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DESCRIPCION
Dendrimeros dirigidos a PSMA.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere en general al campo de los radiofarmacos y su uso en medicina nuclear
como trazadores, agentes de formacion de imagenes y para el tratamiento de diversos estados patoldgicos. Es
bien sabido que los tumores pueden expresar proteinas Unicas asociadas con su fenotipo maligno o pueden
sobreexpresar proteinas constituyentes normales en mayor nimero que las células normales. La expresion de
proteinas distintas en la superficie de las células tumorales ofrece la oportunidad de diagnosticar y caracterizar la
enfermedad sondeando la identidad fenotipica, la composicion bioquimica y la actividad del tumor. Las moléculas
radiactivas que se unen selectivamente a proteinas especificas de la superficie de las células tumorales
proporcionan una ruta atractiva para obtener imagenes y tratar tumores en condiciones no invasivas. En
particular, los presentes inventores han descubierto que los ligandos radiomarcados de la proteina PSMA, a
menudo sobreexpresados en células de cancer de prostata y la vasculatura de otros tipos de tumores solidos,
proporcionan una ruta atractiva para la formacién de imagenes no invasivas y la eleccién selectiva de células
cancerosas como objetivo.

[0002] Al menos un millén de hombres padecen cancer de préstata y se estima que la enfermedad afectara a
uno de cada seis hombres estadounidenses entre las edades de 60 y 80 afios. Cada afio se diagnostican mas de
300 000 casos nuevos de cancer de préstata. El cAncer de préstata afectara a uno de cada seis hombres en los
Estados Unidos, y la mortalidad de la enfermedad es solo superada por la del cancer de pulmdn. Se estima que
se gastan 2000 millones de ddlares en todo el mundo en tratamientos quirirgicos, radioldgicos, farmacoldgicos y
minimamente invasivos, 1000 millones de ese gasto solo en los EE. UU. Actualmente no existe una terapia
eficaz para el cancer de prostata recidivante, metastasico y andrégeno independiente. Se necesitan nuevos
agentes que permitan una visualizacion rapida del cancer de prostata y una seleccion de objetivo especifica para
permitir la presencia de radioterapia.

[0003] PSMA, también conocida como folato hidrolasa | o glutamato carboxipeptidasa Il es una glucoproteina tipo
Il transmembrana, de 750 aminoacidos que se expresa principalmente en el epitelio prostatico humano normal y
aumenta en el cancer de proéstata, incluyendo la enfermedad metastésica (4-6). Se ha informado de que la
sobreexpresion de PSMA en el cancer de préstata primario se correlaciona con otros factores prondsticos
tradicionales adversos y predice de manera independiente el resultado de la enfermedad (7). Dado que la PSMA
se expresa virtualmente en todos los canceres de préstata y su expresion aumenta aiun mas en carcinomas
metastéasicos poco diferenciados y refractarios a hormonas (8-10), es un objetivo muy atractivo para desarrollar
radiofarmacos para el diagnéstico, estadificacién y tratamiento de la enfermedad.

[0004] La PSMA es altamente homologa a la dipeptidasa acida N-acetilada-a-ligada (NAALADasa), una
neuropeptidasa que produce el neurotransmisor glutamato y N-acetilaspartato a través de la hidrolisis del N-
acetilaspartilglutamato. El analisis de la estructura cristalina de la PSMA ha ayudado a comprender las
interacciones criticas de inhibidores potentes dentro del sitio activo de la enzima y ha conducido al disefio y
sintesis de varias clases de inhibidores de NAALADasa que son analogos de sustratos o de estados de
transicion.

[0005] Los anticuerpos monoclonales anti-PSMA radiomarcados, como Prostascint, que estd aprobado por la
FDA para diagnéstico por imagenes, y J591, que se encuentra en ensayos clinicos para radioterapia dirigida de
cancer de prostata metastasico (11, 12), han validado la PSMA como objetivo molecular para el cancer de
prostata. Sin embargo, aunque los anticuerpos monoclonales ofrecen un potencial para la seleccion de objetivos
tumorales, la larga semivida circulante y la escasa penetrabilidad del tumor, particularmente para las metastasis
Oseas, limitan su efectividad como radiofarmacos terapéuticos y de diagndstico (13). Por estas razones, hasta la
fecha ha habido solo éxitos clinicos limitados con anticuerpos radiomarcados, principalmente en el tratamiento
de cénceres de la sangre como el linfoma no Hodgkin (14).

[0006] Las moléculas pequefias ofrecen ventajas significativas sobre los anticuerpos para seleccionar como
objetivos los tumores soélidos (15). Se pueden disefiar con afinidades similares a las de los anticuerpos
monoclonales. Las moléculas pequefias presentan difusibilidad mejorada en el espacio extravascular, y un
aclaramiento mas rapido en la sangre que los anticuerpos, lo que da lugar a una sefial de fondo mas baja. Sin
embargo, los estudios llevados a cabo por los presentes inventores y otros han demostrado que los inhibidores
de PSMA de molécula pequefia radiomarcados presentan una alta absorcién en los rifiones que tiene una alta
expresion de la proteina PSMA. Por consiguiente, los rifiones pueden funcionar para evitar que una dosis
terapéuticamente eficaz del radiofarmaco llegue al tejido diana.

[0007] La presente invenciéon supera el inconveniente mencionado de los inhibidores de PSMA de molécula
pequefia proporcionando la sintesis de una serie de conjugados de dendrimeros de los inhibidores de PSMA de
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la invencién. También se describe la sintesis de tetrameros de los compuestos de PSMA de la invencién y las
composiciones farmacéuticas de los dendrimeros de la invencion. Ademas se describen las composiciones de la
invencion que se usan para tratar, diagnosticar y generar imagenes de tejido de cancer de prostata.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] La presente invencién proporciona una fraccion para seleccion como objetivo/reconocimiento de PSMA
que se conjuga con un dendrimero de acuerdo con la formula I:

Xp%zq {

[0009] En la férmula 1, % representa el ndcleo de dendrimero de una generacion, n, seleccionada del
grupo que consiste en 15 las generaciones 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. Cada generacion del dendrimero
se asocia con un numero predeterminado de grupos de superficie, p. El sustituyente X se selecciona del grupo
gue consiste en -COOR’, -NR'R", en su forma «libre» o no conjugada y -NHC(O)-(CH3),-C(0O)-, -NHC(O)-(C-
DOg) alquenil-C(0O), -NHC(O)-CH,-O-NHa, -NHC(O)-(CH.)a-maleimida y -NR'-(CH2)a-NR" en su forma conjugada.

(R1_S

[0010] S es azufre. El sustituyente R; es un quelante de metales segun la reivindicacién 1 y p es un nimero
entero seleccionado de entre 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 y 4096. El sustituyente Z es una
fraccion dirigida a antigeno de membrana especifico de prostata de acuerdo con la formula A:

R3O OR,
N N

0] 0O A

[0011] Para los compuestos de la formula A, -C=J es el grupo -CH; o el grupo -C=0 y L se selecciona del grupo
que consiste en -COOR"™, -(CH2)-NH-C(O)-CH(O)-, -(CH)-NH-C(O)-(CH2-CH2-0)y-NR'-, -(CH2)-NH-C(O)-(CH2)-
NR'-y -(CH2)-NH-C(O)-(CH>),-SH-.

[0012] R', R", R", R2, R3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, y el
alquilo C1-Cg lineal o ramificado, y q representa la proporcion de grupos de superficie disponibles, X, conjugados
con Z. Los subindices a, y y z son cada uno enteros independientes entre 0 y 8, ambos inclusive.

[0013] En otra realizacion, se proporciona un conjugado de dendrimero de la invencion en el que X es -NHC(O)-
(CH3)a-C(O)- y Z es un compuesto de la formula A en el que -C=J es -CH, y L es -(CH2)-NH-C(O)-(CH2),-NR'-.

[0014] En otra realizacion mas, R1 es el grupo DOTA cuya estructura se muestra a continuacion:

HOQC—\ I\ /—CO:zH

e U
_\_>_/\—/¥COH

[0015] De acuerdo con otra realizacion, la invencion proporciona un complejo segun la reivindicacion 8 que
comprende (i) un ion metdlico; y (ii) un conjugado de dendrimero de acuerdo con la formula I:

Xp>72q '

[0016] R1 es un quelante de metales y los grupos X y Z, asi como los subindices p y q son como Ios deflnldos
anteriormente. De acuerdo con este aspecto, el metal se selecciona del grupo que consiste en 8Ga, ®cu, *cu,

(R1_S
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22pp 203pp 212gj 213gj 897y 186pe My Ny 8y 177, BGa, Min y ¥8Re. Si bien se puede usar cualquier
quelante de metales adecuado para formar un complejo con el radionucleido, en una realizacién R; es DOTA.

[0017] La invencion también proporciona una formulacién farmacéutica que comprende el complejo dendrimero-
radionucleido de la invencion junto con una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

[0018] También se proporciona una composicion farmacéutica del complejo de la invencién para usar en un
método para tratar el cancer de préstata en un paciente, que comprende administrar a un paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica del complejo de la invencién, o una sal o solvato
farmacéuticamente acegtable del mismo en el cual el radionucleido (M% se selecciona del grupo que consiste en
QOY, BGY, 177|_U, 188Re, 18 Re, gngC, lllln, GSGa, 64CU, 67CU, 212Pb, 203Pb, lzBi, ZlBBi y 892r.

[0019] La presente invencion proporciona ademas un método de formacioén de imagenes de tejido de cancer de
préstata en un paciente, que comprende administrar a un paciente una cantidad eficaz para el diagndstico de
una composicién farmacéutica del complejo de la invencioén, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del
mismo en el que se selecciona el radionucleido (M) del grupo que consiste en ®Ga, **In y *®*Re, y obtener una
imagen de dicho tejido de prostata. Preferiblemente, el tejido del que se van a formar imagenes es un tejido que
expresa PSMA, tal como un tejido de cancer de préstata que expresa PSMA.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0020] FIG. 1 es un grafico que ilustra la unién competitiva de varios de los compuestos de la invencion a PSMA
en presencia de MIP 1072 radiomarcado

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

|. Definiciones

[0021] Por conveniencia, se recopilan aqui ciertos términos empleados en este documento y dentro de las
reivindicaciones adjuntas.

[0022] Tal como se usa en este documento, los expertos en la técnica entenderan lo que es «aproximadamente»
y variara en cierta medida dependiendo del contexto en el que se use. Si hay usos del término que no estan
claros para los expertos en la técnica, dado el contexto en el que se utiliza, «aproximadamente» significara hasta
més o0 menos un 10 % del término particular.

