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DESCRIPCION
Trazadores radioetiquetados para poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1), métodos y usos para estos.
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad en virtud del titulo 35 del Cdédigo de los Estados Unidos,
articulo 119(e) de la solicitud provisional de los EE. UU. num. de serie 61/923.759 presentada el 5 de enero de 2014.

Declaracion sobre investigacion o desarrollo subvencionado por el gobierno federal

La presente invencion se llevd a cabo con el apoyo de las subvenciones NIH P01 HL13851 y NIH RO1 HL116389 del
Instituto Nacional de Salud. El gobierno de los Estados Unidos de América puede tener ciertos derechos sobre este
trabajo.

Campo técnico

Las presentes ensefianzas pertenecen al campo de los trazadores radioetiquetados para la obtencién de imagenes
de la distribucion de PARP-1.

Introduccion

La poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) es uno de los miembros mas abundantes de la familia PARP de
enzimas nucleares.' Sus funciones mejor caracterizadas son detectar el dafio en el ADN vy facilitar la reparacion del
ADN, pero la PARP-1 también participa en muchos otros procesos celulares relacionados con el ADN, tales como la
regulamon de la apoptosis, la division celular, diferenciacion, regulacion de la transcripcion y estabilizacion
cromosomica.”® La PARP-1 también puede tener una funcién central en la regulacién de las respuestas
inflamatorias. La PARP-1, una proteina de 113 kD, tiene tres dominios estructurales Unicos: el dominio de unlon a
ADN en el extremo N con dos dedos de cinc que se une especificamente a cortes de cadena de ADN dafiado;'® el
dominio de automodificacion central; y el dominio catalitico en el extremo C que transfiere secuencialmente
unidades de ADP ribosa desde el dinucleétido de nicotinamida adenina (NAD®, por sus siglas en inglés) a aceptores
de proteina. "Debido a su importante funcién en la reparacion del ADN, la PARP-1 se ha convertido en una diana
farmacologica activamente investigada en los ultimos 20 afios, con grandes esfuerzos de inversion para desarrollar
diversas generaciones de inhibidores de PARP 1 (FIG. 1) con fines terapéuticos, especialmente en el area de la
lesion por isquemia-reperfusion y el cancer.>® Mas recientemente, se ha demostrado que la inhibicién de PARP1 es
un método efcaz para inducir letalidad sintética en canceres que dependen de la actividad de la PARP1 para la
supervivencia. ® Ademas, los inhibidores de PARP o la ausencia de expresion de PARP en ratones transgénicos
reduce el grado de inflamacion presente y, por lo tanto, protege diversos érganos, incluidos los pulmones, de los
efectos nocivos de la inflamacién persistente. Por lo tanto, en la actualidad, varios inhibidores de PARP, incluidos
olaparib (AZD2281
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KU-59436), veliparib (ABT-888), rucaparib (PF-01367338, AG014699) y niraparib (MK4827) se estan sometiendo a
evaluacion en ensayos clinicos como farmacos antlneopla3|cos 014 Estos inhibidores de PARP inhiben eflcazmente

la actividad de PARP1, asi como la actividad de otras enzimas S|m|Iares a PARP tales como PARP2 y tanqulrasa1
Otros inhibidores de PARP incluyen benzimidazol carboxamida (NU1085)?' y su derivado (AG014361).%

Sin embargo, a pesar de los resultados prometedores de los ensayos clinicos relacionados con la supervivencia sin
progresion, las diferencias en la capacidad de diversos inhibidores de PARP para suprimir la actividad tumoral de
PARP no se pueden determinar con precision mediante los ensayos actuales. Ademas, se descubrio recientemente
que el mecanismo de accién de iniparib,
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que se desarrollo |n|C|aImente como inhibidor de PARP, probablemente no esta relacionado con la inhibicién de la
actividad de PARP'®. Por lo tanto, se necesitan métodos para cuantificar la actividad tumoral de PARP de manera no
invasiva in vivo para demostrar la inhibicion de PARP especifica para el tumor, asi como para evaluar la duraciéon de
la inhibicion eficaz de PARP para guiar la toma de decisiones sobre dosificacion.

La obtencién de imagenes mediante tomografia por emision de positrones (PET, por sus siglas en |ngles) podria ser
una estrategia eficaz para determinar de manera no invasiva los niveles de actividad de PARP. [ C]PJ -34, un
trazador dirigido a PARP-1, eXthIO algun potencial en la obtencién de imagenes de la expresion de PARP-1 en un
modelo animal de diabetes.'” Recientemente, se sintetizdé un derivado de olaparib/AZD2281 etiquetado con 8
mediante una estrategla de etiquetado de dos etapas usando una cicloadiciéon [4 + 2] entre trans- C|cloocteno y
tetrazina y se us6 en estudios celulares in vitro y en la obtencion de imagenes de tumores mediante microPET."®

Compendio

En diversas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen inhibidores de PARP-1 radioetiquetados para medir la
expresion de PARP-1 y generar imagenes de la distribucion de PARP-1 in vivo con PET. En diversas realizaciones,
las presentes ensefianzas |ncIu¥en diversos compuestos que se unen a PARP-1 y se etiquetan con un radiontclido
que emite positrones tal como 8F. En diversas realizaciones, también se describen los métodos de sintesis de los
compuestos. Ademas, se describen las potencias de inhibicion contra PARP-1 de los compuestos de las presentes
ensefanzas.

En algunas configuraciones, 2-[p-(2-Fluoroetoxi)fenil]-1.3.10-triazatriciclo[6.4.1.0*"*Jtrideca-2,4(13),5,7-tetraen-9-ona

H

N
o= F
N /_/

(12) (Clso = 6,3 + 1,3 nM) puede etiquetarse con '®F. En diversas configuraciones, el etiquetado con '®F puede
hacerse en una etapa y puede proporcionar purezas quimica y radioquimica elevadas. En algunas conﬂguramones
la obtencion de imagenes con microPET se puede usar para demostrar la captacion aumentada de [ F]12 en
tumores MDA-MB-436. En algunas configuraciones, la captaciéon aumentada se puede bloquear mediante 12 y
olaparib/AZD2281.

En diversas realizaciones, se ha desarrollado un inhibidor de PARP-1 12 (Cls, = 6,3 nM). El [18F]12 se puede
sintetizar usando metodos de etiqguetado convencionales con purezas elevada y actividad especifica. Los estudios
con microPET de [ F]12 en ratones con tumores MBA-MD-436 demostraron la acumulacion de la radioactividad en
estos tumores que se sabe que sobreexpresan PARP-1. La captacion tumoral se puede bloquear mediante el
inhibidor de PARP-1 olaparib y medlante 12, que respalda la especificidad de la captacion de [ F]12 para la
actividad de PARP-1. Por lo tanto, el [ F]12 puede ser Util como trazador en PET para generar imagenes de la
expresion de PARP-1 in vivo.

En diversas realizaciones, la |ncorporaC|on del radionuclido se puede Iograr a través de un grupo fluoroetoxi por
medio de sustltu0|on nucleoflla con [ F]fluoruro o por medio de reaccion clic catalizada por Cu(l) usando 2-
["®FIfluoroetil azida.*** Los correspondientes analogos de 2-fluoroetoxi y 2-fluoroetil triazol de NU1085 y AG014361
se pueden sintetizar segun los Esquemas 1y 2, respectivamente, en apenas unas pocas etapas. Aunque los grupos
propargil y triazol redujeron ligeramente la potencia de inhibicion de los analogos, el mas potente de estos fue 12
(Clso= 6,3 nM), con un grupo 2-fluoroetoxi, seguido por

NH
O~ F
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(8) (Clso = 10,8).

