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DESCRIPCION

Derivado peptidico de tiourea, compuesto marcado con radiois6topos que contiene el mismo y composicion
farmacéutica que contiene el mismo como ingrediente activo para tratar o diagnosticar el cancer de prostata

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un derivado peptidico de tiourea, un compuesto marcado con radioisétopos que
comprende el mismo, y una composicion farmacéutica para tratar o diagnosticar el cancer de préstata que
comprende el mismo como un ingrediente activo.

2. Descripcion de la técnica relacionada

El cancer de prostata es uno de los tumores urogenitales mas comunes a nivel mundial. En Estados Unidos,
aproximadamente 380.000 personas fueron diagnosticadas con cancer de prostata en 1997, de las cuales 41.800
personas murieron, lo que indica que la tasa de mortalidad de esta enfermedad fue la segunda mas alta después
del cancer de pulmén. En Corea, el cancer de préstata esta aumentando rapidamente debido al envejecimiento y
la occidentalizacion de la dieta. Por lo tanto, el diagndstico y tratamiento temprano por imagenologia del cancer de
prostata se ha convertido en un gran problema no solo en Corea sino también en todo el mundo.

El cancer de préstata comienza a crecer en los tejidos aproximadamente la glandula prostatica y, a medida que
crece, migra hacia otros 6rganos importantes, como el pulmon y el hueso. En la etapa inicial, hay pocos sintomas,
pero a medida que el cancer de préstata crece, causa problemas como la compresion uretral y la obstruccion del
tracto urinario y, ademas, migra hacia la columna vertebral o la pelvis con complicaciones graves.

Para el diagndstico de cancer de proéstata, se han utilizado procedimientos de diagndstico por imagenologia, como
la SPECT (Tomografia Computarizada por Emisién de Fotén Unico) y la PET (Tomografia por Emisién de
Positrones), en donde los cambios bioquimicos que ocurren en las células tumorales se expresan en imagenes
tomograficas e imagenes tridimensionales mediante el uso de sustancias marcadas con radioisétopos que emiten
rayos gamma o positrones para indicar la presencia de cancer o su distribucion.

Estos procedimientos de diagndstico por imagenologia se han propagado recientemente debido a la mejora de la
calidad de las imagenes con el desarrollo de la CT combinada como SPECT-CT/MRI y PET-CT/MRI.

Los radiofarmacos utilizados como agente de formacién de imagenes para el cancer de prostata utilizan la union
del ligando a la proteina (antigeno de membrana especifico de la prostata: PSMA) expresada especificamente en
el cancer de prostata. La unidn de ligando mas representativa a PSMA es un derivado peptidico tal como Glu-urea-
Lys (GUL) o Glu-urea-Cys (GUC). Por lo tanto, los productos radiofarmacéuticos preparados marcando un
radiois6topo a un ligando peptidico de este tipo se pueden usar para obtener imagenes especificas del cancer de
prostata que expresa PSMA con PET o SPECT o para tratar el cancer de préstata (M Eder, et. al., Bioconjugate
Chem 2012, 23:688-697).

Los radioisotopos utilizados para marcar péptidos son principalmente radiontclidos emisores de rayos alfa,
radionuclidos emisores de rayos beta, radionuclidos emisores de rayos gamma y radionuclidos emisores de rayos
de positrones. Entre ellos, los radiontclidos emisores de rayos alfa y los radionuclidos emisores de rayos beta se
utilizan para el tratamiento, y radiondclidos emisores de rayos gamma y radionuclidos emisores de haz de
positrones se utilizan para el diagndstico mediante imagenologia de nucleo.

El procedimiento para marcar ligandos con radioisétopos se ejemplifica mediante el procedimiento para unir
radiois6topos directamente a ligandos o el procedimiento para combinar agentes quelantes bifuncionales (BFCA)
como DTPA, DOTA, TETA, HYNIC, N2S2 y MAG3 al péptido antes de marcar el péptido con radioisétopos por
medio de quelacién. El procedimiento de unién directa se usa principalmente para unir 1-125, que no puede unir
varios radioisétopos. Mientras tanto, el procedimiento que utiliza un agente quelante bifuncional (BFCA) puede
marcar varios radioisotopos. El tipo de agente quelante bifuncional (BFCA) se selecciona adecuadamente de
acuerdo con el ligando, y se ha mejorado la solubilidad del mismo.

Tabla 1
Agentes quelantes bifuncionales (BFCA) usados dependiendo del tipo de ligando peptidico
Grupo Péptido BFCA Enfermedad dirigida
Analogos de somatostatina (SST) ocreotido DTPATETAHYNIC tumor (neuroenddcrino)
. : Tyr3-ocreétido .
Analogos de somatostatina (SST) (Y3-TETA) TETAHYNIC tumor (neuroenddcrino)
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Agentes quelantes bifuncionales (BFCA) usados dependiendo del tipo de ligando peptidico
Grupo Péptido BFCA Enfermedad dirigida
Analogos de somatostatina (SST) Vapre1ogg§> (RC- S-S (directo) HYNIC tumor (neuroenddcrino)
Analogos de BN/GRP N2S2HYNIC tumor
Analogos de VIP MAG3 tumor
Péptidos que contienen RGD/ .
peptidomiméticos RGD HYNIC trombosis
Analogos de R-MSH S-S (directo) tumor (mama, prostata)
Analogos de SP DTPA tumor
Péptidos quimiotacticos HYNIC Infeccion/inflamacion

En cuanto a la técnica relacionada con los radiofarmacos para la formacion de imagenes de cancer de prostata, la
solicitud de patente US 2012/0269726 A1 describe un compuesto que comprende un derivado de GUL y una
estructura de piridina para marcar el radiois6topo tal como Tc-99m o Re-188. Sin embargo, en esta descripcion,
un agente quelante bifuncional tal como NOTA o DOTA no esta incluido, por lo que los is6topos como el Ga-68 no
pueden ser marcados.

La publicacion de solicitud de patente WO 2010/014933 A2 describe un derivado de GUL marcado con F-18 o |-
125 después de la introduccion de halégeno en el anillo de fenilo por unién a tiourea. Sin embargo, en esta
descripcion, un agente quelante bifuncional tal como NOTA o DOTA tampoco esta incluido, por lo que los is6topos
metalicos como el Ga-68 no pueden ser marcados.

Los compuestos marcados con isétopos, tales como el yodo o el F-18 descritos anteriormente, son radiofarmacos
lipdfilos. Estos productos farmacéuticos lipéfilos se excretan principalmente a través del intestino delgado y grueso
a través de la via biliar, por lo que permanecen en el cuerpo durante mucho tiempo. Por lo tanto, la imagen que
muestra la cavidad abdominal interior es muy complicada, lo que indica que es dificil obtener una imagen limpia
de una region deseada. Mientras tanto, los medicamentos solubles en agua se excretan a través del rifidn, lo que
indica que se recolectan solo en el rifién y la vejiga y se excretan rapidamente, luego de lo cual casi no queda
radioactividad. Por lo tanto, se puede obtener una imagen limpia de una regién deseada.

Los radiofarmacos solubles en agua para la formacion de imagenes desarrollados hasta ahora son ligandos
peptidicos combinados con agentes quelantes bifuncionales. El enlazador que conecta el péptido con el agente
quelante bifuncional tiene un enlace amida. Sin embargo, el enlace amida del enlazador puede hidrolizarse
mediante peptidasa o enzima lisosomal in vivo dependiendo del tipo de ligando. Una vez que el enlazador se rompe
por hidrolisis, el agente quelante bifuncional y el ligando peptidico marcado con un radioisétopo se separan entre
si, lo que indica que el radiois6topo no puede ir a la regidn del cancer de prostata, lo que conlleva a la dificultad
del tratamiento o diagndstico del cancer de préstata (Simone Dapp, et al. EINMMI Res. 2012 Jun 9;2(1):24).

Los presentes inventores intentaron desarrollar productos farmacéuticos radiactivos con estabilidad incrementada
que no fuesen facilmente hidrolizados in vivo y una actividad de unién especifica al cancer de prostata. Como
resultado, los presentes inventores confirmaron que el derivado preparado conjugando un agente quelante
bifuncional con un ligando peptidico especifico de prostata a través de un enlazador que no esta hidrolizado por
una proteasa en suero tenia una estabilidad excelente en suero humano cuando se administra in vivo; se unid
excelentemente a PSMA expresado competitivamente en cancer de prostata; y fue excelente en cuanto a la
supresion de PSMA en una concentracion baja. El compuesto marcado con el radiois6topo anterior también mostro
el mismo efecto que el anterior y mostré una alta solubilidad en agua, por lo que puede excretarse en el rifién en
lugar de la via biliar, lo que indica que una imagen clara de la region del cancer de prostata puede ser obtenida.
Por lo tanto, los presentes inventores confirmaron que el derivado de la invencién se puede usar eficazmente como
una composicion farmacéutica para tratar o diagnosticar el cancer de prostata, conduciendo a la finalizacion de la
presente invencion.

