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DESCRIPCION

Complejos que emiten alfa-particulas dirigidas a diana que comprenden radiontclido de torio e hidroxipiridinona que
contiene ligando

Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a complejos de is6topos de torio y en particular a complejos de torio-227 con ciertos
ligandos octadentados. La invencién también se refiere al tratamiento de enfermedades, particularmente
enfermedades neoplasicas, que implica la administracion de dichos complejos.

Antecedentes de lainvencidn

La muerte celular especifica puede ser esencial para el tratamiento exitoso de una diversidad de enfermedades en
sujetos mamiferos. Los ejemplos tipicos de estos estan en el tratamiento de enfermedades malignas tales como
sarcomas y carcinomas. Sin embargo, la eliminacién selectiva de ciertos tipos de células también puede jugar un
papel clave en el tratamiento de otras enfermedades, especialmente enfermedades hiperplasicas y neoplasicas.

Los procedimientos mas comunes de tratamiento selectivo actualmente son cirugia, quimioterapia e irradiaciéon con
haz externo. La terapia con radion(clidos dirigidos a la diana, es sin embargo, un area prometedora y en desarrollo
con el potencial de administrar radiacion altamente citotéxica a tipos indeseados de células. Las formas mas
comunes de productos radio farmacéuticos actualmente autorizados para su uso en humanos emplean radiontclidos
beta-emisores y/o gamma- emisores. Sin embargo, ha habido algin interés en el uso de radiondclidos alfa-emisores
en terapia debido a su potencial para muerte celular mas especifica.

El intervalo de radicacién de los alfa-emisores tipicos en los alrededores fisiologicos es en general menor de 100
micrémetros, el equivalente de solo unos pocos diametros celulares. Esto hace a estas fuentes muy adecuadas para
el tratamiento de tumores, incluyendo micro metéastasis, debido a que si son bien dirigidas a la diana, entonces poca
de la energia irradiada pasara mas alla de las células diana. De esta manera, puede reducirse al minimo el dafio al
tejido saludable circundante (véase Feinendegen y col., Radiat Res 148:195-201 (1997)). En contraste, una beta-
particula tiene un intervalo de 1 mm o mas en agua (ver Wilbur, Antibody Immunocon Radiopharm 4: 85-96 (1991)).

La energia de radiacién de alfa-particulas es alta en comparacién con aquella transportada por las beta-particulas,
rayos gamma y rayos X, tipicamente que es 5-8 MeV, o 5 a 10 veces aquella de una beta-particula y 20 o mas
veces la energia de un rayo gamma. De esta manera, este depdsito de una gran cantidad de energia sobre una
distancia muy corta da a-radiacion, una transferencia de energia lineal (LET, por sus siglas en inglés)
excepcionalmente alta, eficiencia bioldgica relativa (RBE, por sus siglas en inglés) alta y relacion de mejora de
oxigeno (OER, por sus siglas en inglés) baja en comparacion a radiacion gamma y beta (véase Hall, "Radiobiology
for the radiologist”, Quinta edicion, Lippincott Wiliams & Wilkins, Philadelphia PA, EUA, 2000). Esto explica la
citotoxicidad excepcional de los radiontclidos alfa-emisores y también impone demandas severas en la seleccion de
dianas biolégicos de estos isotopos y en el nivel de control y estudio de la distribucion de los radiondclidos alfa-
emisores que es necesaria a fin de evitar efectos secundarios inaceptables.

La Tabla 1 a continuacién muestra las propiedades de descomposicién fisica de los alfa-emisores hasta ahora
ampliamente propuestos en la literatura como que tienen posiblemente efectividad terapéutica.

Tabla 1
Nclido Candidato Ta2* Clinicamente probado para
225AC 10,0 dias Leucemia
2Lt 7,2 horas Glioblastoma
213pj 46 minutos  |Leucemia
*2Ra 11,4 dias Metéastasis esquelética
“Ra 3,66 dias Espondilitis anquilosante

* Vida media

Hasta ahora, con respecto a la aplicacién en radioinmnuoterapia, se ha enfocado la atencién principal en ZHpt, 213pj
y °Ac y estos tres nuclidos se han explorado en ensayos de inmunoterapia clinica.

Varios de los radionuclidos que se ha propuesto son de vida corta, es decir, tienen vidas medias de menos de 12
horas. Estas vidas medias cortas hacen dificil producir y distribuir productos radio farmacéuticos a base de estos
radionuclidos de una manera comercial. La administracion de un niclido de vida corta también aumenta la
proporcion de la dosis de radiacion que se emitira en el cuerpo antes de que se alcance el sitio diana.
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La energia de retroceso de la alfa-emision provocara en muchos casos la liberaciéon de nuclidos hijo de la posicién
de descomposicién del precursor. Esta energia de retroceso es suficiente para romper muchos nucleos hijo del
ambiente quimico que puede haber sostenido al precursor, por ejemplo, donde el precursor se volvié complejo por
un ligando tal como un agente quelante. Esto se presentara aun donde el hijo es quimicamente compatible con, es
decir, se volvié complejo por, el mismo ligando. Igualmente, donde el niclido hijo es un gas, particularmente un gas
noble tal como radén, o es quimicamente incompatible con el ligando, este efecto de liberacién aun sera mayor.
Cuando los nuclidos hijo tienen vidas medias de mas de unos pocos segundos, pueden difundirse radiactivos libres
entonces pueden provocar toxicidad sistémica indeseada.

El uso de Torio-227 (T./» = 18,7 dias) bajo condiciones donde se propuso el control del is6topo hijo *Ra unos

pocos afios atras (ver WO 01/60417 y WO 02/05859). Esto fue en situaciones donde se usa un sistema vehiculo que
permite que los nuclidos hijo se retengan por un ambiente cerrado. En un caso, el radionuclido se deposita dentro de
un liposoma y el tamafio sustancial de liposoma (en comparacién a la distancia de retroceso) ayuda a retener a los
nuclidos hijo dentro del liposoma. En el segundo caso, se usan complejos del radionuclido, que buscan el hueso,
gue se incorporan en la matriz 6sea y por lo tanto restringen la liberaciéon de los nuclidos hijo. Estos son
procedimientos potencialmente muy ventajosos, pero la administracion de liposomas no es deseable en algunas
circunstancias y hay mineralizadas para retener los isétopos hijo.

Mas recientemente, se establecio que la toxicidad de los nucleos hijo de *Ra liberados en la descomposicion de

21Th podria tolerarse en el cuerpo del mamifero a un mucho mayor grado que lo que se predijo de pruebas
anteriores en nucleos comparables. En la ausencia de los medios especificos para retener los hijos de radio de torio-
227 analizados anteriormente, la informacion publicamente disponible con respecto a la toxicidad de radio, hace
claro que no fue posible usar torio-227 como un agente terapéutico puesto que las dosis requeridas para lograr un
efecto terapéutico de la descomposicion de torio-227 darian como resultado una dosis altamente téxica y
posiblemente letal de radiacion de la descomposicion de los hijos de radio, es decir, no hay una ventana terapéutica.

El documento WO 04/091668 describe el hallazgo inesperado que existe una ventana de tratamiento terapéutico en
la cual puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de un radiontclido de torio-227 dirigido a un sujeto
(tipicamente un mamifero) sin generar una cantidad de radio-223 suficiente para provocar mielotoxicidad
inaceptable. Por lo tanto, esto puede usarse para tratamiento y profilaxis de todos los tipos de enfermedades tanto
en tejidos 6seos como en sitios de tejido blando.

El documento WO 2006/003123 desvela el uso de Th-226 o radiontclidos madre del mismo, es decir U-230 o Ac-
226, en medicina para el tratamiento de seres humanos y/o mamiferos no humanos, en particular para fines
terapéuticos, diagnosticos (deteccion/formacion de imagenes), profilacticos y de paliacion de dolor. Dependiendo de
las aplicaciones, estos radionudclidos pueden usarse en diversas formas para los fines de tratamiento y/o
diagndstico, en particular en forma catiénica o en forma de radioconjugados o complejos dirigidos al hueso. También
se desvelan los procedimientos de produccién de estos radionuclidos.

En vista de los desarrollos anteriores, ahora es posible emglear ndcleos alfa-emisores de torio-227 en terapia de
endoradionuclidos sin mielotoxicidad letal que resulte del “Ra generado. Sin embargo, la ventana terapéutica
permanece relativamente estrecha y en todos los casos es deseable no administrar méas radioisotopo alfa-emisor a
un sujeto de lo que es absolutamente necesario. El aprovechamiento Gtil de esta nueva ventana terapéutica por lo
tanto se mejoraria en su mayor parte si los nucleos alfa-emisores de torio-227 se pueden volver complejos y se
dirijan a la diana con un alto grado de confiabilidad.

Debido a que los radionuclidos estan constantemente descomponiéndose, el tiempo transcurrido en el manejo del
material entre el aislamiento y la administracion al sujeto es de gran importancia. También seria de considerable
valor si los nucleos alfa-emisores de torio se pueda volver complejos, dirigir a la diana y/o administrar en una forma
que fuera rapida y conveniente de preparar, requiriendo de manera preferente pocos pasos, cortos periodos de
incubacién y/o temperaturas que no afecten de manera irreversible las propiedades de la entidad que se dirija la
diana.

Los presentes inventores ahora han establecido inesperadamente que el uso de un ion de torio-227 4+ complejado
con un ligando octadentado tipo hidroxipiridinona (HOPO) enlazado a un resto dirigido a diana, proporciona un grado
notable de control con respecto al ion de torio-227. Adicionalmente, estos complejos pueden ser relativamente
rapidos y/o faciles de preparar usando los procedimientos descritos en el presente documento.

Sumario de la invencion

Vista desde un aspecto, la presente invencion proporciona por lo tanto un complejo dirigido a una diana de tejido,
que comprende una porcion dirigida a una diana de tejido, un ligando octadentado que contiene hidroxipiridinona y el
ion de un radiondclido alfa-emisor de torio, como se define en las reivindicaciones. Un aspecto particularmente
preferible es dicho complejo dirigido a una diana de tejido que comprende un resto de polipéptido dirigido a diana de
tejido, covalentemente unido a un ligando octadentado que comprende al menos un resto 3,2-hidroxipiridinona,
dicho ligando complejado al ion 4+ del radiontclido 2’ Th alfa-emisor de torio.
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Vista desde un aspecto adicional la presente invencidn proporciona el uso de un complejo dirigido a una diana de
tejido que comprende una porcion dirigida a una diana de tejido un ligando octadentado que contiene
hidroxipiridinona y el ion de un radioniclido alfa-emisor de torio (incluyendo cualquier complejo descrito en el
presente documento) en la elaboracion de un tratamiento para el tratamiento de enfermedad hiperplasica o
neoplasica que incluye cualquier enfermedad tal descrita en el presente documento.

En un aspecto correspondiente, la invencién proporciona un procedimiento de tratamiento de un humano o animal
no humano (particularmente uno en necesidad del mismo) que comprende la administracién de al menos un
complejo dirigido a una diana de tejido que comprende un resto dirigido a una diana de tejido, un ligando
octadentado que contiene hidroxipiridinona y el ion de un radiondclido alfa-emisor de torio (incluyendo cualquier
complejo descrito en el presente documento). Este procedimiento es preferentemente para el tratamiento de
enfermedad hiperplasica o neopléasica incluyendo cualquier enfermedad descrita en el presente documento.

Vista desde un aspecto adicional la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
complejo dirigido a una diana de tejido que comprende un resto dirigido a una diana de tejido, un ligando
octadentado que contiene hidroxipiridinona y el ion de un radiontclido alfa-emisor de torio junto con al menos un
excipiente o vehiculo farmacéutico, como se define en las reivindicaciones. Para distinguir de los complejos de torio
del isétopo de torio que se presenta de forma natural mas abundante, es decir, torio-232 (vida media 10" afios y
eficazmente no radioactivo), se debe entender que los complejos de torio y las composiciones de los mismos,
reivindicadas en el presente documento, incluyen el radioisétopo alfa-emisor de torio (es decir al menos un is6topo
de torio con una vida media de menos de 10° afios, por ejemplo torio-227) a mayor abundancia relativa que la
natural, por ejemplo, al menos un 20 % mayor. Esta necesidad no afecta la definicién del procedimiento de la
invencién donde se requiere explicitamente una cantidad terapéuticamente eficaz de torio-227, pero sera
preferentemente el caso en todos los aspectos.

Vista desde un aspecto aun adicional la invencién también proporciona un kit para su uso en un procedimiento de
acuerdo con la invencion, comprendiendo dicho kit un resto dirigido a una diana de tejido, conjugado a un ligando
octadentado que contiene hidroxipiridinona, como se define en las reivindicaciones. Dicho kit incluira el radiontclido
alfa-emisor de torio **'Th.

Descripcién detallada de la invencidn

En el contexto de la presente invencién, "dirigido a diana de tejido" se usa en el presente documento para indicar
que la sustancia en cuestion (particularmente cuando esta en forma de un conjugado a un complejo de torio), sirve
para localizar por si misma (y en particular para localizar cualquier complejo conjugado de torio) preferencialmente
en al menos un sitio de tejido en el cual es deseada su presencia (por ejemplo para administrar una descomposicion
radioactiva). La porcion dirigida a la diana puede unirse, por ejemplo, a los marcadores de superficie celular (por
ejemplo, receptores, proteinas de transporte, moléculas de adhesion celular, etc.) presentes en las células afectadas
por la enfermedad o en células en la vecindad de células afectadas por la enfermedad. Estos marcadores de
superficie celular incluyen proteinas mas fuertemente expresadas en superficies de células enfermas que en
superficies de células saludables o aquellas mas fuertemente expresadas en superficies celulares durante periodos
de crecimiento o replicacién que durante las fases inactivas. Los componentes presentes en la vecindad de células o
tejidos diana o asociados a los mismos también se pueden utilizar en la diana para terapia de acuerdo con cualquier
aspecto de la invencién. Por ejemplo, los componentes presentes en o liberados en la matriz alrededor de las
células o tejidos diana pueden usarse para la seleccion como diana si la presencia, forma o concentracion permite
que la regién se distinga de tejidos saludables. Los ejemplos de estos son antigenos de matriz tal como tenascina,
gue se asocia con tumores cerebrales pero se expresa en la matriz entre células. Estos antigenos de matriz se
pueden dirigir a la diana por una porcién individual o compuesta dirigida a la diana, como se analiza en el presente
documento.

El resto dirigido a una diana de tejido también puede comprender dos o mas componentes que tienen
colectivamente el efecto de dirigir el complejo de torio hacia el tejido o tejidos diana deseados. Por ejemplo, esto
puede ser donde se administra un componente primero y se una a un tejido, tumor o tipo celular particular (un
agente de union a tejido) y un segundo y/o adicional componente (agente de enlace) se administra de manera
simultanea, o de manera preferentemente posterior, que se une in vivo al agente que se une a tejido. El agente de
enlace se conjugara directamente o de forma indirecta al torio alfa-emisor vuelto complejo, y de esta manera, de
forma colectiva los agentes de enlace y de unién a tejido formaran una porcion dirigida a una diana de tejido. Los
pares especificos adecuados de unién para proporcionar el agente de union a tejido y el agente de enlace con
afinidad mutua son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, biotina con avidina o estreptavidina).

