNCONH, par action de O,NCgHsNCO
sur HoNCgH4COOH en milieu anhydre, ou lorsque Z' est NHCO ou CONH, par
reaction du chlorure d'acide aromatique sur I'aniline convenable en solution
dans un solvant aprotique tel que CH>Cl,, CgHsCH3, CH3CON(CH3),, ou par
reaction de l'acide aromatique sur ['aniline en présence de chlorure d'acide
sulfonique, de triethylamine et de diméthylaminopyridine comme décrit dans
Synth. Communications 25(18), 2877-2881 (1995).

La réduction du groupe NO, de Vil en NH2 peut étre effectuée, de
maniere connue, par |'hydrogéne en présence de catalyseur, ou par voie
chimique.

Lorsque Z dans la formule V| est CH>-CONH, on fait réagir la glycine

dont la fonction acide est activée et le groupe NH; est protége, sur un composé
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Vi dans lequel Z est une liaison ou sur l'aniline portant un groupe précurseur de

Z', eventuellement protégé.

La glycine est protégée, par exemple, sous forme de carbamate, en
particulier t-butylcarbamate (Synthesis, 48, (1986)) et benzylcarbamate (Chem.
Ber., 65, 1192 (1932)), sous forme de phtalimide (Tetrahedron Letters 25, 20,
2093-2096 (1984)), avec un benzyl (Bull. Soc. Chim. Fr., 1012-1015, (1954)). un
N-allyl (Tetrahedron Letters 22, 16, 1483-1486 (1981)). (Voir aussi Protective
Groups in Organic Synthesis, 315-349, T.W. Greene (John Wiley & Sons Inc.).
L'élimination du groupe protecteur du NH, fixé sur Z n'est, en général, effectuée
qu'apres la constitution du groupe R; de facon classique, un groupe phtalimido
est elimine par action de I'hydrazine, alors qu'un groupe benzyloxycarbonyle ou
benzyle I'est par hydrogénation catalytique.

Lorsque Z = CH; et Z' = CONH ou CONHCH,CONH, on peut faire
reagir l'acide 4-aminométhylbenzoique dans lequel le groupe NH, est protégé,
sous forme de carbamate ou d'imide comme décrit dans J. Org. Chem. 43,
2320-2325 (1978) ou dans Rec. Trav. Chim. Pays-Bas, 79, 688 (1960), sur
l'acide benzoique substitué dont Ia fonction acide est bloquée par estérification.

Lorsque Z est (CH,)>:NHCO, on peut préparer RNH, par action d'un
exces d'éthylenediamine sur un ester benzoique convenable, portant un groupe
precurseur de Z', éventuellement protégé, ou une fraction plus compléte de R.

Le composé VI apres protection du groupe NH,, activé sous forme de
chlorure d'acide ou par un agent de couplage peptidique, réagira sur le groupe
precurseur de Z" porté par le noyau phényle terminal, convenablement substitué
par Ry a Rs pour donner RNH, aprés déprotection.

Les conditions de préparation des amines RNH,; seront mieux
comprises & la lecture des exemples qui suivent. Les spectres de masse de

ces produits (electrospray) comme ceux des exemples correspondent aux
structures attendues.



10

15

20

25

CA 02376497 2001-12-04

WO 00/73141 PCT/FR00/01591

12

Composés A et A': RNH- avec

CH,CHOHCH,OH

Br  CON-CH,(CHOH),CH,OH

R = CH,CONH Br

Br  CON-CH,(CHOH),CH,OH

CH,CHOHCH,OH

Compose A ;
(a) 1-déoxy 1-(2,3-dihydroxypropyl)amino D-galactitol & partir de
a-D-galactose:

On dissout 35 g de D-galactose dans 100 ml de méthanol contenant
17 g de 3-aminopropanediol et le mélange est maintenu sous agitation a 25°C
pendant 12 heures, avant d'introduire 5 g de catalyseur charbon palladié a 10%
et 40 ml d'eau pour effectuer I'hnydrogénation de I'imine a 60°C. On élimine le
catalyseur par filtration et on concentre le milieu jusqu'a 85 ml. L'aminoalcool
est isolé par précipitation lors de l'introduction de la solution concentrée dahs 30
ml d'isopropanol vers 35°C.

(b) Acide 5-amino 2,4,6-tribromo isophtalique:

On introduit lentement 156 g de brome dans 300 ml d'une solution
aqueuse de 50 g d'acide 5-aminoisophtalique et 55 ml d'acide chlorhydrique a
37%. Apres une nuit d'agitation on neutralise I'excés de brome par addition
d'une solution aqueuse de bisulfite de sodium avant d'isoler le précipité.
Rendement: 90%.

(c) Acide 5-(phtalimidoacétamido) 2,4,6-tribromo isophtalique:

On introduit ientement 27 ml de chlorure de thionyle dans une solution
de 69 g de N-phtaloylglycine, dans 200 ml de diméthylacétamide a 10°C, puis
apres 2 heures d'agitation on introduit vers 15-20°C, 100 g de l'acide obtenu
precedemment. Apres une nuit & température ambiante, le mélange est versé
dans 800 ml d'eau chaude. On isole ainsi 140 g de produit final.

(d) Chlorure du diacide précédent:
On introduit lentement & 18°C dans une solution de 100 g du diacide

dans 300 ml de dioxanne et 50 ml de diméthylformamide, 70 ml de chlorure de
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thionyle. Le precipité jaune formé apres 3 journées d'agitation a température

ambiante est filtre et lavé avec de I'oxyde de méthyle et de t-butyle. On obtient
ainsi 70 g de solide beige.

