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DESCRIPCION

Analogos de somatostatina fotoactiva ciclada de la columna vertebral para la terapia fotodinamica y la formacién de
imagenes

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a andlogos de somatostatina fotoactiva que son péptidos de esqueleto-Na
ciclado restringidos conformacionalmente, asi como a los compuestos farmacéuticos que los contienen, los reactivos
para sintetizarlos, y los métodos para utilizar estos elementos en la obtencion de imagenes 6pticas y en la terapia
fotodinamica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La somatostatina (SST) es un tetradecapéptido ciclico que se encuentra en el sistema nervioso central y en
tejidos periféricos. Se aislo por primera vez de una muestra del hipotadlamo de un mamifero y fue identificado como un
importante inhibidor de la secrecion hormonal de la hipdfisis anterior. Entre sus multiples actividades bioldgicas se
incluye la secrecion de glucagén e insulina por parte del pancreas, la regulacién de la mayor parte de hormonas
intestinales y la regulacion de la segregacion de otros neurotransmisores relacionados con la actividad motriz y
procesos cognitivos dentro del sistema nervioso central (para mas detalle, véase Lambert, Endocrine Rev., 9:427,
1988). Ademas, la SST y su anélogos de somatostatina de esqueleto ciclado fotoactivos podrian ser de utilidad como
agentes antiproliferativos en el tratamiento de diferentes tipos de tumores. En su estado natural, la SST tiene un
potencial limitado como agente terapéutico, ya que muestra dos propiedades poco convenientes: su baja
biodisponibilidad y su corta duracion de accion. Por estos motivos, se han desempefiado grandes esfuerzos en
encontrar analogos de SST de mayor potencia, bioestabilidad, duracion de accion y selectividad.

[0003] Los diversos efectos fisioldgicos de la SST son inducidos por su vinculacion selectiva y de alta afinidad con cinco
receptores (SST-R1 designada, SST-R5) que forman parte de la superfamilia de los siete segmentos receptores
transmembrana (véase Reisine T., Bell GI., Endocrinology Rev., 16:427-442, 1995).

La somatostatina en el cancer y analogos de la SST radiomarcados

[0004] Debido a que los receptores SST estan presentes en una alta densidad en muchos tumores endocrinos y no
endocrinos, se ha tratado de llevar a cabo el diagnoéstico y tratamiento por medio de analogos radiomarcados de SST en
pacientes con cancer. La mayor parte de tumores muestran varios subtipos de receptores SST, aunque el subtipo SST-
R2 es el predominante. Los componentes radiomarcados especificamente orientados a receptores pueden detectar
sitios primarios, revelar lesiones metastasicas ocultas, servir de guia en intervenciones quirirgicas, detectar la etapa de
desarrollo de un tumor, predecir la eficacia de ciertos agentes terapéuticos o actuar como agentes radioterapéuticos de
utilidad, esto ultimo siempre y cuando estén marcados con radionuclidos apropiados. La abundancia de receptores SST
de alta afinidad en diferentes tipos de tumores permite el uso de andlogos radiomarcados de somatostatina en la
identificacion, visualizacién y localizacion in-vivo de dichos tumores (Lamberts et al. N. Engl. J. Med., 334:246 1996).

[0005] La técnica de la escintografia por medio del uso de trazadores de analogos de SST radiomarcados sirve para
localizar tumores y evaluar el potencial curativo del tratamiento crénico en pacientes con tumores inoperables con
presencia de receptores SST.

[0006] Recientemente se ha probado la eficacia de una serie de péptidos bioactivos marcados con 99m Tc como
agentes en la creacion de imagenes diagnosticas. Okarvi S.M. (Nuc. Med. Comm., 20:1093, 1999), habla sobre los
ultimos avances en radiofarmacos basados en péptidos marcados con 99m Tc.

[0007] Otra aplicacion de los analogos de SST radiomarcados es en el campo de la cirugia radioguiada. Esta técnica se
ha puesto en practica con éxito en cirugias de cancer medular de tiroides, tumores carcinoides y tumores de las células
de los islotes pancreaticos.

[0008] Recientemente, la radio imagen con receptores SST se ha utilizado con éxito en la deteccidon de rechazos del
aloinjerto cardiaco (Aparici et al. Eur. J. Nuc. Med. 27:1754, 2000). Linfocitos activados infiltrados muestran que los
receptores SST vy, por tanto, la obtencion de imagenes con receptores SST, podrian utilizarse para detectar y encontrar
dicho rechazo.

Creacién de imagenes Gpticas

[0009] El interés por la obtencion de imagenes Opticas de tumores por medio de péptidos marcados con colorante
fluorescente ha aumentado recientemente gracias al éxito clinico del uso de radiopéptidos como agentes diagndsticos y
terapéuticos. Ademas, la obtencién de imagenes Opticas in-vivo se utiliza para evaluar objetivos moleculares especificos
en terapia génica y molecular (Allport et al. Exp. Hematol. 29, 1237-1246, 2001). En la obtencion de imagenes Opticas
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(también conocida como diagndstico por terapia fotodinamica o PDD), el paciente nunca esta expuesto a radiacion
ionizante externa (por ejemplo, TC) ni se le inyecta nunca componentes radioactivos (por ejemplo, radiofarmacos de
medicina nuclear). De este modo se evita la radiacion y la radiactividad, de manera que dicha técnica es mas aceptable
para la opinién publica general. El uso de conjugados de péptidos en la creacion de imagenes se ha demostrado in-vivo
con experimentos enfocados al receptor de somatostatina en ratas con tumores con presencia de receptores de
somatostatina, de acuerdo con estudios de Licha et al. (Bioconjugate Chem. 12, 44-50, 2001) y Achilefu et
al. (Investigative Radiology 35, 479-485, 2000). WO 00/61194 revela conjugados de péptidos de somatostatina
utilizados como agentes de contraste para el diagnéstico por imagen. WO 03/003806 revela compuestos de azidas
marcadas, incluyendo ligandos de somatostatina, para fototerapia dual de tumores y otras lesiones. Por su parte, WO
03/004466 revela derivativos de sulfenatos colorantes y sus bioconjugados con igual propésito.

[0010] U.S. 5,211,938 expone un método para la deteccion de lesiones malignas y no malignas por fotoquimioterapia
con precursores de protoporfirina 1X. JP 2000-342297 presenta un método de diagnéstico de células cancerosas por
hibridacion genémica comparada con sondas marcadas con colorante fluorescente.

[0011] La mayor parte de métodos actuales en cuanto a la deteccion de cancer por medio de sistemas de deteccion por
fluorescencia requiere el uso de dispositivos de intervencion, como endoscopios con capacidad para producir
determinadas frecuencias luminosas en la zona deseada del paciente. Dichos endoscopios iluminan la zona objetivo
donde se sospecha la ocurrencia de cancer. La luz producida a una frecuencia concreta ilumina una zona que
previamente se ha sometido a algun tipo de marcador fluorescente, como la porfirina, que hace que las células malignas
se iluminen o se tifian de fluorescente bajo una luz de determinada frecuencia. En estos casos, la introduccion de un
endoscopio en el cuerpo del paciente hace necesario el uso de algun tipo de sedacion o anestesia local o general. Una
vez que se ha localizado un tumor mediante el uso de un dispositivo de intervencion, se podra utilizar fotoquimioterapia
u otro tipo de terapia, dependiendo del tipo de tumor. Sin embargo, antes de llevar a cabo el tratamiento en si, es
necesario realizar un estudio que confirme el cancer. Asi, es necesario hacer una prueba del tumor por medio de la
correspondiente biopsia. Dicho procedimiento también requiere algin tipo de sedacién o anestesia. Esto significa que
los métodos tradicionales para confirmar la malignidad de un tumor pueden requerir al menos dos procedimientos
quirurgicos. U.S. 6,316,215 demuestra métodos para la deteccién de cancer mediante el uso de técnicas de deteccion
con colorantes fluorescentes y periodos de integracion de carga de la imagen seleccionables. Segun su autor, dichos
métodos permiten un diagndéstico seguro, fiable, poco costoso y minimamente invasivo.

Terapia Fotodinamica

[0012] Una aplicacién adicional de los conjugados de péptidos Opticamente activos con el receptor como objetivo
especifico es la terapia fotodindmica (PDT). LA PDT es una técnica médica que se usa principalmente en la extirpacion
quirurgica del cancer. En la PDT, al paciente se le administra un farmaco PDT, después, una vez que el farmaco se ha
acumulado en el tumor, este es irradiado con una luz de una longitud de onda especifica por medio de un sistema de
iluminacion especial. Ciertas moléculas fotoactivas (la mayor parte de la familia de las porfirinas), al recibir irradiacién
con una luz de una determinada longitud de onda en presencia de oxigeno, producen especies de oxigeno reactivas
(ROS en sus siglas en inglés) dentro de las células cancerosas. Las ROS matan a la célula, por lo que constituyen una
ayuda terapéutica en el tratamiento del cancer. En el tratamiento del cancer, la PDT combina la luz y el oxigeno
enddgeno con un fotosensibilizante localizado dentro o alrededor del tumor. Al irradiar el sensibilizante, se produce una
cascada de reacciones bioquimicas que inactivan las células cancerosas bien por medio de ataque directo a los sitios
celulares, bien de forma indirecta induciendo dafio vascular a los vasos sanguineos que irrigan el tumor.

[0013] Debido a que muchos farmacos PDT se vuelven fluorescentes al ser iluminados con otra longitud de onda
especifica, se puede usar los mismos componentes para la creacion de imagenes de un cancer usando un dispositivo
especial de imagenes espectrales. Las imagines espectrales se pueden usar para localizar un tumor en la reseccion
quirdrgica, para localizar un tumor residual para su reseccién de control y para guiar las consiguientes PDT. La eficacia
terapéutica de la PDT puede medirse en tiempo real mediante imagenes con marcadores fluorescentes durante la
PDT. Todos los procedimientos mocionados anteriormente podrian ser factibles en quiréfano, en endoscopias y en
procedimientos externos.

[0014] Cada vez se incorporan a los procedimientos clinicos de rutina un mayor nimero de procedimientos PDT
aprobados. La PDT esta aprobada en los Estados Unidos de América, Canada, Paises Bajos, Alemania y Japon para
canceres de pulmén, del tracto digestivo, y del tracto genitourinario. También se esta evaluando el uso de Photofrin®
como protocolo para el tratamiento de cancer de cabeza, del area del cuello y para el tratamiento del cancer de
pancreas, también como posible terapia para el sarcoma de Kaposi, para canceres de cerebro, de mama (tanto
primarios como metastaticos), de piel y de abdomen. A pesar de que la eficacia de Photofrin® contra una serie de
tumores malignos se ha podido demostrar, no es el fotosensibilizante «perfecto». Recientemente, se ha sugerido la
utilizacién de nuevas porfirinas solubles en agua con propiedades mejoradas (Hilmey et al J. Med. Chem. 45, 449-
461,2002).

[0015] Hasta la fecha, las aplicaciones de la PDT han empleado moléculas no enfocadas a los receptores. Los
mecanismos por los cuales las células cancerosas absorben farmacos PDT que no tienen estas células por objetivo
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todavia no se han podido explicar bien. Se han obtenido proporciones de concentracion de farmaco en células objetivo y
no objetivo de tan sélo 2-5. Existe una serie de apuntes en la literatura de farmacos receptores de PDT con conjugados
biomoleculares objetivo que demuestran su eficacia in-vitro. De Luca et al. (J. Pep. Sci. 7, 386-394, 2001), describen
igualmente la sintesis y caracterizacion del conjugado de porfirina CCK8 en el que la porfirina se utiliza como quelante
del Indio, pero no se hace mencién a la PDT. Del Governatore et al. (Cancer Res. 60, 4200-4205, 2000), demostraron
in-vivo el uso de un construido de cloro-anticuerpo para PDT especifica para cancer colorrectal, pero ninguna de las
publicaciones del campo mencionadas incluye la demostracién in-vivo del uso de péptidos orientados a receptores en la
PDT.

[0016] U.S. 5,308,608 y 5,149,708 versan sobre tipos especificos de componentes de porfirina que se podrian usa en la
deteccién, fotosensibilizacion o destruccion de material bioldgico objetivo cuando el tejido objetivo entra en contacto con
dicha porfirina, y se irradia con una luz que excita el componente. WO 01/15694 y WO 00/41727 exponen métodos y
compuestos para PDT con un tejido objetivo mediante el uso de una fuente luminosa que transmita la luz al area de
tratamiento de forma transcutanea, preferiblemente. U.S. 6,054,449 trata componentes y métodos para PDT de
hiperplasia intimal y otras enfermedades. US 6,333,319 propone el uso de derivados de la bacterioclorofila en métodos
PDT, y, por su parte, US 6,147,195, US 5,726,169, US. 5,955,585 y US 5,650,292 hablan de conjugados de la clorofila y
la bacterioclorofila con péptidos utilizados como fotosensibilizantes y la terapia fotodinamica en el diagnéstico de
tumores. La US 6,217,848 versa sobre péptidos con colorantes de cianina e indocianina, conjugados para el
diagndstico y terapia por imagenes, y habla, en concreto, de analogos de la somatostatina en su uso para la cirugia
guiada para la deteccion de tumores de micrometéstasis por laparoscopia.

Analogos de péptidos mejorados

[0017] Como resultado de importantes avances en quimica organica y biologia molecular, en la actualidad se puede
preparar muchos péptidos bioactivos en cantidades suficientes para su uso farmacéutico y clinico. Asi, en los ultimos
afios, una serie de métodos se han impuesto para el tratamiento y el diagnéstico de enfermedades en las que los
péptidos estan implicados. Sin embargo, el uso de péptidos como agentes terapéuticos y de diagnosis se ha visto
limitado a causa de los siguientes factores: a) penetracion en el tejido; b) poca estabilidad metabdlica en la protedlisis en
el tracto gastrointestinal y en sérum; c) baja absorcion tras ingestion oral, debido, sobre todo, a que tienen una masa
molecular relativamente elevada y a la falta de un sistema especifico de transporte, 0 a una combinacién de ambos; d)
rdpida excrecion a través del higado y los rifiones; y e) efectos secundarios indeseados en sistemas organicos no
objetivo, dado que los receptores de péptidos pueden encontrarse distribuidos por todo el organismo.

[0018] Seria conveniente conseguir péptidos analogos con una mayor especificidad para poder conseguir una mejor
selectividad clinica. Lo mas beneficioso seria producir péptidos analogos conformacionalmente restringidos, para poder
superar los obstaculos que presentan las moléculas de los péptidos nativos, y asi poder proporcionar propiedades
terapéuticas mejoradas.

