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DESCRIPCION
Heterodimeros de &cido glutamico
Antecedentes de la invencion

[0001] Al menos 1 millon de hombres padecen cancer de prostata y se estima que la enfermedad afectara a uno de
cada seis hombres de entre 60 y 80 afios en EE.UU. Hay mas de 300.000 casos nuevos de cancer de prostata
diagnosticados cada afo. El cancer de prdstata afectara a uno de cada seis hombres en Estados Unidos y la mortalidad
a causa de la enfermedad esta en segundo lugar, detras del cancer de pulmén. Se estima que actualmente se gastan 2
billones de doélares en todo el mundo en terapias quirlrgicas, de radiacién y de medicamentos y en tratamientos
minimamente invasivos, un billén de ddlares del gasto es en EE.UU. Actualmente no hay una terapia efectiva para el
cancer de préstata recurrente, metastasico, independiente del andrégeno. Se necesitan nuevos agentes que permitan
una visualizacion rapida del cancer de prostata y una orientacion especifica para permitir la radioterapia presente.

[0002] La dipeptidasa acida alfa-enlazada N-acetilada (NAALADasa), también conocida como glutamato
carboxipeptidasa Il (GCPII) es una neuropeptidasa que escinde N-acetilaspartil-glutamato (NAAG) en N-acetilaspartato
y glutamato en el sistema nervioso, véase mas abajo, que describe la escision hidrolitica de NAAG por NAALDasa a
través del intermedio tetraédrico. La enzima es una proteina tipo Il de la clase co-catalitica de metalopeptidasas, que
contiene dos atomos de zinc en el sitio activo.

COzH o CO,H HzN\r/\/COzH
)L Enzima| [ H CO,H
WCO H N NY\/CO2H 2
O CO.H H NU OH coH *

CO,H

CO,H
XL

[0003] Independientemente de su caracterizacion en el sistema nervioso, se demostré que una forma de NAALADasa se
expresa en altos niveles en adenocarcinomas prostaticos humanos y se designo el antigeno de membrana especifica de
la préstata (PSMA). EI gen NAALADasa/PSMA se conoce por producir multiples formas de empalme de ARNm y en
base a la evidencia inmunohistoquimica precedente, se ha asumido que el cerebro humano y la prostata expresaban
isoformas diferentes de la enzima.

[0004] EI antigeno de membrana especifico de la prostata humano (PSMA), también conocido como folato hidrolasa |
(FOLH1), es una glicoproteina transmembrana de tipo |l de 750 aminoacidos que se expresa primariamente en el
epitelio de la préstata humana normal pero se sobrerregula en el cancer de prostata, incluyendo la enfermedad
metastasica. PSMA es una exopeptidasa unica con reactividad hacia los folatos poli-gamma-glutamatados, capaz de
eliminar secuencialmente los terminales de poli-gamma-glutamil. Debido a que el PSMA es expresado por
practicamente todos los canceres de préstata y su expresiébn aumenta ademas en carcinomas mal diferenciados,
metastasicos y refractarios de hormona, es un objetivo muy atractivo para la formacion de imagenes y la terapia de
prostata. El desarrollo de ligandos que interactian con el PSMA y portan radionuclidos apropiados puede proporcionar
una opcién de orientacidon prometedora y nueva para la deteccién, tratamiento y gestién del cancer de prostata.

[0005] La forma radioinmunoconjugada del anticuerpo monoclonal anti-PSMA (mAb) 7E11, conocido como el escaneado
PROSTASCINT, se usa actualmente para diagnosticar la metastasis y la recurrencia del cancer de prostata. Los
primeros resultados prometedores de varios ensayos de fase | y Il han utilizado PSMA como objetivo terapéutico.
PROSTASCINT dirige el dominio intracelular de PSMA y se cree que enlaza en su mayoria partes necréticas de tumor
de prostata. Mas recientemente, se han desarrollado anticuerpos monoclonales que enlazan con el dominio extracelular
de PSMA y se han radiomarcado y han demostrado que se acumulan en los modelos de tumor de préstata positivos de
PSMA en animales.

[0006] Mientras que los anticuerpos monoclonales son prometedores para la deteccion y terapia de tumores, ha habido
limitados éxitos clinicos fuera del linfoma debido a su baja permeabilidad en tumores sélidos. Miméticos de bajo peso
molecular, con permeabilidad mas alta en tumores soélidos tendran una ventaja definida en la obtencion de un alto
porcentaje por gramo y un alto porcentaje de enlace especifico.

Resumen de la invencion

[0007] La presente invencion se refiere a compuestos de la formula (1):
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oz R
T/
Q
o |
m
Z0. CO2
N N
H H n
0
(D

donde R es un arilo sustituido o no sustituido en Ce-C12, un heteroarilo sustituido o no sustituido en Cs-C12, un alquilo
sustituido o no sustituido en C1-Cs 0-NR'R";

Qes C(0), O, NR', S(O)2 0 C(0O)2

Y es C(O), O, NR', S(O),, C(O)2 0 (CH2)p;

Z es H o alquilo C1-Cy;

mes0,1,2,3,405;

nes0,1,2,3,4,506;

pes0,1,2,3,4,506;

R' es H, un arilo sustituido o no sustituido en Ce-C12, un heteroarilo sustituido o no sustituido o un alquilo sustituido o no
sustituido en C4-Ceg;

cuando es sustituido, arilo, heteroarilo y alquilo se sustituyen con halégeno, heteroarilo en Ce-C12, -NR'R' 0 COOZ;
ademas donde

(i) al menos uno de R o R' es un arilo o un heteroarilo sustituido en Cs-C12 con un halégeno; o

(ii) al menos uno de R o R' es un heteroarilo;

donde el heteroarilo es un heteroarilo en Cg-C12, furanilo, tienilo, pirrolilo o imidazolilo, y donde el heteroarilo en Ce-
C12 es un grupo arilo que tiene de 1 a 3 heteroatomos como atomos de anillo, el resto de los atomos de anillo son
atomos de carbono;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto de la férmula (1).

[0008] La presente invencion se refiere a compuestos de la férmula (11):

o oz
= 0
Z0 ;
N
"H
0
a),

[0009] En una forma de realizacion preferida de los compuestos de la formula (I) o (ll), nesO0Oo1yn'es0o 1.

[0010] La presente invencion también se refiere a fracciones de enlace a PSMA de glutamato-urea-lisina y su uso en el
tratamiento diagndstico y terapéutico. En una forma de realizacion, los analogos basados en urea descritos por la
presente son heterodimetro de glutamato-urea-a o heterodimero de B-aminoacido acoplados a través de los grupos a-
NH2 o B-NH2. Se pueden incorporar radiomarcadores a la estructura a través de una variedad de grupos protésicos
unidos a la cadena lateral de aminoacidos X a través de un enlace de heteroatomo o carbono. Los compuestos de la
presente invencion son para su uso como agentes de direccionamiento y diagndstico y agentes terapéuticos para el
tratamiento y la gestion del cancer de préstata y otras enfermedades relacionadas con la inhibiciéon de la NAALADasa.

[0011] Fracciones quimicas adecuadas, definiciones de fracciones quimicas, excipientes y métodos y formas de
administracion se pueden encontrar en las solicitudes publicadas en EE.UU. niumeros: 2004/0054190 y 2004/0002478 y
las solicitudes internacionales numeros: WO 02/22627 y WO 03/060523
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Breve descripcion de los dibujos
[0012]

Las figuras 3A-3B son cromatogramas de HPLC respectivos de reaccion cruda de N-[N-[(S)-1,3-
dicarboxipropillcarbamoil]-S-3-yodo-L-tirosina (I-131 DCT). Figura 3A, parte superior, purificado a las 2 horas, figura 3B,
en el medio y a los 2 dias, figura 3C, abajo.

Las figuras 4A-4D son cromatogramas de radio-HPLC de 1-131 MIP 1072 purificado; a los 3 dias en A) DMSO. B) 3% de
genstisato-6% ascorbato/acido ascorbico. C) PBS, pH = 7,2. D) 10% de etanol en la solucion salina a 37°C. Como se
muestra por encima, el I-131-1072 (valor maximo 12 minutos) permanecio estable en todos los experimentos.

La figura 5 muestra 1-123 DCIT ligado especificamente a células LNCaP y no a células PC3 (conjunto izquierdo) como
es evidente por los recuentos desplazables por compuesto no radiomarcado (conjunto del medio) o PMPA (conjunto
derecho) en células LNCaP. Los histogramas muestran la media + SEM, cada experimento fue realizado por duplicado.
La figura 6 es analisis de Scatchard en ensayo de enlace celular de PSMA con &cido 2-{3-[1-carboxi-2-(4-hidroxi-fenil)-
etil]-ureido}-pentanodioico (DCT) frio.

La figura 7 muestra valoraciones bioldgicas de compuestos seleccionados en las células LNCaP positivas en PSMA.

La figura 8 muestra valoraciones bioldgicas de compuestos de plomo en las células LNCaP positivas en PSMA.

La figura 9 muestra analisis de Scatchard en el ensayo de enlace celular de PSMA con MIP1072.

La figura 10 muestra internalizacion de 1-131-MIP1072.

Las figuras 11A y 11B respectivamente muestran estabilidad de I-131 MIP-1072 frente a DCT y Phenacetin en
microsomas de rata durante 60 minutos.

La figura 12 muestra biodistribucion de tejido del 1-131 MIP1072 en los ratones portadores de tumor xenoinjertado.

La figura 13 muestra inhibicion de actividad de NAALADasa de lisatos celulares LNCaP.

La figura 14 muestra inhibicion de actividad de NAALADasa de lisatos celulares LNCaP.

La figura 15 muestra inhibicion de actividad de NAALADasa de lisatos celulares LNCaP.

La figura 16 muestra la capacidad de los compuestos de prueba para inhibir la unién de un inhibidor de NAALADasa
conocido, 1311-DCIT, a PSMA en células LNCaP se examiné. Las células fueron incubadas con varias concentraciones
de compuestos de prueba y 1311-DCIT durante 1 hora, Iuego se lavaron y contabilizaron para determinar valores 1C50.
La figura 17 es andlisis de enlace directo de MIP-1072. 21MIP-1072 (3 nM, >1,000 mCi/pmol) se incubd con células
LNCaP positivas de PSMA o células PC3 negativas de PSMA (300.000 células/dep6sito), tanto en ausencia como en
presencia de 10 uM de MIP-1072 no radioactivo o 10 uM de un inhibidor de PSMA especifico (PMPA).

La figura 18 muestra andlisis de union de saturacion de '2%_MIP-1072 en células LNCaP.

La figura 19 muestra internalizacion de 2 MIP-1072.

