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DESCRIPCION
Quelatos de manganeso y su uso como agentes de contraste en estudios de imagen por resonacia magnética (IRM)

La invencion se refiere a quelatos de manganeso (ll), a dichos quelatos de manganeso (ll) unidos a otras moléculas
y a su uso como agentes de contraste en estudios de imagen por resonancia magnética (IRM).

La IRM es una técnica de imagen médica en la que se visualizan areas del cuerpo a través de los nucleos de
atomos seleccionados, especialmente nucleos de hidrégeno. La sefial de IRM depende del entorno que rodea a los
nucleos visualizados y de sus tiempos de relajacion longitudinal y transversal, T1 y T2. De esta manera, en el caso
en el que el nacleo visualizado sea un protén, la intensidad de sefial de IRM dependera de factores tales como la
densidad de protones y el entorno quimico de los protones. A menudo se usan agentes de contraste en IRM con el
objetivo de mejorar el contraste de la imagen. Actian afectando al tiempo de relajacion T1, T2 y/o T2*, influyendo de
este modo en el contraste de las imagenes.

Los tiempos de relajacion T1, T2 y/o T2* se pueden optimizar para un agente de contraste paramagnético quelado
mediante modificacion estructural. De particular importancia son la presencia y el tiempo de residencia de una
molécula de agua ligada al ion paramagnético y el tiempo de correlacion rotacional del agente de contraste. La
presencia y el tiempo de residencia de una molécula de agua, ligada al ion paramagnético, pueden modularse a
través de la eleccion del ion paramagnético y del resto quelante. El tiempo de correlacion rotacional puede
modularse variando el tamafio del agente de contraste.

El ion paramagnético puede interferir con las rutas biolégicas e inducir toxicidad, por tanto es necesario retener el ion
paramagnético dentro de un quelato. La estabilidad de un complejo paramagnético se puede modular mediante el
disefio estructural del resto quelante. De particular interés es la estabilidad cinética, medida como una vida media de
disociacion, que indica el grado de inercia hacia entornos quimicos alterados (es decir, iones enddgenos).

En IRM se han usado varios tipos de agentes de contraste. Los agentes de contraste de RM sanguineos, por
ejemplo particulas de 6xido de hierro superparamagnéticas, son retenidos dentro de la vasculatura durante un
tiempo prolongado. Se ha demostrado que son extremadamente Utiles para potenciar el contraste en el higado, pero
también para detectar anormalidades de permeabilidad capilar, p.ej., paredes capilares con “fugas” en tumores que
son resultado de angiogénesis tumoral.

Los quelatos paramagnéticos solubles en agua, es decir, los complejos de un quelante y un ion de metal
paramagnético —por ejemplo quelatos de gadolinio como OMniscanTM (GE Healthcare)- son ampliamente
empleados como agentes de contraste de RM. Debido a su bajo peso molecular, se distribuyen rapidamente en el
espacio extracelular (es decir, en la sangre y el intersticio) cuando se administran a la vasculatura. También son
eliminados del cuerpo con relativa rapidez.

La solubilidad del quelato paramagnético en agua también es un factor importante cuando se usan como agentes de
contraste para IRM debido a que se administran a pacientes en dosis relativamente grandes. Un quelato
paramagnético altamente soluble en agua requiere un menor volumen de inyeccion, y por tanto es mas facil de
administrar a un paciente y produce menos incomodidades.

La lectura de documentos de la técnica anterior sobre quelatos paramagnéticos a menudo tiende a referirse a iones
paramagnéticos en general, pero normalmente se centran y se disefian para gadolinio. Puesto que el disefio
estructural de un quelato es especifico para cada ion paramagnético, un quelato disefiado para gadolinio no sera
optimo, en términos de relajacion o estabilidad, para otros iones paramagnéticos tales como manganeso (ll) o hierro
(1. El gadolinio (Ill) es el ion metalico paramagnético mas ampliamente usado en quelatos de IRM.

El documento W0O2006/080022 (Degani et al.) describe conjugados bifuncionales que comprenden un resto ligando
receptor asociado a tumores malignos y un resto de unién metdlico, y complejos de los mismos con metales de
transicion y lantanidos paramagnéticos.

El documento US5334371 (Gries et al.) describe compuestos biciclo poliaza macrociclicos que contienen iones de
manganeso (Il). Los compuestos de manganeso (lI) descritos son inferiores a los compuestos de la presente
invencion en términos de estabilidad y capacidades de generaciéon de sefal y, por tanto, son menos adecuados
como agentes de estudios de imagen.

El documento W094/26313 (Kiefer et al.) describe complejos de acido biciclopoliazamacrociclocarboxilico y sus
conjugados con iones de Mn para uso como agentes de contraste en IRM.

Aime et al. describen en J. Med. Chem., 2000, 43, 4017-4024, un macrociclo que contiene piridina que porta dos
brazos acéticos y un brazo de acido metilenofosfonico (PCP2A), y su complejo con Gd (lll) para uso como agente de
contraste en IRM.

El ion de manganeso (Il) es una especie paramagnética con un alto nimero de spin y un tiempo de relajacion
electronica largo, y en bibliografia se ha reportado el potencial de un agente de contraste de alta relajabilidad basado



10

15

20

25

ES 2 606 165 T3

en manganeso (Il). Sin embargo, la baja estabilidad de los quelatos de manganeso ha demostrado ser un problema
y por tanto ha limitado la posibilidad de uso de los mismos en medios de contraste.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar quelatos basados en manganeso (Il) que sean cinéticamente
estables y muestren una cinética de intercambio en agua éptima, y que puedan usarse como agentes de contraste
en RM.

Por lo tanto, en un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un compuesto de formula (1):

X
(\N
X-N /\N—X

™
R Z R
(1
en donde
X es alquilo, C(Y)2,COOZ o un ligando;
Y es alquilo, -PEG, -COOH, -PO(OH)_, -H o un ligando;
R es alquilo, -PEG, -N(alquilo)z, -N(PEG),, -O(alquilo), -O(PEG), -NMez, -NHz, -OMe, -OH, -H o un ligando; y
4 es Mn (Il) o —H;

con la condicién de que dos de los tres grupos X presentes sean C(Y).COOZ,

con una condicién adicional de que si Z es Mn (ll), dos grupos X que contienen Z comparten un Mn (I1); en donde el
compuesto esta unido a otra molécula a través de un ligando, si hay presente un ligando; y en donde el ligando es
tal como se define en la reivindicacion 1.

