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(54) Bezeichnung: Radioaktiv markiertes beta-Galactosidase Substrat fiir PET Bildgebung der Seneszenz

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
neue Verbindungen, die zur Visualisierung der Zellsenes-
zenz in vitro und in vivo von Nutzen sind, die Zubereitung
der Verbindungen und ihre Verwendung. Insbesondere be-
trifft die vorliegende Erfindung neue Hexose- und insbeson-
dere Galactosederivate, die als Seneszenztracer in vitro und
in vivo von Nutzen sind.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen, die in vitro und in vivo zur Visualisierung der Zellse-
neszenz von Nutzen sind, die Zubereitung der Verbindungen und deren Verwendung. Insbesondere betrifft
die vorliegende Erfindung neue Hexose- und insbesondere Galactosederivate, die in vitro und in vivo als Se-
neszenztracer von Nutzen sind.

[0002] Zellseneszenz ist der biologische Vorgang bei dem die Zellen den Wachstumszyklus beenden. Zellse-
neszenz wurde zuerst in Fibroblasten charakterisiert, die lediglich einer begrenzten Zahl von Passagen unter-
zogen werden konnten, bevor das Wachstum fortdauernd zum Stillstand gekommen ist. Dieses Phanomen
wird Hayflick Grenze genannt und dient dazu den physiologischen Verlauf der Alterung zu erkléren. Es wird
durch deutliche Verédnderung in den Stoffwechselwegen begleitet (Roninson, E.B., Tumor Cell Senescence in
Cancer Treatment, Cancer Res., 2003, 63:2705-2715).

[0003] Seneszente Zellen weisen einen mit Seneszenz verbundenen sekretorischen Phanotyp auf, der pro-
entzindliche Cytokine und Wachstumsfaktoren beinhaltet. In bestimmten Féllen kann die Entfernung der se-
neszenten Gewebe einem Patienten von groRem Nutzen sein. Es ist anerkannt, dass die Seneszenz eine
wichtige Rolle bei der Krebsbehandlung und Therapieresistenz innehat. Die mit der Behandlung zusammen-
hangende Seneszenz markiert einen stabilen klinischen Endpunkt und kann daher als ein Mal fiir den che-
motherapeutischen Erfolg dienen. Der Nachweis der seneszenten Zellen kénnte ebenso diagnostische Gele-
genheiten bieten, um praneoplastische Lasionen nachzuweisen (Roninson, E.B., Tumor Cell Senescence in
Cancer Treatment, Cancer Res., 2003, 63:2705-2715;and Campisi, J. and d'Adda di Fagagna, F., Cellular Se-
nescence: when bad things happen to good cells, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2007, 8:729-740).

[0004] Der am haufigsten verwendete Surrogatmarker fir Seneszenz Zellen ist die mit Seneszenz zusam-
menhangende beta-Galactosidase (Roninson, E.B., Tumor Cell Senescence in Cancer Treatment, Cancer
Res., 2003, 63:2705-2715). Derartige beta-Galactosidase Substrate weisen jedoch den Nachteil auf, dass sie
lediglich ex vivo und in vitro zum Verfolgen der beta-Galactosidase Expression verwendet werden kénnen.

[0005] Die vorliegende Erfindung liegt daher zugrunde die mit Verbindungen des Stands der Technik zusam-
menhangenden Schwierigkeiten zu I6sen.

[0006] Es besteht daher ein unbefriedigter Bedarf an weiteren Verbindungen, die als Tracer fiir Zellseneszenz
fungieren, die in vitro und in vivo gleichermalien verwendet werden kdnnen. Es besteht ferner ein Bedarf bei
der Entwicklung verbesserter Verfahren bei der Behandlung von mit Zellseneszenz zusammenhangenden Er-
krankungen, wie beispielsweise Krebs. Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht in der Be-
reitstellung alternativer Verfahren zur selektiven Eliminierung seneszenter Zellen in vivo. Noch eine weitere
Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht in der Bereitstellung alternativer Mittel zum Nachweisen der Effi-
zienz von Krebsbehandlungen.

[0007] Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dass Hexosederivate, vorzugsweise Galactosid-
derivate und mehr bevorzugt beta-Galactosidderivate, die radioaktive Marker tragen, sich in seneszenten Zel-
len anreichern und verwendet werden konnen, um die seneszenten Zellen sowohl in vitro als auch in vivo
verlasslich zu markieren und nachzuweisen. Der in vivo Nachweis seneszenter Zellen bietet wiederum einen
verbesserten Zugriff auf derartige Zellen mittels Operation oder Therapie.

[0008] Die vorliegende Erfindung stellt daher eine Verbindung der Formel bereit:

G-S-L,

wobei
G
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OR

HO OH
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ist,

wobei R ausgewahlt ist aus H, substituiertem oder unsubstituiertem C, bis C5 Alkyl, substituiertem oder un-
substituiertem C, bis C,, Cycloalkyl, oder substituiertem oder unsubstituiertem C, bis C,, Heterocycloalkyl,
und wobei * die Bindungsstelle zwischen G und S darstellt,

S ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
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wobei X unabhangig voneinander aus der Gruppe ausgewahlt bestehend aus H, Halogen, Methylhalogen, OH
und SH ist,

wobei Y unabhangig voneinander aus der Gruppe ausgewahlt bestehend aus C, S, N, und O ist, unter der
MaRgabe, dass zumindest 3 C-Atome vorliegen,

wobei # die Bindungsstelle zwischen S und L darstellt, und

L
#
— y
oder
@)
"l
ist,

wobei R' CH,, NH, S, oder O ist,
wobei n 0 oder 1 ist,
wobei R" ein substituiertes oder unsubstituiertes C, bis C5 Alkyl ist,
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wobei Z ein radioaktiv nachweisbarer Marker, ein radioaktiver therapeutischer Rest, ein Chelator, der einen
radioaktiv nachweisbaren Marker koordiniert, oder ein Chelator ist, der einen radioaktiven therapeutischen
Rest koordiniert;

oder ein Salz davon.

[0009] Es wurde Uberraschenderweise gefunden, dass die vorliegenden Verbindungen in seneszenten Zellen
hoch- und selektiv angereichert vorliegen. Ohne durch eine Theorie gebunden zu sein wird angenommen,
dass die eher geringe GroRRe des radioaktiv nachweisbaren Markers im Vergleich zu herkémmlichen nicht-
radioaktiven Markern, die haufig auf dem Nachweis voluminéser Enzyme, wie der Meerrettich Peroxidase,
alkalinen Phosphatase, oder voluminéser Farbstoffverbindungen, beruhen und einen verbesserten Zugriff der
vorliegenden Verbindungen auf die Zellen und die Bindungsstelle der beta-Galactosidase erméglichen. Die
Verwendung der radioaktiven Marker bietet dartiber hinaus den Vorteil einer stark verbesserten Sensitivitat
gegeniber herkdmmlichen Markierungsstrategien. Dies beruht zum Teil auf der hohen Gewebepenetration
der hierdurch entstandenen Gammaphotonen und einer hohen Sensitivitat der verwendeten Radiodetektoren.
Dies ermdglich wiederum den bezeichneten Verbindungen in vivo translatierbar zu sein, was sie gegenulber
nicht radioaktiven Alternativen tberlegen macht. Die vorliegenden Verbindungen bieten daher die Méglichkeit
seneszente Zellen, insbesondere Tumore, quantitativ, selektiv und sensitiv in vivo nachzuweisen. Diese hoch-
selektive Anreicherung seneszenter Zellen kann bei der Diagnose oder Behandlung der mit Seneszenz zu-
sammenhangenden Erkrankungen durch Verwenden radioaktiv nachweisbarer Marker oder radioaktiver the-
rapeutischer Reste in den vorliegenden Verbindungen verwendet werden.

[0010] Ein weiterer Vorteil besteht in der Mdglichkeit Tumore mit nichtinvasiven Techniken zu behandeln, d.h.
durch Verabreichen der vorliegenden Verbindungen, die einen radioaktiven therapeutischen Rest aufweisen,
und die beinahe ausschlief3lich in Tumorgewebe aufgenommen werden. Ein weiterer Vorteil der Verwendung
der vorliegenden Verbindungen besteht darin, dass diese einfach an die sich andernden Erfordernisse im
klinischen Gebiet angepasst werden kénnen, da die vorliegende Verbindung ohne Weiteres mit einem weiteren
radioaktiv nachweisbaren Marker oder einem radioaktiven therapeutischen Rest bereitgestellt werden kann.