La figura 20 muestra absorciéon de 2 _MIP-1072 en los ratones que portan xenoinjerto LNCaP. Se evalu6 la
biodistribucion de tejido de Z1_MIP-1072 (2 pCifraton, >1,000 mCi/umol) en tejidos seleccionados de ratones lampifios
portadores de tumor LNCaP (PSMA positivo). Los resultados se expresan como el porcentaje de la dosis inyectada por
gramo de los tejidos seleccionados (%ID/g).

Figura 21. Absorcion de ?*I-MIP-1072 en ratones portadores de xenoinjerto LNCaP y PC3. Biodistribucion de tejido de
Z.MIP-1072 (2 pCi/raton, >1,000 mCi/umol) se evalud en tejidos seleccionados de ratones lampifios portadores de
tumor LNCaP (PSMA positivo) y PC3 (PSMA negativo) con (bloqueado) o sin (normal) pretratamiento con 50 mg/kg
PMPA.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

[0013] "Sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas sales que retienen la eficacia bioldgica y las propiedades
de las bases libres y que se obtienen por reaccién con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico, acido metanosulfénico, acido etanosulfonico, acido p-
toluenosulfénico, acido salicilico y similares.

[0014] "Alquilo" se refiere a un hidrocarburo alifatico saturado de cadena lineal, ramificada o ciclica. Los grupos alquilo
tipicos incluyen metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, butilo terciario, pentilo, hexilo y similares. El grupo
alquilo puede ser opcionalmente sustituido con uno o varios sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en
hidroxilo, ciano o alcoxi. Cuando el grupo alqui es un R' sustituyente, es un alquilo inferior de 1 a 6 carbonos, de forma
mas preferible 1 a 4 carbonos.

[0015] "Arilo" se refiere a un grupo aromatico que tiene al menos un anillo con un sistema de electrones pi conjugado e
incluye arilo carbociclico, arilo heterociclico y grupos de biarilo. El grupo arilo puede ser opcionalmente sustituido con
uno o varios sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en halégeno, trihalometilo, hidroxilo, SH, OH, NO,,
amina, tioéter, ciano, alcoxi, alquilo y amino. Ejemplos de grupos arilo incluyen grupos fenilo, naptilo y antracilo. Se
prefieren los grupos fenilo y fenilo sustituido.
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[0016] "Heteroarilo" se refiere a un grupo arilo que tiene de 1 a 3 heteroatomos como atomos de anillo, el resto de los
atomos de anillo son carbono. Los heteroatomos incluyen oxigeno, azufre y nitrégeno. Asi, grupos arilo heterociclico
incluyen furanilo, tienilo, piridilo, pirrolilo, N-alquilo pirrolo inferior, pirimidilo, piracinilo, imidazolilo y similares.

Sintesis

[0017] Todas las reacciones fueron efectuadas en cristaleria seca bajo una atmdésfera de argén a menos que se indique
lo contrario. Las reacciones fueron purificadas por cromatografia en columna, bajo presiéon media utilizando un Biotage
SP4 o por cromatografia en fase liquida de alta presién preparatoria.

[0018] 'H RMN fue registrado en un instrumento Bruker 400 MHz. Espectros se proporcionan como ppm & y se
referencian a las resonancias de solvente en CDCl3, DMSO-ds 0 methanol-ds. Todos los solventes se compraron en
Sigma-Aldrich. Los reactivos se compraron en Sigma Aldrich, Bachem, Akaal, Fisher, Alfa Aesar, Acros y Anaspec. Se
usaron las siguientes abreviaturas: cloruro de metileno (DCM), acetato de etilo (EA), hexanos (Hex), dicloroetano (DCE),
dimetilformamida (DMF), acido trifluoroacético, (TFA) tetrahidrofurano (THF), carbonildiimidazol (CDI),
dimetilaminopiridina (DMAP), trietilamina (TEA), metil trifluorometanosulfonato (MeOTf), acido (S)-2-amino-6-(bis-piridin-
2-ilmetil-amino)-hexanoico (dpK), acido glutamico (Glu), diisopropiletilamina (DIEA), benciloxicarbonil (CBZ).

Sintesis de productos intermedios

[0019] Los siguientes compuestos se prepararon todos en rendimientos totales variando de 20-40% después de la via
representada en el esquema 1. El primer paso, realizado a 0°C bajo condiciones inertes utilizé el di-t-butil éster del acido
glutamico con CDI en presencia de base para formar el derivado Glu-urea-imidazol intermedio 2. Este intermedio fue
activado con MeOTf bajo condiciones basicas para producir el imidazol metilado 3, que bajo condiciones inertes
reaccion6 facilmente con aminas. Los grupos protectores de tert-butil éster se eliminaron usando 20% de TFA en DCM
durante 1 a 4 horas a temperatura ambiente. Tras la finalizacién de la desproteccion, las reacciones se concentraron en
un evaporador giratorio o se soplaron en seco con nitrégeno y purificaron o recristalizaron en una columna de silice. Los
productos finales fueron evaluados in vivo e in vitro.

g

oj/o 04,0
MeOTf, DCE
DCM '
/ O

o DI, TEA o i
\~/ jO(\NH;'ch ~ \g/\u NL:}
2

A Grp

N </
0 0O I

j/ ' 1) DpK o cualquier amina o OYOH Z

o ) JOL | “aminoacido o éster de aminoacido :/ (]
~N A
N” N HO PR
\K L/\ H L\; o | 2TFA \/\u N7 coH
@™\ TIo ‘ o

Esquema I. Ruta general para la sintesis de compuestos de PSMA.

Acido L-(S)-2-[(imidazol-1-carbonil)-amino]-pentanodioico di-tert-butil éster (2)

[0020] A una suspension de hidrocloruro de di-t-butil glutamato (15,0 g, 51 mmol) en DCM (150 mL) enfriada a 0°C se
afadio TEA (18 mL) y DMAP (250 mg). Después de agitar durante 5 min. se afiadié CDI (9,0 g, 56 mmol) y la reaccion
se agité durante toda la noche con calentamiento a temperatura ambiente. La reaccion fue diluida con DCM (150 mL) y
lavada con bicarbonato sddico saturado (60 mL), agua (2 X 100 mL) y solucion salina (100mL). La capa organica fue
secada sobre sulfato de sodio y concentrada para dar el producto bruto como un semi sélido, que lentamente se
solidificé en reposo. El material bruto fue triturado con hexano/etil acetato para dar un sélido blanco que fue filtrado,
lavado con hexano (100 mL) y secado para dar el producto deseado (15,9 g, 45 mmol, 88%) como un sdlido blanco. 'H
RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 7,63 (s, 1H), 7,00 (br, 2H), 6,31 (d, 1H), 4,02 (m, 1H), 2,19 (m, 2H), 1,86 (m, 1H), 1,67 (m,
1H), 1,39 (s, 9H), 1,38 (s, 9H). ESMS m/z: 354 (M+H)".
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[0021] Alternativamente, los analogos se pueden preparar a través del isocianato generado in situ usando trifosgeno.
Este método se puede realizar bien por activacion del residuo de glutamato y acoplamiento con un residuo de lisina (via
A) o por activacion del residuo de lisina y acoplamiento de éste con el glutamato (via B) como se muestra en el
esquema 2 a continuacion.

Via A
NHCBZ
| . [ J \'4/ NHCBZ
0.0 T | °N°
_ 0,0 | J J
| tifosgeno | L HNT TCop-Bu ’
i it . - o
© NH o~ | | a z \na
oy ks ¥
o o) o |
hldmgenélisi\ -

NH,
0y, 0 [,
~ o -

)

“vo‘n’”' :" a “COp-8u
o]

hldmgenV
oo o

NHCB2Z NHCBZ [ _ | o I 0w 0

P ] P *’ N r
J trifosgeno ! /] o /

‘ |

_—

HN" TCOz-8u N7 TcogBu | o

Esquema 2

Acido L-(S,S)-2-[3-(5-benciloxicarbonilamino-1-tert-butoxicarbonil-pentil-ureido)-pentanodioico di-tert-butil éster (3)

[0022] Via A. En un matraz de fondo redondo se combinaron 1,8 mL de TEA (13,2 mmol) con 1,8 gramos (6 mmol) de
acido L-glutamico di-tertbutil éster hidrocloruro en 20 mL de DCM. Esta soluciéon se afiade gota a gota durante 45
minutos a una solucién de 10 mL de DCM vy trifosgeno (0,7 g, 2,2 mmol) a 0°C. Después de agitar durante 30 min. mas
una solucion de H-lis-(Z)-O-t-butil éster HCI (2,2 g, 6 mmol) que contiene TEA (1,8 mL, 13 mmol) en 15 mL DCM se
afadio en una parte. La solucién se agité durante 1 hora. La reaccién es concentrada, diluida con 50 mL de acetato de
etilo, lavada 2N NaHSO4 (2x 50 mL), solucién salina (50 mL) y secada sobre sulfato de sodio para producir un aceite
amarillo. Purificacion por cromatografia en columna para dar el producto deseado como un aceite claro con reposo
solidifica a un sélido blanco (1,9 g, 54%).

[0023] Via B. En un matraz de fondo redondo se suspende trifosgeno (2,9 g, 10 mmol) en DCM (50 mL) y se agita a
0°C. Una solucion de H-Lisina(Z) base libre (9,1 g, 27 mmol) y DIEA (10,4 mL, 60 mmol) DCM (50 mL) se afiadi6 gota a
gota a la solucion de trifosgeno durante 2,5 horas. Después de 2,5 horas una solucion de acido L-glutamico di-tertbutil
éster hidrocloruro (8 g, 27 mmol) que contiene DIEA (10,4 mL, 60 mmol) DCM (50 mL) se afiadié en una parte y se dejo
agitar durante 45 minutos. La reaccién fue concentrada hasta que se seco, diluida con 150 mL de acetato de etilo,
lavada con 2N NaHSO4 (2x 200 mL), solucién salina (150 mL) y secada sobre sulfato de sodio para producir un aceite
amarillo. Este aceite fue purificado por cromatografia en columna (SiO,) para dar el producto deseado como un aceite

6
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claro que en reposo solidifica a un soélido blanco (12,0 g, 72%). "H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 7,34 (m, 5H), 5,33-5,28 (m,
3H), 5,08 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 4,38-4,29 (m, 2H), 3,15 (m, 2H), 2,32-2,01 (m, 2H), 1,90-1,50 (m, 8H), 1,43-1,40 (m, 27H,

t-Bu). ESMS m/z: 622 (M+H)".
Y
73
\{/,o\(‘u N" T cozBy
0

Acido 2-[3-(5-amino-1-tert-butoxicarbonil-pentil)-ureido]-pentanodioico di-tert-butil éster (4).