Sumario de la invenciéon

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un derivado peptidico de tiourea o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento de preparacion del derivado peptidico de
tiourea anterior.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar un compuesto marcado preparado coordinando un
radiois6topo metalico al derivado de péptido tiourea o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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También es un objeto de la presente invencion proporcionar una composicion farmacéutica para tratar o
diagnosticar el cancer de prostata que comprende el compuesto marcado anterior como un ingrediente activo.

También es un objeto de la presente invencion proporcionar un radiofarmaco para la formacion de imagenes de
cancer de prostata que comprende el derivado de péptido tiourea o su sal farmacéuticamente aceptable como un
ingrediente activo.

También es un objeto de la presente invencion proporcionar un kit para tratar o diagnosticar cancer de prostata
que comprende el derivado de péptido tiourea o su sal farmacéuticamente aceptable como un ingrediente activo.

Para lograr los objetos anteriores, la presente invencion proporciona el compuesto representado por la formula 1
a continuacion o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[Férmula 1]
HO O
X—(CH3),—N
i ( 2)n H
HO - OH
I
o 0

En la férmula 1:
X es enlace simple, -O- 0 -S-;
n es un numero entero de 1 ~ 5;
Y es -N(CH2COOH)(CH2)sCH>CHa-,
m es un numero enterode 10 2;y
a, b y ¢ son independientemente un nimero entero de 0 o 1.

La presente invencién también proporciona un procedimiento de preparacién del compuesto representado por la
féormula 1 que comprende la etapa de preparacion del compuesto representado por la férmula 1 haciendo
reaccionar el compuesto representado por la formula 2 y el compuesto representado por la formula 3 (etapa 1),
como se muestra en la férmula de reaccién 1 a continuacion.

[Férmula de Reaccién 1]

HO__ 0O HOOC s
X~—{CHza)n~—NH;

o b A on . \}Qm COOH

HOOC ST
‘ ’ O
b

N N
o Il e
K-{CHs),,N N y "
0 {CHz), NN

etapal o . L OH

O 8] 1

O =

En la férmula de reaccion 1:
X, n,Y,m,a, by csoncomo se definen en la formula 1.
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Ademas, la presente invencion proporciona un compuesto marcado preparado coordinando un radioisétopo
metalico al derivado de péptido tiourea o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica para tratar o diagnosticar cancer de
prostata que comprende el compuesto marcado anterior como un ingrediente activo.

La presente invencion también proporciona un radiofarmaco para la formacioén de imagenes de cancer de préstata
que comprende el compuesto representado por la formula 1 o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo como
un ingrediente activo.

Ademas, la presente invencion proporciona un kit para tratar o diagnosticar el cancer de prostata que comprende
el compuesto representado por la férmula 1 o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo como un ingrediente
activo.

Efecto ventajoso

El derivado peptidico de tiourea de la presente invencion es excelente en cuanto a estabilidad en suero humano
cuando se administra in vivo y no solo es excelente en la unién a PSMA expresado de manera competitiva en
cancer de prostata sino que también es excelente en cuanto a supresién de PSMA en una concentracion baja; y
el derivado se excreta en el rifidon en lugar de la via biliar debido a su alta solubilidad en agua, de modo que se
acumula en los tejidos del cancer de prostata y emite radiacion a la region del cancer de prostata, lo que indica
que el derivado se puede usar eficazmente como una composicion farmacéutica. Para el tratamiento y diagndstico
del cancer de préstata.

Breve descripcion de los dibujos

La aplicacién de las realizaciones preferentes de la presente invencion se entiende mejor con referencia a los
dibujos adjuntos, en los que:

Las Figuras 1a-1c son graficos que ilustran los resultados de TLC (fase movil: Na;COs 0,1 M, fase
estacionaria: ITLC) de Ga-68-NOTA-GUL de acuerdo con la presente invencion, en donde la Figura 1a
muestra Ga-68 no marcado, la Figura 1b muestra Ga-68-NOTA-GUL, y la Figura 1c muestra Ga-68-NOTA-
GUL cultivada con suero humano durante 2 horas.

Las Figuras 2a-2c son graficos que ilustran los resultados de TLC (fase movil: Na;COs 0,1 M, fase
estacionaria: ITLC) de Ga-68-DOTA-GUL de acuerdo con la presente invencion, en donde la Figura 2a
muestra Ga-68 no marcado, la Figura 2b muestra Ga-68-DOTA-GUL, y la Figura 2c muestra Ga-68-DOTA-
GUL cultivado con suero humano durante 2 horas.

La Figura 3a es un grafico que ilustra la tasa de inhibiciéon de la union entre células 22Rv1 positivas para
PSMA e 1-125-MIP-1072 de acuerdo con la concentracion de Ga-NOTA-SCN-GUL de la presente invencion,
y la Figura 3b es un grafico que ilustra la ICsp de Ga-NOTA-SCN-GUL analizada por analisis de regresion no
lineal (y =-17,77 In(x) — 266,57, R2 = 0,998), ICs, = 18,3 nM).

Las Figuras 4a-4b son las imagenes PET obtenidas una hora después de la inyeccion intravenosa de Ga-68-
NOTA-SCN-GUL de la invencién GUL en el raton trasplantado con células 22Rv1. En la Figura 4a, el cancer
22Rv1 se muestra en la parte inferior izquierda, pero en la Figura 4b, Ga-68-NOTA-SCN-GUL no se observa
en la region del cancer después de la inyeccion de MIP-1072.

Mejor modo
En lo sucesivo, los ejemplos y ejemplos experimentales de la presente invencion se describiran y se ejemplificaran
especificamente. Sin embargo, la presente invencion no esta limitada por los siguientes ejemplos y ejemplos

experimentales.

Ejemplo 1: Preparacion de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7-tris(carboximetil)-1,4,7-triazonano-2-
il)metil)fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico (GUL-SCN-NOTA)

Etapa 1: Preparacion de (S)-di-terc-butil 2-(1H-imidazol-1-carboxamido)pentanedioato




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2736 134 T3

Se disolvio clorhidrato de L-di-terc-butil glutamato (1,50 g, 5,1 mmoles) en diclorometano (15 ml) y luego se enfri6
a 0°C, alo que se afiadi¢ trietilamina (1,74 ml, 12,5 mmoles) y 4-(dimetilamino)piridina. La mezcla se agit6 durante
5 minutos, luego se le afiadié 1,1'-carbonildiimidazol (981 mg, 6,05 mmol). La temperatura de la mezcla se elevd
a temperatura ambiente, seguido de agitacién durante 18 horas. Se afiadieron 30 ml de diclorometano para la
dilucién. La mezcla se lavo con solucion saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), agua (2 x 10 ml) y salmuera (10
ml). Luego, la capa organica se deshidraté con sulfato de sodio. La mezcla se filtrd y el filtrado se secé a presion
reducida, seguido del tratamiento de solucidon de hexano/acetato de etilo. Como resultado, se obtuvo un material
solido blanco. El material sélido blanco obtenido se lavé con hexano (50 ml) y el material sélido blanco final se
analizé mediante analisis instrumental.

Rendimiento: 1,44 g, 80%;

"H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) 8,29 (s, 1H), 7,73 (s, 1H), 7,05 (s, 1H), 7,01 (s, 1H), 4,24 (m, 1H), 2,36 (t, J = 7,26
Hz, 2H), 2,03 (m, 1H), 1,87 (m, 1H), 1,42 (s, 9H), 1,39 (s, 9H).

Espectro de masas (ESI*), m/z = 354 [M+H]".

Etapa 2: Preparacién de (9S, 13S)-tri-terc-butilo 3,11-dioxo-1-fenil-2-oxa-4,10,12-triazapentadekan-9, 13, 15-

A
O\ED \I/T

%w~«m"+v*é¥

(S)-di-terc-butil 2-(1H-imidazol-1-carboxamido)pentanedioato (780 mg, 2,208 mmol) preparado en la etapa 1 se
disolvié en diclorometano (7,8 ml) y luego se enfrié a 0°C, a la que se afadieron trietilamina (0,615 ml, 4,417 mmol)
y trifluorometanosulfonato de metilo (MeOTf) (0,252 ml, 2,230 mmol). La temperatura de la mezcla se elevo a
temperatura ambiente mientras se agitaba, seguido de agitacion adicional durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se afiadid con (S)-terc-butil-2-amino-6-(((benciloxi)carbonil)amino)hexanoato
(743 mg, 2,208 mmol) y se calentd a 40°C, seguido de agitacion durante la noche. Una vez completada la reaccion,
la solucion se seco a presion reducida. Luego, se obtuvo un producto sélido utilizando éter y hexano.
Rendimiento: 1,18 g, 86%;

Espectro de masas (ESI*), m/z = 622 [M+H]".

