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Beschreibung
Technisches Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Kontrastmittels fur die Herstellung eines Dia-
gnosemittels zur diagnostischen Bilderzeugung mit Kontrastverstarkung. Insbesondere betrifft die vorliegende
Erfindung die Verwendung eines Kontrastmittels fur die Herstellung eines Diagnosemittels fur Verfahren der
Kernspintomographie (MRI) und optische Bilderzeugungsverfahren, um ein spezifisches Gewebe oder einen
Gewebebestandteil anzuzielen (gezielt zu markieren) und die Uberwachung von Zustandsveranderungen im
Zielgewebe (z. B. Denaturierung, Nekrotisierung, Gewebekoagulation, Apoptose) zu erlauben, die wahrend
oder nach einer Interventionstherapie auftreten. Die Kontrastmittel, die in dieser Erfindung verwendet werden,
weisen eine vom Zustand abhangige Bindung an einen oder mehrere Bestandteile eines Zielgewebes auf und
stellen eine nachweisbare Veranderung bei der Charakterisierung des Signals des an das Gewebe gebunde-
nen Kontrastmittels bereit.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Diagnostische Bilderzeugungsverfahren, wie z. B. Magnetresonanz-Bilderzeugung (MRI), Roéntgen-
strahlen, Radionuklid-Pharmaka-Bilderzeugung, optische (ultraviolettes, sichtbares und/oder infrarotes Licht)
Bilderzeugung und Ultraschall-Bilderzeugung, werden in der medizinischen Diagnostik seit mehreren Jahren
verwendet. In einigen Fallen findet die Verwendung von Kontrastvermittlern seit vielen Jahren statt, um die
Bildqualitat zu verbessern, oder um eine spezielle Information zu liefern. In anderen Fallen, wie z. B. bei der
optischen oder der Ultraschall-Bilderzeugung, steht die Einfihrung von Kontrastmitteln kurz bevor oder erfolg-
te vor Kurzem.

[0003] Kernspintomographie (MRI) und optische Bilderzeugungsverfahren sind in ihrer Art der Bilderzeugung
einzigartig, da sie komplexe Signale liefern, die gegenuber der chemischen Umgebung und dem Zustand des
Zielgewebes empfindlich sind. Wahrend das Signal von Réntgenstrahlen oder Radionukliden gleich bleibt, egal
ob die Mittel frei im Plasma, an Proteine gebunden oder im Knochen gefangen sind, haben bestimmte Mittel
fur die Kernspintomographie (MRI) und die optische Bilderzeugung unterschiedliche Signaleigenschaften in
unterschiedlichen physiologischen Umgebungen und pathologischen Zustanden. Zum Beispiel kénnen durch
die Bindung an Gewebebestandteile die MRI-Kontrastmittel Veranderungen in den induzierten Relaxationsra-
ten oder chemische Verschiebungen von benachbarten oder angehangten Atomkernen anzeigen. In 8hnlicher
Weise kann ein optischer Farbstoff Verdnderungen seiner Extinktion, Reflexionsfahigkeit, Fluoreszenz, Phos-
phoreszenz, Chemilumineszenz, Lichtstreuung oder anderer spektraler Eigenschaften bei der Bindung aufwei-
sen.

[0004] Im Allgemeinen muf} das Kontrastmittel, um diagnostische Daten zu liefern, mit der Wellenlange der
elektromagnetischen Strahlung, die bei dem Bilderzeugungsverfahren verwendet wird, in Wechselwirkung tre-
ten, die physikalischen Eigenschaften des Gewebes verandern, um ein verandertes Signal zu liefern, oder, wie
im Falle von Radiopharmazeutika, selbst die Quelle der Strahlung darstellen. Ublicherweise verwendete Ma-
terialien umfassen organische Molekile, Metallionen, Salze oder Chelate, einschliellich Metallchelate, Partikel
(insbesondere Eisenpartikel) oder markierte Peptide, Antikorper, Proteine, Polymere oder Liposomen.

[0005] Nach der Verabreichung diffundieren einige Mittel unspezifisch durch die Kérperkompartimente bevor
sie metabolisiert und/oder ausgeschieden werden; diese Mittel sind allgemein als unspezifische Mittel bekannt.
Dagegen besitzen andere Mittel eine spezifische Affinitat fir ein bestimmtes Kérperkompartiment, eine Zelle,
einen Zellbestandteil, ein Organ oder ein Gewebe; diese Mittel kbnnen als Mittel zur gezielten Anwendung be-
zeichnet werden.

[0006] Eine Anwendung fiir diagnostische Bilderzeugungsverfahren bestand in der Uberwachung von Inter-
ventionstherapien. Herkdmmliche Interventionstherapien umfassen das Anzielen eines unerwiinschten Gewe-
bes oder eines Gewebebestandteils mit hoher Hitzeenergie unter Verwendung des fokussierten Ultraschalls
(z. B. Cline et al., ,MR Temperature Mapping of Focused Ultrasound Surgery", Mag. Resn. Med. 31: 628-636
(1994)), Radiofrequenzgeneratoren (z. B. Rossi et al., ,Percutaneous RF Interstitial Thermal Ablation in the
Treatment of Hepatic Cancer", AJR 167: 759-758 (1996)), Mikrowellenantennen (z. B. Schwarzmaler et al.,
~.Magnetic Resonance Imaging of Microwave Induced Tissue Heating", Mag. Resn. Med. 33: 729-731 (1995))
und Laser (z. B. Vogl et al., ,Recurrent Nasopharyngeal Tumors: Preliminary Clinical Results with Interventio-
nal MR Imaging-Controlled Laser-Induced Thermotherapy", Radiology 196: 725- 733 (1995)); die Verwendung
der Kryoablation (Abtragung durch Kalte; d. h. flissiger Stickstoff) und die Injektion denaturierender Flissig-
keiten (z. B. Ethanol, heiRe Kochsalzl6sung) direkt in das unerwiinschte Gewebe (z. B. Nagel et al., ,Cont-
rast-Enhanced MR Imaging of Hepatic Lessions Treated with Percutaneous Ethanol Ablation Therapy", Radi-
ology 189: 265-270 (1993) und Honda et al., ,Percutaneous Hot Saline Injection Therapy for Hepatic Tumors:
An Alternative to Percutaneous Ethanol Injection Therapy", Radiology 190: 53-57 (1994)); die Injektion von
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chemotherapeutischen und/oder chaotrophen Mitteln in das Gewebe (z. B. Pauser et al., ,Evaluation of Effi-
cient Chemoembolization Mixtures by Magnetic Resonance Imaging of Therapy Monitoring: An Experimental
Study on the VX2 Tumor in the Rabbit Liver", Cancer Res. 56: 1863-67 (1996)) und photodynamische Thera-
pien, bei denen ein cytotoxisches Mittel durch die Bestrahlung mit Licht in vivo aktiviert wird (z. B. Dodd et al.,
,MRI Imaging of the Effects of Photodynamic Therapy on Prostate Tumors", Proc. Soc. Mag. Resn. 3: 1368,
ISSN 1065-9889 (19.-25. August, 1995)). Das gemeinsame Ziel aller dieser Interventionstherapien ist die Be-
handlung eines unerwiinschten Gewebes oder Gewebebestandteils (d. h. eines krebsartigen, tumordsen, ne-
oplastischen Gewebes oder Gewebebestandteils) durch das Hervorrufen einer Nekrose, einer Abtragung, ei-
ner Koagulierung oder einer Denaturierung eines solchen Gewebes.
[0007] Dariber hinaus offenbart WO 86/23526 diagnostische Bilderzeugungskontrastmittel mit verlangerter
Blutriickhaltezeit, die unter anderem eine an Plasmaproteine bindende Einheit, eine das Bild verstarkende Ein-
heit und eine die Bluthalbwertszeit verlangernde Einheit besitzen, sowie Verfahren, um sie bei der diagnosti-
schen Bilderzeugung zu verwenden.
[0008] Hynynen et al., Investigative Radiology, Bd. 29, Nr. 10, 1994, 897-903 bezieht sich auf die Nutzlichkeit
eines Kontrastmittels und der Aufzeichnung einer durch einen Gradienten erzeugten FlieRgleichgewichts-Bild-
sequenz fur durch Kernspintomographie geleitete, nicht invasive Ultraschall-Operationen.
[0009] Seibel et al., Surgical Endoscopy, Bd. 11, Nr. 2, 1997, 154-162 diskutieren eine durch Bilderzeugung
geleitete, minimal invasive Therapie.
[0010] Ultrasound in Med. and Biol., Bd. 19, Nr. 1, 1993, 91-92 von Hynynen et al. bezieht sich auf die Durch-
fuhrbarkeit der Verwendung der Kernspintomographie (MRI), um nicht invasive Ultraschall-Operationen zu
Uberwachen und zu leiten.
[0011] Lauffer et al., Academic Radiology, Bd. 3, Nr.: Anhang 02, August 1996, S356-S358 offenbart MS-325
als ein kleines, die Gefalle abbildendes Mittel fir die Kernspintomographie.
[0012] Um den maximalen Nutzen aus solchen Interventionsverfahren zu ziehen und um die Nebenwirkun-
gen (z. B. Schaden an benachbarten Geweben) zu minimieren, ist es notwendig, die Wirksamkeit der Therapie
in vivo zu Uberwachen. Tatsachlich muf3, um wirklich wirksam zu sein, die Interventionstherapie bis zum voll-
standigen ,Tod" des unerwiinschten Gewebes oder des Gewebebestandteils fortgesetzt werden (keine Uber-
lebensfahigkeit nach der Entfernung oder dem Abschlufd der Therapie). Daher mu3 man nicht nur in der Lage
sein, den Fortschritt der Therapie genau zu Uberwachen, um eine bermaRige Behandlung und mdgliche
Schaden an benachbarten Geweben zu vermeiden, sondern muf3 auch in der Lage sein, exakt zwischen wirk-
lich nekrotischem Gewebe und solchen Geweben zu unterscheiden, die bis zu einem gewissen Grad verletzt
worden sein kénnten, aber dennoch lebensfahig geblieben sind.
[0013] Ein Weg, um die Wirksamkeit der Interventionstherapie zu Uberwachen, besteht darin, das uner-
wilinschte Gewebe oder den Gewebebestandteil wahrend oder nach einer solchen Therapie abzubilden. Jedes
dieser diagnostischen Bilderzeugungsverfahren mul} jedoch in der Lage sein, den Kontrast zwischen den Ge-
weben unterschiedlicher pathologischer Zustande (nativ gegeniiber denaturiert, lebensfahig gegentiber nekro-
tisch) auf eine solche Weise zu steigern, dass zwei grundlegende Klassen an Information bereitgestellt wer-
den:
1) Nachweisdaten. Dies umfallt spektroskopische Informationen, die dazu nétig sind, den pathologischen
Zustand des abgebildeten Gewebes zu bestimmen. Die Fahigkeit, diese Klasse an Information zu liefern,
betrifft die ,Spezifitat" und die ,Empfindlichkeit" des Mittels.
2) Riickmeldung und Auflésung. Diese Klassen an Informationen liefert die Uberwachung von therapeuti-
schen Interventionsverfahren, die Gewebe oder Gewebebestandteile zerstdren oder abbauen. Es wird er-
wartet, dass bei einigen Interventionsverfahren eine Riickmeldung ,in Echtzeit" (etwa 1-10 Sekunden) des
Fortschritts der Therapie bevorzugt wird, wahrend bei anderen Verfahren eine Bewertung nach der thera-
peutischen Behandlung angebracht ist. Bei allen Interventionstherapien ist eine prazise raumliche Auflo-
sung (etwa 1-5 mm) des behandelten Gewebes und aller Wirkungen auf die umgebenden Gewebe wah-
rend der Behandlung wiinschenswert.

[0014] Die derzeitigen auf der Kernspintomographie (MRI) basierenden Verfahren zur Uberwachung der
Wirksamkeit von Interventionstherapien gehdren im Allgemeinen einer der folgenden beiden Klassen an: (1)
solche, die kein exogenes Kontrastmittel verwenden, aber auf einigen anderen beobachtbaren MR-Parame-
tern basieren (siehe nachstehend); und (2) solche, die unspezifische, extrazellulare Kontrastmittel verwenden.
Diese Verfahren liefern jedoch praktisch keine direkte Information im Hinblick auf den pathologischen Zustand
des Gewebes oder des Gewebebestandteils, das/der der Interventionstherapie unterworfen wird. (z. B. ob es
nativ oder denaturiert, nekrotisch oder lebensfahig ist). Weiterhin sind solche Verfahren grof3tenteils auf die
Uberwachung von Hitzeablationstherapien beschrénkt und liefern eine eingeschrankte Empfindlichkeit fiir
durch induzierte Hitze Temperaturveranderungen des Gewebes.

[0015] Einige dieser auf Kernspintomographie (MRI) basierenden Verfahren zur Uberwachung von Hitzeab-
lationstherapien basieren auf temperaturabhangigen NMR-Parametern, wie z. B. den Relaxationszeiten (T,
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und/oder T,), der Protonenresonanzfrequenz (PRF) des Wassers, Phasenverschiebungen und dem Diffusi-
onskoeffizienten. Diese Verfahren leiden jedoch unter einer Anzahl an Beschrankungen.

[0016] Zum Beispiel umfalt eines dieser Verfahren die Uberwachung der Wirkung der Temperatur auf die
T,-Relaxationszeit des Gewebes, Vergleiche z. B. mit Cline et al., ,MR Temperature Mapping of Focused Ul-
trasound Surgery", Mag. Resn. Med. 31: 628-636 (1994). Dieser Ansatz ist jedoch nicht angemessen, da jedes
Gewebe ein einzigartiges T,-Profil gegeniiber der Temperatur besitzt, und daher erfordert dieses Verfahren die
Kalibrierung (Eichung) von T, firr jede Gewebeart. Das T,-Verfahren ist mit einer gewebsabhangigen Verande-
rung von T, von nur 0,01% bis 1,5% pro 1°C auch in seiner Empfindlichkeit eingeschrankt.

[0017] Ein anderes Verfahren, das Temperaturmessungen verwendet, umfalt die Uberwachung der Wirkung
der Temperatur auf die Protonenresonanzfrequenz (oder die chemische Verschiebung) des Wassers. Dieses
Verfahren weist Veranderungen der Wasserstoffbriickenbindungen und der Molekularbewegung von Wasser-
molekilen nach, die durch Temperaturveranderungen induziert wurden. Vergleiche z. B. mit J. D. Poorter et
al., ,Noninvasive MRI Thermometry with the Proton Resonance Frequency (PRF) Method: In Vivo Results in
Human Muscle", Mag. Resn. Med. 33: 74-81 (1995). Die niedrige Empfindlichkeit dieses Verfahrens (0,01
ppm/°C) erfordert jedoch die Verwendung hoher magnetischer Feldstarken (d. h. > 4,7 T), die klinisch uner-
winscht ist. Dartber hinaus erfordert der Nachweis der chemischen Verschiebung von Wasser eine absolute
Stabilitat des Magnetfeldes und hangt ebenfalls sehr von der magnetischen Suszeptibilitat des Gewebes ab,
welche unter den verschiedenen Gewebearten stark variiert. Daher erfordert dieses Verfahren, wie das T,-Ver-
fahren, ebenfalls eine umfangreiche Kalibrierung fir jede Gewebeart. Schliel3lich liefert dieses Verfahren keine
Information im Hinblick auf durch Hitze induzierte Nekrotisierung oder Abbauprozesse.

[0018] Ein anderes bekanntes Verfahren erfordert die Uberwachung der Wirkung der Temperatur auf den Pro-
tonendiffusionskoeffizienten des Wassers. Vergleiche z. B. mit H. Saint Jalmes, ,Precision in Temperature
Measurement via T, or Diffusion Imaging", Proc. Soc. Mag. Resn. 2: 1072, ISSN 1065-9889 (19.-25. August
1995). Dieses Verfahren hat jedoch ebenfalls seine Grenzen, da der Diffusionskoeffizient gegentiber Gewebs-
bewegungen und Perfusion empfindlich ist.

[0019] Bei allen der vorstehenden Verfahren kénnen physiologische Gewebsveranderungen aufgrund eines
erhohten Blutflusses, Gewebsstoffwechsels oder induzierten Odemen zur nicht vorhersagbaren Variierung des
Signals (d. h. Veranderungen der magnetischen Suszeptibilitat) fihren. Diese Wirkungen verandern die Stan-
dard-Hitze-Kalibrierungskurven so, dass sie von geringem oder keinem Wert fiir die exakte Uberwachung der
Hitze-Ablationstherapie sind. Dariiber hinaus kann es so sein, dass die alleinige Messung der Temperatur nicht
ausreicht, um exakt die Wirkung der Gewebsabtragung oder Nebenwirkungen auf die umgebenden Gewebe
zu bestimmen.

[0020] Es wurden auch Verfahren beschrieben, die die Wirkung der Temperatur auf die chemische Verschie-
bung anderer magnetischer Atomkerne Uberwachen. Zum Beispiel ist die chemische Verschiebung bei der Ko-
balt-NMR eine sehr empfindliche Sonde fir die Temperatur. Die niedrige Empfanglichkeit von **Co erfordert
jedoch hohe Feldstarken (= 4,7 T), hohe Konzentrationen und sehr lange MeRzeiten. Vergleiche mit A. G.
Webb et al., ,Measurement of Microwave Induced Heating of Breast Tumors in Animal Models Using Cobalt
Based NMR", Proc. Soc. Mag. Resn. 1: 72, ISSN 1065-9889 (19.-25. August, 1995). Darlber hinaus bleibt die
Toxizitat von Kobalt enthaltenden Mitteln eine schwerwiegende Einschrankung fir die Verwendung in vivo.
[0021] Fluor ("°F)-NMR wurde ebenfalls dazu verwendet, die temperaturabhéngigen Phasenveranderungen
von in Liposomen verkapselten Fluorkohlenwasserstoffen und fluorierten Polymeren zu Gberwachen. Verglei-
che mit Webb et al., ,Microencapsulation of Fluorine-Containing Phase Transition Agents for Monitoring Tem-
perature Changes in vivo", Proc. Soc. Mag. Resn. 3: 1574, ISSN 1065-9889 (6.—12. August 1994). Aus klini-
scher Sicht sind "°F-Verfahren wegen der eingeschrankten Bioverteilung von polymeren fluorierten Verbindun-
gen, der Abhangigkeit der chemischen Verschiebung der fluorierten Mittel vom pH-Wert und der Gewebeart
und dem Bedarf an starken magnetischen Feldern nicht nutzlich. Diese Mittel liefern ebenfalls keine Daten tber
eine durch Hitze induzierte Gewebsnekrotisierung.

