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DESCRIPCION
Agentes de contraste para sefialar matriz extracelular

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a nuevos agentes de contraste y su uso en técnicas de imagenes diagnosticas.
Mas especificamente la invencién se refiere a agentes de contraste que comprenden vectores de localizacién que
se unen a areas de formacion de colageno y matriz extracelular, ECM. Dichos agentes de contraste pueden
utilizarse para la localizacion de fibrosis activa (deposicién de colageno) y el diagndstico de un nimero de
condiciones de enfermedad como por ejemplo insuficiencia cardiaca, fibrosis de higado y pulmén, fibrosis
retroperitoneal, aterosclerosis, artritis, cancer y trastornos de piel. Ademas dicho agente de contraste puede
utilizarse para mostrar afecciones inflamatorias de cicatrizacién croénica, tejido cicatrizante y adherencias,
investigacion de tamafio de infarto, mostrar infartos tempranos y diagndstico de insuficiencia cardiaca congestiva.

Antecedentes de la invencién

Los colagenos son las proteinas mas abundantes en el reino animal. Actualmente se conocen veinticinco tipos
diferentes. La unidad estructural basica es una triple hélice; en el colageno I, la hélice consiste en tres polipéptidos,
en el que cada uno contiene 1050 aminoécidos. Las fibrilas de colageno se forman por interacciones laterales entre
las triple hélices. Algunos colagenos, notablemente el colageno 1V, forman hojas de dos dimensiones.

Las secuencias de aminoacidos de moléculas de colageno son altamente repetitivas, y esta regularidad se refleja
en la estructura de las fibrilas de colageno. La secuencia de aminoacidos del colageno | contiene
aproximadamente 20 copias de un motivo de 18 amino&cidos en el que cada tercer aminoacido es una glicina.

Los diversos colagenos son producidos por fibroblastos y algunas células epiteliales. La transcripcion original es un
polipéptido pro-colageno que contiene secuencias de sefiales para la exportacion desde las células y también un
pro-péptido que evita la asociacion para formar triple hélices. Aproximadamente el 50 % de los residuos de prolina'y
15-20 % de las lisinas en las cadenas de pro-colageno son sometidos a procesamiento intracelular para formar
hidroxiprolina e hidroxilisina. Estas modificaciones son esenciales para las propiedades mecéanicas del colageno.
Afuera de la célula, los pro-péptidos son escindidos, comenzando el procedimiento de autoensamblaje.

Los colagenos son componentes esenciales de estructuras tales como huesos y tendones y también de matriz
extracelular en general. Por ejemplo, el colageno IV forma la red béasica de las membranas basales a las que las
células endoteliales y epiteliales se unen. Parte de la diversidad de los colagenos es explicada por los diferentes
tipos de colageno, pero también existe una gran variedad de moléculas asociadas al colageno. Las fibras de
colageno usualmente estan asociadas a proteoglicanos. Estas proteinas, que consisten en un polipéptido principal y
una o mas cadenas laterales de glucosaminoglicanos, también son una clase muy diversa. En la membrana basal,
la laminina y la entactina (nidogeno) son componentes importantes. Las fibulinas son una clase de proteinas con
sitios de union para varias proteinas de la membrana basal. La undulina es una proteina formadora de fibras que
se encuentra en asociacion con el colageno en bajas cantidades en el higado normal, y en altas cantidades en el
higado fibrético.

El colageno y otras proteinas en el tejido conectivo contienen la secuencia de aminoacidos Arg-Gly-Asp, que
confiere union a la clase integrina de la molécula de adhesion a la célula. Otras secuencias de aminoacidos también
pueden constituir el motivo de unién principal, y otras partes del ligando contribuyen a la afinidad asi como
especificidad. Las integrinas f1 son importantes en la unién al colageno. Otras proteinas de unién al colageno
incluyen los receptores de dominio discoidina, que responden al coldgeno mediante la activaciéon de una tirosina
quinasa.

Las fibras de colageno son lateralmente flexibles, pero ni elasticas ni comprimibles. Las propiedades elasticas del
tejido conectivo estan contribuidas por la proteina elastina y sus proteinas asociadas oxitalan y elaunina. Las
fibrilinas 1 y 2 son otras proteinas que forman fibras elasticas en asociaciéon con la elastina y otro componente
estructural, glicoproteina asociada a la microfibrila. Las fibras elasticas anormales se encuentran en areas de
fibrosis hepatica.

La deposicion de colageno es un procedimiento comun en la cicatrizacion de una lesion, llevando a la formacion de
"tejido cicatrizante" familiar. La deposicion de colageno es un procedimiento que disminuye la funcionalidad del
tejido. Esto es evidente donde la elasticidad del tejido es importante, siendo un ejemplo saliente el tejido
cicatrizante que se forma durante la cicatrizacién de un infarto del miocardio. En el higado, los efectos de fibras
rigidas son menos evidentes. Parte del procedimiento de fibrosis de higado es la deposicién del material de matriz
extracelular en el espacio entre los hepatocitos y el endotelio fenestrado de sinusoides hepaticos, coincidente con la
transformaciéon de sinusoides en capilares que poseen una membrana basal ordinaria. Esta transformacién
disminuye la funcionalidad del higado impidiendo la transferencia de solutos entre la sangre y los hepatocitos.
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La fibrosis hepatica comienza con lesidn que causa el dafio o muerte de las células hepéaticas. La lesién inicia una
respuesta inflamatoria. La liberacién de citoquinas, factores quimiotacticos y fragmentos de proteinas de matriz
ECM (colageno y fibronectina) causa la activacion de las células hepaticas y reclutamiento de células inflamatorias,
tales como granulocitos. La inflamacion, incluyendo el estrés oxidante, es el factor comin de la mayoria de las
causas de fibrosis hepatica. Un importante evento es la activacion de células estrelladas (también conocidas como
células de almacenamiento de grasa o células Ito). La funcién mas conocida de estas células en el higado normal
es almacenar la vitamina A. En la activacién, las mismas pierden su vitamina A y se diferencian en miofibroblastos.
Estas células son las células productoras de colageno.

Los agentes causales de fibrosis hepatica son numerosos: alcohol, virus de hepatitis, colangitis, hemacromatosis,
enfermedad de Wilson y esquizostomiasis. En animales experimentales (usualmente ratas), la fibrosis puede ser
inducida por tetracloruro de carbono o tioacetamida. La mayoria de estos agentes producen patrones definidos de
lesién hepatica, incluyendo deposicién de colageno. El rol de la respuesta inflamatoria es variable; en algunas
condiciones, por ejemplo hemocromatosis, el estrés oxidante es importante.

Si la lesion es limitada en grado y tiempo, la fibrosis resultante es reversible. En el higado, el estrés prolongado
puede llevar a cirrosis, caracterizada por dafio general, formacién de nédulos de regeneracion, y fibrosis que
distorsiona la arquitectura del higado. En las ratas, el colageno Tipo | tiene una vida media de 30 dias y el Tipo llI
posee una vida media de 15 dias. Cuando la cirrosis es inducida por tetracloruro de carbono, las vidas medias de
ambos colagenos se reduce en un 50%. Las cantidades de colageno alcanzan niveles 5-10 veces mas altos que los
valores normales (pero nunca por encima de 30-35 mg/g).