[0011] Die erfindungsgemafRen Verbindungen kdnnen, in Abhangigkeit von ihrer Struktur, in stereocisomeren
Formen (Enantiomere, Diastereomere) vorliegen. Die Erfindung weist daher ebenso die Enantiomere oder
Diastereomere und entsprechende Mischungen davon auf. Die sterecisomer einheitlichen Bestandteile kdn-
nen auf eine bekannte Weise von derartigen Mischungen von Enantiomeren und/oder Diastereomeren isoliert
werden.

[0012] Es ist klar, dass die Salze, die fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung bevorzugt sind, pharmazeu-
tisch akzeptierbare Salze der erfindungsgeméafRen Verbindungen sind. Jedoch sind ebenso Salze beinhaltet,
die selbst nicht flir pharmazeutische Anwendungen geeignet sind, jedoch beispielsweise bei der Isolierung
oder Aufreinigung der erfindungsgemal} Verbindungen verwendet werden.

[0013] Salze sind allgemein aus einer zusammenhangenden Anzahl von Kationen und Anionen derart zu-
sammengesetzt, dass das Produkt elektrisch neutral ist. Es wird gewirdigt werden, dass ein entsprechendes
Gegenion Gegenstand bei dem Herstellungsverfahren des Salzes ist und nicht ausdriicklich genannt werden
muss.

[0014] Pharmazeutisch akzeptierbare Salze, ebenso wie die Zubereitung davon, sind im Stand der Technik
gut bekannten. Arten und Zubereitung derartig pharmazeutisch akzeptierbarer Salze kann aus Stahl, P.H. and
Wermuth, C.G., Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use, Weinheim/Zirich: Wiley-
VCH/VHCA, 2002 enthommen werden.

[0015] Beispiele pharmazeutisch akzeptierbarer Salze der vorliegenden Verbindungen beinhalten Salze auf
anorganischer Grundlage, wie Ammoniumsalze, Alkalimetallsalze, Erdalkalimetallsalze, Salze auf organischer
Grundlage, oder Salze mit basischen Aminosauren. Ebenso sind anorganische Sauren oder Salze sauren
Aminosauren beinhaltet. Bevorzugte pharmazeutisch akzeptierbare Salze beinhalten.

[0016] Es wird gewurdigt werden, dass die Verbindungen der vorliegenden Erfindung ebenso wie die Salze
davon in Form von Solvaten vorliegen kdnnen. In einem derartigen Fall bilden die vorliegenden Verbindungen
oder Salze davon, insbesondere die pharmazeutisch akzeptierbaren Salze davon, im festen oder flissigen
Zustand einen Komplex durch Koordination mit Lésungsmittelmolekilen. Hydrate sind eine spezifische Form
der Solvate, bei denen sich die Koordination mit Wasser zeigt.
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[0017] Sofern die Verbindungen der vorliegenden Erfindung in tautomeren Formen auftreten kénnen, weist
die vorliegende Erfindung alle tautomeren Formen auf.

[0018] Der Ausdruck ,C4-Cs Alkyl* betrifft im Allgemeinen ein verzweigtes oder geradkettiges Alkyl, vorzugs-
weise (C4-C,)-Alkyl, wie beispielsweise insbesondere Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Isopropyl, Isobutyl und tert.-
Butyl.

[0019] Der Ausdruck ,C-C,, Cycloalkyl” betrifft im Allgemeinen einen geséttigten oder teilweise ungesattigten
monozyklischen oder polyzyklischen Ring, der Kohlenstoff- und Wasserstoffatome aufweist.

[0020] Der Ausdruck ,C,-C,, Heterocycloalkyl” betrifft einen nicht-aromatischen monozyklischen oder poly-
zyklischen Ring, der Kohlenstoff- und Wasserstoffatome und zumindest ein Heteroatom, vorzugsweise 1 bis
4 Heteroatome, ausgewahlt unter Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel, aufweist. Eine Heterocycloalkylgruppe
kann eine oder mehrere Kohlenstoff-Kohlenstoff Doppelbindungen oder Kohlenstoff-Heteroatom Doppelbin-
dungen in dem Ring aufweisen, sofern der Ring durch ihre Anwesenheit nicht aromatisch wird. Beispiele von
Heterocycloalkylgruppen beinhalten Aziridinyl, Pyrrolidinyl, Pyrrolidino, Piperidinyl, Piperidino, Piperazinyl, Pi-
perazino, Morpholinyl, Morpholino, Thiomorpholinyl, Thiomorpholino, Tetrahydrofuranyl, Tetrahydrothiofuranyl,
Tetrahydropyranyl, und Pyranyl. Vorzugsweise ist die Heterocycloalkylgruppe ein monozyklischer oder bizy-
klischer Ring, mehr bevorzugt ein monozyklischer Ring, wobei der Ring 2 bis 6 Kohlenstoffatome und 1 bis
3 Heteroatome aufweist. Mehr bevorzugt weist das Molekulargewicht eines Heterocycloalkylrests ein Moleku-
largewicht von < 200 g/Mol, wie beispielsweise < 150 g/mol, < 120 g/mol oder < 100 g/mol, auf.

[0021] Der Ausdruck ,substituiert” wie hierin verwendet betrifft ein oder mehrere Reste, die mit C;-C5 Alkyl, C;-
C,o Cycloalkyl und C,-C,, Heterocycloalkyl verbunden sind, und/oder eine Modifikation der Kohlenstoffkette
durch Einfligen eines oder mehrerer Heteroatome, wie beispielsweise N, S oder O. Ein Rest kann dartber
hinaus ausgewahlt unter der Gruppe bestehend aus Halogen, Methyl, Ethyl oder eine funktionelle Gruppe, wie
beispielsweise eine Hydroxylgruppe, Aminogruppe oder Carboxylgruppe, sein. Das gesamte Molekulargewicht
der Reste, das insbesondere mit C4-C;5 Alkyl, C4-C,, Cycloalkyl oder C4-C,, Heterocycloalkyl verbunden ist,
betragt vorzugsweise < 250 g/Mol, mehr bevorzugt < 150 g/Mol oder £ 100 g/Mol. Beispiele bevorzugter sub-
stituierter C4-C5 Alkylreste weisen Verbindungen wie beispielsweise CH,-O-CH,, C,H,-O-CH,, CH,-O-CH,-
0O-CH,, CH,-0-CH,-0O-CH,, C,H,-O-CH,-O-CH,, CH,-O- C,H,-O-CH,, C,H,-O-C,H,-O-CH,, C,H,-O-CH,-O-
C,H,, CH,-O-CH,-O-CH,-O-CH,, C,H,-O-CH,-O-CH,-O-CH,, und CH,-O- C,H,-O-CH,-O-CH, auf.

[0022] Der Ausdruck ,Halogen® oder Halo betrifft Fluor, Chlor, Brom oder lod; vorzugsweise Fluor, Chlor oder
Brom. In einigen AusfUhrungsformen betrifft der Ausdruck Halogen oder Halo vorzugsweise "®Br, "Br, "°F und
9.

[0023] Der Ausdruck ,Methylhalogen® betrifft eine Methylgruppe mit einem einzelnen Fluor, Chlor, Brom oder
lod, oder zwei oder drei Halogenen, die unabhangig voneinander ausgewahlt unter Fluor, Chlor, Brom oder
lod sind. In einigen Ausfuhrungsformen weist das Methylhalogen vorzugsweise "®Br, "Br, '°F und "®F auf.