NHCEBZ

[0024] A una solucion de acido 2-[3-(5-benziloxicarbonilamino-1-tert-butoxicarbonil-pentil)-ureido]-pentanodioico di-tert-
butil éster (630 mg, 1,0 mmol) en etanol (20 mL) se afiadié formiato de amonio (630 mg, 10 eqv) seguido de 10% Pd-C y

10 la suspensién se dejo reposar con agitacion ocasional durante toda la noche hasta que se completé. La reaccion fue
filtrada a través de celita y concentrada para dar el producto deseado (479 mg, 98%) como un sélido ceroso. 'H RMN
(400 MHz, CDCl3) & 7,15-6,0 (bm, 4H, NH), 4,29 (m, 2H), 3,02 (m, 2H), 2,33 (m, 2H), 2,06-1,47 (m, 8H), 1,45-1,40 (m,
27H, t-Bu). ESMS m/z: 488 (M+H)".

15
Sintesis de compuestos modelo de nucleo de Glu-Urea-Glu Téter.

[0025] En esta serie un téter se incorpora sobre la cadena lateral de acido glutamico o lisina antes de la conjugacion
para formar el dimero de urea. En el ejemplo a continuacion el acido carboxilico de cadena lateral de uno de los acidos

20 glutdmicos se modifica en un téter para anexar un quelador, atomo o grupo funcional que sea o contenga un
radionucleido (esquema 4).
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Esquema4

Acido 2-{3-[3-(4-amino-butilcarbamoil)-1-metoxicarbonil-propil]-ureido}-pentanodioico di-tert-butil &ster (28)

[0026] A una solucion de N-BOC acido glutamico a-metil éster BOC-Glu(OH)-Ome (960 mg, 3,7 mmol) en DMF (6 mL)
enfriado a 0°C fue afiadido EDC (845 mg, 1,3 eqv) y TEA (1,3 mL). Después de agitar durante 10 min la diamina N-CBZ-
1,4-diaminobutano sal de hidrocloruro mono protegida (1 g, 3,8 mmol) se afiadi6 y la reaccién se dej6é agitar durante
toda la noche con calentamiento a temperatura ambiente. La reaccién cruda fue diluida con EA (100 mL) y lavada con y
lavada con agua (30 mL), 5% aq. Acido citrico (30 mL), sat. bicarbonato sédico (30 mL), agua (30 mL) y solucién salina
(30 mL). La capa organica fue secada sobre sulfato de sodio y concentrada para dar el producto bruto como un jarabe
espeso (2,1 g). Al jarabe obtenido se afiadi6 4 N HCI en dioxano (10 mL) y la reaccion fue agitada a temperatura
ambiente durante 3 h. La concentracion proporcioné un sélido ceroso (1,8 g) como la sal de hidrocloruro. La sal fue
acoplada al acido L-(S)-2-[(imidazol-1-carbonil)-amino]-pentanodioico di-tert-butil éster (2) activado como se describe en
las secciones experimentales precedentes para dar el dimero x totalmente protegido deseado (1,9 g). Este material fue
suspendido en EtOH absoluto (20 mL) formiato de amonio de exceso (5 g) adicionado seguido de 20% Pd(OH). en el
carbono (100 mg) y la suspension se agitd muy despacio durante toda la noche para efectuar la escision del grupo de
proteccion CBZ. La filtracion a través de celita y la concentracion proporcionaron la amina libre deseada (1,4 g, 2,7
mmol, 73%, 4 pasos). 'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 8,41 (br, 2H), 7,36 9br, 1H), 6,44 (bs, 1H), 6,37 (bs, 1H), 4,37-4,29
(m, 2H), 3,71 (s, 3H), 3,20-1,50 (m, 16H), 1,45 (s, 9H), 1,43 (s, 9H). ESMS m/z: 517 (M+H)".

H
0O Q N“MNHZ

O : O
Sintesis de compuestos modelo de nucleo de Glu-urea-X-bencil-Lisina.

[0027] Los siguientes compuestos fueron todos preparados en rendimientos totales que variaron de 20-40% usando la
via representada en el esquema 3. La Glu-urea-lisina Z-desprotegida fue mezclada con el aldehido apropiado (0,9
equivalentes) a temperatura ambiente durante una hora para formar la base de Schiff intermedia. La base de Schiff fue
reducida usando 1 equivalente de triacetoxiborohidruro de sodio. Los compuestos fueron desprotegidos usando 50% de

8



10

15

20

25

30

ES 2547481 T3

TFA en DCM durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la finalizacién, las reacciones fueron concentradas en un
evaporador giratorio o fueron sopladas a seco con nitrégeno y extraidas usando cloruro de metileno y agua. La capa de
agua fue evaporada a seco para dar el producto desprotegido en 40-80% de rendimiento.

X
=7
\ /

NH,

j/ Aldehido

%— Y\ 0J< Agente reductor; R&
e} \n/\N

X = Haluro

Esquema 3. Via general para la sintesis de compuestos de PSMA
halogenados. 4-Trimetilestananil-benzaldehido (5).

[0028] A una solucion de 4-iodobenzaldehido (1,92 g, 8,27 mmol) en dioxano seco (60 mL) se afiadié hexametilditina
(4,1 mL, 19, 8 mmol) seguido de Pd(PhsP)Cl> (150 mg) y la mezcla reactiva se calentd durante 3 h bajo reflujo hasta que
se consider6 completa. La reaccion fue filtrada a través de celita y purificada por cromatografla en columna utilizando
hexanol/etil acetato (9/1) como eluyente para dar (2,24 g, 98%) como un aceite claro. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 9,97
(s, 1H), 7,81 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 0,29 (s, 9H). ESMS m/z: 268 (Sn-agrupamiento).

-

8n
[
Acido 2-{3-[1-tert-butoxicarbonil-5-(4-trimetilstananil-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico di-tert-butil éster (6).

[0029] A una solucion de acido 2-[3-(5-amino-1-tert-butoxicarbonil-pentil)-ureido]-pentanodioico di-tert-butil éster (150
mg, 0,31 mmol) en DCE (10 mL) se afiadid6 4-Trimetilstananil benzaldehido (82 mg, 0,31 mmol) seguido de
triacetoxiborohidruro de sodio (98 mg, 0,47 mmol) y la reaccion se agité durante toda la noche a 40°C. La reaccion fue
concentrada y purificada por cromatografia en columna utilizando hexanos/etil acetato como eIuyente para dar el
producto deseado (88 mg, 38%) como un jarabe espeso que empieza a solidificar con el reposo. 'H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 6 7,48 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,30 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 6,27 (m, 2H, NH), 3,96 (m, 4H), 2,74 (bm, 2H), 2,21 (m
2H), 1,87 (m, 2H), 1,65-1,19 (m, 7H), 1,35 (m, 27H, t-Bu), 0,23 (s, 9H). ESMS m/z: 742 (Sn-agrupamiento).

/

Yor u(:‘“k

Acido (S, S)-2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico (7) (MIP 1033)

[0030] EI mismo procedimiento experimental que se representa en el esquema 1, produjo 8% de acido 2-[3-(5-
benciloxicarbonilamino-1-tert-butoxicarbonil-pentil)-ureido]-pentanodioico  di-tert-butil  éster.  El compuesto fue
desprotegido utilizando los métodos previamente descritos y purificado por HPLC para dar el producto deseado. 'H RMN
(tri-t-butil éster de amina Z-protegida) (400 MHz, CDCls,) & 12,2 (s, 3H), 6,4 (s, 2H), 4,15 (m, 2H), 3,45 (m, 1H), 2,75 (bs,
1H), 2,2 (m, 4H), 1,90 (m, 2H), 1,65 (m, 2H), 1,50 (s, 2H), 1,35 (m, 2H). ESMS m/z: 622 (M-H)".
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NHz
OH

L X
HO -~
m/\u N7 COeH
O
Acido (S)-2-{3-[1-carboxi-2-(4-iodo-fenil)-etil]-ureido}-pentanodioico (11) (MIP-1034).
[0031] El mismo procedimiento experimental que en la sintesis general, produjo 0,038 g, 5% de acido 2-{3-[1-carboxi-2-
(4-iodo-fenil)-etil]- ureldo} pentanodioico di-tert-butil éster. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos

previamente descritos. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 12,40 (s, 3H), 7,65 (dd, 2H), 7,05 (dd, 2H), 6,30 (m, 2H), 4,25 (s,
1H), 4,05 (s, 1H), 2,90 (m, 2H), 2,2 (m, 2H), 1,80 (m, 2H). ESMS m/z: 429 (M)", 451 (M+Na).

7 f©
HOY\H

N™ CogH

Acido (S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(2-iodo-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (12) (MIP 1035).
[0032] El mismo procedimiento general, usando el acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil
éster prewamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos previamente descritos

(5,5 mg, 66%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 12,4 (s, 3H), 8,8 (s, 1H), 7,94 (m, 1H), 7,5 (m, 1H), 7,16 (t, 1H), 6,38 (m,

2H), 4,15 (m, 5H), 3,06 (s, 2H), 2,85 (s, 1H), 2,2 (m, 2H), 1,90 (m, 1H), 1,70 (m, 2H), 1,50 (s, 2H), 1,35 (m, 2H). ESMS
m/z: 536 (M+H)".

NH

HO A A
N 'N° "COoH
W(\H H 2
(S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(3-iodo-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (13) (MIP 1089).

[0033] El mismo procedimiento general, usando acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di-t-butil
éster prewamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos previamente descritos
(4,1 mg, 53%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 12,4 (s, 3H), 8,7 (s, 2H), 7,9 (s, 1H), 7,8 (d, 1H), 7,44 (d, 1H), 7,22 (4,
1H), 6,25 (s, 2H), 4,09 (m, 5H), 2,89 (s, 1H), 2,75 (s, 1H), 2,2 (d, 2H), 1,90 (m, 2H), 1,65 (m, 2H), 1,40 (m, 2H).

I
Y
Oj/OH
<0

HO\[(.\NJLN COH
S5 H H

(S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(4-iodo-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (14) (MIP 1072).
10
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[0034] ElI mismo procedimiento general, usando acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil
éster prewamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos previamente descritos
(12 mg, 66%). 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 6 12,4 (bs, 3H), 8,8 (br, 1H), 7,8 (d, 2H), 7,27 (d, 2H), 6,35 (br, 2H), 4,1 (m
4H), 2,89 (m, 2H), 2,2 (d, 2H), 1,90 (m, 2H), 1,65 (m, 4H), 1,35 (m, 2H). ESMS m/z: 536 (M+H)+.

°jr°” f) !
HO N COgH

(S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(4-fluoro-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (15) (MIP 1090).

[0035] El mismo procedimiento general, usando acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil
ester previamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos previamente descritos.
'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & 12,4 (br, 3H), 8,7 (br, 1H), 7,5 (m, 2H), 7,3 (m, 2H), 6,35 (m, 2H), 4,1 (m, 4H), 2,9 (m,
2H), 2,2 (d, 2H), 1,90 (m, 2H), 1,60 (m, 4H), 1,35 (m, 2H). ESMS m/z: 428 (M+H)+, 450 (M+ Na).