[0023] Los términos «que comprende», «que incluye», «que contiene», etc., se interpretaran de forma amplia y
sin limitaciones. Ademas, se entendera que la frase «consiste esencialmente en» incluye los elementos
especificamente enumerados y los elementos adicionales que no afectan materialmente a las caracteristicas
béasicas y novedosas de la tecnologia reivindicada. La frase «que consiste en» excluye cualquier elemento no
especificado.

[0024] El uso de los términos «un» y «uno/a» y «el/la» y referentes similares en el contexto de la descripcion de
los elementos (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) debe interpretarse que abarca
tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en este documento o esté en clara
contradiccion con el contexto.

[0025] El término «unido» se refiere a una conexién entre componentes quimicos de la macromolécula, tales
como el dendrimero y el inhibidor de PSMA mediante enlaces covalentes, enlaces de hidrégeno, adsorcion,
enlace metélico, fuerzas de Van der Waals, enlaces i6nicos o cualquier combinacién de los mismos. . En una
realizacién, la union se realiza a través de la formacién de un enlace covalente. La unién entre el dendrimero y el
inhibidor de PSMA puede ser directa o indirecta, es decir, a través de una fraccion o fracciones intermedias, tales
como puentes, espaciadores o0 enlazadores, cuyos términos se pueden usar de manera intercambiable en este
documento. Ademads, un grupo enlazante o fraccién o amina funcionales puede modificarse adicionalmente
mediante un modificador para facilitar la unién.

[0026] El término «punto de union seleccionado» se refiere a un grupo o grupos amino y/o carboxilo en el
polimero del dendrimero que se diferencian de otros grupos amino del polimero del dendrimero al ser
Unicamente reactables en una etapa definida en la sintesis del polimero del dendrimero, lo que permite la unién
de una fraccion funcional o motivo dendritico. Esto permite conocer de forma ventajosa la posicién y distribucion
de la superficie de una fraccion funcional. El punto de unién seleccionado puede, por lo tanto, estar en el primer
atomo de nitrogeno de la fraccién del nicleo o en la superficie del dendrimero.
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[0027] El término «unién» tal como se usa en este documento en las especificaciones y las reivindicaciones se
refiere a la capacidad de una molécula determinada de ser capturada (unida) y retenida por otra, por ejemplo, un
ligando, para interactuar con un objetivo tal que la interaccién entre el ligando y su objetivo sea relativamente
especifica. Los ejemplos incluyen la interaccion especifica entre un anticuerpo, o derivados y fragmentos del
mismo, y el objetivo del anticuerpo (receptor); o la interacciéon entre una molécula pequefia, como la biotina, el
folato o el inhibidor de PSMA y sus objetivos respectivos.

[0028] EI término «analogo de lisina» se refiere a una molécula que tiene un grupo carboxilo de un solo apice y
puede tener dos o tres grupos amino primarios. En un ejemplo, el analogo de lisina es un compuesto en el que la
cadena lateral se extiende en el grupo amino épsilon para incluir un grupo -C(O)-CH(O)-, -C(O)-(CH2-CH2-O),-
NR'-, -C(0)-(CH2).-NR'-; y -C(O)-(CH2)..

[0029] Tal como se usa en este documento, los términos «capa» 0 «generacién» de un dendrimero se refieren a
una multitud de unidades de construccion que tienen el mismo grado de conectividad con la fraccién del nucleo,
es decir, que tienen el mismo nimero de unidades de construcciéon que enlazan la unidad de construccién en
cuestion con el atomo de nitrdgeno amino del ndcleo. Por ejemplo, las unidades de construccion que estan
unidas, directamente o a través de un grupo enlazante, a los atomos de nitrégeno de la fraccion del nucleo se
refieren a la primera capa o generacion. Las unidades de construccion que tienen una unidad de construccion
entre ellas y los atomos de nitrégeno de la fraccién del ndcleo se denominan segunda capa o generacion. Una
capa o generacion de unidades de construccion debe contener al menos dos unidades de construccién. Cada
capa de unidades de construccibn es homogénea con respecto a la unidad de construccion utilizada, sin
embargo, se pueden usar diferentes unidades de construccion para preparar diferentes capas. Por lo tanto, en
ciertas realizaciones de la invencién, la macromolécula esta compuesta por una o mas capas de un Unico tipo de
unidad de construccién. En otras realizaciones, la macromolécula comprende al menos dos capas de unidades
de construccion en las que al menos dos capas estan compuestas por diferentes unidades de construccion.

[0030] El término «superficie», tal como se usa en este documento, se usa en referencia a la capa mas externa
de las unidades de construccion del dendrimero.

[0031] Los términos «grupo de superficie» o0 «unidad de construccion de superficie» se refieren a grupos
presentes en la capa mas externa del dendrimero. Los grupos de superficie pueden ser aminas libres, grupos
carboxilo o el producto de reaccion de estos grupos con una fraccion o fracciones intermedias apropiadas, tales
como puentes, espaciadores o enlazadores, cuyos términos se pueden usar de forma intercambiable en este
documento.

[0032] El término «amina superficial» o «amino superficial» o «atomo de nitrdgeno amino superficial» se refiere a
cualquiera de los nitrégenos mas externos del motivo dendritico. Estas aminas superficiales representan los
puntos de union para las unidades de construccién adicionales, enlazadores o fracciones funcionales.

[0033] El término «fraccién funcional» tal como se usa en este documento en las especificaciones y las
reivindicaciones se refiere a cualquier grupo, tal como se define en este documento, que se puede unir, directa o
indirectamente, a un primer nitrégeno amino del nicleo o una amina superficial con el fin de servir a la funcion
indicada. La naturaleza y el nimero de fracciones funcionales se pueden determinar mediante técnicas analiticas
estandar que incluyen RMN de protdn/carbono y espectrometria de masas ESI o MALDI.

[0034] Los términos «grupo lipéfilo» y «fraccién lipéfila» tal como se usan en el presente documento se refieren a
un grupo, fraccion o sustituyente que tiene una mayor afinidad por entornos no polares o no acuosos frente a
entornos polares o acuosos. Por ejemplo, el diccionario en linea de Merriam Webster define «lipéfilo» como
«tener afinidad por los lipidos (como grasas)». Los ejemplos de fracciones lipéfilas incluyen radicales de
hidrocarburos alifaticos, por ejemplo, radicales alquilo, radicales de hidrocarburos aromaticos y radicales acilo de
cadena larga; todos ellos tienen una lipofilia creciente a medida que aumenta el numero de carbonos
constituyentes. En general, la adicién de una fraccion lipéfila a un determinado compuesto aumentard la afinidad
del compuesto por el octanol en el protocolo estandar de determinacion del coeficiente de particion octanol/agua;
este protocolo se puede usar para medir la hidrofobicidad (lipofilia) e hidrofilicidad relativas de un compuesto.

[0035] EI término «ligando» se refiere a una especie que interactla de alguna manera con otra especie. En un
ejemplo, un ligando puede ser una base de Lewis que es capaz de formar un enlace coordinado con un &cido de
Lewis. En otros ejemplos, un ligando es una especie, a menudo orgéanica, que forma un enlace coordinado con
un ion metalico. Los ligandos, cuando estan coordinados con un ion metélico, pueden tener una variedad de
modos de unién conocidos por los expertos en la materia, que incluyen, por ejemplo, terminal (es decir, unido a
un unico ion metalico) y puente (es decir, un atomo de la base de Lewis unido a mas de un ion metalico).

[0036] El término «agente quelante» se refiere a una molécula, a menudo una organica, y a menudo una base de
Lewis, que tiene dos o mas pares de electrones no compartidos disponibles para donacion a un ion metalico. El
ion metdlico generalmente esta coordinado por dos o mas pares de electrones con el agente quelante. Los
términos «agente quelante bidentado», «agente quelante tridentado» y «agente quelante tetradentado» estan
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reconocidos en la técnica y se refieren a agentes quelantes que tienen, respectivamente, dos, tres y cuatro pares
de electrones disponibles inmediatamente para la donacién simultanea a un ion metalico coordinada por el
agente quelante. Habitualmente, los pares de electrones de un agente quelante forman enlaces coordinados con
un solo ion metalico; sin embargo, en ciertos ejemplos, un agente quelante puede formar enlaces coordinados
con mas de un ion metélico, con posibilidad de una variedad de modos de unién.

[0037] EI término «coordinacion» se refiere a una interaccién en la que un donador de pares multielectronicos se
une de forma coordinada (se «coordina») a un ion metdlico.

[0038] EI término «complejo» se refiere a un compuesto formado por la unién de una o mas moléculas o atomos
ricos y pobres en electrones capaces de existencia independiente con una o mas moléculas o atomos
electrénicamente pobres, cada uno de los cuales también es capaz de una existencia independiente.

[0039] Fmoc es una abreviatura del grupo quimico: fluorenilmetiloxicarbonilo.

[0040] La frase «cantidad terapéuticamente eficaz» tal como se usa en este documento significa la cantidad de
un compuesto, material o composicion que comprende un compuesto que es eficaz para producir algun efecto
terapéutico deseado en al menos una subpoblacion de células en un animal con una relaciéon beneficio/riesgo
razonable aplicable a cualquier tratamiento médico.

[0041] Tal como se usan en este documento, los términos «tratar» o «tratamiento» pretenden abarcar también el
diagnostico, la profilaxis, la terapia y la cura. El paciente que recibe este tratamiento es cualquier animal que lo
necesite, incluidos primates, en particular humanos, y otros mamiferos como equinos, vacas, cerdos y ovejas; y
aves de corral y mascotas en general.

[0042] La frase «farmacéuticamente aceptable» se emplea en este documento para referirse a aquellos
compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que, dentro del ambito de un juicio médico
sélido, son adecuados para el uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva
toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otros problemas o complicaciones, acorde con una relacién
beneficio/riesgo razonable.

[0043] La frase «vehiculo farmacéuticamente aceptable» tal como se usa en este documento se refiere a un
material, composiciéon o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un material encapsulante rellenante,
diluyente, excipiente o disolvente liquido o sdlido, implicado en el transporte del compuesto en cuestion desde un
organo o parte del cuerpo, hasta otro érgano o parte del cuerpo. Cada portador debe ser «aceptable» en el
sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion y no ser perjudicial para el paciente.
Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidén de
patata; (3) celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica, etil celulosa y acetato de celulosa;
(4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras
para supositorios; (9) aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo,
aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11)
polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato
de etilo; (13) agar; (14) agentes tampdn, tales como hidroxido de magnesio e hidréxido de aluminio; (15) acido
alginico; (16) agua libre de pirdgenos; (17) solucién salina isotdnica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico;
(20) soluciones tamponadas de pH; (21) poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; y (22) otras sustancias
compatibles no toxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

[0044] Las expresiones «administracion parenteral» y «administrado por via parenteral» tal como se usan en
este documento se refieren a modos de administracion que no sean la administracion enteral y tépica,
generalmente por inyeccion, e incluyen inyeccion e infusidn intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal.

