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DESCRIPCION

Compuestos alquilfosfolipidicos para el tratamiento de cancer y obtencién de imagenes y deteccién de células madre
cancerosas

Antecedentes de la invencion

Las células madre, que poseen la capacidad Unica de experimentar autorrenovacion y diferenciacién en células
especificas de tejido, dan lugar a todos los tejidos del cuerpo. A diferencia de las células madre embrionarias que
pueden diferenciarse en muchos tipos celulares diferentes, las células madre especificas de tejido solo pueden formar
células unicas para un tejido. Los avances recientes en las técnicas de biologia molecular de células madre han
permitido a los investigadores examinar el concepto de que un tumor maligno puede formarse y mantenerse debido a
la presencia de un pequefio nimero de células madre especificas del cancer.

Las células madre pueden renovarse a si mismas. Se sabe que este proceso de autorrenovacion de todas las células
madre, incluidas las células madre tumorales, esta regulado de manera muy estricta. Muchos informes en los Ultimos
anos han confirmado que se han encontrado pequefias poblaciones de células madre cancerosas en una variedad de
canceres que incluyen glioma, carcinoma de mama, pancreas, ovario, hepatocelular, y melanoma, por nombrar
algunos. Ademas, también se ha notificado ampliamente que los actuales agentes quimioterapéuticos contra el cancer
que pueden destruir con éxito células tumorales diferenciadas en realidad son ineficaces frente a la pequefa poblacion
de células madre cancerosas, lo que puede ser un factor que contribuye a la regeneracion de las células cancerosas
después de la quimioterapia. Estos agentes actian inhibiendo una amplia variedad de mecanismos conocidos de
sefalizacion celular, regulacién del crecimiento y muerte celular dentro de estas células cancerosas normalmente
diferenciadas. Varios estudios han sugerido que la ineficacia a largo plazo de los agentes de quimioterapia contra las
células madre cancerosas puede deberse a su falta de penetracion en estas células. Aunque al principio del desarrollo,
esta hipotesis puede explicar al menos parcialmente la regeneracion de las células tumorales después de la
quimioterapia.

Debido a su naturaleza, la radiacién puede proporcionar un mayor grado de eficacia para matar células madre
cancerosas. Aunque determinados tumores pueden tratarse eficazmente con radiacion de haz externo, en muchos
casos, los tumores reaparecen en un momento posterior. Ademas de la quimiorresistencia de las células madre
cancerosas, ahora se sabe que las células madre del glioma también son el 30% mas radiorresistentes que las células
normales del glioma. Este hallazgo se basa en la radiaciéon aplicada a través de un haz externo. Los compuestos
radioterapéuticos administrados por via sistémica que pueden seleccionar como diana células cancerosas
normalmente diferenciadas todavia pueden tener una ventaja significativa sobre los compuestos quimioterapéuticos
debido a su capacidad de destruccion colateral, en donde la radiacion que emana de células tumorales circundantes
tiene la capacidad de destruir una célula madre solitaria a través de un efecto de "fuego cruzado" (el efecto de "fuego
cruzado" es una teoria de que los compuestos radiactivos pueden destruir tanto las células cancerosas a las que se
unen como las células tumorales adyacentes).

Ademas, la radioterapia administrada por via sistémica proporciona una exposicion a la radiacién prolongada y
continua que parece ser mas eficaz en la destruccion de células tumorales que la radioterapia externa intermitente.
Es incluso mas probable que si un agente radioterapéutico administrado por via sistémica pudiera realmente
seleccionar como diana células madre cancerosas y penetrar su membrana, el agente radioterapéutico tendria una
mejor oportunidad de destruir las células madre cancerosas y prevenir su eventual regeneracion.

La solicitud de patente internacional WO2005/084716 se refiere a un método para detectar y localizar cancer de
pulmén usando un analogo fosfolipidico especifico.

Diehn et al. (Seminars in radiation oncology, Volumen 19 (2), 1 de abril de 2009, paginas 78-86) se refiere al tratamiento
del cancer y afirma que un conjunto de pruebas creciente indica que las subpoblaciones de células madre cancerosas
(CSC) impulsan y mantienen muchos tipos de neoplasias humanas.

La técnica anterior no divulga ni sugiere diagnosticar cancer mediante la obtencidén de imagenes de una poblacion de
células madre cancerosas in vivo administrando a un paciente que lo necesita una cantidad eficaz de un compuesto
de férmula I, en donde dicho compuesto penetra en células madre cancerosas.

En consecuencia, existe la necesidad de agentes radioterapéuticos que puedan tratar el cancer por si mismos o en
combinacion con radioterapia de haz externo. Ademas, existe la necesidad de nuevos métodos para identificar células
madre, tanto in vitro como in vivo.