Etapa 3: Preparacion de (S)-di-terc-butil 2-(3-((S)-6-amino-1-terc-butoxi-1-oxohexan-2-il)ureido)pentanedioato

Cbz

\kow* { o = “%Ow o
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Se afadieron formiato de amonio (314 mg, 4,986 mmol) y 10% en peso de paladio carbono (100 mg) a la solucion
de etanol (5 ml) de (9S, 13S)-tri-terc-butilo 3,11-dioxo-1-fenil-2-oxa-4,10,12-triazapentadekan-9, 13, 15-
tricarboxilato (310 mg, 0,499 mmol) preparado en la etapa 2, seguido de agitacion a temperatura ambiente durante
4 horas. Una vez completada la reaccion, la mezcla se filtré usando Celite 545 y luego se lavé con acetato de etilo
(25 ml x 3). Se obtuvo un producto sélido blanco destilando el filtrado a presiéon reducida.

Rendimiento: 243 mg, 98%.

"H-NMR (DMSO-de, 600 MHz) 8,43 (s, 1H), 8,10-7,10 (br, 1H), 6,50 (m, 2H), 4,01 (m, 1H), 3,92 (m, 1H) ), 2,69
(m, 2H), 2,17 (m, 2H), 1,83 (m, 1H), 1,70-1,49 (m, 4H), 1,38 (m, 27H), 1,29 (m, 2H).

Espectro de masas (ESI*), m/z = 488 [M+H]".

Etapa 4: Preparacién de acido 2,2',2"-(2-(4-(3-((S)-6-(terc-butoxi)-5-(3-((S)-1,5-di-terc-butoxi-1,5-dioxopentano-2-
il\ureido)-6-oxohexil)tioureido)bencil)-1,4,7-triazonano-1,4,7-triti)triacético

Oy _on o

s ~ T
\; h s7SN \ ) \T A »l%,)i 1
N OH NN —_ on
o 8 oo [ {
:‘ 0% "OH \L
\‘LXOY)\" /&"XI\TO\“’E/ . . ( o7 ~oH
I LA o

etapa 4 O A O
i YWY LY

(S)-di-terc-butil 2-(3-((S)-6-amino-1-terc-butoxi-1-oxohexan-2-il)ureido)pentanedioato (47,8 mg, 0,0982 mmol),
acido 2,2',2"-(2-(4-isotiocianatobencil)-1,4,7-triazonano-1,4,7-triil)triacético (SCN-Bz-NOTA, 55 mg, 0,0982 mmol),
y trimetilamina (0,068 ml, 0,491 mmol) preparados en la etapa 3 se disolvieron en cloroformo (1,0 ml), seguido de
agitacion a temperatura ambiente durante la noche. Una vez completada la reaccion, el solvente se secé a presion
reducida. Un producto fue confirmado por LC/MC.

Espectro de masas (ESI*), m/z = 939 [M+H]".

Etapa 5: Preparacion de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7-tris(carboximetil)-1,4,7-triazonano-2-
imetil)fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico

Oy-oH Oy oH
s #y K'/ﬂ\ < ?/
LOTC e J,JZXT “\f°

HN™ ™
HO.__O ) N L o o i
\E\: o J/ o“ oH . \[/ o~ "OH
\r\o K/\H Aﬂ\ﬂf%cx\f\w etapa 5 1—10\ﬂ J\W OH
o}

GUL-SCN-NOTA

El acido 2,2',2"-(2-(4-(3-((S)-6-(terc-butoxi)-5-(3-((S)-1,5-di-terc-butoxi-1,5-dioxopentano-2-il)ureido)-6-
oxohexil)tioureido)bencil)-1,4,7-triazonano-1,4,7-tritil )triacético preparado en la etapa 4 se disolvié en acido
trifluoroacético/diclorometano (v/v 1/1, 2,0 ml), seguido de agitacion a temperatura ambiente durante 4 horas. La
mezcla se seco a presion reducida, seguido de purificacion por HPLC usando MeCN y agua destilada para dar
GUL-NOTA.

Rendimiento: 47,8 mg, 63% (rendimiento global en 2 etapas).

"H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) & 12,4 (br, 6H), 9,45 (s, 1H), 7,69 (s, 1H), 7,38 (d, J = 8,10 Hz, 2H), 7,18 (d, J = 8,16
Hz, 2H), 6,76 ~ 6,41 (br, 2H), 6,30 (m, 2H), 4,12-2,61 (m, 22H), 2,19 (m, 2H), 1,86 (m, 1H), 1,74-1,51 (m, 4H), 1,29
(m, 2H).

Espectro de masas (ESI*), m/z =770 [M+H]".



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2736 134 T3

Ejemplo 2: Preparacion de Ga-NOTA-SCN-GUL

z\/ﬂ

Ga-GUL-SCN-NOTA

El GUL-NOTA (47,8 mg, 0,0621 mmol) preparado en el Ejemplo 1 se disolvioé en un tampdén de NaOAc 1,0 M (2,0
ml, pH de 5,6) junto con GaCl; 0,5 M (1,242 ml, 0,621 mmol) disuelto en pentano, seguido de agitacion a
temperatura ambiente durante 8 horas. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,2 umy
el filtrado se separ6 por cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo: n-hexano = 1:1, v/v). Como
resultado, se obtuvo un compuesto sélido blanco.

Rendimiento: 268 mg, 58%.

"H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) & 12,4 (br, 3H), 9,45 (s, 1H), 7,69 (s, 1H), 7,38 (d, J = 8,10 Hz, 2H), 7,18 (d, J = 8,16
Hz, 2H), 6,76 ~ 6,41 (br, 2H), 6,30 (m, 2H), 4,12-2,61 (m, 22H), 2,19 (m, 2H), 1,89 (m, 1H), 1,74-1,51 (m, 4H), 1,29
(m, 2H).

Espectro de masas (ESI*), m/z = 837 [M+H]".

Ejemplo 3: Preparacion de Ga-68-NOTA-SCN-GUL

O\Z,/OH 0\'/0
e~ N A~ /\/\N\
P e 3 ) o
HN N X N HNT N N h

(o] \/l\ o] g
NJKN,J;T,OH Ho\T H,J\H,g(ou
H H o o

Ga-GUL-SCN-NOTA

{
H OH
) J/J HO._O ‘)
L 0~ “OH — {
AN
(o]

Se disolvié Ga-68-Clsz (200 ul, 111 MBq) en HCI 0,1 M, que se afiadié a un tampoén de acetato de sodio 1 M (pH =
5,6, 200 pl). Se afiadié una solucion de MeCN que contenia GUL-NOTA (10 pl, 1 mg/ml) preparado en el Ejemplo
1, que se agité vigorosamente durante 1 minuto, seguido de reaccién a temperatura ambiente durante 10 minutos.
La eficiencia de marcado se calcul6 realizando ITLC-SG utilizando Na,CO3 0,1 M como solvente de desarrollo. En
este momento, el Ga-68-NOTA-SCN-GUL marcado se movié a la parte superior (Rf=1,0) (Figura 1a) y el Ga-68 no
marcado permanecié en el origen (Rf=0,0) (Figura 1b). Como resultado, la eficiencia de marcado fue mas del 99%.

Ejemplo 4: Preparacion de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7,10-tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-2-il)metil)fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico (GUL-SCN-DOTA)

Etapa 1: Preparacién de acido 2,2',2"-(2-(4-(3-((S)-6-(terc-butoxi)-5-(3-((S)-1,5-di-terc-butoxi-1,5-dioxopentano-2-
il\ureido)-6-oxohexil)tioureido)bencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetriil )tetraacético

OH
o-;-{ i OH
AN OH o
N \N\ A L on
"y S — P
o ; ; ;Nf N
R T S T
S.n N S N s
~ NH HO~ " |- Ji l:\ if \ ]
2 T } ~ HNT NS N. N
0. .0 o “OH H g o "
‘[’ E o O. .0 - T \
~ o I ( o 0
o 1 1 ol etapa 1 ~ 0 7 Ho
‘} NN Y Y . E\NJ\ 0
5 o TUwWwy
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(S)-di-terc-butil 2-(3-((S)-6-amino-1-terc-butoxi-1-oxohexan-2-il)ureido)pentanedioato (30 mg, 0,0615 mmol)
preparado en la etapa 3 del Ejemplo 1, acido 2,2',2"-2-(4-isotiocianatobencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetrail)tetraacético (SCN-Bz-DOTA, 50 mg, 0,0727 mmol) y trimetilamina (0,043 ml, 0,308 mmol) se
disolvieron en cloroformo (1,0 ml), seguido de agitacion a temperatura ambiente.El solvente se secé a presion
reducida y el peso molecular del producto final se calculé por LC/MS.

