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DESCRIPCION
Farmaco radiactivo
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un compuesto nuevo, un farmaco radiactivo que contiene el compuesto nuevo, un
farmaco para preparar el farmaco radiactivo y similares.

Antecedentes de la técnica

Un farmaco radiactivo tal como un anticuerpo marcado con isétopo radiactivo (RI) puede permitir que el Rl se acumule
de una manera selectiva de tumores en virtud de la alta especificidad y afinidad del anticuerpo. Por esta razon, dicho
farmaco radiactivo se usa para terapia de radiacién tal como terapia isotépica, y para diagnostico por imagenologia
(Bibliografia no de Patente 1). Sin embargo, cuando se administra un fArmaco radiactivo a un cuerpo vivo, se observa
acumulacioén no especifica del farmaco radiactivo en el rifién ademas de acumulacién especifica en un tejido diana.
La acumulacién de radiactividad en el rifién (en lo sucesivo, también denominada "acumulacién en el rifién") se debe
al hecho de que un péptido de bajo peso molecular marcado con Rl se introduce en el rifién, y después se transporta
a un lisosoma, y después de que el péptido de bajo peso molecular marcado con Rl se metabolice, el metabolito
radiactivo asi formado permanece en el rifién.

A este respecto, en la Bibliografia de Patente 1, como un farmaco radiomarcado capaz de reducir la acumulacion del
mismo en el rifibn desde una etapa temprana de administracion, se han reportado un compuesto que tiene un sitio
polipeptidico unido a un reactivo quelante tal como NOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético)
y un farmaco radiactivo que usa el compuesto.

El documento JP 2015-086213 A se refiere a un agente para el diagnéstico o la terapia de enfermedades pancreaticas
o tumores neuroendocrinos gastrointestinales, que tiene un compuesto quelante bifuncional de octreotida y también
un compuesto complejo con un metal radiactivo estable para unirse a un receptor de somatostatina como ingrediente
activo, que se obtiene introduciendo un derivado de acido p-bencilcarboxilico en un carbono del esqueleto de EDTA,
DTPA, ciclohexil DTPA, DOTA y NOTA, de manera que se introduce un &cido carboxilico independiente de una parte
complejante con un metal en un derivado de octreotida mediante sintesis en fase solida.

Lista de citas

Bibliografia de patente

Bibliografia de patente 1: WO 2017/150549 A

Bibliografia no de patente

Bibliografia no de patente 1: Molecular Oncology 8: 799-812, 2014
Sumario de la invencion

Segun el farmaco radiactivo de la Bibliografia de Patente 1, se puede usar un isétopo radiactivo tal como galio-67 o
tecnecio-99m. Sin embargo, hasta ahora no se ha desarrollado ningin farmaco marcador que pueda aplicarse a
lutecio-177 e itrio-90 que se usan generalmente como is6topos radiactivos para fines terapéuticos, y a una variedad
de atomos que incluyen un atomo que tiene un radio atémico relativamente grande tal como indio-111, que es un
farmaco complementario del lutecio-177 e itrio-90.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un compuesto y similares que pueden proporcionar un farmaco
radiactivo capaz de marcarse con una variedad de atomos, incluyendo un atomo que tiene un radio atémico
relativamente grande y capaz de reducir la acumulacién del mismo en el rifién.

La presente invencién se define por las reivindicaciones adjuntas.

Segun la presente invencion, se puede proporcionar un compuesto y similares que pueden dar un farmaco radiactivo
capaz de marcarse con una variedad de atomos, incluyendo un atomo que tiene un radio atémico relativamente grande
y capaz de reducir la acumulacién del mismo en el rifién.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 muestra los resultados experimentales de la incubacion de ''In-CDO3AEt-FGK(Boc) con BBMV.

La Fig. 2 muestra los resultados experimentales de la incubacion de una solucion de '''In-CDOTA-Bn-CO-FGK(Boc)
con BBMV.
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La Fig. 3 muestra los resultados experimentales de la incubacién de '''In-DO3A-Bn-SCN-MVK(Bzo) con BBMV.
La Fig. 4 muestra los resultados experimentales de la incubacién de '''In-DO3A-Bn-CO-FGK(Boc) con BBMV.
La Fig. 5 muestra los resultados experimentales de la incubacion de ''In-CDO3AIBu-FGK(Boc) con BBMV.

La Fig. 6 muestra comparaciones entre los resultados de '"'In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de
conejo) y ""'In-DO3A-EDA-Fab (derivado de IgG de suero de conejo).

La Fig. 7 muestra comparaciones entre los resultados de '"'In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), '"'In-
DOTA-Bn-SCN-Fab (derivado de 1gG anti-c-kit), y "'In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit).

La Fig. 8 muestra los resultados del analisis de la forma quimica con la radiactividad en la orina excretada en el tiempo
después del lapso de 24 horas desde la administracién de '"'In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de
conejo) a un ratén.

La Fig. 9 muestra los resultados del andlisis de la forma quimica con la radiactividad en la orina excretada en el tiempo
después del lapso de 6 horas desde la administracién de '''In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-it) a
un ratén.

La Fig. 10 muestra los resultados del andlisis de la forma quimica con la radiactividad en la orina excretada en el
tiempo después del lapso de 24 horas desde la administracion de '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero
de conejo) a un ratén.

La Fig. 11 muestra los resultados del andlisis de la forma quimica con la radiactividad en la orina excretada en el
tiempo después del lapso de 24 horas desde la administracién de '''In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG de suero
de conejo) a un ratén.

La Fig. 12 muestra imagenes de tomografia computarizada de emisién de fotén (nico/tomografia computarizada
(SPECT/CT) después del lapso de 2,5 horas desde la administracion de una solucion de '''In-DO3A-Bn-SCN-MVK-
Fab (derivado de IgG anti-c-kit) y una solucién de ''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit) a ratones
modelo de tumor subcutaneo SY, respectivamente.

Descripcion de las realizaciones
Compuesto y similares
<Compuesto (1) o similares>

El compuesto o sal farmacoloégicamente aceptable del mismo segun la presente invencion (en lo sucesivo, también
denominado simplemente "compuesto (1) o similar") se representa mediante la siguiente formula (1):

0 F|<1
A A OH
L m n

Ar y Az representan cada uno independientemente un residuo de aminoacido seleccionado de fenilalanina,
metionina, valina, leucina, isoleucina, prolina, tirosina, glicina, alanina y triptéfano,

en donde

m es un numero entero de 0 a 3,

As representa un residuo de aminoacido que tiene un grupo amino o un grupo carboxi en una cadena lateral del
mismo,

A4 representa un residuo de aminoécido,
n es un numero entero de 0 a 3,

R1 representa un grupo que se une al grupo amino o al grupo carboxi en la cadena lateral de Az y que tiene un grupo
funcional capaz de unirse a un elemento de reconocimiento de la molécula diana que es un polipéptido o un grupo
de unién del mismo, que es al menos un tipo de grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en un grupo
carboxi o un éster activo del mismo, seleccionandose el éster activo de un grupo cloroacetilo, un grupo bromoacetilo
y un grupo yodoacetilo; un grupo que tiene un enlace C=C seleccionado de un grupo maleimida y un grupo acriloilo;
un grupo carbamoilo, un grupo isotiocianato y un grupo amino, o un atomo de hidrégeno del grupo amino o el grupo
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carboxi en la cadena lateral de A3, siempre que R1 pueda formar un grupo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos
de carbono que incluye un atomo de nitrégeno del grupo amino en la cadena lateral de Az como atomo que constituye
el anillo, y

L representa un grupo representado por la férmula (L1):

Ra / \ o

N N

C o
N N *

AN /> '

R5 R@

en donde R3, R4, Rs, y Rs representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo -CH2COOR1e
o un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 8 a&tomos de carbono, Ri1o representa un atomo de hidrégeno o un grupo
hidrocarbonado que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, y el simbolo * representa un sitio de unién, siempre que al
menos tres de Rs, Rs, Rs, y Rs representen cada uno un grupo -CH2COOH, o la formula (L2):

O
HO
O
YN\
HO
{ L2}
N N
N
N
OH

O
en donde el simbolo * representa un sitio de unioén.

Segun la presente invencion, se puede proporcionar un compuesto y similares que pueden dar un farmaco radiactivo
capaz de marcarse con indio-111 y capaz de reducir la acumulacion del mismo en el rifién. Ademas, dado que el
farmaco radiactivo segln la presente invencién tiene un elemento de reconocimiento de molécula diana, el farmaco
radiactivo puede unirse especificamente al sitio diana y, por lo tanto, acumularse eficazmente en el sitio diana. Debido
a que tiene tal naturaleza, el farmaco radiactivo segun la presente invencién se acumula especificamente en un sitio
tumoral en la terapia de radiacion, y puede mejorar el diagnéstico por imagenologia radiolégica en sensibilidad y
precision.

La razon por la que se pueden obtener los efectos de la presente invencién no esta clara, pero se considera como
sigue.

Si un farmaco radiactivo administrado se libera eficazmente como metabolitos radiactivos que pueden excretarse en
la orina cuando el farmaco se introduce en las células renales, se puede considerar que se puede reducir la
acumulacién de radiactividad en el rifidn. Por esta razoén, se introduce una secuencia de sustrato de una enzima de
membrana de borde en cepillo renal entre un polipéptido y un sitio de ligando de quelato de modo que el sitio de
ligando de quelato que incluye el elemento de radiomarcaje puede liberarse eficazmente cuando se introduce un
farmaco radiactivo en células renales. Al hacerlo, antes de ser tomados en las células renales, el polipéptido y el sitio
del ligando quelante se liberan uno de otro y, por lo tanto, se supone que se evita que una sustancia radiactiva se
tome en el rifién, y la acumulacién de la sustancia radiactiva en el rifion puede reducirse desde una etapa temprana
de la administracion.

Con el fin de permitir el marcaje con indio-111, se ha examinado la introduccién de un grupo representado por la
férmula (L1) o (L2) como un sitio de ligando de quelato. En este caso, por ejemplo, como en el compuesto descrito en
la Bibliografia de Patente 1, también se ha considerado la introduccién de una estructura de tiourea como una
estructura que conecta un sitio de agente quimico quelante y un sitio de polipéptido. Sin embargo, en un caso en el
que se usa un compuesto que tiene un grupo representado por la féormula (L1) o (L2) como agente quimico quelante,
se ha hecho evidente a partir de los experimentos de los inventores que cuando se introduce un grupo de unién que
tiene la estructura de tiourea, la degradacioén por una enzima de membrana de borde en cepillo renal no procede. Por
otra parte, se ha hecho evidente que introduciendo un grupo de unién que tiene una estructura especifica como en el
compuesto representado por la férmula (1), procede la degradacién por una enzima de membrana de borde en cepillo
renal, y puede reducirse la acumulacién de radiactividad en el rifién.
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En cuanto al compuesto (1) o similar segun la presente invencién, en la formula (1), desde el punto de vista de reducir
la acumulacién en el rifibn desde una etapa temprana de la administracion, una secuencia de aminoacidos de A1 a A
(con una secuencia de aminoacidos de A1 a Az en el caso de n = 0) es preferiblemente la misma como parte de una
secuencia de sustrato de una enzima de membrana de borde de cepillo renal.

Desde el punto de vista de reducir la acumulacién en el rifion desde una etapa temprana de la administracion, A1 es
un residuo de fenilalanina, metionina, valina, leucina, isoleucina, prolina, tirosina, glicina, alanina o triptéfano, y
preferiblemente un residuo de fenilalanina, glicina, alanina o metionina, y desde el punto de vista de hacer mas notable
el efecto de reducir la acumulacién en el rifibn desde una etapa temprana de la administracién, A1 es ademas
preferiblemente un residuo de fenilalanina.

Desde el punto de vista de reducir la acumulacién en el rifion desde una etapa temprana de la administracion, Az es
un residuo de glicina, fenilalanina, metionina, valina, leucina, isoleucina, prolina, tirosina, alanina o triptéfano, y
preferiblemente un residuo de glicina, fenilalanina, alanina, valina o isoleucina, y desde el punto de vista de hacer mas
notable el efecto de reducir la acumulacion en el rifién desde una etapa temprana de la administracion, Az es ademas
preferiblemente un residuo de glicina.

A este respecto, m es un numero entero de 0 a 3, y preferiblemente 1.

Desde el punto de vista de introducir un grupo funcional capaz de unirse a un polipéptido o un grupo de unién del
mismo a una cadena lateral de una secuencia de aminoacidos, Az es un residuo de aminoacido que tiene un grupo
amino o un grupo carboxi en la cadena lateral, preferiblemente un residuo de lisina, ornitina, arginina, acido aspartico
o0 acido glutamico, mas preferiblemente un residuo de lisina, ornitina o arginina, y ademas preferiblemente un residuo
de lisina.

A este respecto, como As, se puede incluir otro residuo de aminoacido. Como A4, se usa cualquier aminoacido.
n es un namero entero de 0 a 3, y preferiblemente 0.

R1 es un grupo que tiene un grupo funcional capaz de unirse a un elemento de reconocimiento de la molécula diana o
un grupo de unién del mismo, o es un atomo de hidrégeno de un grupo amino o un grupo carboxi en una cadena lateral
de A2y se une a un grupo amino o un grupo carboxi en una cadena lateral de As. Mientras tanto, R1 puede formar un
grupo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono que incluye un atomo de nitrégeno del grupo amino en la
cadena lateral de Az como un atomo que constituye el anillo.

R funciona como un espaciador, y puede unir un elemento de reconocimiento de la molécula diana, que es un
polipéptido, al compuesto de la presente invencién a través de un grupo funcional. Mediante la unién al grupo amino
o al grupo carboxi en la cadena lateral de As, R1 puede unir el compuesto de la presente invencion a un polipéptido
sin modificar quimicamente el extremo de la secuencia de aminoacidos.

R1 puede unirse al &tomo de nitrogeno del grupo amino en la cadena lateral, o puede formar un enlace éster al grupo
carboxi en la cadena lateral.

El grupo funcional de R1, que es capaz de unirse a un elemento de reconocimiento de la molécula diana o un grupo
de unién del mismo, es un grupo funcional (en lo sucesivo, también denominado "grupo funcional a") seleccionado de
un grupo carboxi o un éster activo del mismo; un grupo que tiene un enlace C=C seleccionado de un grupo maleimida
y un grupo acriloilo; y al menos un tipo de grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en un grupo carbamoilo,
un grupo isotiocianato y un grupo amino. El éster activo de un grupo carboxi se selecciona de un grupo cloroacetilo,
un grupo bromoacetilo y un grupo yodoacetilo. Entre ellos, como grupo funcional a, se prefiere un grupo que tenga un
enlace C=C o un grupo carbamoilo.

El nimero total de atomos de carbono de R1 no esta particularmente limitado, y es, por ejemplo, preferiblemente 1 o
mas, mas preferiblemente 2 o mas, y ademas preferiblemente 3 o mas, y, ademas, es preferiblemente 20 0 menos,
mas preferiblemente 10 o menos, y ademas preferiblemente 8 o0 menos.

Los ejemplos del R incluyen un grupo acilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total que tiene un grupo
funcional a, un grupo alquilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total que tiene un grupo funcional a, un grupo
alquilcarbamoilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total que tiene un grupo funcional a, y un grupo
alquiltiocarbamoilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total que tiene un grupo funcional a.

En un caso en el que R1 forma un grupo heterociclico, el grupo heterociclico es preferiblemente un grupo maleimida.

En un caso en el que R1 forma un grupo heterociclico, el nimero de atomos de carbono del grupo heterociclico es
preferiblemente de 3 a 10, mas preferiblemente de 3 a 5, y ademas preferiblemente 4 o0 5.

R1 puede ser también un atomo de hidrégeno del grupo amino o del grupo carboxi en la cadena lateral de As. Es decir,
el grupo amino o el grupo carboxi de A3 puede ser un grupo que no esta modificado.
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En particular, R1 es preferiblemente un grupo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono que incluye un
atomo de nitrégeno del grupo amino en la cadena lateral de Az como un atomo que constituye el anillo, y mas
preferiblemente un grupo maleimida que incluye un atomo de nitrégeno del grupo amino en la cadena lateral de A3
como un atomo que constituye el anillo.

L representa un grupo representado por la férmula (L1):

Rei /7 \ R

N N
[ j\ (L1)
N N *
RN/ Re

0 un grupo representado por la formula (L2):

O
HO

O
e B

N N
HO

) o
N N\“<
OH

Con respecto al grupo representado por la férmula (L1), preferiblemente tres 0 mas y cuatro o menos de Rs, R4, Rs, y
Rs representan cada uno un grupo -CH2COOH, y mas preferiblemente tres de Rs, R4, Rs, y Rs representan cada uno
un grupo -CH2COOH.

Como el grupo -CH2COOR10, R1o representa un atomo de hidrégeno o un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 8
atomos de carbono.

Entre Rs, R4, Rs, y Re, un grupo distinto del grupo -CH2COOH es preferiblemente un grupo hidrocarbonado que tiene
de 1 a 8 atomos de carbono, y mas preferiblemente un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 4 atomos de carbono.

Desde el punto de vista de reducir la acumulacién en el rifién, al menos un grupo de Rs, R4, Rs, y Re es preferiblemente
un grupo hidrocarbonado que tiene de 3 a 8 atomos de carbono, y mas preferiblemente un grupo hidrocarbonado que
tiene de 4 a 6 atomos de carbono.

El grupo hidrocarbonado es preferiblemente un grupo hidrocarbonado alifatico, y mas preferiblemente un grupo
hidrocarbonado alifatico ramificado.

Los ejemplos del grupo hidrocarbonado incluyen un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-propilo, un grupo
isopropilo, un grupo n-butilo, un grupo sec-butilo y un grupo isobutilo.

Entre ellos, desde el punto de vista de reducir la acumulacion en el rifién, como el grupo hidrocarbonado, se prefiere
un grupo etilo, un grupo n-butilo, un grupo sec-butilo o un grupo isobutilo, se prefiere mas un grupo n-butilo, un grupo
sec-butilo o un grupo isobutilo y se prefiere ademas un grupo isobutilo.

Entre ellos, L es preferiblemente un grupo representado por la férmula (L1):

Ral / \

N N
C
N N ®

Rg \_/ \Re
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en donde Rs, R4, Rs, y Rs representan cada uno independientemente un grupo -CH2COOH, o un grupo hidrocarbonado
que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, y el simbolo * representa un sitio de unioén, siempre que tres de Rs, R4, Rs, y
Rs representen cada uno un grupo -CH2COOH).

Como L, se prefiere al menos uno selecmonado del grupo que consiste en las formulas (L1-1), (L1-2), (L1-3), (L1-4),
(L1-5), (L1-6), (L1-7), (L1-8), (L1-9)y

0
Ho ( l ey O j\ (11-2)

sk
5\\_/ C2Hs
OH OH HO
Q

N 3 N N "
H
0 o/ TOHHOT N
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0,

OH HO 0O HO

v
g

O

En cada una de las férmulas anteriores, el simbolo * representa un sitio de unién.

Entre los compuestos (1) descritos anteriormente de la presente invencion, se prefiere un compuesto representado
por la siguiente féormula (1a).

J@A?@%M

Rs

En la formula,

L representa un grupo representado por la férmula (L1):

R4 / \/Ra

C 0 -

Rg \ / R"

en donde Rs3, R4, Rs, y Res representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo -CH2COOR 10
10 o un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, Rio representa un atomo de hidrégeno o un grupo
hidrocarbonado que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, y el simbolo * representa un sitio de unién, siempre que al
menos tres de Rs, R4, Rs, y Rs representen cada uno un grupo -CH2COOH, o un grupo representado por la formula

(L2):
O
HO
QO
)t
N N
HO [ j
(L2
N N
\ 4’ \\N
OH

15 en donde el simbolo * representa un sitio de unién.

Rz representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,
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Rs y Ro representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, o un grupo acilo que tiene de 2 a 20
atomos de carbono en total que tiene un grupo funcional a, un grupo alquilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono
en total que tiene un grupo funcional a, un grupo alquilcarbamoilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total que
tiene un grupo funcional a, o un grupo alquiltiocarbamoilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total que tiene
un grupo funcional a, siempre que Rs y Re puedan formar un anillo heterociclico que incluye un atomo de nitrégeno
adyacente, y en este caso, un grupo representado por la formula:

€s un grupo representado por la férmula:

» —N

O

Rs y Rg representan cada uno preferiblemente un grupo acilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total que tiene
un grupo funcional a, y mas preferiblemente un grupo acilo que tiene de 3 a 6 atomos de carbono en total que tiene
un grupo carbamoilo. Como grupo acilo que tiene de 3 a 6 atomos de carbono en total que tiene un grupo carbamoilo,
por ejemplo, puede mencionarse un grupo representado por la formula: -C(=0)(CHz2)a(=0)NHz2 en donde a es un
nimero entero de 1 a 4.