El grupo X que no es C(Y),COOZ es un grupo alquilo o un ligando.

El término “alquilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente se refiere a un hidrocarburo, preferiblemente un
alquilo inferior, por ejemplo un alquilo C1-Cg y mas preferiblemente -CHs.

El término PEG significa polietilen glicol de cualquier peso molecular. Preferiblemente de 1 a 5 kD unidades PEG.

Y puede ser preferiblemente metilo, -COOH, -PO(OH);, -H o un ligando. Lo mas preferiblemente Y es -H o un
ligando.

R puede ser preferiblemente metilo, -NMey, -NHz, -OMe, -OH o un ligando. Lo mas preferiblemente R es un ligando.

El ligando, si esta presente, une el compuesto de férmula (I) a otra molécula. La eleccion de dicha molécula
adicional afectara a las propiedades de biodistribucion y de sefial del agente de contraste.

El resto ligando se selecciona del grupo que consiste en:

@
#® £ * El * EY *
CH)*
"\ﬂ)]\* \N/ \.N( 2 \O/ \I\ll/\/\m

OH
N ~ CH ! '~ CH * ~
OH

. Q
\NJ\ e .
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alquilo PEG H i
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en donde n es un nimero enterode 1a 7.

* denota la posicion a través de la cual el ligando se une al compuesto de formula (I) y a la otra molécula definida
anteriormente.

Preferiblemente el ligando se selecciona del grupo

O
kS 3 b
~ J‘I\ ~ ~
N ] N
H | /\/\ |
CH
X
~ ~ ~
N N N
| Y N
OH
Lo mas preferiblemente, el ligando es
)i
#® £ * %
~ ~ ~
N ® N Ed N
H H /\(\ H

OH

Por lo tanto, una realizacion preferida de un compuesto de formula (I) es un compuesto de férmula (11)

0 \
o= IV
Al g0

s

(I
en donde * indica el punto de unién a dicha otra molécula.

En esta realizacion un X es CHs, un X es C(Y),COOZ, y un X es C(Y),COO", Zes Mn (ll), Y es -H y el ligando es:
O

J

N
H

Los compuestos de la presente invencion pueden usarse como agentes de contraste de RM vy, tal como se ha
explicado anteriormente, pueden estar unidos o no a otras moléculas tales como péptidos naturales o sintéticos,
aminoacidos o derivados de los mismos, poliaminas o derivados de las mismas, peptidomiméticos, polipéptidos,
proteinas o anticuerpos. Mediante la unién de compuestos de la presente invencion con dichas moléculas, se
pueden obtener los agentes de contraste de RM deseados si, por ejemplo, el péptido o proteina es un vector que se
une a una diana como un receptor o marcador celular superficial. Adicionalmente, los compuestos de la presente
invencion pueden unirse a restos poliméricos tales como polimeros naturales o sintéticos o dendrimeros. Dicha
union proporciona a los compuestos de la presente invencion una movilidad molecular mas reducida y por lo tanto
aumenta su relajabilidad a las elevadas fuerzas de campo usadas en los escaneres de IRM modernos. En otra
realizacion, los compuestos de la presente invencion pueden unirse a compuestos lipofilicos y los compuestos
anfifilicos resultantes pueden dispersarse. Dichas dispersiones pueden usarse como agente de contraste de RM
para la obtencion de imagenes tumorales. En otra realizacion adicional, los compuestos de la presente invencion
pueden unirse a nanoparticulas. Nuevamente, dicho enlace proporciona a los compuestos de la presente invencion
una movilidad molecular mas reducida y por tanto aumenta su relajabilidad.

Por lo tanto, en un segundo aspecto de la invencién se proporciona un compuesto de formula (I) tal como se ha
definido previamente unido a otra molécula a través del grupo X, Y 6 R. En este contexto, el término “otra molécula”

4
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incluye atomos. En una realizacion preferida, dicha otra molécula es O, S, P 6 N, lo mas preferiblemente N. En otra
realizacion preferida, dicha otra molécula es O, S, P 6 N, lo mas preferiblemente N. En otra realizacion preferida,
dicha otra molécula es un anillo aromatico, inositol o carbohidrato, o cualquier derivado de los mismos. En otra
realizacion preferida, dicha otra molécula es un péptido natural o sintético, aminoacidos o derivados de los mismos,
poliaminas o derivados de las mismas, un peptidomimético, un polipéptido, una proteina, un anticuerpo, un polimero
natural o sintético, un dendrimero, una nanoparticula o un compuesto lipofilico. Mediante la unién de compuestos de
férmula (1) a otras moléculas, se alterara la biodistribucion y el agente de contraste puede internalizarse o ser ligado
a células con una afinidad por la molécula unida al compuesto de férmula (1).

Sera evidente para el especialista en la técnica que el resto ligando del grupo X, Y 6 R puede unirse a otras
moléculas mediante cualquier método conocido en la técnica.

En una realizacién preferida, los compuestos de la presente invencién se unen a un dendrimero. Un dendrimero es
una molécula repetidamente ramificada que actuara como estructura para la uniéon de multiples compuestos de
férmula (). En su forma mas sencilla, un dendrimero puede consistir solo en una estructura de nucleo pero que
permita la unién de multiplicidad de compuestos de formula (I). Las construcciones dendriméricas presentaran una
biodistribucion alterada y una sefial potenciada con respecto a los quelatos monomeéricos.