Espectro de masas (ESI*), m/z = 1040 [M+H]* observado.

Etapa 2: Preparacion de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7,10-tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-2-il)metil)fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico

Ok OH
o= i o= I
‘\Nﬂ ~ ,»/H’-cyn {N ;;;;;; \‘N“/’ "OH
e ' s Ay )
\,L - HNJ&\NA‘:EJ' f N) HN)%%N /[\ L . /N}
0.0 LT T”/ N etapa 2 HO._.0 I %X:
T f 6 ¢ J ° -
~ o > HO ™ ﬁ r HO
RN HO. o~ A b _OH
GUL-SCN-DOTA
El acido 2,2',2"-(2-(4-(3-((S)-6-(terc-butoxi)-5-(3-((S)-1,5-di-terc-butoxi-1,5-dioxopentano-2-il)ureido)-6-

oxohexil)tioureido)bencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetriiljtetraacético preparado en la etapa 1 se
disolvio en 2,0 ml de solucién de TFA/DCM (v/v: 1/1), seguido de agitacion a temperatura ambiente durante 4
horas. Una vez completada la reaccién, la mezcla de reaccion se secé a presion reducida. El producto se lavé con
DC que contiene 10% de MeOH y, como resultado, se obtuvo GUL-DOTA como un polvo blanco con un rendimiento
del 43%. El peso molecular del producto se calculd por LC/MS.

Espectro de masas (ESI*), m/z = 871 [M+H]* observado.

Ejemplo 5: Preparacion de Ga-68-DOTA-SCN-GUL

OH OH
o 2 o={ Q
—-0H \ . oM
N N R N N
s 2 ) f ] ea J
)i J \
HN u’ : N N > AN N N
HO_ _O HO- " 3\ HO. O HO
Y " I f o
| [+] o i o -
~ o ! HO o l HO
: HO. o~ A A _OH
HOL -~ A_OH NN
| H H H H il
o o o o

**Ga-GUL-SCN-DOTA
Se le afadié una solucion de MeCN que contenia GUL-DOTA (10 ul, 1 mg/ml) preparado en el Ejemplo 4, que se
agito vigorosamente durante 1 minuto, seguido de reaccién a 95°C durante 10 minutos. La eficiencia de marcado
se calculd realizando ITLC-SG utilizando Na,CO3 0,1 M como solvente de desarrollo. En este momento, el Ga-68-
DOTA-SCN-GUL marcado se movi6 a la parte superior (Rf=1,0) (Figura 2a) y el Ga-68 no marcado permanecio en
el origen (Rf=0,0) (Figura 2b). Como resultado, la eficiencia de marcado fue mas del 95%.
Descripcion de las realizaciones preferentes
En lo sucesivo, la presente invencién se describe en detalle.

La presente invencion proporciona el compuesto representado por la formula 1 a continuacién o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

[Férmula 1]
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HO.___ O

o X—(CHgz)y—N

HO : OH
HLE
o o)

En la férmula 1:
X es enlace simple, -O- 0 -S-;
n es un numero entero de 1 ~ 5;
Y es -N(CH2COOH)(CH2),CH>CHa-,
m es un numero enterode 10 2;y
a, b y ¢ son independientemente un nimero entero de 0 o 1.

El compuesto representado por la formula 1 de la presente invencion tiene la estructura en la que un ligando
peptidico a PSMA (antigeno de membrana especifico de la prostata) expresado especificamente en cancer de
prostata se une a un agente quelante bifuncional adecuado para marcar con un radioisétopo a través de un
enlazador que no es hidrolizado por la proteasa sin enlace amida.

El ligando peptidico anterior es capaz de unirse a PSMA expresado especificamente en el cancer de prostata. El
acido glutamico-urea-lisina, el acido glutamico-urea-cisteina o el acido glutamico-urea-serina se usa
preferentemente en la presente memoria descriptiva.

El agente quelante bifuncional es una sustancia capaz de marcar un radioisétopo. En la presente memoria
descriptiva:

EOOH
AN
[ N
N COOH
Hooc—/
(NOTA),
COOH
HOOC f—\
—COOH
\\r/\W/f—COOH
/< ON N \Ti :
Ty
) Hooc—~/\ /
HOOC ) COOH
(DOTA),
COOH COOH

f@ijOH Lm COOH
. C ]

N N

HOOC—~ K/’ W HOOC—/
COOH, o COOH

se usa preferentemente y NOTA (acido 1,4-7-triazaciclononano-1,4,7-triacético) o DOTA (acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) es mas preferido.
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El derivado peptidico de tiourea representado por la férmula 1 de la presente invenciéon se puede ejemplificar
preferentemente mediante los siguientes compuestos:

(1) acido 2-(3-(1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7-tris(carboximetil)-1,4,7-triazonano-2-il)metil )fenil )tioureido)fenil)
ureido)pentanodioico (GUL-SCN-NOTA); y

(2) acido 2-(3-(1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7,10-tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-2-il) metil)
fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico (GUL-SCN-DOTA).

El compuesto representado por la férmula 1 de la presente invencién se puede usar como la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, en la que la sal es preferentemente una sal de adicion de acido formada por acidos
libres farmacéuticamente aceptables. En la presente memoria descriptiva, la sal farmacéuticamente aceptable
indica cualquier sal de adicion organica o inorganica del compuesto base representado por la Férmula 1 que sea
relativamente no toxica para un paciente y que tenga actividad no dafina cuyo efecto secundario no pueda reducir
ningun efecto positivo de dicho compuesto base representado por la férmula 1. Independientemente de que sea
inorganico u organico, se puede usar un acido libre si es farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos del acido
libre inorganico incluyen acido clorhidrico, acido bodrico, acido nitrico, acido sulfurico, acido perclorico y acido
fosférico. Los acidos organicos libres disponibles se ejemplifican con acido citrico, acido acético, acido lactico,
acido malico, acido fumarico, acido glucoénico, acido succinico, acido tartarico, acido galacturonico, acido
embodnico, acido glutamico, acido aspartico, acido oxalico, acido malico (D) o (L), acido maleico, acido
metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 4-toluensulfonico, acido salicilico, acido citrico, acido benzoico y
acido maldnico. La sal de la presente memoria descriptiva también incluye sales de metales alcalinos (sal de sodio,
sal de potasio, etc.) y sales de metales alcalinotérreos (sal de calcio, sal de magnesio, etc.). Por ejemplo, como
sales de adicién de acido se pueden incluir acetato, aspartato, benzato, besilato, bicarbonato/carbonato,
bisulfato/sulfato, borato, camcilato, citrato, edisilato, esilato, formiato, fumarato, gluceptato, gluconato, glucuronato,
hexafluorofosfato, hibenzato, clorhidrato/cloruro, bromhidrato/bromuro, hidroyoduro/yoduro, isetionato, lactato,
malato, maliato, malonato, metilato, metilsulfato, naftilo, 2-nafsilato, nicotinato, nitrato, orotato, oxalato, palmitato,
pamotato, fosfato/hidrogeno fosfato/dihidrogeno fosfato, sacarato, estearato, succinato, tartrato, tosilato,
trifluoroacetato, aluminio, arginina, benzatina, calcio, colina, dietilamina, diolamina, glicina, lisina, magnesio,
meglumina, olamina, potasio, sodio, tetetamina y sal de zinc. Entre ellos, se prefiere clorhidrato o trifluoroacetato.

El compuesto representado por la férmula 1 de la presente invencion incluye no solo sales farmacéuticamente
aceptables, sino también todas las sales, isémeros, hidratos y solvatos que pueden prepararse por medio del
procedimiento convencional.

La sal de adicion en la presente invencion se puede preparar por medio del procedimiento convencional conocido
por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el compuesto de formula 1 se disuelve en un solvente organico miscible
con agua, como la acetona, el metanol, etanol o acetonitrilo, a los que se agrega una disolucidon acuosa excesiva
de acido organico o acido del acido inorganico para inducir la precipitacion o la cristalizacion. Luego, el solvente o
el exceso de acido se evapora de la mezcla, seguido de secado de la mezcla para dar sal de adicion o filtrar por
succion la sal precipitada para dar lo mismo.

La presente invencién también proporciona un procedimiento de preparacién del compuesto representado por la
féormula 1 que comprende la etapa de preparacion del compuesto representado por la férmula 1 haciendo
reaccionar el compuesto representado por la formula 2 y el compuesto representado por la formula 3 (etapa 1),
como se muestra en la férmula de reaccién 1 a continuacion.

[Férmula de Reaccién 1]
HO.___.O HOOC iTe

HO N /U\N _oH . )}Qm COOH
NT N SCN .
) 3 HOOfi\ {,\}%
N N
HO. O S \cnon
X—{CH WN/U\N Y "

b "

O
OM

etapa 1 Ho\ﬂ/k N /’LN OH
|\ H H
O O l
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En la férmula de reaccién 1:
X, n,Y,m, a, by csoncomo se definen en la formula 1).