.
OH F

70
O A A
\ﬂ/\ﬁ N"CoH
O
(S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(4-bromo-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (16) (MIP 1094).
[0036] El mismo procedimiento general, usando acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil
éster previamente preparado y protegido. 'H RMN (tri t-butil éster) (400 MHz, CDCls) & 7,52 (d, 2H), 7,32 (d, 2H), 6,28

(m, 2H), 3,98 (m, 2H), 2,55 (t, 2H), 2,48 (t, 2H), 2,22 (m, 2H), 1,85 (m, 2H), 1,62 (m, 2H), 1,45 (m, 2H), 1,37 (s, 27H),
1,28 (m, 2H) ESMS m/z: 642 (M+H)+. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos previamente descritos.

ESMS m/z: 474 (M+H)".
Br
HO OH
Y\H N

Acido (S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(4-iodo-benzoilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (17) (MIP 1044).

[0037] El mismo procedimiento general, usando acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil
ester previamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos previamente descritos.
'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 12,4 (s, 3H), 8,45 (s, 1H), 7,8 (dd, 2H), 7,6 (dd, 2H), 6,3 (s, 2H), 5,75 (s, 1H), 4,1 (m,
4H), 3,2 (s, 2H), 2,25 (d, 2H), 1,90 (m, 1H), 1,65 (m, 2H), 1,4 (m, 2H).
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NH

Ox-OH _ |
ao\cr)r\u

Acido 2-{3-[1-carboxi-5-(4-iodo-bencenosulfonilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (18). (MIP 1097).

N” ~COH
H 2

[0038] En un matraz de fondo redondo acido se suspende 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di-t-butil
éster (300 mg, 0,62 mmol) en agua (10 mL) y 1,4 dioxano (10 mL) y TEA (1,75 mL, 1,25 mmol) se afiadié seguido de
cloruro de 4-iodo-bencenosulfonilo y la mezcla se agité durante toda la noche a 50°C. La mezcla reactiva fue evaporada
a seco, absorbida en DCM y cromatografiada sobre gel de silice para dar el producto deseado (375 mg, 80%) como un
aceite claro. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos previamente descritos seguidos de purlflca0|on por
HPLC para dar el producto deseado MIP-1097 como un sdlido mas blanco (270 gramos, 90% rendimiento). 'H RMN
(400 MHz, DMSO-dg) & 7,97 (d, 2H), 7,68 (t, 1H), 7,53 (d, 2H), 6,35 (dd, 2H), 4,10 (m, 1H), 4,00 (m, 1H), 2,65 (m, 2H),
2,22 (m, 2H), 1,9 (m, 1H), 1,7 (m, 1H), 1,55 (m, 1H), 1,45 (m, 1H), 1,35 (m, 2H), 1,25 (m, 2H), (3 CO2H no visto). ESMS
m/z: 565 (M+H)".

402

OH
H:}\H u OH

Acido 2-(3-{1-carboxi-5-[3-(4-iodo-fenil)-ureido]-pentil}-ureido)-pentanodioico (19) (MIP 1095)

[0039] En un matraz de fondo redondo 4-iodo-fenil se disuelve isocianato (100 mg, 0,41 mmol) en DCM (10 mL) que
contenia TEA (0,057 mL, 0,4 mmol). Acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido] pentanodioico di t-butil éster (200 mg,
0,41 mmol) fue afiadido y agitado durante 3 horas. La mezcla reactiva fue evaporada a seco y la mezcla cruda
absorbida en metanol (5 mL). La adicién gota a gota al agua (20 mL) dio un precipitado blanco que fue recogido y
lavado con agua (20 mL) y secado para proporcionar el tri-tert butil éster deseado como un sélido blanco que fue
desprotegido dlrectamente utilizando el método descrito previamente para dar el producto deseado (158 mg, 53%) como
un solido blanco. "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 8,51 (s, 1H), 7,5 (d, 2H), 7,22 (d, 2H), 6,3 (t, 2H), 6,16 (t, 1H), 4,05 (m

2H), 3,05 (m, 2H), 2,24 (m, 2H), 1,9 (m, 1H), 1,68 (m, 2H), 1,52 (m, 1H), 1,38 (m, 2H), 1,28 (m, 2H), (3 CO2H no visto).

ESMS m/z: 565 (M+H)+.
pEe
< { |
HO. A j\ OH
N™ "N
1NN
0 0

Sintesis de Glu-Urea-B-Fenil Glicinas

Acido (+)3-amino-3-(3-iodo-fenil)-propiénico (20).

12
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[0040] Acido malénico (2,2 g, 21,5 mmol) y 3-iodobenzaldehido (5 g, 21,5 mmol) fueron suspendidos en etanol (50 mL) y
acetato amonico (1,66 g, 21,5 mmol) fue afiadido y la reaccion se calentd a un reflujo durante toda la noche. La reaccion
fue enfriada a temperatura ambiente, f||trada y lavada con etanol seguido de éter y secada para dar el producto (3,4 g,
11,6 mmol, 54%) como un sdlido blanco. "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 7,80 (s, 1H), 7,64 (dd, J = 7,8 Hz, 1H), 7,42
(dd, J=7,6 Hz, 1H), 7,16 (dd, J = 7,8 Hz, 1H), 7,14 (dd, J = 7,6 Hz, 1H), 4,21 (m, 1H), 2,36 (m, 2H).

NH2
HOLC

Acido (t)-3-amino-3-(3-iodo-fenil)-propiénico metil éster (21).

[0041] A una suspensién de acido (+)3-amino-3-(3-iodo-fenil)-propiénico (3,1 g, 10,6 mmol) en metanol se afadié cloruro
de tionilo (0,95 mL, 12,7 mmol) y la reaccion se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. Concentracion
seguida de trituracion con éter da un sélido blanco. El SO|IdO es filtrado, lavado con éter y secado para dar el producto
deseado (3,5 g, 10 mmol, 95%) como un sdlido blanco. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,79 (br, 2H), 8,01 (s, 1H), 7,74
(d, J=8,1Hz, 1H), 7,57 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,21 (dd, J = 8,1,7,8 Hz, 1H), 4,56 (br, 1H), 3,54 (s, 3H), 3,23-3,17 (m, 1H),
3,04-2,98 (m, 1H).

NH,
MeO,C |

Acido (S, R) y (S, S)-2-{3-[1-(3-iodo-fenil)-2-metoxicarbonil-etil]-ureido}-pentanodioico di-tert-butil éster (22).

[0042] Acido 2-[(imidazol-1-carbonil)-amino]-pentanodioico di-tert-butil éster (370 mg, 1,05 mmol) fue disuelto en DCE
(10 mL) y enfriado a 0°C. MeoTf (142 uL, 1,25 mmol) fue afiadido y la reaccién se dejé continuar durante 20 min. Acido
(2)3-amino-3-(3-iodo-fenil)-propionico metil éster (356 mg, 1,045 mmol) se afiadié y la reaccion se dejo calentar a
temperatura ambiente y luego se calenté a 55°C y agit6 durante toda la noche. La reaccion fue diluida con DCM (50 mL)
y lavada con agua (30 mL), 5% aq. Acido citrico (30 mL), sat. bicarbonato sédico (30 mL), agua (30 mL) y solucién
salina (30 mL). La capa organica fue secada sobre sulfato de sodio y concentrada para dar el producto bruto. El
producto fue purlflcado por cromatografia en columna para dar el producto deseado (303 mg, 0,51 mmol, 49%) como
una espuma blanca. 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 7,66 (s, 1H), 7,57 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,07-7,02 (m, 1H),
5,74 (br, 1H), 5,17 (br, 2H), 4,30 (m, 1H), 3,63 (s, 1,5H), 3,62 (s 1,5H), 2,88-2,76 (m, 2H), 2,38-2,24 (m, 2H), 2,10-2,00
(m, 1H), 1,90-1,80 (m, 1H), 1,46 (s, 9H), 1,44 (s, 9H).

\[,om/\g:i COMe

Acido (S, R) y (S, S)-2-{3-[2-carboxi-1-(3-iodo-fenil)-etil]-ureido}-pentanodioico (23).

[0043] A una solucién de acido (+)2-{3-[1-(3-iodo-fenil)-2-metoxicarbonil-etil]-ureido}-pentanodioico di-tert-butil éster (289
mg, 0,49 mmol) fue disuelta en metanol (3 mL) y 2M LiOH (0,5 mL) fueron afadidos y la reaccion se agité a temperatura
ambiente durante toda la noche. La reaccion fue diluida con agua (20 mL) y la capa organica fue extraida con acetato de
etilo (2 X 20 mL) luego acidificada con 1N HCl a pH ~ 2. La capa acuosa fue extraida con acetato de etilo (3 X 20 mL),

secada sobre sulfato de sodio y concentrada para dar el producto bruto (206 mg, 0,36 mmol, 73%) como un sélido
blanco. Al material bruto se afadi6 DCM (2 mL) seguido de TFA (2 mL) y la reaccion fue agitada a temperatura
ambiente durante toda la noche. Concentracion seguida de recnstahzamon a partir de acetato de etilo dio el producto
deseado (22 mg, 0,047 mmol, 10%) como un soélido blanco, 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 6 12,39 (br, 3H), 7,64 (br,
1H), 7,56 (m, 1H), 7,30 (bm, 1H), 7,10 (bm, 1H), 6,72 (bm, 1H), 6,34 (bm, 1H), 4,94 (br, 1H), 4,03 (bm, 1H), 2,64 (br,
2H), 2,20 (br, 2H), 1,86 (br, 1H), 1,71 (br, 1H). ESMS m/z: 463 (M-H)+.
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N
H

HO\f(?\ Ni COH
o H

(S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(2-cloro-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (7) (MIP-1137).

[0044] EI mismo procedimiento general que se muestra en el esquema 1, usando el acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-
pentil)-ureido]-pentanodioico di-t-butil éster previamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido
utilizando los métodos previamente descritos para dar el producto deseado (100 mg, 45%) como un sélido blanco mate.
'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 8 9,0 (br, 3H), 7,63 (d, 1H), 7,2 (m, 2H), 7,15 (d, 1H), 6,30 (d, 2H), 4,1 (m, 4H), 2,9 (br,
2H), 2,2 (m, 2H), 1,90 (m, 2H), 1,60 (m, 4H), 1,35 (m, 2H). ESMS m/z: 444 (M+H)".

|
NH
Oj,OH
HO\[(\.N/&N COH
o H H

(S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(3-cloro-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (8) (MIP 1131).

