PRIHLASKA VYNALEZU

zvefejnéna podle § 31 zakona &. 527/1990 Sb.

a9 22) Prihlaseno: 28.07.
CRSKA (22) eno: 28.07.2000
REPUBLIKA (32) Datum podani prioritnf ptihlagky:  29.07.1999 04.11.1999

(33) Zemé priority: US US

(Véstnik ¢&. 8/2002)
(86) pCT ¢islo:  PCT/US00/20536
(87) PCT ¢islo zvefejnéni: ' WO001/08712

URAD )
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(31) Cislo prioritni prihladky: 1999/146414 1999/163650

(40) Datum zvefejnéni piihlasky vynalezu:  14.08.2002

(21) Cisto dokumentu:

2002 -343

(13) Druh dokumentu: A3

(1)t C1. -
A61K 49/00

CZ 2002 - 343 A3

(71) Ptihlagovatel:
EPIX MEDICAL, INC., Cambridge, MA, US;

(72) Pivodce:
Lauffer Randall B., Brookline, MA, US,;
McMurry Thomas J., Winchester, MA, US;
Dumas Stephane, Cambridge, MA, US;
Kolodziej Andrew, Winchester, MA, US;
Amedio John, Franklin, MA, US;
Caravan Peter, Cambridge, MA, US;
Zhang Zhaoda, Andover, MA, US;
Nair Shrikumar, Lexington, MA, US;

(74) Zastupee:
Hakr Eduard Ing., Pfistavni 24, Praha 7, 17000;

(54) Nazev ptihlagky vynilezu:
Cilena multimerni zobrazovaci ¢inidla s
multilokalni vazebnou schopnosti

(57)Anotace:

Multilokalni cilené konstrastni €inidlo pro magneticko
rezonanéni zobrazeni, jehoZ podstata spociva v tom, Ze
obsahuje leSeni, alespofi dva zbytky véazajici se k cilovému
objektu (TBMs) kovalentng vézané k riznym atomiim leSeni,
alespoti dva zbytky zlep3ujici obraz (IEMs), pfiemZ kazdy z
uvedenych zbytkl zlepujicich obraz je bud’ kovalentn€ vazan
k leseni nebo kovalentné vazan k mezilehlému linkeru, ktery
je zase kovalentné vazan k leSeni, kazdy zbytek zlepsujict
obraz (IEM) obsahuje chelat paramagnetického kovového
iontu nebo optické barvivo, kazdy zbytek vazajici se k
cilovému objektu (TBM) je bud’ kovalentné vazan k atomiim
ledeni nebo k linkeru a kaZdy zbytek vazajici se k cilovému
objektu (TBM) ma afinitu k cilovému objektu.
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Cilend multimerni zobrazovacil ¢inidla s multilok&lni

vazebnou schopnosti

Oblast techniky

Vynalez se tykd kontrastnich dJdinidel umoZniujicich
zobrazeni tké&ni a orgéntd p¥i staneneni diagnbézy chorobnych
stava. Zejména se vynalez tykd novych multimernich
sloucenin, které vykazuji zlepsenou afinitu k fyziologicky
relevantnim cilovym objektlm, jakymi jsou napf¥iklad
proteiny, a ptekvapiveé zlepSenou relaxivitu po Jejich

vazani k cilovému objektu.

Tyto sloudeniny obsahuji:

a) dva nebo vice zbytkd zlepsujicich obraz (IEMs, Image
Enhancing Moieties),

b) dva nebo vice zbytkd vézajicich se k cilovému objektu
(TBMs, Target Binding Moieties) pro in vivo lokaliza-

ci a multimerovou imobilizaci,

c) "leSenarskou" strukturu pro ptripojeni vyse uvedenych
zbytkd (tato struktura zde bude oznadovana jako "le-

Seni"), a

d) ptipadné spojovaci &leny pro pfipojeni zbytkd zlepsSuji-
cich obraz (IEMs) k leSeni (tyto spojovaci &leny zde

budou oznacovany jako "linkery").

Vynéalez se rovnéz tykd farmaceutickych  kompozic
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obsahujicich tyto sloudeniny a zplGsobl pouZiti uvedenych
sloucdenin a kompozic pro zlepSeni kontrastu p¥i

zobrazovacim procesu.

Dosavadni stav techniky

Techniky diagnostického zobrazovani , mezi které pat¥i
naptiklad magnetickorezonanc¢ni zobrazovani (MRI, Magnetic
Resonance Imaging), rentgenové zobrazovani, nuklearni
radiadné-farmaceutické zobrazovani, zobrazovani v
ultrafialové a infradervené oblasti svétla a ve viditelné
oblasti svétla, jakoZ i ultrazvukové zobrazovani, jsou JjiZ
v oblasti medicinédlni diagnostiky pouZivany celou radu let.
V  ramci tohoto zobrazovani se dodatecneé pouZivaji
kontrastri 1atky s cilem zlepXit rozligovaci schopnost
ziskaného obrazu nebo poskytnout specifickou diagnostickou
informaci. V nékterych ptripadech, napfiklad p¥i zobrazovani
pomoci ultrazvuku, se zapocalo se zavadénim kontrastnich
latek teprve v nedévné dobé.

Aby bylo dosaZeno Udinného zobrazeni, musi kontrastni
latka interferovat s vlnovou délkou elektromagnetického
zareni, pouZitého v ramci zobrazovaci techniky, pozménit
fyzikalni vlastnosti tkané k ziskadni modifikovaného signalu
anebo, jak je tomu v pripadé pouZiti radiacdné znacenych
farmaceutickych prost¥edktl, poskytnout v dané lokalité
zdroj radioaktivniho za¥eni. Magnetickorezonandcni
zobrazovani (MRI) a optické =zobrazovacl metody Jjsou
jedinedné mezi zobrazovacimi technikami tim, Ze poskytuji
komplexni signély, které jsou citlivé na  chemické
prost¥edi. Zatimco signaly poskytnuté pfi rentgenovém
zobrazovani nebo p¥i zobrazovani =za pouZiti radiocaktivné

znadenych latek zustdvaji stejné, nezavisle na tom, zda




Jjsou wuvedené latky v plazmé volné, zda Jjsou vazané k
proteinim nebo k Jjinym cilovym objektdm nebo =zda Jjsou
vazané uvnit¥ kosti, nékteré kontrastni 1latky urdené pro
magnetickorezonancdni zobrazeni a optické zobrazeni maji v

rdznych fyziologickych prost¥edich rizné signalové
charakteristiky. Optické Dbarvivo po jeho vazani maZe
vykazovat zmény v jeho absorbanci, odrazivosti,

fluorescenci, fosforescenci, chemiluminescenci, rozptylu

nebo jiné spektrdlni vlastnosti. Je daleZité, aby
kontrastni latky byly dostatec¢né citlivé a p¥itomné v dosti
vysoké koncentraci, aby uvedené signalové zmény Dbyly
pozorovatelné.

Pokusy zlep&it kontrast zvySenim poctu zbytkd zlepsujicich
obraz (IEM)

Cilend d¢inidla by méla dopravit vyznamné mnozstvi
zobrazovaciho zbytku do zacileného objektu tak, aby bylo

POZOrovano dostatecné zlepSeni signalu v pribéhu
zobrazovani. DosaZeni dostatecdné citlivosti Jje velkym
problémem zejména v pripadé magnetickorezonandéni

zobrazovaci techniky, kde je =zapotrebi k produkovani
adekvatniho signalu koncentrace 10 aZz 1000 upuM zbytku
zlepd3ujiciho obraz. Tento problém miZe byt pro cilené
¢inidla je&té dale zkomplikovan v pripadé, kdy Je
poZadovany cilovy objekt p¥itomen v nizké koncentraci. Tak
napriklad pro zobrazeni cilovych objektl tvorenych
bilogickymi receptory, které Jjsou pritomné v niZsi nezZ
mikromolarni koncentraci, Jje zapotrebi k dosazeni
dostatedného kontrastu zobrazeni vyssi zlepsSeni signalu v
zacileném mistu. ZlepSeni kontrastu bylo realizovano za
pouziti 1) nosidd pro transport farmaceuticky a¢innych
latek umoZniujicich dosdhnout vysokou 1lok&lni koncentraci

kontrastni 1latky v daném misté, pouzitim 2) vice zbytkl
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zlep8ujicich obraz (IEMs) v jediné kontrastni 1latce [viz
napriklad Martin V.V. a kol., Bioconjug.Chem., 6: str.
616-23 (1995); Shukla R. a kol., Mag.Reson.Med, 35: str.
928-931 (1996); Ranganathan, R.S. a kol., Invest. Radiol.,
33: str. 779-797 (1998)], nebo pouZitim 3) specifickych
zbytkth zlepSujicich obraz (IEMs) majicich definovanou
strukturu se zlepsSenou schopnosti zlepZit kvalitu signéalu.
Idealni cilené kontrastni ¢inidlo by mélo G&inné kombinovat
zbytky zlepSujici obraz (IEMs) k dosa%eni optimalniho
zlep3eni zobrazovaciho signélu.

Za UcCelem zabudovani velkého podtu zbytkd zlepdujicich
obraz do kontrastniho ¢&inidla byly vneseny do vhodného
vehikula pro transport farmaceuticky Gdinnych latek, jakymi
Jsou naptriklad polymerovand vehikula nebo liposomy, vysoké
koncontrace nizkomolekularnich kontrastnich &inidel [ Bulte
J.W. a kol, J. Magn.Reson.Imaging, 9: str.329-335 (1999)].
BohuZel takto ziskané materidly lze jen obtiZné& sm&rovat do

cilového mista.

Za ucelem dosaZeni uvedeného pocdtu zbytkd zlepSujicich
obraz byla v ramci vyzkumu nap¥iklad vytvo¥eny polymery,
dendrimery a organické sloudeniny kombinované s mno¥%inou
zbytkt zlep3ujicich obraz. Velky podet zbytkll zlepdujicich
obraz ’ Jjakymi jsou napriklad Gd(III)-chelaty pro
magnetickorezonancéni  zobrazovani, mlZe byt kovalentné&
pripojen k polymerdim [ Schuhmann-Giampieri, G. a kol.,
J.Invest. Rad, 26: str. 969-974 (1991); Corot C. a kol.,
Acta Rad, 38:5412, str. 91-99)] a dendrimertm { Jasques V. a
kol., J.Alloys Cmpd., 249: str.173-177 (1997); Margerum,
L.D. a kol., J.Alloys Compd., 249: str. 185-190 (1997);
Toth E. a kol., Chem.Eur.J. 2:str. 1607-1615 (1996)].
Polymerni dinidla typicky obsahuji smés subjektd s Sirokou

a komplexni distribuci molekulovych hmotnosti. Tyto
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heterogenni vlastnosti neptiznive ovliviuji u¢innost
kontrastnich d&inidel a znesnadrniuji jejich charakterizaci.
Krom& toho Jje v ramci syntézy obtiZné selektivné zavést
zbytky vézajici se k cilovému objektu spoledn€ s mnoZinou
zbytkld zlep3ujicich obraz. Proto zde existuje potreba mit k
dispozici dobte definované homogenni molekuly pro pouZiti
ve funkci kontrastnich d¢inidel, které by byly schopné
poskytnout adekvatni zlep3eni obrazu v zacileném miste.

Dendrimery (jako naptriklad hveézdicové nebo kaskadové
dendrimery) teoreticky poskytuji jediny vysokomolekulérni
subjekt, na ktery by bylo moZné kovalentné navazat velky
podet zbytkd zlepSujicich obraz [Fischer M. a kol.
Angew.Chem.,Int.Ed.Eng., 38/7: str.884-905 (1999); Weiner,
E.C. a kol., Mag.Reson.Med, 31: str. 1 - 8 (1994)] . Nicméné

U dendrliincinich, stegnd Jako polymernichi ¢inidel dochéazi k
vyraznym syntéznim problémim, zejména v p¥ipadé
selektivniho zavedeni cilicich skupin, které jsou

specifické pro uvaZovanou tkan.

Také byly syntetizovany organické molekuly obsahujici
mnoZinu zbytkl zlepsSujicich obraz. Kontrastni d&inidla pro
magneticko-rezonandni zobrazeni tohoto typu jsou oznadovéany
jako "multimerni chelaty" nebo "multimery" a typicky
obsahuji 2 aZ 12 zbytkd zlep3ujicich obraz [ Shukla R. a
kol., Mag.Reson.Med. 35: str. 928-931 (1996); Shukla R.B. a
kol.,Acta Radiocl., 412: str. 121-123 (1997); Ranganathan
R.S. a kol., Invest. Radiol., 33: str. 779-797 (1998)].
Uvedené multimerni chelaty maji nésledujici vvhody: 1) jsou
homogennimi molekulami v tom smyslu, Ze maji na rozdil od
polymert a dendrimert jednotnou velikost a strukturu, 2)
mohou byt snadno syntetizovany a c¢istény, 3) lze do nich
snadno zabudovat c¢ilici skupiny. BohuZel bylo s urditym
zklamanim zji3t&no, Z%e schopnost multimernich cheléatt
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zlep3it intenzitu magneticko-rezonandniho =zobrazovaciho
signalu je nizka. To Jje disledkem toho, Ze zlepZeni miry
protonové relaxace (neboli "relaxivity"), které Je v
korelaci se zlepSenim signdlu, klesd se zvy3enym podtem
zbytkd zlep8ujicich obraz (IEMs). Takto je zapot¥ebi pro
dosazeni zlepdeni signdlu v cilovém mist& mit k dispozici
kontrastni ¢inidla, u kterych uvedend relaxivita neklesa se
széujicim se pocCtem zbytkd zlepsujicich obraz.

Pokusy zlepsSit kontrast sniZenim rotac¢niho pohybu

kontrasniho ¢&inidla

Byly ucinény pokusy =zvySit relaxivitu necilenych -

multimernich kontrastnich ¢inidel pro magneticko-rezonandéni
zohrazeni omevenim rotadnibo pohybu. Pokusy cmezit uvedeny
rotacdni pohyb byly soust¥edény na 1) sniZeni flexibility
molekuly nebo na 2) omezeni rotacdniho pohybu wvazbou k
cilovému objektu.

Tak naptriklad necilend <dinidla byla syntetizovana s
tuhou strukturou, ke které Jjsou p¥ipojeny cetné
Gd(III)-chelaty [ Shukla R. a kol., Mag. Reson. Med., 35:
str.928-931 (1996); Shukla R.B. a kol. Acta Radiol., 412:

str. 121~123 (1997) ; Ranganathan, R.S. a kol.,
Invest.Radiol., 33: str. 779-797 (1998); Jacques V. a kol.,
J.Allows Cmpd., 249: str. 173-177 (1997)]. Nicmén& tyto

struktury maji neékteré nedostatky. V prvé *ad& byly
relaxivity pro GA(III)-ion, které byly dosaZeny pro &inidla
obsahujici vice neZ dva chelaty, niZ%8i neZ relaxivita
pozorovanad u Jjedinych cheldtl, mezi které pat¥i napriklad
MS-325. Lokalni pohyb cheldtu mohl byt proto jedté dale
redukovan. Druhym nedostatkem Jje, Ze toto d&inidlo neni

cilené. I kdyby byla tato ¢&¢inidla cilend, tuhé multimerni
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struktury by vyrazné zvét3ily neZadouci pozadovy signél,
protoZe zlepSeni signdlu je dosaZeno bez ohledu na to, zda

je kontrastni ¢inidlo vazano k cilovému objektu &i nikoliv.

Proto zde existuje pot¥feba mit k dispozici kontrastni
¢inidla, kterd =zlepSuji obraz cilového objektu pouze v
p¥ipadé, Ze jsou vazana k cilovému objektu.

Rota&ni pohyb jediného zbytku zlepSujiciho obraz miZe
byt G¢inné& omezen po nekovalentnim véazani k cilovému
objektu, rezultujicim v 5 aZ 10-ndsobném zvyseni
relaxivity pro formu vazanou k cilovému objektu [ patent US
4,880,008] . Toto zlepsSeni relaxivity Jje stejné nebo lepsi
neZ zlepSeni relaxivity pozorované pro zbytky zlep3ujici
ULas, nboeil Jsou vazand k cllovinu obkektu kovalentneé
[ Schmiedl U., Ogan M., Paajanen H., Marotti M., Crooks
L.E., Brito A.C. a Brasch R.C., Radiology (1987) 162: str.
205-210; Ogan M.D., Schiedl U., Moseley M.E., Grodd W.,
Paajanen H. a Brasch R.C. Invest.Radiol. (1987) 22: str.
665-71] . Priklady d&inidel, kterd wvyuZivaji tento udinek
jsou kontrastni dinidla Gd-EOB DTPA cilenéd na proteiny
jater [ Runge V.M. Crit.Rev. Diagn. Imaging 38: str.207-30
(1997)] a kontrastni ¢inidla Gd-BOBTA [ Kirchin M.A. a
kol., Invest.Radiol., 33: str. 798-809 (1998)] anebo
kontrastni &inidla MS-325 cilend na albumin [ Lauffer R.B a
kol., Radiology, 207: str. 529-538 (1998)], JjakoZ 1
kontrastni dinidla MP-2269 [ Hofman Mark B.M. a kol.
Acadademic Radiology, 5 (dodatek 1): S5206-S209 (1998)].
Relaxivita zvy8end na ptribliZné sedminésobek je uvedena pro
kontrastni &inidlo MS-325 (47 nM's™) jako didsledek
nekovalentni vazby k sérovému albuminu [ Lauffer R.B. a
kol., Radiology, 207: str.529-538 (1998).
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Obr .1 : Chemickd strukture kontrastniho Zinidla MS-325 piro

magneticko-rezonanc¢ni zobrazovani

Po navazéani k albuminu dochazi v ptipad€ monomerniho
kontrastniho ¢inidla MS-325, majiciho strukturu zobrazenou
na vyse uvedeném obr.l, ke zvySeni =zlepSeni signalu.
JestliZe je tento komplex vazan, potom se rozpadéd pomalejsdi
rychlosti neZ v nevazaném stavu, coZ m& za nasledek vys$3i
relaxivitu. P¥i p¥idani mnoZiny zbytka zlepsujicich obraz k
cilenym kontrastnim ¢inidl@m, mezi kterd pat¥i MS-325, vsak
nedochazi k dalSimu zlepSeni kontrastu vzhledem k tomu, Ze
relaxivita na jednotlivych gadoliniovych centrech
multimerni struktury klesad. Tak naptriklad multimer se
Ety¥mi Gd(III)-ionty vykazuje molekuldrni relaxivity pro
GA(ITII) pouze 9 a¥ 13 mM st ve srovnani s relaxivitou 47
mM st pro MS-325, ktery obsahuje jediné Gd(III) [ Martin
V.V. a kol., Bioconjug. Chem., 6: str.616-23 (1995)] . Takto

je relaxivita cileného multimerniho chelé&tu typicky mnohem




nizsi pro Gd(III) neZ relaxivita analogického ciléného
jediného chelétu.

Dadle =zaYazend tabulka 1 demonstruje skutecnost, :Ze
pouhé zvySeni poctu zbytkl zlepsdujicich obraz Jje
nedostate¢né pro zlepSeni celkové relaxivity, protoZe
relaxivita vztaZend na zbytek zlepsSujici obraz klesad se
zvydujicim se podtem zbytkl =zlepsujicich obraz vzdor
p¥itomnosti wvazebné skupiny k cilovému objektu obsahujici
dva fenylové kruhy. K pochopeni tabulky 1 je nezbytné
definovat miru, do jaké kontrastni ¢inidlo pro
magneticko-rezonancéni zobrazeni vazané k cilovému objektu
mize dosdhnout své maximdlni moZné relaxivity. Tato
maximélni relaxivita pro specifické kontrastni ¢&inidlo je
- pribliZné rovna relaxivité molekuly v p¥ipad€, Ze je vazana
ko ocllovému objektu (R1

vazana) ¢ Jakym Je mnapfiklad 1lidsky

sérovy albumin (HSA, Human Serum Albumin). St¥edni RI s ana
odpovidéd normalizovanému meér¥eni stredni relaxivity pro
vSechny vazebné subjekty za standardniho souboru podminek
(jakymi jsou nap¥iklad specifickd koncentrace cilového
objéktu nebo proteinu, koncentrace farmaceuticky ud¢inné
latky, teplota, atd.), kterd je vyvaZena vazebnou populaci
kaZzdého subjektu. Ponévadz hodnota RI, ,ans Jje
normalizovanou kvantitou, maZe byt takto provedeno
porovnani relaxivit mezi rlznymi molekulami ve véazaném
stavu srovnanim hodnot pro RI
hodnot RI

sloudenin bez ohledu na jejich afinitu k cilovému objektu.

vazana® Srovnani vypocitanych

vazans POSkytuje vhodny zpusob pro srovnani

Vypocet stfedni RI
volného chelatu R1, 1nar
lemmwwmé a procentické vazby ¢inidla k roztoku cilového

objektu, ktery typicky obsahuje 4,5 % cilového objektu,

vizans VvZaduje m&teni relaxivity

jakoZ pozorované relaxivity
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napfiklad lidského sérového albuminu. Pozorovanad relaxivita

je molarnim zlomkem x vyvazeny prumér Rl ., . a Rl . .

Rlpozorované = xvolné RlvolnéL + ZXiRlvézané,i
1
kde x, ;.4 + 2x; = 1
1
a XX; = Xygzans.
1
Takto:
Rlpozorovanél - XvolnéRlvolné
RIvézané =

““vazana

V nésledujici tabulce 1 jsou uvedeny chemické struktury
a vazané relaxivity f¥ady kontrastnich ¢&inidel cilenych na
albumin. V tomto souboru slouc¢enin je sloudenina s Jjedinym
zbytkem =zlepsujicim obraz (t.j. MS-325) srovnadna s *Yadou
multimerd obsahujicich mnoZinu zbytkd zlepsSujicich obraz,
pric¢emZ ve vS8ech téchto sloudeninadch Jje vsak pritomen
stejny difenylcyklohexylovy zbytek vazajici se k albuminu a

methylenfosfatovad skupina.




Tabulka 1
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Chemické struktury a vazané relaxivity Ffady kontrastnich

¢inidel cilenych na albumin.
vazaijici se k cilovému objektu

(TBM)

Difenylcyklohexylovy zbytek
zlstava konstantni.

Sloucenina Chemicka struktura Stﬁxmi}“vémnﬁ/ (Elkiuvémné
GA(TII) {20 MHz) (20 MHz)
Ph
>%\ > Gd-DTPA
MS-325 | g L 47 47
e}
P g 38.1 76.2
Ms-01 Ph&\ ? EN  GeDTP . .
o—@—o—J' a‘l/
0
4 NH/ﬂ\\GdDYPA
(.
M8-02 P>‘%\ . :N ] S 23.6 70.7
P O—p— N
|o' | YG@TPA
o]
9
PN N/—\u)okGO-DTPA.
p;}%\o_i_o O-E(NH_ \ﬁu)ol\cd-om\
M8-03 Ry "‘Ew o 14.9 59.6
° N HN d-OTPA
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Obr.2 predstavuje grafické zobrazeni

tabulce 1.

Stfedni RI

vazana

pro

zbytek

.
osv s

tda’jld uvedenych v

zlepdujici

obraz

(IEM), kterym je v tomto pfripad€ Gd(III)-chelat, p¥i 20 MHz

je vynesena proti podtu zbytkd zlepsSujicich obraz

Obr.2

Graf vazané relaxivity

(pro gadolinium)

(I

EMs) .

Yady multimernich

kontrastnich <&inidel obsahujicich jednu difenylcyklohexy-

lovou

z¥ejmé, Ze

pro gadolinium.
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(TBM) konstantni. Udaje v tabulce 1 a na obr.2 ukazuji, Ze
kdyz poclet chelatovanych paramagnetickych kovovych iontd v
molekule roste, potom dochazi ke sniZeni relaxivity
vztaZené na jeden kovovy ion. PocCet GA(III)-chelatd se méni
od jednoho (MS-325) do <¢tyr, av8ak vzdor uvedenému
¢ty¥nésobnému zvysSeni poctu zbytkld zlepsujicich obraz
(IEMs) vzroste celkova relaxivita pouze o asi 50 %. Tento
skrovny prirtistek celkové relaxivity je disledek sniZeni
relaxivity vztaZené na Jjeden Gd(III)-ion. Je treba
poznamenat, Ze st¥edni RI ., ana vztaZené na Jjeden
GA(ITI)-ion klesla z 47 mM ‘s' na 14,9 mM ‘st presto, Ze
kontrastni dinidlo bylo ve vazaném stavu. Tento pokles Jje
désledkem lok&dlniho cheldtového pohybu, ktery prekvapivé
roste na intenzité s rostoucim podtem zbytka zlepdujicich
obraz vzdor mnoZiné aromatickych kruhti v jediném zbytku
vazajicimu se k cilovému objektu (TBM).