En el compuesto representado por la féormula (1a) anterior, preferiblemente, L en la férmula representa un grupo

representado por la férmula (L1):
R / \ R

N N

O
/N N\ &
Rs\_/ Reg

en donde Rs, R4, Rs, y Rs representan cada uno independientemente un grupo -CH2COOH, o un grupo hidrocarbonado
que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, y el simbolo * representa un sitio de unioén, siempre que tres de Rs, R4, Rs, y
Rs representen cada uno un grupo -CH2COOH, y uno de Rs, R4, Rs, y Rs representa un grupo hidrocarbonado que
tiene de 1 a 8 atomos de carbono,

mas preferiblemente, L en la férmula representa un grupo representado por la férmula (L1):
R R
N/ \ /2
N N
(L1)

N N *
Vi ~
Rﬁ \_/ RS
en donde Rs, R4, Rs, y Res representan cada uno independientemente un grupo -CH2COOH, un grupo etilo, o un grupo

butilo, y el simbolo * representa un sitio de union, siempre que tres de R3, R4, Rs, y Re representen cada uno un grupo
-CH2COOH, y uno de Rs, R4, Rs, y Rs representa un grupo etilo, o un grupo butilo, y
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ademas, preferiblemente, L en la formula representa un grupo representado por la férmula (L1):

Rag /_\ Rs

C L
R;; N R‘S

en donde R3, R4, Rs, y Rs representan cada uno independientemente un grupo -CH2COOH, o un grupo isobultilo, y el
simbolo * representa un sitio de unién, siempre que tres de Rs, R4, Rs, y Re representen cada uno un grupo -CH2COOH,
5 y uno de Rs, R4, Rs, y Rs representa un grupo isobutilo.

Los ejemplos especificos preferidos del compuesto (1) descrito anteriormente de la presente invencién incluyen los
siguientes compuestos 1-1 a 1-6.

1-1: CDO3AEt-FGK

(0]
HO
0 OH
/_\ ] 1 I/\/\
H\)I\
N N N
N N NH,
H H
0
; N
CzHs Ul
HO

1-2: CDO3AEt- FGK(MaI

T A

Csz \_/

HO 0
1-3: DO3A-Bn-CO-FGK

Ho— P
o Oy OH
Y\ / \\j o) o) I/\/\
d [N Nj H “\)k” \H
0

10 o
1-4: DO3A-Bn-CO- FGK(MaI)

HO [ ] ; OH\)l\”I/\/\b
e o

0,

YAy

HO
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1-5: CDOTA-BN-CO-FGK
HO o
- On. LOH
HO [ N NH
o
;\% HO

16: CDOTA Bn-CO- FGK(MaI)
8]

HO [
5\@* HO
1 7_ CDO3AIBU- FGK
K O« _OH
o) 0
Y\ H\)J\ I/\/\
N
HO N NH
)5 °
0
1-8: CDO3A18U FGK(MaI)

E O«ukﬁi/wb

Ir=
T

El compuesto (1) o similar segun la presente invencion también puede ser una sal farmacolégicamente aceptable de
cada uno de los compuestos anteriores.

Los ejemplos de la sal farmacolégicamente aceptable incluyen una sal de adicién de acido y una sal de adicién de
base.

Como sal de adicion de acido, puede adoptarse cualquiera de una sal de acido inorganico y una sal de acido organico.

Los ejemplos de la sal de acido inorganico incluyen un hidrocloruro, un hidrobromuro, un sulfato, un hidroyoduro, un
nitrato y un fosfato.

Los ejemplos de la sal de acido organico incluyen un citrato, un oxalato, un acetato, un formiato, un propionato, un
benzoato, un trifluoroacetato, un maleato, un tartrato, un metanosulfonato, un bencenosulfonato y un p-
toluenosulfonato.

Como la sal de adicién de base, puede adoptarse cualquiera de una sal de base inorganica y una sal de base organica.

Los ejemplos de la sal de base inorganica incluyen una sal de sodio, una sal de potasio, una sal de calcio, una sal de
magnesio y una sal de amonio.
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Los ejemplos de la sal de base organica incluyen una sal de trietilamonio, una sal de trietanolamonio, una sal de
piridinio y una sal de diisopropilamonio.

<Compuesto (2) o similares>

El compuesto (2) o similares segin la presente invencién es un compuesto que tiene un elemento de reconocimiento
de la molécula diana unido a un compuesto (1) o una sal farmacolégicamente aceptable del compuesto (1), o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo. El elemento de reconocimiento de moléculas diana puede estar unido al
compuesto (1) o una sal farmacolégicamente aceptable del mismo a través de un grupo de union, o puede estar unido
directamente al compuesto (1) o una sal farmacoldégicamente aceptable del mismo. Como grupo de unién, se pueden
mencionar iminotiol derivado de 2-iminotiolano.

Elemento de reconocimiento de la molécula diana

El término "elemento de reconocimiento de la molécula diana" se refiere como una molécula, un sustituyente, un grupo
funcional o un grupo atémico, que es capaz de reconocer una molécula diana, por ejemplo, que se une a una molécula
diana en un cuerpo vivo.

El elemento de reconocimiento de la molécula diana es un polipéptido.

El polipéptido es habitualmente un polipéptido que se une a una molécula diana, y preferiblemente un polipéptido que
se une especificamente a una molécula diana. La expresién "que se une especificamente a una molécula diana"
significa que un polipéptido se une a una molécula diana, pero no se une o solo se une débilmente a las otras moléculas
distintas de la molécula diana.

El término "molécula diana" se refiere a una molécula presente en un sitio diana tal como un tejido o una célula que
va a diagnosticarse por un farmaco radiactivo, y preferiblemente se refiere a una molécula que se expresa
especificamente en el mismo. La expresién "que se expresa especificamente” significa que una molécula se expresa
en un sitio diana, pero no se expresa o se expresa s6lo poco en los otros sitios distintos del sitio diana.

Los ejemplos del elemento de reconocimiento de la molécula diana incluyen un ligando que se une a una proteina que
se expresa altamente en la construccion de tejido asociada con inflamacién, invasién de células tumorales o similares,
0 que se une a una proteina que se expresa especificamente en una célula tumoral; un anticuerpo; y un fragmento de
dominio de unién a antigeno de un anticuerpo.

Como anticuerpo, por ejemplo, se puede mencionar un anticuerpo monoclonal tal como un anticuerpo anti-CD25, o un
anticuerpo anti-CD20.

Los ejemplos del fragmento de dominio de unién a antigeno de un anticuerpo incluyen un fragmento Fab (en lo
sucesivo, también denominado simplemente "Fab"), un fragmento F(ab')2, un fragmento F(ab)2 y un fragmento de
regién variable (en lo sucesivo, también denominado "fragmento Fv").

El término "fragmento Fab" significa un producto en el lado N-terminal de un anticuerpo, que se genera mediante
digestién con papaina, y un fragmento que tiene una estructura de dominio similar a la del producto.

El término "fragmento F(ab')2" significa un fragmento obtenido reduciendo un enlace disulfuro en una regién bisagra
de F(ab'}2 de un anticuerpo, y un fragmento que tiene una estructura de dominio similar a la del fragmento anterior.

El término "fragmento F(ab)2" significa un dimero obtenido uniendo dos moléculas de fragmentos Fab entre si por un
enlace disulfuro.

El término "fragmento Fv" significa un fragmento minimo de un anticuerpo, que tiene una actividad de unién a un
antigeno.

Los ejemplos del fragmento de dominio de unién a antigeno de un anticuerpo incluyen, mas especificamente, un
anticuerpo contra una proteina que se expresa especificamente en una célula cancerosa especifica, y un fragmento
Fab o fragmento Fv del anticuerpo.

Como otro elemento de reconocimiento de la molécula diana, se puede mencionar un pentapéptido ciclico que tiene
una afinidad por integrina altamente expresada en un vaso sanguineo recién producido de un cancer, por ejemplo,
ciclo-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys (en lo sucesivo, también denominado "c(RGDfK)"). Ademas, se pueden mencionar acido
bisfosfénico, acido oligo-aspartico y acido oligo-glutamico que tienen cada uno una afinidad por la hidroxiapatita
presente en una gran cantidad en un cancer osteoblastico (metastasis ésea), fMet-Leu-Phe (fMLP) que es un péptido
que tiene una afinidad por un receptor por un factor de exploracién presente en una superficie de un macréfago, unién
de é&cido félico a un receptor de folato que se expresa en una célula cancerosa y un derivado del mismo, y similares.
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A este respecto, el elemento de reconocimiento de la molécula diana no se limita a estos polipéptidos descritos
anteriormente, y también se puede usar cualquier polipéptido siempre que se una a una molécula diana.

La unién del elemento de reconocimiento de la molécula diana puede realizarse introduciendo un grupo de unién capaz
de reaccionar con un grupo funcional de un compuesto usando, por ejemplo, un reactivo de tiolacién tal como 2-
iminotiolano. Con respecto a la introduccion del grupo de unién a un fragmento Fab, la reaccion del reactivo de tiolacion
descrito anteriormente en la condicion de pH 7 a 9 puede llevarse a cabo para afiadir un grupo sulfhidrilo a un grupo
amino del fragmento Fab.

Como elemento de reconocimiento de la molécula diana, se puede usar un ligando que tiene un sitio Asn-urea-Lys o
un sitio Glu-urea-Lys. El ligando se une selectivamente a un receptor para un antigeno de membrana especifico de la
prostata cuya expresién aumenta significativamente en el cancer de prostata.

El sitio Asn-urea-Lys es un sitio representado por la féormula:

*
IIIH
i
"
"
CH, 0
| H H H
HO—C—C—N—C—N—C—C—OH
| H Il I
o) 0 cle2
O=(|)
OH
en donde el simbolo * representa un sitio de unién.
El sitio Glu-urea-Lys es un sitio representado por la formula:
ITIH
i
i
T
CH, 0
| H H H |l
HO—C—C—N—C—N—C—C—0H
I H Il I
0 O (|3H2
i
B
OH

en donde el simbolo * representa un sitio de unién.

Ademas de lo anterior, por ejemplo, se puede mencionar un método para reconocer una molécula diana en el que el
polipéptido descrito anteriormente u otro ligando que se une a una molécula diana, en el que se ha introducido un
grupo funcional especifico f1, se le permite unirse a una molécula diana, por ejemplo, una proteina que se expresa
altamente en la construccion tisular asociada con inflamacion, invasion de células tumorales o similares, o una proteina
que se expresa especificamente en una célula tumoral, y un compuesto (2) o similar que tiene un grupo funcional f2
que reacciona con el grupo funcional f1 para formar la uniéon se administra como un elemento de reconocimiento de la

13
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molécula diana (Chemical Society Reviews 45: 6409-6658, 2016 y Chemical Society Reviews 42: 5131-5142, 2013).

Como grupo funcional f1, por ejemplo, puede mencionarse un grupo representado por la siguiente férmula (fi-1), (fi-
2), o (f1-3).

» =Ny {(f-1) (f-3)

5 en donde el simbolo * representa un sitio de unién.

Como grupo funcional f2, por ejemplo, puede mencionarse un grupo representado por la siguiente férmula (f2-1), (f2-
2), (f2-3), (f2-4), o (f2-5).

Ph Ph
0 \P/
™~
O (f1) |©\(f2-2) Ny—+ (f2-3)
Y *
N7 X
N
7~
NT (£-5)
N N f,-4 2
_ N (f2-4) "\ |
| N
/

10 en donde el simbolo * representa un sitio de unién.

El compuesto (2} o similar segun la presente invencion se puede usar para proporcionar un farmaco para preparar un
farmaco radiactivo que contiene el compuesto.

El farmaco para preparar un farmaco radiactivo puede contener un regulador del pH tal como una soluciéon tampén
acuosa, un estabilizante tal como acido ascorbico o acido p-aminobenzoico y similares, ademas del compuesto.

15 Como compuesto (2) o similar segin la presente invencidén, por ejemplo, puede mencionarse un compuesto
representado por la siguiente férmula (2), o una sal farmacolégicamente aceptable del mismo.
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en donde A1, A2, m, A3, A4, n, Riy L son iguales a los de la formula (1),

L1 representa un grupo de unién que une R1y Py,

pesOo1,

P1 representa un elemento de reconocimiento de la molécula diana.

L1 forma la unién con un grupo funcional capaz de unirse a un grupo de unién de Ry también forma la unién con un
elemento de reconocimiento de la molécula diana. L1 es preferiblemente iminotiol derivado de 2-iminotiolano, o
similares.

p es preferiblemente 1.

P1 representa, por ejemplo, el elemento de reconocimiento de la molécula diana, descrito anteriormente, y es
preferiblemente un ligando que se une a un polipéptido, u otras moléculas diana o un grupo funcional f2 representado
por la férmula (f2-1), (f2-2), (f2-3), (f2-4), o (f2-5).

Los ejemplos especificos preferidos del compuesto (2) descrito anteriormente segln la presente invencion, incluyen
los siguientes compuestos 2-1 a 2-4. A este respecto, el Fab en cada una de las siguientes férmulas significa un sitio
de fragmento Fab.

2-1.CDO3AEt-FGK-Fab

fﬁ gﬁﬁﬁm-

2-2: DO3A Bn-CO-FGK-Fab

E e Fei Vool e

2-3:CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab

[N | JQSOJLL\AZ}M-

<Compuesto de complejo metalico (3) o similares>
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El compuesto de complejo metalico o sal farmacolégicamente aceptable del mismo segun la presente invencién (en
lo sucesivo, también denominado "compuesto de complejo metalico (3) o similar") comprende un metal seleccionado
del grupo que consiste en un metal radiactivo y un metal marcado con atomo radiactivo, y un compuesto o sal
farmacolégicamente aceptable del mismo de la presente invencién coordinado al metal.

El farmaco radiactivo que contiene el compuesto de complejo metélico (3) o similares segun la presente invenciéon
puede contener un material sin reaccionar o impureza ademas del compuesto de complejo metalico (3) o similares, o
puede contener un compuesto de complejo metalico (3) o similares que se ha purificado por un método de
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o similar después de la produccion.

El término "complejo" significa una sustancia en la que un ligando esta coordinado con un atomo o ion de un metal o
elemento similar a un metal como centro, y también se denomina compuesto de coordinacion. La coordinacién significa
que un ligando forma un enlace de coordinacion con el metal como centro y esta dispuesto alrededor del metal central.
El complejo esta formado por un enlace de coordinacién entre un ligando y un metal. La formacién de un complejo
entre un ligando y un metal puede denominarse formacion de complejo. El enlace de coordinacién significa un enlace
en el que dos electrones de valencia que participan en un enlace se proporcionan desde un solo atomo.

Metal
Los ejemplos del metal incluyen '''In, 22Ra, ¢7Ga, %8Ga, *4Sc, Y, '77Lu, 25Ac, 212Bi, 213Bi, 212Pb, 227Th, %4Cu, y ¥’Cu.

El metal es preferiblemente al menos uno seleccionado del grupo que consiste en '''In, 22Ra, 87Ga, 58Ga, Y, 77Lu,
225A¢, 212Bj, 213Bj, 212Ph, y 227Th, mas preferiblemente al menos uno seleccionado del grupo que consiste en '''In, #0Y,
1771y, 25A¢, 212Bi, 213Bi, y 212Pb, y mas preferiblemente ''In, 20Y, 177Lu y 225Ac.

El metal no se limita a estos ejemplos especificos, y se puede usar cualquier metal siempre que tenga un rayo
radiactivo, una dosis de radiacién y un periodo de vida media, que son adecuados para el propésito de, por ejemplo,
el diagnostico usando un farmaco radiomarcado. Desde el punto de vista de reducir el efecto sobre tejidos y células
normales en el diagnostico por imagenologia radiologica, se usa preferiblemente un isétopo radiactivo de vida media
corta de un metal.

La produccion del compuesto de complejo metdlico (3) o similar se puede realizar mediante la formacién de complejos
in vitro con un is6topo radiactivo de un metal usando el compuesto anterior unido a un elemento de reconocimiento de
la molécula diana como ligando. La formacion del complejo puede realizarse mediante una simple operacién utilizando
una reaccién de formacién del complejo conocida convencionalmente.

El compuesto de complejo metalico (3) segln la presente invencién puede incluir, por ejemplo, un compuesto de
complejo metalico representado por la siguiente férmula (3-1) en el caso en el que L de un compuesto (1) es un grupo
representado por la formula (L1-4), (L1-5), (L1-9) o (L2).

o Ff1
A A OH
\/@)\N/ 1\<A2/> 3\6&@/ e
H
Ll m n

en donde Ai, A2, m, A3, A4, n, y R1 son iguales que en la formula (1), y

L' es un grupo representado por la férmula (L1'-4), (L1'-5), (L1'-9) o (L2):

O

0
o
: ¥ :
N/_ \N /_
0--<~.*\‘M/ (L1-4) \

/ )\ {L1-5)
N/ \N % YNl

cHd LV /

O '8 J O
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oS \j
O
}/\/‘ YN D
><l L/]
N
(9]
9]

en donde M es ""'In, 23Ra, ¥7Ga, %Ga, **Sc, Y, 77Lu, ?5Ac, 212Bi, 213Bi, 212Pb, 227Th, $4Cu, o ¥Cu.

El compuesto de complejo metélico (3) segun la presente invencion puede incluir, por ejemplo, un compuesto de

complejo metalico representado por la siguiente formula (3-2) en el caso en el que L de un compuesto (2) es un grupo
5 representado por la formula (L1-4), (L1-5), (L1-9) o (L2).

1

),

1

L. T e

en donde A1, A2, m, A3, A4, n, y Ry son iguales que en la féormula (1),

(

———T

L1, p, y P1 son iguales que en la formula (2) y

L' es un grupo representado por la férmula (L1'-4), (L1'-5), (L1'-9) o (L2'):

10 °" o S T
oS oy’
3 O
YN T
o— N\ 1/ TR S (
M I (129
N/ \N *
Q 8) o ©

en donde M es ""'In, 23Ra, ¥7Ga, %Ga, **Sc, Y, 77Lu, ?5Ac, 212Bi, 213Bi, 212Pb, 227Th, $4Cu, o ¥Cu.
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El farmaco radiactivo segln la presente invencion se puede preparar como una composicion farmacéutica que
contiene el polipéptido radiomarcado descrito anteriormente como un componente activo, y que contiene ademas un
tipo o dos 0 mas tipos de vehiculos farmacéuticamente aceptables (vehiculos farmacéuticos) segun sea necesario.
Los ejemplos del vehiculo farmacéutico incluyen un regulador del pH tal como una solucién tampén acuosa, un acido
o una base, un estabilizante tal como acido ascérbico o acido p-aminobenzoico, un excipiente tal como D-manitol, un
agente isotonizante y un conservante. Ademas, en el farmaco radiactivo, se puede afiadir un compuesto tal como
acido citrico, acido tartarico, acido malénico, gluconato de sodio o glucoheptonato de sodio, que es Util para mejorar
la pureza radioguimica. El farmaco radiactivo segun la presente invencién se puede proporcionar en cualquier forma
de una solucién acuosa, una solucién congelada y un producto liofilizado.

El kit de la presente invencién incluye el compuesto anterior, y un reactivo que contiene el metal anterior, como
unidades de envasado separadas.

Los ejemplos del kit de la presente invencién incluyen un kit que incluye un compuesto (1) o similar, un reactivo que
contiene un elemento de reconocimiento de la molécula diana y un reactivo que contiene un metal seleccionado del
grupo que consiste en un metal radiactivo y un metal marcado con atomo radiactivo, como unidades de envasado
separadas; y un kit que incluye un compuesto (2) o similar que tiene un elemento de reconocimiento de la molécula
diana unido a un compuesto (1) o similar, y un reactivo que contiene un metal seleccionado del grupo que consiste en
un metal radiactivo y un metal marcado con atomo radiactivo, como unidades de envasado separadas.

En cada uno de los compuestos y reactivos incluidos en los kits, puede estar contenido un tipo o dos o0 mas tipos de
vehiculos farmacéuticamente aceptables (vehiculos farmacéuticos) como se ha descrito anteriormente. segun sea
necesario.

Método de produccién

Un compuesto (1) o similar segun la presente invencién, y un compuesto (2) o similar que tiene un elemento de
reconocimiento de la molécula diana unido al compuesto (1) o similar se pueden sintetizar usando un método conocido,
y se pueden producir, por ejemplo, mediante un método descrito en los Ejemplos de la presente memoria descriptiva.

Un compuesto de complejo metalico (3) o similar segln la presente invencién se puede producir formando un complejo
in vitro con un metal radioactivo o un metal marcado con un atomo radioactivo utilizando un compuesto (2} o similar
como ligando. La formacion del complejo puede realizarse mediante un método conocido.

Uso v dosificacién

El compuesto de complejo metalico o similar segln la presente invencién se usa como, por ejemplo, un farmaco
radiactivo que se usa para terapia de radiacion o diagnéstico por imagenologia radiologica.

El compuesto de complejo metalico o similar segun la presente invencion se puede usar para terapia de radiacion para
suprimir un cancer administrando una cantidad eficaz del mismo a un mamifero, incluyendo un ser humano. En un
caso en el que el compuesto de complejo metalico o similar se usa como agente anticanceroso, la terapia de radiacién
tiene el significado mas amplio, incluyendo tanto, por ejemplo, una accion profilactica para prevenir el desarrollo,
metastasis e implantacion, como recurrencia de un cancer, y una accién terapéutica para suprimir el crecimiento de
células cancerosas, para bloguear el progreso de un cancer al encoger el cancer, y para mejorar los sintomas, y no
debe interpretarse como limitada en ninglin caso.

Los ejemplos de un metal seleccionado del grupo que consiste en un metal radiactivo y un metal marcado con atomo
radiactivo, usado como agente radioterapéutico incluyen un nucleido emisor de rayos alfa, un nucleido emisor de rayos
beta, un nucleido emisor de rayos gamma y un nucleido emisor de positrones. Entre ellos, para su uso en terapia de
radiacion, se prefiere un nucleido emisor de rayos beta (es decir, un nucleido que emite rayos B).

Los ejemplos del diagnostico por imagenologia radiolégica incluyen tomografia computarizada de emisién de fotén
Unico (en lo sucesivo también denominada simplemente "SPECT"} y tomografia de emision de positrones (en lo
sucesivo también denominada simplemente "PET").