[0045] ElI mismo procedimiento general que se muestra en el esquema 1, usando el acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-
pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil éster previamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido
utilizando los métodos previamente descritos para producir el producto deseado (200 mg, 90%) como un sélido blanco
mate. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,9 (br, 3H), 7,6 (s, H), 7,43 (m, 3H), 6,39 (br, 2H), 4,1 (m, 4H), 2,9 (br, 2H), 2,2
(m, 2H), 1,90 (m, 2H), 1,60 (m, 4H), 1,35 (m, 2H). ESMS m/z: 444 (M+H)".

e
NH/\.©/
oj-,OH

(o]

(S, S)-2-{3-[1-carboxi-5-(4-cloro-bencilamino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (9) (MIP 1135).

[0046] ElI mismo procedimiento general que se muestra en el esquema 1, usando el acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-
pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil éster previamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido

utilizando los métodos previamente descritos para producir el producto deseado como (10 mg, 66%) como un soélido
blanco mate. ESMS m/z: 444 (M+H)".

LAL

.‘I
5 B
Z
Iz

Acido (S)-2-(3-((R)-5-(bencilamino)-1-carboxipentil)ureido)pentanodioico (10). (MIP-1106).

[0047] El mismo procedimiento general que se muestra en el esquema 1, usando acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-
ureido]-pentanodioico di t-butil éster el previamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido utilizando los
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métodos previamente descritos para producir el producto deseado (5 mg, 47%) como un soélido blanco mate. ESMS m/z:
Qj,OH

410 (M+H)".
w D

MO NN oM
5 H H .

Acido 2-(3-{1-carboxi-5-[3-(fenil)-ureido]-pentil}-ureido)-pentanodioico (11) (MIP 1111).

[0048] En un matraz de fondo redondo fue disuelto fenil isocianato (100 mg, 0,84 mmol) en DCM (10 mL), acido 2-[3-(5-
amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil éster (409 mg, 0,84 mmol) fue afiadido y agitado durante 3 horas.
La mezcla reactiva fue evaporada a seco y la mezcla cruda fue purificada a través de cromatografia flash en columna
2:1 hexanos/etil acetato para propormonar el éster de tert-butilo como un sélido blanco que fue desprotegido usando
TFA/CH,Cl, dando el producto deseado. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 12,5 (s, 3H), 8,54 (s, 1H), 7,40 (dd, 2H), 7,26
(dd, 2H), 6,30 (t, 2H), 6,17 (t, 1H), 4,05 (m, 2H), 3,05 (m, 2H), 2,44 (m, 2H), 1,90 (m, 1H), 1,68 (m, 2H) 1,52 (m, 1H),

1,40 (m, 2H), 1,29 (m, 2H). ESMS m/z: 439 (M+H)".
Bee
OKOH
HO - i OH
N N
TN
O O

Acido 2-(3-{1-carboxi-5-[3-(4-bromo-fenil)-ureido]-pentil}-ureido)-pentanodioico (12) (MIP 1129)

[0049] En un matraz de fondo redondo fue disuelto 4-bromo-fenil isocianato (100 mg, 0,50 mmol) en DCM (10 mL).
Acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil éster (246 mg, 0,50 mmol) fue afiadido y agitado
durante 3 horas. La mezcla reactiva fue evaporada a seco y la mezcla cruda fue purificada a través de cromatografia
flash en columna 2:1 hexanos/etil acetato para dar el tert-butil éster como un sélido blanco que fue desprotegido usando
TFA/CH,Cl, dando el producto deseado. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 12,5 (s, 3H), 8,55 (s, 1H), 7,35 (d, 4H), 6,30 (t,

2H), 6,18 (t, 1H), 4,08 (m, 2H), 3,05 (m, 2H), 2,22 (m, 2H), 1,90 (m, 1H), 1,68 (m, 2H), 1,52 (m, 1H), 1,40 (m, 2H), 1,30

(m, 2H). ESMS m/z: 518 (M+H)".
O§(OH gf
HO
Y\n i

Acido 2-(3-{1-carboxi-5-[3-(4-cloro-fenil)-ureido]-pentil}-ureido)-pentanodioico (13) (MIP 1110)

Br

[0050] En un matraz de fondo redondo, fue disuelto 4-cloro-fenil isocianato (100 mg, 0,65 mmol) en DCM (10 mL) acido
2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico, di-t-butil éster (318 mg, 0,65 mmol) fue afiadido y agitado durante
3 horas. La mezcla reactiva fue evaporada a seco y la mezcla cruda fue purificada a través de cromatografia flash en
columna 2:1 hexanos/etil acetato para dar el tert- butll éster como un sdlido blanco (470 mg, 96%) que fue desprotegido
usando TFA/CH.CI, dando el producto deseado. 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 6 12,5 (s, 3H), 8,35 (s, 1H), 7,40 (dd,
2H), 7,19 (dd, 2H), 6,30 (t, 2H), 6,10 (t, 1H), 4,08 (m, 2H), 3,05 (m, 2H), 2,32 (m, 2H), 1,90 (m, 1H), 1,68 (m, 2H), 1,52
(m, 1H), 1,40 (m, 2H), 1,30 (m, 2H). ESMS m/z: 474 (M+H)".
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Acido (S)-2-(3-((R)-1-carboxi-5-(25iridino25na-1-ilmetilamino)pentil)ureido)pentanodioico. (14) (MIP-1108).

Cl

[0051] ElI mismo procedimiento general que se muestra en el esquema A, usando el acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-
pentil)-ureido]-pentanodioico di f-butil éster previamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido
utlllzando los métodos previamente descritos para producir el producto deseado (51 mg, 70%) como un sdlido blanco
mate. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,9 (br, 3H), 7,95 (m, 5H), 7,6 (m, 2H), 6,35 (br, 2H), 4,1 (m, 4H), 2,9 (br, 2H),
2,55 (m, 2H), 2,25 (m, 2H), 1,70 (m, 4H), 1,3 (m, 2H). ESMS m/z: 460 (M+H)".

NH
jﬁi
Hoj(‘u “COH

Acido 2-(3-{1-carboxi-5-[3-(3-iodo-bencil)-ureido]-pentil}-ureido)-pentanodioico (15) (MIP-1101).

[0052] EI mismo procedimiento general que se muestra en el esquema 2, usando el acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-
pentil)-ureido]-pentanodioico di f-butil éster previamente preparado y protegido. El compuesto fue desprotegido
utilizando los métodos previamente descritos para producir el producto deseado. ESMS m/z: 579 (M+H)".

HNiN
Of)H {
HO : j\ OH
WY

[0053] Los complejos de renio de los inhibidores de SAAC se aislan convenientemente de las reacciones del precursor
facilmente disponible [Nets];[Re(CO)3Brs] con el inhibidor de SAAC. Debido a que los conjuntos donantes
proporcionados por el terminal SAAC estan bien documentados como queladores eficaces para el nucleo {M(CO)s} y
han sido disefiados para adoptar la disposicidn facial requerida acerca del sitio metalico, las preparaciones de los
complejos fueron nada excepcionales.

Experimentacion general de renio:

[0054] El sistema {Re(I)(CO)s}" siguié una reaccion quimica similar a la del nicleo tricarbonil Tc-99m. El uso de
[Nets]2[ReBr3(CO)s], como materia prima llevé a la formaciéon superficial del nucleo fac-{Re(CO)s(L)s3}. El
[Nets]2[ReBr3(CO)s] fue facilmente derivado del [ReBr(CO)s]. La sintesis de los complejos Re(l) fue realizada al
reaccionar [Nets]2[ReBr3(CO)s] con el ligando apropiado TEC en la proporcion de 1:1,2 en 10 ml de metanol. La reaccion
se dejo calentar a 80°C durante 4 horas. Tras el enfriamiento todos los siguientes productos de reaccion fueron
purificados utilizando una columna de silice pequefia con rendimientos que variaron de 10-30%.
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[0055] La tabla 1 inferior es un resumen de inhibidores de PSMA sintetizados investigados.

5
Tabla 1
MIP # X Descripcion del compuesto ICs0 (NM)
- - PMPA 10

1033 - Glu-urea-Lys 498
1137 2-Cl 2-Cl-bencil 245
1131 3-Cl 3-Cl-bencil 277
1135 4-Cl 4-Cl-bencil 2
1106 H Des-halo bencil 2960
1111 H Des-halo diurea 12
1129 4-Br 4-Br-diurea 2
1110 4-Cl 4-Cl-diurea 4
1108 - 2-nafil 154
1101 3 3-I-diurea 10
1027 4-| 4-l-benzoil 3*
1095 4-| 4-|-diurea 10*

Table 1. Resumen de datos de enlace celular in vitro de los derivados de Glu-Urea-Lys adicionales o

reevaluados.

[0056] Analogos de 3-aminoacido MIP-1072

10
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[0057] Analogos de B-aminoacido MIP-1095

OfH
woo A X

B-lisina

Sintesis de complejos modelo de nucleo {Re(CO)3 }+1

[0058] Las propiedades de los metales tecnecio y renio del grupo VII son muy similares debido a su relacién periddica.
Se anticipd que los metales demostrarian una reaccién quimica similar, que es frecuentemente el caso para la quimica
de ftricarbonilo, nitrégeno y tiazol de estos dos metales. Asimismo, debido a su tamafo similar que estabiliza la
configuracion de electrones de espin pareado d® de M(l), el perrenato y el pertecnetato tienen comportamientos de
reaccion muy similares. La sintetizacion de renio-TECs nos permitid una via superficial para caracterizar
estructuralmente los productos. La relacién periédica entre Tc y Re indica que radiofarmacos Tc-99m se pueden disefar
modelando complejos de renio analogos.

[0059] Algunos de los compuestos nuevos fueron sintetizados con cantidades macroscopicas de renlo para la
caracterizacion por métodos convencionales, incluyendo espectrometria de masa, espectrometria de RMN H y 3.
Tras la purificacion, los complejos de renio sintetizados fueron pasados a través de una columna de HPLC para
purificacién e identificacion de tiempos de retencion para comparar con productos de reaccion Tc. Los complejos renio-
TEC fueron también cristalizados.

[0060] Los complejos de renio de los inhibidores de SAAC son convenientemente aislados de las reacciones de los
precursores facilmente disponibles {Re(CO)s(Hzo)s} y [Nets]2[Re(CO)3Brs] con el inhibidor de SAAC. Debido a que los
grupos donantes establecidos por el terminal SAAC estan bien documentados como queladores eficaces para el nicleo
{M(CO)3} y han sido disefiados para adoptar la disposicién facial requerida acerca del sitio metalico, las preparaciones
de los complejos fueron comunes.