Z¥ejmé& zvySeni podtu chrlatizujicich zbytkl rovnéz
zvysuje rotacdni volnost molekuly a to alespon v blizkosti
chelatové gadoliniové oblasti. ZvySeni relaxivity Jje
Zejména patrné, kdyZ velikost chelé&tové oblasti vzroste nad
dva chelatované gadiliniové ionty vztaZené na Jjednu
multimerovou molekulu. Tak nap¥iklad v pZ¥ipadé M8-03 Jje
celkovd relaxivita vztaZend na gadolinium rovna pouze 15
M s, coZ Je pfibliZn& Jjedna t¥etina relaxivity
pozorované pro MS-325. Celkova relaxivita sloucdeniny M8-03
je proto rovna pouze 60 mM ‘s ', co¥ je pravé 1,3-nasobek
celkové relaxivity d¢inidla MS-325, 1 kdyZ Jje pritomno
Stytrikrat vice zbytkd =zlepsSujicich obraz. Je zY¥ejmé&, Ze
takové skrovné zvySeni relaxivity neospravedlrnuje dodatecdné
naroky spojené ze slozitéjsi syntézou multimeru a naklady
spojené s vyvojem takovych kontrastnich ¢inidel pro
magneticko-rezonancéni zobrazovani 1in vivo. Takto pouhé
kombinovani mnoZiny zbytkd® zlepSujicich obraz s Jjedinym
zbytkem vazajicim se k cilovému objektu neposkytuje
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ptimér¥ené zvySeni relaxivity. Existuje proto potfeba moci
syntetizovat multimerni kontrastni ¢inidla pro
magneticko-rezonanéni zobrazovéni, u kterych by byla
relaxivita kaZdého chel&tu zachovédna 1 v pF¥ipadg, Ze
vzroste pocdet jednotek zlepSujicich obraz (IEMs).

Celkova 1imobilizace kontrastniho <¢inidla véazaného k
cilovému objektu miZe byt pozoruhodné& udinna p¥i zvydovéani
relaxivity Jjediného chelatu (jako 7je tomu nap¥iklad u
kontrastniho ¢inidla MS-325), avSak neni U¢inna v pripadé
multimernich cheldtt. To =znamena, Ze za uGlelem zvydeni
relaxivity v kaZdém cheldtovém misté Fje nezbytné sniZit
celkovou rotacdni korelad¢ni dobu molekuly a soudasné sniZit
lok&lni chel&tovy pohyb v kaZdém cheladtovém misté. Existuie
tedy potfeba nalézt mechanismus pro Gdinnou imobilizaci
kontrastnich ¢inidel vazajicich se k cilovému objektu, &imZ
by bylo dosaZeno ud¢innéjsiho zlepSeni signalu produkovaného
v préGbeéhu zobrazovani.

Je  zapot¥ebi nalézt zpuisob zlepSeni  signalového
kontrastu pro specifické cilové objekty. Tento poZadavek
byl aZ dosud ZFfe8en 1) zvydfenim podtu zbytkld zlepsSujicich
obraz (IEMs) nebo 2) sniZenim flexibility molekuly. ZvySeni
pocdtu zbytkd zlepsSujicich obraz (IEMs) bylo neGspé&sné ,
protoZe kontrastni <dinidla nemaji homogenni velikost a
strukturu, dochézi k potiZim pf¥i jejich syntéze, je obtiZné
je zacilit a nebylo u nich dosaZeno Umérnosti mezi zvySenim
kontrastu obrazu a zvySenim podtu zbytkd zlepduijicich obraz
(TEM) . SniZeni flexibility bylo zase nelGspé&né vzhledem k
tomu, Ze tuhd neflexibilni kontrastni dinidla generuji
vysoky pozadovy signadl v pripadé, Ze Jjsou vazéana. Vazba
multimeru k cilovému objektu pomoci jediného zbytku
vazajiciho se k cilovému objektu (TBM) neni G¢inné ani

pokud jde o sniZeni flexibility, ani pokud jde o zvysSeni
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relaxivity. Proto zde existuje potrteba
objektl

zbytkld zlepsujicich obraz p¥i soucdasném sniZeni flexibility

zlepsit kontrast

obrazu u specifickych cilovych zvySenim poctu

molekuly pouze v pripadé, kdy je vazéna k cilovému objektu.

Podstata vynalezu

Vynadlez poskytuje mechanismus pro vyrazné =zlepseni

Gc¢innosti kontrastnich dinidel in vivo. Vyrazna =zlepSeni

kontrastu signadlu v cilovém objektu jsou moZna v pripade,

¢ multimerni  kontrastni ¢inidla Jsou flexibilni v

nevazaném stavu (coZ mé& za nasledek nizkou relaxivitu a
slaby signéal) a méné flexibilni ve véazaném stavu (coZ mé za
nasledek vysokou relaxivitu a silny signéal). To znamena, Ze
je dalezité udinit multimerni kontrastni &inidlo ve vazaném
stavu tuzsim nez v nevazaném

stavu, ponévadZ to

minimalizuje pozadovy signdl v nevazaném stavu, zatimco ve
vazaném stavu se zachovéa vysokd relaxivita. Takova d¢inidla
jinym
nekovalentnimi interakcemi ve dvou nebo vice separatnich
lokalitach.

zabudovanim do

jsou vazana k proteinlm nebo cilovym objektém

mistech neboli Takové multilokalni wvazby se
zbytkd
pricemz kazdy z téchto

dosahne ¢inidla dvou nebo vice

vazajicich se k cilovému objektu,
cilovému afinitu k

zbytkh vazaijicich se k objektu ma

jednomu nebo vice mistim na cilovém objektu.

Specifidtéji definovano,
"multilokalnich"”

dinidlem s

tykd se vynélez pouziti
nekovalentnich interakci mezi kontrastnim
zbytkd (IEMs)

a cilovym objektem s cilem soucasné& 1) indukovat

mnoZinou zlepSujicich obraz
(multimer)
vazbu k cilovému objektu (¢imZ se dosahne specificdnosti),
2) ukotvit né&kolik zbytkd (IEMs) k

objektu a 3) zbytkl

zlepsujicich obraz

cilovému zpevnit strukturu mnoZiny
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zlepsujicich obraz (IEMs). Zakladnim znakem vynalezu je to,
e kontrastni c¢inidlo je méné flexibilni ve vazaném stavu
ne? v nevazaném stavu. Vazba kontrastniho c¢inidla k
cilovému objektu zvysSuje relaxivitu a signadlovou intenzitu
kovového cheldtu IEM zvySenim celkové rotaéni korelacdni
doby molekuly " kovovy ion-vektor zobrazovaciho atomd", t.7j.
vlastné omezenim rotac¢niho pohybu. Multilokalni wvazba
umoZrniuje dal8i zlep8eni relaxivity zmenSenim flexibility
nadsobné chelatové struktury ve vazaném stavu a to Jjak
obecné&, tak i v lokédlnich mistech, kde dochazi k
chelatovému pohybu. Flexibilita molekuly v nevazaném stavu
poskytuje specifickeé vyhody oproti d¥ive popsanym
multimernim ¢inidldm pro magneticko-rezonanc¢ni zobrazeni s
pevnymi strukturami vazajicimi chelaty, u kterych neni
rozdil v tuhosti a tedy 1 ve flexibilité ve vazaném a
nevazaném stavu [ Ranganathan R.S. a kol., Invest.Radicl.,
33: str. 779-797 (1998)] . Multilokalni vazebna koncepce pro
multimerni cheléty je schematicky zobrazena na obr.3.
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Obr. 3.
Schematické zobrazeni znazornujici klicové slozky

prikladného multimerniho kontrastniho d&inidla vazaného k

cilovému objektu pomoci multilokélnich interakci
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MnoZina separdtnich zbytkd vazajicich se k cilovému
objektu (TBMs) zprost¥edkuije vazbu k cilovému objek-
tu (¢imZ poskytne specifickou a zlepSenou afinitu).
Zbytky véazajici se k cilovému objektu (TBMs) mohou

z

byt stejné nebo odligné.

KdyZ jsou zbytky véazajici se k cilovému objektu (TBMs)
vazany k cilovému objektu, ukotvuji tyto zbytky multi-
merxovou strukturu v nékolika polohach podél leseni,

¢imZ dochéazi ke zpevnéni mnoZinové chelatové struktury.

Relaxivita je do znac¢né miry zlepSena v pfipad&, Ze je
uvedena struktura vazana oproti tomu, kdy je volna v
roztoku, ¢imZ se zlep3i zobrazovacich kontrast speci-
fickych cilovych objekti.
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Kromé zleps3eni obrazového kontrastu wvynadlez nabizi 1
vyhody v oblasti syntézy kontrastnich d¢inidel. P¥i syntéze
neni pot¥eba vytvo¥it ztuhlou chemickou strukturu (tvorenou
napriklad kondenzovanymi

nebot’ k

multilédkadlnim pripojenim k cilovému objektu.

kruhy nebo komplexnim
dojde po

Proto v tomto

makrocyklem), imobilizaci a ztuhnuti
pripadé existuije mensi pocdet omezeni, pokud jde o chemickou

strukturu kontrastnich dinidel.

Dalg&i vvyhody zahrnuji:

multilokédlni vazba zvysuje afinitu k proteinu a posky-
tuje vétdi specifiénost p¥i zacileni ve srovnani s vaz-
bou zprost¥edkovanou jedinou interakci [ Kramer R.H.
385: str.710-713 (1998); Clack-
Proc.Natl.Acad.Sci., 95: str.10437-
10442 (1998); Rao J. A kol., Science, 280: str.708-711
(1998); Mann D.A.a kol., J.Am,Chem.Soc., 120: str.

10 575-10 582 (1998); Spevak W. a kol., J.Med.Chem.,39:
1018-1020 (1996); Lee R.T. a kol, Arch. Biochem.
299: 129-136 (1992)1;

a Karpen J.W, Nature,

son T. a kol.,

str,

Biophys., str.

multilok&lni vazba sniZi rychlost, s jakou je &inidlo

odgtépovano od cilového objektu; zvysSeni doby, po kte-
rou zUstane d&¢inidlo vazéno k cilovému objektu, mé& za

nasledek prodlouZeni periody diagnostckého vyuZiti;

multilokalni vazba sniZuje flexibilitu multiplové che-
latové struktury, sniZuje lokalni cheléatovy pohyb a tim
zlep8uje relaxivitu v kazdém kovovém centru;ke ztuhnuti
kontrastniho &inidla ve vazaném stavu oproti volné mo-

lekule dochéazi pouze po vazani kontrastniho ¢inidla
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k cilovému objektu, ¢imZ se dosahuje vyS88i zobrazovaci
kontrast; voln& molekula indukuje pouze relativné malou
signé&lovou zménu ve srovnani s molekulou ve vazaném
stavu; v dé@sledku toho existuje prekvapiveé veétsi rozdil
mezi signédlem indukovanym vazanou formou a signélem

indukovanym volnou molekulou; ktera

kontrastni d&inidla,
jsou tuhd jak ve vazaném, tak 1 v nevazaném stavu tuto

diferen¢ni vlastnost postradaji;

vazebné zavisléd zména intenzity signalu je rovneéZ
aplikovatelnd na ostatni zobrazovaci modality, kde zme&-
na intenzity signé&lu mGZ%e doprovazet prechod do vaza-
ného stavu, pridemZ takovou zobrazovaci modalitou je
nap¥iklad optické zobrazovani; po vazani kontrastniho
ginidla miZe dojit ke zvySeni nebo sniZeni intenzity
signalu; v nékterych pripadech se ukazalo, Ze sniZeni
signadlu bylo v korelaci s tuhosti
Chauvet M., Dell Amico M., Noat G.
J. Biochem (1995) 228:
dojde po vazbé€ ¢inidla k cilovému objektu ke zvySeni
intenzity signélu [ Sudlow G., Birkett D.J. a Wade D.N.
Mol .Pharmacol 12: str.1052-61 (1976); Sudlow G.,
kett D.J. a Wade D.N. Mol.Pharmacol 11: str. 824-32
(1975); Kane C.D. a Bernlohr D.A. Anal.Biochem 233:
197-204; Lakowica J.R. Principles of Fluorescence
Spektroskopy, New York, NY, str.211-213

(1983))] .

molekuly [ Rimet O.,
a Bourdeaux M. Eur.

str. 55-59]; v jinych pripadech

Bir-

str.

Plenum Press,

Multilokalni vazba miZe poskytnout bud vyrazné sniZenou
tudiz

nebo nebo vyrazné zvySenou intenzitu ve srovnéani

intenzitu signalu (a vyrazné zvySeny signélovy

kontrast)
s optickym kontrastnim ¢&inidlem majicim pouze Jjeden zbytek
(TBM) .
zmé&na Vv 1intenzit& signdlu bude mit za nésledek zlepSeny

vazajici se k cilovému objektu V obou pfipadech
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signadlovy kontrast jakoZto diGsledek vazani kontrastniho
¢inidla k cilovému objektu.

Multilok&lné vazebnd kontrastni c¢inidla podle vynalezu
obsahuje zbytky zlep3ujici obraz (IEMs), leSeni, ke kterému
je pripojena mnoZina zbytkd zlep&ujicich obraz (IEMs) a to
bud pfimo nebo pomoci pI¥ipadnych linkerd, a alespon dva
separatni zbytky véazajici se k cilovému objektu (TBMs).
Posledné uvedené zbytky vazajici se k cilovému objektu
mohou byt stejné nebo odlidné. V nékterych pripadech mtZe
leSeni obsahovat zbytek zlep8uijici obraz nebo d&ast zbytku
zlepSujiciho obraz, pI¥ficemZ nékteré chelatizuijici zbytky
mohou takto rovnéZ slouzit Jjako 1ledeni nebo jako d&ast

ledeni.

Tyto multimerni/multilokédlné vazebné sloucdeniny jsou
jedine¢né tim, Ze jejich lokalni pohyb zbytkd zlepgujicich
obraz Jje omezen a Jjejich vazanad relaxivita Jje vyrazné
zlep8end nekovalentni vazbou alespon dvou zbytkd véazajicich
se k cilovému objektu (TBMs) k cilovému objektu v alesponi
dvou separatnich mistech (lokalitéach) podél multimerni
struktury. Tyto interakce umoZinuji, aby se multimer vazal k
cilovému proteinu "pseudo-cyklickym" nebo "zipovitym"
zplsobem. Tento typ vazby pfekvapivé sniZuje flexibilitu
multimeru, obsahujiciho zbytky wvazajici se k cilovému
objektu (TBMs), leSeni a individué&lni zbytky zlepsuijici
obraz (IEMs). Takto dochazi u zbytkl zlepSujicich obraz
(IEMs), které zahrnuji chelaty, k omezeni lokalniho
cheldtového pohybu a k pozoruhodnému =zlepSeni signalt
magneticko-rezonan¢niho zobrazeni, ponévadZz Je =zvySena
relaxivita v kazZdém zbytku zlepsSujicim obraz (IEM). Toto
zvyseni odlisuje kontrastni dinidla podle vynalezu od
kontrastnich dinidel dosavadniho stavu techniky, kterd jsou
vazana k cilovému objektu prostfednictvim pouze Jjediného
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zbytku vazajiciho se k cilovému objektu (TBN) a ktera takto
nejsou "pseudo-cyklicky" nebo "zipovité" vazadna k cilovému
objektu. Kontrast zobrazeni Jje jesdté dale zlepsen
multimerni/multilokédlné wvazebnou strukturou, ponévadZ tato
struktura produkuje relativné slaby signadl v nevazaném

stavu.

Vynalez Je pouZzitelny pro vsechny aplikace cileného
magneticko-rezonanéniho a optického =zobrazeni, véetné
pouZiti ¢inidel zlepSujicich obraz zacilenych na biologické
struktury, Jjakymi jsou sérovy albumin a ostatni
diagnosticky relevantni cilové objekty, Jjakymi Jjsou krevni
sraZeniny, a to zejména v réamci téch aplikaci, kde existuje
mno%ina vazebnych mist pro vazbu multimerniho/multiloké&lné
vazebného kontrastniho ¢inidla. Takova vazebnd mista nemusi
byt identickd a m&la by byt v dostatedné blizkosti k tomu,
aby mohla byt spoledné vyuZita pro spojeni s kontrastnim
¢inidlem prost¥ednictvim zbytkd vazajicich se k cilovému
objektu (TBMs).

Detailni popis vynalezu

Nasledujici detailni popis vynalezu slouZi k tomu, aby
mohl byt vynédlez pochopen v celém jeho rozsahu.

Vyznamy obecné pouZivanych chemickych zkratek, které
nejsou explicitné definované v této popisné casti, mohou
byt nalezeny v The American Chemical Society Style Guide;
Second Edition; American Chemical Society, Washington, D.C.
(1997) nebo v Journal of Organic Chemistry; Guidelines to
Author (Revised May 2000), Copyright 2000 American Chemical
Society.
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V ramci této prihlasky se

DTPA vztahuje ke struktufe

nékterého ze &ty¥ néasledujicich vzorcld I az 1IV:

NN
.ozc—/ \-—coz‘
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Vyraz "specifickd afinita" se zde vztahuje ke
schopnosti kontrastniho c¢inidla spodivajici v tom, Ze toto
¢inidlo maze byt zachyceno, zadrZeno nebo vazano

specifickou biologickou sloZkou v mife vy$$i neZ je mira

zachyceni,

specfickou biologickou sloZkou.

maji tuto wvlastnost, jsou

zde

zadrZeni nebo véazani ostatnich sloZek stejnou

Konstrastni ¢inidla, ktera

uvadéna Jjako "cilenéa"
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kontrastni <¢inidla nebo jako c¢inidla "zacilend" na cilovy
objekt.Kontrastni ¢inidla, které uvedenou vlastnost
postradaji, Jjsou zde uvadéna jako "nespecificka" kontrastni
¢inidla.

Vyraz "relaxivita" se vztahuje ke zvySeni bud kvantity
1/T, nebo 1/T,, vztaZené na milimolarni koncentraci
paramagnetického iontu, kde T, 2znamend axialni nebo
"spin-mfizka" -relaxac¢ni dobu a T, znamend transverzdlni
nebo "spin-spin" -relaxadni dobu protond vody nebo jinych
spektroskopickych jader, vdetné&€ protond nachizejicich se v
molekulédch Jjinych neZ Jsou molekuly vody. Jednotkou

relaxivity je mM ‘s .

Zde  pouZity vyraz "otev¥ené koordinadni misto" @ se
vztahuje k mistu na kovovém chelatu, které Jje obecné
okupované molekulami vody nebo rozpoudtédla.

Zde pouZzity vyraz "konstanta tvorby" lze definovat jako
rovnovazna konstanta reakce popisujici tvorbu dané

slouceniny.

Zde pouZity vyraz "multimer" je definovan jako
kontrastni <¢inidlo nebo 3jeho podjednotka obsahujici dva
nebo vice zbytkd zleps8ujicich obraz (IEMs).

Zde pouzity vyraz "multilokalni" se vztahuije ke dvéma
nebo vice polohém kovalentniho ptripojeni k "le8eni" (tento
vyraz bude definovdn niZe) kontrastniho ¢inidla pomoci

zbytkll vazajicich se k cilovému objektu (TBMs).
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Zde pouZity vyraz "multiloka&lné vazebny" se vztahuje k
nekovalentnim interakcim dvou nebo vice zbytkd vazajicich
se k cilovému objektu (TBMs) s cilovym objektem. Tyto
nekovalentni interakce jsou vzajemné nezavislé a mohou byt
mezi - Jinym hydrofobnimi interakcemi, hydrofilnimi
interakcemi, interakcemi typu dipol-dipol, interakce typu

"pi-stacking" nebo interakcemi typu Lewilisova kyselina-baze.

Zde pouzity vyraz T"pseudo-cyklickd struktura" se
vztahuje ke kontrastnimu &inidlu vazanému nekovalentnimi
interakcemi k cilovému objektu ve dvou rlGznych mistech
pomoci zbytkd vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) (viz
obr.4).
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Obr. 4

Reprezentativni priklady multilok&lné vazebnych struktur

"Pseudo-cyklickd" vazebnad struktura:
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Zde pouzity vyraz "zipovad" struktura se vztahuje ke
kontrastnimu ¢inidlu vézanému nekovalentnimi interakcemi k
cilovému objektu ve tfech nebo vice rtznych mistech pomoci
tri zbytkd vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) (viz
obr.4.

Vynadlez se tykad novych sloucenin, které zlepsuji
kontrast pfi diagnostickém zobrazeni v disledku zmé&ny
flexibility po véazani téchto sloudenin k cilovému objektu.

Tyto sloudeniny obsahuji:

a) dva nebo vice zbytkd zlep$ujicich obraz (IEMs),

b) dva nebo vice zbytku véazajicich se k cilovému objek-
tu (TMBs) zajistujicich lokalizaci a ztuhnuti multi-

meru,

c) leS8ené¥skou strukturu pro pfipojeni vyse uvedenych
zbytkd ("leseni") a

d) ptipadné spojovaci &leny pro pripojeni zbytkd zlep-
Zujicich obraz (IEMs) k lesSeni ("linkery").

Techniky diagnostického zobrazeni neomezujicim zptisobem
zahrnuji magneticko-rezonanc¢ni zobrazeni a zobrazeni v
ultrafialové, viditelné a infradervené oblasti své&telného

zaY¥eni.

Zbytek zlepsujici obraz (IEM)

Zbytkem zlep3ujicim obraz (IEM) miZe byt v ramci
vynadlezu chemikadlie nebo 1latka, kterd Jje ©pouZita k

poskytnuti signdlu nebo ke =zlepsSeni kontrastu v pribéhu
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zobrazovani. Kromé toho zbytek zlepSuijici obraz (IEM) nebo
c¢ast zbytku zlep3ujiciho obraz mohou byt p¥ipadné pouZity
ve funkci leSeni nebo ve funkci c¢asti ledeni a mohou mit
minoritni cilici funkci.

Zbytek
molekulou, iontem kovu nebo chelatem. Cetné ptiklady zbytku
zlepdujicich obraz (IEMs) byly popsany v Bonnemain B.,
o 167-74 (1998); a kol.,
in Medical Imaging: Contrast

zlepSujici obraz miZe Dbyt tvofen organickou

J-Drug Target., str. Swanson D.P.
Pharmaceuticals
Media,
Magnetic Resonance Imaging and Ultrasound,
Inc., (1990); I.

(19980)] .

Radiopaque

Radiopharmaceuticals, Enhancement Agents for
McGraw Hill,

Johnson Histochem.J.,30:str.123-40

Obzvlasteé pouZitelnym zbytkem zlepSujicim obraz (IEM)
je fyziologicky kompatibilni kovovy cheldt s jednim nebo
vice cyklickymi nebo acyklickymi chelatizujicimi ¢&inidly v
komplexu s jednim nebo vice kovovymi ionty. Vyhodné kovové
ionty pro optické zobrazeni zahrnuji ionty kovd s atomovymi
21 az 31, 39 aZz 42, 44 az 50 nebo 57 aZz 83.

Vyhodné kovové ionty pro magneticko-rezonancéni

¢isly 13,
zobrazeni
42, 44 nebo
83 a vyhodnéji paramagnetické formy iontd kovl s
42, 44 nebo 57 az 83. Obzvlaste
vyhodné paramagnetické kovové ionty jsou zvoleny z mnoZiny
zahrnujici Gd(III), Fe(III), Mn(II a III), Cr(III), Cu(II),
Dy(III), Tb(III a IV), Ho(III), Er(III), Pr(III) a ER(II a
III). Nejvyhodné&j&im paramagnetickym iontem je Gd(III).

zahrnuji ionty kovl s atomovymi &isly 21 az 29,
57 az
atomovymi c&isly 21 az 29,

V ptripadé, Ze zbytkem zlepSujicim obraz (IEM)

chelat, potom tento chelédt nesmi vyraznou mérou disociovat

je kovovy

v prub&hu prlchodu =zobrazovaciho <&inidla télem, vcetne




LA XX
»
.

[ XX XY

28

doby, kdy se zobrazovaci &inidlo vaZe k cilové tkéani.
Vyznamnéj&i uvolrniovani volnych kovovych iontd by mohlo mit

za nasledek obecné neprijatelnou toxicitu zobrazujiciho

¢inidla.

Obecné se mira toxicity kovového cheldtu uvéadi jako
jeho mira disociace in vivo pfed jeho vyloucdenim z téla.
Toxicita se obecné zvysSuje s mnoZstvim volného kovového
iontu, coZ znamené, Ze vysoka konstanta tvorby (definovana
vyse) je vyhodné&, ©pokud Jjde o eliminaci toxickych
koncentraci volnych kovovych iontd. Obzvladté vyhodné jsou
konstanty tvorby rovné alespon 10" M nebo rovné alespon
1016 Mt -1

M ' nebo rovné alespofi 10" M

. » 18
nebo rovné alespon 10
-1

nebo rovné alesporn 10" M

-1 . " 20
nebo rovné alespon 10 M

nebo rovné alespori 10°? M™' nebo rovné alespoii 10°* M anebo
konstanty tvotby jesté vys88i. V pripade, Ze je kineticka
disociace kovového iontu velmi pomaléd, potom mlZe byt
dostatedny komplex majici niZsi konstantu tvorby, t.j.

konstantu tvorby alespornl rovnou 10*° M.

Toxicita zobrazovaciho d&inidla Jje rovnéZ zavislad na
poc¢tu otevienych koordinadnich mist v komplexu. Obecné méné
vodnych koordinac¢nich mist snizuj tendenci chelatového
¢inidla uvolriovat paramagneticky kov. Vvhodné proto komplex
obsahuje dveé, jedno nebo Z&4dné oteviené koordinacdni misto.
P¥itomnost vice neZ dvou otevienych mist by nep¥ijatelné
zvydila toxicitu d&inidla zplsobenou uvolrovanim kovového

iontu in vivo.