Los compuestos dendriméricos adecuados que incorporan compuestos de formula (1) son:

70 N0 0. _~n e}
00— ;00— el o)
—N Mn N— N Mn y
N - N~
I
t
HN ‘ 0 0] NH
S \ 0
O.—~N || | i NH HN N N "
N. o) L. o N
. Mn o vy 0 My
iy | n
| | N N | j .
0 o NH P
0 .
g CN. ; g N § 4
O N ] [ N—_ 0
Ml’l Mn )
N | N
“",‘ N N -
% o)
o 0
O
o N
N Mn_ N
N —0
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O = (H)
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Los derivados adecuados de péptidos naturales o sintéticos, aminoacidos o derivados de los mismos, poliaminas y
derivados de las mismas, peptidomiméticos, o polipéptidos, que incorporan los compuestos de formula (I) son:
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En el caso de que dicha otra molécula sea un resto ligando receptor asociado a tumores malignos, R no puede ser
un ligando que contenga una cadena de hidroxicarbileno C2-Cyo.

Los compuestos de formula (l) pueden sintetizarse mediante varias rutas sintéticas conocidas por los especialistas
5 en la técnica a partir de materiales de partida disponibles comercialmente siguiendo el procedimiento generalizado.

Ts, .
N ‘ NH [ NH 7
Ts
N Ts—N N-Ts NH NH —N N—,
| Lo w LN o=y ) =o
NHTs NHTs ‘ | ‘ ‘ 0 - i ')
N / R R R
x X
|
R [ L N [N
R TsN N-Ts NH NH N N
N Lon o o= L~ o
NHTs  NHTs L N
R R R
- Y
~N-Ts |
N | N
N _Mn N N N
MeNH, o N 0 — 0= L o
0 [ o OH | | HO
R R

Se puede obtener un compuesto de 2,6-bis-metil-piridina provisto de grupos salientes (X) en las posiciones metilo a
partir de materiales disponibles comercialmente mediante métodos bien conocidos por los especialistas en la
técnica. Los ejemplos de grupos salientes adecuados son grupos cloro, bromo, tosilo, nosilo y mesilo. El anillo de
10 piridina puede estar sustituido con un grupo (R) que puede usarse como punto de union si el quelato va a acoplarse
a otra molécula. Un ejemplo de grupo R adecuado es -NH,. El grupo R también puede ser un precursor inerte del
grupo utilizado en la posterior reaccion de acoplamiento, es decir, el grupo -NO2 es un precursor del grupo -NHa.
También se pueden considerar grupos R con la uUnica funcién de aumentar la estabilidad del complejo de
manganeso correspondiente, mediante deslocalizacion electrénica, del nitrdgeno de la piridina. Los ejemplos de
15 dichos grupos R son -CHs y -OCHs. El compuesto 2,6-bis-metil-piridina provisto de grupos salientes adecuados, tal
como se ha definido anteriormente, es ciclado a continuacién mediante reaccién con un nucledfilo bis-amino
adecuado para formar un tetraazamacrociclo mediante métodos bien conocidos por los especialistas en la técnica.
Los nitrégenos nucleofilicos pueden estar provistos de grupos tosilato que favorecen la reaccion de ciclacion, como
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es conocido por los especialistas en la técnica. La eliminacion posterior de los grupos tosilato se puede llevar a cabo
mediante métodos conocidos en la técnica. La introduccion de dos grupos carboximetilo a dos de los tres nitrogenos
alifaticos puede lograrse mediante una alquilacion regioselectiva controlada, llevada a cabo preferiblemente bajo un
control estricto del pH con métodos bien conocidos por los especialistas en la técnica. El nitrdgeno secundario
restante puede ser alquilado posteriormente con un electréfilo de carbono. Ejemplos de dichos electrofilos
carbonados son el CHsl y el CF3SO,OCHj5. El grupo alquilo también puede ser introducido antes de la reaccion de
ciclacion haciendo reaccionar un derivado de bis-tosilamida alquilado con un compuesto de piridina electrofilico. Una
introduccion temprana del grupo alquilo evita la necesidad de una introduccién regioselectiva de grupos
carboximetilo en una etapa de reaccion posterior. Los grupos carboximetilo pueden protegerse en forma de éster.
Esto es especialmente util cuando el quelante se va a acoplar a otra molécula, mediante reaccion del grupo R
usando métodos bien conocidos por los especialistas en la técnica, ya que la solubilidad en disolventes, utiles para
la reaccion de acoplamiento, se ve reducida drasticamente para el derivado de acido carboxilico libre. Ejemplos de
dichos grupos éster son los ésteres de t-butilo, etilo y metilo. La eliminacion de grupos éster es bien conocida por los
especialistas en la técnica. La reaccién de complejacion se puede llevar a cabo en disoluciéon acuosa haciendo
reaccionar una fuente adecuada de ion de manganeso (Il) empleando métodos bien conocidos por los especialistas
en la técnica.

Los compuestos de la presente invencion unidos a otras moléculas a través del grupo X, Y 6 R pueden prepararse
mediante métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, si dicha otra molécula es un péptido, polipéptido o proteina,
los compuestos de férmula (I) se pueden unir facilmente a grupos funcionales adecuados en dichas otras moléculas,
p.ej., grupos carboxilo. Puede ser necesario activar los grupos funcionales en dichas otras moléculas, p.gj.,
generando un cloruro de acilo a partir de un grupo carboxilo. Los métodos para activar grupos funcionales con el
objetivo de potenciar su reactividad son conocidos por los especialistas en la técnica (véase, por ejemplo, Sandler y
Karo, eds. Organic Functional Group preparation, Academic Press, San Diego 1998).

Los compuestos de férmula (l) y los compuestos de férmula (1) unidos a otras moléculas, preferiblemente a péptidos
naturales o sintéticos, aminoacidos y derivados de los mismos, poliaminas y derivados de las mismas,
peptidomiméticos, polipéptidos, proteinas, anticuerpos, polimeros naturales o sintéticos, dendrimeros, compuestos
lipofilicos o nanoparticulas pueden usarse como agentes de contraste de RM. Por tanto, un tercer aspecto de la
presente invencion proporciona compuestos para uso como agentes de contraste de RM.

Para este fin, los compuestos de féormula (1) y los compuestos de formula (1) unidos a otras moléculas se formulan
con vehiculos fisioldgicamente tolerables convencionales tales como vehiculos acuosos, p.ej., agua y disoluciones
tamponadas, y opcionalmente con excipientes. La composicion resultante se denomina “medio de contraste de RM”.