[0024] Der Ausdruck ,radioaktiv nachweisbarer Marker” weist beispielsweise ''C , “°K, ®N, '°O, '8F, "*Br, "®Br,
82Rb, %Ga, ®Cu, ®2Cu, "2, 24, 12|, 3], 210At, 1At und ""'In auf. Bevorzugte radioaktiv nachweisbare Marker
sind "'C, "F, ®8Ga, 5Cu, und '!l. Mehr bevorzugt ist '®F. Der radioaktiv nachweisbare Marker erméglicht die
quantitative und/oder qualitative Beurteilung seneszenter Zellen ebenso wie ihre Lagebestimmung, insbeson-
dere in vivo. Seneszentes Gewebe kann daher genau identifiziert und beispielsweise mit hoher Selektivitat
operativ entfernt werden.

[0025] Alternativ ist ein Komplex beinhaltet, der ein derartiges Atom in einer koordinierten Form aufweist. In
einem solchen Fall kann der Komplex als ein Chelator bezeichnet sein, der einen radioaktiv nachweisbaren
Marker koordiniert. Ein (Koordinations-) Komplex besteht aus einem Zentral-Atom oder lon, das fir gewdhn-
lich metallisch ist, und eine umgebenden Anordnung von Liganden oder Komplexbildnern. Das Zentral-Atom
oder lon ist fur gewdhnlich der radioaktiv nachweisbare Marker. Der Rest Z weist daher das Zentral-Atom oder
lon ebenso wie die umgebende Anordnung der Liganden oder Komplexbildner auf. Beispiele derartiger Che-
latoren, die einen radioaktiv nachweisbaren Marker koordinieren, sind dem Fachmann gut bekannt. Vorzugs-
weise ist ein derartiger Chelator eine Aminosaure, vorzugsweise eine proteinogene/ natiirliche Aminoséaure,
wie beispielsweise Histidin. Andere geeignete Beispiele von Chelatoren weisen DOTA, NOTA, NODAGA und
Desferrioxamin, wie beispielsweise Desferrioxamin B, auf.
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[0026] Der Ausdruck ,radioaktiver therapeutischer Rest“ wie hierin verwendet betrifft ein Atom, wie beispiels-
weise 3P, Co, #8r, 8Re und '**Sm. Andere Beispiele radioaktiver therapeutischer Reste weisen 25| und "'
auf, die bereits als Beispiele fiir radioaktiv nachweisbare Marker, ebenso wie Y, ""'In, ""Lu und 'Cu, aufge-
fuhrt wurden. Alternativ ist ein Komplex, der ein derartiges Atom in einer koordinierten Form enthalt, beinhaltet.
In einem derartigen Fall kann der Komplex ebenso als ein Chelator bezeichnet werden, der einen radioaktiven
therapeutischen Rest koordiniert. Die Verwendung der vorliegenden Verbindungen mit therapeutischen Res-
ten bei der Behandlung von Erkrankungen, die mit Zellseneszenz, insbesondere Krebs, zusammenhéangen,
vereint den Vorteil der Zielselektivitat mit jenem systemisch zu sein, wie auch bei der Chemotherapie, und kann
als ein Teil einer therapeutischen Strategie mit kurativer Absicht oder zur Krankheitskontrolle und Palliation
verwendet werden.

[0027] Es wird gewlrdigt werden, dass entsprechende radioaktive therapeutische Reste may erzeugt und an
die vorliegenden Verbindungen auf die gleiche Art wie radioaktiv nachweisbare Marker angebracht werden
kénnen. Vorzugsweise sind der therapeutische Rest und der nachweisbare Marker identisch, was die Dia-
gnose und Behandlung von Erkrankungen, die mit Zellseneszenz, insbesondere Krebs, zusammenhangen,
ermdglicht.

[0028] Die Gruppe, die durch G dargestellt ist, ist in Formel der Endpunkt angrenzend zu dem Punkt an dem
sich ein * befindet, es handelt sich nicht um ein Kohlenstoffatom oder CH,-Gruppe sondern vielmehr ein Be-
standteil der Bindung an dem Atom an welchem G angebracht ist.

[0029] In ihrer breitesten Form weist die Gruppe G die Formel

OR
@) o—
HO OH
OH
auf

und kann ebenso als Hexosederivat, einschllieRlich Allose-, Altrose-, Glucose-, Mannose-, Gulose-, Idose-,
Galactose- oder Talose-Derivat jeweils mit Rest R, bezeichnet werden. Die Hexosederivate sind vorzugsweise
D-Isomere. Das am meisten bevorzugte Hexosederivat ist ein beta-D-Galactopyranosid.

[0030] R istwie vorstehend aufgefihrt ausgewahlt aus H, substituiertem oder unsubstituiertem C, bis C5 Alkyl,
substituiertem oder unsubstituiertem C, bis C,, Cycloalkyl, oder substituiertem oder unsubstituiertem C, bis
C,o Heterocycloalkyl. Sofern R ein substituiertes oder unsubstituiertes C, bis C5 Alkyl, vorzugsweise unsub-
stituiertes C, bis C; Alkyl, mehr bevorzugt Methyl, ist, kdnnen prolongierte Retentionszeiten der vorliegenden
Verbindung in Vergleich zu R = H aufgrund einer behinderten enzymatischen Spaltung erwartet werden. Die
Verbindungen kénnen daher mit hdheren Werten innerhalb seneszenter Zellen vorliegen.

[0031] Die Gruppe, die durch S dargestellt ist, ist in Formeln der Endpunkt angrenzend der Linie an der sich
ein * oder # befindet, es handelt sich nicht um ein Kohlenstoffatom oder eine CH,-Gruppe sondern vielmehr
einen Bestandteil der Bindung an dem Atom an welchem S angebracht vorliegt.

[0032] Die Gruppe, die durch L dargestellt ist, ist in Formeln der Endpunkt angrenzend der Linie an der sich
ein # befindet, es handelt sich nicht um Kohlenstoffatom oder eine CH,-Gruppe sondern vielmehr einen Be-
standteil der Bindung an dem Atom an welchem L angebracht vorliegt. Der Rest L kann entweder Z, wobei Z
ein radioaktiv nachweisbarer Marker, ein radioaktiver therapeutischer Rest, ein Chelator, der einen radioaktiv
nachweisbaren Marker koordiniert, oder ein Chelator sein, der einen radioaktiven therapeutischen Rest koor-
diniert. In diesem Fall ist Z unmittelbar an S angebracht. Alternativ ist der Rest Z iber einen Abstandshalter/
Spacer an S angebracht. In diesem Fall weist der Abstandshalter die Formel
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[0033] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung betrifft der Ausdruck ,aufweisen/ enthalten® oder
»=aufweisend/ enthaltend” eine offene Aufzahlung und schlief3t andere Bestandteile abseits von den ausdriick-
lich genannten Bestandteilen nicht aus.

[0034] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung betrifft der Ausdruck ,bestehen aus® oder ,beste-
hend aus® eine geschlossene Aufzahlung und schliet andere Bestandteile abseits von den ausdriicklich ge-
nannten Bestandteilen aus.

[0035] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung betrifft der Ausdruck ,im Wesentlichen bestehen
aus” oder ,im Wesentlichen bestehend aus” eine teilweise geschlossene Aufzahlung und bezeichnet Zuberei-
tungen, die abseits von den genannten Bestandteilen, lediglich derartige weitere Bestandteile aufweisen, die
den Charakter der erfindungsgemaflen Zubereitung nicht materiell verandern.

[0036] Sofern im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung eine Zubereitung beschrieben ist, sind mit
der Verwendung des Ausdrucks ,aufweisen® oder ,aufweisend” ausdriicklich Zubereitungen eingeschlossen,
die aus den Bestandteilen bestehen oder im Wesentlichen aus den Bestandteilen bestehen.

