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Kelatoivia aineita, jotka liittavdt ligandin orto-asemaan,

ja niiden komplekseja

Tamad keksintd koskee kelaatinmuodostajia, Jjoissa
ligeeraavat funktionaaliset atomit ovat orto-asemassa,
niiden komplekseja ja konjugaatteja, menetelmid niiden
valmistamiseksi, formuloita niiden k&8ytt&miseksi ja mene-
telmid niiden kédyttdmiseksi sydvan diagnosoinnissa ja/tai
hoidossa.

Funktionaalisia ryhmi& sis&ltdvia kelaatinmuodos-
tajia eli bifunktionaalisia koordinoituvia ryhmid voidaan
tunnetusti 1liittd8d kovalenttisesti vasta-aineeseen, joka
on spesifinen sy&pd- tai kasvainsolujen epitooppien tai
antigeenien suhteen. Tdllaisten vasta-aine-kelaatinmuodos-
tajakonjugaattien radionuklidikomplekstit ovat kéytttkel-
poisia diagnostisissa ja/tai terapeuttisissa kéyttdtarkoi-
tuksissa vdlineind radionuklidin kuljettamiseksi syopé-
tai kasvainsoluun. Katso esimerkiksi Meares et al., Anal.
Biochem. 142 (1984) 68 - 78; Krejcarek et al., Biochem.
and Biophys. Res. Comm. 77 (1977) 581 - 585.

Kelaatteja muodostavia aminokarboksyylihappoja on
tunnettu ja kuvattu kirjallisuudessa usean vuoden ajan.
Tyypillisid aminokarboksyylihappoja ovat nitrilotrietik-
kahappo (NTA), etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA),
hydroksietyylietyleenidiamiinitrietikkahappo (HEDTA), di-
etyleenitriamiinipentaetikkahappo (DTPA) ja trans-1,2-di-
aminosykloheksaanitetraetikkahappo (CDTA).

On ehdotettu ja valmistettu lukuisia bifuntkionaa-
lisia amonokarboksyylihappoihin perustuvia kelaatinmuodos-
tajia. Kirjallisuudessa on kuvattu esimerkiksi DTPA:n syk-
listd dianhydridi& [Hnatowich et al., Science 220 (1983)
613 -~ 615; US-patenttijulkaisu 4 479 930] ja DTPA:n kar-
boksyyli-hiilihapposeka-anhydrideja (Gansow, US-patentti-
julkaisut 4 454 106 ja 4 472 509; Krejcarek et al.,
Biochem. and Biophys. Res. Comm. 77 (1977) 581 - 585]. Kun
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nditd anhydridejd kytketdaan muodostumisen kautta, jolloin
jaljelle jaa nelj&d dietyleenitriamiini(DETA-)rungon vii-
destd alkuperdisestd karboksimetyyliryhmédstd [Hnatowich et
al., Int. J. Appl. Isot. 33 (1982) 327 - 332]. US-patent-
tijulkaisuissa 4 432 907 ja 4 352 751 esitetdd&n 1lisdksi
bifunktionaalisia kelaatinmuodostajia, joita voidaan kayt-
td3 sitomaan metalli-ioneja "orgaanisiin spesieksiin, ku-
ten orgaanisiin kohdemolekyyleihin tai vasta-aineisiin".
Kuten edella, kytkeytyminen saadaan aikaan amidiryhm&n
kautta kayttdmdlla diaminotetraetikkahappodianhydrideja.
Esimerkkeihin anhydrideist&d kuuluvat EDTA:n, CDTA:n, pro-
pyleenidiamiinitetraetikkahapon ja fenyleeni-1, 2-diamiini~
tetraetikkahapon dianhydridit. Uudemmassa US-patenttijul-
kaisussa 4 647 447 esitetddn muutamia kompleksoituvan ha-
pon anionista muodostettuja kompleksisuoloja kdytettdviksi
erilaisissa diagnoosimenetelmissad. Julkaisuissa kuvataan
kompleksoituvan hapon karboksyyliryhmdn kautta tapahtuvaa
konjugaatiota, jolloin saadaan aikaan kytkeytyminen amidi-
sidoksen kautta.

Kirjallisuudessa on kuvattu paljon myds erdstad
toista ryhmdd aminokarboksyylihappojen funktionaaliseen
ryhmd8dn perustuvia fibunktionaalisia kelatoivia aineita.
Niinp& Sundberg et al., [J. of Med. Chem. 17 (1974, nro
12) 1204] esittdvat bifuntkionaalisia EDTA-analogeja. N&i-
td yhdisteitd@ edustavat 1-(p-nitrofenyyli)etyleenidiamii-
nitetraetikkahappo, 1-(p-aminofenyyli)etyleenidiamiinitet-
raetikkahappo ja 1-(p-bentseenidiatsonium)etyleenidiamii-
nitetraetikkahappo. Julkaisussa kdsitellddn liittdmista
proteiineihin para-substituentin kautta ja radiocaktiivis-
ten metalli-ionien sitomista Kkelaatinmuodostajaryhmdén.
Nditd vyhdisteitd esitetddn myds julkaisussa Biocen.
Biophys. Res. Comm. 75 (1977, nro 1) 149 ja US-patentti-
julkaisuissa 3 994 966 ja 4 043 998. On tarkedd huomata,
ettd aromaattisen ryhm&n 1liitt&minen EDTA-rakenteeseen

tapahtuu etyleenidiamiinirungon hiilen kautta. US-patent-
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tijulkaisussa 4 662 420 esitet&d&n EDTA-, HEDTA-~ ja DTPA-
pohjaisia optisesti aktiivisia bifunktionaalisia kelaatin-
muodostajia. Myds t@&md&n julkaisun mukaan funktionaalisen
aminokarboksyylihapporyhmdn liittdminen bifunktionaaliseen
kelaatinmuodostajamolekyyliryhm&d&n tapahtuu etyleenidi-
amiinirungon hiilen kautta. N&issd yhdisteissd alkyleeni-
ryhm& kytkee aromaattisen ryhmé&n (joka sisdltda proteii-
niin liittyvdn funktionaalisen ryhm&n) kelaatin muodos-
tavan funktionaalisen ryhmé&n sisdlt8vén polyamiinin hii-
leen. Muita viittauksia t&@llaisiin yhdisteisiin on julkai-
sussa Brechbiel et al., Inorg. Chem. 25 (1986) 2772 -
2781, US-patenttijulkaisussa 4 467 447 ja PCT-hakemus-
julkaisussa WO 86/06384. Myothemmin on US-patenttijulkai-
sussa 4 678 667 esitetty tiettyjd makrosyklisid bifunktio-
naalisia kelaatinmuodostajia ja niiden kuparikelaattikon-
jugaattien kayttdd diagnostisiin ja terapeuttisiin sovel-
lutuksiin. Funktionaalisen aminokarboksyylihapporyhmén
sitominen bifunktionaaliseen kelaatinmuodos-
tajamolekyyliryhméd&dn tapahtuu syklisen polyamiinirungon
hiilen kautta. Niinpd kytkij&, joka liitetdan toisesta
pddstddn syklisen polyamiinin rengashiileen, liitetd&n
toisesta paddstddn proteiinin kanssa reagoivaan funktionaa-
liseen ryhmdéan.

Erads toinen, my®ds mainitsemisen arvoinen ryhmd bi-
funktionaalisia kelaatinmuodostajia koostuu yhdisteistd,
joissa molekyylin kelatoituva ryhma, +ts. aminokarbok-
syylihappo, liittyy typen kautta molekyyliin, joka sisdl-
tdd proteiinin Kkanssa reagoimaan pystyvdn ryhmittymén,
funktionaaliseen ryhmdédn. Esimerkkind mainittakoon Mikolan
et al. PCT-hakemusjulkaisussa WO 84/03698 (27.9.1984)
esittdmd bifunktionaalinen kelaatinmuodostaja, joka wval-
mistetaan saattamalla p-nitrobentsyylibromidi reagoimaan
DETA:n kanssa, jota reaktio seuraa reaktio bromietik-
kahapon kanssa, jolloin muodostuu aminokarboksyylihappo.

Nitroryhmd pelkistet&ddn vastaavaksi amiiniryhm&ksi ja muu-
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tetaan tadmd sitten isotiosyanaattiryhméksi reaktiolla tio-
fosfeenin kanssa. Ndmd yhdisteet ovat bifunktionaalisia
kelaatinmuodostajia, joita voidaan kytke& bio-orgaanisiin
molekyyleihin k&ytettdviksi diagnostisina aineina, joilla
on kyky kelatoida lantanideja. Koska molekyylin kyt-
kijdosan liittyminen tapahtuu aminokarboksyylihapon yhden
typen kautta, menetetddn yksi kelaation kannalta mahdol-
linen aminokarboksyyliryhmd. Niinpd valmistetaan DETA-poh-
jainen bifunktionaalinen kelaatinmuodostaja, joka sis&ltaa
neljéd (eikd viitt&) happoryhmdd. T&ss& suhteessa tdm& bi-
funktionaalisten kelaatinmuodostajien ryhmd& on samankal-
tainen kuin ryhmd, jossa liittyminen proteiiniin tapahtuu
amidiryhm&n kautta, josta seuraa karboksyylikelaattiryhmé&.

Palk et al. [J. Radioanalytical Chem. 57 (198, nro
12) 553 - 564] esittdd p-nitrobentsyylibromidin kayttod
reaktiossa "suojatun" dietyleenitriamiinin, ts. bis-(2-
pftalimidoetyyli)amiinin, kanssa, jota seuraavat suojauk-
senpoistomenettelyt ja karboksimetylaatio, jossa kdytetddn
kloorietikkahappoa, jolloin muodostuu N'-p-nitrobentsyyli-
dietyleenitriamiini~N,N,N", N"-tetraetikkahappo. Koska
liittyminen tapahtuu typen kautta, saadaan t&ssikin ta-
pauksessa tetraetikkahappojohdannainen. Julkaisussa k&si-
telld&n bifunktionaalisen kelaatinmuodostajan kytkemista
ja kelaatin muodostamista indiumin kanssa. My6s Eckelman
et al., [J. Pharm. Sci. 64 (1975, nro 4)] kuvaavat typ-
piatomin kohdalla teht&vd@d substituointia amiinien reak-
tiolla, kuten "etyleenidiamiinin tai dietyleenitriamiinin
reaktiolla sopivan alkyylibromidin kanssa ennen karbok-
simetylaatiota". Yhdisteitd& ehdotetaan mahdollisiksi ra-
diofarmaseuttisiksi kuvausaineiksi.

Vdhdn aikaan sitten Carney, Rogers ja Johnson (3rd.
International Conference on Monoclonal Antibodies; San
Diego, California - 4 - 6. helmikuuta 1988) ovat julkis-
taneet tiivistelm&t, joiden otsikkoina ovat "Absence of

Intrinsically Higher Tissue Uptake from Indium-111 Labeled
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Antibodies: Co-administration of Indium-111 and Iodine-125
Labeled B72.3 on a Nude Mouse Model" ja "Influence of
Chelatro Denticity on the Biodistribution of Indium-111
Labeled B72.3 Immunoconjugates in Nude Mice". Julkaisuissa
kédsitell&ddn bifunktionaalisten kelaatinmuodostajien EDTA:n
ja DTPA:n kanssa kompleksoidun indium-111:n biologista
jakautumista. Aromaattisen renkaan liittyminen EDTA- tai
DTPA-ryhmittymiin tapahtuu asetaattiryhmdn kautta. Hunt et
al. (Us-patenttijulkaisut 4 088 747 ja 4 091 088, 1978)
ovat esittdneet etyleenidiamiinidietikkahappoon (EDDA)
perustuvia kelaatinmuodostajia, joissa aromaattisen ren-
kaan liittyminen EDDA-ryhmittym&&n tapahtuu alkyleeni- tai
asetaattiryhm&n kautta. N&diden yhdisteiden ilmoitetaan
olevan kéyttékeipoisia maksan ja sapen toiminnan tut-
kimiseen tarkoitettuina kelaatteina. Edullinen metalli on
teknetium-99m. Indium-111:n ja indium-113:n ilmoitetaan
olevan myds kdyttbkelpoisia kuvaukseen kaytettdvind radio-
nuklideina.

Martell et al. [Inorganica Chemica Acta 138 (1987)
215 - 230] esittavat rautaa kelatoivaa ainetta kdytetta-
vidksi Cooleyn anemian hoitoon. Kaytetyt ligandit olivat
EDTA-analogeja, joissa on amino- ja karboksylaat-
tidonoriryhmid tai ylimdardisid donoriryhmid, kuten feno-
liryhmi& tai pyridiinirenkaiden substituentteina olevia
fenoliryhmié; aminofosfonihappo~ tai esteriryhmi&, joissa
on ylimddraisid fenolaatti- ja aminodonoryhmi&; makrosyk-
lisid polyamiineja, joissa on karboksylaatti- ja/tai feno-
laattidonoryhmid; trishydroksaamihappoja:; triskatekoleja:
ja monihampaisia ligandeja, joissa on koordinoivia amidi-
ryhmia.

Luuetdpesdkkeiden kehittyminen on yleinen ja sy®pé-
potilaalle usein katastrofaalinen tapahtuma. Kipu, patolo-
giset murtumat, usein esiintyvdt neurologiset h&8iriodt ja
pakollinen paikallaanolo, joita ndm& et&pesdkkeet aiheut-
tavat, heikentévat merkittévasti sydpédpotilaan el&midnlaat-
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ua. Etédpesdkkeitd saavien potilaiden lukumddrd on suuri,
silla lahes 50 %:11la kaikista rinta-, keuhko- tai eturau-
hassyOpédpotilaista, kehittyy lopulta luuetdpesdkkeiti.
Luuetdpesdkkeitd havaitaan myds munuais-, kilpirauhas-,
virtsarakko-, kohdunkaula- ja muilla syopdpotilailla, ja
vyhdessd namd ryhmat edustavat alle 20 %:a potilaista,
joille kehittyy 1luuetdpesdkkeitd. Etdpesdkeluusydpd on
harvoin hengenvaarallinen, ja joskus potilaat el&dvdt vuo-
sia luuvaurioiden havaitsemisen jdlkeen. Hoidon p&amddaranda
on aluksi kivun lievittadminen, narkoottisten l&&kkeiden
tarpeen vdhentdminen ja liikkuvuuden lisddminen. On sel-
vdd, ettd toivotaan voitavan parantaa joitakin syodpié.

Radionuklidien k&yttd luuetdpesdkkeitsd muodostavan
sybdvdn hoitoon juontaa juurensa 1950-luvun alkupuolelle.
On ehdotettu sopivassa muodossa olevan radiocaktiivisia
hiukkasia emittoivan nuklidin injektoimista luuvaurioiden
hoitamiseksi. On toivottavaa, ettd tdllaiset nuklidit kes-
kittyisivdt luuvaurioalueelle ja hyvin pienid md&ria jou-
tuisi pehmytkudokseen ja normaaliin luuhun. On ehdotettu
radioaktiivisia fosfori (*’P- ja *P-)yhdisteitd, mutta tu-
ma- ja biologiset kohdentumisominaisuudet rajoittavat n&i-
den yhdisteiden k&yttokelpoisuutta [Kaplan, E. et al., J.
Nuc. Med. 1 (1960, nro 1) 1; US-patenttijulkaisu
3 965 254].

On my®s yritetty hoitaa luusyédpdd kayttam&lld fos-
foriyhdisteitd, jotka sisaltdvat booriryhmén. Yhdisteita
on injektoitu elimistddn (laskimonsisédisesti) ja ne ovat
kerdantyneet luustoon. Hoidettavaa aluetta on sitten s&-
teilytetty neutroneilla boorin aktivoimiseksi ja terapeut-
tisen sdteilyannoksen aikaansaamiseksi (US-patenttijulkai-
su 4 399 817).

Edelld mainittujen menettelyjen yhteydessd ei ole
mahdollista antaa kasvaimeen terapeuttisia annoksia vau-
rioittamatta olennaisesti normaaleja kudoksia. Monissa

tapauksissa, erityisesti luuetdpesdkkeiden yhteydesss,
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kasvain on levinnyt kaikkialle luustoon, eikd amputointi
tai s&ddehoito ole jarkevdd [Seminars in Nuclear Medicine
IX(2), huhtikuu 1979].

On my8s ehdotettu difosfonaatin kanssa komplek-
soidun '*°Re:n kayttda [Mathieu, L. et al., Int. J. App.
Rad. & Isot. 30 (1979) 725 - 727; Weinenger, J., Ketiring,
A. R. et al., J. Nuc. Med. 24 (1983, nro 5) 125]. T&mdn
kompleksin yhteydessd valmistus ja tarvittava puhdistus
rajoittavat kuitenkin sen kéayttékelpoisuutta ja laajaa
kayttoa.

On myds ehdotettu strontium-89:& potilaille, joilla
on luuetdpesdkkeitd. Haittana voi kuitenkin olla pitka
puoliintumisaika (50,4 vrk), korkeat pitoisuudet veressi
ja alhaiset wvaurion ja normaalin 1luun vdliset suhteet
[Firusian, N., Mellin, P., Schmidt, C. G., The Journal of
Urology 116 (1976) 764; Schmidt, C. G., Furusian, N., Int.
J. Clin. Pharmacol. 93 (1974) 199 - 205].

On kuvattu 1luuetdpesdkkeiden lievittdv&ad hoitoa,
jossa kaytetdsn **'I-leimattua a-amino-(3-jodi-4-hydrok-
sibentsylideeni)difosfonaattia [Eisenhut, M., J. Nuc. Med.
25 (1984, nro 12) 1356 - 1361]. Radiojodin k&ayttd tera-
peuttisena radionuklidina on vdhemmdn toivottavaa, koska
jodilla on tunnetusti taipumus kohdentua kilpirauhaseen.
Eisenhut mainitsee jodin yhtend t&m&n yhdisteen mahdol-
lisena metabolituotteena. Lis&ksi mahdollinen jodausreak-
tiosta ylijaanyt I, jota ei ole erotettu pesumenette-
lyss&@, muodostaa mybs vaaran kilpirauhaselle.

Aminokarboksyylihappojen tiedet&&n kelatoituvan
metalli-ionien kanssa. Erityisen stabiileja kelaatteja
muodostuu maa-alkalimetallien ja siirtymémetallien kanssa.