7

Relaxivity R, a R,, definovane jako zvySeni 1/T, resp.
1/T,, vztaZené na mM kovového iontu, wurcuji schopnost
kontrastniho ¢inidla zlepSit relaxadni miru

spektroskopickych nebo zobrazovacich Jjader. Jednotkou
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relaxivity je M sTh. U vétSiny obvyklych forem klinického
magneticko~rezonan¢niho zobrazeni nebo magneticko-rezonand-
niho zobrazeni na bazi protont vody je relaxivita vy88i v
ptripadeé, kdy paramagneticky ion vézany k chelatizujicimu
ligandu ma& jedté jedno nebo vice otevienych koordinacnich
mist pro vodnou vyménu (R.B.Lauffer, Chemical Reviews, 87:
str.901-927 (1987)). Nicméné musi zde existovat vyvazZeni se
stabilitou kovového cheléatu, kterad obecné klesa se
zvyS8ujicim se pocdtem otevienych koordinacénich mist, a vyse
definovanou toxicitou. Vyhodné proto, a to s vyjimkou
Yeleznych cheldtd Fe(II) nebo Fe(III), komplex obsahuje
pouze Jjedno nebo dvé oteviend koordina¢ni mista. Pro
GA(III) Jjsou nejvyhodnéjsi jedno nebo dvé oteviena

koordinac¢ni mista.

7

Za o 0delem  dosa¥eni  G&inného  zlepSeni cbrazt pf¥i
magneticko-rezonandnim zobrazeni, musi byt uvedeny komplex
schopen zvygit relaxa¢ni rychlost neboli relaxivity 1/T,
(podélné relaxivita neboli spin-m¥izkova relaxivita) nebo/a
1/7T, (pti¢na relaxivita nebo spin-spinova relaxivita)
spektroskopického jadra. Spektroskopickym jadrem je vyhodné
proton vody, av$ak ostatni obvyklad spektroskopickéd Jjadra
zahrnuji 3lP, 13C, 23Na, Yr a protony nachéazejici se v
jinych molekuléach rozdilnych od molekuly vody.
Spektroskopické jadro mbAZe obsahovat zbytky IEM a TBM, jiné

biomolekuly nebo injikované biologické znackovace.

V pt¥ipadé€ d&inidel pro rezonanc¢né-magnetické zobrazeni
obecn& dochazi ke zvySeni relaxivit (1/T; nebo 1/T,)
dipél-dipdlovymi interakcemi mezi paramagnetickym iontem
kontrastniho ¢&inidla a Jjadry podstupujicimi relaxaci
(jakymi Jsou nap¥iklad atomy vodiku v molekule vody). Je
znamo, e Gd&innost uvedené dipolédrni interakce (t.].

relaxivity) se zlepSi v pripadéeé, kdy se zpomali rychlost, s
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jakou rotuje uvedeny vektor definovany dvéma dipdly (t.].
vektor definovany paramagnetickym iontem a atomem wvodiku
vody) (R.B. Lauffer, Chemical Reviews, 87: str. 901-927
(1987)) .

Cas, ktery vektor pot¥ebuje k rotadni difuzi jednoho
radidnu se oznacduje jako "rotadni korrelac¢ni cas"; obréacené
hodnota tohoto rotadniho korelacd¢niho casu je "rotadni
rychlost" . Obecné velké molekuly rotuji v roztoku pomaleji
ne? mendi molekuly. Jednou z metod zvySeni relaxivity ije
vytvo¥feni nekovalentniho aduktu mezi kontrastnim &inidlem s
malou molekulou a makromolekulou. Vytvorenim uvedeného
aduktu bude rotacéni koreladni ¢as dipoléarniho wvektoru v
podstaté stejny Jjako rotadni korelacdni cas uvedené
makromolekuly. Nicméné mald molekula mlZe byt stale jedté
schopna  rotovat okolo Jjedné nebo vice os (tak zvany
"lokalni cheladtovy pohyb" ). Rotadni koreladni cas uvedeného
dipolarniho vektoru Jje potom zavisly na uvedeném lokalnim
chelatovém pohybu a na celkovém pohybu makromolekulového
aduktu. Nekovalentni adukty makromolekul budou mit rotadni
koreladni casy, které jsou kratsi neZ rotac¢ni korelacni das
makromolekuly nebo které jsou rovné rotadnimu koreladnimu
casu makromolekuly; ¢im mensi Jje zde lok&lni cheléatovy
pohyb, tim t&sné&ji se rotadni koreladni c¢as nekovalentniho

aduktu bliZi rotacdnimu korelacd¢nimu casu makromolekuly.

V ptipadé kontrastnich ¢inidel pro magneticko-rezonand-
ni zobrazeni dochéazi ke zvySeni relaxivity obecné
dip6l-dipdlovymi interakcemi mezi kovovym iontem
kontrastniho d&inidla a Jjadry podstupujicimi relaxaci
(kterymi jsou naptiklad vodikové atomy vody). Krome& zvySeni
hodnot l/T1 nebo 1/T, tkanovych jader dipbl-dipdlovymi
interakcemi mohou ¢inidla pro magneticko-rezonancéni

zobrazeni ovlivnit dvé dals8i magnetické vlastnosti, coZ
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jesté déale zvysSuje jejich hodnotu a pouZzitelnost v ramci
klinickych aplikaci:

1) =zbytky zlepsujici obraz (IEMs) obsahujici kovovy che-

lat s vysokou magnetickou susceptibilitou , zejména
chelaty iontd Dy, Gd, Tb nebo Ho, mohou zménit pti
magneticko-rezonanénim zobrazeni signdlovou intenzitu
tkani vytvo¥enim mikroskopickych magneticko-suscepti-
bilitnich gradientd (A. Villringer a kol., Magn.Reson.
Med., 6: 164-174 (1998)); pro tuto aplikaci nejsou

poZzadovana zadnéa oteviena koordinac¢ni mista na chelatu;

str.

2) zbytek zlepsujici obraz (IEM) obsahujici kovovy chelat
(napf¥iklad Tm nebo Dy) miZe byt rovnéZ pouZit k posunu-
ti rezonancéni frekvence spektroskopického jadra;

spektroskopickym jadrem je vvhodné proton vody, i kdyZ

31, 13
P, 7C,

9., P . Ca
' a4 protony nachazejici se v molekuléach jinych,

dalsi obvykléd spektroskopicka jadra zahrnuji
QBNa, 1
ne? je molekula vody; spektroskopické -jadro mtZe obsa-
hovat kontrastni ¢inidlo, cilovy objekt nebo vodu; v
tomto pripadé miZe byt pouZito Za&dné aZ t¥i otev¥ena
koordinadni mista a to v zavislosti na povaze spektro-

skopického jadra a na pouzité strategii.

Ve funkci zbytkd zlepsujicich obraz (IEMs) mohou byt v

ramci  jednotlivych provedeni  vynalezu pouZity detné

chelatizujici ligandy. Takové chelatuzujici ligandy

neomezujicim zplsobem zahrnuji derivaty kyseliny
diethylentriaminpentaoctové (DTPA) a jejich derivaty,
1,4,7-triazacyklonan,
1,4,7,10-tetraazacyklodekan
1,7-bis(terc-butylester kyseliny 1,4,7,10-tetraazacyklo-
(DO2A-t-bu-ester),

1,4,7-tris (terc-butylester kyseliny 1,4,7,10-tetraazacyklo-
(DO3A-t-bu—-ester),

1,4,7-tris (terc-butoxykarbonyl)-1,4,7-tetraazacyklododekan

(cyklen) a jeho derivaty,

dekanoctové)

dekanoctové)
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(DO03-t~-BOC),

kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklodekan-1,4,7,10-tetraoctova
(DOTA) a jeji derivaty,

kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetrakis-
(methylenfosfonova) (DOTP),

kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklodekan-1,4,7,10-a,a”,a” " ,-

a’ " “-tetrakis (methyloctovéa) (DOTMA),

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA,

kyselina 1,4,8,1l1l-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11l-tetra-
octova (TETA,

ethylenbis- (2-hydroxyfenylglycin) (EHPG) a jeho derivaty,
véetn& 5-Cl-EHPG, 5-Br-EHPG, 5-Me-EHPG, 5-t-Bu-EHPG a
5-sek-Bu-EHPG,

kyselina benzodiethylentriaminpentaoctova (benzo-DTPA) a
jeji derivaty, véetnd& dibenzo-DTPA, fenyl-DTPA,
difenyl-DTPA, benzyl-DTPA a dibenzyl-DTPA,

kyselina bis-2 (iydroxybenzyl)ethylendiamindioctova (HBED)

a jeji derivaty,

skupina makrocyklickych sloucdenin, které obsahuji alespon

3 uhlikové atomy, vyhodné alesponl 6 uhlikovych atomd a
obsahuji alespoifi dva heteroatomy (atom kysliku nebo/a atom
dusiku), pricdemZ uvedené makrocyklické sloucdeniny mohou
obsahovat Jjeden kruh nebo dva nebo t#i kruhy spojené
dohromady v polohédch heteroatomovych kruhovych prvka,
naptiklad derivaty benzo-DOTA, dibenzo-DOTA a benzo-NOTA,
kde NOTA znamen& kyselinu 1,4-triazacyklononan.N,N”,N"-tri-
octovou, benzo-TETA, benzo-DOTMA, benzo-TETMA, kde TETMA
znamena kyselinu 1,4,8,ll-tetraazacyklotetradekan-1,4,8,11-
(methyltetraoctovou),

derivaty kyseliny 1,3-propylendiamintetraoctové (PDTA) a
triethylentetraaminhexaoctové (TTHA), a

derivaty 1,5,10-N,N°,N"~-tris (2, 3-dihydroxybenzoyl)aminome-
thylbenzen (MECAM) .
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V rémci dosavadniho stavu techniky Jjsou znama detné

chelatizujici ¢inidla pro kontrastni ¢inidla pro

magneticko-rezonan¢ni zobrazeni. Tyto kovové chela&ty mohou
byt rovnéZ pouZity pro dalsi formy biologického zobrazeni
Takto byla

detekovatelnych

(takovou formou je naptriklad optické zobrazeni).

nedavno popsana rada fluorescendéné
zobrazeni
242-249

pro

kontrastnich ¢&inidel pro magneticko-rezonancni
[ Hiber M.M. a kol, 9:
(1998)] . Zbytky

magneticko-rezonancni

str.
(IEMs)
vyhodné

Bioconjugate Chem.,
zlepsujici obraz
zobrazeni zahrnuiji
gadoliniové chelaty, Jjakymi jsou zejména

kyselina dadoliniumdiethylentriaminpentaoctova (GdDTPA),
kyselina gadoliniumtetraamin-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-—
N, N°,N",N° " “"—tetraoctova (GdDOTA) a

kyselina gadolinium-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7-

trioctova (GADO3A).

V daném oboru je znémo, Ze v ramci ne€kterych aplikacich

mi¥e mi%e byt GA(III) nahrazeno Jjinymi kovy. Vyhodnym
chelatorem pro pou?iti v ramci vynéalezu je DTPA. Priklady
reprezentativnich chelatori a chelatizujich skupin

p¥ichazejicich v Gvahu v ramci vynalezu Jjsou popsany Vv

mezinarodnich patentovych pf¥ihlaskach WO 98/18496, WO
86/06605, WO 91/03200, WO 95/28179, WO 96/23526, WO
97/36619, PCT/US98/01473, PCT/US98/20182 a v patentu US
4,899,755,

Zbytek vazajici se k cilovému objektu (TBM)

V souladu s vynalezem jsou druhou sloZkou kontrastniho

&inidla dv& nebo vice zbytkd véazajicich k cilovému
objektu (TBMs).

(TBMs) 1)

se
Tyto zbytky vazajici se k cilovému objektu
umoZfiuji vazbu kontrastniho ¢inidla k proteintm

[ 4
0 ese0
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nebo Jjinym cilovym objektim a 2) sniZuji flexibilitu
molekuly ve vazaném stavu. To vytvari zvysenou koncentraci
zobrazovaciho ¢&inidla v misté, které mé& byt zobrazeno a
zvysuje takto rovnéZ relaxivitu ve vazaném stavu. P¥i
zobrazeni vaskularniho krevniho ¥ecidté je vyhodnym cilovym
objektem sérovy protein. Dal&i proteinové cilové objekty
neomezujicim zpusobem zahrnuji alfa-kyselinovy
glykoprotein, fibrinogen, fibrin a kolagen. P¥i zobrazeni
krevni sraZeniny Jje vyhodnym cilovym objektem fibrin.
Zbytek vazajici se k cilovému objektu (TBM) musi byt proto
zvolen tak, aby bylo dosaZeno specificdnosti a vysoké
vazebné afinity v8¢i uvaZovanému proteinu. PonévadZ lidsky
sérovy albumin (HSA, Human Serum Albumin)) je v krevnim
séru pritomen ve vysoké koncentraci (ptibliZné v
koncentraci 0,6 mM) a vykazuje vysokou afinitu k celé tradé&
molekul, Jje tento albumin vyhodnym cilovym plasmovym
proteinem pro kontrastni c¢inidla wurcenad pro zobrazeni
krevniho fedisté. Lidsky sérovy albumin je takto obzvlasdté
vyhodnym cilovym objektem pro kardiovaskulé&rni zobrazeni.

Celd fada lipofilnich nebo anfifilnich zbytki
vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) se Ud¢inné& vaZle k
riaznym cilovym objektlm, zahrnujicim také 1lidsky sérovy
albumin (HSA). Tyto zbytky vézajici se k cilovému objektu
neomezujicim zplGsobem zahrnuji aromatické a nasycené nebo
nenasycené alifatické skupiny obsahujici 4 az 200
uhlikovych atomid, p¥idemZz kaZdy uhlikovy atom je ptipadné
substituovan nebo nahrazen atomem kysliku, atomem dusiku,
atomem halogenu, atomem siry nebo ostatnimi atomy, které
mohou byt kovalentné vazany k atomu uhliku. Pro vysoce
specifickou vazbu k dalsim proteinovym cilovym objektim je
mnohdy zapot¥ebi mit k dispozici specialni cilici skupiny.
Cilici skupiny s dostatec¢né vysokou afinitou specifidnosti
mohou byt identifikovany za pouZiti modernich technik, mezi
které pat¥i naptriklad kombinatorni chemie, vysoce vykonny




35

screening, metoda typu "phage display", systemickéd evoluce
ligand exponenciédlnim obohacenim (SELEX) a dal8i metody,
které “Jsou napt¥iklad popsané v patentech US 5,475,096,
5,595,877 a 5,270,163 [viz Gold a kol. Ann.Rev.ofBiochem.,
64: str. 763-797 (1955)].

Mira véazani zbytku véazajiciho se k cilovému objektu
(TBM) k cilovému objektu, jakym Jje lidsky sérovy albumin
nebo fibrin, mlZe byt urdena cdetnymi rovnovazZnymi vazebnymi
metodami. Tak napfiklad vazba k lidskému sérovému albuminu
miZe byt mé&¥ena ultrafiltraci. P¥i obvyklém mé&¥eni vazby za
pouziti wultrafiltrace se c¢ilici skupina smisi s 4,5%
(hmotn./obj.) lidskym sérovym albuminem v pufru s pH 7,4.
Tento vzorek se zavede do komerc¢né dostupného odst¥edivého
za¥izeni, vybaveného separac¢nim filtrem se separacdnim
prahem rovnym molekulové hmotnosti 30 000 (Millipore
Ultrafree MC Low Binding Regenerated Cellulose, separacdni
prah 30 kDa, katalogové oznaeni  UFC3LTKO00), ktery
propousti cilici skupinu, av$ak nepropousti lidsky sérovy
albumin. Mala &ast (5 az 10 %) z celkového objemu vzorku se
odstredive zfiltruje p¥i 2000 x g po dobu 20 minut skrze
uvedeny separac¢ni filtr, nacdeZ se stanovi koncentrace

nevazané cilici skupiny v ziskaném filtratu.

P¥i m&¥eni vazby k fibrinu miZe byt v Jjamce
miktrotitradni desky vytvo¥ena fibrinovad sraZenina, ktera
se uvede do styku s cilici skupinou. Po inkubadni dobé,
ktera Je dostate¢nd k ustaveni rovnovainého stavu, se
supernatant oddéli odsénim (nerozpustny fibrin zlstane
vazan ve formé€ gelové sraZeniny na dné jamky). Potom se

stanovi koncentrace nevazané cilici skupiny v supernatantu.
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Pri obou uvedenych metodach se koncentrace vazané
cilici skupiny stanovi jako rozdil mezi celkovou pUvodné
pritomnou koncentraci cilici skupiny a koncentraci nevazané
cilici skupiny po provedeni vazebného testu. Vézana frakce
je rovna koncentraci vazané cilici skupinyidélené celkovou
koncentraci cilici skupiny. Vyhodné alespoii 10 %, vyhodné&ji
alespont 50 %, Jje3té vyhodnéji alespori 80 % a jeste
vvhodneéji alesporl 90 % kontrastniho ¢inidla je vazano k
pozadovanému cilovému obBjektu p¥i fyziologicky relevantnich
koncentracich ¢&inidla a cilového objektu. Vyhodnéji alespori
92 %, nebo dokonce Jjedté vyhodnéji alesporl 94 % a
nejvyhodnéji 96 % nebo jesté vice kontrastniho c&inidla je
vazano k cilovému objektu p¥i stanoveni provedeném =za

pouziti ultrafiltrace nebo mikrotitradni desky.

Lalsl detaily tULykajicl se zbytkG vazajicich se k
cilovému objektu (TBMs), které zahrnuji peptidy vazajici se
k fibrinu, Jsou popsané v p¥ihlaskédch U.S. Provisional
Patent Application No. 60/146,425 s nézvem Binding Moieties
for Fibrin, identifikované jako DYX-010 a U.S. Provisional
Patent Application No. 60/146,414, podanych ve stejny den
(29.Cervence 1999), ze kterych je odvozena priorita pro
tuto patentovou pf¥ihlasku.

Zbytky véazajici se k cilovému objektu mohou byt velmi
odlisné a to podle povahy cilového objektu a v zavislosti
na specifickych poZadavcich daného typu vazby. P¥iklady
pouzitelnych zbytkd vazajicich se k cilovému objektu (TBMs)
zahrnuji farmaceuticky G¢inné  1léatky, lipofilni  nebo
amfifilni organické molekuly, porfyriny, receptorové
ligandy, steroidy, lipidy, hormony, peptidy,
oligonukleotidy (DNA, RNA nebo jejich chemicky modifikované
verze), cukry nebo dal$i biomolekuly nebo latky, o kterych
je znamo, Ze se vaiZil s dostatecné vysokou afinitou k jedné
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nebo vice sloZkém pritomnym ve specifické tkéani, kteréd méa
byt zobrazena. V ramci nékterych forem provedeni vynalezu
miZe mit jeden zbytek vazajici se k cilovému objektu (TBM)
vy35i afinitu k cilovému objektu neZ druhy zbytek véazajici
se k cilovému objektu (TBM) nebo neZ ostatni zbytky
vazajici se k cilovému objektu (TBMs), pficemz v tomto
pripadé je uvedeny zbytek vazajici se k cilovému objektu s
vys§il afinitou oznaden jako "primarni" zbytek vazajici se k
cilovému objektu, zatimco vS8echny ostatni =zbytky vazajici
se k cilovému objektu s niZ8i afinitou k cilovému objektu
ve srovnani s afinitou k cilovému objektu primérniho zbytku
vazajiciho se k cilovému objektu Jjsou wuvadény Jjako

"sekundarni" zbytky vazajici se k cilovému objektu.

Vyhodné Jsou takové zbytky vazajici se k cilovému
vbjerktbu (IbBMs), které se reverzibilné vazi k proteintm v
plazmovém intersticidlnim prostoru (tekutina mezi bunkami)
nebo v intracelularnim prostoru. I kdyZ mohou byt pro vazbu
ke specifickému cilovému objektu pouZity r@zné biomolekuly
nebo 1léatky, Jsou nejvyhodnéijdimi zbytky vazajicimi se k
cilovému objektu (TBMs) zbytky, které sevazi k proteintm.

Uvedené sekundarni zbytky vézajici' se k cilovému
objektu mohou byt stejné jako primédrni zbytky vazajici se
k cilovému objektu nebo mohou byt odlisné od primarnich
zbytkd vazajicich se k cilovému objektu. Podet sekundarnich
zbytkll vazajicich se k cilovému objektu se mlZe ménit od
jedné do deseti, nebo jejich pocdet mlZe byt Jjesté vydsi.
P¥esny podet pozadovanych sekundarnich zbytkd véazajicich se
k cilovému objektu bude =zaviset na specific¢nosti zbytkd
vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) vGadi cilovému
objektu a na afinité zbytkd vazajicich se k cilovému
objektu (TBMs) k cilovému objektu. Dodatecné vazebné
interakce poskytnuté sekundarnimi zbytky vazajicimi se k
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cilovému objektu musi byt dostatedné k tomu, aby bylo
dosazeno ukotveni komplexu a sniZeni rotadniho korelad&niho
¢asu v kaZdém cheladtovém mist&. Rezultujici =zvysena
relaxivita poskytuje adekvatni zlepSeni kontrastu obrazu.
Vazebné interakce sekundarnich zbytkd vazajicich se k
cilovému objektu a jejich afinita k cilovému objektu mohou
byt méné specifické neZ ty které Jjsou poZadovany pro
primarni zbytek vazajici se k cilovému objektu, pon&vadZ
prvotni wvazba primarniho zbytku vazajiciho se k cilovému
objektu k cilovému objektu je schopna poskytnout nezbytnou
specificnost uplatniujici se p¥i rozliSeni cilového objektu.
V nékterych pripadech miZe cilovy objekt obsahovat dimerni
vazebnad mista a téchto pfipadech se dava pfednost dvéma
identickym zbytkim vézajicim se k cilovému objektu.

Cile pro kontrastni dinidla popsand v této pfihléasce
vynalezu jsou detné a rozmanité. Cilovym objektem miZe byt
libovolna cast téla, bunky, organu nebo tkané nebo Jjejich
sloZka. Vyhodnymi cilovymi objekty jsou ty cilové objekty,
které se tykaji diagnostickych a terapeutickych aplikaci,
t.j. ty cilové objekty, které maji spojitost s chorobnymi
stavy. Obzvlasté vyhodnymi cilovymi objekty Jjsou cilové
objekty, které maji spojitost s té€lnimi tekutinami, zejména
s témi, které jsou v souvislosti s krvi, plazmou, lymfou a
tekutinami centrdlni nervové soustavy. Dal&imi vyhodnymi
cilovymi objekty Jjsou proteiny, které se vyskytuji ve
vysokych koncentracich a maji velky pocdet vazebnych mist
pro urc¢ité ligandy. MnoZina vazebnych mist poskytuje misto
kontaktu pro jednu nebo vice sekundarnich zbytk® vazajicich
se k cilovému objektu. Takovymi cilovymi proteiny Jsou
enzymy a glykoproteiny.

LeSeni pro pripojeni zbytkd zlepSujicich obraz (IEMs) a
zbytkd vazajicich se k cilovému objektu (TBMs)
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Vynalez poskytuje také treti sloZku multimernich
kontrastnich ¢&inidel, kterou je chemické struktura neboli
"leSenad¥skd" struktura zkracené oznadovéna jako "leSeni",
ke které Jjsou pripojeny zbytky zlepsujici obraz (IEMs) a
zbytky véazajici se k cilovému objektu (TBMs), jak Jje to
patrné z obr.5. Toto leSeni je tvoreno chemickou strukturou
nachézejici se mezi dvéma nebo vice zbytky vazajicimi se k
cilovému objektu (TBMs), ke které mohou byt p¥ipojeny v
raznych polohadch dva nebo vice zbytkd zlep3ujicich obraz
(IEMs) a to bud pfimo nebo prostfednictvim linkerd k
vytvoreni multimernich/multilok&lné vazebnych sloudenin.
Nové slouceniny obsahujici tyto le83end¥ské struktury
omezuji lokadlni chelé&tovy pohyb nekovalentni wvazbou zbytkd
vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) k cilovému objektu
v nékolika (alesponl dvou) separatnich mistech. Multimerni
kontrastni ¢inidlo se vaze k cilovému objektu
"pseudo-cykiickym™ nebo "zipovym" zplsobem, ¢imZ se doséhne
interakce ve dvou nebo vice mistech. Tento typ vazby zvysi
tuhost struktury multimerniho kontrastniho ¢inidla,
zahrnujici vazebnou skupinu, ledeni a individudlni zbytky
zlepSujici obraz.