En algunas configuraciones, el etiquetado de una etapa de [18F]12 en condiciones tipicas se puede automatizar para
la produccion clinica de este trazador. En algunas configuraciones, la dosis final para inyeccion puede tener purezas
quimica y radioquimica elevadas y puede tener excelente actividad especifica. En diversas configuraciones, la masa
inyectada de [18F]12 en los estudios con microPET puede ser 0,0037-0,012 pg/dosis (0,2 mCi/dosis), que puede ser
mucho mas baja que la dosis de bloqueo y las dosis terapéuticas. Esta cantidad de masa puede ser improbable para
lograr un efecto farmacoldgico. Por lo tanto, el ['®F]12 puede ser til como trazador en PET para generar imagenes
de la expresion de PARP-1 in vivo y de los tumores. En algunas configuraciones, un trazador de PARP-1 tal como
[18F]12 también puede ser Util para identificar a pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas en quienes los
tratamientos con el inhibidor de PARP podrian posiblemente retrasar la progresion de la enfermedad inflamatoria.

Por lo tanto, las presentes ensefianzas incluyen compuestos y sales farmacéuticamente aceptables de estos, de la
estructura

0 N“}
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N
N
H El

en donde R se puede seleccionar del grupo que consiste en
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representa una union. En algunas configuraciones, R puede ser

F
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En algunas configuraciones, el F puede ser un ®F . En algunas configuraciones, R puede ser

-~
En algunas configuraciones, R puede ser

F
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En algunas realizaciones, las presentes ensefianzas incluyen métodos para generar imagenes de un tumor en un
sujeto, asi como métodos para generar imagenes de inflamacion en un sujeto. En diversas configuraciones, estos
métodos pueden comprender administrar a un sujeto un compuesto de la estructura
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o de la estructura
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en donde R se puede seleccionar del grupo que consiste en
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representa una unién. En algunas configuraciones, R puede ser

F
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En algunas configuraciones, el F puede ser un ®F . En algunas configuraciones, R puede ser

~CH

s C
En algunas configuraciones, R puede ser

F

SN
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N

en donde el compuesto comprende un radionuclido emisor de positrones tal como '®F. Los métodos pueden incluir,
ademas, someter al sujeto a exploracion por PET.

En diversas configuraciones de las presentes ensefianzas, un sujeto puede ser un ser humano que presenta, o se
sospecha que presenta, un tumor o inflamacion. Un sujeto puede ser también un animal que presenta, o se
sospecha que presenta, un tumor o inflamacién. El animal puede ser un mamifero, por ejemplo, un animal de
compaiiia tal como, por ejemplo, un gato o perro, un animal de laboratorio tal como, por ejemplo, un ratén, cobayo,
conejo o rata, o un animal grande, tal como, por ejemplo, un caballo, una oveja, una vaca o una cabra.

Breve descripcion de los dibujos.

La Figura 1 ilustra ejemplos de inhibidores de PARP-1 (técnica anterior).
5
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La Figura 2 ilustra la HPLC analitica de [18F]12 (WC-4-138), que muestra purezas quimica y radioquimica elevadas.
(Parte superior: UV, Parte inferior: radioactividad; actividad especifica = 11 500 mCi/umol).

Las Figuras 3A-D ilustran imagenes de microPET de tumores MDA-MB-231 y MDA-MB-436 en ratones tras 60 min
usando [18 F]12 en condiciones iniciales y bloqueados con olaparib (i.p. 50 mg/kg 20 min pretratamiento) y 12 (i.p. 1
mg/kg 20 min pretratamiento). Hilera superior: Tumor MDA-MB-231 antes y después del tratamiento con olaparib (i.p.
50 mg/kg 20 min pretratamiento. Hilera inferior: Tumores MDA-MB-436 (derecha) y MDA-MB-231 (izquierda) antes y
después de 12 (i.p. 1 mg/kg 20 min pretratamiento). La Figura 3A, y la Figura 3B y la Figura 3C representan los
canales RGB rojo, verde y azul, respectivamente, cada uno reproducido en blanco y negro. La Figura 3D representa
una combinacion de los canales RGB representados en blanco y negro.

La Figura 4 ilustra la curva de tiempo-radioactividad de [18F]12 en tumores MDA-MB-436 en ratones en las
condiciones iniciales y bloqueados con olaparib (i.p. 50 mg/kg 20 min pretratamiento) y 12 (i.p. 1 mg/kg 20 min
pretratamiento, grafico superior). EI tumor MDA-MB-231 tratado con olaparib también demostré captacion reducida
de ["®F]12 (grafico inferior).

La Figura 5 ilustra el andlisis de la captacion de ['°FJWC-4-138 (12) y la actividad de PARP en lineas celulares de
cancer.

La Figura 6 ilustra la estabilidad metabolica del trazador ['®F]WC-4-138 segun se evalta en ratones adultos.

La Figura 7 ilustra ratones con tumores MDA/MB-231 (cancer de mama) que se sometieron a obtencion de
imagenes dinamica durante 60 minutos después de la inyeccién del trazador [ 8F]WC-4-‘I38.

La Figura 8A-B ilustra ratones con tumores MDA/MB-231 (cancer de mama) o SCC1 (HNSCC) que se sometieron a
obtencién de imagenes dinamica durante 60 minutos después de la inyeccion del trazador [18F]WC—4-138.

Descripcion detallada

Las presentes ensefianzas en diversas realizaciones incluyen trazadores que se pueden usar para la obtencion de
imagenes de tumores o de inflamacion mediante exploracién por PET. En diversos aspectos, los trazadores se
pueden unir a PARP-1 con afinidad elevada. En diversas realizaciones, las presentes ensefianzas también incluyen
métodos de sintesis de los trazadores. Los trazadores de las presentes ensefianzas, cuando se etiquetan con un
radioisotopo emisor de positrones tal como ®F se pueden administrar a un sujeto por via intravenosa u otros
medios adecuados.

Los métodos descritos en la presente memoria usan técnicas de laboratorio conocidas para los expertos en la
técnica y se puede encontrar orientacion en manuales y libros de texto para laboratorio tales como Sambrook, J., et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3a ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
2001; Spector, D. L. et al., Cells: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY, 1998; Hedrickson et al., Organic Chemistry 3a edicién, McGraw Hill, Nueva York, 1970; Carruthers, W., and
Coldham, ., Modern Methods of Organic Synthesis (4a edicion), Cambridge University Press, Cambridge, R. U.,
2004; Curati, W.L., Imaging in Oncology, Cambridge University Press, Cambridge, R. U., 1998; Welch, M.J., and
Redvanly, C.S., eds. Handbook of Radiopharmaceuticals: Radiochemistry and Applications, J. Wiley, Nueva York,
2003. Los métodos de administracion de sustancias farmacéuticas y regimenes de dosificacion se pueden
determinar segun principios de farmacologia estandares conocidos para los expertos en la técnica, usando métodos
proporcionados por textos de referencia estandares tales como Remington: the Science and Practice of Pharmacy
(Alfonso R. Gennaro ed. 19a ed. 1995); Hardman, J.G., et al., Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics, Novena edicion, McGraw-Hill, 1996; y Rowe, R.C., et al., Handbook of Pharmaceutical Excipients,
Cuarta edicion, Pharmaceutical Press, 2003.

En los experimentos descritos en la presente memoria, los reactivos y materiales se adquirieron a proveedores
comerciales y se usaron sin purificacion adicional, a menos que se indique lo contrario. Las sustancias quimicas de
adquirieron a Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EE. UU.) a menos que se indique lo contrario. Todas las
reacciones se llevaron a cabo mediante técnicas estandares sin aire y sin humedad en una atmoésfera de nitrégeno
inerte con disolventes secos a menos que se indique lo contrario.

La cromatografia en columna rapida se puede llevar a cabo usando una variedad de métodos e instrumentos
incluidos gel de silice de Scientific Adsorbents, Inc., 60A, «40 Micron Flash» (32-63 pm). Los puntos de fusion se
pueden determinar usando una variedad de métodos e instrumentos conocidos en la técnica, incluido el aparato
MEL-TEMP 3.0. En algunas configuraciones, los datos de punto de fusién no estan corregidos. Los espectros de
RMN con 'H y 3C a 300 MHz se pueden registrar a través de una variedad de métodos de rutina en una variedad de
instrumentos, incluido un espectrometro Varian Mercury-VX. En algunas configuraciones, los desplazamientos
quimicos se pueden informar como partes por millén (ppm) a campo mas bajo desde tetrametilsilano (TMS). Todas
las constantes de acoplamiento (J) se proporcionan en Hertz (Hz). Los patrones de division tipicamente se describen
a saber: s, singlete; d, doblete; t, triplete; m, multiplete.