Un cuarto aspecto de la invencion proporciona una composiciéon que comprende un compuesto de formula (1) o un
compuesto de férmula (I) unido a otras moléculas y al menos un vehiculo fisiolégicamente tolerable. Dicha
composicion puede usarse como medio de contraste de RM en IRM.

Para usarse como medio de contraste de RM en IRM del cuerpo humano y de cuerpos de animales no humanos,
dicho medio de contraste de RM debe ser adecuado para administracion a dicho cuerpo. De forma adecuada, los
compuestos de formula (l) o los compuestos de formula (I) unidos a otras moléculas y opcionalmente excipientes y
aditivos farmacéuticamente aceptables pueden ser suspendidos o disueltos en al menos un vehiculo
fisioldgicamente tolerable, p.ej. agua o una(s) disolucion(es) tamponada(s). Los aditivos adecuados incluyen, por
ejemplo, tampones fisioldgicamente compatibles tales como hidrocloruro de trometamina, quelantes tales como
DTPA, DTPA-BMA o compuestos de formula (I), complejos débiles de iones fisioldgicamente tolerables tales como
quelatos de calcio, p.ej., DTPA de calcio, CaNaDTPA-BMA, compuestos de formula (I) en los que X forma un
complejo con Ca®* o sales de Ca/Na de compuestos de formula (1), sales de calcio o sodio tales como cloruro
calcico, ascorbato calcico, gluconato calcico o lactato calcico. Los excipientes y aditivos se describen mas
detalladamente, p.ej., en los documentos WO-A-90/03804, EP-A-463644, EP-A-258616 y US 5.876.695.

Un quinto aspecto de la invencion es un método de imagen por RM en donde un sujeto que sido administrado
previamente con una composicion que comprende un compuesto de formula (1) o un compuesto de férmula (I) unido
a otra molécula y al menos un vehiculo fisiolégicamente tolerable, es sometido a un examen mediante RM en donde
las sefiales de RM son detectadas en el sujeto o en partes del sujeto en las que se distribuye la composicion, y
opcionalmente se generan imagenes de RM y/o espectros de RM a partir de las sefiales detectadas. En una
realizacion preferida, el sujeto es un humano vivo o un cuerpo de animal no humano. En una realizacion preferida, la
composicion se administra en una cantidad que es efectiva para potenciar el contraste, es decir, una cantidad que es
adecuada para potenciar el contraste en el método de estudio de imagenes por RM.

En otra realizacion preferida, el sujeto es un humano vivo o un animal no humano vivo y el método de estudio de
imagenes por RM es un método de deteccion de tumores por RM o un método de delineacion de imagenes
tumorales.

El término “ha sido previamente administrado” significa que cualquier etapa que requiera que una persona
médicamente cualificada administre la composicién al paciente ha sido llevada a cabo antes de que el método de
estudio por imagenes de RM y/o espectroscopia de RM segun la invencion dé comienzo.
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En un aspecto, la descripcion se refiere al uso de un compuesto segun la invencion para la fabricacion de un agente
de diagnéstico para uso como medio de contraste de RM.

La invencion se describira ahora con mayor detalle a través de los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

a) Sintesis de 3,6,9-tris-(tolueno-4-sulfonil)-3,6,9,15-tetraaza-biciclo[9.3.1]pentadeca-1(14),11(15),12-trieno

o:\?:c} o= SI’:
Cl cl o N 0
N 9 (\N ? I g
~ | + S—NH N—ﬁ —_— ﬁ P
“~ & H 3 DMF o o
'\\

Se calent6 sal disodica de N,N’,N”-tri-p-tosildietilen-triamina (6,90 g, 11,4 mmol) en dimetilformamida (DMF) (92 mL)
a 100°C en atmosfera de Na. Se afadié 2,6-bis(clorometil)piridina (2,01 g, 11,4 mmol) en DMF (37 mL) gota a gota a
lo largo de 45 minutos. Una vez completada la adicién, la mezcla de reaccion se agité a 40°C en atmdsfera de N2
durante 12 horas. A continuacioén se afiadieron 75 mL de agua a la mezcla de reaccion. La suspension resultante se
filtré6 entonces y el sdlido se lavé con agua y se secd a vacio. El producto sin purificar se intent6é disolver en
agua:acetonitrilo 1:1. Se separé mediante filtracion un precipitado blanco y se sec6 para dar lugar a 5,52 g (72%) del
producto.

El producto se analiz6é usando LC-MS (m/z observado: 669,3 MH*, m/z calculado: 669,2).
b) Sintesis de sal de HBr de 3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(14),11(15),12-trieno

__ XHBr

\ N/ﬁ
. ﬁmﬁ o HBHACOH pr L
_ N—S - -
o N o _
| S

Se preparé una disolucion de HBr y acido acético mezclando HBr al 48% y acido acético glacial en una proporcion
de 65:35. A 111 mL de la mezcla de HBr/AcOH se afiadié el producto obtenido en la etapa 1a (5,0 g, 7,5 mmol) y la
mezcla de reaccion se calenté a reflujo suave con agitacion constante durante 80 horas. A continuacion la mezcla de
reaccion se enfrio hasta temperatura ambiente y se concentré hasta aproximadamente 1/10 del volumen original. La
mezcla restante se agitd vigorosamente y se afiadieron 50 mL de dietil éter. El sélido blanquecino se filtrg, se lavo
con dietil éter y se secé a vacio dando lugar a 3,8 g del producto sin purificar. El producto sin purificar se usé
directamente sin purificacién. El producto sin purificar se analizé usando LC-MS (m/z observado: 207,3 MH*, m/z
calculado: 207,2).

c) Sintesis de 3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(terc-butilcarbonilmetil)-biciclo[9.3.1]pentadeca-1(14),11(15),12-trieno
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El compuesto obtenido en la etapa 1b (1,5 g, 3,3 mmol) se disolvié en dioxano:agua 1:1 (30 mL) y el pH se ajusto a
3 con NaOH (2 M) antes de afadir terc-butilbromo acetato (0,66 mL, 4,5 mmol) en dioxano:agua (35 mL). El pH tras
la adicién se ajusté a 9 con NaOH (2 M). Después de 3,5 horas se afiadié mas acetato de terc-butilbromo (0,10 mL,
0,68 mmol) y el pH se ajusté a 9 con NaOH (2 M). La adicién de mas acetato de terc-butilboromo se repitié dos veces
(2 x 0,116 mL, 0,79 mmol) después de 14 y 17 horas. El pH también se ajusté a 9. La mezcla de reaccion se cargo
en una columna C18 preparativa y el producto se purificé usando HPLC preparativa. Se aislaron 0,9 g (63%) de
compuesto puro.

