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DESCRIPCION

Andlogos fosfolipiidicos para el tratamiento de cancer de pancreas, de ovarios y de colon, melanomas, gliomas y
carcinosarcomas

Antecedentes de la invencién

La presente invencién se refiere, en general, a la formacion de imagenes de diagnostico de tumores, vy,
especificamente, a la formacion de imagenes de diagndstico de tumores usando analogos fosfolipidicos. Sin
embargo, la formacién de imagenes de diagnostico no es parte de la invencién reivindicada.

La deteccidon precoz del cancer ha sido uno de los objetivos principales de la tecnologia de formacion de imagenes
moderna, puesto que la identificacién de un presunto tumor en una etapa localizada mejora significativamente las
posibilidades de éxito del tratamiento y la eliminacion del tejido canceroso. Por lo tanto, se han disefiado un gran
numero de estrategias de formacion de imagenes usando diversas técnicas y modalidades para ayudar al médico a
establecer un diagnéstico exacto lo antes posible.

Desgraciadamente, las técnicas de formacion de imagenes convencionales tales como tomografia computerizada
(TC) y RM (formacién de imagenes por resonancia magnética) estan limitadas en cuanto a su capacidad para
proporcionar un diagnéstico concluyente de una presunta lesion, puesto que sélo son capaces de observar
diferencias en la densidad o morfologia de los tejidos. A menudo es necesario un procedimiento de biopsia mas
invasivo y costoso para proporcionar un diagnostico definitivo. En contraposicion, las técnicas de medicina nuclear
tales como tomografia por emisién de positrones (PET) y tomografia por emision monofoténica (SPECT) pueden
proporcionar informacién funcional o bioquimica sobre un érgano o zona particular de interés. Sin embargo, el éxito
de esas técnicas de formacion de imagenes nucleares depende en gran parte de la captacion y deteccion selectiva
de agentes radiofarmacéuticos apropiados. La captacion selectiva, a su vez, depende del desarrollo de agentes
radiofarmacéuticos con un alto grado de especificidad por el tejido diana. Desgraciadamente, los agentes
localizadores de tumores que se han desarrollado hasta ahora para aplicaciones oncolégicas tienen sélo una
aplicacion limitada.

Por ejemplo, uno de estos compuestos de la técnica anterior, el citrato de galio 67Ga, se identificd inicialmente por su
capacidad para acumularse en tejido tumoral. Desgraciadamente, el citrato de calcio ®Ga se incorpora a una
variedad de otras lesiones no cancerosas también, incluyendo lesiones inflamatorias, y pueden acumularse también
cantidades inaceptables de radiactividad en el tejido de higado y bazo. El rapido aumento de un producto
radiofarmacéutico en estos 6rganos puede interferir gravemente con la formacién de imagenes de lesiones cercanas
y tener también un impacto negativo sobre la dosificacidon que puede administrarse a un paciente con seguridad.

Un enfoque alternativo ha sido desarrollar anticuerpos monoclonales (Mab) marcados radiactivamente dirigidos a
antigenos especificos de tumores. Sin embargo, estos anticuerpos monoclonales son sélo especificos del tejido
tumoral particular para el que se han producido, y por lo tanto no se localizardn generalmente en tejido neoplasico.
Ademas, el uso de Mab para formacion de imagenes de diagndstico ha conducido a problemas adicionales,
incluyendo grados variables de expresién de antigeno, baja captacion tumoral, unién no especifica y reacciones
inmunogénicas adversas.

En un intento de abordar estos problemas, los presentes inventores han identificado y desarrollado recientemente
una serie de compuestos novedosos que demuestran una especificidad tumoral util. Véanse, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. n° 4.925.649, 4.965.391, 5.087.721, 5.437.030 y 6.417.384. Se cree que estos analogos de éter
fosfolipidico radioyodados aprovechan una caracteristica bioquimica uUnica de las células tumorales malignas,
concretamente, la alta concentracion de éteres lipidicos de origen natural en las membranas celulares tumorales
respecto a los tejidos normales correspondientes. Aunque no se entiende completamente el mecanismo preciso de
accion, la hipétesis predominante es que los analogos de éter fosfolipidico se atrapan en las membranas tumorales.
En consecuencia, estos compuestos se localizan en tejido tumoral y permanecen en el sitio para aplicaciones de
diagnéstico y/o terapéuticas.

La retencién selectiva de los analogos de éter fosfolipidico marcados radiactivamente descrita en las patentes
anteriores se ha demostrado en varios xenoinjertos de tumor de roedor y animales y no en modelos tumorales
espontaneos que se cree que imitan mas estrechamente la enfermedad humana. Desgraciadamente, los datos
obtenidos a partir de estos estudios han demostrado también un aclaramiento relativamente rapido del compuesto
radiofarmacéutico de la sangre, y una acumulacion indeseable en tejidos no diana. Como se observa anteriormente,
la captacion por tejido no diana puede reducir la eficacia de la formacién de imagenes para radiodiagndstico al crear
una alta actividad de fondo o causar una exposicion excesiva de tejidos radiosensibles a la radiactividad inyectada.

En consecuencia, sigue habiendo una necesidad significativa en la técnica de agentes radiofarmacéuticos que
exhiban un aclaramiento rapido de tejidos no diana asi como una semivida extendida en el plasma, reteniendo su
especificidad y avidez por tejidos neoplasico. Dicho agente no sélo deberia ayudar a la formacién de imagenes no
invasivas de tumores primarios y metastasis, sino que deberia servir también como portador de un agente citotdxico
para erradicacion especifica de sitio de tejidos tumoral maligno, especialmente en lo que se refiere a las formas de
cancer que se diagnostican con mayor frecuencia. Adicionalmente, es deseable que los agentes radiofarmacéuticos
sean selectivos de tumores malignos y no de tejidos precancerosos, incluyendo adenomas e hiperplasia.

Todos los afos se diagnostican aproximadamente 147.000 casos nuevos de cancer colorrectal en Estados Unidos.
Por tanto, el cancer colorrectal es el cuarto cancer mas frecuente, dando cuenta de 60.000 muertes al afio'. El
tratamiento depende principalmente del estadio del cancer, pero puede incluir cirugia, radiacion, quimioterapia y/o
radiofrecuencia o crioablacion. En los seguimientos rutinarios de pacientes de cancer colorrectal, sin embargo, la
determinacién del antigeno carcinoembridnico (CEA), un marcador de tumor colorrectal, y la realizaciéon
colonoscopias repetidas” no consiguen detectar la enfermedad recurrente en mas del 50 % de los pacientes”. Por lo
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tanto, existe la necesidad de desarrollar procedimientos adicionales para la deteccion de la enfermedad recurrente.
Ademas, durante el tratamiento y diagndstico usando exploracién por TC y ablacion por RF, la informacién funcional
de exploraciones por TC es dificil de obtener. Con la TC helicoidal potenciada con contraste puede valorarse la
vascularidad del tumor en cierto grado, pero no hay modo de determinar exactamente si las células tumorales
viables permanecen en la lesidon por RF. Ademas, las lesiones térmicas creadas por RF tienen normalmente un
borde de inflamacién circundante en exploraciones por CT después del procedimiento durante hasta 6 meses
después del procedimiento. Se ha usado exploracion por TEP para seguir a los pacientes después de ablacion, pero
el borde de inflamacion circundante de las lesiones térmicas por RF normalmente exhibe una captacion aumentada,
incluso en ausencia de tumor viable. Esto reduce la sensibilidad y especificidad para la deteccion precoz de tumor
recurrente. En consecuencia, son preferibles agentes como NM404 que son selectivos y se retienen indefinidamente
por células tumorales malignas, al contrario que FDG que no es selectiva de células tumorales y,va a sitios
infecciosos e hiperplasias (eséfago de Barret). Ademas, los compuestos como NM404 que contienen 4, que tiene
una semivida fisica de 4 dias y puede enviarse a cualquier lugar del mundo, son preferibles en comparaciéon con
FDG, que tiene una semivida de 110 minutos y por lo tanto puede tener sélo una distribucion limitada a 321 km del
sitio de produccioén. Se prefieren ademas compuestos como NM404 que experimentan una retencién prolongada (no
metabolizados) puesto que es mas probable que puedan tener un potencial terapéutico significativo cuando se
emparejan con un radioisétopo apropiado como ¥1). También los compuestos como NM404, que pueden marcarse
con diversos is6topos de yodo y tienen una versatilidad elevada (diagndstico y terapia, asi como herramienta para
estudios animales experimentales), sgn preferibles en comparacion con FDG, que esta limitada a “F para
exploracion por TEP o potencialmente PF (estable) para formacion de imagenes por resonancia magnética aunque a
niveles de sensibilidad muy bajos. Independientemente de su capacidad de orientacion a tumor, la FDG, debido a su
rapido metabolismo en células tumorales, no tiene potencial para terapia. Por lo tanto, son necesarios otros
compuestos para investigar las recurrencias locales después de RF. Igualmente, si el tumor se vuelve metastasico
por progresion o recurrencia del tumor local, es altamente deseable una modalidad de formacion de imagenes
hibrida (combinacion de TEP y TC) que reemplaza a la exploraciéon por TC y TEP separada después del
procedimiento.

Ademas, incluso cuando la quimioterapia es el modo de tratamiento, es esencial una monitorizacion mejorada de la
respuesta a la quimioterapia. Por lo tanto, es deseable el desarrollo de un marcador temprano para estudiar la
respuesta a la quimioterapia para permitir a los médicos detener rapidamente el uso de regimenes
quimioterapéuticos ineficaces sin exponer a los pacientes a la toxicidad de tratamientos prolongados. Cuando la
terapia por radiacién de haz externo es un tratamiento alternativo para pacientes con tumores de histologia similar,
los tumores pueden tener respuestas drasticamente diferentes ante la terapia por radiacion externa de intencion
curativa (XRT). Algunos pacientes con cancer colorrectal tratados con radiacion preoperatoria tendran una respuesta
completa, mientras que otros con histologia similar (a nivel de microscopio 6ptico) tendran una mala respuesta al
tratamiento y la enfermedad recidivara. La respuesta a la radiacion es un factor predictivo del control tumoral dltimo y
supervivencia para muchos canceres, incluyendo muchos canceres gastrointestinales, cancer de pulmoén, cancer de
cabeza y cuello y canceres ginecoldgicos. La mayoria de procedimientos de caracterizacién de la respuesta, aunque
muy predictivos de respuesta, se efectian después de la terminacion d(ﬂ tratamiento. Aunque algunas evaluaciones
clinicas durante el tratamiento son utiles para ajustar el tratamiento ™, en la mayoria de los casos no hay un
procedimiento exacto de predecir la respuesta tumoral durante el tratamiento real. Dicho ensayo, especialmente uno
aplicable a un amplio intervalo de sitios tumorales e histologias, obviamente seria muy util y deseable. Otros
procedimientos de tratamiento y diagnéstico incluyen ensayos moleculares que se han propuesto para predecir la
respuesta a terapia, y los esfuerzos recientes incluyen el uso de micromatrices de ADN para identificar cambios
genéticos que se correlacionan con la respuesta o falta de respuesta al tratamiento. Estas estan en investigacion y
ninguna en uso clinico rutinario.

Otros procedimientos de diagndstico y tratamiento mas incluyen el uso de modalidades de formacion de imagenes
para predecir la respuesta durante el tratamiento con XRT. Las exploraciones por TEP durante el tratamiento usando
FDG estan bajo investigacion activa, en la que se compara la captacion de isétopo en el tumor primario a mitad de la
terapia de radiacién con la captacion antes del tratamiento. Varios estudios retrospectivos sugieren que los
pacientes con captacion fuerte continuada durante el tratamiento tienen peores resultados dg control del tumor que
los pacientes cuyos tumores son menos avidos por FDG durante el tratamiento™. Sin embargo, son
extremadamente deseables procedimientos de cribado, diagnostico y tratamiento mas eficaces para diversos
canceres.

Otros tumores bien observados incluyen los gliomas malignos, que son el tipo mas frecuente de tumores cerebrales
primarios. A pesar de un tratamiento agresivo con cirugia, radiaciéon y quimioterapia, la mayoria de los pacientes que
alberga estos tumores tiene menos de dos afios de supervivencia después del diagndstico. Los avances recientes
en neurorradiologia y formacion de imagenes por resonancia magnética (IRM) han tenido un impacto significativo
sobre el diagnostico temprano y el tratamiento de estos tumores. Sin embargo, los gliomas mas malignos tienen un
componente infiltrativo que se diferencia mal del tejido cerebral edematoso mediante las técnicas de formacion de
imagenes actuales. A menudo es este componente del tumor el que es mas dificil de tratar y el responsable de la
recurrencia local. Indudablemente, una mejor visualizacion de las células de glioma invasivas es deseable para un
tratamiento terapéutico significativo.

Igualmente, el cancer de pancreas es una enfermedad muy letal con la peor probabilidad de supervivencia entre
todas las malignidades importantes. Es la quinta causa de muerte por cancer en los Estados Unidos y, de todos los
canceres recién diagnosticados en los Estados Unidos, el 2 % al afio son debidos a cancer pancreatico. Sin
embargo, es una de las enfermedades mas altamente letales, que da cuenta de un 5 % de todas las muertes por
cancer. Millar B.A. et al., Pub. NIH n° 96-4104, Bethesda, MD, 1996. Esto se demuestra por el hecho de que no hay
supervivientes de 5 afios en pacientes con la enfermedad no extirpable. Ademas, aunque la extirpaciéon quirurgica
ofrece la Unica esperanza de cura, la supervivencia de 5 afios después de la extirpacion es soélo del 20 %. Geer R.J.,
Brennan M.F., Am. J. Surg. 1993; 165: 68-72; Yeo C.J., Cameron J.L., et al., Ann. Surg. 1997. Aunque la exploracion
por TEP con 18-FDG se ha mostrado prometedora en la formacién de imagenes de otros diversos canceres
primarios, parece tener sélo una capacidad limitada de mejorar la capacidad de formacion de imagenes de
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exploracioén por TC para pacientes con cancer pancreatico, particularmente para valorar la enfermedad metastasica.
Kasperk R.K., Riesener K.P. et al., World Surg. 2001; 25: 1134-1139; Sendler A., Avril N. et al., World J. Surg. 2000;
24: 1121-1129. Por tanto, continda la necesidad de un procedimiento de formacion de imagenes exactas en
pacientes con cancer de pancreas metastasico oculto.

El cancer hepatocelular es la malignidad de 6rgano sélido mas comun en el mundo, debido a su etiologia comun de
lesion hepatica cronica de hepatitis o alcoholismo. Los indices de incidencia varian notablemente, de 2,1 por
100.000 en América del Norte a 80 por 100.000 en regiones de alta incidencia de China. El riesgo de desarrollar
HCC en pacientes con cirrosis es de 1-6 % al afio. Aunque la extirpacién es la Unica opcion curativa, sélo un 10-30
% de los pacientes son candidatos para cirugia en el momento de la presentacion, debido a una mala reserva
hepatica o a la presencia de enfermedad no extirpable o metastasica. Confirmando la naturaleza agresiva de esta
enfermedad, la supervivencia a los 5 afios es s6lo del 15-35 % después de extirpacion curativa. Treiber G. Digestive
Diseases (2001) 19: 311-323.

El cancer de mama es un problema de salud importante para las mujeres de Estados Unidos hoy en dia. Se preveia
que a casi 216.000 mujeres soélo en EE.UU. se les diagnosticaria cancer de mama en 2004 y de éstas se esperaba
que murieran 40.000. Una valoracién exacta de la extension metastésica local, regional y distante es critica para un
tratamiento y gestion 6ptimos de la enfermedad. El desarrollo de una modalidad de formacion de imagenes no
invasiva que permita la deteccion y/o caracterizacion de metastasis de cancer de mama locales o distantes
incluyendo la implicacion de ganglios linfaticos representaria un avance significativo en la gestion de esta
enfermedad. Aunque la mamografia es el procedimiento de cribado actual de eleccién para la deteccién inicial de
cancer de mama, la confirmacion histologica y la extension regional a ganglios linfaticos vecinos se evaluan
normalmente mediante biopsia. Se han examinado extensamentg ahora procedimientos de formaciéon de imagenes
mas sofisticados, incluyendo exploracion con gammagrafia con T c-Sestamibi y TEP con ®F_FDG, pero no han
tenido significativamente impacto en la planificacion del tratamiento debido principalmente a su impredecible
especificidad. Wahl, R.L., Quart J. of Nucl. Med. (1998) 42: 1-7. El papel del la exploracién por TEP tiene la eficacia
indicada, sin embargo, en la monitorizacion de la respuesta tumoral a la quimioterapia. Smith I.C., Welch A.E. et al.,
J. of Clin. Onco. (2000) 18: 1676-1688; Schnelling M., Avril N. et al., J. of Clin. Oncol. (2000) 18: 1689-1695. La
terapia con radiacion tiene un papel bien establecido en el tratamiento del cancer de mama debido principalmente a
la sensibilidad de muchos tumores epiteliales solidos, incluyendo carcinoma ductal infiltrante, a la radiacion
ionizante. DeVita V., Hellman S., Rosenbert S., “Cancer: Principles and Practice of Oncology” 62 edicién, Filadelfia
(PA): Lippincott, Williams and Wilkins, 2002, pag. 1667-1680. La indicacion mas comun para radiacion en cancer de
mama es como tratamiento auxiliar después de lumpectomia o mastectomia. En este contexto, se ha mostrado que
la terapia con radiacion reduce drasticamente la incidencia de recurrencia local y regional esterilizando depdsitos
microscopicos en estos tejidos. La quimioterapia se ofrece cuando el paciente tiene enfermedad metastasica o se
considera que tiene un riesgo aumentado de metastasis ocultas. En esta ultima indicacion, la de administracion de
quimioterapia auxiliar, los estudios confirman una supervivencia mejorada en pacientes que reciben quimioterapia
auxiliar o terapia hormonal. La radiacion se usa también en ajustes paliativos con un buen efecto para reducir el
dolor y los efectos de volumen de metastasis en érganos sélidos y hueso. Muchos pacientes recaen después de la
terapia definitiva por razones que son multifactoriales. La resistencia adquirida a la radiaciéon y la quimioterapia
contribuyen indudablemente a la recurrencia después de la terapia primaria. Adicionalmente, el uso de radiacién
esta asociado a toxicidades especificas que son generalmente de apariciéon tardia y limitantes de la dosis. La
fibrosis, lesion nerviosa y necrosis de tejido blando pueden ser graves si se usan dosis excesivas de radiacion. El
linfoedema de brazo es la toxicidad mas comun y temida para pacientes con cancer de mama, y es el resultado con
mayor frecuencia de la combinacién de diseccion axilar (hecha con fines de diagndstico) y radiaciéon auxiliar en la
axila.