[0019] Un nuevo enfoque conceptual respecto a las limitaciones de forma de los péptidos fue introducido por Gilon et
al. (Biopolymers 31:745, 1991), quien propuso la ciclado de péptidos esqueleto-esqueleto. Las ventajas de esta
estrategia comprenden la capacidad de tener un efecto de ciclado por medio de carbonos o nitrégenos del esqueleto del
péptido sin por ello interferir con cadenas laterales que podrian ser cruciales en la interaccion con receptores
especificos de un péptido en concreto. Otras obras de Gilon y sus compafieros (WO 95/33765, WO 97/09344, US
5,723,575, US 5,811,392, US 5,883,293 y US 6,265,375), aportaron métodos para producir unidades estructurales para
su formacion requeridas en la sintesis de analogos de péptidos de esqueleto ciclado. También se expuso gran éxito
obtenido en la puesta en practica de estos métodos para producir analogos de esqueleto ciclado de bradiquinina (US
5,874,529), y somatostatina (WO 98/04583, WO 99/65508, WO 99/65508, US 5,770,687, US 6,051,554, y US
6,355,613). WO 02/062819 propone analogos de SST de esqueleto ciclado radiomarcados para la obtencion de
imagenes oOpticas y con fines terapéuticos. Todos estos métodos estan integramente incluidos en el presente
documento, por referencia.

[0020] Sigue existiendo la necesidad de producir analogos sintéticos de SST con una mayor estabilidad in-vivo, para su
uso diagndstico y terapéutico, como agentes marcados con fraccion fotoactiva, para la obtencion de imagenes 6pticas
in-vivo, in-vitro y ex-vivo, y como agentes terapéuticos usados en la terapia fotodindmica. Seria también deseable
conseguir generar analogos de péptidos con una mayor especificidad en relacion a los subtipos de receptores para
poder mejorar la selectividad diagndstica y asi dilucidar el perfil especifico del receptor de SST para cada paciente a la
hora de planificar la terapia y/o cirugia. Los analogos SST de esqueleto ciclado que cumplen especificamente con estos
criterios son los que se presentan en esta invencion. Ninguno de los estudios anteriores nos ensefia o sugiere los
analogos de somatostatina de esqueleto ciclado con marcador fotoactivo que presenta esta invencion, con una mejora
en su actividad y selectividad diagndsticas y terapéuticas.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0021] La presente invencién presenta un conjugado de péptidos de esqueleto ciclado orientados especificamente a los
receptores de somatostatina con fracciones fotoactivas para la obtencion intraoperativa de imagenes Opticas, para el
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cribado, la terapia fotodinamica y el control en tiempo real de la eficacia de la PDT. El alcance de la invencion esta
descrito en las reivindicaciones.

[0022] Segun un aspecto de la presente invencion, este novedoso analogo fotoactiva de la somatostatina es un analogo
de péptido ciclico con objetivo especifico de receptores subtipo de la SST y puede ser utilizado para individualizar el
diagnostico y el tratamiento de tumores por medio de la aplicacion de reactivos especificos para el receptor.

[0023] Los péptidos ciclicos de la presente invencion se diferencian de la SST nativa en que son analogos de la SST de
esqueleto ciclado que poseen propiedades Unicas y superiores, como estabilidad quimica y metabdlica, selectividad,
mayor biodisponibilidad y una mejor farmacocinética. Estos analogos estan, ademas, marcados con fracciones
fotoactivas, siempre que los procesos de marcado y los conjugados mantengan o superen las propiedades favorables
de dichos andlogos de la SST de esqueleto ciclado en lo que se refiere a unirse a los receptores especificos de la
somatostatina.

[0024] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, estos nuevos péptidos analogos con propiedades
fotoactivas se caracterizan por la incorporacion de unidades estructurales con grupos «puente» unidos a los nitrégenos
alfa y los aminoéacidos alfa. Mas en concreto, estos componentes son analogos de la SST de esqueleto ciclado
fotoactivos que cuentan con una secuencia de péptidos de tres a veinticuatro aminoacidos, cada somatostatina
fotoactiva de esqueleto ciclado incorpora al menos una unidad estructural, que a su vez contiene un atomo de nitrégeno
del esqueleto del péptido, que esta conectado a un grupo puente que se compone de una amida, un tioéter, un tioéster,
disulfuro, urea, carbamato, o sulfonamida, en el que al menos una unidad estructural esta conectada mediante dicho
grupo puente para formar una estructura ciclica con una fraccién del grupo que consiste en una segunda unidad
estructural, la cadena lateral de un residuo de aminoacido de la secuencia o un residuo terminal de
aminoacido. Preferiblemente, la secuencia del péptido incorporara entre 3 y 14 residuos, més preferiblemente de 4 a 12
aminoacidos, y aun mas preferiblemente, de 5 a 9 aminoécidos.

[0025] Otro aspecto de la invencion es que los componentes de la presente invencion son péptidos de esqueleto ciclado
conjugados con fracciones fotoactivas bajo la estimulacién necesaria, con una longitud de onda de luz fluorescente
determinada, a una o més de una longitud de onda. Ademas, tienen la capacidad de volverse fluorescentes bajo una o
méas de una longitud de onda, y generar especies de oxigeno reactivas a otra (u otras) longitud de onda, para la
obtencion de imagenes y la terapia de neoplasmas u otras enfermedades.

[0026] EI principal inconveniente de la PDT es que, tal y como se aplica hoy en dia, los componentes que se utilizan
presentan una baja selectividad respecto al tejido del tumor, lo que puede causar dafios a tejido sano durante la
irradiacion y también durante los largos periodo tiempo en los que el paciente que esta sometiendo a PDT debe evitar la
exposicion a la luz del sol. Los componentes de la presente invencion poseen una selectividad tumoral mucho mayor
que la de los farmacos a la venta en la actualidad. La proporcién entre tejido tumoral y tejido sano obtenida con
farmacos no especificos para PDT es de 2-4, mientras que los componentes de la presente invencién podrian conseguir
proporciones de 10-50 o méas. De hecho, loas analogos de somatostatina de esqueleto ciclado fotoactivos (descrita en
WO 02/062819), han demostrado conseguir proporciones de alcance de los receptores de somatostatina objetivo de
47:1 (pancreas y musculo).

[0027] Si adquieren una forma, los andlogos de somatostatina de esqueleto ciclado de la presente invencién estan
unidos por enlace covalente a la fraccion fotoactiva gracias a uno de los grupos funcionales libres disponibles en el
péptido. Preferiblemente, la fraccion fotoactiva del analogo estara unida por enlace covalente al nitrégeno terminal del
péptido padre. Otra opcién preferente es que la fraccién fotoactiva del andlogo esté unida por enlace covalente a la
amina alfa de un residuo de lisina C-terminal.

[0028] Segun otra posible formacion de la presente invencién, los andlogos de somatostatina de esqueleto ciclado
fotoactivos con objetivo SSTR poseen caracteristicas apropiadas para la guia quir(rgica intraoperativa en la reseccion
de tumores neuroendocrinos y otros tumores con presencia de SSTR, asi como en PDT guiada por imagenes cuyo
objetivo son receptores en tumores neuroendocrinos y otros tumores con presencia de SSTR.

[0029] La presente invencidn hace posible, por primera vez, la obtencion de un panel de analogos de somatostatina de
esqueleto ciclado fotoactivos con la selectividad del receptor de somatostatina deseada o con combinaciones de
selectividad del receptor. Esto abre las puertas a su uso terapéutico y diagnostico en diferentes tipos de cancer y otras
enfermedades que se caracterizan por la presencia de receptores de somatostatina, de acuerdo con las necesidades
especificas de cada paciente y cada enfermedad.

[0030] Con otra formacion posible de la presente invencion, los andlogos de somatostatina de esqueleto ciclados con
marcador fotoactivo tienen una mayor afinidad y selectividad hacia subtipos especificos de somatostatina. Ciertas
conformaciones especificas proporcionan nuevos analogos de somatostatina de esqueleto ciclado que presentan una
selectividad de receptor a los subtipos SST-R 2, 5 0 a los subtipos SST-R 2 y 5. Otras formaciones proporcionan
analogos de somatostatina de esqueleto ciclado que vinculan mas de dos receptores SST. Otra formacion proporciona
andlogos que podrian tener la ventaja de incluir estructuras biciclicas con al menos una estructura ciclica que conecte
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dos unidades estructurales, y una segunda estructura ciclica que sea seleccionada de entre el grupo cadena lateral-
cadena lateral; esqueleto-esqueleto; y esqueleto-terminal.

[0031] La presente invencion proporciona componentes que, utilizados por separado, se pueden formular para formar
compuestos farmacolégicos que se administran al sujeto o se aplican a un objetivo in-vitro por medio de técnicas ya
conocidas, y son Utiles para la diagnosis y el tratamiento de enfermedades cancerosas y otro tipo de enfermedades.

[0032] Los compuestos farmacoldgicos que contienen analogos de somatostatina de esqueleto ciclado con marcador
foto activo y un portador o diluyente aceptables representan otra formacion posible de la invencion, al igual que los
métodos para el tratamiento de cancer en terapia fotodindmica con objetivo especifico que utilice dichos
compuestos. Los compuestos farmacoldgicos en relaciéon con la presente invencion tienen la ventaja de contener como
minimo un péptido de esqueleto ciclado que sea selectivo para uno o mas receptores del subtipo SST. Estos
compuestos pueden administrarse por medio de cualquier via de administracion conveniente, ya sea oral, tépica o
sistémica. Dentro de las vias de administracion se incluye, sin que eso suponga una limitacién, vias parenterales como
las inyecciones intravenosas, intracisternales, intraarteriales o intramusculares, asi como por via intranasal o por
administracion oral.

[0033] En la invencion también se describe un método para el tratamiento y el diagnostico de enfermedades
relacionadas con la somatostatina en animales, preferiblemente en humanos, que consiste en administrar una cantidad
eficaz desde el punto de vista terapéutico de los analogos de SST de esqueleto ciclico de la invencion.

[0034] Sigue una lista no restrictiva de enfermedades y sintomas susceptibles de deteccién y tratamiento con los
componentes de la presente invencion: destruccién de tejido tumoral en tumores sélidos; tratamiento de enfermedades
topicas; tratamiento sistémico de tumores y neoplasias del aparato respiratorio, las cervicales, de esofago, cancer de
colon, y diagnéstico de estas; cancer de estfago y de vejiga; tratamiento de cancer de pulmén endobronquial superficial
de células no pequefias (carcinoma in situ o tumores micro invasivos) en pacientes para los que la cirugia y la
radioterapia no estan indicadas; reduccion de obstruccion y paliativos para sintomas en pacientes con cancer de pulmon
endobronquial obstructivo de células no pequefas; estadios avanzados de eséfago de Barrett (una enfermedad pre-
cancerosa que tiene ligar cuyo el revestimiento del es6fago se convierte en tejido de tipo estomacal en respuesta a un
reflujo acido cronico, o acidez); cancer de pulmén micro invasivo (estadio temprano); cancer de pulmén endobronquial
micro invasivo de células no pequefias, sobre todo en pacientes para los que la cirugia o la radioterapia no estan
indicadas; cancer de pulmén avanzado; cancer de es6fago obstructivo o parcialmente obstructivo (paliativo para facilitar
tragar alimentos o bebida); lesiones cutaneas pre-cancerosas del rostro o el cuero cabelludo llamadas queratosis
actinicas; hiperplasia intimal; canceres de cabeza la region del cuello; cancer de pancreas; sarcoma de Kaposi;
canceres cerebrales, de mama (tanto primarios como metastéaticos), de piel y de abdomen.

[0035] Los componentes de la presente invencion se pueden utilizar sélos o ser marcados con un radiois6topo u otro
medio terapéutico o de deteccidn para el diagndstico y tratamiento de dichas enfermedades.

[0036] Ademas, la presente invencion propone anélogos de somatostatina de esqueleto ciclados fotoactivos que pueden
utilizarse como compuestos diagndsticos en métodos de diagnosis de cancer y en la obtencion de imagenes de tumores
existentes o de sus metastasis, y en la deteccion de rechazos de aloinjertos, incluyendo el cardiaco, aunque no
limitados a este. Los métodos para el diagndstico de cancer y de rechazos de aloinjerto incluyen la administracion de
analogos de somatostatina de esqueleto ciclado marcados con una fraccion fotoactiva detectable a un mamifero, que
puede ser un paciente humano. Los métodos para el diagndstico o la obtencién de imagenes de cancer y rechazo de
aloinjertos utilizan estos compuestos representa otra posible aplicacién de esta invencion.

[0037] Teniendo en cuenta otro aspecto de la invencion, los compuestos se utilizan para obtener imagenes de un
cancer usando un dispositivo especial de imagen espectral. La imagen espectral puede usarse para localizar un tumor
para reseccion quirlrgica, para localizar tumores residuales para su reseccion de control y para guiar la consiguiente
PDT. La eficacia terapéutica de la PDT se puede monitorizar a tiempo real por medio del uso de marcadores
fluorescentes en la obtencion de imagenes durante la PDT. Todos los procedimientos mocionados anteriormente
podrian ser factibles en quir6fano, en endoscopias y en procedimientos externos.

[0038] Otra posible formacion de la presente invencion proporciona compuestos y composiciones farmacolégicas que
pueden ser de utilidad en técnicas de hibridacion gendémica y tener aplicaciones en la terapia génica de células que no
presentan de forma natural o de forma adecuada receptores de somatostatina, usando un vector que puede llevar a
cabo sélo la SST-R o la SST-R junto con otros productos génicos o terapéuticos. Otra posible aplicacion proporciona
compuestos que podrian utilizarse para terapia celular de células genéticamente modificadas, mediante la aplicacién a
dichas células para que presenten SST-R (para obtencién de imagenes/terapia) Gnicamente o junto con otros productos
génicos.

[0039] También se presentan métodos para administrar al sujeto una cantidad eficiente desde el punto de vista
terapéutico de un agente fotosensibilizante determinado. La intensidad de la luz es relativamente baja, pero se emplea
una fluorescencia total alta para garantizar la activacién del agente fotosensibilizante. Esta sustancia se une al tejido
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objetivo preferiblemente, en concreto, a las células que presentan receptores de somatostatina. A continuacion se
aplica una luz con una longitud de onda y una banda de frecuencias que se corresponden con las que absorbe la
sustancia objetivo.

[0040] Algunos de los analogos de somatostatina en relacion con esta invencion podrian contener uno o mas isémeros.
La presente invencién incluye dichos isémeros bien en combinacidn, bien aislados individualmente.

[0041] Una formacién especifica de la presente invencién supone que las fracciones fotoactivas preferibles se sometan
a excitacion fluorescente y puedan volverse fluorescentes a una longitud de onda mayor de 630nm.