[0022] Bestimmte Kontrastmittel, die paramagnetische Metallkomplexe enthalten, wurden ebenfalls zur Uber-
wachung der Wirksamkeit von Interventionstherapien vorgeschlagen. Solche Mittel kdnnen starke Veranderun-
gen der chemischen Verschiebung der Protonen (20— 40 ppm) des chelatbildenden Liganden gegeniiber dem
normalen Bereich der Resonanzfrequenz des Wassers induzieren. Durch die paramagnetische Verschiebung
der Resonanzen fort von dem Hauptteil der Resonanz des Wassers in vivo, kdnnen diese Resonanzen beob-
achtet werden. Vergleiche z. B. mit Aime et al., ,Yb(lll) DOTMA as Contrast Agent in CSI and Temperature Pro-
be in MRS", Proc. Soc. Mag. Resn. 2: 1109, ISSN 1065-9889 (19.-25. August 1995). Obwohl diese hyperfeinen
verschobenen Resonanzen temperaturabhangig sind, erfordern sie die Verwendung hoher Konzentrationen
des paramagnetischen Komplexes und die klinisch unpraktischen, starken Magnetfelder, um Temperaturver-
anderungen nachzuweisen. Diese Komplexe liefern ebenfalls keine Daten Uber eine durch Hitze induzierte Ge-
websnekrotisierung.

[0023] Vor Kurzem wurde ein Verfahren zur Unterscheidung zwischen normalem und nekrotischem Leberge-
webe beschrieben. Dupas et al., ,Delination of Liver Necrosis Using Double Contrast-Enhanced MRI", J. MRI.
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Bd. 7, Nr. 3, S. 472-77 (1997). Dieses Verfahren umfafit jedoch die Verwendung von unspezifischen Kontrast-
mitteln, was seine Fahigkeit einschrankt, Zustandsveranderungen des unerwiinschten Gewebes oder des Ge-
webebestandteils spezifisch zu berwachen. Dariber hinaus erfordert dieses Verfahren die Verabreichung
mehrerer Kontrastmittel.

[0024] Somit sind die bekannten diagnostischen Bilderzeugungsverfahren dadurch eingeschrankt, dass sie
keine exakte Information Uber den Zustand des spezifischen Gewebes oder des Gewebebestandteils liefern,
das/der einer Interventionstherapie unterworfen wird (d. h., ob sich das Gewebe in seinem nativen oder in ei-
nem denaturierten Zustand befindet, und ob es nekrotisch oder lebensfahig ist). Daher besteht ein Bedarf an
einem diagnostischen Bilderzeugungsverfahren, das nicht-invasiv und exakt den Zustand eines bestimmten
Gewebes oder eines Gewebebestandteils tiberwachen kann, und das gegebenenfalls eine rasche Riickmel-
dung Uber eine induzierte Nekrotisierung des Gewebes wahrend Interventionstherapien liefern kann.

Zusammenfassung der Erfindung

[0025] Die vorliegende Erfindung stellt die Verwendung eines Kontrastmittels zur Herstellung eines diagnos-
tischen Mittels zur Uberwachung eines Bildkontrasts bereit, insbesondere bei der Kernspintomographie (MRI)
und der optischen Bilderzeugung eines spezifischen Gewebes oder eines Gewebebestandteils wahrend einer
Interventionstherapie, wobei das Kontrastmittel, das verabreicht werden soll,

(a) in der Lage ist, an ein Zielgewebe oder einen Zielgewebebestandteil zu binden, das/der einer Interven-

tionstherapie unterzogen wird oder unterzogen worden ist;

(b) eine spezifische Affinitat fir das Gewebe oder den Gewebebestandteil aufweist; und wobei

(c) ein fir das Kontrastmittel charakteristisches Bildsignal Gberwacht wird, um festzustellen, ob die Inter-

ventionstherapie abgeschlossen ist.

[0026] Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten Kontrastmittel umfassen eine bildverstarkende (oder
signalerzeugende) Einheit (,IEM") und eine vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit (,SDTBM"). Die-
se Kontrastmittel sind in der Lage, eine vom Zustand abhangige Bindung an ein Zielgewebe oder einen Ziel-
gewebebestandteil aufzuzeigen. Eine solche Bindung fiihrt zu einer nachweisbaren Veranderung der Signal-
eigenschaften des Kontrastmittels und erlaubt daher den Nachweis von Zustandsveranderungen innerhalb ei-
nes Zielgewebes (z. B. Abtragung, Abbau oder Denaturierung), das einer Interventionstherapie unterzogen
wird oder unterzogen wurde.

[0027] Bei einem Aspekt dieser Erfindung erlaubt die Verwendung der Kontrastmittel die ,Echtzeit"-Uberwa-
chung wahrend der Hitze-Interventionstherapie der durch Hitze induzierten Nekrotisierung. Diese Kontrastmit-
tel weisen einen erhéhten Kontrast zwischen Geweben auf, die sich in unterschiedlichen Zustanden befinden.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0028] Fig. 1 ist eine graphische Darstellung experimenteller Daten Uber die Wirkungen, die Veranderungen
der Temperatur auf die beobachtete Relaxationsfahigkeit (R,) von HSA-Lésungen mit und ohne Verwendung
eines Kontrastmittels besitzen.

[0029] Fig. 2 ist eine graphische Darstellung experimenteller Daten tiber den Verlust der Signalintensitat von
MRI-Bildern im ROI (Bereich von Interesse) im Verlauf der Zeit, die unter Verwendung von HSA-Ldsungen mit
und ohne Kontrastmittel erzeugt wurden.

[0030] Fig. 3 ist eine graphische Darstellung experimenteller Daten Uber die Wirkungen, die Veranderungen
der Ethanolkonzentration auf die beobachtete Relaxationsfahigkeit (R,) von HSA-Lésungen mit und ohne Kon-
trastmittel besitzen.

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0031] Damit die hierin beschriebene Erfindung besser verstanden werden kann, wird die folgende genaue
Beschreibung fortgesetzt.

[0032] Die vorliegende Erfindung stellt ein nicht-invasives Verfahren zur exakten Uberwachung der Wirksam-
keit von Interventionstherapien bereit (d. h. die Uberwachung des Zustands eines unerwiinschten Gewebes
oder eines Gewebebestandteils). Insbesondere stellt die vorliegende Erfindung die Verwendung eines Kon-
trastmittels fiir die Herstellung eines Diagnosemittels zur Uberwachung eines Bildkontrastes wahrend einer In-
terventionstherapie unter Verwendung einer Kernspintomographie (MRI) mit Kontrastverstarkung bereit, wobei
das Kontrastmittel:

in der Lage ist, an ein Zielgewebe oder an einen Zielgewebebestandteil zu binden, das/der einer Interventions-
therapie unterzogen wird oder unterzogen worden ist;

eine spezifische Affinitat fir das Gewebe oder den Gewebebestandteil aufweist;
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eine bildverstarkende Einheit (IEM) und eine vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit (SDTBM) um-
faldt, wobei:

die vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit bei einer Bindung an das Gewebe oder den Gewebebe-
standteil in denaturiertem Zustand gekennzeichnet ist durch eine R,-Relaxationsfahigkeit, die geringer ist als
etwa 80% der R,-Relaxationsfahigkeit des an das Gewebe oder an den Gewebebestandteil in nativem Zustand
gebundenen Kontrastmittels; und

ein flr das Kontrastmittel charakteristisches Bildsignal iberwacht wird, um festzustellen, ob die Interventions-
therapie abgeschossen ist.

[0033] Wie hierin verwendet, bezieht sich der Ausdruck ,Interventionstherapie" auf eine beliebige Anzahl an
therapeutischen Verfahren, bei denen das Ziel darin besteht, Nekrotisierung, Abtragung oder Koagulierung ei-
nes unerwinschten (krebsartigen, tumordsen, neoplastischen) Gewebes oder Gewebebestandteils zu indu-
zieren oder zu verursachen.

[0034] Gleichfalls werden die Ausdricke ,pathologischer Zustand" oder ,Zustand", wie sie hierin verwendet
werden, dazu verwendet, zwei physiologische Zustandsbedingungen eines Gewebes oder eines Gewebebe-
standteils in weitestem Sinne zu beschreiben, das/der einer Interventionstherapie unterworfen wird. Ein Zu-
stand kann als lebend, nativ oder lebensfahig angesehen werden. Dieser ,Anfangs"-Zustand beschreibt ge-
wohnlich das Gewebe bevor es einer Interventionstherapie unterworfen wurde und in dem die Gewebs-
und/oder die zelluldren Mechanismen, wie z. B. Stoffwechsel und Atmung, funktionsfahig sind. Der ,zweite"
Zustand, der das Gewebe wahrend oder nachdem es einer erfolgreichen Therapie unterzogen wurde be-
schreibt, kann als nicht lebensfahig, denaturiert, nekrotisch oder apoptotisch angesehen werden und als ein
Zustand, in dem solche Gewebs- und/oder zellularen Mechanismen fehlgeleitet, nicht funktionsfahig oder ein-
gestellt worden sind.

[0035] Die hierin beschriebene erfinderische Verwendung umfafdt die Verwendung eines Kontrastmittels fir
die Herstellung eines Diagnosemittels zur Uberwachung eines Bildkontrastes wahrend einer Interventionsthe-
rapie unter Verwendung einer Kernspintomographie (MRI) mit Kontrastverstarkung, wobei das Kontrastmittel:
in der Lage ist, an ein Zielgewebe oder an einen Zielgewebebestandteil zu binden, das/der einer Interventions-
therapie unterzogen wird oder unterzogen worden ist;

eine spezifische Affinitat fir das Gewebe oder den Gewebebestandteil aufweist;

eine bildverstarkende Einheit (IEM) und eine vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit (SDTBM) um-
faldt, wobei:

die vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit bei einer Bindung an das Gewebe oder den Gewebebe-
standteil in denaturiertem Zustand gekennzeichnet ist durch eine R,-Relaxationsfahigkeit, die geringer ist als
etwa 80% der R,-Relaxationsfahigkeit des an das Gewebe oder an den Gewebebestandteil in nativem Zustand
gebundenen Kontrastmittels; und

ein flr das Kontrastmittel charakteristisches Bildsignal iberwacht wird, um festzustellen, ob die Interventions-
therapie abgeschossen ist.

[0036] Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten Kontrastmittel umfassen eine bildverstarkende (oder
signalerzeugende) Einheit (,IEM") und eine vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit (,SDTBM").
Durch die Kombination dieser Einheiten, die nachstehend genauer definiert werden, sind die Kontrastmittel in
der Lage, eine vom Zustand abhangige Bindung an ein Zielgewebe oder einen Zielgewebebestandteil anzu-
zeigen und Signaleigenschaften aufzuzeigen, die bei einer Bindung an das Ziel verandert sind.

[0037] ,Vom Zustand abhangige Bindung" bezieht sich auf die relative Affinitat, die das Kontrastmittel fir das
Zielgewebe oder den Zielgewebebestandteil zeigt, die vom Zustand des Zielgewebes abhangt. Somit besitzen
die in der vorliegenden Erfindung verwendeten Mittel eine hdhere oder eine geringere Bindungsaffinitat fir ei-
nen oder mehrere Gewebebestandteile in ihrem denaturierten oder nekrotischen Zustand, verglichen mit der
Bindungsaffinitat des Mittels fur natives oder lebensfahiges Gewebe.

[0038] Diese vom Zustand abhangige Veranderung der Bindung fihrt zu einer Lokalisierung des Mittels in
dem Gewebe eines Zustands gegenliber dem Gewebe im anderen Zustand, wahrend gleichzeitig die Signal-
eigenschaften des Mittels verandert werden, um den Nachweis der auftretenden Zustandsveranderung zu ver-
starken. Wenn zum Beispiel das Mittel eine hohere Bindungsaffinitat fir lebensfahiges oder natives Gewebe
zeigt, wobei eine erhéhte Bindungsaffinitéat zu einem intensiveren Signal fiihrt, wird das lebensfahige Gewebe
als ein ,heilder Fleck" abgebildet (oder nachgewiesen). Im Verlauf der Interventionstherapie wird dieser heil3e
Fleck aufgrund der verminderten Bindungsaffinitat des Mittels fir das nekrotische Gewebe ,kalt", da das leben-
de Gewebe nekrotisch wird. Umgekehrt entwickelt sich das Gewebe als heiler Fleck im Verlauf der Therapie,
wenn das Mittel eine héhere Bindungsaffinitat fir nekrotisches oder nicht lebensfahiges Gewebe aufweist.
[0039] Es wird bevorzugt, dass die vom Zustand abhangige Bindungsaffinitat des Mittels eine hohe Empfind-
lichkeit gegenuber Veranderungen des physiologischen Zustands aufweist. Die bevorzugten Mittel sind solche,
die eine bestimmte Bindungsaffinitat und entsprechende Signalveranderungen aufweisen, die empfindlich fein-
reguliert werden, um den Zustandsveranderungen zu entsprechen, denen das Gewebe oder der Gewebebe-
standteil unterzogen wird. In einem Aspekt der Erfindung wird durch die Uberwachung der Veranderung des
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Signals im Verlauf des intervenierenden Therapieverfahrens die empfindliche Echtzeit-Uberwachung der Wirk-
samkeit und des Ausmales der Gewebsabtragung verstarkt.

Struktur der Kontrastmittel

[0040] Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten Kontrastmittel miissen mindestens eine bildverstar-
kende (oder signalerzeugende) Einheit (,IEM") und eine vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit
(,SDTBM") umfassen. Ein physiologisch vertraglicher verbindender Rest (,L") kann gegebenenfalls dazu ver-
wendet werden, die IEM an die SDTBM anzuheften. Beispiele fur geeignete Verbindungsreste umfassen line-
are, verzweigte oder cyclische Alkyl-, Alkyl-, Aryl-, Ether-, Polyhydroxy-, Polyether-, Polyamin-, heterocycli-
sche, Peptid-, peptidahnliche, Phosphat-, Sulfat- oder andere physiologisch vertragliche kovalente Verbin-
dungssticke. Der Verbindungsrest kann dem Komplex eine wichtige physikochemische Stabilitat durch die Er-
héhung der Halbwertszeit im Blut oder in anderen biologischen Flussigkeiten oder Kompartimenten verleihen.
Der Verbindungsrest kann ebenfalls ein Mittel fir den biologischen Abbau und die anschlieRende Ausschei-
dung des Mittels bereitstellen.

1. Die bildverstarkende Einheit (IEM)

[0041] Die erste Domane der in der vorliegenden Erfindung verwendeten Kontrastmittel ist eine IEM, die eine
beliebige Chemikalie oder ein Stoff sein kann, die/der dazu verwendet wird, das Signal oder den Kontrast bei
der Bilderzeugung bereitzustellen. Die IEM muf in der Lage sein, ein unterschiedliches Signalcharakteristikum
im Vergleich zu dem des freien Mittels zu erzeugen, wenn das Mittel an ein Gewebe oder an einen Gewebe-
bestandteil gebunden wird. Bei der optischen Bilderzeugung kann dies eine Veranderung der Extinktion, Re-
flexionsfahigkeit, Fluoreszenz, Streuung, Phosphoreszenz, Chemilumineszenz, eine Zunahme oder eine Ab-
nahme der Zahl der Absorptionsbanden oder eine beliebige Veranderung ihrer Wellenlangenmaxima oder ir-
gendeine andere beliebige Veranderung sein, die bei dem externen Nachweis einer gebundenen IEM ent-
spricht. Bei der Kernspintomographie (MRI) kann dies eine Veranderung in den induzierten Relaxationsraten
der Protonen des Wassers sein (1/T, oder 1/T,) oder anderer beliebiger benachbarter Atomkerne, oder eine
Verschiebung einer oder mehrerer Banden im NMR-Spektrum entweder der IEM oder von Banden, die von
Atomkernen an der Bindestelle fir die SDTBM stammen.

[0042] Demgemalf kann die IEM ein organisches Molekiil, ein Metallion, ein Salz oder ein Chelat, einschliel3-
lich Metallchelaten; ein Metallcluster oder -partikel (insbesondere Eisenpartikel); oder ein markiertes Peptid,
Protein, Polymer oder Liposom sein. Bei der optischen Bilderzeugung (die ultraviolettes, sichtbares oder infra-
rotes Licht verwendet), kann die IEM auch ein beliebiger organischer oder anorganischer Farbstoff sein. Bei-
spiele fur nltzliche organische Farbstoffe umfassen Indocyaningriin und Fluorescein. Beispiele fiir anorgani-
sche Farbstoffe umfassen lumineszente Metallkomplexe, wie z. B. solche von Eu(lll), Tb(lll) und anderen Lan-
thanidenionen (Ordnungszahlen 57-71). Vergleiche mit W. Dew. Horrocks & M. Albin, Pro r. Inorg. Chem. 31,
S. 1-104, 1984.

[0043] Eine besonders niitzliche IEM ist eine physiologisch vertragliche Metallchelatverbindung, die aus ei-
nem oder mehreren cyclischen oder acyclischen organischen Chelatbildnern besteht, die mit einem oder meh-
reren Metallionen komplexiert sind. Bei der optischen Bilderzeugung umfassen die bevorzugten Metallionen
solche mit den Ordnungszahlen 13, 21-31, 39-42, 44-50 oder 57-83. Bei der Kernspintomographie (MRI) um-
fassen die bevorzugten Metallionen solche mit den Ordnungszahlen 21-29, 42, 44 oder 57— 83 und noch be-
vorzugter eine paramagnetische Form eines Metallions mit den Ordnungszahlen 21-29, 42, 44 oder 57-83.
Wenn die IEM ein paramagnetisches Metallchelat umfalt, ist das bevorzugte paramagnetische Metall ausge-
wahlt aus der Gruppe, bestehend aus: Gd(lll), Fe(lll), Mn(Il und 1), Cr(ll1), Cu(ll), Dy(lll), Tb(lll und IV), Ho(lll),
Er(lll), Pr(lll) und Eu(ll und Ill). Am starksten wird Gd(lIl) bevorzugt.

[0044] Wenn die IEM ein Metallchelat ist, darf sie nicht in groRerem Male dissoziieren wahrend das Mittel
den Korper einschlieBlich des Zielgewebes passiert. Ein signifikante Freisetzung freier Metallionen und insbe-
sondere freier paramagnetischer Metallionen kann zur Toxizitat fuhren, die nur bei pathologischen Geweben
tolerierbar ware.