Los diversos aspectos de la invencion como se describe en el presente documento se refieren al tratamiento de
enfermedades, particularmente para la seleccion de dianas selectivas de tejido enfermo, asi como se refiere a
complejos, conjugados, medicamentos, formulaciones, kits, etc., Utiles en dichos procedimientos. En todos los
aspectos, el tejido enfermo puede residir en un sitio Unico en el cuerpo (por ejemplo en el caso de un tumor solido
localizado) o puede residir en una pluralidad de sitios (por ejemplo donde se afecten varias articulaciones en artritis
o0 en el caso de una enfermedad cancerosa distribuida o con metastasis).
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El tejido enfermo que se va a seleccionar como diana puede estar en un sitio de tejido blando, en un sitio de tejido
calcificado o en una pluralidad de sitios que pueden estar todos en tejido blando, todos en tejido calcificado o
pueden incluir al menos un sitio de tejido blando y/o al menos un sitio de tejido calcificado. En una realizacion, se
selecciona como diana al menos un sitio de tejido blando. Los sitios de seleccién como diana y los sitios de origen
de la enfermedad pueden ser los mismos, pero de manera alternativa pueden ser diferentes. Donde este
comprendido mas de un sitio este puede incluir el sitio de origen o puede ser una pluralidad de sitios secundarios.

La expresion "tejido blando" se usa en el presente documento para indicar tejidos que no tienen una matriz
mineralizada "dura". En particular, los tejidos blandos como se usa en la presente pueden ser cualquier tejido que no
sean tejidos esqueléticos. De forma correspondiente "enfermedad de tejido blando" como se usa en el presente
documento indica una enfermedad que se presenta en un "tejido blando" como se usa en el presente documento. La
invencion es particularmente adecuada para el tratamiento de canceres y "enfermedad de tejido blando" abarca de
esta manera carcinomas, sarcomas, mielomas, leucemias, linfomas y canceres de tipos mezclados que se
presentan en cualquier tejido "blando" (es decir, no mineralizado), asi como otras enfermedades no cancerosas de
este tejido. La "enfermedad de tejido blando" cancerosa incluye tumores sélidos que se presentan en tejidos blandos
asi como tumores metastasicos y micro-metastasicos. En realidad, la enfermedad de tejido blando puede
comprender un tumor sélido primario de tejido blando y al menos un tumor metastasico de tejido blando en el 20
mismo paciente. De manera alternativa, la "enfermedad de tejido blando" puede consistir solo de un tumor solido o
solo de metéstasis con el tumor primario que es una enfermedad esquelética.

Es un hallazgo clave reciente que ciertos is6topos alfa-radioactivos de torio (por ejemplo 227Th) se puedan

administrar en una cantidad que sea tanto terapéuticamente eficaz como no genere mielotoxicidad intolerable. Como
se usa en el presente documento, el término "no mielotoéxico de forma aceptable” se usa para indicar que, de
manera mas importante, la cantidad de radio-223 generada por descomposicion del radioisoétopo de torio-227
administrado en general no es suficiente para que sea directamente letal al sujeto. Sera claro a un experto en la
técnica, que sin embargo, la cantidad de dafio a la médula (y la probabilidad de una reaccion letal) que sera un
efecto secundario aceptable del tratamiento, variara de forma significativa con el tipo de enfermedad que se trate,
los dianas del régimen de tratamiento, y la prognosis para el sujeto. Aunque los sujetos preferidos para la presente
invencién son humanos, otros mamiferos, particularmente perros, se beneficiaran del uso de la invencion y el nivel
de dafio aceptable a medula maligna. Una medida bien conocida del nivel de mielotoxicidad es la cuenta de células
de neutréfilos, y en la presente invencion, una cantidad aceptablemente no mielotoxica de *’Ra sera tipicamente
una cantidad controlada tal que la fraccion de neutrofilos en su punto mas bajo (nadir) es no menos de 10 % de la
cuenta antes del tratamiento. De manera preferente, la cantidad aceptablemente no mielotoxica de *Ra sera una
cantidad tal que la fracciéon de células de neutréfilos esta la menos 20 % en nadir y de manera mas preferente al
menos 30 %. La fraccién de células de neutréfilos en nadir de al menos 40 % es lo mas preferido.

Ademas, se pueden usar compuestos que contienen torio radioactivo (por ejemplo 227Th) en regimenes de alta dosis
donde la mielotoxicidad del radio generado (por ejemplo 223Ra) normalmente seria intolerable cuando se incluya
soporte de células madre o un procedimiento comparable de recuperacion. En estos casos, el recuento de
neutrofilos se puede reducir por debajo del 10 % en nadir y excepcionalmente se reducira a 5 %, si es necesario por
abajo de 5 %, con la condicién de que se tomen precauciones adecuadas y se de soporte posterior de células
madre. Son bien conocidas estas técnicas. Un is6topo de torio de interés particular en la presente invencion es torio-
227, y torio-227 es el is6topo preferido para todas las referencias a torio en el presente documento donde lo permite
el contexto. Torio-227 relativamente facil de producir y se puede ?reparar indirectamente de Ra irradiado con
neutrones, que contendrad los nlclidos madre de **’Th, es decir, *’Ac (T1/» = 22 afios). Actinio-227 puede ser
bastante facil de separar de la diana *Ra y usar como un generador para **’Th. Este proceso se puede llevar a
escala industrial si es necesario, y por lo tanto se puede evitar el problema de suministro visto con la mayoria de los
otros alfa-emisores considerados candidatos para radioterapia dirigida a diana molecular.

El torio-227 se descompone a través del radio-223. En este caso, el hijo primario tiene una vida media de 11,4 dias.
A partir de una fuente pura de #1Th, solo se groducen cantidades moderadas de radio durante los pocos primeros
dias. Sin embargo, la toxicidad potencial de *Raes mayor que aquella de 21Th puesto que la emision de *’Ra de
un alfa-particula se sigue en el espacio de minutos por tres alfa-particulas adicionales de los hijos de vida corta
(véase la Tabla 2 a continuacion que expone la sede de descomposicidn para torio-227).

Tabla 2
Niclido |Modo de Descomposicion |[Energia Media de Particula (Mev) |Vida Media
“'Th o 6,02 18,72 dias
““Ra |a 5,78 11,43 dias
"°Rn a 6,88 3,96 sequndos
“®Po |a 7,53 1,78 ms
“pp B 0,45 36,1 minutos
B |a 6,67 2,17 minutos
T B 1,42 4,77 minutos
“"pp Estable
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Parcialmente debido a que genera productos de descomposicién potencialmente peligrosos, no se ha considerado
ampliamente el torio-227 (T1/» = 18,7 dias) para terapia de alfa-particulas.

Se puede administrar torio-227 en cantidades suficientes para proporcionar efectos terapéuticos deseables sin
generar demasiado radio-223 para provocar supresion intolerable de medula 6sea. Es deseable mantener los
isétopos hijo en la region seleccionada como diana de modo que se puedan derivar efectos terapéuticos adicionales
de su descomposicion. Sin embargo, no es necesario mantener el control de los productos de descomposicion de
torio a fin de tener un efecto terapéutico Util sin inducir mielotoxicidad aceptable.

Asumiendo que el efecto de muerte de células tumorales sera principalmente de torio-227 y no de sus hijos, la dosis
probablemente terapéutica de este is6topo se puede establecer por comparacién con otros alfa-emisores. Por
ejemplo, para astatina-211, las dosis terapéuticas en animales han sido tipicamente 2-10 MBq por kg. Al corregir la
vida media y energia, la dosis correspondiente para torio-227 sera al menos 36-2 00 kBq por kg de peso corporal.
Esto estableceria un limite inferior en la cantidad de #'Th gue se puede administrar de manera util con la esperanza
de un efecto terapéutico. Este calculo asume retencién comparable de astatina y torio. Sin embargo, claramente la
vida media de 18,7 dias del torio probablemente dara mas por resultado mayor eliminaciéon de este is6topo antes de
su descomposicién. Estas dosis calculadas por lo tanto se deben considerar normalmente como que es la cantidad
minima eficaz. La dosis terapéutica expresada en términos de **’Th completamente retenido (es decir, >*’Th que no
se elimina del cuerpo) sera tipicamente al menos 18 o 25 kBqg/kg, de manera preferente al menos 3 6 kBg/kg y de
manera més preferente al menos 75 kBg/kg, por ejemplo, 100 kBg/kg o més. Se esperara que mayores cantidades
de torio tengan mayor efecto terapéutico pero no se pueden administrar si aparecen efectos secundarios
intolerables. Igualmente, si el torio se administra en una forma que tiene una vida media biol6gica corta (es decir, la
vida media antes de la eliminacién del cuerpo que tiene aln el torio), entonces, se requeriran mayores cantidades
del radiois6topo para un efecto terapéutico debido a que la mayoria del torio se eliminara antes de su
descomposicién. Sin embargo, habra una disminucién correspondiente en la cantidad de radio-223 generado. Las
cantidades anteriores de torio-227 que se van a administrar cuando el is6topo se retenga completamente, se puedan
relacionar facilmente a dosis equivalentes con vidas medias biolégicas més cortas. Estos célculos son bien
conocidos en la técnica y se dan en el documento WO 04/091668 (por ejemplo en el texto en los Ejemplos 1y 2).

Si un compuesto radiomarcado libera ndclidos hijo, es importante conocer el destino, si es aplicable, de cualquier
nuclido o nuclidos hijos radioactivos. Con #?’Th, el producto hijo principal es ?**Ra, que esta bajo evaluacién clinica
debido a sus propiedades de bisqueda 6sea. El radio-223 se depura de la sangre muy rapidamente y bien se
concentra en el esqueleto o se excreta mediante rutas intestinales Y, renales (véase Larsen, J Nucl Med 43(5,
Supplement) 160P (2002)). El radio-223 liberado in vivo a partir de “ITh por lo tanto no puede afectar el tejido
blando saludable en un mayor grado. En el estudio de Muller en Int. J. Radiat. Biol. 2£:233-243 (1971) con respecto
a la distribucién de #*’Th como la sal disuelta de citrato, se encontré que el ***Ra generado a partir de ’Th en
tejidos blandos se re-distribuy6 facilmente a hueso o se excret6. La toxicidad conocida del radio alfa-emisor,
particularmente a la medula 6sea, de esta manera es una cuestion con las dosis de torio.

Se establecié por primera vez en el documento WO 04/091668 que, en realidad, se puede administrar una dosis de
al menos 200 kBg/kg de Ra y tolerar en sujetos humanos. Estos datos se presentan en esa publicacién. Por lo
tanto, ahora se puede ver que, a pesar de ser ines[z)erado, existe una ventana terapéutica en la cual se puede
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de 21Th (tal como mas de 36 kBg/kg) a un sujeto mamifero sin la
expectacion que ese sujeto sufriria un riesgo inaceptable de mielotoxicidad seria o aun letal. Sin embargo, es
extremadamente importante que se haga el mejor uso de esta ventana terapéutica y por lo tanto es ® esencial que el
torio radiactivo se vuelva complejo de forma rapida y eficiente, y se mantenga con muy alta afinidad de modo que se
administre al sitio diana la proporcion méas grande posible de la dosis.

223 227

La cantidad de “““Ra generada a partir de un producto farmacéutico de ““"Th dependera de la vida media biologica
del compuesto radiomarcado. La situacién ideal seria usar un complejo con una rapida captacion tumoral,
incluyendo internalizacion en la célula tumoral, fuerte retencién tumoral y una corta vida media biologica en tejidos
15 normales. Sin embargo, fueden ser Utiles los complejos con menos de la vida media biol6gica ideal en tanto que
se mantenga la dosis de **®Ra dentro del intervalo tolerable. La cantidad de radio-223 generada in vivo sera un
factor de la cantidad de torio administrada y el tiempo de retencién 20 bioldgica del complejo de torio. La cantidad de
radio-223 generada en cualquier caso particular se puede calcular faciimente por un experto en la técnica. La
cantidad maxima administrable de ?*’Th se determinara por la cantidad de rodio generada in vivo y debe ser menor
que la cantidad que producird un nivel intolerable de efectos secundarios, particularmente mielotoxicidad. Esta
cantidad en general sera menos de 300kBg/kg, particularmente menos de 200 kBg/kg y de manera mas preferente
menos de 170 kBg/kg (por ejemplo menos de 130 kBg/kg). La dosis minima efectiva se determinara por la
citotoxicidad del torio, la susceptibilidad del tejido enfermo a la irradiacion alfa generada y el grado al cual se
combina de manera eficiente el torio, se mantiene y se distribuye por el complejo que selecciona la diana (que es la
combinacidn del ligando y la porcién que se une a diana, en este caso).

El complejo de torio se administra de manera deseable a una dosis de torio-227 de 18 a 400 kBg/kg de peso
corporal, de manera preferente de 36 a 20 0 kBg/kg, (tal como de 50 a 2 00 kBqg/kg) de manera mas preferente de
75 a 170 kBg/kg, especialmente de 100 a 130 kBg/kg. De manera correspondiente, una unidad de dosis individual
puede comprender alrededor de cualquiera de estos intervalos multiplicado por un peso corporal adecuado, tal como
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de 30 a 150 Kg, de manera preferente de 40 a 100 Kg (por ejemplo un intervalo de 540 kBg a 4000 KBq por dosis,
etc.). La dosis de torio, el agente complejante y la ruta de administracion seran de manera mas deseable tal que la
dosis de radio-223 generada in vivo es menor de 300 kBg/kg, de manera mas preferente menos de 200 kBg/kg, de
manera aln mas preferente menos de 150 kBg/kg, especialmente menos de 100 kBg/kg. Nuevamente, esto
proporcionara una exposicion a ?*Ra indicadas al multiplicar estos intervalos por cualquiera de los pesos corporales
indicados. Los niveles de dosis anteriores son preferentemente la dosis completamente retenida de #'Th pero
puede ser la dosis administrada tomando en cuenta que se puede depurar algo de ?'Th del cuerpo antes de que se
descomponga.

Donde la vida media biolégica del complejo #2'Th sea corta en comparacion con la vida media fisica (por ejemplo

menos de 7 dias, especialmente menos de 3 dias) se pueden necesitar dosis administradas significativamente
mayores para proporcionar la dosis retenida equivalente. De esta manera, por ejemplo, una dosis completamente
retenida de 150 kBg/kg es equivalente a un complejo con una vida media de 5 dias administrados a una dosis de
711 kBg/kg. La dosis equivalente administrada para cualquier dosis retenida apropiada se puede calcular de la
velocidad de depuracion bioldgica del complejo usando procedimientos bien conocidos en la técnica.