Experimentacion general

[0061] El sistema {Re(I)(CO)s}* tuvo una reaccién quimica similar a la del nucleo tricarbonil Tc-99m. El uso de
[Nets]o[ReBr3(CO)s], como materia prima llevd a la formacion superficial del nucleo fac-{Re(CO)s(L)s}. El
[Nets]2[ReBr3(CO)3] fue facilmente derivado del [ReBr(CO)s]. La sintesis de los complejos Re(l) fue realizada al
reaccionar [Nets]2[ReBr3(CO)s] con el ligando TEC apropiado en la proporcion de 1:1,2 en 10 ml de metanol. La reaccion
se dejo calentar a 80°C durante 4 horas. Tras el enfriamiento todos los siguientes productos de reaccion fueron
purificados utilizando una columna de silice pequefa con rendimientos que iban de 10-30%.

[Re(CO)3(2-{3-[3-(Bis-piridin-2-ilmetil-amino)-1-carboxi-propil]-ureido} pentanodietil éster)][Br] (24). 'H RMN (400 MHz,
DMSO-ds) 6 8,65 (dd, 2H), 7,85 (dd, 2H), 7,7 (dd, 4H), 7,25 (dd, 2H), 6,42 (dd, 1H), 6,0 (dd, 1H), 4,5 (m, 2H), 4,16 (m,
2H), 3,80 (m, 4H), 2,45 (m, 2H), 2,0 (dd, 2H), 1,5 (m, 4H), 1,25 (m, 6H). ESMS m/z: 812-815.
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Acido [Re(CO)3 (2-{3-[5-(Bis-piridin-2-ilmetil-amino)-1-carboxi-pentil]-ureido}-pentanodioico)][Br] (25) (MIP 1029). 'H
RMN (400 MHz, DMSO-de) & 12,6 (s, 2H), 8,91 (s, 1H), 8,63 (dd, 2H), 7,85 (dd, 2H), 7,75 (dd, 4H), 7,3 (dd, 2H), 6,44 (d,
H), 6,28 (d, 1H), 4,45 (s, 2H), 4,10 (m, 2H), 3,15 (s, 1H), 2,60 (m, 2H), 2,25 (m, 2H), 1,90 (m, 1H), 1,78 (m, 2H), 1,45 (m,
2H). ESMS m/z: 770-774.

2
Br

[ N e
~N-- -Re(CO)s

l \v

i

7’

' P

HOE/\HJLH CoutH

Acido 2-{3-[1-carboxi-5-(carboximetil-piridin-2-ilmetil-amino)-pentil]-ureido}-pentanodioico (26). EI mismo procedimiento
general, usando el acido 2-[3-(5-amino-1-carboxi-pentil)-ureido]-pentanodioico di t-butil éster prewamente preparado y
protegido. El compuesto fue desprotegido utilizando los métodos previamente descritos (2,2 mg, 65%). 'H RMN (400
MHz, DMSO-dg) 6 8,65 (d, 1H), 7,91 (dd, 1H), 7,56 (d, 1H), 7,45 (dd, 1H), 6,31 (m, 2H), 4,34 (s, 2H) 4,08 (m, 4H), 3,10
(m, 2H), 2,24 (m, 2H), 1,95 (m, 1H), 1,68 (m, 4H), 1,5 (m, 1H), 1,22 (m, 2H). ESMS m/z: 469 (M+H)". M+1 469

Acido [Re(CO)s(2-{3-[1-carboxi-5-(carboximetil-piridin-2-iimetil-amino)-pentil]-ureido}-pentanodioico)] (27). 'H RMN (400
MHz, DMSO-ds) & 8,75 (d, 1H), 8,13 (dd, 1H), 7,69 (d, 1H), 7,57 (dd, 1H), 6,45 (m, 2H), 4,75 (m, 1H), 4,50 (m, 1H), 4,20
(m, 2H), 3,61 (m, 4H), 3,15 (m, 2H), 2,38 (m, 1H), 2,0 (m, 2H), 1,75 (m, 4H), 1,62 (m, 1H), 1,25 (m, 2H). ESMS m/z 779-
782 (M+2Na)".

0---Re(CO)

Sintesis de anéalogos de Glu-Urea-Lys(N-bencil-X) (3).

[0062] Los compuestos de la estructura general 3 fueron preparados en rendimientos totales que varian de 20-40%
utilizando la via general representada en el esquema A. El intermedio sintético clave (1) fue reaccionado con el aldehido
apropiado a temperatura ambiente durante una hora para formar la base de piridina intermedia. La base de piridina no
se aislé pero fue reducida in situ con triacetoxiborohidruro de sodio. Los grupos protectores de t-butil éster fueron
eliminados usando 50% de TFA en DCM durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la finalizacién de la
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desproteccion, las reacciones fueron concentradas en un evaporador giratorio y purificadas por HPLC o cromatografia
en columna rapida para dar los productos deseados (3) en 40-80 % de rendimiento.

)'( X
‘ \ﬂ/ : .
j Ji: _: H ° \f J TEA o c;*f'
J< Na(OAc)3BH - j . j/
0 3 H : N .
%—o\r('\Nj)\N o/]< HOY\M :

X=I,F, Cl,Br o " " oo 0o

Esquema A. Via general para la sintesis de analogos de Glu-Urea-Lys(N-bencil-X) halogenados (3).
Sintesis de analogos de Glu-Urea-Ureido(Fenil-X)

[0063] Los siguientes compuestos de la estructura general 8 fueron preparados en rendimientos totales que varian de
20-60% por la via representada en el esquema B. El intermedio sintético clave (4) fue reaccionado con el fenilisocianato
apropiado a temperatura ambiente para dar los productos intermedios protegidos deseados (5) en rendimientos buenos.
Los grupos protectores de t-butil éster fueron eliminados en presencia de 50% de TFA en DCM durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras la finalizacién, las reacciones fueron concentradas en un evaporador giratorio purificado por
HPLC o recristalizacion para dar los productos deseados (6) en 40-90% de rendimiento.

\/.

X=I,FCl Br

Esquema B. Via general para la sintesis de analogos de Glu-Urea-Ureido(Fenil-X) halogenados.

Preparacion y caracterizacion del marcaje de Tecnetio-99m de complejos radiomarcados
[0064] La preparacion de los complejos marcados con *"Tc se consiguié por adicién de 100uL de una solucién con
[gngC(CO)3(H20)3] a 500pL de 10 M soluciones del inhibidor-SAAC. Las mezclas fueron calentadas a 70°C durante
30 min. Los productos fueron analizados para su pureza radioquimica por HPLC de fase inversa.

[0065] La estabilidad de los compuestos radiomarcados en la solucién y en el suero fueron determinados como funcion
de tiempo y condiciones de solucion. Especificamente, después del radiomarcaje y aislamiento, el producto fue
almacenado a temperatura ambiente durante 6 h después de lo cual se realizé analisis por HPLC para controlar el grado
de retencién de marcador, al igual que la degradacién de producto potencial. La reforma de TcO4 y la presencia del
material reducido TcO; fue analizada.

[0066] Para ayudar en la pred|CC|on de la estabilidad in vivo, se realizaron inoculaciones de ligandos. Especificamente,
las estabilidades de los complejos ™ T¢ fueron investigadas por incubacion de los complejos purificados por HPLC en
5% de suero de raton a temperatura ambiente y 37°C. La capacidad de competencia de ligandos, tal como cisteina y
DTPA, para extraer Tc-99m de los complejos fue estudiada por incubacion de los complejos purificados con soluciones
(PBS pH 7,2) que contenian ligandos competentes a concentraciones finales de 0,1 M.

[0067] Los resultados de los estudios de competencia de marcaje no demostraron ninguna degradacién de los
complejos Tc-99m en 6 horas en el suero o el estudio de ligandos de competencia. Los resultados de la incubacién a
37°C después de 6 horas se muestran en la figura 2.

Yodaciones de DCT

[0068] Preparacion del compuesto marcado con iodina-131 N-[N-[(S)-1,3-dicarboxipropil]lcarbamoil]-S-3-iodo-L-tirosina
(1-131-DCIT) se consiguié por adicion de 100ul de [I-131] Nal en 0,1 N NaOH a una solucién de PBS (pH 7,2) que
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contenia DCT (1mg / mL) en un tubo lodogen™ (Fisher Scientific, Pierce). La mezcla fue agitada en vortex durante 3
minutos y almacenada a temperatura ambiente durante 20 minutos.

[0069] La estabilidad del compuesto radiomarcado en la solucion fue determinada como funcién de tiempo.
Especificamente, después del radiomarcaje y aislamiento, el producto fue almacenado a temperatura ambiente durante
48 h después de lo cual se realizé analisis de HPLC para revisar en busca del grado de retencion de marcador, al igual
que la degradacion de producto potencial. La reforma de Nal y la presencia de los yodatos reducidos fue analizada. Los
resultados del estudio de estabilidad de marcaje no demostraron ninguna degradacién significativa del I-131 DCIT en 2
dias a temperatura ambiente. Los resultados del estudio se muestran en la figura 3.

[0070] La preparacion del compuesto marcado con iodina-131 acido 2-{3-[1-carboxi-5-(4-iodo benzoilamino)-pentil]-
ureido}-pentanodioico (I-131-MIP 1072) se consiguié por adiciéon de 100ul de [I-131] Nal en 0,1 N NaOH con 30 pl
metanol con 0,5% acido acético a una solucion de PBS (pH 7,2) que contenia MIP 1072 (1mg / mL) en un tubo
IODOGEN (Fisher Scientific). La mezcla fue agitada en vortex durante 3 minutos y almacenada a temperatura ambiente
durante 20 minutos.

[0071] La estabilidad del compuesto radiomarcado en la solucion fue determinada como funcién de tiempo.
Especificamente, después del radiomarcaje y aislamiento, el producto fue almacenado a 37 °C durante 3 dias después
de los cuales se realizé analisis de HPLC para controlar el grado de retencion de marcador, al igual que la degradacion
de producto potencial. La reforma de Nal y la presencia de los yodatos reducidos fue analizada. Los resultados del
estudio de estabilidad de marcaje no demostré ninguna degradacion significativa del 1-131 1072 en 3 dias a temperatura
ambiente en DMSO, 10% etanol / solucion salina, PBS a pH 7,2, y 6% de ascorbato / 3% solucion acida gentisica. Los
resultados del estudio se muestran en la figura 4.

Caracterizacion bioldgica de conjugados SAAC-Urea-Glutamato

[0072] Los conjugados SAAC-Urea-Glu recién preparados fueron seleccionados en un ensayo de enlace celular de
cancer de prostata humana, utilizando células LNCaP positivas en PSMA y células PC3 negativas en PSMA. Los
compuestos que demostraron absorcidon especifica o enlace a células positivas de PSMA seran estudiados para
localizacién tumoral in vivo.