10

15

20

25

30

35

ES 2700 348 T3

El analisis elemental (C, H, N) se puede determinar mediante una variedad de organizaciones de contrato comercial
tales como Atlantic Microlab, Inc., Norcross, GA. La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas
en inglés) se puede llevar a cabo con un detector ultravioleta y un detector de Nal (Tl) de centelleo en pocillo y la
electréonica asociada para la deteccion de la radioactividad. Se pueden usar una columna semipreparativa Grace
Altima C18 250 x 10 mm 10 p (Ag y una columna analitica Altima C18 250 x 4,6 mm 10 p (B)J)ara la greparacién y el
analisis, respectivamente. El [1 Flfluoruro se puede producir mediante la reacciéon de ! O(p,n)1 F a través de
irradiacion de protones de agua enriquecida con [180] (95 %) en el ciclotréon RDS111. La Radio-TLC se puede lograr
usando un explorador generador de imagenes Bioscan AR-2000 (Bioscan, Inc., Washington, DC). Los métodos
publicados se usaron para la sintesis del compuesto 527y 11%2. Todos los experimentos con animales se llevaron a
cabo segun los protocolos aprobados por el Comité de estudios con animales de la Washington University IACUC
segun las recomendaciones de la «Guide for the Care and Use of Laboratory Animals» («Guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio») del Consejo de investigacion nacional.

Ejemplos

Las presentes ensefianzas incluidas las descripciones proporcionadas en los Ejemplos que no se pretende que
limiten el alcance de ninguna reivindicacion. A menos que se presente especificamente en pasado, un ejemplo
puede ser profético o real. Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente las presentes
ensefanzas.

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra la sintesis de inhibidores de PARP-1. Los nimeros de los compuestos se refieren a los
Esquemas 1y 2, infra.

Las sintesis de los inhibidores de PARP-1 de las presentes ensefianzas se muestran en los Esquemas 1y 2. Se
hizo reaccionar 2,3-diaminobenzato de metilo (5) con cloruro de 4-(2-fluoroetoxi)benzoilo en piridina y diclorometano
para proporcionar una mezcla del intermediario 6a y el compuesto de benzimidazol 6. Tras la evaporacion del
disolvente, la mezcla se someti6 a reflujo con acido metanosulfénico en metanol para proporcionar 6. A continuacion,
el éster de metilo de 6 se convirtié en el compuesto de amida 8 usando amonio en metanol. De manera similar, el
analogo de alquino 9 se sintetiz6 a partir de 5 y cloruro de 4-(prop-2-iniloxi)benzoilo. El compuesto de triazol 10 se
preparé mediante la reaccion clic catalizada por cobre(l) de 2-fluoroetilazida y 9 usando CuSO4-5H,0 y ascorbato de
sodio en DMF.

Los compuestos triciclo se sintetizaron a partir del intermediario de diamina 11. El compuesto 11 se hizo reaccionar
con cloruro de 4-(2-fluoroetoxi)benzoilo en piridina y diclorometano para proporcionar una mezcla del intermediario
12a y el benzimidazol 12. Tras la evaporacion del disolvente, la mezcla se sometié a reflujo con acido
metanosulfénico en metanol para proporcionar 12. De manera similar, se prepararon 13 y 14 a partir de los
correspondientes cloruros de bencilo. EI compuesto 15 se preparé mediante la reaccién clic en la misma condicion
que para 10 usando 2-fluoroetilazida y 13. El precursor de mesilato 16 para el etiquetado de 12 con '®F se sintetizd
mediante reflujo de 14 y metanosulfonato de plata en acetonitrilo.
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Esquema 1. Sintesis de derivados de NU1985 (2)

Reactivos y condiciones: (a) ROCsH4COCI (R = CH2,CHF para 6ay 6, R = CH,C=CH para 7a y 7) piridina, CH2Cl;
(b) CH3SO3H, MeOH; (c) NHs, MeOH; (d) 9, FCH2CH2N3, CuSOs, ascorbato de sodio, DMF.
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Esquema 2. Sintesis de derivados de AG014361 (3)
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Reactivos y condiciones: (a) ROCsH4sCOCI (R = CH,CH2F para 12a y 12, R = CH,C=CH para 13a y 13, R =
CH>CH_Br para 14a y 14), piridina, CH2Cly; (b) CH3SO3H, MeOH; (c) 13, FCH2CH2N3, CuSOs, ascorbato de sodio,
DMF; (d) 14, AgOMs, acetonitrilo.

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra la sintesis de 2-(4-(2-fluoroetoxi)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-4-carboxilato de metilo (6). Los
numeros de los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

Se agité6 una mezcla de 2,3-diaminobenzoato de metilo 5 (500 mg, 3 mmol) y cloruro de 4-(2-fluoroetoxi)benzoilo
(638 mg, 3,15 mmol) en CH,Cl, (10 mL) y piridina (10 mL) durante toda la noche a 23 °C. Tras retirar el disolvente a
presion reducida, el residuo se disolvi6 en metanol (50 mL) y posteriormente se agregdé CH3SOsH (1 mL). A
continuacion, la mezcla se sometié a reflujo durante 3 h, se retiré el metanol a presion reducida y el residuo se
disolvié en acetato de etilo (75 mL). La disolucion se lavé con Na,COs; saturado (50 mL), agua (50 mL) y NaCl
saturado (50 mL) y se secd sobre Na,SO,. Tras la evaporacion del disolvente, el producto bruto se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con hexano-acetato de etilo (1 : 1) para proporcionar 6 como un
solido blanco (686 mg, 73 %), mp 134,2-134,6 °C. "H RMN (300 MHz, CDCls) & 10,58 (s, 1H), 7,98 (d, J = 8,7 Hz,
2H), 7,95 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,26 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 4,75 (dt, J =
47,1 Hz, 4,2 Hz, 2H), 4,22 (dt, J = 27,6 Hz, 4,2 Hz, 2H), 3,96 (s, 3H). "°C RMN (75 MHz, CDCl3) & 167,0, 160,2,
152,3, 144,8, 135,0, 128,2, 124,4, 1242, 122,3, 121,7, 114,9, 113,0, 81,6 (d, J = 169,7 Hz), 67,1 (d, J = 20,6 Hz),
52,0.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra la sintesis de 2-(4-(prop-2-iniloxi)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-4-carboxilato de metilo (7). Los
numeros de los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

El compuesto 7 se prepar6 segun el mismo procedimiento que para el compuesto 6 (Ejemplo 2), excepto que se usa
el compuesto 5 (500 mg, 3 mmol) y cloruro de 4-(prop-2-iniloxi)benzoilo (613 mg, 3,15 mmol) como materiales de
partida. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con hexano-
acetato de etilo (1 : 1) para proporcionar 7 como un solido blanco (724 mg, 79 %), mp 176,0-176,8 °C. "H RMN (300
MHz, CDCIz) 6 10,58, 8,03 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,98 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,29 (t, J = 8,1 Hz,
1H), 7,10 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 4,76 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 4,00 (s, 3H), 2,57 (t, J = 2,4 Hz, 1H). ">C RMN (75 MHz, CDCl5)
0 167,1, 159,4, 152,4, 144,9, 135,1, 128,2, 124,6, 124,3, 122,8, 121,8, 115,4, 113,0, 77,9, 76,0, 55,8, 52,1.

Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra la sintesis de 2-(4-(2-Fluoroetoxi)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-4-carboxamida (8). Los nimeros de
los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

Una disolucion de Compuesto 6 (315 mg, 1 mmol) en 7 N NH3 en metanol (10 mL) se agité durante 3 dias a 23 °C.
Tras la evaporacion del disolvente, el producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
eluyendo con hexano-acetato de etilo (1 : 2) para proporcionar 8 como un sdlido blanco (245 mg, 82 %), mp 195,8-
197,4 °C. "H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 5 9,44 (s, 1H), 8,23 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,89 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,80 (s, 2H),
7,74 (d,J=7,8Hz, 1H), 7,34 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,81 (dt, J = 47,7 Hz, 3,6 Hz, 2H), 4,37 (dt,
J = 30,0 Hz, 3,9 Hz, 2H). °C RMN (75 MHz, DMSO-ds) & 166,4, 160,1, 152,0, 135,5, 128,6, 122,7, 122,0, 1151,
82,1 (d, J = 166,2 Hz), 67,3 (d, J = 19,4 Hz). Calc. Anal. para C4sH14FN30..0.5H.0: C, 62,33; H, 4,90; N, 13,63.
Hallado: C, 62,54; H, 4,87; N, 13,67.