Breve compendio de la invencion

La invencion esta definida por las reivindicaciones. Cualquier materia que caiga fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona solo con fines informativos. Cualquier referencia en la descripcién a métodos de
tratamiento o diagndstico se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente
invencion para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia o para
diagnéstico. En un aspecto, esta invencion se refiere a un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de férmula |
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donde X es un is6topo de yodo; n es un nimero entero entre 12 y 30; e Y se selecciona del grupo que comprende
N*Hs, HN*(R)2, N*H2R y N*(R)s, en donde R es un sustituyente de alquilo o arilalquilo,

para su uso en un método de tratamiento del cancer, comprendiendo dicho método administrar a un paciente que lo
necesita una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de férmula |,

en donde dicha cantidad terapéuticamente eficaz de dicho compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado es suficiente
para penetrar en dichas células madre cancerosas y en donde se reduce una poblacion de dichas células madre
cancerosas.

La cantidad terapéuticamente eficaz que es suficiente para penetrar en dichas células madre cancerosas esta
preferiblemente entre 0,21-21 mg (equivalente a un intervalo de dosis masica total de 7-700 mCi) y entre 0,03-
0,21 mg/kg (equivalente a 1-7 mCi/kg, por intervalo de dosis en peso).

Para una terapia en seres humanos, un isétopo preferido de yodo es '3'l, aunque también pueden usarse otros
isétopos radiactivos, incluyendo 23], 124] g 125,

En una realizacion de la invencion, puede utilizarse el compuesto alquilfosfolipidico marcado con un isétopo no
radiactivo ("frio") de yodo (por ejemplo, '271) para tratar células madre cancerosas.

En la realizacion mas preferida, el compuesto radiomarcado es CLR1404 (18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina)
radiomarcado con '3'l.

Ademas, se divulgan compuestos alquilfosfolipidicos que tienen mas de un yodo radiactivo. Algunas estructuras
representativas son las siguientes:

H@ﬂ%»—% @(CHZ»—%

w-(2,4-di-yodofenil)-alquil- w-(2,3-di-yodofenil)-alquil-
| |
(CHa) IO(CH%—%
|
w-(2,6-di-yodofenil)-alquil- w-(3,4-di-yodofenil)-alquil-
|
(CH)n s

w-(2,5-di-yodofenil)-alquil-

(CHg) (CHg)4
| | |

w-(2,4,6-tri-yodofenil)-alquil- w-(2,5,6-tri-yodofenil)-alquil-
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(CHo)y} | (CH)}
I | | I
w-(2,3,5-tri-yodofenil)-alquil- w-(2,3,4-tri-yodofenil)-alquil-
|

! (CH)
|
w-(3,4,5-tri-yodofenil)-alquil-

La parte de la molécula después de la linea ondulada vertical es la misma que en las moléculas con un yodo unido al
anillo de fenilo.

En una realizacion, el cancer es cancer soélido.

En unarealizacion, los canceres solidos se seleccionan del grupo que consiste en cancer de pulmdn, cancer de mama,
glioma, carcinoma de células escamosas, cancer de préstata, melanoma, cancer renal, cancer colorrectal, cancer de
ovario, cancer de pancreas, sarcoma y cancer de estdmago.

En otra realizaciéon, la invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos
alquilfosfolipidicos radiomarcados tal como se describe en la aplicacion formulada para su uso en el tratamiento del
cancer en donde los compuestos alquilfosfolipidicos radiomarcados penetran en células madre cancerosas.

En otra realizacion, la invencién se refiere a un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de féormula | tal como se
definio anteriormente, para su uso en un método de diagnéstico de cancer mediante la obtencion de imagenes de una
poblacién de células madre cancerosas in vivo que comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad
eficaz del compuesto de férmula I, en donde dicho compuesto alquilfosfolipidico radioactivo penetra en dichas células
madre cancerosas.

Para la obtencidon de im&genes en seres humanos, un isétopo preferido de yodo es 24, aunque también pueden
usarse otros isétopos radiactivos, incluyendo 231 y 31|,

En una realizacion preferida, el compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado es CLR1404 (18-(p-
yodofenil)octadecilfosfocolina) radiomarcado con 124l

La obtencion de imagenes puede realizarse a través de un barrido hibrido, utilizando una modalidad de obtencién de
imagenes funcional, tal como la tomografia computarizada por emision de fotén Unico (SPECT) o la tomografia por
emision de positrones (PET) en combinacion con la tomografia computarizada (CT) y/o técnicas de obtencion de
imagenes por resonancia magnética (MRI), y combinaciones de las mismas.

En otras realizaciones, la invencién proporciona métodos de marcado ex vivo o in vitro de células madre cancerosas
que comprende administrar a las células sospechosas de comprender células madre cancerosas una cantidad eficaz
de un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de férmula I.