El producto se analiz6é usando LC-MS (m/z observado: 435,1 MH*, m/z calculado: 435,3).

d) Sintesis de 3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(terc-butilcarbonilmetil)-6-metil-biciclo[9.3.1]pentadeca-1(14),11(15),12-
trieno

o |
(\N l/\
KUﬂ: “@ﬂm
Al compuesto obtenido en la etapa 1c (200 mg, 0,460 mmol) en dimetilformamida (10 mL) se afiadioé trietil amina
(65,3 mg, 64,1 uL, 0,460 mmol) y yodometano (65,3 mg, 28,7 uL, 0,460 mmol). Se afiadieron alicuotas de 1,1,3,3-
tetrametilguanidina (58 pL, 0,46 mmol) y yodometano (29 pL, 0,46 mmol). La reaccién se siguié mediante LC-MS y

después se afadié agua. La mezcla de reaccion se purifico mediante HPLC preparativa. Se aislaron 106 mg, 0,24
mmol (51%) de compuesto puro.

El producto se analiz6é usando LC-MS (m/z observado: 449,1 MH*, m/z calculado: 449,3).
e) Sintesis de 3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(carboximetil)-6-metil-biciclo[9.3.1]pentadeca-1(14),11(15),12-trieno

e T— :@K\/\
< o e

El compuesto obtenido en la etapa 1d (0,11 g, 0,24 mmol) en acido férmico (30 mL) se calento a reflujo y se enfrio a
temperatura ambiente. El acido férmico se evaporo a presion reducida. Se afiadio tolueno (2 x 20 mL) y se evaporo
a presion reducida. El producto sin purificar se usé en la siguiente etapa sin purificacion.

El producto se analiz6é usando LC-MS (m/z observado: 337,1 MH*, m/z calculado: 336,2).

f) Sintesis del complejo de manganeso (ll) de 3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(carboximetil)-6-metil-
biciclo[9.3.1]pentadeca-1(14),11(15),12-trieno

10
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El compuesto obtenido en la etapa 1e (81 mg, 0,24 mmol) se disolvié en agua desgasificada (15 mL) antes de
ajustar el pH de 2,8 a 6,7 usando 200 pL de NaOH en agua desgasificada (2,33M). Se afiadioé 1,1 mL de cloruro de
manganeso (lI) en agua desgasificada (465 mg en 10 mL, 0,23 M). El pH cay6 hasta 3,5. Se ajusté el pH a 5,9 con
alicuotas de NaOH (ac.). Después de 15 minutos, se ajusté el pH a 9,3 con alicuotas de NaOH (ac.) y la mezcla se
dejo reposar durante 15 minutos. El pH se ajustd a 7,0 usando alicuotas de HCI (150 pyL en 1 mL de agua
desgasificada) antes de que la disolucion fuera filtrada y cargada en una columna C18 preparativa y el producto se
purificase usando HPLC preparativa. Se aislaron 0,11 mmol, 42 mg (45%) de compuesto puro.

El producto se analiz6 usando LC-MS (m/z observado: 390,0 MH*, m/z calculado: 390,1).
Ejemplo 2.

a) Sintesis de dimetil 4-aminopiridina-2,6-dicarboxilato

HCI
0 Q 0 ®
N N
HO i X" "OH MeO i X" “OMe
P P
NH, NH,

Se afiadid cloruro de tionilo (2,5 mL) lentamente a metanol enfriado en hielo (20 mL) en atmdsfera de nitrogeno. A
continuacion se afnadié por lotes la sal clorhidrica de acido 4-aminopiridin-2,6-dicarboxilico (2,5 g, 11,5 mmol) a la
disolucion enfriada con hielo. Entonces se llevo la mezcla de reaccion a reflujo durante 4h y después se concentrd
para producir un solido amarillo amorfo. El sélido se disolvié en HCI acuoso (0,8 M, 50 mL) y la disolucion se filtré y
se alcalinizé hasta pH 9. El precipitado formado se retird por filtracion para dar lugar al producto no deseado (1,6 g,
66%). El producto se analiz6 usando RMN ((CD3).S0), 7,36 (s, 2H), 6,70 (bs 2H), 3,84 (s, 6H)).

b) Sintesis de (4-aminopiridina-2,6-diil)dimetanol

MeO | N“ OMe HO | N\ OH
=~ I =~

NH-» NH-

Al compuesto obtenido en la etapa 2a (2,8 g, 13,3 mmol) se afiadi6 metanol (100 mL). La adiciéon por lotes de
porciones de borohidruro sédico (un total de 4g, 11 mmol) a lo largo de 1h proporcioné una disolucion transparente.
A continuacién la mezcla de reaccion se sometié a reflujo y se afadieron porciones adicionales de borohidruro
sodico (otros 4 g, 11 mmol) por lotes durante 1h. A continuacion se afiadio agua (25 mL) y la mezcla de reaccion se
concentrd para producir un polvo amorfo blanco. Los soélidos se sometieron a extraccion soxhlet en acetato de etilo
durante 72h. Después se concentré la fase organica y se afiadié agua (100 mL). El pH se ajusté a 11 y la
suspension resultante se calenté a 75°C durante 1h para dar lugar a una disolucion transparente. El pH se ajusto a
12y la disolucioén se enfrié a 0°C. El precipitado formado se retird por filtracion para dar lugar al producto deseado en
forma de solido amorfo (1,3 g, 66%). El producto se analizé6 usando LC-MS (m/z observado: 155,1 MH", m/z
calculado: 155,1).