[0045] Im Allgemeinen steht der Grad der Toxizitat eines Metallchelats in Beziehung zu seinem Dissoziations-
grad in vivo vor der Ausscheidung. Die Toxizitat steigt im Allgemeinen mit der Menge an freien Metallionen an.
Bei Komplexen, bei denen die kinetische Labilitdt hoch ist, ist eine hohe thermodynamische Stabilitat (eine Bil-
dungskonstante von mindestens 10'° M~" und noch bevorzugter von mindestens 10%° M~") wiinschenswert, um
die Dissoziation und die sie begleitende Toxizitat zu minimieren. Bei Komplexen, bei denen die kinetische La-
bilitat vergleichsweise niedriger ist, kann die Dissoziation durch eine niedrigere Bildungskonstante, d. h. 10
M-" oder héher, minimiert werden.

[0046] Die Toxizitat ist auch eine Funktion der Anzahl an offenen Koordinationsstellen im Komplex. Im Allge-
meinen erniedrigen weniger Koordinationsstellen fur Wasser die Tendenz des Chelatbildners das paramagne-
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tische Metall freizusetzen. Daher wird bevorzugt, dass der Komplex zwei, eine oder keine offene Koordinati-
onsstellen tragt. Das Vorhandensein von mehr als zwei Stellen wird im Allgemeinen die Toxizitat durch die Frei-
setzung des Metallions in vivo in nicht mehr tolerierbarer Weise erhéhen.
[0047] Um die Kernspintomographie (MRI)-Bilder wirksam zu verstarken, muf der Komplex in der Lage sein,
die Relaxationsraten 1/T, (longitudinal oder Spin-Gitter) und/oder 1/T, (transversal, oder Spin-Spin) der Proto-
nen des Wassers oder anderer bilderzeugender oder spektroskopischer Atomkerne, einschlie3lich von Proto-
nen, P-31, C-13, Na-23 oder F-19 an der IEM, anderen Biomolekuilen oder injizierten Biomarkern zu erhdhen.
Die Relaxationsfahigkeiten R, und R, sind als die Fahigkeit definiert, 1/T,, beziehungsweise 1/T, pro mM Me-
tallion (d. h., mM™"-s™") zu erhdhen. In der am meisten gebrauchlichen Form der klinischen Kernspintomogra-
phie (MRI), der Wasserprotonen-MR, ist die Relaxationsfahigkeit optimal, wenn das an den chelatbildenden
Liganden gebundene paramagnetische lon immer noch eine oder mehrere offene Koordinationsstellen zum
Wasseraustausch besitzt (R. B. Lauffer, Chemical Reviews 87, S. 901-927 (1987)). Dies muf} jedoch mit der
Stabilitat des Metallchelats (siehe nachstehend) im Gleichgewicht stehen, die im Allgemeinen mit einer stei-
genden Anzahl an offenen Koordinationsstellen abnimmt. Daher enthalt der Komplex noch bevorzugter nur
eine oder zwei offene Koordinationsstellen.
[0048] Die Art des chelatbildenden Liganden kann die Rate des Wasseraustausches eines MRI-Mittels stark
beeinflussen. Insbesondere kann die Wasseraustauschrate eine signifikante Rolle bei dem Gewebekontrast
spielen, der bei Hitze-Ablationstherapien erzeugt wird. Im Allgemeinen ergibt eine hdhere Wasseraustauschra-
te einen héheren R,-Wert, wegen der héheren Anzahl an Wassermolekdlen, die mit dem paramagnetischen
Zentrum in Wechselwirkung treten; umgekehrt ergibt eine geringere Austauschrate einen niedrigeren R,-Wert.
Somit zeigt ein Metallchelatkomplex, der eine langsame Wasseraustauschrate (kex-298 K = 500-10.000 ns)
besitzt, im Allgemeinen eine Erhéhung von 1/T, (R,), wenn die Temperatur zunimmt, was die positive Wirkun-
gen einer erhdhten thermischen Bewegung der Wassermolekile und einen erhdhten Wasseraustausch nahe
dem paramagnetischen Zentrum widerspiegelt; der R,-Wert erreicht dann gewdhnlich bei einer héheren Tem-
peratur als der physiologischen, einen maximalen Kontrastwert. Ab einer bestimmten Temperatur fallt dann der
Kontrast auf Minimalwerte, da die nitzliche Wirkung eines erhéhten Wasseraustausches durch die nicht aus-
reichende Menge an Zeit, die jedes Wassermolekiil in der Nahe des paramagnetischen Zentrums verbringt,
aufgewogen wird.
[0049] Ein Metallchelat mit einer maRig schnellen Wasseraustauschrate (kex-298 K = 10-100 ns) wird eine
relativ flache Abhangigkeit von 1/T, (R,) mit der Temperatur zeigen, die dann bei einer etwas héheren Tempe-
ratur abfallt, wiederum, weil unter solchen Bedingungen jedes Wassermolekiil einen nicht ausreichenden Zeit-
raum in der Nahe des paramagnetischen Zentrums verbringt.
[0050] Ein Metallchelat mit einer sehr schnellen Wasseraustauschrate (kex-298 K = 0,1-10 ns) wird bei phy-
siologischen und bei héheren Temperaturen einen abnehmenden 1/T,-Wert zeigen, da die erhdhte thermische
Bewegung der Wassermolekiile die Zeit, die jedes Wassermolekil in der Nahe des paramagnetischen Zen-
trums verbringt, weiter einschrankt. Ein solches Chelat wird jedoch eine Erhéhung des 1/T,-Wertes bei niedri-
geren Temperaturen (d. h. Gefriertemperaturen) aufweisen, aufgrund der erhéhten Zeit, die jedes Wassermo-
lekil in Nachbarschaft des paramagnetischen Metalls verbringt.
[0051] Wenn das Verfahren der vorliegenden Erfindung dazu verwendet wird, Hitze-Ablationstherapien zu
Uberwachen, wird bevorzugt, dass Chelate mit einem mafig schnellen Wasseraustausch als IEM verwendet
werden, um den Kontrast zwischen dem anféanglichen nativen Gewebezustand (R,-Anfangswert) und dem de-
naturierten oder nekrotischen Gewebezustand (R,-Zweitwert) zu maximieren. Bei den Therapien, die Gefrier-
techniken verwenden, wird bevorzugt, Chelate mit sehr schnellen Wasseraustauschraten anzuwenden, um ei-
nen gezielten Vorteil aus der Erhéhung von 1/T, (R,) zu ziehen, wenn die Temperatur erniedrigt wird. Bei allen
Verfahren der Interventionstherapie wird bevorzugt, dass die Empfindlichkeit des R,-Profils im Hinblick auf den
Gewebezustand exakt mit dem Denaturierungsprofil des Gewebes oder des Gewebebestandteils von Interes-
se zusammenfallt.
[0052] Neben der Erhéhung des 1/T,- oder des 1/T,-Wertes der Atomkerne des Gewebes (ber Dipol-Di-
pol-Wechselwirkungen, kénnen die MRI-Mittel zwei weitere magnetische Eigenschaften beeinflussen und da-
her klinisch von Nutzen sein:
1) ein Eisenpartikel oder ein Metallchelat mit hoher magnetischer Suszeptibilitat, insbesondere Chelate von
Dy, Gd oder Ho, kénnen die MRI-Signalintensitat des Gewebes durch die Erzeugung von mikroskopisch
kleinen Gradienten der magnetischen Suszeptibilitat verandern (A. Villringer et al., Magn. Reson. Med. 6,
S. 164-174 (1988)). Bei dieser Anwendung sind keine offenen Koordinationsstellen auf dem Chelat erfor-
derlich.
2) ein Eisenpartikel oder ein Metallchelat kann auch dazu verwendet werden, die Resonanzfrequenz von
Wasserprotonen oder von anderen bilderzeugenden oder spektroskopischen Atomkernen, einschlieRlich
von Protonen, P-31, C-13, Na-23 oder F-19 auf dem injizierten Mittel oder auf dem Gewebebestandteil an
den es bindet, zu verschieben. Hierbei kénnen in Abhangigkeit von dem Atomkern und der verwendeten
Strategie, null bis drei offene Koordinationsstellen verwendet werden.
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[0053] Der organische chelatbildende Ligand sollte physiologisch vertraglich sein. Die MolektilgréRe des che-
latbildenden liganden sollte zu der GréRe des paramagnetischen Metalls passen. Daher erfordert Gd(lll), das
im Kristall einen lonenradius von 0,938 A besitzt, einen groReren chelatbildenden Liganden als Eisen (l1I), das
einen Kristall-lonenradius von 0,64 A hat.

[0054] Es sind viele geeignete chelatbildende Liganden fir MRI-Mittel im Fachgebiet bekannt. Diese kénnen
ebenfalls fiir Metallchelate flir andere Formen der biologischen Bilderzeugung verwendet werden. Bevorzugte
IEMs umfassen:

VAR

coz
_oyc—_\n N(/-—\N/—'CO-‘ ( Gd3+ j

Magnevist Dotarem
Gadopentetat-dimeglumin Gadoterat-meglumin
DTPA DOTA
/Co&‘ “0c— . co,”
N NN NN
s N O j
\N Gd3+ N/ \N o N o
CHa \h ri/ \Ciu o,c~—/ \_/ \_<
CHa
Omniscan ProHance
Gadodiamid Gadoteridol
DTPA-BMA HP-DO3A

[0055] Im Fachgebiet ist bekannt, dass bei bestimmten Anwendungen Gd** durch andere Metalle ersetzt wer-
den kann.

2. Die vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit (SDTBM)

[0056] Die zweite Domane der Kontrastmittel, die in dieser Erfindung verwendet werden, ist eine von Zustand
abhangige gewebebindende Einheit (SDTBM), die dem Mittel die Ziel-Funktionalitat verleiht. Die SDTBM kann
in Abhangigkeit von der Anwendung von Interesse hoch variabel sein. Daher wird die spezifische Struktur der
SDTBM von dem spezifischen Gewebe oder dem Gewebebestandteil abhangen, an das/den die Bildung er-
folgen soll. Im Allgemeinen mul3 jedoch die SDTBM das Kontrastmittel mit einer vom Zustand abhangigen Ver-
anderung der Bindungsaffinitat fir das Zielgewebe oder den Zielgewebebestandteil ausstatten. Diese vom Zu-
stand abhangige Veranderung der Bindungsaffinitat muf® ebenfalls zu einer nachweisbaren Veranderung der
Signaleigenschaften des Kontrastmittels fihren. Die Veranderung der Bindungsaffinitat sollte ausreichend
empfindlich sein, und die Anzahl an Bindestellen ausreichend grof3, so dass ein Kontrast erzeugt wird, wenn
sich der Zustand des Gewebes verandert.

[0057] Das SDTBM kann ein kleines Molekil oder alternativ ein Biomolekil umfassen. Biomolekiile kdnnen
in Molekulargewicht und GréRe variieren, aber alle haben die gleiche grundsatzliche Eigenschaft gemeinsam,
dass sie biologischen Ursprungs sind, oder dass sie aus naturlich vorkommenden Untereinheiten (d. h. Ami-
nosauren oder Nucleotiden) synthetisiert werden. Beispiele fur Biomolekiile umfassen Rezeptorliganden, Sac-
charide, Lipide, Hormone, Peptide, Proteine, Nucleotide und Nucleinsauren (DNA, RNA) und Antikorper, ein-
schliel3lich ihrer Fragmente, sowie monoclonale und gentechnisch hergestellte Versionen.
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[0058] Kleine Molekiile sind dagegen wohlbekannte, synthetisch hergestellte, organische Molekile mit relativ
niedrigem Molekulargewicht, die wenig oder keine chemische Ahnlichkeit mit Biomolekiilen aufweisen. Kleine
Molekule umfassen typischerweise keine Untereinheiten von Biomolekulen und Bindungen (z. B. natlrliche
Aminosauren, die durch Amidbindungen verknipft sind). Beispiele fir kleine Molekiile umfassen synthetische
Drogen, lipophile oder amphiphile organische Molekiile und Porphyrine.

[0059] Noch starker bevorzugte SDTBMs sind solche, die reversibel an Proteine im Plasma, im Interstitial-
raum (der Flissigkeit zwischen den Zellen) oder im Intrazellularraum binden. Obwohl jedes Biomolekil oder
kleines Molekdl, das an ein Protein bindet, verwendet werden kann, sind am nitzlichsten diejenigen, die an
Proteine binden, welche entweder in hohen Konzentrationen vorliegen oder eine gro3e Anzahl an Bindestellen
fur bestimmte Liganden besitzen. Da der native Zustand vieler Proteine in den Geweben, im Plasma oder im
Interstitial- oder Intrazellularraum strukturell und chemisch gewdhnlich besser definiert ist als im denaturierten
oder im entfalteten Zustand, besteht ein bevorzugter Aspekt der Erfindung darin, die SDTBM so zu entwerfen,
dass sie mit hoherer Affinitat an solche native Zustande als an die entsprechenden denaturierten Zustande bin-
det. Dieser Unterschied in der Bindungsaffinitat zwischen den nativen und den denaturierten Zustanden fihrt
zu einer nachweisbaren Veranderung der Signaleigenschaften des Mittels.

[0060] Eine quantitative Messung der Fahigkeit eines Kontrastmittels, Wasserprotonen zu relaxieren, und
folglich das MRI-Bild zu beeinflussen, wird durch seine Relaxationsfahigkeit bereitgestellt. Wie vorstehend be-
schrieben, ist Relaxationsfahigkeit die Abhangigkeit der Intensitat des Wasserprotonensignals von der Kon-
zentration an paramagnetischen Metallionen in Lésung. Die Relaxationsfahigkeit ist definiert als die induzierte
T,- oder T,-Relaxation pro Zeiteinheit (R, oder R, in der Einheit mM~"-sec™), die fiir ein Kontrastmittel beobach-
tet wird, wobei die Konzentration des Mittels in Millimol (mM) angegeben wird.

[0061] Die physikalischen Eigenschaften eines Gadoliniumkomplexes beeinflussen die Relaxationsfahigkeit
eines Kontrastmittels. Die Anzahl an Wassermolekilen, die an den Gadoliniumkomplex gebunden sind, die
Rate des Austausches der Wassermolekiile mit der Haupt-Ldsungsmenge, die Relaxationszeit der sieben
nicht gepaarten Elektronen und die Rotationstaumelzeit (bekannt als Rotationskorrelationszeit) des Kontrast-
mittels in Lésung tragen alle zur beobachteten Gesamt-Relaxationsfahigkeit bei. Eine Veranderung dieser phy-
sikalischen Eigenschaften kann die Relaxationsfahigkeit dramatisch verandern. Die Wirkung der Wasseraus-
tauschrate auf die Relaxationsfahigkeit wurde vorstehend diskutiert. Darliber hinaus vermindert die Bindung
von kleinen Gadoliniumchelaten mit relativ geringen Molekulargewichten an gro3e Makromolekiile die Rotati-
onstaumelzeit und erhdht die Relaxationsverstarkung um Faktoren von 3 bis 10. Die Bindung des Kontrastmit-
tels an das Protein, verursacht, dass die magnetischen Fluktuationen zwischen dem paramagnetischen lon
und den Wasserprotonen im gleichen Zeitrahmen auftreten, wie die Larmor-Frequenz, wobei die wirksamste
longitudinale (T,) Relaxation, die mdglich ist, und die gréfite mogliche Relaxationsfahigkeit erzeugt wird. Daher
ist die vom Zustand abhangige Bindung von MRI-Kontrastmitteln an grof3e Makromolekdle, wie z. B. Proteine,
ein wirksamer Weg, das MRI-Signal (und den Kontrast) eines Zustandes gegenuber einem anderen zu erho-
hen. Der Bildkontrast wird zwischen Bereichen erzeugt, die unterschiedliche Grade der Bindung des Kontrast-
mittels aufweisen. In einem bevorzugten Aspekt der Erfindung wird der Bildkontrast zwischen Bereichen mit
hoher Bindungsaffinitat (dem nativen Zustand) und solchen mit niedriger Bindungsaffinitéat (dem denaturierten
Zustand) erzeugt.

[0062] Um einen Kontrast zwischen Geweben oder Gewebebestandteilen unterschiedlicher Zustande zu er-
zeugen, ist es wiinschenswert, dass die Veranderung der Bindungsaffinitat des Kontrastmittel mindestens 20%
oder mehr betragt, wenn sich der Zustand des Gewebes verandert. Wenn zum Beispiel das Mittel im lebens-
fahigen Zustand eines Zielgewebes oder eines Zielgewebebestandteils (d. h. HSA) zu 90% gebunden wurde
(d. h. 10% frei vorliegen), sollte das Mittel zu 72% oder weniger unter den gleichen Bedingungen im nicht mehr
lebensfahigen (z. B. im denaturierten) Zustand gebunden sein. Wenn der Unterschied in der Bindungsaffinitat
groRer ist, wird ein starkerer Kontrast erzeugt. Es ist wiinschenswert, dass die Bindungsaffinitat des Kontrast-
mittels flr den zweiten Zustand des Gewebes (der durch oder im Verlauf der Interventionstherapie entsteht),
80% oder weniger im Vergleich zur der Bindungsaffinitat im zweiten Zustand, bevorzugt 50% oder weniger, be-
vorzugter 30% oder weniger, noch starker bevorzugt 20% oder weniger und am meisten bevorzugt 10% oder
weniger der Bindungsaffinitat fur den ersten Zustand des Gewebes betragt.

[0063] Im dem Falle, in dem die IEM ein geeignetes Chromophor zur Verwendung bei der optischen Bilder-
zeugung darstellt, erfordert die Erfindung, dass es einen mefR3baren Unterschied zwischen den optischen Ei-
genschaften des nicht an das Gewebe gebundenen Arzneimittels und des an das Gewebe gebundenen Kon-
trastmittels gibt. Zum Beispiel wird die maximale Extinktion von Indocyaningriin nach der Bindung im Plasma
oder im Blut von 770-780 nm zu 790-805 nm verschoben. Diese vom Zustand abhangige Bindung kann dazu
verwendet werden, die Denaturierung des Gewebes durch die Uberwachung der Verschiebung der Extinktion
des Farbstoffs zu Uberwachen, wenn das Gewebe denaturiert wird und das Protein nicht mehr bindet. Fach-
leute werden es zu schatzen wissen, dass die optischen Mittel, die in dieser Erfindung nitzlich sind, im Allge-
meinen dazu tendieren, dem Zustand des Gewebes eine hohere Empfindlichkeit zu verleihen. Daher erfordern
die optischen Mittel keinen so hohen Unterschied in der Bindungsaffinitat oder einen so groRen Signalunter-
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schied zwischen den beiden Zustanden des Gewebes, wie die MR-Mittel der vorliegenden Erfindung, um einen
ausreichenden Kontrast zu erzeugen.