El diagnostico no esta particularmente limitado, y se usa como diagnéstico por imagenologia radiologica o similar para
diversos tipos de enfermedades tales como un tumor, inflamacién, infecciones, una enfermedad cardiovascular y una
enfermedad cerebral y del sistema nervioso central, y para 6rganos y tejidos, y se usa preferiblemente como
diagnostico por imagenologia radiolégica para un cancer.

Seleccionando un elemento de reconocimiento de la molécula diana segun las caracteristicas de una diana que va a
diagnosticarse, puede realizarse el diagnostico y el tratamiento de una amplia variedad de dianas, y el farmaco
radiactivo segun la presente invencién puede usarse ampliamente como un agente de imagenologia de diagnostico
radiactivo en el campo del diagnéstico.
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Como la via de administracion del farmaco radiactivo segun la presente invencion, por ejemplo, se puede mencionar
la administracién parenteral, tal como la administracién intravenosa o la administracién intraarterial, o la administracion
oral, y se prefiere la administracién intravenosa.

La via de administracién no se limita a las vias descritas anteriormente, y puede usarse cualquier via siempre que sea
una via capaz de expresar la accion eficazmente después de la administracién del farmaco radiactivo.

La intensidad de la radiactividad del farmaco radiactivo segun la presente invencién se selecciona arbitrariamente
siempre que sea una intensidad a la que se pueda lograr el propésito administrando el farmaco radiactivo, y
corresponde ademas a una dosis clinica a la que la exposicion a radiacion para el sujeto se puede hacer lo mas baja
posible.

La intensidad radiactiva se puede determinar con referencia a la intensidad de la radiactividad usada en los métodos
diagnésticos y terapéuticos generales usando un farmaco radiactivo. En cuanto a la dosis, la radiactividad y la dosis
que se consideran para permitir una imagenologia se determinan teniendo en cuenta diversas condiciones tales como
la edad y el peso de un paciente, un dispositivo de imagenologia por radiacién apropiado, la afeccién de una
enfermedad que va a tomarse como diana, y similares.

En un caso en el que la diana es un ser humano, la cantidad de radiactividad en el farmaco radiactivo es la siguiente.

En general, suponiendo que se espera que el farmaco radiactivo se use para terapia de radiacién, la dosis del farmaco
de diagnéstico no esta particularmente limitada, sino que es, por ejemplo, de 1,0 MBqg/kg a 3,0 MBqg/kg como una
cantidad de radiactividad de un metal radiactivo (por ejemplo, '''in).

Como se ha descrito anteriormente, segun la presente invencion, se puede proporcionar un compuesto que puede dar
un farmaco radiactivo capaz de reducir la acumulacién del mismo en el rifion desde una etapa temprana de la
administracion.

Ejemplos

Los Ejemplos de la presente invencién descritos a continuacion son Gnicamente con fines ilustrativos, y no limitan el
alcance técnico de la presente invencion. Ademas, se realizaron los siguientes experimentos después de la aprobacion
por el Comité de Etica Animal de la Universidad de Chiba.

En los siguientes Ejemplos y Ejemplos Comparativos, se usaron las siguientes abreviaturas para sustituyentes,
compuestos y disolventes organicos, respectivamente.

Fmoc: grupo fluorenilmetoxicarbonilo

Boc: grupo terc-butoxicarbonilo

THF: tetrahidrofurano

NMM: N-metilmorfilina

DMF: dimetilformamida

Tfa: grupo trifluoroacetato

DCC: N,N'-diciclohexilcarbodiimida

Trt (2-Cl): grupo 2-clorotritilo

Resina CI-Trt (2-Cl): resina de cloruro de 2-clorotritilo
Fmoc-Lys (Dde)-OH: N-a-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-N-g-[1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)etil]-L-lisina
TFA: acido trifluoroacético

MeCN: acetonitrilo

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

DIC: N,N'-diisopropilcarbodiimida

HOB: 1-hidroxibenzotriazol

NMCM: N-metoxicarbonilmaleimida

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
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DPS: disulfuro de 2,2'-dipiridilo

EtOH: etanol

FBS: suero bovino fetal

D-PBS: solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco
EGTA: &cido glicol éter diaminotetraacético

Método de medicién y animal experimental

En los siguientes Ejemplos y Ejemplos Comparativos, se midieron varios tipos de propiedades y similares de las
siguientes maneras.

RMN (resonancia magnética nuclear)

Para el analisis mediante "H-RMN, se usé un espectrémetro JEOL ECS-400 (disponible en JEQL Ltd.).

ESI-MS (espectrometria de masas de ionizacién por electropulverizacion)

Para el andlisis por ESI-MS, se us6 un espectrémetro de masas LC/MS cuadrupolo serie 6130 HPLC 1200 (disponible
en Agilent Technologies, Inc.).

Cromatografia en capa fina (TLC)

Para el analisis por cromatografia en capa fina (TLC), se us6 una placa de silice (laminas de aluminio de TLC de Gel
de silice 60 RP-18 F2s4s, disponible en Merck KGaA). La placa de silice en la que se habia desarrollado un disolvente
de revelado de una solucién acuosa de acetato de amonio 0,1 M : metanol = 1 : 1 en 10 cm se corté en fracciones que
tenian cada una un tamafio de 5 mm, y la radiactividad de cada una de las fracciones se midié mediante un sistema
automatico gamma de pocillos (WIZARDS3, disponible en PerkinElmer, Inc).

Electroforesis en acetato de celulosa (CAE)

En la electroforesis en acetato de celulosa (en lo sucesivo también denominada "CAE"), se cortdé una membrana de
acetato de celulosa (ADVANTEC SELECA-V, disponible en Toyo Roshi Kaisha, Ltd.) en fracciones que tenian cada
una un tamafo de 11 cm x 1 cm, y usando cada una de las fracciones como membrana de electroforesis, y un tampén
veronal (pH 8,6, | = 0,06) o un disolvente 2 (P.B. 20 mM (pH 6,0)) como solucién tampdn, la electroforesis se realizé a
una corriente constante (1 mA/cm). La membrana de acetato de celulosa después de la electroforesis se corté en
fracciones que tenian cada una un tamafio de 5 mm, y la radiactividad de cada una de las fracciones se midié6 mediante
un sistema automatico gamma de pocillos.

Cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa (RP-HPLC) y cromatografia liquida de alta resolucién de
exclusion por tamaro (SE-HPLC)

Andlisis

Para el analisis por cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa (en lo sucesivo también denominada "RP-
HPLC"), se usaron L-7405 (disponible en Hitachi, Ltd.) como detector de UV, L-7100 (disponible en Hitachi, Ltd.) como
bomba de alimentacién de liquido, y columna Cosmosil 5C1s8-AR-300 (4,6 x 150 mm, disponible en NACALA|I TESQUE,
INC.) como columna para el andlisis.

Mediante un método de gradiente lineal en el que se usaron TFA al 0,1 % (v/v)/H20 (fase A}y TFA al 0,1 % (v/v)/MeCN
(fase B) como fases moviles, y las fases se cambiaron de fase A al 95 % (v/v) y fase B al 5 % (v/v) a fase A al 70 %
(v/iv) y fase B al 30 % (v/v) en el periodo de 0 a 20 minutos, y se cambiaron de fase A al 70 % (v/v) y fase B al 30 %
(v/v) a fase A al 0 % (v/v) y fase B al 100 % (v/v) en el periodo de 20 a 40 minutos, la elucién se realizé a un caudal
de 1,0 ml/min.

Fraccionamiento

Para el fraccionamiento por RP-HPLC, se usé la columna Cadenza 5CD-C18 (20 x 150 mm, disponible en Imtakt
Corporation) conectada a una columna de proteccion, columna de proteccion Cadenza 5CD-C18 (10 x 8 mm,
disponible en Imtakt Corporation).

Mediante un método de gradiente lineal en el que se usaron TFA al 0,1 % (v/v)/H20 (fase A}y TFA al 0,1 % (v/v)/MeCN
(fase B) como fases moviles, y las fases se cambiaron de fase A al 90 % (v/v) y fase B al 10 % (v/v) a fase A al 20 %
(v/iv) y fase B al 80 % (v/v) en el periodo de 0 a 30 minutos, y se cambiaron de fase A al 20 % (v/v) y fase B al 80 %
(v/v) a fase A al 0 % (v/v) y fase B al 100 % (v/v) en el periodo de 30 a 40 minutos, la elucién se realizé a un caudal
de 5,0 ml/min.
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Para el analisis por HPLC de exclusién por tamafio (en lo sucesivo, también denominado "SE-HPLC"), conectando
una columna de protecciéon Cosmosil 5 Diol-300I1 (7,5 x 50 mm, disponible en NACALAI TESQUE, INC.) a Cosmosil 5
Diol-30011 (7,5 x 600 mm, disponible en NACALAI TESQUE, INC.) y usando una solucion tampoén fosfato 0,1 M (pH
6,8) como fase movil, la elucién se realizé a un caudal de 1,0 ml/min.

El eluato se midi6 para determinar la absorbancia a 254 nm mediante RP-HPLC y a 280 nm mediante SE-HPLC, y
para el andlisis de un compuesto marcado con $’Ga, un detector de rayos y, Gabi star (disponible en Raytest GmbH)
se conect6 en linea, o el eluato se fracciond a intervalos de 0,5 minutos por un colector de fracciones (Frac-920,
disponible en GE Healthcare Japon), y luego la radiactividad se midié por un sistema automatico gamma de pocillos
para realizar el analisis.

Reactivo

Como "DO3A-EDA (Mal)" en el siguiente Ejemplo de Sintesis, que es un compuesto representado por la siguiente
féormula, se us6 el nombre comercial "B-272" fabricado por Macrocyclics, Inc.

DOBA—EDA(MaI)

FT

IR

En el experimento con animales, se usaron un ratén SPF macho de la cepa ddY de 6 semanas de edad y un ratdén
BALB/c-nu/nu macho (disponible en Japan SLC, Inc.).

Animal experimental

Sintesis de CDO3AEt-FGK, CDO3AEt-FGK(Mal) y CDO3AEt-FGK(Boc)

Ejemplo de sintesis L1: sintesis del compuesto (a13)

VIO.“

Q TR

¥ pic

N M {y e
[ by

{313} {813}

(a) Cloroformiato de isobutilo, N-metilmorfolina. THF, DMF;98 % (b} HCI 4N/AcOEt;99,8 % (¢} DCC, EtsN, THF,
AcOEt;91,2 % (d) i. NHsac al 25 %, ii. HATU, HOAt, DIEA 54,2 %; (e} HCI 4N/AcOEt 98,4 %; (f} Yodoetano, K2COs,
MeCN; (g) i. BH3 0,95M/THF, ii. HCI conc; (h) bromoacetato de terc-butilo, K2CO3, MeCN, DMF; (i) Pd(OAc)2, 1,2-
bis(difenilfosfino)etano, EtaN, CO, BnOH, DMF; (j) Pd/C al 10 %, MeOH

Ejemplo de Sintesis L1 (a): sintesis del compuesto (a3)

Se disolvié un compuesto (al) (7,97 g, 20,4 mmoles) en 40 ml de THF, la mezcla obtenida se enfrié hasta -15°C y, a
continuacion, en la mezcla enfriada, se afiadieron N-metilmorfilina (NMM, 3,36 ml, 30,5 mmoles) y cloroformiato de
isobutilo (4,01 ml, 30,5 mmoles) en este orden en una atmésfera de argdén. La mezcla obtenida se agitd durante 5
minutos, y después en la mezcla resultante, se afiadieron gota a gota 24 ml de una solucién en DMF de un compuesto
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(a2) (5,87 g, 30,5 mmoles) y NMM (3,36 ml, 30,5 mmoles), y la mezcla obtenida se agité durante 30 minutos con
enfriamiento y durante una hora a temperatura ambiente. El disolvente se retird por destilacién a presion reducida, y
después el residuo se disolvié en 100 ml de acetato de etilo y 100 ml de una solucién acuosa de hidrégenocarbonato
sodico al 5 % en masa, y la mezcla obtenida se lavé con una solucién acuosa de hidrogenocarbonato sédico al 5 %
en masa (50 ml x 3} y una solucién acuosa de acido citrico al 5 % en masa (50 ml x 3). La capa organica se sec6 con
la adicién de sulfato de magnesio anhidro, y después los cristales obtenidos mediante la eliminacién del disolvente se
secaron a presion reducida para obtener un compuesto (a3) (10,6 g, 20,0 mmoles, rendimiento: 98,0 %) como cristales
de color amarillo palido.

'H RMN (CDCls): & 1,42 [9H, s, Boc], 2,96-3,03 [2H, m, CHCH2], 3,39-3,51 [4H, CH2CH2], 4,22-4,24 [1H, dd, NHCH],
4,85, 6,42, 7,74 [3H, t, NH], 6,93-6,95 [2H, d, CCH], 7,62-7,66 [2H, d, ICCH].

ESI-MS (M+Na)*: m/z 552,07 encontrado 552,09.
Ejemplo de Sintesis L1 (b): compuesto (a4)

Se disolvié un compuesto (a3) (10,6 g, 20,0 mmoles) en 50 ml de acido clorhidrico 4 N/acetato de etilo, la mezcla
obtenida se agité a temperatura ambiente durante tres horas. El disolvente se elimind por destilacion a presion
reducida, y el residuo se sec6 a presion reducida para obtener un compuesto (a4) (8,08 g, 20,0 mmoles, rendimiento:
99,8 %) como cristales de color amarillo palido.

'H RMN (CDCla): & 3,42-3,55 [6H, solapado, CHz], 3,86-3,88 [1H, dd, CH2CH], 7,04-7,06 [2H, d, CCH], 7,62-7,64 [2H,
d, ICCH].

ESI-MS (M+Na)*: m/z 452,02, encontrado 452,03.
Ejemplo de Sintesis L1 (c): compuesto (a6)

Se disolvié un compuesto (a5) (4,45 g, 19,1 mmoles) en 70 ml de THF, la mezcla obtenida se enfrid con hielo y, a
continuacion, en la mezcla enfriada con hielo, se afiadieron gota a gota 20 ml de una solucién en THF de DCC (4,30
g, 20,8 mmoles) en una atmosfera de argdén. Después de completar la adicién gota a gota, la mezcla obtenida se agitd
a temperatura ambiente durante una hora, la mezcla de reaccién se filtré para eliminar diciclohexil urea (en lo sucesivo,
también denominada "DC-urea"}, y el filtrado se us6 en la reaccién posterior como una soluciéon de anhidrido del
compuesto (a5). Se suspendié un compuesto (a4) (8,08 g, 17,4 mmoles) en 80 ml de acetato de etilo, en la suspension
obtenida, se afiadié EtsN (3,63 ml, 26,0 mmoles), y la mezcla obtenida se enfri6é y se agité durante 10 minutos, y
después en la mezcla resultante, se afiadié gota a gota la solucion de anhidrido del compuesto (a5) preparada
previamente en una atmésfera de argén. Después de completar la adicion gota a gota, la mezcla obtenida se agit6 a
temperatura ambiente durante una hora, y la mezcla de reaccién se lavo con una solucion acuosa al 5 % en masa de
acido citrico (50 ml x 3). La capa organica se sec6 con la adicién de sulfato de magnesio anhidro, y después el residuo
obtenido mediante la separacion por destilacion del disolvente a presion reducida se purificd mediante cromatografia
en columna de gel de silice usando acetato de etilo como disolvente de elucioén para obtener un compuesto (a6) (10,2
g, 15,8 mmoles, rendimiento: 91,2 %) como cristales de color amarillo palido.

H RMN (CDCls): & 1,37 [9H, s, Bog], 3,00-3,19 [2H, m, CHCH3], 3,42-3,52 [5H, solapado, NCHz, NHCHz], 3,77-4,03
[2H, m, COCHz], 4,11-4,16 [1H, dd, NCHz], 4,60-4,62 [1H, t, CH2CH], 6,96-7,01 [2H, d, CCH], 7,58-7,60 [2H, d, ICCH].

ESI-MS (M+Na)*: m/z 667,09, encontrado 667,02.
Ejemplo de Sintesis L1 (d): compuesto (a7)

Se disolvié un compuesto (a6) (3,52 g, 5,46 mmoles) en 50 ml de agua amoniacal al 25 % en masa y la mezcla
obtenida se agité a temperatura ambiente durante tres horas. El disolvente se elimind por destilacion a presion
reducida, y después un aceite obtenido secando el residuo a presion reducida y disuelto en 90 ml de DMF se recogio
como un liquido A.

Se tom6 hexafluorofosfato de O-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (HATU, 3,12 g, 8,21 mmoles)
disuelto en 90 ml de DMF como un liquido B. Se disolvieron DIEA (3,81 ml, 21,9 mmoles) y 1-hidroxi-7-azabenzotriazol
(1,12 g, 8,22 mmoles) en 1.600 ml de DMF, y en la mezcla obtenida, se afiadieron simultdneamente el liquido Ay el
liquido B gota a gota a una velocidad baja de 1,2 ml/h usando una bomba de jeringa, y después de completar la adicién
gota a gota, la mezcla resultante se agité durante 24 horas. El residuo obtenido mediante la eliminacién por destilacién
del disolvente a presion reducida se lavo con acetato de etilo y hexano para obtener un compuesto (a7) (1,57 g, 2,96
mmoles, rendimiento: 54,2 %) como cristales blancos.

H RMN (CD3DO): 1,46 [9H, s, Boc], 2,82-2,89 [1H, m, CHz], 2,91-2,96 [2H, m, CHz], 3,03-3,14 [1H, m, CHz], 3,56-
3,64 [2H, m, CHz], 3,82-4,02 [3H, m, CHz], 4,10-4,18 [1H, m, CHz], 4,46-4,50 [1H, dd, CH], 7,02-7,04 [2H, d, CH], 7,60-
7,62 [2H, d, CHJ.

ESI-MS (M+Na)*: m/z 553,09, encontrado 553,10.
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Ejemplo de Sintesis L1 (e): compuesto (a8)

Se suspendié un compuesto (a7) (1,57 g, 2,96 mmoles) en 40 ml de acido clorhidrico 4 N/acetato de etilo, y la
suspensién obtenida se agité a temperatura ambiente durante cuatro horas. Los cristales obtenidos mediante la
eliminacion por destilacion del disolvente a presion reducida se lavaron con hexano y se secaron a presion reducida
para obtener un compuesto (a8) (1,36 g, 2,92 mmoles, rendimiento: 98,4 %) como cristales blancos.

'H RMN (CDCls): 5 2,83-2,89 [1H, m, CHz], 2,96 [1H, s, CHz], 3,12-3,19 [1H, m, CHz], 3,40-3,52 [2H, m, CHz], 3,62-
3,59 [2H, m, CHz], 4,07-4,13 [1H, m, CHz), 4,19-4,42 [1H, m, CHz], 4,60-4,62 [1H, dd, CH], 6,11 [1H, s, NH], 6,54 [1H,
s, NH], 6,96-7,01 [2H, d, CH], 7,58-7,60 [2H, d, CH].

ESI-MS (M+H)*: m/z 431,06, encontrado 431,03.
Ejemplo de Sintesis L1 (f}: compuesto (a9)

Se suspendié un compuesto (a8) (880 mg, 2,04 mmoles) en 13,5 ml de DMF, y en la suspensién obtenida, se afiadié
adicionalmente carbonato potasico (424 mg, 3,06 mmoles) y se suspendié. La suspensién obtenida se enfri6 con hielo,
y en la suspension enfriada con hielo, se afiadié yodoetano (327 ul, 4,08 mmoles) gota a gota en una atmésfera de
argén. Después de la finalizacion de la adicién gota a gota, la mezcla obtenida se agité a 80 °C durante cuatro dias.
El residuo obtenido mediante la eliminacién por destilacion del disolvente a presién reducida se suspendié en acetato
de etilo, y la suspension obtenida se filtré. El filtrado se lavé con una solucién acuosa de hidrégenocarbonato de sodio
al 5 % en masa. La capa organica se sec6 con la adicién de sulfato de sodio, y después el residuo obtenido mediante
la eliminacién por destilacion del disolvente a presién reducida se purific6 mediante un sistema de cromatografia
ultrarrapida usando cloroformo y metanol para obtener un compuesto (a9) (340 mg, 0,742 mmoles, rendimiento:
36,3 %) como cristales blancos.

'H RMN (CDCls): 5 1,10 [3H, t, CHa], 2,76-2,84 [2H, q, CHz], 2,85-2,89 [1H, m, CHz], 3,08-3,25 [6H, m, CHz], 3,37-3,43
[1H, m, CHz], 3,53-3,57 [1H, m, CHz], 3,69-3,75 [1H, m, CHzl, 4,61-4,66 [1H, dd, CH], 6,59 [1H, s, NH], 6,84 [1H, s,
NHJ, 6,97-6,99 [2H, d, CH], 7,16 [1H, s, NH], 7,58-7,60 [2H, d, CH].

ESI-MS (M+H)*: m/z 459,09, encontrado 459,17.
Ejemplo de Sintesis L1 (g): compuesto (a10)

Se suspendié un compuesto (a9) (340 mg, 0,742 mmoles) en 1,4 ml de THF, la suspensién obtenida se enfrié con
hielo y después en la suspensién enfriada con hielo, se afiadieron lentamente 13,5 ml de solucién de complejo borano-
THF 0,95 M/THF en una atmoésfera de argén, la mezcla obtenida se agitdé durante una hora y después la mezcla
resultante se calento a reflujo durante 24 horas. La mezcla obtenida se enfrié con hielo, y en la mezcla enfriada con
hielo, se afiadieron 13,5 ml de metanol, y después la mezcla obtenida se agité durante una hora, y el disolvente se
eliminé por destilacién a presion reducida. Después de eso, se afiadieron 13,5 ml de metanol de nuevo al residuo, y
el disolvente se elimin6 por destilacién a presién reducida. En el residuo, se afiadieron 13,5 ml de &cido clorhidrico
concentrado, la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 24 horas y después la mezcla resultante se
calent6 a reflujo durante una hora. La mezcla obtenida se enfri6 con hielo, y en la mezcla enfriada con hielo, se afiadio
una solucién acuosa de hidroxido sédico 12,5 N para hacer que la mezcla fuera basica, y después la extraccion se
realiz6 con cloroformo. La capa organica se sec6 con la adicién de sulfato de sodio, y después el residuo obtenido
mediante la eliminacion por destilacion del disolvente a presiéon reducida se purificd mediante un sistema de
cromatografia ultrarrapida usando una solucion de cloroformo : metanol : agua amoniacal al 25 % en masa (10:1:0,1)
como disolvente de elucién para obtener un compuesto (210} (163 mg, 0,391 mmoles, rendimiento: 52,7 %) como un
aceite amarillo.