El punto de diagnéstico y tratamiento de la fibrosis hepatica es la prevencion de dafio hepético irreversible y la
consiguiente funcion reducida. El incremento en la cantidad y patrones alterados de deposicidn de colageno indican
la fibrosis hepatica. Una biopsia positiva es considerada la respuesta definitiva. Las biopsias son procedimientos
invasivos con una frecuencia de complicaciones significativas de 1-5 %. Las biopsias no guiadas Unicas pasaran
por alto la cirrosis en el 10-30 % de los casos. El diagnostico correcto puede incrementar a 100% si se examinan
tres muestras. Debido a que la incidencia de complicaciones se incrementa con el nimero de biopsias tomadas,
parece que las triple biopsias pueden incrementar la incidencia de complicaciones en el orden del 10 %. Ademas, la
evaluacion de las biopsias esté lejos de ser sencilla.

Dentro de cualquier etapa de la enfermedad hepética, existe una variacion de hasta cuatro veces en el area de
fibrosis; ademas, hay una superposicion sustancial en el area de fibrosis entre las diferentes etapas. En
consecuencia, la cantidad de colageno, segun lo calculado por el analisis de imagenes asistido por computadora
tiene poco valor en la decision de la etapa de fibrosis. Los observadores experimentados que utilizan esquemas de
niveles estandarizados proporcionan informacion confiable en la clasificacion por etapas. En realidad, estos
sistemas funcionan tan bien que hay poco incentivo en buscar marcadores histologicos adicionales méas alla del
colageno. Sin embargo, la proteina tenascina de matriz ECM es depositada en lesiones tempranas y a menudo esta
ausente en el tejido cicatrizante maduro, mientras la vitronectina es un marcador de tejido fibroso maduro.

Los marcadores serolégicos para la fibrosis hepética que se utilizan hasta ahora puede dividirse en dos grupos:
Marcadores para alteraciones en funcion hepatica (recuento de plaquetas, trans-aminasas hepaticas) y marcadores
para recambio de ECM. Estos ultimos incluyen marcadores de deposicion de colageno (por ejemplo, pro-péptidos
de colageno en circulacion) y/o degradacion de colageno (por ejemplo, fragmentos en circulacién de colageno IV).
Una combinaciéon de marcadores seleccionados cuidadosamente puede dar resultados mucho mas precisos que
los marcadores individuales, pero no existe acuerdo universal sobre este tema.

Existe claramente una necesidad de un ensayo confiable que pueda diagnosticar fibrosis en las etapas tempranas,
antes de que se produzca el dafio irreversible. Una caracteristica muy deseable de ensayos futuros es la capacidad
de cuantificar cambios en el ECM.

Segun lo explicado mas arriba, la deposicién excesiva de colageno reduce la elasticidad del tejido. Esto también
incluye el tejido cicatrizante que se forma durante la cicatrizacion de un infarto del miocardio. Después de la lesion
al corazdn o el incremento persistente en el estrés en la pared cardiaca, el corazén intenta compensarse mediante
la remodelacion. Este procedimiento implica alteraciones progresivas en el tamafio y forma de las camaras
ventriculares, asociado con cambios en la composicion del miocardio. Las respuestas tipicas incluyen
agrandamiento de los miocitos sobrevivientes y cambio en los tipos, reticulacion y concentracion de colageno.
Parece que inicialmente, la matriz extracelular es parcialmente degradada concurrente con la hipertrofia de miocitos
cardiacos. Posteriormente, hay una fase compensatoria crénica a medida que la concentracion de colageno
regresa al nivel normal. Pero si el corazén es incapaz de compensarse, la remodelacién da como resultado una
dilataciéon ventricular marcada a pesar de la fibrosis prominente. La etapa final de la insuficiencia cardiaca se
caracteriza por otra remodelacién de la matriz extracelular concurrente con desorganizacion de las miofibrilas y
pérdida de miocitos. El colageno continla acumulandose, pero las fibrilas de colageno se establecen en una
manera irregular.
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La fibrosis es un componente de mas que 200 enfermedades pulmonares. La lesidn repetida o estrés sostenido por
ejemplo, inflamacion y/o particulas inhaladas, son componentes comunes de la etiologia, junto con factores
genéticos que inclinan la balanza en la direccidn de la deposicion de tejido conectivo. Un ejemplo es la deficiencia
del inhibidor de la a;-proteinasa, una proteina cuya actividad también puede reducirse como consecuencia del
tabaquismo. Su funcion principal es inhibir la elastasa neutréfila. Como en la fibrosis de otros 6rganos, el
desequilibrio entre la sintesis y la degradacion puede iniciar procedimientos de reparaciéon que realmente lesionan
la funcién. Como en la fibrosis del corazén o del higado, los miofibroblastos figuran prominentemente en la
patologia. Originalmente son reclutados como fibroblastos que posteriormente se diferencian. Parece que el
"procedimiento de reparacion” puede continuar en ausencia de inflamacién perceptible, dando como resultado la
pérdida progresiva de la funcion.

Descripcion de la técnica relevante

El documento WO 89/10758 describe compuestos para la unién a la membrana superficial de bioparticulas. Estos
compuestos comprenden una sustancia bio-afectante y se selecciona al menos un sustituyente de hidrocarburo de
manera que el compuesto sea suficientemente no polar para impartir la capacidad de union del lipido al compuesto
en el que la sustancia bio-afectante puede ser un colorante de cianina.

El documento WO 93/11120 describe compuestos que se unen al lipido que contiene particulas biocompatibles
tales como células y virus. Estos compuestos se seleccionan de manera que los compuestos sean suficientemente
no polares para impartir capacidad de unién del lipido al compuesto.

Sumario de la invencién

La presente invencién proporciona nuevos agentes de contraste Utiles en el diagnostico y monitoreo del tratamiento
de enfermedades relacionadas a la formacion excesiva de colageno. Las enfermedades e indicaciones asociadas a
la deposicion excesiva de colageno son por ejemplo insuficiencia cardiaca, fibrosis de pulmén e higado,
aterosclerosis, artritis y trastornos de la piel.

De ese modo, la presente invencion proporciona agentes de contraste Utiles en el diagnostico de insuficiencia
cardiaca y otras enfermedades que incluyen la deposicidon excesiva de colageno tal como aquellas mencionadas
mas arriba, que comprenden un resto de localizaci{on que incorpora 9Q"'Tcy un colorante de cianina que comprende
2 0 mas restos de 4cido sulfénico.

La presente invencion ademas proporciona procedimientos de imagenes de dichas enfermedades y también
procedimientos de monitoreo del avance de tratamiento para dichas enfermedades. La invencién también
proporciona nuevas composiciones farmacéuticas y precursores para la preparacion de agentes de contraste
diagnosticos. Se proporcionan kits de agentes de contraste, en particular kits para la preparacion de agentes de
contraste radiofarmacéuticos.

Los agentes de contraste de la invencién estan descritos por la férmula general (1):

Z1-L-V-Z, 0)

que a partir de ahora se describira, con mas detalle.