[0045] Las frases «administracién sistémica», «administrado sistémicamente», «administracion periférica» y
«administrado periféricamente» tal como se usan en este documento se refieren a la administracion de un
compuesto, farmaco u otro material distinto de manera no directa al sistema nervioso central, de modo que entre
en el sistema del paciente y, por lo tanto, esté sujeto al metabolismo y a otros procesos similares, por ejemplo,
administracion subcutanea.

[0046] El término «aminoacido» se refiere a todos los compuestos, ya sean naturales o sintéticos, que incluyen
tanto una funcionalidad amino como una funcionalidad acida, que incluyen analogos y derivados de aminoécidos.

[0047] El término «heteroatomo» se refiere a un atomo de cualquier elemento distinto de carbono o hidrégeno.
Los heteroatomos ilustrativos incluyen boro, nitrégeno, oxigeno, fésforo, azufre y selenio.
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[0048] En general, «sustituido» se refiere a un grupo alquilo o alquenilo, tal como se define a continuacién (por
ejemplo, un grupo alquilo), en el que uno o varios enlaces con un atomo de hidrégeno contenidos en él se
reemplazan por un enlace con atomos que no son de hidrégeno o carbono. Los grupos sustituidos también
incluyen grupos en los que uno o varios enlaces con un atomo de carbono o hidrégeno se reemplazan por uno o
varios enlaces, incluidos enlaces dobles o triples, con un heteroatomo. Por lo tanto, un grupo sustituido sera
sustituido por uno o mas sustituyentes, a menos que se especifique lo contrario. En algunas realizaciones, un
grupo sustituido sera sustituido por 1, 2, 3, 4, 5 0 6 sustituyentes. Los ejemplos de grupos sustituyentes incluyen:
halégenos (es decir, F, Cl, Bry I); hidroxilos; grupos alcoxi, alquenoxi, alquinoxi, ariloxi, aralquiloxi, heterocicliloxi
y heterociclilalcoxi; carbonilos (oxo); carboxilos; ésteres; uretanos; oximas; hidroxilaminas; alcoxiaminas;
aralcoxiaminas; tioles; sulfuros; sulfoxidos; sulfonas; sulfonilos; sulfonamidas; aminas; N-Oxidos; hidrazinas;
hidrazidas; hidrazonas; azidas; amidas; ureas; amidinas; guanidinas; enaminas; imidas; isocianatos;
isotiocianatos; cianatos; tiocianatos; iminas; grupos nitro; nitrilos (es decir, CN).

[0049] Los grupos alquilo incluyen grupos alquilo de cadena lineal y cadena ramificada que tienen de 1 a 12
atomos de carbono, y tipicamente de 1 a 10 carbonos o, en algunas realizaciones, de 1 a8, 1a 6,01 a4
atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquilo de cadena lineal incluyen grupos tales como los grupos
metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo y n-octilo. Los ejemplos de grupos alquilo ramificados
incluyen grupos isopropilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, neopentilo, isopentilo y 2,2-dimetilpropilo. Los grupos
alquilo pueden ser sustituidos o no sustituidos. A menos que se especifique el nimero de carbonos, «alquilo
inferior» se refiere a un grupo alquilo, tal como se defini6 anteriormente, pero que tiene de uno a
aproximadamente diez carbonos, alternativamente de uno a aproximadamente seis 4tomos de carbono en su
estructura principal. Del mismo modo, «alquenilo inferior» y «alquinilo inferior» tienen longitudes de cadena
similares.

[0050] Los grupos alquenilo incluyen grupos de cadena lineal y ramificada y cicloalquilo como se ha definido
anteriormente, con la diferencia de que existe al menos un doble enlace entre dos a&tomos de carbono. Por lo
tanto, los grupos alquenilo tienen de 2 a aproximadamente 12 atomos de carbono en algunas realizaciones, de 2
a 10 atomos de carbono en otras realizaciones y de 2 a 8 atomos de carbono en otras realizaciones. Los
ejemplos incluyen vinilo, alilo, -CH =CH(CHg3), -CH=C(CH3)2, -C(CH3)=CH3, -C(CH3)=CH(CH3), -C(CH2CH3)=CHo,
ciclohexenilo, ciclopentenilo, ciclohexadienilo, butadienilo, pentadienilo y hexadienilo, entre otros. Los grupos
alquenilo pueden ser sustituidos 0 no sustituidos. Los grupos alquenilo sustituidos representativos pueden estar
monosustituidos o sustituidos mas de una vez, por ejemplo, como mono-, di- o trisustituidos con sustituyentes
tales como los enumerados anteriormente.

[0051] El término «amina o amino» se refiere a un grupo -NR® R? en el que cada R®y R? se reflere
independientemente a un grupo hidrégeno, alquilo (C1-Csg), arilo, heteroarilo y heterocicloalquilo. Cuando R®y RY
estan unidos al mismo atomo de nitrégeno, se pueden combmar con el 4tomo de nitr6geno para formar un anillo
de 5, 6 o 7 miembros. Por ejemplo, se pretende que -NR°R” incluya un anillo 1-pirrolidinilo, piridinilo o 4-
morfolinilo.

[0052] El término «amido» se reconoce en la técnica como un carbonilo sustltmdo con amino e incluye una
fraccion que puede representarse mediante la formula general, grupo -C(O)NR® R%en el que R°y R son como se
ha definido anteriormente. De acuerdo con algunas realizaciones, la amida no incluye imidas que puedan ser
inestables.

[0053] Los términos «carboxilo» y «carboxilato» incluyen fracciones que pueden representarse mediante las

férmulas generales:
0
/H\ R o
g \E

donde E es un enlace o representa O o S, y R y R" individualmente es H, alquilo, alquenilo o una sal
farmacéuticamente aceptable. Donde E es O, y R" es como se ha definido anteriormente, la fraccién se denomina
en este documento grupo carboxilo, y particularmente cuando R" es un hidrégeno, la férmula representa un
«acido carboxilico». En general, cuando el oxigeno expresamente mostrado se reemplaza por azufre, la férmula
representa un grupo «tiocarbonilo».

0O

Rf'

[0054] Los términos «alcoxilo» o «alcoxi» se refieren a un grupo alquilo, como se ha definido anteriormente, que
tiene un radical de oxigeno unido al mismo. Los grupos alcoxilo representativos incluyen metoxi, etoxi, propoxi,
butioxi, tert-butoxi. Un «éter» consiste en dos hidrocarburos unidos de manera covalente por un oxigeno. «Eter»
también abarca poliéteres donde méas de un grupo éter o enlace, pueden estar presentes en un grupo
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determinado. «Eter» también abarca éteres ciclicos y éteres corona, donde el enlace éter esta dentro de un
grupo ciclico.

[0055] Ciertos compuestos contenidos en las composiciones pueden existir en formas geométricas o
estereoisoméricas particulares. Ademas, los compuestos también pueden ser Opticamente activos. Los
compuestos también pueden incluir isbmeros cis y trans, enantiomeros R y S, diasteredmeros, isémeros (D),
isdbmeros (L), las mezclas racémicas de los mismos y otras mezclas de los mismos. Puede haber atomos de
carbono asimétricos adicionales presentes en un sustituyente tal como un grupo alquilo. Si, por ejemplo, se
desea un enantidmero particular del compuesto, se puede preparar mediante sintesis asimétrica, 0 mediante
derivacién con un auxiliar quiral, donde la mezcla diastereomérica resultante se separa y el grupo auxiliar se
escinde para proporcionar los enantiomeros puros deseados. Alternativamente, cuando la molécula contiene un
grupo funcional basico, tal como un amino, o un grupo funcional acido, tal como un carboxilo, las sales
diastereoméricas se forman con un acido o base 6pticamente activo apropiado, seguido de la resolucion de los
diasteredbmeros asi formados por cristalizacion fraccionada o medios cromatograficos bien conocidos en la
técnica, y recuperacion posterior de los enantiomeros puros.

[0056] La frase «grupo protector», tal como se usa en este documento, se refiere a sustituyentes temporales que
protegen un grupo funcional potencialmente reactivo de transformaciones quimicas no deseadas. Los ejemplos
de tales grupos protectores incluyen ésteres de acidos carboxilicos, silil éteres de alcoholes y acetales y cetales
de aldehidos y cetonas, respectivamente. El campo de la quimica de grupos protectores se ha revisado (Greene,
T.W.; Wuts, P.G.M. Protective Groups in Organic Synthesis, 32 ed.; Wiley: Nueva York, 1999).

[0057] A menos que se indique lo contrario, «estereoisémero» se refiere a un estereoisémero de un compuesto
gue esta sustancialmente libre de otros estereoisémeros de ese compuesto. Por lo tanto, un compuesto
estereoméricamente puro que tiene un centro quiral estara sustancialmente libre del enantiomero opuesto del
compuesto. Un compuesto estereoméricamente puro que tiene dos centros quirales estara sustancialmente libre
de otros diasteredmeros del compuesto. Un compuesto tipico estereoméricamente puro comprende mas de
aproximadamente un 80% en peso de un esterecisomero del compuesto y menos de aproximadamente un 20 %
en peso de otros estereoisomeros del compuesto, por ejemplo mas de aproximadamente un 90 % en peso de un
estereoisomero del compuesto y menos de aproximadamente un 10 % en peso de otros estereocisémeros del
compuesto, o0 mas de aproximadamente un 95 % en peso de un estereoisémero del compuesto y menos de
aproximadamente un 5 % en peso de otros estereoisomeros del compuesto, 0 mas de aproximadamente un 97
% en peso de un estereoisomero del compuesto y menos de aproximadamente un 3 % en peso de otros
estereoisomeros del compuesto.

[0058] Si hay una discrepancia entre una estructura representada y un nombre dado a esa estructura, entonces
la estructura representada predomina. Ademas, si la estereoquimica de una estructura o una parte de una
estructura no se indica, por ejemplo, con lineas en negrita o discontinuas, debe interpretarse que la estructura o
parte de la estructura abarca todos los estereoisémeros de la misma.

Il. Compuestos de la invencién y conjugados de dendrimeros

[0059] La presente invencion se refiere a nuevas fracciones dirigidas a PSMA, y a la sintesis de un conjugado
quelante-dendrimero de las fracciones dirigidas a PSMA. En particular, el grupo quelante es uno que quela de
manera efectiva una variedad de iones metalicos que se usan en aplicaciones de radioimagenes y como
radiofarmacos para el tratamiento de estados patoldgicos.

