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DESCRIPCION

inhibidores marcados de antigeno prostatico especifico de membrana (psma), su uso como agentes formadores de
imagenes vy agentes farmacéuticos para el tratamiento de céncer de préstata

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere, en general, al campo de los radiofarmacos y a su uso en medicina nuclear como
trazadores, agentes formadores de imagenes y para el tratamiento de diversos estados patoldgicos de cancer de
préstata.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer de prostata (PCa) es el principal cancer en los EE. UU. y en la poblacién eurcpea. Al menos 1-2 millones de
hombres en el hemisferio occidental padecen cancer de préstata y se estima que la enfermedad afectara a uno de cada
seis hombres con una edad entre 55 y 85. Se producen mas de 300 000 nuevos casos de céncer de prostata
diagnhosticados cada afio en los EE. UU. La mortalidad de la enfermedad sélo es superada por el céncer de pulmodn.
Actualmente los métodos anatémicos tales como la tomografia computarizada (TAC), formacién de imagenes por
resonancia magnética (RM) y ultrasonidos, predominan para la formacidn de imagenes clinica de cancer de pristata. Se
estima que actualmente se destinan 2 billones de délares en fodo el mundo en cirugia, radiacion, terapia con
medicamentos y tratamientos minimamente invasivos. Sin embargo, no existe actualmente ninguna terapia eficaz para
el cancer de préstata en recidiva, metastasico e independiente de andrdgenos.

Actualmente se estadn estudiando clinicamente diversos agentes formadores de imagenes de PCa de bajo peso
molecular experimentales, incluidos analogos de colina radiomarcados ["®Ffluorodihidrotestosterona (["8F]FDHT), acido
anti-1-amino-3-{"®Ffluorociclobutil-1-carboxilico  (anti{18F|F-FACBC, ["Clacetato vy  1-(2-desoxi-2-['"*Flfluoro-L-
arabinofuranosil)-53-metiluracilo (-["FIFMAU) (Scher, B.; et al. Eur J Nucl Med Mol Imaging 2007, 34, 45-53; Rinnab, L,
et al. BJU Int 2007, 100, 786,793; Reske, S.N.; ef al. J Nucl Med 2006, 47, 1249-1254, Zophel, K., Kotzerke, J. Eur J
Nucl Med Mol Imaging 2004, 31, 756-759, Vees, H.; et al. BJU Int 2007, 99, 1415-1420; Larson, S.M.; et al. J Nucdl Med
2004, 45 366-373; Schuster, D.M.; et af. J Nuc! Med 2007, 48, 56-83; Tehrani, O.S.; ef al. J Nucl Med 2007, 48, 1436-
1441). Cada uno opera mediante un mecanismo diferente y tiene determinadas ventajas, p. &j., una baja excrecién
urinaria de [''Cleoling, y desventajas tales como la corta semivida fisica de los radionticlidos emisores de positrones.

Es bien sabido que los tumores pueden expresar proteinas Gnicas asociadas con su fenotipe maligno, o pueden sobre-
expresar proteinas constituyentes normales en mayor nimero que las células normales. La expresién de proteinas
distintas en la superficie de células tumorales ofrece la oportunidad de diagnosticar y caracterizar la enfermedad
mediante el sondeo de la identidad fenotipica y la composicién bioguimica y la actividad del tumor. Las moléculas
radiactivas que se unen selectivamente a las proteinas de la superficie celular especificas del tumor proporcionan una
ruta atractiva para la formacién de iméagenes y el tratamiento de tumores en condiciones no invasivas. Una nueva serie
prometedora de agentes formadores de imégenes de bajo pesc molecular tiene como diana el antigeno prostatico
especifico de membrana (PSMA, por sus siglas en inglés) (Mease R.C. ef al. Ciin Cancer Res. 2008, 14, 3036-3043;
Foss, C.A,; et al. Clin Cancer Res 2005, 11, 4022-4028; Pomper, M.G.; st al. Mol Imaging 2002, 1, 86-101; Zhou, J.; et
al. Nat Rev Drug Discov 2005, 4, 1015-1026; documento WO 2013/022797).

PSMA es una glucoproteina transmembrana de tipo I, de 750 aminoécidos, que tiene una expresion abundante y
restringida en la superficie de PCa, en particular, en la enfermedad independiente de andrégenos, avanzada y
metastasica (Schulke, N.; et &l Proc Nati Acad Sci U § A 2003, 100, 12590-12585). Esto ltimo es importante, ya que
casi todos los PCa se convierten en independientes de andrégenos con el tiempo. PSMA posee los criterios de una
diana prometedora para la terapia, es decir, una expresién abundante y restringida (a la préstata) en todas las etapas de
la enfermedad, la presentacién en la superficie celular pero sin diseminacién en la circulacién y la ascciacidon con la
actividad enzimatica o de sefializacidn {Schulke, N.; ef al. Proc Nati Acad Sci U § A 2003, 100, 12590-12585). El gen de
PSMA esta ubicado en el brazo corto del cromosoma 11 y funciona tanto como una folato--hidrolasa como en calidad de
una neuropeptidasa. Tiene funcidén de neuropeptidasa que es equivalente a glutamato--carboxipeptidasa tl (GCPII), a la
que se alude como el "PSMA del cerebro”, y puede modular la fransmisidn glutamatérgica escindiendo N-
acetilaspartilgiutamato (NAAG) en N-acetilaspartate (NAA) y glutamate (Nan, F.; ef &/ J Med Chem 2000, 43, 772-774).
Existen hasta 10° moléculas de PSMA por cada célula cancerigena, lo gue sugiere, ademas, gue es una diana ideal
para la formacion de imagenes y la terapia con técnicas basadas en radionticlidos (Tasch, J.; ef al. Crt Rev Immunol
2001, 21, 249-261).

El radioinmunocconjugado del anticuerpo monoclonal (mAB) anti-PSMA 7E11, conocide como la exploracion
PROSTASCINT®, esta actualmente siendo utilizado para diagnosticar la metastasis y la recidiva del céncer de prostata.
Sin embargo, este agente tiende a producir iméagenes gue son dificiles de interpretar (Lange, P.H. PROSTASCINT P.H.
scan for staging prostate cancer. Urology 2001, 57, 402-406; Haseman, M.K.; et al. Cancer Biother Radiopharm 2000,
15, 131-140; Rosenthal, S.A.; ef al. Tech Urof 2001, 7, 27-37). Mas recientemente, se han desarrollado anticuerpos
moncclonales que se unen al dominic extracelular de PSMA y han sido radiomarcadeos y han demostrado que se
acumulan en modelos de tumores de préstata positives para PSMA en animales. Sin embargo, el diagndstico y la
deteccién de tumores utilizando anticuerpos monoclonales se han visto limitados por la baja permeabilidad del
anticuerpo monoclonal en los tumores sélidos.

El direccionamiento a las células cancerigenas de los radiofarmacos, ya sea con fines de formacién de imégenes o
terapéuticos, es un reto. Se conoce la utilidad de diversos radionlclidos para la radioformacion de imégenes o la
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radioterapia del cancer, incluidos ", 0Y, 88Ga, 7Ly, 9T, 12 e 181|. Recientemente se ha demostrade gue algunos
compuestos que contienen un elemento de reconccimiento de glutamato-urea-glutamato (GUG) o de glutamato-urea-
lisina (GUL) enlazado a un conjugado de radiontclido-ligando exhiben una alta afinidad para PSMA.

Se necesitan nuevos agentes que permitan una rapida visualizacidn del céncer de préstata y/o el direccionamiento para
permitir la radioterapia presente.

Por lo tanto, el objeto de la presente invencion es desarrollar ligandos que interactien con PSMA y que porten
radiontclidos adecuados que proporcionen una opcién de direccionamiento prometedora y novedosa, para la deteccion,
el tratamiento y la gestion de cancer de préstata.

SUMARIO DE LA INVENCION

l.a solucién de dicho objeto se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

El alcance de la invencidn esta definido por las reivindicaciones. Cualesquiera referencias en la descripcién a métodos
de tratamiento se refieren a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencidn
para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para diagnéstice).

Los autores de la invencidn descubrieron nuevos compuestos que son radiofarmacos Gtiles y su uso en medicina
nuclear como trazadores, agentes formadores de imagenes y para el tratamiento de diversos estados patoldgicos de
cancer de préstata.