[0042] Otra formacién de la presente invencion supone que las fracciones fotoactivas preferibles para PDT y para
monitorizar en tiempo real la eficacia de la PDT sean fracciones que ademas de poder volverse fluorescentes a una
longitud de onda concreta, puedan generar especies de oxigeno reactivas a una longitud de onda diferente. Las
longitudes de onda para producir excitacién fluorescente, emision fluorescente o excitacién fotodinamica seran
preferiblemente mayores o iguales a 630nm, permitiendo asi que la luz penetre en el tejido. La invenciéon también
propone la combinacion de formaciones, en los casos en los que un complejo en particular sea de utilidad tanto en la
obtencién de imagenes épticas y en terapia fotodinamica. Asi mismo, la invencion establece los métodos para sintetizar
y usar dichos péptidos de esqueleto ciclico, reactivos de esqueleto ciclico y composiciones con marcador fotoactivo.

[0043] Sigue una lista de los andlogos somatostatina de esqueleto ciclado con marcador fotoactivo preferidos por la
invencion en la actualidad:

[0044] En los andlogos de somatostatina de esqueleto ciclado preferidos en relacién con la invencién, el péptido esta
unido a la fraccion fotoactiva por medio de un elemento de enlace para formar una estructura que responda a la Férmula
general Numero 1:

Z-Q-PTR Formula N° 1

en la que Z es una fraccion fotosensible; Q es el enlace directo, o una fraccion de unién que puede conectarse a un
grupo libre funcional del péptido; y PTR es la somatostatina de esqueleto ciclado, descrita a continuacion.

[0045] Preferiblemente, la unién Q se conecta al N-terminal del péptido por enlace peptidico.

[0046] En concreto, Q es seleccionada de un grupo consistente en un enlace directo, acido aminohexanoico, acido
aminopentanoico, BAla, GABA y Gly; la fraccion fotoactiva Z se selecciona de un grupo consistente en 5-(4-
((oxocarbonilo)metil)fenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina; 5-(4-carboxifenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina; 5-
(4-((aminocarbonyl) metil)fenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina;  5-(4-((oxocarbonilo)metil)fenilo)-10,15,20-trifenilo-
21,23H-de cloro (isémeros mixtos); 5-(aminotionilo)fluoresceina; 4-sulfonilo-2-sulfo-Lisamina™ rodamina B; 2-sulfonilo-
4-sulfo-Lisamina™ rodamina B (isémeros mixtos); y 5- y 6-carboxifluoresceina (isdmeros mixtos); y PTR se selecciona
de un grupo de:

PTR 3207 con la estructura DPhe-Cys*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2;
PTR 3213 con la estructura GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2;

PTR 3219 con la estructura DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2;
DesGABA-PTR 3173 con la estructura Phe-Trp-DTrp- Lys-Thr-Phe-GlyC3*-NH2;
Los asteriscos sefialan los puntos de ciclado.

[0047] Otros compuestos preferidos de la presente invencion contienen analogos de somatostatina de esqueleto ciclado
fotoactivos que responden a la Formula Namero 2:

Z-Lys(GABA-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyC3)-NH2 Férmula N° 2
en la que Z es una fraccion fotosensible conectada al nitrégeno alfa de la lisina C-terminal, y en la que el péptido entre
paréntesis esta conectado a Lys Epsilon amina y ciclido por medio de un enlace peptidico formado entre el nitrdgeno
terminal GABA y la unidad estructural de carboxilato Gly-C3.

[0048] Preferentemente, la fraccién fotoactiva Z sera un derivativo fluorescente conectado al nitrégeno alfa de la lisina
C-terminal por medio de un elemento de unién seleccionado de la tiourea o un enlace peptidico.

[0049] En la actualidad, los somatostatina fotoactiva de esqueleto ciclados preferidos para la presente invencion son los
compuestos descritos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Estos somatostatina fotoactiva de esqueleto ciclados demostraron gran afinidad a la SST-R2
humana (en una escala nanomolar 1-10)

Péptido Secuencia

1007A-01 5- y 6- carboxifluoresceina-Dab*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-
Phe- GlyC3*-NH2

1017A-01 5- y 6- carboxifluoresceina-Lys(GABA*-Phe-Trp-DTrp-Lys-
Thr-Phe-GlyC3*)-NH2

YS-1-86 5-(aminotiol(fluoresceina-GABA-DPhe-Cys*-Phe-Trp-
DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2

YS-1-70 5-(aminotiol(fluoresceina-aminopentano-DPhe-GlyS2*-
Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2

YS- 1-62 5-(aminotiol(fluoresceina- Ala-DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-
DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2

YS-1-64 5- y 6- carboxifluoresceina-f Ala-DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-
DTrp-Lys-Thr-he-GlyS2*-NH2

YS-1-48 5- y 6- carboxifluoresceina-GABA-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-
Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2

YS-1-68 5- y 6- carboxifluoresceina-GABA-DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-
DTrp Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2

Los asteriscos sefialan los puntos de ciclado. El grupo puente estd conectado entre el derivativo Na-w-

funcionalizado del residuo marcado con un asterisco y el grupo libre funcional del segundo residuo marcado o el

segundo derivativo Na-w-funcionalizado.

[0050] Estos andlogos de somatostatina de esqueleto ciclado fotoactivos se preparan incorporando al menos un
derivativo Na-w-funcionalizado de un amino&cido a una secuencia de péptido y a continuacion ciclando selectivamente
el grupo funcional con uno de la cadena lateral de los aminoacidos en la secuencia de péptido, con uno de los
terminales del péptido, o con otro aminoacido derivativo w-funcionalizado.

[0051] Otro aspecto de la presente invencidén presenta métodos para preparar analogos de somatostatina de esqueleto
ciclado fotoactivos. Cada reactivo contiene analogos de somatostatina de esqueleto ciclado fotoactivos con un enlace
covalente unido a la fraccion fotoactiva.

BREVE DESCRIPCION DE LOS GRAFICOS
[0052]

La Figura 1 describe el porcentaje de inhibiciébn de SRIF-14 vinculado a hSST-R2 por medio de somatostatina de
esqueleto ciclado, como se describe en el ejemplo 4.

La Figura 2 describe la biodistribucion en diferentes tejidos de ratones portadores de cancer humano H69 implantado
subcutdneamente por medio de espectrofluorimetria con fibra optica.

La Figura 3 muestra los resultados de imagenes espectrales ex-vivo de componentes fluorescentes n° 62 con objetivo
especifico SSTR 24 horas después de la inyeccion intravenosa a ratones portadores de cancer humano H69 implantado
subcutaneamente. 1 = pulmoén, 2 = rifidén, 3 = dermis, 4 = tumor.

La Figura 4 muestra los resultados ex-vivo de componentes fluorescentes n° 86 con objetivo especifico SSTR 24 horas
después de la inyeccion intravenosa a ratones portadores de cancer humano H69 implantado subcutaneamente. 1 =
pulmoén, 2 =rifidén, 3 = dermis, 4 = higado, 5 = pancreas, 6 = bazo, 7 = tumor.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0053] Segun la presente invencion, los analogos peptidicos son ciclados por medio de grupos “puente” unidos al
nitrégeno alfa de los aminoacidos, lo que posibilita nuevos enlaces no peptidicos. En general, los procedimientos
utilizados para formar dichos analogos peptidicos a partir de unidades estructurales dependen de los principios ya
conocidos de sintesis de péptidos. Lo mas conveniente es que los procedimientos utilizados se desarrollen segun los
principios ya conocidos de sintesis de péptidos en fase sélida.

[0054] Los métodos para el disefio y la sintesis de analogos de esqueleto ciclado segln la presente invencion se
pueden encontrar detallados en las patentes US 5,811,392; 5,874,529; 5,883,293; 6,051,554; 6,117,974; 6,265,375;
6,355,613, y en las solicitudes internacionales WO 95/33765; WO 97/09344; WO 98/04583; WO 99/31121; WO
99/65508; WO 00/02898; y WO 00/65467.

[0055] Las ventajas mas destacables del proceso de ciclado de esqueleto son: 1) el ciclado de la secuencia del péptido

se obtiene sin poner en riesgo ninguna de las cadenas laterales de los péptidos, de forma que se disminuyen las
probabilidades de tener que renunciar a grupos funcionales cuyo reconocimiento bioldgico (por ejemplo, los vinculos con
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determinados receptores) y funcion son esenciales; 2) la optimizacién del péptido se obtiene permitiendo una
permutacion de la longitud del puente, y del tipo de elemento de enlace (por ejemplo, amida, disulfuro, tioeter, tioester,
urea, carbamato, o sulfonamida, etc.), la direcciéon del enlace, y la posicién del enlace dentro del anillo; 3) el puente se
puede disefiar de manera que se minimice la interaccién con la regién activa del péptido y su receptor especifico, en los
casos de ciclado de péptidos lineales de actividad ya conocida. Esto rebaja las posibilidades de que el brazo de ciclado
interfiera en el reconocimiento y la funcién, y crea ademas un sitio adecuado para la uniéon de elementos como
marcadores radioactivos, farmacos citotéxicos, sustancias fotoactivas, u otros marcadores que se desee usar.

[0056] A diferencia de la SST nativa y de los analogos de SST conocidos y mencionados en estudios anteriores, los
péptidos ciclicos de la presente invencién son analogos de SST de esqueleto ciclado que poseen propiedades Unicas y
superiores, como estabilidad metabdlica, selectividad, una mayor biodisponibilidad y una mejor farmacoquinética.
Ademas, estos analogos estaran marcados con fracciones fotoactivas, siempre y cuando los métodos para marcarlos y
los conjugados mantengan o aumenten las propiedades favorables de estos analogos de SST de esqueleto ciclado.

Terminologia y definiciones

[0057] E término “analogo de la somatostatina” se refiere preferiblemente a que las moléculas son capaces de imitar al
menos una de las acciones de la somatostatina. El término “analogo” indica, ademas, que la molécula posee la
secuencia de aminoacidos segln la invencion a excepcién de uno o mas cambios de aminoacidos. El disefio de
“analogos” apropiados puede hacerse con ayuda del ordenador. Un analogo peptidico segun la presente invencion
puede, opcionalmente, comprender al menos un elemento de enlace que reemplace a una amida, por ejemplo, un
enlace de urea, de carbamato, de sulfonamida, de hidracina, u otro enlace covalente.

[0058] En este documento, “péptido” indica una secuencia de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Siempre
que se mencione los términos “péptido de la invencidon” o “analogos de la invencion” en las presentes especificaciones y
reivindicaciones, se incluye también las sales y derivativos funcionales resultantes, siempre y cuyo la actividad biol6gica
del péptido con respecto a la SST se mantenga. Los derivativos funcionales de los péptidos de la invencion abarcan
derivativos que se puedan preparar a partir de los grupos funcionales que se forman como cadenas laterales de los
residuos de los grupos terminales N- y C-, por medio de técnicas ya conocidas, y se incluyen en la invencién siempre
gue sigan siendo aceptables desde el punto de vista farmacéutico, esto es, por ejemplo, si no destruyen la actividad de
dicho péptido. Estos derivativos pueden, entre otros, incluir ésteres alifaticos de los grupos carboxilo, amidas de los
grupos carboxilo producidas por reacciéon con amonio o con aminas primarias o secundarias, derivativos N-acilo de
grupos amino libres de los aminoacidos residuales formados por reaccion con fracciones de acilo (por ejemplo, grupos
de alcanos o de aroil carbociclico) o derivativos de O-acilo de grupos hidroxilo libres (por ejemplo, los de residuos de
seril o treonil) formados por reaccion con fracciones de acilo. Las sales de los péptidos de la invencion que esta
comprende son aquellas sales organicas e inorgénicas fisiolégicamente aceptables.

[0059] EIl uso del térmico “péptido de esqueleto ciclado” o “analogo de esqueleto ciclico” se refiere en el presente
documento a un analogo de un péptido lineal que contenga una secuencia peptidica de entre 3 y 24 aminoécidos,
preferiblemente, y que incorpore al menos una unidad estructural o unidad, que a su vez contenga un atomo de
nitrégeno del esqueleto del péptido conectado a un grupo “puente” que esté formado por una amida, tioeter, tioéster,
disulfuro, urea, carbamato, o sulfonamida, en el que al menos una unidad estructural esté conectado por medio de dicho
puente para formar una estructura ciclica con una fraccion seleccionada del grupo consistente en una segunda unidad o
blogue, la cadena lateral de un residuo de aminoacido de la secuencia o un residuo terminal de aminoacido. Los
asteriscos que aparecen en la formula de un péptido de esqueleto ciclico sefialan los puntos de ciclado. El grupo Puente
esta conectado por el derivativo de Na-w-funcionalizado del residuo marcado y el grupo funcional libre de ese residuo o
del segundo residuo derivativo de Na-w-funcionalizado. La opcién mas preferible es que la secuencia peptidicas
incorpore entre 3 y 14 aminoécidos, y aun mas preferible es que incorpore entre 4 y 12 aminodacidos, y aun mas
preferible es entre 5 y 9 aminoacidos.

[0060] Una “unidad estructural" indica un aminoéacido Na-derivatizado a de la Féormula general Numero 3:
N-CH(R') -CO—m—

X

—G

Formula No. 3
en la que X es un grupo espaciador seleccionado del grupo consistente en alquileno, alquileno sustituido, arileno,
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acicloalquileno y cicloalquileno sustituido; R’ es una cadena lateral de aminoacidos, que opcionalmente puede estar
enlazada a un grupo protector especifico; y G es un grupo funcional seleccionado del grupo consistente en aminas,
tioles, alcoholes, acidos carboxilicos, sulfonatos, ésteres y haluros de alquilo, que se incorpora a la secuencia peptidica
y después se cicla selectivamente por medio del grupo funcional G con una de las cadenas laterales de aminoacidos de
dicha secuencia peptidica, con uno de los péptidos terminales o con otro derivativo w-funcionalizado del aminoacido.

[0061] La metodologia para producir las unidades estructurales se encuentra detallada en solicitudes de patentes
internacionales publicadas, como WO 95/33765 y WO 98/04583 y en las patentes US numero 5,770,687 y 5,883,293.

[0062] Las unidades estructurales se abrevian con un codigo de tres letras que corresponde al aminoacido modificado
seguido por el tipo de grupo reactivo (N para amina, C para carboxilo), y una indicacion al nimero de grupos
espaciadores de metileno. Por ejemplo, GlyC2 describe un residuo de glicina modificado por un grupo reactivo carboxilo
y dos carbonos como espaciadores de metileno; y PheN3 describe un grupo modificado de fenilalanina con un grupo
reactivo amino y tres carbonos como espaciadores de metileno. En las formulas generales, las unidades estructurales
se abrevian con la letra R, que se corresponde con su posicion en la secuencia, seguida de la letra N, que indica que el
nitrégeno del esqueleto en esa posicion es el punto de union para el grupo puente especificado en dichas formulas.

[0063] Los componentes descritos en esta invencidon podrian tener centros asimétricos. Todas las formas quirales,
diasteromericas y racémicas estan incluidas en la presente invencion. Entre los componentes descritos en la invencion
también puede haber varios ismeros geométricos de doble enlace, y similares; estos isomeros estables también estan
contemplados en la invencion.