227 223

Puesto que la descomposmlon de un ndcleo de ““'Th proporciona un, atomo de ““Ra, la retencion y actividad
tera eutlca del ?*’Th estara directamente relacionada con la dosis de *’Ra soportada por el paciente. La cantidad
de **Ra generada en cualquier situacion particular se puede calcular usando procedimientos bien conocidos.

Esta divulgacion incluye un procedimiento para el tratamiento de enfermedad en un sujeto mamifero (como se
describe en el presente documento), comprendiendo dicho procedimiento administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un conjugado que comprende una porcion dirigida a una diana de tejido, un ligando
octadentado (especialmente cualquiera de aquellos descritos en el presente documento) y un isétopo radioactivo de
torio (por ejemplo, torio-227).

Es deseable obviamente, reducir al minimo la exposiciéon de un sujeto al is6topo hijo de *Ra, a menos que se
empleen de forma util las propiedades de este. En particular, la cantidad de radio-223 generada in vivo serd
tipicamente mayor de 40 kBqg/kg, por ejemplo mayor de 60 kBg/Kg. En algunos casos, serd necesario que el *Ra
generado in vivo sea mas de 80 kBg/kg, por ejemplo mayor de 100 o 115 kBg/kg.

Los conjugados marcados con torio-227 en soluciones vehiculos apropiadas se pueden administrar de manera
intravenosa, de forma intracavitaria (por ejemplo intraperitonealmente), de forma subcutdnea, oralmente o
tépicamente, como una aplicacion Unica o en un régimen de aplicacion fraccionada. De manera preferente los
complejos conjugados a la porcion que se selecciona la diana se administraran como soluciones por una ruta
parenteral (por ejemplo, transcutanea), especialmente de forma intravenosa o por una ruta intracavitaria. De manera
preferente, las composiciones de la presente invencion se formularan en solucion estéril para administracion
parenteral.

Se puede usar torio-227 en los procedimientos y productos de la presente invencién solos o en combinacion con
otras modalidades de tratamiento incluyendo cirugia, terapia de radiacion de haz externo, quimioterapia, otros
radiondclidos, o ajuste de temperatura de tejido, etc. Esto forma una realizacion adicional preferida del
procedimiento de la invencién y las formulaciones/medicamentos pueden comprender de manera correspondiente al
menos un agente terapéuticamente activo, adicional, tal como otro agente radioactivo o un agente
quimioterapéutico.

El sujeto también se somete a tratamiento con células madre y/u otra terapia de soporte para reducir los efectos de
la mielotoxicidad inducida por radio-223.

De acuerdo con esta invencion, el *’Th se puede volver complejo al dirigir a la diana los agentes complejantes.

Tipicamente, las porciones que seleccionan la diana tendran un peso molecular de 100 g/mol a varios millones de
g/mol (particularmente 100 g/mol a 1 millén de g/mol), y tendran preferentemente afinidad para un receptor
relacionado a enfermedad ya sea de forma directa, y/o comprenderan un aglutinante pre-administrado adecuado
(por ejemplo blotlna o avidina) unido a una molécula que se ha dirigido a diana en la enfermedad por adelantado
para administrar ?’Th. Las porciones adecuadas que se dirigen a diana incluyen poli- y oligopéptidos, proteinas,
fragmentos de ADN y ARN, aptameros etc., preferentemente una proteina, por ejemplo avidina, estreptavidina, un
anticuerpo policlonal o monoclonal (incluyendo anticuerpos tipo IgG e IgM), o una mezcla de proteinas o fragmentos
0 construcciones de proteina. Son particularmente preferidos anticuerpos, construcciones de anticuerpo, fragmentos
de anticuerpos (por ejemplo fragmentos de FAB o cualquier fragmento que comprende al menos una region de
unién a antigeno), construcciones de fragmentos (por ejemplo anticuerpos de cadena individual) o una mezcla de los
mismos.

También adecuados para su uso son los conjugados terapéuticos de 221Th complejado con un péptido, aminoécido,
hormona esteroidea o no esteroidea, folato, estrégeno, testosterona, biotina, u otros compuestos de union especifica
con peso molecular tipicamente por debajo de 10 000 g/mol.

En general, el ligando octadentado se conjuga directamente o de forma indirecta (por ejemplo mediante una porcién
ligadora) a la porcién que selecciona la diana. Las construcciones generales de este tipo; es decir de metal activo
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(por ejemplo terapéuticamente o diagnésticamente activo) - porcién complejante - porcién ligadora opcional - porcién
que selecciona diana, son bien conocidas en el campo de los radio farmacéuticos dirigidos a diana y agentes de
formacion de imagenes dirigidos a la diana. Sin embargo, esta disponible poco o ninglin trabajo que valore la
adecuabilidad de varios ligandos para uso especifico con iones de torio 4+. En este respecto, se puede tener
referencia por ejemplo a "Handbook of Targeted Delivery of Imaging Agents", Ed. Torchilin, CRC Press, 1995.

Los quelantes previamente conocidos para torio incluyen los quelantes de poliaminopoliacido que comprenden una
estructura de poliazaalcano ciclica o ramificada con grupos éacidos (por ejemplo carboxialquilo) unidos a los
nitrégenos de la estructura. Los ejemplos de estos quelantes incluyen derivados de DOTA tal como de acido p-
isotiocianatobencil-1,4,7,10-tetraazaciclododecan-1,4,7,10-tetraacético (p-SCN-Bz-DOTA) y derivados de DTPA tal
como acido p-isotiocianatobencil-dietilentriaminapentaacético (p-SCN-Bz-DTPA), los primeros que son quelantes
ciclicos, los ultimos quelantes lineales.

Se han ejemplificado anteriormente derivados de acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético, pero
no se pueden usar facilmente procedimientos normales para quelar torio con derivados de DOTA. El calentamiento
del derivado de DOTA con el metal proporciona el quelado de forma efectiva, pero frecuentemente en bajos
rendimientos. Hay una tendencia de que al menos una porcion de ligando se desnaturalice en forma irreversible
durante el procedimiento. Adicionalmente, debido a su relativamente alta susceptibilidad a desnaturalizacion
irreversible, en general es necesario evitar la union de la porcién que selecciona diana hasta que se completen
todos los pasos de calentamiento. Esto adiciona un paso quimico adicional (con todo el trabajo y separacion
necesarios) que se debe llevar a cabo durante el tiempo de vida o descomposicion del isétopo alfa-emisor de torio.
Obviamente, se prefiere no manejar el material alfa-emisor de esta manera o generar el correspondiente desperdicio
a un mayor grado que el necesario. Adicionalmente, todo el tiempo transcurrido al preparar el conjugado desperdicia
una proporcion del torio que se descompondra durante este periodo preparatorio.

Se prefiere que los complejos de torio alfa- emisores y un ligando octadentado, en todos los aspectos de la presente
invencion, se formen o se puedan formar sin calentamiento por encima de 60 °C (por ejemplo sin calentar por
encima de 50 °C), de manera preferente sin calentar por encima de 38 °C y de manera méas preferente sin calentar
por encima de 25 °C.

Adicionalmente, se prefiere que el conjugado de la porcién de seleccién de diana%/ el ligando octadentado se
preparen antes de la adicién del isétopo alfa-emisor de torio (por ejemplo ion de 2 7Th‘”). Los productos de la
invencion de esta manera se forman preferentemente o se pueden formar por formacién de complejos del is6topo
alfa-emisor de torio (por ejemplo ion de 227Th‘”) por un conjugado de un ligando octadentado y una porcion dirigida a
una diana de tejido.

Los quelantes pueden ser moléculas distintas de fosfonato y en una realizacion de la presente invencion, el #'Th no
se unira a ningun grupo fosfonato u otro que selecciona como diana el hueso no administrado con dichos materiales.

Los tipos de compuestos diana que se pueden enlazar a torio (por ejemplo, torio-227) mediante un quelante
octadentado (que comprende una porcidn de acoplamiento como se describe en el presente documento). La porcion
diana se puede seleccionar de grupos diana conocidos, que incluyen anticuerpos monoclonales o policlonales,
factores de crecimiento, péptidos, hormonas, y andlogos de hormonas, folato y derivados de folato, biotina, avidina 'y
estreptavidina o analogos de los mismos. Otros posibles vehiculos pueden ser ARN, ADN, o fragmentos de los
mismos, oligonucledtidos, carbohidratos, lipidos o compuestos producidos al combinar estos grupos con o sin
proteinas, etc.

La porcion diana de tejido puede excluir, en una realizacion, los buscadores 6seos, los liposomas y los anticuerpos
conjugados a folato o fragmentos de anticuerpo. De manera alternativa, se pueden incluir estas porciones.

Las moléculas marcadas con torio (por ejemplo torio-227) de la invencidn se pueden usar para el tratamiento de
enfermedades cancerosas 0 no cancerosas al seleccionar como diana receptores relacionados a la enfermedad.
Tipicamente, este uso médico de 221Th sera por radio inmunoterapia en base al enlace de 21Th por un quelante a un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o a una construccién de anticuerpo o fragmentos de anticuerpo para el
tratamiento de enfermedades cancerosas o no cancerosas. El uso de ?'Th en procedimientos y productos
farmacéuticos de acuerdo con la presente invencion es particularmente adecuado para el tratamiento de cualquier
forma de céncer incluyendo carcinomas, sarcomas, linfomas y leucemias, especialmente cancer del pulmén, mama,
prostata, vejiga, rifion, estdbmago, pancreas, eséfago, cerebro, ovario, Utero, cancer oral, cancer colorrectal,
melanoma, mieloma multiple y linfoma no de Hodgkin.

La cantidad de “**Ra liberada se puede disminuir si la molécula que tiene **’Th tiene una corta vida media de

retencion biolégzica in vivo debido a que el radionuclido se eliminara en su mayor parte antes de que una alta
proporcion del "Th se ha descompuesto a *5Ra. Sin embargo, la cantidad de 22'Th se necesitara aumentar a fin de
permanecer terapéuticamente efectiva, de acuerdo con la presente invencion. Si el agente complejante se
selecciona para distribuir el 2'Th en el interior de las células seleccionadas como diana, esto aumentara
adicionalmente la citotoxicidad especifica y reducira el efecto toxico sistémico de los hijos radioactivos debido a la
retencién al menos parcial de is6topo hijo al sitio tumoral. Ambas de estas caracteristicas amplian la ventana
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227

terapéutica de ““'Th y de esta manera forman realizaciones preferidas de la invencion.

Se pueden tratar pacientes tanto con enfermedad esquelética como del tejido blando tanto por el **’Th como por el

“Ra, generados in vivo por el torio administrado. En este aspecto particularmente venta Joso un componente
terapéutico adicional al tratamiento deriva de la cantidad aceptablemente no mielotdxica de Eor la seleccion
como diana de la enfermedad esquelética. En este procedimiento terapéutico, se utiliza tipicamente Th para tratar
cancer primario y/o metastasico al enlazarlo de forma adecuada al mismo y el ?*Ra generado de la descomposicion
de #'Th se utiliza para tratar enfermedad esquelética relacionada en el mismo sujeto. Esta enfermedad esquelética
puede ser metastasis al esqueleto que resulta de un cancer primario de tejido blando, o puede ser enfermedad
primaria donde el tratamiento de tejido blando va a contrarrestar un cancer metastasico. Ocasionalmente, las
enfermedades de tejido blando y esquelético pueden no estar relacionadas (por ejemplo, el tratamiento adicional de
una enfermedad esquelética en un paciente con una enfermedad reumatoldgica de tejido blando).

Se desvela el uso de un ligando octadentado, particularmente un ligando octadentado que contiene
hidroxipiridinona. Dichos ligandos comprenderan tipicamente al menos un grupo quelante de la siguiente estructura
() de piridina sustituida:

Ry
R, N Re
R3 Rs
R4 I

en la que R; es un grupo N-sustituyente opcional y de esta manera puede estar ausente o se puede seleccionar de
grupos hidrocarbilo, OH, O-hidrocarbilo, SH y S-hidrocarbi, donde cualquiera o cada porcion hidrocarbilo se
selecciona independientemente de grupos hidrocarbilos cortos tal como hidrocarbilo de C1 a C8, incluyendo grupos
alquilo, alquenilo o alquinilo C1 a C8, o puede ser un OH u O-hidrocarbilo. R1 también puede comprender una
porcién ligadora, como se indica mas adelante y/o puede comprender una porcidon de acoplamiento también como
se indica mas adelante.

En la Férmula 1, los grupos Rz a Re se pueden seleccionar cada uno independientemente de H, OH, =O, hidrocarbilo
corto (como se describe en el presente documento), un resto ligador (como se describe en el presente documento)
yl/o un resto acoplador (como se describe en el presente documento). En general, al menos uno de los grupos R; a
Re serd OH. Generalmente, al menos uno de los grupos R, a Rg sera =0. Generalmente, al menos uno de los
grupos R; a Re sera un resto ligador (como se describe en el presente documento). De manera preferente,
exactamente uno de los grupos Rz a Re sera =0. De manera preferente exactamente uno de los grupos R1 a R sera
OH. De manera preferente exactamente uno de los grupos R1 a Re serd una porcidn ligadora (como se describe en
el presente documento). Los grupos restantes R; a Rs pueden ser cualquiera de estas porciones indicadas en el
presente documento, pero son de manera preferente H. Donde una porcion ligadora o cualquier ligador opcional,
grupo quelante o plantilla unida a una porcion ligadora no comprenda una porcién de acoplamiento entonces uno de
los grupos R; a Re es preferentemente una porcion de acoplamiento (como se describe en el presente documento).

Uno de los grupos R1 a Rg sera OH y uno de R; a Rg serda =0 y los grupos OH y =O estaran en atomos vecinos del
anillo. Preferentemente, OH y =O pueden estar en los atomos 1,2; 2,3; 3,2; 3,4; 0 4,3 respectivamente (numeracion
desde el nitrégeno como se esperaria). Los ligandos octadentados que tienen al menos una porcién quelante donde
estan presentes grupos OH y =0 en las posiciones 3 y 2, respectivamente, son altamente preferidos. Los ligandos
octadentados pueden tener 2, 3 0 4 de estos grupos quelantes, donde es altamente preferido 2 0 4 de estos grupos.

Las porciones quelantes adecuadas se pueden formar por procedimientos conocidos en la técnica, que incluyen los
procedimientos descritos en el documento US 5.624.901 (por ejemplo, ejemplos 1 y 2) y el documento
W02008/063721. Como se usa en el presente documento, la expresion “resto conector” (R, en la formula 1) se usa
para indicar una entidad quimica que sirve para unir al menos dos grupos quelantes en los ligandos octadentados,
que forman un componente clave en diversos aspectos de la invencion. Tipicamente, cada grupo quelante (por
ejemplo aquellos de la formula | anterior y/o férmula Il posterior) seran bi- dentados y de este modo cuatro grupos
guelantes, de los cuales al menos uno es de la formula |, estaran tipicamente presentes en el ligando. Estos grupos
guelantes se unen entre si por medio de sus porciones ligadoras. De esta manera, una porcion ligadora (por ejemplo
grupo R posterior) se puede compartir entre mas de un grupo quelante de la férmula | y/o Il. Las porciones ligadoras
también pueden servir como el punto de unién entre el agente complejante del ligando octadentado y la porcion
dirigida a diana. En este caso, al menos una porcién ligadora se unira a una porcion de acoplamiento (R¢). Las
porciones ligadoras adecuadas incluyen grupos hidrocarbilo cortos, tal como hidrocarbilo C1 a C12, incluyendo
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grupo alquilo, alquenilo o alquinilo C1 a C12, incluyendo grupos metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y/o hexilo de
todas las topologias.