[0037] Radiologie, wie hierin verwendet, betrifft jegliche Art von Gerat oder Vorrichtung, die ein visuelles Si-
gnal oder ein Bild beim Nachweisen des vorliegenden Restes Z, d.h. einem radioaktiv nachweisbaren Marker,
einem radioaktiven therapeutischen Rest, einem Chelator, der einen radioaktiv nachweisbaren Marker koordi-
niert, oder einem Chelator, der einen radioaktiven therapeutischen Rest koordiniert, erzeugen kann. Vorzugs-
weise ermoglich das Gerat die Lagebestimmung des Restes Z innerhalb eines Saugetiers. Nicht begrenzende
Beispiele der Radiologie schlief’en Positronenemissiostomographie (PET) ein, die ein dreidimensionales Bild
oder eine Karte funktionaler Vorgange in dem Korper erzeugt. Das System weist Paare von Gammastrahlen
nach, die durch ein Positronen emittierendes Radioisotop mittelbar/indirekt emittiert werden, das auf einem
metabolisch aktiven Molekiil, d.h. einem Substrat der beta-Galactosidase, in den Kérper eingebracht wurde.
Bilder der metabolischen Aktivitdt im Raum werden anschlieRend durch Computeranalyse rekonstruiert, die
durch einen CT Rdntgenstrahlenscan unterstiitzt werden kann, die in der gleichen Sitzung, vorzugsweise zur
gleichen Zeit und in der gleichen Vorrichtung, an dem Patienten durchgefiihrt wird, um ein dreidimensionales
Bild zu erhalten, das eine Lagebestimmung des Gewebe ermdglicht, in dem die Prodrug angereicht ist. Bei
der Positronenemission wird ein Proton mittels der schwachen Kraft in ein Neutron, Positron und Neutrino
umgewandelt. Isotope, die den sogenannten Beta-Plus-Zerfall durchlaufen, emittieren dabei Positronen. Ge-
eignete Positronen emittierende Radionukleotide fiir diesen Zweck weisen "'C, “°K, *N, 50,'®F, Br, "*Br, 8%Zr,
82RDb, %8Ga, ®2Cu und *Cu auf, von denen "'C und '"8F bevorzugt sind. Andere niitzliche Radionukleotide weisen
12], 124] 1281 131 210At 2YAt und ''In auf. Die vorliegenden Verbindungen kénnen ebenso mit Technetium- und
Rheniumisotopen unter Verwendung bekannter Chelatkomplexe markiert werden. Verfahren zur Zubereitung
der Radionukleotide, ebenso wie die Radiomarkierung der Verbindungen, sind dem Fachmann gut bekannt.
Die US 2007/0273308 und WO 2007/122488 betreffen bspw. die Zubereitung von Radionukleotiden. Radio-
markierung wird beispielsweise in der WO 2007/148089 und WO 2007/148083 aufgefihrt.

[0038] PET ist vorzugsweise mit einer Computertomographie (CT) verbunden. Derartige PET/CT Vorrichtun-
gen ermdoglichen den quantitativen Nachweis und die Lagebestimmung der Signale, die in bestimmten Gewe-
ben nachgewiesen werden, d.h. eine Lagebestimmung der verwendeten Radionukleotide und damit der daran
angebrachten Prodrugs. Funktion und Betrieb von PET/CT ebenso wie der Vorrichtungen sind dem Fachmann
gut bekannt. Andere geeignete Techniken weisen Einzelphotonen-Emissions-Computertomographie (SPECT)
und Techniken auf, die auf magnetischer Kernresonanz (NMR) beruhen, wobei die quantenmechanischen ma-
gnetischen Eigenschaften eines Atomkerns nachgewiesen werden.

[0039] Die verwendete Radiologievorrichtung ist vorzugsweise eine PET Vorrichtung, mehr bevorzugt eine
PET/CT Vorrichtung oder eine PET/MR Vorrichtung.

[0040] In den Figuren zeigt
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1 ein Motiv, das das Funktionieren eines radiomarkierten Hexosesubstrats zeigt;

2 den Tracer 9 als ein Substrat kommerziell verfligbarer beta-Galactosidase;

3 die Stabilitat des Tracers 9 unter in-vivo Bedingungen;

4 die in vitro Validierung des Tracers in HCT116 und H-RAS Zellen;

5 die Aufnahme des Tracers 9 in seneszenten gegentiber Kontroll- HCT116 Tumoren;
6 die Aufnahme des Tracer 9 in seneszenten H-RAS Tumoren; und

7 die immunhistochemische Farbung von (a) HCT116 und (b) H-RAS gefihrten Tumormodellen.

[0041] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung G ist

OR

HO

"I,

OH
OH

. R ist wie vorstehend gezeigt. Vorzugsweise ist R H, dadurch wird ein beta-D-Galactoserest, insbesondere
ein beta-D-Galactopyranosid, festgelegt, das den bestmdéglichen Zuckerrest fir eine Spaltung durch beta-Ga-
lactosidase darstellt.

[0042] GemalR einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist R H oder CH3, X
ist unabhéngig voneinander ausgewahlt unter H oder Methylhalid, Y ist unabhangig voneinander ausgewahlt
unter C und N, unter der Maligabe, dass zumindest 5 C-Atome vorliegen, R' ist NH, n ist 1, und R" ist ein
linearer Ether mit 2 bis 5 C-Atomen.

[0043] GemaR noch einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist R H, S ist
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus

# # # #

¥* ¥* ¥* * * N #
N X I\ N S
g7 N N_ .~ % 7

. # * # . #
| A \Ej/ A
N. .= N/ ~N

#
4 ) # # *
N i _CH,F
CH,F CH,F CH,F

*

NN
# a

H
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* #
CHF ) \Q/ * ]
Y r 7
CH,F CHF FHC

H H

CH,F

und

CH,F

H

[0044] In den Verbindungen kann L, wie vorstehend beschrieben,

@)
# ] 111
—Rﬂpq—n R'-z

oder

H

sein.

[0045] Sofern L

@)
# ] 111
—Rﬂp-q—n R'-z

ist, ist R" vorzugsweise ausgewahlt unter der Gruppe bestehend aus CH,-O-CH,, C,H,-O-CH,, CH,-O-CH,-
0-CH,, CH,-0-CH,-0O-CH,, C,H,-O-CH,-O-CH,, CH,-O- C,H,-O-CH,, C,H,-O-C,H,-O-CH,, C,H,-O-CH,-O-
C,H,, CH,-O-CH,-O-CH,-O-CH,, C,H,-O-CH,-O-CH,-O-CH,, und CH,-O- C,H,-O-CH,-O-CH,. R"ist CH,, NH
oder O, vorzugsweise NH. Noch mehr bevorzugt ist Z '®F. Sofern R' CH, ist, ist es bevorzugt, dass n ist 0 und
R" ein unsubstituiertes C, bis C5 Alkyl ist. Mehr bevorzugt Z ist "¢F.

[0046] Sofern L
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ist, ist Z vorzugsweise '8F.

[0047] Beiinsbesondere bevorzugten Verbindungen der vorliegenden Erfindung ist R H, S ist ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus

# # # #

¥* ¥* ¥* * *N#
N X I\ N S
= N N~ 2 pZ

. # #0, #

WTTW@

—
N .= N —~N

und

SN

N

[0048] In den Verbindungen, ist G

OR
O LO—

HO " OH
OH

,wobei R H ist.

[0049] L ist

#

Mehr bevorzugt ist Z '®F.

[0050] GemaR einer bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Verbindung
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OH Z
| N
HO "OH NF
OH

|
H

oder

19F
OH
0.0
0
HO " OH N)K/ O™
OH :

[0051] Die zweite Struktur, bei der ein Spacermolekiil verwendet wird, ist insbesondere flir vergleichsweise
groRe radioaktiv nachweisbare Marker, wie beispielsweise I, 24, 25|, 13|, 210At, 2""At und ""'In, und groRe
radioaktive therapeutische Reste, wie beispielsweise %Sr, '®Re und '*3Sm, geeignet. Es ist jedoch bevorzugt,
dass Z "°F ist.

[0052] Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung ist der radioaktiv
nachweisbare Marker ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus "'C, “°K, N, 0, '®F, "Br, *Br, %2Rb, %Ga ,
84Cu, 2Cu, 8Zr, 21, 124], 125] 13| 210At, 21At und ""'In, vorzugsweise ''C, 8F, $Ga, %Cu, und '?*l, mehr bevorzugt
18F.

[0053] Gemal noch einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist der radio-
aktive therapeutische Rest ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 2P, ®Co, ®*Cu,®Sr, Y, ""Lu, '®**Re
und "53Sm.

[0054] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die vorliegende Verbindung
zur Verwendung bei einer Operation vorgesehen. Die vorliegende Verbindung wird vorzugsweise in Kombina-
tion mit zumindest einem inerten, nicht-toxischen, pharmazeutisch geeigneten Exzipienten verwendet.