O'Mara et al. [J. Nuc. Med. 10 (1969) 49 - 51] ovat
valmistaneet aminokarboksyylihappojen komplekseja har-
vinaisten maametallien kanssa, joissa kelaatinmuodostajan
ja metallin suhde on 10:1. Heid&n havaintojensa mukaan

Juusto-ominaisuudet ovat hyvédt, ja he ehdottavat mainit-
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tujen yhdisteiden k&aytto6d luuston diagnosointiaineina.
Korkean luuhun oton lisdksi on havaittu suuria s&teilymii-
rid8 lihaksessa ja/tai maksassa. Tutkituista harvinaisten
maametallien nuklideista osoitettiin ***Sm:n ja *Er:n ole-
van ominaisuuksiltaan sopivimpia ihmisten kuvaamiseen.
Ndiden aineiden k&dytto& terapiaan ei kuitenkaan ehdoteta.

Rosoff, B. et al. [Int. J. App, Rad. and Isot. 14
(1963) nuklidien, nimittdin *°*sc:n, ?'Y:n, *°La:n ja »**Sm:n
kanssa. Julkaisussa osoitetaan ndiden kompleksien stabili-
teettivakion ja virtsanerityksen vdlinen riippuvuus. On
kdytetty kelaatinmuodostajan ja metallin vdlistd moolisuh-
detta 5:1 ja havaittu suuria radioaktiivisuuspitoisuuksia
maksassa, pernassa, munuaisissa, keuhkoissa ja luussa.

Tdmd keksinté koskee uusia ortoligeeraavia kelaa-
tinmuodostajia, jotka muodostavat komplekseja metallien,
erityisesti "radioaktiivisten" metallien, kanssa, jotka
ovat kemialliselta kayttadytymiseltddn harvinaisten maame-
tallien kaltaisia. Edullisiin radioaktiivisiin metalleihin
kuuluvat samarium-153 ('*’Sm), holmium-166 ('°®*Ho), yttrium-
90 (°°Y), prometium-149 ('*Pm), gadolinium-159 (!*°Gd), lan-
taani-140 (**°La), 1lutetium-177 ('"’Lu), ytterbium-175
('*Yb), skandium-47 (*’Sc) ja praseodyymi-142 (**?Pr). Sitten
muodostettuja komplekseja voidaan kayttdd sellaisenaan tai
niitd voidaan 1liittd88 vasta-aineeseen tai sen osaan ja
kdyttdd terapeuttisiin ja/tai diagnostisiin tarkoituksiin.
Komplekseja ja/tai konjugaatteja voidaan formuloida k&y-
tettaviksi in vivo tai in vitro. Formuloitujen konjugaat-
tien edullisiin kayttodtarkoituksiin kuuluu el&dinten, eri-
tyisesti ihmisten, sy®6vdan hoito.

Lisdksi voidaan tiettyjd kelaatinmuodostaja-radio-
nuklidikomplekseja k&yttdd tehokkaasti koostumuksissa,
jotka ovat ké&yttokelpoisia luukasvainten hoidossa ja/tai
diagnosoinnissa, tai koostumuksissa, jotka ovat kdyttokel-
poisia luukivun helpottamiseeen tarkoitettuina terapeut-

tisina aineina.
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Tarkemmin md&riteltynd tdmd8 keksint® koskee yhdis-
teitd, joilla on kaava I,

OX

I (1)

jossa
Z on elektrofiilinen tai nukleofiilinen ryhmittyma,

joka voidaan liitt&88 vasta-aineeseen tai sen osaan tai
sfnteettiseen kytkij&dan, joka ei hdiritse kompleksin muo-
dostamista radionuklidin kanssa ja joka voidaan 1liitta&aa
vasta-aineeseen tai sen osaan;

X on vetyatomi, C, ;-alkyliryhmd tai ryhm& CR;R,COOH;

kukin ryhmistd R,, R,, R; ja R, on riippumattomasti
vetyatomi, hydroksyyliryhmd, ryhmd CO,H tai C, j;~alkyyliryh-
ma;

R, on vetyatomi tai ryhmd (Cr;R,),CR;R,B;

B on suoraketjuinen tai haaroittunut amiini- tai
polyalkyleeniamiiniryhmd, jossa vdhintd&n yksi amiinive-
dyistd on korvautunut ryhmdlla CR,R,COOH;

n on 0O tai 1; tai

tdllaisen yhdisteen farmaseuttisesti hyvdksyttavia
suoloja.

Karboksyyliryhmad (kun sellainen on 1l8snd) liitetdén
edullisesti B-ryhmd&n typpiatomista lukien ensimmiiseen tai
toiseen hiileen, ts. hiileen, joka on a- tai B-asemassa
kelaatinmuodostajaryhmé&n typpiatomiin n&hden. Edullisia
kaavan I mukaisia yhdisteitd ovat ne, joissa n on 0; tai
kukin ryhmist3 R,, R,, R; ja R, on vetyatomi; tai n on O ja
toinen ryhmistd R; ja R, on vetyatomi ja toinen on COOCH;
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tai X on vetyatomi. Kun kelaatinmuodostajia on m&drd kayt-
t44 bifunktionaalisina kelaatinmuodostajina, Z on edul-
lisesti amiini-, isotiosyanaatti, semikarbatsidi, tiosemi-
karbatsidi-, karboksyyli, bromiasetamidi- tai maleimidi-
ryhméd.

Lisdksi tdmd keksintd® koskee yhdisteitd, joilla on

kaava II,

N~ N, ‘ (1)

jossa

Z' on vetyatomi tai ryhmd NH,, NO,, NHC(O)CH, tai
N(R'),, jossa R' on vetyatomi tai C, ;-alkyyliryhma;

X on vetyatomi, C,.;-alkyyliryhmd8 tai  ryhma
CR,;R,COOH;

R', on vetyatomi tai ryhm& COOH;

kukin ryhmistd R';, R', ja R'; on riippumattomasti
vetyatomi tai ryhmd8 CR;R,COOH silld edellytykselld, etta
vdhintd4n yksi ryhmistd R';, R';, R', ja R'sy on vetyatomi;

tai tédllaisen yhdisteen farmaseuttisesti hyvadksyt-
tdvid suoloja.

Lisdksi tdmd keksintd koskee yhdisteitd, joilla on
kaava III,

R’ d
3 ~ - R'sg

(III)
N N
R’4/ ~

R's
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jossa

Z' on vetyatomi tai ryhmd& NH,, NO,, NHC(O)CH; tai
N(R'),, jossa R' on vetyatomi tai C,_j-alkyyliryhmé&;

X on vetyatomi, C, ;-alkyyliryhmd tai ryhma
CR,R,COOH;

kumpikin ryhmistd R'; ja R', on vetyatomi tai ryhma
COOH silla edellytykselld, ettd vdhintddn toinen on COOH;

kukin ryhmistd R';, R',, R; ja R'¢, on riippumattomas-
ti vetyatomi tai ryhm& CR,R,COOH silld edellytykselld, ettad
vdhintd&n kolme niistd on ryhmia& CR,R,COOH,

tai tdllaisen yhdisteen farmaseuttisesti hyvaksyt-
tdvid suoloja.

Tdm& koskee my®6s radiocaktiivisten metalli-ionien
komplekseja, erityisesti radioaktiivisten harvinaisten
maametallien tyyppisten metalli-ionien komplekseja, ja
edelld mainittujen kompleksien ja vasta-aineiden tai vas-
ta-ainefragmenttien muodostamia konjugaatteja. Lis&ksi
tdman keksinnén piiriin kuuluvat myds formulat, jotka si-
sdltdvat keksinndn mukaisia kelaatinmuodostaja-radionuk-
lidikomplekseja ja/tai konjugaatteja ja farmaseuttisesti
hyvaksyttdvdd kantaja-ainetta. Farmaseuttisesti hyvéksyt-
tdva kantaja-aine on ndissd formuloissa tyypillisesti nes-
temuodossa. Keksinndn piiriin kuuluu myds menetelmda nisdk-
k&88n sairaustilan, erityisesti sy®vén, diagnosoimiseksi
tai hoitamiseksi antamalla nis&kkd&lle vaikuttava ma&réa
mainittua formulaa.

Tdssd kaytetyilld termeilld on seuraavat merkityk-
set: ryhmd Z m&8ritelmidssd "elektrofiilisiin" ryhmittymiin
Kuuluvat, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta, isotio-
syanaatti- bromiasetamidi-, maleimidi-, imidoesteri-, tio-
ftalimidi-, N-hydroksisukkinimidyyliesteri-, pyridyylidi-
sulfidi- ja fenyyliatsidiryhméat; soveltuviin "nuk-
leofiilisiin" ryhmittymiin kuuluvat, mainittuihin kuiten-
kaan rajoittumatta, karboksyyli-, amiini-~, asyylihydrat-

sidi- ja semikarbatsidi- ja tiosemikarbatsidiryhmat; "syn-
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teettisiin kytkijoéihin" kuuluvat mitkd tahansa synteet-
tiset orgaaniset tai ep&dorgaaniset kytkij&t, jotka voidaan
liittdad kovalenttisesti vasta-aineeseen tai, vasta-aine-
fragmenttiin, jolloin edullisia synteettisid kytkijoita
ovat biologisesti hajoavat synteettiset kytkij&at, jotka
ovat stabiileja potilaan seerumissa, mutta ovat entsymaat-
tisesti lohkaistavissa radioisotoopin poistumisesta vas-
taavassa elimessd, esimerkiksi biologisesti hajoavat pep-
tidit tai peptidipitoiset ryhmdt. Elektrofiilisist& ryh-
mittymistd ovat edullisia isotiosyanaatti-~, bromiasetami-
di- ja maleimidiryhm&t, erityisesti isotiosyanaattiryhm&;
ja nukleofiilisistd ryhmittymistd ovat edullisia amiini-,
karboksyyli-, semikarbatsidi- ja tiokarbatsidiryhmdt, eri-
tyisesti amiini- ja karboksyyliryhmdt. On toivottavaa,
ettd ryhmd8 Z luonne ja/tai asema on sellainen ettei se
merkittévisti h&éiritse kelaatinmuodostusreaktiota. Z voi
olla myds reagoimaton ryhmittym&, kuten H, NO,, NHC(O)CH,
tai NR', (jossa R' on pn H tai C, ;-alkyyli), kun kelaattia
ei liitetd proteiiniin lopullisen kayton yhteydessa.

Termin "C, j;-alkyyli" piiriin kuuluvat metyyli-,
etyyli-, n-propyyli- ja isopropyyliryhmé&t.

Termi "lineaarinen tai haaroittunut amiini tai po-
lyalkyleeniamiini" tarkoittaa suoraketjuisia tai haaroit-
tuneita alkyyliryhmid, jotka sis@ltévat vdahintdan yhden ja
tavallisesti useamman kuin yhden typpiatomin.

Tdssd8 k8ytettynd termi "nisdkds" tarkoittaa eldi-
mi&d, jotka ruokkivat poikasiaan rintarauhasten eritté&m&lla
maidolla, edullisesti vaihtolé&mpdisid eld&imid, edullisem-
min ihmisis.

"Vasta-aine" tarkoittaa mitd tahansa polyklonaalis-
ta, monoklonaalista tai kimeeristd vasta-ainetta tai hete-
rovasta-ainetta, edullisesti monoklonaalista vasta-ainet-
ta; termin "vasta-ainefragmentti" piiriin kuuluvat Fab- ja
F(ab'),-fragmentit ja mik& tahansa vasta-aineen osa, joka

on spesifinen haluttujen yhden tai useamman epitoopin suh-
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teen. Kun kdytet&d&n termid "radioaktiivinen metallikelaat-
ti-vasta-ainekonjugaatti” tai "konjugaatti", termin "vas-
ta-aine"” piiriin on tarkoitettu kuuluviksi kokonaiset vas-
ta-aineet ja/tai vasta-ainefragmentit, mukaan Iluettuina
niiden semisynteettiset ja geeniteknisesti muodostetut
variantit. Edullisia vasta-aineita ovat CC-49 ja wvasta-
ainefragmentit, kuten Fab ja F(ab'),. Muita mahdollisia
vasta-aineita ovat CC-83 ja B72.3. Hybridomasolulinja
B72.3 on talletettu American Type Culture Collectioniin
(ATCC), ja sen hakunumero on ATCC HB 8108. Jotkut hiiren
monoklonaaliset vasta-aineet sitoutuvat TAG-72:n, kas-
vaimeen liittyvdn antigeenin, epitooppeihin.

Tassd kdytettynd termi "radioaktiivinen metal-
likompleksi" tai "kompleksi" tarkoittaa keksinnén, esimer-
kiksi kaavan I, mukaisen yhdisteen kompleksia harvinaisten
maametallien tyyppid olevan metalli-ionin, erityisesti
radioaktiivisten harvinaisten maametallien tyyppi& olevan
metalli-ionin, kanssa, jossa on vadhintddn yksi metal-
liatomi kelatoituna tai kompleksoituna; "radioaktiivisen
metalli-ionikelaatti-vasta-ainekonjugaatti" tai "radio-
aktiivinen metalli-ionikonjugaatti" tarkoittaa vasta-ai-
neeseen tai vasta-ainefragmenttiin kovalenttisesti liitet-
tyd radioaktiivista metalli-ionikonjugaattia; "radio-
aktiivinen" tarkoittaa sanan "metalli-ioni" yhteydesséa
kdytettynd harvinaisten maametallien tyyppisten alkuainei-
den yhtd tai useampaa hiukkasia ja/tai fotoneja emittoivaa
isotooppia, kuten ,5;Sm, ,,HO, oY, 1.P, 15Gb, j,La, ;,;Lu,
175¥D, ,,Sc ja ;,,Pr. Termejé "bifunktionaalinen koordinoija",
"bifunktionaalinen kelaatinmuodostaja" ja "funktionalisoi-
tu kelaatinmuodostaja" kaytetddn toistensa vastineina, ja
ne tarkoittavat yhdisteitd, joissa on KkKelaatinmuodos-
tajaryhmd, jolla on kyky kelatoida metalli-ioni, ja kelaa-
tinmuodostajaryhm&dn kovalenttisesti sidottu kytkija- eli
vadliryhmd, jolla kyky sitoutua kovalenttisesti vasta-ai-

neeseen tai vasta-ainefragmenttiin.
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Tdssd kaytettyna "farmaseuttisesti hyvaksyttéava
suola" tarkoittaa mitd tahansa kaavan I mukaisen yhdisteen
suolaa, joka on riittdvdn myrkyton ollakseen kdyttdkelpoi-
nen nisdkkdiden hoidossa tai diagnosoinnissa. Niinpd suo-
lat ovat kayttdkelpoisia td@midn keksinndn mukaisesti. Tyy-
pillisid esimerkkej& suoloista, joita muodostetaan tavan-
omaisin reaktioin sek&@ orgaanisista ettd epdorgaanisista
l&htbaineista, ovat esimerkiksi rikki-, vetykloridi-, fos-

fori~, etikka-, meripihka-, sitruuna-, maito-, maleiini-,

fumaari-, palmitiini-, sappi-, pamoiini-, musiini-, glu-
tamiini-, d-kamfori-, glutaari-, glykoli-, ftaali-, viini-
, Mmuurahais-, lauriini-, steariini-, salisyyli-, metaani-

sulfoni-, bentseenisulfoni-, sorbiini-, pikriini-, bent-
soe- ja kanelihapposuolat ja muiden soveltuvien happojen
suola. Mukaan luetaan myds suolat, joita muodostetaan ta-
vanomaisin reaktioin sek& orgaanisista ettd epdorgaanisis-
ta ldhtdaineista, kuten ammonium-~, alkalimetalli- ja maa-
alkalimetalli-ioneista ja muista senkaltaisista ioneista.
Erityisen edullisia ovat kaavan I mukaisten yhdisteiden
kalium-, natrium- ja ammoniumsuolat tai niiden seokset.
Tdssd kuvattuja bifunktionaalisia kelaatinmuodos-
tajia (joita edustaa kaava I) voidaan kayttaa kelatoimaan
tai kompleksoimaan harvinaisten maametallien tyyppid ole-
via metalli-ioneja, erityisesti radioaktiivisia harvinais-
ten maametallien tyyppisid metalli-ioneja, jolloin muodos-
tuu metalli-ionikelaatteja (joita kutsutaan t&ssd&8 myOs
"komplekseiksi"). Komplekseja voidaan funktionalisoivan
ryhmittymé&n ("Z" Kkaavassa I) l&sndolon ansiosta liitt&a
funktionalisoituihin kantajiin, kuten funktionalisoituihin
polymeerikantajiin, tai edullisesti kovelenttisesti vasta-
aineisiin tai vasta-ainefragmentteihin. Niinp& t&ss& ku-
vattuja komplekseja voidaan 1iitt&dd kovalenttisesti vasta-
aineeseen tai vasta-ainefragmenttiin, jolloin niita kut-

sutaan tdssd "konjugaateiksi".
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Vasta-aineita tai vasta-ainefragmentteja, joita
voidaan k&dyttda tdssd kuvatuissa konjugaateissa, voidaan
valmistaa alalla hyvin tunnetuin menetelmin. Hyvin spesi-
fisid monoklonaalisia vasta-aineita voidaan valmistaa
alalla hyvin tunnetuin hybridisaatiomenetelmin [katso esi-
merkiksi Kohler ja Milstein, Nature 256 (1975) 495 - 497;
Eur. J. Immunol. 6 (1976) 511 - 519]. T&dllaiset vasta-ai-
neet reagoivat normaalisti hyvin spesifisesti. Kohden-
netuissa vasta-aineen ja radioaktiivisen metalli-ionin
konjugaateissa voidaan kaytt&ad minkd tahansa halutun anti-
geenin tai hapteenin vastaisia vasta-aineita. Radioak-
tiivisissa metalli-ionikonjugaateissa kaytettavdt wvasta-
aineet ovat edullisesti monoklonaalisia vasta-aineita tai
niiden fragmentteja, jotka ovat hyvin spesifisi& halut-
tujen yhden tai useadmman epistoopin suhteen. Témédn kek-
sinndn yhteydessd kaytettdvdat wvasta-aineet voivat suun-
tautua esimerkiksi kasvaimia, bakteereja, sienid, viruk-
sia, parasiitteja, mykoplasmoja, erilaistumis- ja muita
solukalvoantigeeneja, patogeenien pinta-antigeeneja, tok-
siineja, entsyymej&, allergeeneja, laadkkeitd ja mitad ta-
hansa biologisesti aktiivisia molekyyleja vastaan. Joita-
kin esimerkkeji vasta-aineista tai vasta-ainefragmenteista
ovat CC-11, CC-15, CC-30, CC-46, CC-49 F(ab'),, CC-49, CC-
83, CC83 F(ab'),, CC-92 ja B72.3. [Vasta-aineita CC-49, CC-
83 ja B72.3 kuvataan julkaisussa D. Colcher et al., Cancer
Res. 48 (15. elokuuta 1988) 4597 - 4603.]. Seuraavat CC-
vasta~aineet on talletettu ATCC:hen seuraavilla numeroil-
la: CC-11, HB 9455; CC-15, HB 9460; CC-30, HB 9457; CC-46,
HB 9458; CC-49, HB 9459; CC-83, HB 9453; ja CC-92, HB
9454, B72.3 on talletettu ATCC:hen numerolla HB 8108. Tay-
dellisempi luettelo antigeeneista esitet&&n US-patentti-
julkaisussa 4 193 983. Tamd@n keksinnén mukaiset radioak-
tiivisen metalli-ionikelaatin ja vasta-aineen konjugaatit
ovat erityisen edullisia erilaisten sydpien diagnosoinnin

ja hoidon kannalta.
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Tamdn keksinnén mukaisia edullisia harvinaisten
maametallien tyyppisten metalli-ionien (lantanidien tai

pseudolantanidien) komplekseja edustaa kaava .,
Cl[Ln(BFC)] ,

joissa Ln on harvinaisen maametallin (lantanidi-) ioni,
kuten ce®*, pr®*, Nd*', sm®, Eu®*, Gd&*, Tb*, Dy**, Ho*, Er®,
™, Y*b tai Lu*, tai pseudolantanidi-ioni, kuten Sc?',
Y, tai La®’; BFC on bifuntionaalinen kelaatinmuodostaja;
ja C on farmaseuttisesti hyvaksyttdvd ioni tai ioniryhmd&,
jolla on riittdvd varaus koko kompleksin tekemiseksi neut-
raaliksi. Jos BFC sis&dltda neljé@ tai useampia negatiivi-
sesti varautuneita ryhmittymi&, on C kationi tai kationi-
ryhma, Kuten H', Li*, Na‘', K', Rb*, Cs*, Mg”?, Ca®', sr?, Ba®,
Ra®*", NH,", N(CH,),", N(C,H;),", N(C.H,),*, N(CH,),", As(CgH;),",
[(CHs=3P=],N" tai muu protonoitu amiini. Jos PBC sisdlt&i
kolme negatiivisesti varautunutta ryhm&sa, ei C:t& tarvita.
Jos BFC sisdltdd kaksi negatiivisesti wvarautunutta ryh-
mittymdsa, C on anioni, kuten F°, Cl1°, Br°, I1I°, Cl0,”, BF,,
H,PO,”, HCO,", HCO,", CH,S0,", H,C-C/H,-SO,”, PF,”, CH,CO,” tai
B(C¢H;), .