Obecné budou strukturu leSeni tvorit velmi rGzné
organické molekuly, které mohou =zahrnovat Jjednu aZ deset
opakujicich se monomernich podjednotek. LeSeni miZe mit bud
otev¥eny nebo cyklicky *retézec. Zbytky wvazajici se k
cilovému objektu (TBMs) jsou kovalentné pripojené k vnit¥ni
nebo koncové dasti uvedené struktury. V kaZdém ptripadé =zde
musi byt alespori dvé separéatni zbytky wvazajici se k
cilovému objektu (TBMs) k ukotveni molekuly k cilovému
objektu. Tyto zbytky véazajici se k cilovému objektu (TBMs)
mohou byt bud stejné (homogenni) nebo odlisgné
(heterogenni). Homogenni zbytky vazajici se k cilovému
objektu (TBMs) mohou vykazovat bud rdznou nebo obdobnou
vazebnou afinitu k cilovému objektu.
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Leseni jak s oevienym, tak i cyklickym FYetézcem rovnéZ
poskytuije nosnou strukturu pro pripojeni zbytkl
zlepsujicich obraz (IEMs). Podet zbytkt zlep3ujicich obraz
(IEMs) se mlZe pohybovat od dvou do asi dvanacti. Zbytky
zlepsujicich obraz (IEMs) mohou byt promichany se zbytky
vazajicimi se k cilovému objektu (TBMs), pf¥fidemZ zbytky
zlep8ujici obraz (IEMs) mohou byt pfipojeny bud k vnit¥ni
¢asti linedrni struktury leSeni nebo ke koncum této
struktury, p¥ipadné prostfednictvim linkert, avSak alespori
ve dvou ruznych polohédch uvedené struktury. Zbytky
zledujici obraz mohou byt stejné (homogenni) nebo rtzné
(heterogenni). Heterogenni zbytky zlep3ujici obraz mohou
vykazovat rdznou nébo obdobnou  schopnost  generovani
kontrastu.

V ramci lesSeni s otevienym retézcem miile byt za pouZiti
standardnich technik syntetizovano mnoho typd struktur.
Obzvlasté vyhodnéd Jjsou ledeni, kterd maji podél své
struktury pravidelné se opakujici heteroatomy. Takové
heterocatomy obecné umoZnuji snadné pr¥ipojeni zbytka
zlep8ujicich obraz (IEMs) nebo zbytkd véazajicich se k
cilovému objektu (TBMs). Obzvlasté vyhodnymi formaji jsou
oligomerni alkylenaminova leSeni. Tato oligomerni
alkylenaminovd le3eni mohou byt bud rozvétvend nebo
lineérni. To znamena, Ze uvedené struktury mohou mit bud
line&rni strukturu S pravidelné odsazenymi zbytky
zlepsujicimi obraz (IEMs) a zbytky véazajicimi se k cilovému
objektu (TBMs), nebo tato chemickd struktura se miZe vétvit
tak, Ze zbytky =zlep3ujici obraz (IRMs) nebo/a zbytky
vazajici se k cilovému objektu (TBMs) mohou vychazet =z
jediného mista na lefeni. LeSeni mohou byt rovné&Z ukondena
heteroatomy, Jjakymi jsou atom kysliku (alkoholy) nebo atom
dusiku (aminy). Obzvlasté vyhodnd provedeni 1leSeni s
otevienym rozvétvenym nebo linedrnim - ¥etézcem maji
termindlni alkoholové nebo terminé&lni aminové funkce.
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Obr.5 znazornuje pfiklad multilokdlni vazby multimeru,
ve kterém jsou leSeni, zbytky =zlepsSujici obraz (IEMs),
zbytky vazajici se k cilovému objektu (TBMs) a (ptripadné&)
linkery Jjednoznaé¢né vymezeny zaré&movanim do p¥isludnych
bloku.

Obr.5
Priklad multilok&lné vazebného multimeru s linearnim
linkerem
IEM IEM
| ce-otPA | (DTPA-GY )
. 0 (o]
TBM Linker Qj// Linker

esSeni

(

®

Linker o ‘ o ‘Linker BM
(6e-0TPA | (DTPAGd |
IEM ~IEM

Jiny priklad multimeru s rozvétvenym linkerem Ie
znazornén na obr.6. RovnéZ v tomto p¥ipadé jsou leSeni,
zbytky zlepsujici obraz (IEMs), =zbytky vazajici se k
cilovému objektu (TBMs) a (ptipadng) linkery multimeru
jednoznac¢né vyznaceny zaramovanim do p¥isludnych blokl. Na
obr.6 jsou dvé jednotky vazajici se k cilovému objektu
tvoreny peptidy vazanymi k polyaminovému leSeni, pridemZ
tyto dveé sloZky maji pouze ilustradni charakter a nikterak

neomezuji vlastni rozsah vynalezu.
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Obr.6
Priklad multilokalneé vazebného multimeru s rozvétvenym
linkerem
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Genericka struktura linedrniho leSeni s opakujici se
aminovou podstrukturou m& nasledujici vzorec V

X

TBM N TBM

(V)
m n

X =L-IEM, TBM, IEM

X = L-IEM, TBM nebo IEM

kde
m se miZe ménit od 1 do 10 a

n se miZe ménit od 2 do 10.

6 a% 8 nebo 8

V¢hodné m znamend 1 az 2, 6,
6, 6 azZz 8 nebo 8

N
)

az
Z

o]

R px
=N
~
LTI
Q)

a’? asi 10. Vyhodné n znamena

az asi 10.

Generickd struktura lineé&rniho leZeni s opakujici se
aminovou podstrukturou a koncovymi atomy kysliku, které
umoZniuji tvorbu ethericky pfipojenych zbytkl véazajicich se

k cilovému objektu (TBMs), ma& nasledujici obecny vzorec VI

X

0 N 0
TBM” {(\/)/ ]\(\4/ TBM o)
. m n m.

X =L-IEM, TBM, [EM

X = L-IEM, TBM nebo IEM
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kde
m se mi¥e ménit od 1 do asi 10 a

n se mi%e ménit od 2 do 10.

Vyhodné m znamenad 1 aZz 2, 2 az 4, 4 aZz 6, 6 az 8 nebo 8
aZ asi 10. Vyhodné n znamena 2 az 4, 4 aZ 6, 6 aZ 8 nebo 8

aZ asi 10.

Struktury 1ledeni nejsou omezeny ani na opakujici se
podstruktury s aminy, ani na struktury obsahujici koncové
atomy kysliku nebo koncové atomy dusiku. LeSeni mlZe
obsahovat jakoukoliv opakujici se podstrukturu, kteréa
umoZriuje pripojeni zbytkd zlep3ujicich obraz (IEMs) ,
pripadné prosttednictvim linkert, a zbytkd vazajicich se k
cilovému objektu (TBMs). Atomy uhliku obsaZené v leSeni
mohou byt p¥ipadné substituovany nebo nahrazeny heteroatomy
zvolenymi z mnoZiny zahrnujici atom kysliku, atom dusiku,
atom siry, atom fosforu a atom halogenu. Uvedené Iledeni
miZe rovnéZ obsahovat substituenty, jakymi jsou napriklad
uhlovodiky s kratkym fetézcem (t.]j. uhlovodiky, JejichzZ
fet&zec obsahuje 1 aZ 10 uhlikovych atomad. Tyto bodéni
uhlovodikové Yetézce mohou byt pr¥ipadné substituovany nebo
nahrazeny heteroatomy zvolenymi 2z mnoZiny =zahrnujici atom
kysliku, atom dusiku, atom siry, atom fosforu a atom
halogenu. Takto mohou leseni obsahovat mnoho obvyklych
organickych skupin, jakymi Jjsou napfiklad fosfodiesterové
skupiny, karbamatové skupiny, sulfatové skupiny a
sulfonylové skupiny. Stejné tak substituenty, které Jjsou
vazany ke struktu¥e leSeni, mohou rovnéZ obsahovat mnoho
obvyklych  organickych  skupin, jakymi  jsou napriklad
fosfodiesterové skupiny, karbamadtové skupiny, sulfatové
skupiny, sulfonylové skupiny a aminokyselinové skupiny.
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Obr.7 ukazuje nékteré ilustrativni p¥iklady linearnich

a rozvétvenych polyaminovych leSeni spolecné S
odpovidajicimi p¥iklady kontrastnich <&inidel obsahujicich

tato leseni.

Dale zaYazeny obr.8 uvadi ptriklady oligomernich lesSeni

spoledné s odpovidajicimi ptiklady kontrastnich dJdinidel

obsahujicich tato leseni.

heteroatomy pfedstavuji vyhodnou
vzhledem k
heterocatomy umoZnuji snadné pf¥ipojeni zbytkd zlepsujicich
(IEMs) a

(TBMs), ptripadné prostfednictvim linkert.

LeSeni obsahujici

formu provedeni vynalezu tomu, Zze tyto

obraz zbytkl vazajicich se k cilovému objektu
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Priklady linedrnich a rozvétvenych polyaminovych ledeni

pPfiklady leSeni -

N/\/N\/\N/\/N\/\N/\/~

Odpovidajici multimerni kontrastni ¢inidla

}EM IEM

T8M

|

| TBM
_IEM

O

H H
IEM-NH IEMN ]/LO

TBM'X

X=N,0,S L = Linker
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P¥iklady oligomernich leSeni

Priklady leseni "

TR

Odpovidajici multimerni kontrastni &inidla

X=N,O S L = Linker
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P¥iklady leSeni

odbouratelny in vivo. Biodegradovatelna kontrastni &inidla

kter4d miZfe byt odbourédna nap¥iklad
plisobenim enzymi, které se vyskytuji v t&le savca. Vyhodné&

maji strukturu lesSeni,

takové leSeni  obsahuje jednu nebo vice biologicky
odbouratelnych skupin, které mohou byt specificky odbourany
enzymem. Obzvlasté vyhodnymi biologicky odbouratelnymi

!EM
L
N
TBM O’\<—7 }'BM
Y 0 N
: ﬂ o-r o
—'o . .
X
- N TBM
I = IEM 7
- 4 N
L O-L Z HO '
0 X L
2 N
5-hlo oM
O K
z
L ~OJn %M _
-
/TBM
'.4 o
G L\
1y L)
o”N
~“j N O N N .TBM
N AL H ~ | - HN
¢ o"N N)] N A~
L % N AN HO o N N7
PO [ X H A
' X - N o)
-0 P N O-P10:!
o-pt i X H
-0 % -0 . N
- 4" ° 0-P—10
-0 ~
L N OH
X=N,0,S L = Linker
Dalsi wvyhodna forma provedeni 1ledeni podle vynalezu
zahrnuje leseni, jehoz zadkladni retézec je snadno
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leSenimi Jjsou le8eni, kterd mohou byt odbourédna lidskymi
enzymy. Vzhledem k tomu,

enzymatickych aktivit, mlZe byt pF¥esnd struktura uvedenych

Ze Je znamo velké mnoZstvi

biologicky velmi
Obzvlasté
odbouratelnych

degradovatelskych skupin proménliva.

vyhodné formy provedeni uvedenych biologicky

skupin pfedstavuji neomezujicim zplsobem

karbonylové skupiny, esterové skupiny, diesterové skupiny,

fosfatové skupiny, difosfatové skupiny, fosfodiesterové

skupiny, anhydridové skupiny, sulfonylové skupiny,

sulfatové skupiny a karbamatové skupiny. Takovad biologicky
odbouratelnéa leseni umozniuji rychly metabolismus

multimerniho kontrastniho ¢&inidla a sniZené riziko toxicity

Priklad biologicky odbouratelného leSeni urdeného pro
multimer je znézornén na obr.9. V tomto pfipad& je ledeni
tvoifeno kondenzacl dvou karboxylovych kyselin v pifitomnosti
alkoholické
kterych

jsou velmi dobf¥e znédmé pro odbornika v

molekuly obsahujici dvé koncové skupiny.

Specifické reak&ni podminky, pti se uvedena

kondenzace provadi,

daném oboru.
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Obr.9 _
Priklad biologicky degradovatelného leSeni

| EM 0 o) [EM
TBM N ’ N\/é\ _TBM
\?/6\V/ )F/ﬂ\OH Ho/ﬂ\v( nT/
IEM | IEM
X
HO”  oH

\

Em o o M
TBM\N,<—\/ N)\/'Lo/x\o/u\/(N\/)‘N/TBM
v | n n
IEM Riologicky odbou- IEM

ratelnda skupina
X = Vazebnd molekula

Alternativné se biologicky odbouratelnd skupina mtZe
Stépit p¥i zméné hodnoty pH nebo p¥i zm&n& teploty anebo
pri aplikaci utrazvuku nebo svétla. Takové skupiny jsou
velmi dob¥e znamé v literatufe tykajici se prekurzort
farmaceuticky u¢innych latek [ Kratz F., Beyer U. a Schutte
M.T., Crit.Rev.Ther.Drug Carrier Syst. 16: str.245-88
(1999); Dougherty T.J., Gomer C.J., Henderson B.W., Jori
G., Kessel D., Korbelik M. Moan J a Peng Q, J.Natl.Cancer
Inst.90: str. 889-905 (1998); Wang W., Jiang J., Ballard
C.E. a Wang B., Curr.Pharm.Des. 5: str. 265-87 (1999)].

LeSeni, kterd obsahuji cyklické d&leny chelatizujici
kovové ionty predstavuji daldi vyhodnou formu leSeni podle
vynalezu. Vyhodnéjsi Jjsou leseni obsahujici zbytky
zlepSujici obraz (IEMs) a chelatizujici gadolinium nebo
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zajistujici chelatizaci gadolinia v 1le8eni, JjakoZz 1 v
separadtnich zbytcich zlep3ujicich obraz (IEMs), které jsou

pfipojeny k lefeni. P¥iklady takovych leseni Jjsou
znadzornény na obr.10.

Obr.10
Priklady multimerd vyuzivajicich c¢ast gadoliniovych

komplexd jako ledeni
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Klasifikace le8eni na skupiny s otevienym ¥et&zcem a na
cyklické skupiny neznamenéd oddé€lené pouZiti té&chto skupin.
Predpokladéd se takto pouZiti velkého pod&tu leSeni s
otevrenym fetézcem, ktery =zahrnuje cyklické &leny branici
pohybu molekuly. Cyklické& c¢ast leSeni mlZ%e byt tvofena
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homocyklickym ner heterocyklickym kruhem' nebo
homocyklickymi nebo heterocyklick?mi kruhy. Takto mohou byt
tyto kruhy znaln&€ stéricky brané&nymi kruhy, jako je tomu
napriklad v p¥ipadé cyklopropylového kruhu, nebo mohou byt
méneé konformac¢né brané&nymi kruhy, jako je tomu v pripadé
cyklohexylového kruhu.

Jak casti s otevienym Ffeté&zcem, tak i cyklické &asti
lefeni mohou byt pfipadné& substituované nebo nahrazené
heteroatomy zvolenymi z mnoZiny =zahrnujici atom kysliku,
atom dusiku, atom siry, atom fosforu a atom halogenu.
Leseni miZe rovnéZ obsahovat substituenty tvofené napriklad
kratkymi uhlovodikovymi #et&zci (tyto kratké uhlovodikové
fetézce mohou obsahovat 1 aZ 10 uhlikovych atomd). Takové
boc¢ni uhlovodikové ret&zce mohou byt pfipadn& substituovany
nebo nahirazeny heteroatomy zvolenymi z mnoZiny zahrnuijici
atom kysliku, atom dusiku, atom siry, atom fosforu a atom
halogenu. Takto mohou leSeni obsahovat obvyklé organické
skupiny jak v &asti le8eni s otevifenym ¥Yetdzcem, tak i v
cyklické c¢asti leSeni. Priklady takovych organickych skupin
neomezujicim zplsobem zahrnuji karbonylové skupiny,
esterové skupiny, diesterové skupiny, fosfatové skupiny,
fosfodiesterové skupiny, anhydridové skupiny, sulfonylové
skupiny, sulfatové skupiny a karbamatové skupiny.

Uvedené kruhy mohou rovnéZ zahrnovat derivaty obecnych
biologickych cyklickych sloudenin, jakymi jsou nap¥iklad
cukry. Vyhodné& provedeni cyklickych &lentd zahrnuji nasobné
kruhové systémy, Jjakymi Jjsou napf¥iklad heterocyklické
derivaty dekalinu. Dalgi p#¥iklady «neomezujicim zahrnuji
karbocyklické kruhy obsahujici 3 aZ 7 atomd, ve kterych
jsou aZ 4 atomy p¥ipadn& substituovany zbytky zvolenymi z
mnozZziny zahrnujici O, S, C(0), S(0), S(0), a NH. Tyto kruhy
Jsou pripadné substituovany methylovymi skupinami a jejich
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derivaty, alkylovymi, alkenylovymi nebo alkinylovymi
skupinami obsahujicimi 2 aZ 100 uhlikovych atom, pFridemZ
az 10 uhlikovych atomi Jje pripadné substituovano
hetercatomy zvolenymi z mnoZiny, zahrnuijici atom kysliku,
atom dusiku, atom siry, atom fosforu a atom halogenu, nebo
nahrazeno zbytky zvolenymi 2z mnoZiny, zahrnujici 0O, S,
c(0), $S(©), S(0)

napriklad 1le3eni na bazi aminokyselin, mohou obsahovat

, a NH. Praveé nékterd leSeni, Jjako

zbytky véazajici se k cilovému objektu (TBMs), pricdemZ tato
leSeni mohou stejné tak obsahovat zbytky zlepsujici obraz
(IEMs) . Zbytky zlepsSujicimi obraz (IEMs) miZe by libovolné
organické molekula, kovovy ion nebo cheladt. Vyhodnymi
provedenimi jsou provedeni s cyklickymi zbytky zleps$ujicimi
obraz (IEMs), pridemZz jeSté vyhodneéjsi jsou cyklické zbytky
zlepS8ujici obraz (IEMs), které Jjsou kovovymi chelaty.
Specifické priklady takovych vyse popsanych linedrnich a
cyklicryelhh  kombinovanych ledeni jscu uvedeny na obr.ll
spoledné s odpovidajicimi ptriklady kontrastnich d<&inidel
obsahujicich tato leSeni.
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P¥iklady leseni s cyklickymi c&leny
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p¥iklady leSeni - Polyaminoalkoholové
nebo etherové derivaty

odpovidajici multimerni kontrastni
Cinidla :
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P¥ipadné linkery

Nekterd provedeni kontrastnich ¢&inidel podle vynélezu
jsou  charakterizovana  pfipadnou p#itomnosti linkeru,
prostfednictvim kterého jsou zbytky zlep&ujici obraz vazany
k leseni. Zbytky zlepSujici obraz (IEMs) a zbytky vazajici
se k cilovému objektu (TBMs) jiZz byly popsany v
pfedchéazejicim textu. Linkerovy zbytek (L) mife byt tvoren
malou podjednotkou obsahujici 1 aZ%Z 30 uhlikovych atomi
kovalentné vazanych jednoduchou nebo nésobnou vazbou,
pficdemz aZ 10 =z téchto wuhlikovych atomd maZe byt
substituovano atomem kysliku, atomem dusiku, atomem
fosforu, atomem fluoru, atomem chloru, atomem bromu, atomem
vodiku nebo atomem jodu. Funkci linkeru je zprostfedkovat
spojeni zbytkd zlepSujicich obraz (IEMs) s leSenim.
Piiklady takovych linkerd zahrnuji linedrni nebo rozvétvené
alkany, alkeny nebo alkiny, které Jsou pripadné
substituované funk&nimi skupinami, Jjakymi Jsou nap¥iklad
karbonylovad skupina, etherovad skupina, amidové skupina,
aminovéa skupina, mocdovinova skupina, thioetherovéa skupina,
arylova skupina, fosfatové skupina a sulfonamidovéa skupina.
Vyhodnymi linkery nékterych forem provedeni jsou tvofeny
dvéma nebo vice funkénimi skupinami, 2z nichZ jedna Jje
pripojena k leSeni a ostatni Jjsou ptripojené ke zbytkim
zlepdujicim obraz (IEMs).

Uvedené funkdni chemické skupiny mohou byt stejné nebo
odlisné. Pr¥iklady takovych funké&nich skupin neomezujicim
zpisobem zahrnuji ketonové skupiny, esterové skupiny,
amidovée skupiny, etherové skupiny, karbonatové skupiny,
sulfonamidové skupiny, alkanové skupiny, alkenové skupiny,
alkinové skupiny a karbamdtové skupiny. Priklady nékterych
reakénich d&inidel pro pouziti p¥i ptipravé linkerd Jsou

aminokyseliny, zejména glycin, alanin, serin, homoserin,
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threonin, tyrosin, cystein, aminofenylalanin, lysin,
ornithin, kyselina 2,4-diaminomaselnéa, kyselina
diaminopropionova, hydroxyprolin, kyselina asparagova a
kyselina glutamové, dioly, zejména ethylenglykol,
dihalogenidy, =zejména ethylendichlorid, 2-merkaptoethanol,
2-aminoethanol, 1,2-diaminoethanol, dikarboxylové kyseliny,
zejména kyselina oxalov4a, kyselina malonovéa, kyselina
jablec¢na, kyselina Jjantarova, kyselina fumarova, kyselina
glutarovd a kyselina adipova, a daldi malé bifunkéni,

trifunké¢ni a multifunkéni molekuly.

Jesdté daldimi linkery mohou neomezujicim zplsobem byt

mocovinové, acetalové, ketalové, dvojné esterové,
karbonylové, thiomodovinové, sulfonové, thioesterové,
esterové, etherové, disulfidové, laktonové, iminové,
foslforylové nebo fosfodiesterové vazebné cleny;
substituované nebo nesubstituované, nasycené nebo

nenasycené alkylové ZYetézce, 1lineédrni, rozvétvené nebo
cyklické aminokyselinové retézce jediné aminokyseliny nebo
raznych aminokyselin (nap¥iklad nastaveni N- nebo C-konce
fibrinového vazebného zbytku); kyselina malonovéa, kyselina
jantarova, kyselina glutarova, kyselina adipova a kyselina
pimelovéa; kyselina kapronovéa, jednoduché diaminy a
dialkoholy.

Vyhodnad je  dobtfe definovand molekulovd  hmotnost
linkeru. Tyto molekulové hmotnosti se mohou pohybovat v
rozmezi od méné neZ 100 do vice neZz 1000. Vyhodné e
molekulovd hmotnost linkeru niZs$i neZ 200 a dokonce jesté
vyhodné&ji niZ&i nez 100. Kromé& toho mlZe byt Zadouci pouZit
linker, ktery je biologicky odbouratelny in vivo za Gcdelem
poskytnuti G¢inného zplsobu vyloudeni zobrazovacich &inidel
podle vynadlezu z téla. Podle jejich umisténi v linkeru
mohou takové Dbiologicky odbouratelné funkce zahrnovat
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esterovou, diesterovou, amidovou, fosfoesterovou,

etherovou, acetalovou a ketalovou funkci.

cheldtu nebo
k linkeru a linkeru ke
(TBM)
pouzZity o sob&€ znadmé metody. Viz nap¥iklad metody popsané v
95/28967, WO 98/18496 a WO
98/18497. Vynélez pYredpoklada pfipojeni chelidtu v libovolné
chelat

je nezbytné pro

zbytkl
zbytku
mohou byt obecné

kovového jinych
(IEMs)

vazajicimu se k cilovému objektu

K pripojeni
zlepsSujicich obraz

patentovych dokumentech WO

poloze za p¥redpokladu, Ze si kovovy zachova

schopnost pevné vazat kov, coZ omezeni

toxicity kontrastniho d¢&inidla na pokud mo%no co nejmensi

miru. Prfiklady nékterych linkertt jsou uvedeny na obr.12,

pricdemZ ve strukturach =zobrazenych linker& jsou pro

zjednoduseny vypustény atomy vodiku.
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Obr.12

P¥iklady linkerd s mnoZinou vazebnych mist
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Zlepseni kontrastu ve spojitosti s multilokalné vazebnymi

interakcemi

Vynadlez v réamci svych rlznych provedeni =zlep3uje
st¥edni relaxivitu v8ech paramagnetickych kovovych,
nap¥iklad gadoliniovych, center v cilené vazané multimerni
cheladtové struktur¥e. P¥iklady uvedené v tabulce 1 a v
tabulce 2 demonstruji, Ze cilend vazba multiplové struktury
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zbytkd zlepdujicich obraz (IEMs) realizované
prostfednictvim jediného samotného zbytku vazajiciho se k
cilovému objektu je nepostadujici pro zlepSeni st¥edni
vazané relaxivity, vztaZené na GA(III), takovou mérou, Jak
je to pozorovano u srovnatelné struktury obsahujici jeden
zbytek zlepsSujici obraz (IEM). O kdyZ vazba zprost¥edkovana
jedinym zbytkem véazajicim se k cilovému objektu (TBM)
zkracuje celkovy rotaéni koreladni d&as multimeru, maji
individualni, kovové, napfiklad gadoliniové chelaty zjevné
jesté dostatek volnosti k tomu, aby rotovaly dosti
nebranénym zpusobem. Tento nadmérny pohyb sniZuje
relaxivitu kazdého kovového centra. Je p¥ekvapivou
skutecnosti, Ze to plati dokonce i v p¥ipad&, kdy multimer
obsahuje zbytek vé&zajici se k cilovému objektu (TBM) se
dvéma aromatickymi kruhy. V mezindrodni p¥ihlasce PCT WO
96/23526 se uvadi, Zze k albuminu vazand relaxivita
kontrastnich c¢inidel s Jjedinym zbytkem zlepdujicim obraz
(IEM) se zlep8i pouZitim vazebného zbytku plazmového
proteinu (PPBM, Plasma Protein Binding Moiety) obsahujiciho
dva nebo vice aromatickych kruh v neplandrni orientaci.
Jak je to ilustrovano v tabulce 1, poskytuje pouZiti takové
zbytku vazajiciho se k cilovému objektu (TBM)
(difenylcyklohexylovy zbytek) znamenité zlepSeni relaxivity
pro jediny zbytek zlepSujici obraz (IEM) (MS-325), avsak
pfekvapivé nizkou k albuminu vazanou relaxivitu, vztaZenou
na jeden zbytek zlep3ujici obraz, pro multimerové analogy.
Za UGCelem dalsiho =zlepSeni relaxivity cilenych multimert
musi byt redukovén lokédlni pohyb chelatizujicich skupin a

chelédtového iontu.