Las porciones ligadoras también pueden ser o comprender cualquier otro enlace quimico adecuadamente fuerte que
incluyen grupos ésteres, éteres, amina y/o amida. El numero total de atomos que se unen a las dos porciones
guelantes (contando por la ruta mas corta si existe mas de una ruta) se limitaran en general, para restringir las
porciones quelantes en un arreglo adecuado para formacion de complejo. De esta manera, las porciones ligadoras
se elegiran tipicamente para proporcionar no mas de 15 atomos entre las porciones ligadoras, de manera
preferente, 1 a 12 atomos, y de manera mas preferente 1 a 10 atomos entre las porciones ligadoras. Donde una
porcion ligadora se une a dos porciones quelantes directamente, el ligador sera tipicamente de 1 a 12 atomos de
longitud, de manera preferente de 2 a 10 (tal como de etilo, propilo, n-butilo etc.). Donde la porcién ligadora se une a
una plantilla central (ver méas adelante) entonces cada ligador puede ser mas corto con dos ligadores separados que
unen las porciones quelantes. Una longitud del ligador de 1 a 8 atomos, de manera preferente de 1 a 6 atomos se
puede preferir en este caso (metilo, etilo y propilo que son adecuados, como son grupos tal como aquellos que
tienen un enlace éster, éter, 0 amida en un extremo o0 ambos).

Ademéas de la porcion ligadora, que sirve principalmente para enlazar los varios grupos quelantes de ligando
octadentado entre si y/o a una plantilla central, el octadentado comprende ademas de manera preferente una
"porcion de acoplamiento” (R¢). La funcion de la porcién de acoplamiento es enlazar el ligando octadentado a la
porcion dirigida a diana. Esto se puede lograr ya sea por unidén covalente o no covalente (por ejemplo por un par
especifico de unidn tal como biotina/avidina (estreptavidina). De manera preferente, las porciones de acoplamiento
se enlazaran covalentemente a los grupos quelantes, ya sea por unién covalente directa a uno de los grupos
guelantes o mas tipicamente por unién a una porcién ligadora o plantilla. Si se usan dos o mas porciones de
acoplamiento, cada una se puede unir a cualquiera de los sitios disponibles tal como cualquier plantilla, ligador o
grupo quelante.

En una realizacion, la porcion de acoplamiento puede tener la estructura:
R,—X

en la que R7 es una porcion de formacion de puente, que es un miembro seleccionado de alquilo sustituido o no
sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no
sustituido y heteroarilo sustituido o no sustituido; y X es una porcién de seleccion diana o un grupo funcional
reactivo. Las porciones preferidas de formacion de puente incluyen todos aquellos grupos indicados en el presente
documento como porciones ligadoras adecuadas. Las porciones preferidas de seleccién diana incluyen todas
aquellas descritas en el presente documento y los grupos X reactivo preferidos incluyen cualquier grupo capaz de
formar un enlace covalente una porcion de seleccion diana, que incluye, por ejemplo, grupos COOH, OH, SH, NHR
y COH, donde el R de NHR puede ser H o cualquiera de los grupos hidrocarbilo cortos descritos en el presente
documento. Los grupos altamente preferidos para unién sobre la porcidn de seleccion diana incluyen épsilon-aminas
de residuos de lisina y grupos tiol de residuos de cisteina. Los ejemplos no limitantes de grupos X reactivos
adecuados, incluyen N- hidroxisuccimidilésteres, imidoésteres, acilhaluros, N-maleimidas, alfa-halo-acetilo e
isotiocianatos, donde los tres ultimos son adecuados para reaccion con un grupo tiol.

La porcién de acoplamiento se une de manera preferente, de modo que el ligando octadentado acoplado resultante
sera capaz de sufrir formacion de complejos estables de iones metalicos. La porcién de acoplamiento de esta
manera se enlazara de manera preferente al ligador, plantilla, o porcién quelante en un sitio que no interfiera de
forma significativa con la formacion de complejos. Este sitio estara preferentemente en el ligador o plantilla, de
manera mas preferente en una posicion distante de la superficie que se une a la diana.

Los grupos quelantes preferidos incluyen aquellos de la formula 1l a continuacion:

\,\\
R/ 0
En la formula Il anterior, la porcion =O representa un grupo ceto unido a cualquier carbono del anillo de piridina, el -

OH representa una porcién hidroxi unida a cualquier carbono del anillo de piridina y el -R. representa una porcion
ligadora que se une a la porcién de hidroxipiridinona a otras porciones complejantes para formar el ligando

Re
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octadentado completo. Cualquier porcion ligadora descrita en el presente documento es adecuada como R
incluyendo grupos hidrocarbilo cortos, tal como hidrocarbilo de 1 a 8 atomos de carbono, incluyendo grupo alquilo,
alquenilo o alquinilo C1 a C8, incluyendo grupos metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y/o hexilo de todas las
topologias. R, pueden unirse al anillo de la férmula Il en cualquier atomo del anillo de piridina, tal como atomo de
carbono o nitrégeno. Los grupos R. entonces pueden unirse a su vez directamente a otra porcién quelante, a otro
grupo ligador y/o a un atomo o grupo central, tal como un anillo u otra plantilla (como se describe en el presente
documento). Los ligadores, grupos quelantes y porciones de plantilla opcionales se seleccionan para formar un
ligando octadentado apropiado.

En una realizacion preferida, las porciones -OH y =O de férmula 1l residen en los atomos vecinos del anillo de
piridina, tal que 1,2-; 2,3-, 3,2-; 4,3-; y 3,4-hidroxipiridinona son todos altamente adecuados. En un aspecto de la
divulgacion, donde el grupo OH o la porcién ligadora Ry residen en el nitrégeno del anillo de piridina, en general esta
ausente el grupo Ry. De acuerdo con la invencion, Ry estad presente y se selecciona de grupos hidrocarbilo
sustituidos o no sustituidos, particularmente los grupos hidrocarbilo cortos indicados en el presente documento.

En una realizacién preferida, al menos una porcién de 3,2-hidroxipiridinona esta presente en la estructura del ligando
octadentado. Esta se puede sustituir evidentemente por cualquiera de las diversas porciones sustituyentes indicadas
en el presente documento.

Puesto que cada una de las porciones de la formula Il tiene dos oxigenos potencialmente complejantes, una
realizacion de la presente invencion proporciona un ligando octadentado que comprende al menos 2, de manera
preferente al menos 3 y de manera mucho més preferente 4 porciones independientemente elegidas de la formula 1.
Cada porcion de formula 1l puede tener un patrén de sustitucion independiente, pero en una realizacion preferida, al
menos una porcién es una porcién de 3,2-hidroxipiridinona. El ligando puede incluir 2, 3 0 4 porciones de 3,2-
hidroxipiridinona (sustituidas como se apropiado, como se describe en el presente documento).

Cada porcién de féormula | o Il en el ligando octadentado se puede unir al resto del ligando por cualquier grupo
ligador apropiado tal como se analiza en el presente documento y en cualquier topologia apropiada. Por ejemplo, se
pueden unir cuatro grupos de férmula | por sus grupos ligadores a una estructura para formar un ligando lineal, o se
pueden poner en puente por grupos ligadores para formar una estructura tipo "oligémero", que puede ser lineal o
ciclica. De manera alternativa, las porciones de ligando de férmulas | y/o Il se pueden unir en una topografia de
"cruz" o "estrella" a un grupo o &tomo central, cada uno por un ligador (por ejemplo, porcién "R."). Las porciones
ligadoras (R.) pueden unirse Unicamente a través de enlaces carbono-carbono, o puede unirse entre si, a otros
grupos quelantes, a una estructura, plantilla, porcion de acoplamiento u otro ligador por cualquier funcionalidad
apropiadamente fuerte incluyendo un enlace de amina, amida, éster, éter, tio-éter o disulfuro.

Una disposicion "estelar" de acuerdo con la presente invencion se indica en la formula 11l a continuacion:

Rn
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En la que todos los grupos y posiciones son como se indican en las reivindicaciones. "T" es un grupo plantilla, tal
como un atomo de carbono, cadena de hidrocarbi (tal como cualquiera de aquellos descritos anteriormente en el
presente documento), anillo alifatico o aromatico (incluyendo anillos heterociclicos) o sistema de anillo fusionado. La
plantilla mas basica sera un carbono individual, que entonces se unira a cada de las porciones quelantes por sus
grupos de enlace. Las cadenas mas largas, tal como etilo o propilo son igualmente viables con dos porciones
guelantes que se unen a cada extremo de la plantilla. De forma evidente, cualquier enlace adecuadamente fuerte se
puede usar al unir la plantilla y porciones ligadoras incluyendo enlaces carbono-carbono, enlaces de éster, éter,
amina, amida, tio-éter o disulfuro.

En la estructura de formula lll, los grupos Ry y R pueden ser los mismos tal que las porciones quelantes se unan a
la plantilla T a través del atomo de nitrégeno del anillo de piridina. Esto proporciona estructuras del tipo lllb a

continuacion:
no—\_ (\

a

N
HO /RL
/\N
HO \ / 0
o b
Evidentemente, en las estructuras de formula Il, Ill, llib, IV e Vb, estas posiciones del anillo o anillos de piridina que

de otro modo no estan sustituidas (por ejemplo, por una porcion ligadora o de acoplamiento) pueden tener
sustituyentes descritos para R1 a Rs en la férmula |, como sea apropiado. En particular, pueden estar presentes
pequefios sustituyentes de alquilo, tal como grupos metilo, etilo o propilo en cualquier posicién.

El ligando octadentado comprenderd adicionalmente al menos una porcion de acoplamiento como se describe
anteriormente. Esta puede ser cualquier estructura adecuada, incluyendo cualquiera de aquellas indicadas en el
presente documento y terminara con la porcién diana, un aglutinante especifico o un grupo funcional capaz de
enlazar esta porcidn diana o aglutinante especifico. La porcidon de acoplamiento puede unirse a cualquier punto
adecuado del ligador, plantilla o porcién quelante, tal como los puntos a), b) y/o ¢) como se indica en la férmula Ill.
La union de la porcién de acoplamiento puede ser por cualquier enlace adecuadamente fuerte tal como enlaces
carbono-carbono, enlaces de éster, éter, amina, amida, tio-éter o disulfuro. De manera similar, los grupos capaces
de formar cualquier de estos enlaces a la porcion de seleccion a diana son adecuados para el extremo funcional de
la porcion de acoplamiento y esa porcion terminaran con estos grupos cuando se una a la porcion de seleccién a
diana.

Una estructura alternativa tipo "cadena principal" de acuerdo con la presente invencion se indica a continuacion en
la Férmula IV
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TN TN TN TN
/N /N /N /N
HO I\ HO L HO I\ HO k
b —pg 5 R/’ S R, S R, S
" Rg Rs Rs >
¢! el ‘RB ------ *

En donde todos los grupos y posiciones son como se indican en las reivindicaciones y "Rg" es adicionalmente una
porciébn de cadena principal, que tipicamente serd de estructura similar y funcién similar a cualquiera de las
porciones ligadoras indicadas en el presente documento, y de esta manera, cualquier definicion de una porcion
ligadora puede tomarse para aplicarse a la porcion y cadena principal donde lo permita el contexto. Las porciones de
estructura elemental adecuadas formaran un nicleo molecular en el cual se unen las porciones quelantes por medio
de sus grupos ligadores. Habitualmente, se requieren tres o cuatro porciones de cadena principal. Tipicamente, esto
sera tres para una cadena principal lineal o cuatro si la cadena principal esta ciclada. Las porciones de cadena
principal particularmente preferidas incluyen cadenas de hidrocarburos cortos (tal como aquellas descritas en el
presente documento) que tienen opcionalmente un heteroatomo o porcién funcional en uno o ambos extremos. Los
grupos amina y amida son particularmente adecuados a este respecto. La porcién de acoplamiento puede unirse a
cualquier punto adecuado del ligador, cadena principal o porcién quelante, tal como en los puntos a), b) y/o ¢') como
se indica en la formula 1V. La unién de la porcion de acoplamiento puede ser por cualquier enlace adecuadamente
fuerte tal como enlaces carbono-carbono, enlaces de éster, éter, amina, amida, tio-éter o disulfuro. De manera
similar, los grupos capaces de formar cualquier de estos parte de seleccion a diana.

Como con la Férmula lll, en la estructura de formula IV los grupos Ry y R. pueden ser los mismos tal que las
porciones quelantes se unen a la cadena principal Rb a través del &tomo de nitrégeno del anillo de piridina. Esto
proporciona estructuras del tipo IVb a continuacion:
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HO / HO HQO, HO

b — R/ R/

Vb

Un ejemplo de un ligando octadentado tipo "cadena principal" que tiene dos porciones quelantes de 1, 2 y dos de
3,2-HOPO unidas a una cadena principal por grupos ligadores de amida sera la formula V como sigue:

5 Los ligandos octadentados "en plantilla® de ejemplo, teniendo cada uno cuatro porciones quelantes de 3,2-HOPO
enlazadas por grupos etilamida a etil y propildiamina, respectivamente, serian las formulas VIy VII, como sigue:

TI‘\,{,O ﬂ o
A M 2 L .S
N : ;3\1

O THH OF T

B Y \“‘“‘:N
ot —

QI Q. NMB

St i

T.KIL,H g

L L4

Sy ‘ O
|

VI

Nétese que en las formulas anteriores, los nitrégenos libres de las porciones de 3,2-HOPO se sustituyen con grupos
metilo y los pequefios grupos de hidrocarbilo tal como metilo o etilo son preferibles en esta posicién (R1 en la
10 Foérmula | o Ry en la férmula II).

Un ligando octadentado "en plantilla" ejemplar que tiene cuatro porciones quelantes de 3,2-HOPO enlazadas por el
nitrégeno en el anillo de HOPO al amina-ciclano seria de férmula VIIl como sigue:

14
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VIl

Como se indica anteriormente, el ligando octadentado incluird tipicamente una porcion de acoplamiento que pueden
unirse al resto del ligando en cualquier punto. Un compuesto de ejemplo con una porcién funcionalizada que termine
en la porcién de acoplamiento, de acuerdo con esta realizacion, es la estructura I1X a continuacion:

IX

Se hace referencia adicional a Gordon AEV vy col, Rational design of sequestering agents for plutonium and other
actinides. Chem. Rev. 2003, 103, 4207- 4282, Solicitud de Patente PCT WO 2008/063721 A2 y T.N. Lambert y col.,
Tetrahedron Letters 43 (2002) 7379-7383.