Ejemplo de Sintesis L1 (h): compuesto (al11)

Se disolvié un compuesto (a10) (197 mg, 0,401 mmoles) en una mezcla de 2,75 ml de acetonitrilo y 0,55 ml de DMF,
y en la mezcla obtenida, se afiadié adicionalmente carbonato potasico (229 mg, 1,65 mmoles) y se suspendio. La
suspensién obtenida se enfrié con hielo, y en la suspension enfriada con hielo, se afiadié bromoacetato de terc-butilo
(229 pl, 1,40 mmoles) gota a gota en una atmésfera de argén. Después de la finalizacién de la adicion gota a gota, la
suspensién obtenida se agit6é a temperatura ambiente durante 48 horas, la suspension se filtro y después el disolvente
se elimino por destilacion del filtrado a presion reducida. El residuo se disolvié en una pequeiia cantidad de cloroformo,
la solucién obtenida se aplicé a TLC para fraccionamiento que tenia un espesor de 1 mm y se purificé usando una
solucion de cloroformo : metanol = 8:1 como disolvente de desarrollo para obtener un compuesto (al11) (306 mg, 0,403
mmoles, 100 %) como un aceite de color pardo rojizo.

1H RMN (CDCls): & 0,98-1,03 [3H, t, CHa], 1,41-1,48 [27H, m, 1Bu], 1,90-4,90 [27H, m, CHz, DOTA], 6,89-7,07 [2H, m,
CH], 7,50-7,61 [2H, m, CH].

ESI-MS (M+H)*: m/z 759,36, encontrado 759,24.
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Ejemplo de sintesis L1 (i}: compuesto (a12)

Se suspendié un compuesto (a11) (306 mg, 0,403 mmoles) en 2,8 ml de DMF y en la suspension obtenida, se
afiadieron Pd(OAc)z2 (9,1 mg, 0,0403 mmoles), 1,2-bis(difenilfosfino)etano (24,12 mg, 0,0604 mmoles), EtsN (168 pl,
1,21 mmoles) y alcohol bencilico (840 ul, 8,06 mmoles) y la mezcla obtenida se calent6 a reflujo durante 24 horas en
una atmoésfera de monéxido de carbono. Después de la reaccién, el disolvente se elimin6 por destilacién a presion
reducida, el residuo se disolvid en acetato de etilo, y después la mezcla obtenida se filtrd, y el filtrado se lavé con una
solucién acuosa al 5 % en masa de hidrégenocarbonato sodico. La capa organica se sec6 con la adicion de sulfato de
sodio, y después el residuo obtenido mediante la eliminaciéon por destilacién del disolvente a presién reducida se
purificé mediante un sistema de cromatografia ultrarrapida usando cloroformo y metanol para obtener un compuesto
(a12) (113 mg, 0,166 mmoles, rendimiento: 41,4 %) como un aceite de color amarillo.

ESI-MS (M+H)*: m/z 767,50, encontrado 767,60.
Ejemplo de Sintesis L1 (j): compuesto (a13)

Se disolvié un compuesto (a12) (46 mg, 0,0600 mmoles) en 1 ml de metanol, y luego en la mezcla obtenida, se
afiadieron 100 mg de Pd/C al 10 % en masa, y la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 2 horas
en una atmosfera de hidréogeno. La mezcla de reaccion se filtré y después el disolvente se eliminé por destilacién a
presion reducida para obtener un compuesto (a13) (25,5 mg, 0,0377 mmoles, rendimiento: 62,8 %) como un aceite de
color amarillo.

ESI-MS (M+H)*: m/z 677,45, encontrado 677,62.

Ejemplo de Sintesis L2: sintesis de CDO3AEt-FGK (compuesto (al16)), igual que el compuesto 1-1 descrito
anteriormente), CDO3AEt-FGK-Boc (compuesto (a17)), y CDO3AEt-FGK(Mal) (compuesto (a18), igual que el
compuesto 1-2 descrito anteriormente)
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() DIC, HOAt, DMF; TFA : TIS:MQ =95:2,5: 2,5, 2h, (Il) (Boc)=0, dioxano, NaHCO3 sat; (l1l} NaHCO3 sat ac, (Boc)20,
dioxano, 2h (IV) N-metoxicarbonilmaleimida, NaHCO3 sat ac

Ejemplos de Sintesis L2 (I} y L2 (ll}: compuesto (a16)

Se disolvieron resina extendida con péptido (a14) (22 pumoles) obtenida usando un método de sintesis en fase solida
de Fmoc, 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (15,1 mg, 110 pmoles), un compuesto (a13) (15 mg, 22 umoles) en DMF, en la
mezcla obtenida, se afiadi6 N,N'-diisopropilcarbodiimida (17,2 pl, 110 umoles), y la mezcla resultante se agité
suavemente a temperatura ambiente durante 16 horas. Después de la finalizacion de la reaccion, la resina se lavé con
DMF y CH2Cl2.
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La resina obtenida (a15) se suspendi6 en una solucién con una composicién de acido trifluoroacético : triisopropilsilano
Jagua = 95: 2,5: 2,5, y la suspensién obtenida se agitd suavemente durante 2 horas. Después de la finalizacion de la
reaccion, la resina se retir6 por filtracion y el filirado se retiré por destilacién a presién reducida para obtener cristales
blancos. Ademas, mediante un método de gradiente lineal en el que se usé HPLC usando Imtakt Cadenza 5CD-C18
150 x 20 mm, se usaron TFA al 0,1 %/MilliQ para la fase Ay TFA al 0,1 %/MeCN para la fase B como fases moviles,
y las fases se cambiaron de fase A al 95 % y fase B al 5 % a fase A al 70 % y fase B al 30 % en el periodo de 0 a 35
minutos, y se cambiaron de fase A al 70 % y fase B al 30 % a fase A al 0 % y fase B al 100 % en el periodo de 35 a
40 minutos, la purificacion se realizé a un caudal de 5 ml/min, y s obtuvo un compuesto deseado (a16) (en lo sucesivo,
también denominado "CDO3AEt-FGK", 5,7 mg, 6,78 umoles, rendimiento: 30,8 %).

ESI-MS (M-H): m/z 839,4, encontrado: 839,3
Ejemplo de Sintesis L2 (Ill}: compuesto (al17)

Se disolvié un compuesto (a16) en 100 pl de solucién acuosa saturada de hidrégenocarbonato de sodio, en la mezcla
obtenida, se afiadieron 100 pl de dioxano en el que se habian disuelto 1,5 equivalentes de (Boc)20, y la mezcla
resultante se agité vigorosamente a temperatura ambiente durante 2 horas. El dioxano se eliminé por destilacion a
presion reducida, y después la capa acuosa se lavd con cloroformo. Ademas, para la capa de agua, mediante un
método de gradiente lineal en el que se usdé HPLC usando Imtakt Cadenza 5CD-C18 150 x 20 mm, se usaron TFA al
0,1 %/MilliQ para la fase Ay TFA al 0,1 %/MeCN para la fase B como fases moviles, la fase A se mantuvo al 100 %
en el periodo de hasta 2 minutos, y después las fases se cambiaron de la fase A al 100 % y fase B al 0 % a fase A al
95 % y fase B al 5 % en el periodo de 2 a 5 minutos, se cambiaron de fase Aal 95 % y fase Bal5 % afase Aal 70 %
y fase B al 30 % en el periodo de 5 a 40 minutos, y se cambiaron de fase A al 70 % y fase B al 30 % afase A al 0 %
y fase B al 100 % en el periodo de 40 a 45 minutos, la purificacion se realizé a un caudal de 5 ml/min, y se obtuvo un
compuesto deseado (al17) (en lo sucesivo, también denominado "CDO3AEt-FGK-Boc").

ESI-MS (M-H): m/z 939,5, encontrado: 940,49
Ejemplo de Sintesis L2 (IV): compuesto (a18) CDO3AEt-FGK (Mal)

Se disolvié un compuesto (a16) (2,2 mg, 2,6 umoles) en 200 pl de solucién acuosa saturada de hidrégenocarbonato
de sodio, en la mezcla obtenida, se afiadi6 N-metoxicarbonilmaleimida (0,8 mg, 5,2 pmoles) con enfriamiento con
hielo, y la mezcla resultante se agité durante 2 horas con enfriamiento con hielo. Después de la finalizacién de la
reaccion, la mezcla obtenida se ajusté para que fuera acida con una solucién acuosa de acido citrico al 10 % en masa.
Ademas, mediante un método de gradiente lineal en el que se usé HPLC usando Imtakt Cadenza 5CD-C18 150 x 20
mm, se usaron TFA al 0,1 %/MilliQ para la fase Ay TFA al 0,1 %/MeCN para la fase B como fases moviles, la fase A
se mantuvo al 100 % en el periodo de hasta 5 minutos, y después las fases se cambiaron de la fase A al 100 % y la
fase B al 0 % a la fase A al 55 % y la fase B al 45 % en el periodo de 5 a 35 minutos, y se cambiaron de la fase A al
55 % vy lafase B al 45 % a la fase A al 0 % y la fase B al 100 % en el periodo de 35 a 50 minutos, la purificacién se
realiz6 a un caudal de 5 ml/min, y se obtuvo un compuesto deseado (a18) (en lo sucesivo, también denominado
"CDO3AEt-FGK (Mal)", 0,8 mg, 0,870 umoles, rendimiento: 33,4 %).

ESI-MS (M-H): m/z 919,42, encontrado: 919,45.
Sintesis de DO3A-Bn-SCN-MVK (Bzo) v DO3A-Bn-SCN-Met-OH, vy DO3A-Bn-SCN-MVK (Mal)

Ejemplo de Sintesis L3: sintesis del compuesto (b5) y el compuesto (b7)
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(a) bromoacetato de terc-butilo, NaHCOs3, acetonitrilo, 43,1 %; (b) bromuro de 4-nitrobencilo, Na2CQOs3, acetonitrilo,
98,0 %; (c) Pd/C al 10 %, metanol, NaOH 1 N, 87,2 %; (d) anisol al 10 %/TFA, 64,9 %; (e) tiofosgeno 1 M/cloroformo,
74,9 %

Ejemplo de Sintesis L3 (a): sintesis del compuesto (b1)

Se disolvié Cyclen (523,6 mg, 3,04 mmoles) en acetonitrilo (25 ml) y en la mezcla obtenida, se afiadié6 NaHCO3 (893,6
mg, 10,6 mmoles), la mezcla resultante se enfrié con hielo en una atmoésfera de Ar y, a continuacién, en la mezcla
enfriada con hielo, se afiadié bromoacetato de terc-butilo (1,39 ml, 3,34 mmoles) gota a gota. La mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante 48 horas, y después la mezcla de reaccién se filtr, y el filtrado se retiré por
destilacion a presion reducida. El residuo se purificd por recristalizacion usando tolueno para obtener un compuesto
(b1) (672,4 mg, rendimiento: 43,1 %) como cristales blancos.

H RMN (CDCls): 8 1,44 (27H, s, 1Bu), 2,86-3,35 (22H, solapado, CH2).
ESI-MS (M+H)*: m/z 515,3, encontrado: 515,3.
Ejemplo de Sintesis L3 (b): sintesis del compuesto (b2)

Se disolvié un compuesto (b1) (212,9 mg, 413,6 umoles) en acetonitrilo (4,0 ml) y en la mezcla obtenida, se afiadié
Na2COs3 (87,7 mg, 827,4 umoles), la mezcla resultante se enfridé con hielo en una atmésfera de Ar y, a continuacion,
en la mezcla enfriada con hielo, se afiadié gota a gota bromuro de 4-nitrobencilo (134,1 mg, 620,7 pmoles) disuelto en
acetonitrilo (1,0 ml). La mezcla resultante se agité a 60 °C durante 18 horas, y después la mezcla de reaccion se filtro,
y el disolvente se eliminé por destilacion a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia sobre gel de silice
usando una solucién de cloroformo : metanol = 10 : 1 como disolvente de elucién para obtener un compuesto (b2)
(263,4 mg, rendimiento: 98,0 %) como una sustancia oleosa de color amarillo.

H RMN (CDCl3): & 1,36 (27H, s, Bu), 2,06-3,58 (24H, solapado, CH»), 7,61-7,63 (2H, d, aromatico), 8,07-8,09 (2H, d,
aromatico).

ESI-MS (M+Na)*: m/z 672,4, encontrado: 672,3.
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Ejemplo de Sintesis L3 (c): sintesis del compuesto (b3)

Se disolvié un compuesto (b2) (150 mg, 231 umoles) en metanol (3,5 ml} y, a continuacién, en la mezcla, se afiadieron
NaOH 1 N (0,5 ml) y Pd/C al 10 % (15,4 mg). La mezcla obtenida se agito a temperatura ambiente durante 1,5 horas
en una atmosfera de hidrégeno. La mezcla resultante se filtro, y después el metanol se eliminé por destilacion del
filtrado a presion reducida, y la extraccion se realizé con cloroformo (5 ml x 3). La capa organica se secé con la adicion
de Na2S04y después el disolvente se elimind por destilacién a presion reducida para obtener un compuesto (b3)
(124,6 mg, rendimiento: 87,2 %) como una sustancia oleosa de color amarillo.

H RMN (CDCls): d 1,43 (27H, s, 1Bu), 2,85-3,35 (24H, solapado, CHg), 6,59-6,61 (2H, d, aromético), 6,93-6,95 (2H, d,
aromatico).

ESI-MS (M+H)*: m/z 620,4, encontrado: 620,5.
Ejemplo de Sintesis L3 (d): sintesis del compuesto (b4)

Se disolvié un compuesto (b3) (124,6 mg, 201 umoles) en anisol al 10 %/acido trifluoroacético (TFA) (2 ml} y la mezcla
obtenida se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. El disolvente se elimind por destilacion a presion reducida,
y el residuo se cristaliz6 con la adicién de éter dietilico (5 ml). Los cristales se recogieron por filtracién, se lavaron con
éter dietilico y después se secaron a presion reducida para obtener una sal de TFA (118,4 mg, rendimiento: 64,9 %)
de un compuesto (b4) como cristales de color pardo rojizo.

H RMN (D20): 3 2,50-3,50 (24H, solapado, CH>), 6,78-6,81 (2H, d, aromatico), 7,36-7,38 (2H, d, aromatico).
Ejemplo de Sintesis L3 (e): sintesis del compuesto (b5)

Se disolvié un compuesto (b4) (82,5 mg, 80,8 umoles) en agua MilliQ (1 ml} y, en la mezcla, se afiadi6 tiofosgeno 1
M/cloroformo (1 ml). La mezcla obtenida se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas, y después la mezcla
resultante se lavd con cloroformo (5 ml x 4). La capa acuosa se liofilizd para obtener un compuesto (b5) (57,4 mg,
rendimiento: 74,9 %) como cristales de color amarillo palido.

H RMN (D20): 3 2,50-3,65 (24H, solapado, CHz), 7,18-7,22 (2H, d, aromatico), 7,38-7,41 (2H, d, aromatico).
Ejemplo de Sintesis L3 (f): sintesis del compuesto (b6)

Se disolvié un compuesto (b1) (100,0 mg, 194,4 umoles) en acetonitrilo (2,0 ml) y en la mezcla obtenida, se afiadié
Na2COs3 (26,5 mg, 252,9 umoles), la mezcla resultante se enfridé con hielo en una atmésfera de Ar y, a continuacion,
en la mezcla enfriada con hielo, se afiadié gota a gota 4-(bromometil)benzoato de metilo (58,0 mg, 253,0 pmoles)
disuelto en acetonitrilo (0,5 ml). La mezcla obtenida se agitdé a 60 °C durante 18 horas, y después la mezcla resultante
se filtro, y el disolvente se eliminé por destilacion a presiéon reducida. El residuo se purificd por cromatografia sobre
gel de silice usando una solucion de cloroformo : metanol = 10 : 1 como disolvente de elucién para obtener un
compuesto (b6) (106,1 mg, rendimiento: 82,6 %) como una sustancia oleosa de color amarillo.

'H RMN (CDCls): & 1,46 (27H, s, Bu), 2,01-3,58 (24H, solapado, CHz), 3,88 (3H, s, OCHa), 7,53-7,55 (2H, d,
aromatico), 7,95-7,97 (2H, d, aromatico).

ESI-MS (M+H)*: m/z 663,4, encontrado: 663,4
Ejemplo de Sintesis L3 (g): sintesis del compuesto (b7)

Se disolvié un compuesto (b6) (106,1 mg, 160,0 pmoles) en metanol (1 ml) y, a continuacioén, en la mezcla obtenida,
se afiadié NaOH 1 N (1 ml) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El metanol se
eliminé por destilacién de la mezcla a presién reducida, y luego la extracciéon se realizé con cloroformo (5 ml x 3). La
capa organica se sec6 con la adicion de Na=2SO4 y después el disolvente se elimind por destilacién a presién reducida
para obtener un compuesto (b7) (50,5 mg, rendimiento del 48,6 %) como una sustancia oleosa de color amarillo.

H RMN (CDCl3): & 1,44 (27H, s, 1Bu), 2,13-3,58 (24H, solapado, CH2), 7,31-7,33 (2H, d, aromatico), 8,09-8,11 (2H, d,
aromatico).

ESI-MS (M+Na)*: m/z 671,4, encontrado: 671,5
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Ejemplo de Sintesis L4: sintesis de DO3A-Bn-SCN-MVK (Bzo) (compuesto (b13)) y DO3A-Bn-SCN-Met-OH

(compuesto (b14})
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(a) N-hidroxisuccinimida, DCC, diclorometano, 74,7 %; (b) Fmoc-Lys-OH, DIPEA, DMF, 82,0 %; (c) i. DIPEA,
diclorometano; ii. metanol, DIPEA; iii. piperidina al 20 %/DMF; (d)} elongaciéon en fase sélida de Fmoc; (e)
TFA:TIS:H20=95:2,5:2,5, 69,0 %; (f) p-SCN-Bn-DO3A, tampdn borato 0,16 M pH 11,0, NaOH 0,1 N, 53,3 %; (g)
metionina, tampén borato 0,16 M pH 11,0, NaOH 0,1 N, 36,2 %

Ejemplo de Sintesis L4 (a): sintesis del compuesto (b8)

Se disolvieron acido benzoico (560 mg, 4,59 mmoles) y N-hidroxisuccinimida (NHS, 581 mg, 5,05 mmoles) en CH2Cl2
(15 ml), la mezcla obtenida se enfrié con hielo y luego en la mezcla enfriada con hielo, se afiadié gota a gota N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC, 1,05 g, 5,05 mmoles) disuelta en CH2Cl2 (8 ml). La mezcla obtenida se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas, y después la mezcla resultante se filtré, y el disolvente se eliminé por
destilacion a presion reducida. El residuo se disolvié en acetato de etilo (10 ml) y la mezcla obtenida se lavé con
NaHCOs3 saturado (10 mL x 3). La capa organica se sec6 con la adicidon de MgSQ4y después el disolvente se elimind
por destilacion a presién reducida para obtener un compuesto (b8) (749,7 mg, rendimiento: 74,7 %) como cristales
blancos.

TH RMN (CDCl3): & 2,89 (4H, s, succinimida), 7,47-7,51 (2H, m, aromatico), 7,64-7,68 (1H, m, aromaticos), 8,11-8,13
(2H, m, aromatico).

Ejemplo de Sintesis L4 (b): sintesis del compuesto (b9)

Se disolvié Fmoc-Lys-OH (86,7 mg, 100 pumoles) en DMF (1,5 ml), y en la mezcla obtenida, se afiadié N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA, 40 ul, 246 pmoles), la mezcla resultante se enfrié con hielo en una atmoésfera de Ar, y
después en la mezcla enfriada con hielo, se afiadi6 gota a gota un compuesto (b8) disuelto en DMF (0,5 ml). La mezcla
obtenida se agité a temperatura ambiente durante 3 horas, y después el disolvente se eliminé por destilacion a presion
reducida. El residuo se disolvié en acetato de etilo (5 ml) y la solucién obtenida se lavé con acido citrico al 10 % en
masa (5 ml x 3). La capa organica se secé con la adicién de Na2SO4y después el disolvente se eliminé por destilacién
a presién reducida, y el residuo se purificé por fraccionamiento por TLC usando una solucién de cloroformo : metanol
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=5:1 como disolvente de desarrollo para obtener un compuesto (b9) (82,0 mg, rendimiento: 82,0 %) como cristales
blancos.