(e) N',N'-bis(2,3,4,5,6-pentahydroxyhexyl)N,N'-bis(2,3-dihydroxypropy!)
2,4,6-tribromo 5-(phtalimidoacétamido)isophtalamide:

On dissout 125 g de I'amine dérivée du galactitol obtenue en (a) dans
610 ml de N-meéthylpyrrolidone a 80°C avant d'introduire a 60°C 17 g de
Na,CO; et 102 g du chlorure de diacide. Aprés deux heures a cette
temperature, le milieu réactionnel est ramené a température ambiante puis filtré.
Le filtrat est introduit dans 1,5 litre d'isopropanol; le précipité formé est dissous
dans I'eau et chromatographié sur une résine échangeuse d'ions sous forme H”
pour eliminer I'amine de départ. On isole ainsi 136 g de produit solide.

(fy Composé A :

125 g du phtalimide précédent sont dissous dans 520 ml de
N-meéthylpyrrolidone et 175 ml d'eau a 70°C et on ajoute 8 ml d'hydrazine,
hydrate, avant de maintenir le milieu pendant deux heures a 90°C. Ce milieu
est ensuite refroidi jusque vers 20°C puis versé dans 1,6 litre d'éthanol. Le
precipité formé est purifié par passage de sa solution aqueuse sur une résine

échangeuse d'ions sous forme H”.

Composé A':

(@') En faisant réagir le 3-aminopropanediol sur du D-glucose dans les
mémes conditions que décrites ci-dessus a l'étape (a) pour la préparation du
composeé A, on obtient le 1-deoxy-1-(2,3-dihydroxypropyl)amino-D-glucitol.

Le compose A' peut étre obtenu par mise en oeuvre des étapes b) a f)
decrites ci-dessus pour la préparation du composé A a partir de I'amine dérivée
du glucitol obtenue en a') ou bien par mise en oeuvre de l'étape €') suivante.

(e') On dissout 95 g de I'amine dérivée du glucitol obtenue en (a') dans
460 ml de diméthylacétamide a 90° C avant d'introduire a 65° C, 32 ml de
triethylamine et 117 g du chlorure de diacide décrit a I'étape (d) ci-dessus dans
la preparation du compose A. Apres 4 h 30 a 55-60° C, le milieu réactionnel est
ramene a temperature ambiante et filtré. La solution obtenue, a 50° C, est

versée lentement dans une solution aqueuse d'hydrazine (11 ml dans 115 ml
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d'eau) ; apres 3 heures a 80° C, le milieu revenu a température ambiante est

acidifié jusqu'a pH 1 par addition d'une solution aqueuse de HCI N. Le precipité
est séparé et le filtrat versé dans 3 litres d'éthanol, sous agitation. Le precipite
formé est séché puis purifié par diafiltration pour eliminer la majeure partie des
molécules de faible masse et la solution obtenue est chromatographiée sur
résines échangeuses d'anions et de cations. Rendement 60%.

L'amine finale peut étre lyophilisée.

Analyse HPLC sur colonne 2 avec éluant 2 : CF3COOH dans I'eau
pH 3,3/CH3;CN

Compose B: RNH> avec
CH2 CHOH-CH,OH

Br  CO- N CH,(CHOH),-CH,OH

Br  CO- N -CH,(CHOH),-CH,OH

cH2 _CHOH-CH,OH

(a) Acide 4-phtalimidométhylbenzoique: ‘

On maintient 72 heures a température de reflux un mélange de 10 g
d'acide 4-aminométhylbenzoique, 14,5 g de carbéthoxyphtalimide, 9,2 mil de
triethylamine et 140 ml de tétrahydrofurane. Le précipité forme est isole a
température ambiante; apreés lavage par une solution aqueuse acide et
séchage, on obtient 14,5 g de produit. F = 264°C.

(b) Chlorure de I'acide précédent:

On introduit dans une solution de 13,5 g de l'acide dans 55 ml de
dioxanne, 1 g de chlorure de tricaprylylméthylammonium (aliquat® 336) et 5,3

ml de chiorure de thionyle. Aprés 12 heures d'agitation a 80°C, le milieu est
concentré a sec et le solide résiduel lavé par I'éther diisopropylique. p = 14 g.

(c) Acide 2,4,6-tribromo 5—(phtalimidométhylbenzamido)isdphtalique:

14 g du chlorure d'acide et 15 g d'acide 5-amino 2,4,6-tribromo

isophtalique sont dissous dans 50 mi de N-méthylpyrrolidone et le milieu est

maintenu a 100°C pendant plusieurs heures. La solution vers 20°C est versée
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dans 300 ml d'eau et le précipité formé recristallisé dans l'isopropanol pour

donner 5,5 g de produit final.
HPLC (chromatographie liquide haute performance): Colonne No. 1:
Symmetry® C18; 100A; 5um; I=25cm; d =4,6 mm; (Waters).
Eluant No. 1. CH3COONH,4 dans I'eau (0,005 M)/CH3;CN.
Gradient: 80% a 20% (V/V) en 15 minutes; Débit 1 ml/minute;
t- = 4,5 minutes.
(d) Chlorure de l'acide précédent:

On introduit dans une solution de 5,5 g de l'acide dans 40 ml de
dioxanne, 5,6 mi de diméthylformamide et 9 ml de chlorure de thionyle en
maintenant la température a moins de 5°C. Aprés 30 minutes, le milieu est
verseé dans 150 mi d'eau et le précipité formé estisolé. p =4,6 g.