[0064] En este documento, “compuesto estable” o “estructura estable” hace referencia a un compuesto que es lo
suficientemente resistente para sobrevivir aislado de un medio con un grado de pureza util de una mezcla reactiva, asi
como a la formulacion dentro de un agente diagndstico o terapéutico eficaz.

[0065] Cuando una variable dada (por ejemplo, R, X, Z, etc.) tenga lugar mas de una vez dentro de cualquier
componente o de cualquier férmula de la presente invencion, su definicion en cada ocasion seré independiente del resto
de veces que tenga lugar. Asimismo, las combinaciones de sustitutos y/o variables estan permitidas sélo si dichas
combinaciones tienen como resultado compuestos estables.

[0066] El término “elemento de unién” se refiere a una fraccidn quimica cuyo propdsito es el de unir, por enlace
covalente, una fraccion fotoactiva y un péptido de esqueleto ciclico. El elemento de unién también podra usarse como
espaciador con la funcién de establecer una distancia entre la fraccion fotoactiva y el péptido de esqueleto ciclico.

[0067] EI término “fraccion fotoactiva” utilizado en este documento y en las reivindicaciones hace referencia a una
fraccion que, al ser estimulada con una longitud de onda predeterminada de una luz, emite una luz fluorescente, o,
ademas de su capacidad de emitir una luz fluorescente, genera especies de oxigeno reactivas.

[0068] Una fraccion fotoactiva que emite una luz fluorescente cuando recibe el estimulo de una luz con determinada
longitud de onda. Dicha longitud de onda puede ser absorbida por el tejido objetivo y excitar los fluoréforos del
compuesto, lo que hace que emita luz fluorescente a determinada longitud de onda y con cierta intensidad para su
deteccidn, o excita a la fraccién fotoactiva del compuesto y esto hace que genere (en presencia de oxigeno) especies de
oxigeno reactivas (ROS en sus siglas en inglés) para terapia.

[0069] El término “agente para la obtencion de imagenes Opticas” se refiere en este documento a un agente fotoactivo
marcado que puede ser detectado por medio de ciertas técnicas de deteccion (entre las que se incluye, pero no se limita
a, la camara CCD enfriada) o un dispositivo para el uso intraoperativo o en la deteccién de tumores, otra patologia
tisular o en tejido sano. El término “PDD” o diagnéstico por terapia fotodindmica se utiliza en este documento como
equivalente al término obtencion de imagenes o6pticas.

[0070] EI término “PDT", o “terapia fotodinamica”, se utiliza en este documento para abarcar los métodos de tratamiento
de patologias tisulares por medio de la administracién de agentes con marcador fotoactivo y la irradiacion de dicho tejido
con una luz para conseguir la destruccién de dicho tejido por medio de especies de oxigeno reactivas.

[0071] Tal y como se utiliza en esta patente y en sus reivindicaciones, la frase “una cantidad eficaz desde el punto de
vista terapéutico” significa la cantidad de este nuevo analogo péptido de esqueleto ciclado o una composiciéon que
contenga dicho anéalogo para su administracion a un receptor para conseguir los resultados deseados cuando esté
indicado, segun detalla el presente documento, esto es, en enfermedades como el cancer, desérdenes endocrinos,
enfermedades inflamatorias, y enfermedades gastrointestinales, entre otras.

[0072] En este documento se utilizan algunas abreviaturas para describir la invencion y los métodos para sintetizarla y
utilizarla. Por ejemplo, Alloc se refiere al aliloxicarbonilo, Boc al t-butiloxicarbonilo, Dab al acido diaminobutirico, DCM al
diclorometano, DIEA a la disopropil-etil amina, DFM a la dimetil formamida, EDT al etanoeditiol, FOS al sistema de
espectroscopia por fibra 6éptica, Fmoc al fluorenilmetoxicarbonilo, HOBT al 1-hidroxibenzotriazol, HPLC a la
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cromatografia liquida de alta presién, GAMA al 4cido gamma aminobutirico, MPS a la sintesis mdltiple en paralelo, MS a
espectrometria de masas, NMM a la N-metilmorfolina, NMP a la 1-metil-2-pirolidonona, PDD al diagnéstico
fotodinamico, PDT a la terapia fotodinamica, PEG al polietilenglicol, PyBOP al hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-
tris-pirrolidina-fosfonio, PyBrOP al hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidina-fosfonio, ROS a las especies de oxigeno
reactivas, SRIF al Factor Inhibidor de la Secrecién de Somatotropina, SST a somatostatina, SST-R al receptor de
somatostatina, tBu al butil terciario, TFA a acido trifluoroacético, TIS a triisopropilsilano.

[0073] Los aminoacidos utilizados en esta invencién son los que se encuentran a la venta actualmente o se pueden
obtener poniendo en practica métodos de sintesis habituales. Algunos residuos podrian necesitar métodos especiales
para la incorporacién en el péptido, también son Utiles para aplicar a esta invencion métodos de sintesis secuenciales,
divergentes y convergentes. Los aminoacidos con cddigos nativos y sus derivativos estan representados con codigos de
tres letras, de acuerdo con las convenciones IUPAC. En los casos en los que no se indique nada, se ha utilizado
isébmero L. Los isémeros D estan sefialados con la letra “D” antes de la abreviatura del residuo.

[0074] La sustitucion conservadora de aminoacidos incluye el reemplazo de un aminoacido por otro que tenga el mismo
tipo de grupo funcional o cadena lateral, por ejemplo, alifatico, aromatico, con carga positiva, con carga negativa. Estas
sustituciones podria mejorar la biodisponibilidad oral, la penetracion en el sistema nervioso central, enfocadas a un tipo
especifico de poblaciones celulares y similar. Los expertos en la materia se daran cuenta de que las sustituciones
individuales, la supresion y la adicion de elementos del péptido, el polipéptido, o la secuencia proteica que altera, afiade
0 suprime un Unico amino&cido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada es “una variante del
método convencional” en la que la alteracion resulta en la sustitucion de un aminoacido con un aminoacido
guimicamente semejante. Las tablas de sustitucion conservadora que proporcionan aminodacidos funcionalmente
semejantes son muy conocidas y mencionadas en obras anteriores.

[0075] Cada uno de los siguientes seis grupos contiene aminoacidos que son un sustituto conservador de otro
aminoacido:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamatico (E);

3) Asparagina(N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofan (W).

Farmacologia:

[0076] Ademas de otras consideraciones, el hecho de que los nuevos ingredientes activos de la invencion sean péptidos
0 anélogos de péptidos, dictan que la formulacion tenga que ser apropiada para poder producir este tipo de compuestos.
Esta claro que los péptidos son menos apropiados para la administracion oral, al ser susceptibles a ser digeridos por los
acidos gastricos o enzimas intestinales. Las vias preferidas para la administracion de péptidos por via intraarticular,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmica, o intratecal. La via mas preferida es por inyeccion directa en la
zona o cerca de la zona de la enfermedad o patologia. Una via aun mas preferida es por inyeccion directa en el sitio o
cerca del sitio de la enfermedad o patologia.

[0077] Los compuestos farmacoldgicos de la presente invencién pueden ser manufacturados por medio de procesos
ampliamente conocidos en la literatura del campo, por ejemplo, mediante procesos de mezcla convencional, disolucién,
granulado, molido, pulverizado, elaboracion de grageas, levigacién, emulsion, encapsulado, oclusién vy liofilizado.

[0078] Los compuestos farmacoldgicos que deben usarse para la presente invencion pueden, de esta forma, formularse
de la manera convencional utilizando uno o mas portadores fisiologicamente aceptables que contengan excipientes y
auxiliares que faciliten el procesamiento de los componentes activos de los preparados que se puedan utilizar en
farmacia.

[0079] Para ser inyectados, los compuestos de la invencién pueden formularse en soluciones acuosas, preferiblemente
en tampones fisiolégicamente compatibles como la solucién de Hank, la soluciéon de Ringer, o tampon de suero
fisioldégico. Para la administracion por via transmucosa, los agentes penetrantes apropiados para que permeen por la
barrera objetivo se utilizan en la formulacion. Dichos elementos penetrantes son, por ejemplo, el glicol polietileno son
bien conocidos por los expertos en la materia.

[0080] Los nucleos de las grageas se presentaran con el recubrimiento apropiado. Para tal propdsito, se pueden utilizar
soluciones de azlcar concentrada, que podrian contener, opcionalmente, goma arabiga, talco, pirrolidona polivinilo, gel
Carbocol, glicol polietileno, diéxido de titanio, soluciones de lacado y disolventes organicos y mezclas de disolventes
apropiados.

[0081] Los compuestos farmacoldgicos, que pueden utilizarse oralmente, incluyen capsulas duras hechas de gelatinas,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2429221 T3

asi como capsulas blandas, capsulas selladas hechas de gelatina y un plastificante, como puede ser el glicerol o el
sorhitol. Las capsulas duras pueden contener ingredientes activos mezclados con ingredientes de relleno, como lactosa,
aglutinantes, como las féculas, lubricantes como el talco o el estereato de magnesio, y, opcionalmente, estabilizantes.
En las capsulas blandas, los componentes activos pueden encontrase disueltos o en suspension en liquidos apropiados,
como aceites grasos, parafina liquida o glicoles polietilenos liquidos. También se le puede afiadir un estabilizante. Todas
las formulaciones para administracion oral deberan presentarse en dosis apropiadas para la via de administracion
elegida. Para administracion por ingesta, las composiciones pueden presentarse en forma de pastillas o pildoras
formuladas de la forma convencional.

[0082] Para su administracién por inhalacién, de acuerdo con la presente invencion, se debe utilizar la variante que
presenta el farmaco en forma de un aerosol con el producto presurizado, o un nebulizador que se utilice con un agente
propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, trichorofluorometano, dicloro-tetrafluoroetano o diéxido de
carbono. En el caso de los aerolosoles presurizados, la unidad de la dosis podria venir determinada por una valvula que
proporcionase una cantidad determinada de farmaco. Las capsulas y cartuchos de gelatina, por ejemplo, que puedan
usarse en un inhalador o insuflador se podran formular de forma que contenga una mezcla en polvo del péptido y una
base en polvo adecuada, como lactosa o fécula.

[0083] Los compuestos farmacolégicos para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de los ingredientes
activos en forma soluble en agua. Ademas, se pueden preparar suspensiones de los componentes activos en forma de
suspensiones oleosas inyectables. Los portadores naturales y sintéticos apropiados para ello son ampliamente
conocidos en el campo (Pillai et al., Curr. Opin. Chem. Biol. 5, 447, 2001). La suspension puede contener también
estabilizantes 0 agentes adecuados, que aumenten la solubilidad de los componentes, para permitir la elaboracion de
soluciones de alta concentracion. Otra alternativa es presentar el componente activo en forma de polvo para su
reconstitucion por medio de un vehiculo apropiado, por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos.

[0084] Los compuestos de la presente invencion se pueden formular, igualmente, en composiciones rectales en forma
de supositorios o enemas de retencion, usando para tal efecto, bases convencionales de supositorio, como la manteca
de cacao u otros glicéridos, por ejemplo.

[0085] Los compuestos farmacoldgicos apropiados para usar en el contexto de la presente invencidon incluyen
compuestos en los que los ingredientes activos estén presentes en una cantidad efectiva para alcanzar el propdsito que
persiguen. Especificamente, deben presentar una cantidad efectiva terapéuticamente, lo que significa, una cantidad
suficiente de compuesto que sirva para prevenir, paliar, o mejorar los sintomas de la enfermedad por la que el paciente
recibe el tratamiento. Estd en manos de los expertos en el campo determinar qué cantidad se considera eficiente
terapéuticamente.

[0086] La toxicidad y eficacia terapéutica de los péptidos descritos en este documento se pueden determinar mediante
procedimientos farmacoldgicos normales en cultivos celulares o mediante la experimentacién en animales, por ejemplo,
determinando el IC50 (concentracién que proporciona el 50 % de inhibicién) y el LD50 (dosis letal que cause la muerte
del 50% de los animales sometidos a experimentacion) para el estudio de un compuesto. Los datos obtenidos de dichos
ensayos con cultivos celulares o animales pueden después usarse para formular la dosis para administracién a
humanos. La dosis variara dependiendo del método de elaboracién y de la via de administracion utilizada. El propio
doctor podra elegir la formulacién exacta, la via de administracion y el método de elaboracién apropiados en cada caso,
segun el estado del paciente (véase Fingl, et al., 1975, en "The Pharmacological Basis of Therapeutics", Ch. 1 p.1).

[0087] Dependiendo de la severidad y el grado de respuesta de la enfermedad que se quiere tratar, la dosis puede ser
Unica, siendo en este caso un compuesto de liberacion lenta, en el que el tratamiento podria durar desde varios dias
hasta varias semanas o hasta que tenga lugar la curacién o una disminucion del nivel de la enfermedad. La cantidad del
compuesto que se administre dependera, naturalmente, del sujeto al que se quiera tratar, la gravedad de su estado, el
tipo de administracion, el juicio del doctor que prescriba el compuesto, y otros factores relevantes.

[0088] En la invencion se presentan nuevos péptidos analogos que se caracterizan por incorporar nuevas unidades
estructurales con grupos Puente unidos al nitrégeno alfa de los aminoacidos alfa. En concreto, estos compuestos son
analogos de la somatostatina de esqueleto ciclado que comprenden una secuencia peptidica de entre trece y
veinticuatro aminoacidos. Cada analogo incorpora, ademas, al menos una unidad estructural que contiene a su vez un
atomo de nitrégeno del esqueleto del péptido conectado a un grupo puente que contiene una amida, tioeter, tioester,
disulfuro, urea, carbamato o sulfonamida, y en la que al menos una unidad estructural est4 conectada por medio de
dicho grupo puente a una forma de estructura ciclica con una fraccion seleccionada del grupo formada por una segunda
unidad estructural, la cadena lateral de un residuo de aminoéacido de la secuencia o un residuo de aminoacido terminal.
Preferiblemente, la secuencia peptidica incorporara entre 3 y 14 residuos, mas preferiblemente, entre 4 y 12
amino&cidos, y aun més preferiblemente, entre 5 y 9 aminoacidos.

[0089] Los analogos de esqueleto ciclico de la presente invencién se unen con una afinidad alta a un subconjunto
definido de receptores SST humanos. La selectividad de este receptor indica la selectividad fisiolégica potencial de este
in-vivo. Ademas, la presente invencion proporciona por primera vez la posibilidad de obtener un panel de analogos con
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marcador fotoactivo de esqueleto ciclado con una selectividad especifica para receptor SST o0 con combinaciones de
selectividad de receptor. Esto permite su uso diagnéstico y terapéutico en diferentes tipos de cancer y otras
enfermedades de acuerdo con las necesidades especificas de cada paciente y cada enfermedad.