Ejemplo 5

Este ejemplo ilustra la sintesis de 2-(4-(Prop-2-iniloxi)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-4-carboxamida (9). Los nimeros de
los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

El compuesto 9 se preparé segun el mismo procedimiento que para el compuesto 8, excepto que se usa el
compuesto 7 (460 mg, 1,5 mmol) como material de partida. El producto bruto se purificé mediante cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con hexano-acetato de etilo (1 : 2) para proporcionar 9 como un sélido blanco
(378 mg, 86 %), mp 183,4-183,9 °C. 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 5 9,39 (s, 1H), 8,21 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,87 (d, J
=7,8 Hz, 1H), 7,78 (s, 2H), 7,72 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,32 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 4,92 (d, J = 1,8
Hz, 2H), 3,63 (s, 1H). "°C RMN (75 MHz, DMSO-ds) & 166,4, 159,0, 152,0, 128,5, 122,7, 122,3, 121,9, 115,4, 78,9,
78,6, 55,7. Calc. Anal. para C17H1sN302,0.5H,0: C, 67,99; H, 4,70; N, 13,99. Observado: C, 67,97; H, 4,72; N, 13,71.

Ejemplo 6

Este ejemplo ilustra la sintesis de 2-(4-((1-(2-Fluoroetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)fenil)-1H-benzo[d]imidazol-4-
carboxamida (10). Los nimeros de los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

Una mezcla de 9 (291 mg, 1,0 mmol), 1-azido-2-fluoroetano (1,68 mmol), ascorbato de sodio (990 mg, 5,0 mmol) y
CuS04.5H,0 (125 mg, 0,5 mmol) en DMF (10 mL) se agité durante toda la noche a 23 °C. La mezcla de reaccion se
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diluyé con acetato de etilo (75 mL) y se lavd con agua (2 x 50 mL) y NaCl saturado (50 mL), se secé sobre Na;SO..
Tras la evaporacion del disolvente, el producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
eluyendo con acetato de etilo para proporcionar 10 como un solido blanco (255 mg, 67 %), mp 256,4-257,3 °C. H
RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 9,42 (s, 1H), 8,33 (s, 1H), 8,21 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,87 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,78 (s, 2H),
7,71 (d,Jd =78 Hz, 1H), 7,32 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 5,28 (s, 2H), 4,85 (dt, J = 46,8 Hz, 4,5 Hz,
2H), 4,76 (dt, J = 27,6 Hz, 4,2 Hz, 2H). *C RMN (75 MHz, DMSO-ds) d 166,3, 159,9, 152,0, 142,5, 141,6, 135,3,
128,6, 125,1, 122,7, 122,1, 121,9, 115,3, 114,7, 99,5, 81,9 (d, J = 167,3 Hz), 61,3, 50,1 (d, J = 20,5 Hz). Calc. Anal.
para C19H17FNgO2: C, 59,99; H, 4,50; N, 22,09. Observado: C, 60,10; H, 4,67; N, 21,49.

Ejemplo 7

Este ejemplo ilustra la sintesis de 5,6-Dihidro-2-(4-(2-fluoroetoxi)fenil)-imidazo[4,5,1-jk][1,4]benzodiazepin-7(4H)-ona
(12). Los numeros de los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

El compuesto 12 (WC-4-138) se prepard segun el mismo procedimiento que para el compuesto 6, excepto que se
usa el compuesto 11 (177 mg, 1 mmol) y cloruro de 4-(2-fluoroetoxi)benzoilo (213 mg, 1,05 mmol) como materiales
de partida. El producto bruto se purificd6 mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con acetato de
etilo-metanol (10:1) para proporcionar 12 como un solido blanco (247 mg, 76 %), mp 236,0-237,5 °C. 'H RMN (300
MHz, DMSO-dg) & 8,44 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 7,89-7,80 (m, 4H), 7,34 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,79
(dt, J = 48,9 Hz, 3,6 Hz, 2H), 4,44 (m, 2H), 4,35 (dt, J = 31,2 Hz, 3,9 Hz, 2H), 3,53 (m, 2H). °C RMN (75 MHz,
DMSO-de) & 167,8, 159,9, 154,1, 143,7, 132,9, 131,7, 125,5, 123,1, 122,5, 121,9, 118,1, 115,1, 82,5 (d, J = 165,0
Hz), 67,7 (d, J = 19,3 Hz), 50,9, 40,8. Calc. Anal. para C4gH1sFN3O2: C, 66,45; H, 4,96; N, 12,92. Observado: C,
66,43; H, 5,03; N, 12,92.

Ejemplo 8

Este ejemplo ilustra la sintesis de 5,6-Dihidro-2-(4-(prop-2-iniloxi)fenil)-imidazo[4,5,1-jk][1,4]benzodiazepin-7(4H)-ona
(13). Los numeros de los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

El compuesto 13 se preparé segun el mismo procedimiento que para el compuesto 6, excepto que se usa el
compuesto 11 (177 mg, 1 mmol) y cloruro de 4-(prop-2-iniloxi)benzoilo (204 mg, 1,05 mmol) como materiales de
partida. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con acetato de
etilo-metanol (10:1) para proporcionar 13 como un solido blanco (268 mg, 84 %), mp 258,0-259,1 °C. 'H RMN (300
MHz, DMSO-dg) 6 8,47 (s, 1H), 7,85 (m, 4H), 7,34 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,18 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 4,93 (s, 2H), 4,46 (m,
2H), 3,64 (s, 1H), 3,54 (m, 2H). °C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 5 167,4, 158,5, 153,6, 143,3, 132,5, 131,1, 125,1,
122,7, 122,4, 121,5, 117,7, 115,0, 79,0, 78,5, 55,6, 50,5. Calc. Anal. para C19H15N302: C, 71,91; H, 4,76; N, 13,24.
Observado: C, 71,71; H, 4,82; N, 12,98.

Ejemplo 9

Este ejemplo ilustra la sintesis de 2-(4-(2-Bromoetoxi)fenil)-5,6-dihidro-imidazo[4,5,1-jk][1,4]benzodiazepin-7(4H)-
ona (14). Los numeros de los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

El compuesto 14 se preparé segun el mismo procedimiento que para el compuesto 6, excepto que se usa el
compuesto 11 (177 mg, 1 mmol) y cloruro de 4-(2-bromoetoxi)benzoilo (277 mg, 1,05 mmol) como materiales de
partida. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con acetato de
etilo-metanol (10 : 1) para proporcionar 14 como un solido blanco (255 mg, 66 %), mp descompuesto 280 °C. 'H
RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 8,44 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 7,87 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,82 (d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,34 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,44 (m, 4H), 3,86 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,53 (m, 2H). "°C
RMN (100 MHz, DMSO-ds) 6 167,8, 159,7, 154,1, 143,7, 132,9, 131,7, 125,5, 123,1, 122,6, 122,0, 118,1, 115,2, 68,4,
50,5, 40,8.