(e) Composé B:

2,3 g du chlorure d'acide sont introduits dans une solution de 4 g de
I'aminoalcool 1-déoxy-1-(2,3-dihydroxypropyl)amino-D-galactitol dans 15 ml de
N-methylpyrrolidone a 65°C. Aprés 3 heures 30, on ajoute 4 ml d'eau et on
porte le milieu a 90°C avant d'ajouter 0,3 ml d'hydrate d'hydrazine. Aprés 2
heures a 90°C, la solution est versée, a température ambiante, dans 80 mi
d'éthanol. Le précipité isolé est dissous dans 10 ml d'eau et [a solution a pH 1
est purifiee par chromatographie sur résine anionique sous forme OH’, du type
Amberlite® puis sur résine cationique sous forme H™, de type IMAC®, et enfin
sur une resine anionique OH". On obtient 2 g d'amine.

HPLC: Colonne No. 2: LiChrospher®; 100RP18; 5um; |=25cm; d =4 mm;
(Merck®).

Eluant No. 2: CF3COOH dans I'eau pH 3,3/CH3CN.
Gradient: 98% a 77% (V/V) en 25 minutes; Debit 1 ml/minute;
t: 18 a 22 minutes.
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Compose C: RNH;, avec

Br  CON(CH,(CHOH),-CH,OH),

R = CH2—©—CONH Br

Br  CON(CH,(CHOH),-CH,OH),

On introduit dans une solution a 65°C de 5,5 g de disorbitylamine dans
30 ml de N-méthylpyrrolidone, 2,3 g du chlorure d'acide prepare selon l'etape
(d) precedente. Apres 4 heures a 65°C, on introduit 8 ml d'eau puts a 90°C, 0,3
mi d'hydrate d'hydrazine; aprés 2 heures a cette temperature, le milieu
réactionnel, vers 20°C, est versé sur 130 ml d'eau. Le précipité forme est lave a
I'éthanol puis redissous dans 10 ml d'eau, la solution est amenée a pH 1,5 puis
purifiee par chromatographie sur résines anioniques et cationiques. On obtient
ainsi 1,7 g de I'amine.
HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 2;

t. 18 minutes.

Compose D: RNH, avec
Br  CON(CH,(CHOH),-CH,OH),

R = CH,CONH —@CONH@CONHCHZCONH Br

Br  CON(CH,(CHOH),-CH,OH),
(a) N,N'[-bis(2,3,4,5,6-pentahydroxyhexyl)] 2,4,6-tribromo 5-(glycylamino)-

isophtalamide:

1. On dissout 15 g de disorbitylamine dans 60 ml de N-
methylpyrrolidone a 80°C et on introduit dans le milieu a 60°C, 1,6 g de
carbonate de sodium sec, puis 96 g du chlorure de lacide b5-
(phtalimidoacétamido) 2,4,6-tribromoisophtalique. Apfés 1 heure d'agitation a
cette température et 16 heures a température ambiante, on élimine le precipité
et on verse la solution dans 160 mi d'isopropanol. Le précipité isole pese 20 g.

2. Hydrazinolyse:

20 g du produit précédent et 1,7 mi d'hydrate d'hydrazine sont
introduits dans 40 ml d'eau a 70°C. Aprés 3 heures d'agitation on acidifie

jusqu'a pH 4 par addition d'acide chlorhydrique 6N a température ambiante. On
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élimine alors le précipité formé et on neutralise le filtrat par addition d'une

solution aqueuse de NaOH 1N. L'hydrazine en exces est éliminée par osmose
inverse. La solution résiduelle est traitée par 1 ml de résine cationique forte
puis 6,5 ml de resine anionique faible.

Le produit final est alors extrait de la solution par fixation sur une
résine cationique forte sous forme H", d'ou elle est éluée par une solution
aqueuse diluee de NaCl (0,1 M). p=8g.

HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 3;
Gradient: CF3; COOH dans l'eau (pH 3,4)/CH3CN de 95% a 50% (V/V) en 50
minutes; débit 1 mli/minute;
t.. 7 minutes.
(b) Acide 4-[4-nitrobenzamidolbenzoique:

Peu a peu, on introduit 10 g de chlorure d'acide 4-nitrobenzoique dans
7,4 g d'acide 4-aminobenzoique et 36 mi de diméthylacetamide, en maintenant
la température a moins de 25°C. Aprés 24 heures d'agitation, on ajoute a 10°C,

50 ml de chlorure de meéthylene pour précipiter le produit cherche. Apres

lavage a I'eau et séchage, on isole 14,5 g de produit.

(c) Acide 4-[4-aminobenzamido]benzoique:
On soumet une suspension de 13,6 g de l'acide precedent dans 180
ml d'eau a laquelle on a ajouté 24 ml de solution aqueuse de NaOH 1N et 1,4 g
de palladium sur charbon (10%) a une pression d'hydrogene de 0,6 MPa

pendant 4 heures.

Le pH de la suspension finale est alors amené vers 10 avant filtration

sur Celite® pour éliminer le catalyseur. Le précipité formé lors de |'acidification
du filtrat jusqu'a pH 5,3 est isolé et séche.
p=10,6qg; F>260°C.
(d) Acide 4-[4-(phtalimidoacétamido)benzamido]benzoique:

On introduit dans une solution de 9 g d'acide phtalimidoacetique dans
40 ml de diméthylacétamide & 10°C, 3,2 ml de chlorure de thionyle goutte a
goutte puis, aprés 3 heures d'agitation, 10,5 g de I'aminoacide precedemment
obtenu a une température inférieure a 20°C.

Aprés 12 heures d'agitation, le milieu est versé dans 400 mi d'eau et le

precipité isolé lavé a I'eau chaude. Poids aprés sechage: 18 g. F > 260°C.
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(e) Chlorure de l'acide précédent:

On introduit 2,5 ml de chlorure de thionyle dans 10 g de Il'acide en
suspension dans 50 ml de dioxane, et 1 ml de diméthylformamide et on
maintient le melange sous agitation a 50°C pendant 5 heures. Aprés addition
d'un volume d'éther diisopropylique, on isole 10 g de précipité.