c) Sintesis de 2,6-bis(clorometil)piridin-4-amina

11
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Al compuesto obtenido en la etapa 2b (2,3 g, 14,9 mmol) se afiadié cloruro de tionilo (15 mL) y después el gel
espumoso resultante se llevo a reflujo durante 2h. A continuacion la mezcla de reaccién se concentrd para producir
un solido amorfo al cual se afiadié agua (30 mL). La suspensién resultante se alcalinizé hasta pH 8 y el precipitado
se retiré mediante filtracion para producir el producto deseado (2,6 g, 88%). El producto se analizé usando LC-MS
(m/z observado: 191,0 MH*, m/z calculado: 191 ,0).

d) Sintesis de 13-amino-3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(tolueno-4-sulfonil)-6-metil-biciclo[9.3.1]pentadeca-
1(14),11(15),12-trieno

o Ny @
%‘I\IH HI‘\I_.ﬁ

|
3 ] Q Ny 9
Cl Nor e n 7R
| P 0 | N o)
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NH,
NH,

Al compuesto obtenido en la etapa 2c (2,5 g, 13,1 mmol), N,N-(2,2’-(metilazanediil)bis(etano-2,1-diil))bis(4-
metilbencenosulfonamida) (2,8 g, 6,6 mmol) y K;O3 (11g, 79,7 mmol) y se afadioé dimetil formamida (250 mL). La
suspension resultante se agité a 100°C en atmoésfera de nitrogeno durante 2h. A continuacion se afiadié mas N,N’-
(2,2’-(metilazanediil)bis(etano-2,1-diil))bis(4-metilbencenosulfonamida) (2,8 g, 6,6 mmol) y se continud la calefaccion
durante 4h. Después se evaporaron 125 mL de dimetil formamida y la suspension restante se afiadié gota a gota a
un recipiente que contenia agua (1,6 L). La suspension resultante se acidificé hasta pH 1 y después se calent6 a
75°C. Se dejo que la disolucidn se enfriara hasta temperatura ambiente durante la noche y el precipitado resultante
se retiré mediante filtracion para dar lugar al producto deseado (5,1 g, 72%). El producto se analizé usando LC-MS
(m/z observado: 544,1 MH*, m/z calculado: 544,2).

e) Sintesis de 13-amino-3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(terc-butilcarbonilmetil)-6-metil-biciclo[9.3.1]pentadeca-
1(14),11(15),12-trieno

O

Y
N(\ Ng{% O:&(\/\

0 ‘ ¥0
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NH, NH,

O
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Al compuesto obtenido en la etapa 2d (2,5g, 4,6 mmol) se afhadié acido sulfdrico concentrado (15 mL). La
suspension resultante se agité a 100°C durante 8h y después se vertié bruscamente en agua enfriada en hielo (40
mL). Entonces se afiadi6é una disolucion acuosa de NaOH (25%, 90 mL) para producir una suspension blanca. A la
suspension se afnadié acetonitrilo (50 mL) K.CO3 (1,2 g, 8,7 mmol) y terc-butilbromoacetato (1,36 mL, 9,2 mmol). La
suspension bifasica se agitd vigorosamente durante 5h y después se afiadié mas terc-butilbromoacetato (1,36 mL,
9,2 mmol). Después de 12h, la fase organica se separo y se afiadié a una disolucion tampén (NaHCO3/Na;CO3 0,1M
a pH 10) solucion saturada con NaCl. A la disolucion bifasica se afiadié terc-butilbromoacetato (1,36 mL, 9,2 mmol) y
después la mezcla se agit6é vigorosamente durante 24h. A continuacion se afiadio mas terc-butilboromoacetato (1,36
mL, 9,2 mmol) y la mezcla se agit6é vigorosamente durante 24h. La fase organica se separé y se afiadio a un tampon
de fosfato (300 mL, 0,1M, pH 7). La disolucién acuosa se extrajo entonces repetidamente con diclorometano. Las
fases organicas combinadas se secaron con sulfato magnésico, se filtraron y se concentraron para proporcionar el
producto deseado (2,7 g). El producto se analizé usando LC-MS (m/z encontrado: 464,2 MH®, m/z calculado: 464,3).
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f) Sintesis del complejo de manganeso (ll) de N1, N3, N5-tris [3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(carbonilmetil)-6-metil-
biciclo[9.3.1]pentadeca-13-trienil]lbenceno-1,3,5-tricarboxamida

o)
0— N
0._Cl —N  Mn_N—
_ \ o
0 0
o— N 0 0
0 _Cl
N N O. _NH
— 0O " [e)
N o Cl 0 '
0 —N—, N
NMn N N N N MnN
NH;
. N O O N
o o)
o o)

El compuesto obtenido en la etapa 2e (1,0 g, 1,1 mmol) se disolvié en acetonitrilo (10 mL), a continuacién se afiadié
N-etildiisopropilamina (185 uL, 1,1 mmol) y cloruro de acido benceno tricarboxilico (64 uL, 0,36 mmol) y la mezcla de
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1h. A continuacion se concentré la mezcla de reaccion para
producir un sélido amorfo blanco. El sélido se disolvié entonces en acido formico (10 mL) y se calenté a reflujo
durante 1h. La mezcla de reaccion se concentrd entonces y el material resultante se disolvié en tampon de NaHCO3
saturado y se calentd a 80°C durante 24h. La mezcla de reaccion se neutralizé y después se afiadio MnCl, (435 mg,
2,2 mmol). Entonces se ajusto el pH a 7,6 y se agité a temperatura ambiente durante 1h. A continuacion se filtré y se
concentro la mezcla de reaccion. La HPLC preparativa dio lugar al complejo trimérico de manganeso (Il) (230 mg,
47% en las tres etapas). El producto se analiz6 mediante LC-MS (m/z observado: 457,0 M3H*, m/z calculado:
457 ,1).