Descripcion detallada de la invencién

Vista desde un aspecto la invencion proporciona agentes de contraste de férmula (I) segun lo que se define en las
reivindicaciones. En el agente de contraste de la formula general (l):

Z1-L-V-Z, [0)

Z1 comprende 99’"Tcy Z, es un colorante de cianina, V es un resto de localizacién con afinidad de unién para areas
de formacién de colageno, L es un enlace covalente, un biomodificador o un resto conector.

Z, comprende un resto Y1M en el que Y1 es un resto capaz de unirse a V o L (cuando estan presentes) y al mismo
tiempo transportar M en el que M es 9Mre. Por transportar se quiere decir cualquier forma de asociacion entre el



10

15

20

25

ES 2358745 T3

resto Y1 y M tal como un enlace quimico, por ejemplo enlace covalente o enlaces electrovalentes o iénicos o por
absorcién o cualquier otro tipo de asociacion.

Y1 representa un agente quelante de formula (lll).

9™T¢ es (til en la modalidad de imagenes Radio y SPECT que posee baja o ninguna emision beta y alfa y con una
vida media de méas de una hora.

Los agentes quelantes son bien conocidos desde el estado de la técnica y los ejemplos tipicos de dichos agentes
guelantes se describen en la Tabla | del documento WO 01/77145.

Uno de dichos agentes quelantes es de férmula (Il):

R B? R4 R?2 R2
R2 R2
R2 R2
RL_ HN R? NH R!
R! Rl
R \I:] l\'l/ R1
OH OH

(1

en la que cada R*, R? R®y R* independientemente representan H, alquilo Cy.10, alquilarilo Cs.10, alcoxialquilo Ca.10,
hidroxialquilo C1-10, alquilamina Cj-10, fluoroalquilo Ci-10, 0 2 0 mas grupos R, junto con los atomos a los que se unen
forman un anillo carboxilico, heterociclico, saturado o insaturado.

El agente quelante Y, de la presente invencion es un compuesto de férmula (), de aqui en adelante denominado
cPN216.

HO=-N= H

N

N

Ho-N={ H
Formula (I11)

La sintesis de los agentes quelantes de formula (1) y (Il) se describe en el documento WO 03/006070.

El resto Z, de Férmula (1) es un resto capaz de la deteccion directamente o indirectamente en un procedimiento de
imagenes opticas.

Los restos de imagen 6ptica de la presente invencién son los colorantes de cianina (CyDyew). Los colorantes de
cianinas son compuestos definidos por una cadena de polieno que contiene un ndmero impar de atomos de
carbono unidos por enlaces carbono-carbono, Unicos y miltiples alternantes, preferentemente dobles, terminados
en cualquier extremo por un grupo amino, uno de los cuales es cuaternizado. La cianina y analogos cromoéforos
arilo-conector-arilo opcionalmente transportan sustituyentes de anillo pendientes o condensados. La descripcion
general de colorantes de cianina y sintesis de los mismos se describen en el documento US 6.048.982, US
5.268.486 y patente EP N° 1 037 947. Los colorantes de cianina son particularmente utiles debido al amplio
intervalo de propiedades espectrales y variaciones estructurales disponibles. Un intervalo de colorantes de cianina
son bien conocidos y ensayados, tienen baja toxicidad, y estan comercialmente disponibles (GE Healthcare,
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anteriormente Amersham Biosciences). Los colorantes de cianina son una Unica familia de colorantes altamente
intensos con buena solubilidad acuosa. Son insensibles al pH entre pH 3-10, exhiben baja unién no especifica, y
son mas fotoestables que la fluoresceina.

Los colorantes de cianina incluyen carbacianinas, oxacianinas, tiacianinas y azacianinas que se muestran mas
abajo mediante las férmulas generales.

(0] Y O
NN A~ AN
/ ' \
J1 J1 M i
Férmula VI: Carbacianinas Formula VII: O xacianinas
Salahade Y [t 'I'-'\\ ',—-"\‘

Férmula VIII: Tiacianinas Férmula IX: Azacianinas

En estas estructuras los grupos J1 son iguales o diferentes y son grupos alquilo sustituidos o no sustituidos,
preferentemente alquilos C1 a C6, y pueden comprender un éter o un grupo -N-CO-N-. Los grupos alquilo pueden
estar sustituidos con grupos carboxi, acido sulfénico, amina, amonio o éster. Los grupos J1 pueden formar puentes
con cualquiera de los atomos de carbono de las cadenas de polieno, por ejemplo por un grupo -N-CO-N- 0 un grupo
éter. Los grupos J2 son también iguales o diferentes y son grupos alquilo sustituidos o no sustituidos. Los grupos
alquilo pueden estar sustituidos con grupos carboxi o0 acido sulfénico o grupos alquilo inferior, tales como alquilos
C1 a C6, tales como grupos metilo. Los grupos aromaticos opcionales estan indicados por lineas de puntos, para
abarcar ambas estructuras que comprenden anillos benzo condensados y anillos nafto condensados. Los anillos
son sustituidos o no sustituidos. Los anillos pueden sustituirse con grupos acido sulfénico, grupos carboxilico,
grupos hidroxilo, grupos alquil(sulfoalquil)lamino, grupos bis(sulfoalquil)amino, grupos sulfoalcoxi, grupo
sulfoalquilsulfonilo, grupos alquilo o alquilo sustituido o sulfoalquilamino. Los grupos alquilo son preferentemente
alquilos inferiores con por ejemplo 1 a 6 atomos de carbono. Y se selecciona de hidrégeno, un grupo haluro, grupo
amina o un sulfonilo, y es preferentemente hidrogeno. La cadena de polieno del colorante de cianina también puede
contener uno 0 mas grupos quimicos ciclicos que forman puentes entre dos o mas de los &tomos de carbono de la
cadena de polieno, por ejemplo mediante la inclusion de un grupo -CO- entre dos de los atomos de carbono de la
cadena, como en los colorantes esquaraina, o mediante la inclusion de un puente alquilo. Estos puentes podrian
servir para incrementar la quimica o fotoestabilidad del colorante.

En las formulas VI a IX, | es un nimero entero positivo 1, 2, 3 0 4 que proporciona trimetincianinas, que posee un
puente de carbono de tres 4&tomos de carbono, colorantes de cianina pentametina, heptametina o nonametina.
Preferentemente, el colorante de cianina es un colorante con puentes de carbono de 3, 5 o 7 4tomos de carbono,
respectivamente.

J1 y J2 son centros de unién potenciales para la union del colorante al resto de localizacién V, opcionalmente a
través de un resto conector L, siendo preferente J1. En un aspecto preferente un J1 esta unido al resto de
localizacion V, mientras el otro grupo R1 es un grupo alquilo C1 a C6 opcionalmente sustituido.
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Otras descripciones de restos apropiados en los procedimientos de imagenes o6pticas se encuentran en el
documento WO 2005/003166.

El resto V del compuesto de férmula (I) comprende la secuencia de aminoacidos Xs-G-D que posee afinidad para
las areas de formacion de colageno. El compuesto comprende otros aminoacidos y otros restos opcionales, en los
que la secuencia X3-G-D es el sitio de unién del vector peptidico que funciona como un vector que se une a un area
de formacién de colageno.