On peut aussi mettre l'acide en suspension dans le toluéne avec du
chlorure de tricaprylylméthylammonium comme catalyseur.

(f) N,N'-bis(2,3,4,5,6-pentahydroxyhexyl)2,4,6-tribromo 5-(4[4-(phtalimido
acetamido)benzamidolbenzoylglycylamino)isophtalamide:

Une solution de 2,25 g de chlorure d'acide avec 5 g de N,N'-
bis(2,3,4,5,6-pentahydroxyhexyl) 2,4,6-tribromo 5-(glycylamino)isophtalamide et
0,/ mi de triethylamine dans 25 ml de diméthylacétamide ou de N-
meéthylpyrrolidone est maintenue 12 heures sous agitation puis versée dans 60
ml d'éthanol. On isole ainsi 6,2 g de précipité.

HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 3;
t; = 27-35 minutes (mélange d'isoméres).
() Hydrazinolyse:

On introduit une solution de 0,6 ml d'hydrate d'hydrazine dans 10 ml
d'eau dans une solution de 10 g du phtalimide précédent dans 40 mi de
dimethylacétamide a 80°C. Aprés 3 heures d'agitation a cette tempeérature, le
melange refroidi est versé dans 125 ml d'éthanol. On isole 9 g de précipité qui
est purifié par traitement de sa solution agueuse par une résine anionique forte
(OH") puis cationique faible (H™).
p=8g.

On peut aussi acidifier le milieu réactionnel pour séparer le
phtalylhydrazide précipité et éliminer le solvant et les molécules de faible masse
par ultrafiltration avant une précipitation finale dans ['éthanol aqueux.

HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 3 mais 90/10 (V/V) en élution isochratique a
1 ml/minute;

t, = 28-35 minutes.
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Composeé E: RNH» avec

CH,CHOHCH,OH
Br CON- -CH,(CHOH),-CH,OH

Br  CON-CH,(CHOH),-CH,OH
CH,CHOHCH,OH

(a) Acide 5-(4-nitrobenzamido) 2,4,6-tribromo isophtalique:

On maintient pendant 18 heures a la températ-ure de refiux, 50 g de
chlorure d'acide para-nitrobenzoique et 75 g d'acide 5-amino 2,4,6-tribromo
isophtalique dans 400 mi de dioxanne. Aprés refroidissement, le précipité est
filtre, lave par 50 ml de dioxanne et séché. p =115 g.

(b) Acide 5-(4-aminobenzamido) 2,4,6-tribromo isophtalique:

Une solution de 180 g du dérivé nitré préecédent dans 600 mi d’'eau est
amenee a pH 6 par addition d'une solution aqueuse de NaOH 5N et hydrogénée
sous une pression de 5x10° Pa en présence de Pt type 156 (Johnson Matthey)
pendant 7 heures. Le catalyseur est séparé par filtration et I'eau évaporée sous
pression reduite. p = 80 g.

HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 4: CF3; COOH dans l'eau (pH 2,8) avec
methanol (99/1 - V/V); débit 1 ml/minute;
tr: 3,6 minutes (18,8 minutes pour le nitré).

(c) Acide 5-(4-[4-(phtalimidométhyl)benzamido]lbenzamido) 2,4,6-tribromo
Isophtalique:

Un meélange de 10 g d'acide 4-aminométhylbenzoique, 14,5 g de
N-carbethoxyphtalimide et 9,2 ml de triéthylamine dans 140 mi de
tetrahydrofuranne est maintenu a sa température de reflux pendant 72 heures.
Le précipité isolé par filtration, a température ambiante, du milieu réactionnel est
lave avec du diéthyléther et une solution aqueuse d'acide chlorhydrique 1N. On
obtient 14,5 g de solide, dont 12,2 g sont dissous & 10°C dans 90 mi de N,N-
dimethylacétamide et 3,5 ml de chiorure de thionyle; aprés 3 heures d'agitation,
on introduit dans le milieu 23,4 g de l'aniline obtenue a l'étape précedente et on

laisse sous agitation pendant 1 nuit avant de verser le mélange dans 900 ml
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d'eau. Le precipité isole, lavé a 'eau est recristallisé dans 200 mi de dioxanne.

p=30g.
HPLC: Colonne No. 2; Eluant CF3COOH dans H>O (0,1 M)/CH3CN (90/10 -
V/V) avec un gradient apres 20 minutes jusqu'a 40/60 en 30 minutes; débit 1
mi/minute;
tr = 26 a 29 minutes.

(d) Dichlorure d'acide:

30,3 g du dérive isophtalique obtenu a l'étape precedente sont dissous
dans 150 ml de dioxanne contenant 26 ml de diméthylformamide et a 5°C, 42
ml de chiorure de thionyle sont introduits goutte a goutte. Apres 30 minutes a
0°C, le mélange est versé dans 550 ml d'eau et le précipité formé est filtre, lavé
a l'eau et a |'ether diisopropylique. p = 26 g apres sechage.

(e) N,N'-bis(2,3,4,5,6-pentahydroxyhexyl)N,N'-bis(2,3-dihydroxypropyl)
2,4,6-tribromo 5-[4-(4-aminométhylbenzamido)benzamidolisophtalamide:

1. 10 g du dichlorure d'acide sont introduits dans une solution de 15
g de 1-déoxy-1-(2,3-dihydroxypropyl)amino-D-galactitol dans 100 mi de N-
mét'hyl-pyrrolidOne a 60°C. Apres 4 heures d'agitation a cette tempeérature, le
milieu, revenu a température ambiante, est versé dans 1 litre d'isopropanol. Le
precipite forme est isoié et séché.

HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 5: CH3;COONH4 dans H20 (0,01 M)/CH3CN;
gradient 85% a 50% (V/V) en 20 minutes; débit 1 ml/minute;
tr = 16 minutes.