En lo sucesivo, el procedimiento de preparacion de la presente invencion se describe con mas detalle.

De acuerdo con el procedimiento de preparacion de la presente invencion, el compuesto representado por la
férmula 1 se prepara haciendo reaccionar el grupo amino (-NHz) del compuesto representado por la formula 2, que
es el derivado peptidico con isotiocianato (-N=C=S) del compuesto representado por la férmula 3 en presencia de
una base.

Si el extremo del resto de derivado peptidico unido a PSMA expresado en cancer de préstata es -OH o -SH, se
puede realizar adicionalmente una etapa de introduccién del resto de alquilamina C¢ ~ Cs.

En este momento, la base de la presente invencion se ejemplifica mediante bases organicas tales como trietilamina
(TEA), N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), 1,8-diazabiciclo[5.4.0] -7-indeseno (DBU), y piridina; o bases inorganicas
tales como t-butédxido de sodio, t-butdxido de potasio, hidréxido de sodio, carbonato de sodio, carbonato de potasio,
carbonato de cesio e hidruro de sodio. La base se puede usar en cantidades equivalentes 0 en exceso, sola 0 en
combinacién, pero no siempre se limita a las mismas.

El solvente de reaccion utilizado en la presente memoria descriptiva se ejemplifica por cloroformo, dimetil
formamida (DMF), tolueno, dimetil acetamida (DMA), dimetil sulféxido (DMSO), cloruro de metileno, dicloroetano,
agua, acetato de etilo, acetonitrilo; alcoholes inferiores que incluyen isopropanol, metanol, etanol, propanol y
butanol; y solventes de éter que incluyen tetrahidrofurano (THF), dioxano, éter etilico y 1,2-dimetoxietano. Los
solventes anteriores pueden usarse independientemente o en combinacion. Ademas, la temperatura de reaccién
es preferentemente la temperatura ambiente, pero puede ajustarse de acuerdo con el progreso de la reaccion, y
no limitarse a la misma.

De acuerdo con el procedimiento de preparacion de la presente invencion, el compuesto representado por la
férmula 1 puede prepararse facilmente haciendo reaccionar el grupo amina (-NH) al final del derivado peptidico y
el isotiocianato del agente quelante bifuncional directamente en una sola etapa bajo la condicion leve.

Ademas, la presente invencion proporciona un compuesto marcado preparado coordinando un radioisétopo
metalico al compuesto representado por la formula 1 anterior o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El radiois6topo metalico de la presente invencion es preferentemente 5’Ga, %8Ga, 2Cu, 54Cu, 5Cu, ""In, °0Y, 77Lu,
117m
o) Sn.

El radiois6topo metalico se marca con alta eficacia cuando una proteina se marca con un nucleido de emision de
positrones producido en un generador utilizando un agente quelante bifuncional, en particular:

HOOi %ﬁ

\
SON N
7««\ COOH
Y
b
(Y, m, b, yc se definen como la férmula 1) del compuesto representado por la formula de la presente invencion,
como mediador.

El compuesto marcado de la presente invencién contiene un enlazador que no se hidroliza por la proteasa en suero
in vivo, de modo que muestra una excelente estabilidad en suero humano, lo que indica que el compuesto se
puede usar eficazmente como un compuesto marcado (ver Ejemplo Experimental 1).

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica para tratar o diagnosticar cancer de
prostata que comprende el compuesto marcado anterior como un ingrediente activo. Ademas, la presente
invencion proporciona un radiofarmaco para la obtencion de imagenes del cancer de prostata que comprende el
compuesto marcado anterior como un ingrediente activo.

En este momento, los radioisétopos son principalmente radionudclidos emisores de rayos alfa, radionuclidos
emisores de rayos beta, radionuclidos emisores de rayos gamma y radionuclidos emisores de rayos de positrones,
etc. Entre ellos, radionucleidos emisores de rayos alfa y beta Los radionuclidos emisores de rayos se utilizan para
el tratamiento y los radionuclidos emisores de rayos gamma y los radionuclidos emisores de rayos de positrones
se utilizan para el diagnostico mediante imagenologia de nucleo.
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Cuando la composicion farmacéutica de la presente invencion se usa para la obtenciéon de imagenes del cancer
de prostata, el radioisotopo del compuesto marcado es preferentemente 8’Ga, #8Ga, 62Cu, %4Cu, 7Cu, ""'In. Cuando
la composicién farmacéutica de la presente invencién se usa para tratar el cancer de prostata, el radioisoétopo es
preferentemente %4Cu, 57Cu, Y, "77Lu o0 """mSn,

Entre los radioisétopos, Ga-68 es un conocido radionuclido emisor de haz de positrones, que tiene una vida media
tan corta como 68 minutos. Por lo tanto, es util para PET y, en particular, tiene un gran potencial para uso futuro
debido a una ventaja econémica debido al desarrollo de un generador. Ga-68 esta marcado principalmente con
DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) o NOTA (acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-
triacético) como agente quelante bifuncional.

ElI DOTA se usa ampliamente para el marcado de radioisétopos tales como In-111, Y-90, Lu-177 y Ga-68. NOTA
se usa para marcar In-111y Ga-67 con T101, un anticuerpo monoclonal, que es inestable con In-111, pero esta
marcado de manera estable con Ga-67 (Lee J, et al. Nucl Med Biol 1997;24:225-30).

La composicion farmacéutica de la presente invencidén es excelente en cuanto a estabilidad en suero humano
cuando se administra in vivo y no solo es excelente en cuanto a la unién a PSMA expresada competitivamente en
cancer de prostata sino también excelente en cuanto a la supresion de PSMA en una concentracion baja. La
composicion se excreta en el rifidén en lugar de en la via biliar debido a su alta solubilidad en agua. Por lo tanto, la
composicion se puede absorber en los tejidos del cancer de prostata y emite radiacion a la region del cancer de
préstata. Por lo tanto, la composicién de la invencién puede usarse eficazmente como una composicion
farmacéutica para tratar y diagnosticar el cancer de préstata.

Ademas, la presente invencion proporciona un kit para tratar o diagnosticar cancer de préstata que comprende el
compuesto representado por la formula 1 anterior o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo y se marca con
un radioisétopo metalico farmacéuticamente aceptable en una forma esterilizada no pirégena.

En particular, el kit para tratar o diagnosticar el cancer de préstata de la presente invencion contiene el compuesto
representado por la férmula 1 en la concentraciéon de 10 ng ~ 100 mg.

El kit para tratar o diagnosticar el cancer de prostata de la presente invencion comprende el vial esterilizado que
contiene el compuesto representado por la férmula 1 en un tampodn apropiado para que el compuesto representado
por la formula 1 sea faciimente marcado con un radiois6topo metalico que se almacena como se sella en un
refrigerador, un congelador o se liofiliza, y luego se usa segun sea necesario.

En este momento, para regular el pH en el curso del marcado por radioisétopos, se le agregaron 0,01 ml ~ 10 ml
de un tampon (pH 1~9, conc. 1 uM~10 M), que se puede sellar en el estado disuelto, el estado congelado o el
estado liofilizado.

El tampon de la presente invencion es preferentemente acido acético, acido fosférico, acido citrico, acido fumarico,
acido ascorbico, acido butirico, acido succinico, acido tartarico, acido carboénico, acido glucohepténico, acido
gluconico, acido glucurdnico, acido glucarico, acido barico y sus sales de sodio o sales de potasio.

Ademas, el kit de la presente invencién puede contener adicionalmente un antioxidante. El antioxidante se utiliza
para prevenir la degradacion del compuesto representado por la férmula 1 marcado con un radiois6topo causado
por la descomposicién de la radiacion, que se ejemplifica preferentemente por la vitamina C o el acido gentisico.
El antioxidante esta contenido preferentemente en el kit de la presente invencién en una cantidad de 0 ~ 500 mg
por dosis unitaria.

El kit se puede complementar con viales de esterilizacion con tampodn, solucion salina, jeringas, filtros, columnas y
otros equipos auxiliares para producir medicamentos inyectables para uso de tecnoélogos o técnicos médicos. Es
bien conocido por los expertos en la técnica que tienen conocimientos generales sobre este campo que el kit puede
variarse o modificarse de acuerdo con la necesidad personal o la dieta de un paciente y también puede cambiarse
de la manera en que se proporciona el radioisétopo o adquirido.

El kit anterior puede proporcionar un compuesto marcado con radiois6topos agregando un radiois6topo al
compuesto representado por la formula 1 en la concentracién de 0,1 ~ 500 o 1 ~ 500 mCi por 1 mg del compuesto,
seguido de una reaccioén para 0,1 ~ 30 minutos antes de su uso.