El compuesto de férmula (I) de la invencién esta limitado por la formacion de uno o mas puentes de ciclizacion en la
parte del vector peptidico. Un compuesto de péptido monaciclico puede obtenerse por la formacion de un enlace de
disulfuro o un enlace tioéter entre los aminoacidos. Los compuestos de férmula (I) comprenden dos puentes de
ciclizacion entre diferentes aminoacidos de los compuestos. El término "puentes de ciclizacion" se refiere a
cualquier combinaciéon de aminoacidos o con aminoacidos y los grupos -(CH2)n- 0 -(CH2)s-CsHa- con grupos
funcionales que permite la introduccién de un puente. n representa un nimero entero positivo de 1 a 10. Los
ejemplos preferentes son disulfuros, miméticos de disulfuro tales como el puente -(CH)s-carba, puentes tioacetal,
tioéter (cistationa o lantionina) y puentes que contienen ésteres y éteres. Un puente forma un enlace disulfuro y un
segundo puente comprende un enlace tioéter (sulfuro).

El vector V de férmula (1) esta representado por la férmula (VI)

Ra-C(=0)-X1-Xo-Xg-G-D-Xa-Xs-Xs (V1)

y comprende dos puentes de ciclizacion,
en los que,

X1 representa un enlace covalente o 1, 2, 3, 4 0 5 residuos de aminoacidos, en los que uno de los residuos de
aminoacidos opcionalmente es funcionalizado con un resto conector L y preferentemente dichos residuos de
aminoacidos poseen una cadena lateral funcional tal como un grupo acido o amina preferentemente seleccionado
de &cido aspartico o glutamico, lisina, ornitina, acido diaminobutirico o &cido diaminopropionico;

X2 y X4 representan independientemente residuos de cisteina o homocisteina que forman enlaces de disulfuro o
tioéter, u otros residuos de aminoacidos capaces de formar un puente de ciclizacion tal como acido aspartico y
lisina, preferentemente X, y X4 representan residuos de cisteina o homocisteina;

X3 representa arginina, N-metilarginina o un mimético de arginina;

Xs representa una tirosina, una fenilalanina, una 3-yodo-tirosina o un residuo de naftilalanina, y mas
preferentemente una fenilalanina o un residuo de 3-yodo-tirosina;

Xe representa un residuo de aminoacido que contiene tiol, preferentemente una cisteina o un residuo de
homocisteina; y

Ra representa los restos -(CHz)n- 0 -(CH2)n -CeHa- capaces de formar un puente a cualquiera de Xz, X4 0 X6; ¥ n
representa un namero entero positivo de 1 a 10.

En un aspecto de la invencion el resto L de féormula (l) representa un resto de biomodificador homogéneo
preferentemente en base al bloque de construccion PEG monodisperso que comprende 1 a 10 unidades de dicho
bloque de construccién, dicho biomodificador tiene la funcion de modificar las tasas de farmacocinética y
depuracion sanguinea de dichos agentes. Adicionalmente, L también puede representar 1 a 10 residuos de
aminoacidos preferentemente glicina, lisina, acido aspartico o serina. En una realizacion preferente, L representa
una unidad biomodificadora que comprende una estructura similar a PEG monodispersa, el acido 17-amino-5-oxo-
6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico de férmula (V),
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en la que m equivale a un nimero entero de 1 a 10 y en la que la unidad terminal C es un resto amida.

Segun lo observado mas arriba, el biomodificador, L, modifica las tasas de farmacocinética y depuraciéon sanguinea
de los compuestos. El biomodificador produce la captacién reducida de los compuestos en los tejidos es decir en
musculo, higado, etc. proporcionando de ese modo una mejor imagen de diagndstico como resultado de menor
interferencia de fondo. La secrecion es principalmente a través de los rifiones y esto afiade una ventaja adicional
del biomodificador.

L ademas puede representar un resto preferentemente obtenido de acido glutarico y/o succinico y/o una unidad
basada en polietilenglicol y/o una unidad de férmula (V) segin lo que se ilustra mas arriba.

Otros elementos L representativos incluyen polisacaridos del tipo estructural, polisacaridos del tipo
almacenamiento, poliaminoacidos y éteres de metilo y etilo de los mismos, y polipéptidos, oligosacaridos y
oligonucledtidos, que pueden o no contener sitios de escision de enzimas.

Los péptidos de la presente invencion pueden sintetizarse mediante la utilizacion de todos procedimientos
conocidos de sintesis quimica, pero particularmente es Util la metodologia en fase solida de Merrifield que emplea
un sintetizador de péptidos automatico (J. Am. Chem. Soc., 85: 2149 (1964)). Los procedimientos estandar para el
abordaje de sintesis se describen en E. Atherton & R.C. Sheppard, "Solid phase peptide synthesis: a practical
approach”, 1989, IRL Press, Oxford.

Se utiliza una resina de sintesis con un grupo conector labil al acido, a la que el residuo de aminoacido deseado
con terminal C protegido se une mediante la formacién de enlace amida. Por ejemplo, puede aplicarse una resina
AM de amida denominada Rink con un conector obtenido de (dimetoxifenil-aminometil)-fenoxi (Rink, H. (1987),
Tetrahedron Lett. 30, pagina 3787). La escision acidolitica del péptido de esta resina producira una amida péptidica.
Alternativamente, puede utilizarse una resina de O-Bis-(aminoetil)etilenglicol tritilo (K. Barlos et al (1988), Liebigs
Ann. Chem, p. 1079) que con la escisién acidolitica produce un péptido con un asa amina primaria.

Las peptidil resinas estan ensambladas en una direccion terminal C a terminal N. El grupo protector de N®-amino
del aminoacido terminal C primero se elimina y el segundo aminoacido en la secuencia se acopla mediante la
utilizacién de reactivos de condensacion apropiados. Los ciclos de acoplamiento y desproteccion del N®-amino
después se repiten en etapas alternantes hasta que las secuencias deseadas son ensambladas.

En general, todos los grupos reactivos presentes estan protegidos durante la sintesis del péptido. Se conoce un
amplio intervalo de grupos protectores para aminoacidos (véase, por ejemplo, Greene, TW. & Wuts, P.G.M. (1991)
Protective groups in organic synthesis, John Wiley & Sons, Nueva York). Puede utilizarse un abordaje de grupo
protector ortogonal (Barany, G. et al (1977), J. Am. Chem. Soc, 99, pagina 7363). De ese modo por ejemplo,
mediante la combinacién de diferentes grupos protectores tales como el grupo 9-fluorenilmetoxi-carbonilo (Fmoc)
labil a la piperidina con el super grupo 4-metiltritilo (Mtt) labil al acido, el grupo 2-acetildimedona (Dde) labil a la
hidrazina y el grupo terc-butiloxicarbonilo (Boc) labil al &cido es posible introducir selectivamente diferentes restos
en diferentes sitios de amina. Ademas, mediante la combinacién del grupo protector tritilo (Trt) labil al acido para la
cadena lateral Cys con la proteccion del terc-butilo de otros residuos Cys (labil en condiciones oxidativas acidas por
ejemplo TFA-2% dimetilsulfoxido) se logra la formacién selectiva de disulfuro.