En contraposicion con los nuevos medicamentos anticancerosos que se orientan en gran medida a receptores o
moléculas especificos de cada tipo tumoral particular, los nuevos compuestos que se basan en un mecanismo
comun aplicable a diversos tipos tumorales diferentes son extremadamente deseables.

Por tanto, sigue existiendo una perentoria necesidad clinica de técnicas de formacion de imagenes de cancer de
mama no invasivas que proporcionen tanto una alta sensibilidad como especificidad. Ademas, el potencial de
suministrar una dosis terapéutica de yodo 131 simultdneamente tanto a tumores primarios como metastasicos es un
beneficio afiadido significativo.

El cancer de pulmoén no microcitico (NSCLC) es la causa principal de muerte por cancer en los Estados Unidos hoy
en dia. La extirpacion quirGrgica en pacientes apropiadamente seleccionados ofrece la mejor oportunidad de
supervivencia a largo plazo y puede ser curativa. La valoracion preoperatoria exacta de la extension local, regional y
metastasica distante es por tanto critica para una gestion 6ptima. La evaluacion del estado del nédulo linfatico
mediastinico es esencial porque la metastasis nodal, que aparece en casi la mitad de los pacientes con NSCLC, es
probablemente la barrera mas frecuente para la cura. Una asignacion precisa del estadio también puede ahorrar a
los pacientes la morbilidad de procedimientos quirdrgicos innecesarios no curativos.

La formacién de imagenes con exploracion FDG-TEP se esta convirtiendo rapidamente en el método de referencia
para la formacién de imagenes de NSCLC debido a sus indices de sensibilidad mejorados, particularmente cuando
se comparan con la formacién de imagenes por TC. Sin embargo, es un ensayo de formacién de imagenes costoso
que no esta disponible en la mayoria de practicas en centros locales. Por tanto, continlia la necesidad de una
técnica de formacién de imagenes que sea sensible, especifica y use recursos que estén facilmente disponibles para
la mayoria de los pacientes.

La exploraciéon por tomografia de emisiéon de positrones (TEP) con "®F.FDG ha generado un considerable interés
como técnica de formacion de imagenes. Un estudio reciente comparaba en perspectiva la capacidad de un enfoque
estandar de asignar la etapa de NSCLC (TC, ultrasonidos, exploracion dsea, etc.) y exploracion por TEP para
detectar metastasis en ganglios linfaticos mediastinicos y sitios distantes. Pieterman R.M., van Putten JW.G,,
Meuzzelaar J.J., Mooyaart E.L., Valburg W., Koeter G.H., Fidler V., Prium J., Groen H.J.M. “Preoperative Staging of
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Non-Smal Cell Lung Cancer with Positron-Emission Tomography”, New England J. Med. 343: 254-261, 2000. Se
confirmd histopatoldgicamente la implicacion mediastinica, y se confirmaron las metastasis distantes mediante otros
ensayos de formacion de imagenes. La sensibilidad y especificidad de la TEP para detectar metastasis
mediastinicas eran de 91 % y 86 %, respectivamente, para detectar metastasis distantes de 82 % y 93 %,
respectivamente. Esto se compara con la sensibilidad y especificidad de la exploracién por TC de la implicacion
mediastinica de 75 % y 66 %, respectivamente. Otro estudio comparé la formacion de imagenes con FDG-TEP, TC y
resultados histolégicos. La sensibilidad, especificidad y exactitud global de la TEP para asignacién de etapa de
nédulos mediastinicos (n= 168 en 54 pacientes) era de 96 %, 93 % y 94 %, en comparacion con 68 %, 65 % y 6 %
con TC. Gupta, N.C., Graeber G.M., Bishop, H.A., “Comparative efficacy of positron emission tomography with
fluorodeoxyglucose in evaluate of small (<1 cm), intermediate (1 to 3 cm), and large (>3 cm) lymph node lesions”,
Chest 117(3): 773-778, 2000. Sin embargo, las limitaciones de la exploracion por TEP incluyen el coste,
disponibilidad limitada, incapacidad de detectar lesiones menores de 1 cm y falta de especificidad, particularmente
en pacientes con enfermedad inflamatoria o granulomatosa. Stokkel M.P., Bakker P.F., Heine R., Schlosser N.J.,
Lammers J.W., Van Rijk P.P. “Staging of lymph nodes with FDG dual headed PET in patients with non-small cell lung
cancer”, Nucl. Med. Communications 20(11): 1001-1007, 1999; Kapuco L.O., Meltzer C.C., Townsend D.W., Keenan
R.J., Luketich J.D., “Fluorine-18-fluorodeoxyglucose uptake in pneumonia”, J. Nucl. Med. 39(7): 1267-1269, 1998.

Las técnicas de formacién de imagenes anatdmicas convencionales tales como exploracién por TC tampoco son
buenas para predecir la supervivencia después del tratamiento a pesar del encogimiento tumoral después de la
terapia. En un reciente estudio que implicaba a 56 pacientes de NSCLC que recibieron tratamiento con quimioterapia
basada en cisplatino simultanea con radioterapia o radioterapia sola para enfermedad avanzada, la respuesta por
formacion de imagenes por TC convencional no se correlacionaba con la supervivencia. MacManus M.P., Hicks R.J.,
Wada M., Hoff A., Matthews J., Wirth A., Rischin D., Ball D.L., “Early F-18 FDG-PET response to radical
chemoradiotherapy correlates strongly with survival in unresectable non-small cell lung cancer”, Proc. ASCO 19:
483a, 2000. La respuesta por exploraciones por TEP de FDG, sin embargo, se correlacionaba fuertemente con la
supervivencia (p= 0,0006). La supervivencia desde la fecha de exploracién por TEP de seguimiento era del 84 % y
84 % alos 1y 2 afios, respectivamente, para 24 pacientes que habian conseguido una respuesta completa en TEP,
pero solo del 43 % y 31 % de los 32 pacientes que no lo hicieron (p= 0,010). Estos resultados corroboran
descubrimientos similares resefiados recientemente por otros autores. Patz E.F. Jr., Connolly J., Herndon J.
“Prognostic value of thoracic FDG PET imaging after treatment for non-small cell lung cancer”, Am. J. Roentgenology
174(3): 769-774, 2000; Vansteenkiste J.F., Stroobants S.G., Dupont P.J., DeLeyn P.R. Verbeken E.K., Deneffe G.J.,
Mortelmans L.A., Demedts M.G. “Prognostic importance of the standardized uptake value on (18)F-fluoro-2-deoxy-
glucose positron emission tomography scan in non-small cell lung cancer: An analyse of 125 cases”. J. Clin. Oncol.
17(10): 3201-3206, 1999; Ahuja V., Coleman R.E., Herndon J., Patz E.F. Jr. “The prognostic significance of
fluorodeoxyglucose positron emission tomography imaging for patients with non-small cell lung carcinoma”, Cancer
83(5): 918-924, 1998.

Por lo tanto, un producto radiofarmacéutico disponible que pudiera identificar exactamente y tratar potencialmente la
enfermedad metastasica temprana en los pacientes con NSCLC tendria un importante impacto sobre el cuidado del
paciente, en términos tanto de asignacion de etapa como de respuesta a la terapia. Aunque los procedimientos de
formacion de imagenes por TEP estan ganando eficacia en esta area, el coste e inaccesibilidad limitan seriamente
su aplicacién practica. Continua la necesidad de una técnica de formacion de imagenes funcional exacta basada en
una funcién especifica de tumor que pueda cribar no invasivamente el cuerpo entero usando dispositivos de
formacion de imagenes relativamente econémicos y ampliamente disponibles.

Los analogos de éter fosfolipidico radioyodados tales como NM404 radioyodado se han sugerido para el tratamiento
de tumores de prdéstata en el documento US 2002/0065429. El uso potencial de NM404 para el tratamiento de
cancer de mama primario y metastasico se ha resefiado por Weichert et al. (2nd Annual Meeting of the Society of
MoI%?uIar Imaging”, San Francisco, EE.UU. 15-18 de agosto de 2003, presentacion numero 304). El uso potencial
de “'I-NM404 se ha resefiado también por Zasadny et al., (Journal of Nuclear Medicine, vol. 40. n°® 5 sup., mayo de
1999, pagina 39P).

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona, en general, compuestos para el tratamiento del melanoma, el cancer de colon, el
cancer de ovarios, el cancer pancredtico, el glioma, el carcinosarcoma en un sujeto que tiene o se sospecha que
tiene cancer.

Lo compuestos son analogos fosfolipidicos seleccionados de:
ﬁ
(CHZ)nOPOCH,CHy ——y

|. o
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en la que X se selecciona del grupo constituido por, |sotopos radlactlvos de yodo; n es un numero entero entre 16 y
30 e Y se selecciona del grupo que comprende N'Hz, HN'(R)2 y N*(R)s, en el que R es un sustituyente alquilo o
arilalquilo o

H,0(CH,Jn
Y—CH O
CH;0POCH;CHy 7
Férmulé 1] -
o

en la que X es un is6topo radiactivo de yodo; n es un numero entero entre 16 y 30; Y se selecciona del grupo
constituido por H, OH, COOH, COOR y OR y Z se selecciona del grupo constituido por NHz, N(R)2 y N*(R)z, en el
que |§2 eS12l3|n su stltgélente anU|Io o arilalquilo. X se selecciona del grupo de is6topos radiactivos de yodo constituido
por I, "\. Preferiblemente, el éter fosfolipidico es 18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina, 1-O-[18-(p-
yodofeml)octadecn] 1 3 propanodiol-3- fosfocolina o] 1-O-[18-(p-yodofenil)octadecil]-2-O-metil-rac-glicero-3-
fosfocolina, en los que el yodo esta en forma de un isétopo radiactivo.

La presente invencién también contempla el uso de un analogo de éter fosfolipidico para la produccién de la
composicion farmacéutica para el tratamiento de los canceres especificos como se menciona en la reivindicacion 1.
Estos analogos fosfolipidicos se seleccionan del grupo anteriormente mencionado.

En el presente documento, un procedimiento de diferenciacion de inflamacién, adenoma e hiperplasia de neoplasia
en un sujeto comprende las etapas de:

(a) administrar al sujeto un analogos de éter fosfolipidico; y

(b) determinar si un érgano del que se sospecha que tiene inflamacion, adenoma , hiperplasia o neoplasma del
sujeto que conserva un nivel mayor del analogo que las regiones circundantes. Cuando el sujeto exhibe
una mayor regién de reencién indica deteccion y localizacion de la neoplasia y cuando el sujeto exhibe una
menor region de deteccidon indica la presencia de un 6rgano que se sospecha que tiene adenoma,
hiperplasia o inflamacién.

En el presente documento, también se describe un procedimiento de detectar neoplasia en una muestra de tejido
que tiene una fosfolipasa D (PLD) que comprende la etapa de:

(a) cuantificar el nivel de actividad de la proteina PLD o el nivel de ARNm de PLD en la muestra de tejido; y

(b) determinar si la muestra de tejido tiene un nivel menor de proteina que las regiones de tejido circundantes,
en el que una region de actividad menor indica deteccién y localizacion de la neoplasia, o

(c) determinar sila la muestra de tejido tiene un nivel menor de ARNm que las regiones de tejido circundantes,
en el que una region de ARNm menor indica deteccion y localizacion de la neoplasia.

En este procedimiento la actividad de la proteina PLD o el nivel de ARNm se puede cuantificar poniendo en contacto
la muestra de tejido con un analogo de PLD, como se ha descrito anteriormente.

Uan agente antitumoral se puede seleccionar mediante un procedimiento de deteccién selectiva de una muestra de
tejido que tiene una PLD, que comprende la etapa de: (a) cuantificar la actividad de la proteina PLD o el nivel de
ARNm de la PLD, en el que la actividad de la proteina PLD reducida o el nivel de ARNm reducido en comparacion
con las regiones de tejido circundantes es indicativa de neoplasia. La actividad de la proteina PLD el nivel de ARNm
se puede cuantificar poniendo en contacto la muestra de tejido con un analogo de PLE, como se ha descrito
anteriormente. Los procedimientos mencionados no forman parte de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos
Fig. 1. Hipotesis de formacion de imagenes de células tumorales de PLE.
Fig. 2. Gamma%rafla del pecho anterior del paciente 03 adquirida a los 1, 2 y 6 dias después de la IV administracion

de 1 mCi de “'I-NM324. La captacidon se observa en el cancer pulmonar lingular izquierdo (T) con relaciones
crecientes con el tiempo de tumor a fondo.
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Fig. 3. Estructuras de analogos de PLE.
Fig. 3A. Un analogo de NM404.

Fig. 4. Comparacion de NM24 y NM404 en el modelo de tumor pulmonar A549 de raton SCID después de la IV
administracion. Obsérvese que la mayoria de la actividad de NM324 se encuentra en el intestino y no en el tumor
(implantado en el muslo), mientras que la NM404 identificaba un tumor en cada muslo.

Fig. 4A. Imagenes escintigraficas de NM404 de tumores de prostata metastasicos Dunning R3327 en una rata de
Copenhague con sitio de tumor primario (pierna) extirpado quirdrgicamente. Se verificaron dos tumores de nédulo
linfatico post-mortem.

Fig. 6. Foto digital (A) de tumor CT-26 extirpado (T) y ganglios linfaticos izquierdo y derecho (LN). Imagenes de
Bioscan (B) y foto/Bioscan fusionadas (C) que muestran la correlacion de la radiactividad en el tumor.

Fig. 7. Imagenes de microTC del ratén vivo de la Fig. 6 que muestran el tamafio y localizaciéon de tumor CT-26
(flechas). Superficie tridimensional reproducida e imagenes de corte planas (A, B) asi como cortes de corona (C) y
axial (D) (40 um de grosor).

Fig. 8. Seccion histologica (H&E) de tumor CT-26 normal (izquierda) y extirpado con RF (derecha). La seccion
extirpada ha perdido la integridad de membrana y parece picnética.

Fig. 9. Imagengle Bioscan/foto digital fusionada in vivo de tumor pancreatico c-myc de raton 4 dias después de la
inyeccion de “’I-NM404 (A). Imagen ex vivo de tumores extirpados (B) para comparacion con la foto digital (C).
Intervalo de color igual que en la Fig. 10.

Fig. 10. Imagenes de Bioscan de tumor pancreatico c-myc de raton 4 dias después de la administracion de 125
NM404. Imagen in vivo (A) comparada con la foto digital del raton diseccionado (B) que muestra la presencia de un
gran (2 cm) tumor pancreatico (T). Se extirparon tres tumores y se exploré el cadaver restante (C). Se exploraron los
tumores extirpados (D) para comparacién con la foto digital (E). La escala de color esta en el intervalo de 0 (negro) a
40 (blanco) cpm.

Fig. 11. Exploraciones por microTC axial de ratones que portan tumor pancreatico. Se observan facilmente dos
tumores grandes (T) en la imagen axial del panel A. La imagen de un raton diferente en B representa un tumor
pancreatico (flecha) localizado adyacente al bazo. En los ratones, el pancreas es un tejido ubicuo. Se muestra una
foto digital del bazo extirpado y el tumor ligado en 11C para comparacion.