ESI-MS (M+Na)*: m/z 473,2, encontrado: 473,2
Ejemplo de Sintesis L4 (c): sintesis del compuesto (b10)

Usando resina CI-Trt (2-Cl) (62,5 mg, 100 pumoles, disponible en WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.) como
material de partida, se hicieron reaccionar Fmoc-Lys(Bzo)-OH (47,2 mg, 100 umoles) y DIPEA (65 pl, 400 umoles) en
diclorometano (1,5 ml) durante 1,5 horas. En la mezcla de reaccién, se afiadieron metanol (1,5 ml) y DIPEA (65 pl)
para terminar la reaccion. La resina se lavé con DMF, y después con diclorometano. La resina obtenida se seco, y
luego midiendo la absorbancia a A301 de N-(9-fluorenilmetil)piperidina formada durante el tratamiento con piperidina,
se cuantificé la cantidad de Fmoc-Lys(Bzo)-OH introducida en la resina (0,96 mmoles/g). En la mezcla, se afiadid
piperidina al 20 %/DMF (ml), y la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos para preparar
un compuesto (b10). Se recogi6 parte de la resina, y se sometio a un ensayo de Kaiser para confirmar la desproteccion
del grupo Na-Fmoc.

Ejemplo de Sintesis L4 (d): sintesis del compuesto (b11)

Usando un compuesto (b10) (22,9 mg, 22,0 umoles) como material de partida, se agitaron 2,5 equivalentes de Fmoc-
Met-OH (55,0 umoles) mediante un método de sintesis en fase sélida de Fmoc, N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC, 8,5
ul, 55,0 pmoles) y monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt, 8,43 mg, 55,0 umoles) en DMF a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se recogi6 parte de la resina, y se sometié a un ensayo de Kaiser para confirmar la finalizacién de la
reaccion de condensacion, y luego en la mezcla obtenida, se afadié piperidina al 20 %/DMF (2 ml), y la mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se recogi6 parte de la resina y se sometié a un ensayo
de Kaiser para confirmar la desproteccion del grupo Na-Fmoc. Ademas, se realizd una operacion similar usando un
aminoacido protegido Boc-Met-OH, y se prepar6 un compuesto (b11).

Ejemplo de Sintesis L4 (e): sintesis del compuesto (b12)

Un compuesto (b11) se agité a temperatura ambiente durante 2 horas en una mezcla de TFA : triisopropilsilano (TIS)
:H20=95:2,5:2,5 (1 ml). La resina se retird por filtracién, y después en el residuo obtenido retirando por destilacién
el filirado a presion reducida, se afiadié éter dietilico para la recristalizacion. Los cristales se recogieron por filtracién,
se lavaron con éter dietilico y después se secaron a presion reducida para obtener una sal de TFA (9,7 mg,
rendimiento: 69,0 %) de un compuesto (b12) como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 481,2, encontrado: 481,2.
Ejemplo de Sintesis L4 (f): sintesis del compuesto (b13)

Se disolvieron un compuesto (b5} (1,0 mg, 1,05 pumoles) y un compuesto (b12) (1,58 umoles) en una soluciéon tampén
de borato 0,16 M a pH 11,0 (100 pl), y luego la mezcla obtenida se ajusté para que tuviera un pH 9,0 con NaOH 1 N.
La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas, y después la mezcla se purificé por RP-HPLC
para fraccionamiento para obtener una sal de TFA (0,8 mg, rendimiento del 53,3 %) de un compuesto (b13) (en lo
sucesivo, también denominado "DO3A-Bn-SCN-MVK (Bzo)") como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 974,4, encontrado: 974 ,4.
Ejemplo de Sintesis L4 (g): sintesis del compuesto (b14)

Usando un compuesto (b5} (5,5 mg, 5,78 umoles) y metionina (1,29 mg, 8,67 pmoles) como materiales de partida, se
realiz6 una operacién similar a la del Ejemplo de Sintesis L4 (f), y se obtuvo una sal de TFA (2,3 mg, rendimiento:
36,2 %) de un compuesto (b14) (en lo sucesivo, también denominado "DO3A-Bn-SCN-Met-OH") como cristales
blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 643,2, encontrado: 643,2
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Ejemplo de Sintesis L5: sintesis de DO3A-Bn-SCN-MVK (Mal) (compuesto (b21))
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(a) i. Fmoc-Lys(Dde)}-OH, DIPEA, diclorometano; ii. metanol, DIPEA; iii. piperidina al 20 %/DMF; (b} elongacién en fase
sélida de Fmoc; (c) hidrazina al 2 %/DMF; (d) acido acético:TFE:CH2Cl2=3:1:6, 93,9 %; () NMCM, NaHCOs3 sat.,
94,1 %; (f) HCI 4 M/AcOEt, 92,4 %; (g) p-SCN-Bn-DO3A, TEA, DMF, 33,2 %

Ejemplo de Sintesis L5 (a): sintesis del compuesto (b15)

Usando resina CI-Trt(2-Cl) (104,4 mg, 114,8 umoles, disponible en WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.)
como material de partida, se hicieron reaccionar Fmoc-Lys(Dde)-OH (61,2 mg, 114,8 umoles) y DIPEA (81 pl, 459,2
pmoles) en diclorometano (2 ml) durante 1,5 horas. En la mezcla de reaccién, se afiadieron metanol y DIPEA para
terminar la reaccion. La resina se lavé con DMF, y después con diclorometano. De manera similar al Ejemplo de
Sintesis L4 (c), se cuantifico la cantidad de Fmoc-Lys(Bzo)-OH introducida en la resina (0,769 mmoles/g). En la mezcla,
se afiadi6 piperidina al 20 %/DMF (2 ml), y la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos
para preparar un compuesto (b15). Se recogi6 parte de la resina, y se sometié a un ensayo de Kaiser para confirmar
la desproteccién del grupo Na-Fmoc.

Ejemplo de Sintesis L5 (b): sintesis del compuesto (b16)

Usando un compuesto (b15) (153,4 mg, 114,8 umoles) como material de partida, se realizé una operacion similar a la
del Ejemplo de Sintesis L4 (d) cambiando el aminoacido protegido por Fmoc-Val-OH y por Boc-Met-OH en orden, y
se obtuvo un compuesto (b16).

Ejemplo de Sintesis L5 (c): sintesis del compuesto (b17)

Un compuesto (b16) (117,9 umoles) se agitdé a temperatura ambiente durante una hora en hidrazina al 2 %/DMF (2
ml}, y después se recogid parte de la resina, y se sometié a un ensayo de Kaiser para confirmar la finalizacion de la
reaccion. La resina se lavé con DMF y después con diclorometano, y posteriormente se sec6 a presion reducida para
obtener un compuesto (b17).

Ejemplo de Sintesis L5 (d): sintesis del compuesto (b18)

Un compuesto (b17) se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas en una mezcla de acido acético : 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE) : diclorometano = 3 : 1 : 6 (2 ml). La resina se retir6 por filtracién, y después el residuo obtenido
retirando por destilacion el filtrado a presién reducida se cristalizé con la adicién de éter dietilico. Los cristales se
recogieron por filtracion, se lavaron con éter dietilico y después se secaron a presion reducida para obtener un acetato
(51,4 mg, rendimiento: 93,9 %) de un compuesto (b18) como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 477,2, encontrado: 477,2.

30



10

15

20

25

30

ES 2986 191 T3

Ejemplo de Sintesis L5 (e): sintesis del compuesto (b19)

Se disolvié un compuesto (b18) (6,60 mg, 13,9 umoles) en NaHCO3 sat. (100 pl) mediante enfriamiento con hielo, y
en la mezcla obtenida, se afiadid N-metoxicarbonilmaleimida (NMCM, 3,22 mg, 20,8 umoles). La mezcla obtenida se
agité durante 2 horas con enfriamiento con hielo, y después la mezcla resultante se neutralizé con la adicion de acido
citrico al 5 % en masa, y la extraccién se realizd con cloroformo (5 ml x 3). El extracto se sec6 con la adicion de Na2SO4
y después el disolvente se eliminé por destilaciéon a presion reducida para obtener un compuesto (b19) (7,26 mg,
rendimiento: 94,1 %) como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 557,2, encontrado: 557,2.
Ejemplo de Sintesis L5 (f): sintesis del compuesto (b20)

Se disolvié un compuesto (b19) (7,26 mg, 13,1 umoles) en HCI 4 M/acetato de etilo (1 ml), la mezcla obtenida se agitd
a temperatura ambiente durante una hora. El disolvente se eliminé por destilacién a presion reducida, y el residuo se
sometié a destilacion azeotropica con hexano para obtener un hidrocloruro (5,92 mg, rendimiento: 92,4 %) de un
compuesto (b20) como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 4572, encontrado: 457,2.
Ejemplo de Sintesis L5 (g): sintesis del compuesto (b21)

Se disolvié un hidrocloruro (3,38 mg, 4,74 umoles) de un compuesto (020} en DMF (100 pl), y en la mezcla obtenida,
se afiadi6 trietilamina (TEA, 6 pl, 43,3 umoles). A la mezcla, se le afiadié un compuesto (b5) (3,0 mg, 3,16 umoles), y
la mezcla obtenida se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas, y después la mezcla resultante se diluyé 10
veces con H:20, y la mezcla diluida se purificé por RP-HPLC para fraccionamiento para obtener una sal de TFA (1,5
mg, rendimiento: 33,2 %) de un compuesto (b21) (en lo sucesivo, también denominado "DO3A-Bn-SCN-MVK (Mal)")
como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 972,5, encontrado: 972,5.
Sintesis de DO3A-Bn-CO-FGK, DO3A-Bn-CO-FGK (Boc), DO3A-Bn-CO-FGK (Mal} y DO3A-Bn-CO-Phe-OH

Ejemplo de Sintesis L6: sintesis de DO3A-Bn-CO-FGK (compuesto (b24), igual que el compuesto 1-3 descrito
anteriormente), DO3A-Bn-CO-FGK (Boc) (compuesto (b25)), DO3A-Bn-CO-FGK (Mal) (compuesto (b26), igual que el
compuesto 1-4 descrito anteriormente) y DO3A-Bn-CO-Phe-OH (compuesto (b28))
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(a) i. Fmoc-Lys(Boc)-OH, DIPEA, diclorometano; ii. metanol, DIPEA; iii. piperidina al 20 %/DMF; (b) elongacién en fase
solida de Fmoc; (¢} i. p-COOH-Bn-DO3A, DIC, HOAt, DMF; ii. TFA:TIS:H20=95:2,5:2,5, 53,7 %; (d} (Boc)20, NaHCOs
sat., 26,9 %; (e) NMCM, NaHCOs3 sat., 44,4 %; (f) i. Fmoc-Phe-OH, DIPEA, diclorometano; ii. metanol, DIPEA; iii.
piperidina al 20 %/DMF; (g} i. p-COOH-Bn-DO3A, DIC, HOAt, DMF; ii. TFA:TIS:H20=95:2,5:2,5, 59,1 %
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Ejemplo de Sintesis L6 (a): sintesis del compuesto (b22)

Usando resina de CI-Trt(2-Cl) (22,1 mg, 24,3 umoles, disponible en WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.)
como material de partida, se hicieron reaccionar Fmoc-Lys(Boc)-OH (17,1 mg, 36,5 umoles) y DIPEA (16,5 pl, 97,2
pmoles) en diclorometano (1 ml) durante 1,5 horas. En la mezcla de reaccién, se afiadieron metanol y DIPEA para
terminar la reaccion. La resina se lavé con DMF, y después con diclorometano. De manera similar al Ejemplo de
Sintesis L4 (c), se cuantifico la cantidad de Fmoc-Lys(Boc)-OH introducida en la resina (0,884 mmoles/g). En la mezcla,
se afiadi6 piperidina al 20 %/DMF (2 ml), y la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos
para preparar un compuesto (b22). Se recogi6 parte de la resina, y se sometié a un ensayo de Kaiser para confirmar
la desproteccién del grupo Na-Fmoc.

Ejemplo de Sintesis L6 (b): sintesis del compuesto (b23)

Usando un compuesto (b22) (12,1 umoles) como material de partida, se realizé una operacion similar a la del Ejemplo
de Sintesis L4 (d) cambiando el aminoacido protegido por Fmoc-Gly-OH y por Fmoc-Phe-OH en orden, y se obtuvo
un compuesto (b23).

Ejemplo de Sintesis L6 (c): sintesis del compuesto (b24)

En un compuesto (b23) (12,1 pmoles), se afiadieron un compuesto (b7} (15,7 mg, 24,2 ymoles), DIC (3,7 ul, 24,2
pmoles) y HOAL (3,29 mg, 24,2 umoles) y se agitaron en DMF a temperatura ambiente durante la noche. Se recogid
parte de la resina, y se sometié a un ensayo de Kaiser para confirmar la finalizaciéon de la reaccion de condensacion,
y después la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 horas en una mezclade TFA : TIS : H20 =
95:2,5:2,5 (1 ml). La resina se retird por filtracién, y después el residuo obtenido retirando por destilacion el filtrado
a presion reducida se cristalizé con la adicién de éter dietilico. Los cristales se recogieron por filtracién, se lavaron con
éter dietilico y después se secaron a presion reducida para obtener una sal de TFA (9,0 mg, rendimiento: 53,7 %) de
un compuesto (b24) (en lo sucesivo, también denominado "DO3A-Bn-CO-FGK") como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 813,4, encontrado: 813,4.
Ejemplo de Sintesis L6 (d): sintesis del compuesto (b25)

Se disolvié un compuesto (b24) (2,17 umoles) en NaHCO3 sat. (100 pL), y luego en la mezcla obtenida, se afiadié
(Boc)20 (7,1 mg, 3,26 umoles) disuelto en dioxano (100 pul), y la mezcla resultante se agité vigorosamente a
temperatura ambiente durante 2 horas. El dioxano se eliminé por destilacién a presion reducida, y luego el residuo se
lavd con cloroformo (3 ml x 3). La capa acuosa se purificé por RP-HPLC para fraccionamiento para obtener una sal
de TFA (0,8 mg, rendimiento: 26,9 %) de un compuesto (b25) (en lo sucesivo, también denominado "DO3A-Bn-CO-
FGK (Boc)") como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 913,5, encontrado: 913,5.
Ejemplo de Sintesis L6 (e): sintesis del compuesto (b26)

Se disolvié un compuesto (b24) (2,17 pmoles) en NaHCOz3 sat. (100 pl), y luego la mezcla obtenida se enfrié con hielo,
y en la mezcla enfriada con hielo, se afiadi6 NMCM (0,5 mg, 3,26 pmoles). La mezcla obtenida se agité durante 2
horas enfriando con hielo, y después la mezcla resultante se purificé por RP-HPLC para fraccionamiento para obtener
una sal de TFA (1,3 mg, rendimiento: 44,4 %) de un compuesto (b26) (en lo sucesivo, también denominado "DO3A-
Bn-CO-FGK (mal}"} como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 893,4, encontrado: 893,4.
Ejemplo de Sintesis L6 (f): sintesis del compuesto (b27)

Usando resina CI-Trt(2-Cl) (5 mg, 5,50 umoles, disponible en WATANABE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.) como
material de partida, se hicieron reaccionar Fmoc-Phe-OH (6,01 umoles) y DIPEA (3,73 pl, 21,9 pmoles) en
diclorometano (0,5 ml} durante 1,5 horas. En la mezcla de reaccion, se afiadieron metanol y DIPEA para terminar la
reaccion. La resina se lavo con DMF, y después con diclorometano. De manera similar al Ejemplo de Sintesis L4 (c),
se cuantifico la cantidad de Fmoc-A.A.-OH introducida en la resina (0,917 mmoles/g). En la mezcla, se afadi6
piperidina al 20 %/DMF (2 ml), y la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 20 minutos para preparar
un compuesto (b27). Se recogi6 parte de la resina, y se sometioé a un ensayo de Kaiser para confirmar la desproteccion
del grupo N°-Fmoc.

Ejemplo de Sintesis L6 (g): sintesis del compuesto (b28)

Usando un compuesto (b27) (5,5 umoles) como material de partida, se realizé una operacién similar a la del Ejemplo
de Sintesis L6 (c), y se obtuvo una sal de TFA (4,5 mg, rendimiento: 59,1 %) de un compuesto (b28) (en lo sucesivo,
también denominado "DO3A-Bn-CO-Phe-OH") como cristales blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 628,3, encontrado: 628,3.
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Sintesis de CDOTA-Bn-CO-FGK, CDOTA-Bn-CO-FGK (Boc) y CDOTA-Bn-CO-FGK (Mal)

Ejemplo de Sintesis L7: sintesis de CDOTA-Bn-CO-FGK (compuesto (b29)), CDOTA-Bn-CO-FGK (Boc) (compuesto
(b30})) y CDOTA-Bn-CO-FGK (Mal) (compuesto (b31}))
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5 (@) i. p-COOH-Bn-DOTA(tBu)4, DIC, HOAt, DMF; ii. TFA:TIS:H20=95:2,5:2,5, 1,3 %; (d) (Boc)20, NaHCO3 sat., %; (e)
NMCM, NaHCOs3 sat., 61,4 %

Ejemplo de Sintesis L7 (a): sintesis del compuesto (b29)

Usando p-COOH-Bn-DOTA(tBu)4 (52,4 umoles) como material de partida, se realizé6 una operacién similar a la del
Ejemplo de Sintesis L6 (c), y se obtuvo una sal de TFA (2,4 mg, rendimiento: 1,3 %) de un compuesto (b29) (en lo
10 sucesivo, también denominado "CDOTA-Bn-CO-FGK") como cristales blancos.

ESI-MS ([M+K]-H)": m/z 907,36, encontrado: 907,31.
Ejemplo de Sintesis L7 (b): sintesis del compuesto (b30)

Usando un compuesto (b29) (5,75 umoles) como material de partida, se realizé una operacion similar a la del Ejemplo
de Sintesis L6 (d), y se obtuvo una sal de TFA (0,4 mg, rendimiento: 71,8 %) de un compuesto (b30) (en lo sucesivo,
15 también denominado "CDOTA-Bn-CO-FGK (Boc)") como cristales blancos.

ESI-MS ([M+K]-H): m/z 1.007,41, encontrado: 1.007,31.
Ejemplo de Sintesis L7 (c): sintesis del compuesto (b31)

Usando un compuesto (b29) (0,694 umoles) como material de partida, se realizé una operacion similar a la del Ejemplo
de Sintesis L6 (e), y se obtuvo una sal de TFA (0,6 mg, rendimiento: 61,4 %) de un compuesto (b31) (en lo sucesivo,
20 también denominado "CDOTA-Bn-CO-FGK (mal)"} como cristales blancos.

ESI-MS (M-H): m/z 949,39, encontrado: 949,43.
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Sintesis de CDO3AiIBu-FGK (Boc), CDO3AIBu-FGK (mal) y CDO3AiBu-Phe

Ejemplo de Sintesis L8: sintesis del compuesto (a23)

o

/'m/'\ -

(a) isobutilaldehido, triacetoxiborohidruro de sodio, THF, 42,4 %; (b} BH3«THF 1M, THF 74,7 %; (c) bromoacetato de
terc-butilo, Na2CQs3, acetonitrilo, 58,8 %; (d) Pd(OAc)2, 1,2-bis(difenilfosfino)etano, EtsN, CO, BnOH, DMF, 25,5 %; (j)
Pd/C al 10 %, MeOH, 48,8 %.

Ejemplo de Sintesis L8 (a): sintesis del compuesto (a19)

Se disolvio un compuesto (a8) (913 mg, 1,96 mmoles) en THF (20 ml) y en la mezcla obtenida, se afiadieron
isobutilaldehido (357 pl, 3,91 mmoles) y triacetoxiborohidruro de sodio (498 mg, 2,35 mmoles) y la mezcla resultante
se agitdé a temperatura ambiente durante una noche en una atmosfera de Ar. En la mezcla, se afadieron
isobutilaldehido (179 pl, 1,96 mmoles) y triacetoxiborohidruro de sodio (249 mg, 1,18 mmoles) y después la mezcla
obtenida se agit6 adicionalmente a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccién se enfrié con hielo,
se afiadi6 agua, y después la extraccién se realizé con cloroformo tres veces a partir de la solucién acuosa obtenida
eliminando por destilacién el THF a presion reducida. La capa organica se sec6 con la adicion de sulfato de sodio, y
después el residuo obtenido mediante la eliminacién por destilacién del disolvente a presion reducida se formo
mediante un sistema de cromatografia ultrarrapida usando cloroformo y metanol para obtener un compuesto (a19)
(403 mg, 829 umoles, 42,4 %) como cristales blancos.

'H RMN (CDCla): 3 0,92-0,95 (6H, m, CHs), 1,68-1,71 (1H, m, CH), 2,40-2,44 (2H, m, CHz), 2,82-3,30 (8H, solapado,
CHz), 3,61-3,74 (2H, m, CHz), 4,58-4,62 (1H, m, CH), 6,48 (1H, s, NH), 6,66 (1H, s, NH), 6,96-6,98 (2H, d, CH2), 7,56-
7,58 (2H, d, CHz), 8,00 (1H, s, NH).

ESI-MS (M+H)*: m/z 487,12, encontrado: 487,18.
Ejemplo de Sintesis L8 (b): sintesis del compuesto (a20)

Se suspendié un compuesto (a19) (403 mg, 829 umoles) en 2 ml de THF, la suspensién obtenida se enfrié con hielo
y, a continuacion, en la suspensién enfriada con hielo, se afiadieron lentamente 13 ml de solucién de complejo borano-
THF 0,95 M/THF en una atmésfera de argén, la mezcla obtenida se agitdé durante una hora y, a continuacioén, la mezcla
se calent6 a reflujo durante 22 horas. La mezcla resultante se enfrié con hielo, y en la mezcla enfriada con hielo, se
afiadieron 13 ml de metanol, y después la mezcla se agité durante una hora, y el disolvente se eliminé por destilacién
a presion reducida. Después de eso, se afiadieron 13 ml de metanol de nuevo al residuo, y el disolvente se eliminé
por destilacion a presién reducida. Al residuo, se le afiadieron 13 ml de acido clorhidrico concentrado, la mezcla
obtenida se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas y después la mezcla se calenté a reflujo durante una hora.
La mezcla resultante se enfrié con hielo, y en la mezcla enfriada con hielo, se afiadié una solucién acuosa de hidréxido
sodico 12,5 N para hacer que la mezcla fuera basica, y después la extraccién se realizé con cloroformo. La capa
organica se sec6 con la adicion de sulfato de sodio, y después el residuo obtenido mediante la eliminacion por
destilacion del disolvente a presién reducida se purificé mediante un sistema de cromatografia ultrarrapida usando una
solucién de cloroformo : metanol : agua amoniacal al 25 % en masa (10:1:0,1) como disolvente de elucién para obtener
un compuesto (a20) (275 mg, 619 umoles, rendimiento: 74,7 %) como un aceite amarillo.