La invencion se ilustra adicionalmente por las figuras anexas, en las que:

La Figura 1 - muestra el cromatograma de la mezcla de reaccion de ***Th* (HNOs) y 1 mg/ml ALG-DD-NCS en
DMSO (relacion tedrica 2:3) después de 15 minutos a temperatura ambiente. Hay cantidades significativas del
complejo 22Th-ALG-DD-NCS (tr = 5,74 min; m/z 1328,5) y ninguna traza del ligando libore ALG-DD-NCS (tr =
5,36).

La Figura 2 - muestra el espectro masico del complejo #2Th-ALG-DD-NCS (m/z 1328,3949).

La Figura 3 - muestra el cromatograma de la mezcla de reaccién de Fe® (HNO3) y 1 mg/ml ALG-DD-NCS en
DMSO (relacion tedrica 2:3) después de 15 minutos a temperatura ambiente. Hay cantidades significativas del
complejo Fe-ALG-DD-NCS (tgr = 5,81 rain; m/z 1153,51), y ninguna traza del ligando libre ALG-DD-NCS (tr =
5,36 min).

La Figura 4 - muestra el espectro masico del complejo Fe-ALG-DD-NCS (m/z 1153,3002).

La Figura 5 - muestra el cromatograma de la mezcla de reaccion de In®* (HCl) y 1 mg/ml ALG-DD-NCS en
DMSO (relacion tedrica 2:3) después de 15 minutos a temperatura ambiente. Hay cantidades significativas del
complejo In-ALG- DD-NCS (tr = 5,95 min; m/z 1212,5), ninguna traza de ligando libre ALG-DD-NCS (tr =5,36
min).

La Figura 6: - muestra el espectro de masa del complejo In-ALG-DD-NCS (m/z 1212,2666).
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La Figura 7 - muestra el cromatograma de la mezcla de reaccion de ***Th*" (HNO3) y 1 mg/ml ALG1005-38 en
tampon de acetato, pH 5,5, después de 10 minutos a temperatura ambiente (relacion teérica 1:3). Hay
cantidades significativas del complejo 2%2Th-ALG-1005-1038 (tr = 3,56; m/z 1184,51) y residuos del ligando libre
ALG1005-38 (tr = 3,20).

La Figura 8 - muestra el espectro de masa del complejo 22Th-ALG1005-38 (m/z 1184,4662).

La Figura 9 - muestra el cromatograma de la mezcla de reaccion de Fe®" (HNO3) y 1 mg/ml ALG1005-38 en
tampon de acetato, pH 5,5, después de 10 minutos a temperatura ambiente (relacion tedrica 1:3). Hay
cantidades significativas del complejo Fe-ALG1005-38 (tr = 3,70; m/z 1009,5) y residuos de ligando libre
ALG1005-38 (tr = 3,22).

La Figura 10 - muestra el espectro de masa del complejo Fe-ALG1005-38 (m/z 1009,3727).

La Figura 11 - muestra el cromatograma de la mezcla de reaccion de In®* (HCIl) y 1 mg/ml ALG1005-38 en
tampoén de acetato, pH 5,5, después de 10 minutos a temperatura ambiente (relacion tedrica 1:3). Hay
cantidades significativas del complejo In-ALG1005-38 (tr = 3,72; m/z 1068,5) y solo trazas del ligando libre
ALG1005-38 (tr = 3,21).

La Figura 12 - muestra el espectro masico del complejo In-ALG1005-38 (m/z 1068,3485).

La Figura 13 - muestra el cromatograma de la mezcla de reaccion de Ga** (HCI) y 1 mg/ml ALG1005-38 en
tampdn de acetato, pH 5,5, después de 10 minutos a temperatura ambiente (relacion teérica 1:3). Cantidades
significativas del complejo Ga-ALG1005-1038 (tr = 3,65; m/z 1022,5) y residuos del ligando libre ALG1005-38 (tr
=3.21).

La Figura 14 - muestra el espectro masico del complejo Ga-ALG1005-1038 (m/z 1022,3571).

La Figura 15 - muestra el cromatograma de la mezcla de reaccién de 2?Th*" (HCI) y 1 mg/ml Bb-1-HOPO-1-
DEBN (relacion tetrica 2:3) después de 15 minutos a temperatura ambiente. Hay cantidades significativas del
complejo ***Th-Bb-1-HOPO-1-DEBN (t = 3,52). Trazo superior; Cromatograma de Masa de m/z 1222,5. Trazo
inferior: UV a 330 nm.

La Figura 16 - muestra el espectro masico del complejo ***Th-Bb-1-HOPO-1-DEBN (m/z 1222,5).

La Figura 17 - muestra la cantidad calculada de **’Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab y **’Th libre unido a
§Ze7dimentos de células SK-OV-3 en el dia 0-7, mostrada como la descomposicion corregida para la actividad de
Th (cpm).

La Figura 18 - muestra los valores normalizados de luminiscencia para células SK-OV-3 tratadas con (1) medio
regular (control); (22) 20 pg/ml de trastuzumab; (3) 20 kBg/ml *’Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab (10166 Ba/ug); y
(4) 20 kBg/ml de **"Th libre.

La Figura 19 - muestra un ensayo clonogénico de 1000 células SK-OV-3 individuales tratadas con (1) medio
regular (control); trastuzumab (2), (3) **'Th libre, y (4) Th?*’-ALG-DD-NCS-trastuzumab (10166 Bq/ug). (Media +
SD, n =3).

La Figura 20 - muestra un ensayo clonogénico de 3000 células individuales SK-OV-3 tratadas con (1) medio
regular (control), (2) trastuzumab, (3) %*'Th libre, y (4) Th**’-ALG-DD-NCS trastuzumab (10166 Bq/ug) . (Media +
SD, n =3).

La Figura 21 - muestra la distribuciéon en érgano del Th*’-ALG-DD-NCS-trastuzumab (2700 Bqg/ug) en ratones
desnudos Balb/c con xenoinjertos SK-OV-3, después de la biodistribucion durante 24 horas y 4 dias. (Media +
SD, n=5).

La invencion ahora se ilustrara por los siguientes Ejemplos. Todos los compuestos ejemplificados en los ejemplos
(excepto los ejemplos 12, 13 y 15) forman realizaciones preferidas de la invencion (incluyendo intermedios y
precursores preferidos) y pueden usarse de manera individual o en cualquier combinacién en cualquier aspecto
donde los permita el contexto. De esta manera, por ejemplo, cada uno y todos los compuestos 2 a 4 del Ejemplo 2,
compuesto 10 del Ejemplo 3 y compuesto 7 del Ejemplo 4 forman realizaciones preferidas de sus diversos tipos.

Ejemplo 1- Aislamiento de torio-227 Puro

Se aisla Torio-227 a partir de fuente de actinio- 227. Se produjo actinio-227 a través de irradiacién de neutrones
térmicos de radio-226 seguido por la descomposicién de Radio-227 (ti2 = 42,2 m) a actinio-227. Se retuvo
selectivamente el Torio-227 de una mezcla de composicién de actinio-227 en solucion 8 M de HNOs; por
cromatografia de intercambio aniénico. Se usa una columna de 2 mm de diametro interno,
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30 mm de longitud, que contiene 70 mg de resina AG® 1-X8 (malla 200-400, forma de nitrato). Después del actinio-
227, el radio-223 e hijos se eluyeron de la columna, se extrajo el torio-227 de la columna con HCI 12 M. El producto
eluido que contiene

Torio-227 se evapor6 a sequedad y el residuo se suspendioé en HCI 0,01 M.

Ejemplo 2 - Sintesis de ALG-DD-NCS

?ﬁ%ﬁﬂm

0
BnO

|

|

0] N

| |
(0]
HN

0" 'NH

?ﬂﬁ

HN 0 NHBoc

Y
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Se afadieron 3-benciloxi-1-metil-4-(2-tioxotiazolidin-1-il)carbonil-2(1H)-piridinona (sintetizado de acuerdo con
Raymond, K.; Xu, J., US 5.624.901) (2,22 mmol, 0,8 g), trietilamina (0,31 ml, 2,22 mmol) y DMAP (5 mg) a una
solucién de éster terc-butilico del acido [5-amino-6-((2-amino-etil)-{2-[bis-(2-amino-etil)-amino]etil}-amino)-hexil]-
carbamico (BocLys-H(2,2)amina) (sintetizada de acuerdo con Raymond, K.; Corneillie, T.M;. Xu. J. documento WO
2008/063721 A2) (0,204 g, 0,505 mmol) en diclorometano (80 ml). Esta mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante la noche y luego se evapord a sequedad. El residuo se disolvié en diclorometano y se carg6 sobre una
columna instantanea de gel de silice y se eluyé con un gradiente de metanol al 2-8 % en diclorometano. Las
fracciones apropiadas se recolectaron y evaporaron a sequedad para dar ALG-001 (1) (-0,4 g) como un aceite
espeso color beige palido.

MS (ESI, pos) m/z 1369 [M+H]", m/z 1391 [M+Na]"

Se disolvio ALG-001 (1) (280 mg, 0,205 mmol) en &cido acético glacial (20 ml), se afiadi6 Pd(OH), al 20 % y
catalizador en carbon (60 mg), y la mezcla se hidrogeno a 2,81-3,16 kg/cm2 a temperatura ambiente durante la
noche. La filtracion se sigui6 de evaporacion giratoria para dar ALG-DEBN (2) (-260 mg, con trazas de acido
acético) como aceite espeso color rojo vino.

MS (ESI, pos): m/z 1007 [M+H]®, m/z 1029 [M+Na]"
Se disolvi6 ALG-DEBN (2) (70 mg) en MeOH/diclorometano 2:1 (15 ml) a temperatura ambiente. Después se

afiadieron 0,5 g de resina Amberlyst-15 limpiada y la mezcla se agitdé suavemente durante la noche. La resina

18
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después se separ6 por filtracion y se lavo con hexano (10 ml), tetrahidrofurano (10 ml) y metanol (10 ml),
sucesivamente. Esta resina unida a amina se transfirié a solucién metanélica de amoniaco 4 M (20 ml) y se agitd
suavemente durante 50 minutos. Se afiadié tetrahidrofurano (10 ml), para disolver todo el producto desprotegido. La
resina se retiré después por filtracion, y la solucién se evaporé, produciendo ALG-DEBN-DEBOC (3) (37 mg).

MS (ESI, pos): m/z 909 [M+H]*, m/z 931 [M+Na]"

Una suspensién de 40 mg de ALG-DEBN-DEBOC (3) en isopropanol-agua 6:1 (v/v, 7 ml) se hizo reaccionar con una
solucién de 1,4-fenilendiisotiocianato (4,1 equiv.) en cloroformo (2,5 ml). Los reactivos se agitaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos, luego se retird6 una muestra para analisis por MS. Se observaron picos que
corresponden a la masa esperada (1100). Se aislaron aproximadamente 95 mg de un sélido marrén claro después
de la retirada de los volatiles al vacio. El sélido marrén claro se suspendié en acetonitrilo, y la mezcla se calent6 a
reflujo durante 15 min. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente, seguido de aislamiento de 26 mg de ALG-DD-
NCS (4) como sélido marrén por filtracion.

Ejemplo 3 - Sintesis de Quelante que Contiene 3,2-HOPO Simétrico.

O OH OMs I
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EtO HO MsO
O
1 N02 2 NO, 3 NO, 4 NO2
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Se carg6 hidruro de sodio (60,1 g, como dispersién al 60 % en aceite mineral, 1,5 mol, 5 eg.) en un matraz y se
afadio tetrahidrofurano (1 I). Se afiadi6 gota a gota dimetil-malonato (172 ml, 1,5 mol, 5 eq) durante 1,5 h, la
temperatura de la mezcla de reaccidon se mantuvo por debajo de + 10 °C. La mezcla de reaccion se diluy6 después
con tetrahidrofurano (400 ml). Una solucion de bromuro de 4-nitrobencilo (65,0 g, 0,3 mol, 1 equiv.) en
tetrahidrofurano (170 ml) se afiadié lentamente durante 30 minutos a la mezcla preparada anteriormente bajo
agitacion vigorosa. Después de 30 minutos de agitacion a 0 °C, la mezcla de reaccion se verti6 en salmuera
(solucién saturada de NaCl de 1 1) y se dej6é agitando durante la noche a temperatura ambiente, produciendo un
precipitado blanco. La mezcla entonces se diluyé con éter terc-butilico de metilo, y el precipitado se filtr6 y disolvid
en etanol caliente. La mezcla etandlica se filtro, y el filtrado se concentr6 a un volumen pequefio, del cual
precipitaron 24,8 g (31 %) de (4-nitrobencil)propanodioato de dimetilo (1) como un sélido cristalino blanco.

Pureza por LC: > 90 % (254 nm)

MS (APCI pos) m/z 285,1 [M+NH,4] *

El compuesto 1 (24,8 g, 92,7 mmol) se disolvid en tetrahidrofurano (230 ml) y se afiadié el complejo de borano-
sulfuro de dimetilo (28,5 ml, 301 mmol, 3,3 eq.). La mezcla de reaccion se sometié a reflujo durante 24 h, y luego se
dejo reposar a temperatura ambiente durante la noche. Se afiadid6 metanol (250 ml) a 0 °C, se vertié en salmuera
(600 ml) y se extrajo con acetato de etilo. Los extractos organicos combinados se secaron sobre Na2SO, y se
concentraron al vacio. El residuo se co-evaporé con metanol. El producto bruto se purificé por cromatografia
instantanea, dando 14,5 g (74 %) de 2-(4-nitrobencil)propano-1,3-diol (2) como un aceite amarillo.

Pureza por LC:>92 % (254 nm)

El compuesto 2 (10,0 g, 47,3 mmol) se disolvié en diclorometano (100 ml) y se afiadi6 trietilamina (14,5 ml, 104
mmol, 2 eq.). La mezcla de reaccion se enfri6 en un bafio de hielo y se afiadié cloruro de metansulfonilo en
porciones (8,0 ml, 104 mmol, 2 eq.). La mezcla final se dej6é alcanzar a temperatura ambiente durante la noche.
Entonces se afadieron trietilamina adicional (1,5 ml) y cloruro de metansulfonilo (0,8 ml), y la agitacion se continué
durante 30 min. La mezcla de reaccion se diluyd con diclorometano, y el precipitado formado se filtro
completamente. El filtrado de diclorometano se lavé con solucién acuosa saturada de NaHCOs; HCI acuoso 0,5 My
salmuera, se sec6 sobre Na,SO, y se concentré al vacio, dando 14,5 g (83 %) de 2- (4-nitrobencil) propan-1,3-diilo
dimetansulfonato (3) como un aceite naranja, que se usoé en el siguiente paso sin purificacién adicional.