Fig. 12. Imagen de Bioscan (4 dias después de la IV inyeccion de ?°I-NM404) de cerebro de rata de control ficticio
(A) y la misma imagen de Bioscan superpuesta sobre la correspondiente fotografia digital de cerebro de rata
extirpado mostrando el bajo nivel de fondo de NM404 en tejido cerebral normal.

Fig. 13. Fotografia digital (A) y correspondien}e imagen de Bioscan de cerebro de rata que porta glioma C6 extirpado
(B) 4 dias después de la IV inyeccion de “|-NM404. La imagen de Bioscan y la fotografia fusionadas (C) de
posicion y tamafio coincidentes indican una intensa localizacion de NM404 en el tumor. La presencia del tumor se
confirmé histolégicamente en una muestra tefiida con H&E en D.

Fig. 14. Imagen de Bioscan de exploracion microTC dngorona (izquierda) y dorsal (derecha) de un ratén que porta
hematoma TGFa 10 das después de la inyeccién de “°I-NM404. El higado se potencia en la imagen de microTC
con ITG, un agente de contraste de TC selectivo de hepatocito (tumor= T).

Fig. 15. Fotografia (A) e imagen de Bioscan (B) de higado de raton que porta tumor CT-26 extirpado 7 dias después
de la inyeccion de NM404. La implicacion hepatica era extensa. El implante tumoral ocurrié 15 dias antes de esta
exploracion. Imagen de Bioscan (C) y fotografia (D) de los tumores diseccionados extirpados (T) e higado normal no
implicado (L).

Fig. 16. MicroTC del mismo raton presentado en la Fig. 15 que muestra la presencia de multiples tumores CT26. Se
potencio el higado usando ITG, un agente de contrate selectivo de hepatocito. Estas imagenes se adquirieron 10
dias después de la implantacion de células tumorales y 5 dias antes de las imagenes de Bioscan anteriores.
(Tumores representados por flechas y vesicula biliar= GB).

Fig. 17. Imagenes de Bioscan de NM404 de raton Min cop tumor mamario axilar espontaneo (10 mm de diametro) a
diversos momentos después de la IV administracion de “°I-NM404 (15 pCi). Se muestra una imagen de microTC de
corona (no potenciada con contraste) para comparacién anatémica (panel izquierdo, T= tumor).

Fig. 18. Fotografias tefiidas con carmin (A, C) e imagenes de Bioscan (B, D) de las glandulas mamarias
abdominales izquierda y derecha extirpadas. Obsérvese un tumor de 2 mm en el panel A (T) que se detecta
facilmente en la imagen de Bioscan (B) de la glandula izquierda. El nédulo linfatico (flecha pequefia en A) no
muestra captacion de NM404. No se detectaron visualmente tumores en la glandula derecha (C, D). La fotografia (E)
y la imagen de Bioscan (F) del colon indican la no captacion de NM404 en los pélipos adenomatosos (flechas).

Fig. 19. Exploraciones de microTC del ratéon Min de la Fig. 18. El panel A es una reproduccion de superficie de baja
densidad que muestra un tumor mamario axilar izquierdo. El panel B es una reproduccién de superficie de alta
densidad después de administrar el agente de contraste BP10 en TC del conjunto de la sangre para ayudar a
localizar vasos alimentadores de tumor. El panel C es una imagen compuesta de TC de corona y reproduccion de
superficie de alta densidad que muestra la localizacion de los vasos alimentadores absolutos. La orientaciéon es
desde detras en el panel C, mientras que los paneles A y B se ven desde arriba.
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Fig. 20. Imagenes de Bioscan NM404 de raton Min con adenocarcinoma marqz%rio axilar derecho espontaneo (10
mm de diametro) a diversos momentos después de la IV administracion de “°I-NM404 (15 uCi). Se muestra la
imagen de microTC de corona (no potenciado por contraste) para comparaciéon anatémica (panel izquierdo, T=
tumor).

Fig. 21. Imagen de Bioscan de glandulas mamarias extirpadas (A) y colon (E) de un ratén FVBxB6Min 8 dias
después de la administracion de NM404. Foto digital correspondiente de los mismos tejidos extirpados en B y D,
respectivamente. La fotografia aumentada tefiida con carmin (C) muestra la presencia de hiperplasias (flechas) pero
no de la actividad focal correspondiente en la imagen de Bioscan (A). La captacion tumoral en la imagen de Bioscan
(A) corresponde al adenocarcinoma grande en B. La fotografia (D) y la imagen de Bioscan (E) del colon extirpado
indican la no captacion de NM404 en pdlipos adenomatosos (flechas).

Fig. 22. Exploraciones de microTC del raton Min mostrado en la Fig. 21. El panel A es una reproducciéon de
superficie de alta densidad que muestra un tumor mamario axial izquierdo grande. El panel B es una reproduccion
de superficie de alta densidad después de administrar el agente de contraste BP10 de TC del conjunto de la sangre
para ayudar a localizar vasos alimentadores de tumor. El panel C es una imagen compuesta de TC de corona y
reproduccion de superficie de alta densidad que muestra la localizaciéon de los vasos alimentadores absolutos. La
orientacion es desde detras en el panel C, mientras que los paneles A y B se ven desde arriba.

Fig. 23. Comparacion de la captacion de '?°I-NM404 (A y B) y NM324 (C y D) en pulmones de raton SCID extirpados
que contienen micrometastasis CA de pulmoén A549 (< 1 mm de diametro).

Fig. 24. Metabolismo enzimatico de PLE.

Fig. 25. Tiempo hasta el primer tumor en ratones Min/+ tratados con ENU. Tiempo hasta el primer tumor mamario
expresado como dias después de ENU. Se trataron ratones Min/+ hembra con ENU y se comprobé dos veces por
semana la presencia de tumores mamarios. Se representa el tiempo después del tratamiento con ENU hasta el
primer tumor en intervalos de 5 dias para B6 Min/+ (n= 45) (m), BRB6 Min/+ (n= 18) (A), FVBB6 Min/+ (n= 18) (O).

Fig. 26. Las imégezges de Bioscan de raton FVBxB6 min propenso a los 1 (A) y 7 (b) dias después de la
administracion de “°I-NM404 indican la presencia de tumor mamario axilar grande. La imagen de Bioscan de la
glandula mamaria extirpada (C) 10 dias después de la inyeccion muestra la incorporaciéon de NM404 a un
adenocarcinoma grande de 10 mm y un tumor adyacente menor de 2 mm que no era visible en la exploracion in
vivo.

Fig. 27. Imagenes de microTC del mismo ratén FVBxB6 min mostrado en la Fig. 26, que muestran un gran tumor
mamario axilar. Se muestran los cortes de corona y axial en A y B, mientras que la superficie tridimensional (dorada)
y los cortes de corona se exponen simultaneamente en las vistas posterior (C) y anterior (D).

Fig. 28. Aparente regresion tumoral de SCC1 y 6 después de la inyeccion de 125_.NM404.

Fig. 29. Imagenes de camara gamma del paciente 1 (panel izquierdo) a los 4 y 11 dias después de la inyeccién de
*T-NM404 que muestran una retencion intensa y prolongada del agente en ambos tumores de NSCLC (flechas).
Las exploraciones por TC axial (panel derecho) muestran la localizacién y el tamafio de la lesién focal de 3 mm en el
pulmén izquierdo (A) y una gran masa infiltrativa en el pulmén derecho (B) (flechas).

Fig. 30. Imagenes de medicina nucl%qr planas de cuerpo entero anterior y posterior del paciente 2 (panel izquierdo)
después de la administracion iv de "~ I-NM404. Exploraciones por TC axial (A) y de corona (B) (panel derecho) que
muestran la localizacion de un NSCLC grande de 6 cm (flechas).

I. Descripcién general de la invencion

Debe observarse que, como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
“un”, “una” y “el/la” incluyen las referencias plurales a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Por tanto,
por ejemplo, la referencia a “una célula” incluye una pluralidad de dichas células y equivalentes de las mismas
conocidos por los expertos en la técnica y demas. Asimismo, los términos “un” (o “una”), “uno/a o mas” y “al menos
uno/a” pueden usarse intercambiablemente en la presente memoria. Ha de observarse también que los términos

» o«

“‘comprende”, “incluye” y “tiene” pueden usarse indistintamente.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
tienen los mismos significados que entiend habitualmente un experto en la técnica a la que pertenece esta
invencién. Aunque puede usarse cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en la
presente memoria en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen ahora los procedimientos y
materiales preferidos. Todas las publicaciones mencionadas en la presente memoria son con fines de describir y dar
a conocer los compuestos quimicos, lineas celulares, vectores, animales, instrumentos, analisis estadisticos y
metodologias que se resefian en las publicaciones que podrian usarse junto con la invencion.

Como se define en la presente memoria, el término “isémero” incluye, pero sin limitacion, isémeros &pticos e
isémeros conformacionales. En una realizacioén, esta invencion comprende el uso de diferentes isémeros 6pticos de
un compuesto antitumoral de férmula 3A. Se apreciara por los expertos en la técnica que los compuestos
antitumorales utiles en la presente invencion pueden contener al menos un centro quiral. En consecuencia, los
compuestos usados en la presente invencion pueden existir, y aislarse, en formas 6pticamente activas o racémicas.
Algunos compuestos pueden exhibir también polimorfismo.

Ha de entenderse que la presente invencion puede comprender el uso de cualquier forma racémica, épticamente

activa, polimérfica o estereoisomérica o mezclas de las mismas, poseyendo dicha forma propiedades utiles en el
tratamiento de las afecciones relacionadas con tumores descritas y reivindicadas en la presente memoria. En una
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realizacién, los compuestos antitumorales pueden incluir isémeros (R) puros. En otra realizacion, los compuestos
antitumorales pueden incluir isémeros (S) puros. En otra realizacién, los compuestos pueden incluir una mezcla de
isdmeros (R) y (S). En otra realizacion, los compuestos pueden incluir una mezcla racémica que comprende ambos
isémeros (R) y (S). Es bien conocido en la técnica cémo preparar formas 6pticamente activas (por ejemplo, mediante
resolucion de la forma racémica mediante técnicas de recristalizacion, mediante sintesis a partir de materiales de
partida oOpticamente activos, mediante sintesis quiral o mediante separacién cromatografica usando una fase
estacionaria quiral).

La invencién incluye el uso de sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos aminosustituidos de la
invencién con acidos organicos e inorganicos, por ejemplo, acido citrico y &cido clorhidrico. Las sales
farmacéuticamente aceptables pueden prepararse también a partir de compuestos fendlicos mediante tratamiento
con bases inorganicas, por ejemplo, hidroxido de sodio. Como se usa en la presente memoria, el término “sal
farmacéuticamente aceptable” designa un compuesto formulado a partir de un compuesto basico de la invencién que
consigue sustancialmente el mismo efecto farmacéutico que el compuesto basico de la invencion.

Ademas, esta invencion incluye adicionalmente el uso de hidratos de los compuestos antitumorales descritos en la
presente memoria. El término “hidrato” incluye, pero sin limitacion, hemihidrato, monohidrato, dihidrato y trihidrato.

El término “poner en contacto” significa que el compuesto antitumoral usado en la presente invencion se introduce
en un paciente que recibe tratamiento, y el compuesto se deja entrar en contacto in vivo.

Como se usa en la presente memoria, el término “tratamiento” incluye tratamiento preventivo asi como remitente del
trastorno. Como se usan en la presente memoria, los términos “reducir’, “suprimir” e “inhibir” tienen su significado
entendido habitualmente de disminuir o reducir. Como se usa en la presente memoria, el término “progresion”
significa aumentar el alcance o gravedad, avanzar, crecer o empeorar. Como se usa en la presente memoria, el
término “recurrencia” significa la recaida en una enfermedad después de una remision.

Como se usa en la presente invencion, el término “administrar’ designa poner en contacto un paciente, tejido,
organo o células in vivo con un compuesto de éter fosfolipidico antitumoral descrito en la presente memoria. Como
se usa en la presente memoria, la administracién se realiza in vivo, concretamente, en células o tejidos de
organismos vivos, por ejemplo, seres humanos. Se da a conocer también la administracion de los compuestos
dados a conocer a un paciente o sujeto. Un “paciente” o “sujeto”, usados equivalentemente en la presente memoria,
designa un mamifero, preferiblemente un ser humano, que (1) tiene un trastorno remediable o tratable mediante la
administracion de la sustancia antitumoral usando un compuesto de éter fosfolipidico descrito en la presente
memoria o (2) es sensible a un trastorno que es prevenible mediante la administracion del compuesto antitumoral
usando un compuesto de éter fosfolipidico descrito en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria, “composicion farmacéutica” significa cantidades terapéuticamente eficaces
del compuesto antitumoral descrito en la presente memoria junto con diluyentes, conservantes, solubilizantes,
emulsionantes y coadyuvantes adecuados, colectivamente “vehiculos farmacéuticamente aceptables”. Como se usa
en la presente memoria, los términos “cantidad eficaz” y “cantidad terapéuticamente eficaz” designan la cantidad de
agente terapéutico activo descrita en la presente memoria suficiente para proporcionar una respuesta terapéutica
deseada sin efectos secundarios adversos indebidos tales como toxicidad, irritacion o respuesta alérgica. La
“cantidad eficaz” especifica variara, obviamente, con factores tales como la afeccion particular que se esté tratando,
la condicién fisica del paciente, el tipo de animal que se esté tratando, la duracién del tratamiento, la naturaleza de la
terapia concurrente (si la hubiera) y las formulaciones especificas empleadas y la estructura de los compuestos
descritos en la presente memoria. En este caso, se considerara terapéuticamente eficaz una cantidad si da como
resultado uno o mas de los siguientes: (a) la prevencién de la enfermedad (por ejemplo, cancer de mama) y (b) la
inversidon o estabilizacién de dicha enfermedad. Las cantidades eficaces éptimas pueden determinarse facilmente
por un experto en la técnica usando experimentacion rutinaria.

Las composiciones farmacéuticas son formulaciones liquidas o liofilizadas o secadas de otro modo e incluyen
diluyentes de diverso contenido de tampén (por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y fuerza iénica, aditivos tales
como albumina o gelatina para evitar la absorcion a superficies, detergentes (por ejemplo Tween (polisorbato) 20,
Tween 80, Pluronic F68, sales de acidos biliares), agentes solubilizantes (por ejemplo, glicerol, polietilenglicerol),
antioxidantes (por ejemplo, acido ascorbico, metabisulfito de sodio), conservantes (por ejemplo, timerosal, alcohol
bencilico, parabenos), sustancias voluminizantes o modificadores de la tonicidad (concretamente, lactosa, manitol),
union covalente de polimeros tales como polietilenglicol a la proteina, complejacion con iones metalicos o
incorporacion del material en o sobre preparaciones particuladas de compuestos poliméricos tales como poli(acido
lactico), poli(acido glicolico), hidrogeles, etc. o sobre liposomas, microemulsiones, micelas, vesiculas unilamelares o
multilamelares, eritrocitos fantasma o esferoplastos. Dichas composiciones influiran en el estado fisico, solubilidad,
estabilidad, velocidad de liberacion in vivo y velocidad de aclaramiento in vivo. Las composiciones de liberacion
controlada o sostenida incluyen la formulacion en depdésitos lipdfilos (por ejemplo, acidos grasos, ceras, aceites).

Se dan a conocer también composiciones particuladas recubiertas con polimeros (por ejemplo, poloxameros o
poloxaminas). Otras composiciones incorporan formas particuladas, recubrimientos protectores, inhibidores de
proteasa o potenciadores de la permeacion para diversas vias de administracién, incluyendo tdpica, parenteral,
pulmonar, nasal y oral. La composicion farmacéutica puede administrarse por via parenteral, paracancerosa,
transmucosa, transdérmica, intramuscular, intravenosa, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intraventricular,
intracraneal e intratumoral.

Ademas, como se usa en la presente memoria, los “portadores farmacéuticamente aceptables” son bien conocidos
por los expertos en la técnica e incluyen, pero sin limitacion, tampon fosfato 0,01-0,1 M y preferiblemente 0,05 M o
solucién salina al 0,9 %. Adicionalmente, dichos portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones
acuosas 0 no acuosas, suspensiones y emulsiones. Son ejemplos de disolventes no acuosos propilenglicol,
polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de
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etilo. Los portadores acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones,
incluyendo solucioén salina y medios tamponados.

Vehiculos parenterales incluye solucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, lactato
de Ringer y aceites no volatiles. Vehiculos intravenosos incluye restauradores de fluido y nutrientes, restauradores
de electrolitos tales como aquellos basados en dextrosa de Ringer y similares. Pueden estar presentes también
conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes intercalantes, gases
inertes y similares.

Las composiciones de liberacion controlada o sostenida administrables segun la invencion incluyen la formulacién en
depositos lipofilos (por ejemplo, acidos grasos, ceras, aceites). Estan también comprendidas por la invencion
composiciones particuladas recubiertas con polimeros (por ejemplo, poloxameros o poloxaminas).

Otras realizaciones de las composiciones administradas segun la invencidon incorporan formas particuladas,
recubrimientos protectores, inhibidores de proteasa o potenciadores de la permeacion para diversas vias de
administracion, incluyendo parenteral, pulmonar, nasal y oral.