Taman keksinndn mukaista tuotetta kaytetdan yhdessa
fysiologisesti hyvaksyttdvan kantaja-aineen, jatkeaineen
tai vehikkelin kanssa. Menetelmdt tédllaisten formuloiden
valmistamiseksi ovat hyvin tunnettuja. Formulat voivat
olla suspension tai injektoitavissa olevan liuoksen muo-
dossa tai muuna sopivana formulana. Voidaan kayttda fysio-
logisesti hyvaksyttdvia suspendointivdliaineita yhdessa
apuaineiden kanssa tai ilman niité. '

Hoitoon kdytetddn "vaikuttava madra" formulaa. An-
nos vaihtelee hoidettavan sairauden mukaan. Vaikka ta&man
keksinnén mukaisten formuloiden avulla voidaan toteuttaa
in vitro -diagnostiikkaa, on my®s in vivo -diagnostiikka,

jossa kdytetddn tdmidn keksinndn mukaisia formuloita, kek-
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sinnén ajatuksen mukainen. T&midn keksinndn mukaisia kon-
jugaatteja ja formuloita voidaan kayttdd myds radioim-
muuniohjatussa kirurgiassa (RIGS); muihin metalleihin,
joita voitaisiin kAyttaa tdhdn tarkoitukseen, kuuluvat
kuitenkin myos °*°"Tc, *'in, **"1n, ®Ga ja °®Ga.

Kun t&mén keksinndn mukaisia kelaatinmuodostaja-
radionuklidikomplekseja on mddrd kdyttdd luusydvdn hoi-
toon, taytyy téyttada tiettyjd vaatimuksia. Vaikka radio-
nuklidin ominaisuudet ovat tdrkeitd, ovat mdardavdnid teki-
j&nd radionuklidi-kelaatinmuodostajakompleksia sisdltdvan
koostumuksen kokonaisominaisuudet.

Minkd& tahansa ominaisuuden haittapuolet wvoidaan
voittaa joko ligandin tai radionuklidin yhden tai useamman
ominaisuuden paremmuudella, ja ndiden koostumuksessa kay-

tettdvien tekijoiden yhdistelmidd tulee tarkastella koko-

' naisuutena.

Seuraavassa kédsitell&3n kriteerejd, jotka tulee
olla huomioon valittaessa keksinntn mukaisissa koostumuk-
sissa kulloinkin kaytettdvad radionuklidin ja 1ligandin
yhdistelm88 (ts. kompleksia). Ellei 1&snd ole asianmukais-
ta ylimdidrida keksinnodn yhteydessd kaytettavid ligandeja,
radionuklidi-kelaatinmuodostajakompleksit eiv&t ehkd ole
terapeuttisesti kadyttokelpoisia tai tehokkaita.

Siksi tarvitaan koostumuksia, jotka tayttévat seu-
raavat kriteerit, joiden avulla on mahdollista viedd tera-
peuttisia s&teilyannoksia 1luukasvaimiin pehmytkudokseen
menevien annosten ollessa hyvin pienid.

Radionuklidi tulee viedd ensisijaisesti luuhun peh-
mytkudoksen sijasta. Erityisesti joko maksaan tai vereen
joutuminen on epatoivottavaa.

Radionuklidin tulisi poistua nopeasti muusta kuin
luukudoksesta tdllaisten kudosten tarpeettomien vaurioiden
vdlttdmiseksi; sen tulisi poistua nopeasti esimerkiksi

veresta.
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Joidenkin t&mé&n keksinndn mukaisten koostumusten
ehdotettu kayttd on eldinten luukasvainten hoito. Téssa
kdytettynd termin "luukasvaimet" piiriin kuuluvat primaa-
riset kasvaimet, joissa luusto on ensimm&inen sairaus-
tumiskohta, ja etdpesdkeluusydpd, jossa kasvain leviidi
muista primaarisista kohdista, kuten eturauhasesta ja rin-
nasta, luustoon. T&m& keksintd tarjoaa kayttdén keinon
kivun lievitt&miseksi ja/tai 1luukasvainten koon pienen-
tamiseksi ja/tai kasvun estdmiseksi ja/tai levidmisen es-
tamiseksi tai takautumisen aikaansaamiseksi ja/tai tu-
hoamiseksi antamalla terapeuttinen s&teilyannos.

Koostumus voidaan antaa yhtend annoksena tai useina
annoksia pidemm&n ajan kuluessa. Radionuklidia tulee viedi
kasvaimeen riittdvd md&rd edelld mainittujen etujen ai-
kaansaamiseksi.

Joidenkin keksinnén mukaisten kelaatinmuodostajien
muihin k&yttotarkoituksiin saattavat kuulua ep&toivotta-
vien metallien (esimerkiksi raudan) poistaminen elimistos-
td, NMR-kuvaus, Kiinnittdminen polymeerikantajiin erilai-
sia tarkoituksia varten, esimerkiksi diagnostisiksi v&li-
neiksi ja lantanidi- tai pseudolantanidi-ionin poistéminen
selektiiviselld uutolla. Lis&ksi metalli-ligandikomplek-
seilla, joita kdytetddn viemddn radionuklideja luustokoh-
tiin, voi olla k&ytt6da luuytimen tyhjennyksessd (ts. luu-
ydinsiirtojen yhteydessi).

Radionuklideja voidaan valmistaa muutamalla taval-
la. Ydinreaktorissa nuklidia pommitetaan neutroneilla,

jolloin muodostuu radionuklidi, esimerkiksi
*2Sm + neutroni - *°sm + gamma

Erds menetelmd8 radionuklidien valmistamiseksi on
nuklidien pommittaminen lineaarikiihdyttimelld tai syk-
lotronilla tuotetuilla hiukkasilla. Erids tapa on radionuk-

lidin eristdminen fissiotuoteseoksesta. Menetelm& t&m&n
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keksinndn yhteydessd kdytettdvien nuklidien valmistamisek-

si el ole ratkaiseva keksinndn kannalta.
Tdsséd esitettdvid kelaatinmuodostajia voidaan val-
Katso esimerkiksi

Dwyer & Mellor,

mistaa alalla hyvin tunnetuin tavoin.
Chelating Agents and Metal Chelates,
Academic Press 1964, luku 7. Katso myds esitystd menetel-

mistd aminohappojen valmistamiseksi teoksessa Synthetic
Production and Utilization of Amino Acids, toim. Kameko et
al., John Wiley & Sons 1974.

Kun ryhmdksi Z (kaavassa) valitaan elektrofiilinen
ryhmittymd, se voidaan valmistaa alalla tunnetuin menetel-
min. Tdllaisia menetelmid kuvataan julkaisussa Acc. Chem.
res. 17 (1984) 202 - 209.

Esimerkkejd joistakin menetelmistd, joita voidaan
kayttdd kaavojen I, II tai III mukaisten kelaatinmuodos-
tajien valmistamiseen, ovat seuraavat:

A) saatetaan yhdiste, jolla on kaava,

0) .4
Rs

jossa Z on elektrofiilinen tai nukleofiilinen ryhmittyma,
joka voidaan l1iitt8d8 kovalenttisesti vasta-aineeseen tai
vasta-ainefragmenttiin tai synteettiseen kytkij&dn, joka
ei hdiritse radionuklidikompleksin muodostusta ja joka
voidaan 1iittd4 vasta-aineeseen tai vaSta-ainefrag—
menttiin;

X on vetyatomi;
R, on vetyatomi tai ryhm& (CR;R,),CR,R,T, jossa kukin

ryhmist4 R,, R,, R;, ja R, on riippumattomasti vetyatomi,
hydroksyyliryhm8, ryhm38 CO,H tai C,,-alkyyliryhmd, n on O
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tai 1 tai T on suoraketjuinen tai haaroittunut amiini tai
polyalkyleeniamiini, jossa v&hint3dn yksi amiinivedyistéd
on korvattu ryhm&lla CR;R,CO,H;

tai sen farmaseuttisesti hyvaksyttédvd suola reagoi-
maan yhdisteen B ja aldehydin tai vastaavan aldehydiesi-
asteen kanssa, jolloin B on suoraketjuinen tai haaroit-
tunut amiini tai polyalkyleeniamiini, jossa on v&hintdan
vksi amiinivety, emdksen ja sopivan liuottimen 1l&snd ol-
lessa korkeintaan lampdtilassa 20 °C, minkd j&lkeen seosta
kuumennetaan ja erotetaan haluttu tuote, jolla on kaava I,
IT tai III;

B) saatetaan vaiheessa A valmistettu tuote reagoi-
maan halogeeni(CR;R,) CR,R,~hapon kanssa pH-arvon ollessa
vdhintdan 9 emdksen ldsndollessa korkeintaan lampétilassa
20 °C, jolloin saadaan kaavan I, II tai III mukaisia yh-
disteitd, joissa vadhintd&dn yksi ryhmistd R;, R,, R, ja R, on
CO,H;

C) hydrolysoidaan vaiheessa B saatu tuote, jossa Z
on NHC(O)CH,, NaOH:n vesiliuoksella, jolloin saadaan kaavan
I, II tai III mukaisia tuotteita, joissa Z on NH,;

D) saatetaan vaiheessa A saatu tuote reagoimaan
glykolinitriilin kanssa emdksen ldsnd ollessa pH:n ollessa
vdhintd8n 9 korkeintaan l&mp6ttilassa 20 °C ja hydrolysoi-
daan sitten syaaniryhmd HCl:n vesiliuoksella, jolloin saa-
daan kaavan I, II tai III mukaisia tuotteita, joissa va-
hint&adan yksi ryhmistd R,, R,, R, ja R, on CO,H;

E) hydrolysoidaan vaiheessa A saatu tuote, jossa Z
on NHC(O)CH,, DCl:n D,0-liuocksella kuumentaen, jolloin saa-
daan kaavan I, II tai III mukaisia tuotteita, joissa Z on
NH,; ja

F) saatetaan miss& tahansa vaiheessa A - E valmis-
tettu tuote, jossa Z on NH,, reagoimaan tiofosgeenin kans-
sa, jolloin saadaan kaavan I, II tai III mukaisia tuot-

teita, joissa Z on isotiosyanaattiryhma.
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Edelld esitettyjen eri vaiheiden yhteydessd kaytet-
tdvat reaktio-olosuhteet ja reagenssit ovat seuraavat. Kun
lampdtila on "korkeintaan 20 °C", t&ma saadaan yleensi
aikaan k&yttdmdlla jaa-vesihaudetta. "Kuumennus" tehd&an
joko keittdm&lld palautusjddhdyttdjdn alla tai huoneen
lampétilan yldpuolella. Edullinen "emds" on natriumhydrok-
sidi, mutta mik& tahansa emds, joka pystyy pitdmé&n ylla
halutun pH-arvon vaikuttamatta haitallisesti reaktiotuot-
teeseen, on hyvdksyttava. "Sopiva liuotin" on inertti ja
pystyy 1liuottamaan reagoivat aineet; esimerkkejd t&llai-
sista liuottimista ovat vesi ja alkoholit, kuten metanoli.
Haluttu tuote voidaan erottaa milléd tahansa tavanomaisilla
menetelmilld, esimerkiksi saostamalla liuottimesta, kuten
asetonista.

Kaavojen I, II ja III mukaiset kompleksit wvalmis-
tetaan tavanomaisin menetelmin, esimerkiksi saattamalla
kelaatinmuodostaja reagoimaan metallin kanssa sellaisissa
olosuhteissa, ettd kelaatinmuodostaja kompleksoi metallin,
Kelaatinmuodostajaa on usein ylimd&rin metalliin né&hden.

Kaavojen I, II ja III mukaisia konjugaatteja wval-
mistetaan tavanomaisin menetelmin, esimerkiksi liittam&lls
kompleksi kovalenttisesti vasta-aineeseen tai vasta-aine-
fragmenttiin.

Keksintdd valaistaan tarkemmin seuraavin esimer-
kein, jotka on tarkoitettu ainoastaan esimerkinomaisesti
kuvaamaan keksinnén kédyttod. Yleisen kaavan I mukaisten
yvyhdisteiden rakenteita esitetddn taulukossa I.

Lihtdaineiden valmistus

Esimerkki A

Epdsymmetrisen etyleenidiamiinidietikkahapon wval-

mistus

Deionisoitu vesi (60,6 g), 98-%:inen N-asetyyli-
etyleenidiamiini (20,4 g, 0,2 mol) ja bromietikkahappo
(55,7 g, 0,40 mol) lis&ttiin reaktioastiaan ja j&&hdytet-

tiin j&&-vesihauteessa. Seoksen pH s&dadettiin sekoittaen
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suunnilleen arvoon 8,1 25-%:isella natriumhydroksidiliuok-
sella. Seoksen lampétila pidettiin alle 20 °C:na em&ksen
lisd8misen aikana. Jdd-vesihaude poistettiin .ja pH pidet-
tiin alueella 7 - 8 lis&amdlls 25-%:ista natriumhydroksi-
diliuosta. L&mpdtila pidettiin alempana kuin 37 °C j&&h-
dyttdamalla ajoittain jaa-vesihauteella. Reaktioseosta se-
koitettiin ja pidettiin edelld mainitussa tilassa noin 31
tuntia ja siirrettiin se sitten pydredpohjaiseen reak-
tiopulloon, joka oli varustettu vesijddhdytteiselld palau-
tusjasdhdyttdj&dll&, magneettisekoitussauvalla, lémpomitta-
rilla, tiputussuppilolla ja kuumennusvaipalla. Lisdttiin
natriumhydroksidiliuosta (40,1 g 50-%:ista liuosta) ja
refluksoitiin seosta noin 15 tuntia, minkd j&lkeen se
jaadhdytettiin ja suodatettiin kayttadm&dllsa lasisuodatinta
(medium) ja alipainetta. Suodos siirrettiin kvan-
titatiivisesti (kdyttamdlld deionisoitua vettd) dekantte-
rilasiin ja j&adhdytettiin l&mpotilaan alle 25 °C j&&hau-
teessa. Lis&ttiin sekoittaen deionisoitua wvettd (100 ml)
ja sdadettiin pH suunnilleen arvoon 4 v&kevidllad vety-
kloridihapolla pitden l&mpdtila alle 25 °C:na. Seos imu-
suodatettiin lasisuodattimella (medium). Lisdttiin noin
1 200 ml etanolia suureen dekantterilasiin ja sekoitettiin
magneettisekoittimella. Edelld saatu suodos lis&dttiin eta-
noliin perinpohjaisesti sekoittaen. Muodostuu ©6ljymdinen
materiaali, joka muuttuu asteittain valkeaksi Kkiinte#dksi
aineeksi. Jatkettiin sekoitusta kaksi tuntia, mink& j&l-
keen kiinted aine otettiin talteen kayttdmidllid lasisuoda-
tinta (medium) ja alipainetta. Kiintedn aineen annettiin
kuivua ilmassa noin 1,5 tuntia ja kuivattiin sitd sitten
vakuumissa lampéotilassa 55 - 60 °C muutama tunti. Saatiin
noin 42,9 g valkeaa kiinte&d ainetta, joka sisdlsi ep&-
orgaanista suolaa, ja se identifioitiin ep&dsymmetriseksi

etyleenidiamiinidietikkahapoksi protoni- ja hiili-NMR:114&.
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Esimerkki B
2-okso-1l-piperatsiinietikkahapon,etyleenidiamiini-

dietikkahapon laktaamin, valmistus

Deionisoitu wvesi (150 g), symmetrinen etyleenidi-
amiinidietikkahappo (25,0 g, 0,14 mol) ja vdkevd vety-
kloridihappo (28 g) 1laitettiin pydredpohjaiseen reak-
tiopulloon, joka o0li varustettu lédmptmittarilla, la8mpodti-
lansgdtimelld, vesijaahdytteiselld palautusjddhdyttimella
ja kuumennusvaipalla. Seos sekoitettiin magneettisekoit-
timella ja refluksoitiin 4 tuntia ja ja&hdytettiin. Seos
imusuodatettiin lasisuodatinupokkaalla (medium). Suodoksen

pH s&&dettin suunnilleen arvoon 1,5 50-%:isella natrium-
hydroksidiliuoksella ja imusuodatettiin lasisuodattimella
{medium). Suodoksen pH sdddettiin arvoon noin 5 50-
%:isella natriumhydroksidiliuoksella ja poistettiin haih-
tuvat aineet alipaineessa 1lamp&tilassa 60 - 70 °C:ssa.
Kiinted aine kuivattiin wvakuumiuunissa lampotilassa 55 -
60 °C muutama tunti. Symmetrisen etyleenidiamiinidietik-
kahapon laktaamin muodostaminen varmistettiin protoni- ja
hiili-NMR:114&.