Pureza por LC:>87 % (254 nm)

MS (APCI pos) m/z 385,3 [M+NH,]"

El compuesto 3 (14,5 g, 39,5 mmol) se disolvié en metil-etil-cetona (100 ml), se afiadié yoduro de sodio (16,0 15 g,
107 mmol, 2,7 eq.). y la mezcla se calenté a 95 °C durante 1 h. El precipitado blanco resultante se filtr6
completamente y se lavd con metil-etil-cetona, y el filtrado se concentr6 al vacio. El producto bruto se tritur6 a partir
de éter ter-butilico de metilo y se purificé por cromatografia instantanea, dando 10,6 g (63 %) de 1-[3-yodo-2-
(yodometil)-propil]-4-nitrobenceno (4) como un solido amarillo.

Pureza por LC:>90 % (254 nm)

MS (APCI pos) m/z 4310,1 [M+H]+

Se disolvieron dietileno-triamina (10,8 ml, 100 25 mmol) y trietilamina (42 ml, 300 mmol, 3 eq.) en tetrahidrofurano
(500 ml) y se enfrid en bafio de hielo. Entonces se afiadié una solucion de Boc-ON (49,5 g, 200 mmol, 2 eq.) en
tetrahidrofurano (190 ml) gota a gota durante 2,5 h. La mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 1 hora adicional,
antes de que se dejara alcanzar a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion entonces se
concentrd al vacio. El residuo se disolvié en diclorometano y se lavé con NaOH acuoso 1 M. La fase organica se
seco sobre Na,SO4 y se concentrd al vacio. El material bruto se purificé por cromatografia instantanea, dando 20,0 g
(66 %) de (iminodietano-2,1-diilo)biscarbamato de di-ter-butilo (5) como un aceite viscoso amarillo.

MS (APCI pos) m/z 304,3 [M+H]"
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Se disolvié el compuesto 5 (26,0 g, 86 mmol, 4 eq.) en tolueno seco (40 ml) y se afiadié N-etil-morfolina (5,4 ml, 42
mmol, 2 eq.). El compuesto 4 (9,2 g, 21 mmol) se disolvié en tolueno seco (35 ml) y se afiadi6 a la mezcla de
reaccion. La mezcla se incub6 en un reactor a presién a 105 °C durante 5 dias. La mezcla de reaccién entonces se
enfrié6 a temperatura ambiente, se diluyd con acetato de etilo y se lavd con soluciéon acuosa saturada de NaHCOs.
Los extractos organicos combinados se lavaron con agua y salmuera, se secaron sobre Na,SO4 y se concentraron
al vacio. El producto bruto se purifico por cromatografia instantanea, dando 11,4 g (70 %) del compuesto 6 como
una espuma amarilla sélida.

Pureza por LC:>96 % (210 nm)

MS (APCI pos) m/z 782,8, [M+H]"; 682,7 [M+H-Boc]"; 582,6 [M+H-2Boc]"; 382,1 [M+H-4BOC]"

El compuesto 6 (2,0 g, 2,6 mmol) se disolvié en dioxano (16 ml), y se afiadié una solucion 9 M de HCI en dioxano
(22 ml). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante la noche, y luego se concentr6 a sequedad
al vacio, dando 1,9 g de la sal de HCI del compuesto 7 como un soélido beige.

MS (APCI pos) m/z 382,5 [M+H]"

Se afiadi6 el compuesto 7 (1,9 g, 2,6 mmol) a DMPU (1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(1H)-pirimidinona) (9,5 ml) y 3-
(benciloxi)-I-metil-4[(2-tioxo-l,3-tiazolidin-3-il)carbonil]piridina-2-(1H)-ona (3,7 g, 10,3 mmol, 4 eq.). Una solucién de
DBU (2,3 ml, 15,5 mmol, 6 eq.) en DMPU (4,7 ml) entonces se afiadid lentamente durante 40 minutos. Se continué
la agitacion durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyd con diclorometano y se lavo
con solucion acuosa saturada de NaHCOg3, Los extractos organicos combinados se lavaron con agua y salmuera
semi-saturada, luego se secaron sobre Na,SO, y se concentraron al vacio. El producto bruto se purificé por
cromatografia instantanea para obtener 4,0 g del compuesto 8 como aceite amarillo que se usé en el siguiente paso
sin purificacién adicional. MS (APCI pos) m/z 1347,7 [M+H]"

El compuesto 8 (4,0 g, 2,6 mmol) se disolvié en &cido acético (200 ml) y se afiadié Pd(OH), (20 % p/p en C, 50 %
humectado) (800 mg, 10 % p/p). La mezcla de reaccion se agité en un reactor a presion Parr a 30 bar de presion de
hidrogeno a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion entonces se filtro a través de una
almohadilla de Celite®, y el filtrado se concentré al vacio. El producto bruto se purificdé por cromatografia
instantanea, dando el compuesto 9 como un sélido espumoso beige.

El compuesto 9 (996 mg) se disolvié en acido acético (5,5 ml), seguido de la adicion de HCI 6 M acuoso (2,5 ml) y
Pd/C al 5 % (99 mg, 10 % p/p). La mezcla de reaccién se agité en un reactor a presion a 8 bar de presiéon de
hidrogeno durante la noche, y luego se filtr6 a través de una almohadilla de Celite®. El precipitado se concentré al
vacio y se co-evaporé con tolueno y metanol. El residuo se disolvié en metanol y se precipitd por la adicion de éter
dietilico. El precipitado beige formado se filtrd y secé al vacio durante la noche, produciendo 700 mg de la sal de HCI
del compuesto 10, ALG1005-38.

MS (APCI pos) m/z 956,7 [M+H]"

Ejemplo 4 - Sintesis de un Quelante que Contiene 3,2-HOPO Simétrico Alternativo.
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Se afiadio anhidrido de Boc (24,4 g, 119 mmol) en porciones a una solucién de imidazol (8,0 g, 117 mmol) en 50 ml
de diclorometano a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agit6 durante una hora. La mezcla de reaccion
se lavo dos veces con agua 50 ml, se sec6 sobre Na,SO., se filtré y redujo al vacio. El residuo se disolvié en 20 ml
de tolueno y se afiadi6 tris(2-aminoetil)amina (8,19 g, 56 mmol). La mezcla de reaccién se agito durante 2 horas a
60 °C y se redujo al vacio. El residuo se disolvio en 125 ml de diclorometano y se lav6 con agua (4 veces con 50 ml),
se seco sobre Na,;SO., se filtr6 y se redujo al vacio. La cromatografia instantdnea seca (metanol al 0-15 % en
diclorometano con trietilamina al 1 %) produjo (((2-aminoetil)azanediil)bis(etano-2,1-diilo))dicarbamato de di-ter-butilo
(1) (13,51 g, 39,0 mmol, 70 %) como un aceite incoloro espeso.

Los datos espectroscopicos fueron de acuerdo con los datos informados por Frullano y col. (Chem. Eur. J. 2004, 10,
5205-17).

Se disolvieron N-Cbz-B-alanina (8,04 g, 36 mmol), 4-(dimetilamino)piridina (4,40g, 36 mmol) y EDC-HC1 (6,909, 36
mmol) en 25ml de tetrahidrofurano y se agitaron durante 10 minutos antes de que se afiadiera el Compuesto 1 (10,4
g, 30 mmol) disuelto en 75ml de tetrahidrofurano. La mezcla de reaccion se agito durante 4 horas y se redujo al
vacio. La purificacién por cromatografia instantanea seca (tetrahidrofurano al 0 - 40% en diclorometano) produjo
(((2-(3-(Cbz-amino)propanamido)etil)azanodiil)bis(etano-2,1-diil)dicarbamato di-terc-butilo (2) (15,11 g, 27,4 mmol,
91 %) como un aceite ligeramente amarillo muy viscoso.

RMN-"H (300MHz, CDCls): 1,43 (s, 18H) , 2,42-2,56 (m,8H), 3,04-3,17 (m, 4H), 3,19-3,32 (m, 2H), 3,41-3,57
(m, 2H), 5,08 (s, 2H), 5,22 (bs, 2H) , 5,83 (bs, 1 H) , 7,23 (bs, 1 H) , 7,26-7,43 (m,
5H)

MS (ESI, pos): m/z 574,3[M+Na]"

Se disolvio (((2-(3-(Cbz-amino)propanamido)-etil)azanediil)bis(etano-2,1-diil)dicarbamato de di-terc-butilo (10,30 g,
18,7 mmol) en 100 ml de metanol y se afiadi6 gota a gota cloruro de acetilo (25 ml, 0,35 mol). La mezcla de reaccién
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se agité durante una hora a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se redujo a aproximadamente 5 de
volumen al vacio antes de que se afiadieron 100 ml de éter, conduciendo a precipitacién de un soélido incoloro. Los
sélidos se filtraron, se lavaron con éter y se secaron al vacio, dando tri-clorhidrato de (3-((2-(bis(2-
aminoetil)amino)etil)amino)-3-oxpropil)carbamato de bencilo (3) (8,70 g, 18,7 mmol, ~100 %) como un sdélido
incoloro.

RMN-'H (300MHz, MeOD): 3,19-3,28 (m, 2H), 3,38-3,62 (m, 14H), 5,10 (s, 2H), 7,26-7,39 (m, 5H)
MS (ESI, pos): m/z 352,2[M+H]"

Se afiadio trietilamina (6,75ml, 48,4 mmol) a una suspensiéon del Compuesto 3 (10,56 g, 11,4 mmol) en 320 ml de
tetrahidrofurano y 320 ml de N,N-dimetilformamida a temperatura ambiente. Se afiadié N-boc-2-aminoacetaldehido
(16,0 g, 100,5 mmol) y triacetoxiborohidruro de sodio (32,00 g, 151 mmol). La mezcla de reaccién se agit6 durante
20 horas. Se afiadieron 200 ml de salmuera y 500 ml de cloroformo, las fases se separaron, y la fase acuosa se
extrajo con 3 x 100 ml de cloroformo. Las fases organicas combinadas se lavaron con 100 ml de salmuera, se
secaron sobre NapSO,, se filtraron y redujeron al vacio. La cromatografia instantdnea (metanol al 0 — 10 % en
diclorometano) produjo (((((2-3-Cbhz-aminopropanamido)etil)-azanodiil)bis(etano-2,1- diil))bis(azanetriil)tetrakis(etano-
2,1-diil)tetracarbamato de tetra-terc-butilo (4) (3,40 g, 3,7 mmol, 32 %) como un sélido amarillo.

MS (ESI, pos): m/z 946,7[M+Na]"

El Compuesto 4 (3,40 g, 3,7 mmol) se disolvié en 60 ml de metanol y se afiadi6 gota a gota cloruro de acetilo (12 ml,
0,17 mol). La reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante una hora. La mezcla se redujo a aproximadamente
10 ml al vacio y se afiadieron 50 ml de acetonitrilo, conduciendo a precipitacién. El sélido se filtrd, se lavd con
acetonitrilo y se secé al vacio, dando hepta-clorhidrato de (3-((2-(bis(2-aminoetil)amino)-etil)Jamino)etil)amino)-3-
oxopropil)carbamato de bencilo (5) (2,88 g, 3,7 mmol, ~100 %) como un sélido incoloro.

RMN- 'H (300MHz, MeOD): 2,44-2,61 (m, 2H), 2,68- 3,00(m, 4H), 3,08-3,40(m, 16H), 3,44-3,52(m, 4H), 3,54-
3,77(m, 6H), 5,12(s, 2H), 7,30-7,47(m, 5H)
MS (ESI, pos): m/z 524,5[M+H]"

Se afadieron trietilamina (2,52 ml, 18,1 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (12 mg, cat.) a una suspension del
Compuesto 5 (0,81 g, 1,04 mmol) y 3-(benciloxi)-I-metil-4-(2- tioxothiazolidina-3-carbonil)piridina-2(1H)-ona (1,50g,
4,16 mmol) en 180ml de Diclorometano. La mezcla de reaccién se agito durante la noche y se redujo al vacio. La
cromatografia instantanea (metanol al 0 - 10 % en diclorometano) produjo (1- (3-(benciloxi)-lI-metil-2-oxo-1,2-
dihidropiridin-4-il)-5-(2- (3-(benciloxi)-l-metil-2-oxo-l,2-dihidropiridina-4- carboxamido)etil)-8-(2-(bis(2-(3-(benciloxi)-1-
metil-2-oxo-1,2-dihidropiridina-4-carboxamido)etil)amino)etil)-1,12-dioxo-2,5,8,11-tetraazatetradecan-14-il)carbamato
de bencilo (6) (673 mg, 0,45 mmol, 43 %) como un sdélido marrén claro.

RMN-'H (300 MHz, CDC13): 2,10-2,40(m, 20H), 3,02-3,21 (m, 10H), 3,32-3,46(m,2H), 3,50(s, 12H), 4,99(s,
2H), 5,25(s, 8H) , 5,95 (bs, 1 H) , 6,62(d, 7,17Hz, 4H) , 7,01 (d, 7,17Hz, 4H),
7,15-7,40(m, 25H), 7,89(bs, 4H)

RMN-"C (75 MHz, CDC15): 11,48, 35,71, 37,18, 37,35, 37,50, 37,66, 46,18, 51,55, 52,15, 52,82, 53,28,
66,34, 74,64, 74,75, 77,43, 104,63, 127,90, 127,94, 128,40, 128,65, 128,75,
128,94, 130,81, 132,32, 136,27, 136,76, 146,19, 156,45, 159,51, 163,30, 171,31

MS (ESI, pos): m/z 766,9 [M+2Na] **

El Compuesto 6 se disolvié y se desbencilé esencialmente como se describe en el Ejemplo 2, produciendo Bb-1-
HOPO-1-DEBN (7).

Ejemplo 5 - Experimentos de quelacion con ALG-DD-NCS

Se prepard una solucidn de reaccidn al disolver ALG-DD-NCS sdlido (4 en el Ejemplo 2) en DMSO (Biotech grado
solvente 99,8%) a 1 mg/ml.

Se llevaron a cabo reacciones de quelacion con diferentes metales al mezclar la solucién de reaccion de 1 mg/ml
con soluciones seleccionadas de metales, usando una relacion de ligando a metal de 3:2, Los iones metalicos para
prueba que vienen de lo siguiente: solucion de %82Th en HNO; al 2% (Perkin Elmer Pure Plus) , solucién de Fe®*" en
HNO3 al 2 % (Perkin Elmer Pure Plus), e InCls (polvo anhidro 99,999+ %, Aldrich) se disolvieron en HCI 0,01 M. Los
reactivos se dejaron reaccionar durante 15 minutos a temperatura ambiente, antes de inyectar 5 | de la mezcla de
reaccion en un CL-EM para analisis.

Los resultados mostraron que los complejos de metal-ALG-DD-NCS se formaron de manera cuantitativa para los
metales 2°Th*", Fe** y In®". Los cromatogramas de CL-EM y los espectros de los complejos ***Th-ALG-DD-NCS,
Fe-ALG-DD-NCS y In-ALG-DD-NCS se muestran en las Figuras 1-6,

Las condiciones de CL-EM fueron como sigue: se realizé la separaciéon en una columna Acquity UPLC BEH C18

columna de 1,7 ym, de 2,1 x 50 mm, a 50 °C, usando acido férmico al 0,05 % en H>O como fase movil A y acido
férmico al 0,05 % en acetonitrilo como fase mavil B. La composicién gradiente y el flujo se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3.