[0060] También estan comprendidos dentro del alcance de la presente invencion las composiciones
farmacéuticamente aceptables del radiomarcador de la invenciéon que contiene conjugados dirigidos a quelante-
dendrimero-PSMA, asi como la composicion de la invencion para su uso en métodos con el fin de obtener
imagenes y/o diagnosticar tejido de cancer de prostata, asi como proporcionar tratamiento radioterapéutico para
el cancer de prostata.

[0061] En particular, las fracciones de la invencién dirigidas a PSMA son homodimeros de glutamato urea (GUG)
0 heterodimeros de glutamato urea, como, por ejemplo, un dimero de glutamato-urea-lisina (GUL). En un
aspecto, por lo tanto, la presente invencion describe la sintesis de las fracciones GUL y GUG dirigidas a PSMA
asi como las metodologias para la sintesis de di-, tri- 0 tetrameros de estas fracciones usando un nicleo de
EDTA.

[0062] Sin estar sujetos a ninguna teoria particular, los presentes inventores hipotetizaron que la distancia de las
fracciones GUL y GUG desde los grupos de la superficie del dendrimero podria ser importante para la unién con
la proteina PSMA. Para explorar la distancia éptima requerida para la union firme del conjugado GUL/GUG-
dendrimero con la PSMA, los presentes inventores primero sintetizaron y probaron una serie de conjugados
GUL/GUG-EDTA en los que las fracciones GUL o GUG estan unidas directamente o mediante enlazadores de
diferentes longitudes al EDTA. Por lo tanto, en una realizacion, GUL se conjugé directamente con EDTA. En una
realizacién alternativa, las fracciones GUL o GUG se conjugan con EDTA mediante enlazadores. Cuando GUL

8



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2675320 T3

es la fraccién dirigida a PSMA, se permite a enlazadores tales como el acido aminopropiénico o el acido
aminohexanoico reaccionar con el grupo g-amino de lisina antes de la conjugacion con EDTA. Sin embargo,
cuando GUG es la fraccion dirigida a PSMA, la cadena lateral de carboxilato del &acido glutamico puede
prolongarse haciendo reaccionar el grupo y-carboxilo con el 1, 3-diaminopropano o con un enlazador de
diaminohexano antes de la tetramerizacion usando EDTA.

[0063] Las afinidades de unién de los tetrameros de EDTA de GUL, GUG y las obtenidas usando enlazadores de
longitudes variables se probaron usando el ensayo basado en células LNCaP como se explica con mas detalle a
continuacion.

[0064] En otra realizacion mas de la presente invencion, los analogos de GUG y GUL se conjugan
adicionalmente con un dendrimero. Ejemplos de dendrimeros adecuados son los dendrimeros Starbust, tales
como un dendrimero de poli(lamidoamina) (PAMAM) con nudcleo de cistamina. Los dendrimeros PAMAM son
polimeros que tienen una arquitectura macromolecular uniforme conocida como polimero de estrella densa. La
uniformidad de la arquitectura molecular permite que los dendrimeros tengan un alto grado de uniformidad
molecular, una distribucion de peso molecular estrecha, caracteristicas especificas de tamafio y forma, y una
superficie terminal altamente funcionalizada. Cada dendrimero se fabrica mediante una serie de pasos
repetitivos que comienzan a partir de un nucleo iniciador central. Cada paso de crecimiento consecutivo
representa una nueva «generacion» de polimero con un diametro molecular mayor, el doble del numero de sitios
de superficie reactivos y aproximadamente el doble del peso molecular de la generacion anterior.

[0065] La tabla 1 a continuacién muestra las propiedades fisicoquimicas calculadas de los dendrimeros PAMAM
funcionales de la superficie de la amina para cada generacion.

Generacién Peso molecular Diametro medido (A) Grupos de superficie
0 517 15 4

1 1.430 22 8

2 3.256 29 16

3 6.909 36 32

4 14.215 45 64

5 28.826 54 128
6 58.048 67 256
7 116.493 81 512
8 233.383 97 1024
9 467.162 114 2048
10 934.720 135 4096

[0066] En particular, una serie de dendrimeros PAMAM conjugados con DOTA funcionalizados con glutamato-
urea-lisina (GUL) o glutamato-urea-glutamato (GUG) con pesos moleculares entre 5000 -100 000 Da para
identificar una molécula que presenta una alta afinidad por PSMA, aclaramiento rapido de la sangre y los tejidos
no diana, y reduccién de la captacion renal en comparacion con los radiofarmacos de generacion de imagen
molecular actualmente en la clinica, para radioterapia dirigida del cancer de prostata.

[0067] Los presentes inventores se dan cuenta de que se desean varias caracteristicas en el disefio y desarrollo
de dendrimeros sintéticos que incorporan los motivos GUL o GUG de unién a PSMA. Por ejemplo, la conjugacion
de la fraccién dirigida a PSMA con un dendrimero deberia permitir la sintesis rapida de conjugados con tamafio,
namero de grupos de carga superficial, peso molecular y capacidad de alterar faciimente el tamafio del
conjugado de dendrimeros basandose en el nimero de generacion de dendrimero utilizado definidos. De
acuerdo con esto, los conjugados de dendrimeros de la invencién pueden evaluarse rapidamente para
determinar la correlacion entre el peso molecular del conjugado en la distribucion tisular, la farmacocinética y el
aclaramiento para los conjugados dirigidos a dendrimero-PSMA.

[0068] Otro criterio que se evaluara para los conjugados de dendrimeros de la invencion es la influencia que
tiene un ndimero creciente de motivos dirigidos a PSMA sobre la afinidad/avidez de union.

[0069] La capacidad de unir un Unico quelante de metales al conjugado dirigido a dendrimero-PSMA de la
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invencién es importante para muchas aplicaciones radiofarmacéuticas. La presente invencion proporciona una
metodologia para sintetizar un conjugado dirigido a quelante-dendrimero-PSMA para estudios de radiomarcaje
usando cualquiera de los radioisétopos metalicos mencionados a continuacion. Aungue puede usarse cualquier
dendrimero para sintetizar complejos dirigidos a quelante-dendrimero-PSMA de acuerdo con la presente
invencion, los dendrimeros PAMAM comercialmente disponibles con un nucleo de cistamina y residuos de acido
succinamico superficiales se han usado para sintetizar conjugados de la férmula I. Estos dendrimeros son
ideales ya que proporcionan un unico punto de union para el quelante de radiois6topos mediante la reaccion de
un grupo sulfhidrilo libre producido por la reduccion del enlace disulfuro central. Para reducir la toxicidad in vivo,
normalmente asociada con grupos de superficie libres de amina del dendrimero PAMAM, los presentes
inventores modifican primero los grupos amino superficiales mediante reaccién con acido succinico en exceso o
un derivado activado tal como anhidrido succinico seguido del acoplamiento de los residuos de acido
succinamico resultantes con GUL.

[0070] Por consiguiente, la presente invencién describe la sintesis de un conjugado de PSMA-dendrimero de
acuerdo con la féormula 1 tal como se define en la reivindicacién 1, o sus sales y solvatos farmacéuticamente

aceptables.
X )72
p q I

[0071] Para los conjugados de la formula representa el nacleo del dendrimero de una generacion, n. El
dendrimero seleccionado para conjugarse con el inhibidor de PSMA tiene un niimero fijo de grupos de superficie
que dependen de la generacion del dendrimero utilizado. La presente invencion describe conjugados de
dendrimeros que usan cualquier generacién del dendrimero, tales como dendrimeros que pertenecen a las
generaciones 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9 0 10.

(R1_S

[0072] Para los compuestos de la férmula I, X se selecciona del grupo que consiste en -COOR', -NR'R", en su
forma «libre» 0 no conjugada y -NHC(O)-(CH2)a-C(O)-, -NHC(O)-(C,-DOs) alquenil-C(O), -NHC(O)-CH»>-O-NHy, -
NHC(0O)-(CH2)a.-maleimida y -NR'-(CH2)a-NR™" en su forma conjugada. S es azufre o grupo sulfhidrilo (grupo -SH).
El quelante de metales R; se une al dendrimero a través del grupo sulfhidrilo.

[0073] El namero entero p representa el niUmero de grupos de superficie presentes en una generacion
determinada del dendrimero. Tipicamente, el nimero de grupos de superficie para los dendrimeros de la férmula
les 4,8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 y 4096, dependiendo de la generacion de dendrimero utilizada.

[0074] Para los conjugados de la invencion, la fraccion (Z) dirigida a PSMA es un compuesto de acuerdo con la

féormula A:

J
O
Rgo\[]/\HJJ\” OR;
O 0 A

[0075] Para los compuestos de la formula A, -C=J es, o bien un grupo -CH», o bien el grupo -C=0. L se
selecciona del grupo que consiste en -COOR™, -(CH)-NH-C(O)-CH(O)-, -(CH.)-NH-C(0O)-(CH2-CH2-O)y-NR'-, -
(CH3)-NH-C(0)-(CH>),-NR'- y -(CH2)-NH-C(O)-(CH2),-SH-. Cada uno de los sustituyentes R', R", R™, Rz, Rz y R4
se selecciona de manera independiente del grupo que consiste en H y alquilo C1-Cs lineal o ramificado.

[0076] EI namero entero g, representa la proporcion de grupos de superficie disponibles, X, conjugados con Z.
Por lo tanto, de acuerdo con una realizacion, la proporciéon de grupos de superficie disponibles, X, conjugados
con Z estd en el rango de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 100 %, preferiblemente
aproximadamente el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 % 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94
%, 96 %, 98 % 0 99 % En una realizacion, la proporcién de grupos superficiales disponibles, X, conjugados con Z
esta en el intervalo de aproximadamente el 50 %, 52 %, 54 %, 56 %, 58 %, 60 %, 62 %, 64 %, 66 %, 68 %, 70 %,
72 %, 74 %, 76 %, 78 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 % 0 88 %. Ademas, los subindices a, y y z son cada uno enteros
independientes entre 0 y 8, ambos inclusive.

[0077] Para los complejos que comprenden conjugados de la férmula I, el quelante de metales puede ser un
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compuesto bidentado, un compuesto tridentado o un compuesto tetradentado que tiene dos o mas pares de
electrones no compartidos que estan disponibles para la donacibn a un ion metalico. El ion metalico
generalmente esta coordinado por dos o mas pares de electrones con el agente quelante.

[0078] Ejemplos de grupos de quelantes de metal para complejos que comprenden conjugados de la férmula |
son aquellos seleccionados del grupo que consiste en DOTA, DTPA, EDTA, ciclohexil DTPA, quelantes de acido
hidroxamico, deferrioxamina, HYNIC, tiosemicarbazona, TETA, NOTA, Mag3 y N2S2. Se muestran ejemplos de
estructuras en la tabla 2:

| N O&NF\N
e,
7§7N *E*N 5 HN]/ .
N t N OR
= OR
b @] 0 0 s
=\ =\ s
HNTN RVNTN _N
,%fN N —“—N N é—N N=
— ] \
N R‘/
H ’ ’
OR!