Esimerkki C

2-okso-1,4-piperatsiinietikkahapon,etyleenidiamii-

nitrietikkahapon laktaamin, valmistus
Noin 40,8 g esimerkin B mukaisesti valmistettua 2-

okso-l-piperatsiinietikkahappoa ja 70 g deionisoitua vetta
laitettiin dekantterilasiin ja sekoitettiin muutama tunti
magneettisekoittimella. Seos imusuodatettiin lasisuodat-
timella (medium). Suodos ja 20,0 g bromietikkahappoa 1i-
sdttiin dekantterilasiin ja sekoitettiin, Kkunnes bromi-
etikkahappo 1liukene kokonaan. pH sé&&dettiin suunnilleen
arvoon 7 25-%:isella natriumhydroksidiliuoksella. Lamp&-
tila pidettiin alle 25 °C:na emidksen lisdyksen aikana
jddhdyttémdlla ja&d-vesihauteessa. Jdd-vesihaude poistet-
tiin ja seosta sekoitettiin noin 4 - 5 tuntia suunnilleen

lampbtilassa 35 °C pitden pH suunnilleen arvossa 7 lis&a-



e
¢ o
13
3

3
-
®¢ ® ©Cev 6c80 ¢ gu

» e
v &
© ®e¢ o
. ® .
e

[
<
°

10

15

20

25

30

35

24

malld ajoittain 25-%:ista natriumhydroksidiliuosta. Reak-
tioseoksen annettiin seistd muutama tunti ja vdkevoitiin
se sitten alipaineessa suunnilleen painocon 90 - 100 g ja
imusuodatettiin lasisuodattimella (medium). Haihtuvat ai-
neet poistettiin alipaineessa suodoksesta lampdtilassa
55 - 60 °C ja materiaalia kuivattiin vakuumiuunissa 18mp&-
tilassa 55 - 60 °C muutama tunti. Etyleenidamiinitrietik-
kahapon rakenne varmistettiin protoni- ja hiili-NMR:114&.
Esimerkki D
Trinatriumetyleenidiamiinitrietikkahapon valmistus

Noin 44,5 g esimerkin C mukaisesti valmistettua 2-
okso-1,4-piperatsiinidietikkahappoa ja 280 g deionisoitua
vettd lisdttiin dekantterilasiin ja sekoitettiin, kunnes
laktaami liukeni kokonaan. Lisdttiin NaOH-liuosta (110 g,
50-%:ista) sekoittaen. Lampbtila pidettiin alle 25 °C:na
jadhdyttamdlla jasdhauteessa. Sitten tehtiin hydrolyysi
upottamalla liuosta sisdltdvat putket vesihauteeseen, jon-
ka lé&mpotila oli s&&detty arvoon 87 °C. 15 min:n kuluttua
liuokset poistettiin ja jdahdytettiin j&&-vesihauteessa.
Protoni- ja hiili-NMR-analyysi vahvisti trinatriumetylee-
nidiamiinitrietikkahapon l&sndolon eméksisessd hydrolyysi-
vadliaineessa.

Esimerkki E

4-dietyleenitriamiinietikkahapon valmistus

Vesijasdhdytteiselld palautusj&ddhdyttimelld, mag-

neettisekoittimella ja lampomittarilla varustettuun pul-
loon lis&ttiin 75,0 g ftaalihappoanhydridid, 350,5 g etik-
kahappoa ja 26,0 g dietyleenitriamiinia. Seosta sekoitet-
tiin suunnilleen l&mp6dtilassa 116 °C 1,5 tuntia ja j&ah-
dytettiin se sitten. Haihtuvat aineet poistettiin alipai-
neessa l&mpotilassa 65 - 70 °C, kunnes paino oli 218 g.
Seos kaadettiin etanoliin (600 g) sekoittaen. Kahden tun-
nin kuluttua kiinted aine erotettiin imusuodattamalla la-
sisuodattimella (medium). Kiintoaine pestiin kahdesti eta-

nolilla (500 ml) ja kuivattiin sitten vakuumiuunissa l&m-
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pbtilassa 60 - 65 °C. Saatiin noin 66 g diftaloyyliyhdis-
temateriaalia. B )
Diftaloyyliyhdisteen etyyliesteri valmistettiin
lisd8mdlla 65,6 g edelld valmistettua diftaloyyliyhdis-
tettd, 17,7 natriumkarbonaatilla ja 800 ml etanolia pul-
loon, joka o0li varustettu vesijddhdytteiselld palautus-
j&adhdyttimelld, tiputussuppilolla, mekaanisella sekoit-
timella ja l&mpdmittari-termostaattiyhdistelm&lld. Lis&dt-
tiin 51,0 g etyylibromiasetaattia 15 min:n aikana seokseen
sekoittaen ja refluksoitiin sitten 16 tuntia. Etanolia
(200 ml) poistettiin tislaamalla kd&yttden Dean-Stark-louk-
kua ja jdljelle jadnyt reaktioseos jadhdytettiin lampoti-
laan alle 5 °C lisd&mdlla jaamurskaa. Seosta jaahdytettiin
vield 5 tuntia j&&hauteessa ja suodatettiin se sitten la-
sisuodattimella (medium). Kiinted aine pestiin kahdesti
etanolilla ja kuivattiin vakuumiuunissa lampobtilassa 65 -
70 °C. Saatiin noin 81 g 1,7-diftaloyyli-4-dietyleenitri-
amiiniasetaattia. Seokseen, joka sisdlsi 30,32 g vettad ja
76,4 g vdkevada vetykloridihappoa, liuotettiin 20,1 g
(0,045 mol) etyyli-1,7-diftaloyyli-4-dietyleenitriamiini-
asetaattia kuumentaen lampdtilaan 93 °C ja seosta pidet-
tiin t&ssd lampdtilassa 6,5 tuntia. Tuloksena oleva valkea
sakka suodatettiin ja pestiin vedelld. Yhdistetyt suodok-
set vdkevditiin alipaineessa l&mpotilassa 60 °C, jolloin
saatiin valkea kiinted aine. NMR-analyysi osoitti, et-
teivdt ftaloyyliryhmdt olleet hydrolysoituneet tdydelli-
sesti. N8m& kaksi kiinte&& ainetta yhdistettiin sitten ja
lisdttiin v&akevaddn vetykloridihappoon k&ayttdmdllia pieni
madarad vettd. Lietettd refluksoitiin sitten 6 tuntia, jaah-
dytettiin se huoneen lampdtilaan ja suodatettiin, jolloin
saatiin 12,3 g ftaalihappoa. Sitten suodos haihdutettiin
alipaineessa, jolloin saatiin 13,9 g keltaista kiinted&a
tuotetta. Tuote 1liuotettiin veteen 1lisd&m&lla 6 g 50-
%:ista natriumhydroksidia ja ké&siteltiin aktiivihiilells

lampétilassa 100 °C, minkd jalkeen se suodatettiin ja
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haihdutettiin alipaineessa, jolloin saatiin 15,2 g 4-di-
etyleenitriaminietikkahappoa.
Lopputuotteen valmistus
Esimerkki 1
2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)Jamino}etyyli)amino]-2-

(5-asetamido-2-hydroksifenyyli)etaanihapon valmis-

tus

Deionisoitu vesi (10,3 g), 98-%:inen 4-asetamido-
fenoli (15,1 g, 0,1 mol), 50-%:Inen glyoksyylihappo
(14,8 g, 0,1 mol) ja metanoli (50,5 g) lisattiin dekantte-
rilasiin ja sekoitettiin magneettisekoittimella. Lis&ttiin
esimerkin A mukaisesti valmistettu epdsymemtrinen ety-
leenidiamiinidietikkahappo (19,5 g) ja seos j&d&hdytettiin
jé&-vesihauteessa. Seoksen pH sdddettiin sekoittaen suun-
nilleen arvoon 8,0 50-%:isella natriumhydroksidiliuoksel-
la. Seoksen la&mpéttila pidettiin alle 20 °C:na emdksen li-
sdyksen aikana. Jdd-vesihaude poistettiin, seoksen pH sda-
dettiin arvoon 8,7 ja sit8 sekoitettiin noin 2 tuntia l&m-
potilassa 25 - 32 °C. Seos siirrettiin vesijdadhdytteiselld
palautusjdadhdytt&j&dllad, magneettisekoitussauvalla, 1lampo-
mittarilla ja kuumennusvaipalla varustettuun py®redpohjai-
seen reaktiopulloon. Seosta pidettiin sekoittaen lampdti-
lassa 70 °C 8 tuntia, j&&hdytettiin sitten ja imusuodatet-
tiin lasisuodattimen l&pi (medium). Kiinte&n aineen annet-
tiin kuivua ilmassa 7 tuntia ja sitd8 kuivattiin sitten
vakuumiuunissa l&mpdtilassa 55 - 60 °C muutama tunti. Saa-
tiin noin 29,6 g kiintedd ainetta. Sitten materiaali se-
koitettiin asetonin (300 g) kanssa ja suodatettiin vesi-
suihkupumpulla ainkaansaadun alipaineen avulla lasisuodat-
timen (medium) l&pi. Kiinted aine pestiin uudelleen aseto-
nilla (300 g), kuivattiin ilmassa ja laitettiin sitten 1
tunniksi wvakuumiuuniin l&mp&tilaan 55 - 60 °C. Saatiin
noin 26,7 g 2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli )ami-
nol]-4-(5-asetamido-2-hydroksifenyyli )etaanihapon natrium-

suolaa. Td&méd kiinted aine ja 180 g deionisoitua vettd lai-
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tettiin dekantterilasiin ja sekoitettiin magneettisekoit-
timella. pH sdddettiin arvoon 2,2 vdkevalld vety-
kloridihapolla, jolloin tuotteen happomuoto alkoi saostua
liuoksesta. Tuote otettiin talteen suodattamalla ja pes-
tiin deionisoidulla vedelld (noin 150 g). Tuote, 2-[(2-
{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)amino]-2-(5-asetamido-
2-hydroksifenyyli)etaanihappo, kuivattiin muutama tunti
vakuumiuunissa lampdtilassa 55 - 60 °C. Saatiin noin
142,2 g tuotetta. Tuotteen rakenne varmistettiin protoni-
NMR:11lda. (Katso taulukko I.)

Esimerkki 2

2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karbok-

simetyyli)amino]-2-[5-asetamido-2-(karboksimetylok-

si)fenyyli]etaanihapon valmistus
Deionisoitu vesi (4,5 g), bromietikkahappo (2,0 g)
ja esimerkin 1 mukaisesti valmistettu 2-[(2-{[bis(karbok-

simetyyli)]amino]-2-(5-asetamido-2-hydrok-

sifenyyli)etaanihappo (2,5 g) laitettiin pieneen reak-
tioastiaan ja j&8hdytettiin j&dvesihauteessa. Seoksen pH
sdddettiin sekoittaen 25-%:isella natriumhydroksiliuoksel-
la suunnilleen arvoon 9,3. Seoksen lampsdtila pidettiin
20 °C:n alapuolella eméksen lisdyksen aikana. Jdd-vesihau-
de poistettiin ja seosta sekoitettiin 48 tuntia l&mpdti-
lassa 35 - 40 °C pitden pH alueella 10,5 - 11,5 lis&damilli
ajoittain 25-%:ista natriumhydroksidiliuosta. Osa reak-
tioseoksesta (10,2 g) lis&dttiin dekantterilasiin ja sekoi-
tettiin magneettisekoittimella. Liuokseen lis&ttiin 125 g
asetonia 15 min:n aikana, jolloin erottui 6ljy. Asetoniosa
poistettiin dekantoimalla ja lisdttiin saostumaan viela
50 g asetonia, sekoitettiin ja poistettiin asetonikerros.
Oljy kuivattiin ilmassa ja sitten vakuumiuunissa l&mp&ti-
lassa 60 - 65 °C kaksi tuntia, jolloin saatiin mureneva
Keltainen kiinted& aine. Tuote puhdistettiin anioninvaih-~
tokromatografisesti pylvadssd (15 x 500 mm) k&aytt&mdlla

massana Q-Sepharosea™ (Pharmacia Inc.) ja eluenttina muu-
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rahaishappogradienttia 0 - 30 % Kkahden tunnin kuluessa
nopeudella 3 ml/min ja otettiin talteen fraktiot. Frak-
tioita seurattiin UV-absorptiolla ja asianmukaiset frak-
tiot yhdistettiin ja kylm&kuivattiin, jolloin saatiin ha-
luttu tuote. (Katso taulukko I.)
Esimerkki 3
2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karbok-
simetyyli)amino]-2-[5-amino-2-(karboksimetylok-

si)fenyyli]etaanihapon pentanatriumsuolan valmistus

Noin 40 mg esimerkin 2 mukaisesti valmistettua 2-
[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksimetyyli)-
amino]-2~[5-~asetamido-2-(karboksimetylok-
si)fenyyli]etaanihappoa liuotettiin D,0:hon ja sdddettiin
pH arvoon 13 NaOD:n D,,-liuoksella. N-asetyyliryhm&n hydro-
lysoituminen vastaavaksi funktionaaliseksi aniliiniryhmak-
si tapahtui huoneen l&mp&tilassa, ja sitd seurattiin pro-
toni-NMR:114, joka vahvisti rakenteen. (Katso taulukko I.)

Esimerkki 4

2-[2(2-{[bis(karboksimetyyli)Jamino}etyyli)(syano-

metyyli)amino]-2-(5-asetamido-2-hydrok-

sifenyyli)etaanihapon valmistus

3,1 g deionisoitua vettd ja 2,5 g esimerkin 1 mu-
kaisesti valmistettua 2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}-
etyyli)amino]l]-2-(5-asetamido-2-hydrok-

sifenyyli)etaanihappoa lis&ttiin pieneen astiaan ja j&&h-
dytettiin j&&-vesihauteessa. pH s&ddettiin arvoon 9,8 -
9,9 25-%:isella natriumhydroksidiliuoksella. Seoksen l&m-
pbtila pidettiin alempana kuin 20 °C em3ksen lisdyksen
aikana. J&8&-vesihaude poistettiin ja lis&ttiin sekoittaen
1,0 g 40 % glykolinitriili& sis&ltévda vesiliuosta ja s&ad-
dettiin pH arvoon 9,9 - 10,0 25-%:isella natriumhydrok-
sidiliuoksella. Seos siirrettiin pieneen reaktiopulloon,
joka oli varustettu lé@mpotilansddtimen sisdltdvidlls lampd-
mittarilla, vesij&ddhdytteiselld palautusja&hdyttdjdlla ja

kuumennusvaipalla. Reaktioseosta sekoitettiin magneet-
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tisekoittimella l&mpédtilassa 49 - 50 °C 8 tuntia, jdsdhdy-
tettiin ja annettiin seistd& huoneen l&mpdtilassa 72 tun-
tia. Osa reaktioseoksesta (8,5 g) laitettiin dekantterila-
siin ja sekoitettiin magneettisekoittimella. Lisdttiin
liuokseen 146 g asetonia 10 min:n aikana, jolloin saostui
kiinted aine. Asetoniosa poistettiin dekantoimalla, lis&t-
tiin sakkaan vield 50 g asetonia, sekoitettiin ja poistet-
tiin asetonikerros. Materiaalia kuivattiin noin 4 tuntia
vakuumiuunissa l&mpotilassa 60 - 65 °C. Saatiin noin 2,9 g
tuotetta. Protoni-NMR tuki halutun aminoasetonitriilijoh-
dannaisen l&sndoloa. (Katso taulukko I.)

Esimerkki 5

2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)J]amino}etyyli)(karbok-

simetyyli)aminol]-2-(5-amino-2-hydrok-

sifenyyli)etaanihapon valmistus

Noin 1,0 g esimerkin 4 mukaisesti wvalmistettua 2-
[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(syanometyyli)ami-
nol]-2-(5-asetamido-2-hydroksifenyyli )etaanihappoahydroly-
soitiin happamissa olosuhteissa, jolloin funktionaalinen
aminoasetonitriiliryhma muuttui vastaavaksi asetaat-
tiryhmdksi ja N-asetyyliryhmé aniliiniryhmdksi. Aminoase-
tonitriiliyhdiste, 2,2 g D,O:ta ja 7,8 g 20-%:ista DCl-
liuvosta lis&ttiin lasiputkeen. Putki laitettiin lampdti-
lassa 88 - 89 °C olevaan termostaattiohjattuun vesihautee-
seen kaikkiaan 33 min:n ajaksi, poistettiin ja ja&hdytet-
tiin. Hydrolyysia seurattiin protoni-NMR:11l&. Liuos kylmé&-
kuivattiin, jolloin saatiin 1,3 g kiintoainetta. Tuote
puhdistettiin anioninvaihdolla (Q-Sepharose™) pylvaidssi
(15 x 500 mm) eluoiden etikkahappogradientilla O - 1 mol/1
tunnin aikana nopeudella 3 ml/min ja ottaen talteen 6 ml:n
fraktioita. Fraktioita seurattiin UV-absorptiolla, ja
asianmukaiset fraktiot yhdistettiin ja kylmdkuivattiin,

jolloin saatiin haluttua tuotetta. (Katso taulukko I.)
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Esimerkki 6

2-[bis(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)ami-
no]-2-[5-asetamido-2-(karboksimetyloksi)fenyyli] -
etaanihapon ja 2-[{2-[(2-{[bis(karboksimetyyli]ami-
nojetyyli)(karboksimetyyli)amino]etyyli} (karbok-
simetyyli)amino]-2-[5-asetamido-2-(karboksimetylok-

si)fenyyli]jetaanihapon valmistus

24,8 g deionisoitua vettd, 15,1 g (0,1 mol) 98-
$:ista 4-asetamidofenolia ja 14,8 g glyoksyylihapon 50-
%:ista vesiliuosta (0,1 mol) laitettiin dekantterilasiin
ja jadhdytettiin j&&-vesihauteessa. Seoksen pH s&&dettiin
arvoon 3,3 25-%:isella natriumhydroksidiliuoksella pitéden
ldampotila alle 20 °C:na. Siten lisattiin 9,8 g DETA:ta.
Myds t&1l16in lampédtila pidettiin alempana kuin 20 °C j&ash-
dyttdmdlla jd&-vesihauteessa. pH o0l1li DETA:n lisd&misen

jélkeen noin 10,2. Seos siirrettiin l&mpdmittarilla, l&m-

potilansdatimelld, vesijddhdytteisella pélautusjééhdytté—
jalla ja kuumennusvaipalla varustettuun reaktiopulloon.
Reaktioseosta sekoitettiin magneettisekoittimella 1&mpdti-
lassa 75 °C noin 7 tuntia ja ja&hdytettiin sitten. Lis&at-
tiin 1 400 g asetonia suureen dekantterilasiin ja sekoi-
tettiin magneettisekoittimella. Lis&ttiin noin 40 g edelld
valmistettua reaktioljiuosta 10 min:n aikana, jolloin saos-
tui kiintedd ainetta. Asetoniosa poistettiin dekantoimalla
ja lis&attiin vield 1 460 g asetonia ja kiintedd ainetta
trituroitiin ja sekoitettiin perusteellisesti asetonissa.
Kiinted aine otettiin talteen imusuodattamalla lasisuodat-
timen (medium) ldpi. Kiinted aine pestiin runsaalla m&a-
rdlld asetonia ja kuivattiin sitd sitten muutama tunti
vakuumiuunissa l&mpotilassa 60 - 65 °C. Saatiin noin 7,8 g
kiinted88 ainetta; protoni-NMR osoitti DETA-yhdisteen ha-
luttujen isomeerien seoksen.