Descripcion detallada de la invencion

Se han desarrollado varias series de compuestos alquilfosfolipidicos radiomarcados selectivos de tumores para la
obtencion de imagenes, caracterizacion, y tratamiento de tumores malignos. Hasta el momento, el compuesto
principal, CLR1404, ha demostrado una absorcion sorprendente y propiedades de retencidn selectiva prolongada en
mas de cincuenta modelos tumorales de ser humano y tumorales de roedor espontaneos y de xenoinjerto solidos. A
diferencia de '®F-fluorodesoxiglucosa ('®F-FDG), el patron de oro actual para obtencidén de imagenes oncoldgicas,
CLR1404 no se localiza en lesiones benignas o premalignas o en lesiones inflamatorias. Se sabe que la sefalizacion
celulary la regulacién de los fosfolipidos, incluyendo fosfolipasa-D y sus isoformas, asi como el homoélogo de fosfatasa
y tensina delecionado de las rutas del cromosoma-10 (PTEN) y fosfato de fosfatidilinositol (PIPn), estan directamente
involucradas en la regulacién aguas arriba de muchas rutas oncogénicas clave. Ahora se tienen pruebas contundentes
de que la absorcion y retencion de nuestros analogos de PLE se debe al menos en parte a estas rutas de regulacion
aguas arriba y senalizacion de células cancerosas. Se ha demostrado que otros elementos no radiactivos de la clase
de moléculas "alquilfosfolipidicas antitumorales” inducen la apoptosis de las células tumorales mediante la inhibicién
de la senalizacion aguas abajo dependiente de AKT; el mismo mecanismo que se cree que es importante para
potenciar la supervivencia de células madre malignas en respuesta a la quimioterapia o la radiacion.

Esta invencion se refiere al descubrimiento de que las propiedades Unicas de los compuestos alquilfosfolipidicos,
especialmente CLR1404, incluyendo su retencion selectiva prolongada en células malignas, y su capacidad para
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inhibir mecanismos de supervivencia dependientes de AKT, pueden utilizarse para tratar y/o detectar células madre
cancerosas.

Para los fines de la presente invencion, el término "tratar" se refiere a revertir, aliviar, inhibir o ralentizar el avance de
la enfermedad, trastorno o afeccion al que se aplica dicho término, o uno o mas sintomas de dicha enfermedad,
trastorno o afeccion.

El término "célula madre cancerosa" se refiere a una célula con capacidad para iniciar tumores y sustentar tumores.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad suficiente del compuesto para reducir el nimero
de células madre cancerosas. Sin embargo, se entendera que el uso diario total de los compuestos y composiciones
de la presente invencion sera decidido por el médico tratante dentro del alcance del buen juicio médico. El nivel de
dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier paciente en particular dependera de una variedad de factores
que incluyen el cancer especifico que se esta tratando, la fase del cancer, la actividad del compuesto especifico
empleado; la composicién especifica empleada; la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el
momento de administracién, la via de administracién y la tasa de excrecion del compuesto especifico empleado; la
duracién del tratamiento; farmacos utilizados en combinacién o coincidencia con el compuesto especifico empleado;
y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

El término "formas cristalinas” y los términos relacionados en el presente documento se refieren a las diversas
modificaciones cristalinas de una sustancia dada, que incluyen, pero no se limitan a, polimorfos, solvatos, hidratos,
cocristales y otros complejos moleculares, asi como sales, solvatos de sales, hidratos de sales, otros complejos
moleculares de sales, y polimorfos de los mismos.

Los compuestos de la invencion abarcan cualquier version deuterada de los compuestos.

Los compuestos de la invencién pueden existir en diferentes formas isoméricas (por ejemplo, enantibmeros y
distereoisdmeros) y de enol. La invencion contempla todos los isdmeros de este tipo, tanto en forma pura como en
mezcla, incluyendo mezclas racémicas.

Los compuestos de la invencién abarcan sales farmacéuticamente aceptables de la porcion de fosfocolina de los
compuestos. Los compuestos de la invencion también son preferiblemente sales internas (zwitteriones) en si mismas.