Los nuevos agentes formadores de imagenes con modificaciones estructurales en la regién conectora han mejorado las
propiedades de direccionamiento al tumor y farmacocinéticas. El farmacdforo presenta tres grupos carboxilicos capaces
de interactuar con las respectivas cadenas laterales de PSMA y un oxigeno como parte de la formacién de complejos de
zinc en el centro activo. Ademas de estas interacciones obligatorias, los autores de la invencién fueron capaces de
optimizar las interacciones lipdfilas en la regién conectora.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Formacion de imdgenes por PET de MB17

Imégenes microPET frontales de cuerpo enterc de ratones macho atimicos inmunolégicamente deficientes que portan
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[®8Ga]MB17 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindmicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén. El grafico A muestra las respectivas curvas de tiempo-actividad de rifidn v vejiga vy el gréficc B las
respectivas curvas de tiempo-actividad de corazén, miscule y tumor. Los valores se expresan como SUV (siglas en
inglés de valores de absorcién estandarizados) medios.

Figura 2: Distribucion en 6érganos 1 h después de la inveccion

Distribucion en 6rganos una hora después de la inyeccion de 0,06 nmol del inhibidor MB17 de PSMA marcado con ®Ga.
El bloqueo de PSMA mediante la coadministracién de 2 mg/kg de peso corporal de 2-PMPA indica la absorcidn
especifica para PSMA en el tumor y los rifiones. Los datos se expresan como la media de % ID/g de tejido + DE (n = 3).
Figura 3: Formacion de imagenes por PET de MB4

imagenes microPET frontales de cuerpo enterc de ratones macho atimicos inmunolégicamente deficientes que portan
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[(3GalMB4 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dinamicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBaqg/ratén. El gréfico A muestra las respectivas curvas de tiempo-actividad de rifidn y vejiga v el gréfico B las
respectivas curvas de tiempo-actividad de corazén, muisculo y tumor. Los valores se expresan como SUV (valores de
absorcidn estandarizados) medios.

Figura 4: Distribucién en 6rgancs expresada como % 1D/g de tejido + DE (n.= 5) 24 h después de la inveccion de 0,06
nmol del MB17 marcado con 7Ly

La distribucion en érgancs con 77Lu muestra que la elevada absorcién renal inicial se habfa perdide casi por completo
(2,13 £ 1,36 % ID/g) después de 24 horas, mientras que la absorcidon tumoral se mantiene alta e inclusc aumenta (10,58
+ 4,50 % ID/g). Otros Srganos tales como el higado (0,08 + 0,03 % 1D/g), el pulmédn (0,11 + 0,13 % ID/g) y el bazo (0,13
+ 0,05 % ID/g) mostraron una absorcién muy baja. La farmacocinética favorable condujo a relaciones extremadamente
altas tumor-respecto a-fondo (Tumor/Sangre: 1058; Tumor/Misculo: 529) después de 24 horas.

Figura 5: Formacion de imagenes por PET de MB2

Imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[(GalMB2 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dinamicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 6: Formacion de imagenes por PET de MB3

Imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[®*GalMB3 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindmicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 7: Formacion de imagenes por PET de MB10

imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[(8GalMB10 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindmicas. Se invectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 8: Formacion de imagenes por PET de MB17D

imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
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xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[(8GalMB17D fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindamicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBag/ratén.

MB17D: estereoisdémero de MB17(L); sintesis basada en Fmoc-3(2-naftil}-D-alanina

Figura 9: Formacion de imdgenes por PET de MB22Z

Imégenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[®8Ga]MB22 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindmicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 10: Formacion de imagenes por PET de MB24

Imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunolégicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[®®GalMB24 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindmicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 11: Formacién de imagenes por PET de MB25

Imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[(8GalMB25 fueron evaluadas mediante exploracicnes microPET dindmicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 12: Formacién de imagenes por PET de MB31

Imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[®GalMB31 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindmicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 13: Formacién de imagenes por PET de MB33

Imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[(8Ga]MB33 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindmicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 14: Formacion de imagenes por PET de MB35

Imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tumores y las propiedades farmacocinéticas de
[(8GalMB35 fueron evaluadas mediante exploraciones microPET dindmicas. Se inyectaron aproximadamente 15
MBg/ratén.

Figura 15; Exploracion PET de un ratén al que se invectd Ga-CHX-DTPA,

A la izquierda la vista inferior, en el centro la vista dorsal v a la derecha la vista lateral. Las imagenes cubren los
intervalos de tiempo de 20-40 min (arriba), 40-60 min {centro) y 120-140 min (parte inferior).

Fig. 16: MB-17 frente a MB-17D

Imagenes microPET frontales de cuerpo entero de un ratén macho atimico inmunoldgicamente deficiente que porta
xenoinjertos de tumores LNCaP. La eficacia de direccionamiento a tfumores y las propiedades farmacocinéticas de los
esterecisdmeros MB-17 y MB-17 D se compararon directamente a las 2 horas después de la inyeccion.

Fig. 17: Formacion de imagenes por PET/CT humano de MB17 marcado con %3G

(2) La primera experiencia clinica con PET/CT de MB17 marcado con %Ga demuestra la detecciéon de pequefas
metastasis en los ganglios linfaticos 1 h después de la inyeccidn, debido principalmente a una elevada absorcién de
radiotrazador. Las flechas en rojo apuntan a una lesion representativa con un SUVmax de 36,5 y una relacién de tumor-
respecto a-fondo de 52,1 una hora después de la inyeccién. MIP = proyeccién de intensidad méxima de la PET 1 h
después de la inyeccion.

(b} La ventaja significativa de PET/CT de MB17 marcado con ®Ga es la deteccitn sensible de lesiones, incluso a una
baja concentracion de PSA.

Fig. 18: Formacién de imagenes por PET de pacientes con multiples metéstasis de céncer de préstata

(a) La primera exploracion demuestra una formacién inicial de iméagenes PET del paciente con miiitiples metéstasis de
cancer de préstata con un indice de PSA en la sangre de 14. Dos meses mas tarde se aplicaron 3,3 GBg de MB17
marcade con 77Lu. En este instante, la cantidad de PSA en la sangre alcanzd un valor de 38. Después del primer ciclo,
el nivel de PSA disminuy6 a 8. Tres meses después del primer ciclo se aplicaron ofros 4 GBq de MB17 marcado con
77Lu. La exploracion por PET de control se realizd un mes después del segundo ciclo. El tratamiento ha demostrade un
impacto significativo en las lesiones tumorales y el valor de PSA y dio como resultado una reduccidon del dolor éseo.

(b) EI grafico demuestra el impacto significativo sobre el valor de PSA que disminuyd después de la primera aplicacion
de la dosis terapéutica de MB17 marcado con "77Lu.

DESCRIFCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a radiofarmacos y a su uso en medicina nuclear como trazadores, agentes formadores
de imagenes y para el tratamiento de diversos estados patologicos del cancer de préstata.

Por lo tanto, la presente invencidn se refiere a compuestos que estan representados por las Férmulas generales (la) o
(ib):
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n: 0.1
m 12,34
Z -COoH, -SOH, -SOsH, -S0Q4H, -PO2H, -POsH, -POsH:2
X Naftilo, Fenilo, Bifenilo, Indolilo (=2, 3-benzopirrolilo), Benzotiazolilo
Y: /f\riio, Alguilarilo, Ciclopentilo, Ciclohexilo, Cicloheptilo
Quelante: Acido 1,4,7, 10-tetraazaciclododecano-N N N N7 tetraacético (= DOTA),

Acido N, AP-bis[2-hidroxi-5-(carboxietil)bencil]etilendiamina-N, AP-diacético (= HBED-CC),

Acide 1.4, 7-triazaciclenonano-1,4, 7-triacético (= NOTA),

Acide 2-(4,7-bis(carboximetil)-1,4,7-triazonan-1 -il)pentanodicico (NODAGA),

Acido 2-(4,7,10-tris(carboximetii)-1,4,7, 10-tetraazaciclododecan-1-il)pentancdioico (DOTAGA),

Acido 1,4, 7-triazaciciononano-fosfinico (TRAP),

1,4,7-triazaciclononano-1-[4cido metil(2-carboxietil}fosfinico}-4, 7-bis[acido metil(2-
hidroximetibfosfinice} (NOPO),

Acido 3,6,9,15tetraazabiciclo[9.3.1.] pentadeca-1(15),11,13-trieno-3,8,9-triacético (= PCTA),