Los compuestos modificados por la unidon covalente de polimeros solubles en agua tales como polietilenglicol,
copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico),
polivinilpirrolidona o poliprolina son conocidos por exhibir semividas sustancialmente mas largas en sangre después
de inyeccion intravenosa que los compuestos no modificados correspondientes (Abuchowski ef al., 1981: Newmark
et al., 1982 y Katre et al., 1987). Dichas modificaciones pueden aumentar también la solubilidad del compuesto en
solucién acuosa, eliminar la agregacion, potenciar la estabilidad fisica y quimica del compuesto y reducir en gran
medida la inmunogenicidad y reactividad del compuesto. Como resultado, puede conseguirse la actividad biolégica
in vivo deseada mediante la administracién de dichos aductos de polimero-compuesto menos frecuentemente o en
dosis menores que con el compuesto no modificado. Estos aductos de polimero-compuesto no son sin embargo
parte de la invencion.

En aun otro procedimiento, puede suministrarse una composicion farmacéutica en un sistema de liberacion
controlada. Por ejemplo, el agente puede administrarse usando infusiéon intravenosa, una bomba osmotica
implantable, un parche transdérmico, liposomas u otros modos de administracion. En una realizacion, puede usarse
una bomba (véanse Langer, supra; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88:
507 (1980); Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321: 574 (1989). En otro procedimiento, pueden usarse materiales
poliméricos. En aun otro procedimiento, puede disponerse un sistema de liberacién controlada en la proximidad de la
diana terapéutica, por ejemplo el higado, requiriendo por tanto so6lo una fracciéon de la dosis sistémica (véase, por
ejemplo, Goodson en “Medical Applications of Controlled Release”, supra., vol. 2, pag. 115-138 (1984). Se discuten
otros sistemas de liberacién controlada en la revision de Langer (Science 249: 1527-1533 (1990)).

La preparaciéon farmacéutica puede comprender el compuesto antitumoral solo, o puede incluir adicionalmente un
portador farmacéuticamente aceptable, y puede estar en forma sélida o liquida tal como comprimidos, polvos,
capsulas, aglomerados, soluciones, suspensiones, elixires, emulsiones, geles, cremas o supositorios, incluyendo
supositorios rectales y uretrales. Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen gomas, almidones,
azucares, materiales celulésicos y mezclas de los mismos. La preparacion farmacéutica que contiene el compuesto
antitumoral de la invencion puede administrarse a un paciente, por ejemplo, mediante implantacion subcutanea de
un aglomerado. El aglomerado proporciona la liberacién controlada del compuesto antitumoral durante un periodo de
tiempo. La preparacion puede administrarse también por inyeccion intravenosa, intraarterial o intramuscular de una
preparacion liquida, la administracién oral de una preparacion liquida o solida o por administracion tépica. La
administracion puede realizarse también mediante el uso de un supositorio rectal o un supositorio uretral.

Las preparaciones farmacéuticas administrables de la invencién pueden prepararse mediante procedimientos de
disolucion, mezclado, granulaciéon o formacion de comprimidos conocidos. Para administracion oral, se mezclan los
compuestos antitumorales o sus sales farmacéuticamente aceptables con aditivos habituales con este fin tales como
vehiculos, estabilizadores o diluyentes inertes, y se convierten mediante procedimientos habituales en formas de
administracion adecuadas tales como comprimidos, comprimidos recubiertos, capsulas de gelatina dura o blanda,
soluciones acuosas, alcohdlicas u oleosas. Son ejemplos de vehiculos inertes adecuados bases de comprimido
convencionales tales como lactosa, sacarosa o almidén de maiz en combinacion con aglutinantes tales como goma
arabiga, almidén de maiz, gelatina, con agentes disgregantes tales como almidén de maiz, almidon de patata, acido
alginico o con un lubricante tal como acido estearico o estearato de magnesio.

Son ejemplos de vehiculos o disolventes oleosos adecuados aceites vegetales o animales tales como aceite de
girasol o aceite de higado de pescado. Las preparaciones pueden efectuarse tanto en forma de granulos secos
como humedos. Para administracion parenteral (inyeccion subcutanea, intravenosa, intraarterial o intramuscular), los
compuestos antitumorales o sus sales farmacéuticamente aceptables se convierten en una solucién, suspension o
emulsién, si se desea, con las sustancias habituales y adecuadas con este fin, por ejemplo, solubilizantes u otros
auxiliares. Son ejemplos liquidos estériles tales como agua y aceites, con o sin la adiciéon de un tensioactivo y otros
coadyuvantes farmacéuticamente aceptables. Son aceites ilustrativos aquellos de origen del petréleo, animal,
vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite mineral. En general, son portadores
liquidos preferidos agua, solucion salina, dextrosa acuosa y soluciones de azucar relacionadas, y glicoles tales como
propilenglicoles o polietilenglicoles, particularmente para soluciones inyectables.

La preparacién de composiciones farmacéuticas que contienen un componente activo es bien entendida en la
técnica. Dichas composiciones pueden prepararse en forma de aerosoles suministrados a la nasofaringe o en forma
de inyectables, en forma de soluciones o suspensiones liquidas; sin embargo, pueden prepararse también formas
sélidas adecuadas para solucidon, o suspension, en liquido antes de la inyeccion. La preparaciéon puede
emulsionarse también. El ingrediente terapéutico activo se mezcla a menudo con excipientes que son
farmacéuticamente aceptables y compatibles con el ingrediente activo. Son excipientes adecuados, por ejemplo,
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agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares o cualquier combinacién de los mismos.

Ademas, la composicion puede contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsionantes y agentes tamponadores del pH que potencian la eficacia del ingrediente activo.

Puede formularse un componente activo en la composicion en forma de sal farmacéuticamente aceptable
neutralizada. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acidos, que se forman con
acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico o acidos organicos tales como acético,
oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas a partir de grupos carboxilo libres pueden derivar
también de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y sales
organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina y similares.

Para administracion tépica a superficies corporales usando, por ejemplo, cremas, geles, gotas y similares, se
preparan los compuestos antitumorales o sus sales farmacéuticamente aceptables y se aplican en forma de
soluciones, suspensiones o emulsiones en un diluyente fisiolégicamente aceptable con o sin un portador
farmacéutico.

En otro procedimiento, el compuesto activo puede suministrarse en una vesicula, en particular un liposoma (véanse
Langer, Science 249: 1527-1533 (1990); Treat et al., en “Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and
Cancer”, Lopez-Berestein and Fidler (Ed.), Liss, NY, pag. 353-365 (1989); Lopez-Berenstein ibid., pag. 317-327;
véase en general ibid.)

Para uso en medicina, las sales del compuesto antitumoral pueden ser sales farmacéuticamente aceptables. Sin
embargo, pueden ser Utiles otras sales en la preparacion de los compuestos segun la invencion o de sus sales
farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas de los compuestos incluyen
sales de adiciéon de acido que pueden formarse, por ejemplo, mezclando una solucién del compuesto segun la
invencién con una solucion de un acido farmacéuticamente aceptable tal como acido clorhidrico, acido sulfurico,
acido metanosulfonico, acido fumarico, acido maleico, acido succinico, acido acético, acido benzoico, acido oxalico,
acido citrico, acido tartarico, acido carboénico o acido fosférico.

Generalmente, la NM404 es un agente de formacion de imagenes de diagndstico selectivo de tumor nuevo y
prometedor para monitorizar la respuesta al tratamiento de varias modalidades de tratamiento de tumor. La NM404
radioyodado, un analogo de éter fosfolipidico de segunda generacion, habia exhibido una notable selectividad de
tumor en 10/10 modelos tumorales de xenoinjerto y mas recientemente en otros 14/14 modelos tumorales
espontaneos en roedor. Debido a la falta de enzimas fosfolipasa metabdlicas en las membranas de las células
tumorales, la hipétesis predominante de este enfoque es que los analogos de éter fosfolipidico se atrapan
exclusivamente en membranas de células tumorales debido a su incapacidad de metabolizarse y eliminarse. Por
tanto, las velocidades de aclaramiento diferenciales de los éteres fosfolipidicos de las células normales frente a las
células tumorales viables conforman la base de este concepto. Los resultados obtenidos en diversos modelos
tumorales indican que la NM404 se secuestra y retiene selectivamente por células tumorales viables y se localiza en
lesiones tanto primarias como metastasicas independientemente de la localizacion anatdmica, incluyendo aquellas
encontradas en ganglios linfaticos. Al contrario que la FDG, este agente no se localiza en sitios infecciosos. Otras
ventajas de la NM404 frente a la FDG incluyen las siguientes: la NM404 es selectiva de y se retiene indefinidamente
por celulas tumorales malignas, mientras que la FDG no eg selectiva de células tumorales y va a sitios infecciosos e
hiperplasias (es6fago de Barret). Ademas, puesto que el <"l tiene una semivida fisica de 4 dias, puede enviarse a
cualquier lugar del mundo, mientras que la FDG con sus 110 min de semivida puede tener una distribucion limitada
de 321 km del sitio de produccion. La NM404 experimenta una retencion prolongada (no se metaboliza) y por, jo
tanto proporciona un potencial terapéutico significativo cuando se acopla con un radioisétopo apropiado como &,
mientras que la FDG no posee ningun potencial terapéutico. La NM404 puede marcarse con diversos isétopos de
yodo aumentando su versatilidad (diagnéstico y terapia asi como herramienta para estudiog animales
experimentales), mientras que la FDG esta limitada a “F para exploracion por TEP o potencialmente °F (estable)
para formacion de imagenes por resonancia magnética, aunque a niveles de selectividad muy bajos.
Independientemente de su capacidad de orientacion a tumor, debido a su rapido metabolismo en células tumorales,
no tiene potencial para terapia. La NM404 proporciona el potencial no so6lo para predecir exactamente la respuesta
tumoral local a diversas modalidades de tratamiento, sino que también permite la deteccion de lesiones
metastasicas distantes en casos de tratamiento tumoral primario subterapéutico.

1

Il. La invencién

Se dan a conocer en la presente memoria composiciones farmacéuticas para el tratamiento de canceres
seleccionados de: cancer de pulmodn, cancer intestinal y cancer de mama en un sujeto que tiene o es sospechoso de
tener cancer.

Dichas composiciones farmacéuticas comprenden el analogo fosfolipidico seleccionado de:
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Formula 1l

en la que X es un is6topo radiactivo de yodo; n es un numero entero entre 16 y 30; Y se selecciona del grupo
constituido por H, OH, COOH, COOR y OR y Z se selecciona del grupo constituido por NHz, N(R)2 y N*(R)3, en el
que % e§ yn ystlggyqug anU|Io o arilalquilo. X se selecciona del grupo de is6topos radiactivos de yodo constituido
por 12 2 1

Preferiblemente, el éter fosfolipidico es 18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina, 1-O-[18-(p-yodofenil)octadecil]-1,3-
propanodiol-3-fosfocolina o 1-O-[18-(p-yodofenil)octadecil]-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina, en los que el yodo
esta en forma de un is6topo radiactivo. Se describen diversos éteres fosfolipidicos y metodologias relacionadas para
la fabricacion y uso de los compuestos de éter fosfolipidico en las patentes de EE.UU. n® 4.925.649, 4.965.391,
5.087.721, 5.347.030, 6.255.519 y 6.417.384. Se da a conocer también el uso de 18-(p-
yodofenil)octadecilfosfocolina, en el que el yodo es Zy, para la produccion de una composicion farmacéutica para el
tratamiento de carcinoma de células escamosas subcutaneas.

Se administran al sujeto composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de una molécula que
comprende un analogo de éter fosfolipidico, como se describen anteriormente, para el tratamiento de los canceres
anteriormente mencionados.

Ademas, se da a conocer el uso de un analogo de éter fosfolipidico para la produccién de una composicién
farmacéutica para el tratamiento del cancer. Estos analogos fosfolipidicos y los canceres se seleccionan de los
grupos discutidos anteriormente.

Por ejemplo, la NM404, un éter fosfolipidico, ha demostrado una notable especificidad por tejido neoplasico pero no
tejido preneoplasico en muchos modelos tumorales experimentales. La alta avidez de tumor respecto a fondo y
selectividad tumoral de NM404 sugiere que puede ser potencialmente superior a la exploracion por TEP de BF-FDG
para la formacién de imagenes de tumor durante el tratamiento. EI mecanismo preciso de especificidad tumoral de
NM404 esta baqunvestigacién, y actualmente no esta tan bien descrito como el mecanismo de uso de glucosa para
la captacién de “F-FDG. No esta bien establecido si la captacion de NM404 en tejido neoplasico depende de la
viabilidad de ese tejido o si este fendmeno de captacion esta relacionado con algun componente de membrana o
matriz que es independiente de la viabilidad del tejido. Si esta captacion y especificidad estan ligados a la viabilidad
tumoral, se deduciria que la captacion de NM404 en tumores recientemente esterilizados por radiacion seria
inexistente o baja, mientras que los tumores resistentes a radiacibn mostrarian una captaciéon continuada.
Recientemente, los inventores demostraron la captacion de NM404 y la muerte en células cancerosas escamosas
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tanto sensibles a radiacion como resistentes a radiacion (SCC1 y 6) en ratones desnudos. Dicho ensayo seria
inestimable para gestionar pacientes tratados con terapia de radiacion, puesto que los pacientes que no manifiestan
localizacién de NM404 después del tratamiento indicarian cura, mientras que a aquellos con tumores resistentes
(captacion continuada de NM404) podria ofrecerse otras opciones sin radiacion (cirugia, quimioterapia, etc.).

Un enfoque al desarrollo de examenes de formacion de imagenes sensibles mas disponibles es disefiar moléculas
portadoras que sean capaces de suministrar selectivamente una sonda radiofarmacéutica al tejido diana deseado. El
enfoque de los inventores ha sido aprovechar las propiedades bioquimicas o farmacolégicas Unicas de moléculas
que exhiben un alto grado de selectividad de tejido o tumor.

Snyder vy colaboradores'®"”  observaron que diversas células tumorales animales y humanas contenian
concentraciones mucho mayores de éteres lipidicos de origen natural en las membranas celulares que el tejido
normal. Propuso que la acumulaciéon de éteres lipidicos en tumores era el resultado de una menor capacidad de las
células tumorales de metabolizar estos lipidos debido a la falta de enzimas metabdlicas clave. Los inventores han
aprovechado esta observacion sintetizando una serie de analogos de éter fosfolipidico (PLE) radioyodados como
agentes formadores de imagenes selectivos de tumor potenciales. Sin embargo, la formacion de imagenes de
diagnostico no es parte de la invencion. Varios de estos analogos de PLE han exhibido una capacidad destacada y
aparentemente universal de localizarse y retenerse selectivamente por una amplia variedad de modelos tumorales
de rata, murino y humano espontaneos y transplantados.

La hipdtesis imperante de los inventores (Fig. 1) es que los éteres fosfolipidicos se atrapan en membranas de
células tumorales viables debido a su incapacidad de metabolizarse y eliminarse. La extraccion de tumores después
de la administracion de éteres fosfolipidicos radioyodados mostrd la presencia de sélo el agente intacto, mientras
que el analisis de orina y heces reveld s6lo metabolitos. Por tanto, son las velocidades de aclaramiento diferencial
de los éteres fosfolipidicos de las células normales frente a las células tumorales lo que conforma la base de este
concepto. Los resultados preliminares obtenidos en méas de 24 modelos tumorales de xenoinjerto y espontaneos han
mostrado universalmente que la NM404 experimenta una captacion selectiva y una retenciéon prolongada en
tumores. Debido a que el agente se metaboliza en cierta medida en el higado, los inventores evitaron la evaluacién
de compuesto anterior en modelos de tumor hepatico debido a los altos niveles de radiactividad de fondo hepatica.
Ademas, debido a que la NM404 proporciona menores niveles de fondo hepaticos que sus predecesores, los
inventores extendieron la evaluacion a tumores hepaticos a la vista del hecho de que la formacién de imagenes de
pacientes con HCC ha sido problematica. Muchos pacientes tienen cirrosis subyacente y por lo tanto es dificil
distinguir los nédulos regenerativos de HCC en una formacion de imagenes de seccion transversal. Ademas, los
estudios preliminares que evaltuan la exploracion por TEP con FDG han mostrado sélo un 20-50 % de sensibilidad
en la deteccion de la enfermedad. Verhoef C., Valkema R. et al., Liver (2002) 22: 51-56. Ademas, el TEP con FDG
no es util en el cribado de diagndstico en el cerebro. De forma similar, la FDG no ha sido util en la evaluacion de la
enfermedad en higado debido a su alta captacién natural por hepatocitos.