El término "sales farmacéuticamente aceptables" pretende incluir sales de principios activos que se preparan con
acidos relativamente no téxicos. Las sales de adicién de acido pueden obtenerse poniendo en contacto la forma neutra
de tales compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado, puro o en un disolvente inerte adecuado. Los
ejemplos de sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables incluyen los derivados de &cidos inorganicos
como los Aacidos clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbdnico, monohidrogenocarbonico, fosférico,
monohidrogenofosférico, dihidrogenofosforico, sulfurico, monohidrogenosulfarico, yodhidrico o fosforoso, asi como las
sales derivadas de &cidos organicos relativamente no toxicos como el acético; propidnico; isobutirico; maleico;
malénico; benzoico; succinico; subérico; fumarico; mandélico; ftalico; bencenosulfénico; toluensulfénico, incluyendo p-
toluensulfénico, m-toluensulfonico y o-toluensulfénico; citrico; tartarico; metanosulfénico. También se incluyen sales
de aminodcidos tales como arginato, y sales de acidos organicos como los &cidos glucurénico o galactundrico (véase,
por ejemplo, Berge et al. J. Pharm. Sci. 66: 1-19 (1977)).

Tal como se usa en el presente documento, una sal o polimorfo que es "puro" es decir, sustancialmente libre de otros
polimorfos, contiene menos de aproximadamente el 10% de uno o mas de otros polimorfos, preferiblemente menos
de aproximadamente el 5% de uno o mas de otros polimorfos, mas preferiblemente menos de aproximadamente el
3% de uno o mas de otros polimorfos, lo mas preferiblemente menos de aproximadamente el 1% de uno o mas de
otros polimorfos.

Los términos "polimorfos" y "formas polimoérficas" y los términos relacionados en el presente documento se refieren a
formas cristalinas de una molécula. Diferentes polimorfos pueden tener diferentes propiedades fisicas tales como, por
ejemplo, temperaturas de fusion, calores de fusion, solubilidades, velocidades de disolucion y/o espectros
vibracionales como resultado de la disposicion o conformacién de las moléculas en la red cristalina. Las diferencias
en las propiedades fisicas mostradas por los polimorfos afectan a parametros farmacéuticos tales como la estabilidad
de almacenamiento, la compresibilidad y la densidad (importante en la formulacion y la fabricacién del producto), y las
velocidades de disolucién (un factor importante en la biodisponibilidad). Pueden obtenerse polimorfos de una molécula
mediante varios métodos, tal como se conoce en la técnica. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a,
recristalizacién en estado fundido, enfriamiento en estado fundido, recristalizacién con disolvente, desolvatacion,
evaporacion rapida, enfriamiento rapido, enfriamiento lento, difusion de vapor y sublimacion.

El término "alquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a grupos hidrocarbonados alifaticos
saturados monovalentes, particularmente, que tienen hasta aproximadamente 11 atomos de carbono, mas
particularmente como alquilo inferior, de desde 1 hasta 8 atomos de carbono y todavia mas particularmente, desde 1
hasta 6 atomos de carbono. La cadena hidrocarbonada puede ser de cadena lineal o ramificada. Este término se
ejemplifica por grupos tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, iso-butilo, terc-butilo, n-hexilo, n-octilo,
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terc-octilo. El término "alquilo inferior" se refiere a grupos alquilo que tienen de 1 a 6 atomos de carbono. El término
"alquilo” también incluye "cicloalquilo" tal como se define a continuacion.

El término "heteroalquilo”, por si mismo o en combinacién con otro término, significa, a menos que se indique de otro
modo, una cadena lineal o ramificada estable, o un radical hidrocarbonado ciclico, o combinaciones de los mismos,
que consiste en el nimero indicado de atomos de carbono y de desde uno hasta tres heteroatomos seleccionados del
grupo que consiste en O, N, Siy S, y en donde los atomos de nitrégeno y azufre pueden oxidarse opcionalmente y el
heteroatomo de nitrégeno puede cuaternizarse opcionalmente. El/los heteroatomo(s) O, N y S pueden colocarse en
cualquier posicion interior del grupo heteroalquilo. El heteroatomo Si puede colocarse en cualquier posicion del grupo
heteroalquilo, incluyendo la posicion en la que el grupo alquilo esta unido al resto de la molécula. Los ejemplos incluyen
-CH2-CH2-O-CHgs, -CH2-CH2-NH-CHs, -CH2-CH2-N(CHs)-CHs, -CH2-S-CH2-CHs, -CH2-CH2-S(0)-CHs, -CH2-CH2-S(O)2-
CHa, -CH=CH-0O-CHs, -Si(CH3)3, -CH2-CH=N-OCHs y -CH=CH-N(CH3)-CH3. Pueden ser consecutivos hasta dos
heterodtomos, tal como, por ejemplo, -CH2-NH-OCHs y -CH2-O-Si(CHs)s. También se incluyen en el término
"heteroalquilo" aquellos radicales descritos con mas detalle a continuacién como "heteroalquileno” y
"heterocicloalquilo”.