[0064] Die vom Zustand abhangige Bindung muf’ auch zu einer charakteristischen Veranderung des Signals
des Kontrastmittels fihren. Bei der Kernspintomographie (MRI) kann sich diese vom Zustand abhangige Sig-
nalverédnderung als eine Veranderung der Relaxationsraten (1/T, oder 1/T,) der Wasserprotonen oder der Re-
laxationsfahigkeiten R, und R, bemerkbar machen. In einem bevorzugten Aspekt der vorliegenden Erfindung
betragt die Relaxationsfahigkeit des Mittels im zweiten Zustand des Gewebes (R,-Zweitwert) wiinschenswer-
terweise 80% oder weniger der Relaxationsfahigkeit des Mittel im anfanglichen Zustand des Gewebes (R,-An-
fangswert). Bevorzugt betragt R,-Zweitwert 50% oder weniger des R,-Anfangswertes, bevorzugter 20% oder
weniger und noch starker bevorzugt 10% oder weniger.

[0065] Es wird auflerdem bevorzugt, dass, nachdem die Interventionstherapie abgeschlossen und das Ziel-
gewebe auf physiologische Bedingungen zurtickfihrt worden ist (z. B. im Falle der Hitzedenaturierung, nach-
dem die Temperatur auf die physiologische Temperatur zuriickgekehrt ist), die R,-Relaxationsfahigkeit des Mit-
tels immer noch niedriger ist, als die Relaxationsfahigkeit des Mittels im anfanglichen Zustand des Gewebes
(R;-Anfangswert), bevorzugt 80% oder weniger des R,-Anfangswertes, bevorzugter 50% oder weniger des
R,-Anfangswertes, noch stérker bevorzugt 20% oder weniger und am meisten bevorzugt 10% oder weniger.
Es ist ebenfalls wiinschenswert, dass die R,-Relaxationsfahigkeit des Kontrastmittels, nachdem die Interven-
tionstherapie abgeschlossen ist und das Zielgewebe auf physiologische Bedingungen zuriickgefiihrt worden
ist, auf der Relaxationsfahigkeit des Mittels beibehalten wird, die unmittelbar nachdem die Interventionsthera-
pie abgeschlossen wurde, gemessen wurde.

[0066] Wie vorstehend angezeigt, hangt die spezifische Struktur der SDTBM von dem spezifischen Gewebe
oder dem Gewebebestandteil ab, an das/den gebunden werden soll. DemgemaR ist es noétig, zuerst zu bestim-
men, welches Gewebe oder welcher Gewebebestandteil angezielt werden soll.

[0067] Es werden eine Anzahl an moglichen Bindestellen in Betracht gezogen. Solche Bindestellen umfassen
Nucleinsauren, Glycosylaminoglycane (friiher als Mucopolysaccharide bekannt), verkalktes Gewebe, Kno-
chen, Fett, Synovialflissigkeit, Zellmembranen, Proteine, Lipoproteine, Enzyme, Proteoglycane, Amyloide und
Ceroide. Die bevorzugten Bindestellen sind Proteine, wobei Serum- und Struktur/Bindegewebs-Proteine star-
ker bevorzugt werden.

[0068] Wenn das Ziel ein Protein ist, umfassen die geeigneten Proteine menschliches Serumalbumin (HSA,
0,7 mM im Plasma; niedrigere Konzentrationen im Interstititalraum); das Fettsdure-bindende Protein (FABP,
auch als Z-Protein oder Protein A bekannt, etwa 0,1 mM in den primaren Zellen der Leber, der Niere, des Her-
zens und anderen Geweben); Glutathion-S-Transferase (GST, auch bekannt als Ligandin; etwa 0,1 mM in den
primaren Zellen der Leber, der Niere, des Herzens und anderen Geweben); Alpha-1-Saure-Glycoprotein (AAG,
MG 41.000, 0,55 g-1,4 g/L) sowie Lipoproteine (zum Beispiel solche, die in atherosklerotischen Ablagerungen
konzentriert sind). Andere Beispiele umfassen die Strukturproteine der extrazellularen Matrix (Kollagene, La-
minin, Elastin, Fibronectin, Entactin, Vitronectin), Amyloide (einschlie3lich des Beta-2-Amyloid-Proteins (A4)
der Alzheimer-Krankheit), Ceroid (oder Lipofuscin) und Glycoproteine (zum Beispiel Osteonectin, Tenascin
und Thrombospondin).

[0069] Kontrastmittel, die eine verbesserte Zuriickhaltung im Blut aufweisen und eine bildverstarkende Ein-
heit (IEM), eine Plasmaprotein-bindende Einheit (PPBM) und eine die Blut-Halbwertszeit verlangernde Einheit
(BHEM) enthalten, wurden friher beschrieben (siehe z. B. WO 96/23526, auf die hierin vollstadndig durch Be-
zugnahme hingewiesen wird). In PCT WO 96/23526 I6sten McMurry et al. das Problem, dass die vor ihrer Er-
findung im Fachgebiet bekannten Kontrastmittel zu schnell aus dem Blut eliminiert wurden. Die schnelle Elimi-
nierung dieser Mittel schrankte ihre Verwendung bei bestimmten Anwendungen ein. WO 96/23526 lehrt, dass
zum Beispiel die Zugabe einer Phosphat-BHEM die Blut-Halbwertszeit von Kontrastmitteln (gemessen durch
die AUC-Konzentration (AUC = Flache unter der Kurve)) um bis zu 78% erhoht.

[0070] McMurry et al. lehren auch, dass die Relaxationsfahigkeit von Kontrastmitteln durch die Verwendung
einer PPBM verbessert wird, die zwei oder mehrere aromatische Ringe in einer nicht planaren Orientierung
enthalt. Es war vorher gezeigt worden, dass die Rotationsbewegung eines Kontrastmittels, das eine einzige
IEM enthalt, nach einer nicht kovalenten Bindung an ein Ziel wirksam eingeschrankt werden kann. Diese nicht
kovalente Bindung fiihrte zu einer Steigerung der Relaxationsfahigkeit fir die an das Ziel gebundenen Formen
von bis zu 5-10-fach (vergleiche mit der U.S.-Patent-Nr. 4,880,008). In bevorzugten Ausfihrungsformen zeig-
ten McMurry et al., dass die Bindung eines Kontrastmittels, das eine PPBM enthielt, die gegen Serumalbumin
gerichtet war, zu einer Steigerung des Blutpool-Kontrasts und einer Bildverstarkung des Blutflusses fihrt. Ins-
besondere das Kontrastmittel MS-325 weist eine annahernd 7-fache Erhéhung der Relaxationsfahigkeit (47
mM"-s7") als Ergebnis einer nicht kovalenten Bindung an Serumalbumin auf (vergleiche mit Lauffer, R. B. et
al., Radiology 207: 529-538 (1998)).

[0071] Ein bevorzugtes Zielprotein flir positiv geladene Kontrastmittel oder Kontrastmittel, die basische
SDTBMs enthalten, ware das Alpha-1-Saure-Glycoprotein (AAG). Die Plasmaspiegel dieses positiven Proteins
der akuten Phase variieren signifikant mit dem Krankheitszustand. Zum Beispiel erhdht sich nach einem Ent-
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ziindungsreiz die Konzentration an AAG zwei- bis vierfach, und es wurde vorgeschlagen, dass der Plasma-
spiegel an AAG ein prognostisches Hilfsmittel flir Geschwulste, metastasenbildende Brust- und andere Karzi-
nome, neonatale Infektionen und chronische Schmerzen darstellt. Erhéhte Spiegel wurden bei Atherosklerose,
Crohns-Krankeit, Myokard-Infarkt, Nierenentziindung und bakteriellen, viralen und post-operativen Infektionen
festgestellt. Das sehr leicht I6sliche AAG besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette von 183 Aminosauren
und ist durch einige unubliche Eigenschaften gekennzeichnet, einschlieRlich eines hohen Gehalts an Kohlen-
hydraten und Sialinsaure (45%, beziehungsweise 12%) und eines niedrigen isoelektrischen Punkts bei dem
pH-Wert 2,7. Das Alpha-1-Saure-Glycoprotein wurde mit der Bindung von zahlreichen basischen Arzneimitteln
in Verbindung gebracht, einschlielich Propanolol (Ka = 11,3 x 10°), Imipramin (Ka = 2,4 x 10°) und Chloropro-
mazin (Ka = 35,4 x 10°). Der Prozentanteil an freiem Lignocain wurde mit der Konzentration an AAG in Pati-
enten (0,4 bis 3 gI”') korreliert, was beinhaltet, dass eine selektive Bindung an AAG gegenlber anderen Pro-
teinen (z. B. HSA) im Plasma unter Verwendung zielgerichteter Arzneimittel-Neukonstruktions-Verfahren (drug
design) erreicht werden kann.

[0072] Liganden fur HSA, FABP und GST sind starker bevorzugte SDTBMs, da diese negativ geladene Mo-
lekile sind oder die teilweise negativ geladenen Reste (z. B. ein Ester, ein Amid oder der Sauerstoff einer Ke-
ton-Carbonylgruppe) dazu tendieren neutral zu sein; von solchen Verbindungen nimmt man im Allgemeinen
an, dass sie weniger toxisch als positiv geladene Molekiile sind. Von diesen drei Proteinen durfte HSA in eini-
gen Fallen am starksten bevorzugt werden, da die Liganden fiir FABP und GST vor der Bindung erst in gewis-
sem Male intrazellular aufgenommen werden mussen. Im Allgemeinen wird die intrazellulare Aufnahme bei
Kontrastmitteln vermieden (aulRer bei der Leber), um die Toxizitat zu minimieren. HSA liegt in betrachtlichen
Mengen in vielen extrazelluldren Flussigkeitsumgebungen vor, einschliellich dem Plasma, dem Interstitial-
raum normaler und krebsartiger Gewebe, der Gelenkschmiere, der Zerebrospinalflissigkeit und der Flussigkeit
aus einer Entzindung oder einem Abszess. In vielen pathologischen Geweben, wie z. B. Tumoren, Entzin-
dungen, atherosklerotischen Ablagerungen oder den Wanden atherosklerotischer Arterien, weisen die Kapil-
laren Lecks auf, was sogar zu noch héheren Spiegeln an HSA flhrt. Dies kann die Nuitzlichkeit der Mittel dieser
Erfindung steigern, da eine grof3e Anzahl an Interventionstherapien auf kranke Gewebe zielt.

[0073] HSA wird auch bevorzugt, weil es dafir bekannt ist, eine gute Affinitat und eine hohe Kapazitat fir die
Bindung einer Vielzahl von strukturell unahnlichen Molekulen bei einer gewdhnlich grolen Anzahl an Bin-
destellen zu besitzen. Daher besteht bei dem Entwerfen des Kontrastmittels eine héhere Flexibilitat.

[0074] Zur Bindung an den nativen Zustand von HSA kann ein breites Spektrum an hydrophoben oder am-
phiphilen Stoffen als SDTBM nutzlich sein (U. Kragh-Hansen, Pharm. Rev. 33: 17-53 (1981); X. M. He et al.,
Nature 358: 209-215 (1992); D. C. Carter, Adv. Protein Chem. 45: 153-203 (1994)). Diese umfassen Substan-
zen, die mindestens einen aliphatischen, Alkoxy-, Alkylthio-, Alkylcarbonyl-, Alkycarbonyloxy-, Arylrest oder ei-
nen heterocyclischen Rest mit 1 bis 60 Kohlenstoffatomen enthalten und, gegebenenfalls, einen oder mehrere
Stickstoff-, Sauerstoff-, Schwefel-, Halogen-, aliphatische Amid-, Estersulfonamid-, Acyl-, Sulfonat-, Phos-
phat-, Hydroxylsubstituenten oder organometallische Substituenten, sind aber nicht auf kleine Molekile be-
schrankt. Alternativ, aber weniger bevorzugt, kann das SDTBM ein Biomolekdl sein, wie z. B. ein Peptid, das
hydrophobe Aminosaurereste und/oder Substituenten mit oder ohne hydrophoben oder hydrophilen Endgrup-
pen enthalt.

[0075] Wie vorstehend erwahnt, kann zur Bindung an HSA eine Vielzahl von hydrophoben Stoffen als SDTBM
nutzlich sein. Im Allgemeinen erhoéht sich die Bindungsaffinitdt an HSA und mdéglicherweise andere Proteine
mit der Hydrophobizitat der SDTBM. Theoretische Abschatzungen der Hydrophobizitat eines Substituenten,
wie z. B. einer SDTBM, kénnen durch die Berechnung des Beitrages zu dem Logarithmus des Octanol-Was-
ser- (oder Octanol-Puffer) Verteilungskoeffizienten (log P) fiir die TBM selbst unter Verwendung der Hansch
1-Konstanten fiir die Substituenten erhalten werden. Vergleiche mit A. Leo und C. Hansch, ,Partition Coeffi-
cients and their Uses", Chemical Reviews 71, S. E525-616 (1971); K. C. Chu, ,The Quantitative Analysis of
Structure-Activity Relationships", Burger's Medicinal Chemistry, Teil 1, S. 393-418, (4. Ausgabe, 1980). Die
Bindungsaffinitat erhéht sich mit dem steigenden Beitrag zu log P. Fiir Substituenten an aliphatischen Resten
koénnen die folgenden 1-Konstanten verwendet werden:

Rest 1-aliphatisch
CH, 0,50
Phenyl 2,15

[0076] Fur Substituenten an Arylresten kdnnen die folgenden Konstanten verwendet werden:

Rest 1-aliphatisch
CH, 0,56
CH,CH, 1,02
Phenyl 1,96
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[0077] Somit wird der Beitrag zu log P fiir einen p-Methylbenzylrest, der an eine IEM angehangt ist, wie folgt
berechnet (unter Verwendung des 1-aliphatischen Wertes fiir CH, als Schatzwert fur den -CH,-Rest):

Beitrag zu log P = 0,50 + 2,15 + 0,56 = 3,2.

[0078] Bei der Bindung an HSA ist ein Mindestbeitrag zu log P von 2 (gleichwertig zu 4 CH,-Resten oder ei-
nem Phenylring) erforderlich, um eine signifikante Bindung zu erreichen. Starker bevorzugt wird ein Beitrag zu
log P von 3. Noch starker bevorzugt wird ein Beitrag zu log P von 4.

[0079] Die Bindung an HSA kann durch Gleichgewichtsdialyse oder Ultrafiltration unter Verwendung von
4,5% Gewicht/Volumen HSA in einem Puffer mit dem pH-Wert 7,4 ermittelt werden. Bevorzugt werden mindes-
tens 10%, starker bevorzugt mindestens 50%, noch starker bevorzugt mindestens 80% und am starksten be-
vorzugt werden mindestens 95 % des Kontrastmittel an den nativen Zustand von HSA in physiologisch rele-
vanter Konzentrationen (0,01-10 mM im Plasma fir die Kernspintomographie (MRI) und die optische Bilder-
zeugung) gebunden. Bei dieser Anwendung besitzt die Messung des Prozentanteils der Bindung des Kontrast-
mittels an HSA einen Fehler von annahernd +/- 5%. Die Proteinbindung an andere Proteine oder an Serum
kann auf ahnliche Weise ermittelt werden.

[0080] Die Anfiigung von lipophilen Resten an ein Kontrastmittel vermindert wahrscheinlich die Léslichkeit
des Mittels. Um eine wirksame Loslichkeit des Kontrastmittels bei klinisch wirksamen Dosierungsspiegeln oder
héher beizubehalten, kann bevorzugt werden, einen oder mehrere Wasserstoffbindungen ausbildende Reste
(Sauerstoff, Stickstoff, usw.) in die SDTBM mit einzubauen.

[0081] Obwohl rein aliphatische Reste als SDTBM verwendet werden kdnnen, dirften diese nicht so sehr wie
gemischte Aliphat-Aryl-Reste oder reine Arylreste bevorzugt werden. Besonders wenn eine negative Ladung
an rein aliphatische Reste angeheftet wird, insbesondere an lange und flexible Reste, kann das Kontrastmittel
den Stoffwechsel endogener Molekile, wie z. B. Fettsauren, oder die Wechselwirkungen zwischen Membran-
proteinen und Lipiden beeintrachtigen. Dies kann die Toxizitat des Mittels erhéhen. Daher wird bevorzugt, dass
die SDTBM mindestens einen Arylring enthalt.

[0082] Im Falle von im nativen Zustand an HSA gebundenen MRI-Mitteln zur Verstarkung von Tumoren oder
Geweben wird besonders bevorzugt, dass das Kontrastmittel zwei oder mehrere gesonderte lipophile Reste
enthalt, um das Mittel vollstdndig zu immobilisieren, wenn es an das Protein gebunden ist. Diese Reste kdnnen
als ein Rest auf der SDTBM oder als zwei oder mehrere getrennte chemische Reste, die an das Kontrastmittel
angehangt sind, vorliegen. Aufgrund ihrer sperrigen Natur und ihrer Starrheit wird bevorzugt, dass die beiden
oder mehrere Reste alle aus einem aromatischen Ring bestehen, wobei die beiden Ringe oder mehrere davon
im Gesamtmolekdil in einer starren, nicht planaren Orientierung angeordnet sind.

[0083] Die magnetische Wirksamkeit oder die Relaxationsfahigkeit eines MRI-Mittels ist im Allgemeinen am
gréBten, wenn das Mittel eine Rotationskorrelationszeit besitzt, die annahernd der van HSA entspricht (R. B.
Lauffer, Chemical Reviews 87: 901-927 (1987)). Wahrend ein kleines Molekiil, wie z. B. Gd-DTPA eine Rota-
tionskorrelationszeit von etwa 0,1 Nanosekunden (nsec) besitzt, hat HSA eine Korrelationszeit von mehr als
5-10 nsec; wenn ein Chelat diese langere Korrelationszeit aufweist, finden die magnetischen Fluktuationen
zwischen dem paramagnetischen lon und den Wasserprotonen im gleichen Zeitrahmen wie die Larmor-Fre-
quenz statt, was die wirksamste longitudinale (T,) Relaxation, die mdglich ist, und somit die gréf3te mdgliche
Relaxationsfahigkeit erzeugt. Es wird erwartet, dass jede Flexibilitdt des Chelats die wirksame Rotationskorre-
lationszeit und somit die Relaxationsfahigkeit vermindert, wenn es an das Protein gebunden ist. Da eine ein-
zelne Anheftungsstelle am Protein immer noch eine Flexibilitat in unterschiedlichen Richtungen ergeben kann,
kénnen zusatzliche Stellen der Anheftung bevorzugt werden.