Las peptidil resinas completadas pueden ser cloroacetiladas en el extremo terminal N para introducir un puente
tioéter entre el extremo terminal N y un residuo Cys.

Los péptidos son etiquetados con %™rc mediante el tratamiento de un compuesto disuelto en soluciéon tamponada

libre de oxigeno y destilada (pH aproximadamente 9) y se mantienen bajo atmésfera de nitrégeno con solucion de
Sn-MDP y Na**"TcO, tal como se conoce a partir del estado de la técnica.

La invencion ademas se ilustra mediante los ejemplos 1 a 4. Los ejemplos describen la sintesis de compuestos con
dos diferentes restos Z y/o Y:M. También se describe el etiquetado de los compuestos con 9mre,
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La posicion de los diversos aminoacidos en los péptidos es visualizada por la numeracién sobrescrita (por ejemplo
Cys?).

Ejemplos

Ejemplo 1

Cys2-6; c[CH,CO-Lys(N-(5-sulfo-naftalen-2-il)-Succ)-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-GlutcPn216)-NH, (4) y su
quelato *™Tc (4a)
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Sintesis en fase sélida de la resina 1 CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg(Pmc)-Gly-Aso(tBu)-Cys(tBu)-Phe-Cys(Trt)-Gly-
Lys(Boc)-Rink amida MBHA

La peptidil resina que corresponde a la secuencia anterior se ensamblé mediante quimica peptidica en fase sélida
estandar (Barany, G; Kneib- Cordonier, N; Mullenm D.G. (1987) Int. J. Peptide Protein Research 30, 705-739) en
una resina Rink Amida MBHA (0,73 mmol/g; de NovaBiochem). Se utilizé un sintetizador de péptido modelo 433A
de Applied Biosystems (Perkin Elmer). Los residuos (del extremo terminal carboxilo) se ensamblaron en una escala
de 0,25 mmol mediante la utilizacion de acoplamientos Unicos con un exceso molar de 4 veces de aminoacidos
protegidos con N°-Fmoc (cartuchos de 1 mmol) y 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio-hexafluorofosfato
(HBTU)/1-hidroxi-benzotriazol (HOBt)/diisopropiletil-amina (DIEA) en N-metilpirrolidona (NMP) mediante la
utilizacién de ciclos de acoplamiento de 2,5 horas. La desproteccion con Fmoc se logré6 con monitoreo de
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conductividad mediante la utilizacion de piperidina al 20% en NMP. Los grupos protectores de cadena lateral de
aminoacidos utilizados fueron 4-metiltritilo (Mtt) para Lysl, terc-butilo (tBu) para Cysz, Cys6 y Asp, 2,2,5,7,8-
pentametilcroman-6-sulfonilo (Pmc) para Arg, tritilo (Trt) para Cysg, y terc-butiloxicarbonilo (Boc) para Lyslo.

La peptidil resina ensamblada después se transfirié a un equipo de burbujeo manual de nitrégeno (Wellings, D.A.,
Atherton, E. (1997) en Methods in Enzymology (Fields, G. ed), 289, paginas 53-54, Academic Presss, Nueva York).
El extremo terminal N se desprotegié con Fmoc y después se cloroacetild en dimetilformamida (DMF), mediante la
utilizacion de un exceso molar de 10 veces de anhidrido simétrico formado mediante la reaccién de acido cloro-
acético (20 equivalentes) con N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) (10 equivalentes) en diclorometano (DCM). El
grupo protector de Mit en N° - Lysl se elimind selectivamente mediante el tratamiento de la peptidil resina con DCM
que contenia 5% de triisopropilsilano (TIS) y 1% de acido trifluoroacético (TFA) durante 5 x 2 minutos o hasta que
el filtrado se volviera incoloro. La peptidil resina terminada resina 1 CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg(Pmc)-Gly-Asp(tBu)-
Cys(tBu)-Phe-Cys (Trt)-Gly-Lys(Boc)-Rink Amida MBHA se neutraliz6 con DIEA al 5% en DMF y finalmente se lavo
con DMF y DCM y se sec6 al vacio.

Sintesis de Cys2-6: c[CH,CO-LysCN-(5-sulfo-naftalen-2-il)-Succ)-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-Gly-Lys-NH; 3

Se disolvio acido 6-amino-1-naftalenosulfénico (acido de Dahl) (1 equivalente, 0,5 mmol,) en DMF que contenia N-
metilmorfolina (NMM) (2 equivalentes), y después se afiadié anhidrido succinico (10 equivalentes). Después de la
reaccion durante la noche el disolvente se elimind bajo presion reducida y se purifico el producto mediante RP-
HPLC preparativa (HPLC de Fase Inversa). La columna (Phenomenex Luna C18 10y, 22 x 250 mm) se eluyé a 10
ml/min con un gradiente de 5 a 15% de acetonitrilo (ACN) en TFA acuoso al 0,1% durante 40 minutos. Las
fracciones pico deseadas recolectadas de seis corridas consecutivas se combinaron y se liofilizaron produciendo
146 mg de acido N-(-5-Sulfo-naftalen-2-il)-succinamico 2 puro. RP-HPLC analitica: tr = 16,7 minutos, (Phenomenex
Luna 5y, 4,6 x 250 mm, ACN al 5-15 % en TFA acuoso al 0,1% durante 20 minutos a 1 ml/min, A=214 nm). MS de
electrospray: [M+H]" de producto esperado en 324,0 m/z, experimental en 324,0 m/z.

Se afiadi6 una solucion de acido N-(-5-Sulfo-naftalen-2-il)-succindmico 2 (5 equivalentes) y N-Oxido de
hexafluorofosfato de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5-b]piridin-1-ilmetileno]-N-metiimetanaminio (HATU) (5
equivalentes) en DMF que contenia NMM (15 equivalentes) a la peptidil resina 1. La reaccién se dej6é que continle
durante toda la noche en un equipo de burbujeo manual de nitrégeno.

La resina de péptido obtenida después se tratdé con TFA que contenia 2,5% de TIS y 2.5% de agua durante 2 horas
para escindir el péptido protegido con tBu Cysz’6 de la resina eliminado simultaneamente todo otro grupo protector
de cadena lateral del péptido. El residuo de resina se filtr6 y se lavd con pequefias cantidades de TFA puro. El
filtrado combinado y los lavados se concentraron mediante evaporacion rotatoria y después se triturd con dietil éter
para obtener el péptido en bruto. El precipitado se aisl6 por centrifugacion, se lavo con éter y después se liofilizé a
partir de ACN al 50%-TFA acuoso al 0,1% produciendo 60 mg de producto en bruto.