Las realizaciones practicas y actualmente preferentes de la presente invencion son ilustrativas como se muestra
en los siguientes Ejemplos.

Sin embargo, se apreciara que los expertos en la técnica, considerando esta descripcion, pueden realizar
modificaciones y mejoras dentro del espiritu y ambito de la presente invencion.
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Ejemplo 1: Preparacion de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7-tris(carboximetil)-1,4,7-triazonano-2-
il)metil)fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico (GUL-SCN-NOTA)

Etapa 1: Preparacion de (S)-di-terc-butil 2-(1H-imidazol-1-carboxamido)pentanedioato

¥ ¥

tapa 1
\+Gw N Hg etapa \}/0 N J‘i\ N /‘%
o "y

Se disolvio clorhidrato de L-di-terc-butil glutamato (1,50 g, 5,1 mmoles) en diclorometano (15 ml) y luego se enfri6
a 0°C, a lo que se afadio trietilamina (1,74 ml, 12,5 mmoles) y 4-(dimetilamino)piridina. La mezcla se agitd durante
5 minutos, luego se le afiadio 1,1'-carbonildiimidazol (981 mg, 6,05 mmol). La temperatura de la mezcla se elevd
a temperatura ambiente, seguido de agitacién durante 18 horas. Se afiadieron 30 ml de diclorometano para la
dilucién. La mezcla se lavé con solucion saturada de bicarbonato de sodio (10 ml), agua (2 x 10 ml) y salmuera (10
ml). Luego, la capa organica se deshidraté con sulfato de sodio. La mezcla se filtré y el filtrado se secé a presion
reducida, seguido del tratamiento de solucién de hexano/acetato de etilo. Como resultado, se obtuvo un material
solido blanco. El material sélido blanco obtenido se lavé con hexano (50 ml) y el material sélido blanco final se
analizé mediante analisis instrumental.

Rendimiento: 1,44 g, 80%;

"H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) 8 8,29 (s, 1H), 7,73 (s, 1H), 7,05 (s, 1H), 7,01 (s, 1H), 4,24 (m, 1H), 2,36 (t, J = 7,26
Hz, 2H), 2,03 (m, 1H), 1,87 (m, 1H), 1,42 (s, 9H), 1,39 (s, 9H).

Espectro de masas (ESI*), m/z = 354 [M+H]".

Etapa 2: Preparacién de (9S, 13S)-tri-terc-butilo 3,11-dioxo-1-fenil-2-oxa-4,10,12-triazapentadekan-9, 13, 15-

AR
O\ED \I/T

%w~«m"+v*é¥

(S)-di-terc-butil 2-(1H-imidazol-1-carboxamido)pentanedioato (780 mg, 2,208 mmol) preparado en la etapa 1 se
disolvié en diclorometano (7,8 ml) y luego se enfrié a 0°C, a la que se afiadieron trietilamina (0,615 ml, 4,417 mmol)
y trifluorometanosulfonato de metilo (MeOTf) (0,252 ml, 2,230 mmol). La temperatura de la mezcla se elevo a
temperatura ambiente mientras se agitaba, seguido de agitacion adicional durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se afiadid con (S)-terc-butil-2-amino-6-(((benciloxi)carbonil)amino)hexanoato
(743 mg, 2,208 mmol) y se calenté a 40°C, seguido de agitacion durante la noche. Una vez completada la reaccion,
la solucion se seco a presion reducida. Luego, se obtuvo un producto sélido utilizando éter y hexano.
Rendimiento: 1,18 g, 86%;

Espectro de masas (ESI*), m/z = 622 [M+H]".

Etapa 3: Preparacion de (S)-di-terc-butil 2-(3-((S)-6-amino-1-terc-butoxi-1-oxohexan-2-il)ureido)pentanedioato
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Se afadieron formiato de amonio (314 mg, 4,986 mmol) y 10% en peso de paladio carbono (100 mg) a la solucion
de etanol (5 ml) de (9S, 13S)-tri-terc-butilo 3,11-dioxo-1-fenil-2-oxa-4,10,12-triazapentadekan-9, 13, 15-
tricarboxilato (310 mg, 0,499 mmol) preparado en la etapa 2, seguido de agitacion a temperatura ambiente durante
4 horas. Una vez completada la reaccion, la mezcla se filtré usando Celite 545 y luego se lavé con acetato de etilo
(25 ml x 3). Se obtuvo un producto sélido blanco destilando el filtrado a presiéon reducida.

Rendimiento: 243 mg, 98%.

"H-NMR (DMSO-de, 600 MHz) & 8,43 (s, 1H), 8,10-7,10 (br, 1H), 6,50 (m, 2H), 4,01 (m, 1H), 3,92 (m, 1H) ), 2,69
(m, 2H), 2,17 (m, 2H), 1,83 (m, 1H), 1,70-1,49 (m, 4H), 1,38 (m, 27H), 1,29 (m, 2H).

Espectro de masas (ESI*), m/z = 488 [M+H]".

Etapa 4: Preparacién de acido 2,2',2"-(2-(4-(3-((S)-6-(terc-butoxi)-5-(3-((S)-1,5-di-terc-butoxi-1,5-dioxopentano-2-
il\ureido)-6-oxohexil)tioureido)bencil)-1,4,7-triazonano-1,4,7-tritil \triacético
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(S)-di-terc-butil 2-(3-((S)-6-amino-1-terc-butoxi-1-oxohexan-2-il)ureido)pentanedioato (47,8 mg, 0,0982 mmol),
acido 2,2',2"-(2-(4-isotiocianatobencil)-1,4,7-triazonano-1,4,7-triil)triacético (SCN-Bz-NOTA, 55 mg, 0,0982 mmol),
y trimetilamina (0,068 ml, 0,491 mmol) preparados en la etapa 3 se disolvieron en cloroformo (1,0 ml), seguido de
agitacion a temperatura ambiente durante la noche. Una vez completada la reaccion, el solvente se seco a presion
reducida. Un producto fue confirmado por LC/MC.

Espectro de masas (ESI*), m/z = 939 [M+H]".

Etapa 5: Preparacion de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7-tris(carboximetil)-1,4,7-triazonano-2-
ilmetil)fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico
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GUL-SCN-NOTA
El acido 2,2',2"-(2-(4-(3-((S)-6-(terc-butoxi)-5-(3-((S)-1,5-di-terc-butoxi-1,5-dioxopentano-2-il)ureido)-6-

oxohexil)tioureido)bencil)-1,4,7-triazonano-1,4,7-tritil )triacético preparado en la etapa 4 se disolvié en acido
trifluoroacético/diclorometano (v/v 1/1, 2,0 ml), seguido de agitacion a temperatura ambiente durante 4 horas. La
mezcla se seco a presion reducida, seguido de purificacion por HPLC usando MeCN y agua destilada para dar
GUL-NOTA.

Rendimiento: 47,8 mg, 63% (rendimiento global en 2 etapas).
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"H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) & 12,4 (br, 6H), 9,45 (s, 1H), 7,69 (s, 1H), 7,38 (d, J = 8,10 Hz, 2H), 7,18 (d, J = 8,16
Hz, 2H), 6,76 ~ 6,41 (br, 2H), 6,30 (m, 2H), 4,12-2,61 (m, 22H), 2,19 (m, 2H), 1,86 (m, 1H), 1,74-1,51 (m, 4H), 1,29
(m, 2H).

Espectro de masas (ESI*), m/z =770 [M+H]".

Ejemplo 2: Preparacion de Ga-NOTA-SCN-GUL

0

-OH °
Y Jopc s
HIJ\IJ\N N \( HNXN N, W

o} o}
Ga-GUL-SCN-NOTA

El GUL-NOTA (47,8 mg, 0,0621 mmol) preparado en el Ejemplo 1 se disolvidé en un tampdén de NaOAc 1,0 M (2,0
ml, pH de 5,6) junto con GaCl; 0,5 M (1,242 ml, 0,621 mmol) disuelto en pentano, seguido de agitacion a
temperatura ambiente durante 8 horas. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,2 umy
el filtrado se separd por cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo: n-hexano = 1:1, v/v). Como
resultado, se obtuvo un compuesto sélido blanco.

Rendimiento: 268 mg, 58%.

"H-NMR (DMSO-ds, 600 MHz) & 12,4 (br, 3H), 9,45 (s, 1H), 7,69 (s, 1H), 7,38 (d, J = 8,10 Hz, 2H), 7,18 (d, J = 8,16
Hz, 2H), 6,76 ~ 6,41 (br, 2H), 6,30 (m, 2H), 4,12-2,61 (m, 22H), 2,19 (m, 2H), 1,89 (m, 1H), 1,74-1,51 (m, 4H), 1,29
(m, 2H).