Ejemplo 10

Este ejemplo ilustra la sintesis de 5,6-Dihidro-2-(4-((1-(2-fluoroetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)fenil)-imidazo[4,5,1-
jk][1,4]benzodiazepin-7(4H)-ona (15). Los nimeros de los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

El compuesto 15 se preparé segun el mismo procedimiento que para el compuesto 10, excepto que se usa el
compuesto 13 (159 mg, 0,5 mmol) como material de partida. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con acetato de etilo-metanol (10:1) para proporcionar 15 como un solido blanco
(147 mg, 72 %), mp 226,5-227,6 °C. "H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 8,46 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 8,33 (s, 1H), 7,89-7,81
(m, 4H), 7,34 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,28 (s, 2H), 4,85 (dt, J = 47,1 Hz, 4,2 Hz, 2H), 4,76 (dt, J =
27,6 Hz, 4,2 Hz, 2H), 4,45 (m, 2H), 3,54 (m, 2H). "*C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 5 167,4, 159,4, 143,3, 142,6, 131,2,
125,1, 125,0, 122,7, 122,0, 121,5, 117,7, 114,8, 81,9 (d, J = 167,3 Hz), 61,2, 50,5, 50,1 (d, J = 20,5 Hz), 40,4. Calc.
Anal. para C21H19FNgO2 1.5H,0: C, 58,19; H, 5,12; N, 19,39. Observado: C, 57,89; H, 4,54; N, 18,92

Ejemplo 11
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Este ejemplo ilustra la sintesis de 5,6-Dihidro-2-(4-(2-(metilsulfoniloxi)etoxi)fenil)-imidazo[4,5,1-jk][1,4]benzodiazepin-
7(4H)-ona (16). Los numeros de los compuestos se refieren a los Esquemas 1y 2, supra.

Una mezcla de 14 (193 mg, 0,5 mmol) y AgOMs (508 mg, 2,5 mmol) se sometié a reflujo durante 8 h. Tras la
evaporacion del disolvente, el producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
eluyendo con acetato de etilo-metanol (10 : 1) para proporcionar 16 como un soélido blanco (129 mg, 64 %), mp
253,2-254,1 °C. "H RMN (400 MHz, CD;0D) & 7,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,76 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 7,40 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,59 (t, J = 4,0 Hz, 2H), 4,49 (t, J = 4,0 Hz, 2H), 4,35 (t, J = 4,0
Hz, 2H), 3,65 (m, 2H), 3,12 (s, 3H). °C RMN (100 MHz, CD;0D) & 160,2, 148,1, 142,7, 135,7, 132,2, 131,1, 131,0,
125,8, 122,6, 122,1, 121,4, 116,9, 114,6, 68,3, 66,0, 50,5, 40,6, 36,0.

Ejemplo 12
Este ejemplo ilustra ensayos de actividad de PARP-1.

Los inhibidores de PARP-1 recientemente sintetizados se evaluaron para determinar su capacidad para inhibir la
PARP-1 usando el método descrito por Putt y Hergenrother.23 Los resultados se muestran en la Tabla 1. Los
compuestos triciclo benzimidazol tuvieron una potencia de inhibicion mas alta que sus respectivos analogos de
benzimidazol (p. ej., 12 con respecto a 8, 15 con respecto a 10). En los analogos de benzimidazol y ftriciclo
benzimidazol, los analogos con el sustituyente fluoroetoxi tuvieron potencias de inhibicion tres veces mas altas que
los respectivos analogos con el grupo fluoroetil triazol (p. €j., 8 con respecto a 10, 12 con respecto a 15). Por lo tanto,
el inhibidor mas potente, 12, se selecciond para el etiquetado con 8F,

R a ~o-F

H
OsNH, o Nw
N\ N b /\\\
N y
A B
Tabla 1. Eficacia de inhibicion de los inhibidores de PARP-1

Compuesto Estructura R Clso (nM)

1 PJ34 / / 170,2 + 8,3°
8 A a 10,8+0,4
9 A b 25,8+ 3,3
10 A c 30,3+5,6
12 B a 6,3+1,3
13 B b 18,7127
15 B c 22,1+6,3

a. Valores informados: Clso = 20 nM, CEso = 35 nm;***

Ejemplo 13
Este ejemplo ilustra un ensayo de actividad enzimatica de PARP-1.

Este ensayo se basa en la cuantificacion quimica de NAD®, es decir, la cantidad de NAD" consumida cuando el
dominio catalitico del extremo C de PARP-1 activa transfiere secuencialmente subunidades de ADP-ribosa desde el
dinucledtido de nicotinamida adenina (NAD") a los aceptores de proteina.”

Se adquirieron PARP-1 de actividad especifica elevada y ADN activado a Trevigen (Gaithersburg, MD). Todos los
otros reactivos necesarios para este ensayo incluido el NAD" se adquirieron a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El
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inhibidor de PARP-1 conocido PJ-34, se us6 como testigo en estos experimentos y se sintetiz6 internamente. Para
someter a prueba los compuestos para la inhibicion de PARP-1, primero se prepard una disolucion de 250 nM de
NAD* en 50 mM de Tris-HCI, 2 mM de MgCly, a pH 8,0 (tampén de ensayo con PARP) y se transfirieron 20 uL a
cada pocillo de una placa de fluorescencia negra de 96 pocillos. Se prepar6 una disolucion de 50 pyg/mL de ADN
activado en tampodn de ensayo con PARP y se agregaron 10 pL a cada pocillo. Se prepararon primero disoluciones
concentradas de los compuestos de prueba en DMSO, se diluyeron hasta concentraciones variables en tampon de
ensayo con PARP y se agregaron 10 yL a cada pocillo. Para iniciar la reaccion, se agregaron 10 pL de 10 pg/mL de
enzima PARP-1 en tampdn de ensayo con PARP a cada pocillo. El volumen total fue de 50 pL, que proporcioné
concentraciones finales de 2 pyg/mL de enzima PARP-1, 10 yg/mL de ADN activado y 100 nM de NAD" por pocillo. A
continuacion, la placa se incubd a temperatura ambiente durante 20 min. Después, se determiné la cantidad de
NAD" presente al agregar primero 20 L de 2 M KOH y posteriormente 20 uL de acetofenona al 20 % (en etanol) a
cada pocillo. La placa se dej6 incubar a 4 °C durante 10 min. A continuacion, se agregaron 90 pL de acido férmico al
88 % que resulté en una concentracion final de 222 mM de KOH, acetofenona 2,2 %, acido féormico al 44 % y
concentraciones variables de NAD". La placa se incub6 a 100 °C durante 5 min., se dejé enfriar y a continuacién se
ley6 en un fluorémetro de microplaca Perkin Elmer Victor (Waltham, MA) usando filiros de 360 nm de excitacion y
450 nm de emisidon. Se generaron curvas de dosis-respuesta usando GraphPad Prism version 5.04 para Windows
(San Diego, CA) donde los pocillos testigo que contenian solo NAD" se fijaron a 0 % de actividad de PARP y los
pocillos testigos que contenian solo PARP-1 se fijaron a 100 % de actividad de PARP. Los valores de Clsg se
calcularon a partir de las curvas de dosis-respuesta generadas a partir de al menos tres experimentos
independientes y se indicaron en la Tabla 1 como la media + desviacion tipica (DT).

Ejemplo 14
Este ejemplo ilustra la sintesis de inhibidores de PARP-1 radioetiquetados.

[18F]12 se sintetizd mediante la sustitucion nucledfila del g)recursor mesilato 16 en condiciones convencionales
(K222/K2CO3) en DMF a 105 °C (Esquema 3), y se obtuvo ["°F]12 con un rendimiento de 40-50 % (descomposicion
corregida) después de la purificacion por HPLC en fase inversa y la extraccion de la fase sélida (Figura 2). El tiempo
de sintesis total fue de 90 min. La actividad especifica de la dosis final en 10 % etanol/disolucién salina fue de 5500-
18000 mCi/umol.

3 i

OV 0 \\
w N 18]:;
N A~ @ P <:> N
y O N
N

16 [**F)12

Esquema 3. Radiosintesis de ["*F]12

Reactivos y condiciones: ["®F]KF, Kaz2, K2COs, DMF, 105 °C, 10 min.
Ejemplo 15
Este ejemplo ilustra, ademas, la sintesis del [18F]Compuesto 12 (WC-4-138).