El péptido lineal después se ciclizo, primero mediante formacion del puente tioéter producido mediante la agitacion
del péptido a 0,5 mg/ml en ACN al 50% -agua pH 7,5 (ajustado por amoniaco liquido) durante 60 minutos a RT. El
producto ciclizado se aisl6 por liofilizacion. En segundo lugar, el puente de disulfuro interno se formé por
desproteccion simultanea de tBu y formacion de disulfuro en TFA- dimetilsulféxido al 2% a 0,5 mg/ml durante 60
minutos a RT. Se elimind el TFA bajo presion reducida y el péptido se aisld del éter y se secé segun lo que se
describe mas arriba, produciendo 62 mg de producto ciclico. El péptido en bruto se purific6 mediante RP-HPLC
preparativa. La columna (Phenomenex Luna C18 10, 50 x 250 mm) se eluyé a 50 ml/min con un gradiente de 15 a
20% ACN en TFA acuoso al 0,1% durante 60 minutos. Las fracciones pico deseadas se combinaron y se liofilizaron
produciendo 12 mg de producto puro 3. RP-HPLC analitica: tr = 12,9 minutos, (Phenomenex Luna 5y, 4,6 x 250
mm, ACN 15-25 % en TFA acuoso al 0,1% durante 20 minutos a 1 ml/min, A=214 nm). MS de electrospray: [M+H]"
de producto esperado en 1458,5 m/z, experimental en 1458,2 m/z.

Conjugaciéon de cPN216-glutarilo a péptido 3.

Se afiadié una solucién de cPN216-glutaril-tetrafluorotiofenil éster (2 equivalentes) en DMF a una solucién de
péptido 3 (1 equivalente, 0,008 mmol)) en DMF seguido por NMM (6 equivalentes). Después de agitar durante toda
la noche la mezcla de la reaccidn se prepar6 eliminando el disolvente bajo presién reducida seguido mediante RP-
HPLC preparativa. La columna (Phenomenex Luna C18 10y, 22 x 250 mm) se eluyé a 10 ml/ min con un gradiente
de ACN al 13 a 20% en TFA acuoso al 0,1% durante 60 minutos. Las fracciones pico deseadas recolectadas se
combinaron y se liofilizaron produciendo 8 mg de compuesto 4 puro. RP-HPLC analitica: tg = 18,4 minutos,
(Phenomenex Luna 5y, 4,6 x 250 mm, ACN al 15-25 % en TFA acuoso al 0,1% durante 20 minutos a 1 ml/min,
A=214 nm). MS de Electrospray: [M+H]2+ de producto esperado a 949,4 m/z, experimental en 949,5 m/z.

10
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Etiquetado con *™Tc del péptido 4

El péptido 4 (0,1 mg) se reconstituyé en solucién salina o metanol (0,1 ml) y se transfirié a un kit Toolbox liofilizado
de excipientes. El kit Toolbox, disefiado para proporcionar condiciones de etiquetado con radio genérico para
guelatos basado en amina, contenia cloruro estafioso deshidratado (16 pg), acido metileno difosfonico (25 pg)
hidrégeno carbonato de sodio (4500 ug), carbonato de sodio (600 ug), para-aminobenzoato de sodio (200 ug), Kit
pH= 9,2. Después se afiadié inyeccion de pertecnetato de sodio (**"Tc) (2,1 GBq) en solucion salina (3 ml), el kit se
invirtié una pocas veces para disolver los contenidos y después se dejé que incube a temperatura ambiente durante
15 - 20 minutos. Inmediatamente se analizé una muestra mediante HPLC e ITLC y el péptido etiquetado con 99™Tc
se administré al sujeto de ensayo entre 1-3 horas después de la reconstitucion del kit.

Ejemplo 2

Cys2-6;  c[CH2CO-Lys(N-[5-sulfo-naftalen-2-il]-Succ-Lys(N-[5-sulfo-nafta/en-2-il]-Succ)-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-
Cys)-Gly-Lys(Glut-cPn216)-NH- (9) y su quelato **"Tc (9a)

a-’u@fgnﬁﬂh m ﬂl\,n@uﬁ rf

o HH MNH

“q’:ﬂo oyﬁ;‘u
H:)?Pg HN%&@H

z

z
\
o2

i"“\‘
Qwnil X

h,
¥

W HO

ﬁ\u"f“{n" Bﬁl*“élg”n§""’

HH
o H
o n"‘L?u 9a

Sintesis de Cys2-6: c[CH,CO-Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-Gly-Lys(Glut-cPn216)-NH, 7

La peptidil resina 1 descrita en el Ejemplo 1 mas arriba se protegié con NE-Lysl-mediante el tratamiento con una
solucién de 2-acetildimedona (Dde-OH) en DMF durante 2 horas mediante la utilizacion de un equipo de burbujeo
manual de nitrégeno. El péptido parcialmente protegido se escindi6 a partir de la resina con el tratamiento con TFA
que contenia 2,5% de TIS y 2,5% de agua durante 2 horas. La mezcla de la reaccién se preparé y el péptido se

11
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aislo del éter y se liofilizé segun lo que se describe mas arriba en el Ejemplo 1, produciendo 70 mg de CICH,CO-
Lys(Dde)-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-Gly-Lys-NH; 5.

El péptido lineal 5 se ciclizé6 mediante la formacién del puente tioéter segin lo que se describe en el Ejemplo 1 y el
producto en bruto (78 mg) se purific6 mediante RP-HPLC preparativa. La columna (Phenomenex Luna C18 10u. 50
X 250 mm) se eluyé a 50 ml/min con un gradiente de ACN al 20 a 45% en TFA acuoso al 0,1% durante 60 minutos.
Las fracciones pico deseadas se combinaron y se liofilizaron produciendo 26 mg de c[CH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-
Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-Gly-Lys-NH, purificado 6. RP-HPLC analitica: tr = 16,35 minutos, (Phenomenex Luna 5y,
4,6 x 250 mm, ACN al 20-50 % en TFA acuoso al 0,1 % durante 20 minutos a 1 ml/min, A=214 nm). MS de
Electrospray: [M+H]2+ de producto esperado en 716,8 m/z, experimental en 716,7 m/z.

Después se afiadié el quelato cPN216-glutaril-tetrafluorothiofenil éster (2 equivalentes) en DMF al péptido 6 (1
equivalente, 0,009 mmol) seguido por NMM (3 equivalentes) y la mezcla se agité durante toda la noche. EIl grupo
Dde en NE-Lysl después se elimind mediante la adicién de suficiente hidrazina a la mezcla de la reaccion para dar
una solucién al 2%. Después de 30 minutos el disolvente se elimind bajo presion reducida y el producto se aislo por
precipitacién y liofilizacion segun lo que se describe mas arriba. La desproteccion final con tBu y formacion de
disulfuro del péptido se realizé segun lo que se describe en el Ejemplo 1 produciendo 18 mg de péptido 7.

Introduccién de un resto del acido de Dahl ramificado _en la posicién NE-Lys® del péptido 7

Se afiadi6 una solucién de N-(N“*di-Boc-lysyloxi)succinimida (3 equivalentes) en DMF al péptido 7 (1 equivalente,
0,006 mmol) seguido por NMM (5 equivalentes). Después de 18 horas la reaccion se completd y el disolvente se
elimin6 bajo presion reducida. El residuo de péptido se tratd con TFA que contenia 2,5% de TIS y 2,5% de agua
durante 15 minutos dando Cys2-6; c[CH2CO-Lys (N-Lys)-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-Gly-Lys(Glut-cPn216)-NH;
8 que se aisl6 por precipitacion y se liofilizé segun lo que se describe mas arriba.