2. Elimination du groupe phtalimide:

20,4 g du solide précédent sont introduits sous agitation dans 80 ml de
N,N-diméthylacétamide a 80°C suivis par 1,6 ml d'hydrate d'hydrazine en
solution dans 20 ml d'eau. Apres 3 heures a cette temperature, le milieu
réactionnel est versé a température ambiante dans 1 litre d'ethanol. Le
precipité formé est isolé, séché puis dissous dans 40 ml d'eau. A 0°C on

introduit environ 2 ml de solution aqueuse de HCI 6N pour abaisser le pH a 2;
le milieu est filtré sur Célite® puis purifié par passage sur des resines

echangeuses d'ions (Amberlite® anionique et IMAC® cationique). On obtient

alors 6 g du produit cherche.
HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 5
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t,= 24 a 29 minutes.

Composeé F : RNH, avec :

10

20

25

30

CON-CH,(CHOH),-CH,OH
CH,CHOHCH,OH

CONH-CH,CONH |
CH,CHOHCH,OH

|
CON-CH,(CHOH),-CH,OH

CON-CH,(CHOH),-CH,OH
CH,CHOHCH,OH

CH,CHOHCH,OH
CON-CH,(CHOH),-CH,OH

(@) On dissout 50 g de 1-déoxy-1-(2,3-dihydroxypropyl)amino-D-
galactitol dans 300 mi de diméthylacétamide a 120° C, puis on ajoute & 80° C
rapidement 38 g de chlorure d'acide 5-(phtalimidoacétamido)-2,4,6-
triiodoisophtalique (préparé selon US 4,283,381) et 17 ml de triethylamine.
Apres 5 heures sous agitation a 80° C, le milieu est filtré a température
ambiante et le filtrat introduit dans 800 ml d'aicool isopropylique et le précipité
Isolé et seéché.

L'exces d'aminoalcool de départ est éliminé par chromatographie sur
résine H™ de la solution aqueuse de ce précipité.

On effectue I'nydrazinolyse du groUpe phtalimide en milleu aqueux
pour obtenir le N,N'-[(2,3,4,5,6-pentahydroxyhexyl)(2,3-dihydroxypropyl)]-
2,4,6-tniodo-5-glycylamino isophtalimide.

(b) A 70 g de I'amine obtenue en (a) en solution dans 200 ml de
dimethylacétamide, on ajoute 23 g de chiorure d'acide 5-(phtalimidoacétamido)
2,4 ,6-triiodo-isophtalique et 12 ml de triéthylamine. Apres 24 heures d'agitation
a température ambiante, le milieu réactionnel est versé dans 1500 ml d'alcool
isopropylique et le précipité formé est isolé.

Le phtalimide brut ainsi obtenu, en solution dans 160 ml d'eau, a pH 5,

est chromatographié sur 650 g de résine Amberlite® XAD 16 en éluant avec
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un melange eau/méthanol (65/35 viv). La déprotection du groupe amino du

phtalimide est effectuée par hydrazinolyse : 57 g de phtalimide sont traités par
3 ml de NHo-NH; dans 200 ml d'eau, a 80° C ; apres 3 heures, le
phtalylhydrazide est précipité a pH 1 et le filtrat évaporé pour donner une huile

qu! est purifiee par précipitation dans I'éthanol et chromatographiee sur résine

echangeuse anionique (Amberlite® faiblement basique) et cationique (IMAC
HPIll de Rohm et Haas).

HPLC analytique : colonne n° 2 - éluant n® 8 : HoO/CH3CN ; gradient
95% a 80% en 45 minutes.

-+ 33 a 49 minutes.

Dans les mémes conditions, I'amine obtenue en (a) est définie par t, =
6 a 16 minutes.

On peut préparer un autre meélange d'isomeres du compose F en
appliguant le mode  opératoire ci-dessus au 1-déoxy-1-(2,3-
dihydroxypropyl)amino-D-glucitol.

HPLC analytique : colonne n° 2 - éluant n® 8

Produit obtenu a I'étape (a) correspondante : ot =72a24 minutes

Produit final : t. = 30 a 40 minutes.

Dans ce qui suit, on décrit la préparation de certains chelates de

I'invention, a titre d'illustration.

Exemple 1.
Acide 3,6,9,15-tétraazabicyclo[9,3,1]pentadeca-1(15),11,13-triene-

3,6,9-tri(a-glutarique) (formule V) et complexe de gadolinium:

1. On dissout 20 g de ['hétérocycle 3,6,9,15-tétraazabicyclo

- [9,3,1]pentadeca-1(15), 11,13-triene dans 570 ml d'acétonitrile et on introduit a

80°C, 34 g de Na,CO3 puis peu a peu 77 g d'a-bromoglutarate de méthyle en
solution dans 110 ml d'acétonitrile. Aprés 24 heures a sa température de
reflux, le milieu est filtré vers 20°C et le filtrat amené a sec. Le solide résiduel
est purifie par chromatographie sur silice en éluant avec un melange acétate
d'ethyle/heptane (6/4 - V/V). p =25 g.

2. Hydrolyse:
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On maintient 3 jours a 70°C une solution de 5,8 g du produit obtenu a

I'eétape precedente dans 15 ml de méthanol auquel 42 ml d'une solution
aqueuse de NaOH 5N ont été ajoutés. Aprés addition de 100 ml d'eau, le pH
de la solution est amené a 6,5 par addition d'une résine cationique (H") puis,
apres filtration, la solution est mise au contact d'une résine anionique OH". Le
produit est libéré de la résine par un mélange acide acétique/eau (50/50 -
VIV).

HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 6: H,SO4 dans H,O (0,037 N)/CH3CN;

Gradient de 100% a 20% (V/V) en 50 minutes; débit 1 mi/minute;

t-= 12,5 a 13,5 minutes (plusieurs pics).

3. Complexation:

3 g de l'acide et 1,9 g de GdCl; sont dissous dans 54 ml d'eau. On
porte le milieu a 55°C et on améne le pH a 5 par addition d'une solution
aqueuse de NaOH N. Apres 3 heures a 60°C, le milieu est filtré vers 20°C puis
verse dans 100 ml d'éthanol. On isole le sel de sodium du complexe avec un
rendement de 70%.

HPLC: Colonne No. 2: Eluant No. 6,

t-= 15 a 16 minutes (plusieurs pics).

Exemple 2.
Compose de formule |
avec
Br CON(CH,(CHOH),-CH,OH),
R =CH,CONH Br

Br  CON(CH,(CHOH),-CH,OH),

On introduit dans 10 ml d'eau 0,5 g du complexe obtenu a I'exemple 1
et 3,15 g de I'amine RNH;,. Le pH est amené a 6 par addition d'une solution
aqueuse de NaOH (O,1N) avant d'ajouter 2 équivalents de 1-(3-
dimethylaminopropyl)-3-éthyl-carbodiimide, chlorhydrate (EDCI). Aprés 3
heures a 40°C, le milieu est versé dans 100 ml d'éthanol et le précipité isolé.

La purification est effectuée par une ultrafiltration de sa solution

aqueuse sur une membrane de polyéthersuifone, de seuil de coupure 3
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Kdaltons, suivie d'une chromatographie sur colonne de silice silanisee

LiChroprep®, (mélange référence RP2 et RP18 (50/50)) de Merck, en eluant
avec un melange eau/CH3CN (gradient de 98% a 95%). p=0,8 g.

HPLC: Colonne No. 2; Eluant No. 7;: H-O/CH3;CN;

Gradient de 98% a 70% (V/V) en 20 minutes; débit 1 ml/minute;
t.= 10 minutes.

Exemple 3.
Composé de formule |
avec
(IEHZCHOHCHon
Br CON-CH,(CHOH),-CH,OH
R =CH,CONH Br

Br CON-CH,(CHOH),-CH,0H
CH,CHOHCH,OH

A) Dérive du galactose :
On dissout 8,3 g du composé A et 1,8 g du complexe obtenu a

'exemple 1 dans 100 ml d'eau. Apres avoir amené le pH a 6 par addition d'une
solution aqueuse de HCI N, on ajoute 2,7 g d'EDCI et 150 mg de sel de sodium
de Vlacide (N-hydroxysuccimidyl)-3-sulfonique (NHS). Apres 2 heures
d'agitation, la solution est versée dans 300 ml d'éthanol et le précipité formé est

Isole. |l peut étre purifié par chromatographie liquide haute pression preparative
sur Lichrospher® C18- 100A - 12 ym (Merck) ou par ultrafiltration.

HPLC analytique: Colonne No. 2; Eluant No. 7;
t.= 12 minutes.

A’) Dérive du glucose :

Par réaction du composé A' sur le complexe obtenu a l'exemple 1,
dans les mémes conditions opératoires que pour A, on obtient le composé
correspondant de formule |, brut. Celui-ci peut étre purifieé par chromatographie

sur colonne Purospher® RP18, en éluant avec un melange H>;O/CH3;CN.
Rendement final : 40%.
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Exemple 4.
Compose de formule |

avecl
CH,CHOHCH,OH
Br  CON-CH,(CHOH),-CH,OH

R = CHZQ- CONH Br

Br  CON-CH,(CHOH),-CH,OH
CH,CHOHCH,OH

2,5 g du complexe obtenu selon I'exemple 1 et 11 g de compose

B sont dissous dans 60 ml d'eau; aprés addition d'une solution aquéuse de HCI

1N jusqu'a obtention de pH 6, on ajoute 45 ml d'acétone et 0,5 ¢

10  d'hydroxybenzotriazole, hydrate (HOBT) et 2,3 g d'EDCI. Le milieu réactionnel
est agité pendant 4 heures vers 20°C en ramenant de temps en temps le pH a 6

par addition de solution aqueuse de NaOH N. La solution est versée dans 500

ml d'éthanol et le precipité isolé est séché.

p=11,7 Q.
15 e produit est purifié par chromatographie préparative sous pression
sur une colonne Lichrospher® C18 - 10 um; | = 25 cm; d = 50 mm (Merck) en

éluant avec un mélange eau/acétonitrile avec un gradient de 95% a 90% en 20

minutes puis & 85% en 25 minutes; débit 80 ml/minute. Rendement = 45%.

HPLC analytique: Colonne No. 2; Eluant No. 8: H,O/CH3CN; gradient 95% a
20 80% en 45 minutes;

t = 31 minutes.

Exemple 5.
Composé de formule |

25 avel



CA 02376497 2001-12-04

WO 00/75141 | PCT/FR00/01591

26
Br  CON[CH,(CHOH),-CH,OH],

R = CH2—®— CONH Br

Br  CONI[CH,(CHOH),-CH,OH],

preparé selon la méthode décrite a I'exemple 4 mais avec le composé C.
HPLC analytique: Colonne No. 2; Eluant No 8.
temps de retention 25 a 29 minutes.