Acido dietilentriaminopentaacético (DTPA)

Sine se indica lo contrario, en la presente invencién el residuo "alquilo” {preferiblemente: de C1 a Cqo) puede ser lineal o
ramificado, no sustituido o sustituido. Los residuos alquilo preferidos son metilo, etilo, n-propilo, iscpropile, n-butilo, tert-
butile, n-pentanilo, n-hexanilo. Lo mismo se aplica también a los compuestos ciclealquilo correspondientes que tienen
preferiblemente de 3 a 10 atomos de carbono.
"Arilo" se refiere a un sistema anular monociclico o policiclico aromatico que fiene de 6 a 14 atomos de carbono,
preferiblemente de € a 10 atomos de carbono. El grupo arilo puede estar sustituido, en caso apropiado, con uno o varios
sustituyentes en el anillo tales como grupos alquilo. Los grupos arilo preferides son fenilo, bencilo o naftilo.
Aunque se prefiere que el grupo Z sea -CO:zH, este puede ser faciimente reemplazado por reemplazos biostéricos tales
como -SOzH, -SOzH, -SO4H, -PC2H, -POsH, -PCsH2, véase, p. €j., "The Practice of Medicinal Chemistry" (Academic
Press Nueva York, 1996), pagina 203.
En el sentido de la invencién, todos los residuos se consideran combinables, a menos que se indique lo contrario en la
definicidn de los residuos. Se considera que quedan descritos todos los subgrupos concebibles de estos.
En una realizacion preferida, el motivo que se une especificamente a membranas celulares de las células neoplésicas
es un motive de union especifica a las membranas celulares de células cancerosas, preferiblemente en donde dicho
motivo comprende un antigeno de membrana especifico para la prostata (PSMA), en particular en donde diche PEMA
comprende un motive de glutamato-urea-lisina de acuerdo con la formula siguiente en el Esquema 1.
Por lo tanto, moléculas preferidas de la presente invencidn consisten en tres componentes principales (Esquema 1) &l
motive de unién hidrofilo de PSMA (Glu-urea-Lys; = Glu-NH-CO-NH-Lys), un conector variable y el quelante gue es
preferiblemente DOTA.
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Esquema 1: Estructura de compuestos preferidos de la presente invencién

“°)H/—\HL°“
Hﬂ\r‘ UH(EN AZAD\'JR

oty

HOY\
‘ o!

A continuacién, se muestran los distlntos conectores preferidos, en donde R = Glu-urea-Lys y R’
N
R

ejemplo preferido para el quelante), tal como se ha mostrado anteriormente
H
~

= DOTA {(como un

5 R OA
Conector MB2

Formula quimica: CssHsaNaO1s
Pesc molecular: 838,88 g/mol

R’
N/
H
(e}
NH
R O
10 Conector MB3

Formula guimica: CasHe1NsO1s
Peso molecular: 872,03 g/mol
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H
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N (e}
H
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NH
R s}
Conector MB4
Formula quimica: CsaHesNioO17
Peso molecular: 1105,18 g/mol
N
H H
N
o]
N &)
H
o
NH
R 0
Conector MB10
Formula quimica: CasHroN11Os
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La invencitn se refiere también a sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de formula general (la) y/o
(Ib). La invencidn se refiere también a solvatos de los compuestos, incluidas las sales de estos y, cuando proceda, los
tautdémeros de estos de acuerde con la férmula general {1a) y/o (Ib).

Una "sal farmacéuticamente aceptable" es una sal de un acido orgénico ¢ inorgénico o de una base farmacéuticamente
aceptable de un compuesto de la invencidn. Sales farmacéuticamente aceptables representativas incluyen, p. gj., sales
de metales alcalinos, sales de metales alcalinotérreos, sales de amonio, sales solubles en agua e insolubles en agua
tales como el acetato, carbonato, cloruro, gluconate, glutamato, lactato, laurato, malato o tartrato.
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Algunos compuestes de Formula (la) yfo (lb) estdn abarcados en forma de racematos, sus enantibmeros vy
opcionalmente en forma de sus diastereoisémeros y todas las mezcias posibles de estos.

De acuerdo con la invencion, todos los atomos de C quirales tendran configuracidn D y/o L; también serdn posibles
combinaciones dentro de un compuesto, es decir, algunos de los dtomos de C quirales pueden tener la configuracion D
y otros pueden ser de configuracion L.

Los compuestos obtenidos pueden estar opcionalmente separados por métodos conocidos (p. e, Allinger, N.L. y Elliel
E.L. en "Topics in Stereochemistry”, Vol. 6, Wiley Interscience, 7977) en sus enantiémeros y/o diastereémeros. Un
posible método de separacion de enantiémeros es el uso de cromatografia.

La invencidn también se refiere a preparados farmacéuticos gue contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de los
principios activos {compuesto de acuerdo con la invencién de formula (la) o (ib) junto con portadores orgénices o
inorganicos, sélidos o liquidos, farmacéuticamente aceptables, que son adecuados para la administracién prevista y que
interactian con los principios activos sin inconvenientes.

La frase "farmacéuticamente aceplable” se emplea en el presente documento para referirse a aquellos compuestos,
materiales, composiciones y/o formas farmacéuticas que, segin el criterio médico, son adecuados para uso en contacto
con los tejidos de un paciente sin excesiva toxicidad, irrifacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacion,
acorde con una relacién beneficio/riesgo razonable.

Un "paciente” incluye un animal tal como un ser humano, mono, vaca, caballo, gato o perro. El animal puede ser un
mamiferc tal como un no primate y un primate (p. €., mone y ser humano). En una realizacidn, un paciente es un ser
humano.

En general, el compuesto de Formula (1a) o (Ib) o composiciones farmacéuticas de los estos, se pueden administrar por
via oral o a través de una via parenteral, habitualmente mediante inyeccién o infusién.

Una "via de administracion parenteral" se refiere a modos de administracion distintos de la administracion enteral y
toépica, habituaimente por inyeccidn, e incluye, sin limitacidn, inyeccidn e infusion intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcuténea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal.

La dosificacidon de los compuestos de acuerdo con la invencién es determinada por el médico basandose en parametros
especificos del paciente tales como edad, peso, sexo, gravedad de la enfermedad, etc. La dosis es preferiblemente de
0,00001 mg/kg a 100 mg/kg de peso corporal, preferiblemente de 0,001 a 50 mg/kg de peso corporal, y de la manera
mas preferible de 0,01 a 10 mg/kg de peso corporal.

De manera correspondiente al tipo de administracién, el medicamento se formula adecuadamente, p. ej., en forma de
soluciones o suspensiones, comprimidos simples o grageas, capsulas de gelatina duras o blandas, supositorios, évulios,
preparados para inyeccién, que se preparan de acuerdo con métodos galénicos comunes.

lLos compuestos de acuerdo con la invencidn pueden formularse, en caso apropiado, junto con sustancias activas
adicionales y con excipientes y soportes comunes en composiciones farmacéuticas, p. ej., - dependiendo del preparado
a producir - talco, goma arabiga, lactosa, almiddn, estearatc de magnesio, manteca de cacao, portadores acuosos y no
acuosos, cuerpos grasos de crigen animal o vegetal, derivados de parafina, glicoles {en particular polietilenglicol),
diversos plastificantes, dispersantes ¢ emulsionantes, gases farmacéuticamente compatibles (p. &j., aire, oxigeno,
diéxido de carbono, efc.), conservantes.

Con el fin de producir preparados liquidos, se pueden utilizar aditivos tales como selucién de clorurc sédico, etanol,
sorbitol, glicerol, aceite de oliva, aceite de almendras, propilenglicol o etilenglicol.

Cuando se utilizan soluciones para infusidn o inyeccidn, estas son preferiblemente soluciones o suspensiones acuosas,
siendo posible producirlas antes del uso, p. e, a partir de preparados liofilizados que contienen la sustancia activa como
tal o junto con un portador tal como manitol, lactosa, glucosa, alblimina y similares. Las soluciones preparadas se
esterilizan y, en caso apropiado, se mezclan con excipientes, p. €j., con conservantes, estabilizantes, emuisionantes,
solubilizantes, tampones y/o sales para regular la presidn osmotica. La esterilizacidén se puede obtener mediante
filtracion estéril utilizando filtros que tienen un tamafio de poro pequefio de acuerdo con el cual la composicién puede
liofilizarse, en casc apropiade. También se pueden afadir pequefias cantidades de aniibidticoes para asegurar el
mantenimiento de la esterilidad.