Se activo el acido N-(-5-sulfo-naftalen-2-il)-succindmico 3 (10 equivalentes) mediante HATU (10 equivalentes) en
DMF que contenia NMM (30 equivalentes). Después de 30 minutos se afiadio la mezcla a una solucion de péptido 8
(1 equivalente) en DMF y se permitié que la reaccién avance durante 24 horas. Se prepar6 la mezcla segun lo que
se describe mas arriba y el producto de péptido liofilizado se purific6 mediante RP-HPLC preparativa. La columna
(Phenomenex Luna C18 10y, 10 x 250 mm) se eluyé a 5 ml/min con un gradiente de ACN al 10 a 30% en TFA
acuoso al 0,1% durante 40 minutos. Las fracciones pico deseadas se combinaron y se liofilizaron produciendo 2 mg
de péptido puro 9. RP-HPLC analitica: tr = 17,4 minutos, (Phenomenex Luna 5y, 4,6 x 250 mm, ACN al 5-30 % en
TFA acuoso al 0,1% durante 20 minutos a 1 ml/min, A=214 nm). MALDI-TOF MS: [M+H]" de producto esperado en
2330,95 m/z, experimental en 2330,27 m/z.

99m:

Etiquetado con ™~ 'Tc del péptido 9

99m.

El péptido 9 se etiqueté con ~Tc en las condiciones descritas para el etiquetado del péptido 4 en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3
Cys2-6; c[CH2CO-Lys(Cy5.5)-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-Gly-Lys(Glut-cPn216)-NH, 10 su quelato 9MmTe (10a)

12
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10

10a

Acoplamiento de Cy5.5 al péptido 7

Se disolvié el Cy5.5-N-hidroxisuccinimida éster (2 equivalentes) en NMP y la solucién se afiadié al péptido 7 (1

5 equivalente, 0,005 mmol) seguido por NMM (5 equivalentes). La reaccion se dejé que continde en la oscuridad
durante dos dias. La mezcla de la reaccién después se concentré por evaporacion rotatoria a 45 grados y después

se diluyo con TFA acuoso al 0,1 % y se purificé mediante RP-HPLC preparativa. La columna (Phenomenex Luna

C18 10y, 22 x 250 mm) se eluyé a 10 ml/min con un gradiente de ACN al 15 a 30% en TFA acuoso al 0,1% durante

60 minutos. Las fracciones pico deseadas se combinaron y se liofilizaron para lograr 3,2 mg de péptido puro 10.

10 RP-HPLC analitica: tr = 20,9 minutos, (Phenomenex Luna 5y, 4.6 x 250 mm, ACN al 15-30 % en TFA acuoso al
0,1% durante 20 minutos a 1 cumin, A=214 nm). MS de Electrospray: [M+H]2+ de producto esperado en 1245,97

m/z, experimental en 1246,1 m/z.
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Etiquetado con °"Tc del péptido 10

El péptido 10 se etiquetd con 9™T¢ en las condiciones descritas para el etiquetado del péptido 4 in Ejemplo 1.

Ejemplo 4

Cys2-6; acido c[CH,CO-Lys(8-thiouryl-pireno-1,3,6-trisulfonico)-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-Gly-BAEG-Glut-
cPn216 14 su quelato *"Tc (14a)
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Sintesis de Cys2-6, c[CH,CO-Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-CysPhe-Cys]-Gly-BAEG-Glut-cPN216 13

La peptidil resina correspondiente a la secuencia anterior se ensamblé en una tritii resina de O-Bis-
(aminoetil)etilenglicol (BAEG) (0,44 mmol/g; de NovaBiochem) en una manera similar a la peptidil resina en el
Ejemplo 1. El grupo protector de NS-Lysl utilizado fue 1-(4,4-demetil-2,6-dioxociclohex-1-ilidede)etilo (Dde). La
peptidil resina ensamblada después se transfirié a un equipo de burbujeo manual de nitrégeno, el extremo terminal
N se desprotegid con Fmoc y después se cloroacetildé mediante la utilizacién de un exceso molar de 10 veces del
anhidrido simétrico en DMF, formado por la reaccion de acido cloroacético (20 equivalentes) con DIC (10
equivalentes) en DCM. La escisién del péptido parcialmente protegido de la resina se efectué mediante el
tratamiento de peptidil resina con TFA que contenia 2,5% de TIS y 2.5% de agua durante 2 horas. La mezcla de la
reaccion se prepar6 y el péptido CICH,CO-Lys(Dde)-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-Gly-DEG-NH; 11 se
aislo del éter y se liofilizé segun lo que se describe mas arriba en el Ejemplo 1.

El péptido lineal 11 (30 mg) se ciclizd6 mediante la formacién del puente tioéter segin lo que se describe en el
Ejemplo 1 y el producto en bruto se purific6 mediante RP-HPLC preparativa. La columna C-18 (Vydac 218TP1 022,
10y, 22 x 250 mm) se eluyé a 10 ml/min con un gradiente de ACN al 25 a 40% en TFA acuoso al 0,1% durante 60
minutos. Las fracciones pico deseadas se combinaron y se liofilizaron para lograr 15 mg de péptido purificado
c[CH2CO-Lys(Dde)-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-Gly-DEG-NH, 12. RP-HPLC analitica: tr = 19,2
minutos, (Phenornenex Luna 5y, 4,6 x 250 mm, ACN al 25-40 % en TFA acuoso al 0,1% durante 20 minutos a 1
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ml/min, A=214 nm). MS de Electrospray: [M+H]" de producto esperado en 1434 m/z, experimental en 1434,6 m/z.

Se disolvio el péptido 12 (1 equivalente, 15 mg) en DMF y se afiadi6 cPN216-glutaril-tetrafluorotiofenil éster (2
equivalentes) seguido por NMM (3 equivalentes) y la mezcla se agit6 durante toda la noche. El grupo Dde en N®-
Lys1 después se elimind mediante la adicién de suficiente hidrazina a la mezcla de la reaccién para dar una
solucion al 2%. Después de 30 minutos el disolvente se elimind bajo presion reducida y el producto se aislé por
precipitacion vy liofilizacion segln lo que se describe mas arriba. La desproteccion final con tBu y la formacién de
disulfuro del péptido se realizé segun lo que se describe en el Ejemplo 1. El péptido 13 completamente ciclizado
produjo 18 mg.

Conjugacién de acido 8-isotiocianatopireno-1,3,6-trisulfonico y el péptido 13

El péptido 13 (1 equivalente, 5 mg) se disolvi6 en DMF y el pH se ajusté a 8 mediante la adicion de NMM en
pequefias alicuotas. Después se afiadid la sal trisddica de acido 8-isotiocianatopireno-1,3,6-trisulfonico (5
equivalentes) en DMF, y la mezcla de la reaccion se agitdé durante toda la noche. La reaccién se monitored
mediante RP-HPLC y andlisis de MS, y el producto se purific6 mediante RP-HPLC preparativa. La columna
(Phenomenex Luna C18 10 y, 22 x 250 mm) se eluy6 a 10 mi/min con un gradiente de ACN al 5 a 60% en TFA
acuoso al 0,1% durante 60 minutos. Las fracciones pico deseadas se combinaron y se liofilizaron produciendo 0,8
mg de péptido puro 14. RP-HPLC analitica: tR = 2,04 minutos (pico ancho), (Phenomenex Luna 3y, 4,6 x 5 mm,
ACN al 10-80 % en TFA acuoso al 0,1% durante 10 minutos a 2 ml/min, A=214 nm). MS de Electrospray: [M+H]2+ de
producto esperado a 1047,8 m/z, experimental en 1048,2 m/z.