Exemple 6.
Composeé de formule |

avec
CH ,LCHOHCH,OH

8- CON- -CH,(CHOH),-CH,OH

Br CON-CH,(CHOH),-CH,0H
CH CHOHCH,OH

10 On dissout 1,6 g du complexe de I'exemple 1 et 7 g de I'amine E dans
40 ml d'eau. A pH 6, on introduit 0,3 g d'HOBT et 1,5 g d'EDCI puis 30 ml
d'acetone. Le milieu est agité pendant 4 heures en maintenant le pH vers 6. Le

precipite obtenu en versant la solution dans 450 ml d'éthanol est purifié par
chromatographie preparative haute pression sur une colonne Purospher®; L =
15 250 mm; d =40 mm; RP18; 10 um; 120 A (Merck) en éluant avec un mélange
eau/acetonitrile (gradient 90% a 80% en 5 minutes) ; débit = 80 mi/minute.
HPLC analytique: Colonne No. 3: Purospher®; RP18 endcapped; 5 um;

L =250 mm; d =4 mm; (Merck); éluant No. 7 mais gfadient de 85% a 70% en
10 minutes (V/V) au bout de 20 minutes;
20 1 =29 minutes.

Exemple 7.
Composé de formule |

dveC
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Br  CON[CH,(CHOH),-CH,OH]

R = CHZCONH—Q—CONHQ CONHCH,CONH Br

Br  CON[CH,(CHOH),-CH,OH],
Le produit est prépareé en appliquant la méthode décrite dans les

exemples précedents avec I'amine D.

2

HPLC analytique: Colonne No. 4: Zorbax® 3005B - C18; | =250 mm, d =4
S mm, Hewlett® Packard: |

Eluant No. 1 mais gradient 90% a 82% en 60 minutes;
tr = 42 a 49 minutes.

Exemple 8.
10 Composé de formule |
avec
CON[CH,(CHOH),-CH,OH],
| CONH-QH&ONH‘Q"
CONI[CH,(CHOH),-CH,OH],
R =CH,CONH |

CON[CH,(CHOH),-CH,OH],

| CONH-CH,CONH Q

CONI[CH,(CHOH),-CH,OH],

Le produit est préparé en utilisant des conditions d'amidification
analogues a celle des exemples précédents.

15  HPLC analytique: Colonne No. 2

Eluant No. 7 mais gradient 98% a 85% en 40 minutes;
tr = 24 minutes.

Exempie 9.

20 Composé de formule |
avec
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Br  CON[CH,(CHOH),-CH,OH],

. CONHCH,CONH B
Br  CON[CH,(CHOH),-CH,OH],
R = CH,CONH Br Br  CON[CH,(CHOH),-CH,OH],
Br

CONHCH,CON Br

Br CON[CH2(CHOH)4-CH20H]2
HPLC analytique: Colonne No. 2; Eluant: HoO/CH3;CN dans 95/5 - V/V puis

gradient aprés 20 minutes pour atteindre 85/15 en 10 minutes; debit = 1

mli/minute.

t. = 26 minutes.

Exemple 10
Composé de formule | avec

CON-CHy(CHOH),-CH,0H
CH,CHOHCH,OH

CONH-CH,CONH |
CH,CHOHCH,OH

I
CON-CH,(CHOH),-CH,OH

R = CH,CONH | CON-CH,(CHOH);-CH,OH
CH,CHOHCH,OH
. |

GH,CHOHCH,OH
CON-CH,(CHOH),-CH,OH

CONH-CH,CONH

préparé en faisant réagir le composé F avec le complexe de I'exemple 1 :

1 g de complexe et 12 g d'amine F sont dissous dans 200 mi d'eau et
le pH est amené a 6 par addition d'une solution aqueuse de HCl 6N. On
introduit alors 0,1 g d'EDCI et 0,25 g de HOBT ; le milieu est maintenu sous
agitation 48 heures en ramenant le pH a 6 par addition d'une solution aqueuse a
2% de NaHCO3. Le produit final brut est isolé par introduction du milieu dans 10

volumes d'éthanol et purifi€ par chromatographie préparative sur colonne
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Purospher® RP18 10 pm. 120 A (Merck), en éluant avec un mélange

H-O/CH3;CN. Rendement : 30%.
HPLC analytique : colonne n° 2 - éluant N° 8

t. = 12 minutes.



d

10

15

20

CA 02376497 2001-12-04

WO 00/75141 PCT/FR00/01591

30
Revendications (PCT)

1. Chelate métallique du composé de formule

2
HOOC | COOH

N

I N
RHNOC-(CH,),-HC—N N—CH(CH,),-CONHR |
CH-(CH,),-CONHR

COOH

dans laquelle
R représente la formule

Zl

—7 1

et

- Z est une liaison ou un groupe choisi parmi les groupes CHz, CH2-CO-NH ou
(CH2)>-NH-CO,

- Z' est une liaison ou un groupe choisi parmi les groupes O, S, NQ, CH_, CO,
CO-NQ, NQ-CO, NQ-CO-NQ, CO-NQ-CH2-CO-NQ,

- Z" est une liaison ou un groupe choisi parmi les groupes CO-NQ, NQ-CO,
CO-NQ-CH>-CO-NQ,

- p et q sont des nombres entiers dont la somme vaut de 0 a 3,

- Ry, Ry, Rs, R4 et Rs, indépendamment I'un de l'autre, sont choisis parmi les
groupes H, Br, Cl, |, CONQ4Q2 et NQ4-CO-Q; et Q4 et Q2 identiques ou
differents étant H ou (C4-Cg)alkyle éventuellement interrompu par un ou des
atomes d'oxygéne et au moins I'un des R4 a Rs étant un groupe amido

ou R4, R3 et Rs sont indépendamment l'un de l'autre, H, Br, Cl ou | et R; et Ry

identiques représentent la formule
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R, CO-NQ,Q,

__..._Zm R,3 ” l

R CO-NQ.Q',

telle que Z™ est un groupe choisi parmi les groupes CO-NQ, CO-NQ-CH2-CO-
NQ, CO-NQ-CHj;, CO-NQ-(CH2).-NQ-CO et NQ-CO-NQ et Ry, R';3 et R's,
identiques ou différents, représentent H, Br, Cl ou | et Q'4y et Q',, identiques ou
differents, sont H ou (C4-Cg)alkyle éventuellement interrompu par un ou des
atomes d'oxygene,
- Qreprésente H ou (C4-Cs)alkyle,
etant entendu que les groupes alkyles peuvent étre eventuellement mono ou
polyhydroxylés.