Tiempo (min) Flujo (ml/min) % A % B
0,0 0,6 95 5
2,0 0,6 95 5
9,0 0,8 40 60
9,1 0,8 10 90
10,0 0,8 10 90
10,1 0,8 95 5
11,4 0,8 95 5
11,5 0,6 95 5
12,0 0,6 95 5

Se realizé el analisis espectrocopico de masa en un instrumento Xevo.ToF-1, usando un intervalo masico de
adquisicion de ~450-1950 Da, una molaridad ES+, una capilaridad de 3,0 kV, explorando sobre 1,000 segundos con
un voltaje de cono de 20 V.

Ejemplo 6 - Experimentos de quelacion con ALG1005-38

Se prepardé una solucion concentrada al disolver ALG 1005-38 (10 en Ejemplo 3) en MeOH (grado LC-MS) a 10
mg/ml. La solucién concentradas a 10 mg/ml se diluyo con MeOH y tamp6én de NaOAc 0,5 M (pH 5,5) en
proporciones de 1:8:1, para obtener 1 mg/ml de solucion de reaccion de ALG 1005-38, Se llevaron a cabo
reacciones de quelacion con diferentes metales al mezclar la solucién de reaccion de 1 mg/ml con los metales
seleccionados, como se especifica en el Ejemplo 5 y ademas GaCls (cuentas anhidras 99,99%, Aldrich) disuelto en
HC1 0,01 M, dando relaciones del ligando a metal de 3:1 a 1:2, Los reactivos se dejaron reaccionar durante 10
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla de reaccion se diluyé 10 veces con &cido formico (0,1%)
antes de inyectar 5 pl en un LC-MS para analisis. El andlisis de separacion por LC-MS se realiz6 como se describe
en el Ejemplo 5, excepto que el voltaje de cono fue de 35 V.

Los resultados mostraron que los complejos metal- ALG 1005-38 se formaron en cantidades significativas para
metales tal como #?Th**, Fe*, In* y Ga®". Los espectros y cromatogramas LC-MS de los complejos ?**Th-ALG
1005-38, Fe-ALG 1005-38, In-ALG 1005-38 y Ga-ALG 1005-38 se muestran en las Figuras 7-14.

Ejemplo 7 - Experimento de quelacion con Bb-I-HOPO-I-DEBN

Se prepard una solucion madre al disolver Bb-1-HOPO-1-DEBN (producido en el Ejemplo 4) en DMSO (Biotech
93r2ad0 solvente 99,8%) a 1 mg/ml. Se llevé a cabo un experimento de quelacion al mezclar la solucién a 1 mg/ml con

Th en HCI 0,01 M (Perkin Elmer) como se especifica en el Ejemplo 5. El andlisis de separacion por CL-EM se
realiz6 como se describe en el Ejemplo 6. Los resultados mostraron que el complejo ***Th-Bb-1-HOPO-1-DEBN
esperado se formé radpidamente, Figuras 15y 16.

Ejemplo 8 - Conjugacion de ALG-DD-NCS a trastuzumab, marcacion del conjugado con torio-227 y
confirmacién de union retenida a diana

Conjugacion

Se us6 un grado farmacéutico del anticuerpo monoclonal trastuzumab (HerceptinMR, Roche). El anticuerpo se
intercambié con un tampon en NaCl al 0,9 % a una concentracion de 6,3 mg/ml. Se preparé una solucién
concentrada de ALG-DD-NCS en DMSO, que contiene 1 mg/ml (sin tomar en cuenta las impurezas). La solucion
concentrada de DMSO se afiadié a la solucion anticuerpo que corresponde a una relacion molar de quelante a
anticuerpo de 6,5:1, o menos. Se afiadié una solucion de bérax 0,07 M a la solucién de reaccion para dar pH 9
después de la incubacién a 37 °C durante la noche. El conjugado resultante se purificé e intercambio con tampén en
una unidad filtros centrifuga Amicon Ultra-4 (30k MWCO). Las alicuotas de 1 mg en 100 de NaCl al 0,9 % se
congelaron y almacenaron a -18 °C hasta el uso.

Marcacién

Se afiadieron 100 pl de tampdn de NaOAc 0,5 M (pH 5,5) a un frasco de 1 mg de conjugado de ALG-DD-NCS-
trastuzumab para obtener un pH adecuado para la marcacion. Esta solucién se mezclé con 4,2-16,4 MBq 22Th en
HCI 0,01 M, y el pH se verific6 con papel pH. La tapa del tubo Eppendorf se envolvié en una hoja de aluminio y el
tubo se coloc6 en un termomezclador a temperatura ambiente durante 15 minutos con mezclado suave.
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El tubo se incubé adicionalmente a temperatura ambiente durante 5 minutos después de afadir 10 uyl de DTPA
saturado en MF-H»O, se propuso capturar el torio-227 libre restante. El resultado se purificd en una columna NAP-45
usando PBS para eluir el conjugado de ALG-DD-NCS-trastuzumab marcado, dejando la mayoria de radiontclidos
libres (torio- 227 y nuclidos hijo) y quelato de DTPA-torio en la columna.

La columna y las fracciones eluidas se midieron en un detector HPGe GEM(15) para determinar los rendimientos de
reaccion y la actividad especifica del compuesto. La fraccién del producto se filtr6 estéril y se almacené a 4 °C
durante la noche.

Antes del uso se realizé una segunda purificacién en columna NAP-5 de la fraccion del producto.

Determinacion de la fraccién inmunorreactiva

Se cultivaron células SK-OV-3 (ATCC) en condiciones normales. Se prepararon células SK-OV-3 fijas y se
examinaron por Citometria de flujo antes del uso para confirmar la presencia de HER2 en la superficie (datos no
mostrados). Se preparé medio regular con medio McCoy's 5A (GIBCO) adicionado con FBS al 10 % (PAA) y
Pen/Strep (BioChrom). Se realiz6 la mcubamon de Ias células en una incubadora de CO; a 37 °Cy COz al 5 %
usando matraces celulares T25 (25 cm?) y T75 (75 cm?).

Se realiz6 cada experimento por duplicado. Células SK-OV-3 fijas se suspendieron en PBS y se transfirieron a tubos
Eppendorf (10 millones de células/tubo). Se afiadi6 trastuzumab no conjugado (Herceptlna , 10 pl de la solucién
concentrada) a los dos tubos de referencia, y la reaccion de bloqueo se llevé a cabo a 37 °C durante 30 minutos. Se
afiadieron cantidades iguales de 221Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab (ca 500 cpm) a cada tubo, seguido por incubacion
a 37 °C durante 2,5 horas. Las muestras se diluyeron con PBS, seguido por centrifugacion y transferencia de la
mitad del sobrenadante a nuevos tubos Eppendorf. Todos los tubos se midieron durante 5 minutos en un contador
gamma Wizard y la cantidad de torio-227 se determiné al aplicar un protocolo para #'Th.

La unioén en % se calculé6 como: 100* [(P+MS) (MS)]/[(P+MS) + (MS)], donde P y S son las actividades medidas en
el sedimento celular y en el sobrenadante, respectivamente. El calculo se realizé en las muestras no bloqueadas
para obtener la union total (%) y las muestras bloqueadas para obtener la union no especifica (%), y se calcula el
IRF como: IRF (%) = unién total (%) - unidon no especifica (%).

Los datos de este control de calidad, resumidos en la Tabla 4, muestran que ?2ITh-ALG-DD-NCS-trastuzumab se
une a las células diana o diana.

Tabla 4: Resultados para control de calidad realizados en lotes Ay B de Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab,
posteriormente usados en Ejemplos 9y 10 respectivamente

RendimientoRecuperacion|Actividad especifica| IRE promedio Unién Total Unidn no especifica
(%) (%0)" (Bg/ug)" (%)" promedio (%)" promedio (%)"
Lote A 60 95 10 166 65 84 20
Lote B 64 92 2700 60 74 15

i. Rendimiento (%) se calcula después de la purificacion de NAP-5 de la mezcla de reaccion.
|| la recuperacion (%) se calcula después de una nueva purificacion de NAP-5 de la fraccion de producto.
. Se calcula la actividad especifica (Bg/ug) usando la cantidad de 21Th (Bgq) encontrada en la fraccion de
producto dividida por la cantidad de ALG-DD-NCS-trastuzumab (ug) usada en la mezcla de reaccion.
iv. IRF se estima de acuerdo con procedimientos

Ejemplo 9 - Estudios de Estabilidad y eficiencia in vitro de ALG-DD-NCS-trastuzumab marcado con torio-227

Valoracién de unién con el paso del tiempo

Se evalud la estabilidad de la unlon a células SK- OV-3 para la construccion 221Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab al

medir la cantidad de actividad de *’Th asociada a sedlmentos de células SK-OV-3 durante 7 dias. Los resultados se
compararon a datos obtenidos después de la incubacion con #'Th libre.

Se cultivaron células SK-OV-3 como se describe en el Ejemplo 8 y se trataron inicialmente con 700 kBq de 21Th-
ALG-DD-NCS- trastuzumab 0 700 kBq de 2'Th libre, dando por resultado respectivamente 77 kBq (11%) y 7 kBq
(1%) de act|V|dad “"Th en el sedimento celular después de 1 hora de incubacion (HPGe-detector GEM(50)). La
actividad de ?’Th en células SK-OV-3 se midié diariamente usando el contador gamma Wizard (protocolo para
227Th) La radioactividad medida se corrigié para descomposicion. Los resultados presentados en la Figura 17
muestran que solo el 20% de la actividad que permanece con el sedimento después de 1 hora se pierde durante los
siguientes 7 dias. En contraste, las células tratadas con ?'Th libre sefalado solo a una pequefia fraccion de la
actividad adicionada, y se perdié la mayoria de esta (aproximadamente 95%) durante las siguientes 24 horas. De
esta manera, no hay unién especifica de 22'Th libre a células SK-OV-3, en tanto gue se retuvo de manera eficiente
*'Th-ALG- DD-NCS-trastuzumab.
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Valoracién de citotoxicidad

Se investigd el efecto en el crecimiento de células tumorales en dos ensayos complementarios. El primer
experimento, se midi6 la actividad metabdlica en células usando un reactivo luminiscente que se une a moléculas de
ATP. De esta manera, una sefial disminuida de luminiscencia indica perdida de actividad metabdlica. En el segundo
experimento, se conté el nUmero de colonias formadas.

Se midié la luminiscencia diariamente durante 9 dias, y los resultados de la exposiciéon a 22Th-ALG-DD-NCS-
trastuzumab se compararon a la luminiscencia de células SK- OV-3 expuestas a trastuzumab y 21Th libre,
respectivamente. Se usaron como control células SK-OV-3 que crecen en medio regular.

En el dia 0, se transfirieron 35 ml de 500 000 células SK-0V-3/ml en medio regular a 4 matraces celulares T75,
Estos matraces celulares se usaron para preparar las siguientes soluciones de muestra: (1) Medio regular, (2% 20
Hg/ml de trastuzumab, (3) 20 kBg/ml de **'Th-ALG-DD-NCS- trastuzumab (10166 Bg/ug), (4) 20 kBg/ml de **'Th
libre. Los matraces se incubaron en una incubadora de CO; durante 1 hora. Los sobrenadantes se descartaron, y
las células se tripsinizaron con solucién de Tripsina-EDTA al 0,25 %, se lavaron con medio regular y se
centrifugaron. Los sedimentos celulares se suspendieron en medio regular fresco y se midieron en un contador
gamma Wizard (protocolo para ?’Th). Cada solucién de incubacion se distribuyé en 7 nuevos matraces celulares
T25, y se incubd en una incubadora de COs.

En los dias 1 y 2 se descartaron los sobrenadantes de un matraz de cada una de las cuatro soluciones de muestra.
Los sedimentos celulares se prepararon como en el dia 0 y se midio la radioactividad en un contador gamma Wizard
(protocolo para ?*’Th) y un detector HPGe GEM (50). Todas las muestras se diluyeron 4 veces en medio regular, y 5
x 100 ul de cada suspension celular se transfirieron a 5 concavidades de un aplaca View 96, Se afiadieron cinco
concavidades con 100 ul de medio regular (sin células) para mediciones de luminiscencia de fondo. Finalmente, se
afiadieron 100 ul de reactivo Cell Titer-Glo a cada concavidad, y las soluciones se mezclaron en un agitador orbital
para inducir lisis. La sefial de luminiscencia se dejo estabilizar a temperatura ambiente durante 10 minutos, entonces
se midi6 la luminiscencia tres veces en un lector de placa multiple Envision, usando el programa LUM-individual.

En el dia 3, se prepararon las células y se hicieron mediciones en un contador gamma Wizard y lector de placa
multiple Envision, como se describe para el dia 1-2, Entonces, cada suspension celular se diluyé debido al
crecimiento celular denso; se transfirieron % de suspensién celular a un nuevo matraz de células T75, se afiadié
medio regular y se incub6 en una incubadora de CO; durante la noche.

En cada uno de los dias 4-9 los cuatro matraces celulares T75 se tripsinizaron con solucion de Tripsina-EDTA al
0,25%, se lavaron con medio regular y se centrifugaron. Los sedimentos celulares se diluyeron 4 veces en medio
regular, y se tomaron porciones de 100 pl y se realizaron las mediciones como antes. Entonces, se diluyeron tres de
las cuatro de las suspensiones celulares en medio regular, se transfirieron a nuevos matraces celulares T75 y se
incubaron en una incubadora de CO> durante la noche.

La Figura 18 muestra las mediciones de luminiscencia en células SK-OV-3 tratadas con **’Th-ALG-DD- NCS-
trastuzumab (10166 Bq/ug), trastuzumab y 22'Th libre, normalizadas a valores de luminiscencia obtenidos para
células SK-OV-3 que crecen en medio regular (control). Las sefiales de luminiscencia para células SK-OV-3 tratadas
con **’Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab disminuyeron gradualmente del dia 1 al dia 9, en tanto que los otros
tratamientos mostraron sefiales de luminiscencia casi constante y crecimiento durante este periodo. La actividad
metabdlica de las células SK-OV-3 tratadas con #’Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab disminuy6 con el tiempo, y el dia
nueve casi todas las células estuvieron muertas. Este resultado indica un efecto citotoxico significativo sostenido de
?'Th-ALG-DD-NCS- trastuzumab.

Se realiz6 un ensayo clonogénico para evaluar el crecimiento de colonias celulares después de la exposicion de
células individuales en condiciones potencialmente citotdxicas. Se incubaron células SK-OV-3 en diferentes
concentraciones de %’Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab, trastuzumab o “*’Th libre durante 1 hora, seguido de
incubacién durante 12 dias para inducir el crecimiento de la colonia.