Vynalez popisuje cilené multimery, které vykazuji
vysokou relaxivitu v disledku multilok&lné& vazebnych
interakci a doprovodného sniZeni flexibility. Bylo
zjisténo, Ze zavedeni dvou nebo vice zbytkd vazajicich se k
cilovému objektu (TBMs) lokalizovanych tak, ze zde
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nedochazi k vyznamnéjfimu sniZeni relaxivity, vzta¥ené na
jeden zbytek zlep8ujici obraz (IEM), po vazani k cilovému
objektu, pozoruhodnym zpésobem zlep3uje relaxivitu, takZe v
mnoha pripadech je relaxivita, vztaZend Jje jeden zbytek
zlep8ujici obraz, pro kontrastni &inidlo ve vazaném stavu
shodna s relaxivitou, kterd byla d¥ive pozorovana pro
jediny zbytek zlepdujici obraz (7- aZ 8-nasobné zlepdeni).
ZlepSeni relaxivity, vztaZené na jeden zbytek zlepdujici
obraz (IEM), Je dlsledkem sniZené flexibility multimerni
struktury vazané k cilovému objektu, vdéetn& pF¥ipojenych
jednotek zlepSujicich obraz (IEMs). ZvySeni relaxivity po
vazani k cilovému objektu je typicky 1,5-nadsobné nebo jedtd
vyss8i. K vyhodné rozliSovaci schopnosti obrazu dochazi p¥i
alespori 2- aZ 3-nasobném zvySeni relaxivity. Vyhodn&jdi je
4-nasobné, 5-nasobné a 6-nésobné zvydeni relaxivity. Jedtd
vyhodné€j8i je 7- aZ 8-nésobné, 9- a% 10-nasobné nebo vy3ii
nen 10-ndsobné  zvySeni relaxivity. Vyhodna relaxivita,
vztaZena na jeden zbytek zlepsujici obraz (IEM), p¥i 20 MHz
a teplot& 37 °C &ini alespor 15 mM 's ', v¢hodn&ii alespon
20 mM's™, vyhodn&ji alespofi 25 mM 's}, vyhodn&ii 30
mM s, jestd vyhodn&ji alespof 35 nM 's™' a nejvyhodné&ji 40
mM 's". Vyhodn& je relaxivita kontrastniho &inidla jako

celku vyEsi ne? 60 mM ‘st p¥i 20 MHz a teplot& 37 °C.

Nasledujici udaje slouzi k ilustraci zlepSeni
kontrastu, které Jje disledkem multilokalni vazby
kontrastniho ¢inidla k cilovému objektu. Zlep&eni

vyplyvajici =z pfitomnosti mnoziny zbytkd véazajicich se k
cilovému objektu (TBMs) Jje z¥ejmé =ze t¥i specifickych
srovnani uvedenych v tabulce 2. V této tabulce obsahuji
slouCeniny podle vynalezu alesporl dva zbytky zlepsSujici
obraz (IEMs) a alesponl dva zbytky vazajici se k cilovému
objektu (TBMs). Tyto slouceniny podle vynalezu 7jsou zde
srovnany se slouceninami, které maji pouze jediny zbytek
zlep8ujici obraz (IEM) nebo jediny zbytek vazajici se k
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cilovému objektu (TBM). Toto srovnani demonstruje zvySenou
relaxivitu sloudenin podle vynalezu vzta%enou na Jjeden
zbytek zlepsujici obraz. Pro mé&feni, jejichZ vysledky jsou
uvedeny v tabulce, byl jako cilovy objekt pouZit 1lidsky
sérovy albumin (HSA). Srovnani molekul M8-04 a M8-05
p¥edev8im demonstruje, Ze p¥i zvyS8ovadni podtu zbytkd
zlep8ujicich obraz (IEMs) p¥i zachovani konstantniho pod&tu
zbytkd vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) ma& za
nasledek odpovidajici zvySeni celkové relaxivity.
Specificky toto srovnani demonstruje, Ze zbytky zlep3ujici
obraz (IEMs) mohou byt pridany bez primé¥eného zmendeni
relaxivity, vztaZené na Gd(III)-ion, pouze za predpokladu,
Ze v molekule jsou pritomné alesponi dva adekvatn& odsazené
zbytky vézajici se k cilovému objektu.

Jak sloucCenina M8-04, tak i siouCenina M8-05 obsahuji
dva zbytky vazajici se k cilovému objektu (TBMs), ptridemZ
kazda =z téchto sloudenin obsahuje k benzenovému jadru
kondenzovanou cyklopentylovou skupinu, fenylovou skupinu a
fenylovou skupinu substituovanou alkylovou skupinou. Tyto
dva zbytky véazajici se k cilovému objektu (TBMs) zjevné
postacduji k  takovému ukotveni molekuly kontrastniho
¢inidla, Ze kdyZ se pocet zbytkd zlepsujicich obraz (IEMs)
(v tomto p¥ipadé jde o zbytky DTPA) zvysi ze dvou na &ty¥i,
zlstane relaxivita, vztaZend na Jjeden Gd(III)-ion), na
kazdém misté zbytku =zlep3ujiciho obraz stejnd (32 oproti
32,7 mM ‘st p¥i 20 MHz). Zdvojnasobeni celkové relaxivity
molekuly je takto v souladu se zdvojnasobenim podtu zbytkl
zlepdujicich obraz (IEMs) 64 mM st pro dva zbytky
zlep&ujici obraz (IEMs) proti 131 mM ts 7t pro &ty¥i zbytky
zlepsuijici obraz (IRMs).




Tabulka 2

zvydeni relaxivity dosaZené multilokalni vazbou: jediny
zbytek vézajici se k cilovému objektu (TBM) proti dvéma
zbytkim vazajicim se k cilovému objektu (TBMs)

Senin Get  [Podet Chemicka struktura Vézdno Rlvaz./Gd3+ . |Celk.Riug.
SlouCenina Poce (%) M-1s-1(20ME)  iM-1s-1(20Miz)
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Srovnani molekul M8-06 a M8-05 také demonstruje, Ze
zvySeni podtu zbytkd vazajicich se k cilovému objektu
(TBNs) p¥i zachovani konstantniho pod&tu zbytkd zlep&ujicich
obraz (IEMs) m& za nasledek zvySeni relaxivity, vztaZené na
jeden zbytek zlepSujici obraz, pouze v pripadé, kdy fsou
zbytky vazajici se k cilovému objektu adekvatn& odsazené. V
obou uvedenych molekuldch maji zbytky vazajici se k
cilovému objektu (TBMs) stejnou strukturu a struktura
zbytku zlepsujiciho obraz (IEM) je tvorena stejnym
gadoliniem chel&tovanym DTPA-zbytkem. Slouc¢enina M8-06
vsak obsahuje pouze jeden zbytek vazajici se k cilovému
objektu (TBM), zatimco sloudenina MB-05 obsahuje dva zbytky
vazajici se k cilovému objektu (TBMs). Dva zbytky vazajici
se k cilovému objektu (TEMS) ve sloucCenin& M8-05 udinné&iji
ukotvuji molekulu této sloucdeniny, co¥ je patrné z toho, Ze
relaxivita, vztaZ%end na jeden Gd(III)-ion, vzroste z 27,0
i s na 32,7 mMd st pfi 20 MHz. ZvySeni pocdtu zbytkd
vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) takto zvysuje
relaxivitu, vztaZenou na Jjeden zbytek zlep3ujici obraz
(IEM) pouze za predpokladu, Ze zbytky vézajici se k
cilovému objektu jsou adekvatné odsazeny.

Srovnani molekul M8-07 a M8-08 (viz tabulka 2) konecdné&
znovu demonstruje, Ze zvySeni podtu adekvatné odsazenych
zbytk® vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) pri
zachovani konstantniho podtu jednotek =zlep3ujicich obraz
(IEMs) mé& za nésledek zvy3eni relaxivity, vztaZené na jeden
zbytek zlep3ujici obraz (IEM). V obou molekuléch maji
zbytky vazajici se k cilovému objektu (TBMs) stejnou
alkylem substituovanou bifenylovou strukturu a obée
sloucCeniny maji stejny podet zbytks zlepSujicich obraz
(IEMs), pricemZ struktura zbytku zlepZujiciho obraz je
tvofena stejnym gadolinium-DTPA-zbytkem. Jadrové struktury
(leSeni) Jjsou rovné&Z shodnymi tetraaminy u obou molekul
M8-07 a M8-08. Sloudenina M8-07 obsahuje jediny zbytek
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vazajici se k cilovému objektu (TBM) a d¢tyri zbytky
zlepsujici obraz (IEMs), zatimco sloudenina M8-07 obsahuje
dva zbytky vézajici se k cilovému objektu (TBMs) a <&tyri
zbytky zlepsujici obraz (IEMs). RovnéZ v tomto pfipade dva
zbytky vazajici se k cilovému objektu (TBMs) ve sloudeniné
M8~08 Uc¢innéji ukotvuji molekulu kontrastniho ¢&inidla, v
disledku dJdeho? vzroste vazand relaxivita, vztaZend na
Gd(ITI)-ion, z 16,0 mM *s* na 44,1 mM s pri 20 MHz v
p¥itomnosti lidského sérového albuminu. Vypocet takto
ukazuje, Ze vice neZ dvojnasobné zvySeni relaxivity uvedené

molekuly Jje v souladu se zdvojnésobenim podtu zbytkl

vazajicich se k cilovému objektu (TBMs) (2, 75—nasobné
zvyseni =z 64,0 mM s " pro jeden zbytek vazajici se k
cilovému objektu (TBM) na 176,5 mM st pro dva zbytky
vazajici se k cilovému objektu (TBMs)). Na druhé strané
jsou volné (nevéazané) relaxivity sloucdenin M8-07 a M8-08
srovnatelné (9,2 resp. 10,3 M 's™t p¥i 20 MHz). Poméry
R1 . ona/Rlicina Pro slouceniny M8-07 a M8-08 jsou rovné 1,7

resp. 4,3, coz ukazuje, Ze sloucenina M8-08 poskytuje lepsi
zlepSeni kontrastu mezi cilovym objektem a pozadim.
Ponévad? sloudenina M8-08 m& rovnéZ zvySenou afinitu k
lidskému sérovému albuminu a tudiZ vét&i specifidnost vaci
cilovému objektu ve srovnani se sloudeninou M8-07, mélo by
byt zlepSeni kontrastu poskytnuté multilokalné vazebnym
multimerem  dokonce jes8té vyraznéjs3i ve srovnani S
multimerem obsahujicim pouze Jjeden zbytek vazajici se k
cilovému objektu (TBM).

Kone&né& uvedena tabulka rovnéZ zahrnuje uUdaje tykajici
se sloudenin M8-09 a M8-10. Tyto udaje jsou zde uvedeny s
cilem ilustrovat typické relaxivity molekul, které obsahuji
jediny zbytek vazajici se k cilovému objektu (TBM) a
mnoZinu zbytk® zlepsujicich obraz (IEMs). Srovnani molekul
M8-09 a M8-10 rovné? demonstruje, Ze pouhé pridani zbytkl
zlep8ujicich obraz (IEMs) k molekule s urcitym zbytkem
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vazajicim se k cilovému objektu (TBM) nem& =za nasledek
tumérné zvySeni celkové relaxivity, protoZe trojnasobné
zvyseni podtu zbytkd zlepdujicich obraz mé& za néasledek
pouze dvojnésobné zvy3eni relaxivity.

Ukotveni molekuly kontrastniho ¢inidla ve dvou
separatnich mistech slouZi takto ke zvySeni relaxivity
(t.j. ke zkraceni rotac¢niho koreladniho c&asu) obou molekul
jako celku a pro lokdlni chelétové oblasti v kontrastnim
¢inidlu. Zbytky vazajici se k cilovému objektu (TBMs) by
mély byt od sebe oddéleny dostatednou vzdélenosti, avsak
tak, aby je3té& G¢inné sniZovaly flexibilitu celé molekuly v
pfipadé, Ze je tato molekula véazédna k cilovému objektu. To
ma za nasledek, Ze hodnoty st¥edni relaxivity RI . ,anar
vztaZené na jeden zbytek zlepsujici obraz (IEM), v podstaté&
nepoklesnou po pridani aZ ctytr zbytkd zlepSujicich obraz
(IEMs) . Multilokéalni vazba prekvapivé omezuje flexibilitu
celé multimerni cheldtové struktury. V p#¥ipadé zbytka
zlep3ujicich obraz (IEMs) zahrnujicich chelaty takto
dochéazi po vazani molekuly kontrastniho &inidla k cilovému
objektu k omezeni loké&lniho chelatového pohybu. V dasledku
toho lze pozorovat pozoruhodnym zplsobem zlepSeni signaly
magneticko-rezonanéniho zobrazeni ve srovnani se zlep&nim
dosaZenym u analogickych multimernich chelatovych
sloudenin, které jsou k cilovému objektu vazany pouze pouze
prostfednictvim jediného zbytku vazajiciho se k cilovému
objektu (TBM) a které nejsou tudiZ vazany k zacilenym
mistdm "pseudo-cyklickym" nebo "zipovym" zplsobem. Zlep3eni
kontrastu Je témito multimernimi multilok&lné wvazebnymi
strukturami Jjesté dale zlepsSeno vzhledem tomu, Ze tyto
struktury produkuji signdl v nevazaném stavu, ktery Jje
slab8i neZ u kontrastnich &inidel, kterd maji i v nevazaném
stavu tuhou molekularni strukturu, a maji =zlepSenou
vazebnou afinitu k cilovému objektu. Zkracen& fredeno,
vynalez poskytuje sloucdeniny, u kterych nedochéazi k
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poklesu relaxivity, vztaZené na Jjeden zbytek zlepsujici
obraz (IEM), po pridani dalSich zbytkl =zlepSujicich obraz
(IEMs) A disledku multilokdlneé vazebnych interakci
(zprosttedkovanych mnoZinou zbytkd vazajicich se k cilovému
objektu [ TBMs] ) a které takto zlepsduji kontrast zobrazeni,
jako 1 kompozice tyto sloudeniny obsahuijici a zpusoby
jejich pouZiti.

Vyuziti vynalezu

Zobrazeni krevniho fec¢idté m& mnoho potencialnich
diagnostickych a terapeutickych vyhod. Detailni =zobrazeni
obé&hového systému miZe poskytnout informaci, kterd umoZni
v¢asnou detekci napriklad aneurysmy, embdlie nebo trombdzy
a Jinych krevnich sraZenin, JakoZ 1 oblasti s omezenym
pritokem krve, které se vyskytuji v koronadrnich artériich
p¥i arteriosklerdze. Jinymi obvyklymi chorobami obéhového
systému, které mohou byt p¥esnéji diagnostikovany
zobrazenim krevniho fediste S vysokou rozlisSovaci
schopnosti, Jjsou obéhové nedostatelnosti souvisejici s
cukrovkou, srdednimi nemocemi, lymfedémem, perifernim
vaskularnim onemocnénim, Raynaudovym fenoménem, flebitidou
a ostatnimi pogkozenimi vystylky krevniho redisté, srdecnim
gelestem, Zilnimi méstky a daldimi onemocnénimi odvozenymi
od poruch srdedni chlopné, jakoZ i s vaskulitidou. Rovnéz
kontrastni d&inidla cilend ke specifickym cilovym objektim
mohou zlepdit diagnbézu chorob, mezi které pat¥i nap¥iklad
neutropenie, ktera je disledkem neutrofilni
nedostatednosti. Kromée to je t¥eba uvést, ze
magneticko-rezonan¢ni, optické a ostatni typy =zobrazeni
jsou méné& invazni neZ béZné diagnostické techniky, které
vyZaduji chirurgické ¥ezy a zavedeni katetrd pod celkovou

anestezii.
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Kontrastni d&inidla pro magneticko-rezonanc¢ni zobrazeni
a optické zobrazeni p¥ipravend v réamci vynalezu mohou byt

pouZita stejnym zplsobem jako konvendni kontrastni d&inidla

pro magneticko-rezonanc¢ni zobrazeni a optické zobrazeni. V
pripade zobrazeni trombu, 1lze vyhodné pouZzit nékteré
techniky magneticko-rezonandniho zobrazeni a pulzni

sekvence s cilem dosdhnout zlepSeni kontrastu trombu oproti
pozadi krevniho fedidté a tkani. Tyto techniky neomezujicim
typu  BBAS (Black Blood
usilujici o d&erné zobrazeni krve,

sekvence FSES (Fast Spin Echo
FSGES (Flow-Spoiled Gradient Echo
Tyto metody rovnéZ zahrnuji proudove nezavislé
které
T,-rodilem mezi trombem se zlepSenym kontrastem a krvi a
tkani typu

"inverslion-recovery a

zptisobem  zahrnuji  sekvence
Angiography Sequences),
jakymi
Sequences)

jsou napriklad

a sekvence

Sequences) .

techniky, zlepduji rozdil v kontrastu zplsobeny

a kterymi jsou naptriklad sekvence

prepared sequence"
tyto

zvyduji kontrast mezi trombem a pozadovymi tkanémi.

"saturation-recovery prepared sequence"; techniky

Rovnéz
mohou byt pouZity zpusoby urcené pro T,-techniky. Konelné&

kontrast mohou rovnéZ =zlepsit kontrastni d¢&inidla podle

vynalezu v pripravcich urdenych pro magnetizadni p¥enosové

techniky.

Kompozice obsahujici konstrastni ¢inidla podlé vynalezu
byt postupy
formulovani kompozic pro

mohou formulovany rutinnimi urédenymi pro

farmaceutickych intravendzni

podani lidskym pacient@m nebo zvifatdm v réamci zvitecich

modelovych systémi. Typicky Jjsou kompozicemi pro

intravenézni podéani roztoky ve sterilnim isotonickém vodném
pufru. V p¥ipad&, Ze je to nezbytné, miZe kompozice rovnéZ
loké&lni

pro tiseni bolesti v misté

obsahovat solubilizacdni c¢inidlo a anestetikum,

jakym je naptriklad lignokain,
vpichu injekce. Obecné budou jednotlivé sloZzky dodany bud

separatné nebo smiSené dohromady v Jjednotkové davkové
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form&, napfiklad Jjako suchy 1lyofilizovany préasek nebo
koncentrat prosty vody. Takova  kompozice miZe Dbyt
skladovana v hermeticky uzav¥ené nadobce, Jakou je
nap¥iklad ampule nebo sacek s UGdajem mnoZstvi G¢inné léatky
v jednotkach U¢innosti. V p¥ipadeé, Ze je kompozice podavana
ve formé& infuze, potom miZe byt vypousténa s infuzni lahve
obsahujici sterilni vodu pro injekce nebo fyziologicky
roztok. V ptipad&, Z%e ma byt kompozice podana injekci, mlze
byt ampule se sterilni vodou pro injekci nebo fyziologickym
roztokem provedena tak, aby mohly byt sloZky kompozice
smiSeny bezprostfedné pred podanim.

Farmaceutické kompozice podle vynalezu obsahuji
sloudeniny podle vynédlezu a jejich farmaceuticky prijatelné
soli spoledn& s farmaceuticky prijatelnymi pomocnymi

T&tkami, nosici nebo prisadami.

Multiloké&lni kontrastni dinidlo s vysokou relaxivitou
je vyvhodn& podavano pacientovi ve form& injikovatelné
kompozice. Zpusob podani kontrastniho ¢inidla pro
magneticko-rezonanéni zobrazeni Jje vyhodné parenteralnim,
zejména intravendznim, intraarteridlnim, intratekalnim,
intersticié&lnim nebo intrakavitarialnim, podanim.
Farmaceutické kompozice podle vynadlezu mohou byt podané
savceim vd&etnd 1idi zplsobem, ktery Jje obdobny se zplUsobem
podéni jinych diagnostickych nebo terapeutickych d&inidel.
Podand davka a zpusob podani budou z&vislé na celé *rade
faktord, mezi které zejména patt¥i vék, hmotnost, pohlavi,
stav pacienta a Jjeho genetické faktory, a budou nakonec
urdeny léka¥skym persondlem po provedeni experimentalnich
stanoveni zahrnujicich podéni ménicich se davek a nasledné
pozorovani rezultujiciho zobrazeni po kaZdé podané davce.
Obecn& bude davka vyZadovand pro dosaZeni diagnostické

citlivosti nebo terapeutické U¢innosti rovna asi 0,001 aZ
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50 000 pg/kg, vyhodné rovna 0,01 aZ 25,0 ug/kg hmotnosti
pacienta. Optimadlni davka bude stanovena empiricky, jak to
bude dale popséano.

V nasledujicich prikladech budou ilustrovany syntézy a
pouziti nékolika multilokalnich kompozic S vysokou
relaxivitou v réamci Jjednoho provedeni podle vynéalezu.
Specifické parametry uvedené v néasledujicich prikladech
Jjsou voleny tak, aby ilustrovaly praxi uplatiiovanou v ramci
vynalezu, ptridemZ tyto p¥iklady maji pouze ilustradni
charakter a nikterak neomezuji vlastni rozsah vynalezu. T
kdyZz byl vy3e popsan urdity pocet provedeni a znakl
vynalezu, je samoz¥ejmé pro odborniky v daném oboru, Ze lze
vy8e popsané provedeni a znaky modifikovat a obménovat,
aniZ? by takové modifikace a obmény predstavovaly vybodeni

mime podstatu vynadlezu nebo mimo rozsah pripojenych naroki.
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P¥iklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Zptisob stanoveni relaxivity

Sloudeniny podle vynédlezu byly vyhodnoceny s cilem
stanovit jejich relaxivitu za pouZiti NMR-spektrometru typu
NMS-120 Minispec provozovaného pt¥i 0,47 Tesla (Larmorova
frekvence 20 MHz H-1) a teplot& 37 °C. Hodnota T, protonl
vody byla stanovena =za pouZiti softwaru pro inverzni
regenerac¢ni pulzni sekvenci. Relaxivita byla stanovena v
pritomnosti cilového objektu (kterym je typicky 4,5% lidsky
sérovy albumin) ptipravenim c&ty¥ individudlnich wvzorka.
Prvni vzorek obsahoval pouze 4,5% lidsky sérovy albumin ve
fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS, Phosphate
Buffered Saline), zatimco ostatni t¥i vzorky obsahovaly
kromé 4,5% lidského sérového albuminu ve fosfatem
pufrovaném fyziologickém roztoku asi 20, 30 a 40 uM
Gd(III). Tyto vzorky se potom inkubuji p¥i teploteé 37 °C po
dobu alesporl 15 minut za Gcdelem dosaZenl rovnovainého stavu

teploty Jedté p¥ed vlastnim méfenim hodnoty T;. Obsah

GAd(ITII) wve vzorku se stanovi hmotovou spektrometrii s

induk&né spraZenou plazmou (ICP-MS). Relaxivita (vztaZena
ne Jjeden Gd(III)-ion) se stanovi vynesenim relaxacni
rychlosti (l/Tl) A sﬂ' proti koncentraci Gd(III) v nM.
Smérnice ktivky =ziskané vynesenim ziskanych hodnot
odpovidé relaxivité. RovnéZ se analogickym zpusobem stanovi

relaxivita sloucenin v nepfitomnosti cilového objektu.

Koncentrace subjektd vazanych na cilovy objekt za

t&chto podminek se stanovi separdtnim experimentem a to za
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pouZziti nap¥iklad ultrafiltrace nebo rovnovainé dialyzy.
Znalost mnoZstvi subjektd vazanych k cilovému objektu,
relaxivity v pritomnosti cilového objektu a relaxivity v
nepritomnosti cilového objektu umoZiiuje vypodet vyse
popsané stredni vazané relaxivity.

Priklad 2

Experimentalni model pro testovani kontrastnich dJdinidel

podle vynalezu vazajicich se k fibrinu

Kontrastni ¢inidlo S vysokou relaxivitou a
specifiénosti pro zobrazeni krevni sraZeniny (trombu),
popeané v t&chto pr¥ikladech, Jje schopné rozlisit mezi
fibrinem v krevni sraZeniné a cirkulujicim fibrinogenem.
Toto kontrastni c¢inidlo Jje schopné poskytnout citlivou
u¢innou detekci trombdézy v rGznych stadiich jejiho vyvoje.
Toto ¢inidlo miZe byt pouZito pro diagndzu pt¥itomnosti nebo
absence ranych nebo pokrodilych trombi.