[0055] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die vorliegende Verbindung
zur Verwendung als ein Medikament vorgesehen. Die vorliegende Verbindung wird vorzugsweise in Kombina-
tion mit zumindest einem inerten, nicht-toxischen, pharmazeutisch geeigneten Exzipienten verwendet.

[0056] Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die vorliegende
Verbindung zur Verwendung in einem Verfahren zum Nachweis der Zellseneszenz vorgesehen.

[0057] Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist die vorliegende
Verbindung zur Verwendung in einem Verfahren zum Bestimmen der Wirksamkeit einer Krebsbehandlung
vorgesehen.

[0058] Der durch die vorliegenden Verbindungen zu diagnostizierende und/oder zu behandelnde Krebs kann
ausgewahlt unter Prostatakarzinom, kolorektalas Karzinom, Brustkrebs, Lungentumor, Tumor des mannlichen
oder weiblichen Urogenitalsystems, malignem Melanom, Zervix- und Hals-Tumor/ zervikaler Tumor, malignem
Lymphom, Neoplasie des hamatopoetischen Systems und muskuloskelettalem Tumor sein.

[0059] Gemal noch einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung weist das Ver-

fahren fir ein Nachweisen der Zellseneszenz ein in Kontakt bringen von Zellen mit der vorliegenden Verbin-
dung auf.
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[0060] GemaR noch einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung das Verfahren
fur ein Bestimmen der Wirksamkeit der Krebsbehandlung comprises in Kontakt bringen von Zellen mit der
vorliegenden Verbindung auf.

[0061] Gemal noch einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird das Ver-
fahren in vivo durchgefihrt.

[0062] Gemal noch einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird das Ver-
fahren in vitro durchgefihrt.

[0063] Das vorstehend genannte Verfahren kann sowohl in vivo, bspw. in einem menschlichen Patienten zur
Kontrolle der Wirksamkeit der Krebsbehandlung, oder in vitro, bspw. flr ein Screening auf neue Medikament,
durchgefiihrt werden.

[0064] Die vorliegende Verbindung wird vorzugsweise parenteral verabreicht.

[0065] Die vorliegenden Verbindungen kénnen flr diesen Verabreichungsweg in geeigneten Verabreichungs-
formen verabreicht werden. Eine parenterale Verabreichung kann unter Vermeiden eines Absorptionsschritts
(bspw. intravends, intraarterial, intracardiac, intraspinal oder intralumbar) oder unter Einbeziehung eines Ab-
sorptionsschritts (bspw. intramuskular, subkutan, intrakutan, perkutan oder intraperitoneal) stattfinden. Verab-
reichungsformen, die zur parenteralen Verabreichung geeignet sind, sind unter anderem Zubereitungen zur
Injektion und Infusion in der Form von L&sungen, Suspensionen, Emulsionen, Lyophilisaten oder sterilen Pul-
vern.

[0066] Die vorliegenden Verbindungen kdnnen in die genannten Verabreichungsformen umgewandelt wer-
den. Dies kann auf eine an sich bekannte Weise durch Mischen mit inerten, nicht-toxischen, pharmazeutisch
vertraglichen Exzipienten erfolgen. DieseExzipienten weisen unter anderem Trager (beispielsweise mikrokris-
talline Cellulose, Laktose, Mannitol), Lésungsmittel (bspw. flissige Polyethylenglykole), Emulgatoren und Dis-
pergenzien oder Benetzungsmittel (beispielsweise Natriumdodecylsulfat, Polyoxysorbitanoleat), Bindemittel
(beispielsweise Polyvinylpyrrolidon), synthetische und natirliche Polymere (beispielsweise Albumin), Stabili-
satoren (bspw. Antioxidantien, wie beispielsweise Ascorbinsdure), Farbstoffe (bspw. anorganische Pigmente,
wie beispielsweise Eisenoxide), und Geschmacks- und/oder Geruchs-Korrigentien auf.

[0067] Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Prinzip wird allgemein in Fig. 1 gezeigt. Ein radio-
aktiv markiertes Glycosidasesubstrat, d.h. eine Verbindung der vorliegenden Erfindung, wird durch eine Gly-
cosidase, insbesondere beta-Galactosidase, in den entsprechenden Zucker und den radioaktiv markierten Al-
kohol umgewandelt. Die vorliegende Verbindung wird mit Rest W gezeigt, der die Reste anzeigt die ein Hexo-
sederivat bilden, wie beispielsweise ein Galactosederivat, vorzugsweise beta-D-Galactose. Die Glycosidase,
insbesondere die beta-Galactosidase, ist in seneszenten Zellen Gberexprimiert und angereichert. Der radio-
aktiv markierte Alkohol wird in sauren Lysosomen anreichert und kann durch eine Radiologievorrichtung, wie
beispielsweise eine PET/CT Vorrichtung, nachgewiesen werden.

[0068] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung kdnnen allgemein durch den in Reaktionsschema | ge-
zeigten Weg hergestellt werden.

OH CH 0. LBr i
- Q ]
LI NP A0 e ~N v HO ° B
| | T Ao “OAc w . P
=N =N OAc HO "OH
1 2 Lhe Orc OH
5
OH o o 18,:
. C‘,rwz L__ACO SN v AcO SN W oSN OO Ay
+
| - >
OAC HO “OH =
6 OH

[0069] In der oberen Reihe des Reaktionsschemas | wird die Erzeugung der Verbindung 5 gezeigt. Die Ver-
bindung 5 weist keinen radioaktiven Marker auf, d.h. F ist '°F. Die Reaktion | wird mit HBF,, NaNO, bei einer
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Temperatur von 0°C durchgefiihrt. Die Ausbeute der Verbindung 2 betragt 63% w/w. Die Reaktion Il wird mit
Ag,CO3 und bei einer Temperatur von 0°C durchgefuhrt. Die Ausbeute der Verbindung 4 betrégt zwischen 40
und 60% w/w. Die Reaktion Ill wird mit NaOMe und MeOH bei einer Temperatur im Bereich von 20 bis 25°C
durchgefiihrt, gefolgt von der Reaktion IV in Anwesenheit von Amberlit IR ;5.

[0070] Bei der unteren Reihe des Reaktionsschemas | wird die Erzeugung der Verbindung 9 (Tracer 9), einer
Verbindung gemaf der vorliegenden Erfindung, gezeigt. Die Reaktion Il wird mit Ag,CO; bei einer Tempera-
tur von 0°C durchgefiihrt. Die Reaktion VI wird mit Ag,CO5 bei einer Temperatur von 0°C durchgefihrt. Die
Reaktion V wird mit '8F- und DMSO bei einer Temperatur von 150°C fiir 5 Min. durchgeflhrt. Die Reaktion VI
wird mit NaOMe/ MeOH, oder MeOH, Et;N, H,O (10:1:1) durchgefihrt.

[0071] Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung zeigen eine nutzliche Bandbreite pharmalogischer Wir-
kungen, die nicht vorhergesagt werden konnten. Sie kdnnen seneszente Zellen in vitro und in vivo markieren.
Insbesondere eine in vivo Markierung erfolgt zu einem Ausmal}, dass seneszente Zellen eindeutig im Verlauf
eines Operationsverfahrens identifiziert werden kénnen, wodurch wiederum die gezielte Eliminierung derarti-
ger Zellen, insbesondere von Krebszellen, ermdglicht wird.

[0072] Es ist klar, dass die vorstehend aufgeflihrte Beschreibung lediglich zur Illustration dient und nicht ein-
schrankend ist. Viele Ausfihrungsformen werden dem Fachmann bei dem Studium der vorstehend aufgefiihr-
ten Beschreibung offensichtlich werden. Die Erfindung wurde beispielhaft zuerst unter Bezug auf die Synthese,
ebenso wie die Diagnose, des Tracers 9 beschrieben. Es sollte klar sein, dass alle Arten geeigneter nachweis-
barer Reste und therapeutischer Reste synthetisiert und an die vorliegenden Verbindungen angebracht werden
kénnen. Der Schutzbereich der Erfindung sollte daher nicht unter Bezug auf die vorstehende Beschreibung,
sondern stattdessen unter Bezug auf die beigefiigten Anspriiche mitsamt dem vollstandigen Schutzbereich
von Aquivalenten, zu dem die Anspriiche berechtigt sind, erfolgen.