Las frases "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz”, tal como se utilizan en el presente documento, se
refieren a la cantidad de un compuesto, material 6 composicidn que comprende un compuesto de la invencidn, u otro
principio activo que es eficaz para producir algin efecto terapéutico deseado en al menos una subpoblacién de células
en un animal en una relacién beneficiofriesgo razonable, aplicable a cualquier tratamiento médico. Una cantidad
terapéuticamente eficaz con respecto a un compuesto de la invencidn se refiere a la cantidad de agente terapéutico
solo, 0 en combinacién con otras ferapias, que proporcicna un beneficio terapéutico en el tratamiento preventivo de una
enfermedad. Utilizado en unidn con un compuesto de la invencién, el término puede abarcar una cantidad que mejora la
terapia global, reduce o evita sintomas o causas de la enfermedad, ¢ potencia la eficacia terapéutica de otro agente
terapéutico o sinergias con este.

Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "tratar" o "tratamiento” pretenden abarcar también el
diagndstice, la profilaxis, la prevencion, la terapia y la curacién.

Los términos, "prevenir’, "que previeng" y "prevencién” se refieren a la prevencién del inicio, recidiva o propagacién de
la enfermedad en un paciente resultado de la administracién de un agente profilactico o terapéutico.

Dependiendo de si los compuestos de la Férmula (la) yfo (Ib) de la invencién se han de utilizar como agentes
formadores de radioimagenes o radiofarmacos, se forman complejos de diferentes radiontclidos con el agente quelante.
Los radiontclidos ilustrativos incluyen, por ejempla, 82Zr, #Sc, "in, %Y, ®Ga, ¥Ga, %Ga, 77Lu, ™ Tc, 51Cu, ¥Cu, %Cu,
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57Cu, 9T, 152Th, 155Tb, 'Th, 193Gd, 155Gd, %7Gd, 213Bi, #5Ac, 250U, ?PRa, '%Er y Fe. De acuerdo con un aspecto de
esta invencion, el radionticlido es "in, 90Y, 88Ga, BACY, 158Gd, 158Gd, 29Bi, 22°Ac, Fe o 77Lu.

Como se ha sefialado anteriormente, los complejos de los compuestos de acuerdo con la Férmula (la) o (Ib) pueden
contener uno o mas radiontclidos que son adecuados para su usc comgo agentes formadores de radioimagenes o como
agentes terapéuticos para el tratamienio de células que proliferan rapidamente, por ejemplo, células de céncer de
prostata que expresan PSMA. De acuerdo con la presenie invencién se les denomina "complejos metélicos” o
"radicfarmacos”.

Los métodos de formacidén de imagenes preferidos son la tomografia por emisién de positrones (PET) o tomografia
computarizada de emisién monofoténica (SPECT).

Por consiguiente, en una realizacién, se proporciona una composicidn farmacéutica que incluye un complejo que incluye
un radionfclido y un compuesto de Férmula (la) o de Férmula (Ib), una sal, solvato, estereoisémero o tautdmero de
este, y un portador farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con otfro aspecto, se proporcioha una composicidén farmacéutica que es adecuada para la formacién de
imagenes in vivo y la radioterapia. Las composiciones farmacéuticas adecuadas pueden contener un agente formador
de radioimagenes, o un agente radioterapéutico gque tiene un radionlclide bien como un elemento, es decir, yodo
radiactivo, o como un complejo de quelatc metélico radiactive del compuesto de Férmula (la) y/o (ib) en una cantidad
suficiente para la formacion de iméagenes, junto con un vehiculo radiolégico farmacéuticamente aceptable. El vehiculo
radiolégico deberia ser adecuadeo para la inyeccidn o aspiracién, tal como albimina de suero humana; soluciones
tampdn acuosas, p. gj., tris(hidrometillaminometano (y sus sales), fosfato, citrato, bicarbonato, etc., agua estéril,
solucién salina fisiolégica; v soluciones idnicas equilibradas que contienen sales de cloruro yfo dicarbonato o
precauciones de plasma sanguineo normales tales como calcio, potasio, sodio y magnesio.

La concentracién del agente formador de imagenes o el agente terapéutico en el vehiculo radioldgico deberia ser
suficiente para proporcionar una imagen satisfactoria. Por ejemplo, cuando se utiliza una dolucién acuosa, la dosis es de
aproximadamente 1,0 a 100 milicurios. La dosis real administrada a un paciente para los propédsitos de formacion de
imagenes o terapéuticos, sin embargo, es determinada por el médico que administra el tratamiento. El agente formador
de imégenes o agente terapéutico deberfa administrarse con el fin de permanecer en el paciente durante
aproximadamente de 1 hora a 10 dias, aunque son aceptables pericdos de tiempo tante mas larges como mas cortos.
Por lo tanto, se pueden preparar ampollas convenientes que contengan de 1 a 10 ml de solucién acuosa.

La formacién de imagenes puede Hevarse a cabo de la manera normal, por gjemplo, inyectande una cantidad suficiente
de la composicidon formadora de iméagenes para proporcionar una formacién de imagenes adecuada y luego explorando
con una maquina de formacidn de imégenes o de exploracion adecuada tal como un tomégrafo o una camara gamma.
En determinadas realizaciones, un método de formacion de imagenes de una region en un paciente incluye las etapas
de: (i) administrar a un paciente una cantidad diagndsticamente eficaz de un compuesio complejado con un
radiondclido; exponer una regién del paciente al dispositivo de exploracién; y (ii) obtener una imagen de la regién del
paciente. En determinadas realizaciones de la regién de la que se ha tomado la imagen es la cabeza o el térax. En otras
realizaciones, los compuestos y complejos de Foérmula I{a) y/o (Ib) se dirigen a la proteina PSMA.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, se proporciona un método de formacion de imagenes de tejido tal como tejido del
bazo, tejide del rifidn o tejido tumoral que expresa PSMA, gue incluye poner en contacto el tejide con un complejo
sintetizado al poner en contacto un radionticlido y un compuesto de Férmula (la) y/o Férmula (Ib).

La cantidad del compuesto de la presente invencion, o una formulacién que comprende un complejo de un metal y un
compuesto de acuerdo con la Formula (1a) y/o (ib), ¢ su sal, solvato, esterecisémero o tautdmero que se administra a un
paciente depende de varios factores fisiolégicos que el médico utiliza de forma habitual, incluida la naturaleza de la
formacion de imagenes que se va a llevar a cabg, el tejido que se va a fijar como diana para la formacién de iméagenes o
la terapia v el peso corporal y el historial médico del paciente del que se han de obtener imagenes o a quien se ha de
tratar utilizande un radiofarmaco.

Por consiguiente, en otro aspecto, la invencidn proporciona un método para tratar a un paciente mediante la
administracién a un paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de Férmula (la) y/o (ib)
complejado con un radionticlido, o una sal o solvaio farmacéuticamente aceptable del complejo para el tratamiento de
un paciente que padece una enfermedad o trastorno proliferativo celular. Especificamente, la enfermedad o trastorno
proliferative celular que se va a tratar o de los que se van a formar imagenes utilizando un compuesto, composicion
farmacéutica ¢ compuesto radiofarmacéutico de acuerdo con esta invencidn es un cancer, por ejemplo, cancer de
préstata y/o metastasis de céncer de prostata, p. €., en pulmdn, higado, rifién, huesos, cerebro, médula espinal, vejiga,
etc.

La sintesis de los compuestos de la presente invencidn se describe en detalle en la seccidn de ejemplos. Una visidn
general de la sintesis se ejemplifica en el Esquema 2, relativo a los inhibidores de PSMA conjugado con DOTA. Sin
embargo, una persona experia en la técnica serd capaz de modificar las reacciones, p. )., mediante el uso de otro
quelante. Por lo tanto, no debe interpretarse que este esquema limita los compuestos de la presente invencién solo al
quelante DOTA
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Los compuestos sintetizados se caracterizan quimicamente por RP-HPLC, MS y/o RMN.