5,3 g deionisoitua vettda ja 4 g edelld eristettyd
kiintedd ainetta laitettiin dekantterilasiin ja sekoitet-

tiin magneettisekoittimella noin 3 tuntia, mink&d jdlkeen
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kiinted aine oli kokonaan liuennut. Lisdttiin sekoittaen
10,1 g bromietikkahappoa ja seos jd@dhdytettiin jaad-vesi-
hauteessa. Seoksen pH s&ddettiin suunnilleen arvoon 11
25-%:isella natriumhydroksidiliuoksella. Lampbtila pidet-
tiin alempana kuin 20 °C emdksen lisdyksen aikana. J&a-
vesihaude poistettiin ja seosta sekoitettiin 50 tuntia
ldmpdtilassa 35 - 40 °C pitden pH suunnilleen alueella
10,5 - 11,5 1is8&mdl118 ajoittain 25-%:ista natriumhydrok-
sidiljuosta. Laitettiin 240 g asetonia dekantterilasiin ja
sekoitettiin magneettisekoittimella. Lis&ttiin noin 5 g
reaktioliuosta asetoniin, jolloin saostui kiinte&d& ainet-
ta. Asetoniosa dekantoitiin, lis&ttiin vield 245 g aseto-
nia, sekoitettiin ja poistettiin asetonikerros. Kiintea
aine otettiin talteen imusuodattamalla lasisuodattimen
(medium) l1l8pi. Kiinted aine pestiin asetonilla ja kuivat-
tiin sitten vakuumiuunissa lampdtilassa 55 - 60 °C muutama
tunti. Saatiin noin 2,6 g kiinte&da ainetta. (Katso tauluk-
ko I.)

Esimerkki 7

2-[bis(2-{[(bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)ami-

nol]-2-[5-amino-2-(karboksimety-

loksi)fenyyli]etaanihapon ja 2-[{2-[(2-{[bis(kar-

boksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksimetyyli)amino] -

etyyli}(karboksimetyyli)amino]-2-[5-amino-2-(kar-

boksimetyloksi)fenyyli]etaanihapon valmistus

Noin 376 mg esimerkin 6 mukaisesti valmistettuja 2-
[bis(2-{[(bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)amino]l-2-[5-
asetamido-2-(karboksimetyloksi)fenyyliletaanihappoa ja 2-
[{2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksime-
tyyli)amino]etyyli}(karboksimetyyli)amino]-2-[5-asetamido-
2-(karboksimetyloksi)fenyyliletaanihappoa liuotettiin
D,0:hon (1,0 g) ja k&siteltiin 5 pisaralla 37-%:ista DCl:a.

Hapanta liuosta pidettiin sitten l&mpétilassa 80 °C 2 tun-
tia, mink& jdlkeen protoni-NMR-spektri osoitti, ettd kay-

tannbllisesti katsoen kaikki asetanilidiryhm&t olivat
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muuttuneet aniliiniryhmiksi ja etikkahapoksi. Sitten liuos
jdddytettiin hiilihappoj&d&d-asetonihauteessa ja kylm&kui-
vattiin y6én yli, jolloin saatiin haluttua tuotetta vaalean
ruskeana kiintednd aineena. (Katso taulukko I.)
Esimerkki 8
2-[{2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)kar-
boksimetyyli)amino]etyyli}(karboksimetyyli)amino]-
2-[5-amino-2-(karboksimetyloksi)fenyyli]etaanihapon

valmistus

Liuotettiin veteen (40 ml) 8,0 g esimerkin E mukai-
sesti valmistettua 4-dietyleenitriamiinietikkahappoa Jja
jashdytettiin seos sitten j&&hauteessa. T&hdn j&&hdytet-
tyyn liuokseen lis&attiin 6,08 g (0,04 mol) 4-asetamidofe-
nolia ja 5,95 g jadhdytettyd liuosta, joka sisdlsi 50 pai-
no-% glyoksyylihappoa vedessd (0,04 mol). Pitden lietteen
ldmpdtila alle 20 °C:nd8 jadhauteen avulla lis&ttiin 2,5 ml
50-painoprosenttista natriumhydroksidiliuosta. Tuloksena
oleva liete, jonka pH o0li 8,75, kuumennettiin hitaasti
l&mpdtilaan 80 °C, sekoitettiin sitd sitten tdssd lampoti-
lassa 4,5 tuntia ja annettiin sitten j&&htyd yon yli. Sit-
ten liuos j&d&hdytettiin alipaineessa noin 25 ml:ksi ja
lisdttiin asetoniin (300 ml). Asetoni erotettiin tulok-
sena olevasta kiintedstd aineesta dekantoimalla. Kiinteda
aine pestiin muutaman kerran asetonilla ja kuivattiin,
jolloin saatiin 26,1 g tummaa tahmeaa kiinte&&d tuotetta.
26,05 g tdtd kiintedd ainetta liuotettiin veteen (50 ml).
Tdh&n liuokseen liuotettiin 26,7 g (0,192 mol) bromietik-
kahappoa. Tuloksena oleva liuos jddhdytettiin j&&hautees-
sa, sdddettiin pH-arvoon 10,5 50-painoprosenttisella nat-
riumhydroksidiliucksella, annettiin ldmmetd huoneen l&mp&-
tilaan ja kuumennettiin sitten l&mp&tilaan 46 °C. Seos
pidettiin lampdtilassa 46 °C ja pH arvossa 10,5 lis&am&lla
noin 23 tuntia 50-painoprosenttista natriumhydrok-
sidiliuosta. Sitten tilavuus pienennettiin 50 ml:ksi ali-

paineessa. V&kevoity liuos 1lisattiin asetoniin (500 ml)
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voimakkaasti sekoittaen ja syntyneen sakan annettiin las-
keutua. Asetoni dekantoitiin ja 1lis&ttiin vield 400 ml
asetonia, sekoitettiin voimakkaasti ja dekantoitiin siten.
Viimeinen pesu tehtiin samalla tavalla k&ytt&m&lld 100 ml
asetonia. Kiinted aine kuivattiin alipaineessa, jolloin
saatiin 52,55 g murenevaa ruskeaa kiinte&8a ainetta. 2,00 g
tdtd ruskeaa kiintedd ainetta liuotettiin veteen (20 ml)
ja kdsiteltiin vdkevdlla vetykloridihapolla 1,48 g. T&téa
livosta pidettiin l&mpdtilassa 80 °C, kunnes protoni-NMR
osoitti N-asetyyliryhmittymé&n t&ydellisen hydrolysoitumi-
sen. Liuos kylm&kuivattiin sitten, jolloin saatiin 2,13 g
ruskeaa kiinte&8d8 ainetta, joka sisdlsi otsikon mukaista
tuotetta. (Katso taulukko I.)
Esimerkki 9
2-[(2-[(2-[(2~{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)-
(karboksimetyyli)amino]etyyli ) (karboksimetyyli )ami-
noletyyli)(karboksimetyyli)amino]-2-[5-asetamido-2-
(karboksimetyloksi)fenyyli]etaanihapon ja 2[(2-[(2-
{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksimetyy
li)aminol]etyyli)(2-{[bis(karboksimetyyli)Jamino}-
etyyli)amino]-2-[5-asetamido-2-(karboksimety-

loksi)fenyyli]etaanihapon valmistus

12,5 g deionisoitua vettd, 7,6 g 98-%:ista 4-aset-
amidofenolia ja 7,4 g 50-%:ista glyoksyylihappoliuosta
laitettiin dekantterilasiin ja jaahdytettiin j&&-vesihau-

teessa. Seoksen pH sdddettiin arvoon 3,6 25-%:isella nat-
riumhydroksidiliuoksella pit8@en lampdtila alempana kuin
20 °C. Lis&ttiin 7,2 g lineaarista trietyleenitetra-amii-
nia pitden ldmpdtila alempana kuin 20 °C. pH oli triety-
leenitetra-amiinin lis&3&misen j&lkeen noin 10,6. Seos
siirrettiin lamp&tilansdédtimen sisdltdvdlld lampdmittaril-
la, vesijddhdytetteiselld palautusjddhdyttimelld ja kuu-
mennusvaipalla varustettuun reaktiopulloon. Reaktioseosta

sekoitettiin magneettisekoittimella l&ampdtilassa 80
83 °C 4,5 tuntia ja jadhdytettiin sitten. Laitettiin de-
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kantterilasiin 175 g asetonia ja sekoitettiin magneet-
tisekoittimella. Lis&ttiin noin 12 g reaktioliuosta, jol-
loin erottui 6l1ljy. Asetoniosa poistettiin dekantoimalla ja
lisdttiin vield 175 g asetonia ja jatkettiin sekoittamis-
ta. Asetoniosa poistettiin ja sakkaa kuivattiin vakuumi-
uunissa l&mpdtilassa 60 - 65 °C muutama tunti. Otettiin
talteen noin 3,1 g kiintedd ainetta. Kiinted aine lietet-
tiin sitten asetoniin (100 g), sekoitettiin perusteel-
lisesti ja suodatettiin alipaineen avulla lasisuodattimen
(medium) l&pi. Kiinted aine pestiin sitten vield asetonil-
la (250 ml) ja kuivattiin uudelleen vakuumiuunissa l&mp&-
tilassa 60 - 65 °C noin 4 tuntia. Saatiin noin 2,0 g mate-
riaalia; protoni-NMR osoitti, ettd l&dsnd oli trietyleeni-
tetra-amiini-isomeerin seosta.

2,0 g deionisoitua vettd ja 1,86 g edelld mainittua
kiinted8 tuotetta laitettiin dekantterilasiin ja sekoitet-
tiin tunti, jolloin suurin osa kiinte&std aineesta liuke-
ni. Lis&dttiin sekoittaen 5,0 g bromietikkahappoa ja seos
jé&&hdytettiin j&&-vesihauteessa. Seoksen pH s#dddettiin
suunnilleen arvoon 10,5 ja pidettiin 47 tuntia l&mpétilas-
sa 35 - 40 °C pitden pH alueella 10,5 - 11,5 liszdamialla
ajoittain 25-%:ista natriumhydroksidiliuosta. Dekantteri-
lasiin lis&ttiin 130 g asetonia ja sekoitettiin magneet-
tisekoittimella. Asetoniin 1lisdttiin noin 10,8 g reak-
tioliuosta, jolloin saostui kiinted aine. Asetoniosa de-
kantoitiin ja lis&ttiin sakkaan vield 150 g asetonia, se-
koitettiin ja poistettiin asetonikerros. Kiinte#dd ainetta
kuivattiin vakuumiuunissa lampotilassa 60 - 65 °C muutama
tunti. Saatiin noin 7,2 g kiinte&d ainetta. (Katso tauluk-
ko I.) ‘

Esimerkki 10

2,6-bis{[bis(karboksimetyyli)amino] (karboksi)me-

tyyli}-4-(asetamido)fenolin valmistus
Dekantterilasiin 1laitettiin 38,6 g 98-%:ista 4-
asetamidofenolia, 35,3 g 98-%:ista iminodietikkahappoa,
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150 ml metanolia, 38,5 g 50-%:ista glyoksyylihapon vesi-
livosta ja 30 g deionisoitua vettd. Seos j&dhdytettiin
jaa-vesihauteessa ja pH sd@ddettiin suunnilleen arvoon 9,4
sekoittaen 50-%:isella natriumhydroksidiliuoksella. Lamp6-
tila pidetiin emdksen lisd@dmisen aikana alempana kuin
30 °C. Seos siirrettiin vesijd&hdytteiselld palautusjaah-
dyttajallsa, lampomittarilla ja kuumennusvaipalla varustet-
tuun reaktiopulloon. Reaktioseos kuumennettiin suunnilleen
lampdtilaan 74 - 76 °C ja seurattiin pH-arvoa ja pidetiin
se alueella 8,7 - 9,5 lisdamalls ajoittain 50-%:ista nat-
riumhydroksidiliuosta. Seosta pidettiin t&dss&d ldmpodtilassa
kaikkiaan 18 tuntia. T&n& aikana lis&dttiin noin 40 g dei-
onisoitua vettda. J&&hdytyksen jédlkeen reaktioseos suoda-
tettiin alipaineen avulla lasisuodattimen (medium) 1l&pi.
Suodokseen lis&dttiin 75 g deionisoitua vettd ja poistet-
tiin metanoli alipaineessa huoneen lampétilassa (noin 20 -

25 °C). Liuoksen annettiin seistd muutama tunti ja saos-
tunut kiinted aine poistettiin liuoksesta imusuodattamalla
lasisuodattimen (medium) 1l&pi. Sekoitettiin perusteel-
lisesti noin 30 g suodosta ja 15 g etyylieetterid ja ero-
tettiin sitten eetterikerros. Menettely toistettiin kayt-
tden ensin 15 g ja sitten 10 g etyylieetteria. Vesikerrok-
sen pH sdddettiin vetyklordihapon vesiliucoksella suunnil-
leen arvoon 0,5 ja haihtuvat aineet poistettiin alipai-
neessa la@mpdtilassa 50 - 55 °C. Saatiin noin 13,5 g kiin-
tedd ainetta. Kiinted&n aineeseen lis&ttiin 75 g metanolia
ja liukenemattomat suolat poistettiin suodattamalla. Meta-
noli poistettiin alipaineessa ja j&ljelle jdanyttd kiin-
tedd ainetta kuivattiin wvakuumiuunissa lampéttilassa 70 -
70 °C muutama tunti. Tuote, joka sisdlsi vield jonkin ver-
ran epdorgaanista suolaa, analysoitiin protoni-NMR:11ld ja
sen havaittiin olevan p&&asiassa bis-substituoitua tuotet-
ta. (Katso taulukko I).
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Esimerkki 11
2,6-bis{[(2-{{2-{[bis(karboksimetyyli)]lamino}etyy-
1i)(karboksimetyyli)]aminometyyli}-4-(asetamido)fe-
nolin valmistus

Esimerkin D mukaisesti valmistettu emdksinen tri-

natriumetyleenidiamiinitrietikkahappoliuos j&adhdytettiin
jdd8hauteessa ja 1lisdttiin sekoittaen vetykloridihappoa,
niin ettd pH muuttui suunnilleen arvoon 13,8. Lamp&tila
pidettiin alempana kuin 35 °C hapon lisdyksen aikana.
Haihtuvia aineita poistettiin alipaineessa huoneen l&mpo-
tilassa, niin ettd painocksi tuli 210 g. Kiinted aine pois-
tettiin imusuodattamalla lasisuodattimen (medium) 1&pi.
Suodos siirrettiin 25 ml:n pydredpohjaiseen pulloon, joka
0li varustettu vesijddhdytteiselld palautusjadhdyttdjalils,
magneettisekoittimella, la&mpdmittarilla, lampodtilansaddti-
melld, kuumennusvaipalla ja tiputussuppilolla. pH sd&ddet-
tiin suunnilleen arvoon 11 vetyklordihapolla. L&mp6ttila
pidettiin alempana kuin 30 °C hapon lisdyksen aikana. Seos
kuumennettiin suunnilleen la&mp&tilaan 40 °C ja lis&ttiin
11,6 g formaldehydin 37-%:ista vesiliuosta 35 min:n aika-
na. Reaktioseosta sekoitettiin ja kuumennettiin viela 30
min ja j&&hdytettiin sitten. Liuoksen pH sdddettiin 25-
%:isella natriumhydroksidiliuoksella suunnilleen arvoon
9,8 ja siirrettiin liuos tiputussuppiloon. Dekantterila-
siin laitettiin 10,3 g 98-3%:ista 4-asetamidofenolia,
25,2 g deionisoitua vettd ja 9,5 g 25-%:ista natrium-
hydroksidiliuosta. Seosta sekoitettiin, kunnes liukenemi-
nen oli t&dydellistd. Liuos siirrettiin edelld@ kuvatulla
tavalla varustettuun pydredpohjaiseen reaktiopulloon ja
aloitettiin Kkuumennus ja sekoitus. Seos kuumennettiin
suunnilleen ldmpdtilaan 65 °C ja lisdttiin sitten edella
valmistettu formaldehydiadditiotuoteliuos pisaroittain
noin tunnin aikana. Reaktioseosta sekoitettiin ja pidet-
tiin lampdtilassa 65 °C vield 12 tuntia ja jadhdytettiin

se sitten. Laitettiin 150 g asetonia dekantterilasiin ja
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sekoitettiin magneettisekoittimella. Asetoniin lisdttiin
noin 10 g epdpuhdasta reaktioseosta, jolloin erottui 6ljy-
mdistd materiaalia. Asetoniosa dekantoitiin ja lis&dttiin
sakkaan vield 150 g asetonia, sekoitettiin ja poistettiin
asetonikerros. Materiaalia kuivattiin muutama tunti vakuu-
miuunissa l&mpdtilassa 55 - 60 °C. Saatiin noin 3,1 g
kiinte&d ainetta. Noin 165 mg kiintedd ainetta liuotettiin
mahdollisimman pieneen md&arddn vettd, laitettiin seos Q-
Sepharosella™ (Pharmacia Inc.) tdytetylle pylvaidlle (1,5 x
50 cm, asetaattimuodossa) ja eluoitiin kahden tunnin ajan
ammoniumasetaattigradientilla 0 - mol/l nopeudella 2
ml/min. Tarkkailtiin absorbanssia aallonpituudella 300 nm.
Tuote oli kolmannessa suuressa piikissd. Tamd eristettiin
ja kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 36,4 mg kiinteda ai-
netta, joka karakterisoitiin, jolloin saatiin 36,4 mg
kiinteda ainetta, joka karakterisoitiin protoni- ja hiili-
NMR:118 ja FAB massaspeKktrometrialla 2,6-bis{[(-{[bis(kar-
boksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksimetyyli)]laminometyy-
li}-4-(asetamido)fenoliksi. (Katso taulukko I.)