Espectro de masas (ESI*), m/z = 837 [M+H]".

Ejemplo 3: Preparacion de Ga-68-NOTA-SCN-GUL
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Ga-GUL-SCN-NOTA

Se disolvié Ga-68-Clz (200 ul, 111 MBq) en HCI 0,1 M, que se afiadié a un tampén de acetato de sodio 1 M (pH =
5,6, 200 pl). Se afiadié una solucion de MeCN que contenia GUL-NOTA (10 pl, 1 mg/ml) preparado en el Ejemplo
1, que se agité vigorosamente durante 1 minuto, seguido de reaccién a temperatura ambiente durante 10 minutos.
La eficiencia de marcado se calcul6 realizando ITLC-SG utilizando Na,CO3 0,1 M como solvente de desarrollo. En
este momento, el Ga-68-NOTA-SCN-GUL marcado se movio6 a la parte superior (Rf=1,0) (Figura 1a) y el Ga-68 no
marcado permanecio en el origen (Rf=0,0) (Figura 1b). Como resultado, la eficiencia de marcado fue mas del 99%.

Ejemplo 4: Preparacion de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7,10-tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-2-il)metil)fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico (GUL-SCN-DOTA)

Etapa 1: Preparacién de acido 2,2',2"-(2-(4-(3-((S)-6-(terc-butoxi)-5-(3-((S)-1,5-di-terc-butoxi-1,5-dioxopentano-2-
ilureido)-6-oxohexil)tioureido)bencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetriil \tetraacético
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(S)-di-terc-butil 2-(3-((S)-6-amino-1-terc-butoxi-1-oxohexan-2-il)ureido)pentanedioato (30 mg, 0,0615 mmol)
preparado en la etapa 3 del Ejemplo 1, acido 2,2',2"-2-(4-isotiocianatobencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetrail)tetraacético (SCN-Bz-DOTA, 50 mg, 0,0727 mmol) y trimetilamina (0,043 ml, 0,308 mmol) se
disolvieron en cloroformo (1,0 ml), seguido de agitacion a temperatura ambiente.El solvente se secd a presion
reducida y el peso molecular del producto final se calculé por LC/MS.

Espectro de masas (ESI*), m/z = 1040 [M+H]* observado.

Etapa 2: Preparacion de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-(3-(4-((1,4,7,10-tetrakis(carboximetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-2-il)metil)fenil)tioureido)pentil)ureido)pentanodioico

oﬁ\ e— ;/"”ij‘"Oﬁ
L N{”’ \”‘\
s Ay
\/ HN ﬁ“‘nl’ 7 N}
é’ e HO., f;‘«o .:")x " HO - 3
{ F t J o HO}::Q
w0 S Q r
oo Ao A1 e wo._~ L on
GUL-SCN-DOTA
El acido 2,2',2"-(2-(4-(3-((S)-6-(terc-butoxi)-5-(3-((S)-1,5-di-terc-butoxi-1,5-dioxopentano-2-il)ureido)-6-

oxohexil)tioureido)bencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetriiljtetraacético preparado en la etapa 1 se
disolvio en 2,0 ml de solucién de TFA/DCM (v/v: 1/1), seguido de agitacion a temperatura ambiente durante 4
horas. Una vez completada la reaccién, la mezcla de reaccién se seco a presion reducida. El producto se lavé con
DC que contiene 10% de MeOH y, como resultado, se obtuvo GUL-DOTA como un polvo blanco con un rendimiento
del 43%. El peso molecular del producto se calcul6 por LC/MS.

Espectro de masas (ESI*), m/z = 871 [M+H]* observado.

Ejemplo 5: Preparacion de Ga-68-DOTA-SCN-GUL
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**Ga-GUL-SCN-DOTA

Se le afadié una solucion de MeCN que contenia GUL-DOTA (10 ul, 1 mg/ml) preparado en el Ejemplo 4, que se
agitd vigorosamente durante 1 minuto, seguido de reaccion a 95°C durante 10 minutos. La eficiencia de marcado
se calculd realizando ITLC-SG utilizando Na,CO3 0,1 M como solvente de desarrollo. En este momento, el Ga-68-
DOTA-SCN-GUL marcado se movio6 a la parte superior (Rf=1,0) (Figura 2a) y el Ga-68 no marcado permanecio en
el origen (Rf=0,0) (Figura 2b). Como resultado, la eficiencia de marcado fue mas del 95%.

Ejemplo Experimental 1: Prueba de estabilidad en suero humano

La estabilidad en suero humano se examiné probando la estabilidad del compuesto cuando se puso en contacto
con suero humano. La estabilidad in vivo se probd in vitro.
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1. Ga-68-NOTA-SCN-GUL

Con el fin de investigar la estabilidad de Ga-68-NOTA-SCN-GUL de la presente invencion en suero humano, se
afiadieron 3,7 MBq (100 pl) de Ga-68-NOTA-SCN-GUL preparado en el Ejemplo 3 a 1 ml de suero humano, que
se mezclo bien, seguido de cultivo por agitacion a 36,5°C. Dos horas mas tarde, la mezcla de reaccion se analizod
mediante ITLC.

Como resultado, se confirmé que la mayor parte de Ga-68-NOTA-SCN-GUL existia como tal y sin descender a
Ga-68 (Figura 1c).

2. Ga-68-DOTA-SCN-GUL

Con el fin investigar la estabilidad de Ga-68-DOTA-SCN-GUL de la presente invencion en suero humano, se
afiadieron 3,7 MBq (100 pl) de Ga-68-DOTA-SCN-GUL preparado en el Ejemplo 5 a 1 ml de suero humano, que
se mezclo bien, seguido de cultivo por agitacion a 36,5°C. Dos horas mas tarde, la mezcla de reaccion se analizd
mediante ITLC.

Como resultado, se confirmo que la mayor parte del Ga-68-DOTA-SCN-GUL existia como tal, y solo el 9% de Ga-
68-DOTA-SCN-GUL descendio a Ga-68 (Figura 2c).

Por lo tanto, Ga-68-NOTA-SCN-GUL o Ga-68-DOTA-SCN-GUL de la presente invencién contiene un enlace
tiourea que no se hidroliza por la proteasa en suero y no incluye el enlace amida, de modo que tiene una excelente
estabilidad en suero humano a medida que se pueda obtener una imagen clara.

Ejemplo experimental 2: ensayo de union a células por inhibicion competitiva in vitro

Para realizar la prueba de unién a células por inhibicion competitiva in vitro de Ga-NOTA-SCN-GUL, se realiz6 el
siguiente experimento.

La linea celular de cancer de prostata positiva a PSMA 22Rv1 se cargd en una placa de 24 pocillos a la densidad
de 2 x 105 células/pocillo, seguido de cultivo en una incubadora de CO, al 5% a 37°C durante 24 horas. Ga-NOTA-
SCN-GUL preparado en el Ejemplo 2 se diluyé dos veces en serie con el medio de cultivo celular que contenia un
0,5% de albumina de suero bovino. La muestra diluida se afadio a las células cultivadas (0,5 ml/pocillo), a las que
se afadié 1,85 kBq de acido (S)-2-(3-((S)-1-carboxi-5-((4-yodobencil)Jamino)pentilo)ureido)pentanodioico (I-125-
MIP-1072) (0,5 ml/pocillo). Después de mezclar bien, la mezcla se cultivd en una incubadora de CO, al 5% a 37°C
durante 1 hora. El medio de cultivo se descarté y las células se lavaron con medio fresco dos veces, a lo que se
afadio dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,5% disuelto en PBS (1 ml/pocillo). La mezcla se agité suavemente para
completar la disolucion y luego se cargd en un tubo de ensayo de plastico desechable de 5 ml. Luego, se midio la
radioactividad con un contador gamma.

Como resultado, a medida que aumentaba la concentraciéon de Ga-NOTA-SCN-GUL de la presente invencion,
disminuia la union entre 1-125-MIP-1072 y las células de cancer de préstata (Figura 3a). El valor de 1Csg se calculo
como 18,3 nM por analisis de regresion no lineal (Figura 3b).

Por lo tanto, se confirmé que Ga-NOTA-SCN-GUL de la presente invencién no solo era excelente en la unién
competitiva a las células de cancer de préstata, sino que también era excelente para suprimir las células de cancer
de préstata a una concentracion baja.

Ejemplo experimental 3: imagenes de PET de animales experimentales implantados con cancer

Se administré Ga-68-NOTA-SCN-GUL de la presente invencién al animal trasplantado con cancer de prostata,
seguido de imagenes de PET para investigar la seleccion del tejido canceroso de la siguiente manera.