Jednim ze zvifecich modeld, které mohou byt pouZity je
model trombu v krédlic¢i hrdelni Zile indukovany zasSkrcenim
svorkou hrdelni Zzily. Hrdelni Zila se za8krti svorkou ve
dvou polohach, naceZz se odebere krali¢i krev mezi obéma
svorkami. Do Zily mezi obéma svorkami se potom zavedou
lidsky fibrinogen, kréali¢i dervené krvinly a trombin s
cilem vytvo¥it zde krevni sraZeninu obsahujici 1lidsky
fibrin. Krevni sraZenina se ponechd typicky stéarnout po
dobu 30 minut.
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V rémci tohoto krédlic¢iho modelu s krevni sraZeninou v
hrdelni Zile Jje typickym =za¥izenim =za¥izeni 1,5 Tesla s
pouzitim rusivého gradientu (SPGR) magneticko-rezonancniho
zobrazeni p¥i 36/5/30 deg. Alternativné miZe byt pouZit
zpisob zobrazeni 3D GRE 44/10/30 deg se zafizenim 1,5
Tesla. Alternativné mohou byt pouZity zpusoby IR
2000/10/700 se za¥izenim 1,5 Tesla.

P¥iklad 3
Prikladné& slouc¢enina: Syntéza

Vyhodnou formu provedeni vynalezu pfedstavuije
kontrastni ¢inidlo pro magneticko-rezonanéni zobrazeni,

které mé chemickou strukturu znazornénou na cbr.l13.

Obr.13
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Kontrastni dinidlo, jehoZ chemickéd struktura je uvedena
na obr.13, obsahuje <&ty¥i DTPA-Gd-molekuly, které slouZi
jako zbytky zlepsujici obraz (IEMs). Tyto zbytky zlepsujici
obraz (IEMs) Jjsou pf¥fipojeny k ethylendiaminovému leSeni
prost¥ednictvim linkert, které obsahuji ¥adu opakujicich se
amidd. Zbytky vézajicimi se k cilovému objektu (TBMs) jsou
tvoreny dvéma peptidy, které maji vysokou afinitu k fibrinu
Tyto peptidy mohou cyklizovat vytvorenim disulfidové vazby
mezi dvéma cysteinovymi zbytky. Tyto zbytky vazajici se k
cilovému objektu jsou pripojeny k leSeni prostt¥ednictvim

oximové a amidové vazby.

P¥i 37 °C a za pouziti 10 puM kontrastniho &inidla, 2,5
mg/ml fibrinu, 50 mM Tris-pufru, 150 mM NaCl, 2 mM Ca%} pH
7,4 Jje 51 % prototypového ¢inidla vazano na
DD(E) ~aminokyselinovy fragment fibrinu. Relaxivita vazané
sloudeniny, m&¥end p¥i 20 MHz a 37 °C, &ini 101,4 mM 's™%,
co¥ predstavuje 25,4 mM ‘s ', vzta¥eno na jeden Gd-chelat.
Volné (nevazané) kontrastni dJdinidlo mé& relaxivitu 67,7

-1 -1 ~ v . _— 5 .
mM s ~, coz predstavuje relaxivitu vztaZenou na Jeden

Gd-cheldt rovnou 16,9 mM 's™'. Relaxivita kontrastniho
¢inidla se mirneé zvysSi po vazbé k cilovému objektu. Syntéza
prototypového peptidového multimerniho kontrastniho c¢inidla
pro magneticko-rezonandni =zobrazeni peptidového trombu Jje
popséana na obr.14. I kdyZ jsou zobrazeny specificky peptid
a specifické kontrastni d&inidlo (M8-11), Jje pro odbornika
z¥ejmé, Ze 1 dalsi peptidy mohou byt pouZity v uvedené
slouc¢eniné a Ze peptidy pouzité v této sloucdeniné nemusi
byt totozZné.
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Obr.14 .
Syntéza multimerniho kontrastniho dJdinidla cileného na

lidsky fibrin
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Experimentalni d&ast
Syntéza DiDde-tetraaminu

Tetraamin (Fluka) (1,50 ml) se uvede v reakci s Dde-OH
(NovaBiochem) (4,0 g) ve 30 ml ethylalkoholu. Ziskany &iry
svétleZluty roztok se potom zah¥iva na teplotu wvaru pod
zpétnym chladidem po dobu 16 hodin. Po ukonceni reakce se
reakéni smés zahusti za vakua za 0c¢elem vysuSeni zbytku.
Ziskany zbytek se potom rozpusti ve 250 ml etheru a 2N
vodném roztoku kyseliny chlorovodikové. SvétleZlutéd kyseléa
vodnéd vrstva se oddéli, nacdeZ se k ni pr¥idava 50% roztok
hydroxidu sodného aZ k dosaZeni hodnoty pH 12, naceZ se
tato vrstva zpétné extrahuje ethylacetatem. Ethylacetatové
vretvy se promyji solankou, vysu3i nad siranem sodnym a
zfiltruji. Ziskany filtrat se odpari za vakua k ziskani
svétleZlutého Zmolkovitého produktu (2,9 g), ktery se
predisti mZzikovou chromatografii na sloupci silikagelu za
pouZiti chromatograficke soustavy tvorené smeési
ethylacetdtu a methanolu v objemovém poméru 2:3 a potom
sm&si ethylacetatu a methanolu obsahujiciho 1 % NH,OH v
objemovém poméru 2:3 k ziskéni cdistého poZadovaného
svétleZlutého pevného produktu (2,3 g).

'H-Nuklearni magneticko-rezonandni spektrum:
(300 MHz, CDCl,)

§ 1,02(s,6H), 2,34 (s,4H,2), 2,56 (s),
2,79 (s, 2H), 2,92-2,94 (t, 2H),
3,48-3,54 (q,2H),
198,2

Hmotové spektrum:
m/z 475,2 (M+H)".
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Syntéza DiDde-tetraaminu-di-Dpr (Boc)

Boc-Dpr (Boc)-0OH.DCHA (4,85 g) se suspenduje v 60 ml
ethylacetatu spolec¢né s 12,0 ml 2M kyseliny sirové. Obsah
banky se protfepe a ethylacetatova vrstva se odde€li. Vodna
vrstva se zpétneé extrahuje ethylacetdtem. Ethylacetétové
vrstvy se sloucdi, promyji solankou, vysusi nad bezvodym
siranem ho¥ecdnatym a zfiltruji. Ziskany filtrat se odpafi
za vakua a ziskany pevny produkt se vysu$i k ziskéani 3,23 g
poZadované volné kyseliny Boc-Dpr (Boc)-OH ve formé€ bilého
krystalického pevného produktu.

'H-Nuklearni magnetickorezonanc¢ni spektrum:

(300 MHz, DMSO-d)

o 1,35(s,18H), 3,30(s,2H), 3,96-3,98 (m,1H),
6,87-6,90(d,1H).

Boc-Dpr (Boc)-OH ve formé& volné kyseliny (1,52 g) se
rozpusti v 15 ml DCM p¥i teplotd& O °C. K ziskanému roztoku
se ptridad HOAt (0,68 g) a DIEA (0,35 ml) a ziskany <&iry
roztok se mich& p¥i teplotd& 0 °C. P¥idad se DiDde-tetraamin
ziskany pt¥i vyse uvedené syntéze, nacdeZ se jedté prida HATU
(1,90 g) a 2 mmol TEA. Potom se ptidé& bezvody DMF (5 ml) a
reaké¢ni smé&s se michd po dobu 36 hodin. Rozpousdtédla se
potom odpari =za vakua a zbytek se vyjme ethylacetitem a
promyje 1N kyselinou chlorovodikovou, nasycenym roztokem
hydrogenuhlic¢itanu sodného, solankou a potom se vysus$i nad
siranem sodnym, zfiltruje a odpari =za vakua k ziskéni
bilého pevného produktu (1,92 g). Tento pevny produkt se
potom predisti mzikovou chromatografii na sloupci
silikagelu =za pouZiti chromatografické soustavy tvo¥ené
ethylacetdtem obsahujicim 5 % methanolu k ziskéni

poZadované sloucdeniny ve formé bilého pevného produktu (1,3

g) -
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'H-Nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:
(300 MHz, CDC1,)
o 1,01 (s, 6H),
2,58 (s,3H),
3,85-4,10 (m, 1H),

1,35(s,18H),
3,30(s,2H),
5,44-5,52(d,2H),

2,34 (s,4H),
3,44-3,67 (bm, 6H),
5,74 (bs,1H) .

Hmotové spektrum:
m/z 1047,7 (M+H)".

Syntéza Di-Dde-tetraamin-diDpr ve formé HCl-soli

DiDde-tetraamin-diDpr (BOC), se rozpusti ve 40 ml smési
4N kyseliny chlorovodikové a dioxanu a ziskany roztok se
michd po dobu 10 hodin. Ziskana suspenze se rozet¥e s
k

Tento pevny produkt se

chladnym etherem a odpat¥ri za vakua ziskadni hojného
mnozstvi bilého pevného produktu.
vysusi za vakua vysokovakuové vyvévy k ziské&ni poZadovaného
produktu ve formé HCl-soli.

vytézek: 1,09 g.

Hmotové spektrum:

m/z 647,3 (M+H)".

Syntéza DiDde-diDpr-tetra-GlyDTPA-OtBu

Gly-DTPA-penta-t-butylester (Gly-DTPA-O-tBu) (2,37 qg)
se vyjme 10 ml dimethylformamidu p¥i teploté 0 °C. P¥ida se
HOAt (0,41 g) a DIEA (0,52 ml),
michéa pri teploté 0 °

nade? se ziskany roztok
C.
ptipravenéd vysSe uvedenym zpUsobem (0,39 g)

Di-Dde-tetraamin-diDpr-stl
se rozpusti ve 3
ml dimethylformamidu, nacde? se k ziskanému roztoku prida
DIEA (0,13 ml). Ke smé€si se ptrida HATU (1,14 g) spolecné s
dalgim podilem DIEA (0,09 ml).

michd po dobu 36 hodin. Rozpou$tédla se odstrani za vakua a

Zlut& zbarveny roztok se
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ziskany zbytek se vyjme ethylacetdtem. Organickéd vrstva se
promyje 1N kyselinou chlorovodikovou, nasycenym vodnym
roztokem hydrogenuhlid¢itanu sodného a solankou, vysus$i nad
bezvodym siranem sodnym, zfiltruje a odpa¥i za wvakua k
ziskadni svétleZlutého pevného produktu (3,15 g). Ziskany
surovy produkt se déle precisti vysoce vykonnou kapalinovou
chromatografii na sloupci Prep RP-HPLC [ C-4,ACN/HO].
Frakce obsahujici poZadovanou sloudeninu se sloucdi a
lyofilizuji k ziska&ni bilého pevného produktu.

vytézek: 1,01 g.

Hmotové spektrum:

m/z 1244,4 (M+3H)>*; 933,9 (M+4H) .

Syntéza tetraamin—-tetra-CN-GlyDTPA-O-tBu

DiDde-tetraamin-diDpr-tetra-GlyDTPA-O-tBu (0,38 g) se
rozpusti v 8 ml 2% (obj./obj.) hydrazinu v dimethylformami-
du a ziskany roztok se michd po dobu 10 minut p¥i okolni
teploté&. Reakéni smés se potom zahusti za vakua a zbytek se
vyjme v CH,CN a prelisti vysoce vykonnou kapalinovou
chromatografii na sloupci Prep—RP—HPLC[C—4,ACN/H§H . Frakce
obsahujici poZadovanou sloucdeninu se slouc¢i a lyofilizuji k
ziskéani bilého pevného produktu.
vytézek: 0,25 g.

Hmotové spektrum:
m/z 1702,1 [ M+2H] **; 1135,1 [ M+3H] ",

Syntéza Di-Meo-trityl-AoA-tetra-Gly-DTPA-O-tBu

Tetraamin-tetra-Gly-DPTA-O-tBu (98 mg) se rozpusti ve 3
ml dimethylformamidu p¥i teploté O °C. K ziskanému roztoku
se ptidd sukcinimidester kyseliny methoxytritylaminooxy-
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octové (MeO-Trt-AoA-OSu) (29 mg) spole¢né s TEA (9 ul) a
ziskana smés se miché& pres noc, naceZ se p¥idéd methanol,
rozpoustédla se odpati a zbytek se extrahuje za pouZiti
DCM, promyje 10% vodnym roztokem kyseliny citronové a
solankou a vysus$i nad bezvodym siranem ho¥ecdnatym. Ziskany
produkt se dale predisti vysoce vykonnou kapalinovou
lchromatografii na sloupci Prep RP-HPLC [C-4,ACN/H0] .
Frakce obsahujici poZadovany produkt se slouci a
lyofilizuji k ziskéni bilého pevného produktu.

VytéZzek: 87 mg.

Hmotové spektrum:

m/z 2047,5 (M+2H)** ; 1365,3 (M+3H)".

Syntéza AoA-tetra-GlyDTPA-OH

Di-Meotrityl-AoA-tetra-GlyDTPA-O-tBu (85 mg) se
rozpusti v 10 ml CHBCl/thioanisol/DCM/TIS (64/16/16/4) a
ziskany roztok se miché& p¥i teploté 0 °C po dobu 3 hodin.
Tis je (iPr),SiH. Reakcni smé€s se potom z¥edi 20 ml vody a
extrahuje etherem. Vodna vrstva se dale pfecisti vysoce
vykonnou kapalinovou chromatografii na sloupci Prep RP-HPLC
[ C-18,ACN/NH,0OAc] . Produkt se izoluje a lyofilizuje k
ziskani bilého pevného produktu.
vVytéZek: 29 mg.

Hmotové spektrum:
m/z 1214,4 (M+2H)?"; 809,5 (M+3H)>",

Oxidace SLPCDYYGTCLD—NH2

Peptid c[ SLPCDYYGTCLD-NH,] (10 mM) v NaPi-pufru, pH=6,8
se uvede v reakci s NaIo, (20 mM). Oxidace se prerusi

ethylenglykolem. Reakéni smé€s se rozdéli na sloupci C-18
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Sep-Pak. Produkt se potom eluuje 80% CH,CN obsahujicim 0,1

e

5 TFA. Rozpoudtédla se odstrani odst¥ed&nim za vakua a
poﬁadovany produkt alfa-N-glyoxylyl-c[ LPCDYYGTCLD-NH,] se
lyofilizuje k ziskani bilého présku.

Hmotové spektrum:

m/z 1315,5 (M+H)".

Chemoselektivni vazba-finadlni sestava: syntéza M8-11

Alfa-N-glyoxylyl-c[ LPCDYYGTCLD-NH,] (13,2 mg) se uvede
v reakci s AoA-tetraDOTA-OH (12,3 mg) ve 20 nm
natriumacetatového pufru, pH 4,6 pri teplot& 22 °C. Reakéni
produkt se predisti vysoce vykonnou kapalinovou
chromatografii na sloupci Semi-Prep RP-HPLC [ C-18,
CH,CH/5mm NH,OAc] . Tento material se pfevede na gadoliniovy
komplex za pouZiti standardnich technik [viz napriklad,
Lauffer R.B., a kol., Radiology 207: str. 529-38 (1998)].
Hmotové spektrum:
m/z 1674,6 (M+3H)>" ; 1256,3 (m+4H)*.

Priklad 4

Syntéza kontrastnich dinidel s triethylentetraaminovym
lesenim

Za pou?iti Di-Dde-tetraamin-diDpr a vySe popsanych
postupll spoledné& se substitucemi pro diamino-BOC-substituo-
vany ethanovy linker a Gly-DTPA-OtBu-zbytkem zlepsujicim
obraz (IEM) mohou byt r@zné vysSe popsané cheldty pripojeny
triethylentetraminovému leSeni. Uvedené chelaty mohou byt
stejné nebo odligné, pridemZ se ziskd homogenni chelatové

&inidlo nebo kontrastni ¢inidlo s heterogennimi chelaty.
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Syntéza kontrastniho
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¢inidla M8-07
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(H:C)aCO:C) (HW HOL Ho,cJ
K roztoku kyseliny 4-mesitylbenzoové (0,7 q) a
triethylentetraminu (4,26 g) v methylenchloridu (200 ml) se

prida HOBt
se micha p¥i teploté okoli p¥es noc.

(0,89 g, 5,83 mmol) a DIC (0,74 g).

Ziskana smés

Ziskanad sraZenina se

odfiltruje a rozpoustédlo se odeZene za sniZeného tlaku,
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p¥ricemZz se ziska Zluty olej. Reakdni smés se potom rozdeli
vysoce vykonnou chromatografii na sloupci Prep-HPLC C4 =za
pouziti chromatografické soustavy tvorené smési
0,1%TFA/H,0/CHH,CN, pricemZ se ziskaji TFA-soli monoamidu
ve formé& bilé pény.

vytézek: 0,63 g.

Hmotové spektrum LC-MS:

(m/e) 369,1 (M').

K roztoku vyge uvedeného monoamidu (0,63 g) v etheru
(100 ml) a THF (100 ml) se pozvolna pf¥i okolni teploté
pridd LAH (1,30 g). Ziskand smé€s se potom =zahf¥iva na
teplotu varu pod zpé&tnym chladidem, naceZ se jed3té micha
pri okolni teploté p¥es noc. Ke smé&si se potom p¥ida po
kapkach voda za Glelem eliminace LAH. Ziskana sraZenina se
cdotrani filtraci a rozpoudtédlo se odstranil za sniZeného
tlaku, pridemZ? se ziskd bezbarvy olej. Reak&ni smés se
rozdé&li vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii na
sloupci Prep~HPLC C4 za pouziti chromatografické soustavy
tvotené smési O,l%THA/HéO/CHBCN, ptidemZ se ziska
TFA-aminova sdl ve formé& bilé pény.

VytéZek: 180 mg) .
Hmotové spektrum LC-MS:

+

(m/e) 354,4 (M).

K roztoku TFA-aminové solil (180 mg) a
diisopropylethylaminu (287 mg) v dimethylformamidu (50 ml)
se pridéd roztok Gly-DTPA-OtBu (1,88 g) v methylenchloridu
(50 ml), HOBt (370 mg) a DIC (301 mg). Smés se potom michéa
p¥i okolni teplot& pfes noc. RozpouStédlo se odstrani =za
sni¥eného tlaku, pridemZ se ziskd Zluty olej. Reak<ni smeés
se rozd&li vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii na
sloupci Prep-HPLC C4 =za pouZiti eluédni soustavy tvofené

0,1%TFA/H,0/CH,CN, pfilemZ se ziské surovy produkt ve forme
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bilého pevného produktu.
VytéZek: 0,36 g.
Hmotové spektrum LC-MS:

(m/e) 1719,4 M%), 1147,2 o7

) .

K roztoku tohoto bilého produktu (0,19 g) v
methylenchloridu (4,5 ml) a anisolu (4,5 ml) se po kapkach
pridéd 4,5 ml 12N roztoku kyseliny chlorovodikové. Ziskanéa
smé&s se potom miché& p¥i okolni teploté po dobu 3 hodin. Ke
sm&si se p¥fidd 40 ml vody a smés se t¥ikrat promyje
etherem. Vodny roztok se lyofilizuje k =ziskéni surového
produktu, které se podrobi vysoce vykonné kapalinové
chromatografii na sloupci Prep-HPLC C18 za pouziti
chromatografické soustavy tvofené smé&si 100mM AcONH,/CH,CN,
ptidemZ se ziskd bily pevny produkt.
vVytéZek: 50 mg.

Hmotové spektrum LC-MS:
(m/e) 1158,6 (M%), 772,8 (M.

Tento materidl se p¥evede na gadoliniovy komplex =za
pouZiti standardnich technik [ viz napfiklad Lauffer R.B. a
kol. Radiology 207: str.529-38 (1998)].
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Priklad 6

Syntéza kontrastniho ¢inidla M8-08

MM i 9
i O
e~ {%O—« e O
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Kyselina 4-mesitylbenzoova

K roztoku kyseliny mesitylboronové (10 g) a kyseliny
4-brombenzoové (12,9 g) v l-propanolu (150 ml) a DME (200
ml se pridd trifenylfosfin (0,128 g), 2M roztok uhliditanu
sodného (37 ml) a voda (30 ml). K ziskané sm&si se potom
pridéd octan palladnaty (82 mg) pod dusikovou atmosférou.
Smé€s se potom pres noc zah¥ivad na teplotu varu pod zpétnym
chladic¢em. Po odstranéni zdroje tepla se p¥idéd 100 ml vody
a smés se miché& za chlazeni na okolni teplotu po dobu 2,5
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hodiny. Tmava reakéni smé&s se zredi 150 ml ethylacetéatu a
vytvorené dvé faze se rozdéli. Organickd vrstva se
nékolikrat promyje nasycenym vodnym roztokem
hydrogenuhlic¢itanu sodného aZ chromatografie na tenké

vrstve ukazuje, Ze do&lo k Uplnému odstranéni kyseliny

4-pbrombenzoové (R, = 0,55 =za pouziti eluéni soustavy
tvorené smési methylenchloridu a methanolu v objemovém
poméru rovném 5). Ziskany roztok se potom t¥ikrat extrahuje

200 ml 1N roztoku hydroxidu sodného. Ke sloudenym vodnym

vrstvam se ptridad asi 50 ml 12N kyseliny chlorovodikové k

dosaZeni hodnoty pH rovné 3. Ziskana sraZenina se

odfiltruje, promyje vodou a vysu8i k =ziskani kyseliny

d-mesitylbenzoové ve formeé bilého pevného produktu.

Vytézek: 8,81 qg)

R, = 0,75 (elucéni soustava: CHzclz/CH§OH = 5y,

'H-Nuklearni magnetickorezonandni spektrum:

(300 MHz, CDCl,)

o 1,997 (s, 6H), 2,340 (s,3H), 6,961 (s,2H),
7,274 (4,J=8,1Hz,2H), 8,177(d,J=8,1Hz,2H).

K roztoku kyseliny 4-mesitylbenzoové (L,5 qg) a
triethylentetraminu (0,43 g) v methylenchloridu (60 ml) se
pridad HOBt (0,96 g) a DIC (0,79 g). Ziskanad smé€s se michéa
p¥i okolni teploté pfes noc. Ziskand sraZenina se
odfiltruje a vysusi, pricdemZ se ziskad bily pevny produkt.
vytéZek: 1,45 g.

Hmotové spektrum LC-MS:

(m/e) 591,3 (M").

K roztoku uvedeného bilého pevného produktu (0,45 g) v
etheru (20 ml) a tetrahydrofuranu (80 ml) se pozvolna pf¥i
okolni teploté p¥idéd LAH (0,33 g). Smés se potom zah¥iva na
teplotu varu pod zpétnym chladid¢em po dobu 2 hodin, naceZ
se mich& ptres noc p¥i okolni teploté. Ke smé€si se potom po
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kapkach pr¥idéd wvoda =za WUcelem eliminace LAH. Ziskanéa
sraZenina se odstrani filtraci a rozpoustédlo se odeZene za
sniZeného tlaku, p¥icdemZ se ziskd svétleZluty olej. Reakdéni
smés se potom rozdéli vysoce vykonnou kapalinovou
chromatografii na sloupci Prep-HPLC C4 za pouziti
chromatografické soustavy tvorené smeési 0,1%TFA/H,0/CH,CN,
ptidemZ se ziskéd TFA-stl ve formé bilého pevného produktu.
vyteéZek: 140 mg.

Hmotové spektrum LC-MS:

+

(m/e) 564,6 (M).

K roztoku TFA-soli (50 mg) a diisopropylethylaminu (38
mg) v dimethylformamidu (30 ml) se prida roztok
Gly-DTPA-OtBu (193 mg) v methylenchloridu (30 ml), HOBt
(37,5 mg a DIC (31 mg). Smés se potom michad pres noc prfi
okolni teploté. Rozpoustédlo se odstrani za sniZeného
tlaku, pfidemZ se ziskd hnédy ole]j. Reakdni smés se rozdeli
vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii na sloupci
Prep-HPLC C4 za pouZiti chromatografické soustavy tvorené
smési 0,1%TFA/H,0/CH,CN, p¥icemZ se ziska surovy produkt ve
form& svétlezlutého pevného produktu.

Hmotové spektrum LC-MS:
(m/s) 1824,2 (M*Y), 1216,3 "), 912,5 (M*").

K roztoku uvedeného sveétleZlutého pevného produktu
(0,58 g) v methylenchloridu (5 ml) a anisolu (5 ml) se po
kapkéch p¥idéd 10 ml 12N roztoku kyseliny chlorovodikove.
Ziskand sm&s se michéd p¥i okolni teploté po dobu 3 hodin.
Ke sm&si se p¥idd 40 ml vody a ziskand smé&s se trikrat
promyje etherem. Vodny roztok se lyofilizuje k =ziskani
surového produktu, ktery se podrobi vysoce vykonné
kapalinové chromatografii na sloupci Prep-HPLC Cl8 za
pouziti chromatografické soustavy tvorené smesi 100mM
AcONH,/CH,CN, pricemZ se ziska bily pevny produkt.
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VyteéZek: 11 mg.
Hmotové spektrum LC-MS:

2+

(m/e) 1263,2 (M**, 842,4 "

4+

), 632,2 (M ).

Tento materidl se prevede na gadoliniovy komplex =za
pouZziti standardnich technik [viz napfiklad Lauffer R.B. a
kol., Radiology 207: str. 529-38 (1998)].