"Arilo" se refiere a un grupo hidrocarbonado aromatico monovalente derivado de la eliminacién de un atomo de
hidrégeno de un solo 4&tomo de carbono de un sistema de anillo aromatico original. Los grupos arilo tipicos incluyen,
pero no se limitan a, grupos derivados de aceantrileno, acenaftileno, acefenantrileno, antraceno, azuleno, benceno,
criseno, coroneno, fluoranteno, fluoreno, hexaceno, hexafeno, hexaleno, as-indaceno, s-indaceno, indano, indeno,
naftaleno, octaceno, octafeno, octaleno, ovaleno, penta-2,4-dieno, pentaceno, pentaleno, pentafeno, perileno,
fenaleno, fenantreno, piceno, pleiadeno, pireno, pirantreno, rubiceno, trifenileno, trinaftaleno. Particularmente, un
grupo arilo comprende de desde 6 hasta 14 atomos de carbono.

El término "sujeto" se define en el presente documento para incluir animales tales como mamiferos, incluyendo, pero
sin limitarse a, primates (por ejemplo, seres humanos, monos, simios), vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos,
conejos, ratas, ratones. En realizaciones preferidas, el sujeto es un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" o "de manera aproximada” significa un
error aceptable para un valor particular determinado por un experto en la técnica, que depende en parte de como se
mide o se determina el valor. En determinadas realizaciones, el término "aproximadamente" o "de manera aproximada"
significa dentro de 1, 2, 3 o0 4 desviaciones estandar. En determinadas realizaciones, el término "aproximadamente" o
"de manera aproximada" significa dentro del 50%, 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2% , 1%, 0,5% o
0,05% de un valor o intervalo dado.

Por lo tanto, en un aspecto, esta invencién se refiere a un método para tratar el cancer que comprende administrar a
un paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado
de férmula |

ﬁ
(CH2)yOPOCH,CHy——y
| °

en donde X es un isétopo de yodo; n es un nimero entero entre 12 'y 30; e Y se selecciona del grupo que comprende
N*Hs, HN*(R)2, N*H2R y N*(R)s, en donde R es un sustituyente de alquilo o arilalquilo,

Férmula |

en donde dicha cantidad terapéuticamente eficaz de dicho compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado es suficiente
para penetrar en dichas células madre cancerosas y en donde se reduce una poblacion de dichas células madre
cancerosas.

La cantidad terapéuticamente eficaz que es suficiente para penetrar en dichas células madre cancerosas esta
preferiblemente entre 0,21-21 mg (equivalente a 7-700 mCi, intervalo de dosis masica total) y entre 0,03-0,21 mg/kg
(equivalente a 1-7 mCi/kg, por intervalo de dosis en peso).

Estas cantidades se calcularon utilizando el valor de dosis masica total de producto farmacologico (CLR1401) actual
de 0,15 mg/ml y un valor de concentracion de actividad de 5,0 mCi/ml en la inyeccién.

En una realizacion, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos
alquilfosfolipidicos radiomarcados tal como se describe en la aplicacion formulada para su uso en el tratamiento del
cancer en donde los compuestos alquilfosfolipidicos radiomarcados penetran en las células madre cancerosas.
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En una realizacién preferida, la poblacion de células madre cancerosas comprende células madre de los siguientes
canceres: glioma, cancer de pulmén, carcinoma de células escamosas, cancer renal, melanoma, cancer colorrectal,
cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de mama y cancer pancreatico.

Para una terapia en seres humanos, un is6topo preferido de yodo es '3'l, aunque también pueden usarse otros
isdtopos radiactivos, incluyendo 1231, 124| y 25|, En una realizacién, puede utilizarse un compuesto alquilfosfolipidico
marcado con yodo "frio" (por ejemplo, '271) para tratar células madre cancerosas.

En la realizacibn mas preferida, el compuesto radiomarcado es CLR1404 (18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina)
radiomarcado con 1311

Ademas, los compuestos alquilfosfolipidicos que tienen mas de un yodo radioactivo pueden usarse para los propdsitos
de la presente descripcién. Algunas estructuras representativas son las siguientes:

|—<jkmmw§ z:Sﬂwm%

w-(2,4-di-yodofenil)-alquil- w-(2,3-di-yodofenil)-alquil-
| |
(CHa) rﬁt>kmmk§
|
w-(2,6-di-yodofenil)-alquil- w-(3,4-di-yodofenil)-alquil-
I
(o}

w-(2,5-di-yodofenil)-alquil-

y
| I
(CHa) % (CHp)y S
| | I
w-(2,4,6-tri-yodofenil)-alquil- w-(2,5,6-tri-yodofenil)-alquil-
|
(CH) % l—gzhmwﬁ
I | I |
w-(2,3,5-tri-yodofenil)-alquil- w-(2,3,4-tri-yodofenil)-alquil-
I
! (CH S

I
w-(3,4,5-tri-yodofenil)-alquil-

La parte de la molécula después de la linea ondulada vertical es la misma que en las moléculas con un yodo unido al
anillo de fenilo.
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En otra realizacion, la invencion también se refiere a una terapia de combinacion, en donde la reduccion de células
madre cancerosas con compuestos alquilfosfolipidicos radiomarcados tiene lugar simultaneamente, posteriormente o
antes de otro tratamiento.