111, Ejemplos

A. Ejemplo I: sintesis, radiomarcaje y formulacion de NM404:

El enfoque de sintesis de los inventores estaba basado en la reacciéon de acoplamiento cruzado catalizada por cobre
de reactivos de Grignard con tosilatos o haluros de alquilo para el alargamiento de la cadena alquilo (véase el
esquema siguiente). Se inicié la sintesis a partir de alcohol p-yodobencilico |, que se convirti6 en bromuro de p-
yodobencilo 2 mediante reaccion con bromuro de trimetilsillo. Se acoplé adicionalmente el bromuro de p-
yodobencilo 2 con el reactivo de Grignard 3 en presencia de Li;CuCls como catalizador. Se convirtié el 12-(p-
yodofenil)dodecanol 5 obtenido después de la desproteccion del primer producto de acoplamiento 4 en el tosilato 6.
En la siguiente etapa, se acopld el tosilato 6 con el reactivo de Grignard 7 que contenia 6 atomos de carbono y esto
completd el procedimiento de alargamiento de cadena. La desproteccion con THP de 8 dio 18-(p-
yodofenil)octadecanol 9, que se convirtid en 10 (NM404) mediante un procedimiento en dos etapas como se muestra
en el esquema.
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10 (NM-404)

Ademas, se llevo a cabo un p{gcg?gimi%to de sintesis rapida de alto rendimiento para marcar NM404 con cualquier
isétopo del yodo, incluyendo “*I, “l'y ~'I| mediante el siguiente procedimiento:

En primer lugar, se precalenté un aparato de bloque calentador de aluminio a 145 °C y se prepard un condensador
usando un cilindro de jeringuilla desechable de 5 ml ajustado con una aguja desechable de calibre 18 de 3,81 cm
curvada y un septo de goma en la parte superior.

En segundo lugar, se inicid6 un sistema HPLC y se llen6 el depdsito con disolvente desgasificado filtrado
(hexano/isopropanol/agua (40:52:8)). Se equilibré el sistema seguido de una comprobacion sistematica de los
sistemas auxiliares tales como bomba, detectores, registradores de graficos e integradores informaticos.

En tercer lugar, se prepar6 una trampa de carbén en jeringuilla desechable de 3 ml usando un tapén de lana de
vidrio en el fondo, llenando la jeringuilla con 2,5 ml de carbon granulado, afiadiendo otro tapon de lana de vidrio e
insertando un septo en la parte superior. Se dispuso una aguja con adaptador de tubo corto en la jeringuilla y se
insertd una aguja de calibre 18 a través del septo de la parte superior. Se conecto la trampa de carbon con la parte
superior del condensador y se ventilo a la atmdésfera a través de una trampa de tiosulfato de sodio.

En cuarto lugar, se afiadieron 5 mg de sulfato de amonio en 20 yl de agua desionizada en un vial de fondo coénico de
vidrio de borosilicato de 2 ml, seguido de 20 yg de NM404 no marcada en 20 pl de etanol absoluto al vial. Se
removid o sacudié suavemente el vial para asegurar el mezclado y se afiadieron también al vial 6 perlas de vidrio de
borosilicato (3 mm). Se sellé entonces el vial con un septo de goma de butilo cubierta con teflon y un tapén de
aluminio ondulado. Se pinché el septo con una aguja de calibre 18 y se afiadi6 la cantidad deseada de yoduro-131
de sodio acuoso (en NaOH 0,1 N, normalmente 5 mCi en 15 pl) mediante una microjeringuilla Hamilton a través del
septo. Se removié o sacudié suavemente de nuevo el vial para asegurar el mezclado. Se ensay6 el vial en un
calibrador de dosis.

En quinto lugar, se inserto la jeringuilla de trampa de carbdn en el vial de reaccién y se metio el vial de reaccion en el
bloque calentador (llenado a la mitad con arena). Se calenté el vial de reaccién a 145 °C durante 40 min,
separandose la mayoria del disolvente por destilacién y condensandose en el condensador. Se insertd lentamente
una corriente de aire (4 x 25 ml) a través del vial de reaccién con una jeringuilla de 25 ml. Se aumento la
temperatura del vial de reaccion a 155 °C y se continué el calentamiento durante 30 minutos adicionales. Se retir6 el
vial de reaccion del bloque calentador, se desconecté el conjunto de condensador/trampa y se desecho, y se dejo
enfriar el vial a temperatura ambiente.

En sexto lugar, se afiadieron 0,5 ml de etanol absoluto al vial de reaccién. Se removié o sacudié suavemente el vial
en el calibrador de dosis.

En séptimo lugar, se realizé un andlisis de radioTLC de la mezcla de producto marcado bruto en gel de silice
(cloroformo/metanol/agua (65/35/4)).

En octavo lugar, se prepard una columna de resina Amberlite IRA 400-OH preempapando 1,0 g de resina con 5 ml
de etanol absoluto durante 30 minutos. Se decanto el etanol y se aclaré la resina con dos porciones adicionales de 5
ml de etanol. Se afiadié la resina hiumeda a un cilindro de jeringuilla desechable de 3 ml con un tapén de lana de
vidrio en el fondo, se ajusto un filtro Acrodisc y una valvula de cierre de una via. Se eluyé gradualmente la solucién
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etandlica del producto radioyodado bruto a través de la columna de resina a un vial de 5 ml.

En noveno lugar, se insertd un septo y se aired el disolvente con una corriente de nitrégeno. Se unié una jeringuilla
de carbdn a la salida del vial antes de iniciar el flujo de nitrogeno. Una vez seco, se usaron 50 pl de etanol para diluir
y transferir los contenidos a un vial de fondo cénico de 300 ul. Se aclaré el vial fuente con un segundo lavado de 50
ul de etanol y se transfirié al vial de fondo cénico.

En décimo lugar, se estabilizd la bomba de HPLC y se establecio un flujo de disolvente de 1,0 mi/min. Se purificé la
mezcla de reaccion por HPLC en una columna de silice con cartucho Perkin-Elmer (4,3 x 33 mm, silice de 3 pm)
eluida con hexano/isopropanol/agua (40:52:8) a 1,0 ml/min. Se efectud la deteccion de picos con UV a 230 y 254 nm
y mediante radiactividad. Una vez se recogi6 el pico apropiado en un vial estéril, se retiré una pequeia muestra para
analisis radioTLC y se evapor6 el disolvente restante con una corriente de nitrégeno, dando el compuesto deseado
en forma de un residuo seco. Se calculo la actividad especifica segun fuera necesario.

En undécimo lugar, se afadié polisorbato 20 a una relacion de 0,1 pl/1,0 uyg de NM404 al matraz a partir de una
solucién madre de polisorbato 20 al 5 % en etanol absoluto. El polisorbato 20 es Tween 20 de pureza farmacéutica
que se usa ahora en estudios tanto humanos como animales con NM404. Se retir6 el disolvente por rotavapor
durante 10 min a <30 °C. Se disolvid el residuo con mezclado en suficiente agua estéril para proporcionar una
solucion de polisorbato 20 296. Se paso el producto formulado a través de un filtro estéril Acrodisc de Pall-Gelman
de 0,2 ym (13 mm) a un vial seco estéril multidosis (Hollister-Stier) aireado con otro filtro estéril de 0,2 ym. Se
desviaron 100 pl de solucién de producto a un vial para andlisis de CC.

En duodécimo lugar, se midié la radiactividad en el calibrador de dosis y se efectuaron ensayos de control de calidad
(esterilidad, apirogenicidad).

Se tomo toda la NM404 no marcada del lote madre original, que experimentd recientemente ensayos de toxicologia
aguda para minimizar las diferencias sintéticas potenciales entre estudios. Se consigui6é rutinariamente la
radioyodacion de NM404 mediante una reaccion de intercambio isotépico en una mezcla fundida de acido pivalico
desarrollada por los inventores'® o mediante el nuevo procedimiento descrito en la presente memoria y se preparo
para inyeccién segun procedimientos estandar descritos por los inventores™. Se usé eficazmente este procedimiento
para preparar material estéril para los ensayos humanos iniqizasles foely NM324, el predecesor de NM404, y se ha
usado mas de 40 veces para preparar NM404 marcada con “’l'y ~'I. Generalmente, después de la purificacion y
cuantificacion exacta de la masa por HPLC, se disolvié el producto radiofarmacéutico en etanol absoluto (50-500 pl)
y polisorbato 20 (0,1 pl/ug de compuesto). Se retird el etanol a vacio y se disolvié el residuo en agua estéril, dando
una solucién final que contenia no mas de 2-3 % de polisorbato 20. Se consiguio la esterilizacidn mediante filtracion
a través de una unidad de filtro estéril de 0,2 ym. La pureza radioquimica final debe superar el 97 % antes de usarse
en animales. La cuantificacion y calculo de la actividad especifica final se consigyieron mediante analisis de HPLC
usando patrones de masa conocidos y la cuantificacion de la radiactividad (" *’°l) se realizd mediante dilucion y
recuento en un contador gamma PE Wallac para evitar problemas de atenuacién. Se hizo la cuantificacion de los
isétopos de mayor energia incluyendo ~'I con un calibrador de dosis con ajustes incorporados para estos isétopos.
Se consiguieron normalmente actividades especificas de 1 mCi por 100 ug de NM404 radioyodada. Los volumenes
de inyeccién eran normalmente de aproximadamente 100 pl por raton. Los datos de distribucion en tejido se
expresaron como porcentaje de la dosis inyectada (+EE) por gramo de tejido y también como porcentaje de dosis
inyectada por organo cuando se pesaban 6rganos enteros segun procedimientos publicados establecidos por los
inventores™. En cada momento concreto, se calcularon las relaciones de tumor a tejido basandose en el porcentaje
de dosis inyectada por gramo de tejido.

Andlisis de distribucion en tejido general (DD): Se efectuazrpn estudios de biodistribucién en ratones hembra segun el
procedimiento estandar desarrollado por los inventores™. Se administr6 NM404 radioyodada (5 pCi en 100 pl)
mediante inyeccion en la vena de la cola. En momentos predeterminados, se sacrificaron los animales (3/momento
concreto) mediante desangrado con anestesia de pentobarbital. Se extrajeron un total de 16 tejidos incluyendo
sangre, plasma, glandulas suprarrenales, vejiga, médula désea, grasa, corazon, rifion, higado, pulmén, musculo,
bazo, ovarios, piel, tiroides y tumor, se aclararon y se limpiaron de tejido extrafio. Se trituraron los érganos grandes y
se pesaran muestras de tejido por duplicado y se dispondran en tubos de plastico para recuento isotopico. Se
determinaron también la radiactividad del sitio de inyeccion y del cadaver residual en un contador de pozo. Estos
procedimientos estandar se han usado durante muchos afios en el laboratorio del inventor con un cuidado animal
apropiado y aprobacién de la seguridad radiolégica. Se generaron las tablas de distribucién en tejido mediante un
programa informatico que produce los datos de concentracion de radiactividad en tejido corregidos por la
descomposicion basandose en el porcentaje de dosis inyectada/g, porcentaje por kg de dosis y porcentaje de dosis
inyectada/érgano + EE. En cada momento concreto, se calcularon las relaciones de tumor a tejido basandose en el
porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido. Se efectué un estudio de DT de control (3 ratones/momento
concreto, 15 ratones totales) en ratones portadores de tumor a los 4, 7, 14, 21 y 28 dias después de la inyeccion de
NM404 para establecer tablas de DT comparativas para todos los regimenes terapéuticos.

Protocolos de formacion S? imagenes generales descritos en la presente memoria como protocolos de referencia:
Los animales recibieron “’I-NM404 (10 uCi) por inyeccién en la vena de la cola y se anestesiaron en momentos
predeterminados después de ello (anestesia con pentobarbital de sodio, 0,06 mg/g de peso corporal) y
experimentaron exploraciéon con radionucleidos usando un escaner radioTLC Bioscan AR2000 modificado para la
formacion de imagenes de raton (colimador de alta resolucion de 1 mm/1 min de tiempo de adquisicion por carril/1
mm de incremento de carril). Se cuantificaron los datos y se presentaron usando software Winscan 2D de Bioscan.
Una vez extirpados, se exploraron también los tumores de control y tratados ex vivo en la unidad Bioscan para
permitir un andlisis de ROl mas exacto eliminando la atenuacién de radionucleidos de cuerpo entero. Los animales
(con anestesia con pentobarbital de sodio, 0,06 mg/g de peso corporal) experimentaron exploracién por microTC
(MicroCAT I de Imtek, adquisicién de 390 etapas/43 Kvp/410 pA) usando parametros de adquisicion de resolucion
media. Se reconstruyeron tridimensionalmente los conjuntos de datos y se visualizan con software de visualizacion
tridimensional AMIRA. El software permite el analisis de densidad de ROl y una medida en pantalla conveniente.
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B. Ejemplo de referencia ll: Estudios preclinicos con analogos de PLE de primera generacion:

Los éteres fosfolipidicos pueden marcarse fécilme@te con radioisétopos de yodo usando un procedimiento
de intercambio isotépico desarrollado por los inventores °. Los analogos de éter fosfolipidico yodofenilicos se
disefian especificamente de modo que el radioyodo fijado a cada molécula sea estable para facilitar la desyodaci '61
é’} vivo. Se sintetizaron mas de 20 compuestos de PLE marcados radiactivamente y se ensayaron in vitro e in vivo™"

. Dos de estos, a saber NM294 y NM324 [12-(3-yodofenil)dodecilfosfocolina] mostraron inicialmente ser los mas
prometedores en estudios de localizaciéon de tumor animal. Estos compuestos prototipicos, marcados con yodo 125,
se localizaban selectivamente en tumores con el tiempo en los siguientes modelos de tumor animal: 1) rata Sprague-
Dawley que porta carcinosarcoma Walker 256, 2) rata Lewis que porta tumor mamario, 3) rata Copenhague que
porta tumores de prostata Dunning R3327, 4) conejos que portan tumores Vx2 y 5) ratones atimicos que portan
tumores de mama humanos (HT39), pulmonar microcitico (NCI-69), colorrectal (LS174T), de ovario (HTB77IP3) y de
melanoma. La localizacién tumoral 6ptima de estos agentes lleva de uno a varios dias.

Estudios mecanisticos con analogos de PLE: NM324 y NM404 son similares en estructura a la miltefosina
(hexadecilfosfocolina), un éter lipidico antitumoral estudiado muy extensamente en Europa. Las propiedades
antitumorales de la miltefosina y varios otros analogos de éter fosfolipidico antitumorales se han demostrado en un
amplio intervalo de lineas celulares tumorales, incluyendo carcinomas de prostata, vejiga y teratocarcinomas,
leucemias de murino y humana, asi como canceres de pulmén, colon, ovario, cerebro y mamaZ°. En contraposicion
con muchos medicamentos anticancerosos, estos analogos de éter fosfolipidico no se unen directamente al ADN y
no son mutagénicos. Aunque no se ha determinado el mecanismo de accion antiproliferativa preciso, aparentemente
actian en varios sitios de células tumorales. Estos compuestos se han asociado con diversos efectos celulares
incluyendo transporte, promocién de la formacion de citocina, inducciéon de la apoptosis e interferencia con una
variedad de enzimas clave del metabolismo lipidico y la sefializaciéon celular, la mayoria de las cuales estan
localizadas en la membrana celular. Aunque existe debate respecto al modo de captacién en células, la mayoria de
los informes apoyan ahora la idea de que estos éteres lipidicos se absorben directamente en las membranas
celulares donde se acumulan. Es una creencia extendida que estos agentes actuan alterando el metabolismo
fosfolipidico de la membrana, sin embargo, los estudios de distribucion celular con estos agentes han estado
limitados por la redistribucion compartimental celular espontanea durante los procedimientos de homogeneizacién y
fraccionamiento subcelular. En contraposicion con las dosis de formacion de imagenes indicadoras (varios ug) que
uo%(;gventOﬁjs’ rgn empleado, los efectos antitumorales se observan solo a dosis generalmente superiores a 300-

. mg al dia””.

Se ha realizado estudios formales del metabolismo en varios analogos de PLE incluyendo NM324, el
predecesor de NM404. En estos estudios, se examind cada agente para determinar su capacidad de servir como
sustrato para enzimas asociadas al metabolismo de PLE. Como se muestra en la Fig. 24, estan implicadas tres rutas
enzimaticas importantes en el metabolismo del PLE. La O-alquilglicerol monooxigenasa (AGMO) es la responsable
de la escision del engarce alquiléter en C-1 para formar el alcohol graso de cadena larga o posteriormente el
correspondiente acido graso. Las fosfolipasas C (PLc) y D (PLp), por otra parte, dan lugar a los productos glicerol o
acido fosfatidico, respectivamente. Usando una preparaciér} de enzima AGMO microsémica, la NM324 no era un
sustrato para esta enzima cuando se comparaba con ["H]-liso-PAF (factor activante de plaquetas), que se
metabolizaba extensamente. De modo similar, se analizé la NM324 como sustrato de PLc aislada de Bacillus cereus,
y nofse hidrolizaba respecto a 1-palmitoil-2-[3H]-palmitoil-L-3-fosfatidilcolina (DPPC), que experimentd una hidrdlisis
significativa.