Priklad 7

Obecnad syntéza multimerd pro vazbu s lidskym sérovym
albuminem obsahujicich dva stejné zbytky vazajici se k
cilovému objektu (TBMs)

N

o TE
e 2
HaN o N o 1) RCOH SR YARVE®
0 }m DIC, HOBY, DIEA, DMF N N oH
TP
| o oTPAB

(‘BU)QOTPA u NH 2) HC! . A)\ NH,-G@TPA
o 3) GdCh, NaOH GdOTE A NH N O
(tBu)s-DTPA DTPAA(1Bu)s 07’ o=
. "
GJ-OTPA s

Diamin obsahujici <&ty¥i terc-butylesterem chréanéné
DTPA-skupiny se rozpusti v dimethylformamidu (0,75 ml).
P¥ida se RCO,H (3 ekv.), ktery znamena rGzné karboxylové
kyseliny tvor¥ici zbytky vazajici se k cilovému objektu
(TBMs), DIC (0,052 ml, 3,3 ekv.) a HOBt (0,051, 3,3 ekv.).
Reak&ni smé&s se ochladi na teplotu 0 °C p¥edtim, neZ se k
ni po kapkéch p¥ida DIEA (0,105 ml, 6 ekv.). Reakéni smés
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se potom michd pr¥i okolni teploté po dobu celkem 8,5
hodiny. Reakcéni smés se zY¥edi methylenchloridem a promyje
0,1N roztokem kyseliny chlorovodikové, nasycenym vodnym
roztokem hydrogenuhlicditanu sodného a solankou. Organickéa
vrstva se vysuS8i nad siranem sodnym a zbylé rozpousdtédlo se
odeZene za vakua k ziskéni terc-butylesterem chranéného
meziproduktu. Produkt se potom vyjme v DCM, pri teploté 0
°C se ptida kyselina chlorovodikova a ziskana smés se micha
po dobu 3 hodin. Po odpafeni rozpou3tédla se ziska bily
pevny produkt, ktery se uvede v reakci s GdCl; (4 ekv.) a
NaOH (12 ekv.) k ziskéani finadlniho produktu.

Seznam sloudenin majicich dva stejné zbytky vazajici se
k cilovému objektu (TBMs) a syntetizovanych vySe uvedenou
metodou je spoledné& se strukturami zbytkd vazajicich se k
cilovému objektu (TBMs) a hmotovymi spektry uveden v
nasledujici tabulce 3.

Tabulka 3

Multilokalni kontrastni d&inidla se dvéma stejnymi zbytky
vazajicimi se k cilovému objektu (TBMs).

.. Chemickd struktura TBM Hmotové spektrum
~Sloucenina |R y cbecném syntéznim schematu (m/z, [M]**)
o~y°
A~ ,
MS8-12 < 1048.5
N




............

Sloudenina Chemickaj struktura TBM R Hmotové spektrum
v obecném synteznim schematgq (m/z,'[M]")
| 1 |
MS8-13 . 1036.9
tF
oy
MS8-14 Vg\v 1080.9
BN
M8-15 e 1005.0
(o]
MS8-16 g ¢ 1036.8
~$%0n
M8-17 \%/{: ° 1094.1

OOOOOO
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v . Chemicka struktura TBM R - |Hmotové spektrum
Sloucenina v obecném syntéznim schematu (m/z, M)
oM
MS8-18 A ! 1259.1
' o~y '
[ OH

e
M8-19 °).?Njo 1288.51

.é[.
o

l

Priklad 8

Obecnad syntéza multimerd pro vazbu k lidskému sérovému
albuminu obsahujici dva rtzné zbytky vazajici se k cilovému
objektu (TBMs)

| - @
N 1
% i\ >‘ Y R:Dlgo:lg EA, DM /—\ [N
, HOBY, DI F
uau),.o‘rm rDTPA-(tBu)s

2) Hy
2 GdDTPA erDTPA
oBu)g,-DTPA DTPA-«au), -3) R*COzH NH NH O
DIC, HOBY, DIEA, DMF v 07/
4) HCl GADTPA
GdDTP.

5) GdCly, NaOH OTPA

CBz-chranény monoamin obsahujici Ctyri

terc-butylesterem chréanéné DTPA-skupiny se rozpusti v
dimethylformamidu (0,75 ml). P¥id4 se R'CO,H (1,5 ekv.),
ktery znamena rlzné karboxylové kyseliny tvo¥ici zbytky
vazajici se k cilovému objektu (TBMs), DIC (0,052 ml, 1,5




95

ekv.) a HOBt (0,051 g, 1,5 ekv). Reakéni smé&s se ochladi na
teplotu 0 °C jedt& predtim, ne% se po kapkach pr¥idad DIEA
(0,105 ml, 6 ekv.). Ziskand reakdéni smé&€s se michd pfri
okolni teploté po dobu celkem 8,5 hodiny.

Reakéni smés se z¥edi methylenchloridem a promyje 0,1N
kyselinou chlorovodikovou, nasycenym  vodnym roztokem
hydrogenuhlic¢itanu sodného a solankou. Organickéd vrstva se
vysu8i nad siranem sodnym a zbylé rozpoustédlo se odstrani

za vakua.

Sloucdenina se rozpusti v ethylacetatu a hydrogenuje za
pouzZiti 5% palladia na uhli jako hydrogenadniho
katalyzatoru. Po odfiltrovani hydrogenadniho katalyzatoru
se ziskany produkt uvede v reakci s druhou karboxylovou
kyselinou (R?COZH, 1,5 ' ekv., cozZ znamenéa mnoZinu
karboxylovych kyselin tvoticich =zbytky véazajici se k
cilovému objektu [ TBMs] ), DIC (0,052 ml), 1,5 ekv.) a HOBt
(0,051 g, 1,5 ekv.). Reakéni smé&s se michéd po dobu celkem
8,5 hodiny p¥i okolni teploté. Reakcéni smés se potom zredi
methylenchloridem a promyje 0,1 kyselinou chlorovodikovou,
nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhliditanu sodného a
solankou. Organicka vrstva se vysu$8i nad siranem sodnym a
zbylé rozpou&tédlo se odeZene za vakua. Ziskany produkt se
op&tovné suspenduje v DCM, nacdezZ se pridéd kyselina
chlorovodikova p#i teploté 0 °C a reakdni sm&s se micha po
dobu 3 hodin. Po odpaf¥eni rozpoustédla se ziskd bily pevny
produkt, ktery se uvede v reakci s GdCl; (4 ekv.) a NaOH
(12 ekv.) k ziskani finalniho produktu.

Seznam sloudenin syntetizovanych uvedenym zplUsobem Jje
spoledné se strukturami prvniho typu zbytkd vézajicich se k
cilovému objektu (TBM1l) a druhého typu zbytkd vazajicich se
k cilovému objektu (TBM2) uveden v nésledujici tabulce 4.

Y L y 1 . L s ¢ 1z
Je t¥eba uvést, Ze R v obecném syntéznim schematu odpovida




96

prvnimu typu zbytku véazajiciho se k cilovému objektu
(TBM1), zatimco R®  zde odpovidé druhému typu zbytku
vazajiciho se k cilovému objektu (TBM2).

Tabulka 4
Multilokalni kontrastni d&inidla se dvéma odlidnymi zbytky

vazajicimi se k cilovému objektu (TBMs)

. . Chemicka struktura TBM! R Chemickd struktura TBM2 R
Sloucenina |4 ecném syntéznim schematu v obecném syntéznim schematu
HO O, : .
. o o] O
M8-20 :iNio:l ~ /'\/G)%V
0~ _
{ .
90
| 2 o1
MS8-21 Oy NH
O
)
ILT:Eﬂ
o}
MS8-22 Oy NH
Q
O
g 7
MS8-23
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P¥iklad 9

Syntéza kontrastniho &inidla M8-01

0
OH OH 0 Ph
(/ . Boc,0 g O_T-OO(%

TEA/Toluen l. 4, Tetrazol OH
HN - NH, BocHN  NHBoc 2. tBuOOH
1 2 3.2M " BocHN NHBoc
' NH;/MeOH 3
TFA/CH,Cl,
o)
o)
o—;';-o Ph i Ph
ma G oo O
OH | Ph
s—\ Gly-DTPA OH
Ri-HN  NH-R, EDCHOBt /' i,
o ) DIPEA, CH,Cl,
o O s - 5
" Ph HCV/Aniso! /CH,Cl,

R-HN  NH-R,

Ms8-01
0
HO—-g
Y "o
\rN\P o Ph ' LCOZC(CHa)s Gly-DTPA

4 o
—O<Ph (HJC)::COzCAN/\’N\/\NAcozc(CHm
(HaC)3C0,C~ (HaC)yCO,C

o Y

HN

| o |
o
Ry= LCO,C(CH;,); Rp = Lco y
2

N -~
HaC)3C0,C7 "N """ N"¢
(HsCKHCO, O2C(CHa)y HOQCAN/\IN\/\NAC%H

H3C)sCO,C~ (H4C)3CO,C
(H3C)3CO,C”™ (H3C)sCO, Ho,c" Hch)
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1,2-Di (Boc~amino) -3-hydroxypropan (1,0 ekv.)a
difenylcyklohexylfosforamidit (1,1 ekv.) se rozpusti v
tetrahydrofuranu (1,5 ml/mmol fosforamiditu) a ziskany
roztok se michéd s molekularnimi sity po dobu 30 minut. Ke
smési se potom pridd tetrazol (1,2 ekv.) p¥i okolni
teploté. Smés se michd po dobu 45 minut, ptidemZ se
ukon&eni reakce stanovi >'P- nuklearni magnetickorezonandni
spektroskopii. Ke smési se potom p¥idé terc-butylhydropero-
xid (1,2 ekv.). Reakéni smés se michd po dobu asi 1 hodiny,
coz Jje doba, po uplynuti které je pomoci 3p- nuklearni
magnetickorezonandni spektroskopie indikovéano ukonceni
reakce. Vyloucdené& sraZenina a molekuldrni sita se odstrani
filtraci a k filtratu se pr¥idéd methylenchlorid. Roztok se
postupné promyje roztokem sirnatanu sodného, roztokem
hydrogenuhliditanu sodného a nasycenym roztokem chloridu
sodného a vysu$i nad siranem sodnym, zfiltruje a zahusti za
vakua. K ziskanému svétleZlutému oleji se prida 2M roztok
amoniaku v methanolu. Smé€s se michad p¥es noc, nacdeZ se
rozpoustédlo odstrani za vakua. Reakdni smés se precdisti
chromatografii na sloupci silikagelu za pouziti
chromatografické soustavy tvorené smési ethylacetatu a

methanolu, p¥icemZ se ziskd fosfodiester.

Tento fosfodiester se zbavi ochrannych skupin mich&nim
s kyselinou trifluoroctovou a methylenchloridem, nacdeZ se
smé&s 1lyofilizuje k =ziska&ni diamindifenylcyklohexylfosfodi-
esteru. Tento diamin se michd pres noc vidy se 4
ekvivalenty Gly-DTPA-O-tBu, EDC a HOBt v methylenchloridu,
ke kterému Dbyl pfidédn diisopropylethylamin za Udelem
zvyseni pH. Zahus3ténéd reakdéni smé€s se potom precdisti
preparativni vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii s
reverzni fazi. Terc-butylesterové skupiny obou
DTPA-jednotek se potom odstépi michanim se smési obsahujici
kyselinu chlorovodikovou, anisol a methylenchlorid v
objemovém pomeéru 4:1:1 a néasledné se obvyklym zpusobem
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DTPA~-gadoliniovy

Radiology 207:

cheldt [viz nap¥iklad
str. 529-38 (1998)] .




Priklad 10

100

Syntéza kontrastniho ¢inidla M8-02

OBn OH
oBn BoeNH (..  ~_-NHBoc NNHBOG NNHEcc
BocHN N - _H, PdIC BocHN N
B N‘ tBuOH 7% AcOH/AcOEt
oc! 1 “reflux, 2 dny 2
NHBoc NHBoc
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2. tBuOOH
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o . (") oh N%/MCOH
i h o—P-—o—O( ! Fr
O O e
" Gly-DTPA € - on . - TFACHCI OH
NH-R R NHBoc
ReHN N7 EDC/HOBt HaN NK BocHN N~
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NH-R, NH; NHBoc
' HCVAnisole/CH,Cl, N
T o~ X 4
o) ;o Ph
m Ph
o—P—o—C>< Ne—"©
] Ph
OH i Ho 0
NH-R; —g
ReHN N7
. HN
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Benzyloxymethylen-N-Boc-aziridin (2,82 g), pripraveny z
N-Boc-O-benzylserinu, a N,N'-diBoc-diethylentriamin (3,9 g)
se michaji v terc-butanolu p¥i zah¥ivani k varu pod zpétnym
chladic¢em po dobu 2 hodin, nacdeZ se rozpoudtédlo odeZene za
vakua a ziskany zbytek se precisti mZikovou chromatografii
za  pouZiti chromatografické soustavy  tvorené smési
methanolu a methylenchloridu, p¥icemZ se ziska 4,54 g
produktu. Pom&r Boc-vodikt k aromatickym vodiklm se ov&ri
integraci 'H-nuklearniho magnetickorezonanédniho spektra.
Tento triBoc-chranény tetraaminbenzylether (3,8 g) se
rozpusti v 70 ml 7% roztoku kyseliny octové v ethylacetatu
obsahujicim 1,0 g 10% palladia na uhli. Nad reakéni smés se
potom zavede vodik o tlaku 0,34 MPa a smés se hydrogenuje
po dobu 16 hodin. Rozpoudtédlo se potom odeZene z reakdéni
‘smési za vakua a zbytek se pfecisti mZikovou chromatografii
za pouzZiti chromatografické soustavy tvorené smési
methanolu a methylenchloridu, pficemZ se ziska 3,6 g
produktu. Ziskany alkohol a difenylcyklohexylfosforamidit
se uvedou Vv reakci za vySe uvedenych podminek (tetrazol,
terc-butylhydroperoxid, amoniak v methanolu), pridemZ se
ziskd odpovidajici fosfodiester.

V8echny t¥i skupiny Boc uvedeného fosfodiesteru (50 mg)
se odstrani za michéni v 1,0 ml kyseliny trifluoroctové a 1
ml DCM po dobu 3 hodin, naceZ se smés lyofilizuje k ziskani
54 ml triaminu. Tento triamin se rozpusti v 1,0 ml
methylenchloridu a ziskany roztok se pridd po kapkach k
roztoku obsahujicimu vZdy 6 ekvivalentd Gly-DTPA-O-tBu, EDC
a HOBt ve 2 ml methylenchloridu, ke kterému byla pridana
DIEA za udelem nastaveni pH na hodnotu 9,0. Koncentrovana
reakéni smés se predisti preparativni vysoce vykonnou
kapalinovou chromatografii na sloupci C-4 p¥i prGtoku 20
ml/min chromatografické soustavy tvorené smeési acetonitrilu
a vody v objemovém poméru 30:70 s gradientem k objemovému
pom&ru 100:0 v prébéhu 25 minut a potom p¥i vydrZi po dobu
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10 minut. Molekulova hmotnost =ziskané sloucdeniny se ovéri
hmotovou spektroskopii. Terc-butylesterové skupiny
DTPA-subjednotek se oditépi k obnaZeni skupin karboxylovych
kyselin michanim ve smési kyseliny chlorovodikové, anisolu
a methylenchloridu v objemovém poméru 4:1:1 po dobu 5
hodin, nacdeZ se roztok zbavi rozpoustédla za vakua, zbytek
se rozpusti ve vodé a lyofilizuje. DTPA-gadoliniové cheléaty
se potom snadno vytvofri reakci s GdCl, obvyklym zptsobem
[ viz nap¥iklad Lauffer R.B., a kol., Radiology 207: str.
529-38 (1998)] .
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¢inidla M8-03
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Benzylbromacetat (11 ml) v 50 ml acetonitrilu se p¥ida
k N,N’-diBoc-diethylentriaminu (14 g) v 50 ml acetonitrilu
a 19 ml triethylaminu a =ziskand smés se michd po dobu 2
hodin, naceZ se rozpoudtédlo odeZene za vakua a zbytek se
predisti mzikovou chromatografii za pouZiti
chromatografické soustavy smé&€si hexanu a ethylacetatu k
ziskadni 11 g produktu. Ob& ochranné skupiny Boc v této
sloucdeniné se odstrani michanim vedkerého produktu ve smési
kyseliny trifluoroctové a methylenchloridu v objemovém
poméru 1:1 po dobu 3 hodin, nacde? se roztok =zbavi
rozpoustédla =za vakua, rozdéli mezi vodu a ether a
lyofilizuje k ziskéni 9,2 g produktu. Gly-DTPA-O-tBu, DIC a
HOBt (vzdy 2,2 ekvivalentu) se michaji v
N,N-dimethylformamidu po dobu 45 minut a potom se tento
triamin (1,0 g) jako bis(amoniumtrifluoracetat) rozpusti v
N, N-dimethylformamidu a ptridéd do reakdéni nédoby, kde se pH

nastavi na hodnotu 9,0 p¥idénim diisopropylethylaminu.

Po 12 hodinovém michani se roztok z¥edi vodou a
extrahuje ethylacetatem, ktery byl postupné promyt vodnym
roztokem kyseliny citronové, nasycenym vodnym roztokem
hydrogenuhliéitanu sodného a nasycenym vodnym roztokem
chloridu sodného. Ziskany ethylacetatovy roztok se zahusti
za vakua a zbytek po =zahudténi se p¥edisti mZikovou
chromatografii za pouZiti chromatografické soustavy tvofené
smési hexanu a ethylacetatu k =ziskani 845 mg produktu,
jehoZ tetramerova chemické& struktura je potvrzena hmotovou
spektrometrii. Benzylova skupina se odstrani hydrogenaci
800 mg tohoto produktu rozpuiténého v 10 ml hexanu, ¢ ml
methanolu a 1 ml triethylaminu v pfitomnosti 20% palladia
na uhliku a vodikové atmosféry. Smés se hydrogenuje po dobu
3 hodin, naceZ? se hydrogenadni smés zfiltruje p¥es celit a
filtrat se zahusti za vakua. Tato karboxylovad kyselina (750
mg) se mich&d v methylenchloridu s EDC a HOBt (vidy 1,2
ekvivalentu) po dobu 30 minut a diamindifenylcyklohexylfos-
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fodiester (80 mg), popsany vy3e v ramci syntézy
kontrastniho ¢inidla M8-01, se rozpusti v methylenchloridu
a p¥rida k roztoku karboxylové kyseliny, nadeZ se pH roztoku
nastavi na hodnotu 9,0 pfidanim diisopropylethylaminu. Po
nékolika hodinadch se smés zahusti a predisti preparativni
vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii na sloupci C-4
pri pritoku 20 ml/min chromatografické soustavy tvorené
sm&si acetonitrilu a vody v objemovém poméru 30:70 s
gradientovym pfechodem na objemovy pomér 100:0 v prubéhu 25
minut a néslednou 10 minutovou vydrzi k ziskéani 150 mg
produktu, jehoZ molekulova hmotnost byla ové¥ena hmotovou
spektrometrii. Terc-butylesterové skupiny DTPA-podjednotek
se odstépi k obnaZeni skupin karboxylové kyseliny michanim
ve smési kyseliny chlorovodikové, anisolu a methylenchlori-
du v objemovém pomé&ru 4:1:1 po dobu 5 hodin, nade? se
roztok zbavi rczpouétédla za vakua, zbytek se rozpusti ve
vodeé a lyofilizuje (vytéZek: 90 mg).

DTPA-gadoliniové chelaty se potom snadno prfipravi
obvyklym zplsobem reakci s GdCl, [viz nap¥iklad Lauffer
R.B. a kol., Radiology 207: str. 529-38 (1998)].
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¢inidla M8-09
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K suspenzi (1R-2S)-(+)-cis~l-amino-2-indanolu (15 g) v
methylenchloridu (90 ml) se pY¥idad diisopropylethylamin (35
ml) a potom benzylbromid (17,2 g). Ziskand smés se micha

p¥es noc. Roztok se potom promyje vodou a dvakrat extrahuje

0,1N roztokem kyseliny chlorovodikové,

Nz

nac¢eZ se pH sloucdené

vodné vrstvy zvys8i na hodnotu 8 a vodna vrstva se &tyrikrat

extrahuje methylenchloridem.

promyje nasycenym roztokem chloridu sodného,
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Ziskany zbytek se rozpusti v ethylacetdtu a promyje
vodou, vysu8i nad siranem sodnym, zfiltruje, zahusti za
vakua a precisti mZikovou chromatografii za pouZiti
chromatografické soustavy tvorené smeési hexanu a
ethylacetatu k ziskani l-para-butylbenzoyl-l-benzylamino-2-
indanolu (12,7 g).

1 " . v s
H-Nuklearni magnetickorezonanéni spektrum:

(cDC1,)

& 0,93(t,3H), 1,24-1,4(m,2H),  1,5-1,65(m,2H),
2,6(t,2H), 2,8(3ir.d, 1H), 3,07 (dd, 1H),
4,52 (m, 1H) 4,65 (m, 2H), 5,13 (m, 1H)

17,09-7,32(m,11H), 7,38-7,62(m,2H).

l-para-Butylbenzoyl-l-benzylamino-2-indanol (1,26 g) a
DTPA-fosforamidit (2,99 g) se rozpusti v tetrahydrofuranu
(5 ml) a =ziskany roztok se michéd s molekuldrnimi sity po
dobu 30 minut, nadeZ se p¥ida tetrazol (265 mg) a ziskanéa

smés se michd po dobu 45 minut.

Po ukonceni reakce indikované 3p_nuklearni
magnetickorezonanéni  spektroskopii se ke sm&si prida
terc-butylhydroperoxid (0,433 ml) a reakdéni sm&s se micha
po dobu 1 hodiny a¥ do doby, kdy ‘‘P-nuklearni
magnetickorezonandni spektrum indikuje ukondeni reakce.
Rezultujici sraZenina a molekulédrni sita se odstrani
filtraci, nacdeZ se k filtratu p¥id4 methylenchlorid. Roztok
se postupné promyje roztokem sirnatanu sodného, roztokem
hydrogenuhlic¢itanu sodného a nasycenym roztokem chloridu
sodného, a vysu$i nad siranem sodnym, zfiltruje a =zahusti
za vakua. K rezultujicimu svétleZlutému oleji se p¥ida 2M
roztok amoniaku v methanolu. Ziskanad smés se micha& pres
noc, nace? se rozpoudtédlo odstrani za sniZeného tlaku.
Reakéni smés se predisti mZikovou chromatografii za pouZiti
chromatografické soustavy tvo¥ené smé&si ethylacetatu a
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methanolu k ziskéni fosfodiesterového aduktu ve formé
bilého pevného produktu.

Fp_Nuklearni magnetickorezonan¢ni spektrum:
(THF-d%)

6 -0,28;

hmotové spektrum LC-MC:

(m/e) 1165,75 (M').

terc-Butylesterové skupiny DTPA-podjednotek se odstépi
k obna%eni skupin karboxylové kyseliny rozpusSténim v
methylenchloridu a plsobenim 12N kyseliny chlorovodikové.
Po neékolika hodina&ch se pH nastavi na hodnotu 1,5 p¥idanim
5N vodného roztoku hydroxidu sodného a rezultujici bila
sraZenina se odfiltruje a dvaktat promyje roztokem kyseliny
chlorovodikové (k dosazZeni pH = 1,5). SraZenina se
lyofilizuje po dobu 48 hodin k =ziskani produktu majiciho
formu jemného bilého prasku.

Hmotové spektrum LC-MS:

+

(m/e) 885,15 (M).

DTPA-gadoliniové chelaty se snadno ziskaji obvyklym
zpusobem reakci s GdCl,; [ viz napfiklad Lauffer R.B. a kol.,
Radiology 207: str.529-38 (1998)].
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Priklad 13
Syntéza kontrastniho &inidla M8-10
OH DHP:h kysehm /\/ \Lo) BuLn/Dxcthylemci \/\,O 0
cther paraformaldehyd HO 3 U
p_o Ph 1.2 MlijUTEA 1
Boc, r"l/\/ o //\/ \r\) | “
l: Boc [_"I
5, Na,CO, 0.0
Boc” L.J BOC l.ACOH/THF/HgO E l\/\/ \U
Bo L__.l 8 ACN 4
8 2.7, Tetrazol ¢’ LJ"8ec
3. tBuOOH 6
4.2M
TFA/CH,Cl, %H;/McOH o
B Ph - Ph
o-P—Q 7 /\/0 1 -9 )
EN N (@) O o)
N N 10
SN R R
HLJIH HATU/HOAL 1 u 1
? DIPEA, CH,Cl, HCVAnisol /CH,Cl,
Gly-DTPA o
o-p—g P
T SR -
2 N N o) .
HO-% [:N N:]
HN o R{l_l'R? MS8-10
HCO:C(CHJ)S O% \I/ BOC r—]/
(HyC1CO,C” N NN Co,C(CH,)y 3 - [:N N]
(H3C}yCO,C”~ (HaChCO,C Ph O—_cn Boc” L_J 'Boc
Gly-DTPA ' S
- P
HN_ W
Ry = LCO,C(CH;);, Ry = \cho.‘,ﬂ'
(H3C1C0,67 N N N"c0,c(CHs), HO,E NN

(HaC)yCO,C™ (H3C)C0O,C

HO,C HO,C
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3-Butin-1-ol (10 g) se michd v etheru (250 ml) s
3,4-dihydropyranem (12 g) a kyselinou tosovou (tosic acid,
20 mg) po dobu 12 hodin, nadeZ se roztok zahusti za vakua a
zbytek po =zahu&téni se rozdéli mezi ethylacetadt a wvodu.
Organicky roztok se promyje nasycenym vodnym roztokem
chloridu sodného, vysusi nad siranem sodnym a zahusti k
ziskani DHP-chré&néného alkoholu (18,7 g), ktery se pouZije
bez dalgi charakterizace a disténi. DHP-alkohol (18,7 g) se
rozpusti v etheru (65 ml) a ziskany roztok se ochladi na
teplotu -75 °C, nade? se k roztoku po kapkach p¥ida a p¥i
udrZovani uvedené teploty butyllithium (50,5 ml 2,0M
roztoku) a potom paraformaldehyd (3,5 g). Po 4 hodinach se
roztok ponechd ohtadt na okolni teplotu a k takto ohtatému
roztoku se pr¥idad voda (100 ml). Vodnad vrstva se odlije a
organicka vrstva se zahusti za vakua k ziskéni oleje, ktery
se predisti mZikovou chromatografii zZa pouziti
chromatografické soustavy tvorené smeési ethylacetatu a
hexanu, p¥i¢emz se ziska 5-THP-2-pentin-1,5-o0l1 (13 g),
jehoZ chemick& struktura byla potvrzena 'H-nuklearni
magnetickorezonandéni spektroskopii.