0 NH
9 2, o :
R'OOC N
\ 7 HN
™\ O
RIOOC T 2N ‘Nf 2‘~N HN
=N N [ j H
< ] O "N N NH HS
O}JN - E—N%-l_/ coR
b
RtOOC\’N7
R'0OC , 0
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o Ox % (COOH
/ ( N
Ox-NH HN | A q }
T l N HOOC—" |/ N—cooH
SH N ©
N \H
COOH Metal

Para las estructuras que se muestran arriba, R' es H, un grupo alquilo C1-Cg, un ion de amonio, un ion de
alquilamonio o un ion metélico alcalino o alcalinotérreo y R" es un alquilo C;-Cs.

[0079] Los conjugados de dendrimeros de la invencién deberian mejorar la distribucién tisular, la afinidad de
unién, mejorar el perfil toxicoldgico y la farmacocinética de un conjugado de dendrimero de férmula | complejado
con un radionucleido.

[0080] En otra realizacién de la presente invencion, se proporciona un complejo que comprende un ion metélico

: A 68 64 67 212 203 212n: "213R: 89 186 99m 90 86
seleccionado del grupo que consiste en *"Ga, ~Cu, ~'Cu, ““Pb, ““Pb, “Bi, “"Bi, =~ Zr, ~ Re, Tc, Y, 7Y,
YLy, ™Miny **®Re, y un conjugado de dendrimero de acuerdo con la férmula I. Son ilustrativos de un complejo
de la invencion los que se describen estructuralmente a continuacién en la tabla 3.
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Tabla3

COOH

e H COOH
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N 0 W—H COOH
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H
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OOH
OOH
4 NH
ﬁ—” COOH
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[0081] En una realizacién, un complejo de acuerdo con la presente invencion es un dendrimero PAMAM reducido
cuyos residuos de acido succinamico superficiales se conjugan directamente con GUL o un analogo enlazador
GUL con un Unico grupo quelante de radiois6topos DOTA unido al dendrimero a través de su grupo sulfhidrilo
libre tal como se muestra a continuacion.

COOH
COOH

0
s—Hn
4 NH
HOL™ H o N "cooH
N N o o H

[ M. j o

JN N q
Hooc— 7 coum

Para este complejo, el nilmero entero g representa la proporciéon de residuos de acido succinamico conjugados
con fracciones (Z) de GUL.

[0082] Es decir, la proporciéon de grupos de superficie disponibles, X, conjugados con Z esta en el intervalo de
aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 100 %, preferiblemente aproximadamente el 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94 %, 96 %, 98 % o0 99 %. En una
realizacién, la proporcion de grupos superficiales disponibles, X, conjugados con Z esta en el intervalo de
aproximadamente el 50 %, 52 %, 54 %, 56 %, 58 %, 60 %, 62 %, 64 %, 66 %, 68 %. 70 %, 72 %, 74 %, 76 %, 78
%, 80 %, 82 %, 84 %, 86 % 0 88 %.

[0083] Dependiendo de la aplicacion para la que va a usarse el complejo de la invencion, el complejo de la
invencion puede quelar con uno o mas radionucleidos adecuados para proporcionar radioterapia, o0 uno o0 mas
radionucleidos adecuados para radioimagenes y/o deteccion de tejidos que expresan PSMA. Los radioisétopos

: A 68 64 67 212 203 212: 213n: 89 186 99m. 90 6
se seleccionan del grupo que consiste en ~Ga, ~'Cu, ~'Cu, ““Pb, ““Pb, ““Bi, “"Bi, ~Zr, " "Re, 7 Tc, Y, Y,
177Lu lllln y 188Re

[0084] Por consiguiente, en una realizacién se proporciona una composicién farmacéutica que incluye el

complejo de la invencién que incluye un metal y el compuesto de formula |, una sal, solvato, estereoisémero o
tautdmero del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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[0085] En general, los complejos metdlicos del compuesto de formula | o las composiciones farmacéuticas de
los mismos, pueden administrarse por via oral, o a través de una ruta parenteral, generalmente mediante
inyeccion. Las vias parenterales incluyen inyeccién e infusién intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal. En algunas realizaciones, el compuesto o
composicion farmacéutica del mismo se administra por via oral. Tales composiciones pueden tomar la forma de
pastillas, pildoras, capsulas, semisélidos, polvos, soluciones, suspensiones, elixires, aerosoles o cualquier otra
composicion apropiada.

[0086] De acuerdo con otro aspecto, se proporciona una composicion farmacéutica, que es adecuada para la
formaciéon de imagenes en vivo. Tales composiciones farmacéuticas adecuadas de formacion de imagenes
contienen un agente de formacion de imagenes que tiene un radionucleido, y ya sea como elemento, es decir,
yodo radioactivo, o como complejo de quelato de metal radioactivo del compuesto de la formula | en una
cantidad suficiente para formacion de imagenes, junto con un vehiculo radioldgico farmacéuticamente aceptable.
El vehiculo radioldgico debe ser adecuado para inyeccién o aspiracién, como, por ejemplo, la albimina de suero
humano; soluciones tampon acuosas, por ejemplo, tris (hidrometil) aminometano (y sus sales), fosfato, citrato,
bicarbonato, etc.; agua esterilizada; solucién salina fisioldgica; y soluciones iénicas equilibradas que contienen
sales de cloro y/o dicarbonato o cationes normales del plasma sanguineo tales como calcio, potasio, sodio y
magnesio.

[0087] La concentracién del agente de formacion de imagenes en el vehiculo radiolégico deberia ser suficiente
para proporcionar imagenes satisfactorias. Por ejemplo, cuando se usa una solucion acuosa, la dosificaciéon es
de aproximadamente 1.0 a 50 milicurios. El agente de formacién de imagenes debe administrarse de modo que
permanezca en el paciente durante aproximadamente de 1 a 24 horas, aunque son aceptables periodos de
tiempo mas largos y més cortos. Por lo tanto, pueden prepararse ampollas convenientes que contienen de 1 a 10
ml de solucion acuosa.

[0088] Las formacién de imagenes se puede llevar a cabo de la manera normal, por ejemplo inyectando una
cantidad suficiente de la composicion de formacion de imégenes para proporcionar una formacioén de imagenes
adecuada y luego escanear con una maquina adecuada, tal como una camara gamma. En ciertas realizaciones,
un método de formacion de imagenes de una region de un paciente incluye las etapas: administrar a un paciente
una cantidad eficaz para el diagnéstico de un compuesto complejado con un radionucleido; exponer una region
del paciente a la radiacion; y obtener una imagen de la region del paciente. En ciertas realizaciones de la region
representada se encuentran la cabeza o el térax. En otras realizaciones, los compuestos y complejos de la
férmula | tienen como objetivo la proteina PSMA.

[0089] Por tanto, en algunas realizaciones, se proporciona un método de obtencién de imagenes de tejidos tales
como tejido de bazo, tejido de rifion o tejido tumoral que expresa PSMA que incluye poner en contacto el tejido
con un complejo que incluye un metal radiactivo y un compuesto que incluye un grupo de férmula:

COOH
o H COOH
T sy
HO,C 4 NH
’ \N/__\N/_\(—\\Nﬁ/ H ! N~ “cooH
[ o o) o H
1114
/,In\ ] O

N N
q
Hoge—"  cop
una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo. Para un dendrimero de generacion 6 que tiene 256
grupos superficiales, de los cuales al menos el 50 % reacciona con las fracciones GUL o GUG dirigidas a PSMA,
g, que representa la proporcion de grupos de superficie disponibles, X, conjugados con Z (grupos GUL), es igual
a 128 sin reaccionar y 128 grupos conjugados de superficie. En otras realizaciones, la proporcién de grupos de
superficie disponibles, X, conjugados con Z, puede ser del 60 %, 65 % 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94
%, 96 %, 98 %, 99 % 0 100 %. Por ejemplo, la proporcién de grupos de superficie disponibles, X, conjugados con
Z es al menos del 50 %, 52 %, 54 %, 56 %, 58 %, 60 %, 62 %, 64 % , 66 %, 68 %, 70 %, 72 %, 74 %, 76 %, 78
%, 80 %, 82 %, 84 %, 86 % 0 88 %. En algunas realizaciones, el tejido objetivo del complejo de la invencién es
tejido tumoral que expresa PSMA.

[0090] De manera similar, los conjugados y complejos de dendrimeros de la invencién se pueden obtener
usando dendrimeros de generacion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 que tienen 4, 8, 16, 32, 64, 128 , 256, 512, 1024,
2048 y 4096 grupos de superficie respectivamente. La eficacia de conjugar los grupos (Z) dirigidos a PSMA con
los grupos de superficie (X) de un dendrimero determina la proporcion de grupos de superficie que permanecen
sin reaccionar. Preferiblemente, para cualquier generacién de dendrimeros que se use para sintetizar los
conjugados de la invencion, la proporcion de grupos de superficie disponibles, X, conjugados con Z es al menos
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del 50 %, 52 %, 54 %, 56 %, 58 %, 60 %, 62 %, 64 %, 66 %, 68 %, 70 %, 72 %, 74 %, 76 %, 78 %, 80 % 82 %,
84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 92 %, 94 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %.

[0091] Por lo tanto, para los conjugados y complejos de dendrimeros de la invencion de estos conjugados con
radionucleido, el nimero de grupos de superficie de dendrimeros entre dos generaciones consecutivas ny n + 1
puede expresarse mediante la relacion 2m, donde m es el nimero de grupos de superficie para la generacién n.
Por lo tanto, para un dendrimero de la generacién 3 hay 16 grupos de superficie. Para la generaciéon n + 1, es
decir, la generacion 4, la cantidad de grupos de superficie es 2 (16) o 32 grupos de superficie.

[0092] La presente invencion, asi descrita en general, se entendera mas facilmente mediante referencia a los
siguientes ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracion.

EJEMPLOS
| Sintesis
A. Sintesis de los tetrameros de fraccién de EDTA dirigida a PSMA

[0093] El esquema 1 ilustra la ruta sintética general para la multimerizacion de los compuestos basados en Glu-
urea-lisina (GUL) usando EDTA. EIl primer paso implica la reaccion, catalizada por una base, de GUL protegido
por t-butilo con 4,4'- (etano-1,2-diil) dimorfolino-2,6-diona para dar el dimero GUL-EDTA protegido por t-butilo. La
activacion de los dos grupos carboxilo restantes del dimero GUL-EDTA usando un exceso de cualquiera de los
reactivos de acoplamiento de péptidos disponibles comercialmente, tales como DCC, HOBt/HBTU o EDCI y
hacer reaccionar el dimero activado con un ligero exceso de GUL protegido por t-butilo produjo el tetramero
GUL-EDTA deseado que se desprotegio en condiciones acidas suaves y se sometio a purificacion. Las técnicas
analiticas adecuadas para la purificacién del tetrdmero incluyen cromatografia liquida de alta resolucion,
cromatografia preparativa en capa fina (TLC), cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de exclusion
por tamafio. La caracterizacion del producto purificado se puede lograr usando espectroscopia 'H-RMN y
espectrometria de masas.