2. Chelate, selon la revendication 1, du compose de formul.e |, dans
laquelle p et g sont 0 et R, et R4 représentent CO-NQ1Qo.

3. Chelate, selon la revendication 1, du composé de formule | dans

laquelle la somme p + g n'est pas 0 et R, et R4 ne représentent pas la formule
1.

4. Chelate, selon la revendication 1, du compose de formuie | dans
lagquelle la somme p + g est 1 ou 2 et R, et R4 ne représentent pas la formule Il1.
5. Chelate, selon la revendication 1, du composé de tformule | dans

laquelle les groupes R & Rs d'un méme noyau phényle comportent ensemble

de 6 420 OH.

6. Chelate, selon l'une des revendications précédentes, du
compose de formule | dans laquelle tout groupe CONQ4Q2 present, ou selon le
cas CONQ'1Q'; comporte de 6 a 10 groupes OH.

7. Chelate, selon l'une des revendications precedentes, du
composé de .formule | dans laquelle R4, R3 et R5 sont identiques et choisis parmi
Br et |, et dans laquelle R'4, R'; et R's, lorsqu'il sont présents, sont identiques et
choisis parmi Br et |.

8. Chelate, selon l'une des revendications précedentes, du
composeé de formule | dans laquelle Z est CH, ou CH2-CO-NH, Z' est un groupe
choisi parmi CO-NH, CO-NH-CH2-CO-NH, NH-CO-NH et Z" parmi CO-NH et
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CO-NH-CH,-CO-NH, et Z"™, lorsqu'il est présent, est CO-NH ou CO-NH-CH,CO-

NH.

9. Chelate, selon l'une des revendications precédentes, du
composé de formule | dans laquelle R; et R4 représentent CONQ1Q2, Q4 et Q2
sont des groupes alkyles en C, a Cg, éventuellement interrompus par un atome
d'oxygene.

10. Chelate, selon Il'une des revendications précédentes, du
composé de formule | dans laquelle Z est CH; ou CH2>-CO-NH, Z' et Z" sont
choisis parmi CO-NH et CO-NH-CH.-CO-NH, p et g sont égaux a 1 et R2 et Ry
représentent CONQ1Qa.

11. Chelate selon la revendication 1 d'un compose de formuie | dans
laquelle p=q=0; Z=CH,CONH; Ry =R3=Rs= Br,;
Rz = Rs = CON(CH(CHOH)4CH,OH)2 ou CON-CH,(CHOH),CH,OH

CH,-CHOH-CH,OH

12. Chelate selon la revendication 1 d'un composeé de formule | dans
laquellep=1,2; q=0; Z=CHy, Z'=CONH; Ri=R3=Rs= Br;
Re = Ry =CON(CH2(CHOH)sCH20H)2 0U’ GON-CH,(CHOH),CH,0H

CH,-CHOH-CH,OH

13. Chelate selon la revendication 1 d'un composé de formule | dans
laquelle p=q=1; Z=CH,CONH; Z'= CONH; Z"= CONH-CH>CONH,;
Ri=R3=Rs= Br; R;=R4=CON(CHz(CHOH)sCH20H)s.

14. Chelate-selon la revendication 1 d'un compose de formule | dans
laquelle p=q =0; Z=CH,CONH; R4 =R3=Rs= Br;

Br CO-NQ', Q'

R, = R, = CONHCH,CONH Br

Br CO"NQ'.‘Q'Z
Q'1 — '2 = CHQ(CHOH)4CH20H
ou Q'y = CH(CHOH);,CH,OH et Q'> = CHo-CHOH-CH20H.
15. Chelate selon la revendication 1, du composé de formule |, dans

laquelle p et g sont 0, R, et R4 représentent la formule |1l et R4, R3 et R sont

identiques et choisis parmi Br et |.
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16. Chelate, selon [une des revendications précédentes, du

composé de formule | et de Gd**, ou Mn?".

17. Chelate métallique du composé de formule

el
HOOC | COOH

SN

I N
HOOC-(CH,),-HC—N N—CH(CH,),-COOH
CH-(CH,),-COOH

COOH

et ses sels avec une base minérale ou organique.
18. Chelate, selon la revendication 17, dans lequel le métal est Gd.
19. Procéde de preparation des composés de formule |, selon la
revendication 1, qui consiste

- a faire réagir sur le macrocycle de formule

=
- |
N
H-N N-H
'I\] \)
H

un compose de formule R'OOC-CHX-(CH2)>-COOR' dans laquelle X est un
groupe partant et R' est H ou (C4-Cj)alkyle et a hydrolyser les fonctions esters
lorsque R' est différent de H,

- puis a faire réagir un sel ou un oxyde métallique pour obtenir le chelate du
produit formé ou un de ses sels avec une base,

- et a faire reagir le chelate sur I'amine RNH2 en présence d'un agent activant
les groupes acides carboxyliques.

20. Composition pour I'imagerie diagnostique comprenant un chelate
selon I'une des revendications 1 & 16 avec un véhicule pharmaceutiqguement
acceptable et éventuellement les additifs de formulation habituels.

' 21. Composition pour l'imagerie par résonance magnétique nucléaire

comprenant un chelate de gadolinium selon l'une des revendications 1 a 16.



HOOC o
| N
RHNOC-(CH.,),-HC—N

k/N\)

COOH

—CH(CH,),-CONHR

CH(CHngONHR

COOH
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