H RMN (CDCls): d 0,89-0,92 (6H, m, CHa), 1,80-1,84 (1H, m, CH), 2,06-2,89 (19H, solapado, CH, CHz), 6,92-6,94
(2H, d, CHz), 7,58-7,60 (2H, d, CHa).
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Ejemplo de Sintesis L8 (c): sintesis del compuesto (a21)

Se suspendié un compuesto (a20) (275 mg, 619 umoles) en 2 ml de acetonitrilo, y en la mezcla obtenida, se afiadié
carbonato de sodio (428 mg, 3,10 mmoles). La mezcla obtenida se enfrié con hielo, y en la mezcla enfriada con hielo,
se afiadié bromoacetato de terc-butilo (272 pl, 1,86 mmoles) gota a gota en una atmosfera de argoén. Después de la
finalizacion de la adiciéon gota a gota, la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 24 horas, la
suspensioén se filtrd y después el disolvente se elimind por destilacién del filtrado a presion reducida. El residuo se
formé mediante un sistema de cromatografia ultrarrapida usando cloroformo y metanol para obtener un compuesto
(a21) (286 mg, 364 umoles, 58,8 %) como un aceite amarillo.

H RMN (CDCls): & 0,86-0,89 (6H, m, CHz), 1,41-1,50 (27H, m, tBu), 1,86-3,90 (26H, solapado, CH, CHz), 6,99-7,01
(2H, d, CHz), 7,59-7,61 (2H, d, CHz).). ESI-MS (M+H)*: m/z 787,39, encontrado: 787,45.

Ejemplo de Sintesis L8 (d): sintesis del compuesto (a22)

Se suspendié un compuesto (a21) (286 mg, 364 umoles) en 3,0 ml de DMF y en la suspensién obtenida, se afiadieron
Pd(OAc)z2 (16,3 mg, 0,0728 mmoles), 1,2-bis(difenilfosfino)etano (58,0 mg, 0,146 mmoles), EtsN (156 pl, 1,12 mmoles)
y alcohol bencilico (753 ul, 7,28 mmoles) y la mezcla obtenida se calenté a reflujo durante una noche en una atmoésfera
de mondxido de carbono. Después de la reaccion, el residuo obtenido mediante la eliminacién por destilacién del
disolvente a presion reducida se purific6 mediante un sistema de cromatografia ultrarrdpida usando cloroformo y
metanol para obtener un compuesto (a22) (73,8 mg, 92,8 umoles, rendimiento: 25,5 %) como un aceite amarillo.

ESI-MS (M+H)*: m/z 795,53, encontrado: 795,40.
Ejemplo de Sintesis L8 (e): sintesis del compuesto (a23)

Se disolvié un compuesto (a22) (73,8 mg, 92,8 ymoles) en 1,5 ml de metanol y, a continuacion, en la mezcla obtenida,
se afiadieron 150 mg de Pd/C al 10 % en masa y la mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 5 horas
en una atmosfera de hidréogeno. La mezcla de reaccion se filtré y después el disolvente se eliminé por destilacién a
presion reducida para obtener un compuesto (a23) (31,9 mg, 45,3 umoles, rendimiento: 48,8 %) como cristales
blancos.

ESI-MS (M+H)*: m/z 705,48, encontrado: 705,40.
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Ejemplo de Sintesis L9: sintesis del compuesto (a28)

sl LB
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(a) 2,3,5,6-tetrafluorofenol, EDC, EtsN, DMF, 68,9 %; (b) Phe-Gly-Lys(Boc)-Trt(2-Cl)-Resina, DIEA, DMF; (c) AcOH :
2,2,2-trifluoroetanol : CH2Cl2=3:1:6,2,1 %; (d) TFA: TIS:agua=95:2,5:2,5, 6,4 %,; (e) N-metoxicarbonilmaleimida,
NaHCQs3, 45,5 %; (f) i) H-Phe-OtBu HCI, COMU, DIEA, DMF, ii} anisol al 10 %/TFA, 2,3 %.

Ejemplo de Sintesis L9 (a): sintesis del compuesto (a24)

Se disolvié un compuesto (a23) (23,7 mg, 33,6 umoles) en 0,9 ml de DMF vy, a continuacion, en la mezcla obtenida,
se afiadieron 2,3,5,6-tetrafluorofenol (8,4 mg, 50,6 umoles) y trietilamina (9,3 pl, 66,2 umoles). La mezcla resultante
se enfrid con hielo, y en la mezcla enfriada con hielo, se afiadié EDC (9,6 mg, 50,6 pmoles), y después la mezcla
obtenida se devolvié a temperatura ambiente, y se agité durante 4 horas. El disolvente se eliminé por destilacion a
presion reducida, y después el residuo se disolvid en acetato de etilo, y la mezcla obtenida se lavé tres veces con una
solucion acuosa saturada de cloruro de amonio. La capa organica se sec6 con la adicion de sulfato de sodio, y después
el disolvente se elimino por destilacion a presion reducida para obtener un compuesto (a24) (18,3 mg, 23,2 pymoles,
rendimiento: 68,9 %) como un aceite amarillo.

Ejemplos de Sintesis L9 (b) y L9 (c): sintesis del compuesto (a26)

Una resina extendida con péptido (64,0 mg, 57,6 umoles) obtenida mediante el uso de un método de sintesis en fase
sélida Fmoc, N,N-diisopropiletilamina (23,6 pl, 135 pmoles) y un compuesto (a24) (18,3 mg, 23,2 umoles) se
disolvieron en DMF y la mezcla obtenida se agité suavemente a temperatura ambiente durante 16 horas. Después de
la finalizacién de la reaccion, la resina se lavé con DMF y CH2Clo.

La resina obtenida (a25) se suspendi6é en una solucidon con una composicién de acido acético : 2,2,2-trifluoroetanol :
diclorometano = 3 : 1 : 6, y la suspension obtenida se agité suavemente durante 2 horas. Después de |a finalizacion
de la reaccién, la resina se retird por filtracion, el filirado se retiré por destilacién a presion reducida y el residuo se
azeotropd tres veces con tolueno. Para el residuo, mediante un método de gradiente lineal en el que se us6 HPLC
usando Imtakt Cadenza 5CD-C18 150 x 20 mm, se usaron TFA al 0,1 %/MilliQ para la fase Ay TFA al 0,1 %/MeCN
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para la fase B como fases méviles, y las fases se cambiaron de fase A al 95 % y fase B al 5 % a fase A al 50 % y fase
B al 50 % en el periodo de 0 a 35 minutos, y se cambiaron de fase A al 50 % y fase B al 50 % a fase A al 0 % y fase
B al 100 % en el periodo de 35 a 45 minutos, la purificacién (tiempo de retencion: 34,7 minutos) se realiz6é a un caudal
de 5 ml/min, y se obtuvo un compuesto deseado (a26) (en lo sucesivo, también denominado "CDO3AIBu-FGK (Boc)",
1,0 mg, 0,70 umoles, rendimiento: 2,1 %).

ESI-MS (M+H)*: m/z 969,53, encontrado: 969,51.
Ejemplo de Sintesis L9 (d): sintesis del compuesto (a27)

Una resina (a25) preparada de una manera similar a la anterior usando una resina extendida con péptido (48,3 mg,
43,4 pmoles) obtenida usando un método de sintesis en fase solida de Fmoc, N,N-diisopropiletilamina (17,8 pl, 102
pmoles) y un compuesto (a24) (18,3 mg, 17,5 pmoles) se suspendié en una solucién con una composicion de acido
trifluoroacético : triisopropilsilano : agua =95 :2,5: 2,5, y la suspension obtenida se agité suavemente durante 2 horas.
Después de la finalizacién de la reaccién, la resina se retird por filtracion, el filtrado se retird por destilacién a presion
reducida y el residuo se azeotropé tres veces con tolueno. Para los cristales blancos obtenidos mediante liofilizacién
de una solucién acuosa que se habia obtenido disolviendo el residuo en agua y lavando la mezcla obtenida tres veces
con éter dietilico, mediante un método de gradiente lineal en el que se usé HPLC usando Imtakt Cadenza 5CD-C18
150 x 20 mm , se usaron TFA al 0,1 %/MilliQ para la fase Ay TFA al 0,1 %/MeCN para la fase B como fases moviles,
y las fases se cambiaron de la fase A al 95 % y la fase B al 5 % a la fase A al 50 % y la fase B al 50 % en el periodo
de 0 a 35 minutos, y se cambiaron de la fase Aal 50 % y lafase B al 50 % alafase Aal 0 % y la fase B al 100 % en
el periodo de 35 a 45 minutos, la purificacion (tiempo de retencién: 24,8 minutos) se realizé a un caudal de 5 ml/min,
y se obtuvo un compuesto deseado (a27) (en lo sucesivo, también denominado "CDO3AIBu-FGK", 1,8 mg, 1,25
pmoles, rendimiento: 6,4 %). ESI-MS (M+H)*: m/z 869,48, encontrado: 869,38.

Ejemplo de Sintesis L9 (e): ejemplo de sintesis del compuesto (a28)

Se disolvié un compuesto (a27) (1,8 mg, 2,6 umoles) en 150 pl de solucién acuosa saturada de hidrégenocarbonato
de sodio, en la mezcla obtenida, se afiadi6 N-metoxicarbonilmaleimida (1,0 mg, 6,5 pmoles) con enfriamiento con
hielo, y la mezcla resultante se agité durante 2 horas con enfriamiento con hielo. Después de la finalizacién de la
reaccion, la mezcla se ajusté para que fuera acida con una solucion acuosa de acido citrico al 5 % en masa. Ademas,
mediante un método de gradiente lineal en el que se us6 HPLC usando Imtakt Cadenza 5CD-C18 150 x 20 mm, se
usaron TFA al 0,1 %/MilliQ para la fase Ay TFA al 0,1 %/MeCN para la fase B como fases moviles, la fase A se
mantuvo al 100 % en el periodo de hasta 5 minutos, y después las fases se cambiaron de la fase A al 100 % y la fase
Bal0%alafase A al 40 % y la fase B al 60 % en el periodo de 5 a 35 minutos, y se cambiaron de la fase A al 40 %
y de la fase B al 60 % a la fase A al 0 % y la fase B al 100 % en el periodo de 35 a 50 minutos, la purificacién (tiempo
de retencion: 30,7 minutos) se realiz6 a un caudal de 5 ml/min, y se obtuvo un compuesto deseado (a28) (en lo
sucesivo, también denominado "CDO3AIBu-FGK (Mal)", 0,8 mg, 0,57 umoles, rendimiento: 45,5 %).

ESI-MS (M+H)*: m/z 949,47, encontrado: 949,36.
Ejemplo de Sintesis L9 (f): sintesis del compuesto (a29)

Se disolvié un compuesto (a23) (2,7 mg, 3,83 umoles) en DMF (0,3 ml), y en la mezcla obtenida, se afiadieron H-Phe-
OtBu-HCI (1,5 mg, 5,75 umoles), N,N-diisopropiletilamina (2,9 ul, 17,2 pumoles), y hexafluorofosfato de (1-ciano-2-
etoxi-2-oxoetilidenaminooxi}dimetilamino-morfolino-carbenio (4,9 mg, 11,5 umoles), y la mezcla resultante se agit6é a
temperatura ambiente durante la noche. El disolvente se eliminé por destilacion a presién reducida, y después el
residuo se volvid a disolver en acetato de etilo, la mezcla obtenida se lavé tres veces con una solucién acuosa de
hidrégenocarbonato de sodio al 5 % en masa y tres veces mas con una solucién acuosa de acido citrico al 5 % en
masa. La capa organica se sec6 con la adicién de sulfato de sodio, y después en el residuo obtenido mediante la
eliminacion por destilacion del disolvente a presién reducida, se afiadié una solucién de anisol al 10 % en masa/TFA
(2,0 ml), y la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El disolvente se eliminé por destilacion
a presion reducida, y después el residuo se azeotrop6 tres veces con tolueno. Para los cristales blancos obtenidos
mediante la eliminacién por destilacion del disolvente a presién reducida a partir de una solucién acuosa que se habia
obtenido disolviendo el residuo en agua y lavando la mezcla obtenida tres veces con éter dietilico, mediante un método
de gradiente lineal en el que se usé HPLC usando Imtakt Cadenza 5CD-C18 150 x 20 mm , se usaron TFA al
0,1 %/MilliQ para la fase Ay TFA al 0,1 %/MeCN para la fase B como fases moviles, y las fases se cambiaron de fase
Aal100 %y fase B al 0 % a fase A al 40 % y fase B al 60 % en el periodo de 0 a 30 minutos, y se cambiaron de fase
Aal40 %y fase B al 60 % afase Aal 0 %y fase B al 100 % en el periodo de 30 a 35 minutos, la purificacién (tiempo
de retencion: 25,2 minutos) se realizé a un caudal de 5 ml/min, y se obtuvo un compuesto deseado (a29) (en lo
sucesivo, también denominado "CDO3AIiBu-Phe", 0,1 mg, 8,8 umoles, rendimiento: 2,3 %).

ESI-MS (M+H)*: m/z 684,36, encontrado: 684,27

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2986 191 T3

Preparacién de Fab unido a reactivo quelante bifuncional

Ejemplo de Sintesis F1: preparacién de Fab (derivado de IgG de suero de conejo) e IT-Fab (derivado de IgG de suero
de conejo)

(Preparacion de Fab (derivado de IgG de suero de conejo))

Se disolvio IgG de suero de conejo (9 mg) en 1,5 ml de solucién tampon fosfato 20 mM (pH 7,0) que contenia NazEDTA
10 mMy cisteina 20 mM, y en la mezcla obtenida, se afiadieron 500 pl de suspensién al 50 % de papaina inmovilizada
(disponible en Thermo Fisher Scientific K.K., Yokohama, Japén), y la mezcla resultante se incubé a 37 °C durante 42
horas. Después de la finalizacion de la reaccion, en la mezcla, se afiadieron 2 ml de solucién tampén de tris-acido
clorhidrico 10 mM (pH 7,5), la mezcla obtenida se filtré6 mediante un filtro de 0,45 um y el filtrado se recuperd. El filirado
recuperado se reemplazé con una solucién tampén de fosfato 20 mM (pH 7,0) usando una membrana de ultrafiltracion
de 10 kDa, y la mezcla resultante se concentré hasta 1 ml. Después de eso, la mezcla concentrada se purificd usando
una columna de proteina A para obtener Fab. La formacién del Fab obtenido se confirmé mediante SE-HPLC eluyendo
a un caudal de 1,0 ml/min usando una solucién de tampén de fosfato 0,1 M (pH 6,8) como disolvente de elucion, y la
concentracién se calculdé midiendo a A280.

(Preparacion de IT-Fab (derivado de IgG de suero de conejo))

Se prepard una solucién de Fab (100 pl, 5 mg/ml) usando una solucién de tampén de borato 0,16 M que contenia
EDTA 2 mM (pH 8,0) que se habia desgasificado suficientemente, y en la solucion de Fab preparada, se afiadi6 2-
iminotiolano (2-1T) (5 ul, 2,88 mg/ml) disuelto en la misma solucién tampén en porciones de 1 pl mientras se agitaba,
y la mezcla obtenida se agitd suavemente a 37 °C durante 30 minutos. Después de la reaccién, mediante un método
de columna de centrifugacion (Analytical Biochemistry, 1984, 142, 68-78) usando Sephadex G-50 Fine equilibrada con
una solucién de tampon de fosfato 0,1 M que contenia EDTA 2 mM (pH 6,0) que se habia desgasificado
suficientemente, se retird el exceso de 2-IT en la mezcla de reaccién y se obtuvo una solucion de IT-Fab (derivado de
IgG de suero de conejo). El nimero de grupos tiol introducidos por molécula de Fab se midié usando disulfuro de 2,2'-
dipiridilo (Archives of Biochemistry and Biophysics, 1967, 119, 41-49).

Ejemplo de Sintesis F2: preparacién de Fab (derivado de IgG anti-c-kit) e IT-Fab (derivado de IgG anti-c-kit)

De manera similar al Ejemplo de Sintesis F1, excepto que la IgG de suero de conejo (9 mg) se cambié por IgG anti-c-
kit (9 mg), se prepararon Fab (derivado de IgG anti-c-kit) e IT-Fab (derivado de IgG anti-c-kit).

Preparacién de ligando unido a Fab

Ejemplo de Sintesis: preparacién de CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), CDO3AEt-FGK-Fab
(derivado de IgG anti-c-kit}, DO3A-EDA-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado
de IgG anti-c-kit), DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado
de IgG de suero de conejo), CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conegjo) y CDO3AIBu-FGK-Fab
(derivado de IgG anti-c-kit)

En una solucién de IT-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) (100 ul), se afiadié CDO3AEt-FGK (Mal) disuelto en
H20 (5 pl, 20 equivalentes al grupo tiol} en porciones de 1 pl, y la mezcla obtenida se hizo reaccionar a 37 °C durante
2 horas. A continuacién, se prepard una solucion de yodoacetamida usando una solucién de tampén de fosfato 0,1 M
(pH 6,0), se afiadieron 500 equivalentes de la solucién de yodoacetamida preparada a los grupos tiol remanentes, y
después la mezcla se hizo reaccionar a 37 °C durante una hora para alquilar los grupos tiol sin reaccionar. Después
de eso, la mezcla resultante se purific6 mediante un método de columna de centrifugacién usando Sephadex G-50
Fine equilibrada con una solucion de tampén de acetato 0,25 M (pH 5,5) para obtener una solucion de CDO3AEt-FGK-
Fab (derivado de IgG de suero de conejo). El niUmero de unidades derivadas de CDO3AEt-FGK (Mal) introducidas por
molécula de Fab se determiné restando el nimero de tioles previamente determinado del nimero de tioles medido
usando DPS antes de afiadir la yodoacetamida (Archives of Biochemistry and Biophysics, 1967, 119, 41-49).

De manera similar a lo anterior, excepto que el CDO3AEt-FGK (Mal) se cambié a cada uno de DO3A-EDA (Mal),
DO3A-Bn-SCN-MVK (Mal), DO3A-Bn-CO-FGK (Mal) y CDO3AIBu-FGK (Mal), se obtuvieron una solucion de DO3A-
EDA-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), una solucion de DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab (derivado de IgG de suero
de conejo), una solucion de DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), y una solucion de
CDOBS3AIBu-FGK-Fab (derivado de Ig de suero de conejo), respectivamente.

De manera similar a la anterior, excepto que la solucién de IT-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) se cambi6 a
una solucién de IT-Fab (derivado de 1gG anti-c-kit), se obtuvo una solucion de CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG
anti-c-kit).

De manera similar a lo anterior, excepto que la solucién de IT-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) se cambi6 a
una solucion de IT-Fab (derivado de 1gG anti-c-kit), y la CDO3AEt-FGK (Mal) se cambié a CDOTA-Bn-CO-FGK (Mal),
se obtuvo una solucién de CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de 1gG anti-c-kit).
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De manera similar a lo anterior, excepto que la solucién de IT-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) se cambid a
una solucién de IT-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), y la CDO3AEt-FGK (Mal) se cambié a CDO3AIBuU-FGK (Mal), se
obtuvo una solucion de CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit).

Ejemplo de Sintesis: preparacién de DOTA-Bn-SCN-Fab (derivado de IgG anti-c-kit)

Se prepar6 una solucién de Fab (100 pl, 5,0 mg/ml) usando una solucién de tampén de borato 0,16 M (pH 8,5), y en
la solucién de Fab obtenida, se afiadi6 DOTA-Bn-SCN (disponible en Macrocyclics, Inc., EE. UU., 14 pl, 10 mg/ml}
disuelto en la misma solucion tampoén, y la mezcla obtenida se dej6 reposar a 4 °C durante la noche. Después de la
reaccion, mediante un método de columna de centrifugacién usando Sephadex G-50 Fine equilibrada con una solucién
de tampén de acetato 0,25 M (pH 5,5) que se habia desgasificado suficientemente, se retiré el exceso de DOTA-Bn-
SCN y se obtuvo DOTA-Bn-SCN-Fab (derivado de 1gG anti-c-kit).

A este respecto, las estructuras quimicas de los CDO3AEt-FGK-Fab, DO3A-Bn-CO-FGK-Fab, CDOTA-Bn-CO-FGK-
Fab y CDO3AiBu-FGK-Fab descritos anteriormente son como se han descrito anteriormente. Ademas, las estructuras
quimicas de DO3A-EDA-Fab, DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab y DOTA-Bn-SCN-Fab son las siguientes.