Esimerkki 12

2,6-bis{((2{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)-

(karboksimetyyli)]aminometyyli}-4-aminofenolinval-

mistus

Noin 264 mg esimerkin 11 mukaisesti valmistettua
2,6-bis-{[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karbok-
simetyyli)]aminometyyli}-4-~(asetamido)fenolia laitettiin
S mm:n NMR-putkeen ja liuotettiin D,0:n (0,5 ml) ja DCl:n
0,5 ml, 20-%:inen) seokseen. NMR-putki laitettiin kuumaan
vesihauteeseen (85 °C) lyhyiksi ajoiksi ja reaktion etene-
mistd seurattiin NMR:114 (asetamidimetyyliprotonien havia-
minen ja etikkahapon ilmaantuminen). Reaktio oli mennyt
loppuun 35 min:n Kkuluttua. Reaktioseos kylmdkuivattiin,
jolloin saatiin ep&dpuhdasta amiinihydrokloridia tummana
kiinte&nd aineena. Raakatuote liuotettiin mahdollisimman

pieneen m&d&drddn vettd ja laitettiin Q-Sepharose™-kolon-
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nille (1,5 x 50 cm, asetaattimuodossa) ja eluoitiin am-
moniumasetaattigradientilla - 1 mol/l1 kolme tuntia nopeu-
della 2 ml/min. Tarkkailtiin absorbanssia aallonpituudella
300 nm. Tuote o0li kolmannessa suuressa piikissd. T&mi
eristettiin ja kylmd&kuivattiin, jolloin j&ljelle j&di vaa-
lean meripihkan vadrinen kiinted aine (122 mg), joka oli
halutun amiinituotteen ja ammoniumkloridin seos. Tuoteseos
karakterisoitiin protoni- ja hiili-NMR:11& ja alkuainean-
alyysilld. Suolapitoinen tuote (250 mg yhdistetyistsd eris-
td) puhdistettiin edelleen Q-Sepharosella™ (1,5 x 50 cm,
formaattimuodossa) k&yttdm&lla muurahaishappogradienttia
O - 10 ¥ 4 tuntia. Tarkkailtiin absorbanssia aallon-
pituudella 300 nm. Ensimmdinen suuri piikki sis&lsi halu-
tun tuotteen. Té&md eristettiin ja kylmdkuivattiin, jolloin
saatiin 8,3 mg valkeaa kiteistd ainetta. Rakenne varmis-
tettiin protoni- ja hiili-NMR:114& ja FAB-mas-
saspektrometrialla. (Katso taulukko I.)

Esimerkki 13

2,6-bis{[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)-

(karboksimetyyli)]aminometyyli}-4-(isotiosyanaat-

ti)fenolin valmistus

Esimerkin 12 mukaisella menettelylld wvalmistettu
tuote, joka sisdlsi 2,6-bis{[(2-{[bis(karboksimetyyli)]-
amino}etyyli)(karboksimetyyli)]aminometyyli}-4-aminofeno-
lia ja epdorgaanista suolaa (208 mg, 15 % NH,Cl:ssa), liu-
otettiin mahdollisimman pieneen md&r&dn vettd ja johdet-
tiin Sephadex™ G-10 suolanpoistokolonnin (Pharmacia, Inc.,
1 x 35 cm) 1&pi. Suolaton amiini eluoitiin vedelld ja kyl-
makuivattiin (11,5 mg). Amiini liuotettiin veteen (10 ml)
ja laitettiin pyOre&pohjaiseen reaktiopulloon. Lis&ttiin
metyleenikloridiin (1 ml) liuotettuna tiofosgeenia
(0,015 ml, 10 ekv.). Reaktioseosta sekoitettiin huoneen
lampdtilassa 1 tunti. Sitten seos pestiin muutamalla an-
noksella metyleenikloridia ylimd&rdisen tiofosgeenin pois-

tamiseksi ja vesikerros kylmdkuivattiin, jolloin saatiin
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epdpuhdas isotiosyanaattituote, joka karakterisoitiin FAB-
massaspektrometrialla. (Katso taulukko I.)

Esimerkki 14 .

2-({[bis(karboksimetyyli)]amino}metyyli)-4-(aset-

amido)fenolin valmistus

Deionisoitu vesi (35,3 g), 98-%:inen iminodietik-
kahappo (35,3 g, 0,25 mol) ja 29,9 g 50-%:ista natrium-
hydroksidin vesiliuosta punnittiin pydreédpohjaiseen vesi-
jddhdytteiselld palautusjaadhdyttaj&dlld, mekaanisella se-
koittimella, l&mpdtilansdidtimen sisdltavdlld lémpOmitta-
rilla ja tiputussuppilolla varustettuun pulloon. Seos kuu-

mennettiin sekoittaen l&mpbtilaan 55 °C. 37-%:inen formal-
dehydin vesiliuos (21,5 g) laitettiin tiputussuppiloon ja
lisadttiin reaktiopulloon 15 min:n aikana. Reaktioseosta
‘pidettiin noin 45 min la&mpdtilassa 55 °C, jaadhdytettiin ja
siirrettiin tiputussuppiloon. Edell& kuvatulla tavalla
varustettuun pydrepohjaiseen pulloon lis&attiin 38,7 g dei-
onisoitua vettd ja 12,2 g 50-%:ista natriumhydroksidin
vesiliuosta. Seos Kkuumennettiin sekoittaen suunnilleen
lampdtilaan 65 °C ja lisdttiin formaldehydi-iminodietik-
kahappoadditiotuoteliuos 30 min:n aikana. Reaktioseosta
pidettiin lampdtilassa 65 °C vield 12 tuntia ja jaidhdytet-
tiin. Lis&ttiin v&kevdd vetykloridihappoa (55,5 g) ja
reaktioseosta sekoitettiin yksi tunti. Liuoksen annettiin
seistd muutama viikko, erotettiin sitten kiteinen sakka
suodattamalla, pestiin deionisoidulla vedelld ja kuivat-
tiin vakuumiuunissa ldmpoétilassa 65 °C muutama tunti. Saa-
tiin noin 17,4 g kiintedd ainetta. Rakenne varmistettiin
protoni-NMR:114. (Katso taulukko I.)
Esimerkki 15
2-({[bis(karboksimetyyli)]amino}metyyli)-6-
{[({[bis(karboksimetyyli)]Jaminol}etyyli)(karboksime
tyyli)amino]lmetyyli}-4-(asetamido)fenolinvalmistus
Noin 5,7 g esimerkin C mukaisesti valmistettua epéa-

puhdasta 2-okso-1,4-piperatsiinidietikkahappoa ja 38,6 g
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deionisoitua vettd laitettiin dekantterilasiin ja sekoi-
tettiin, kunnes laktaami liukeni. Lis&ttiin emésliuosta
(13,5 g 50-%:ista natriumhydroksidiliuosta) pitden l1l8mp&o-
tila alle 30 °C:na jdahdyttam&lls ja&-vesihauteessa. Sit-
ten liuos siirrettiin lasiputkeen ja upotettiin putki 10
min:ksi vesihauteeseen, jonka 1l&mpotila o0li 90 °C, ja
jadhdytettiin sitten j&&-vesihauteessa. Laktaamin muut-
tuminen etyleenidiamiinitrietikkahapon trinatriumsuolaksi
varmistettiin protoni-NMR:11&4. Emdksisen liuoksen pH s&a-
dettiin sitten suunnilleen arvoon 11,9 lisddmallsd vety-
kloridiahappoa. La&mpodtila pidettiin alempana kuin 25 °C
jddhdyttamdlla jaa-vesihauteessa. Liuosta siirrettiin
reaktioastiaan ja lisdttiin pisaroittain 1,5 g 37-%:ista
formaldehydin vesiliuosta 20 min:n aikana. Lisdttiin my&s
pieni mddra emdksen vesiliuosta t&nd aikana pH:n sd&tami-
seksi. Seosta sekoitettiin vield tunti lisdten ajoittain
natriumhydroksidin vesiliuosta pH:n pitédmiseksi alueella
11,0 - 11,5.

Erilliseen reaktioastiaan lisattiin 1,5 g 2-({[bis-
(karboksimetyyli)]amino}metyyli)-4-(asetamido)fenolia,
joka oli valmistettu esimerkin 12 mukaisesti, ja 2,5 g
deionisoitua vettd. Lisdttiin 25-%:ista natriumhydroksidin
vesiliuosta j&dhdyttden jddhauteessa, niin ettd pH muuttui
suunnilleen arvoon 1l1. Edelld valmistettu formaldehydi-
additiotuoteliuos lis&dttiin sitten 30 min:n aikana fenoli-
yhdisteeseen suunnilleen lédmpdtilassa 30 °C. Reaktioseosta
sekoitettiin lampdtilassa 70 °C vield 10 tuntia ja j&ahdy-
tettiin se sitten. Laitettiin 100 g asetonia dekantterila-
siin ja sekoitettiin magneettisekoittimella. Asetoniin
lisdttiin noin 10 g epdpuhdasta reaktioseosta, jolloin
saostui kumimaista ainetta. Asetoniosa dekantoitiin ja
lis&dttiin vield 50 g asetonia materiaaliin ja trituroitiin
asetonissa. Asetonikerros poistettiin dekantoimalla ja
kiinted&8d ainetta Kkuivattiin wvakuumiuunissa l&mpdtilassa

60 - 65 °C muutama tunti. Haluttu tuote erotettiin raaka-
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seoksesta johtamalla kiinte&dn aineen vesiliuos Q-Sepharo-
se™-pylvddn 1dpi ja erottamalla haluttu fraktio esimerkis-
sd 11 kuvatulla tavalla. (Katso taulukko I.) .

Esimerkki U

N,N'di(2-hydroksi, 5-asetamidobentsyyli)etyleenidi-

amiini-N,N'-dietikkahapon valmistus (vertailu-

esimerkki)

Etyleenidiamiini~N,N'-dietikkahappo (10 g, 0,056
mol), deionisoitu vesi (25 g), 50-%:inen natriumhydrok-
sidiliuos (7,0 g) ja metanoli (5,0 g) laitettiin vesij&ah-
dytteiselld palautusj&dhdyttimellsd, mekaanisella sekoit-

timella, l&8mpdtilansddtimen sisdltavdlld lampdmittarilla
ja tiputussuppilolla varustettuun pyodredpohjaiseen reak-
tiopulloon. Reaktioseos kuumennettiin lampdtilaan 55 °C.
37-%:inen formaldehydin vesiliuos (9,2 g, 0,11 mol) pun-
nittiin tiputussuppiloon ja lisdttiin seokseen 20 min:n
aikana. Reaktioseosta pidettiin l&mp®étilassa 55 °C 1 tun-
ti, jadhdytettiin se sitten ja siirrettiin toiseen tipu-
tussuppiloon. Edelld kuvatulla tavalla varustettuun reak-
tiopulloon lis&ttiin 17,2 g 4-asetamidofenolia (0,11 mol),
36 g deionisoitua vettda, 2,0 g 50-%:ista natriumhydrok-
sidiliuosta ja 36 g metanolia. Seos kuumennettiin lampoti-
laan 65 °C ja lisdttiin formaldehydin ja etyleenidiamiini-
N,N'-dietikkahapon additiotuotteen vesiliuos 1 tunnin ja
15 min:n aikana. Reaktioseosta pidettiin vield 12 tuntia
lampdtilassa 64 - 65 °C ja jashdytettiin se sitten. Osa
reaktiotuotteesta vdkevditiin ja poistettiin metanoli ali-
paineessa. Liuoksen pH s#diddettiin arvon 1,5 - 2,0 vety-
kloridihapolla, jolloin asetyylituote saostui. Materiaali
erotettiin suodattamalla, pestiin deionisoidulla wvedella
ja kuivattiin vakuumiuunissa lamp®ttilassa 55 - 60 °C muu-
tama tunti. Rakenne varmistettiin protoni-NMR:114&.
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Esimerkki V
N,N'-di(2-hydroksi-5-aminobentsyyli)etyylidiamiini-
N,N'-dietikkahappohydrokloridin valmistus (ver-

tailuesimerkki)

Esimerkissd U eristettyyn tuotteeseen (noin 0,9 g)
lisattiin 12,5 g deionisoitua vettd ja 8 g vdkevdsa vety-
kloridihappoa. Liuosta refluksoitiin sekoittaen 1 tunti

pydredpohjaisessa reaktiopullossa. Haihtuvat aineet pois-
tettiin alipaineessa ja amiinihydrokloridituotetta kuivat-
tiin vakuumiuunissa ld&mpdtilassa 50 - 60 °C muutama tunti.
Rakenne valmistettiin protoni-NMR:114&.
Esimerkki W
Etyleenidiamiinidi[(2-hydroksi-5-asetamidofenyyli)-
etikkahapon] valmistus (vertailuesimerkki)
Glyoksyylihapon 50-%:inen vesiliuos (30,0 g,
0,20 mol), 98-%:inen 4-asetamidofenoli (30,9 g, 0,20 mol)
ja deionisoitu vesi (22 g) laitettiin vesijddhdytteiselld
palautusjééhdyttéjéllé, mekaanisella sekoittimella ja lam-
pbtilansddtimen sis&ltévalla lampdmittarilla varustettuun

pyobredpohjaiseen reaktiopulloon. Pullo jadhdytettiin j&é&-
vesihauteella ja lis&ttiin hitaasti 19,0 g 50-%:ista nat-
riumhydroksidiliuosta sekoittaen ja pitden lémpotila alem-
pana kuin 30 °C. Lisattiin etyleenidiamiinia (6,1 g,
0,10 mol) 1lampdtilassa 30 °C. Jadhaude poistettiin ja
reaktioseos kuumennettiin ja sité sekoitettiin 5 tuntia
l&mpdtilassa 85 - 86 °C. Noin 20 g vesipitoista reak-
tiotuotetta kédsiteltiin etyylieetterilla (10 g). Eet-
terikerros poistettiin ja menettely toistettiin. Sitten
vesiosan pH s&ddettiin suunnilleen arvoon 4,2 vety-
kloridihapolla ja sekoitettiin asetonin (35 g) kanssa.
Asetonikerros poistettiin ja heitettiin pois. Jaljelle
jd&neeseen materiaaliin lis&ttiin 65 g metanolia sekoit-
taen. Tuloksena oleva kiinted aine erotettiin suodattamal-

la ja kuivattiin muutama tunti vakuumiuunissa la&mpodtilassa

55 - 60 °C.
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Esimerkki X
Etyleenidiamiinidi[(2-hydroksi-5-aminofenyyli)etik-

kahapon] valmistus (vertailuesimerkKi .,
Edellad kuvattuun kiinte#didn aineeseen (noin 4,5 g)

lisgttiin 6 g deionisoitua vettd ja 21 g vadkevda vety-
kloridihappoa. Seos suodatettiin ja lisattiin 6 g vetta.
Liuos laitettiin vesijadhdytteiselld palautusjddhdyttdajal-
14, mekaanisella sekoittimella ja l&mpomittarilla varus-
tettuun pybredpohjaiseen reaktiopulloon. Liuosta pidettiin
1 tunti lampdtilassa 100 - 103 °C ja jaddhdytettiin se sit-
ten. Haihtuvat aineet poistettiin alipaineessa ja tuote,
etyleenidiamiinidi(2-hydroksi-5-aminofenyyli)etikkahappo-
hydrokloridi, kuivattiin alipaineessa lampdtilassa 60 °C
muutama tunti. Funktionaalisen asetyyliryhmé&n hydrolysoi-
tumista seurattiin protoni-NMR:114.

Kompleksien valmistus ja prosentuaalisen komplek-

soitumisasteen mddrittaminen

Seuraavissa esimerkeissa kdytetddn seuraavia ter-
mejd: kons. tarkoittaa konsentroitua, OAc asetaattiryhmaa
OCOCH,; TLC ohutkerroskromatografiaa; ympdristdédn lémpdtila
huoneen lamp6ttilaa eli lampdtilaa noin 20 - 25 °C; y6n yli
tarkoittaa noin 9 - 18 tuntia; SP-Sephadex™ C-25 -hartsi
on funktionaalisia sulfonihapporyhmid sisdltdvd kationin-
vaihtohartsi, jota myy Pharmacia, Inc.

Valmistettiin muutamien yhdisteiden yttrium- ja/tai
samariumkomplekseja ja mddritettiin prosentuaalinen komp-
leksoitumisaste seuraavasti:

Yttriumkompleksin valmistus

Kompleksit wvalmistettiin tekemdlld ensin veteen
0,0003 mol/1l yttriumia sis&ltava liuos (YCL, « 6H,0, 303,26
g/mol; Y(OAc),, 12,1 & wvettd). Radioaktiivista YCl,:a
(Oakridge National Laboratories) lisdttiin siten, ettd
saatiin haluttu pulssimddrd. Lisdttiin 10 pl ligandiliuos-
ta (konsentraatio 0,03 mol/l) Y-liuokseen (990 pl), jol-

loin ligandin ja metallin valiseksi suhteeksi tuli 1:1.
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(Kymmenkertainen mddrd ligandiliuosta kdaytettiin ligandi-
metallisuhteen 10:1 aikaansaamiseksi.) Sitten s&&ddettiin
pH arvoon 7,4 kayttam&alld joitakin mikrolitroja vety-
kloridihappoa tai natriumhydroksidia. Sitten liuoksesta
madritettiin kompleksoituneen yttriumin m&&rsd kayttdm&lls
seuraavaa kationinvaihtomenetelm&a.