Esquema 1

o A :
o OH
<~>o HO,
EDCI (2 eqv) % % TFA
—_— - - [EE— . -
NH o Q o NH Ho HO
HN—§ o o HO, HN—§ o o

2 (2 eqv) o
4‘—0
) HN o HN'
o HN— o HN—,

OH

[0094] Se utiliza una estrategia sintética similar para tetramerizar el analogo de GUG-enlazador-EDTA, cuya
estructura se muestra a continuacion:
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A
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+

(4)

(3S, 7S, 26S, 30S)-hexa-tert-butilo 15,18-bis((7S,11S)-7,lI-bis(tert-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,9,17-trioxo-3-oxa-
8,10,16-triazaoctadecan-18-il)-5,13,20,28-tetraoxo-4,6,12,15,18,21,27,29-octaazadotriacontano-1,3,7,26,30,32-
hexacarboxilato

[0095] Por lo tanto, la sintesis del tetramero GUG-EDTA anterior se logré agitando una solucién de (14S,18S)-3-
((7S,11S)-7,11-bis(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,9,17-trioxo-3-0xa-8,10,16-triazaoctadecan-18-il)-14,18-
bis(acidoterc-butoxicarbonil)-6-(carboximetil)-23,23-dimetil-8,16,21-trioxo-22-oxa-3,6,9,15,17-
pentaazatetracosan-1-oico((3), 200.0 mg, 0.16 mmol), (S)-di-terc-butil 2-(3-((S)-6-amino-1-terc-butoxi-1-
oxohexan-2-il)ureido) pentanodioato ((2), 158.0 mg, 0.32 mmol), EDCI (66.0 mg, 0.34 mmol), HOBt (44.0 mg,
0.32 mmol) y DIPEA (0.09 ml) en DCM (5.0 ml,) a temperatura ambiente durante la noche (Esquema 2). Al dia
siguiente, la mezcla de reaccién se concentr6 y purificd usando un sistema de cromatografia Biotage SP4 que
utiliza un 0 % a un 10 % de metanol en DCM para producir el compuesto del titulo (4) como sélido blanco. (M +
H/2)" = 1086.
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Esquema 2

: 0
ji 0 (roj\o + -...N>H_NH O-7
N 0 N o 0
>O< NH 0 HJ\OH j/NH + :'8_\_<
O Bﬁ/'\/\/\NJ\/N\/\N 7& 7& o]
X° H

EDCVHOBt (4)

(3) (2)

DIPEA/DCM
RT, durante la noche

[0096] La desproteccion del tetramero GUG-EDTA se consigui6 agitando una solucién de DCM (1.0 ml), de (3S,
7S, 26S, 30S)-hexa-terc-butilo 15,18-bis((7S,11S) -7,ll-bis (tert-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4,9,17-trioxo-3-oxa-
8,10,16-triazaoctadecan-18-il)-5,13,20,28-tetraoxo-4,6,12,15,18,21,27,29-octaazadotriacontano-1,3,7,26,30,32-
hexacarboxilato (4) en TFA (2.0 ml), durante 12 horas a temperatura ambiente. La evaporacion del disolvente
proporcion6 el producto bruto deseado (3S, 7S, 26S, 30S)-15,18-bis(2-((S)-5-carboxi-5-(3-((S)-1,3-
dicarboxipropil)ureido)pentilamino)-2-oxoetil)-5,13,20,28-tetraoxo-4,6,12,15,18,21,27,29-octaazadotriacontano-
1,3,7,26,30,32-4cido hexacarboxilico (5), que se purific6 mediante HPLC. (M + H)+ = 1497.

o)

sntlINH sl NH

o OH (5)

B. Sintesis de conjugados de fraccién-dendrimero quelante de metales dirigidos a PSMA

[0097] Se sintetizaran una serie de conjugados de dendrimeros de la invencion usando GUI, GUG o los
compuestos apropiados de enlazadores GUL o enlazadores GUG que mostraron una afinidad de unién
incrementada por PSMA basandose en estudios de unién usando los analogos de tetrdmeros de EDTA de estos
compuestos. La conjugacion de estos compuestos de farmacdéforo-enlazador de alta afinidad con los grupos
acidos de superficie de dendrimeros PAMAM de un nlcleo de cistamina que contienen 16-128 grupos de
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superficie, se lleva a cabo usando el protocolo de sintetizacion ilustrado a continuacién en el esquema 3.
Esquema 3

/ B i / o H \ HO . f ‘
\ [ B
[ o N N 0 | EDGlexceso) | o 2 %1 ° 10 o L T .
‘ ] 5—5 i \+ NN]T| |]T’NN|},*
\ HO o Vo OH /' exceso2,3,4, 60 7 o H H o o H H g /n
N
) GUL (1), X = CHy
'3:”(‘1;'{’:;:‘3: GUL- aminopropanamida (2} Y = Hy, X = -CH,NHC{O}-{CH,),-
GUL- aminohexanamida (3) Y = Hy, X = -CHyNHC{O)-(CHp)e-
8 GUG- aminopropanamida (5) Y =0, X = -NH(CHz)z

GUG- aminohexanamida (6) Y = O, X = -NH{CH3)-

| N
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2) TFA r N N7
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n Generacion Grupo de
de dendrimero superficie (n)
2 8
3 16
4 32
5 64
] 128

[0098] En general, los dendrimeros de nicleo de disulfuro de cistamina comerciales disponibles con grupos de
superficie de &cido succinamico en las generaciones dos a seis (8) reaccionardn con un exceso de un
compuesto apropiado dirigido a PSMA, por ejemplo, los compuestos 1, 2, 3, 5 0 6 para producir los conjugados
de dendrimeros de PSMA protegidos (10) que contienen las unidades deseadas de seleccibn como
objetivo/reconocimiento de PSMA. La conjugacion de los grupos dirigidos a PSMA con la superficie del
dendrimero se consigue usando un exceso de agente de acoplamiento, por ejemplo, EDCI, junto con un ligero
exceso del compuesto apropiado dirigido a PSMA.

[0099] EI nucleo de disulfuro de cistamina del conjugado de dendrimeros se reducird quimicamente para permitir
la conjugacion de una Unica fraccion de DOTA (quelante de metales) con el grupo sulfhidrilo libre. La conjugacion
de DOTA con el grupo sulfhidrilo libre se logrard usando el compuesto DOTA-maleimida (12). La desproteccion
de los grupos t-butil éster con TFA producira los conjugados de dendrimeros de la formula | deseados.

[0100] En una realizacion, se usaran dendrimeros de PAMAM-&cido succindmico de generacion 2, 3, 4, 5 0 6,
gue tienen 16, 32, 64, 128 o 256 grupos de superficie para la conjugacion con la fraccion dirigida a PSMA.
Usando el protocolo de reaccion descrito anteriormente, se conjugaran al menos el 80 % de los grupos de
superficie libres con la fraccion dirigida a PSMA. De acuerdo con una realizaciéon de esta invencion, la reaccion
de conjugacion ilustrada en el esquema 3 anterior produce un conjugado de dendrimero de la férmula | en el que
al menos el 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99% o0 el 100% de los grupos de
acido succindmico de superficie se unen de manera covalente a la fraccién dirigida a PSMA. En otra realizacion,
el porcentaje de grupos de acido succindmico de superficie unidos de forma covalente a la fraccién dirigida a
PSMA es al menos el 50 %, 52 %, 54 %, 56 %, 58 %, 60 %, 62 %, 64 %, 66 %, 68 % o 70 %.

[0101] Inicialmente, las moléculas diana se sintetizardn como derivados de indio no radioactivo para
caracterizacion in vitro y evaluacion bioldgica. Los compuestos se analizaran para determinar su pureza y
confirmar su estructura mediante técnicas analiticas estandar ampliamente aceptadas (espectroscopia de 'H-
RMN y espectroscopia de masas (MALDI-TOF), y la pureza se evaluar4 mediante cromatografia de exclusién por
tamafo) y se seleccionaran in vitro en un ensayo competitivo de unién para la inhibicion de la union de [12 1N -
MIP-1072 con células de cancer de prostata humano LNCaP.

[0102] Los conjugados de la fraccion dirigida a DOTA-dendrimero-PSMA que exhiben la mayor afinidad por
PSMA se complejaran luego con un radionucleido adecuado para aplicaciones de radioimagen o
radioterapéuticas. Por lo tanto, el radiomarcaje de los conjugados de la férmula | para formar complejos se llevd
a cabo utilizando a-aminoacidos libres o como el derivado de aminoacidos apropiadamente N-protegido
utilizando la siguiente metodologia. El radiomarcaje de Min se lograra de la siguiente manera: A un vial de 10 ml
que contiene 10 mCi de cloruro de indio-111 en un volumen de 0.5 ml (HCI 0.05 N) se agrega agua TraceSelect®
Ultra para obtener un volumen de reaccion final de 1.0 ml. La solucién del radionucleido se transferira a un vial
que contiene 10 nmoles de un conjugado de dedrimero de la formula I. La mezcla de reaccion se calentara a 100
°C durante 30 minutos, luego se enfriara a temperatura ambiente durante un minimo de 5 minutos. La reaccién
se diluira hasta el volumen deseado mediante la adicion de solucién salina estéril para preparar una muestra del
complejo de la invencion que sea adecuada para inyeccion (0.9 % de NacCl).
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Il. Formulaciones farmacéuticas

[0103] Los compuestos de la invencion dirigidos a PSMA, sus conjugados con dendrimeros y complejos de
radionucleidos-dendrimeros seran Utiles para inhibir la expresién y/o actividad de PSMA asi como también la
metastasis del cancer de prostata. Los conjugados de la formula | y sus conjugados de radionucleidos también
se utilizaran en aplicaciones de radioimagenes usadas para detectar tejido canceroso que expresa PSMA.

[0104] En una realizacion, la invenciéon proporcionard una composicién farmacéutica que comprende uno o
varios conjugados de la formula | o una sal, solvato, esterecisémero, tautdmero o profarmaco farmacéuticamente
aceptable, mezclados con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la composicion
contiene ademas, de acuerdo con las practicas aceptadas de compuestos farmacéuticos, uno o varios agentes
terapéuticos adicionales, excipientes, diluyentes, adyuvantes, estabilizadores, emulsionantes, conservantes,
colorantes, tampones y agentes aromatizantes farmacéuticamente aceptables.