Los nuevos agentes formadores de imagenes conjugados con quelantes con modificaciones estructurales en la regidn
conectora tienen propiedades de direccionamiento a tumores y farmacocinéticas mejoradas. El farmacéforo presenta
tres grupos carboxilicos capaces de interactuar con las respectivas cadenas laterales de PSMA y un oxigeno como
parte de la formacién de complejos de zinc en el centro activo. Ademas de estas interacciones obligatorias, los autores
de la invencién fueron capaces de optimizar las interacciones lipdfilas en la regidn conectora.

lL.a evaluacién preclinica incluye ensayos /in vitro (afinidad, internalizacién) e in vivo {exploracién PPET y distribucién en
grganos).

Los compuestos de la presente invencion son mejores que los compuestos de referencia conocidos con respecto al
aclaramiento renal y el enriquecimiento en el tumor. La afinidad de unién de los inhibidores de PSMA de la presente
invencién puede ser influenciada por modificaciones del conector. Parecen preferirse dos motives ciclicos y al menos un
resto aromatico en la regién conectora de la sustancia y dieron como resultado los compuestos MB4 v MB17 de alta
afinidad. En este sentido, MB17 es un compuesto muy prometedor.

Por o tanto, los compuestos de [a presente invencidon representan nuevas sondas dirigidas a PSMA con caracteristicas
aptimas, lo cual también fue confirmadoe por la distribucidn en érganos y la formacién de imagenes por PET de animales
pequefios. Los compuestos de la presente invencidon muestran una absorcién tumoral alta especifica para PSMA
Ademas, se caracterizan por una acumulacién temprana en la vejiga y también una absorcién méaxima en el rifidn. Con
respecto al uso terapéutico, esto proporciona ventajas clinicas claras para los compuestos de la presente invencién en
comparacién con otros inhibidores de PSMA. En los diagramas de PET, los compuestos de la presente invencidn, en
particular MB17, muestran un aclaramiento rapido de fondo, asi como una reduccién sustancial de la acumulacién en el
rifidn después de 2 horas, mientras que se acumulan y se retienen adicionalmente en el tumor que expresa PSMA
Asimismo, los tratamientos /n vivo con MB17 mostraron por primera vez datos prometedores (véanse las Fig. 17 y 18).
Las siguientes realizaciones explican la invencidén con mas detalie.

Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de inhibidores conjugados con DOTA

Los inhibidores de PSMA conjugados con DOTA se sintetizan a través de la sintesis de péptidos en fase sélida {véase
el Esquema 2). En una primera etapa, el isocianato del resto glutamilo se generé in situ mediante la adicién de una
mezcla de 3 mmol de clorhidrato de bis{ferf-butil)-L-glutarato y 3 mL de N-etildiisopropilamina (DIPEA) en 200 mL de
CH2Cl2 seco a una solucidén de 1 mmoel de trifosgeno en 10 mL de CH2Clo seco a 5 °C durante 3 h. Después de la
reaccion, se afladieron 0,5 mmol de una lisina protegida con e-aliloxicarbonilo inmovilizada en resina (2-clorotritifresina)
y se hizo reaccionar durante 16 h con agitacién suave. La resina se separd por filtracién y el grupo protector aliloxi se
separé utilizando 50 mg de tetrakis(trifenil)paladio y 400 uL de morfolina en 4 mL de CH2Clz durante 2 h.

La sintesis posterior del motivo de unién a PSMA peptidomimético se realizé de acuerdo con el protocolo de Fmoc
esténdar. El siguiente acoplamiento de la parte de conector se realizd utilizando 2 mmol del 4cido protegido con Fmoc
correspondiente, 3,96 mmol de HBTU y 2 mmol de N-etildiisopropilamina en un volumen final de 4 mL de DMF. Después
de la activacion con 3,95 eq de HBTU y DIPEA durante 2 h, se hicieron reaccionar 4 eq de tris(t-bu)-DOTA {(Chematech)
respecto a la carga de resina en un volumen final de 3 mL de DMF. E! producto se escindié de la resina en una mezcla
de 2 ml que consistia en acido trifluoroacétice, triisopropilsilano y agua (95:2,5:2,5).

El quelante también se conjugé utilizando éster de DOTA-NHS activade con HBTU (CheMatech) o éster de DOTA-TFP
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(Mier W., Hoffend J., Kradmer 8., Schuhmacher J., Hull W.E., Eisenhut M., Haberkorn U., Bioconjugate Chem. 2005,
16:237-240).
El analisis de las moléculas sintetizadas se realizd utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase
inversa (RP-HPLC,; Chromolith RP-18e, 100x4,6 mm; Merck, Darmstadt, Alemania) con un gradiente A-B lineal (de 0 %
de B a 100 % de B en 6 minj con un caudal de 4 mL/min {(analisis) o 6 ml/min (purificacidn). El disclvente A consistidé en
TFA acuoso al 0,1 % vy &l disolvente B fue TFA al 0,1 % en CH3CN. El sistema de HPLC (L6200 A; Merck-Hitachi,
Darmstadt, Alemania) estaba equipado con un detector UV y un detector gamma (Bioscan; Washington, EE. UU.). La
absorbancia de UV se midié a 214 nm. La espectrometria de masas se realizd con un sistema MALDI-MS Daltonics
Microfiex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania).
Ejemplo 2: Radiomarcaje
Tipicamente, se afladieron 1,5 nmol de un compuesto sintetizado del Ejemplo 1 (disuelfo en tampdn HEPES 0,1 M pH
7,5) en un volumen de 100 ul. a una mezcla de 10 uL de solucion HEPES 2,1 M y 40 ul de eluato de [®*Ga]Ga®" (40
MBq). El pH de la solucidn de marcaje se ajusté a 4,5.
El radiomarcaje de los compuestos dio como resultado un rendimiento radioquimico >87 % después de 15 minutes a
95 °C y se determiné mediante RP-HPLC y TLC. La purificacién posterior se realizé utilizando cartuchos Sep-Pak C18.
Ejemplo 3: Sintesis de los compuestos MB4 y MB17
El isccianato del resto glutamilo se generd in sifu mediante la adicién de una mezcla de 3 mmol de clorhidrato de
bis(tert-butil}-L-glutamato v 1,5 mL de N-etildiisopropitamina (DIPEA) en 200 mL de CHxCl2 seco a una solucidén de 1
mmol de trifosgeno en 10 mbL. de CH2Ch seco a 0 °C a lo largo de 4 h. Después de agitar la mezcia de reaccién durante
1 ha25°C, se afladieron C,5 mmol de la lisina protegida con e-aliloxicarboenilo inmovilizada en resina (2-clorotritilresina)
en 4 mL de DCM y se hizo reaccionar durante 16 h con agitacién suave. La resina se separé por filtracién y el grupo
protector aliloxi se separd utilizando 30 mg de tetrakis{trifenil)paladic(0) y 400 pL de morfolina en 4 mbL de CHxClz
durante 3 horas. El siguiente acoplamiento de 3 veces de acido 4-(Fmoc-aminometilibenzoico (en caso de MB4) o
Fmoc-3-(2-naftil}-L-alanina y acido trans-4-(Fmoc-aminometil)ciclohexanccarboxilico {(en caso de MB17),
respectivamente, se llevd a cabo por etapas utilizando 2 mmol del acide protegido con Fmoc, 1,96 mmol de HBTU y 2
mmol de N-efildiisopropilamina en un volumen final de 4 mL de DMF. Después de la activacién con 3,85 eq de HBTU y
DIPEA durante 2 h, se hicieron reaccionar 4 eq de tris(t-bu)-DOTA (Chematech) respecto a la carga de resina durante 3
h en un volumen final de 3 mbL de DMF. El producto se escindid de la resina en una mezcla de 2 mL que consistia en
acide trifluorcacético, triisopropilsilano v agua (985:2,5:2,5). La purificacidn se realizé utilizando RP-HPLC vy el producto
purificado se analizé mediante RP-HPLC analitica y MALDI-MS.
Para la preparacién de MB-17D, que es el esterecisbmero de MB17(L), la sintesis se basd en Fmoc-3(2-naftil)-D-
alanina. Si no se indica lo contrario, en la presente descripcion MB17 se refiere al esterecisémero L.
Ejemplo 4: Acoplamiento a diversos quelantes

o

Los quelantes (DOTA, NOTA, NODAGA, DTPA, CHX-DTPA, PCTA, Do3A) se acoplaron al conector MB17 mediante
sintesis en fase sélida. En general, se hincharon 13 umol de resina, que se acopld con el motivo de unién a PSMA, con
DCM en una jeringa con un filtro. Después de lavar la resina 5 veces con DMF, esta se incub6 2 veces durante 5§ min
con un 20 % de piperidina en DMF para desproteger el extremo N. Siguieron otros 5 lavados con DMF.