[0084] Wie vorstehend erwahnt, muf® die vom Zustand abhangige Bindung auch zu einer charakteristischen
Veranderung des Signals des Kontrastmittels fuhren. Bei der Kernspintomographie (MRI) kann diese vom Zu-
sand abhangige Signalveréanderung als eine Veranderung in den induzierten Relaxationsraten (1/T, oder 1/T,)
der Wasserprotonen oder der Relaxationsfahigkeiten R, und R, sichtbar werden. Daher kann, wenn HSA das
Ziel darstellt, das Ausmal bis zu dem ein Mittel auf die maximale Relaxationsfahigkeit angepasst wurde, durch
die Messung der vom Zustand abhangigen Relaxationsféhigkeit-gebunden (R,-gebunden) in Gegenwart von
HSA in seinen beiden physiologischen Zustanden, nativ und denaturiert, ermittelt werden. In einem bevorzug-
ten Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Relaxationsfahigkeit des Mittels im zweiten Zustand des Gewe-
bes (R,-Zweitwert) wiinschenwerterweise 80% oder weniger der Relaxationsfahigkeit (R,-Anfangswert) des
Mittels im anfanglichen Zustand des Gewebes. Bevorzugt betragt der R,-Zweitwert 50% oder weniger des
R,-Anfangswertes, starker bevorzugt 20% oder weniger und am starksten bevorzugt 10% oder weniger.
[0085] Dies erfordert die Messung der Relaxationsfahigkeit des freien Chelats (R,-frei), sowie der Relaxati-
onsfahigkeit (R,-beobachtet) und des Prozentanteils der Bindung des Mittels in 4,5% HSA in seinen beiden
physiologischen Zustanden. In einem bevorzugten Aspekt der Erfindung entspricht der Wert R,-frei dem
R,-Wert, der im denaturierten Zustand beobachtet wurde. Der Wert R,-beobachtet ist ein nach dem molaren
Anteil gewichteter Mittelwert aus R,-frei und R,-gebunden:
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R,-beobachtet = (Anteil-frei * R,-frei) + (Anteil-gebunden * R,-gebunden)
[0086] Daher gilt:
R,-gebunden = [R,-beobachtet — (Anteil-frei * R,-frei)]/Anteil-gebunden

Die vom Zustand abhangige Bindung an HSA

[0087] Wie vorstehend erwahnt, ist HSA das bevorzugte Zielprotein fir das Kontrastmittel, das in dieser Er-
findung verwendet werden soll. Bei einer solchen Anwendung ist es wiinschenswert, dass das Kontrastmittel
eine erhdhte Blut-Halbwertszeit aufweist, um das Ausmalf, in dem das Mittel im Blut verbleibt (d. h. an HSA
gebunden bleibt) und somit im Verlauf der Interventionstherapie verfligbar bleibt, zu erhéhen. Eine erhdhte
Blut-Halbwertszeit kann durch das Einfligen eines verbindenden Rests (L) erreicht werden, der als eine die
Blut-Halbwertszeit verlangernde Einheit (,BHEM") wirkt, um die Aufnahmerate des Kontrastmittels durch die
Leberzellen zu vermindern. Vergleiche mit der U.S.-Patent-Anmeldung Serien-Nr. 08/382,317, die am 1. Feb-
ruar 1995 angemeldet wurde und auf welche durch Bezugnahme hingewiesen wird. Die BHEMs sind duRerst
hydrophile Reste, die mit Wasser Wasserstoffbriickenbindungen eingehen kénnen. Die Anwesenheit einer hy-
drophilen BHEM auf einem Kontrastmittel vermindert die Aufnahme des Mittels durch die Leberzellen.

[0088] Beispiele flir chemische Reste, die als BHEM dienen kénnen, umfassen Kohlenstoff-, Phosphor-, Wolf-
ram-, Molybdan- oder Schwefelatome, die angefligte geladene oder neutrale Nebenatome, wie z. B. Sauer-
stoff, Stickstoff, Schwefel oder Halogene (insbesondere Fluor) besitzen, die zwei oder mehrere einsame Elek-
tronenpaare (d. h. eine vollstandige oder eine teilweise negative Ladung) oder elektropositive Wasserstoffato-
me (d. h. protonierte Amine) zur Wasserstoffbriickenbindung mit Wasser besitzen. Diese umfassen Reste wie
z. B. Sulfon, Ether, Harnstoff, Thioharnstoff, Aminsulfonamid, Carbamat, Peptid, Ester, Carbonat und Acetale.
Bevorzugte Reste umfassen solche, die eine oder mehrere teilweise oder vollstandig negative Ladungen in
wassriger Losung bei einem physiologischen pH-Wert besitzen, wobei die negativ geladenen Atome durch ko-
valente Bindung oder kovalente Koordinationsbindung an das IEM nicht teilweise oder vollstandig neutralisiert
werden kdnnen. Beispiele fiir diese bevorzugten BHEMs umfassen negativ geladene Reste, wie z. B. Phos-
phat-Monoester, Phosphatdiester, Carboxylat und Sulfonat. Starker bevorzugt werden solche, die Phosphat-
gruppen oder irgendeine Form eines Esters davon besitzen. Noch starker bevorzugt sind Phosphat-Diester,
da: a) diese mit vier Wasserstoffbriicken ausbildenden Sauerstoffatomen stark hydrophil sind; b) diese relativ
rasch unter Verwendung von Verfahren, die nachstehend gezeigt werden, synthetisiert werden kénnen; c) die-
se als ausgezeichnete Verbindungsstlicke zwischen der IEM und der SDTBM dienen und d) weil Phosphatver-
bindungen im Kdrper existieren und auf naturlichem Wege metabolisiert werden, und daher von Phosphatdies-
ter enthaltenden Kontrastmitteln erwartet wird, dass sie nicht toxisch sind.

[0089] Der Einbau einer BHEM in ein Kontrastmittel dieser Erfindung fihrt zu einer verlangerten Ruckhaltung
(Retention) des Mittels im Blut. Die Blutretention wird bevorzugt durch die Berechnung der Flache unter der
Plasmakonzentration gegen die Zeitkurve (,Flache unter der Kurve" oder ,AUC-Konz.") fir einen spezifischen
Zeitraum (z. B. 0-10 Minuten, 0— 30 Min., 0-60 Min., 0-120 Min. oder 0-unendlich) in einem pharmakokineti-
schen Experiment mit Rattenplasma gemessen. Die Blutretention (gemessen uber die AUC-Konz.) kann ex-
perimentell durch die Verabreichung eines Kontrastmittels an Ratten, Kaninchen oder héhere Saugetiere ab-
geschatzt werden. Es wurde beobachtet, dass die Verlangerung der Blut-Halbwertszeit bei Kaninchen und hoé-
heren Saugern grofRer ist, als bei Ratten. In dieser Anwendung stellen die Daten der Blut-Halbwertszeit, die
Uber die AUC-Konz-. bestimmt wurden, experimentelle Daten aus Ratten dar. Der diese Daten begleitende
Fehler betragt etwa +/— 10%.

[0090] Der Grund dafiir, dass die Messung der Halbwertszeit selbst nicht verwendet wird, besteht darin, dass
die mathematische Definition dieser Menge oft nicht klar ist, und die erhaltenden Schatzungen je nach dem
verwendeten mathematischen Modell und der Lange der Zeit, in der die Blutproben gezogen wurden, variieren.
[0091] Die beobachteten durchschnittlichen Plasmakonzentrationen nach der Injektion von 0,1 mmol/kg mit
Gd'>® markiertem Gd-DTPA in die Schwanzvenen von zwei Ratten wird nachstehend gezeigt. Unter Verwen-
dung des Macintosh-Programms KaleidaGraph wurde diese AUC-Konzentration von 0 bis 10 Minuten zu 3,5
mM/min berechnet.
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[0092] Die Kontrastmittel dieser Erfindung, die zur zielgerichteten Anheftung an Serumproteine wie z. B. HSA
nutzlich sind, weisen eine Erhéhung der AUC-Konzentration von mindestens 20% auf, wenn die BHEM der
IEM und der SDTBM zugegeben wurde. Sie weisen bevorzugt eine AUC-Konzentrationserhéhung von mindes-
tens 40%, starker bevorzugt von mindestens 70% und noch stérker bevorzugt von mindestens 100% auf. Im
Allgemeinen ist die Erh6hung der AUC-Konzentration, die durch eine BHEM hervorgerufen wird, gré3er, wenn
die Bindung im Plasma signifikant ist, d. h. 20%-50% oder hoher. Die berechnete prozentuale Erhdhung der
AUC-Konzentration kann fir AUC-Konzentrationen, die Gber unterschiedliche Zeitrdume bestimmt wurden, un-
terschiedlich sein. Im Allgemeinen ist die prozentuale Erhéhung der AUC-Konzentration, die durch die BHEM
verursacht wird, gréRBer bei AUC-Konzentrationen, die Uber langere Zeitraume gemessen werden, z. B. 0-30
Min. im Gegensatz zu 0-10 Min.

[0093] Da die Struktur und die physikalischen Eigenschaften des gesamten Kontrastmittelmolekiils seine Bin-
dung im Plasma bestimmen, ist es wichtig, IEMs und BHEMs auszuwahlen, die mit der erwiinschten Bindung
vertraglich sind. Um zum Beispiel eine Bindung an die positiv geladenen Bindestelen auf dem HSA-Molekil zu
erreichen, wird bevorzugt, IEMs und BHEMSs mit einer neutralen oder einer negativen Nettoladung zu besitzen,
um die Méglichkeit der AbstoRung zu vermindern und vielleicht sogar die Bindungsaffinitat zu erhéhen. Fir die
Bindung an das Alpha-Saure-Glycoprotein sollte zumindest ein Teil des Kontrastmittels positiv geladen sein.
Fir die Bindung an Globuline sollte zumindest ein Teil des Kontrastmittels eine Steroidstruktur aufweisen. Fir
die Bindung an Lipoproteine sollte zumindest ein Teil des Kontrastmittels lipophil oder Fettsaure-ahnlich sein.
[0094] Es ist absehbar, dass die BHEM in einer Vielzahl von Stellungen in Hinblick auf die IEM und die
SDTBM angeordnet sein kann. Die Stellung der Einheiten darf jedoch nicht so sein, dass eine Einheit, die be-
absichtigte Funktion einer anderen Einheit beeintrachtigt. Zum Beispiel sollte in einem HSA bindenden Kon-
trastmittel die Plazierung der BHEM nicht die Fahigkeit der SDTBM das Mittel an HSA zu binden, blockieren.
Da die Hauptbindestellen in HSA Socken-ahnlich sind (X. M. He et al., Nature 358: 209-215 (1992); D. C. Car-
ter, Adv. Protein Chem. 45: 153-203 (1994)), mit hydrophoben Innenseiten (insbesondere nahe des ,Ze-
hen"-Bereiches) und positiv geladenen ,Kndchel"-Bereichen, wiirde die Bindungaffinitat einer SDTBM abneh-
men, wenn der distale Teil der SDTBM sehr hydrophil gemacht wiirde.

[0095] Als erlauterndes Beispiel sei genannt, dass wenn die SDTBM ein Phenylring ist, die am starksten be-
vorzugte Stellung der BHEM an dem Ring in ortho, gefolgt von meta ist. Eine hydrophile Gruppe in para-Stel-
lung wiirde die Bindungsaffinitat der SDTBM an HSA vermindern.

[0096] Fur IEMs, die aus einem Metallchelat bestehen, wird bevorzugt, dass die BHEMs und SDTBMs nicht
an die IEM angeheftet sind, so dass die Starke der Bindung zwischen dem Metallion und dem chelatbildenden
Liganden nicht signifikant vermindert wird. Wenn zum Beispiel der chelatbildende Ligand Acetat ist, wird die
BHEM oder die SDTBM bevorzugt nicht an den Sauerstoff des Acetats angehangt.

[0097] Eine weitere Erfordernis bei der Anordnung besteht darin, dass die negativ geladenen Atome der
BHEM nicht durch kovalente Bindung oder Koordinationsbindung an die IEM teilweise oder vollstandig neutra-
lisiert werden kdnnen; dies sichert, dass in wassrigen Systemen die sehr hydrophilen Atome der BHEM stark
vom Lésemittel umgeben (solvatisiert) sind. Wenn zum Beispiel die IEM ein Metallchelat ist, ist es wichtig, die
negativ geladenen Atome der BHEM so anzuordnen, dass sie nicht durch das positiv geladene Metallion (M™)
der IEM Uber kovalente Koordinationsbindung durch die Bildung von 5- oder 6-zéhligen Chelatringen, d. h. den
stabilsten RinggréRen, neutralisiert werden kdnnen. Da 5-z&hlige Chelatringe fur die Metallionen, die bei den
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IEMs von Interesse sind (wie z. B. Gadolinium), am stabilsten sind, ist es duf3erst wichtig, ihre Bildung zu ver-
hindern. Somit dirfen, wie in der nachstehenden Zeichnung gezeigt wird, ein Phosphinat (-PO,-)- oder ein
Phosphonat (-PO,-)-BHEM nicht an das Stickstoffatom eines chelatbildenden Aminocarboxylat-Mittels tiber ein
-CH,-Verbindungsstiick angehangt werden, da dieses (dann} einen sehr stabilen 5-zahligen Chelatring ausbil-
den wird. In &hnlicher Weise sollte eine Phosphodiester (-OPO,-)-BHEM nicht an das Stickstoffatom eines che-
latbildenden Aminocarboxylat-Mittels tber ein -CH,-Verbindungsstiick angehangt werden, da dieses (dann) ei-
nen 6-zahligen Chelatring bilden konnte. Diese beiden BHEMs kénnen jedoch an anderen Stellen angehangt
werden, wie z. B. dem Ethylengerist des Liganden. In einigen Fallen kann, wie gezeigt, bevorzugt werden, die
Lange des Verbindungsstiicks vergroRert werden, um sicherzustellen, dass keine 5- oder 6-zahligen Ringe
ausgebildet werden kénnen.

Phosphinat-BHEM

/
\I?—“CHz Sehr ungiinstig
fo \/o - . ..
M P (5-zihliger Chelatring, Ladung neutralisiert)
o \R
R
O\P /
No-
cHe © Unglinstig

— (6-zihliger Chelatring, Ladung neutralisiert)
\N‘ N/

/N 4N\
N M, n+
R
\P/O .
-5\ Stérker bevorzugt
FH2 (keine Moglichkeit der Bildung von 5- oder 6-zihligen

Chelatringen oder der Ladungsneutralisation)

K
ik d

M

[0098] Es wird erwartet, dass die Einheiten dieser Erfindung im Kontrastmittel so angeordnet werden kénnen,
dass sich die folgenden Strukturen ergeben:

(1)
IEM-[(L),-{(BHEM),-(SDTBM),}, ],

(2)  IEM - [(SDTBM),

I
(BHEM);],

(3)  IEM- (SDTBM),

|
(L)m - (BHEM),

— wobei m entweder 0—4 betragen kann,
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—s, 0, und p den gleichen Wert besitzen kbnnen und 1-4 betragen und
—rund g mindestens den Wert 1 besitzen.

[0099] Wenn die Einheiten dieser Erfindung in dem Kontrastmittel wie in der vorstehenden Struktur (1) ange-
ordnet sind, ist die BHEM bevorzugt ein Sulfon, Harnstoff, Thioharnstoff Amin, Sulfonamid, Carbamat, Peptid,
Ester, Carbonat, Acetale und noch starker bevorzugt:

Yl
I
Y-z-Y*

|
Y2-R,

oder Esterformen,
—wobei Z =P, W, Mo oder S
Y', Y2=0 oder S
Y3, Y* =0, S oder nicht vorhanden
R, = H, C,-Alkyl oder nicht vorhanden.

[0100] Am starksten bevorzugt ist die BHEM ein Phosphatrest.

[0101] Wenn die Einheiten der Erfindung in dem Kontrastmittel wie in der vorstehenden Struktur (2) angeord-
net sind, ist die BHEM bevorzugt ein Sulfon, Harnstoff, Thioharnstoff, Amin, Sulfonamid, Carbamat, Peptid, Es-
ter, Carbonat, Acetal und noch starker bevorzugt besitzt die BHEM die folgende Formel:

Y2-R,

oder Esterformen,
—wobei Z = P, W oder Mo
Y', Y2=0 oder S
Y3, Y* =0, S oder nicht vorhanden
R, = H, C,Alkyl oder nicht vorhanden.

[0102] Am starksten bevorzugt ist die BHEM ein Phosphatrest.

[0103] Wenn die Einheiten der Erfindung in dem Kontrastmittel wie in der vorstehenden Struktur (3) angeord-
net sind, ist die BHEM bevorzugt SO,™ oder Esterformen, ein Sulfon, Harnstoff, Thioharnstoff, Amin, Sulfona-
mid, Carbamat, Peptid, Ester, Carbonat, Acetal und noch starker bevorzugt:

Yl
I
Y -z-Y*

|
Y2-R,

oder Esterformen,

wobei Z = P, W, Mo oder S

Y', Y2=0 oder S

Y3, Y* =0, S oder nicht vorhanden

R, = H, C,s-Alkyl oder nicht vorhanden.

[0104] Am starksten bevorzugt ist die BHEM ein Phosphatrest.

[0105] Es wird erwartet, dass wenn die Einheiten dieser Erfindung im Kontrastmittel wie in der vorstehenden
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Struktur (3) angeordnet sind, die bevorzugten Kontrastmittel die folgenden Formeln besitzen:

wobei Ry, R,, R;, R,, R, Rq, Ry, Ry, Rg, Ry, Ry; und Ry, gleich oder verschieden sein kdnnen und ausgewahlt
sind aus der Gruppe, umfassend H, SDTBM, BHEM und C, ;-Alkyl, vorausgesetzt, dass mindestens einer die-
ser Rs eine SDTBM und mindestens ein anderer eine BHEM ist,

R,,, Ry; und R,, kénnen gleich oder verschieden sein und werden aus der Gruppe ausgewahlt, bestehend aus
O~ und N(H)R,-,

R,s = H, CH,CH(OH)CH,, Hydroxylalkyl oder CH(R,;)COR,, und

R,; = H oder C, 5-Alkyl.

[0106] Bei Kontrastmitteln, die die vorstehend gezeigten Formeln umfassen, ist die BHEM bevorzugt ein Sul-
fon, Ether, Harnstoff, Thioharnstoff, Amin, Amid, Sulfonamid, Carbamat, Peptid, Ester, Carbonat, Acetal und
noch bevorzugter COO™ oder Esterformen, SO, oder Esterformen und

Yl
Il
Y-z-v*

|
Y?-R,

oder Esterformen,
—wobei Z=P, W, Mo oder S
Y', Y2=0 oder S
Y3, Y* =0, S oder nicht vorhanden
R, = H, C,s-Alkyl oder nicht vorhanden.