[0090] De acuerdo con la presente invencién, se presenta el hecho de que los analogos de SST preferidos poseen una
afinidad y selectividad mejoradas respecto a subtipos de SST especificos. Los andlogos preferidos incluyen nuevos
analogos de SST de esqueleto ciclico que presentan selectividad a los subtipos 2,50 2 y 5 de SST-R. Otros analogos
preferidos se unen a mas de dos receptores de somatostatina. Otros analogos preferidos adicionales de SST presentan
la ventaja de incluir estructuras biciclicas que contienen al menos una estructura ciclica que conecta dos unidades
estructurales y una segunda estructura ciclica que se selecciona del grupo consistente en cadena lateral-cadena lateral;
esqueleto-esqueleto; y esqueleto-terminal.

[0091] La invencion ademas proporciona péptidos reactivos de esqueleto ciclico capaces de portar un marcador con
fraccion fotoactiva para convertirse en agentes terapéuticos o diagnoésticos, cada uno de los cuales contiene un analogo
SST de esqueleto ciclado unido por enlace covalente a una fraccion fotoactiva. Segun la presente invencion, la fraccion
fotoactiva puede unirse al analogo por medio de cualquier grupo funcional libre disponible en el péptido. En los analogos
mas preferidos, la fraccion fotoactiva se une por enlace covalente bien al nitrégeno terminal de péptido padre de forma
directa o gracias a un elemento de unién, bien al nitrégeno alfa de un residuo Lys.

[0092] El disefio de los componentes con marcador fotoactiva de la presente invencién se basé en anteriores estudios
sobre analogos de somatostatina de esqueleto ciclado caracterizados por su alta afinidad y selectividad respecto a SST-
R. Se demostr6 que los analogos de somatostatina de esqueleto ciclado pueden estar conjugados con fluoréforos
relativamente voluminosos y que los conjugados resultantes podian dirigirse a hSSTR2. La sintesis de compuestos
fotoactivos se llevo a cabo tanto en formato “Sintesis en paralelo multiple” (MPS) como en “tandas”. Primero se analizd
la potencia de los compuestos para unirse a un objetivo primario, un receptor humano de SSTR de subtipo 2 (hSST-R2).
A continuacién, se examind los componentes in-vivo para observar su biodistribucion en diferentes tejidos de ratones
portadores del tumor NCI-H69.

[0093] La somatostatina es una hormona tetradecapéptida cuyas numerosas funciones reguladores estan determinadas
por una familia de cinco receptores, cuya presencia varia segun el tipo de tejido. Se cree que los analogos de la SST
con objetivo de receptor especifico podrian tener gran valor como agentes diagnésticos y terapéuticos en el tratamiento
y la diagnosis de un amplio nimero de enfermedades. Ha habido diversos intentos de disefiar péptidos analogos
pequefios, sin demasiado éxito en cuando a su selectividad. La presente invencion propone analogos de SST de
esqueleto ciclico conformacionalmente restringidos que suponen una novedad inesperada debido a su alta selectividad
en relacion con los subtipos de receptores SST, y que son, por lo tanto, Utiles de cara al diagndstico y el tratamiento de
diversos tipos de cancer, como el cancer de colon, el adenoma secretor de la hormona del crecimiento de la pituitaria, el
cancer de tiroides, el carcinoide gastrico, el carcinoma de células pulmonares pequefas, el melanoma, el linfoma
medular no Hogking, y el cancer de mama y otros tipos de cancer. Ademas, los analogos de SST de esqueleto ciclado
de la presente invencién se pueden utilizar para la deteccion de rechazo de aloinjertos, incluyendo el cardiaco, aunque
no limitado a este.

[0094] Las Fuentes luminosas para la irradiacion (y la excitacion electrénica) de los analogos de SST con marcador
fotoactivo de la presente invencion pueden ser coherentes (LASER) o no coherentes (convencionales). En el caso de
las fuentes luminosas coherentes, se utiliza un diodo para ajustar la longitud de onda para una irradiacién dptima del
agente para la obtencion de imagenes Opticas o farmaco PDT. En el caso de las fuentes luminosas no coherentes, se
utiliza un filtro para ajustar la longitud de onda de la luz. La longitud de onda 6ptima para la obtencién de imagenes sera
la que excite electrénicamente el fluoréforo del compuesto y haga que emita luz fluorescente a una longitud de onda e
intensidad determinadas para la deteccién, que se llevard a cabo, preferiblemente, utilizando una camara CCD
enfriada. La longitud de onda éptima para la PDT de acuerdo con la presente invencion es la que excita la fraccion PDT
del componente electrénicamente, de forma que produce (en presencia de oxigeno) la especie reactiva de oxigeno
(ROS) que funciona como elemento terapéutico en la PDT.

[0095] Las fracciones fotoactivas, de acuerdo con la presente invencién, podran corresponderse con cualquier fraccion
de las ya conocidas en el campo, que se encuentre a la venta o en fase de investigacion o desarrollo. Las fracciones
fotoactivas mas preferidas para la obtencién de imagenes épticas y PDT segun la presente invencién se seleccionan de
un grupo que contiene fluoresceina, Lissamine™, rodamina B, porfirinas, clorinas, ftalocianina e indocianina verde.
Otras fracciones fotoactivas preferidas son: derivativos de la hematoporfirina (HPD), derivativos de la ftalocianina (BPD),
M-THPC (meta-tetrahidroxifenylclorina), 5,10,15,20-tetraariletinilporfirinatozinc(ll), zinc ftalocianina tetrasulfonato,
tetrafenilporfirinas, porficenes, porfirinoides, porfirin-diquetones, deuteroporfirina X, hematoporfirina, paladio (ll)
coproporfirina y complejos tetraariletinilporfirinatozinc(ll).

[0096] En los casos en que sea posible usar un complejo metélico para un péptido analogo de esqueleto ciclico
fotoactivo, tanto la fraccién sin metal como la metalica o que contiene metal se incluyen en la invencién.

[0097] Los analogos de esqueleto ciclado de la presente invencion se pueden utilizar como compuestos diagndsticos en

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2429221 T3

diferentes métodos para el diagnéstico del cancer y para la obtencion de imagenes de tumores existentes y sus
metastasis, y en la deteccion de rechazo de injertos, incluyendo injertos cardiacos, aunque no limitandose a estos. Los
métodos para la diagnosis de cancer y rechazo de aloinjertos comprende la administracion a un mamifero, que puede
ser un paciente humano, de analogos de esqueleto ciclado marcados con un fluoréforo detectable. Los métodos para el
diagnéstico o la obtencién de imagenes de cancer y rechazo de aloinjertos por medio del uso de dichos compuestos
representan otra aplicacion de la invencion.

[0098] Los agentes para la obtencién de imagenes que presenta esta invencién sirven para la obtenciéon de imagenes
de tumores, sobre todo de sitios primarios y metastaticos neoplasicos, en los que las células neoplasicas presentan
receptores SST, y en particular en las células tumorales primarias y sobre todo metastaticos que son clinicamente
dificiles de detectar y determinar por medio de métodos convencionales. Los reactivos para la obtencion de imagenes
de la presente invencion se pueden usar para visualizar 6rganos, tumores, y en particular, tumores gastrointestinales,
mielomas, cauciona pulmonar de las células pequefias y otros APUdomas, tumores endocrinos como los carcinomas de
tiroides medular y tumores de la hipdfisis, tumores cerebrales como los meningiomas y astrocitomas, y tumores de la
prostata, de mama, de colon y de ovarios.

[0099] Los componentes descritos en la presente invencion se pueden administrar utilizando cualquier tipo de via de
administracion conocida. Los reactivos diagndsticos con marcador fotoactivo se administraran, preferiblemente, por via
intravenosa, en una unica dosis inyectable en cualquier tipo de medio para inyeccion intravenosa, como un medio
acuoso salino. Otra via de administracién preferida es la aplicaciéon tdépica, especialmente en el tratamiento y el
diagnéstico de lesiones de la piel y varios tipos de cancer (por ejemplo BBC, o melanoma). La administracion
subcutanea de los compuestos y las composiciones farmacolégicas de acuerdo con la presente invencién se hara
preferiblemente en tumores abdominales, de cabeza, de cuello, y similares. La aplicacion intraoperativa es la
administracion preferida en el caso de la extirpacion o reduccion de masa de tumores, para resecciones de control
(PDD), en extirpacion de rumores residuales por PDT (sobre todo tumores pequefios) o en PDT coadyuvante. La
aplicacion por via endoscopica es preferible en tumores de pulmén, trdquea (sistema respiratorio, fosas nasales, senos
paranasales), boca, eso6fago, estomago, colon, recto (sistema gastrointestinal); sistema ginecoldgico y urinario, prostata,
vejiga, en cirugia general/minimamente invasiva.

[0100] La aplicacion de luz para excitar las fracciones fotoactivas y para obtener imagenes se hara de forma tdpica,
preferiblemente, subcutanea (a través de la piel y hasta niveles relativamente profundos, con una emision de luz
altamente penetrante y la consiguiente excitacion (por ejemplo, infrarrojo cercano, intraoperativo o endoscopico).

[0101] Los compuestos farmacolédgicos que contengan andlogo SST de esqueleto ciclado activo farmacolégicamente y
un portador o diluyente aceptables farmacolégicamente son otra posible formacion de la invencion, al igual que los
método para el tratamiento de cénceres en PDT con objetivo especifico que utilicen dichos compuestos. Los
compuestos farmacolégicos podran administrarse por cualquier via de administracion apropiada, ya sea oral, tépica o
sistémica. Los métodos de administracion preferidos incluyen pero no se limitan a vias parenterales, como las
inyecciones intravenosas e intramusculares, y administracion por via intranasal o ingestion oral. Las dosis preferidas
para la administracion de dichos compuestos farmacolégicos oscilan entre aproximadamente 0,1 mg/kg vy
aproximadamente 20 mg/kg de masa corporal/dia.

[0102] Los compuestos farmacoldgicos de acuerdo con la presente invencion son de utilidad en el tratamiento de
determinados tejidos objetivo mediante la aplicacion de PDT transcuténea, tejidos como el tejido endotelial vascular, las
paredes vasculares con tumores anormales, tumores sélidos de la cabeza y el cuello, tumores del tracto gastrointestinal,
tumores de higado, de mama, de prdstata, de pulmédn, tumores no sdlidos, células malignas del tejido hematopoyético y
el tejido linfatico, y otras lesiones en el sistema vascular y la médula ésea, y en tejido y células relacionadas con
enfermedades autoinmunes y enfermedades inflamatorias.

[0103] Si el tratamiento es localizado, por ejemplo, tratamiento de tumores superficiales o enfermedades cutaneas, los
conjugados activos se podran administrar por via tépica, por medio del uso de composiciones tépicas normales, como
lociones, suspensiones o pastas.

[0104] Los compuestos farmacoldgicos podran ser usados, preferiblemente, para ayudar en la regresién de ciertos tipos
de tumores, en particular aquellos que presentan receptores SST. Ademas, los compuestos farmacolégicos también
pueden emplearse en la reduccion de hipersecrecion hormonal, sintoma frecuente en algunos tipos de cancer, como el
APUDomas. Otras enfermedades para las que los compuestos de la presente invencion pueden ser de ayuda
terapéutica son las enfermedades endocrinas, gastrointestinales, complicaciones derivadas de la diabetes, pancreatitis,
enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias, rechazo de aloinjertos, ateroesclerosis y restenosis.

[0105] En este documento también se describe un método para aliviar enfermedades relacionadas con la somatostatina
en animales, preferiblemente humanos, por medio de la administracion al animal de una cantidad de analogos de SST
de esqueleto ciclico con marcador fotoactivo que sea eficaz terapéuticamente.

[0106] Los compuestos y composiciones farmacologicas de acuerdo con la presente invencion se pueden usar ademas
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en terapia génica, en la que un gen (o varios genes) esta orientado a una célula cualquiera (por ejemplo, una célula
cancerosa). El vector orientado al objetivo puede portar sélo el gen SST-R, en cuyo caso, la SST-R presente se puede
usar para obtencion de imagenes y también para terapia. El vector puede portar tanto el gen SST-R como otro gen, en
cuyo caso la SST-R presente se puede usar para obtencion de imagenes y el segundo producto génico se utilizaria para
terapia. En general, los agentes para la obtencidon de imagenes orientados a SST-R se utilizarian para dilucidar si la
terapia génica tiene éxito. Tras confirmar que el gen ha alcanzado su objetivo y se esta presentando como un producto
génico (a través de imagenes de ST-R), comenzaria la terapia (ya fuera utilizando el SST-R o el segundo producto).

[0107] Una aplicacién adicional de los compuestos y las composiciones farmacoldgicas de esta invencion es la terapia
celular de células genéticamente modificadas, en la que, de forma parecida a la terapia génica, las células (madre o de
otro tipo) se pueden modificar para que presenten SST-R (para obtener imagenes/ terapia) solos o junto con otros
productos génicos (para terapia). La obtencién de imagenes de las células genéticamente modificadas ayudaria a saber,
por tanto, si la célula ha alcanzado su objetivo.

[0108] Otro aspecto de la presente invencion proporciona métodos para elaborar agentes PDD y PDT y los reactivos
necesarios para dicha elaboracion. Cada uno de estos reactivos comprende un analogo SST de esqueleto ciclado unido
por enlace covalente a una fraccion fotoactiva.

Formaciones preferidas

[0109] A continuacion se detalla una relacién de los andlogos SS de esqueleto ciclado preferidos de acuerdo con la
presente invencion:

[0110] En los analogos preferidos de acuerdo con la presente invencion, el péptido est4 conectado a la fraccion
fotoactiva por medio de un elemento de union, de forma que se obtiene una estructura como la de la Formula general 1:

Z-Q-PTR Formula Numero 1

en la que Z es una fraccidn fotoactiva; Q es un enlace directo o una fraccidn que actia como elemento de unién que
puede estar conectada a un grupo funcional libre del péptido; y PTR designa al analogo de somatostatina de esqueleto
ciclado, como se describe a continuacion.

[0111] Preferiblemente, el elemento de uniéon Q esta conectado al N-terminal del péptido por medio de un enlace
peptidico.

[0112] En concreto, Q es seleccionada de un grupo consistente en un enlace directo, acido aminohexanoico, acido
aminopentanoico, BAla, GABA y Gly; la fraccion fotoactiva Z se selecciona de un grupo consistente en 5-(4-
((oxocarbonilo)metil)fenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina5-(4-carboxifenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina; 5-(4-
((aminocarbonyl)  metil)fenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina;  5-(4-((oxocarbonilo)metil)fenilo)-10,15,20-trifenilo-
21,23H-de cloro (isémeros mixtos); 5-(aminotionilo)fluoresceina; 4-sulfonilo-2-sulfo-Lisamina™ rodamina B; 2-sulfonilo-
4- sulfo-Lisamina™ rodamina B (isémeros mixtos); y 5- y 6-carboxifluoresceina (isomeros mixtos); y PTR se selecciona
de un grupo de:

PTR 3207 con la estructura DPhe-Cys*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2;
PTR 3213 con la estructura GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2;

PTR 3219 con la estructura DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2;
DesGABA-PTR 3173 con la estructura Phe-Trp-DTrp- Lys-Thr-Phe-GlyC3*-NH2;
Los asteriscos sefialan los puntos de ciclado.