DO3A-EDA-Fab

st
[

DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab

[SJoaraiacins -

DOTA Bn-SCN-Fab

Ho Y YT on

Preparacién del compuesto de complejo metalico

Ejemplo de Sintesis: preparacién de '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), 1''In-CDO3AEt-
FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), 1''In-DO3A-EDA-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), '"'In-CDOTA-Bn-
CO-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), '"'In-DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), '''In-
DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), '''In-CDO3AIBuU-FGK-Fab (derivado de IgG de suero
de conejo), '"'In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), '"'In-DOTA-Bn-SCN-Fab (derivado de IgG anti-c-
kit), ""'In-CDOSAEt-FGK(Boc), '"'In-CDOTA-Bn-CO-FGK(Boc), ''In-DO3A-Bn-SCN-MVK(Bzo), y '"'In-DO3A-Bn-
CO-FGK(Boc)

Se mezcld "InCls (45 ul) en una solucidon de tampén de acetato 1 M (pH 5,5, 5 ul), y la mezcla obtenida se dejé
reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos. En la mezcla resultante, se mezclé una solucion de CDO3AEt-
FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) (30 ul) y, a continuacién, la mezcla obtenida se incub6 a 40 °C durante
90 minutos. En la mezcla incubada, se afiadié DTPA de manera que tuviera una concentracion final de 10 mM, y
después la mezcla obtenida se dej6 reposar a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla resultante se purifico
mediante un método de columna de centrifugacién usando Sephadex G-50 Fine equilibrada con D-PBS 0,1 M (pH 7,4)
para preparar '"'In-CDO3AEt-FGK-Fab. De manera similar a lo anterior, excepto que la solucion de CDO3AEt-FGK-
Fab (derivado de IgG de suero de conejo) se cambi6 por cada uno de una solucién de CDO3AEt-FGK-Fab (derivado
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de IgG anti-c-kit), una solucién de DO3A-EDA-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), una solucién de CDOTA-Bn-
CO-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), una solucién de DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab (derivado de IgG de suero de
conejo), una soluciéon de DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), una solucién de CDO3AIBu-
FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), una solucién de DOTA-Bn-SCN-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), una
solucién de CDOS3AEt-FGK(Boc), una solucion de CDOTA-Bn-CO-FGK(Boc), una solucién de DO3A-Bn-SCN-
MVK(Bzo), y una solucién de DO3A-Bn-CO-FGK(Boc), se prepararon ''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG anti-
c-kit), ""In-DO3A-EDA-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), '"'In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de 1gG
anti-c-kit), "In-DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), '"'In-DO3A-Bn-CO-FGK-Fab
(derivado de IgG de suero de conegjo), '''In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), '''In-DOTA-
Bn-SCN-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), '''In-CDO3AEt-FGK(Boc), ''In-CDOTA-Bn-CO-FGK(Boc), ''In-DO3A-Bn-
SCN-MVK(Bzo), y '"'In-DO3A-Bn-CO-FGK(Boc), respectivamente.

Examen de las caracteristicas

Ensayo de incubacién con BBMV

(Vesiculas de membrana de borde en cepillo renal)

Se prepararon vesiculas de membrana de borde en cepillo renal (BBMV) a partir del rifién de una rata macho de la
cepa Wistar (200 a 250 g) de acuerdo con un método de Hori, et al. (Biochemical Pharmacology 45: 1763-1768, 1993).
Todas las operaciones se realizaron en hielo. En la corteza, se afiadieron una soluciéon de tampén de tris-acido
clorhidrico 12 mM (pH 7,1) que contenia manitol 300 mM y EGTA 5 mM en una cantidad de 4 a 5 veces el peso de la
corteza, y la mezcla obtenida se homogeneizé durante 2 minutos mediante un homogeneizador Polytron (PT-3100,
disponible en Kinematica GmgH Littau, Suiza), y la mezcla homogeneizada se diluy6 con la misma solucion de tampén
para dar un homogeneizado al 10 %. A continuacién, el homogeneizado al 10 % se diluyé dos veces con agua
destilada, y después en la mezcla diluida, se afiadié una solucién acuosa de MgClz ajustada a 1,0 M para tener una
concentracion final de 10 mM, y la mezcla obtenida se dej6 reposar durante 15 minutos. Después de eso, el
homogeneizado obtenido se centrifugd a 1.900 g, y el sobrenadante se centrifugd adicionalmente a 24.000 g durante
30 minutos. El precipitado se resuspendioé en una solucion de tampén de tris-acido clorhidrico 6 mM (pH 7,1) que
contenia manitol 150 mM y EGTA 2,5 mM en una cantidad 20 veces el peso de la corteza, y la suspension obtenida
se homogeneiz6 mediante un homogeneizador de Teflon (marca registrada) (1.000 rpm, 10 golpes). A continuacién,
en la suspensiéon homogeneizada, se afiadié una solucién acuosa de MgClz 1,0 M para tener una concentracion final
de 10 mM, y la suspensién obtenida se dej6 reposar durante 15 minutos, y después el homogeneizado se centrifugd
a 1.900 g, y el sobrenadante se centrifugd adicionalmente a 24.000 g durante 30 minutos. El precipitado obtenido se
suspendio en una solucién de tampoén de fosfato 0,1 M (pH 7,0) en una cantidad 10 veces el peso de la corteza, y la
suspensién obtenida se homogeneizé de nuevo mediante un homogeneizador de Teflén (marca registrada) (1.000
rpm, 10 golpes). A continuacién. El homogeneizado se centrifugd a 24.000 g durante 30 minutos para obtener BBMV
como un precipitado. A continuacion, el precipitado de BBMV se resuspendié en una solucién de tampén fosfato 0,1
M (pH 7,0), y la suspensién obtenida se pas6 a través de una aguja de 0,4 x 19 mm diez veces para que las vesiculas
tuvieran un tamafio uniforme. En el experimento de incubacién, la suspension resultante se diluyé para tener una
concentracion de proteina de 10 mg/ml antes de su uso. Para las BBMV preparadas, midiendo una actividad de B-
galactosidasa como enzima marcadora lisosomal usando p-nitrofenil-B-D-galacto-piranésido, se evalué la
contaminacion de enzimas lisosomales (Plant Physiology 55: 94-98, 1975). Ademas, se midieron las actividades de y-
glutamil transferasa y aminopeptidasa utilizando L-y-glutamil-p-nitroanilida y L-leucina-p-nitroanilida de acuerdo con
los métodos de Glossmann, et al. (FEES Letters 19: 340-344, 1972) y Kramers, et al. (European Journal of
Biochemistry 99: 345-351, 1979).

(Ensayo de incubacion)

Se realizé un experimento de incubacion de BBMV y sustrato modelo de bajo peso molecular arcado con '''In mediante
el siguiente método. Se preincubaron BBMV (10 pul) preparadas para tener una concentracion de proteina de 10 mg/mi
a 37 °C durante 10 minutos. Después de eso, en las BBMV preincubadas, se afiadid una solucién de '''In-CDO3AEt-
FGK(Boc) (10 pl) disuelto en PBS después de la eliminacion del exceso de ligandos por HPLC de fase inversa, y la
mezcla obtenida se incubd a 37 °C durante 2 horas. En la mezcla de BBMV, se afiadié etanol para tener una
concentracion de etanol del 60 %, y la mezcla obtenida se centrifugo a 5.000 rpm durante 10 minutos. Después de la
recuperacién del sobrenadante, se afiadié etanol al 60 % al precipitado, la mezcla obtenida se centrifugé de nuevo de
una manera similar a la anterior, y después se recuperd el sobrenadante. El sobrenadante obtenido se sometié a un
andlisis realizado a un caudal de 1 ml/min mediante un método de gradiente lineal usando HPLC en el que se usb
Imtakt Unison US-C18 150 x 4,6 mm, y se usaron TFA al 0,1 %/MilliQ para la fase Ay TFA al 0,1 %/MeCN para la
fase B como fases méviles, y las fases se cambiaron de fase A al 100 % y fase B al 0 % a fase A al 55 % y fase B al
45 % en el periodo de 0 a 30 minutos.

La Fig. 1 muestra los resultados experimentales de la incubacion de '"'In-CDO3AEt-FGK(Boc) con BBMV.

Se realizé un experimento de incubacién similar al anterior excepto que la solucién de ''In-CDO3AEt-FGK(Boc) se
cambi6 a cada uno de una solucién de '"'In-CDOTA-Bn-CO-FGK(Boc), una soluciéon de '1In-DO3A-Bn-CO-FGK(Boc),
una solucién de '"'In-DO3A-Bn-SCN-MVK(Bzo), y una solucion de ''In-CDO3AIBuU-FGK(Boc), y se realiz6 un
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experimento de control sin usar BBMV.

La Fig. 2 muestra los resultados experimentales de la incubacién de una solucién de '''In-CDOTA-Bn-CO-FGK(Boc)
con BBMV.

La Fig. 3 muestra los resultados experimentales de la incubacion de ''In-DO3A-Bn-SCN-MVK(Bzo) con BBMV.
La Fig. 4 muestra los resultados experimentales de la incubacion de ''In-DO3A-Bn-CO-FGK(Boc) con BBMV.
La Fig. 5 muestra los resultados experimentales de la incubacion de ''In-CDO3AIBu-FGK(Boc) con BBMV.

A partir de los resultados experimentales descritos anteriormente, puede entenderse que en cada uno de '''In-
CDOBAEt-FGK(Boc), '"'In-CDOTA-Bn-CO-FGK(Boc), ''In-DO3A-Bn-CO-FGK(Boc), y ''In-CDO3AIBu-FGK(Boc),
que son compuestos que tienen cada uno una estructura de bencilamida, de manera similar al compuesto de la
invencién de la presente solicitud, como grupo de unién, se libera un sitio de ligando quelante mediante la incubacién
con BBMV. Por otro lado, en un compuesto '''In-DO3A-Bn-SCN-MVK(Bzo) que tiene una estructura de tiourea como
grupo de unién, no se observa ninguna sustancia liberada.

(Examen de la estabilidad del compuesto de complejo metdlico en plasma de ratén)

Se afadié '"'In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) (10 pl) disuelto en PBS en plasma de ratén
(90 i), y la mezcla obtenida se incub6 a 37 °C. Parte de la mezcla incubada se recogié después del lapso de 1, 3, 6
y 24 horas, y analizando cada una de las mezclas recogidas por RP-TLC usando una solucién de metanol : solucién
acuosa de acetato de amonio al 10 % en masa = 3 : 2 como disolvente de desarrollo, se calculé la proporcién de la
radiactividad del farmaco inalterado ('''In-CDO3AEt-FGK-Fab), y los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

gPorcentaje de intacto (%)

1h 95,5 + 0,31

95,5 + 0,89
6h 95,6 + 0,63
24 94,8 + 0,58

De manera similar a la anterior, excepto que se cambid '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo)
a ""In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), se realizé el ensayo de estabilidad en plasma de raton.
Después de incubacion durante 2 horas, la proporcion de la radiactividad del farmaco inalterado (1''In-CDO3AEt-FGK-
Fab) fue 95,2 £ 0,3 %.

De manera similar a la anterior, excepto que se cambi6 ''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo)
a '"In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), se realizé el ensayo de estabilidad en plasma de raton.
Después de incubacion durante 2 horas, la proporcion de la radiactividad del farmaco inalterado ('''In-CDOTA-Bn-
CO-FGK-Fab) fue 95,2 + 0,3 %.

De manera similar a la anterior, excepto que se cambid '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo)
a """In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), se realizd el ensayo de estabilidad en plasma de
ratén. Los resultados experimentales se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

gPorcentaje de intacto (%)

1h 92,0 +0,1%

6h93,6io,3% ...............

24h 91,4+ 1,6 %

(Examen de la biocinética del compuesto de complejo metalico en ratén]
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Cada uno de los compuestos de complejo metalico preparados en los Ejemplos y Ejemplos Comparativos se diluyé
con D-PBS (-) (pH 7,4). Una solucién de "'In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) (0,3 uCi/100
pl/raton) ajustado para tener una concentracion de Fab no modificado de 5 ug/100 ul se administré por via intravenosa
a la cola de cada uno de los ratones macho de la cepa ddY de 6 semanas de edad. Se sacrificaron tres ratones de
cada grupo después del lapso de 10 y 30 minutos, y 1, 3, 6 y 24 horas desde la administracion, y se recogieron los
organos de interés de cada uno de los ratones y se pesaron, y luego se midié la radiactividad mediante un sistema
automatico gamma de pocillos. Ademas, las heces y la orina se recogieron respectivamente después del lapso de 6y
hasta 24 horas, y se midi6 la radiactividad. De manera similar a lo anterior, con la inyeccién intravenosa en la cola de
cada uno de los ratones macho de la cepa ddY de 6 semanas de edad utilizando una solucién de '"'In-CDO3AEt-
FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), se midi6 la radiactividad para los 6rganos de interés, las heces y la orina. Como
compuesto de control, se us6 '''In-DO3A-EDA-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) preparado de una manera
similar a la anterior.

La Tabla 3 muestra los resultados de la medicion de la radiactividad en un cuerpo de raton mediante '''In-CDO3AEt-
FGK-Fab (derivado de 1gG de suero de conejo).

La Tabla 4 muestra los resultados de la medicion de la radiactividad en un cuerpo de ratén mediante ''In-CDO3AEt-
FGK-Fab (derivado de 1gG anti-c-kit).

La Tabla 5 muestra los resultados de la medicion de la radiactividad en un cuerpo de ratén mediante '''In-DO3A-EDA-
Fab (derivado de IgG de suero de conejo).

De manera similar a la anterior, usando cada uno de una solucién de '''In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG
anti-c-kit), una solucion de ''In-DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), una solucién de '''in-
DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), una solucién de '''In-CDO3AiIBu-FGK-Fab (derivado
de IgG de suero de conejo), una solucion de ''In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), y una solucién de
1"1|n-DOTA-Bn-SCN-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), con la inyeccién intravenosa en la cola de cada uno de los
ratones macho de la cepa ddY de 6 semanas de edad, se midi¢ |a radiactividad para los 6rganos de interés, las heces
y la orina.

La Tabla 6 muestra los resultados de la medicion de la radiactividad en un cuerpo de ratén mediante '''In-CDOTA-
Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit).

La Tabla 7 muestra los resultados de la medicion de la radiactividad en un cuerpo de ratén mediante '''In-DO3A-Bn-
SCN-MVK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo).

La Tabla 8 muestra los resultados de la medicién de la radiactividad en un cuerpo de ratén mediante '''In-DO3A-Bn-
CO-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo).

La Tabla 9 muestra los resultados de la medicién de la radiactividad en un cuerpo de ratén mediante ''In-CDO3AIBu-
FGK-Fab (derivado de 1gG de suero de conejo).

La Tabla 10 muestra los resultados de la medicion de la radiactividad en un cuerpo de ratén mediante '''In-CDO3AIBu-
FGK-Fab (derivado de 1gG anti-c-kit).

La Tabla 11 muestra los resultados de la medicion de la radiactividad en un cuerpo de ratén mediante '''In-DOTA-Bn-
SCN-Fab (derivado de IgG anti-c-kit).

Las Fig. 6A a 6C muestran comparaciones entre los resultados de '"'In-CDO3AEt-FGK-Fab y '''In-DO3A-EDA-Fab.

A partir de los resultados del '''In-CDO3AEt-FGK-Fab que es un compuesto de la presente invencién y el '''In-DO3A-
EDA-Fab que es un compuesto comparativo, se puede entender que el ""'In-CDO3AEt-FGK-Fab suprime la
acumulacion del mismo en el rifidn, y tiene una baja relacién rifién-sangre, mientras que muestra una concentracion
en sangre similar a la del '"'In-DO3A-EDA-Fab.

Los resultados experimentales descritos anteriormente muestran que '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de
suero de conejo), '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de 1gG anti-c-kit), '"'In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de
IgG anti-c-kit), y "'In-DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), que son compuestos de la
invencién de la presente solicitud y tienen una estructura de bencilamida como grupo de unién suprimen notablemente
la radiactividad en el rifién, pero en contraste, ''In-DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab que tiene una estructura de tiourea como
grupo de unién y '"'In-DO3A-EDA-Fab (derivado de |gG de suero de conejo) que tiene una estructura de etileno como
grupo de unién, que son compuestos comparativos, muestran altos valores de radiactividad en el rifion. A partir de los
resultados descritos anteriormente y los resultados de ensayo del ensayo de incubaciéon con BBMV, se considera que
el compuesto de la invencién de la presente solicitud que tiene una estructura de bencilamida se metaboliza por una
enzima, y se liberan sitios metalicos radiactivos del compuesto antes de ser captado en el rifion, y por otro lado, se
considera que el compuesto comparativo que tiene una estructura de tiourea no es reconocido por ninguna enzima,
pero no da como resultado la liberacién de metabolitos.
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Las Fig. 7A a 7C muestran comparaciones entre los resultados del '"'In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG anti-
c-kit), el ""In-DOTA-Bn-SCN-Fab (derivado de IgG anti-c-kit), y el 1"In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-

Kit).

A partir de estos resultados, se puede entender que el '"'In-CDO3AIBu-FGK-Fab suprime adicionalmente la
acumulacién del mismo en el rifién en comparacion con la acumulacién del '"'In-CDO3AEt-FGK-Fab, y tiene una
relacién rifidn-sangre mas baja.

Tabla 3: ""'In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo)

1h

3h

6 h

24 h

10 min 30 min
Sangre £ 20,97 +2,89 | 15,27 +0,22
................ YT ey

Bazo de bazo

© 3,90+0,62

| 3,12+0,09

8,21 + 2,67

2,64 + 0,59

: 4,84+0,39

1,30+ 0,73

| 2,67 £0,46

RS R R R RN

1,63 +0,19

0,47 + 0,08

0,76 £ 0,16

Rifion

£ 11,87 £0,79

1 16,93 +3,34

18,74 + 3,75

: 15,13 + 5,01

- 12,55£1,03

7,53 +2,02

Pancreas

1,26 £ 0,15

1,37 £0,10

1,82 £ 0,67

1,38 + 0,02

1,23 £0,22

0,49 £ 0,06

Pulmén ,86 + 1,66 9,94 + 2,43 9,21 £ 2,01 4,17 £ 0,31 21 £0,45 0,57 £0,02
A - stomago* ..... 0 551004 ..... 0611006 08910160871026 ..... 0651026 ......... 0211004
Intestino* 2,97 + 0,21 3,50 + 0,08 4,04 + 0,50 4,28 £1,51 3,56 +2,78 0,91 +0,15
Musculo 0,79 £0,23 0,92 + 0,20 0,99 + 0,40 0,83+ 0,16 0,53 £0,15 0,19 £ 0,05
................. - ueso24710142611017258103716010070961015 0471008
[ 5 nna ................................................................................................... 45681570 ...... 64091360
Heces* ‘ 8,88 + 3,91

. 0,740,52

?La unidad es "% de ID/g", siempre que la unidad con

el simbolo * sea "% de ID".

Tabla 4: ""In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit)

10 min 1h

3h 6 h 24 h

26,96 +1,22 12,96 £1,36 |

466034  2,15£0,29 :0,14 0,02

521+0,44 : 4,95+ 1

. Pancreas | 1,01£0,02 | 1,500

02 | 338%038 265+0,21 i1,66%0,28

,70 £ 0,08

28 :1,35+0,35 |

;720,19 10,88 +0,07;

. Corazén

527 +0,20 | 4,71+0

55 | 2,87£0,18 2,39+0,15 {1,17£0,17
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Pulmén 13,50£2,22: 8,26+1,29 | 3,67£0,70 | 1,77 £0,24 {0,42£0,05

?Estémago* 070£0,30 | 0,71+0,14 A 0,59 +0,06 : 0,57 0,06 0,26:+0,11

R SRR R SRR RRRE NSRRI

Intestlno 2,39+0,21 : 451+0,72 4,15+ 0,63 27 +0,51 :2,11 £0,72
Muscmo ....... 070+015 ....... 1 O1+0190,9510,19 831021 ...... 0461011
Hueso ......... 255+062276+041 ..................................................................................

§1,65¢o,54 £ 0,96 +0,36 046+o11§

§La unidad es "% de 1D/g", siempre que Ia unidad con el simbolo * sea "% de ID".

Tabla 5: '"'In-DO3A-EDA-Fab (derivado de IgG de suero de conejo)

10 min 30 min 1h 3h 6h 24 h
Sangre 225,50 +0,79115,88 £ 0,15 210,93 +0,74 530+0,81 { 2,83 £0,19 0,47 + 0,03
Higado 4,24 + 0,30 | 3,43 £0,28 3 25+ 0,21 3 66 +1,00 { 3,04 +0,39 3,62 £ 0,56
Bazo 23,0610,11 ‘2261007 196+O15 173+032 1,85 £ 0,21 21,9810,255
ooccnen R|ﬁon ........... 1 392+0792045+0862593+1823549+305 4359+4033445+376

\ Pancreas

£ 1,03 +0,21

1,08 £0,21 :

105+OO7

106+020

1,05 +£0,05

O62+002

. Corazon

4,65 + 0,20

3,83 £0,15

53,1810,40

1 1,9410,28

1,50 + 0,07

0872015

Pulmén

1 2,59£0,47

. Intestino*

110,84 £1,78

6,46 + 1,32

2,98 + 0,37

£ 4,64 £0,96

1 2,73+0,71

£ 3,00+0,37 : 2,69+0,27

1,81 £0,27

089£0,03

2,49 +0,44 : 1,5710,08

\ Musculo

£ 1,04 £0,20

1,32 £0,10

1 1,35£0,20

1,05+0,16

0,92+0,01 : 0,56 + 0,18 :

Hueso

1 2,24£0,77

1,73 +£0,18

1,58 £ 0,31

£ 1,07 +0,15

0,77 0,03 : 0,44 +0,18 :

33,04 + 4,57 549,59 * 0,80

§La unidad es “% de ID/g", siempre que Ia unidad con eI simbolo * sea "% de ID".