Se transfirié [18F]ﬂuoruro (hasta 50 mCi en 100-500 pL de [180]agua) a un recipiente al vacio BD (13 x 75 mm, 5 mL,
vidrio, sin aditivos) que contenia K22 (2,2 mg, 5,8 ymol) y K.CO3 (0,3 mg, 2,2 ymol). A continuacion, la mezcla se
sec6 mediante destilacion azeotropica a 105 °C usando acetonitrilo (3 x 1 mL) con un flujo suave de gas N». Cuando
el secado estaba casi terminado, el recipiente al vacio se retird del bafio de aceite y se retird el residuo de disolvente
(<100 pL) mediante un flujo de N2> a temperatura ambiente. Se agregd una disolucion de 16 (0,65 mg, 1,6 umol) en
DMF (300 pL) al recipiente al vacio y después se agité y calentd a 105 °C durante 10 min. A temperatura ambiente,
la mezcla de reaccion se diluyé con agua (2 mL) y después se cargd en una columna semipreparativa (A) para
purificacién (18 % de acetonitrilo/82 % de agua/0,1 % de TFA, 4 mL/min, 251 nm). Se recogio6 la fraccién de HPLC
que contenia [18F]12 y se obtuvo [18F]12 en etanol usando el método de extraccion en fase sélida estandar. La dosis
se diluyo hasta 10 % de etanol en disolucion salina. Se us6 una columna analitica (B) para analizar la dosis (32 %
de acetonitrilo/68 % de 0,1 M tampdn de formiato de amonio, pH = 4,5, 2 mL/min, 251 nm). El tiempo de sintesis
total fue de 90 min, la descomposicion corregida proporciona 40-50 %, la pureza radioquimica es de 100 % y la
actividad especifica varié de 5500 a 18000 mCi/umol al final de la sintesis.

Ejemplo 16
Este ejemplo ilustra la visualizacion del tejido tumoral en microPET en ratones.

Se visualizaron tumores en xenoinjertos de cancer de mama humano MDA-MB-436 en ratones inmunodeficientes
mediante PET usando [18F]12. Estos tumores demostraron una captacion aumentada que se pudo distinguir del
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fondo tras 60 min de la inyeccion del trazador (Figura 3). Los mismos ratones tratados con olaparib (50 mg/kg i.p.) o
12 (1 mg/kg i.p.) 20 min antes de la inyeccion de trazador disminuyeron la captacion de [18 F]12 en los tumores
hasta los niveles de actividad de tejido de fondo (Figura 3). Las curvas de tiempo-radioactividad de [18F]12 en los
tumores en los 0-60 min de los estudios de microPET confirmaron la evaluaC|on visual de las imagenes de microPET
(Figura 4), lo que demuestra la captacion significativamente disminuida de [ F]12 como resultado del tratamiento
con olaparib o 12.

MDA-MB-436 es una linea celular de cancer de mama humano con niveles innatamente elevados de actividad de
PARP-1" y se ha usado en modelos de raton para evaluar la eficacia deI derivado de olaparib etiquetado con 8F
para generar imagenes de la actividad de PARP-1 con microPET. El [ F]12 se acumuld progresivamente en el
tumor durante la adquisicion de 1 hora con microPET vy la captacion de [ F]12 se bloqued en animales pretratados
con olaparib o 12. Tanto olaparib como 12 son inhibidores de PARP-1 competitivos con potencias de inhibicién
elevadas (Clsp = 5 nM*’ y 6,3 nM, respectlvamente) Por lo tanto, nuestros datos indican que la captacion de [18F]12
en el modelo de ratén se debe a la expresion de PARP-1 y que [ F]12 es un trazador eficaz en PET para la
obtencién de imagenes in vivo de la expresion de PARP-1 especificamente.

Ejemplo 17
Este ejemplo ilustra la visualizacién del tejido tumoral en ratones usando PET.

Las células de cancer de mama humano MDA-MB-436 y MDA-MB-231 se mantuvieron en cultivo celular en
condiciones estandar con atmdsfera con CO» al 5 % usando el medio esencial minimo de Eagle (con la disolucion
de sal equilibrada de Earl y 2 mM de L-glutamina) complementado con 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato
sédico, 0,1 mM de aminoacidos no esenciales 2 % de vitaminas para MEM vy suero fetal bovino al 5 %. Las células
en crecimiento exponencial se tripsinizaron y cosecharon para la implantacion tumoral. Después del recuento, las
células se resuspendieron en 1:1 de Matrigel y PBS helados para proporcionar la concentracion deseada y se
mantuvieron sobre hielo.

Se dejoé que los ratones nu/nu atimicos hembra de Charles River Laboratories se aclimataran en una instalacion de
alojamiento acreditada por AALAC durante al menos 1 semana antes de la implantacién tumoral para estos estudios
de obtencidon de imagenes en serie. Se |mplantaron en los paniculos adiposos mamarios (cerca de los ganglios
linfaticos axilares) de ratones nu/nu hembra ~8 x 10° de células de cancer de mama MDA-MB-436 en ~100 pL de
1:1 Matrigel:PBS. Los estudios de obtencion de imagenes se llevaron a cabo 2-3 semanas después de la
implantacion.

Los ratones con tumores se colocaron en una camara de induccion que contenia ~2 % de isoflurano/oxigeno y
luego se sujetaron a un lecho doble habitual para la colocacién de los catéteres en la vena de la cola; la anestesia
se mantuvo a través de un cono nasal a ~1 % de |sofluranOIOX|geno para el procedimiento de obtencion de
imagenes dinamica. Se inyectaron a los ratones 150-200 pCi de [ F]12 y se sometieron a exploracion durante 0-60
min usando los exploradores Focus 220 y Inveon PET/CT. Los valores de captacion estandares (SUV, por sus siglas
en inglés) se generaron a partir de regiones dibujadas manualmente de interés para los tumores y el tejido de
«fondo» circundante. La visualizacion de la captacion especifica se determind mediante comparacién de
exploraciones iniciales con imagenes adquiridas por la inyeccion del trazador 20 minutos después del pretratamiento
con los agentes bloqueadores olaparib (50 mg/kg, IP) o 12 (1 mg/kg, IP).

Ejemplo 18
Este ejemplo ilustra a captacion de [18F]WC-4-‘I 38 (Compuesto 12) en ensayos de cultivo celular.

En estos experimentos, las lineas de carcinoma de células escamosas de las vias respiratorias y digestivas altas
SCC1, SCC15 y SCC25 (ATCC) se propagaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco)
complementado con suero fetal bovino al 10 % (FBS, por sus siglas en inglés, Gibco), Penicilina-estreptomicina al
1 % (P/S, Gibco) y 100 ng/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich). Las lineas de cancer pulmonar microcitico NCI-h69
y NCI-h82 (ATCC) se propagaron en medio RPMI (Gibco) complementado con FBS al 10 % y P/S al 1 %. Lalinea
celular de cancer de mama humano MDA-MB-231 (ATCC) se propag6é en medio esencial minimo de Eagle (Gibco)
complementado con FBS al 5 %, vitaminas para MEM al 2 % (Gibco), 200 mM de L-glutamina al 1 % (Gibco), 10 mM
de aminoacido no esencial al 1 % (NEAA, Gibco).