[0113] Otros compuestos preferidos de acuerdo con la presente invencidon contienen analogos de somatostatina
fotoactiva de esqueleto ciclado que responden a la Formula Nimero 2:

Z-Lys(GABA-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyC3)-NH2 Férmula N° 2

en la que Z es una fraccion fotosensible conectada al nitrégeno alfa de la Lisina C-terminal, y en la que el péptido entre
paréntesis esta conectado a Lys Epsilon amina y ciclado por medio de un enlace peptidico formado entre el nitrégeno
terminal GABA y la unidad estructural de carboxilato Gly-C3.

[0114] Preferentemente, la fraccion fotoactiva Z serd un derivativo fluorescente conectado al nitrégeno alfa de la Lisina
C-terminal por enlace seleccionado de la tiourea o un enlace peptidico.

[0115] Estos péptidos anélogos de SST de esqueleto ciclado se preparan incorporando al menos un derivativo No-o-
funcionalizado de un aminoéacido en una secuencia peptidica, para después ciclar selectivamente el grupo con una de
las cadenas laterales de aminoacidos en la secuencia peptidica o con otro derivativo de un aminoacido -
funcionalizado.
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[0116] La Tabla 2 describe algunos de los analogos preferidos de la presente invencién y su afinidad con hSST-R2.

Tabla 2.

Péptido Secuencia IC50 NM

1007A-01 5- and 6-carboxifluoresceina-Dab*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyC3*- | 78
NH»>

1017A-01 5- and 6-carboxifluoresceina-Lys(GABA*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe- | 13.2
GlyC3*)-NH»

YS-1-86 5-(aminotionil)fluoresceina-GABA-DPhe-Cys*"Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr- 1.7
Phe-GlyS2*-NH»

YS-1-70 5-(aminotionil)fluoresceina-aminopentanoyl-DPhe-GlyS2*-Phe-Trp- 2.9
DTrp-Lys-Thr-Phe- GlyS2*-NH»

YS-1-62 5-(aminotionil)fluoresceina-BAla-DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr- 3.0

Phe-GlyS2*-NH»
YS-1-64 5- and 6-carboxifluoresceina-gAla-DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr- | 3.9
Phe-GlyS2*-NH»
YS-1-48 5- and 6-carboxifluoresceina-GABA-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe- | 5.4
GlyS2*-NH2
YS-1-68 5- and 6-carboxifluoresceina-GABA-DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr- | 5.7
Phe-GlyS2*"NH>»

Los asteriscos sefialan los puntos de ciclado.

[0117] Como se puede observar, la afinidad de los analogos preferidos con el receptor tipo 2SST se encuentra en la
escala nanomolar y oscila hasta decimales nanomolares, lo que significa que estos analogos podrian ser efectivos como
compuestos diagnosticos y terapéuticos.

Métodos comunes para la sintesis, purificacién y caracterizacién de péptidos de esqueleto ciclico

Sintesis:

[0118]
Resina: 1g resina de amida Rink o resina Tenta-gel, con una carga de 0.2-0.7 mmol/g.
Desproteccion Fmoc: con 7 mL de piperdina al 20% en NMP (dos veces durante 15 minutos). A continuacion, 5
lavados con 10 mL de NPM durante 2 minutos, agitando.

Acoplamientos:

1. Acoplamiento normal (acoplamiento a aminoacidos simples): con una solucién que contenga 3
equivalentes de aminoéacido, 3 equivalentes de PyYBrop y 6 equivalentes de DIEA en 7 mL de NPM.
Durante 0,5-2 horas, agitando. El acoplamiento se monitoriza con un test de nihidrina y se repite hasta
que la solucion de nihidrina se quede amarilla.

2. Acoplamiento de Hls y Asn con una solucién que contenga 5 equivalentes de DIC y 5 equivalentes
de HOBT en mL de DMF.

3. Acoplamiento con unidades estructurales Gly: con una solucidon que contenga 3 equivalentes de
aminoacidos, 3 equivalentes de PyBrop y 6 equivalentes de DIEA en 7 mL de NMP. Dos veces
durante 1-4 horas, agitando.

4. Acoplamiento con unidades estructurales no Gly: con una solucién que contenga 5 equivalentes de
aminoacidos, 1,5 equivalentes de trifosgeno y 13 equivalentes de colidina en 15 mL de dioxanos de
tetrahidrofurano. Dos veces durante 0,5-2 horas a 50°C, agitando.

Extraccion de los grupos protectores Allyl y Alloc de las unidades estructurales: con 0,6 equivalentes por Allyl o
Alloc de Pd(PPh3)4 en 30 mL de DCM que contengan un 50% de acido acético y un 2,5% de NMM. Durantes
1-4 horas, agitando.

Ciclado: con una solucién que contenga 3 equivalentes de PyBOP y 6 equivalentes DIEA en 7mL de NPM.
Durantes 0,5-2 horas, agitando. El ciclado se monitoriza con un test de nihidrina, y se repite, en caso de que
sea hecesario.

Division: con un 82%-95% de TFA suplementado con elementos eliminadores: un 1-15% de H20, un 1-5% de
TIS y un 0-5% de EDT.

Purificacién:

[0119] Se desarrollara un método individual de purificacién para cada péptido de esqueleto ciclico utilizando HPL
analitica para optimizar el aislamiento del péptido de otros componentes. El método analitico suele llevarse a cabo
utilizando una columna C-18 Vydac de 250x0,46 mm en la fase estacionaria, con agua/acetonitrilo que contenga un
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0,1% de la mezcla de TFA.

[0120] EI método de elaboracién se disefia adaptando el método de la separaciéon analitica a una columna preparativa
C-18 Vdyac. Durante el proceso de purificacién, el pico que contiene el péptido ciclico se recoge utilizando un
dispositivo colector de fracciones semi-automatico. Las fracciones recolectadas se inyectan en el HPLC analitico para
comprobar la pureza. Las fracciones puras se combinan y liofilizan.

Caracterizacion:

[0121] El material puro combinado y liofilizado se analiza para comprobar su pureza por medio de HPLC, MS y
electroforesis capilar y un analisis de aminoacidos para determinar la proporciéon de contenido de péptidos y
amino4cidos.

El método de general de sintesis, purificacién y caracterizacion de librerias en formato Sintesis en Paralelo Multiple

(MPS):

[0122] El procedimiento MPS se utiliza como procedimiento de rutina en el desarrollo de péptidos. Los péptidos
individuales, o grupos de varios péptidos, se sintetizan en placas de microtitulacion de 96 pocillos equipadas con filtros
que permiten el paso del solvente pero no de la matriz en fase sélida. Se utilizara un simple pero eficiente aparato de
vélvulas permite cerrar y abrir las valvulas simultdneamente (fabricado por Millpore). El sistema utiliza un enfoque en el
gque cada pozo estd equipado con una membrana que permite permear el solvente en el fondo, pero no dejar pasar
particulas mayores de un determinado tamafio. El proceso permite poner resina en los pocillos, provocar una reaccion
en el solvente y retirar el solvente de todos los pozos a la vez aplicando vacio. Estas placas especiales, que estan
disponibles en formato estandar de 96 pocillos, permiten la sintesis en paralelo de 96 péptidos simultdneamente. La
escala sintética del procedimiento oscila entre 1 y 5 mmoles por pocillo. A continuacion se lleva a cabo la purificacion
con columnas C18 de fase inversa (SepPak o semi-preparativas de Vydac), que también se realiza en placas de 96
pocillos de formato estandar, los péptidos se disuelven normalmente en 1ml de agua para producir una concentracion
tedrica de crudo de 1-5 mM (dependiendo de la escala de sintesis). El control de calidad quimica de los péptidos
resultantes se lleva a cabo por medio de analisis ESI-MS. El andlisis de varias placas preparadas en diferentes tandas y
por distintos operadores tuvo indicé una tasa de éxito de aproximadamente el 80% en relacion a la presencia de masa
del péptido deseado en el preparado crudo. Se llevan a cabo estudios posteriores de los péptidos del MPS utilizando
LC-MS. El analisis revel6 una calidad de péptido crudo similar a los preparados crudos de péptidos sintetizados
individualmente a gran escala. Cada uno de los pasos de proceso, o el proceso al completo, se lleva a cabo ahora de
manera automatica, utilizando sintetizadores de péptidos automaticos. De acuerdo con los ejemplos aqui expuestos, en
la actualidad los péptidos se estan sintetizando automaticamente utilizando la ACT 396 y VANTAGE, de Advanced
ChemTech, el dispositivo para calentar que se utiliza es Lab Tech 4, de Advanced ChemTech.

Procedimiento detallado para la sintesis en formato MPS:

[0123] Para una capacidad de 6mmoles, se utilizan 10 mg de resina con una sustitucion de 0,6 mmoles/gr.
Desproteccion Fmoc: a cada pocillo se le afiade 500 ml de piperdina al 5% en NMP dos veces. La mezcla se agita
durante 15 minutos. EI NMP se extrae mediante succion.

Lavado tras desproteccién Fmoc: la resina se lava poniendo 600 pl de NMO en cada pocillo, a continuacién, se vacian
los pocillos de solucién por medio de una corriente de nitrégeno. El proceso de lavado se repite 4 veces.

Acoplamiento usando HBTU:

[0124]
Capacidad del pozo: 6 umoles
Cantidad de aminoacido por acoplamiento por pozo: 30 pmoles
Aminodacido en concentracién de NMP: 0,2 M
Volumen de aminoécido utilizado: 150 pl
Cantidad de HBTU: 30 pmoles
Concentracion de HBTU: 0,2 M
Volumen de HBTU utilizado: 150 pl
DIEA afadido: 150 pl de 0,4 M en NMP
Volumen total de la reaccion: 450 pl

[0125] Los aminoacidos se disuelven en una solucién de HOBT en NMP. La resina se lava poniendo 600 pl de NMP en
cada pocillo, y posterior vaciado de los pocillos por medio de una corriente de nitrogeno. El proceso de lavado se repite
4 veces. La reaccion de acoplamiento se repite dos veces en una hora.

Acoplamiento usando reactivo Mukayama (realizado solo en ciertas situaciones):

[0126]
Solucién de aminoéacido a 650 mM - 40 pl
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Reactivo Mukayama a 111 mg/ml- 60 pl
Colidina afiadida por pozo- 15 pl

[0127] Se aplica el mismo procedimiento para el acoplamiento con PyBrop. Temperatura de reaccion 50°C, tiempo de
reaccion: primer acoplamiento 4h, segundo acoplamiento 16h.

[0128] Desproteccion Allyl Alloc: se realiza tras completar el ensamblado, afiadiendo 180 pl de soluciéon de 1,5 g
Pd(PPh3)4 en 20 ml CH2CI2 con un 5% de acido acético + 2,5 de NMM. Ciclado: este paso se completa afiadiendo 100
ul de PyBop en NMP + DIEA.

[0129] Divisién del péptido de la resina y purificacion SepPak: después de la ultima desproteccién Fmoc, la resina se
transfiere a una placa de microtitulado profunda, en cada pocillo se introducen 300 pl de solucién TFA que contiene un
2,5% de TIS, 2,5% H20 y 2,5% de EDT. La extraccion del TFA se hace por liofilizado. Después de la division, los
péptidos se purifican con SepPak.

Método general para el analisis in-vitro de analogos de la somatostatina

[0130] La habilidad de los andlogos SST de la invencion para unirse a receptores SST in-vitro se demostr6 mediante
estudios de la habilidad de dichos anélogos para inhibir la union de un analogo SST radiomarcado a membranas
celulares que contenian receptor SST.

[0131] Los andlogos SST se sometieron a estudios para comprobar su potencia para inhibir la unién de 125I-Tyrl11-
SRIF (baséndose en el método descrito por Raynor et. al., Molecular Pharmacology 43: 838, 1993) a preparados de
membrana que presentaban receptores SST transmembrana (SST-R1, 2, 3, 4 o 5). Los preparados de receptores
usados para dichos tests fueron bien clones de receptores humanos que se presentan de forma estable y selectiva en
células de Ovario de Hamster Chino (OHC), bien clones de lineas celulares que presentaban SST-R de forma natural.
Normalmente, las membranas celulares se homogeneizaban en tampén tris en presencia de inhibidores de proteasa y
después se incubaba durante 30-40 minutos con 125I-Tyrl1-SRIF a concentraciones distintas de la de la muestra
testeada. Se filtr6 las reacciones de union, se lavaron los filtros y se midié la radioactividad de los enlace con un
contador B después de afadir la solucion de centelleo. Se definié la unidn no especifica como radioactividad que
permanecia unida en presencia de 1mM de SRIF-14 sin marcador.

Ensayos de caracterizaciéon biolégica in-vitro

[0132] Se lleva a cabo una serie de experimentos bioldgicos in-vitro para caracterizar completamente a los conjugados.
En dichos experimentos, la fluorescencia de la molécula se utiliza para medicién cuantitativa de los parametros
(ensayos de fluorometria). Siempre que estuviera indicado un analisis celular, se podia llevar a cabo igualmente un
ensayo sobre la membrana celular (menos para internalizacion). La cinética de los cultivos celulares (kon y koff, ligando
“on rate” y “off rate”, respectivamente) se mide en células OHC transfectadas con hSSTR1-5, céulas AR42J y NCI-H69.
Las cifras resultantes se utilizan para calcular el Kd o constante de disociacion en equilibrio de cada componente. Se
realiza un experimento de saturacion (por ejemplo, generacion de un “analisis Scatchard”) para determinar las uniones
especificas (también es otra manera de medir Kd). Se llevan a cabo estudios de enlaces competitivos para cada ligando
en comparacion con SROF, sandostantina y otros ligandos SST-R de interés. Se estudia la internalizacion de los
conjugados por incubacién de células con diferentes concentraciones de los conjugados. La internalizacion es
importante, ya que aumenta en gran medida el tiempo de residencia celular del conjugado. Asi, la internalizacion
deberia orientar a las ROS para destruir componentes intracelulares, lo que podria hacer méas productiva la PDT. Los
conjugados que muestran mayores niveles de internalizacion son los que se espera que den mejores resultados in-vivo.
Ademas, la dosis 6ptima in-vivo se podria predecir mediante la determinacion de las concentraciones de internalizacion
Optimas.

[0133] Se realizan estudios in-vitro de PDT teniendo en cuenta la longitud de onda éptima para la PDT y la
concentracion para internalizacion optima. Se incuban células en conjugado PDT (en algunos casos, a continuacion se
lavan para eliminar el conjugado PDT del medio) y se irradian con luz. Acto seguido, se mide la supervivencia celular
respecto al grupo de control (sin conjugado, sin luz).