En una realizacion preferida, el otro tratamiento se selecciona de radioterapia, quimioterapia, resecciéon tumoral,
terapias ablativas y tratamiento fisico local basandose en frio (crio), calor (térmico), radiofrecuencia y microondas.

En algunas realizaciones de la invencion, los métodos reivindicados potencian la radiosensibilidad de las células madre
cancerosas. Esto se debe a que los compuestos de PLE, tal como se describe en la solicitud, pueden penetrar las
células madre cancerosas a través de la absorcién directa. Por lo tanto, la invencidon permite potenciar la dosis de
radiacion global suministrada a las células madre cancerosas mediante radioterapia. En una realizacion, la invencion
permite potenciar la dosis de radiacion global suministrada a las células madre cancerosas mediante radioterapia en
aproximadamente el 30%.

En otra realizacién, los métodos reivindicados pueden permitir destruir (o reducir la poblacién de) células madre
cancerosas sin ninguna radiacion externa o cualquier otra terapia contra el cancer. La destruccién de células madre
cancerosas por los analogos de PLE descritos puede deberse a la absorcion directa de los analogos de PLE en las
células madre cancerosas y/o debido a los efectos colaterales de destruir células cancerosas vecinas.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un método de obtencion de imagenes de una poblacién de células madre
cancerosas in vivo que comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad eficaz de un compuesto
alquilfosfolipidico radiomarcado de férmula |

ﬁ
(CH)yOPOCH,CHy—
| >

Férmula |

en donde X es un isétopo de yodo; n es un nimero entero entre 12 'y 30; e Y se selecciona del grupo que comprende
N*Hs, HN*(R)2, N*H2R y N*(R)s, en donde R es un sustituyente de alquilo o arilalquilo,

en donde dicho compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado penetra en dichas células madre cancerosas.

En una realizacién preferida, la poblacion de células madre cancerosas comprende células madre de los siguientes
canceres: glioma, cancer de pulmon, carcinoma de células escamosas, cancer renal, melanoma, cancer colorrectal,
cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de mama y cancer pancreatico.

Para la obtencion de imagenes en seres humanos, un is6topo preferido de yodo es '?4l, aunque también pueden
usarse otros isétopos radiactivos, incluyendo 231 y 31|,

En la realizacion mas preferida, el compuesto radiomarcado es CLR1404 (18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina)
radiomarcado con 124].

Los compuestos de PLE que tienen mas de un atomo de yodo unido al anillo de fenilo, tal como se describid
anteriormente, también pueden usarse en los métodos de obtenciéon de imagenes.

La obtencion de imagenes puede realizarse a través de un barrido hibrido, utilizando una modalidad de obtencién de
imagenes funcional, tal como la tomografia computarizada por emision de fotén Unico (SPECT) o la tomografia por
emisién de positrones (PET) en combinacion con la tomografia computarizada (CT) y/o técnicas de obtencion de
imagenes por resonancia magnética (MRI), y combinaciones de las mismas.

En otra realizacion, la invencién se refiere a un método de marcado de células madre cancerosas ex vivo o in vitro
que comprende administrar a células sospechosas de comprender células madre cancerosas una cantidad eficaz de
un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula |
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(CHR),OPOCH,CHy—y
| >

en donde X es un isétopo de yodo; n es un numero entero entre 12 'y 30; e Y se selecciona del grupo que comprende
N*Hs, HN*(R)2, N*H2R y N*(R)s, en donde R es un sustituyente de alquilo o arilalquilo,

Férmula |

en donde dichas células madre cancerosas estan marcadas con dicho compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado.

Los compuestos de PLE que tienen mas de un aomo de yodo unido al anillo de fenilo, tal como se describié
anteriormente, también pueden usarse en los métodos de marcado.

En algunas realizaciones, este método permite detectar y/o separar células madre cancerosas de otros tipos de
células.

En otras realizaciones, los compuestos descritos pueden usarse para identificar células madre cancerosas in vivo,
administrando los compuestos a un animal y luego identificando y/o cuantificando células madre de cualquier tipo en
cualquier 6rgano o tejido. Estos métodos pueden usarse para facilitar el diagndstico y/o el tratamiento de
enfermedades o para estudiar procesos fisiolégicos en animales.

Los compuestos pueden administrarse a través de cualquier método adecuado, que incluye inyeccion, ingestién y
administracién topica.

Los métodos descritos pueden comprender ademas una etapa de separar las células madre cancerosas de las células
no cancerosas.