Finalmente, se sometieron varios analogos de PLE a un ensayo de PLp. La PLp, que se aisl6 de repollo, es similar a
la PLp de mamifero en que la forma de repollo proporciona productos de tipo fosfatidiletanol ademas de acido
fosfatidico cuando la reaccidon enzimatica se efectia en presencia de etanol. Varios de los analogos de PLE
sometidos a estas condiciones de ensayo dieron lugar al aducto de fosfatidiletanol, indicando una posible interaccion
con PLp.

Se sometieron también varios precursores de NM404 a estudios de metabolismo in vitro en diversas lineas
celulares, incluyendo células tumorales Walker, de musculo de rata (H9¢2) y hepatocitos de rata. En estos estudios,
se determind la extension del metabolismo basandose en los agentes marcados radiactivamente formados después
de incubar durante diversos periodos de tiempo y se normalizaron los resultados al nimero celular o a la cantidad de
proteina celular. La extraccion lipidica posterior del medio de incubacion y la suspensién celular demostraron poca
generacion de metabolitos de PLE en las células tumorales Walker, mientras que se observo una produccion
significativa de metabolitos tanto en las células musculares como en hepatocitos durante el periodo de 48 h
estudiado. Estos resultados se correlacionan bien con los estudios de biodistribucion in vivo completados en todos
los analogos. Aunque se han completado varios estudios, el papel del atrapamiento metabdlico en la captaciéon y
retencion de analogos de PLE marcados radiactivamente en células tumorales no esta bien definido y actualmente
sigue siendo un area activa de investigacion.

Evaluacion clinica de NM324: De los varios analogos de PLE de primera generacidon prometedores, la NM324 era el
mas facilmente sintetizado y por tanto se seleccion6 como compuesto principal para los estudios clinicos iniciales.
Aunque las imagenes obtenidas en 5 pacientes de cancer de pulmén humanos detectaron tumores, las imagenes
estaban complicadas por una alta radiactividad hepatica (Fig. 2).

Andlogos de PLE de segunda generacion: Para reducir la captacion h1ezgética y prolongar la fase plasmatica, se
sintetizaron 9 analogos estructurales de NM324 y se radiomarcaron con | para analisis de formacién de imagenes
inicial en ratas Copenhague que portaban tumores de préstata Dunning R3327. Basandose en este cribado inicial,
se seleccionaron NM347, NM404 [18-(4-yodofenil)octadecilfosfocolina] y NM412 (Fig. 3) para experimentar
formacion de imagenes y analisis de biodistribucion adicionales en modelos tumorales animales.

Los estudios de formacion de imagenes mas recientes con NM404 y NM412 en modelos animales han mostrado que
ambos eran superiores a NM324 en la visualizacién de diversos tumores. De forma significativa, las metastasis de
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nédulo linfatico estaban claramente delineadas en un modelo de tumor de préstata metastasico después de la
administracion_intravenosa de NM404 o NM412. Lo mas importante, el indicador no se retenia por ganglios linfaticos
no implicados®”. (Fig. 4A). Aunque realizado en un modelo de prostata, este descubrimiento es particularmente
relevante para cancer de mama, en el que la implicacion de ganglios linfaticos es un indicador de prondstico tan
importante. Un estudio piloto preliminar realizado en ratones SCID portadores de tumores NSCLC A549 humanos
fue esperanzador y demostré que la NM404 supera el problema de un alto aclaramiento de primer paso de NM324
por el higado. La NM404 muestra una excelente visualizacién tumoral, especialmente notable en las imagenes
retardadas, con captacién de higado y riidn minima en comparacion con NM324 (Fig. 4). Los estudios de
biodistribucion en tejido confirmaron adicionalmente los altos niveles de radiactividad residente en los tumores.
Aunque los resultados de formacion de imagenes fueron similares con NM404 y NM412, los datos de dosimetria
obtenidos en ratas revelaron que se encontraron menores dosis de rifioh con NM404 con respecto a NM412, y por
tanto se seleccion6 NM404 para estudios adicionales. Los datos de biodistribucion comparativos para NM324 y
NM404 en ratones SCID con modelos tumorales de cancer de prostata y de pulmoén A549 han revelado altas
relaciones de tumor a tejido normal y una captacién tumoral superior al 25 % de la dosis inyectada con NM404.

Los estudios de formacion de imagenes animales efectuados en modelos de raton dirigidos a determinar las
caracteristicas de captacion en una amplia variedad de modelos tumorales se resumen en la Tabla 1. Los resultados
preliminares en ratones B6 Apc'"/+ indican que la NM404 no se incorpora por pélipos adenomatosos sino que se
incorpora y retiene por adenocarcinomas mamarios en este modelo, indicando por tanto una posible especificidad
por células tumorales malignas. Estos estudios estan dirigidos a determinar el potencial de NM404 de caracterizar
tumores de forma no invasiva. La NM404 ha exhibido una captacion y retencion tumorales significativas en cada
modelo de adenocarcinoma estudiado.

Modelo tumoral Especie Categoria Captacion
Xenoinjertos de tumor humano
PC-3 de préstata Raton SCID Adenocarcinoma Si
A-549 de pulmén (NSCLC) Raton SCID Adenocarcinoma Si
NCIH-69 de pulmén (grano de
avena)
Ratén desnudo Adenocarcinoma Si
H-295 suprarrenal
Ratén SCID Adenocarcinoma Si
RL-251 suprarrenal Raton SCID Adenocarcinoma Si
A-375 de melanoma Raton desnudo Adenocarcinoma Si
LS-180 de colon Ratén desnudo Adenocarcinoma Si
HTB-77 de ovario Raton desnudo Adenocarcinoma Si
Xenoinjertos tumorales animales
MCF-7 mamario Rata Adenocarcinoma Si
MatLyLu de prostata Rata Adenocarcinoma Si
Walker-256 Rata Carcinosarcoma Si
Modelos de roedores recientes
TRAMP de prostata Raton espontaneo Adenocarcinoma Si
CT-26 de higado Xenoinjerto de raton Adenocarcinoma Si
colorrectal
CT-26 subcutaneo Xenoinjerto de raton Adenocarcinoma Si
colorrectal
Intestinal de ratén Min Raton endégeno Adenocarcinoma Si
Xenoinjerto de raton
Melanoma Ratén desnudo Adenocarcinoma Si
SCC1y6 Carcinoma de células | Si
escamosas
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SCC y AC mamario Ratén Apc™ SCC y adenocarcinoma | Si
Carcinoma hepatocelular Ratén espontaneo Adenocarcinoma Si
Retinoblastoma Ratén espontaneo Blastoma Si

Ratén espontaneo

Adenocarcinoma cervical Ratén espontaneo Adenocarcinoma Si
c-myc y kras pancreaticos Adenocarcinoma Si
L9 de glioma Xenoinjerto de rata Glioma Si
Pélipo intestinal Ratén Apcn™ " Adenoma No'
Hiperplasia mamaria Ratén Apc™ Hiperplasia alveolar No'

La captacion tumoral fue <<1 % de la dosis inyectada/g

Relevancia del modelo tumoral de murino de CT26: Los inventores exploraron a NM404 como prondstico de
la respuesta tumoral en un modelo de murino (ratones BALB/c) con inoculacion subcutanea de células CT26 en los
flancos del ratén. La linea celular CT26 es un adenocarcinoma de murino poco diferenciado que se indujo mediante
la inyeccién rectal de N- nltroso N-metlluretano en los vasos (inyeccion en la vena de la cola, modelo metastésico) o
en la piel (Fig. 5) o el hlgado Debido a que la linea celular deriva de un cancer colorrectal este modelo de
murino es muy relevante clinicamente para estos estudios.

Resultados de formacién de imagenes preliminares con NM404 en tumores CT26: En un experimento
preliminar para mostrar que la NM404 se localiza en xenoinjertos de CT26 subcuténeos, se inyectaron a dos
animales (IV en la vena de la cola) 12°_NM404 (10 uCi) y se formaron imagenes posteriormente en un escaner de
radioTLC modificado AR2000 de Bioscan (equipado con un colimador de alta resolucion de 1 mm y adquisicion
bidimensional y software de analisis) a los 1, 4 y 7 dias después de la inyeccion. El dia 7, se sacrificd el animal y se
retird el tumor, se fotografié y se exploré ex vivo en el Bioscan (Fig. 6). La exploracién ex vivo es un protocolo
estandar en el laboratorio del inventor debido a los graves efectos de atenuacién en tejido asociados al yodo 125.
Cada animal experiment6 también exploraciéon por microTC (Fig. 7) el dia 7 antes del sacrificio y la diseccion del
tumor. Los puntos focales intensos se correlacionaban visualmente con todos los tumores de las imagenes de
Bioscan ex vivo (Fig. 6). Aunque los ganglios linfaticos son visibles, no se asocié radiactividad con ellos, indicando
una falta de infiltracion de células tumorales. El tumor principal en las Fig. 6 y 7 se clasificd histolégicamente como
adenocarcinoma. Los inventores han explorado una amplia variedad de tumores subcutaneos mediante microTC y
todos son muy facilmente detectables hasta menos de 300 um de diametro.

La ablacion por RF inicial del tumor CT26 subcutaneo de raton fue exitosa y dio como resultado lesién celular grave
(Fig. 8) como se indica por la pérdida de membranas celulares en la seccion tefiida con H&E tratada.

C. Ejemplo de referencia lll: Cancer de pulmén no microcitico

Se efectuaron estudios de formacién de imagenes y biodistribucion en ratones SCID (mutacion de
inmunodeficiencia combinada grave) portadores de la linea celular A549 de adenocarcinoma de NSCLC humano
(adenocarcinoma que se ha convertido en el tipo histolégico de cancer de pulmén humano mas frecuente). Los
resultados piloto preliminares en 5 animales fueron alentadores y demostraron que el nuevo agente NM404 supera
la limitacion del compuesto NM324. Aunque hay una captacién en tumor razonablemente buena con NM324, la
formacion de imagenes esta comprometida por un alto aclaramiento de primer paso por el higado. Sin embargo, la
NM404 muestra una excelente visualizacion, especialmente notable en las imagenes retardadas, con una captacion
minima en higado y rifidon. Ademas, los estudios de biodistribucién en tenido confirmaron adicionalmente los altos
niveles de radiactividad residente en los tumores. Se muestra una comparacion de imagenes de NM324 y NM404 en
un modelo de NSCLC humano en ratén SCID en la Fig. 4. Obsérvese la falta relativa de actividad en higado, rifién e
intestino con NM404, acoplada con una excelente visualizaciéon de tumor. Aunque los resultados de formacién de
imagenes eran similares con NM404 y NM412, los datos recientes de dosimetria obtenidos en ratas han revelado
que se encontraron dosis menores en rifidn con NM404 con respecto a NM412, y por tanto se ha seleccionado
NM404 para estudios adicionales.

Se han reunido anteriormente extensos datos de biodistribucién para el agente prototipico 125.NM324 en varios
modelos tumorales. Counsell R.E., Schwendner S.W., Meyer K.L., Haradahira T., Gross M.D., “Tumor visualization
with a radioiodinated phospholipid ether”, J. Nucl. Med. 31(3): 332-336, 1990; Plotzke K.P., Fisher S.J., Wahl R.L.,
Olken N.M., Skinner S., Gross M.D., Counsell R.E. “Selective localization of a radioiodinated phospholipid ether
analog in human tumor xenografts”, J. Nucl. Med. 34(5): 787-792, 1993; Rampy M.A., Brown R.S., Pinchuk A.N.,
Weichert J.P., Skinner R.W., Fisher S.J., Wahl R.L., Gross M.D., Etheir S.P., Counsell R.E. “Biological disposition
and imaging of a radioiodinated alkylphosphocoline in two rodent models of breast cancer”, J. Nucl. Med. 37(9):
1540-1545, 1996. Se observaron relaciones de tumor a sangre superiores a 8:1 a tiempos retardados después de la
inyeccion. Por ejemplo, en un modelo de tumor mamario de rata, las relaciones de tumor a tejido normal alcanzaron
un maximo a las 96 horas con una relacién de tumor a sangre de 8,6 y una relaciéon de tumor a musculo de 20:1.
Rampy M.A., Brown R.S., Pinchuk A.N., Weichert J.P., Skinner RW., Fisher S.J., Wahl R.L, Gross M.D., Etheir S.P.,
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Counsell R.E. “Biological disposition and imaging of a radioiodinated alkylphosphocoline in two rodent models of
breast cancer”, J. Nucl. Med. 37(9): 1540-1545, 1996. Ademas, la biodistribuciéon de la radiactividad asociada a PLE
es heterogénea en el tumor, como se demuestra por estudios de microautorradiografia que muestran que la
radiactividad de PLE reside exclusivamente en células tumorales viables localizadas hacia las regiones exteriores en
lugar de las regiones necroéticas centrales. Rampy M.A., Brown R.S., Pinchuk A.N., Weichert J.P., Skinner R.W.,
Fisher S.J., Wahl R.L., Gross M.D., Etheir S.P., Counsell R.E., “Biological disposition and imaging of a radioiodinated
alkylphosphocoline in two rodent models of breast cancer”, J. Nucl. Med. 37(9): 1540-1545, 1996. Los datos de
biodistribucion comparativos para NM324 y NM404 en ratones SCID se han efectuado hasta ahora s6lo en modelos
tumorales de céncer de prostata y de pulmén A549. Estos estudios han revelado altas relaciones de tumor a tejido
normal y una captacion tumoral superior al 25 % de la dosis inyectada con NM404, apoyando por tanto el deseo de
estudiar la biodistribucién de analogos de PLE en modelos tumorales y humanos mas espontaneos.

Se efectud un estudio adicional dirigido a la sensibilidad relativa de NM404 respecto a NM324 en un modelo de
cancer de pulmén A549 de ratéon SCID. Se extirparon los pulmones de cada animal 10 dias después de la
administracion de dosis iguales de cada agente y se formaron imagenes in vivo durante 1 hora para potenciar la
resolucion.

Las imagenes de baja resolucidon y altamente amplificadas mostradas en la Fig. 23 revelaron la presencia de
radiactividad focal en los pulmones de ambos animales con imagenes formadas con NM404 y poca o ninguna
captacién en el par de NM324. Los andlisis patologicos posteriores confirmaron la presencia de micrometastasis
Ab49 pequefias (menos de 1 mm de diametro) en los 4 animales. El indice de recuento en los ratones NM404 era
mas de 2,5 veces el de los ratones NM324 correspondientes, indicando de nuevo la superioridad de NM404 frente a
NM324.

Es probable, que debido a que la estrategia orientada a tumor parece implicar una retenmon selectiva en tumor
frente al tiempo, los nucleidos de vida relativamente corta, tales como '°F o incluso ~>"Tc, no sean practicos para
marcar actualmente. Sin embargo, como con el uso temprano de anticuerpos monoclonales que se marcaron
exclusivamente con radioisétopos de yodo, puede ser posible en el futuro marcar analogos de PLE con marcadores
alternativos, tales como yodo 124, en el que la semivida fisica coingide bien con la cinética de captacion y retencion
de PLE en tumor. De hecho, la utilidad de la NM404 marcada con “°| como agente de TEP selectivo de tumor es el
objeto de un proyecto piloto de adquisicion de microTEP. El objetivo de este proyecto es evaluar la factibilidad de
marcar NM404 con yodo 124, un is6topo positronico relativamente nuevo con una semivida fisica de 4 dias, y
evaluar su prometedora formacion de imagenes por TEP en modelos de animales pequefios. Ademas de aprovechar
la potenciacion de la resolucion y las capacidades tridimensionales que proporciona la formacion de imagenes por
TEP respecto a la formacion de imagenes por camara gamma tradicional, este enfoque complementaria el uso de
FDG con fltor 18, en el que su captacion en células tumorales ocurre mediante un mecanismo bioquimico diferente
del uso de glucosa.

Como se ha discutido anteriormente, la utilidad de los indicadores actualmente disponibles (por ejemplo, Ga y 8.
FDG) esta limitada por la falta de especificidad para distinguir neoplasias de inflamacién. Sin embargo, los estudios
preliminares con agentes de PLE han parecido prometedores para superar esta limitacion clinicamente significativa,
en los que no pudieron visualizarse granulomas inducidos por carragenina en ratas por encima de la actividad de
fondo y no mostraron retencién en tejido. Counsell R.E., Schwendner S.W., Meyer K.L., Haradahira T., Gross M.D.
“Tumor visualization with a radioiodinated phospholipid ether”, J. Nucl. Med. 31(3): 332-336, 1990. Sin embargo, el
citrato de galio usado como control en ese estudio se concentraba significativamente en el granuloma. Dichos
descubrimientos justifican adicionalmente extender los estudios de los inventores a agentes analogos de PLE como
agentes formadores de imagenes selectivos de tumor potencialmente utiles.