Caracterizacion fisica de compuestos con marcador fotoactivo

[0134] La caracterizacién espectroscépica (o “foto fisica”) in-vitro de cada compuesto incluye:
i. espectro de absorcion de longitud de onda;
ii. coeficientes de absortividad molar a una longitud de onda especifica de absorbancia maxima;
iii. espectros de emision fluorescente (a ciertas longitudes de onda de excitacion);
iv. rendimiento cuantico de fluorescencia (a ciertas longitudes de onda);
v. tasa de fotoblanqueo; y
vi. para compuestos PDT, eficiencia de la generacion de ROS (rendimiento cuéntico de oxigeno singlete).
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Métodos de obtencién de imagenes épticas

Espectrofluorimetria con fibra éptica

[0135] Se acopl6 un laser de iones de argén (Melles Griot, serie 43) a un espectrofluorimetro (Shimadzu, modelo RF-
5301PC) utilizando un haz de fibras bifurcadas (Oriel, Stratford, CT, modelo 77533). La luz lase (488 nm) se hizo pasar
a través de una pata del haz de fibras, el extremo comun del haz de fibras colocado a una distancia de 1mm de la
muestra de tejido, mientras que el extremo de la segunda pata estaba dispuesto frente a la hendidura de entrada del
espectrofluorimetro. Se regul6 la irradiacion laser a 5mW, utilizando un medidor de potencia laser (Laserstar, Ophir,
Israel). Se hizo una media de tres grabaciones para cada dato especifico.

Obtenciéon de imagenes por fluorescencia

[0136] Para la obtencion de imagenes por fluorescencia se utilizé un sistema de analisis de imagenes espectrales
(SpectraCube™ SD 300, Applied Spectral Imaging, Migdal Ha’'Emek, Israel). Este sistema combina la obtencion de
imagenes tradicional con un sistema de espectroscopia transformada de Fourier. En resumen, la luz emitida por un
objeto se recopila y se colima por medio de un objetivo Optico. El rayo se dispersa espectralmente, pasando por un
interferometro de Sagnac (triangular) que pasa por un punto comun, del cual se obtiene una imagen enfocando las
lentes con una matriz CCD 1280x1024 de una camara digital de alta resolucién. Cada pixel de la imagen CCD recoge
un interferograma, que después se transforma en el espectroscopio de Fourier para proporcionar el espectro de dicho
pixel. Durante la medicion, todos los espectros se obtienen simultineamente y se almacenan en un archivo. La
resolucion espacial, dependiendo de las lentes del objetivo que se utilizara, era mejor que a 0,1 mm. El rango espectral
(mas de un 55 de respuesta) es de 400-1000 nm y a 600 nm de resolucion espectral es mayor de 5nm.

Ensayos in-vivo

[0137] Los ensayos de biodistribucion se llevan a cabo inyectando primero el conjugado fotoactiva y después siguiendo
su biodistribucién in-vivo por medio de excitacién (ya sea usando una luz coherente 0 no coherente) y obtencion de
imagenes con camara CCD enfriada. Los animales utilizados pueden ser ratas normales (en las que los érganos con
objetivo especifico SSTR son el pancreas y las glandulas suprarrenales), o ratas o ratones (normales o
inmunodeficientes) que tienen un tumor que presenta SST-R. Estos estudios se realizan por medio de cirugia
(intraoperativa) o en animales intactos.

[0138] La PDT in-vivo se realiza a animales con un tumor que presenta SST-R. Se le inyecta el conjugado PDT a los
animales y, después del tiempo de espera (predeterminado por el experimento de biodistribucion o medido por
obtencion de imagenes 6éticas durante el estudio de PDT), se comienza con la irradiacion PDT del tumor. Se consigue
un nivel de control de PDT irradiando el tumor para PDT y mediante la obtencion de imagenes fluorescentes del tumor
para determinar la cantidad de farmaco no fotoblanqueado. El éxito de la PDT viene determinado por la medicién de la
reduccion del tamafio del tumor y la supervivencia de los animales respecto al grupo de control (sin tratamiento, sin luz,
sin conjugado).

Modelos in-vivo para la evaluacién de la actividad de los analogos de somatostatina

[0139] Los compuestos con marcador fotoactivo de la presente invencién se analizan in-vivo para la captacion de
tumores en xenoinjertos derivados de lineas celulares como las que siguen:

a. Células de adenoma de pituitaria de rata (GH3) en ratas atimicas.

b. Células de adenocarcinoma de colon humano (HT-29) en ratones atimicos o ratas atimicas.
c. Células de carcinoma pancreatico de células acinares de rata (CA20948) en ratas normales.
d. Células de cancer de pancreas de rata (AR42J) en ratones atimicos.

e. Células de carcinoma pulmonar de células pequefias humano (NCI-H69) en ratones atimicos.
f. Células de carcinoma pancreatico humano (BON-1) en ratones atimicos o ratas atimicas.

g. Células LCC-18 en ratones atimicos o ratas atimicas.

h. Linea celular DSL 62-38 en ratas o ratones atimicos o normales.

[0140] En resumen, las células se implantan por via intramuscular en una suspensién de 0,05 a 0,1 mL/animal, los
tumores se dejan crecer hasta 0,5-2 gr, después se recolecta el tumor, y se utiliza para implantar a una segunda serie
de animales nunca antes expuestos a él. Este método de inoculacién de la enfermedad se repite para producir
generaciones sucesivas de animales portadores del tumor. Los animales portadores del tumor de la tercera a la quinta
generacion reciben una inyeccion intravenosa del compuesto radiomarcado. Alternativamente, los animales portadores
del tumor son aquellos en los que el tumor se desarrolla después de la inyeccion de células de un cultivo in-vitro. Para
el uso in-vivo, son adecuados tumores con una superficie y dimensién de 0,5x0,5 cm.

[0141] Se llevan a cabo otros modelos in-vivo para la obtencién de imagenes de los receptores SST presentes en
células tumorales animales por medio de los métodos que se describen en esencia en obras de Achilefu et al. ibid. y
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Becker et al. Nat. Biotechnol. 19,327-31,2001.

[0142] A continuacion se presentan ejemplos de analogos de SST conformacionalmente restringidos sintetizados tanto
siguiendo en parte las secuencias de una serie de péptidos biolégicamente activos ya conocidos como basandose en
secuencias nuevas previamente desconocidas. Los siguientes ejemplos tienen por objetivo ilustrar la forma de
elaboracién y de uso de los compuestos y métodos descritos en esta invencion, y no suponen en absoluto una limitacion
de esta. La invencién se describird a continuacion junto con formaciones especificas de esta.

EJEMPLOS
[0143] A continuacion se ilustra la invencién por medio de los siguientes ejemplos con caracter no limitativo:
Ejemplo 1 Procedimiento detallado de la sintesis de PTR-1017.

[0144] La resina de amida Rink MBHA (1g, 0,5 mmoles) se hidrata/reconstituye en NMP (4horas) en un reactor de vidrio
equipado con un fondo de vidrio fritado. Se extrajo el Fmoc de la resina utilizando 2 tratamientos de piperdina-NMP (1:3,
10 mL), durante 15 minutos cada uno. Tras lavar bien la resina (NMP, 7x, 10mL, 2 minutos), se acoplé DDE-
Lys(Fmoc)OH (2mmoles) en NMP (10 mL) con PyBrop (2mmoles) y DIEA (4 mmoles), como agentes reactivantes (1
hora, RT). Tras el acoplamiento, la resina modificada se lavo (NMP, 5x, 10mL, 2 minutos). Se comprobd que la reaccion
se hubiese completado por medio de un test cualitativo de nihidrina (Kaiser). La extraccién de Fmoc y los lavados
posteriores se llevaron a cabo seguln lo descrito anteriormente, y a continuacion se procedié a un lavado con DCM (3x,
10mL, 2 minutos). Se acoplé6 Fmoc-GlyC3-OH (2,0 mmoles9 al nitrdgeno Epsilon del residuo de lisina utilizando el
mismo método NMP/PyBroP/DIEA descrito anteriormente. Acto seguido, tuvieron lugar adicciones sucesivas de Fmoc-
Phe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-(D)Trp(Boc)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH y Fmoc-
GABA(Alloc)-O por medio de los ciclos estandar de acoplamiento ya descritos. Tras lavar la peptidil-resina con DCM
(3%, 10 mL, 2 minutos), se realizo la desproteccion Allyl/Alloc afiadiendo Pd(P(Ph)3)4 (1 g) en cloroformo - acido acético
— NMM (67:2:1, 10.5 mL, asperjado con argon) al reactor, eliminando los gases con burbujas de argén a través del
fondo de vidrio fritado del reactor y después agitando con potencia durantes 1,5 horas en la oscuridad. La peptidil-resina
ciclica se lavo bien a continuacion con DCM y NMP. Se obtuvo el ciclado del esqueleto utilizando HATU (2,6 mmoles) y
DIEA (5,2 mmoles) en NMP (10mL) durante una hora. Después de la desproteccion DDE (3X, 2% hidrazina en DMF,
RT, 3 minutos) y el lavado con DMF y NMP, se afiadi6 la fluoresceina por medio de 5- y 6-carboxilfluoresceina
succinimidil éster (isbmeros mixtos, 2mmoles) (DIEA, 4 mmol; NMP, 10 mL, RT, 1 hora). Después de lavar (NMP,
MeOH, DCM) se seco la resina con aire (30 minutos) primero, y después al vacio (30 minutos). El péptido se separ6 de
la resina (con extraccion simultanea del grupo protector tBu) bajo argén usando primero TFA-TIS-agua (+38:1:1, 12 mL)
a 0°C (15 minutos) y después a temperatura ambiente (75 minutos). La solucion se filtr6 a través de un tubo de
polipropileno y la resina se lavd en un tubo con una mezcla de divisién y TFA. La concentracion bajo una corriente de
N2 produjo un residuo oleoso (0,631 g) que se trituré hasta solidificar con Et20 frio. El secado en vacio produjo un un
resultado de 52 mg de péptido crudo. La fase inversa, el HPLC preparativo produjo 6,4 mg (4,0 mmoles) de PTR 1017A
de un 98% de pureza (rendimiento de 0,8% de la resina).

Ejemplo 2: Enlace de los analogos fotoactivos a los receptores de somatostatina.

[0145] La habilidad in-vitro de los analogos SST de la invencion para unirse a receptores SST se demostré por medio
de ensayos de la habilidad de dichos analogos para inhibir la unién de analogos SST radiomarcados a membranas
celulares con receptores SST, como ya se ha descrito anteriormente. Los preparados de receptores membrana que se
utilizaron para estos tests era de receptores humanos clonados que presentaban de forma selectiva y estable células
OHC, y el analogo radiomarcado que se utilizé fue (3-[125I]tirosil11)SRIF-14. La Tabla 2, véase mas arriba, describe los
resultados de los ensayos de enlace lo analogos seleccionados con los clones de ST-R2 humano.

[0146] Los datos presentados para estos compuestos muestran que los péptidos de la invencion presentan una alta
afinidad de enlace con receptores SST, como se puede observar en los valores IC50 en dicha tabla.

Ejemplo 3: Analogos de péptidos de esqueleto ciclico con marcador fotoactivo PTR 3173

[0147] El compuesto con estructura GABA*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-PheGlyC3*-NH2 que presenté PTR 3173 es un
analogo de la somatostatina de esqueleto ciclado con 6,355,613 y WO 99/65508. PTR 3173 fue escogido como
compuesto predominante debido a sus propiedades quimicas y farmacolégicas. Ademas de la afinidad al subtipo 2 de
hSST-R, que permitiria la deteccion de la mayor parte de tumores neuroendocrinos, este compuesto podria producir
conjugados para la deteccion y la terapia de tumores derivados de la pituitaria (que presentan mayoritariamente hSST-
R5). El péptido central es facil de sintetizar, y el derivativo de un azlcar, PTR-3229, conserva la potencia de su péptido
padre, lo que sugiere que este podria ser un buen sitio para conjugar las fracciones fotoactivas.

[0148] Se disefiaron, sintetizaron y analizaron varios analogos con marcador fotoactivos en base a la estructura PTR
3173 para comprobar su unién a hSST-R2. Los compuestos sintetizados se realizaron siguiendo la formula:
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Z-Lys(GABA-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyC3)-NH2 Formula N° 2

[0149] Preferiblemente, la fraccion fotoactiva Z esta formada mediante la conexién del carboxi terminal del péptido
analogo con una fraccion seleccionada del grupo que consiste en fluoresceina-5-isotiocianato, en el que,
preferiblemente, el carbono del grupo isotiocianato estara conectado a nitrogeno alfa Lys por medio de un enlace
tiourea; 5- Y 6-carboxlIfluoresceina succinimidil éster (isémeros mixtos) en los que el grupo carboxi estard conectado al
nitrégeno alfa Lys por medio de un enlace amida.

[0150] Se descubrié que algunos de los analogos fotoactivos (PTR-1013A - PTR-1017A) presentaban una gran afinidad
con hSST-R2, tal y como se expone en la Tabla 2.

Ejemplo 4: Sintesis de 96 compuestos en formato MPS

[0151] Se sintetizd una placa MPS de 96 pocillos (YS-PDT-1) que contenia 96 péptidos con marcador fotoactivo
basados en cuatro estructuras basicas:

DPhe-Cys*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2 indica PTR 3207;
GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2 indica PTR 3213;
DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyS2*-NH2 indica PTR 3219;
GABA*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-GlyC3*-NH2 indica PTR 3173.

El asterisco senala que el grupo de enlace esta conectado entre el derivativo Na-w-funcionalizado del residuo marcado
y el grupo funcional libre de dicho residuo o el segundo residuo derivativo Na-w-funcionalizado.

[0152] Los componentes, su sintesis y su actividad se encuentran descritos en 6,355,613 y WO 99/65508. Los
elementos de unién/espaciadores se utilizaron para entender la relaciéon estructura-actividad de la distancia entre la
fraccion fotoactiva, a menudo bastante voluminosa (y a veces con carga, sobre todo cuando funciona como complejo
metalico), y el farmacoforo.

[0153] Los compuestos sintetizados en la placa YS-1 estan representados por la siguiente estructura genérica:
(Fraccion fotoactiva)-(Elemento de unién/Espaciador)-(PTR-XXXX), tal y como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Placa YS-PDT-1 MPS de anélogos de esqueleto ciclado con marcador fotoactivo.