[0107] Im Falle eines an HSA bindenden Kontrastmittels kann die BHEM zwischen die IEM und die SDTBM
plaziert werden, wie vorstehend in der Struktur (1) gezeigt, oder an der IEM entfernt von der SDTBM wie vor-
stehend in Struktur (3) gezeigt. Auf diese Weise kann das ganze Bindepotential des hydrophoben
SDTBM-Restes ohne Beeintrachtigung durch den hydrophilen BHEM-Rest zur Geltung kommen.

[0108] In der vorliegenden Erfindung nitzliche Kontrastmittel, die eine vom Zustand abhangige Bindung an
HSA zeigen, sind in der U.S.-Patentanmeldung mit der Serien-Nr. 08/382,317, die am 1. Februar 1995 ange-
meldet wurde, dargestellt. Zum Beispiel sind die folgenden Mittel nitzlich:
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wobei n gleich 1-4 sein kann.

OR
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QCOOH Qso,u
o CO;y
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wobei R einen aliphatischen Rest umfal3t und/oder mindestens einen Arylring, oder ein Peptid umfalit, das hy-

drophobe Aminoséaurereste enthalt und/oder Substituenten mit oder ohne hydrophoben oder hydrophilen End-
gruppen.

[0109] Die bevorzugten Kontrastmittel, die in dieser Erfindung nuitzlich sind, sind:
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[0110] Die starker bevorzugten Kontrastmittel mit einer vom Zustand abhangigen Bindung an HSA sind
MS-317, MS-322, MS-325 und MS-328. Am starksten wird MS-325 bevorzugt.

Die Verwendung der Kontrastmittel

[0111] Die Mittel, die in dieser Erfindung verwendet werden, werden so definiert, dass sie pharmazeutisch
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vertragliche Derivate davon mit einschlieRen. Ein pharmazeutisch vertragliches Derivat bedeutet jedes phar-
mazeutisch vertragliche Salz, Ester, Salz eines Esters oder ein anderes Derivat einer Verbindung dieser Erfin-
dung, das nach der Verabreichung an einen Empfanger in der Lage ist, (direkt oder indirekt) eine Verbindung
dieser Erfindung bereitzustellen oder einen hemmend wirkenden aktiven Metaboliten oder einen Rest davon.
Besonders bevorzugte Derivate sind solche, die die Bioverfigbarkeit der Verbindungen dieser Erfindung erho-
hen, wenn solche Verbindungen einem Sauger verabreicht werden (z. B. dadurch, dass sie einer oral verab-
reichten Verbindung erlauben, schneller in das Blut absorbiert zu werden) oder die die Anlieferung der ur-
springlichen Verbindung in ein biologisches Kompartiment (z. B. das Gehirn oder das lymphatische System)
steigern.

[0112] Es ist auch abzusehen, dass die in dieser Erfindung verwendeten Mittel ein pharmazeutisch vertragli-
ches Salz umfassen. Pharmazeutisch vertragliche Salze dieser Erfindung umfassen solche, die von anorgani-
schen oder organischen Sauren und Basen stammen. Eingeschlossen unter solche sauren Salze sind die fol-
genden: Acetat, Adipat, Alginat, Aspartat, Benzoat, Benzolsulfonat, Bisulfat, Butyrat, Citrat, Camphorat, Cam-
phorsulfonat, Cyclopentanpropionat, Digluconat, Dodecylsulfat, Ethansulfonat, Fumarat, Glucoheptanoat, Gly-
cerophosphat, Hemisulfat, Heptanoat, Hexanoat, Hydrochlorid, Hydrobromid, Hydrojodid, 2-Hydroxyethansul-
fonat, Lactat, Maleat, Methansulfonat, 2-Naphthalensulfonat, Nicotinat, Oxalat, Pamoat, Pectinat, Persulfat,
3-Phenyl-propionat, Pikrat, Pivalat, Propionat, Succinat, Tartrat, Thiocyanat, Tosylat und Undecanoat. Basi-
sche Salze umfassen Ammoniumsalze, Alkalimetallsalze wie z. B. Natrium- und Kaliumsalze, alkalische Erd-
metallsalze wie z. B. Calcium-, Magnesium- und Zinksalze, Salze mit organischen Basen wie z. B. Dicyclohe-
xylaminsalze, N-Methyl-G-glucamin und Salze von Aminoséuren wie z. B. Arginin, Lysin und so weiter. Die ba-
sischen Stickstoff enthaltenden Reste kdnnen auch mit solchen Mitteln wie niederen Alkylhaliden, wie z. B. Me-
thyl-, Ethyl-, Propyl- und Butylchlorid, -Bromiden und -jodiden; Dialkylsulfaten, wie z. B. Dimethyl-, Diethyl-, Di-
butyl- und Diamylsulfaten; langkettigen Haliden, wie z. B. Decyl-, Lauryl-, Myristyl- und Stearylchloriden, -Bro-
miden und -jodiden; Aralkylhaliden, wie z. B. Benzyl- und Phenethylbromiden und anderen quarternisiert sein.
Dadurch werden wasser- oder 6llésliche oder dispergierte Produkte erhalten. Die bevorzugten Salze dieser Er-
findung sind N-Methyl-D-glucamin-, Calcium- und Natriumsalze.

[0113] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen dieser Erfindung umfassen jeden beliebigen Komplex
der vorliegenden Erfindung oder pharmazeutisch vertragliche Salze davon, zusammen mit jedem beliebigen
pharmazeutisch vertraglichen Trager, Adjuvanz oder Vehikel. Pharmazeutisch vertragliche Trager, Adjuvanzi-
en und Vehikel, die in den pharmazeutisch vertraglichen Zusammensetzungen dieser Erfindung verwendet
werden kénnen, umfassen lonenaustauscher, Aluminium, Aluminiumstearat, Lecithin, Serumproteine wie z. B.
menschliches Serumalbumin, Puffersubstanzen wie z. B. Phosphate, Glycin, Sorbinsaure, Kaliumsorbat, TRIS
(Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan), Teilglycerid-Mischungen geséttigter pflanzlicher Fettsduren, Wasser,
Salze oder Elektrolyte wie z. B. Protaminsulfat, Dinatriumhydrogenphosphat, Kaliumhydrogenphosphat, Natri-
umchlorid, Zinksalze, kolloidales Kieselgel, Magnesiumtrisilikat, Polyvinylpyrrolidon, auf Cellulose basierende
Stoffe, Polyethylenglycol, Natrium-Carboxymethylcellulose, Polyacrylate, Wachse, Polyethylen-Polyoxypropy-
len-Block-Polymere, Polyethylenglycol und Wollfett, sind aber nicht auf diese beschrankt.

[0114] GemaR dieser Erfindung kénnen sich die pharmazeutischen Zusammensetzungen in der Form eines
sterilen, injizierbaren Praparats befinden, wie zum Beispiel einer sterilen, injizierbaren wassrigen oder 6ligen
Suspension. Diese Suspension kann gemaf den im Fachgebiet bekannten Verfahren unter Verwendung ge-
eigneter Verteilungs- oder Befeuchtungsmittel und Suspendierungsmittel formuliert werden. Das sterile, inji-
zierbare Praparat kann auch eine sterile, injizierbare Loésung oder eine Suspension in einem nicht toxischen,
parenteral vertraglichen Verdiinnungs- oder Lésemittel sein, zum Beispiel eine Lésung in 1,3-Butandiol. Unter
den vertraglichen Vehikeln und Losemitteln, die verwendet werden kénnen, befinden sich Wasser, Ringer-L6-
sung und isotonische Natriumchloridldsung. Zusatzlich werden Ublicherweise sterile, gehartete Ole als Lése-
mittel oder Suspendierungsmedium verwendet. Zu diesem Zweck kann jedes beliebige milde, gehartete Ol
verwendet werden, einschlieBlich synthetischer Mono- oder Diglyceride. Fettsauren, wie z. B. Oleinsaure und
ihre Glycerid-Derivate sind nitzlich zur Herstellung von Injektionsmitteln, ebenso wie naturliche, pharmazeu-
tisch vertragliche Ole, wie z. B. Olivendl oder Rizinusdl, ebenso wie natiirliche, pharmazeutisch vertragliche
Ole, wie z. B. Olivendl oder Rizinusél, insbesondere in ihren polyoxyethylierten Formen. Diese Ollésungen
oder -suspensionen kénnen auch ein langkettiges alkoholisches Verdiinnungs- oder Verteilungsmittel enthal-
ten, wie z. B. Ph. Helv. oder einen ahnlichen Alkohol.

[0115] Da die Kontrastmittel dieser Erfindung an Plasmaproteine binden kénnen, was in einigen Fallen von
der Dosis und der Injektionsrate abhangt, kdnnte es sein, dass die Bindestellen auf den Plasmaproteinen ab-
gesattigt werden. Diese wird zu einer verminderten Bindung des Mittels fihren und kénnte die Halbwertszeit
oder die Vertraglichkeit beeintrachtigen. Daher kann es wiinschenswert sein, dass schon vorher an steriles Al-
bumin oder eine Plasmaersatzlésung gebundene Mittel zu injizieren. Alternativ kann ein Apparat/Spritze ver-
wendet werden, der/die das Kontrastmittel enthalt und es mit dem Blut vermischt, das in die Spritze aufgezo-
gen wird; dieses wird dann dem Patienten wieder injiziert.

[0116] Die Verbindungen und die pharmazeutischen Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung kon-
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nen oral, parenteral, durch ein Inhalationsspray, értlich, rektal, nasal, bukkal vaginal oder Uber ein implantiertes
Reservoir in Dosierungsformulierungen, die herkémmliche nicht toxische pharmazeutisch vertragliche Trager,
Adjuvanzien und Vehikel enthalten, verabreicht werden. Der Ausdruck ,parenteral”, wie er hierin verwendet
wird, umfal3t subcutane, intravendse, intramuskulare, intraarterielle, intrasynoviale, intrarasternale, intratheka-
le, intrahepatische, intralesionale und intrakraniale Injektions- oder Infusionsverfahren.

[0117] Beider oralen Verabreichung kdnnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen dieser Erfindung in
jeder beliebigen oral vertraglichen Dosierungsform verabreicht werden, einschlielich, aber nicht beschrankt
auf Kapseln, Tabletten, wassrige Suspensionen oder Lésungen. Im Falle von Tabletten zur oralen Verwendung
umfassen die Ublicherweise verwendeten Trager Lactose und Maisstarke. Typischerweise werden Gleitmittel,
wie z. B. Magnesiumstearat ebenfalls zugefigt. Bei der oralen Verabreichung in Kapselform umfassen die
ndtzlichen Verdiinnungsmittel Lactose und getrocknete Maisstarke. Wenn wassrige Suspensionen zur oralen
Verwendung erforderlich sind, wird der aktive Bestandteil mit Emulsionen und Suspensionen bildenden Mitteln
kombiniert. Wenn gewtunscht, kdnnen bestimmte SiRstoffe, Geschmacksstoffe oder Farbstoffe ebenfalls zu-
gegeben werden.

[0118] Alternativ kdnnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen dieser Erfindung, wenn sie in Form von
Zapfchen zur rektalen Verabreichung verabreicht werden, durch Mischung des Mittels mit einem geeigneten
nicht reizenden Excipienten hergestellt werden, der bei Zimmertemperatur fest, aber bei der Temperatur des
Enddarms flissig ist, und daher im Enddarm schmilzt und das Arzneimittel freisetzt. Solche Materialien umfas-
sen Kakaobutter, Bienenwachs und Polyethylenglycole.

[0119] Wie vorstehend erwahnt, kdnnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen dieser Erfindung auch
drtlich verabreicht werden, insbesondere, wenn das Ziel der Behandlung Bereiche oder Organe umfalt, die in
einer ortlichen Anwendung rasch zuganglich sind, einschlieRlich der Augen, der Haut oder dem Enddarmtrakt.
Geeignete ortliche Formulierungen kdnnen fiir jeden dieser Bereiche oder Organe rasch hergestellt werden.
[0120] Die ortliche Anwendung im Enddarmtrakt kann durch die Formulierung fiir ein Zapfchen fir den End-
darm (vergleiche vorstehend) oder durch eine geeignete Formulierung fir einen Einlauf vorgenommen wer-
den. Es kénnen auch oértlich angewendete, iber die Haut wirkende (transdermale) Pflaster verwendet werden.
[0121] Bei ortlichen Anwendungen kdnnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen in einer geeigneten
Salbe formuliert werden, die den aktiven Bestandteil in einem oder mehreren Tragern suspendiert oder geldst
enthalt. Trager zur ortlichen Anwendung der Verbindungen dieser Erfindung umfassen Mineraldl, flissiges Pa-
raffin, weies Paraffin, Propylenglycol, Polyethoxyethylen, Polyoxypropylenverbindungen, Emulsionen bilden-
de Wachse und Wasser, sind aber nicht auf diese beschrankt. Alternativ kdnnen die pharmazeutischen Zusam-
mensetzungen in einer geeigneten Lotion oder einer Creme formuliert werden, die die aktiven Bestandteile in
einem oder mehreren pharmazeutisch vertraglichen Tragern suspendiert oder geldst enthalt. Geeignete Trager
umfassen Mineralél, Sorbitan-Monostearat, Polysorbat 60, Cetylesterwachse, Cetearylalkohol, 2-Octyldode-
canol, Benzylalkohol und Wasser, sind aber nicht auf diese beschrankt.

[0122] Bei der Anwendung uber die Nase kénnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen als in feinen
Tropfchen verteilter (micronized) Suspension in isotonischer, auf den pH-Wert eingestellter, steriler Kochsalz-
I6sung, oder bevorzugter als Losung in isotonischer, auf den pH-Wert eingestellter, steriler Kochsalzlésung,
entweder mit oder ohne Konservierungsmittel, wie z. B. Benzylalkoniumchlorid, formuliert werden. Alternativ
kénnen die pharmazeutischen Zusammensetzungen zur Anwendung Uber die Nase in einer Salbe, wie z. B.
Paraffin, formuliert werden.

[0123] Zur Anwendung lber nasale Aerosole oder zur Inhalation werden die pharmazeutischen Zusammen-
setzungen dieser Erfindung geman Verfahren hergestellt, die im Fachgebiet der pharmazeutischen Formulie-
rung wohlbekannt sind, und kénnen als Losungen in Kochsalzlésung unter Verwendung von Benzylalkohol
oder anderen geeigneten Konservierungsmitteln, sowie die Absorption férdernden Stoffen, um die Bioverfiig-
barkeit zu steigern, Fluorkohlenwasserstoffen und/oder anderen herkdmmlichen Suspendierungs- oder Vertei-
lungsmitteln hergestellt werden.

[0124] Die Dosierung hangt von der Empfindlichkeit der diagnostischen Bilderzeugungsgerate ab, sowie von
der Zusammensetzung des Kontrastmittels. Zum Beispiel erfordert bei der Bilderzeugung Uber Kernspintomo-
graphie (MRI), ein Kontrastmittel, das eine stark paramagnetische Substanz enthalt, wie z. B. Gadolinium (lIl),
im Allgemeinen eine niedrigere Dosierung als ein Kontrastmittel, das eine paramagnetischen Substanz mit ei-
nem niedrigeren magnetischen Moment enthalt, wie z. B. Eisen (lll). Die Dosierung des aktiven Metall-Ligan-
den-Komplexes liegt bevorzugt im Bereich von etwa 0,001 bis zu 1 mmol/kg Kérpergewicht pro Tag. Starker
bevorzugt liegt die Dosis im Bereich von etwa 0,005 und etwa 0,05 mmol/kg Kérpergewicht pro Tag.

[0125] Indem Fall, in dem die optische Bilderzeugung dazu verwendet wird die Interventionstherapie zu Uber-
wachen, wird die Dosis des Mittels in etwa mit der der Kernspintomographie (MRI) vergleichbar sein (0,001-10
mmol/kg). Wie bei den MRI-Kontrastmitteln, ist die Verabreichung optischer Mittel im Fachgebiet wohlbekannt.
[0126] Es ist jedoch verstandlich, dass ein spezielles Dosierungsprotokoll bei einem bestimmten Patienten
auch von einer Vielzahl an Faktoren abhangt, einschlieRlich dem Alter, dem Kdérpergewicht, der allgemeinen
Gesundheit, dem Geschlecht, der Erndhrung, der Zeit der Verabreichung, der Ausscheidungsrate, der Zusam-

23/36



DE 698 19 925 T2 2004.09.02

mensetzung des Arzneimittels und der Beurteilung durch den behandelnden Arzt.

[0127] Nach der Verabreichung der geeigneten Dosis des Kontrastmittels wird der Patient dann entweder der
Kernspintomographie (MRI) oder der optischen Bilderzeugung (Bilderzeugung durch ultraviolettes Licht, sicht-
bares Licht oder Infrarotlicht) unterzogen. Die geeigneten Einstellungen und die Parameter fiir die Bilderzeu-
gung, um diese Bilderzeugungsverfahren sowie die Sammlung der Daten und die Analyse (d. h. die Uberwa-
chung der Signaleigenschaften des Mittels) durchzufiihren, sind wohlbekannt oder unterliegen allgemein an-
erkannten Grundsatzen.

[0128] Der abschlieRende Schritt des Verfahrens dieser Erfindung besteht darin, eine bilderzeugende Signal-
eigenschaft des verabreichten Kontrastmittels zu Gberwachen. Bei der optischen Bilderzeugung umfassen sol-
che Eigenschaften die Extinktion, die Reflexionsfahigkeit, die Fluoreszenz oder die Phosphoreszenz und/oder
ihre Zerfallszeiten, die Chemilumineszenz, die Lichtstreuung oder andere spektrale Eigenschaften. Bei der
MRI-Bilderzeugung umfassen solche Signaleigenschaften die R,- und die R,-Relaxationsfahigkeiten (bezie-
hungsweise 1/T, und 1/T,).

[0129] In einem starker bevorzugten Aspekt dieser Erfindung ist die ,Echtzeit"-Bilderzeugung mdéglich, wenn
ein Bild erzeugt wird, und daher werden die Signaleigenschaften periodisch im Verlauf der Interventionsthera-
pie Uberwacht. Die Frequenz in der die Bilder erzeugt und Uberwacht werden, wird von der Art und der Dauer
der Therapie abhangen.

[0130] Damit diese Erfindung besser verstanden werden kann, wird sie in den folgenden Beispielen weiter-
geflhrt. Diese Beispiele werden nur zum Zwecke der Erlauterung angefihrt und dirfen nicht so ausgelegt wer-
den, dass sie den Rahmen der Erfindung in irgendeiner Weise einschranken.