Tabla 6: ""'In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit)

3h 6h 24 h

,75+0,85 | 275+050 022+005

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

Sangre 27 ,09+225! 1336+1 7
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10 min 1h 3h 6h 24 h
Higado | 6,22+023  6,09+0,90 : 7,061,443 | 644+123  504%1,01 |
Bazo | 4,53 +0,50 §5031098 1 4,56 +1,35 | 3,37 +0,47 §2,6210,51

Corazén

1,1710,15

4,32+ 0,50

1 4,17+0,90 |

2,46 +0,16 1,69+0,25 :

Pulmén

8,96 + 1,34

14,87:083 |

3,16 + 0,42

1,85£0,16  0,75£0,06 |

‘ Estémago*

0,35+0,04 | 0,54 +0,08

T R AR R R

£ 0,65 +0,08

0,55+0,07 | 0,72+0,18 |

Intestino* | 2,16+ 0,34 | 3,18+ 0,69 : 7,75+ 1,09 | 9,26 £0,77 | 5,98 + 4,94
..... VTP CYPPAY™S ENTPORTE FOTEeS PE PesTE YT
Hueso 2,97+0,74  2,62:064 {321£0,72 | 249£1,13 243:1,15

: La unidad es "% de ID/g", siempre que la unidad con el simbolo * sea "% de ID".

394+028 193+023

Higado | 4,03+0,09 | 302+029 : ,64 0,10 2,1310,03 179+O15
Bazo 2,88 +0,15 2,05 +0,05 1,48 +0,12 { 0,95+ 0,06 0,68 +0,03
Rifion l20,68 +3,07 §30,16 1,77 %33,71 +2,35137,78 +5,90 §23,32 * 4,55

Pancreas ....... 1o4+0221,1310,o1 1110,17 096+009 ....... o 79+012
o Corazon ....... 442+0,323,9810,15 8910,26 ...... 14510,14 ....... 10710,12
Pu|mon RUSSURRARRURRRRARRRRN: SRR SO ,4712,14 2,2310,30

8,60 + 0,44 | 6,62 + 1,41

1 1,34+0,20 |

‘ Estémago*

0,38 + 0,06 | 0,53 0,06

£ 0,43 £0,05

0,43 0,06 | 0,27 £0,07 |

Intestino®

2,33+0,31 | 3,51 0,09

2,25+0,14

12,24+0,23

{ 3,20 + 0,07

,64 + 0,21

3,40 £0,54 | 273+0,17 :

54 0,06 :

0,7710,05 053+O11

§46,02 + 2,04

1 0,13£0,13 |
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...............................................................................................................................................................................

‘La unidad es "% de ID/g", siempre que la unidad con el simbolo * sea "% de ID".

Tabla 8: "'In-DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo)

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

Sangre 25,57 +2 36 4,23+0,29 | 2,31+0,07 |

Higado | 4,08 + 0,31 1,63+0,11 | 1,45+0,14 |

Bazo 276032 | 0,82+0,06 0,57 +0,04 |

Pancreas

~ Corazon {4,98+096  4,53+0,76  350£0,33 | 1,73+0,06 | 1,23£0,18 |

Pulmén | 9,05%1,74  6,07+1,03 | 446+1,00 | 2,18+0,38 | 1,51+0,07 |

‘Estomago* | 0,40 +0,03 | 0,51+0,10 i 052+ 0,05 | 0,43£0,73 ' 0,30£0,04 |

Intestino® { 2,28 + 0,18 3,25+0,18 { 3,58 £0,14 | 3,72+0,42 | 3,88+0,73 |

Misculo | 0,88 +0,10 { 1,17 +0,19 { 1,34 £0,08 | 0,88+ 0,04 | 0,71£0,12 |

Hueso |268+047 178024 i 148+020 0,87+0,06  071+0,08

§45,98 + 6,55

,70+0,28

Bazo | 3,08%023 1984023 1,17+0,09; 060036 A 0,26+0,04 :

Rifion 15,18 +1,49112,74%1,49 8,94 +2,01:876+2,00 | 1,61 +0,48 :

| Pancreas 1,01 +0,26 109026 §1 260,09 1,03+0,08  035+0,14 |

{ Corazén | 3,97 +0,29 : 344+029 164+005§1,1710,06 0,24 £0,04 |
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Pulmén | 7,44 0,19 | 4,66 0,19

12,69 0,24

£ 1,82+0,18

0,33+0,10 :

\Estémago* | 0,37 £0,07 | 0,59 £ 0,07

10,57 +0,09 |

R R RN SRR AR ARRRRRRIRR R RARRRIRRRARAAR

0,44 +0,17 | 0,43+0,33 |

Intestino® { 2,49+0,34 : 548+0,34 :7,13+0,15: 6,96 +2,87 | 3,40 +1,65
Muscmo ....... 0,6010110,98101107810,160461008 ...... o 0910,05
Hueso ......... 2,6010,241,4210,240,8710,24059+012 ...... o 11+o13

Orina* | | 355,55 +3,54{71,38 + 6,89
Heces* 0,90 +0,71 | 8,52 + 3,53

Tabla 10: ""'In-CDO3AIBuU-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit)

10 min 1h 3h 6h 24 h

Sangre 25,29 +1,56 §11,11 +1,29 4,55 + 0,21 | 2,23 +0,36 0,13 +0,04
...... ngado 472+o40330+035 4+o12187+03606110,06
Bazo 379+o42 ...... 2 ,4710,12 ,4110,18 ..... 089+o17 ...... 0,2510,08
Rifion 18,34 +1,70 §16,7O +3,59 §12,55 +2,15{10,21 + 2,60 2,30 +0,57
Pancreas | 1,05 +0,11 1,17+ 0,12 1,40 £0,10 | 1,42 £0,18 0,44 +0,14
Corazon ......... 4 8310,323,6510,43 126+o12 ....... o 2710,05
Pu|mon ....... 9,0712,885,0810,99 | 157+027 .................................

0,23 +0,08 :

'Estomago* | 0,38 +0,03 | 0,57 +0,12

£ 0,60 £ 0,14

0,45%0,10 | 0345022

Intestino* | 2,33+0,20 | 4,30 +0,17

£ 7,05 £ 0,66

12,75£3,07 2,16 £0,56 |

- Musculo | 0,76 +0,13 1,08+ 0,16 0,78 £ 0,20 | 0,44 £ 0,07 0,10 +0,03

o Hueso ........ 24610812081132 901013 ....... 072+014 ...... 0241005

—_ Or|na* ...................................................................................... p 552+5646943+250
Heces™ 0,31 £ 0,21

514,3411,255

: La unidad es "% de ID/g", siempre que la unidad con el simbolo * sea "% de ID".
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Tabla 11: ""'In-DOTA-Bn-SCN-Fab (derivado de IgG anti-c-kit)

D RN ............................\............................q

Higado {4,20+0,35 ; 380+O47 320,59 | 3,45+0,33 | 335+O77§

Bazo 4,16 £0,57 3,72 +0,52 3,95 +0,75 { 3,43+0,53 | 3,05 +0,89

Rifion 18,93 +1,77 42,23 +5,69 53,17 +6,89 51,88 +4,68 29,08 £3,45 |

Pancreas | 0,79+0,10 | 1,11+0,12 1 1,62£0,13 | 1,90£0,19 ' 1,430,51 |

R R R AR R

Corazén | 5,34 +0,71 4,81+0,66 3,29 £0,09 | 2,91 +0,33 | 2,56 + 0,70 |

Pulmon | 9,43+258 579071 | 3,04+0,38 | 1,950,19 | 0,97 £0,16 |

‘Estomago® | 0,38 0,03 | 0,63+ 0,07 : 0,60 0,04 | 0,59+0,07 : 0,64 0,19 |

Intestino* | 2,43+ 0,56 | 4,75:0,49 | 4,320,223 450058 | 6,43+502 |

A R RN, SRR R R R R N SRR

Hueso |2,79+0,63 | 1,69+0,16 | 1,1910,63

Orina* 16,36 + 1,96 §38,27 + 6,80

Heces* 0,05+ 0,06 | 176+O43

‘La unidad es "% de ID/g", siempre que la unidad con el simbolo * sea "% de ID".

(Analisis de la radiactividad en orina)

El "In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) se diluydé con D-PBS (-). Una solucién de '"'In-
CDOBAEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo) (4 uCi/100 ul/ratén) ajustado para tener una concentracion
de Fab de 5 pg/100 pl se administré por via intravenosa a un ratén a través de la vena de la cola del mismo, la orina
acumulada durante el tiempo después del lapso de 24 horas desde la administracion se filtré con un filtro de 0,45 pm,
y después se analizé la forma quimica mediante SE-HPLC. Ademas, en la orina recuperada, se afiadié EtOH en un
volumen dos veces el volumen de la orina para precipitar proteinas, y la mezcla obtenida se centrifugbé a 15.000 g
durante 5 minutos, y después se recuperd el sobrenadante. Después de recuperar el sobrenadante, los sedimentos
se lavaron con 100 pl de solucion de EtOH al 66 %, la mezcla obtenida se centrifugd de nuevo para recuperar el
sobrenadante dos veces, y se calcul6 la tasa de recuperacién de la radiactividad en el sobrenadante. Después de eso,
el sobrenadante se diluy6é con D-PBS (-) para tener una concentracién de EtOH del 15 % o menos, y el sobrenadante
diluido se analiz6 por RP-HPLC.

La Fig. 8 muestra los resultados del analisis de formas quimicas de la radiactividad en la orina excretada en el tiempo
después del lapso de 24 horas desde la administracién de '"'In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de
conejo) a un raton. Como se ha descrito anteriormente, en el analisis por SE-HPLC mostrado en la Fig. 8A por el
analisis de la radiactividad en orina, la mayor parte de la radiactividad se excreta en una fraccién molecular baja, y a
partir de los resultados de RP-HPLC mostrados en la Fig. 8B, se puede entender que, en el caso del '''In-CDO3AEt-
FGK-Fab, la radiactividad principal en la fraccion molecular baja es de '''In-CDO3AEt-Phe (un compuesto resultante
de la escision del '''In-CDO3AEt-FGK-Fab entre la fenilalanina y la glicina).

De manera similar a la anterior, excepto que se cambié el '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de
conejo) a '"In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit) y la orina excretada en el tiempo después del
lapso de 6 horas desde la administracion se acumulo y analizd, se analizé la radiactividad en la orina.
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La Fig. 9 muestra los resultados del analisis de formas quimicas de la radiactividad en la orina excretada en el tiempo
después del lapso de 6 horas desde la administracion de "' In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit) a
un ratén. A partir de los resultados de RP-HPLC, puede entenderse que, en el caso de '"'In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab,
la radiactividad principal en la fraccion molecular baja es de '"'In-CDOTA-Phe (un compuesto resultante de la escision
del ""'In-CDOTA-Bn-CO-FGK-Fab entre la fenilalanina y la glicina).

De manera similar a la anterior, excepto que se cambid '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo)
a ""In-DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), se analizé la radiactividad en orina.

La Fig. 10 muestra los resultados del analisis de formas quimicas de la radiactividad en la orina excretada en el tiempo
después del lapso de 24 horas desde la administracién de '''In-DO3A-Bn-CO-FGK-Fab (derivado de 1gG de suero de
conejo) a un ratéon. A partir de los resultados de RP-HPLC, puede entenderse que, en el caso del '''In-DO3A-Bn-CO-
FGK-Fab, la radiactividad principal en la fraccién molecular baja es de '"'In-DO3A-Phe (un compuesto resultante de
la escisién del ''In-DO3A-Bn-CO-FGK-Fab entre la fenilalanina y la glicina).

De manera similar a la anterior, excepto que se cambi6 el '''In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de
conejo) a '"'In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), se analizé la radiactividad en orina.

La Fig. 11 muestra los resultados del analisis de formas quimicas de la radiactividad en la orina excretada en el tiempo
después del lapso de 24 horas desde la administracién de '"'In-CDO3AIBu-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de
conejo) a un ratén. Como se ha descrito anteriormente, en el analisis por SE-HPLC mostrado en la Fig. 11A por el
andlisis de la radiactividad en orina, la mayor parte de la radiactividad se excreta como una fraccion molecular baja, y
a partir de los resultados de RP-HPLC mostrados en la Fig. 11B, se puede entender que, en el caso del "'In-
CDO3AiBu-FGK-Fab (derivado de IgG de suero de conejo), la radiactividad principal en la fraccién molecular baja es
de ""'In-CDO3AIBu-Phe (un compuesto resultante de la escision del '''In-CDO3AIBu-FGK-Fab entre la fenilalanina y
la glicina).

(Imagenologia SPECT/CT)

El ""In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit) preparado mediante el método descrito anteriormente se diluyé
con D-PBS (-). Una solucién de '"'In-CDO3AEt-FGK-Fab (45 uCi/10 pl/ratén) ajustada para tener una concentracion
de Fab de 25 ug/100 ul se administré por via intravenosa a cada uno de los ratones de modelo de tumor subcutaneo
SY descritos anteriormente a través de la vena de la cola de los mismos. Se tomaron iméagenes de dos ratones en
cada grupo desde el momento después del lapso de 2,5 horas desde la administracion usando un dispositivo
SPECT/CT (SPECTA4CT, disponible en Trifoil Imaging, CA), en las condiciones de recogida de 360 grados de un
colimador de 5 poros con un diametro de abertura de 1 mm, 16 proyecciones y 14 minutos/proyeccién.

De manera similar a la anterior, excepto que se cambio la solucion de "'In-CDO3AEt-FGK-Fab (derivado de IgG anti-
c-kit) (45 puCi/100 pl/ratén) a una solucion de '''In-DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit) (14 uCi/100
pL/raton), se administrd el 1'1In-DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab a cada uno de los ratones de modelo de tumor subcutaneo
SY a través de la vena de la cola de los mismos, y se tomaron imagenes desde el momento después del lapso de 2,5
horas desde la administracion.

La Fig. 12 muestra iméagenes de SPECT/CT después del lapso de 2,5 horas desde la administracion de la solucién de
111In-DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab (derivado de IgG anti-c-kit) o la solucion de '''In-CDO3Et-FGK-Fab (derivado de 1gG
anti-c-kit) a cada uno de los ratones de modelo de tumor subcutaneo SY.

Después del lapso de 2,5 horas desde la administracion, el "' In-CDO3AEt-FGK-Fab mostré una baja acumulacion en
el rifién, y claramente se obtuvieron imagenes del tumor. Por otra parte, el '''In DO3A-Bn-SCN-MVK-Fab permiti6 la
obtencién de imagenes del tumor, sin embargo, mostré la alta radiactividad en el rifién.

Como se ha descrito anteriormente, el farmaco radiomarcado logra una baja acumulacién en el rifién, y puede mejorar
la sensibilidad y la precision del diagnéstico por imagenologia radiologica.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la siguiente férmula (1), o una sal farmacolégicamente aceptable del mismo:

0 F|<1
A A OH
e ayacalt
L m n

en donde

A1y A2 representan cada uno independientemente un residuo de aminoacido seleccionado de fenilalanina,

metionina, valina, leucina, isoleucina, prolina, tirosina, glicina, alanina y triptéfano,

m es un numero entero de 0 a 3,

As representa un residuo de aminoacido que tiene un grupo amino o un grupo carboxi en una cadena lateral

del mismo,
Aq representa un residuo de aminoécido,

n es un numero entero de 0 a 3,

R1 representa un grupo que se une al grupo amino o al grupo carboxi en la cadena lateral de As y que tiene un
grupo funcional capaz de unirse a un elemento de reconocimiento de la molécula diana que es un polipéptido
o un grupo de unién del mismo, que es al menos un tipo de grupo funcional seleccionado del grupo que consiste
en un grupo carboxi o un éster activo del mismo, seleccionandose el éster activo de un grupo cloroacetilo, un
grupo bromoacetilo y un grupo yodoacetilo; un grupo que tiene un enlace C=C seleccionado de un grupo
maleimida y un grupo acriloilo; un grupo carbamoilo, un grupo isotiocianato y un grupo amino, o un atomo de
hidrégeno del grupo amino o el grupo carboxi en la cadena lateral de As, siempre que R1 pueda formar un grupo
heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono que incluye un &tomo de nitrégeno del grupo amino en la

cadena lateral de Az como atomo que constituye el anillo, y

L representa un grupo representado por la férmula (L1):

Ra\ / \ /R3
(N N
N N *

R{ N/ \Re

en donde Rs, R4, Rs, y Re representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo
-CH2COO0R10 0 un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, Rio representa un atomo de
hidrégeno o un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, y el simbolo * representa un sitio
de unién, siempre que al menos tres de Rs, R4, Rs, y Rs representen cada uno un grupo -CH2COOH, o un grupo

representado por la formula (L2):

O
HG
Q R
N N
HO
Y
N N\*
OH

en donde el simbolo * representa un sitio de unién.
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2. El compuesto o sal farmacoldégicamente aceptable del mismo segun la reivindicacién 1, en donde

As representa un residuo de aminoacido de lisina, ornitina, arginina, acido aspartico o acido glutamico.
3. El compuesto o sal farmacolégicamente aceptable del mismo segun la reivindicacion 1 o0 2, en donde
tres de Rs, R4, Rs, y Rs representan cada uno un grupo -CH2COOH.

4. El compuesto o sal farmacolégicamente aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en donde

As representa un residuo de lisina, ornitina o arginina.

5. El compuesto o sal farmacolégicamente aceptable del mismo seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en donde

mes 1.

6. El compuesto o sal farmacolégicamente aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
en donde

nes 0.

7. El compuesto o sal farmacolégicamente aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en donde

el compuesto esta representado por la férmula (1a) siguiente:

8

en donde

L representa un grupo representado por la férmula (L1):

Ra / \

N N
¢ e
N N *

Rg N/ \Re

en donde Rs, R4, Rs, y Rs representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo
-CH2COO0OR 10 0 un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, Rio representa un atomo de
hidrégeno o un grupo hidrocarbonado que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, y el simbolo * representa un sitio
de unién, siempre que al menos tres de Rs, R4, Rs, y Re representen cada uno un grupo -CH2COOH, o un grupo
representado por la formula (L2):
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N
HO [ j (L2

OH

en donde el simbolo * representa un sitio de union,
R7 representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo, y

Rs y Re representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, o un grupo acilo que tiene de 2 a 20

5 atomos de carbono en total que tiene un grupo funcional, un grupo alquilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono

en total que tiene un grupo funcional, un grupo alquilcarbamoilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total

que tiene un grupo funcional, o un grupo alquiltiocarbamoilo que tiene de 2 a 20 atomos de carbono en total que

tiene un grupo funcional, en donde el grupo funcional es al menos un tipo de grupo funcional seleccionado del

grupo gque consiste en un grupo carboxi o un éster activo del mismo, seleccionandose el éster activo de un grupo

10 cloroacetilo, un grupo bromoacetilo y un grupo yodoacetilo; un grupo que tiene un enlace C=C seleccionado de
un grupo maleimida y un grupo acriloilo; un grupo carbamoilo, un grupo isotiocianato y un grupo amino,

siempre que Rsy Re puedan formar un anillo heterociclico que incluye el atomo de nitrogeno adyacente, y en este
caso, un grupo representado por la formula:

15 €s un grupo representado por la férmula:

0

8. El compuesto o sal farmacolégicamente aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
en donde

L representa un grupo representado por la férmula (L1):

Ra / \ R

N N
C
/N N\ *
20 Rs \_/ Rg

en donde Rs, R4, Rs, y Rs representan cada uno independientemente un grupo -CH2COOH, o un grupo isobutilo,
y el simbolo * representa un sitio de union, siempre que tres de R3, R4, Rs, y Re representen cada uno un grupo
-CH2COOH, y uno de Rs, R4, Rs, y Re representa un grupo isobutilo.

9. Un compuesto que tiene el elemento de reconocimiento de la molécula diana unido al compuesto o sal
25 farmacolégicamente aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o una sal
farmacolégicamente aceptable del mismo.

52



10

15

20

ES 2986 191 T3

10. Un compuesto de complejo metalico que comprende un metal seleccionado del grupo que consiste en un metal
radiactivo y un metal marcado con atomo radiactivo; y el compuesto o sal farmacolégicamente aceptable del mismo
segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 coordinado con el metal, o una sal farmacolégicamente aceptable
del mismo.

11. El compuesto de complejo metalico o sal farmacolégicamente aceptable del mismo segun la reivindicacion 10, en
donde el metal es '"'In, 2R3, 7Ga, %8Ga, *“‘Sc, 0, 77Lu, 2%5Ac, 212Bj, 213Bi, 212Ph, 227Th, ®4Cu, 0 ¥’Cu.

12. Un farmaco para preparar un farmaco radiactivo, que comprende el compuesto o sal farmacolégicamente
aceptable del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

13. Uso del compuesto o sal farmacolégicamente aceptable del mismo segln una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 11, para producir un farmaco radiactivo.

14. Un farmaco radiactivo, que comprende el compuesto de complejo metélico o sal farmacolégicamente aceptable
del mismo segun la reivindicacién 10 u 11.

15. Un agente radioterapéutico, que comprende el compuesto de complejo metalico o sal farmacéuticamente aceptable
del mismo segun la reivindicacién 10 u 11.

16. Un agente de imagenologia de diagnoéstico radiactivo, que comprende el compuesto de complejo metalico o sal
farmacolégicamente aceptable del mismo segun la reivindicacion 10 u 11.

17. Un método para producir un compuesto de complejo metalico o sal farmacolégicamente aceptable del mismo
segun la reivindicaciéon 10, comprendiendo el método formar el complejo in vitro con el metal radioactivo o un metal
marcado con un atomo radioactivo utilizando el compuesto o sal farmacologicamente aceptable del mismo segun la
reivindicacion 9 como ligando.
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