[0073] Ensayos de seleccion en frio in vitro frente a 1-131 DCIT. Las células LNCaP y PC3 cancerosas de prostata
humana fueron obtenidas de la American Type Culture Collection, Rockville, MD. Las células LNCaP se mantuvieron en
medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero de bovino fetal (FBS). Las células PC3 se cultivaron en medio F12K
suplementado con 10% de FBS. La unién del compuesto radiomarcado y la competencia con derivados frios para las
células LNCaP y PC-3 fue realizada segun los métodos de Tang et al. (Tang, H.; Brown, M.; Ye, Y.; Huang, G.; Zhang,
Y.; Wang, Y.; Zhai, H.; Chen, X.; Shen, T.Y.; Tenniswood, M., Prostate targeting ligands based on N-acetylated alpha-
linked acidic dipeptidase, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2003, 307, 8-14) con modificaciones apropiadas. Se
colocaron células en placas de 12 pocillos a aproximadamente 4 x 10° células/pocillo y se incubaron durante 48 horas
en una incubadora humedecida a 37 °C/5% de diéxido de carbono antes de afiadir el compuesto. Cada unico conjugado
de SAAC-urea-Glu se preparod y diluyé en el medio de cultivo celular sin suero con 0,5% de albumina de suero bovino
(BSA) en combinacion con 3nM 1-131 DCIT (inhibidor conocido). La unién total fue determinado por incubacion de 1-131
DCIT sin compuesto de prueba. Se incubaron placas a temperatura ambiente durante 1 hora. Las células fueron
quitadas de las placas suavemente con pipeta y transferidas a tubos Eppendorff. Se microcentrifugaron muestras
durante 15 segundos a 10K x g. El medio fue aspirado y el granulado fue lavado dos veces por dispersiéon en el medio
de ensayo fresco seguido de microcentrifugado. La union celular de 1-131 DCIT fue determinada por recuento del
granulado celular en un gammametro automatizado. La unién no especifica fue determinada como los recuentos
asociados a las células después de la incubacion con 2 uM de compuesto no radiomarcado o acido 2-fosfonometil-
pentanodioico (PMPA). Los compuestos de control se representan mas abajo.

Compuestos de control
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[0074] Los dos compuestos clave para los ensayos de enlace se muestran arriba: el I-DCIT (Kozikowski et al) y acido 2-
fosfonometil-pentanodioico (PMPA-derecha), un inhibidor potente con ICso = 6 nM.

[0075] (ii) Seleccion de dosis in vitro. 1-131 DCIT enlazado especificamente a células LNCaP y no a células PC3 como
es evidente por las cuentas desplazables por compuesto no radiomarcado o PMPA soélo en células LNCaP (figura 5).
Las constantes de enlace fueron determinadas por incubacién de células LNCaP con varias cantidades de DCIT no
radiomarcado en presencia de una cantidad constante de 1-131 DCIT y division por la actividad especifica de cada
solucion para determinar el nimero de fmoles de compuesto enlazado (figura 6). El K4 fue determinado para ser 264 nM
y Bmax fue 254 fmoles. Compuesto MIP-1033 que a 2 uM compitié con 1-131 DCIT para la union a células LNCaP , fue
reevaluado a varias dosis para determinar valores IC-50 (figuras 7 y 8). Mientras MIP-1072, MIP-1095 y MIP-1097
mostraron valores IC50 <50 nm el compuesto MIP-1033 mostré un IC-50 497 nM. El compuesto MIP-1029 no compitio
para union (tabla 1).

[0076] Para confirmar los resultados del analisis de Scatchard de la figura 7 que indica internalizacion de MIP-1072 en
células LNCaP , el indice de absorcion de MIP-1072 en células LNCaP fue monitorizado. Cada pocillo se dosificé con
100 nM MIP-1072 (2 uCi%pocillo) a 4 °C y 37 °C. El enlace a PSMA alcanzo el equilibrio después de 15 min como se
demostroé por la meseta de la curva a 4 °C. Las células incubadas a 37 °C siguieron interiorizando MIP-1072 después de
que se alcanzara el equilibrio. Este resultado, figura 10, confirma el Scatchard e indica que MIP-1072 es de hecho
interiorizado.

[0077] (iii) Experimentacion de ensayo de microsoma

Microsomas de higado de rata macho agrupados (1 mg/mL, BD Biosciences), sistema NADPH de regeneracion (1,3 mM
NADP, 3,3 mM glucosa 6-fosfato y 0,4 U/mL glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, BD Biosciences) y compuesto de
prueba (50 uM MIP-1072, 50 uM DCT, y 100 uM Phenacetin) fueron afiadidos a 0,1 M tampodn de fosfato potasico (pH
7,4) para controlar la degradacion catastréfica de los compuestos de prueba. La mezcla fue incubada a 37°C y en el
tiempo indicado (0, 15, 60 min) la reaccidon fue detenida por la adicién de un volumen igual de metanol helado (500 pL).
El lodo resultante fue luego centrifugado a 21,000xG durante 10 min y el sobrenadante fue recogido e inyectado sobre
un modelo LCMS de Agilent MSD SL utilizando un gradiente 95:5 agua:acetonitrilo (con 0,1% de acido férmico) a 40:60
agua:acetonitrilo (con 0,1% de acido formico) y controlando el i6n original solo en el modo de i6n Unico. Los resultados,
mostrados en las figuras 11A y 11B, se expresan como degradacion del i6n original con respecto al punto 0 min.

[0078] La estabilidad de MIP-1072 fue evaluada utilizando microsomas de higado de rata. MIP-1072 (50 y M) y
Phenacetin (100 puM) fueron incubados con microsomas de higado de rata a 37°C durante el tiempo indicado.
Phenacetin fue usado como una sustancia de control conocida por ser metabolizada. MIP-1072 no fue degradado por
los microsomas de higado de rata durante el periodo de incubacion. No obstante, Phenacetin fue degradado por 22%
después de una incubacion de 60 min.

[0079] EI compuesto principal, MIP 1072, fue |-131-marcado para estudios de distribucion de tejido en ratones con
ambos tumores LNCaP (positivo en PSMA) y PC3 (negativo en PSMA) implantados. El compuesto fue radiomarcado por

la via mostrada mas abajo.
NH’\©\
.-' ﬁ/OH [
\}/ HO couH
\g/\ﬂ i ! H H

MIP.1072

[0080] Los resultados de biodistribucion de tejido, fueron consistentes con los datos in vitro, y demostraron absorcion
significativa en los tumores LNCaP (PSMA positivos). Los resultados también mostraron un grado alto de especificidad
con muy poca actividad en los tumores PC3 (PSMA negativos). Un grafico que describe la distribuciéon de ratones se
muestra debajo (figura 12).

[0081] La evaluacion bioldgica que utiliza N-[N-[(S)-1,3-dicarboxipropillcarbamoil]-S-3-iodo-L tirosina (I-131-DCIT) frente
a complejos "frios" demostré ser una primera seleccion rapida, seguido de curvas de dosis para determinar valores
precisos de ICso. La serie principal de compuestos que mostré valores de IC50 < 50nM. Datos in vivo de la serie
principal demostraron alta afinidad, con 3% ID/g acumulando en los tumores LNCaP , y especificidad alta con la
proporcion LNCaP -a-PC3 superior a 15-a1.

Protocolo de lisis de célula LNCaP

2 matraces T75 confluyentes

Lavado células fuera de la placa por pipeta arriba y abajo con medios.

Lavado con 0,32 M sacarosa, recentrifugado

Resuspendido de granulado celular en 1 mL 50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 0,5% Triton X-100
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Centrifugado a 14.000 r.p.m. durante 1 min para precipitar nucleos
Eliminacion sobrenadante y divisién en 50 uL partes alicuotas
Depdsito a-80C

Ensayo de proteina:
[0082] Estandar de proteina Bio-Rad II-1,44 mg/ml

[0083] Dado que se usa detergente en el paso de lisis, activar el reactivo, A" afiadiendo 20 yL de reactivo S a cada 1 mL
de reactivo de A sera necesario para la ejecucion. (Si se forma un precipitado, calentar y agitar en vértex)

Preparar 5 diluciones de proteina - 0, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6 mg/mL

También preparar 1/10, 1/100 y 1/1000 diluciones de la desconocida

Combinacion 25 u L estandar/desconocido, 100 yL A’, 800 pL reactivo B por duplicado. Mezcla después ~15 min

absorbancia de medida a 750 nM
Ensayo NAALADasa:
[0084]

Tampon Rxn: 50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 20 mM CoCl,, 32 mM NaCl

Enfriar NAAG (100 mM materia prima) diluido 1/100 en tampdn Rxn durante 1 mM

Combinar 600 uL tampén y lisato de célula LNCaP (200 ug) Pre-incubar a 37°C durante 3 min Pre-incubar tampon
Rxn y lisato de célula LNCaP durante 3 min a 37°C

Afadir 6 pL de 1 mM NAAG (durante 1 uM concentracién final) enriquecido con 1.000.000 CPM de *H-NAAG (100
pL de 1 mM NAAG + 10uL de 3H-NAAG (10 uCi)). Para competicion afiadir PMPA.

Incubar durante 30 min

En el tiempo indicado, parar la reaccién eliminando 100 uL de la mezcla de reaccion y afiadir un volumen igual de
0,25 M KH2PO4 muy frio, pH 4,3 para parar el rxn

Aplicar %2 de mezcla a 250 mg columna de intercambio de cationes AG 50W-X4 (200-400 malla,

H* forma, hinchar resina con DI H20 antes de usar). Guardar la otra "% para recuento.

Lavar columna con 500 pL 1:1 Rxn Tampo6n/0,25M KH2PO4

Eluir con 3M KCI (1,5 mL)

Recuento 100 uL de la carga, elucién y reaccion (diluido 1:6) para minimizar enfriamiento rapido NOTAS:

Tiempo = 0 valores de control se sustraeran de ?untos de tiempo experimentales

Resultados expresados como proteina de pmol “H-glutamato formada/min/mg

Grant dice solo 10 min para asegurar linealidad, aunque Luthi-Carter, et al (J. Pharm. Exp.Therap. 1998 286(2))
dice que 2 horas aun no tienen ningun efecto en la linealidad y menos del 20% del sustrato consumido
Tratamientos terapéuticos

[0085] Compuestos de la presente pueden utilizarse para inhibir NAALADasa para tratamientos terapéuticos.
Enfermedades que podrian ser receptivas al tratamiento de NAALADasa incluyen neuropatia diabética dolorosa y
sensorial, dafio neuronal y cancer de prostata, esquizofrenia, cancer colorrectal, inflamacion, esclerosis lateral
amiotréfica o neuropatia diabética. Los presentes compuestos también pueden usarse como analgésico. Guia para el
modelaje de tales tratamientos terapéuticos se puede encontrar en Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics, McGraw Hill, 10 edition, 2001, Pharmaceutical Preformulation and Formulation: A Practical Guide from
Candidate Drug Selection to Commercial Dosage Form, CRC, 2001 y Handbook of Pharmaceutical Excipients, AphA
Publications, 5 edition, 2005.