Se disolvieron entre 1,5 y 4 equivalentes del quelante (dependiendo del quelante), 0,98 X Nquetante HATU (si es necesario)
y 10 equivalentes de DIPEA en 500 ul de DMF, la solucién se aspiré en la jeringa que contenia la resina y se incubd
durante una noche. A continuacién, la resina se lavd 5 veces en cada caso con DMF, metanol, DCM vy éter dietilico y se
secd al vacio.

Para comprobar el estado de la reaccidn, se ufilizaron las separaciones de prueba. Esto se logré mediante el lavado de
una pequefia cantidad de resina con DCM en una punta del filtro y afladiendo 100 pl de solucidén de separacién que
contenia un 95 % de TFA, 2,5 % de agua v 2,5 % de TIPS. Después de 30 min de incubacién, la solucién se pipeted en
eter dietilico enfriado con hielo y se centrifugé. El éter dietilico se decantd y el sedimento restante se disolvid en 35 pl
de ACN:H20 (1:1) y se analizd mediante HPLC (0-100 % de ACN en agua en el espacic de 5 min) y LC/MS.

Si se obtuvo el producto deseado, el péptido completo se separé de la resina. La resina seca se incubd con 500 yl de la
solucién de separacidn (95 % de TFA, 2,5 % de HQ, 2,5 % de TIPS) durante 2 horas. La solucién resultante se mezcld
con éter dietflico enfriado con hielo y se centrifugé (4000 min~’, 5 min). El sobrenadante se desechd, se afiadié nuevo
eter dietilico y el receptéculo se agitéd vigorosamente para resuspender el sedimento. Una vez mas, la solucién se
centrifugd {4000 min', 5 min) y se desechd el sobrenadante resultante. El sedimento se secd después al vacio y
finalmente se resuspendid en 1 mL de ACN:H20 (1:1).

La purificacidon se consiguié mediante HPLC preparativa, los picos se analizaron mediante HPLC analitica (0-100 % de
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ACN en agua en el espacio de 5 min) y LC/MS vy los que contenian el producte se& reunieron y liofilizaron.

Ejemplo 5: Radiomarcaje

Marcaje con 7Ly

Se mezcd 7Ly (aprox. 100 MBqg) con 200 ub de tampo6n acetato de sodio 0,4 M que contenia Chelex (pH = 5). Se
mezciaron 10 yl. de una solucién 1 mM del compuesto en DMSO al 10 % en agua, 2 pl de una solucidn saturada de
acido ascérbico y 40 ul de la solucién que contenia 77Lu y se calentaron a 85 °C durante 10 min. El marcaje se verifico
mediante radio-HPLC (0-100 % de ACN en agua en el espacio de 5 min, columna Monolith).

Marcaje con %Ga

Para la exploracién por PET, se marcd CHX-DTPA con %Ga. Se eluyé 1 mb de %Ga de un generador de %5Ge/%Ga con
HCI 0,6 M. Se aftadieron 298 ul de tampén NaOAc y 1 bl de una solucién 10 mM de CHX-DTPA en DMSO vy se incubd
durante 5 min. Después, el producto se purificé utilizando un cartucho SOLA. El lavado se realizd con una solucién de
NaCl al 0,9 % y para la elucién se utilizé etanol. El etanol se vaporizé después v el producto restante se disolvié en 100
HL de una solucién de NaCl al 0,9 % y 10 uL de tampédn fosfato.

Ejemplo 6: Determinacién del valor Clso

Se incubo una placa de filtro MultiScreenurs-DV a temperatura ambiente con 100 pl. de PBS con BSA al 1 % por pocillo
durante 30 min. Después de retirar la solucidén de PBS/BSA, se aplicaron 10° células LNCaP en 50 ub de Opti-MEM a
cada uno de los pocillos. Diferentes concentraciones de los compuestos (que conducen a concentraciones de 0, 0,5, 1,
2,5, 5,10, 25, 50, 100, 500, 1000 y 5000 nM en cada unc de los pocillos) en 300 ul de Opti-MEM se mezclaron con 3
de una solucién 150 nM de MIP-1486 marcada con 125 en Opti-MEM. Se afiadieron 50 ul. de la solucién resultante a
cada uno de los pocillos v se pipeted cada una de las concentraciones por cuadruplicado. Cada uno de los pocillos
contenfa en ese momento el ligando marcadeo radiactivamente en una concentraciéon de 0,75 nM y el ligando
competitivo, no marcade en la concentracion mencionada anteriormente. La placa se incubd durante 45 min a
temperatura ambiente en un agitador.

Después de fa incubacidn, las células se lavaron 2 veces con 100 ub de PBS enfriada con hielo y 1 vez con 200 b de
PBS enfriada con hielo. Finalmente, se recogieron los filtros y la radiactividad restante se midié con un contador gamma.
Cada uno de los tubos se midid durante 5 min.

Los datos medides por el contador gamma fueron evaluados con Graphpad Prism para conseguir una concentracidn de
inhibicion 50 (Clsoj frente a MIP-1095 marcado radiactivamente.

Conjugado Clso[nM]

MB17-DOTA 0,13 £0,08
MB17-NOTA 0,14 £ 0,08
MB17-DTPA 0,12+ 0,05
MB17-CHX-DTPA 0,06 £ 0,04
MB17-PCTA 0,10 £ 0,086
MB17-DO3A 0,10+ 0,05
MB17-NODAGA 0,09 £0,08

Ejemplo 7: p PET - formacién de imagenes utilizando CHX-DTPA-MB17

Antes de la inyeccion en el ratdn, la solucion que contenia el inhibidor de PSMA acoplado a ®Ga-CHX-DTPA purificada
se filtrd en condiciones estériles. Se recogieron 100 plL de esta solucidn en una jeringa y después se inyectaron en un
ratén BALB/c inmunclégicamente deficiente con xencinjerto LNCaP, por via intravenosa en la vena de la cola. La
exploracion por PET se registré durante 140 min con un aparato Siemens Inveon PET (Fig. 15)

Ejemplo 8: Determinacion de la afinidad de unién competitiva

Con el fin de comparar la serie de nuevos compuestos, se analizé la afinidad de unidn competitiva y la internalizacion
especifica utilizando la linea celular que expresa PSMA LNCaP. Para determinar la absorcién celular especifica, las
células se bloquearon con acido 2-{fosfonometil}-pentanodiocico (PMPA). La potencia de inhibicién también se investigd
mediante el ensayo enzimatico con NAALADasa.

Cultivo celular

Para los estudios de unién y los experimentos /n wvivo, se cultivaron células LNCaP (lesidn metastasica de
adenocarcinoma prostético humano, ATCC CRL-1740) en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal al 10 % y
Glutamax (PAA, Austria). Durante el cultivo celular, las células fueron cuitivadas a 37 °C en una incubadora con aire
humidificade, equilibrada con 5 % de COa. Las células se recogieron utilizando tripsina-acido etilendiaminotetraacético
(tripsina-EDTA,; tripsina al 0,25 %, EDTA al 0,02 %, todos de PAA, Austria) y se lavaron con PBS.

Union celular e internalizacion

El ensayo de unién celular competitivo v los experimenios de internalizacién se realizaron como se ha descrito
previamente (Eder et al. 2012). En sintesis, las células respectivas (10° por pocille} se incubaron con el radioligando
([Glu-urea-Lys(Ahx)]2-HBED-CC marcado con 68Ga (Schafer ef al., 2012) en presencia de 12 concentraciones
diferentes de analito (0-5000 nM, 100 pb/pocillo). Después de la incubacién, el lavado se llevd a cabo utilizando un
colector de vacio de multipantalla (Millipore, Billerica, MA). La radiactividad unida a la célula se midié utilizando un
contador gamma (Packard Cobra I, GMI, Minnesota, EE. UU.). La concentracion con un 50 % de inhibicion (CI50) se
calculd ajustando los datos utilizande un algeritmo de regresién no lineal (GraphPad Software). Los experimentos se
realizaron tres veces.