Para cada repeticion experlmental se diluyé aproximadamente 1 pCi de [18F]WC 4-138 en 1 ml de medio de cultivo
celular y se agregé a 10° de células. Después de 5, 30 o 60 minutos, el medio se recogio y las células se lavaron
dos veces en 0,7 ml de disolucién salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés, Gibco). Las células
adherentes se recogieron al raspar la placa de cultivo celular y transferirlas a un tubo de microcentrifugadora. La
radioactividad se midié en el medio recogido, PBS o sedimentos celulares. La proteina del sedimento celular se
cuantific6 usando un kit PARP ELISA quimioluminiscente estandar (Trevigen n.° 4520-096-K). Todos los datos se
corrigieron segun la descomposicion y se normalizaron hasta la cantidad de proteina total en el sedimento celular.
Para los estudios de tratamiento con el farmaco, las células se incubaron con 10 uM de Olaparib o Iniparib veinte
horas antes de la incubacién con [ F]WC -4-138.
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Las lineas celulares de vias respiratorias y digestivas altas SCC1 y SCC25 absorben constitutivamente pequefas
cantidades del trazador, con un registro de 0,001-0,002 uCi/ug en el sedimento celular (Figura 5A). Las lineas
celulares de pulmén NCI-h69 y NCI-h82 absorbieron [18F]WC-4-‘I38 con un registro de 0,004-0,006 pCi/ug en el
sedimento celular (Figura 5A). Se midié la radioactividad en las lineas (SCC1 y SCC25) de cancer de células
escamosas de las vias respiratorias y digestivas altas (HNSCC) o las lineas (NCI-h69 y NCI-h82) de cancer
pulmonar microcitico (SCLC) después de la incubacién con [18F]WC-4-138 durante 5, 30 o 60 minutos (n=3 en cada
punto de tiempo). Estas figuras representan 1-2 unidades de la actividad de PARP para las células SCC y
aproximadamente 3,5 unidades de la actividad de Parp para las células NCI (Figura 5B). La actividad de PARP se
midio en las células de HNSCC o SCLC pulmonar. (Figura 5C-D) La captacion de [18F]WC—4-‘I38 se midié en las
lineas celulares de HNSCC tratadas con olaparib o iniparib. Los datos son la media + DT para la captacién después
de 30 o 60 min de incubacion con el trazador (*p<0,05). Todos los datos se presentan como la media + DT, n=3, a
menos que se indique de cualquier otra manera.

Esta actividad se suprimié mediante Olaparib (Figura 5C), pero no mediante Iniparib (Figura 5D).
Ejemplo 19
Este ejemplo ilustra la estabilidad metabdlica del Compuesto 12([18F]WC-4-138).

En estos experimentos, la estabilidad metabdlica de [18F]-WC-4-‘I38 se evalud tras inyectar 400 pCi en las venas de
la cola de ratones C57BL/6J macho adultos (Jackson Laboratory). Los ratones se sacrificaron mediante dislocacion
cervical 5 o 30 minutes después de la inyeccion. Se cortd la vena cava inferior y se recogi6 la sangre de la cavidad
abdominal. El plasma se separé de los eritrocitos mediante centrifugaciéon a 14000 rpm. El plasma (100 pl) se
mezcld con acetonitrilo en una relacion 1:1,5 y se centrifugaron a 14000 rpm. Se midio la radioactividad asociada al
sedimento de eritrocitos, el plasma entero y las fracciones solubles e insolubles en acetonitrilo. También se recogié
el higado de cada animal en los tiempos indicados y se congel6 sobre hielo seco. Los higados se homogeneizaron
en 2 ml de acetonitrilo y se centrifugd 1 ml del higado homogeneizado a 14000 rpm. Se midié la radioactividad
asociada al sobrenadante y al sedimento.

El sobrenadante de plasma o higado soluble en acetonitrilo (100 ul) se mezclé en una relacion 1:1 con agua y se
separ6 mediante HPLC de fase inversa. El compuesto genitor también se separé mediante HPLC como referencia.
Se midi6 la radioactividad asociada a cada fraccion de HPLC. Se calculd el porcentaje del compuesto genitor de
cada muestra como la porcién de radioactividad asociada a las fracciones de HPLC que se esperaba que
contuvieran el compuesto genitor.

El compuesto 12 ([18 F]WC-4-138) se metabolizd rapidamente en la sangre, con 50 % con respecto al compuesto
de referencia presente 5 minutos después de la inyeccion y solo aproximadamente 10 % del compuesto con
respecto al compuesto de referencia observado 30 minutos después de la inyeccion (Figura 6). En cambio, el
compuesto tuvo una semivida mucho mas extensa en el higado, donde exhibié aproximadamente 80 % con respecto
al compuesto de referencia 5 minutos después de la inyeccion y aproximadamente 70 % con respecto al compuesto
de referencia 30 minutos después de la inyeccion (Figura 6).

Ejemplo 20

Este ejemplo ilustra la biodistribuciéon del Compuesto 12([18F]WC-4-138) en ratones. Se inyectd [18F]WC—4-‘I38 a
ratones lampifios, atimicos, hembra, de ocho semanas (Harlan) a través de la vena de la cola. Los ratones se
sacrificaron mediante dislocacion cervical 5 o 30 minutos después de la inyeccion IV de 30 uCi de trazador, 1 o0 2
horas después de la inyeccion de 45 uCi, o 4 horas después de la inyeccion de 60 pCi de [18F]WC-4-138. Las
fracciones solubles en acetonitrilo de plasma o higado y el compuesto genitor testigo se separaron mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) en fase inversa y se cuantificé la radioactividad de cada fraccion.
Se calculd el porcentaje del compuesto genitor de cada muestra como la porcion de radioactividad asociada a las
fracciones de HPLC que contenian el compuesto genitor. Los datos se presentan como la media + DT, n=3.

Se sacrificaron cuatro ratones en cada punto de tiempo, con la excepcion del punto de tiempo de 2 horas (n=3). Se
recogieron la sangre, corazén, pulmoén, musculo, higado, bazo, grasa, glandulas suprarrenales, rifidén, Utero, ovarios,
hueso, médula 6sea, pancreas, estdbmago, intestino delgado e intestino grueso de cada animal. Todos los 6rganos
se secaron para extraer el exceso de sangre, se pesaron y se contaron en un contador Beckmann 6000 gamma. Se
determind el porcentaje de dosis inyectada por gramo (% de DI/g) de tejido para cada o6rgano. Los resultados
variaron de 0,5 a 15 % de dosis inyectada por gramo de tejido y se informaron en las Tablas 2 y 3.
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% D/ g

Tabla 2 Biodistribucién organica de ['*F]JWC-4-138 en ratones atimicos lampifios

S mmire 30 mim &5 min 120 reeine 2343 i
Sangre 1RO+ 01 TOT w0 230 {0} 28 354 {033 181+ 005
Corazén &,57 +{- 045 134 +5 030 2Rg 023 2,68+ 043 1ETET 06
Pulmén 1133+ (},39 £33l 048 183 +/.(3 25 3,47 +7 028 TOE o083
Musculo 205+~ 048 239+-03% 221+/-031 307 +/-111 LARHS-0 0%
Higado 1250 /- 1108 2,24+ 062 S804 052 4,58 +f- 0 25 A% e85
Bazo 17,47 +/- & &% 26,85 +4- 3 52 3575 +5-1585 17, 3% 45-1.08 2,80+ 1,01
Grasa 135 +/- 045, 1,22 +/-025% L& +/- 0 4% 1,07 +/-0311 O62 +/-0.4a4
Suprarrenales 1180 +/- (46 E 18 +/-0R4 151 +-108 B8+~ 044 17e -0 34
Rifi6n 35 63 +4- 3 31 213445 2,71 14024180 0 BITAL07T2 367 +f-054
Utero Aad+d 241 4,53 #7. 1 4% 551+ Q78 433 #7020 IR 051
Ovarios 4714 121 53L H-DEE 4,75 #7036 4,25+ 152 N T 1
Hueso 340 +F -0 74 A45 v/ 034 5,21 +/-0,40 £,55 +/- 080 9,28+ 1,17
Médula ADEA-O0T 01T RS00D 034004 0 007001 008001
Pancreas 367 +i- L3 L2744 128 B8 «/- 1L 37 5,37 - 0 bd 275 +F-0,ad
Estémago 317450 8% 3,77+ 073 FEI S0 37 156+, 02F 12047008
Intestino . , ~ o
12 54+ 1,45 134G+ C 75 R85 +/. 145 LEEZ+f 0TS 304 +F.0 25
delgado ’ ' ' '

Intestino grueso
superior

Intestino grueso

T84 4} 100

A.5F+i-0a2

13,07 - 1,72

Fadd - 0,59

310,38 +f- 0 &5

ey e o -
i3 35450, 87

7,17 +/-0,50

inferior
Tiroides 418 4118 4,03 +4-0 ¥R 331+-0039 3,45+~ 030 5234/ 0.8%
Cerebro 085 +f- 0,16 103+-031 134 «/-013 158 +/-033 117+ 0,05

%ID/g = Porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido.