Ademas, estos métodos pueden usarse para monitorizar la respuesta a terapias que afectan el crecimiento de células
madre en animales, incluyendo seres humanos. Las terapias pueden reducir el crecimiento de células madre o
estimular el crecimiento de células madre.

Los siguientes ejemplos proféticos demuestran algunos aspectos de la invencion. Los ejemplos no pretenden limitar
la invencién de ninguna manera.

Ejemplos
Ejemplo 1 (ejemplo de referencia)

Someter a prueba CLR1501 in vitro para determinar si el compuesto se introduce en células madre cancerosas

Un objetivo de este experimento es determinar si un compuesto alquilfosfolipidico CLR1501 (una versién fluorescente
de CLR1404) se introduce en células madre cancerosas en cultivo utilizando microscopia confocal.

CLR1501 tiene la siguiente estructura:

@
O
RN 1 ®
/B\ / (CH2)18_OFI>OCH2CH2NM83
®)
©
{ Va

Se ha demostrado en estudios de cultivo celular que CLR1501 se absorbe preferentemente por una variedad de
células tumorales en relacién con sus células de tejido de huésped normales. El agente se asocia inicialmente con
membranas celulares externas, se internaliza, y luego se asocia con otros organulos y membranas subcelulares. No
parece introducirse en el nacleo incluso después de 24 horas.

Podria realizarse un experimento similar que utiliza CLR1501 para demostrar que los compuestos alquilfosfolipidicos
pueden penetrar en las células madre cancerosas. Una comparacién en tumores cerebrales, por ejemplo, consistiria
en hacer una comparacién paralela de la absorcion de CLR1501 en células gliales cultivadas (células neuronales
cerebrales normales), células tumorales de glioma normalmente diferenciadas y células madre cancerosas de glioma
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enriquecidas (aisladas de gliomas humanos, separadas usando marcadores de células madre cancerosas, y hechas
crecer en cultivo). Tras la exposicion a CLR1501, las células de cada cohorte se eliminarian de sus entornos de cultivo
y se someterian a obtencién de imagenes de microscopia confocal de apilamiento en z a lo largo del tiempo y se
cuantificaria la absorcion del agente para identificar diferencias en la absorcion total y las tasas de absorcion, asi como
la retencién.

Puede hacerse un experimento similar con CLR1404 radiomarcado con la determinacion de la cantidad de compuesto
que se retiene en los lisados de células madre expuestas.

Ejemplo 2

Someter a prueba CLR1404 in vivo para determinar si el compuesto se introduce en células madre cancerosas

Un objetivo de este experimento es determinar si '24|-CLR1404 se introduce en células madre cancerosas in vivo
utilizando barrido de microPET/CT/MRI.

Utilizando barrido hibrido de microPET/CT de nuestros modelos de ratones portadores de tumores, se puede
monitorizar cuantitativamente la absorcion y retencion tumoral tridimensionalmente en modelos tumorales de roedores
intactos, incluyendo xenoinjertos de tumores humanos en ratones inmunocomprometidos, asi como modelos
tumorales espontaneos de ratones y ratas.

Para evaluar la potencial absorcion de CLR1404 en células madre cancerosas, utilizando el glioma como ejemplo, se
realizaria barrido hibrido de microPET/CT/MRI in vivo de animales anestesiados con tumores cerebrales ortotopicos
derivados de células madre de glioma humano. El aislamiento de estas células seria similar al descrito en el ejemplo 1,
con la excepcion de que las células madre tumorales se implantarian ortotopicamente en el cerebro del raton. También
se haria una comparacion con gliomas normales de derivacion de células no madre. Tras la obtencion de imagenes
in vivo utilizando '2#I-CLR1404 en varios puntos temporales de desde 0-7 dias, los tumores se extirparian y explorarian
ex vivo y luego el tumor se aislaria y se haria recuento de la radioactividad con el fin de comparar las proporciones de
tumor con respecto a cerebro normal y también para comparar derivaciones tumorales.

Ejemplo 3

Someter a prueba CLR1404 in vivo para determinar si el compuesto reduce la cantidad de células madre cancerosas

Un objetivo de este experimento es determinar si '25I- o '3'-CLR1404 puede destruir células madre cancerosas y
comparar la supervivencia de células de glioma normalmente diferenciadas.