[0105] En otra realizacion, la formulacién farmacéutica comprendera el complejo del conjugado de dendrimero
de la invenciéon y un metal radionucleido junto con una sal, solvato, estereoisdmero, tautdmero o profarmaco
farmacéuticamente aceptable, mezclado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0106] Las composiciones de la invencion pueden administrarse por via oral, topica, parenteral, por inhalacion o
por pulverizacion o via rectal en formulaciones de unidades de dosificacion. El término parenteral, tal como se
usa en el presente documento, incluye técnicas de inyecciébn e infusibn subcutaneas, intravenosas,
intramusculares o intraesternales.

[0107] Las composiciones orales adecuadas de acuerdo con la invencion incluyen comprimidos, trociscos,
pastillas, suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulos dispersables, emulsién, capsulas duras o blandas,
jarabes o elixires.

[0108] Dentro del alcance de la invencién se incluyen composiciones farmacéuticas adecuadas para
dosificaciones de una sola unidad que comprenden un complejo de la invencién, su estereocisémero, profarmaco,
sal, solvato, hidrato o tautémero farmacéuticamente aceptable y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0109] Las composiciones de la invencién adecuadas para uso oral se pueden preparar de acuerdo con
cualquier método conocido en la técnica para la fabricacién de composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, las
formulaciones liquidas de los complejos de la invencién contienen uno o varios agentes seleccionados del grupo
gue consiste en agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes con el
fin de proporcionar preparados farmacéuticamente elegantes y de sabor agradable del complejo de la invencién.

[0110] Para composiciones de pastillas, el ingrediente activo mezclado con excipientes farmacéuticamente
aceptables no téxicos se usa para la fabricacién de pastillas. Los ejemplos de tales excipientes incluyen
diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato de
sodio; agentes de granulacién y desintegracion, por ejemplo, almidén de maiz o &cido alginico; aglutinantes, por
ejemplo, almiddn, gelatina o goma arabiga, y agentes lubricantes, por ejemplo, estearato de magnesio, acido
estedrico o talco. Las pastillas pueden estar sin recubrir o pueden estar recubiertas mediante técnicas de
recubrimiento conocidas para retrasar la desintegracién y la absorcion en el tracto gastrointestinal y, por lo tanto,
proporcionar una accion terapéutica sostenida durante un periodo de tiempo deseado. Por ejemplo, se puede
emplear un material de retardo tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

[0111] Las formulaciones para uso oral también pueden presentarse como capsulas de gelatina dura en las que
el ingrediente activo se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio
o caolin, o como capsulas de gelatina blanda en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un medio
oleoso, por ejemplo aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

[0112] Para suspensiones acuosas, el complejo de la invencion se mezcla con excipientes adecuados para
mantener una suspension estable. Los ejemplos de tales excipientes incluyen carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, hidropropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma tragacanto y goma arabiga.

[0113] Las suspensiones orales también pueden contener agentes dispersantes o humectantes, tales como
fosfatidos de origen natural, por ejemplo, lecitina, o productos de condensacién de un 6xido de alquileno con
acidos grasos, por ejemplo estearato de polioxietileno, o productos de condensacion de 6xido de etileno con
alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacién de
oxido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de sorbitan
polioxietilenado, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos
grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de sorbitan polietilienado. Las suspensiones acuosas
también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo o de n-propilo, uno o
varios agentes colorantes, uno o varios agentes aromatizantes y uno o varios agentes edulcorantes, tales como
sacarosa o sacarina.
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[0114] Las suspensiones oleosas se pueden formular suspendiendo los ingredientes activos en un aceite
vegetal, por ejemplo aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, 0 en un aceite
mineral tal como parafina liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo,
cera de abejas, parafina dura o alcohol cetilico.

[0115] Se pueden afadir agentes edulcorantes tales como los expuestos anteriormente, y agentes
aromatizantes para proporcionar preparados orales de buen sabor. Estas composiciones pueden conservarse
mediante la adicion de un antioxidante tal como &cido ascérbico.

[0116] Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacion de una suspensién acuosa mediante
la adicion de agua proporcionan el ingrediente activo mezclado con un agente dispersante o humectante, agente
de suspensiéon y uno o varios conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes y los agentes de
suspension adecuados se ejemplifican mediante los ya mencionados anteriormente. También pueden estar
presentes excipientes adicionales, por ejemplo edulcorantes, aromatizantes y colorantes.

[0117] Las composiciones farmacéuticas de la invencién también pueden estar en forma de emulsiones de
aceite en agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo aceite de oliva o aceite de cacahuete; o
un aceite mineral, por ejemplo parafina liquida o mezclas de estos. Los agentes emulsionantes adecuados
pueden ser gomas naturales, por ejemplo, goma ardbiga o goma tragacanto, fosfatidos naturales, por ejemplo,
soja, lecitina y ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo,
monooleato de sorbitdn, y productos de condensacion de dichos ésteres parciales con 6xido de etileno, por
ejemplo, monooleato de sorbitdn polioxietilenado. Las emulsiones también pueden contener agentes
edulcorantes y aromatizantes.

[0118] Los jarabes y elixires se pueden formular con agentes edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol,
sorbitol o sacarosa. Dichas formulaciones también pueden contener un emoliente, un conservante y agentes
aromatizantes y colorantes. Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de un inyectable estéril,
una suspension acuosa 0 una suspension oleosa. Esta suspensién se puede formular de acuerdo con la técnica
conocida usando aquellos agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspension adecuados que se han
mencionado anteriormente. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucidon o suspension
inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no toxico, por ejemplo como una
solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan el agua, la
solucién de Ringer y la solucién isotonica de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean
convencionalmente como un disolvente o medio de suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite
fijo blando incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos como el acido oleico encuentran
uso en la preparacion de inyectables.

[0119] Los complejos de radionucleidos de la formula | también se pueden administrar en forma de supositorios
para administracion rectal del farmaco. Estas composiciones pueden prepararse mezclando el farmaco con un
excipiente no irritante adecuado que es sélido a temperaturas ordinarias pero liquido a la temperatura rectal y,
por lo tanto, se fundird en el recto para liberar el farmaco. Dichos materiales son manteca de cacao y
polietilenglicoles.

[0120] Las composiciones para administraciones parenterales se administran en un medio estéril. Dependiendo
del vehiculo utilizado y la concentracion del farmaco en la formulacién, la formulacion parenteral puede ser una
suspension o una solucidén que contienen el farmaco disuelto. También se pueden afadir adyuvantes tales como
anestésicos locales, conservantes y agentes tamponantes a las composiciones parenterales.

Ill. Biologia general
A. Prueba de tetrameros de EDTA-PSMA

[0121] Los analogos recién preparados de la estructura general 5 se seleccionaron en un ensayo de union a
células de cancer de prostata humano a una concentracion de 3 nM usando células LnCap positivas (+) para
PSMA. Los resultados de este examen nos mostraron si los compuestos presentaban unidn especifica a células
PSMA (+). Los compuestos que presentaban union especifica a células PSMA (+) se siguieron evaluando en un
ensayo de union competitiva contra el inhibidor de PSMA &cido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(4-
yodobencilamino)pentilo)ureido)pentanodioico (MIP-1072), y se calcularon los valores ICsp.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2675320 T3

NH

now - I L on
NN
0 0 MIP-1072

B. Seleccidn preliminar in vitro

[0122] La linea celular de cancer de préstata humano, LNCaP (PSMA positiva) se obtuvo de la American Type
Culture Collection (Rockville, MD). Las células LNCaP se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Invitrogen,
Carlsbad, CA) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (Hyclone, Logan, UT) en una incubadora
humidificada a 37 °C/5 % de CO,. Se retiraron las células de los matraces para pase o para transferencia a
placas de ensayo de 12 pocillos incubandolas con tripsina/EDTA (Invitrogen, Carlsbad, CA) al 0.25 %.

[0123] En un ensayo de unlon competitivo tipico, las células LNCaP se colocaron en placas de 12 pocillos con
aproximadamente 4 x 10° células/pocillo y se incubaron durante 48 horas en una incubadora humidificada a 37
°C/dioxido de carbono al 5 % antes de la adicion de inhibidores de PSMA. El ejemplo de tetramero de EDTA-
PSMA MIP-1444 se diluyé en un medio de cultivo celular libre de suero que contenia un 0.5 % de albumina de
suero bovino (BSA). EI MIP-1444 diluido se afiadié a las células en presencia de [***I]-MIP-1072 3 nM durante 1
hora a temperatura ambiente. Las células se eliminaron de las placas pipeteando cuidadosamente y se
transfirieron a tubos Eppendorff de 1.5 ml. Las muestras se microcentrifugaron durante 30 segundos a 15 K x g.
El medio se aspiré y el sedimento se lavara dos veces mediante dispersién en medio de ensayo nuevo seguido
de microcentrifugacion. La union celular de [123I] -MIP-1072 se determiné contando el sedimento celular en un
contador gamma automatizado Wallac 1282. El MIP-1072 frio servirh como control positivo en el ensayo. Los
valores ICs0 se generaron usando el software GraphPad Prism.
Las figuras 1 ilustran las curvas de union competitiva para varias fracciones dirigidas a PSMA de la invencion, asi
como los conjugados obtenidos por di- y tetramerizacion usando EDTA. Como se ilustra en la figura 1, el grupo
GUL (MIP-1033) dirigido a PSMA, tiene una afinidad por PSMA baja, con un valor ICs, que es 36 veces mayor
que el ICso para el tetramero MIP-1444. El dimero de GUL (MIP-1046) también presenta una mayor afinidad de
unién por PSMA que MIP1033, con un valor de ICsp ~30 veces menor que el valor ICsy para MIP-1033. Tomados
en conjunto, estos resultados sugieren que la multimerizacion de fracciones GUL o GUG apropiadamente
espaciadas usando un dendrimero podria proporcionar una estrategia adecuada para aumentar la eficacia
terapéutica de los conjugados GUL y/o GUG radiomarcados, mejorando la distribucién de tejidos, disminuyendo
la captacion de farmaco en los rifiones, y gracias al perfil farmacocinético mejorado de los conjugados de
dendrimeros de la invencién.