Beispiele

[0131] Das Folgende ist ein Syntheseschema fiir die bevorzugten Kontrastmittel, die bei dem Verfahren der
Erfindung nitzlich sind, insbesondere flir MS-325. Vergleiche mit der Patentanmeldung der Vereinigten Staa-
ten mit der Serien-Nr. 08/833,745, die am 11. April 1997 angemeldet wurde und auf die hierin durch Bezug-
nahme hingewiesen wird. Ein anderes nitzliches, jedoch nicht gleichermal3en bevorzugtes, Syntheseschema
fur diese Kontrastmittel wird in der Patentanmeldung der Vereinigten Staaten mit der Serien-Nr. 08/32,317 be-
schrieben, die am 1. Februar 1995 angemeldet wurde und auf die hierin durch Bezugnahme hingewiesen wird.
[0132] Zuerst wird ein Alkohol ROH mit PCl,, bevorzugt im molaren Verhéltnis von 1 : 1, umgesetzt, um ein
Dichlorophosphin-Reaktionsprodukt (1) zu bilden:

PCl;, Losemittel
ROH > ROPCl, ¢))

[0133] Der Rest R kann ein linearer, verzweigter oder cyclisch aliphatischer, Aryl-, heteocyclischer, Peptid-,
peptidahnlicher, Deoxyribo- oder Ribonucleotid oder -nucleosid, oder cyclischer oder acyclischer organischer
chelatbildender Rest sein, der gegebenenfalls mit einem oder mehreren Stickstoff-, Sauerstoff-, Schwefel-, Ha-
logen-, Aliphat-, Amid-, Ester-, Sulfonamid-, Aryl-, Acyl-, Sulfonat-, Phosphat-, Hydroxylsubstituenten oder or-
ganometallischen Substituenten substituiert ist.

[0134] Diese Reaktion findet in Anwesenheit eines Ether- oder Kohlenwasserstoff-Losemittels statt und wird
bei einer Temperatur von etwa —-50°C bis etwa 15°C, bevorzugt von etwa —10°C bis etwa -5°C, iber einen Zeit-
raum von etwa 30 Minuten bis etwa 3 Stunden, bevorzugt von etwa 1 bis etwa 1,5 Stunden, durchgefiihrt. Bei
dem Ldsemittel kann es sich um jedes beliebige Ether- oder Kohlenwasserstoff-Losemittel handeln, und be-
vorzugt wird es aus der Gruppe ausgewahlt, umfassend: Heptane, Methyl-t-butylether, Dioxane, Tetrahydrofu-
rane, Diethylether und Ethylenglycoldialkylether. Noch bevorzugter handelt es sich um Tetrahydrofuran.
[0135] Das Dichlorophosphin (I) wird dann mit etwa 5 bis etwa 6 Aquivalenten einer Aminbase umgesetzt, um
ein Bis(amino)phosphino-Reaktionsprodukt (I) zu bilden:

Aminbase, Losemittel /amino

ROPCIl, > ROP \ : (In
amino

[0136] Diese Reaktion findet wie vorstehend beschrieben ebenfalls in Gegenwart eines Ether- oder Kohlen-
wasserstoff-Losemittels statt und wird bei wird bei einer Temperatur von etwa -50°C bis etwa 15°C, bevorzugt
von etwa —10°C bis etwa —-5°C, Uber einen Zeitraum von etwa 30 Minuten bis etwa 3 Stunden, bevorzugt von
etwa 15 bis etwa 30 Minuten, durchgefihrt. Die Base, die dazu verwendet wird, das Reaktionsprodukt (Il) zu
bilden, kann eine Aminbase sein, bevorzugt eine Base, die einen pK_-Wert von etwa 5 bis etwa 11 besitzt und
noch starker bevorzugt ausgewahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus: Imidazol, 2,4-Dimethylimidazol, 1H-Te-
trazol, Dialkylaminen (Methyl-, Ethyl-, Butyl-), Pyridin, Piperazin, Piperidin, Pyrrol, 1H-1,2,3-Triazol und
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1,2,4-Triazol. In einer starker bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Base Imidazol.

[0137] Die Bis(amino)phosphino-Verbindung (Il) wird dann mit etwa 0,75 bis etwa 1,0 Aquivalenten eines
zweiten Alkohols R'OH umgesetzt, um ein (Amino)phosphino-Reaktionsprodukt (Ill) zu bilden, wobei R’ ir-
gendeiner der Substituenten sein kann, die vorstehend fir den Rest R definiert wurden:

Losemittel amino

ROP(amino), + R'OH > ROP \ (IID)
OR!

[0138] Diese Reaktion findet in Gegenwart eines Ether- oder Kohlenwasserstoff Losemittels statt und wird bei
einer Temperatur von etwa -50°C bis etwa 15°C, bevorzugt von etwa —10°C bis etwa -5°C, uber einen Zeit-
raum von etwa 30 Minuten bis etwa 3 Stunden, bevorzugt von etwa 1 bis etwa 1,5 Stunden, durchgefihrt. Bei
dem Loésemittel kann es sich um jedes beliebige Ether- oder Kohlenwasserstoff-Lésemittel handeln, und be-
vorzugt wird es aus der Gruppe ausgewahlt, umfassend: Heptane, Methyl-t-butylether, Dioxane, Tetrahydrofu-
rane, 1,3-Dioxolane, Diglyme, Diethylether, Dialkylether und Ethylenglycoldialkylether. Noch bevorzugter han-
delt es sich um Tetrahydrofuran.

[0139] AbschlieRend wird die (Amino)phosphino-Verbindung (Ill) mit etwa einem Aquivalent saurem Wasser
reagieren gelassen, das bevorzugt einen pH-Wert von etwa 2,5 bis etwa 5 aufweist, und etwa einem oder meh-
reren Aquivalenten eines Oxidationsmittels, um die gewiinschte Phosphodiester-Verbindung (V) zu bilden:

0]
amino Wasser, Oxidationsmittel, Lsemittel Il
ROP: > R-0-P-0-R!' (@V)
OR! |
OH

[0140] Das Oxidationsmittel kann jedes beliebige Peroxid-Oxidationsmittel sein und wird bevorzugt aus der
Gruppe der Perjodate ausgewahlt. Noch bevorzugter handelt es sich um Natriumperjodat.

[0141] Die vorstehende Hydrolyse und die Oxidation werden in einem Lésemittelgemisch bei einer Tempera-
tur von etwa —15°C bis etwa 25°C, bevorzugt von etwa 0°C bis etwa 2°C, Uber einen Zeitraum von etwa 10 bis
etwa 24 Stunden, bevorzugt von etwa 10 bis etwa 15 Stunden, durchgeflhrt. Das Losemittelgemisch umfalfit
jede beliebige Kombination an Lésemitteln, die aus der Gruppe, bestehend aus Ether- oder Kohlenwasserstoff
Lésemitteln ausgewahlt werden. Bevorzugt umfaldt das Losemittelgemisch Tetrahydrofuran, Heptan und Toluol
in einem Volumenverhaltnis von 10 : 10 : 1.

[0142] Gemal diesem Syntheseschema wird der chelatbildende Ligand im MS-325-Komplex wie folgt herge-
stellt.

Herstellung von [(4,4-Diphenylcyclohexyl)-phosphooxymethyl]-diethylen-triaminpentaessigsaure

[0143] Die Herstellung des chelatbildenden Liganden, der im MS-325-Komplex verwendet wurde, wird nach-
stehend in Schema | gezeigt:
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Schema |
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[0144] Einem einzigen Reaktionsgefal3, das eine Lésung von Phosphortrichlorid (13,2 mL, 0,151 mol) in Te-
trahydrofuran (202 ml) enthielt, wurde eine Losung von 4,4-Diphenylcyclohexanol (1) (38,34 g, 0,152 mol) in
Tetrahydrofuran (243 ml) zugegeben, wahrend geriihrt wurde und eine interne Temperatur von —-6,2°C bis
-5,3°C uber 1,5 Stunden beibehalten wurde. Das Gemisch wurde dann weitere 34 Minuten gerthrt und ergab
ein Dichlorophosphin-Reaktionsprodukt (2), das ein chemische Verschiebung von 174,28 ppm bei der
¥'P-NMR besal.

[0145] Zu dieser Losung wurde Imidazol (51,34 g, 0,753 mol) in Tetrahydrofuran (243 ml) zugegeben, wah-
rend geriihrt wurde und eine interne Temperatur von —-7,8°C bis -3,6°C (iber 37 Minuten beibehalten wurde.
Das erhaltene Gemisch wurde dann weitere 20 Minuten geriihrt und ergab ein Bis(amino)phosphino-Reakti-
onsprodukt (3), das ein chemische Verschiebung von 106,36 ppm bei der *'P-NMR besaR.

[0146] Zu diesem Gemisch wurde eine Lésung zugegeben, die aus 2-(R)-Hydroxymethyldiethylentria-
min-pentaessigsaure-penta-t-butylester (4) (160,0 g, 0,128 mol, Reinheit: 56,32% nach Gewicht) in Heptan
(114 ml) bestand, wahrend geriihrt wurde und eine interne Temperatur von —6,8°C bis —4,8°C Uber 1 Stunde
und 6 Minuten beibehalten wurde. Dieses Gemisch wurde dann weitere 23 Minuten geriihrt und ergab eine
Lésung (5), die ein chemische Verschiebung von 123,8 ppm bei der 3'P-NMR besaR.

[0147] AbschlieRend wurde Wasser (202 ml) iber einen Zeitraum von etwa 1 Minute zugegeben, wahrend
die interne Temperatur auf —-6,5°C bis 6,5°C gehalten wurde. Das Gemisch wurde 5 Minuten gerihrt, darauf
erfolgte die Zugabe von Heptan (620 ml), Toluol (70 ml) und 5 N wassriger Salzsaure (202 ml) tGber 5 Minuten,
wahrend die interne Temperatur auf 1,0°C bis 12,1°C gehalten wurde. Dann wurde Natriumperjodat (22,6 g,
0,106 mol) Uber einen Zeitraum von 3 Minuten zugegeben, wahrend die innere Temperatur auf 10,5°C gehal-
ten wurde. Das Reaktionsgemisch wurde innerhalb von 35 Minuten auf Zimmertemperatur erwarmt und weite-
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re 2,5 Stunden gerihrt und ergab eine Losung (6), die eine chemische Verschiebung von 4,27 ppm bei der
¥P-NMR besal. Die Phasen wurden voneinander getrennt, und die organische Phase wurde mit 10% wassri-
gem Natriumthiosulfat (2 x 809 mL) gewaschen.

[0148] Zu der vorstehenden organischen Phase wurde Tetraoctylammoniumbromid (8,21 g, 0,015 mol) gege-
ben. Dann wurde Uber einen Zeitraum von 22 Minuten konzentrierte Salzsaure (11,51 M, 405 mL) zugegeben,
wobei eine innere Temperatur von 22,8°C bis 25,0°C aufrecht erhalten wurde. Dieses Gemisch wurde 16,0
Stunden geriihrt und ergab eine Verbindung (7), die eine chemische Verschiebung von 7,78 ppm bei der
¥P-NMR besal. Die Phasen wurden getrennt, und die organische Phase wurde verworfen.

[0149] Zu der vorstehenden wassrigen Phase wurden 8 M wéssriges Natriumhydroxid (630 mL) zugegeben,
bis ein pH-Wert von 6,56 gemessen wurde. Die Losung wurde unter vermindertem Druck (50°C bis 55°C, Va-
kuum: 85 mm Hg) konzentriert, bis 400 mL des Lésemittels gesammelt worden waren (etwa 1 Stunde). Die
Lésung wurde auf Zimmertemperatur abgekuhlt, und Amberlite XAD-4-Harz (92,0 g) wurde zugegeben. Die
Suspension wurde 50 Minuten bei Zimmertemperatur gertihrt und filtriert, um eine schwach gelbliche wassrige
Lésung (1,1 L) zu erhalten.

[0150] Die vorstehende Lésung wurde auf eine C-18-Umkehrphasen-Kieselgel-Saule geladen (271 g, in Me-
thanol feuchtgepackt und dann mit 800 mL Methanol, 800 mL Methanol/Wasser 1 : 1 und 800 mL Wasser ge-
waschen) und mit Wasser eluiert. Der erste 1,0 L des gesammelten Eluats wurde verworfen, und die folgenden
gesammelten 1,3 L wurden zuriick behalten. Zu der aufbewahrten Lé6sung wurden 6 N wassrige Salzsaure (60
mL, bis zu einem pH-Wert von 2,15) und 3 N wassrige Salzsaure (60 mL, bis zu einem pH-Wert von 1,63) ge-
geben. Der Brei wurde 1,25 Stunden gerthrt und dann filtriert. Der Festkérper wurde mit einer wassrigen L6-
sung (500 mL) mit einem pH-Wert von 1,67 gewaschen und getrocknet (48-50°C, 4-6 mm Hg) bis ein konstan-
tes Gewicht erreicht war (18,0 Stunden), um eine schmutzig weile, feste Verbindung mit der folgenden Formel
zu erhalten:

Ph

2
fe) 6]

N

\p/

o oH

7\ COOI
HOOC™ ™y N N/—

J

(65,5 g, Ausbeute: 68,89%, Reinheit: 99,45% nach Gewicht, 98,95% nach Flache (Peakflache), 3,02% Wasser
und 97,81% chelatbildendes Material).

Experimentelles

[0151] Es wurden drei Proben hergestellt und bewertet. Die erste war eine Kontrollprobe, die menschliches
Serumalbumin (HSA) ohne ein Kontrastmittel enthielt. Die anderen beiden Proben enthielten HSA und das un-
spezifische Mittel Gd-DTPA, beziehungsweise das HSA-spezifische Mittel MS-325.

[0152] Bei diesen Beispielen wurden die longitudinalen Relaxationsfahigkeiten (R,, mM™"- sec™) liberwacht
und durch die Bestimmung der Relaxationsrate (1/T,) der Wasserprotonen bei 20 MHz in phosphatgepufferter
Kochsalzldsung (PBS, 150 mM NaCl, 10 mM Phosphat, pH-Wert: 7,4) in PBS-Ldsungen, die 4,5 Gewichtspro-
zent HSA enthielten oder in Gelen, die 4,5 Gewichtsprozent HSA und 1% Agar enthielten, erhalten. Die Ab-
hangigkeit der Relaxationsfahigkeit (R,) von der Temperatur, wurde durch die Variierung der Temperatur der
Proben mit einem Umwalz-Wasserbad und der Uberwachung der Probentemperatur mit einem Thermoele-
ment beobachtet.

Beispiel 1: Uberwachung der Hitze-Nekrose von 4,5% HSA

[0153] Die folgenden drei Proben wurden in Lésungen von 4,5% HSA hergestellt: (1) eine Kontrollprobe ohne
ein Kontrastmittel; (2) eine Vergleichsprobe mit Gd-DTPA und (3) eine Probe mit MS-325. Die Proben mit
Gd-DTPA und MS-325 wurden durch die Zugabe einer wassrigen Formulierung (pH-Wert: 7), die entweder
Gd-DTPA oder MS-325 enthielt, zu der 4,5%-igen HSA-LSsung hergestellt. Die so erhalten Gemische besalien
eine Konzentration von 0,3 mM Gd-DTPA, beziehungsweise 0,1 mM MS-325.

[0154] Die drei Proben wurden dann dazu verwendet, die Hitzedenaturierung der 4,5%-igen HSA-L&sungen
zu Uberwachen. Um dies durchzufiihren, wurden die T,-Daten (und somit die R,-Daten (= 1/T,)) fur jede Probe

27/36



DE 698 19 925 T2 2004.09.02

bei 20 MHz Uber einen Temperaturbereich von 20-60°C gesammelt. Dann wurde jede Probe aus dem
NMR-Gerat entfernt und 15 Minuten bei 85°C erhitzt, um die Hitzedenaturierung des HSA zu induzieren. An-
schlieflend wurden die Proben in das NMR-Gerat zurlickgestellt, und die T,-Daten wurden bei dieser héheren
Temperatur gesammelt. Vergleiche mit der nachstehenden Tabelle 1 und der Fig. 1.

Tabelle 1
Temperatur (°C) R; 4.5% HSA R, Gd-DTPA R, MS-325
7.3 0.396 9.4556 31.2
11.7 0.319 8.8125 33.4
16.2 0.246 8.0690 36.0
20.6 0.181 7.4182 38.6
25.0 -0.123 6.7426 40.6
29.5 0.072 6.2117 42.0
33.9 0.033 5.7089 42.8
38.4 0.000 5.2984 42.4
42.8 -0.026 4.8917 42.3|
47.3 -0.041 4.5992 41.3
51.7 -0.045 4.3083 39.5
56.2 -0.056 4.0592 37.5
60.6 -0.065 3.8806 33.3
85.0 0.084 4.2102 10.8

[0155] Wie Tabelle 1 und Fig. 1 zeigen, weist nach der Hitzedenaturierung der drei HSA enthaltenden Pro-
ben, die Probe, die zusatzlich das HSA-spezifische Kontrastmittel MS-325 enthielt, eine signifikante Abnahme
des beobachteten R,-Werts (ein Verlust von 26,7 mM™"- sec™") wahrend der Denaturierung des HSA auf, wie
durch Messung direkt vor der Denaturierung (56,2°C) und direkt nach der Denaturierung (85°C) bestimmt wur-
de. Die Probe, die das unspezifische Kontrastmittel Gd-DTPA enthielt, zeigte jedoch sogar bei einer dreifachen
Konzentration gegentiber der, die fur die MS-325-Probe verwendet worden war, eine nur geringe Veranderung
des R,-Wertes (eine Verlust von nur 0,1 mM~"-sec™) wahrend der Denaturierung. Dies bedeutet, dass Gd-DT-
PA weder an natives noch an denaturiertes HSA bindet.

[0156] Nachdem die vorstehenden Daten erhalten worden waren, wurde den denaturierten Proben erlaubt,
sich auf die physiologische Temperatur (37°C) abzukuhlen, und die T,-Daten wurden erneut gesammelt. Die
Probe mit MS-325 behielt die signifikante Verminderung des R,-Wertes bei (ein Nettoverlust von 25
mM"-sec™"), wéahrend die Probe mit Gd-DTPA nur geringe Veréanderungen des R,-Wertes aufwies (ein Netto-
verlust von 0,5 mM"-sec™).