Estudios humanos: Basandose en la muy prometedora farmacocinética y datos de formacion de imagenes en
animales, los inventores se decidieron a realizar estudios de éteres fosfolipidicos marcados radiactivamente en el
campo clinico. Se valoraron inicialmente en la NM404 no marcada sus efectos toxicos agudos en ratas y conejos en
estudios realizados en el Toxicology Research Center, State University of New (SUNY) en Buffalo. No se observaron
efectos toxicos al nivel de dosis de 3,2 mg/kg (>150 veces la dosis humana mayor prevista) en estos estudios
toxicoldgicos de dosis aguda. Ademas, no se demostraron propiedades activadoras de plaquetas a este alto nivel de
dosis.

Se administré6 NM324 no marcado a 5 seres humanos normales no enfermos para obtener la aprobacion del agente
radiomarcado para administracion humana por el Radioactive Drug Research Committee (RDRC). Estos sujetos no
tuvieron evidencias de toxicidad, como se manifiesta por sintomas, examenes clinicos, sefiales vitales y quimicas
sanguineas secuenciales.

Como proyecto piloto de viabilidad, se estudiaron 4 pacientes de cancer de pulmén con la aprobacién del RDRC con
NM324 marcads con | en el hospital de Ann Arbor, Michigan, VA. Los tumores pulmonares se visualizaron
claramente en los tres pacientes con cancer de pulmén (dos con NSCLC y uno con cancer de pulmén microcitico),
descrito con detalle a continuacion. El grado de captacién tumoral, en diversos momentos, varid de 1+ (apenas
perceptible por encima del fondo) a 3+ (captacion intensa, mucho mayor que las estructuras normales). Obsérvese
que los pacientes seleccionados para estos estudios iniciales eran aquellos con canceres conocidos relativamente
grandes. No se pretendia en esta etapa estudiar pacientes en los que existieran problemas de asignacién del
estadio del tumor.

Historiales médicos:
El paciente 01 era una mujer de 55 afios con una masa en el Iobulo pulmonar derecho medio que afectaba a las
costillas derechas, histoléglcgrpente un adenocarcinoma productor de mucina de probable origen pulmonar. Las

imagenes escintigraficas por ~'I-NM324 iniciales a las 6 horas mostraron un foco de captacion en el pulmén medio
lateral derecho. Por razones no relacionadas con el estudio escintigrafico, la paciente fue incapaz de volver al
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hospital 6 horas después para una sesion de formacidon de imagenes adicional.

El paciente 02 era un varén de 62 afios de edad con una masa mediastinica lobulada grande (9 x 7 x 7,5 cm) que se
extendia desde la ventana aortopulmonar al hilio izquierdo. El tipo de tejidg era un cancer de pulmdon microcitico no
diferenciado (célula de grano de avena). Las imagenes escintigraficas por *11-NM324 revelaron un foco de captacion
en el pulmén superior izquierdo, que aumento en intensidad con el tiempo respecto a la actividad de fondo normal.

El paciente 03, un varén de 74 afios de edad, con un l6bulo superior derecho de NSCLC (adenocarcinoma), se tratd
5 meses antes con terapia de radiacion. La enfermedad recidivo en la lingula izquierda (masa de 2,5 x 2 x 3 cm),
columna toracica inferior (aprox. T8) y lébulo derecho del higado. La gammagrafia con ¥1I.-NM324 mostré una
captacion bien definida en la masa pulmonar y la lesion de la columna toracica, que demostré proporciones
crecientes entre la diana y el fondo con el tiempo (Fig. 2). La captacion en la metastasis hepatica no pudo resolverse
por encima del fondo hepatico normal.

Estos estudios proporcionar%q un vistazo temprano a la promesa clinica de analogos de PLE marcados
radiactivamente. Aunque el | es un agente suboptimo con fines de formacion de imagenes, se representd
claramente la captacion en los tres tumores pulmonares. Como se esperaba, basandose en experimentos de
biodistribucién animal anteriores, la actividad en los tumores aumenté con el tiempo, como se demuestra claramente
en los pacientes 02 y 03. En el paciente 03, las relaciones de tejido tumoral a normal aumentaron de 2,74 a los 2
dias a 4,23 a los 7 dias. El paciente 01 no volvio para sesiones de formacién de imagenes posteriores a las 6 horas.
Las relaciones de diana a fondo crecientes constituyen una fuerte evidencia de que el mecanismo de visualizacion
tumoral no esta basado simplemente en un flujo sang%gneo anormal o hiperyascularidad tumoral. Es mas, los
estudios animales que usaban seroalblimina humana con **"Tc confirmaron esto'.

Ejemplo de referencia: Ensayo clinico que evaliia pacientes con cancer pulmonar no microcitico (NSCLC)
usando NM404

Aunque la NM404 ha exhibido una retencion tumoral selectiva y prolongada en 25/25 modelos de xenoinjerto y
espontaneos de roedores, un analisis de IND patrocinado por un médico inicié recientemente la evaluacion clinica
del agente en pacientes de cancer de pulmén no microcitico de etapa 4 para determinar si exhibiria unas
propiedades de captacion y retenciéon tumorales similares o no en seres humanos. Hasta la fecha, s, han formado
imagenes de dos pacientes con NSCLC avanzado después de una inyeccion de < 1 mCi de '°'I-NM404. Se
recogieron muestras de sangre y orina en momentos predeterminados, y se efectué la formacion de imagenes
gamma en diversos momentos después de la administracién. En ambos pacientes, se demostrdé una captacion y
retenciéon tumorales significativas de NM404 en el tumor pulmonar primario, como se observa en las figuras 29 y 30.
Respecto a los altos valores de captacion hepatica observados anteriormente con su predecesor de primera
generacion NM324, las actividades hepatica y abdominal son mucho menores con NM404, sugiriendo la factibilidad
de evaluar este agente en otros canceres abdominales incluyendo pancreatico, de colon y de prostata.

Materiales y procedimientos: después de la inyeccion intravenosa de NM404 marcada con yodo 131 (1 mCi/20 ug),
se exploraron pacientes con NSCLS avanzado a las 3, 6, 24,48 y 96 hy alos 7 y 11 dias en un escaner SPECT GE
Maxxus dual Head. Se recogieron muestras de sangre y orina para analisis farmacocinético asi como bioanalisis
clinico hematoldgico, renal y hepatico.

Resultados: los resultados de formacién de imagenes cualitativas indican que la NM404 marcada con yodo 131 se
localiza claramente en masas pulmonares bilaterales tan pronto como 24 horas después de la inyeccion y se retiene
selectivamente en estos tumores mas de 11 dias. Ademas, la radiactividad de fondo en el higado y la region
abdominal inferior, incluyendo vejiga urinaria, rifiones e intestinos, era significativamente menor que la observada
anteriormente con su predecesor NM324. No se observaron reacciones adversas en ninguno de los pacientes.

Conclusiones: estos descubrimientos preliminares sugieren que la NM404 exhibe unas propiedades de captacion y
retencion tumoral similares en NSCLC humano que las observadas anteriormente en modelos de roedores.

Aunque basandose en soélo dos pacientes en este momento, parece que la NM404 se localiza y experimenta
retencién tumoral selectiva y prolongada en cancer pulmonar no microcitico.

Paciente 1: varén de 55 afios con NSCLC bilateral en lébulo izquierdo de 3 cm e infiltrativo en lébulo derecho,
metastasis cerebral y una pequefia masa suprarrenal derecha. Ha participado en numerosos regimenes de
tratamiento estandares y experimentales. Las imagenes se incluyen en la Fig. 29.

Paciente 2: varén de 70 afios con un diagnéstico reciente de una masa no microcitica en el I6bulo superior de 6 cm,
un masa hepatica de 5 mm, una micrometéstasis de hueso iliaco y una metastasis cerebral muy pequena. Habia
completado recientemente una quimioterapia de carboplatino/taxol de dosis baja y radioterapia paliativa de las
metastasis iliaca y cerebral la semana antes de iniciar el ensayo de NM404. Las imagenes se muestran en la Fig.
30.

D. Ejemplo de referencia IV: Modelos de adenocarcinoma pancreatico en raton

Los inventores estudiaron también la avidez de NM404, un analogo de PLE de segunda generacion, en el modelo de
adenocarcinoma pancreatico de ratéon c-myc, que es conocido por producir tumores invasivos con fenotipo
acinar/ductal mixto.

Materiales y procedimientos: se han desarrollado dos cepas de murino que son enddgenas de c-myc o k-ras,
oncogenes bien conocidos, en la Universidad de Wisconsin. Sandgren E.P., Quaife C.J. ef al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1991; 88: 93-97; Grippo P.J., Nowlin P.S. et al. Cancer Research 63(9): 2016-2019, 2003.

La expresion de c-myc esta dirigida a células acinares pancreaticas porque esta ligado a un promotor de elastasa,
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que se expresa soélo en el pancreas. Estos ratones enddégenos de ela-1-myc desarrollan neoplasias acinar y ductal,
que dan como resultado la muerte a entre 2 y 7 meses de edad. A un mes de edad, el pancreas parece engrosado y
firme. Por tanto, los ratones entre las edades de 1 y 3 meses sirven como excelentes modelos para el estudio de
cancer pancreatico. La mayoria de los neoplasmas pancreaticos humanos tienen una morfologia ductal y las
estrategias de orientacion por transgén del Dr. Sandgren estan dirigidas a desarrollar tumores que sean especificos
del epitelio ductal pancreatico.

El modelo c-myc produce tumores que son adenocarcinomas invasivos, con fenotipo acinar/ductal mixto. La biologia
del modelo k-ras es notablemente diferente. Los tumores k-ras se han clasificado con “carcinoma in situ”, o que
significa que tienen rasgos de neoplasia pero no invaden y generalmente permanecen pequefios (<2 mm). Su
apariencia celular es muy parecida a los tumores humanos tempranos, asi que desde una perspectiva histologica
son un modelo mas relevante de enfermedad humana. Ademas, se parecen a las etapas muy tempranas de la
enfermedad humana. La capacidad de detectar el desarrollo “temprano” de tumores k-ras frente a los tumores
grandes y mas avanzados en ratones c-myc seria una etapa excepcionalmente importante hacia la identificacion de
lesiones tempranas (quizas curables) en seres humanos. El hecho de que las mutaciones k-ras sean la causa de
mas del 90 % de los adenocarcinomas pancreaticos humanos presta un apoyo adicional a la validez de este modelo
par la evaluacién de nuevos agentes de formacion de imagenes tumorales.

Estudios de formacién de imagenes: para determinar si la NM404 se localiza en tumores pancreaticos de ratén, se
exploraron seis ratones enddgenos de c-myc en un escaner de radioTLC AR-2000 de Bioscan (modificado en el
laboratorio de los inyentores para la formacion de imagenes de ratén) de 2-21 dias después de la inyeccion en la
vena de la cola de '*°I-NM404 (15 pCi/20 g de peso corporal). El ultimo dia, los ratones experimentaron también
exploracion por microTC (42 kvp, 410 pA, 390 etapas, MicroCAT-I, Imtek, Inc., Knoxville, TN). Después de la
formacion de imagenes in vivo de ratones anestesiados, se extirparon los tumores pancreaticos y se exploraron ex
vivo en el mismo escaner (equipado con colimador de alta resolucion de 1 mm, adquisicién bidimensional y software
de analisis) para evitar la atenuacion en tejido asociada a la baja energia del yodo 125 (Fig. 9-10). En el sacrificio, se
extirparon los tejidos, se pesaron y se cuantificé la radiactividad en un contador gamma.

Resultados y discusion: los resultados de formacién de imagenes iniciales con NM404 en el modelo de c-myc
indicaron una notable captacion y prolongada retencion (> 21 dias) en todos los adenocarcinomas en el intervalo de
5-12 mm de diametro. Como se ha observado en el cultivo celular previo en estudios de modelo animal in vivo, la
NM404 aparentemente se metaboliza y elimina de células normales, pero se atrapa metabdlicamente en membranas
de células tumorales. Los experimentos anteriores de autorradiografia en otros modelos tumorales han sugerido que
sélo las células tumorales viables, y no tejido normal ni tejidos necréticos, son capaces de acumular NM404. Los
inventores fueron también capaces de detectar tumores pancreaticos en ratones vivos con microTC a pesar de la
naturaleza ubicua del pancreas en los ratones (Fig. 11). Aunque el nimero de animales portadores de tumor
pancreatico es pequefo (n= 6), los datos de tumor a fondo preliminares de NM404 parecen prometedores.

Conclusiones: la NM404 exhibia una retencidon selectiva y prolongada en los adenocarcinomas pancreaticos
espontaneos examinados en este estudio, extendiéndose por tanto la selectividad tumoral de este agente.

E. Ejemplo de referencia V: Modelo de glioma de rata

Materiales y procedimientos: se albergaron y trataron todos los animales segun las directrices del Research Animal
Resources Center de la Universidad de Wisconsin. Se propagaron células de glioma C6 de rata en medio DMEM
(Life Technologies, Gaithersburg, MD) suplementado con FBS termoinactivado al 10 % (BioWhittaker, Walkersville,
MD), 100 U/ml de penicilina G, estreptomicina 100 mg/ml y HEPES 0,01 M (Life Technologies, Gaithersburg, MD).
Se egectué un implante tumoral intracraneal como se describe anteriormente (ref). Brevemente, se resuspendieron 1
x 10° células C6 en 5 ml de metilcelulosa al 1,2 % y se inyectaron en los l6bulos frontales de ratas Wistar hembra
anestesiadas (Harlan Indianapolis, IN). Los animales operados ficticiamente recibieron inyecciones intracraneales de
un volumen igual de metilcelulosa sin células tumorales.

Estudios de formacion de imagenes: diez dias después del implante, se confirmé la presencia de tumores
intracraneales con IRM. Brevemente, las ratas anestesiadas (6) recibieron 2 ml de gadodiamida (Gd, Omniscan 287
mg/ml, Nycomed, Princeton, NJ) por via intraperitoneal y se formaron imagenes 10 min después usando un sistema
MR clinico de 1,5 tesla (GE Signa LX) y una antena de superficie de extremo GE. Se inspeccionaron las secuencias
de cortes multiples de T1 ponderados (TR= 500 ms, TE= 16,5 ms) que cubren todo el cerebro de cada rata para
seleccionar las ratas portadoras de tumor con tamafios tumorales variables, y las ratas operadas ficticiamente para
inyecciones de NM404.

Se radioyod6 la_ NM404 [18-(4-yodofenil)octadecilfosfocolina] (Fig. 3A, 100 mg) con '*°I mediante intercambio
isotopico con Na “°I en una mezcla fundida de acido pivalico. Weichert et al., Int. Appl. Rad. Isotopes 1986; 37: 907-
913. Después de purificacion por HPLC, se disolvio la NM404 en una solucién acuosa de polisorbato 20 al 2 % antes
de inyeccion en la vena de la cola (5-20 pCi/200 g de rata) en cuatro ratas portadoras de tumor y tres operadas
ficticiamente. Alos 1 (n= 1), 2 (n=1) y 4 (n= 2) dias después de la inyeccién con NM404, se sacrificaron los animales
(COy), se extirparon los cerebros y se formaron imagenes en un escaner radioTLC AR2000 de Bioscan (incrementos
de 1 mm a 2 min de adquisicién/carril y colimador de alta resolucién de 1 mm). Ademas, se pesaron tejidos de
cerebro, sangre, rifion, higado, bazo y tiroides normales y tumoral y se conté la radiactividad en un contador gamma.
Se correlacion6 entonces la distribucion en tejido de la radiactividad con la histologia cerebral.

Resultados y discusion: los resultados de formacion de imagenes iniciales con NM404 indicaron una notable
captacioén y prolongada retencion en todos los gliomas en el intervalo de 3-5 mm de didmetro. La radiactividad en el
tejido cerebral normal era minima en animales de control operados ficticiamente (Fig. 12), mientras que la NM404 se
concentraba intensamente en los gliomas (Fig. 13). Las relaciones de tumor a cerebro (% de dosis inyectada/g) en
ratas portadoras de C6 eran de 10,5, 12,2 y 6,7 a 24, 48 y 96 h, respectivamente. Como se ha observado en
estudios de cultivo celular y de modelo animal in vivo, la NM404 se metaboliza y elimina aparentemente de células
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normales pero se atrapa metabdlicamente en membranas celulares tumorales. Los experimentos de autorradiografia
anteriores en otros modelos tumorales han sugerido que sdlo las células tumorales viables, y no tejido normal ni
tejidos necroticos, son capaces de acumular NM404. De forma interesante, incluso los tumores pequefios que miden
unos pocos mm de diametro fueron detectados también después de la administracion de NM404. Estos
descubrimientos preliminares sugieren que la NM404 puede ser también util para la visualizacién de focos tumorales
invasivos pequeios.

Conclusién: como ha sido el caso en todos los modelos tumorales examinados anteriormente, la NM404 exhibia una
retencién selectiva y prolongada por los gliomas C6 de rata evaluados en este estudio.