Ejemplo 3
Analisis de la relajabilidad

Las medidas de relajabilidad se llevaron a cabo con un rango de disoluciones de complejo de 0,05 a 1 mM en un
Bruker Minispec PC 120b — NA 770, a 20 MHz o en un Bruker Minispec Mg 60m a 60 MHz y 37°C. Las disoluciones
se obtuvieron disolviendo la cantidad apropiada de quelato en agua Millipore desgasificada o en suero humano.

Medidas de intercambio en agua

Las medidas de intercambio en agua se llevaron a cabo con disoluciones de complejo de 6 a 15 mM. Las
disoluciones fueron obtenidas disolviendo la cantidad apropiada de complejo en 0,6 mL de disolucién tampén (TRIS,
0,05 M, pH 7,4 en agua Mllllpore desga3|f|cada con un enriquecimiento de "0 de aproximadamente el 3%). Se
registraron espectros de RMN de "0 de transformada de Fourier de temperatura variable a una frecuencia de 40,7
MHz en un espectrometro Varian Unity 300 MHz. Las temperaturas se midieron usando patrones de metanol y etilen
glicol. Si midi6 la dependencia de la temperatura del ensanchamiento de la linea de '"O de cada sistema en un
rango de temperaturas de 273,7 a 356,1 K. Cada temperatura se calibro usando un patréon de metanol o de etilen
glicol.

Relajabilidad i
Relajabilidad Suzga;u:rln:no re-l—sli?irgr?(c:)iad(Zn
0
Compuesto Agua 25&!\1/52) 37°C a 60MHz, 37°C agua
(mM's™) (ns)
0

O L N

N M, N

N . o 2,4 4.6 16
[

Compuesto del Ejemplo 1
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Compuesto del Ejemplo 2

Ejemplo 4
Andlisis de estabilidad

La estabilidad cinética de los quelatos de manganeso se caracteriz6 a través de las velocidades de la reaccion de
intercambio con Zn**, en tampon de acetato (10 mM) fijado a varios pH. El aumento de iones de manganeso libres
se monitorizdé usando un Bruker Minispec PC 120b — NA 770, a 20 MHz y 25°C. La fuerza idnica total se ajust6 a
0,5M con KCI. La concentracion de quelato fue de aproximadamente 0,5 mM para todas las medidas.

El cambio en la concentracién de manganeso en forma de quelato, tras exposicion a iones de zinc, se monitorizd
espectroscopicamente. Cuando el zinc desplaza al ion manganoso se observé un incremento neto de la relajabilidad
ya que el ion manganoso tiene una relajabilidad de ~10 mM’s”, mientras que los quelatos de manganeso
estudiados presentan una relajabilidad menor.

A partir de los datos de relajabilidad se calcularon las pseudo-constantes cinéticas de primer orden (kobs) aplicando
la siguiente ecuacion:

A= (AO + Ae) e(kobst) + A

En la que A;, Ao ¥ Aes son los valores de relajabilidad a tiempo t, al inicio de la reacciéon y en el equilibrio,
respectivamente. La vida media de disociacién se derivé a partir de la Kops.
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Compuesto del Ejemplo 1 Compuesto descrito en
US5334371
pH [Zn] (mM) Vida media de disociacion  Vida media de disociacion
t12 (min) t12 (min)
5,6 10 72 22
54 10 44 15
5,2 10 30 9
5,0 10 21
4,6 10 10 3
5,6 20 77 23
5,2 20 37 10

Ejemplo 5

a) Sintesis de N,N’,N”,N’”’,N”’”’ ,N”’”’~(((nitrilotris(etano-2,1-diil))tris(azanotriil)) hexakis(etano-2,1-diil))hexakis
(4-metilbencenosulfonamida)

NHTs NHTs

Ts

N
TsHN" >N SN~

S \

TsHN" >N NHTs

Se disuelve tris-(2-aminoetil)-amina (10 g, 68,5 mmol) en acetonitrilo (500 mL) y después se afiade lentamente
tosilaziridina (97,2g, 0,49mol). La disolucidon se agita durante 24h a temperatura ambiente y después se afiade
NaOH (2,7g, 68,5 mmol) y se mantiene la agitacion durante otras 24h. A continuacion la mezcla de reaccion se
vierte bruscamente en agua (2L) y el precipitado resultante se retira mediante filtracion para dar lugar al producto
puro.

b) Sintesis de 6,6’,6” -tris-etil-[3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(4-metilbencenosulfonamida)-biciclo[9.3.1]
pentadecatrien]-amina

/ N JTs Ts, 2 \
= N N =~
NHTs  NHTs cl o N ] [ N
N N N N

z N TY / NONT N\ s
TSHN NSNS N NHTs

. N
4 N
TSHN” " ~""NHTs TS_N(\ N=Ts
N
|

N
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El compuesto obtenido en el ejemplo 5a (10g, 7,5 mmol) se disuelve en DMF (200 mL) y a continuacién se afiade
2,6-bis(clorometil)piridina (8,1g, 46 mmol) y carbonato potasico (12,7 g, 92 mmol). La mezcla de reaccion se calienta
a 80°C durante 24h y a continuacion se vierte bruscamente en agua (1L). El precipitado se retira mediante filtracion
para dar lugar al producto puro.

Oy-0
7 Y © T/ 7
] E oL (e
Ts u \/\N’\/ u ‘Ts O}VNL/N\/\N/\/NL\/TL
o) 7o
Y o< XY
Ts—N N—-Ts N Mn N\
/N| /N|\O ©
S oy

c) Sintesis de complejo de manganeso de 6,6’,6”-tris-etil-[3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(carbonilmetil)-
biciclo[9.3.1]pentadecatrien]-amina