C. Distribucion de tejidos

[0124] La captacion de los complejos de dendrimero-PSMA etiquetados con 111In en modelos de xenoinjertos de
tumores humanos se realizara segin los métodos publicados. Brevemente, las células LNCaP se tripsinizaran,
se contaran y se suspenderan en una solucion que contiene un 50 % de PBS (con 1 mg/ml de D-glucosa y 36
pg/ml de plruvato de sodio) y un 50 % de Matrigel (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Se inocularan a ratones
NCr™™ 2 x 10° células por via subcutanea en el flanco posterior en un volumen de suspensién de 0.25 mI Los
estudios de captacion tumoral se realizaran cuando los tumores alcancen un tamafio de 100-200 mm®. La
captacién tisular se analizard administrando, a través de la vena de la cola, una inyeccion en bolo de
aproximadamente 2 uCi/ratdon a un volumen constante de 0.05 ml. Grupos de 5 animales seran sacrificados por
asfixia con diéxido de carbono a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccion. Los tejidos (tumor, sangre, corazon,
higado, pulmones, bazo, intestino grueso y delgado, estémago, rifiones, musculo esquelético, hueso, tejido
adiposo, testiculos y cerebro) seran disecados, extirpados, pesados, transferidos a tubos de plastico y contados
en un contador y automatizado (LKB modelo 1282, Wallac Oy, Finlandia). Los niveles de radioactividad en el
tiempo de tejido se expresaran como % de dosis inyectada por gramo de tejido (%Dl/g)) y % de dosis inyectada
por érgano (% DPO). La coinyeccién de 50 mg/kg de PMPA se usara para demostrar la union especifica al
objetivo.

D. Tratamientos terapéuticos
[0125] Los compuestos dirigidos a PSMA de la invencion, sus conjugados con dendrimeros y los complejos de

radionucleido-dendrimero de la invencién seran Utiles para inhibir la expresién y/o actividad de PSMA asi como
para inhibir la metéastasis del cancer de préstata. Los conjugados de Formula | y sus conjugados de
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radionucleidos también se usan en aplicaciones de radioimagen utilizadas para detectar tejido canceroso que
expresa PSMA.

[0126] Los compuestos, los conjugados de dendrimeros y sus complejos con radionucleidos de acuerdo con el
presente, inhiben la NAALADasa (PSMA) y, por lo tanto, son candidatos terapéuticos adecuados para el
tratamiento de enfermedades que podrian ser receptivas a la inhibicion de NAALADasa. Los ejemplos de dichas
enfermedades incluyen neuropatia diabética dolorosa y sensorial, dafio neuronal y cancer de prostata,
esquizofrenia, cancer colorrectal, inflamacion, esclerosis lateral amiotréfica o neuropatia diabética. Se puede
encontrar una guia para el modelado de dichos tratamientos terapéuticos en The Pharmacological Basis of
Therapeutics de Goodman & Gilman, McGraw Hill, 102 edicién, 2001, Pharmaceutical Preformulation and
Formulation: A Practical Guide from Candidate Drug Selection to Commercial Dosage Form, CRC, 2001 y
Handbook of Pharmaceutical Excipients, AphA Publications, 52 edicion, 2005.
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REIVINDICACIONES

Xo )*Zq 0

1. Conjugado de dendrimero de acuerdo con la formula I:

(R1_S

?

donde

. representa un nicleo de dendrimero de una generacion, n, seleccionado del grupo que consiste
10 enl, 2 3,4,5,6,7, 8, 9y 10, cada generacion asociada con un nimero predeterminado de
grupos de superficie, p;

- X es un grupo de superficie seleccionado del grupo que consiste en -COOR’, -NR'R", en su forma «libre» o
no conjugada y -NHC(O)-(CH,)a-C(O)-, -NHC(O)-(C2-DOs) alquenil-C(0O), -NHC(O)-CH»-O-NH2, -NHC(O)-
(CHz)a-maleimida y -NR'-(CH),-NR" en su forma conjugada.

- S es azufre;
-R;es
ROLC—. ;/— / COR'
N N
e L]
0 N N
=
2
donde

- R" es H, un grupo alquilo C;-Cg, un ion de amonio, un ion de alquilamonio o un ion metalico alcalino o
alcalinotérreo, y
- X s un numero entero igual a 1,

preferiblemente donde R' es H;

- p es un nimero entero seleccionado de 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 y 4096;

- Z es una fraccion dirigida a antigeno de membrana especifico de prostata de acuerdo con la férmula A:

OIOFM Ja-L
P
N N
o M H o (),

donde
- C=J es el grupo -CH; o -C=0;
- L se selecciona del grupo que consiste en -COOR"™, -(CHz)-NH-C(O)-CH(O)-, -(CH2)-NH-C(O)-(CH,-CHa-
0)y-NR'-, -(CH2)-NH-C(0)-(CH2),-NR'- y -(CH2)-NH-C(O)-(CH2);-SH-.
- R, R", R", Rz, R3 ¥y R4 se seleccionan cada uno de manera independiente del grupo que consiste en H y alquilo
C;1-Cs lineal o ramificado;
- q representa la proporcion de grupos de superficie disponibles, X, conjugados con Z;
- los subindices a, y y z son cada uno enteros independientes entre 0 y 8, ambos inclusive.

2. Conjugado de dendrimero segun la reivindicacion 1, en el que X es -NHC(O)-(CH2),-C(O)-, -C=J es -CH, y L
es -(CH,)-NH-C(0)-(CH2),-NR'-.

3. Conjugado de dendrimero segun la reivindicaciéon 2, en donde aes 2y z es 3.

4. Conjugado de dendrimero segun la reivindicacion 2, en donde aes 2y z es 6.
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5. Conjugado de dendrimero segun la reivindicacién 1, en el que X es -NR'-(CHz)a-NR"-, - C=J es -C=0O y L es -
COOR™, preferiblemente donde a es un niumero entero entre 1 y 3, ambos inclusive, mas preferiblemente a es 2.

6 Conjugado de dendrimero segun la reivindicacion 5, en el que X es -NH-(CHz)2-NH- y L es un -COO-(C;-
Ce)alquilo.

7. Conjugado de dendrimero segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la proporcién de
grupos de superficie disponibles, X, conjugados con Z esta en el intervalo de aproximadamente un 50 % a
aproximadamente un 100 %, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente un 50 % a aproximadamente
un 75 %.

8. Complejo que comprende:
Q un |2c1>3n mggtallcineen el que el metal se selecciona del grupo que consiste en %Ga, Gtclilu ®'Cu, 2*?pb, *®pp,
Zr, **°Re, #MTc, 20, 8y, Y7Ly, *iny '%Re, preferiblemente el metal es *in; y
(||) un conjugado de dendrimero de acuerdo con la férmula I:

(R1—S xpfzq 0

representa un nicleo de dendrimero de una generacion, n, seleccionado del grupo que consiste
enl, 2 34,5, 6,7, 8, 9y 10, cada generacion asociada con un nimero predeterminado de
grupos de superficie, p;

- X es un grupo de superficie seleccionado del grupo que consiste en -COOR’, -NR'R", en su forma «libre» o
no conjugada y -NHC(O)-(CH)a-C(O)-, -NHC(O)-(C2-DOs) alquenil-C(O), -NHC(0O)-CH2-O-NH;, -NHC(O)-
(CHy)a-maleimida y -NR'-(CH)a-NR" en su forma conjugada.

- S es azufre;

- Ry es un quelante de metales;

- p es un numero entero seleccionado de 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 y 4096;

- Z es una fraccion dirigida a antigeno de membrana especifico de prostata de acuerdo con la férmula A:

0\1\;OR4 J L
R30~__~ OR
TN

O

?

donde

donde
- C=J es el grupo -CH; 0 -C=0;
- L se selecciona del grupo que consiste en -COOR"™, -(CHz)-NH-C(O)-CH(O)-, -(CH2)-NH-C(O)-(CH,-CHa-
0)y-NR'-, -(CH2)-NH-C(0)-(CH2),-NR'- y -(CH2)-NH-C(O)-(CH2),-SH-.
- R, R", R", Ry, Rs ¥ R4 se seleccionan cada uno de manera independiente del grupo que consiste en H y alquilo
C1-Cg lineal o ramificado;
- q representa la proporcion de grupos de superficie disponibles, X, conjugados con Z;
- los subindices a, y y z son cada uno enteros independientes entre 0 y 8, ambos inclusive.

9. Complejo segun la reivindicacion 8, en el que R; es

1.0 [\ /0

e LC )
—\_)\—’\_/LCOH

26



ES 2675320 T3

10. Complejo segun la reivindicacién 8 o 9, en el que la proporcion de grupos de superficie disponibles, X,
conjugados con Z esta en el intervalo de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 100 %,
preferiblemente en el intervalo de aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 75 %.

11. Complejo segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que se selecciona de entre:

COOH
COOH
4 NH
H COOH
o)
q
COOH
COOH
NH
W—N COOH
0
q
COOH
COOH
. NH
W—N COOH
o H
q
COOH
COOH
4 NH
W—N COOH
5 H
q
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4 NH
W—H COOH

O
COOH

COOH

bﬁ%\NH
W—N COOH
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OOH
OOH
oC / NH
OC~ - N~ “COOH
oC o N
q
COOCH
COOH
oG .
OC“M H
: N COOH
ocC 7FH

donde
- M se selecciona del grupo que consiste en %8Ga, ®cu, cu, 212Pb, 2°pPb, 212Bi, 21Bj, %zr, ¥°Re, M1¢, Py,
8y, YLy, Miny ¥Re;
- R" es un alquilo C;1-Csg ;
- X es un nimero entero entre 0 y 6, ambos inclusive;
y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

12. Formulacién farmacéutica, que comprende el complejo segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, una
sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. Formulacion farmacéutica segun la reivindicacién 12, en la que el complejo es

COOH
HOLC
2N N /—\<_\— COOH
(%
HOQC_/ \—/ \—002
donde

- M se selecciona del grupo que consiste en 8Ga, ®cu, °'cu, 2?Pb, 2%pb, #?Bi, *Bi, ¥zr, **Re, PM1c, Y,
86Y 177Lu uy, y Re
0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo.

14. Complejo segln cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable
del mismo para su uso en el tratamiento del cancer de prostata.

15. Complejo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, o una sal o solvato

farmaceutlcamente aceptable del mismo, en el que el metal (M) se selecciona del grupo que consiste en ®Ga,
My, 9™1¢ y ¥8Re, para su uso en la obtencion de imagenes de tejido de cancer de préstata.
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16. Complejo para su uso segun las reivindicaciones 14 o 15, en el que el tejido es tejido de cancer de prostata
que expresa PSMA.
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Figura 1

Ensayo de union competitiva PSMA

1Csq (NM)
125- & MP-1033  >3000
A MIP-1406 404
100+ ¥ MIP-1444 101
g ¢ MIP-1446 79
5 75
]
g 50
32
25-
G 1

5 4 3 2 1 0 1 2
Concentracion Log (uM)

31



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