[0073] Die prozentualen Angaben bzw. Daten in den nachstehend aufgeflihrten Tests und Beispielen sind,
solange nicht anderweitig bezeichnet, Gewichtsprozente; Teile sind Gewichtsteile. Lésungsmittelverhaltnisse,
Verdliinnungsverhaltnisse und Konzentrationsangaben flissiger/flissiger Lésungsmittel basieren in jedem Fall
auf dem Volumen. Der Ausdruck ,w/v* bedeutet ,Gewicht/VVolumen®. Beispielsweise bedeutet ,,10% w/v* daher:
100 ml Lésungsmittel oder Suspension enthalten 10 g Substanz.

Beispiele:
Allgemeines

[0074] Die optimierte Radiosynthese erfolgt unter Verwendung eines TRACERIab FX N Pro (GE). '®F wird als
Fluorwasserstoffsaure (HF) unter Verwendung eines PETtrace Cyclotrons (GE) hergestellt. Die '®F Markierung
beruht auf der nukleophilen Substitution einer aromatischen Nitrogruppe. Der Syntheseweg ist in Reaktions-
schema | beschrieben.

[0075] Die nachstehend aufgeflihrten subkutanen Tiermodele werden zur Tracerevaluierung verwendet.

[0076] Ein Xenograftmodel der kolorektalen Krebszelllinie (HCT116) mit Therapie induzierter Seneszenz wird
verwendet, wobei Doxorubicin als ein Chemotherapeutikum verwendet wird. Seneszenz wird in HCT116 Xe-
nograft Tumoren durch intravenése (i.v.) Verabreichung von Doxorubicin (10 mg/kg) induziert. Durch die
Schwanzvene der Mause werden 5 Tage danach dynamische PET/MRT Untersuchungen (1 h) mit Verbindung
9 vorgenommen.

[0077] Die transgene Leber-Vorlauferzelllinie (H-RAS) wurde flr subkutane Allotransplantation in Nacktmau-
sen als zweites Modell verwendet. Die Zelllinie exprimiert H-RAS®'2Y und p53shRNA unter Doxycyclin (Doxy)
Bedingungen. Die p53 mRNA kann nach der Entfernung des Doxycyclins wiederhergestellt und in das p53
Protein translatiert werden. Die hohe Menge an p53 I6st Seneszenz aus. Die Tiere, die H-RAS Tumore tragen,
erhielten Doxy-Wasser (0,2 mg/ml) zur Tumorentwicklung und 14 Tag nach der Entfernung des Doxy-Wassers
wurden PET/MRT Untersuchungen bzw. Aufnahmen mit Verbindung 9 durchgefihrt.

Beispiel 1

[0078] Beispiel 1 offenbart die Synthese der Verbindungen gemal dem Reaktionsschema I.
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Synthese der Verbindung 4

[0079] (2R,3S, 4S, 5R,6S)-2-(Acetoxymethyl)-6-((2-fluorpyridin-3-yl)oxy)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl tri-
acetat, 4: Eine Losung, die 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosylbromid 3 (1.0 g, 2.4 mmol), Ag,CO4
(0.74 g, 2.7 mmol), MS-4A (5 g) und 2-Fluor-pyridin-3-ol 5 (0.33 g, 2.9 mmol) in wasserfreiem DCM (15 mL)
aufweist wird tber Nacht im Dunklen, bei Raumtemperatur und unter Argonatmosphére geriihrt. Die TLC bzw.
DC Analyse zeigte den vollstandigen Verbrauch des anfanglich vorliegenden Bromids und die Bildung eines
neuen unpolaren Produkts. Die Lésung wird durch ein Celit filtriert, das mit DCM (3 x 10 mL) gespult wurde.
Nachdem das Lésungsmittel unter verringertem Druck entfernt wurde, wurde der Riickstand unter Verwendung
von Kieselgelsaulenchromatografie unmittelbar gereinigt, wobei ein zunehmender Gradient von EtOAc in PE
verwendet wurde. Das erhaltene Produkt ist ein farbloser Feststoff (0.51 g, 51 %).

[0080] TLC: R.. 0.5 (EtOAc: PE = 1: 1); 'H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 7.94 (d, J= 4.6 Hz, 1H, ArH), 7.58
(t, J= 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.13 (dd, J= 7.8, 4.8 Hz, 1H, ArH), 5.50 (dd, J= 10.5, 7.9 Hz, 1H), 5.45 (d, J= 3.4 Hz,
1H), 5.10 (dd, J= 10.5, 3.4 Hz, 1H), 4.96 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.22 (dd, J = 11.4, 6.8 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 11.4,
6.3 Hz, 1H), 4.01 (td, J= 6.8, 1.1 Hz, 1H), 2.19 (s, 3H, OAc), 2.1 (s, 3H, OAc), 2.04 (s, 3H, OAc), 2.02 (s,
3H, OAc); *C NMR (151 MHz, CDCl3) & 170.26 (COqyan), 170.13 (COquar), 170.04 (COquar), 169.44 (COquar),
154.75 (d, J= 239.9 Hz), 141.59 (d, J= 13.4 Hz, ArC), 139.49 (d, J = 25.5 Hz, ArC), 130.22 (d, J = 3.5 Hz, ArC),
121.85 (d, J = 4.3 Hz, ArC), 121.23 (CH), 101.12 (CH), 71.38 (CH), 70.5 (CH), 68.29 (CH), 66.70 (CH), 61.17
(CH,), 21.03 (OAc), 20.63 (OAc), 20.61 (OAc), 20.55 (OAc).

Synthese der Verbindung 5

[0081] (2S,3R,4S,5 R,6R)-2-((2-Fluorpyridin-3-yl)oxy)-6-(hydroxylmethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol, 5:
Katalytisches Natriummethoxid wird zu einer Lésung von 4 (0.5 g, 1.1 mmol) in trocknem Methanol (5 mL)
hinzugegeben. Die Lésung wird bei Raumtemperatur gerihrt bis die TLC Analyse zeigte, dass die Hydrolyse
des acetylierten Zuckers vollsténdig ist. Nach der Zugabe von Essigsaure (0.2 mL) wird das Lésungsmittel
unter verringertem Druck entfernt. Der verbleibende Feststoff war von hoher Reinheit, wobei allerdings durch
eine anschlielende Umkristallisation aus Methanol 6 als hochreiner kristalliner Feststoff (225 mg, 73 %) er-
halten wurde.

[0082] TLC: R= 0.25 (EtOAc: MeOH = 9: 1); 'H NMR (600 MHz, Deuteriumoxid) & 7.79 (dd, J= 8.1, 5.0 Hz,
1H, ArH), 7.72 (t, J= 8.9, 8.1 Hz, 1H, ArH), 7.26 (dd, J = 8.0, 5.0 Hz, 1H, ArH), 5.06 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.95
(dd, J = 3.4, 1.8 Hz, 1H), 3.84 - 3.78 (m, 2H), 3.75 - 3.70 (m, 3H), 1.85 (dd, J= 2.3, 1.1 Hz, 1H); *C NMR (151
MHz, Deuteriumoxid) 8 153.70 (d, J= 238.5 Hz, CF), 141.49, 139.72 (d, J= 23.9 Hz, ArC), 139.29 (d, J= 11.6
Hz, ArC), 128.11 (d, J= 3.7 Hz, ArC), 122.75 (d, J= 4.2 Hz, ArC), 101.24 (CH), 75.68 (CH), 72.41 (CH), 70.31
(CH), 68.36 (CH), 60.68 (CHy); HRMS (ESI): [M + Na]* teor) = 298,06974, gemessen = 298,06998.