Se realiz6 la preparacion de células como antes, y en cada muestra se transfirieron 12000 células en 5 ml de medio
regular a un matraz de T25. El efecto de 3 cantidades de cada reactivo se investig6 para 2'Th-ALG-DD-NCS-
trastuzumab y 2'Th, 5, 10 y 20 kBqg/ml, y para trastuzumab 5, 10 y 20 pg/ml, (concentraciones finales)
respectivamente. Se preparé un matraz de control. Los 10 matraces celulares T25 se incubaron en una incubadora
de CO; durante 1 hora. Los sobrenadantes se descartaron, y las células se lavaron en medio regular, se
tripsinizaron con solucién de Tripsina-EDTA al 0,25 %, se lavaron con medio regular y se centrifugaron. Los
sedimentos celulares se suspendieron en medio regular, y cada una de las diez suspensiones celulares se dividid en
6 nuevos matraces celulares T25; 3 matraces celulares a 1000 células y 3 matraces celulares a 3000 células. Los 60
matraces celulares T25 resultantes se incubaron en una incubadora de CO; hasta que las colonias alcanzaron un
tamafio visible (aproximadamente 50 células/colonia). Después de la incubacion durante 12 dias, se retird el medio.
Las células se lavaron con PBS, se fijaron con etanol, se tifieron con Azul de Tripano al 0,25 % en PBS, se lavaron
con agua de grifo y finalmente se secaron a 45 °C durante la noche. Las colonias se contaron manualmente, y el
nuamero promedio de colonias en cada solucién de incubacion se represento graficamente.
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Los resultados mostrados en las Figuras. 19 y 20 muestran que la |ncubaC|on de 1 hora con **’Th-ALG-DD-NCS-
trastuzumab aniquilé de forma eficiente células SK-OV-3, La incubacion con ?*'Th libre puede tener algun efecto de
muerte celular, no aparente en el primer ensayo de citotoxicidad donde se us6 un gran nimero de células. La
incubacién con trastuzumab no tiene efecto negativo en el crecimiento celular.

Ejemplo 10 - Seleccién de diana tumoral in vivo de ALG-DD- NCS-trastuzumab marcado con torio-227

Se inyectaron 100 pl (15 kBq) de ?’Th-ALG-DD-NCS- trastuzumab filtrado estéril (2700 Bg/ug) en la vena de cola

lateral de diez ratones desnudos Balb/c que tienen xenoinjertos SAdK-OV-3, Se sacrificaron cinco ratones después de
24 horas y los otros cinco después de 4 dias, y se cortaron y pesaron los érganos de interés. Todas las muestras y 3
soluciones normales que contienen ID al 10 %/g se midieron durante 5 minutos en un contador gamma Wizard
(protocolo para 227Th) Los resultados se expresaron como % de dosis inyectadas por tramo de tejido (% de ID/g).

Los resultados mostrados en la Figura 21 soportan que #21Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab se une especificamente al

tumor. Los valores de captacién fueron moderados, pero se aumentaron algo entre la captacion de 24 horas y 4 dias
(de 8,7 % de ID/g a 11,3 % de ID/g), en tanto que la concentracion en sangre disminuy6 aproximadamente 1 % de
ID/g.

La captacion en el craneo y fémur también se aumento algo entre 24 horas y 4 dias, pero estos valores en general
fueron bajos (2,8-3,2 %, 24 h), indicando muy poco 2'Th libre que circula en el sistema, y sugiriendo de este modo
un alto grado de estabilidad del complejo #21Th-ALG-DD-NCS-trastuzumab. El soporte adicional para esta conclusion
se presta por la alta probabllldad gque una fracuon de la actividad medida en el crdneo y fémur se provoca por
captacion del nuclldo hIJO *Ra. Algo de este “*Ra se puede detectar dentro de la ventana cerrada especificada
para mediciones de #'Th en un contador gamma Wizard, por lo tanto, los valores calculados de % de ID/g para
craneo y fémur pueden sobreestimados de la cantidad de ?'Th-ALG-DD-NCS- trastuzumab acumulada en estos
tejidos.

Ejemplo 11 - Preparaciéon de una porcion quelante
Preparacion de 3-benciloxi-1-metil-4-(2-tioxotiazolidin-1- il)carbonil-2(1H)-piridinona (Estructura A).
Etapa 1) - 1-Metil-3-hidroxi-2(1H)-piridinona:

Se colocaron 3-hidroxi-2(1H)-piridinona (34,44 g, 0,31 mol) y yodometano (75 g, 0,53 mol) en un recipiente de teflon
con tapa de 80 ml, y se calentaron a 150 °C durante aproximadamente 48-60 horas en una bomba Parr. La bomba
enfriada se abrié y se decant6 el exceso de yodometano. El aceite oscuro espeso resultante se mezclé con sulfito de
sodio (64 g, 0,5 moles) y se disolvié en 300 ml de agua para formar una soluciéon marrén pdlido. La solucion se
neutralizé a pH 7-8 y se filtr6 para remover las impurezas insolubles. El filtrado entonces se extrajo con cloruro de
metileno (4x100 15 ml). Los extractos combinados entonces se secaron, se aplicaron a un tapén de gel de silice
instantaneo (6cm.x 8 cm) y se eluyeron con metanol al 4 % en cloruro de metileno. El solvente se retir6 para dar el
compuesto del titulo (24,3 g, 62,6 %) como cristales incoloros.

Etapa 2- 4-Carboxi-1-metil-3-hidroxi-2(1H)-piridinona

Se mezclé 1-metil-3-hidroxi-2(1H)-piridinona (1) (6,25 g, 50 mmol) con carbonato de potasio anhidro (36 g, 0,26 mol)
y se secO al vacio. La mezcla entonces se calent6 a 175 185 °C durante 3 dias en una bomba Parr bajo gas de
dioxido de carbono seco (850 Ilbras/pul (59,76 kg/cm )) La bomba enfriada se abrié y el solido amarillo pélido
resultante se disolvié en agua con hielo y se acidific6 con HC1 6N para producir un producto cristalino beige.

Etapa 3 - 3-Benciloxi-4-carboxi-1-metil-2(1H)-piridinona

Se mezcla 4-Carboxi-1-metil-3-hidroxi-2(1H)- piridinona (6,8 g, 0,04 mol) con cloruro de bencilo (12,1 g, 0,088 mol) y
carbonato de potasio anhidro (13,8 g, 0,1 mol) en dimetil-formamida anhidra (DMF) (120 ml). La mezcla se calienta
en la oscuridad bajo nitrégeno a 75- 80 °C durante 16 horas. La mezcla resultante entonces se filtra y el solvente se
evapora para producir un aceite oscuro. El aceite se purifica por aplicacion a un tapon de gel de silice (6 cm.x 8 cm)
y elucién con metanol al 4 % en cloruro de metileno que da por resultado 3-benciloxi-4- benciloxicarbonil-lI-metil-
2(1H)-piridinona como un aceite espeso amarillo palido. Esto se toma en metanol (50 ml) y solucién de NaOH 6M
(10 ml), y la mezcla se agité6 a temperatura ambiente durante 4 horas, seguido por evaporacion a sequedad. El
residuo se disolvio en agua (100 ml), y se acidificé con solucion de HC1 6M a pH 2 para dar el compuesto del titulo
(9,3 g 88,7 %), como un producto cristalino blanco.

Etapa 4 - 3-benciloxi-l-metil-4-(2-tioxotiazolidin-1-il) carbonil-2(1 H)-piridinona

A una solucién de 3-benciloxi-4-carboxi-1-metil-2(1H)-piridinona (1,05 g, 4 mmol), 2- mercaptotiazolina (0,50 g, 4,2
mmol) y una cantidad cataliticas de 4- dimetilaminopiridina (DMAP) en diclorometano seco (50 ml), se adiciona N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,86 g, 4,2 mmol). Después de la agitacion durante 4 horas, los sélidos de
diciclohexilurea (DCU) se retiran por filtracion. El filtrado amarillo entonces se evapora de forma giratoria para
proporcionar un solido amarillo. La cristalizacién de isopropanol-cloruro de metileno da el compuesto del titulo
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(Estructura A, 1,16 g, 80,4%) como placas cristalinas amarillas brillosas.

Estructura A
Ejemplo 12 - Preparacion de precursor de 3,2-HOPO para férmula VIII (referencia)

La preparacion de la sal ciclica (Estructura 5) se hace de acuerdo con el siguiente esquema de reaccion:

O
= N - E. PhOHBr, KoCO

0 o e}
HO.A : ) CHLON, reflujo : .
N ,'Hm*ﬂ”“‘.m ~Aort : ! B0 N~"on
A E GO ) 2 BETHE, e, #
H refiujo, 74ty 2 Qf¥ (ambas etapas) 3
L EH SO0, FLY, o )
CHCLL 00 ata BrO A ~~oms 8rO ?ﬁ MeSOy
1 CHCL, ta, 92% \@J ‘fN

La reaccion de Michael asistida con fluoruro de cesio (10 % en mol) de 2,3-dihidroxipiridina (2,3-DHP) 1 con acrilato
de etilo en acetonitrilo a reflujo da el éster 2 correspondiente en buenos rendimientos. La O-bencilacién posterior de
2 usando condiciones normales K>COgs/acetonitrilo/reflujo) seguido de reduccion de la porcién de éster (BH3 HF,
temperatura ambiente) da el alcohol 3 en 90 % de rendimiento después de la cromatografia. El tratamiento del
alcohol 3 con anhidrido metansulfénico en diclorometano en la presencia de trietilamina conduce directamente a la
formacion de la sal ciclica deseada 5 (~ 85-90 %) junto con algo del mesilato intermedio 4 (~ 10-15 %), como se
determina por andlisis espectral de RMN-'H. Se puede lograr la conversién completa a la sal ciclica 5 al agitar la
mezcla de producto bruto de la mesilacion en cloroformo a temperatura ambiente. Después de la trituracion con
acetato de etilo caliente, se aisl6 la sal 5 como un sdlido blanco pélido en 92 % de rendimiento en alta pureza.

Ejemplo 13 - Preparacion de compuesto de férmula VIl (referencia)

Se adiciona la sal 5 (0,2 g) a 1,2 equivalentes de cicleno (1,4,7,10-tetraazaciclododecano) en presencia de
trietilamina en acetonitrilo (3 ml) y se calent6 a 60 °C durante 2 dias en nitr6geno. La reacciéon entonces se diluy6
con diclorometano (50 ml) y se lavé con NaHCO3 saturado (50 ml). La capa acuosa se extrajo una vez mas con
diclorometano (25 ml). Los extractos organicos combinados se secaron con sulfato de sodio, el solvente se retir6 al
vacio y se retir6 el exceso de N-metilbencilamina mediante destilacion al vacio para dar VIILI.

Ejemplo 14 - Preparacion del compuesto de férmula IX

A una solucion de 3-benciloxi-I-metil-4-(2- tioxotiazolidin-I-il)carbonil-2(1H)-piridinona en cloruro de metileno, se
afiadio la correspondiente N,N,N',N'-tetrakis(2-aminoetil)etilenediamina Funcionalizada (Estructura B, siendo Z un
grupo protector). Después de la agitacion durante cuatro horas, la mezcla se filtr6 y se llevo a sequedad.
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Estructura B

El producto precursor protegido con bencilo apropiado se aislara de la mezcla de reaccion en una columna de silice
instantanea con propanol en cloruro de metileno. El producto final con la estructura IX estara disponible después de
la desproteccion acida de los grupos hidroxilo.

Ejemplo 15

La estructura VIl (referencia) se conjugara a una molécula dirigida a diana usando procedimientos normales para
aquellos expertos en la materia. Por ejemplo, se preparara el éster de N-hidroxisuccinimida (NHS) y se conjugara a
proteinas y péptidos usando condiciones normales y la proteina conjugada resultante se aislara usando filtracion en

gel.
Ejemplo 16

Marcacién con Torio-227 de la proteina conjugada

Una solucién de 10 mg/ml de la proteina conjugada (que tiene un ligando octadentado unido por medio de una
porcion de acoplamiento) se producira en una solucién tampon adecuada, por ejemplo, tampdn de NaOAc 0,5 M (pH
5,5), y se marca con torio-227 purificado a 25 °C durante 1 hora seguido de una etapa de purificacion en una
columna de filtracién en gel.
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REIVINDICACIONES
1. Un complejo dirigido a diana de tejido que comprende

- una porcion dirigida a diana de tejido seleccionada de anticuerpos, construcciones de anticuerpo, fragmentos

de anticuerpos, construcciones de fragmentos o una mezcla de los mismos, péptido, aminoacido, hormona
5 esteroidea o no esteroidea, folato, estrogeno, testosterona o biotina,

- un ligando octadentado que contiene hidroxipiridinona de férmula Ill o IV

Rn

N

)

T

Rn
I

/N /N /N /
HO |\ HO L HO L HO I\
Rr Re Rs
v
en las que Ry es un grupo hidrocarburo sustituido o no sustituido;
10 en las que R, es una fraccién enlazadora, Rg es una fraccion de cadena principal y T es un grupo de plantilla

gue une cada uno de los cuatro restos de hidroxipiridinona quelantes mediante sus grupos enlazadores,

- una fraccion de acoplamiento que une el ligando octadentado que contiene hidroxipiridinona al resto que marca
como dianay
- el ion 4+ del radionuclido alfa-emisor de torio-227.

15 2. El complejo como se reivindica en la reivindicacién 1, en el que el ligando octadentado que contiene
hidroxipiridinona se selecciona de las formulas V1y VII:
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3. Uso de un complejo dirigido a diana de tejido como se define en la reivindicacién 1 o 2 en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de enfermedad hiperplasica o neoplasica.

4. Uso como se reivindica en la reivindicacion 3 en el que dicha enfermedad es un carcinoma, sarcoma, mieloma,
leucemia, linfoma o cancer tipo mixto.

5. Una composicion farmacéutica que comprende un complejo dirigido a diana de tejido como se define en la
reivindicacién 1 o 2 junto con al menos un vehiculo o excipiente farmacéutico.

6. Un kit que comprende una porcion dirigida a diana de tejido seleccionada de anticuerpos, construcciones de
anticuerpo, fragmentos de anticuerpos, contracciones de fragmentos o una mezcla de los mismos, péptido,
aminoéacido, hormona esteroidea o no esteroidea, folato, estrégeno, testosterona o biotina, conjugada a través de
una fraccién de acoplamiento a un ligando octadentado que contiene hidroxipiridinona de férmula lll o IV
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en las que Ry es un grupo hidrocarburo sustituido o no sustituido;

en las que R, es una fraccién enlazadora, Rg es una fraccion de cadena principal y T es un grupo de plantilla
gue une cada uno de los cuatro restos de hidroxipiridinona quelantes mediante sus grupos enlazadores y que
incluye un ion 4+ del radionuclido alfa-emisor de torio-227.

7. El complejo dirigido a una diana de tejido como se define en cualquier reivindicacién 1 o 2 para su uso en el
tratamiento de enfermedad hiperplasica o neoplasica.

8. El complejo dirigido a una diana de tejido para su uso como se reivindica en la reivindicacion 7 en el que dicha
enfermedad es un carcinoma, sarcoma, mieloma, leucemia, linfoma o cancer tipo mixto.
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