Alkinol (2,0 g) se nejdrive prevede na mesylat (882 mg
mesylchloridu, 1,6 ml triethylaminu, methylenchlorid) a
potom na jodid (6,2 g Jjodidu sodného, bezvody aceton)
konvendnimi postupy. Ziskany jodalkin (1,2 g) se micha s
triBoc-cyklenem (200 mg) a uhlid¢itanem sodnym (200 mg) v 8
ml acetonitrilu po dobu 1,5 hodiny, nacdeZ se smés zbavi
rozpoudté&dla =zahudté&nim za vakua a predisténim mZikovou
chromatografii za pouZziti chromatografické soustavy tvoXené
smé&si ethylacetdtu a hexanu, a identita ziskaného aduktu
(240 mg) se oveéri lg-nuklearni magnetickorezonanéni
spektroskopii a hmotovou spektroskopii LC-MS. Uvedeny adukt
(240 mg) se nésledné zbavi ochrannych skupin michanim ve
smé&si kyseliny octové, tetrahydrofuranu a vody v objemovém
poméru 4:2:1 (12 ml) pri teploté 40 °c po dobu 6 hodin,
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naceZ se reakdni smés z¥edi vodou a ethylacetatem a

organickad vrstva se postupné extrahuje nasycenym vodnym

roztokem hydrogenuhlicd¢itanu sodného a roztokem chloridu
sodného, vysugi nad siranem sodnym a zahusti k ziskani
alkoholu (250 mg). Fosfodiester tohoto alkoholu a
l-para-butylbenzoyl-1l-benzylamino-2-indanolu se syntetizuje
za pouZiti metod standardni fosforamiditové chemie, které
byly popsany vySe v ramci syntézy kontrastniho ¢&inidla
M8-01 (tetrazol, terc-butylhydroperoxid, amoniak/methanol).

V8echny t¥i ochranné skupiny Boc na cyklenu se odstrani
plsobenim kyseliny (kyselina trifluoroctova v
methylenchloridu) a t¥i rezultujici aminové skupiny se
prevedou na amidové skupiny plUsobenim Gly-DTPA-O-tBu =za
pouZiti standardnich postupt (HATU/HOAL,
diisopropylethylamin, methylenchlorid), Jjak to 3jiZz bylo
popsano vyde. terc-Butylesterové skupiny DTPA-podjednotek
se od3tépi k obnaZeni skupin karboxylové kyseliny michanim
ve smési kyseliny chlorovodikové, anisolu a
methylenchloridu v objemovém poméru 4:1:1 po dobu 5 hodin,
nade? se roztok zbavi rozpoustédla za vakua, rozpusti ve
vodé a lyofilizuije

DTPA-gadoliniové cheldty se potom snadno ziskaji
obvyklym zpusobem reakci s GdCl, [viz napfiklad Lauffer
R.B. a kol, Radiology 207: str.529-38 (1998)].
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Priklad 14

Syntéza kontrastniho ¢inidla M8-06

o)
. , n
L. ‘,_(O 1. 4, Tetrazol R3'O",:'OH :
BocHN  OMe OH'O 2. tBuOOH o
Q 3. 2M NH,/McOH o o
HyN NH; ¥ 7N H —_—
BocHN N N NHBoc BocHN N N NHBoc
' OH H H H H
12 0 2 | 3
oM o o OH
BochiN ° o ‘ o TFA/CH,Cl,
o :
R3-0-P-OH Ri-HN  NH-R, Q
o o R3-O-P-OH
o
3_4 - Gly-DTPA o
NH u H HN DiC/HOBt 0 o
o \e—0 DIPEA, CH,Cl, HrNg—%mgHNHz
NH-R{ NH-Ry NH-Ry NH-R, S
6
o)
Ry-O s OH 74/
i HCVAnisol /CH,Cl,  Re=R Y
M8-06 . QO o) O—\"CN
;-_4 }—q 4
: NH N N° KN
H H o
°§§ }?" Ho—{
HN
Ry-HN NH-R;  Rz-HN NH-R, o
COC(CH3)y  Gly-DTPA
% (HaChCOe NN N">C0,C(CHa),
9 (HiCRCO,C” (HICHCOLC

2 oAk 2

HN HN

Q 0
Ry = \[rcozC(CHa)a Ra \L(COzH

~ N N
(H3CHCOLLT N NN c0,C(CHals HOL,C N T "~""N""COopH

J
(HaCHCO,C”~ (H3C)CO,C HO,C HO,C
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Ethylendiamin

se postupné uvede v reakci

N-Boc—-glycinmethylesterem a N-Boc-serinmethylesterem
vzniku diamidu. Volny alkohol a l-parabutylbenzoyl-1-ben-

zylamino—-2-indanol

za

se pfrevedou na fosfodiester vySe

diskutovanym zpisobem (tetrazol, terc.butylhydroperoxid,

amoniak/methanol) . Benzyl-(3-amino-2-aminomethyl-2-methyl) -
a dva ekvivalenty Gly-DTPA-O-tBu se uvedou v
pouziti (DIC/HOBt,

vzniku

propanodt

reakci =za vySe popsanych podminek

diisopropylethylamin, methylenchlorid) za

odpovidajiciho diaminu. Dva ekvivalenty tohoto diamidu se
uvedou Vv reakci s ethylendiaminovym derivatem =za wvzniku
tetrameru. terc-Butylesterové skupiny DTPA-podjednotek se
oditépi k uvolnéni skupin karboxylové kyseliny michéanim ve

smési kyseliny chlorovodikové, anisolu a methylenchloridu v

poméru 4:1:1 po dobu 5 hodin, nacdeZ se roztok zbavi
rozpoustédla =za vakua, =zbytek se rozpusti ve vodé a
lyofilizuije.

DTPA-gadoliniové cheladty se znadno ziskaji obvyklym

zpusobem reakci s GdCl, [ viz napfiklad Lauffer R.B. a kol.,

Radiology 207: str. 529-38 (1998)].
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Priklad 15

Syntéza kontrastniho &inidla M8-04

o
i Il
oH o 1. 4, Tetrazol R3-0-P-OH HO-P-0-R,
OH HyN NH 2. tBuOOH o 4
o’ " S £ % ¢ _32M ' o o °
H3/MeOH Vaun
BocHn OMe BocHN u u zNHBocN 3 BocHN’ N N NHBoc
1 _ H
3
TFA/CH,Cl,
i o Vo
i
R3'O"?‘OH HO'T"'O-R:, Rg*O’?‘OH HO"g'O-Rg
o o Gly-DTPA 0 &
<, L0 7 DiC/HOBt o o >
. 7N DIPEA, CH,CI N
ReN N Ry il NTONT N,
6 5
HCVAnisol /CH,CI,
¢ .3
Ry-0-P-OH HO-P-0-Ry Y

X

o
I\*
2 o

. .
Ry = O% 3 LC%C(CH;,); Gly-DTPA
o. -
\ (HsCICOE N NN co,c(CHy)
Ph ) J

(H3C)3C0,C” (H3C)CO,C

- 4
H
HN N o
R, = Lcozc(ct-i,), Re = CO,H
(HiCC0,C NN N"C0,c(CHy); HO,C N NN co,m

N
| J S
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Ethylendiamin a dva ekvivalenty N-Boc-serinmethylesteru
se uvedou v reakci za vzniku diamidu. Tento diamid se dale
uvede Vv reakci za vzniku vysSe zobrazeného difosfatového
derivatu. Zbytky vazajici se k cilovému objektu (TBMs) se
pripoji a zbavi ochrannych skupin za pouZiti postupt
popsanych vySe v ramci prikladu 14.




Priklad 16

Syntéza kontrastniho
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¢inidla M8-05

0 0 o ?1)
Il BRI
Rg'O'T"OH .HO‘p"’O-R3 DiC/HOBt R3-O'?"'OH HO--I?«f'O.R3
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0 o) & o)
TN OH /N
HaN ”‘ ” NH, o NH u ﬁ HN_
‘ o} o)
1 Ry-HN  NH-R,
RiHN  NHRy  Ry-HN  NHR,
2
HCVAgiso! /CH,CL
? P
R3-0-P-OH HO=P~O-R,
o
; o o .oE .
NH ﬁ u HN .
o (o}
. o) \
Ry= fsd '/0.3- RFHN  NHR;  R;HN  NH-R,
Ph
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HN HN
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Difosfatovy derivat diamidu pouZity Jjako vychozi
produkt p¥i této syntéze je stejny jako meziprodukt ziskany
v rémci syntézy kontrastniho d¢inidla M8-04 ©popsané v
prikladu 15. Zbytky vazajici se k cilovému objektu (TBMs)
se pripoji a zbavi ochrannych skupin za pouZiti postupt

popsanych vySe v ramci ptrikladu 14.

Priklad 16

Vazba M8-11 mé&rend v ramci modelu s kralid¢i hrdelni Zilou
(1,5 T; SPGR 36/5/30 deg.)

Néasledujici obr.1l5 predstavuije fotografii obrazl
ziskanych pri experimentu vyuzivajicim stanoveni popsané v
prikladu 1. Tento experiment ukazuje obrazy pfed injekci
["Pre-injection"], po injekci kontrolni necilené
Gd-DTPA-slouceniny ["Gd-DTPA"], po injekci s kontrastnim
¢inidlem M8-11 ["M8-11"] popsanym v p¥ikladu 3, po injekci
trojnaésobné davky kontrastniho &inidla M8-11 [ "3X M8-11"] a
po injekci nadbytku peptidu majiciho aminokyselinovou
sekvenci (uvedenou v Jjednopismenovém formatu) LPCDYYGTCLD
[ "Excess Peptide"], ktery konkuruje se zbytky vazajicimi se
k cilovému formatu (TBMs) kontrastniho ¢inidla pfri
obsazovani wvazebnych mist na cilovém objektu. Krevni
srazenina je specificky zobrazena kontrastnim d¢inidlem
M8~11, ponévadZ kontrastni <¢inidlo postréddajici =zbytek
vazajici se k cilovému objektu (TBM) se nevaZe a poneévadiZ
vazba je reverzovana v pritomnosti nadbytku peptidu.

.

*
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Priklad 16

Infracervené oblasti blizké opticky zobrazujici ¢inidlo

Mm8-24
0 0
2 L7 f I N
N° ©—p-OH  HO-P—O.
SR | L pn Bu
Bu Ph 0O 0
S 0 ‘o ?
7N
N~ NRH
HRN NN

N SO3Na
N

I

HsC~ "SO3Na 03S” "CHj,

Infradervené oblasti blizké fluorescenéné zobrazujici
¢inidlo M8-24 obsahuje zbytek zlepSujici obraz (IEM) vhodny

pro optické zobrazeni ("R"). Toto <&inidlo se pripravi z
odpovidajiciho derivatu karboxylové kyseliny
fluorescenédniho Dbarviva (viz WO 2000/16810). Uvedeny

derivat karboxylové kyseliny se pripoji k difosfatovému
derivétu diaminu za podminek syntetického stupné popsaného
v prikladu 13. V p¥ikladu 13 Jje analogickym stupném
p¥ipojeni Gly-DTPA-TBM k difosféatovému derivatu diaminu za
vzniku M8-04. Toto infracervené kontrastni dinidlo cilené
na albumin se ©pouZije napriklad p¥i oftalmologické
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angiografii a p¥i diagndéze rakovin klZe. VySe zobrazené
optické kontrastni ¢&inidlo mAZe byt poufito v réamci
libovolné z aplikaci, jejichZ vydet byl uveden pro d&inidla
urc¢ena pro magnetickorezonanéni zobrazeni krevniho Fedisté.
Krom& toho je pro odbornika v daném oboru z¥ejmé, Ze zbytky
zlepsujici obraz takového optického zobrazovaciho ¢&inidla
mohou byt ménény substituci rﬁanmi derivaty karboxylové
kyseliny barviva. Takové zobrazovaci ¢inidlo miZe byt takto
modifikovano tak, aby odpovidalo specifickym
experimentidlnim kritériim, mezi které pat¥i naptiklad

specifickd excitadni vlnovéa délka.
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PATENTOVE NAROKY

1. Multilokédlni cilené kontrastni ¢inidlo pro magneticko-
rezonan¢ni =zobrazeni, v y Z n a ¢ e n é t i m, Ze
obsahuje legeni, alespornl dva zbytky vazajici se k cilovému
objektu (TBMs) kovalentné véazané k ruznym atomim leseni,
alesponi dva zbytky zlepSujici obraz (IEMs), pfidemZ kaZdy z
uvedenych zbytkd zlepsSujicich obraz je bud kovalentné vazan
k leZeni nebo kovalentné vazan k mezilehlému linkeru, ktery
je zase kovalentné vazan k leseni, kaZdy zbytek zlepsujici
obraz (IEM) obsahuje chelat paramagnetického kovového iontu
nebo optické barvivo, kaZdy zbytek vazajici se k cilovému
objektu (TBM) je bud kovalentné vazan k atomim le3eni nebo
k linkeru a kaZdy zbytek vazajici se k cilovému objektu
(TBM) m& afinitu k cilovému objektu.

2. Multilokadlni cilené kontrastni &inidlo podle naroku 1,

vyznadené t 1 m, Ze mé& obecny vzorec

(TBM) , —S-[ L - (IEM) ]

ve kterém

TBM znamena zbytek véazajici se k cilovému objektu,

S znamena leseni,

L znamena linker,

IEM znamen& zbytek zlepSujici obraz a

g, m, n a p nezavisle na sobé znamenaji celd &isla, pricemZ
q znamend celé ¢islo od 2 do 6 vcetnég,

ka?dy m nezavisle znamen&d 0 nebo 1,

ka?dy n nezavisle znamena celé c&islo od 2 do 4 vcéetnég,

P znamend celé ¢islo od 2 do 4 vcéetné a
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kazdy TBM je kovalentné vazan k S p¥imou chemickou vazbou,
kazdy L, Jje-1li p¥itomen, Jje kovalentné vazan k alespon
jednomu IEM pf¥imou chemickou vazbou,

kazdy L, Jje—-li pt¥itomen, Jje kovalentné vazadn k S p¥imou
chemickou vazbou a

alespoii dva TBMs jsou p¥ipojeny k rlznym atomim ledeni.

3. Multilok&lni cilené kontrastni d¢&inidlo podle néaroku 1
nebo 2, v y z n a ¢ e n é t i m, Ze leSenim Je
oligoalkylenamin, zbytky zobrazujici obraz (IEMs) jsou
odvozeny od diethylentriaminu nebo tetraazacyklododekanu a

rovnou alespon 10%° D(l, zbytky vazajici se k

maji K,
cilovému objektu (TBMs) obsahuji peptid a jsou kovalentné
vazany k atomim dusiku leSeni a kaZdy ze zbytkd
. zlep3ujicich obraz (IEMs) je bud pf¥imo nebo prost¥ednictvim
linkeru kovalentné vazén k jinym atomim dusiku leSeni, neZ
ke kterych Jjsou vazany zbytky véazajici se k cilovému

objektu (TBMs) .

4. Multilok&lni cilené kontrastni d&inidlo podle né&roku 3,
vyznadcené t i m, Ze m& strukturu obecného vzorce
IX

X

' A{@/N]*e/)’A o
~ N
TBM M N m TBM (IX)

X=L-IEM, TBM, IEM

ve kterém

kaZdy m nezavisle znamenéd celé ¢islo od 1 do 8 v&etné,
kazdy A Je nezavisle zvolen z mnoZiny zahrnujici O, CH,,
C=0, C=NH, NH, NR a CHR,
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R znamend primou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu
obsahujici 1 az 10 uhlikovych atomi, p¥imou nebo
rozvétvenou alkenylovou nebo alkinylovou skupinu obsahujici
2 az 10 uhlikovych atomi, pficdemZ aZ &ty¥i uhlikové atomy
jsou pripadné substituovany atomem halogenu, atomem
kysliku, atomem dusiku nebo atomem siry, a

n znamenéd celé c¢islo od 2 do 10 vcietné.

5. Multiloké&lni cilené kontrastni c&inidlo podle né&roku 2,

vyznadc¢ené t i m, Ze mé& strukturu obecného vzorce

VIII
X
A B X
X/C )BEAﬁ; I]:fAﬂg (VIII)

X =L-IEM, TBM, IEM

ve kterém

m znamena celé ¢islo od 1 do 10 vé&etné,

n znamena celé ¢islo od 2 do 10 véetné,

o znamena 0 nebo 1,

P znamenad 0 nebo 1,

kazdy A je nezavisle zvolen z mnoZiny zahrnujici O, CH,,
C=0, C=NH, NH, NR a CHR,

kazdy B je nezévisle zvolen z mnoZiny zahrnujici CH a N a

R znamenad primou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu
obsahujici 1 az 10  uhlikovych atomi, primou nebo
rozvetvenou alkenylovou nebo alkinylovou skupinu obsahujici
2 aZz 10 uhlikovych atomi, pricemZ aZ d&ty¥i uhlikové atomy
jsoﬁ pfipadné€ substituovény atomem halogenu, atomem
kysliku, atomem dusiku nebo atomem siry.
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6. Multilok&lni cilené kontrastni ¢&inidlo podle néaroku 5,

vyznadcené t i m, Ze m4d strukturu obecného vzorce

X
X
M/(ALE/YA}( "
™ ° m nAjp/ (X)

X=LIEM TBM, IEM

ve kterém

m znamend celé &islo od 1 do 10 vcetnég,

n znamend celé &islo od 2 do 10 vc&etné,

o) znamena 0 nebo 1,

P znamena 0 nebo 1,

kazdy A Jje nezavisle zvolen z mnoZiny =zahrnujici O, CH
C=0, C=NH, NH, NR a CHR,

B je zvolen z mnoZiny zahrnujici CH a N a

2/

R znamena primou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu
obsahujici 1 az 10 uhlikovych atomd, primou nebo
rozvétvenou alkenylovou nebo alkinylovou skupinu obsahujici
2 az 10 uhlikovych atoml, pridemZ aZ c¢ty¥i uhlikové atomy
jsou pripadne substituovany atomem halogenu, atomem
kysliku, atomem dusiku nebo atomem siry.

7. Multiloké&lni cilené kontrastni ¢inidlo podle néaroku 2,

vyznadcené t i m, Ze obsahuje

a) dva nebo vice zbytkd zlepsujicich obraz (IEMs),

b) dva nebo vice zbytkd vézajicich se k cilovému objektu
(TBMs) ,

c) leSeni, ke kterému jsou pripojeny zbytky vazajici se
k cilovému objektu (TBMs) a zbytky zlepsujici obraz
(IEMs), a




125

d) pripadné linkery pro pfipojeni zbytkl zlepsujicich
obraz (IEMs) k leSeni,

pri¢emZz leSeni obsahuje strukturu obecného vzorce XII

A
A(L)qh/j)n]m (XIT)

m a n nezavisle jeden na druhém znamenaji celd &isla, kde

ve kterém

m znamena celé &islo od 0 do 3 vdetn§,

n znamena celé ¢&islo od 0 do 2 vdetn§,

kazdy A je nezévisle zvolen z mnoZiny zahrnujici NH, NR, O,
s, CH,, C=0, C=NH, C=NR a CHR, kde

R znamen& primou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu
obsahujici 1 az 10 uhlikovych atomi, p¥imou nebo
rozveétvenou alkenylovou nebo alkinylovou skupinu obsahujici
2 az 10 uhlikovych atoml, ptricemZ aZ C¢ty¥i uhlikové atomy
jsou pripadné substituovany atomem halogenu, atomem
kysliku, atomem dusiku nebo atomem siry.

8. Multilokadlni cilené kontrastni <¢inidlo podle néaroku 4,
5, 6 nebo 7, vy znaddcen é t i m, Ze A znamena C=0
nebo 0.

9. Multilokalni cilené kontrastni <&inidlo podle néaroku 4,
5, 6 nebo 7, vy znadcené t 1 m, Ze zbytek vazajici
se k cilovému objektu (TBM) obsahuje peptid, piidemZ
uvedeny peptid mé& afinitu pro trombus, fibrin nebo jejich

rozpustné fragmenty.
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10. Multilokaélni cilené kontrastni <¢inidlo podle néaroku 4,
5, 6 nebo 7, v y z n a ¢ e n é t 1 m, Ze zbytek
zlep8ujici obraz (IEM) 3je =zvolen 2z mnoZiny =zahrnujici
cheladty paramagnetickych kovovych iontt a derivati
diethylentriaminu a tetraazacyklododekanu, p¥idemZ kazdy

chelat ma K, alespori rovnou 10" M7,

11. Multiloké&lni cilené kontrastni ¢inidlo podle néroku 10,
vyznad c¢eny t 1 m, Ze zbytkem zlepSujicim obraz
(IEM) Je chelat kyseliny diethylentriaminpentaoctové a
paramagnetického kovového iontu. ‘

12. Multilokéalni cilené kontrastni ¢inidlo, vy z n a & e -
n é t i m, Ze m4d strukturu obecného vzorce XIII

DTPA-Gd
/Q ;DTPA-Gd

:>
O

TBMm L~ N/\/N\/\N/\/N\L/TBM (XIII)

H
0o

HN
0
S

DTPA-Gd DTPA-Gd

ve kterém zbytkem vazajicim se k cilovému objektu (TBM) Je

HN

peptid.
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l1éka¥ského

t 1 m,

13. Zpusob diagnostického zobrazeni cilového

objektu, vy znadceny Ze se

a) podéd kontrastni ¢inidlo podle naroku 1,

b) toto kontrastni ¢inidlo se poneché navazat k cilovému
objektu a

c) cilovi objekt se zobrazi v pfitomnosti kontrastniho
¢inidla.

14. Zpusob magnetickorezonanc¢niho zobrazeni cilového

objektu podle néroku 1, vy znadceny t 1 m, Ze kazdy

zbytek zlepSujici obraz (IEM) obsahuje cheldt iontu

paramagnetického kovu a relaxivita kontrastniho ¢&inidla v
ptritomnosti cilového objektu je alesporl dvakrat vé&td3i nei
jeho relaxivita v nep¥itomnosti cilového objektu.

15. Zptasob magnetickorezonandniho zobrazeni naroku
14,
cilového objektu je alesponl rovna 10 mM 's”

(IEM) .

podle

vyznadeny t 1 m, Ze relaxivita v p¥itomnosti

1

, vztaZeno na

jeden zbytek zlepsujici obraz

16. Zplisob magnetickorezonan&niho zobrazeni naroku
14,

cilového objektu je alespol rovna 15 mM ‘s’

podle

vyznadceny t 1 m, Ze relaxivita v p¥itomnosti

1

, vztaZeno na

jeden zbytek zlepsSujici obraz.

17. ZpGsob magnetickorezonan¢niho zobrazeni naroku
14,

cilového objektu je alespoii rovna 20 mM ‘s™!, vzta¥eno na

podle

vyznaceny t i m, Ze relaxivita v p¥itomnosti

Jjeden zbytek zlepsSujici obraz.
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18. Zplsob magnetickorezonandniho zobrazeni podle néaroku
14, vy znadc¢eny t i m, Ze relaxivita v p¥itomnosti
cilového objektu je alesporl rovna 25 des_%, vztaZeno na
jeden zbytek zlepsujici obraz.

19. Zpisob magnetickorezonandniho =zobrazeni podle naroku
14, vy znadceny t i m, Ze relaxivita v ptritomnosti
cilového objektu je alespoii rovna 30 mM s %, vzta¥eno na
jeden zbytek zlepSujici obraz.

20. Zptsob magnetickorezonandniho zobrazeni cilového
objektu podle néroku 1 nebo 2, vy z n a & e n y t i m,
Ze cilovym objektem Je protein, polysacharid, bunka,
tekutina, glykoprotein nebo trombus a kontrastni &inidlo se
podava lidskému nebo zvifecimu pacientovi injekci.

Zastupuje:
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