Synthese der Verbindung 7

[0083] (2R,3S,4S,5R,6S)-2-(Acetoxymethyl)-6-((2-nitropyridin-3-yl)oxy)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-
triyltriacetat, 7: Eine L6sung, die 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosylbromid 3 (1.0 g, 2.4 mmol),
Ag,CO; (1.3 g, 4.8 mmol), MS-4A (5 g) und 2-Nitro-pyridin-3-ol 6 (1.4 g, 9.7 mmol) in wasserfreiem DCM
(10 mL) aufweist wird Gber Nacht im Dunklen, bei Raumtemperatur und unter Argonatmosphare gerihrt. Die
TLC Analyse zeigte den vollstandigen Verbrauch des anfanglich vorliegenden Bromids und die Bildung eines
neuen unpolaren Produkts. Die Lésung wird durch ein Celit filtriert, das mit DCM (3 x 10 mL) gespilt wurde.
Nachdem das Lésungsmittel unter verringertem Druck entfernt wurde, wurde der Rickstand unter Verwendung
von Kieselgelsdulenchromatografie unmittelbar gereinigt, wobei ein zunehmender Gradient von EtOAc in PE
verwendet wurde. Das erhaltene Produkt 7 ist ein farbloser Feststoff (0.51 g, 51 %).

[0084] TLC: R; = 0.65 (EtOAc: PE = 4: 1); '"H NMR (600 MHz, Chloroform-d) & 8.26 (dd, J = 4.6, 1.4 Hz, 1H,
ArH), 7.82 (dd, J = 8.4, 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.54 (dd, J = 8.4, 4.6 Hz, 1H, ArH), 5.51 (dd, J=10.5, 7.9 Hz, 1H), 5.47
(dd, J=3.4, 1.2 Hz, 1H), 5.10 (dd, J=10.5, 3.4 Hz, 1H), 5.06 (d, J= 7.9 Hz, 1H), 4.25 (dd, J= 11.4, 6.1 Hz, 1H),
4.16 (dd, J=11.4,6.1 Hz, 1H), 4.06 (ddd, J=6.1, 6.1, 1.3 Hz, 1H), 2.19 (s, 3H, OAc), 2.14 (s, 3H, OAc), 2.06 (s,
3H, OAc), 2.01 (s, 3H, OAc); ®*C NMR (151 MHz, CDCl3) 6 170.21 (COqy5q), 170.04 (COqyar), 170.01 (COqyant),
169.32 (COqyar), 150.42 (ArCqyar), 144.25 (ArCqyan), 142.91 (ArC), 129.86 (ArC), 128.29 (ArC), 100.94 (CH),
71.65 (CH), 70.31 (CH), 67.64 (CH), 66.58 (CH), 61.26 (CH,), 20.62 (OAc), 20.60 (OAc), 20.56 (OAc), 20.51
(OAc); HRMS (ESI): [M + NaJ* (reor) = 493,10649 gemessen = 493,10686.
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Synthese der Verbindungen 8 und 9

[0085] Die Radiomarkierung von 7 verlauft einfach in DMSO bei 150°C. Azeotropisch getrockneter [K.2.2.2]*
'8F- Fluoridkomplex wird verwendet, wobei das acetylatierte'®F-markierte Intermediat hergestellt wird, das unter
Verwendung semi-praperativer HPLC gereinigt wird. Der Tracer wurde mittels Einfangen in eine C,g5 -SPE
Kartusche konzentriert, mit NaOH (185 pL, 2.0 M) zur Herstellung von Tracer 9 entschitzt und mit 10% Ethanol
in Wasser (3 mL) eluiert. Er wird geeigneterweise mit HCI (195 pL, 2.0 M), NaHCO4 (500 pL, 1.0 M) und Wasser
(5 mL) formuliert, um eine subisotonische Natriumkonzentration (0.1 M) und einen End-pH (7.5) sicherzustellen,
der biologisch tolerierbar ist. Der Tracer wird mit einer radiochemischen Reinheit von >98% hergestellt, wobei
die zerfallskorrigierte Ausbeute 18.6+/-2.5% (n=10) mit einer molaren Radioaktivitat von 18.8+3.5 GBg*umol™
(n=5) betrug.

Beispiel 2

[0086] Zur Beurteilung ob der Tracer 9 ein Substrat der beta-Galactosidase darstellt, wird er bei 30 °C fir
30 Minuten in Citratpuffer von pH 5.5 inkubiert, der kommerziell erhaltliche beta-Galactosidase (Sigma) ent-
halt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 2 Volumen&quivalenten Acetonitril gestoppt, gefolgt von 5 Minuten
Zentrifugation. Der Uberstand wird unter Verwendung von Radio-HPLC unmittelbar untersucht. Die Reaktion
erzeugt den radioaktiven Metaboliten mit der gleichen Retentionszeit wie das nichtradioaktive 2-Fluorpyridinol.
Der voraussichtlich radioaktive Metabolit wird mit dem authentischen nicht-radioaktiven Standard (Fig. 2) ver-
glichen. Namentlich die Verbindung 10 ist radioaktives 2-Fluorpyridinol (Fig. 2a), die Verbindung 9 ist Tracer
9 (Fig. 2b), und die Verbindungen 1 und 2 sind andere Verbindungen des Reaktionsschemas | (Fig. 2¢). Ver-
bindung 11 ist Galactose.

[0087] Der Tracer 9 wird bei 37 °C in Mausserum inkubiert, um seine Stabilitdt zu beurteilen. Nach 1 Stunde
werden 2 Volumenaquivalente Acetonitril hinzugegeben und die Mischung wird fir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wird unter Verwendung von Radio-HPLC unmittelbar untersucht. Die Serumstabilitit des Tracers
9 nach 1 h (Fig. 3a) gegenuber Tracer 9 (Fig. 3b) kann aus der Fig. 3 entnommen werden. Der Versuch
zeigt einige unbedeutende radioaktive Metaboliten, wobei jedoch die Integritat des Tracers gréRtenteils intakt
verbleibt.

[0088] Die in-vitro Beurteilung der Verbindung 9 wird in der Fig. 4 gezeigt. HCT116 (Fig. 4a) und H-RAS Zellen
(Fig. 4b) werden mit 100-200 uCi des Tracers behandelt und fir 50 Minuten inkubiert. Die Zellen werden in
einem Gammazahler gemessen, wobei die auf die Zellzahl normalisierte Aktivitdt verwendet wird. In beiden
Fallen zeigen die seneszenten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant erhéhte Aufnahme.

Beispiel 3

[0089] Der PET-Tracer wird in zwei verschiedenen Modellen in vitro getestet. In HCT116 Zellen wird Senes-
zenz durch Inkubation mit Doxorubicin tGber Nacht induziert, gefolgt von 4 Tagen Kultur unter gewdéhnlichen
Bedingungen. Seneszenz in einer H-RAS gesteuerten Leber Vorlauferzelllinie mit einer durch Doxycyclin re-
gulierbaren p53-spezifischen shRNA. Nach Induktion der Seneszenz werden beide Zelllinien mit 3.7 - 7.4 MBq
des Tracers fir 50 Minuten inkubiert. Die Zellen werden anschlieRend gewaschen, und in einem Gammazahler
gezahlt und gemessen. Die von den Zellen aufgenommene Aktivitat wird analysiert und auf eine Million Zellen
normalisiert.

[0090] In vivo Tests werden in Nacktmausen durchgefiihrt, die s.c. HCT116 oder H-RAS gesteuerte Leber
Vorlauferzellen tragen. Mause, die HCT116 Tumore tragen, werden mit Doxorubicin (10 mg/Kg Kérpergewicht)
behandelt und 4 Tage nach dem Beginn der Seneszenz einem bildgebenden Verfahren unterzogen. Mause,
die H-RAS gesteuerten bzw. durch H-RAS hervorgerufen Tumor tragen, werden mit Doxycyclin in ihrem Trink-
wasser erganzt, welches spater zum Induzieren der Seneszenz entfernt wurde. Nach der Induktion der Senes-
zenz wird der Tracer i.v. verabreicht und PET Untersuchungen durchgefiihrt. Die %ID/cc und Tumor-Muskel
Verhaltnisse werden durch quantitative Analyse der PET Daten bestimmt, wodurch die Beurteilung der Tracer
ermdglicht wird.