Prosentuaalisen kompleksoitumisasteen mddritys

Kertakayttoinen muovinen 10 ml:n kolonni (Biorad)
tdytettiin vedessa turvotetulla Sephadex™ C-25 -kationin-
vaihtohartsilla (1 - 2 ml). Eluoitiin paineella siten, -
ettd vesi saatiin hartsin yl&pinnan tasalle. Hartsin pin-
nalle lis&dttiin 15 pl (tai enemmén, jos pulssimd8ridt oli-
vat pienid) kompleksia. Sen jalkeen lisdttiin 2 ml fysio-
logisen suclaliucksen ja vdkevdn ammoniumhydroksidiliuok-
sen seosta tilavuussuhteessa 4:1 eluentiksi, jonka annet-
tiin valua pinnan tasalle. Lisdttiin vield 2 ml eluenttia
ja eluoitiin paineen avulla siten, ettd liuos poistui ko-
konaan, kuivattu hartsi laitettiin sitten kolmanteen las-
kentaputkeen ja tehtiin n&dille kolmelle putkelle laskenta
Nal-laskurilla kdyttadmalla tietokoneeseen kytkettya
Canberra-monikanava-analysaattoria. Prosentuaalinen komp-
leksoitumisaste ma&ritettiin jakamalla kahden eluaatin
pulssimddrd eluaattien ja kolonnin pulssimddrien summalla
ja kertomalla 100:1la. Kaytettdessd tatd menetelmdd komp-
leksoitumaton yttrium jai pylvéddseen.

Samariumkompleksin valmistus/prosentuaalisen komp-

leksoitumisasteen mdaritys

Samariumkompleksit muodostettiin edelld yttrium-
kompleksien yhteydessd kuvatulla tavalla, paitsi etta val-
mistettiin 0,0003 M samariumliuos liuottamalla Sm,0, (348,7
g/mol) 0,1 M vetykloridihappoon. Radioaktiivinen '°’Sm saat-
iin O0,0003 M 1liuoksena 0,1 M vetykloridihapossa the
University of Missouri Research Reactorista, Columbia,
Missouri. Prosentuaalinen kompleksoitumisaste mddritettiin
samalla tavalla kuin yttriumkompleksin kohdalla. Tulokset

on koottu taulukkoon II.
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TAULUKKO II
Kompleksointitiedot

Kompleksoitumis-

5 Kompleksi, 'Yh@iste aste (%) (suhde 10:1)
esimerkki- |esimer-
nro kistd nro Y Sm
16 1 98
) 17 2 >99
18 2 >99
10 9 3 T
20 I >99
21 5 99
22 6 >99
15 23 T g6 *#
2} 8 >QgQr#
23 9 >99
26 10 98
: 27 11 99
A 28 1 98*
39 > 53
..... = s -
. 31 12 98 *
: 25 32 12 98 *
33 15 99

* Ligandin ja metallin suhde oli noin 1:1;
**% Ligandin ja metallin suhde oli noin 50:1.
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Esimerkit I - XV ja vertailuesimerkit A - F
Bifunktionaalisten kelaattien tutkiminen in vivo
Tiettyjen harvinaisten maametallien kelaattien sta-
biiliutta on korreloitu in vivo eldinkokeiden kanssa. Esi-
merkiksi Rosoff et al. [The International Journal of App-
lied Radiation and Isotopes 14 (1963) 129 - 135] kuvaavat
radioaktiivisten harvinaisten maametallien tiettyjen ami-
nokarboksyylihappokelaattien jakautumista hiirissd. Ha-
vaittu korrelaatio oli sellainen, ettd in vivo "kelaatin-
muodostajan ja elimistén aineiden (epdorgaanisten ja or-
gaanisten) vdlinen kilpailu harvinaisesta maa-alkalimetal-
li-ionista m&&rdad t&mdn kertymisen ja erittymisen". Har-
vinaisten maametallien vahvojen kelaattien otaksutaan ha-
joavan hyvin vdhd&n ja erittyvén, kun taas heikot ja wvah-
vuudeltaan keskikertaiset kelaatit hajoavat helpommin ja
kerddntyvdt sitten elimiin, kuten maksaan. Maksassa val-
litseva radionuklidipitoisuus ei kuitenkaan aina johdu
heikon kompleksin muodostumisesta wvaan aiheutuu joissakin
tapauksissa metallikelaatin affiniteetista maksan suhteen
(katso vertailuesimerkit A ja B taulukossa III1). Itse asi-
assa on valmistettu ja kaytetty yhdisteitd maksan toimin-
nan tutkimiseksi [Fritzberg, Alan R., Radiopharmaceuti-
cals: Progress and Clinical Perspectives 1, 1986; US-pa-
tenttijulkaisut 4 088 747 ja 4 091 088 (Hunt et al.)].
Mairitettiin muutamien tédssd esitettyjen samarium-
ja/tai yttriumkelaattien biologinen jakautuminen ja kay-
tettiin maksassa olevaa prosenttiosuutta annoksesta in
vivo -tutkimusmenettelynd kelaattien stabiiliuden ar-
vioimiseksi kvalitatiivisesti. NTA- ja EDTA-kelaatit ovat
mukana vertailun vuoksi. Samariumia injektoitiin myds ke-
latoitumattomassa muodossa samariumkloridina.
Sprague-Dawley-rotat, jotka painoivat 150 - 200 g,
ostettiin Charles River Laboratoriesilta. Namd eldimet
sijoitettiin h&kkeihin ja niille annettiin vettd ja ravin-

toa rajoittamattomasti. El&dimi& sopeutettiin wvdhint&an
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5 vrk ennen kdyttdd. Ennen kompleksin injektointia eldimet
laitettiin lampdlampun alle (15 - 30 min) héntidlaskimon
laajentamiseksi. Sitten el&in sijoitettiin. paikallaan-
pitoh&kkiin, h&ntd puhdistettiin pyyhkim&ll& alkoholilla
ja eldimeen injektoitiin 50 - 200 pl naytettd héntdlaski-
mon kautta. Injektoinnin jdlkeen eldin laitettiin toiseen
hdakkiin kahdeksi tunniksi, mink& j&dlkeen el&in lopetettiin
katkaisemmalla niska. Sitten el&din avattiin, osat huuhdot-
tiin deionisoidulla vedelld, kuivattiin taputtelemalla ja
punnittiin taarattuun laskentapulloon. Kaikkien injektoin-
timd&rien yhteydessd valmistettiin vdhintidin kolme samaa
ainetta sis&dltdvda standardia ja tehtiin niille laskenta
vyhdessd eldinten osien kanssa. Prosenttiosuus annoksesta
on elimessd oleva pulssimd@dra jaettuna standardin pulssi-

mddrdllsd ja kerrotuna 100:1la (katso taulukko III).
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TAULUKKO III

Biocloginen jakautuminen

Maksassa
: el b 73] Indek
; : . toidusta an-
nro kistd nro* | Metalli noksesta
I 1 Y 0,87
I1 2 Y 0,22
ITI 3 Y 0,22
v y Y 1,4
10 v 5 Y 0,38
VI b Sm 0,38
VII 9 Sm 2,8
VIII(10) 10 Sm 1,3
VIII(300) 10 - Sm 0,12
15 VIII(10) 10 Y 0,39
VIII(300) 10 Ho 0,26
X 1 Y 0,22
X 11 Sm 0,33
XI- 12 Y 0,28
XII 12 Y 0,18
peed 20 XTI 12 Sm 0,35
: X1V 12 Sm 0,26
o XV 15 Y 0,37
O (A) U{vert.) Sm 12
R (B) X (vert.) Sm 24
. (c) - EDTA Sm 8,4
25 (D) EDTA Sm N, 4
(E) NTA Sm 8,6
(F) SmClj Sm 39

*Kompleksit valmistettiin kayttamd&lld ligandi-metallisuh-
detta 10:1 esimerkeissd I-XI, XIII ja XV; suhdetta 1:1

30 esimerkeissd XII ja XIV; 5:1 esimerkissd 6; ja noin 300:1

esimerkeissd D ja E.
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Esimerkit XVI ja XVIIIX
Valmistettiin yttriumin 1l:1-kompleksi 1-(p-amino-

bentsyyli)dietyleenitriamiinipentaetikkahapon (ABDTPA),
tunnetun kirjallisuuden mukaan k#ytetyn bifunktionaalisen
kelaatinmuodostajan kanssa ja esimerkin 2 mukaisen ligan-
din (nyt esimerkki XVI) ja esimerkin 12 mukaisen ligandin
kanssa (nyt esimerkkil XVII) kayttdm#lld aiemmin kuvattua
menetelmdd. Sitten siirrettiin muutaman sadan mikrolitran
annoksia erillisiin sentrifugiputkiin. Lis#ttiin ylim3&rin
metallia siten, ettd kokonaistilavuus muuttui mahdollisim-
man vdhdn, ja katsottiin aika. Puolen tunnin kuluttua me-
tallin lisd8misestd md8ritettiin prosentuaalinen komplek-
soitumisaste Sephadex™ C-25 -menetelm#lld ja verrattiin
sitd alkuperdiseen kompleksim88r#3n. Prosentuaalinen komp-
leksoitumisaste lis8tyn metallin funktiona antaa viitteits
ligandi-metallikompleksin labiiliudesta. Tulokset annetaan
ja niit8 verrataan EDTA-yttriumkompleksilla saatuihin tu-

loksiin alla olevassa taulukossa.

TAULUKKO 1V
Kompleksitutkimus

Kompleksoitumisaste (%)

Metallin ja 1li~
gandin vdlinen Esim. Esim.
moolisuhde XVI XVIZI ABDTPA EDTA
1 99 95 97 98
0 9y 93 95 86
100 84 90 92 78
250 —— 90 87 48
500 75 79 70 16
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Esimerkki XVIII

Valmistettiin liuos, joka sisdlsi 0,18 mol/l 1-(p-
aminobentsyyli)dietyleenitriamiinipentaetikkahappoa
(ABDTPA), ja identtinen 1liuos, joka sisdlsi 0,18 mol/1l
esimerkin 12 mukaista ligadia, 0,5 M natriumasetaattipus-
kuriin, jonka pH oli 6,5. Liuokset kdsiteltiin sitten 1,5
ekvivalentilla yttrium-90:8, joka o0li 0,03 mol/l yt-
triumkloridia sisdltidvédnd liuoksena. Tuloksena oleva komp-
leksin pH 0li 5 - 6. Ylim#&rdinen °°Y poistettiin johtamal-
la kompleksi Chelex™-hartsin l&dpi (Bio-Rad- Laboratories,
kerroksen tilavuus 1 ml). Kompleksipitoisuus tdssa puhdis-
tetussa muodossa oli 00,0013 mol/l. Sopiva mdarad liuosta
lisdttiin monoklonaalista vasta-ainetta CC-46 sisdltdvain
aldehydiin (1,7 x 10° mol), niin ettd kompleksin ja vasta-
aineen suhteeksi tuli 40:1. Noin tunnin kuluttua lis&ttiin
236-kertainen mooliylimaara (vasta-aineeseen ndhden)
NaCNBH,:a ja liuosten annettiin reagoida noin tunnin ajan.
Tédmé&n ajan kuluttua vasta-aine (ja mahdollinen kovalent-
tisesti sitoutunut kompleksi) erotettiin sitoutumattomasta
kompleksista Sephadex™ G-25 -geelisuodatuksella. T&mé&n
menettelyn tuloksena oli keskimddrin 5,0 kompleksia/vasta-
ainel-(p-aminobentsyyli)dietyylinitriamiinipentaetikkaha-
pon ollessa kyseessd ja keskimddrin 5,4 kompleksia/vasta-
aine esimerkin 12 mukainen ligandin kohdalla.

Esimerkki XIX

Esimerkin XVIII mukaisten vasta-aine-kompleksikon-
jugaattien inerttiyden osoittamiseksi kédsiteltiin kon-
jugaatit ylim&8&8r&lla dietyleenitriamiinipentaetikkahappoa
(DTPA) seuraavasti. Puhdistetut vasta-aine-~-kompleksiyhdis-
telmat lisattiin HEPES-puskuriin (N-2-hydrok-
sietyylipiperatsiini-N'-2-etaanisulfonihappo), jonka pH
oli 7,4, ja k@siteltiin sopivalla m&sar&dlld 0,1 M DTPA-liu-
osta (pH 7,4), niin ettd DTPA:ta oli 1000-kertainen mooli-
ylimddrd vasta-aineeseen liitettyyn kompleksiin ndhden.
Tunnin kuluttua otettiin ndyte ja vasta-aine-kompleksikon-

jugaatit erotettiin pienimolekyylisistd aineista geelisuo-
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datuksella. Tulokset osoittavat, ettd ABDTPA-jdrjestelmds-
td hévisi yli 98 % yttriumista, kun taas jérjestelmd, jos-
sa kédytettiin esimerkin 12 mukaista ligandia, .menetti noin
39 % yttriumista.

Esimerkki XX

2,6-bis{[(2-{[(2~-{[bis(karboksimetyyli)]jamino}-

etyyli)(karboksimetyyli)]aminometyyli}-4-aminofeno-

lin samariumkompleksin valmistaminen

Samariumliuos valmistettiin yhdistelm8lld 1 ml:n
pullossa radioaktiivista '**Sm:a (100 pl 3 x 10* M liuosta
0,1 M vetykloridihapossa, 6 x 10° mol) ja "kylm&&" SmCl, -
6H,0:a (4,8 mg, 1,31 x 1072 mol). T&dmi liuos lis&ttiin 2,6-
bis{[2-{[bis(karboksimetyyli)lamino}etyyli)(karboksime-
tyyli)Jlaminometyyli}-4-(asetamido)fenoliin (3,2 mg, 5,31 x
1073 mol), joka oli valmistettu esimerkin 11 mukaisesti.

Sitten pH sdaddettiin arvoon 7 lisddmélld natriumhydrok-
sidia (40 pl 1,0 M 1liuosta). Prosentuaalinen komplek-
soitumisaste o0li m&arityksen mukaan 68 % kaytettdessi
Sephadex™ C-25 -menetelmii.

Edella valmistettu kompleksi puhdistettiin anionin-
vaihtokromatografialla (Q-Sepharose™, 1,5 x 21 cm, NaCl
0 -1 mol/l, 30 min, 2 ml/min, detektointi aallonpituudel-
la 285 nm). Kompleksia sis&ltavat fraktiot (kukin 1 ml,
yvhteensd 6 ml) vyhdistettiin ja prosentuaalisen komplek-
soitumisasteen m&&dritettiin olevan 95 %.

Esimerkki XXI

2,6-bis{[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)-

(karboksimetyyli)]aminometyyli}-4-aminofenolin sa-

mariumkompleksin kytkeminen monoklonaaliseen vasta-

aineeseen CC-46
Laitettiin natriumkarbonaattia (60 mg, 7,14 x 107!

mmol) 3,7 ml:n lasipulloon ja lisdttiin esimerkin XX mu-
kaista kompleksiliuosta (1 ml, noin 8,8 x 10™ mmol). Li-
sdttiin tiofosgeenin (10 p, 1,31 x 10! mmol) liuosta klo-

roformissa (1 ml) ja suljettiin pullo. Seosta ravisteltiin
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15 min, minkd jdlkeen vesikerros pestiin kahdesti Kkloro-
formilla (1 ml:n annoksella). Mitattiin prosentuaalinen
kompleksoitumisaste ja todettiin sen olevan 96 %.
Edella mainittu isotiosyanaatti-Sm-kompleksi
(100 pl, noin 8,8 x 10° mmol) yhdistettiin mono-
klonaaliseen vasta-aineeseen CC-46 (100 pl liuosta, jossa
pitoisuus 8 mg/ml, noin 5,3 x 10° mmol) ja annettiin seis-
td 24 tuntia. Vasta-aineeseen kytkeytyneen kompleksin m&a-
rd oli 46 % kokoeksluusiokromatografisesti madritettyna.
Esimerkki XXII
2-[bis(2-{[(bis(karboksimetyyli)]lamino}etyyli)ami-
nol]-2-[5-amino-2-(karboksimetylok-
si)fenyyli]Jetaanihapon ja 2-[{2-[2-{[bis(karboksi-

metyyli)Jjaminol}etyyli)karboksimetyyli)amino]etyy-
li}(karboksimetyyli)amino]-2-[5-amino-2-(karbok-

simetyloksi)fenyyli]etaanihapon samarjiumkompleksin

valmistus

Valmistettiin esimerkin 7 mukaisten ligandien liuos
liuottamalla 266 mg kylmdkuivattua kiintedd ainetta veteen
(1 ml). 33,85 pl t&td liuosta kédsiteltiin liuoksella
(1 ml), joka sisdlsi 3 x 10™ mol/l SmCl,:ta 0,1 N vety-
kloridihapossa ja merkkiainemdirdn radioaktiivista '*’Sm:a.
Kompleksiliuoksen pH sd&8dettiin suunnilleen arvoon 13
kdyttdamalla 50-painoprosenttista natriumhydroksidiliuosta
ja sitten suunnilleen arvoon 7,5 kdyttdam&lla 1,0 N vety-
kloridihappoa. Sm:a prosentuaalinen kompleksoitumisaste
mddritettiin esimerkissd 16 - 33 kuvatulla tavalla ja sen
todettiin olevan 100 %.

Kompleksin inerttisyys osoitettiin laittamalla kak-
si annosta kompleksiliuosta (500 pl) eri pulloihin. Toinen
annos kd&siteltiin 1 - 2 pl:n annoksilla 0,1 N vety-
kloridihappoa, kunnes pH laski, ja toinen annos kisitel-
tiin 0,1 N natriumhydroksidilla pH:n nostamiseksi. Komp-
leksien annettiin seistd 5 - 10 min kunkin pH-muutoksen

vyhteydessd ja otettiin sitten niistd n3ytteet prosen-
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tuaalisen kompleksoitumisasteen madrittamiseksi Kkyseisen
pH-arvon vallitsessa esimerkkien 16 - 33 mukaisella mene-

telmdlld. Tulokset esitetiddn seuraavassa taulukossa.