Unién competitiva de analogos (figura 16)

[0086] La capacidad de analogos no radioactivos para competir con ®¥pcIT para la unién a PSMA fue evaluada en
células LNCaP de la linea celular de cancer de prostata humana positiva en PSMA. Las células LNCaP (300,000
células/pocillo) fueron incubadas durante 1 hora con 3 nM [13'I]-DCIT en presencia de 1-10.000 nM MIP-1072 en medio
RPMI-1640 suplementado con 0,5% de albumina de suero bovino, luego lavadas y contadas en un gammametro. Todos
los documentos citados en esta especificacion que incluyen solicitudes de patente se incorporan por referencia en su
integridad.

Unién directa e internalizacién de MIP-1072
[0087] La union directa de '2%_MIP-1072 a células de cancer de prostata fue examinada (figura 17). Las células LNCaP ,
o las células PC3 de la linea celular negativa de PSMA, fueron incubadas en el medio RPMI-1640 suplementado con
0,5% de albumina de suero bovino durante 1 hora con 3 nM 128 _MIP-1072 solo, o en presencia de 10 uM de MIP-1072
no marcado, o 10 yM acido 2-(fosfonometil)-pentanodioico (PMPA), un inhibidor de NAALADasa estructuralmente no
relacionado. Las células fueron lavadas y contadas en un gammametro.
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[0088] La constante de afinidad (Kq) de MIP-1072 fue determinada por analisis de union de saturacion (figura 18). Las
células LNCaP fueron incubadas durante 1 hora con 30-100.000 pM ¥1.MIP-1072 en HBS (50 mM Hepes, pH 7,5, 0,9%
de cloruro sddico) a 4°C o 37 °C en ausencia o presencia de 10 uM de MIP-1072 no marcado (para determinar unién no
especifica). Las células fueron luego lavadas y la cantidad de radioactividad fue medida en un gammametro. El enlace
especifico fue calculado como la diferencia entre unién total y uniéon no especifica. La constante de afinidad (Kq) de la
interaccion de MIP-1072 con PSMA en células LNCaP fue determinada por analisis de unién de saturacion realizado por
valoracion de '®I-MIP-1072 (3 pM - 1.000 nM) en presencia y ausencia de un exceso de MIP-1072 (10 y M) no
radiomarcado. Un Ky de 4,8 nM, y Bnax de 1,490 fmoles/10° células a 4°C fue determinado por analisis de regresion no
lineal utilizando el programa Graph Pad Prism (figura 18). ElI K4 no fue significativamente diferente a 37°C, 8,1 nM. El
Bmax, NO obstante, fue superior a 37°C que a 4°C; 1.490 vs. 4.400 fmol/108 células, respectivamente, indicando
internalizacién de MIP-1072. Los resultados mas abajo son representativos de dos analisis independientes.

[0089] La capacidad de MIP-1072 para interiorizar en células LNCaP fue confirmada por un ensayo de lavado acido
(figura 19). Las células LNCaP fueron incubadas en HBS con 100 nM '2%_MIP-1072 durante 0-2 horas a 4 y 37°C. En el
tiempo indicado los medios fueron eliminados y las células fueron incubadas en el tampén acido moderado (50 mM de
glicina, 150 mM de NaCl, pH 3,0) a 4°C durante 5 minutos. Después de la breve incubacion las células fueron
centrifugadas a 20.000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante y el granulado celular fueron contados en un
gammametro. Para confirmar los resultados del analisis de unién de saturacion que indican internalizacion de MIP-1072
en células LNCaP , monitorizamos el indice de absorciéon de MIP-1072 en células LNCaP. Cada pocillo fue dosificado
con 100 nM de MIP-1072 (2 uCi/pocillo) a 4°C y 37 °C. La unién a PSMA alcanzé el equilibrio después de 15 min como
se ve por la meseta en la curva a 4 °C. Las células incubadas a 37°C contindan interiorizando MIP-1072 después de
que se haya alcanzado el equilibrio. Los resultados muestran un aumento insensible al acido en funcion del tiempo en la
radioactividad asociada al granulado a 37°C pero no a 4°C, lo que indica que 23_MIP-1072 se interioriza a 37°C pero no
a 4°C (figura 19).

Absorcion tumoral y distribucion de tejido de 'I-MIP-1072
[0090] Un analisis cuantitativo de la distribucion de tejido de '23_MIP-1072 fue realizado en grupos separados de ratones
macho NCr Iampiﬁos'/' portadores de xenotransplantes LNCaP positivos en PSMA (aproximadamente 100-200 mm3)
administrado a través de la vena de la cola como una inyeccion en bolo (aproximadamente 2 pCi/raton) en un volumen
constante de 0,05 ml. Los animales (n=5/punto de tiempo) fueron eutanasiados por asfixia con diéxido de carbono a
0,25, 1, 2, 4, 8 y 24 horas tras la inyeccion. Los tejidos (sangre, corazén, pulmones, higado, bazo, rifiones, glandulas
suprarrenales, estdmago, intestinos grueso y delgado (con contenido), testiculos, musculo esquelético, hueso, cerebro,
tejido adiposo y tumor) fueron seccionados, cortados, pesados en humedo, transferidos a tubos plasticos y contados en
un y-contador automatizado (LKB Modelo 1282, Wallac Oy, Finlandia). Para comparar la absorcion de 2 _.MIP-1072 en
LNCaP contra tumores PC3, y para demostrar que el compuesto estaba en el mecanismo a través de competicién con
acido 2-(fosfonometil)-pentanodioico (PMPA), algunos ratones que portaban xenotransplantes LNCaP o PC3 fueron
pretratados con 50 mg/kg de PMPA 5 minutos antes de la inyeccion con 2 _.MIP-1072 y tejidos seleccionados fueron
cosechados a 1 hora después de la inyeccion. La mayor absorcion y exposicion de MIP-1072 fue en el rifién y el
xenoinjerto LNCaP que expresaba altos niveles de PSMA. La absorcion de valor maximo en el rifién fue 158 + 46 %ID/g
a 2 horas y el xenoinjerto LNCaP fue 17 + 6 %ID/g a 1 hora (figura 20). La absorcion en estos tejidos diana fue rapida,
mientras que el lavado fue mas lento en el xenoinjerto LNCaP. 2_MIP-1072 demostré estar en el mecanismo in vivo
como se evidencié por la localizacién de tumores LNCaP que expresan PSMA pero no para tumores PC3 que no
expresan PSMA (figura 21). Ademas, tanto el tumor como los rifiones fueron bloqueados por pretratamiento de los
ratones con PMPA, un inhibidor potente de PSMA.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto segun la formula (1):

o
5 donde: '

R es un arilo sustituido o no sustituido en Cs-C12, un heteroarilo sustituido o no sustituido, un alquilo sustituido o no
sustituido en C4-C¢ 0 -NR'R";
Qes C(0), O, NR', S(0O)2 0 C(O)z;
10 Y es C(0), O, NR', S§(O)2, C(O)2, 0 (CHaz)p;
Z es H o alquilo C+4-Cg4;
mes0,1,2,3,405;
nes0,1,2,3,4,506;
pes0,1,2,3,4,506;

15 R' es independientemente H, un arilo sustituido o no sustituido en Cs-C12, un heteroarilo sustituido o no sustituido o
un alquilo sustituido o no sustituido en C1-Cs, cuando se sustituyen, el arilo, heteroarilo y alquilo se sustituyen con
halégeno, heteroarilo, -NR'R' 0 COOZ;
ademas donde (i) al menos uno de R o R’ es un arilo en Cs-C12 0 un heteroarilo sustituido con un halégeno, o (ii) al
menos uno de R o R' es un heteroarilo;

20 donde el heteroarilo es un heteroarilo en Cs-C12, furanilo, tienilo, pirrolilo o imidazolilo,

y donde el heteroarilo en Ce-C12 es un grupo arilo que tiene de 1 a 3 heteroatomos como atomos de anillo, el resto
de los atomos de anillo son atomos de carbono; o una sal derivada farmacéuticamente aceptable.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde el compuesto es un compuesto segun formula (l1):
25
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3. Compuesto segun la reivindicacién 1 o reivindicacion 2, donde el halégeno es un radiohalégeno.
30 4. Compuesto segun la reivindicacion 3, donde el radiohalégeno es I-123, 1-125, 1-131, -124, Br-75, Br-77 o F-18.

5. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde:
25
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nes0o1;
mes0,1,2,304;
Qes NR';
5 Y es C(O) o CHy; y
R es un arilo sustituido o no sustituido en Ce-C12.

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde R es una fraccién de fenilo sustituida con un

halégeno.
10
7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde el compuesto es:
[
/—-X
b
0 X
Ox_OH Z
X
HO ~ CO.H
0O :
| —x
v
15 ?
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OxOH
X
HO‘, N
O‘ 3
o
2
HN H
Os_-OH
X
HO N H OH
o M o

H

donde los grupos carboxi de cualquiera de los compuestos anteriores se puede sustituir con un alquilo en C4-Cs4, y X se
selecciona del grupo que consiste en halégeno, radiohalégeno, 1-123, 1-125, 1-131, 1-124, Br-75, Br-77 y F-18.

8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde:

nes0o1;

mes0,1,2,304;

Q es NR";

Y es C(O) o CHy;

R es un -CHz (CHz)1.4 CHNR'R'; y

R' es independientemente un alquilo en C4-C; sustituido con una piridina o grupo carboxi.

9. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde el compuesto es un compuesto segun la formula (lib):
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R;.
HNT
~ 1
0] - (@)
N N
Y\H N
OH OH

(Iib)

donde -Y-R se selecciona del grupo que consiste en:

H
N Q@
¥ |\_x"f\n"©x s
Z 0 = o

5
y H; y donde X se selecciona del grupo que consiste en: |, Br, Cl, F y H.
10. Compuesto de la reivindicacién 9, donde el compuesto tiene la estructura:
X
o

11. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el compuesto es:
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12. Complejo quelato de radionucleido que comprende el compuesto o una sal derivada de cualquiera de las
reivindicaciones 1-11.

13. Complejo quelato de radionucleido segun la reivindicaciéon 12, donde el radionucleido es un radionucleido de
formacion de imagenes o un radionucleido terapéutico.

14. Complejo de quelato de radionucleido segun la reivindicacion 12 o reivindicacion 13, donde el radionucleido es un
complejo de quelato (tecnecio-99m)Tc(CO)s o complejo de quelato (renio-186/188)Re(CO)s.

15. Compuesto o una sal derivada de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso como agente de
direccionamiento, como agente de diagndstico o terapéutico para el tratamiento del cancer de prostata y otras
enfermedades relacionadas con la inhibicion de la NAALADasa.
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Figuras 2A-2D
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Figuras 3A-3C
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Biodistribucion de [131]MIP1072 en ratones SCID que portan LNCaP y PC-3
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