[0091] In vitro seneszente HCT116 Zellen zeigen eine Aufnahme von 11 kBg/1 Mio. Zellen, wohingegen die
Aufnahme in nicht-seneszente Kontrollzellen lediglich 4 kBg/1 Mio. Zellen betragt. In dem H-RAS gesteuerten
Leber Vorlaufermodel zeigen die seneszenten Zellen eine Aufnahme von 192 kBg/1 Mio. Zellen und ist im
Vergleich zu nicht-seneszenten Zellen (63 kBg/1 mio Zellen) signifikant erhdht.
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[0092] Die in vivo Aufnahme des Tracers in seneszenten und nicht-seneszenten HCT116 Tumoren (Fig. 5)
betragt entsprechend 1.7+/-0.7 (n=7) gegentber 1.1+/-0.4 (n=5) %ID/cc; die entsprechenden TMR Werte be-
tragen 1.7 und 1.1. Insbesondere die Fig. 5 zeigt, dass der Tracer 9 eine hdhere Aufnahme in seneszente
gegeniber Kontroll- HCT116 Tumoren zeigt. Sowohl %ID/cc und TMR sind in seneszenten gegeniiber Kon-
troll-Tumoren erhéht. Die herausgeschnittenen Tumore werden ex vivo Analysen unterzogen. Die Autoradio-
graphie bestatigt die Ergebnisse, wobei eine hdhere Tracer Aufnahme in den seneszenten Tumor- gegentiber
dem Kontroll-Schnitt gezeigt ist. Seneszente Tumorscheiben zeigten ebenso eine hdhere X-Gal hdhere X-Gal
Farbung als die Kontrollschnitte.

[0093] In dem H-RAS gesteuerten Model (Fig. 6) ist die Aufnahme des Tracers in seneszenten Tumore im
Vergleich zu jener von Kontrolltumoren (1.5+/-0.3 (n=16) gegenuber 0.9+/-0.3 (n=11) %ID/cc) signifikant er-
héht; das TMR ist einem &hnlichen Trend mit entsprechenden Werten von 2.1 und 1.2 unterzogen. Die Fig. 6
zeigt, dass der Tracer 9 eine hdéhere Aufnahme in seneszente gegeniiber Kontroll- H-RAS Tumore zeigt. So-
wohl %ID/cc als auch TMR sind in seneszenten gegenliber Kontroll-Tumoren erhéht. Die herausgeschnittenen
Tumore werden ex vivo Analysen unterzogen. Die Autoradiographie bestatigte die Ergebnisse, wobei eine ho-
here Tracer Aufnahme in den seneszenten Tumor- gegeniiber dem Kontroll-Schnitt gezeigt ist. Seneszente
Tumorscheiben zeigten ebenso eine héhergradige X-Gal Farbung als die Kontrollschnitte. Der nicht-senes-
zente Tumor exprimiert GFP, was mittels optischer Bildgebung visualisiert werden kann.

[0094] Die Induktion der Seneszenz wird durch die ex vivo beta-Gal Farbung und Immunhistologie von Ki67,
Caspase3, HP1y, p53 und p16 (Fig. 7) bestatigt. Die Fig. 7 zeigt immunhistochemisches Farben von HCT116
(Fig. 7a) und H-RAS (Fig. 7b) gesteuerten Tumormodellen. In beiden Fallen wurde eine immunhistochemische
Analyse durchgeflihrt und zeigt eine Zunahme der erwarteten Seneszenzmarker HP1y und p53. Die H-RAS
gesteuerten Tumore zeigen ebenso eine hohe Expression von ki67. Die geringe Abundanz an Caspase-3
in beiden Tumormodellen legt nahe, dass Apoptose keine Schlisselfigur bei dem Tumorstatus darstellt und
bestatigt die Aussage der Seneszenz.
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Patentanspriiche

1. Verbindung der Formel:

G-S-L,

wobei

G

OR
@) o—
HO OH

OH

ist,

wobei R ausgewahlt ist aus H, substituiertem oder unsubstituiertem C, bis C5 Alkyl, substituiertem oder un-
substituiertem C, bis C,, Cycloalkyl, oder substituiertem oder unsubstituiertem C, bis C,, Heterocycloalkyl,

und wobei * die Bindungsstelle zwischen G und S ist,
S ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus

%\ Y# ?&Y Y# ?&Y Y# YEKY Y#
Y Y Y Y\ Y Y

*& *& *& oy
, oder

Y
?& \Y#
| —+H—

wobei X unabhéngig voneinander aus der Gruppe ausgewahlt ist bestehend aus H, Halogen, Methylhalogen,

OH und SH,
wobei Y unabhangig voneinander aus der Gruppe ausgewahlt ist bestehend aus C, S, N, und O, unter der

MaRgabe, dass zumindest 3 C-Atome vorliegen,
wobei # die Bindungsstelle zwischen S und L ist, und
L

, oder
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@)
# 1] )
—R%—n R'-z

ist,

wobei R' CH,, NH, S, oder O ist,

wobei n 0 oder 1 ist,

wobei R" substituiertes oder unsubstituiertes C, bis C5 Alkyl ist,

wobei Z ein radioaktiv nachweisbarer Marker, ein radioaktiver therapeutischer Rest, ein Chelator, der einen
radioaktiv nachweisbaren Marker koordiniert, oder ein Chelator ist, der einen radioaktiven therapeutischen
Rest koordiniert;

oder ein Salz davon.

2. Verbindung gemaf Anspruch 1, wobei G

OR

.
l,/

HO OH
OH

ist.

3. Verbindung gemaR einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
R H oder CHj ist,
X unabhangig voneinander ausgewahlt unter H oder Methylhalid ist,
Y unabhangig voneinander ausgewahlt unter C und N ist, unter der MalRgabe, dass zumindest 5 C-Atome
vorliegen,
R' NH ist,
n 1 ist, und
R" ein linearer Ether mit 2 bis 5 C-Atomen ist.

4. Verbindung gemaf einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
R Hist,
S ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus

# # # #
¥* ¥* ¥* * * N #
AN AN |\ N S
g7 N N_ .~ N/ =
. # * # N # . N
|\ X AN NS
N = -~ ~N N H#
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# #
# * *
| NN \©/CH2F \©\ té
2N CH,F CH,F
#
* * #
CH,F ,
X # *
CH,F [j : :CHQF CH,F
* , CH,F
FHZC:ED/ \©\#

und
CH,F
#
5. Verbindung gemaf einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die Verbindung

OH Z
O O
| N
HO “OH NF
OH

H

oder

19F
OH
0._,0
o
HO " OH N)k/ O
H

OH
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ist.
6. Verbindung gemal einem der vorstehenden Anspriiche, wobei der radioaktiv nachweisbare Marker aus-
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus ''C, “°K, N, 5O, '8F, Br, "®Br, #Rb , %Ga , %Cu, ®2Cu, %Zr, 1%,

124 125] 13] 210At 211At und '''In, vorzugsweise ''C, ®F, ®8Ga, %Cu, und 2, mehr bevorzugt "F.

7. The Verbindung gemal einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei der radioaktive therapeutische Rest ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 2P, 8°Co, %Cu, 8°Sr, Y, 77Lu,'®Re und 53Sm.

8. Verbindung gemaf Anspruch 6 zur Verwendung bei einer Operation.
9. Verbindung gemaf Anspruch 7 zur Verwendung als ein Medikament.

10. Verbindung gemaR Anspruch 1 bis 7 zur Verwendung in einem Verfahren fir ein Nachweisen von Zell-
seneszenz.

11. Verbindung gemal einem der Anspriche 1 bis 7 zur Verwendung in einem Verfahren zum Bestimmen
der Wirksamkeit einer Krebsbehandlung.

12. Verfahren fir ein Nachweisen von Zellseneszenz, aufweisend in Kontakt bringen von Zellen mit einer
Verbindung gemal einem der Anspriiche 1 bis 7.

13. Verfahren fir ein Bestimmen der Wirksamkeit einer Krebsbehandlung, aufweisend in Kontakt bringen
von Zellen mit einer Verbindung gemal einem der Anspriiche 1 bis 7.

14. Verfahren gemaf Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren in vivo durch-
gefuhrt wird.

15. Verfahren gemaf Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren in vitro durch-
gefuhrt wird.

Es folgen 6 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen
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