TAULUKKO V

Kompleksoitu-

misaste (%)

o]
oo

98
100
100
100
100
100
100
100
100

H O N g b W N =

e
w

Esimerkki XXIII

2-[{2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(kar-
boksimetyyli)aminoletyyli}(karboksimetyyli)amino]-
2-[2-amino-2-(karboksimetyloksi)fenyyli]etaanihapon

samariumkompleksin valmistus

Valmistettiin esimerkin 8 mukaisen ligandin liuos
liuvottamalla 13,9 mg ruskeahkoa kiinte&d3d ainetta veteen
(772 pl). Kompleksi valmistettiin liuottamalla 500 pl t&até
ligandiliuosta liuokseen (1 ml), joka sisilsi 3 x 10
mol/1l SmCl,:a (sis&lsi 0,1 N vetykloridihappoa) ja pienen
md&rin radioatiivista '*’Sm:a. Kompleksiliuoksen pH siiadet-
tiin suunnilleen arvoon 7 lis&&m&lld 1,0 N natriumhydrok-
sidia. Prosentuaalinen kompleksoitumisaste maaritettiin
esimerkkien 16 - 33 mukaisella menetelm&lld ja sen todet-

tiin olevan 96 %.
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Kompleksin inerttiys osoitettiin laittamalla kaksi
annosta (500 pl) kompleksiliuosta erillisiin pulloihin.
Toinen annos k&siteltiin 1 - 2 pl:n annoksilla 1,0 N vety-
kloridihappoa, kunnes pH laski ja toinen 0,1 N, 1,0 N ja
50-painoprosenttisella natriumhydroksidilla pH:n nos-
tamiseksi. Kompleksin annettiin seistd noin 5 min kunkin
pH-muutoksen yhteydessd ja otettiin niistd sitten ndytteet
prosentuaalisen kompleksoitumisasteen mddarittémiseksi esi-
merkkien 16 - 33 mukaisesti. Tulokset esitetdin seuraavas-

sa taulukossa.

TAULUKKO VI

Kompleksoitumis-

pH aste (%)

91
88
92
96
96
99
12 o8
13 99

O N U W N =

Biologiseen jakautumiseen liittyvdt esimerkit

Valmistettiin komplekseja sekoittamalla 1ligan-
diliuvuos ja metalli ja s&&t&dmdllsd pH sitten arvoon 7 - 8.
Ligandin kanssa kompleksoituneen metallin mi&r3d madritet-
tiin kationinvaihtokromatografisesti. Vapaa metalli j&i
hartsiin, kompleksin muodossa oleva ei.

100 pl komplekseja injektoitiin kolmen Sprague-
Dawley-rotan hantdlaskimoon. Kahden tunnin kuluttua injek-

toinnista rotat lopetettiin taittamalla niska ja otettiin
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kudosndytteitd. Ndytteet punnittiin ja mddritettiin satei-
lymddrd kussakin kudoksessa mittaamalla pulssimddrad kayt-
t&mdllad Nal-laskuria ja vertaamalla tuloksia standar-
deihin. Veressd oleva osuﬁs (%) annoksesta mdaritettiin
olettamalla, ettd veren paino o0li 6,5 % eldimen pianosta.
Lihaksen osuudeksi laskettiin 46 % eldimen painosta. Li-
haksen osuudeksi laskettiin 46 % eldimen painosta. Luussa
oleva m&drd oli 25-kertainen reidessd olevaan prosentti-
osuuteen annoksesta. Seuraavat esimerkit eroavat toisis-
taan ligandin, ligandim&@&rdn ja ké&éytetyn metallimd&ran
suhteen. Ei-radioaktiivista metallia k&ytettiin haluttujen
ligandi-metallisuhteiden aikaansaamiseksi ja hivenainem&&-
rda radioaktiivista metallia biologisen jakautumisen maa-
rittadmiseksi.

Esimerkki XXIV

Esimerkin 10 mukaista ligandia sekoitettiin **sSm-
liuoksen kanssa. Sm-pitoisuus oli 3 - 10™ mol/l ja ligan-
dia kdytettiin 300 - kertainen mooliylimddrd. Biologinen
jakautuma oli seuraava; 52,7 % luussa, 0,12 % maksassa,
0,005 % pernassa, 0,23 % lihaksessa ja 0,5 % veressi.

Esimerkki XXV

%540 n

Esimerkin 10 mukainen ligandi kompleksoitiin
kanssa. Ho-pitoisuus o0li 3 x 10™ mol/l, ja formula sisilsi
300-kertaisen mooliylimd&rén ligandia. Biologinen oli seu-
raava: 52,9 % luussa, 0,26 % maksassa, 0,007 % pernassa,
1,1 % lihaksessa ja 0,09 % veressi.

Esimerkki XXVI

Esimerkin 10 mukainen ligandi kompleksoitiin '**Sm:n
kanssa k&ytt&malls Sm-pitoisuutta 3 x 10™ mol/l1 ja 10-ker-
taista mooliylim&&rd&d ligandia. Biologinen jakautuma oli
seuraava: 48,5 % luussa, 1,3 % maksassa, 0,01 % pernassa,
0,73 % lihaksessa ja 0,18 % veressai.

Esimerkki XXVII

Kaniiniin injektoitiin samalla tavalla kuin rottiin

formulaa, joka sisdlsi °v:td ja jonka Y-pitoisuus oli 3 x
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10™* mol/l1 ja joka sis&dlsi esimerkin 10 mukaista ligandia
10-kertaisen mooliylim&&radn. Aktiivisuuden havaittiin kes-
kittyvdn luuhun (59 %); vastaanotto maksaan (1,1 %), per-
naan (0,19 %), lihakseen (1,5) ja vereen (0,68 %) oli hy-
vin va8haista.

Esimerkki XXVIII

Esimerkin 1 mukainen ligandi kompleksoitiin kaytta-
m&alla °°Y:8 merkkiaineena. Y-pitoisuus oli 3 x 107 mol/1 ja
ligandia lis&ttiin 10-kertainen mooliylimd&rd. Biologinen
jakautuminen rotassa (kahden rotan keskiarvo) oli 56,1 %
luussa, 0,87 % maksassa, 0,03 % pernassa, 0,78 % lihakses-
sa ja 0,67 % veressi.

Esimerkki XXIX

Koiralla oli osteosakroona oikeassa olkaluussa ja
se ontui selvasti. Valmistettiin kompleksi kdyttdmalla
esimerkin 10 mukaista ligandia ja !°*Sm-liuosta. Sm-pitoi-
suus oli 3 x 10™ mol/l ja ligandia k&ytettiin 300-ker-

153

tainen mooliylim&&ra. Sm:n ominaisaktiivisuus oli 30

mCi/ml. Koiralle annettiin laskimonsisdisend injektiona

3gm:a/painokilo.

tdtd kompleksia, joka sisdlsi 0,95 mCo
Koiran kdynti oli parantunut huomattavasti viikon kuluttua

injektoinnista.
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Patenttivaatimukset

1. Ortofunktionaalisesti ligeeraava bifunktionaali-
nen kelaatinmuodostaja, jolla on kaava I

o).
RS R R3
F0N @)
O£ -
i1/
Ro n R4

jossa

Z on -NH,, -NCS tai -NHCOCH,;

X on vetyatomi tai ryhmd CR,R,COOH;

B on suoraketjuinen tai haaroittunut C,-C,,~polyal-
kyleeni~N,-N,-polyamiiniryhm&, jossa vdhintdin yksi amiini-
vedyistd on korvautunut ryhm&lls CR,R,COOH;

kukin ryhmistd R, R,, R; ja R, on riippumattomasti
vetyatomi tai ryhm& CO,H;

Ry on vetyatomi tai ryhmd (CR,R,),CR;R,B'; jossa

B' on suoraketjuinen tai haaroittunut amiini- tai
C,~Cis-polyalkyleeni-N,-N,-polyamiiniryhmd8 jossa v&hint&&n
yksi amiinivedyistd on korvautunut ryhm&lla CR,R,COOH; ja

non O tai 1; tai

sen farmaseuttisesti hyvédksyttdva suola.

2. Menetelmd ortofunktionaalisesti ligeeraavan bi-
funktionaalisen kelaatinmuodostajan valmistamiseksi, jolla
on kaava I

(8).¢
Rs Ry Ra
O£
\ |
R

dcs
'

2 R4
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Jjossa

Z on -NH,, -NCS tai -NHCOCH,;

X on vetyatomi tai ryhm&8 CR,R,COOH;

B on suoraketjuinen tai haaroittunut C,-C,,-polyal-
kyleeni~N,-N,~polyamiiniryhm&, jossa v&hint&&n yksi amiini-
vedyistd on korvautunut ryhm&lld CR,R,COOH;

kukin ryhmistd R,, R,, R; ja R, on riippumattomasti
vetyatomi tai ryhm& CO,H;

R, on vetyatomi tai ryhm& (CR,R,) CR,RB', jossa
] B' on suoraketjuinen tai haaroittunut amiini- tai
C,-C,¢-polyalkyleeni-N,-N,~polyamiiniryhmd, jossa v&hint&&n
yksi amiinivedyist& on korvautunut ryhm&ll&d CR,R,COOH; ja

non O tai 1; tai

sen farmaseuttisesti hyvdksyttédvén suolan valmista-
miseksi, tunnettu siita, etta

A) saatetaan yhdiste, jolla on kaava

Rg OH

©

Z

jossa Z ja R, merkitsevd@t samaa kuin edelld,

tai sen farmaseuttisesti hyvéksyttdvd suola reagoi-
maan yhdisteen B ja aldehydin tai vastaavan aldehydiesias-
teen kanssa, jolloin B on suoraketjuinen tai haaroittunut
amiini tai polyalkyleeniamiini, jossa on v&hintddn yksi
amiinivety, emiksen ja sopivan liuottimen l&snd ollessa
korkeintaan ld&mpétilassa 20 °C, mink& j&lkeen seosta Kuu-
mennetaan ja erotetaan haluttu tuote, jolla on kaava I;

B) saatetaan vaiheessa A valmistettu tuote reagoi-
maan halogeeni(CR,R,),CR;R,~-hapon kanssa pH-arvon ollessa
vdhintdidn 9 emdksen ldsndollessa korkeintaan l&mpdtilassa
20 °C, jolloin saadaan kaavan I mukaisia yhdisteitd, jois-
sa vahintd&n yksi ryhmistd R,, R,, R; ja R, on CO,H;
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C) hydrolysoidaan vaiheessa B saatu tuote, jossa Z
on HC(O)CH,, NaOH:n vesiliuoksella, jolloin saadaan kaavan
I mukaisia tuotteita, joissa Z on NH,;

D) saatetaan vaiheessa A saatu tuote reagoimaan
glykolinitriilin kanssa emdksen l&snd ollessa pH:n ollessa
vdhintdédn 9 korkeintaan l&mpétilassa 20 °C ja hydrolysoi-
daan sitten syaaniryhm& HCl:n vesiliuoksella, jolloin saa-
daan kaavan I mukaisia tuotteita, joissa v&hint&d&n yksi
ryhmistad R;, R,, R; ja R, on CO,H;

E) hydrolysoidaan vaiheessa A saatu tuote, jossa Z
on NHC(O)CH;, DCl:n D,0-liuoksella kuumentaen, jolloin
saadaan kaavan I mukaisia tuotteita, joissa Z on NH,; ja

F) saatetaan missd& tahansa vaiheessa A - E valmis-
tettu tuote, jossa Z on NH,, reagoimaan tiofosgeenin kans-
sa, jolloin saadaan kaavan I mukaisia tuotteita, joissa Z
on isotiosyanaattiryhm&.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd n on 0 ja/tai R, on CO,H ja/tai X
on vety ja/tai kukin ryhmistd R,, R,, ja R, on vetyatomi.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd Z on amiini-, isotiosyanaatti- tai
maleimidiryhm&8 ja/tai em&s on natriumhydroksidi.

5. Patenttivaatimuksen 2 vaiheen (A) mukainen mene-
telmd&d, tunnettu siitd, ettad
valmistetaan 2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]aminol}etyyli)-
amino]-2-(5-asetamido~2-hydroksifenyyli)etaanihappoasaat-
tamalla 4-asetamidofenoli ja glyoksyylihappo reagoimaan
epdsymmetrisen etyleenidiamiinidietikkahapon kanssa;
valmistetaan 2-[bis(2-{[(bis(karboksimetyyli)amino}etyy-
li)amino]-2-[5-asetamido-2-(karboksimetyloksi)fenyyli]-
etaanihappoa saattamalla 4-asetamidofenoli ja glyoksyyli-
happo reagoimaan dietyleenitriamiinin kanssa;
valmistetaan 2-[{2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyy-
1i)(karboksimetyyli)-amino]etyyli}(karboksimetyyli )amino]-
2-[5-asetamido-2-(karboksimetyloksi )fenyyli]etaanihappoa



10

15

20

25

30

35

66

saattamalla 4-asetamidofenoli ja glyoksyylihappo reagoi-
maan dietyleenitriamiinin kanssa;

valmistetaan 2—[{2—[(2—{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyy-
1i)(karboksimetyyli)amino]etyyli}(karboksimetyyli)amino]-
2-[5-amino-2-(karboksimyeloksi)fenyyli]etaanihappoa saat-
tamalla dietyleenitriamiinietikkahappo ja 4-asetamidofeno-
1i reagoimaan glyoksyylihapon kanssa;

valmistetaan 2-[2-[(2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}-
etyyli) (karboksimetyyli)amino]etyyli)(karboksimetyyli)-
aminol]etyyli)(karboksimetyyli)amino]-2-[5-asetamido-2-
(karboksimetyloksi)fenyyli]etaanihappoa saattamalla 4-
asetamidofenoli ja glyoksyylihappo reagoimaan suoraketjui-
sen trietyleenitetramiinin kanssa;

valmistetaan 2-[(2-[{2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyy-
li)(karboksimetyyli)amino]etyyli)(2-{[bis(karboksimetyy-
li)]amino}etyyli)amino]~2-[5~asetamido~2-(karboksimetylok-
si)fenyyli]etaanihappoa saattamalla 4-asetamidofenoli ja
glyoksyylihappo reagoimaan suoraketjuisen trietyleenitet-
ramiinin kanssa;

valmistetaan 2,6-bis{(bis(karboksimetyyli)amino)(karbok-
si)metyyli}-4-asetamido)fenolia saattamalla 4-asetamidofe-
noli ja iminodietikkahappo reagoimaan glyoksyylihapon
kanssa;

valmistetaan 2,6-bis{[2-{(bis(karboksimetyyli)]amino}-
etyyli)(karboksimetyyli)]-aminometyyli}-4-(asetamido)feno-
lia saattamalla trinatriumetyleenidiamiinitrietikkahappo
ja formaldehydin vesiliuos reagoimaan 4-asetamidofenolin
kanssa;

valmistetaan 2-({[bis(karboksimetyyli)]amino}metyyli)-6-
{[({[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksimetyyli)-
amino]metyyli}-4-(asetamido)fenoli saattamalla iminodi-
etikkahappo ja formaldehydi reagoimaan 4-asetamidofenolin
kanssa;

valmistetaan 2—({[bis(karboksimetyyli)]amino}metyyli)-6—
{[({[bis{karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksimetyyli)]-
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amino}metyyli}-4-(asetamido)fenolia saattamalla etyleeni-
diamiinitrietikkahappo ja formaldehydi reagoimaan 2-
({[bis(karboksimetyyli)]amino}metyyli)-4-(asetamido)feno-
lin kanssa.

6. Patenttivaatimuksen 2 vaiheen (B) mukainen mene-
elmd, tunnettu siitd, ettd valmistetaan 2-[(2-
{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksimetyyli)-
amino]-2-[5-asetamido-2-(karboksimetyloksi)fenyyli]letaa-
nihappoa saattamalla 2-[(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}-
etyyli)amino]-2~(5-asetamido-2-hydroksifenyyli )etaanihappo
réagoimaan bromietikkahapon kanssa.

7. Patenttivaatimuksen 2 vaiheen (C) mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd valmistetaan 2-[(2-
{[bis(karboksimetyyli)]lamino}etyyli) (karboksimetyyli)-
amino]-2-[5-amino-2-(karboksimetyloksi)fenyyli]etaanihap-
poa saattamalla 2-[2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyy-
1li) (karboksimetyyli)-amino]-2-[5-asetamido-2-(karboksime-
tyloksi)fenyyliletaanihappo reagoimaan NaOH:n kanssa
H,0:ssa.

8. Patenttivaatimuksen 2 vaiheen (D) mukainen mene-
telms, tunnettu siitd, ettd valmistetaan 2-[(2-
{[bis(karboksimetyyli)]lamino}etyyli)(karboksimetyyli)-
amino]-2-(5-amino-2-hydroksifenyyli)etaanihappoa saatta-
malla 2-[2-{(bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)amino]-2-
(5-asetamido-2-hydroksifenyyli )etaanihappo reagoimaan
glykolinitriilin ja NaOH:n kanssa, jolloin muodostuu 2-
[(2-{[bis(karboksimetyyli)]aminol}etyyli)(syanometyyli)-
amino]-2-(5-asetamido-2-hydroksifenyyli)etaanihappoa, mita
seuraa hydrolysointi HCl:1lla H,O:ssa.

9. Patenttivaatimuksen 2 vaiheen (E) mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd valmistetaan 2-[bis-
(2-{[(bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)amino]-2-[5-amino-
2-(karboksimetyloksi )fenyyli]etaanihappoa saattamalla 2-
[bis(2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)amino]-2-[5-
asetamido-2-(karboksimetyloksi)fenyyli]etaanihappo rea-

goimaan DCl:n kanssa D,0:ssa;
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valmistetaan 2—[{2—[(2—{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyy—
1li)(karboksimetyyli)-amino]etyyli}(karboksimetyyli)amino]-
2—[5-amino—2—(karboksimetyloksi)fenyyli]etaanihappoa
saattamalla 2-[{2-[2-{[bis(karboksimetyyli]amino}etyyli)-
(karboksimetyyli)amino]etyyli}(karboksimetyyli)amino]-2-
[5-asetamido-2-(karboksimetyloksi)fenyyli]etaanihappo
reagoimaan DCl:n kanssa D,0O:ssa; tai

valmistetaan 2,6-bis{[(2-{[bis(karboksimetyyli)]lamino}-
etyyli)(karboksimetyyli)]}-aminometyyli-4-aminofenolia
saattamalla 2,6-bis{[(2~{[bis(karboksimetyyli)]amino}-
efyyli)(karboksimetyyli)]—aminometyyli}-4—(asetamido)feno—
1li reagoimaan DCl:n kanssa D,O:ssa.

10. Patenttivaatimuksen 2 vaiheen (F) mukainen me-

netelmd, tunnettu siitd, ettd& valmistetaan 2, 6-

bis{[2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(karboksime-
tyyli)]-aminometyyli}-4-(isotiosyanaatti)fenolia saatta-
malla2,6-bis{[2-{[bis(karboksimetyyli)]amino}etyyli)(kar-
boksimetyyli)]-aminometyyli}-4-aminofenoli reagoimaan

tiofosgeenin kanssa.
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