En particular, se inyectaron subcutaneamente 0,1 ml de RPMI1640 que contenian 5 x 10° células de 22Rv1 células
en el lado lateral izquierdo del ratén macho BALB/c desnudo de 4 semanas de edad. Después de 2 ~ 3 semanas,
se confirmd que el tejido tumoral tenia un tamafio apropiado y se uso para el experimento. Ga-68-NOTA-SCN-
GUL se diluy6 en solucion salina inyectable, dando como resultado 10,2 MBg/100 pl de solucién para inyeccion
animal. La solucion preparada se inyect6 en la vena de la cola del ratén trasplantado con células cancerosas. Una
hora mas tarde, se realizd una imagen PET con el animal durante 10 minutos.

Como resultado, el Ga-68-NOTA-SCN-GUL de la presente invencién se excreta en el rifidn y se absorbe en tejidos
de cancer de prostata (Figura 4a). Estas imagenes de excrecion de rifién se observaron normalmente en las
imagenes de PET de los péptidos pequefios marcados con isétopos, lo que indica que era posible obtener
imagenes del cancer de prostata.
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En el caso de que se inyectara MIP-1072 que podia unirse a PSMA antes de la administracion de Ga-68-NOTA-
SCN-GUL, Ga-68-NOTA-SCN-GUL no se absorbid en los tejidos con cancer de prostata (Figura 4b). Este resultado
respaldo que las imagenes de cancer de prostata podrian obtenerse mediante la union especifica entre Ga-68-
NOTA-SCN-GUL y PSMA.

Por lo tanto, se confirmé que Ga-68-NOTA-SCN-GULGUL de la presente invencion puede unirse especificamente
a PSMA y, por lo tanto, puede usarse de manera efectiva para obtener imagenes del cancer de proéstata.

Ejemplo experimental 4: prueba de distribucion in vivo de un animal experimental implantado con cancer

Se administré Ga-68-NOTA-SCN-GUL o Ga-68-DOTA-SCN-GUL de la presente invencion al animal trasplantado
con cancer de proéstata, seguido de una distribucion in vivo para investigar si el tejido canceroso era o no realmente
observado en el mismo.

En particular, se inyectaron subcutaneamente 0,1 ml de RPMI1640 que contenian 5 x 10° células de 22Rv1 células
en el lado lateral izquierdo del ratén macho BALB/c desnudo de 4 semanas de edad. Después de 2 ~ 3 semanas,
se confirmd que el tejido tumoral tenia un tamafio apropiado y se uso para el experimento. Ga-68-NOTA-SCN-
GUL preparado en el Ejemplo 3 o Ga-68-DOTA-SCN-GUL preparado en el Ejemplo 5 se diluyd en solucion salina
inyectable, dando como resultado 0,74 MBg/100 ul de solucion para inyeccion animal. La soluciéon preparada se
inyectd en la vena de la cola del raton trasplantado con células cancerosas. Una hora mas tarde, se extrajeron los
tumores, la sangre, los musculos, el corazoén, los pulmones, el higado, el bazo, el estdbmago, el intestino delgado,
los rifiones y los huesos, y se midieron su peso y radioactividad. Con base en estos datos, se calcul6 la absorcion
por unidad de tejido para la dosis (% ID/g) y los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Organo Ejemplo 3 %8Ga-GUL-SCN-NOTA | Ejemplo 5 %Ga-GUL-SCN-DOTA
Sangre 0,17+0,12 0,29+0,08
Musculo 0,04+0,02 0,15+0,07
Tumor 5,40+0,35 4,66+0,63
Corazén 0,08+0,04 0,26+0,07
Pulmén 0,31+0,21 0,77+0,17
Higado 0,19+0,03 0,27+0,07
Estémago 1,38+0,63 4,80+0,67
Bazo 0,10+0,02 0,41+0,12
Intestino 0,20+0,06 0,17+0,03
Rifién 56,12+15,08 165,1118,63
Hueso 0,69+0,20 2,20+0,47

(En la tabla 2, los datos representan la media £ % desviacion estandar ID/g (n = 4)).

Como se muestra en la Tabla 2, Ga-68-NOTA-SCN-GUL o Ga-68-DOTA-SCN-GUL de la presente invencién se
absorbié altamente en el rifidn, por lo que la absorcién en el rifién fue tan alta como o incluso mas alta que los
radiofarmacos convencionales para la obtencion de imagenes de péptidos. La absorcion fue la mas alta en tejidos
cancerosos. La absorcion de Ga-68-DOTA-SCN-GUL en el bazo fue un poco mayor que en el tejido canceroso,
que, sin embargo, no resulta estadisticamente significativo.

Por lo tanto, se confirmé que Ga-68-NOTA-SCN-GUL o Ga-68-DOTA-SCN-GUL de la presente invencion se
pueden usar de manera efectiva como un producto farmacéutico radioactivo ya que fueron eficientes en cuanto a
la obtencion de imagenes del cancer de prostata.

Aplicabilidad industrial

La presente invencién se refiere a un derivado peptidico de tiourea, una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, un compuesto marcado con radiois6topos que comprende el mismo y una composicion farmacéutica para
tratar o diagnosticar el cancer de préstata que comprende el mismo como un ingrediente activo. El derivado
peptidico de tiourea de la presente invencion es excelente en cuanto a estabilidad en suero humano cuando se
administra in vivo y no solo se une bien a PSMA expresado en cancer de prostata, sino que también inhibe
excelentemente a PSMA en una concentracion baja. Ademas, el derivado de la invencion tiene una alta solubilidad
en agua y se puede excretar en el rifidn y no en la via biliar, de modo que se pueda obtener una imagen clara de
la regién tumoral del cancer de prostata. Por lo tanto, el derivado de la presente invencion se puede usar
eficazmente como una composicion farmacéutica para tratar y diagnosticar el cancer de préstata.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto representado por la férmula 1 a continuacion o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo:

[Férmula 1]
HO O S
o X—(CH3),—N
HO - OH
HJLH
o)

(En la férmula 1:

X es enlace simple, -O- 0 -S-;

n es un numero entero de 1 ~ 5;

Y es -N(CH2COOH)(CH3)sCH2CH>-,

m es un numero enterode 10 2;y

a, b y ¢ son independientemente un nimero entero de 0 0 1).

El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que

X es un enlace simple; nes 3;y
HOOC ’(/\H

- COOH
| \2(\‘“
b N
es
(iOOH
COOH HOOC —\
. _—COOH
\_ (\V _—COOH AN N
‘>N N
/- TN/\ f\(/ \E j
N— N\;] N N
"N,_J  cooH HoOOC—" \ / W
Hooc—' . HOOC ) COOH
COOH COOH

COOH COCH
Sk ST
. C ]

N N
Hooc—J/L\/J‘j Hooc—~/\ N~
COOH o COOH.

Un procedimiento de preparacion del compuesto representado por la férmula 1 que comprende la etapa de
preparar el compuesto representado por la férmula 1 haciendo reaccionar el compuesto representado por la
férmula 2 y el compuesto representado por la férmula 3 (etapa 1), como se muestra en la férmula de reaccién
1 a continuacion:
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[Férmula de Reaccién 1]

HO. O
0 XM(CHE)HMNHZ
HO /LL OH +
NN SCN
o o
2
HO. O S \\M RN
“r R AT Lo oo
X~(CHyp),~~N~ "N~ > N
. § i { Z)ﬁ H H b
etapal Ho_ . OH
 CNT N
TN N

O 8] 1

(En la férmula de reaccion 1, X, n, Y, m, a, b y ¢c son como se definen en la férmula 1).

Un compuesto marcado preparado mediante la coordinacién de un radiois6topo metalico con el compuesto
representado por la férmula 1 de la reivindicacién 1 o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto marcado de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el radioisétopo metalico es 7Ga, %8Ga,
62Cu 64Cu 67Cu 111|n QOY 177Lu o 117mSn_

Composicion que comprende el compuesto marcado de acuerdo con la reivindicacién 4, para su uso en el
tratamiento o el diagnéstico de cancer de proéstata.

Composicién que comprende el compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o su sal farmacéuticamente
aceptable para su uso en el tratamiento o el diagndstico de cancer de prostata.

Un kit para su uso en el tratamiento o diagndstico de cancer de prostata que comprende el compuesto de
acuerdo con la reivindicacién 1 o su sal farmacéuticamente aceptable.

El kit para su uso en el tratamiento o diagnéstico de cancer de prostata de acuerdo con la reivindicacion 8,
en el que el kit contiene un tampdn que tiene un pH de 1 a 9 y una concentracion de 1 yM a 10 M.

El kit para su uso en el tratamiento o diagnéstico de cancer de prostata de acuerdo con la reivindicacion 9,
en el que el tampdn es acido acético, acido fosférico, acido citrico, acido fumarico, acido ascorbico, acido
butirico, acido succinico, acido tartarico, acido carbdnico, acido glucohepténico, acido glucénico, acido
glucuronico, acido glucarico, acido bdrico o sus sales de sodio o sales de potasio.
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