Para determinar la absorcién celular especifica y la internalizacion, se sembraron 10° células en placas de culfivo celular
de 24 pocillos recubiertas con poli-L-lisina 24 h antes de la incubacién. Después del lavado, las células se incubaron con
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una concentracion 25 nM de los compuestos radiomarcados durante 45 min a 37 °C y a 4 °C, respectivamente. La
absorcion celular especifica se determindé mediante bloqueo competitivo con &cido 2-(fosfonometil)pentancdioico
(concentracion final de 500 pM, PMPA, Axxora, Loerrach, Alemania). La absorcion celular se hizo finalizar lavando 4
veces con 1 mL de PBS enfriada con hielo. Las células se incubaron posteriormente dos veces con 0,5 mL de glicina-
HCl en PBS (50 mM, pH = 2 8) durante 5 min para separar la fraccidn unida a la superficie. Las células se lavaron con 1
mbL de PBS enfriada con hielo y se lisaron utilizando NaCH 0,3 N (0,5 mbL). Las fracciones unidas a la superficie y las
interiorizadas se midieron en un contador gamma. La absorcién celular se calculd como porcentaje de la radiactividad
afiadida iniciaimente unida a 10° células [% ID/10%éluias].

Ensayo con NAALADasa

Se diluyd PSMA humano recombinante (rhPSMA, R&D Systems, Wiesbaden, Alemania) en tampén de ensayo (HEPES
50 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,5) hasta 0,4 pg/mL. El sustrato Ac-Asp-Glu (Sigma, Taufkirchen, Alemania, concentraciéon final
40 uM) se mezcié con analite marcado con natGa a concentraciones comprendidas entre 0,05 nM y 1600 nM en un
volumen final de 125 pL de tampdn de ensayo. Las mezclas se combinaron con 125 ul de la solucién de rhPSMA (0,4
pg/mL} v se incubaron durante una hora a 37 °C. La reaccidn se detuvo mediante calentamiento a 95 °C durante 5
minutos. Se afadieron 250 yl de una solucién 15 mM de orfo-ftaldialdehido (Sigma, Taufkirchen, Alemania) a todos los
viales y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se cargaron 200 ybL de las soluciones de
reaccién en una placa F16 Black Maxisorp (Nunc, Langenselbold, Alemania) y se realizé la lectura a longitudes de onda
de excitacién y de emisidn de 330 nm y 450 nm, respectivamente, utilizando un lector de microplacas (DTX-880,
Beckman Coulter, Krefeld, Alemania). Los datos se analizaron mediante un algoritmo de regresién de unidn-total del
sitio uno de GraphPad (GraphPad Software, California, EE. UU.).

Bicdistribucidn

Se inocularon ratones BALB/c nu/nu machos, de 7 a 8 semanas de edad, (Charles River Laboratories) por via
subcutanea en el tronco derecho con 5 x 10° células de LNCaP (en Matrigel al 50 %; Becton Dickinson, Heidelberg,
Alemania). Los tumores se dejaron crecer hasta un tamafio de aproximadamente 1 cm®. Los compuestos radiomarcados
se inyectaron en la vena de la cola (aprox. 1 MBg por ratén; 0,06 nmol). 1 h después de la inyeccib, los animales fueron
sacrificados. Se diseccionaron los 6rganos de interés, secaron y pesaron. La radiactividad se mididé utilizando un
contador gamma y se calculd como % iD/g.

MicroPET

Para los estudios de microPET, se inyectaron 10 - 25 MBqg de los compuestos radiomarcadoes en un volumen de 0,15
mL (~ 0,5 nmol) a través de una vena lateral de |a cola en ratones portadores de xenoinjertos de tumores LNCaP. Los
animales anestesiados (sevoflurano al 2 %, Abbott, Wiesbaden, Alemania) se colocarcn en declbito prono en el
escéner PET de animales pequefios Inveon (Siemens, Knoxville, Tenn, EE. UU.) para realizar exploraciones por
microPET dindmicas y exploraciones estéaticas durante 20 min; véanse las Figs. 1, 3, 5-14.

Tabla A
Sustancia Clso{nM] Internalizacidn [%IA/10° células]
MB2 2,75+0,82 8,78+3,96 para Ga-68
5,2210,67 para Lu-177
MB3 10,516,086 3,65+1,32 para Lu-177
MB4 0,74£0,50 14,18+0,98 para Ga-68
14,25+4 61 para Lu-177
MB10 8,67+1,58 6,86+3,90 para Lu-177
MB17 0,13£0,08 17,02+4,36 para Ga-68
17,51+3,99 para Lu-177
MB17.D 12,41£510 2,80+0,14 para Lu-177
MB22 52,80 1,15+0,19 para Lu-177
MB24 3,33 7,26%2,76 para Lu-177
MB25 6,64 3,8120,54 para Lu-177
MB31 91,80 0,53+0,48 para Lu-177
MB33 59,33 1,86+0,20 para Lu-177
MB35 26,18 0,87+0,17 para Lu-177

El presente ejemplo demuestra que la afinidad de unién de los inhibidores de PSMA puede ser influenciada por
modificaciones del conector. Parecen ser preferibles dos motives ciclicos y al menos un resto aromatico en la regién
conectora de la sustancia y dieron como resultado los compuestos MB4 y MB17 de alta afinidad. Estas nuevas variantes
muestran una afinidad nanomolar baja por la linea celular LNCaP vy fueron internalizadas especificamente a 37 °C hasta
un 48 % 1D/10° células. Estudios anteriores demostraron que, ademas de la afinidad de unién, las propiedades de
internalizacidon de sondas dirigidas a PSMA son muy importantes v unas tasas altas de internalizacién son esenciales
para una alta absorcién y retencién del tumor in vivo. Por lo tanto, MB17 representa una nueva sonda dirigida a PSMA
con caracteristicas 6ptimas, lo cual también fue confirmado por la distribucidn en érganoes y la formacién de imagenes
por PET de animales pequefios. MB17 muestra una elevada absorcién del tumor especifica para PSMA (Fig. 2).
Ademas, la formacidn dindmica de imagenes por PET de MB17 (Fig. 2) muestra una acumulacidon temprana en la vejiga
y asimismo la absorcién renal maxima (punto mas alte en la curva tiempo-actividad) se produce ya 15 min después de la
inyeccion del radiotrazador y disminuye sustancialimente ya después de 20 minutos. Con respecto al uso terapéutico,
esto da claras ventajas clinicas para MB17 en comparacién con otros inhibidores de PSMA. En los diagramas de PET
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(Fig. 1) MB17 muestra un aclaramiente rapide de fondo, asf como una reduccién sustancial de la acumulacién en el
rifién después de 2 horas mientras que se acumula posteriormente y queda retenido en el tumor que expresa PSMA.
Ademas, la distribucién en organos con 77Lu (Fig. 4) mostré que la alta absorcién renal inicial se habia perdido casi por
completo (2,13 £ 1,36 % ID/g) después de 24 horas, mientras que la absorcion tumoral se mantuvo alta e incluso
auments (10,58 + 4,50 % [ID/g). Otros drganes tales como el higado (0,08 £ 0,03 % ID/g), pulmén (0,11 £ 0,13 % ID/g) vy
bazo (0,13 £ 0,05 % 1D/g) mostraron una absorcion muy baja. La farmacocinética favorable condujo a relaciones
extremadamente altas de tumor-respecto a-fondo (Tumor/Blood: 1058; Tumor/Muscle: 529) después de 24 horas. La
Tabla A confirma claramente que las modificaciones quimicas en la regién conectora de la molécula afectan a las
propiedades biolégicas, p. ., afinidad y eficacia de internalizacion. MB17 y MB4 muestran las propiedades de unién
més prometedores en las células.

Ejemplo 9: Datos Clinicos relativos a MB17

La formacidon de imagenes por PET/CT se realizé utilizando el radiotrazador MB17 marcado con Ga-68 (véase la Fig.
17)

El generador ®Ge/®Ga utilizado para la produccién de radiofarmacos se adquirié de IDB-Holland BV (Baarle-Nassau,
Paises Bajos). Se obtuvieron los kits de casete desechable y productos guimicos que incluyen el precursor de calidad
compatible con GMP utilizado para la radiosintesis de ABX advanced biochemical compounds (Radeberg, Alemania).
Se utilizd un sisterna Ultimate 3000 HPLC (Dionex) (acetonitrilo (A), agua + TFA al 0,1 %(B); gradiente: 0,5 min 95 % de
B, 10,0 min 80 % de A, caudal: 2 mlL/min) equipado con una columna Chromolith Performance RP-18e (100 x 4,6 mm,
Merck) y un radiodetector Nal (Raytest) para determinar la pureza radioquimica. Se determinaron los disclventes
residuales utilizando un cromatdgrafo de gases de la Serie 6850 (Agilent Technologies). El ensayo con endotoxina se
realizd con un dispositivo Endosafe®-PTS (Charles River).