Beispiel 2: Kernspintomographie (MRI)-Bilderzeugung der Hitzedenaturierung von HSA bei 1,0 Tesla

[0157] Die folgenden Proben wurden in 1%-igen Agargelen hergestellt, die 4,5% HSA enthielten: (1) eine
Kontrollprobe ohne Kontrastmittel; (2) eine Vergleichsprobe mit Gd-DTPA und (3) eine Probe mit MS-325. Die
Kontrastmittel wurden in einer Menge zugegeben, die ausreichte, dass die Konzentrationen von Gd-DTPA und
MS-325, 0,3 mM Gd-DTPA, beziehungsweise 0,1 mM MS-325 betrugen. Solche Agargele, die 4,5% HSA ent-
halten, werden als ,Phantome" bezeichnet.

[0158] Die anfanglichen, nach T,-gewichteten MRI-Aufzeichnungen (FISP-3D, TR = 15, TE = 4, Alpha = 30)
der Agarphantome bei 1,0 Tesla wurden anschlieend bei einer Temperatur von etwa 25°C erhalten. Die an-
fanglichen Aufzeichnungen offenbarten, dass die Phantome, die MS-325 enthielten, heller waren, als die
Phantome, die Gd-DTPA enthielten (Vergleichsprobe), oder 4,5% HSA alleine (Kontrollprobe); dieses Ergebnis
war aufgrund der spezifischen Bindung von MS-325 an HSA wie erwartet.
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[0159] Die Phantome wurden dann in einem Umwalz-Wasserbad erhitzt, wobei zusatzliche, nach dem
T,-Wert gewichtete MRI-Aufzeichnungen Uber die Zeit erhalten wurden. Wenn die Temperatur erhéht wurde,
blieben die MS-325 enthaltenden Phantome viel heller (geringerer Verlust an Signalintensitat, gemessen als
prozentualer Verlust des ROI (= Bereich von Interesse)), als die Phantome, die Gd-DTPA oder 4,5% HSA al-

leine enthielten. Vergleiche mit der nachstehenden Tabelle 2 und der Fig. 2.

Tabelle 2
Zeit Temperatur % Verlust im ROI % Verlust im ROI % Verlust im ROI
(Min.) (°C) 4,5 % HSA 0,3mM Gd-DTPA | 0,1 mM MS-325
in 4,5 % HSA in4,5 % HSA
0 25.3 -0.41519 -0.24557 0.0000
10 29.6 -4.2635 -5.1875 -4.4755
20 38.3 -6.8972 ~12.806 -6.4144f
30 45,0 -10.360 -18.985 -11.241
40 53.0 -15.205 -30.964 -26.153
50 64.7 -20.250 -43.833 ~49.262
60 72.8 ~20.667 ~46.086 -69.499
70 87.1 -20.953 -47.529 ~76.469
120 35.5 -4.9098 -10.190 -31.869

[0160] Wenn die Phantome Uber 50-60°C erhitzt wurden, wurden sie undurchsichtig, was der Hitzedenatu-
rierung des HSA entspricht. Wie Tabelle 2 und Fig. 2 zeigen, wurde gleichzeitig ein drastischer Verlust der Si-
gnalintensitat bei den Phantomen beobachtet, die MS-325 enthielten (76% Verlust der Intensitat). Die Phanto-
me, die jedoch Gd-DTPA oder HSA alleine enthielten, erzeugten eine nur maRige Veranderung der Signalin-
tensitat. Die Gd-DTPA-Phantome verblieben als konstant dunkle Bilder im Verlauf der MRI-Aufzeichnungen
nach der Hitzedenaturierung zurilick, und dies sogar bei einer Gd-DTPA-Konzentration, die dreimal so hoch
war, wie die, die fur die MS-325-Phantome verwendet worden war.

[0161] Nachdem die vorstehenden Daten gesammelt worden waren, wurde den denaturierten Proben er-
laubt, sich auf die normale physiologische Temperatur (37°C) abzukihlen. Die MS-325 enthaltenden Phanto-
me behielten ihre Verminderung der Signalintensitat bei (32% Verlust). Die Kontrollphantome und die Gd-DTPA
enthaltenden Phantome wiesen immer noch eine Verminderung von nur 5%, beziehungsweise 10% der Sig-
nalintensitat nach der Denaturierung auf.

[0162] Gemal diesen Ergebnissen, kdnnen die Kontrastmittel, die in dem Verfahren dieser Erfindung niitzlich
sind, ein sehr empfindliches Anzeichen fiir die Hitzedenaturierung von HSA liefern. Tatsachlich war es so, dass
wenn sogar die dreifache Konzentration eines anderen Kontrastmittels verwendet wurde, diese héhere Kon-
zentration nicht die Empfindlichkeit liefern konnte, die erforderlich war, um die Hitzedenaturierung von HSA zu
Uberwachen.

Beispiel 3: Die Denaturierung von HSA durch Ethanol

[0163] Die folgenden drei Proben wurden in Losungen von 4,5% HSA hergestellt: (1) eine Kontrollprobe ohne
Kontrastmittel; (2) eine Vergleichsprobe mit Gd-DTPA und (3) eine Probe mit MS-325. Die Proben mit Gd-DT-
PA und MS-325 wurden durch Zugabe einer wassrigen Formulierung (pH-Wert: 7), die entweder GD-DTPA
oder MS-325 enthielt, zu der 4,5%-igen HSA-L6sung hergestellt. Die so erhaltenen Lésungen besalRen eine
Konzentration von 0,31 mM Gd-DTPA, beziehungsweise 0,08 mM MS-325.

[0164] Dann wurde absolutes Ethanol zu jeder dieser Proben titriert. Die T,-Daten (und somit die R,-Daten (=
1/T,) wurden bei 20 MHz und 37°C nach jeder Ethanolzugabe gesammelt. Vergleiche mit der nachstehenden
Tabelle 3 und der Fig. 3.
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Tabelle 3

e | askuoa| @6 | ogtmm | GoEr | oosmy
Gd-DTPA | Gd-DTPA MS-325 MS-325
0.0000| =-0.000 0.0 4.1737 0.0| 42.216
8.7382 0.030 16.1] 4.7191 0.9| 40.848
16.072 C.060 27.81 5.0021 1.9 35.541
22.315 0.090 36.6 | 4.9347 2.8 38.423
27.693 0.109 43.5| 4.7997 3.7| 37.064
32.375 0.125 49.0| 4.4623 §.5| 36.375
36.487 0.128 5.4 | 35.234
c.128 0.142 6.2| 34.576
43.375 0.153 7.1] 33.895
46.287 0.168 7.9 | 33.099
8.7| 32.224
10.2| 31.689
11.7| 30.403
16.4| 26.939
22.8| 21.456
28.3| 17.428
33.1| 14.082
- 37.3| 11.187
41.0| 9.6943
44.2 | 8.9506
47.2 | 8.7970

[0165] Wie Tabelle 3 und Fig. 3 zeigen, wies wahrend der Abtragung durch Ethanol in den 4,5%-igen
HSA-L6sungen die MS-325 enthaltende Probe eine signifikante Abnahme der beobachteten Relaxationsfahig-
keit (33 mM~"-sec™) auf und erlaubte daher den Nachweis einer durch Ethanol hervorgerufenen Nekrose. Die
Probe, die Gd-DTPA enthielt (sogar in einer fast vierfachen Konzentration verglichen zu MS-325), zeigte je-
doch nur eine geringfligige Veranderung der beobachteten Relaxationsfahigkeit (0,3 mM-"-sec™).

Patentanspriiche

1. Verwendung eines Kontrastmittels fiir die Herstellung eines Diagnosemittels zur Uberwachung eines
Bildkontrastes wahrend einer Interventionstherapie unter Verwendung einer Kernspintomographie (MRI) mit
Kontrastverstarkung, wobei das Kontrastmittel:
in der Lage ist, an ein Zielgewebe oder an einen Zielgewebebestandteil zu binden, das/der einer Interventions-
therapie unterzogen wird oder unterzogen worden ist;
eine spezifische Affinitat fir das Gewebe oder den Gewebebestandteil aufweist;
eine bildverstarkende Einheit (IEM) und eine vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit (SDTBM) um-
fasst, wobei:
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die vom Zustand abhangige gewebebindende Einheit bei einer Bindung an das Gewebe oder den Gewebebe-
standteil in denaturiertem Zustand gekennzeichnet ist durch eine R,-Relaxationsfahigkeit, die geringer ist als
etwa 80 der R;-Relaxationsféhigkeit des an das Gewebe oder an den Gewebebestandteil in nativem Zustand
gebundenen Kontrastmittels; und

ein flr das Kontrastmittel charakteristisches Bildsignal iberwacht wird, um festzustellen, ob die Interventions-
therapie abgeschlossen ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die IEM ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus organi-
schen Molekilen, Metallionen, Salzen und Chelaten, Partikeln, Clustern, Eisenpartikeln, markierten Peptiden,
Proteinen, Polymeren, Liposomen, organischen Farbstoffen und anorganischen Farbstoffen.

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die IEM ein physiologisch kompatibles Chelat umfasst, das min-
destens einen cyclischen oder acyclischen organischen Chelatbildner umfasst, der mit einem oder mehreren
Metallionen mit den Ordnungszahlen 13, 21-34, 3942, 44-50 oder 57-83 komplexiert ist.

4. Verwendung nach Anspruch 3, wobei das Metallion ein paramagnetisches Metallion mit den Ordnungs-
zahlen 21-29, 42, 44 oder 57-83 ist.

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei das paramagnetische Metallion ausgewahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus Gd(lll), Fe(lll), Mn(Il), Mn(lIl), Cr(lll), Cu(ll), Dy(ll1), Tb(lll), Ho(lll), Er(lll) und Eu(lll).

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei das Metallion Gd(lll) ist.

7. Verwendung nach Anspruch 5, wobei der Chelatbildner ausgewabhlt ist aus der Gruppe bestehend aus
DTPA, DOTA, DTPA-BMA und HP-DO3A.

8. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die IEM ein Eisenpartikel oder ein Metallchelat von Dy, Gd oder
Ho umfasst.

9. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die SDTBM ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus kleinen
Molekilen und Biomolekiilen.

10. Verwendung nach Anspruch 9, wobei die SDTBM ein kleines Molekul umfasst, das mindestens einen
aliphatischen Rest, einen Alkoxy-, Alkylthio-, Alkylcarbonyl-, Alkylcarbonyloxy-, Arylrest oder einen heterocyc-
lischen Rest mit 1 bis 60 Kohlenstoffatomen und, gegebenenfalls, einen oder mehrere Stickstoff-, Sauerstoff-,
Schwefel-, Halogen-, aliphatische Amid-, Estersulfonamid-, Acyl-, Sulfonat-, Phosphat-, Hydroxylsubstituenten
oder organometallische Substituenten umfasst.

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei die SDTBM mindestens einen Arylring umfasst.
12. Verwendung nach Anspruch 11, wobei die SDTBM mindestens zwei Arylringe umfasst.

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei das Kontrastmittel die Struktur

—~Ph
Ph

i
O=F-—o‘
o)

E (co{

‘04,C ——— COy”

_\N N N/-
_/

- AN cos”

Gd3+ .

MS-325

aufweist.

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei das bildgebende Verfahren eine Kernspintomographie mit Kon-
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trastverstarkung ist.
15. Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Interventionstherapie fokussierter Ultraschall ist.

16. Verwendung nach Anspruch 9, wobei die SDTBM ein Biomolekull umfasst, das ein Peptid umfasst, ent-
haltend hydrophobe Aminosaurereste und/oder Substituenten mit oder ohne hydrophobe oder hydrophile End-

gruppen.

17. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Kontrastmittel eine vom Zustand abhangige Bindungsaffini-
tat fir Gewebe oder einen Gewebebestandteil in Plasma, im Interstitialraum, in Gelenkschmiere, in Zerebros-
pinalflissigkeit, in Flissigkeit aus einer Entziindung oder einem Abzess oder im Interzellularraum aufweist.

18. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Kontrastmittel eine vom Zustand abhangige Bindungsaffini-
tat fur ein Protein aufweist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus menschlichem Serumalbumin, Fettsau-
rebindungsprotein, Glutathion-S-Transferase und Lipoproteinen.

19. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Kontrastmittel weiterhin eine Einheit zur Verlangerung der
Bluthalbwertszeit (BHEM) umfasst, die eine oder mehrere vollig oder teilweise negative Ladungen in einer
wassrigen Losung beim physiologischen pH-Wert aufweist, wobei die negative Ladung durch eine kovalente
oder koordinierte kovalente Bindung an die IEM nicht teilweise oder véllig neutralisiert werden kann.

20. Verwendung nach Anspruch 19, wobei das Kontrastmittel eine vom Zustand abhangige Bindungsaffi-
nitat fuir menschliches Serumalbumin aufweist.

21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei mindestens 10% des Mittels an menschliches Serumalbumin in
nativem Zustand binden.

22. Verwendung nach Anspruch 21, wobei mindestens 50% des Mittels an menschliches Serumalbumin in
nativem Zustand binden.

23. Verwendung nach Anspruch 22, wobei mindestens 80% des Mittels an menschliches Serumalbumin in
nativem Zustand binden.

24. Verwendung nach Anspruch 23, wobei mindestens 95% des Mittels an menschliches Serumalbumin in
nativem Zustand binden.

25. Verwendung nach Anspruch 20, wobei das Kontrastmittel eine Bindungsaffinitat fir menschliches Se-
rumalbumin im denaturierten Zustand aufweist, die geringer ist als etwa 80% der Bindungsaffinitat des Kon-
trastmittels flir menschliches Serumalbumin in nativem Zustand.

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei das Kontrastmittel eine Bindungsaffinitat fir menschliches Se-
rumalbumin in denaturiertem Zustand aufweist, die geringer ist als etwa 50% der Bindungsaffinitat des Kon-
trastmittels fir menschliches Serumalbumin in nativem Zustand.

27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei das Kontrastmittel eine Bindungsaffinitat fir menschliches Se-
rumalbumin in denaturiertem Zustand aufweist, die geringer ist als etwa 20% der Bindungsaffinitat des Kon-
trastmittels fir menschliches Serumalbumin in nativem Zustand.

28. Verwendung nach Anspruch 27, wobei das Kontrastmittel eine Bindungsaffinitat fir menschliches Se-
rumalbumin in denaturiertem Zustand aufweist, die geringer ist als etwa 10% der Bindungsaffinitat des Kon-
trastmittels fir menschliches Serumalbumin in nativem Zustand.

29. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Kontrastmittel, wenn es an das Gewebe oder den Gewebe-
bestandteil in denaturiertem Zustand gebunden ist, eine R,-Relaxationsfahigkeit von weniger als etwa 50% der
R,-Relaxationsféahigkeit des an das Gewebe oder an den Gewebebestandteil in nativem Zustand gebundenen
Kontrastmittels aufweist.

30. Verwendung nach Anspruch 29, wobei das Kontrastmittel, wenn es an das Gewebe oder den Gewe-

bebestandteil in denaturiertem Zustand gebunden ist, eine R,-Relaxationsfahigkeit von weniger als etwa 20%
der R,-Relaxationsfahigkeit des an das Gewebe oder an den Gewebebestandteil in nativem Zustand gebun-
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denen Kontrastmittels aufweist.

31. Verwendung nach Anspruch 30, wobei das Kontrastmittel, wenn es an das Gewebe oder den Gewe-
bebestandteil in denaturiertem Zustand gebunden ist, eine R,-Relaxationsfahigkeit von weniger als etwa 10%
der R,-Relaxationsfahigkeit des an das Gewebe oder an den Gewebebestandteil in nativem Zustand gebun-
denen Kontrastmittels aufweist.

32. Verwendung nach Anspruch 1 oder 17, wobei das Kontrastmittel, nachdem die Interventionstherapie
beendet ist und das Zielgewebe oder der Zielgewebebestandteil sich wieder unter physiologischen Bedingun-
gen befindet, eine R,-Relaxationsfahigkeit von weniger als etwa 80% der R,-Relaxationsfahigkeit des an das
Gewebe oder den Gewebebestandteil in nativem Zustand gebundenen Kontrastmittels aufweist.

33. Verwendung nach Anspruch 32, wobei das Kontrastmittel, nachdem die Interventionstherapie beendet
ist und sich das Zielgewebe oder der Zielgewebebestandteil wieder unter physiologischen Bedingungen befin-
det, eine R,-Relaxationsfahigkeit von weniger als etwa 50% der R,-Relaxationsfahigkeit des an das Gewebe
oder den Gewebebestandteil in nativem Zustand gebundenen Kontrastmittels aufweist.

34. Verwendung nach Anspruch 33, wobei das Kontrastmittel, nachdem die Interventionstherapie beendet
ist und sich das Zielgewebe oder der Zielgewebebestandteil wieder unter physiologischen Bedingungen befin-
det, eine R,-Relaxationsfahigkeit von weniger als etwa 20% der R,-Relaxationsfahigkeit des an das Gewebe
oder den Gewebebestandteil in nativem Zustand gebundenen Kontrastmittels aufweist.

35. Verwendung nach Anspruch 34, wobei das Kontrastmittel, nachdem die Interventionstherapie beendet
ist und sich das Zielgewebe oder der Zielgewebebestandteil wieder unter physiologischen Bedingungen befin-
det, eine R,-Relaxationsfahigkeit von weniger als etwa 10% der R,-Relaxationsfahigkeit des an das Gewebe
oder den Gewebebestandteil in nativem Zustand gebundenen Kontrastmittels aufweist.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

40 -
30 -
20 ]
10
b ﬂ(id-DTPA
l 4595 ~ T EGEE0-—————— e
B R R e ARE-Em

20 30 40 5 60 70 80
’ TEMP °C

FIG.1

34/36

90



% Verlust der Signalintensitit im ROI (Bereich von Interesse)

DE 698 19 925 T2 2004.09.02

0—
: ) /,..O
: o 45Tl A
—20 — ©--0--0"" i
. 7
] 300uM 7
40 — Gd-DTPA .~
i ﬁﬁg/
—60
] 100 M
—80 — MS-325
-100 [T T[T T T[T T T [T T T T T T[T TTT]

0 20 40 60 80 100 120 -
Zeit [Minuten] |

FIG.2

35/36



S
o
i 1 I ] ] | I 1 1 1 1 [ n.i

(o
O

—
Q

Beobachteter R,-Wert (nM - sec)™!
S

DE 698 19 925 T2 2004.09.02

80 uM MS-325

310 uM Gd-DTPA

lmlllll
!
|
|
|
!
!
0
|
|
!
l
p
l
!
th
|
|
B
l
o

4.57% HSA

O"%IIJXI}lelXIIXIXIxIXIXlXIj
0 10 20 30 40 50

" Prozent Ethanol

FIG.3

36/36



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