Al compuesto obtenido en el ejemplo 6b (10 g, 6,1 mmol) se afiade acido sulfurico concentrado (50 mL) y la
suspension resultante se calienta a 100°C durante 12h y después se vierte bruscamente en agua enfriada en hielo (1
L). A continuacion se afiade una disolucion acuosa de NaOH (25%, 300 mL) para producir una suspension blanca. A
la suspension se afiade acetonitrilo (400 mL), K.COs (5,1 g, 37 mmol) y terc-butilboromoacetato (22,2 mL, 0,15 mol).
La suspension bifasica se agita vigorosamente durante 15h y después se separa la fase organica y se afiade a un
tampon de fosfato (1L, 0,1M, pH 7). La disolucion acuosa es extraida a continuacion repetidamente con
diclorometano. Las fases organicas combinadas se concentran para producir un sélido amorfo. El sélido se disuelve
en acido férmico (50 mL) y se lleva a reflujo durante 5h. La mezcla de reaccion es concentrada y el sélido amorfo
resultante se disuelve en agua (100 mL), se neutraliza y a continuacion se afiade MnCl; (3,5 g, 27,5 mmol).
Entonces se ajusta el pH a 7,6 y la mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante 1h. A continuacion
se filtra la reaccion y se concentra. El sélido amorfo es cristalizado a partir de un reflujo en etanol para producir el
complejo de manganeso de 6,6',6”, tris-etil-[3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(carbonilmetil)-biciclo[9.3.1]pentadecatrien]-
amina.

Ejemplo 6.

a) Sintesis de N, 13-benzamida-3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(terc-butilcarbonilmetil)-6-metil-biciclo[9.3.1]-
pentadeca-1(14),11(15),12-trieno

El compuesto obtenido en el ejemplo 2e (160 mg, 0,35 mmol) se disuelve en acetonitrilo (10 mL) y se enfria a 0°C. A
continuacion se afade cloruro de benzoilo (93 pL, 0,80 mmol) y carbonato potasico (48 mg, 0,35 mmol) y se deja
que la reaccion alcance temperatura ambiente. Después de 24 h la mezcla de reaccion se concentra para dar lugar
al producto sin purificar. Que se usa en la siguiente etapa sin purificar.
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b) Sintesis de N, 13-benzamida-3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(carboximetil)-6-metil-biciclo[9.3.1]-pentadeca-
1(14),11(15),12-trieno

>\ JERN NS

o) N Mn N
N \ o)
_N }O ’N|\o
o —— K
X 7<
HN_ _O
HN_ _O

El compuesto sin purificar obtenido en el ejemplo 6a se disolvié en acido formico y la mezcla de reaccion se llevo a
reflujo durante 1,5h y después se evaporo el disolvente. El sdlido sin purificar se disolvié en agua (10 mL) y se ajusto
el pH a 7,1 usando NaOH (1 M). Después, se afiadio MnCl, (69mg, 0,35 mmol) y el pH se ajusté a 7 usando NaOH
(1M). Después de 2h la mezcla de reaccion se concentré y se purifico mediante HPLC preparativa para proporcionar
el complejo de manganeso N, 13-benzamida-3,6,9,15-tetraaza-3,9-bis-(carboximetil)-6-metil-biciclo[9.3.1]-
pentadeca-1(14),11(15),12-trieno (60 mg, 33%).

17



ES 2 606 165 T3

REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula (1)

ien

N=X
N\
| =
R R
(1
en donde
5 X es alquilo, C(Y)2,COOZ o un ligando;
Y es alquilo, -PEG, -COOH, -PO(OH),, -H o un ligando;
R es alquilo, -PEG, -N(alquilo)z, -N(PEG),, -O(alquilo), -O(PEG), -NMez, -NHz, -OMe, -OH, -H o un ligando;
4 es Mn (Il) o —H;

con la condicién de que dos de los tres grupos X presentes sean C(Y).COOZ,
10 con una condicién adicional de que si Z es Mn (ll), dos grupos X que contienen Z comparten un Mn (l1);
en donde el compuesto esta unido a otra molécula a través de un ligando, si hay presente un ligando;

en donde el resto ligando se selecciona del grupo que consiste en

O
* * * + CH. . * * *
S ol e
n

| OH

O “
* * ~ v "’ ~ CH " * ~ /(CH >7 * . ~
\Nk; N N’( 2; o 2 N/\/\,;.
| H Ho R " "

OH
O
¥ 0 o]
N N \NHCHQ}
alquilo PEG H -

15 en donde n es un nimero enterode 1 a 7 y * denota la posicién a través de la cual el ligando, si esta presente, se
une al compuesto de formula (l) y a la dicha otra molécula.

2. Compuesto segun la reivindicacién 1, en donde Y es metilo, -COOH, -PO(OH)., -H o un ligando.
3. Compuesto segun la reivindicacion 2, en donde Y es -H o un ligando.
4. Compuesto segun la reivindicacion 1, en donde Z es Mn (ll).
20 5. Compuesto segun la reivindicacion 1, en donde R es H, metilo, -NMe,, -NH;, -OMe, -OH o un ligando.

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el X restante que no es C(Y),COOZ
es alquilo C+-Ce.

7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende la férmula (l1)
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0 |
o= TN
N Mn_ N
N\ 0
.

* i

8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el compuesto esta unido a otra
molécula a través de dicho ligando.

9. Compuesto segun la reivindicacion 8, en donde dicha otra molécula es un anillo aromatico, inositol o carbohidrato,
5 o cualquier derivado de los mismos.

10. Compuesto segun la reivindicacion 8, en donde dicha otra molécula es un péptido sintético o natural, un
aminoacido o derivados del mismo, poliaminas y derivados de las mismas, un peptidomimético, un polipéptido, una
proteina, un anticuerpo, un polimero natural o sintético, un dendrimero, una nanoparticula o un compuesto lipofilico.

11. Compuesto segun la reivindicacion 10, en donde dicha otra molécula es un dendrimero.

10 12. Un compuesto seleccionado de las siguientes estructuras:
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13. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes para uso como agente de contraste de RM.

14. Composicidon que comprende un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes y al menos un
vehiculo fisiolégicamente tolerable.

15. Método de estudio de imagenes por RM en donde un sujeto previamente administrado con una composicion
segun la reivindicacion 14 es sometido a un examen mediante RM, en donde las sefiales de RM son detectadas a
partir del sujeto o de partes del sujeto en las que se distribuye la composicion, y opcionalmente se generan
imagenes de RM y/o espectros de RM a partir de las sefiales detectadas.
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