Etiquetado con *™Tc del péptido 14

99m:

El péptido 14 se etiquetd con “~"Tc en las condiciones descritas para el etiquetado del péptido 4 en el Ejemplo 1.
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Listado de secuenc

<110> Amersham Health AS
<120> Agente de contraste
<130> PN0466

<160> 3

<170> Patentin, version &
<210> 1

<211 >10

<212> PRT

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> THIOETH

<222> (1)..(8)

<223> Puente tioéter entre residuos 1y 8
<220>

<221> Disulfuro

<222> (2)..(6)

<223> Puente disulfuro entre residuo 2 y 6
<400>

Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly Lys
1 5 10

<210> 2
<211> 1
<212> PRT

<213> Secuencia atrtificial
<220>
<223> Péptido sintetizado
<220>

<221> THIOETH
<222> (1)..(9)
<223> Puente tioéter entre residuos 1y 9

<220>
<221> Disulfur(

<222> (2)..(6)

<223> Puente disulfuro entre residuo 2 y 6
<400> 2
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Lys Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly Lys
1 5 10 '

<210>3
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>
<221> THIOETH
<222> (1)..(8)

<223> Puente tioéter entre residuos 1y 8
<220>
<221> Disulfurc

<222> (2)..(6)

<223> Puente disulfuro entre residuos 2 y 6
<400> 3

Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly
1 5

Listado de Secuencias

<110> Amersham Health AS

<120> Agente de contraste

<130> PN0463

<160> 3

<170> Patentin, version 3.1

<210> 1

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> THIOETH

<222> (1)..(8)

<223> Puente tioéter entre residuos 1y 8

<220>
<221> Disulfuro

<222> (2)..(6)
<223> Puente tioéter entre residuos 2y 6

<400> 1
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Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly Lys
1 5 10

<210> 2

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>
<221> THIOETH
<222> (1)..(9)

<223> Puente tioéter entre residuos 1y 9
<220>

<221> DISULFID
<222> (2)..(6)

<223> Puente disulfuro entre residuos 2 y 6

<400> 2

Lys Lys Cys Arg §1y Asp Cys Phe Cys %y Lys
1

<210> 3
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<223> Péptido sintetizado

<220>

<221> THIOETH

<222> (1)..(8)

<223> Puente tioéter entre residuos 1y 8

<220>
<221> DISULFID
<222> (2)..(6)

<223> Puente disulfuro entre residuos 2 y 6

<400> 3

Iiys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys Gly
5

18



10

15

20

25

ES 2358745 T3

REIVINDICACIONES

1. Un agente de contraste de la formula general ():
Zy-L-V-Z; 0]
en la que

99m.

Z1 es un resto indicador de formula Y:M en la que M es " Tcy Yi es un agente quelante de formula (ll1):

HO-N=

ZT

Iz

HO-N=
(1),

Z, es un colorante de cianina que comprende 2 0 mas restos de acido sulfénico;

L es un enlace covalente, o:

0] representa un péptido que comprende 1-10 residuos de aminoacidos;
(ii) representa residuos de glicina, lisina, acido aspartico o serina;
(i) comprende una o mas unidades de acido dicarboxilico, unidades de etilenglicol o componentes similares a

PEG o combinaciones de los mismos;
(iv) comprende una o mas unidades de diclicolilo, glicolilo o succinilo o combinaciones de los mismos; o,

(v) es una unidad biomodificadora que comprende una estructura similar a PEG monodispersa de acido 17-
amino-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico de férmula (V)

H
H
ENWDMOMOMNY\D I
(o] (8]
m

(V)

en la que m equivale a un nimero entero de 1 a 10 y en la que la unidad terminal C es un resto amida.; y, V es un
resto de formula (VI)

Ra-C(:O)-Xl-Xz-X3-G-D-X4-X5-X6 (V|)

que comprende dos puentes de ciclizacion,
en la que,
X1 representa un enlace covalente 0 1, 2, 3, 4 0 5 residuos de aminoacidos;

X2 y X4 independientemente representan residuos de cisteina u homocisteina que forman enlaces de disulfuro o
tioéter, o residuos de aminoacidos capaces de formar un puente de ciclizacion tal como &cido aspartico y lisina,
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X3 representa arginina, N-metilarginina o un mimético de arginina;
Xs representa un residuo de tirosina, fenilalanina, 3-yodo-tirosina o naftilalanina,
Xe representa un residuo de aminoacido que contiene tiol,

Ra representa los restos -(CHz)s- 0 -(CH2)n-CsHa- capaces de formar un puente a cualquiera de Xz, X4 0 Xg; ¥ n
representa un namero entero positivo de 1 a 10.

2. Un agente de contraste segun la reivindicacién 1 en el que

X1 representa 1, 2, 3, 4 0 5 residuos de aminoacidos en el que al menos uno de los residuos de aminoacidos posee
una cadena lateral funcional tal como un grupo acido o amina preferentemente seleccionado de acido aspartico o
glutamico, lisina, ornitina, acido diaminobutirico o acido diaminopropiénico;

3. Un agente de contraste segin cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 en el que
X2y X4 independientemente representan residuos de cisteina u homocisteina

4. Un agente de contraste segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que
Xe representa un residuo de cisteina u homocisteina.

5. Una composicion radiofarmacéutica que comprende una cantidad efectiva de un agente de contraste de
Foérmula general | segln se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o una sal del mismo, junto con uno
0 mas adyuvantes, excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables, para su uso en la potenciacion del
contraste de imagen en las imagenes in vivo.

6. Uso de un agente de contraste de Formula | segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4
para la fabricacion de un agente de contraste para su uso en un procedimiento de diagnéstico de una enfermedad
asociada con la formacion de colageno.

7. Un procedimiento para generar imagenes mejoradas de un cuerpo humano o animal al que se le
administra una composicién de agente de contraste que comprende un agente de contraste de Férmula | segun se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, cuyo procedimiento comprende generar una imagen de al
menos parte de dicho cuerpo.

8. Un procedimiento para generar imagenes mejoradas de un cuerpo humano o animal al que se le
administra previamente una composicion de agente de contraste que comprende un agente de contraste de
Formula | segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, cuyo procedimiento comprende generar
una imagen de al menos parte de dicho cuerpo.

9. Un kit para la preparacién de una composicion radiofarmacéutica que comprende el agente de contraste de
férmula | segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en el que dicho kit comprende un conjugado
de ligando-quelato y un agente reductor, en el que dicho conjugado de ligando-quelato es de la férmula Y;-L-V-Z,
en la que Y1, L, Vy Z; son segln se define en la reivindicacion 1.

10. El kit de la reivindicacion 9 en el que el agente reductor es una sal estafiosa.

11. El kit de la reivindicacion 9 o 10 que adicionalmente comprende uno 0 mas estabilizantes, antioxidantes,
agentes volumétricos para liofilizacion y solubilizantes.
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