Reactivo fluoréforo Elemento de | Centro
union PTR
1 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina Gly NH-3173
2 5-(4-carboxifenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina Gly NH-3173
3 5-(4-aminometilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina Gly NH-3173
4 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-de cloro # Gly NH-3173
5 fluoresceina-5-isotiocianato Gly NH-3173
6 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # Gly NH-3173
7 5- y 6-carboxilfluoresceina éster succinimidil # Gly NH-3173
8 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina BAla NH-3173
9 5-(4-carboxifenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina BAla NH-3173
10 5-(4-aminometilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina BAla NH-3173
11 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-de cloro # PAla NH-3173
12 2,3,7,8,12,13,17,18-octametilo-5-(4-hidroximetilfenilo)-21,23H- BAla NH-3173
porfirina
13 fluoresceina-5-isotiocianato BAla NH-3173
14 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # BAla NH-3173
15 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # BAla NH-3173
16 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina GABA NH-3173
17 5-(4-carboxifenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina GABA NH-3173
18 5-(4-aminometilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina GABA NH-3173
19 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-de cloro # GABA NH-3173
20 fluoresceina-5-isotiocianato GABA NH-3173
21 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # GABA NH-3173
22 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # GABA NH-3173
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23 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino pentanoico | NH-3173
24 5-(4-carboxifenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino pentanoico | NH-3173
25 5-(4-aminometilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino pentanoico | NH-3173
26 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-de cloro # amino pentanoico | NH-3173
27 fluoresceina-5-isotiocianato amino pentanoico | NH-3173
28 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # amino pentanoico | NH-3173
29 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # amino pentanoico | NH-3173
30 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino hexanoico | NH-3173
31 5-(4-carboxifenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino hexanoico | NH-3173
32 5-(4-aminometilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino hexanoico | NH-3173
33 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-de cloro # amino hexanoico | NH-3173
34 fluoresceina-5-isotiocianato amino hexanoico | NH-3173
35 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # amino hexanoico | NH-3173
36 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # amino hexanoico | NH-3173
37 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina Gly NH-3173
38 fluoresceina-5-isotiocianato Gly 3213
39 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # Gly 3213
40 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # Gly 3213
41 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina BAla 3213
42 fluoresceina-5-isotiocianato BAla 3213
43 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # BAla 3213
44 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # BAla 3213
45 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina GABA 3213
46 fluoresceina-5-isotiocianato GABA 3213
47 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # GABA 3213
48 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # GABA 3213
49 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino pentanoico | 3213
>0 fluoresceina-5-isotiocianato amino pentanoico | 3213
51 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # amino pentanoico | 3213
52 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # amino pentanoico | 3213
53 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino hexanoico | 3213
o4 fluoresceina-5-isotiocianato amino hexanoico | 3213
55 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # amino hexanoico | 3213
56 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # amino hexanoico | 3213
57 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina Gly 3219
o8 fluoresceina-5-isotiocianato Gly 3219
59 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # Gly 3219
60 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # Gly 3219
61 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina BAla 3219
62 fluoresceina-5-isotiocianato BAla 3219
63 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # PAla 3219
64 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidilo éster # BAla 3219
65 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina GABA 3219
66 fluoresceina-5-isotiocianato GABA 3219
67 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # GABA 3219
68 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # GABA 3219
69 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino pentanoico | 3219
70 fluoresceina-5-isotiocianato amino pentanoico | 3219
71 amino pentanoico | 3219

Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro #

22




ES 2429221 T3

72 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # amino pentanoico | 3219
73 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino hexanoico | 3219
4 fluoresceina-5-isotiocianato amino hexanoico | 3219
75 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # amino hexanoico | 3219
76 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # amino hexanoico | 3207
w 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina Gly 3207
78 fluoresceina-5-isotiocianato Gly 3207
79 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # Gly 3207
80 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # Gly 3207
81 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina BAla 3207
82 fluoresceina-5-isotiocianato BAla 3207
83 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # BAla 3207
84 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # BAla 3207
85 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina GABA 3207
86 fluoresceina-5-isotiocianato GABA 3207
87 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # GABA 3207
88 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # GABA 3207
89 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino pentanoico | 3207
90 fluoresceina-5-isotiocianato amino pentanoico | 3207
o1 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # amino pentanoico | 3207
92 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # amino pentanoico | 3207
93 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina amino hexanoico | 3207
94 fluoresceina-5-isotiocianato amino hexanoico | 3207
95 Lisamina(TM) rodamina B sulfonilo cloruro # amino hexanoico | 3207
96 5- y 6-carboxilfluoresceina succinimidil éster # amino hexanoico | 3207

# isbmeros mixtos

[0154] Estos compuestos han sido analizados a una concentracion de 10nM, con un desplazamiento SRIF-14 en células
que presentaban hSST-R2. Los compuestos con enlaces significativos en la concentracion de la prueba, se
seleccionaron para una siguiente fase de evaluacion. Se tomaron medidas precisas de IC. La tabla 4 resume el andlisis
de los resultados de los compuestos mas activos, basadndose en el centro PTR, el elemento de union y el enlace.

[0155] La Figura 1 describe las curvas de inhibicién de enlace de los primeros 6 analogos de la Tabla 4, que presentan
valores IC50 por debajo de los 6nM, en las pruebas realizadas en células CHO clonadas con presencia de hSST-R2.
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Ejemplo 5: Sintesis de compuestos adicionales en formato MPS

[0156] Mas compuestos con marcador fotoactiva se sintetizan con formato MPS de 96 pocillos. En la Tabla 5 se
describen las estructuras de los compuestos (placa YS-PDT-2 MPS), basadas en la secuencia descrita en el ejemplo
4.

Tabla 5. Placa YS-PDT-2 MPS

Fluordéforo / compuesto PDT Elemento de unién PTR

11 5-(4-carboxilfenilo)-10,15,20-trifenilo- BAla 3207
21,23H-porfirina

12 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20- BAla 3207
trifenilo-21,23H-de cloro #

14 5-(4-carboxilfenilo)-10,15,20-trifenilo- GABA 3207
21,23H-porfirina

15 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20- GABA 3207
trifenilo-21,23H-de cloro #

17 5-(4-carboxilfenilo)-10,15,20-trifenilo- amino pentanoico 3207
21,23H-porfirina

18 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20- amino pentanoico 3207
trifenilo-21,23H-de cloro #

20 5-(4-carboxilfenilo)-10,15,20-trifenilo- BAla 3219
21,23H-porfirina

21 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20- BAla 3219
trifenilo-21,23H-de cloro #

23 5-(4-carboxilfenilo)-10,15,20-trifenilo- GABA 3219
21,23H-porfirina

24 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20- GABA 3219
trifenilo-21,23H-de cloro #

26 5-(4-carboxilfenilo)-10,15,20-trifenilo- amino pentanoico 3219
21,23H-porfirina

27 5-(4-hidroximetilfenilo)-10,15,20- amino pentanoico 3219
trifenilo-21,23H-de cloro #

29 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo- GABA 3213-NH2
21,23H-porfirina

30 5-(hidroximetilfenilo)-10,15,20-trifenilo- amino pentanoico 3213-NH2
21,23H-porfirina

# isbmeros mixtos

Ejemplo 6: Control in-vivo y ex vivo de la biodistribucién en compuestos fluorescentes con objetivo
especifico SSTR.

[0157] Los seis compuestos mas potentes de la Tabla 4 (nUmeros 62, 64, 68, 70, 86 y 48), fueron sometidos a
pruebas in-vivo y ex-vivo para analizar su biodistribucién en diferentes tejidos de ratones portadores cancer de
pulmén humano H69 implantado subcutdneamente.

Modelo de tumor

[0158] Xenoinjertos por inoculacion subcutdnea de cancer de pulmoén de células pequefias de linea celular H69 en
ratones atimicos Balb/c.

Procedimientos del experimento

[0159] Se disolvié cien ml de cada agente (ImM) en 0,5 ml de solucién salina, y se inyecto por via intravenosa a los
sujetos. Como grupo de control, se inyect6 fluoresceina a uno de los ratones.
[0160] Se llevaron a cabo mediciones de fluorescencia:

1. In-vivo durante 24 tras la administracion del agente utilizando mediciones por puncion (en un area de ~1mm2)
utilizando un sistema de espectroscopia por fibra éptica (FOS).

2. Ex-vivo 24 horas después de la inyeccion por medio de FOS.

3. Ex vivo 24 horas después de la inyeccion por medio de un sistema de imagen spectral SD300.
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Resultados:

[0161] La Table 6 describe los resultados ex-vivo de la fluorescencia en diferentes tejidos, 24 después de la
administracion, medicion realizada por medio de FOS.

Tabla 6

Tejido Intensidad de luz fluorescente (a.u.) Compuesto N°

62 64 68 70 86 48
Tumor 106=%x16| 110=x17| 97#18| 122418 62655 50220
Piel 120+18| 120=+18| 77#%14| 116=%17| 65=13] 90=20
Higado 173 12+2| 35%*6 5+1 13+3 10+5
Rifidn 32+5 20=%3 1132 18+3 23+5 15+6
Bazo 4=+1 4+1| 2x0.4 2+0.3 7x1.4 72
Pulmén 37%6 40x6| 356 27x4| 70x14| 25+8
Pancreas - - - 10x2 22+6| 16=*5

[0162] Como se puede observar en la Tabla 7 y la Figura 2, las moléculas con objetivo especifico SSTR se
acumularon principalmente en el tumor y en la piel. EI compuesto nimero 886 obtuvo la mayor afinidad con la SSTR-
2, tal y como se muestra en la Tabla 4. Este compuesto demuestra ademas una especificidad particularmente alta
con el tumor en el analisis in-vivo.

[0163] En las Figuras 3 y 4 presentamos imagenes espectrales ex-vivo de los compuestos fluorescentes con objetivo
especifico SSTR medidos 24 después de la inyeccion intravenosa. Al inyectar el compuesto nimero 62 (Figura 3),
no se aprecia ninguna fluorescencia (pulmones vy rifién), o se aprecia poca fluorescencia (dermis) en los 6rganos
normales, mientras que el tumor presenta una fluorescencia alta y selectiva. El compuesto nimero 86 (Figura 4)
presenta de nuevo una fluorescencia alta y selectiva en el tumor, mientras que no presenta fluorescencia alguna en
los 6rganos normales (pulmaon, rifién, dermis, higado, pancreas y bazo).
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REIVINDICACIONES
1. Un andlogo de somatostatina de esqueleto ciclado de la Férmula general N° 1
Z-Q-PTR Formula N° 1

En el que Q se selecciona de un grupo que consiste en un enlace directo, acido amino hexanoico, acdo amino
pentanoico, RAla, GABA y Gly; en la que Q puede estar conectada a un grupo funcional libre del péptido, Z es una
fraccion fotoactiva seleccionada del grupo formado por 5-(4((oxocarbonilo)metil)fenilo) 10,15,20-trifenilo-21,23H-
porfirina; 5-(4-carboxifenilo)-10,15,20-trifenilo-21,23H-porfirina; 5-(4((aminocarbonilo)metil)fenilo)-10,15,20-trifenilo-
21,23H-porfirina;  5-(4-((oxocarbonilo)metil)fenilo)  10,15,20 trifenilo-21,23H-de  cloro(isémeros mixtos); 5-
(aminationilo)fluoresceina; 4-sulfonilo-2-sulfurodamina B; 2-sulfonilo-4-sulfurodaminaB (isémeros mixtos); and 5-and
6-carboxifluoresceina (isdbmeros mixtos); y el analogo de somatostatina PTR se selecciona de un grupo formado por:

DPhe-Cys*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(S2)*-NH2 con PTR 3207;
GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(S2)*-NH2 con PTR 3213;
DPhe-GlyS2*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(S2)*-NH2 con PTR 3219; y
GABA*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(C3)*-NH2 con PTR 3173

y
*Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(C3)*-NH2; y

en el que los asteriscos sefialan los puntos de ciclado, y en el que Gly(C3) y Gly(S2) describen un residuo
de glicina Na-o-functionalizado que responde a la Formula N° 3:

————N-CH (R') -CO———

X
_
Formula No. 3
en la que
R’ es H;

X designa un espaciador de 3 grupos de metileno en Gly(C3) y dos grupos de metileno en Gly(S2);
G es un grupo carboxi en Gly(C3) y un grupo tiol en Gly (S2).

2. Un analogo de somatostatina de esqueleto ciclado de la Férmula general N° 2
Z-Lys(GABA-Phe- Trp-DTrp-Lys- Thr-Phe-Gly(C3))-NH2 Formula N° 2

En la que Z es una fraccidn fotoactiva conectada al nitrogeno alfa de la Lisina C-terminal, y el péptido entre
paréntesis esta conectado a la Lisina Epsilon amina y ciclado por medio de un enlace amida formado entre un
nitrogeno GABA terminal y la unidad estructural Gly(C3) w-carboxilato, y en la que Gly(C3) describe un residuo de
glicina modificado con un grupo carboxilo reactivo y un espaciador de tres carbono metilenos.

3. El andlogo de somatostatina de la reivindicacién 2 en el que la fraccion fotoactiva Z es un derivado de
fluoresceina que esta conectado al nitrégeno alfa de la Lisina C-terminal por medio de un enlace seleccionado de la
tiourea o un enlace amida.

4. El andlogo de somatostatina de la reivindicacion 1, en el que el analogo de somatostatina de esqueleto ciclado se
selecciona del grupo formado por

H-Lys(GABA*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(C3)*)-NH2;

5- and 6-carboxitluorescein-Lys(GABA*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(C3)*)-NH2;
5-(aminotionilo)fluoresceina-GABA-DPhe-Cys*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(S2)*-NH2;
5-(aminotionilo)fluoresceina-aminopentanoyl-DPhe-Gly(S2)*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(S2)*-NH2;
5-(aminotionilo)fluoresceina-RAla-DPhe-Gly(S2)*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(S2)*-NH2;

5- and 6-carboxifluoresceina-RAla-DPhe-Gly(S2)*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(S2)*-NH2;

5- and 6-carboxifluoresceina-GABA-Gly(S2)*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe-Gly(S2)*-NH2; and

5- and 6-carboxifluoresceina-GABA-DPhe-Gly(S2)*-Phe-Trp-DTrp-Lys-Thr-Phe- Gly(S2)*NH2; y en el que los
asteriscos sefialan los puntos de ciclado.

5. Un compuesto farmacolégico que contiene un analogo de somatostatina de esqueleto ciclado correspondiente a
cualquiera de las reivindicaciones anteriores.
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6. El uso de un analogo de somatostatina de esqueleto ciclado correspondiente a cualquiera de las reivindicaciones
1-4 para la elaboracion de un compuesto farmacol6gico destinado al tratamiento de una enfermedad que se
clasifique dentro de los grupos cancer, rechazo de aloinjertos, enfermedades endocrinas, enfermedades
inflamatorias, tumores gastrointestinales y pancreatitis.

7. El uso de un analogo de somatostatina de esqueleto ciclado correspondiente a cualquiera de las reivindicaciones
1-4 para la elaboracion de un compuesto farmacoldgico destinado al diagnostico de una enfermedad que se
clasifique dentro de los grupos cancer o rechazo de aloinjertos.

8. El uso descrito en la reivindicacion 6, en el que el cancer es cancer de pulmén o carcinoma de pulmén de las
células pequenas.
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