Todos los datos son la media + DT. n=4 para todos los grupos, con la excepcion de n=3 a los 120 min.
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Tabla 3. Dosimetria humana estimada a partir del estudio de biodistribucién con raton

Organo Macho (rad/mCi) Hembra (rad/mCi)
Suprarrenales 0,043 0,052
Cerebro 0,019 0,022
Mamas 0,019
Pared de vesicula biliar 0,028 0,033
Pared de IGI 0,029 0,036
Intestino delgado 0,026 0,030
Pared del estomago 0,024 0,030
Pared de IGS 0,025 0,031
Pared del corazon 0,038 0,047
Rifiones 0,083 0,093
Higado 0,050 0,065
Pulmones 0,035 0,045
Musculo 0,026 0,035
Ovarios 0,045
Pancreas 0,055 0,064
Médula roja 0,061 0,069
Células osteogénicas 0,155 0,203
Piel 0,016 0,019
Bazo 0,110 0,133
Testiculos 0,022

Timo 0,020 0,026
Tiroides 0,033 0,038
Pared de vejiga urinaria 0,220 0,301
Utero 0,053
Cuerpo total 0,031 0,039
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Organo Macho (rad/mCi) Hembra (rad/mCi)
Equivalente de dosis eficaz 0,062 0,075
Dosis eficaz (rem/mCi) 0,047 0,057

Las estimaciones se obtuvieron a partir de los tiempos de residencia en 6rgano calculados a partir de los datos de
biodistribucion en ratén, que se muestran en la Tabla 2, usando metodologia de MIRD estandar.

Ejemplo 21
Este ejemplo ilustra la captacion del Compuesto 12([18F]WC—4-138) en ratones.

Se implantaron 10° de células SCC1 o 10’ de células MDA-MB-231 en los paniculos adiposos mamarios de ratones
lampifios atimicos hembra maduros (Charles River Laboratories). Se obtuvieron imagenes de los ratones con
tumores SCC1 a las 5 semanas y se obtuvieron imagenes de los ratones con células MDA-MB-231 2,5 semanas
después del implante. Los ratones se anestesiaron con 2 % de isoflurano/oxigeno y se mantuvieron con 1 % de
isoflurano/oxigeno a través de un cono nasal a lo largo del procedimiento de obtencidn de imagenes. Se adquirieron
imagenes de microCT del animal entero en un explorador Inveon PET/CT. Se inyectaron 11,36+0,5 MBq (307+13
HCi) de ["®F]WC(4)-138 a los ratones a través de la vena de la cola y se sometieron a 60 minutos de exploracion
dinamica usando exploradores Focus 220 o Inveon PET/CT. Las imagenes de microPET y microCT se
corregistraron usando el programa informatico Integrated Research Workflow (Siemens). Se dibujaron regiones de
interés sobre los tumores para determinar las curvas de tiempo-actividad. Para los estudios de tratamiento con
farmaco, los animales recibieron inyecciones intraperitoneales de 50 mg/kg de olaparib o iniparib 30 minutos antes
de la obtencién de imagenes. Se obtuvieron imagenes de los ratones en el inicio o 30 minutes después de la
inyeccion IP de olaparib o iniparib. Se muestran vistas transversales de los ratones con tumor MDA-MB-231 en la
Figura 7. Las flechas indican la ubicacion de los tumores, segun se identificaron en la CT. El trazador se absorbe de
forma abundante en los tumores y otras secciones del ratén en el inicio (Figura 7, parte superior de cada vista de
canal, flechas, pero la captacion tumoral de [18F]12 se suprime mediante el tratamiento con olaparib (Figura 7, parte
inferior izquierda de cada panel de canal, flechas), pero el trazador todavia esta presente en otras areas de la
seccién. En cambio, el tratamiento con iniparb no afecta la captaciéon de [18F]WC(4)-‘I38 en las células tumorales,
pero suprima dicha captacion en otros tipos de células (Figura 7, parte inferior derecha de cada vista de canal,
flechas).

Ejemplo 22

Este ejemplo ilustra un analisis cuantitativo que muestra disminuciones significativas en la dosis inyectada por ml
entre el inicio y tratamiento con farmaco para los tumores MDA-MB-231 (Figura 8A) y los tumores SCC (Figura 8B).
En la Figura 8, se obtuvieron imagenes de los ratones en el inicio o 30 minutes después de la inyeccion IP de
olaparib o iniparib. (A) Se calcul6 el porcentaje de dosis inyectada por ml para cada tumor MDA/MB-231 en el inicio
o después del tratamiento con el farmaco. La captacion del trazador se redujo significativamente en ratones tratados
con olaparib (*p=0,0038 segun se determind mediante una prueba de la t para datos emparejados, n=6 tumores). La
captacion del trazador se mantuvo inalterada en ratones tratados con iniparib (p=0,1098 segun se determind
mediante una prueba de la t para datos emparejados, n=6 tumores). (B) Se calcul6 el porcentaje de dosis inyectada
por ml para cada tumor SCC1 en el inicio o después del tratamiento con el farmaco. La captacién del trazador se
redujo significativamente en ratones tratados con olaparib (*p=0,001 segun se determind mediante una prueba de la
t para datos emparejados, n=8 tumores). La captacion del trazador se mantuvo inalterada en ratones tratados con
iniparib (p=0,7216 segun se determiné mediante una prueba de la t para datos emparejados, n=5 tumores).

Ejemplo 23

Un sujeto presenta sintomas de cancer de mama posiblemente asociado a PARP-1. Un médico solicita una
exploracion PET y un técnico le administra una cantidad eficaz de ['®F]JWC(4)-138 y lleva a cabo la exploracién PET.
El tumor exhibe una gran cantidad de captacion de trazador en comparacién con los tejidos circundantes del sujeto.
El médico diagnostica cancer asociado a PARP-1 y prescribe inhibidores de PARP-1 como parte del régimen de
tratamiento.

Ejemplo 24

Un sujeto presenta inflamaciéon anormal de los pulmones. Un médico solicita una exploracion PET y un técnico le
administra una cantidad eficaz de [*F]WC(4)-138 y lleva a cabo la exploracion PET. El tejido pulmonar exhibe
grandes cantidades de captacion del trazador con respecto al tejido pulmonar testigo y el médico diagnostica
inflamacion relacionada con PARP-1 y prescribe inhibidores de PARP-1 como parte del régimen de tratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este de la estructura

0 N‘»
N
/>—©—OR
N

en donde R se selecciona del grupo que consiste en
-~
’ y

por el cual

JJ.!‘

es una union.

2. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacion 1, en donde R es

F

.r"r\/

3. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacion 2, en donde F es un 8,

4. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacion 1, en donde R es

’,,CH

& C
5. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacion 1, en donde R es

F

SO

N=N
6. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacién 5, en donde F es un 8,

7. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este de la estructura

O NH>
N
N
H

en donde R se selecciona del grupo que consiste en
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Z
1
~Z

r~
F ~CH J-’J\(/\
C/
rl_i\/ qj_i-l'\ ;

por el cual

J_,.I‘

es una union.

8. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacion 7, en donde R es

fand "

9. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacion 8, en donde F es un 8,
10. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacion 7, en donde R es
1—"‘\ C?‘CH

11. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicacion 7, en donde R es

F
,.H\(/\N/\/
N=N
12. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este segun la reivindicaciéon 11, en donde F es un 8F,

13. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para
su uso en la obtencidn de imagenes de un tumor en un sujeto.

14. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para
su uso en la obtencion de imagenes de inflamacién en un sujeto.

15. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable de este de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para
su uso en la obtencidn de imagenes de la distribucion de PARP-1.
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FHG. T (técenica anterior)

AGO14361 (3) (K;=58nM)  AZDZ281, olaparib (4) (Clgg = 5 nM)
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F1G. 3A Canal rojo

Después del tratamiento con
olaparib

\

Después del tratamiento con 12
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F1(. 3B Canal verde
Inicio Después del tratamiento con olaparib

Después del tratamiento
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F1(. 3C Canal azul
Después del tratamiento con olaparib
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FIG. 3D Compuesto
Inicio Después del tratamiento con olaparib

27



ES 2700 348 T3

FIG. 4
Antes y después del tratamiento con 12
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FIG. 5
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FIG. 5 continuacion
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8§
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