Se disolvieron 2 ug de MB17 en tampdn acetato 1,5 M pH 4,5 (1 mL) y &cido ascérbico 1 M (10 uL) y se transfirieron al
recipiente de reaccion. Ei generador %Ge/f5Ga se eluyd con 10 mL de HCI 0,6 M y el eluato se diluyd con 9 mL de agua
ultrapura. A continuacién, la mezcla se transfirid a un cartuche de intercambic de cationes (Macherey-Nagel PS-H+,
tamafic M) y se eluyé con una solucion de NaCl 5 M (1,2 mL) en el recipiente de reaccién precalentado (100 °C). La
mezcla de reaccién se calentd durante 10 minutos. Después, la mezcla de reaccidon bruta se retird del recipiente de
reaccién y se transfirid a un cartucho C18 preacendicionado (10 mbL de EtOH/10 mL de agua ultrapura) (Waters Sep-Pak
light). Se utilizaron @ mbL de agua ultrapura para aclarar el recipiente de reaccién y se hicieron pasar al cartucho C18. El
cartucho C18 se lavo con otres 5 ml de agua ultrapura. El producto final se eluyd del cartucho C18 con 2 mL de
EtOH/H20 (viv 1:1), se filtré en condiciones estériles (Millipore Cathivex-GV, 0,22 um) v se diluyd con 10 mL de solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7,4 (de acuerdo con la Farmacopea Europea 8.0 (4005000)). La solucién de
complejo de 8Ga-MB17 se aplico a los pacientes a través de un bolo intravenoso.

Ejemplo 10: Terapia en seres humanos con MB17 marcado con 7Ly

Para la terapia, el ligando MB17 de PSMA se marcé radiactivamente con Lu-177. Se obtuvo "77LuCls de Perkin Elmer (4
GBqg, NEZ307D, HCI 0,04 M). Se disolvieron 80 nmol de MB17 en 400 pyL de tampdn acetato de sodio (0,4 M, pH 5)
suplementado con 5 yl de dcido ascorbico al 20 %. La solucion se transfirio a 77LuCls y se incubd durante 10 minutes a
95 °C. Finalmente, se afladieron 2 mlL de NaCl al 0,9n %. Para el control de calidad, se realizaron ITLC y radio-HPLC.

El MB17 marcadc con 77U se aplicd a los pacientes a través de un bolo intravenoso (5 mL, lentamente en el espacio
de 30 segundos). La aplicacién por via intravenosa fue acompafiada por una infusidn de NaCl al 0,9 % durante 4,5 h
comenzando 0,5 h antes de la inyeccidn. Se hace referencia a la Fig. 18.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula (la) o (Ib):
(a)
z

1 o
1

Gt ENtS

m

o]
(i)

o

|

G upetante

e

=

b 7

en donde:
nes0of,
mes 12304,
Z es -CO2H, -8O2H, -80sH, ~-SO4H, -PO2H, -POsH 0 -POaHo,

X es Naftilo, Fenilo, Bifenilo, Indolilo (=2,3-benzopirroliio) o Benzotiazolilo,

Y es Arilo, Alquitarilo, Ciclopentilo, Ciclohexilo o Cicloheptilo, vy

el Quelante es

acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N N’ N" N7 -tetraacético (DOTA),

acido N, N'-bis[2-hidroxi-5-(carboxietil)bencilletilendiamina-N, N'-diacético (HBED-CC},

acide 1,4, 7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA),

acido 2-(4,7-bis(carboximetil)-1,4,7-triazonan-1 -il)pentancdicico (NODAGA),

acido 2-(4,7,10-tris(carboximetil}-1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1-il)pentanodiocico (DOTAGA),
acido 1,4, 7-triazaciclononanofosfinico (TRAP)

1,4, 7-triazaciclononano-1-]acido metil{2-carboxietiljfosfinico}-4,7-bis[acido metil{2-hidroximetil)fosfinico] (NOPQO),

acido 3,6,9,15-tetraazabiciclo[8.3.1. Jpentadeca-1(15),11,13-trieno-3,6,9-triacético (PCTA), o
acido dietilentriaminopentaacético (DTPA),

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, 0 un solvato de este, o un solvato de la sal de este, o un tautdmero de

este.

2.El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el compuesto es el compuesto de Férmula (1a), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, 0 un scolvato de este, o un solvato de la sal de este, o un tautémero de este.

3. El compuesto de acuerdc con la reivindicacidn 1 0 2, en donde X es naftilo, o una sal farmacéuticamente aceptable

de este, o un solvato de este, 0 un solvato de la sal de este, o un tautémero de este.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 ¢ 2, en donde Y es ciclohexilo, o una sal farmacéuticamente

aceptable de este, o un solvato de este, o un solvato de la sal de este, ¢ un tautdmero de este.

5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en donde n es 1, o una sal farmacéuticamente aceptabie de

este, o un solvate de este, o un solvate de la sal de este, o un tautémero de este.

8. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el compuesto tiene la estructura:
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HN O

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, 0 un solvato de este, o un solvato de la sal de este, o un tautdmero de
este.

7. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el compuesto tiene la estructura:
Q o]
HO/L‘ Hkou
N N
WH %
HO /i

8. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el compuesto tiene la estructura:
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3

/N
o/

4
-4

X
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fron 4
R /

‘ ‘ iy,

OH

HOT\ﬁ m OH

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, 0 un solvato de este, o un solvato de la sal de este, o un tautdmero de
este.

9. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el compuesto tiene la estructura:

A A
db

g
e

<
e

10. Un complejo metélico que comprende: el compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este, 0 sclvato de este, o
solvato de la sal de este, o un tautdmero de este de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores; y un
radiondclido, en donde el radiontclido estd complejado con el Quelante.

11. El complejo metalico de acuerde con la reivindicacion 10, en donde el radionficlido se selecciona entre 39Zr, 4Sc,
111|n QOY SSGa 67Ga 6863 ‘:77Lu 99”"TC 5‘:Cu 62CU SACU 67CU 149Tb 152Tb ‘:55Tb 161Tb 1€~SGd 155@d 157Gd 21SBE
2580 230 223Rg5 155Ef  Fe. ' '

12. El complejo metalico de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el radionlclido se selecciona entre "Vin, 0Y,
68(36 64Cu 15?>Gd 1556d 213Bi 225AC Feo 17.7LU_

13. El complejo metalico de acuerdo con a reivindicacion 12, en donde el radionlclido es 77Lu.
22
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14. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este, o solvato
de este, o solvato de la sal de este, o un tautémero de este de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, o
el complejo metalico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, y un portador farmacéuticamente
aceptable.

15. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este, o scivaio de este, o solvato de la sal de este, o un
tautdmero de este de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, o el complejo metalico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, para su uso como medicamento.

16. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este, o solvato de este, o solvato de la sal de este, o un
tautémero de este de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, o el complejc metalico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, para su uso en un método de fratamiento del céncer de prostata v/o
metastasis de este.

17. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este, o solvato de este, o solvato de la sal de este, o un
tautémero de este de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, o el complejo metalico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, para su uso en un métode de formacidn de imagenes de un paciente.

18. El compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este, o scivaio de este, o solvato de la sal de este, o un
tautémero de este de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, o el complejo metalico de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, para su uso en un método de diagndstico del cancer de prostata y/o
metéstasis de este.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig.5
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Fig. &
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Fig. 7
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Fig. §
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 13

piB-33

20-40 min ’ _aﬂ*ﬁﬁ_miﬁ. co ke * 120 min

36



ES2977715T3

- O-20min o 20-40 min

H
H
o
v
M
¥
g
H
N
N

R LI B
o3 .

37



ES2977715T3

Fig. 15
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Fig. 16

NMB-17 frente a NB-17.D

de

GSATacion

tas

¥

Yy RCCIon,

¥

i post

25 da 2

SPUSE

¥

ET de

[,

[
Q
b,
@
qa
e

¥

120 min

MB17D

39



ES2977715T3

Fig. 17 a
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Fig. 18 a
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Fig. 18 b
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