Puede utilizar el mismo modelo de glioma propuesto para los experimentos en los ejemplos 1y 2. Seria deseable
comparar la eficacia terapéutica de ambos '25-CLR1404 y '3'I-CLR1404. En consecuencia, las cohortes de ratones
portadores de tumores cerebrales consistirian en operacion simulada (n = 3), un glioma normalmente diferenciado
(n =3) y glioma derivado de células madre (n = 6). El tumor se confirmaria inicialmente de forma no invasiva con
obtencion de imagenes por MRI de campo alto antes de la administracion del agente. Los animales recibirian una
mezcla de agente de obtencidn de imagenes ('241) y terapéutico (251 o0 3'l) en To y se realizarian barridos hasta 4 dias
después de la inyeccién para determinar la focalizacion adecuada al tumor. Después de un periodo de tiempo
predeterminado, los animales se sacrificaran, los tumores se extirparan, las células se digerirdn y someteran a
condiciones apropiadas de cultivo celular. Se cuantificara y comparara el crecimiento celular de las células de glioma
regularmente diferenciadas, asi como también los esferoides derivados de células madre de glioma, para determinar
si existe efecto de destruccion diferencial para algun is6topo en cada poblacion celular.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de férmula |
ﬁ
(CH2)nOPOCH,CHy—y
| °
x/ P

Férmula |

en donde X es un is6topo de yodo; n es un ndmero entero entre 12 y 30; e Y se selecciona del grupo que
comprende N*Hs, HN*(R)2, N*H2R y N*(R)3, en donde R es un sustituyente de alquilo o arilalquilo, para su uso
en un método de tratamiento del cancer, comprendiendo dicho método administrar a un paciente que lo necesita
una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de férmula I, en donde dicha cantidad terapéuticamente
eficaz de dicho compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado es suficiente para penetrar en dichas células madre
cancerosas y en donde se reduce una poblacién de dichas células madre cancerosas.

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula | para su uso segun la reivindicacién 1, en donde dicho
isétopo de yodo es 31l

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula | para su uso segun la reivindicacién 1, en donde dicho
compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado es 18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina y X es 3'l.

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula | para su uso segun la reivindicacién 1, en donde dicho
método comprende ademas otra terapia contra el cancer seleccionada del grupo que consiste en quimioterapia,
radioterapia, reseccién tumoral, terapia ablativa, y tratamiento fisico local basandose en frio (crio), calor (térmico),
radiofrecuencia y microondas.

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de férmula | segun se define en la reivindicacién 1, para su uso
en un método de diagnédstico de cancer mediante la obtencion de imagenes de una poblacién de células madre
cancerosas in vivo que comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad eficaz del compuesto
de formula |,

en donde dicho compuesto alquilfosfolipidico radioactivo penetra en dichas células madre cancerosas.

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula | para su uso segun la reivindicacién 5, en donde dicha
obtencién de imagenes se realiza a través de un barrido hibrido utilizando tomografia computarizada de emision
de fotén unico (SPECT) o tomografia de emision de positrones (PET) y tomografia computarizada (CT) o técnicas
de obtencion de imagenes por resonancia magnética (MRI).

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula | para su uso segun la reivindicacién 5, en donde dicho
isétopo de yodo es 4.

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula | para su uso segun la reivindicacién 5, en donde dicho
compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado es 18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina y X es 124l

Un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de férmula | para su uso segun la reivindicacion 1 o la
reivindicacién 5, en donde dicha poblacion de células madre cancerosas comprende células madre de los
siguientes canceres: glioma, cancer de pulmén, carcinoma de células escamosas, cancer renal, melanoma,
cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de préstata, cancer de mama y cancer de pancreas.

Uso de un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula | segin se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 para la fabricacién de un medicamento para su uso en un método de tratamiento contra el
cancer segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 4 y 9.

Uso de un compuesto alquilfosfolipidico radiomarcado de formula | segin se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1, 7 y 8, para la fabricacion de un medicamento para su uso en un método de diagndstico de
cancer mediante la obtencién de imagenes de una poblacion de células madre cancerosas in vivo, segun se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 5, 6 y 9.

Un método de marcaje de células madre cancerosas ex vivo o in vitro que comprende administrar a células
sospechosas de comprender células madre cancerosas una cantidad eficaz de un compuesto alquilfosfolipidico
radiomarcado de férmula | segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 7y 8,
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en donde dichas células madre cancerosas estdn marcadas con dicho compuesto alquilfosfolipidico
radiomarcado.

El método de la reivindicacion 12, en donde dichas células madre cancerosas comprenden células madre de uno
o mas de los siguientes canceres: glioma, cancer de pulmén, carcinoma de células escamosas, cancer renal,
melanoma, cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de mama y cancer de pancreas.

El método de la reivindicacién 12, que comprende ademas una etapa de distinguir dichas células madre
cancerosas de células no cancerosas.

El compuesto para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, su uso segun la reivindicacion 10
o la reivindicacion 11, o método segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en donde la cantidad
terapéuticamente eficaz o la cantidad eficaz es de desde 0,03 hasta 0,21 mg/kg.
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