F. Ejemplo de referencia VI: Tumor hepatico murino

Los resultados preliminares obtenidos en mas de 14 modelos de xenoinjertos y tumor espontaneo han mostrado
universalmente que la NM404 experimenta una captacion selectiva y una retencion prolongada en tumores. Ademas,
debido a que la NM404 proporciona menores niveles de fondo hepaticos que sus predecesores, los inventores
extendieron la evaluacién a tumores hepaticos a la vista del hecho de que la formacion de imagenes de pacientes
con HCC ha sido problematica. Muchos pacientes tienen cirrosis subyacente, y por lo tanto es dificil distinguir los
nédulos regenerativos de HCC en la formacién de imagenes de seccion transversal. Ademas, los estudios
preliminares que evaltan la exploracién por TEP con FDG han mostrado sélo un 20-50 % de sensibilidad en la
deteccion de la enfermedad. Verhoef C., Valkema R. et al., Liver (2002) 22: 51-56.

Materiales y procedimientos: modelo de HCC en raton enddgeno. Se ha evaluado extensamente el desarrollo de
cancer hepatocelular espontaneo en ratones endégenos que sobreexpresan el gen TGl es un modelo animal
extremadamente prometedor para el estudio de esta enfermedad. Lee G.H., Merlino G., Fausto N., Cancer Research
(1992) 52: 5162-5170. El TGFa es un mitdgeno para células epiteliales y se une al receptor de EGF; la expresion no
regulada de TGFa da como resultado la formacion de tumor. En ratones CD1 macho que expresan el transgén TGFa
bajo el control del promotor de metalotioneina inducible por cinc 1 (MT1), un 75-80 % desarrollan HCC después de
los 12 meses de edad. Sin embargo, cuando se usa el agente alquilante dietilnitrosamina (DEN), un carcinégeno
quimico, para inducir el crecimiento tumoral a los 15 dias de vida, el 90 % de los ratones desarrollan HCC a los 6
meses de edad. En el examen histologico, estos tumores consisten en carcinomas hepatocelulares bien
diferenciados de un patrén solido. Debido a que los tumores surgen espontaneamente, los inventores usan estos
animales como modelo adecuado para estudios preclinicos.

Modelo de xenoinjerto de adenocarcinoma de colon CT26: ademas del modelo de HCC espontanea, se evalud
también la NM404 en un modelo tumoral de_adenocarcinoma de colon como xenoinjerto mediante el que se
inyectaron anteriormente células CT26 (5 x 10° células/50 pl) directamente en el parénquima hepatico de ratones
BALB/c hembra para la creacion de tumores hepaticos focales.

Estudios de formacion de imagenes: se radioyodd NM404 (Fig. 3A, 100 ug) con 2% mediante intercambio isotopico
en una mezcla fundida de acido pivalico. Weichert J.P. et al., Int. J. Applied Radiat. Isot. (1986) 37(8): 907-913.
Después de la purificacion por HPLC, se disolvié en una solucién acuosa de polisorbato 20 al 2 % antes de la
inyeccion en la vena de la cola (15 pCi/20 g de ratén) en 3 ratones enddgenos de ©§iGFcomo alternativa en 3
ratones portadores del tumor CT26. Se anestesiaron los ratones y se exploraron durante hasta 21 dias después de
la inyeccion en un escaner radioTLC AR2000 de Bioscan (incrementos de 1 mm a 2 min de adquisicion/carril y
colimador de alta resolucién de 1 mm) y también en un escaner microTC de Imtel (390 etapas) para correlacion
anatémica. Se exhibieron las imagenes por microTC usando software Amira. En el sacrificio, se extirparon
inicialmente los higados portadores de tumor y se exploraron ex vivo. Se extirparon entonces los tumores, se
pesaron, se exploraron ex vivo y se cuantificd la radiactividad. Se remitieron las muestras de lesion a clasificacion
histolégica.

Resultados y discusiones: los resultados de formacién de imagenes iniciales con NM404 (Fig. 14, 15) han mostrado
una notable captacion (>20 % de dosis/g) y una prolongada retencion tanto en carcinomas espontaneos como
implantados en el higado. La retencion tumoral de NM404 persistia en estos animales durante 21 dias, el punto final
del estudio predeterminado. Las imagenes de microTC de contraste potenciado confirmaron la presencia y
localizacioén precisa de todos los tumores hepaticos (Fig. 14, 16). La extraccion lipidica y posterior analisis por HPLC
del tejido tumoral indicaron que la radiactividad seguia asociada al compuesto original. Como se ha observado en
estudios de cultivo celular y de modelo animal in vivo anteriores, la NM404 se metaboliza y elimina aparentemente
de células normales, pero se atrapa metabdlicamente en membranas de células tumorales.

Conclusiones: como ha sido el caso en todos los modelos tumorales anteriores examinados, la NM404 exhibia una
retencion selectiva y prolongada tanto por los modelos tumorales hepaticos de murino espontaneo como de
xenoinjerto evaluados en este estudio.

G. Ejemplo de referencia VIl: Modelo de carcinoma mamario espontaneo Apc"’"’”+

Materiales y proc%digrnientos: Modelo de ratén ApcM'“”: este modelo comprende ratones portadores del alelo Min de
Apc %r?tones Apc"™™). Este modelo ofrece ventajas especificas frente a modelos de xenoinjerto en que los ratones
Apc"™* estan predispuestos a desarrollar hiperplasias y carcinomas mamarios y adenomas intestinales. En el fondo
genético de C57BL/6J, aproximadamente un 5 % de las hembras no tratadas desarrollaran un tumor mamario a los
100 dias de edad. Moser A.R., Dove et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993) 90: 8977-81. La incidencia y
multiplicidad de las lesiones mamarias pueden aumentarse mediante una sola dosis de etinilnitrosourea (ENU),M_up
agente alquilante de accién directa. El tratamiento con ENU da como resultado que un 90 % de hembras B6 Apc™™"
desarrollan una media de 3 carcinomas de células escamosas (SCC) mamarios pero pocas lesiones hiperplasicas a
los 60 dias después del tratamiento.

Min/+

Los ratones Apc portan un solo cambio de pares de bases en el gen Apc (poliposis adenomatosa de colon). El
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gen APC/Apc codifica una proteina grande con varios dominios funcionales potenciales. Groden J., Thliveris A.,
Samowitz W., Carlson M., Gelbert L., Albertsen H., Joslyn G., Stevens J., Spirio L., Robertson M, et al. “Identification
and characterization of the familial adenomatous polyposis coli gene”, Cell (1991) 66, 589-600; Kinzler K.W., Nilbert
M.C., Vogelstein B., Bryan T.M., Levy D.B., Smith K.J., Preisinger A.C., Hamilton S.R., Hedge P., Markham A. et al.
“Identification of a gene located at chromosome 5qg21 that is mutated in colorrectal cancers”, Science (1991) 251,
1366-1370. Las proteinas APC de raton y humana son un 90 % idénticas y todos los dominios funcionales
potenciales estan conservados. La APC regula los niveles def -catenina. La 3-catenina tiene multiples papeles en la
célula, incluyendo la estabilizacion de E-cadherina y la regulacion de la transcripcion mediante la familia LEF y TCF
de factores de transcripcion. Aberle H., Schwartz H. y Kemler R., “Cadherin-Catenin Complex- Protein Interactions
and Their Implications For Cadherin Function”, Journal of Cellular Biochemistry (1996), 61, 514-523; Huber O., Korn
R., McLaughlin J., Ohsugi M., Herrmann B.G. y Kemler R. “Nuclear localization of beta-catenin by interaction with
transcription factor LEF-1”, Mechanisms of Development (1996) 59, 3-10; Beherens J., Vonkries J.P., Kuhl M.; Bruhn
L., Wedlich D., Grosschedl R. y Birchmeier W. “Functional Interaction of Beta-Catenin with the Transcription Factor
Lef-1”, Nature (1996) 382, 638-642. La regulacion de los niveles de B-catenina implica la interaccion de APC, axina o
conductina y glucégeno sintasa cinasa 33 (GSK3) con B -catenina. Behrens J., Jerchow B.A., Wurtele M., Grimm J.,
Asbrand C., Wirtz R., Kuhl M., Wedlich D. y Birchmeier W. “Functional interaction of an axin homolog, conductin, with
beta-catenin, APC and GSK3beta”, Science (1998) 280, 596-599; lkeda S., Kishida S., Yamamoto H., Murai H.,
Koyama S. y Kikuchi A. “Axin, a negative regulador of the Wnt signaling pathway, forms a complex with GSK-3beta
and beta-catenin and promotes GSK-3-beta-dependent phosphorylation of beta-catenin”, EMBO Journal (1998) 17,
1371-1384; Kishida S., Yamamoto H., I[keda S., Kishida M., Sakamoto |., Koyama, S. y Kikuchi A. “Axin, a negative
regulador of the wnt signaling pathway, directly interacts with adenomatous polyposis coli and regulates the
stabilization of beta-catenin”, Journal of Biological Chemistry (1998) 273, 10823-10826; Sakanaka C., Weiss, J.B. y
Williams L.T. “Bridging of beta-catenin and glycogen synthase kinase3-beta by axin and inhibition of beta-catenin-
mediated transcription”, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America (1998) 95,
3020-3023; Rubinfeld B., Albert I., Porfiri E., Fiol C., Munemitsu S. y Polakis P. “Binding of GSK3beta to the APC-
beta-catenin complex and regulation of complex assembly”, Science (1996) 272, 1023-1026; Rubinfeld B., Souza B.,
Albert ., Muller O., Chamberlain S.H., Masiarz F.R., Munemitsu S. y Polakis P. “Association of the APC gene product
with beta-catenin”, Science (1993) 262, 1731-1734; Polakis P., “The adenomatous polyposis coli (APC) tumor
suppressor”, Biochimica et Biophysica Acta (1997), 1332, F127-147. Esta interaccién da lugar a la fosforilacion de la
B-catenina, lo que la orienta a la degradacion por la ruta de ubiquitina-proteosoma. Rubinfeld B., Souza B., Albert 1.,
Muller O., Chamberlain S.H., Masiarz F.R., Munemitsu S. y Polakis P., “Association of the APC gene product with
beta-catenin”, Science (1993), 262, 1731-1734; Su L.K., Vogelstein B. y Kinzler K.W. “Association of the APC tumor
suppressor protein with catenins”, Science (1993) 262, 1734-1737; Polakis P. “Mutations in the APC gene and their
implications for protein estructure and function”, Current Opinion in Genetics & Development (1995) 5, 66-71; Aberle
H., Bauer A., Stappert J, Kispert A. y Kemler R. “Beta-catenin is a target for the ubiquitin-proteasome pathway”,
EMBO Journal (1997) 16, 3797-3804. La mayoria de la mutaciones de linea germinal gsgméticas en APC dan como
resultado proteinas a las que les falta algunos o todos los sitios de unién af -catenina 62529 Polakis P. “Mutations in
the APC gene and their implications for protein estructure and function”, Current Opinion in Genetics & Development
(1995) 5, 66-71; Nagase H. y Nakamura Y. “Mutations of the APC (adenomatous polyposis coli) gene” Human
Mutation (1993) 2, 425-434; Beroud C. y Soussi T. “APC gene: database of germline and somatic mutations in
human tumors and cell lines”, Nucleic Acids Research (1996) 24, 121-124. Son necesarias dos regiones de APC
para esta interaccion; la proteina truncada codificada por el alelo Min carece de ambas de estas regiones; Polakis P.
“Mutations in the APC gene and their implications for protein structure and function”, Current Opinion in Genetics &
Development (1995) 5, 66-71; Su L.K., Kinzler K.W., Vogelstein B., Preisinger A.C., Moser A.R., Luongo C., Gould
K.A. y Dove W.F. “Multiple intestinal neoplasia caused by a mutation in the murine homolog of the APC gene”,
Science (1992) 256, 668-670. La APC tiene también un papel en el transporte d8 -catenina fuera del nucleo. Por
tanto, en ausencia de funcién APC, la B-catenina se acumularia en el citoplasma y nucleo, posiblemente afectando
tanto la transcripcion de genes diana como a la interaccion célula-célula mediante E-cadherina. Las mutaciones de
APC son frecuentes en varios tipos de tumor en seres humanos, incluyendo tumores intestinales y otros tumores
epiteliales. Se ha encontrado pérdida de heterocigosidad en el locus APC o niveles aumentados de (-catenina en
mas de un 25 % de los canceres de mama. Furuuchi K., Tada M., Yamada H., Kataoka A., Furuuchi N., Hamada J.,
Takahashi M., Todo S. y Moriuchi T. “Somatic mutations of the APC gene in primary breast cancers”, American
Journal of Pathology (2000) 156: 1997-2005; Jonsson M., Borg A., Nilbert M. y Andersson T., “Involvement of
adenomatous polyposis coli (APC)/beta-catenin signaling in human breast cancer”, European Journal of Cancer
(2000) 36: 242-248. Por tanto, los tipos de lesiones que aparecen en estos ratones seran molecular e
histolégicamente similares a los canceres de mama en seres humanos.

El fondo genético puede afectar a |a incidencia, la latencia y el tipo de lesiones mamarias que se desarrollan. Por
ejemplo, los ratones FVBxB6 Apc'\"'”/+ hembra desarrollan una media de 0,2 tumores mamarios por ratén, pero 4
hiperplasias por ratén al cabo de 120 dias de tratamiento. Los BALB/xB6 Apc'\"'"’+ desarrollan una media de 1,8
tumores mamarios y 0,6 hiperplasias por raton. Mgser A.R., Hegge L.F., Cardiff R.D. Cancer Research (2001) 61:
3480-3485. Los ratones FVBxB6 y BALBxB6 ApcM'n * desarrollan tanto SCC mamarios como adenocarcinomas (AC).
Las lesiones hiperplasicas en los ratones FVBxB6 Apc"’““/+ pueden clasificarse como hiperplasias alveolares o
nédulos escamosos. Moser A.R., Hegge L.F. y Cardiff R.D. “Genetic background affects susceptibility to mammary
tumors and hyperplasias in ApcMin+ mice”, Cancer Research (2001) 61: 3480-3485. Las hiperplasias alveolares son
precursoras de los adenocarcinomas y los nédulos escamosos son lesiones precursoras de SCC. Por tanto,
mediante la manipulacién del fondo genético, pueden generarse ratones que desarrollan mudltiples tipos de
hiperplasias y carcinomas, a menudo en el mismo animal. Las hiperplasias alveolares se parecen a Iébulos atipicos
(de tipo A) encontrados habitualmente en muestras de mamas humanas. Cardiff R.D. y Wellings S.R. “The
comparative pathology of human and mouse mammary glands” Journal of Mammary Gland Biology & Neoplasia
(1999) 4: 105-122. Estos lobulos atipicos son mas comunes en mamas cancerosas 0 en la mama opuesta en
mujeres con cancer de mama. Aunque el SCC no es un tipo frecuente de tumor de mama, el AC se parece al tipo
comun de tumor de mama humano. Ademas, los tumores con alteraciones en la ruta de APC son comunes en
canceres de mama humanos. Se ha encontrado pérdida de heterocigosidad en el locus APC o niveles aumentados
de B-catenina en mas de un 25 % de los canceres de mama. Furuuchi K., Tada M., Yamada H., Kataoka A,
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Furuuchi N., Hamada J., Takahashi M., Todo S. y Moriuchi T. “Somatic mutations of the APC gene in primary breast
cancers”, American Journal of Pathology (2000) 156: 1997-2005, 35; Jonsson M., Borg A., Nilbert M. y Andersson T.,
“Involvement of adenomatous polyposis coli (APC)/beta-catenin signaling in human breast cancer”, Eur. Journal of
Cancer (2000) 36: 242-248. Por tanto, los tipos de lesiones que aparecen en estos ratones seran molecular e
histolégicamente similares a los canceres de mama en seres humanos. Uno de los aspectos y potencias Unicos de
este modelo es la capacidad de generar ratones que desarrollan multiples tipos de hiperplasias y carcinomas
mamarios, a menudo en el mismo animal. De este modo, puede ensayarse la captacién y retencién de NM404 en
multiples tipos de hiperplasias y tumores en el mismo animal.

La infeccién con el virus del polioma de ratones conduce al desarrollo de numerosos tipos tumorales, incluyendo
tumores mamarios. Los ratones endégenos que expresan el antigeno T medio de polioma (PyVT) bajo el control del
LTR del virus del tumor mamario de raton (MMTV) desarrollan displasias y tumores mamarios multifocales
rapidamente. Amy Moser, Guy C.T., Cardiff R.D. y Muller W.J. “Induction of mammary tumors by expression of
polyomavirus middle T oncogene: a endogenous mouse model for metastatic disease” Molecular & Cellular Biology
(1992) 12: 954-961. Puede observarse la evidencia de carcinoma in situ tan temprano como a las tres semanas de
edad, con un 100 % de incidencia de tumores mamarios tan temprano como a las 5 semanas de edad. Los tumores
se clasifican principalmente como AC y/o adenoacantomas. Los ratones desarrollan multiples lesiones metastasicas
en el pulmoén al cabo de 50 dias de la apariciéon del tumor primario. Lifsted T., Le Voyer T., Williams M., Muller W.,
Klein-Szanto A.A., Buetow K.H. y Hunter K.W. “Identification of inbred mouse strains harboring genetic modifiers of
mammary tumor age of onset and metastatic progression” Int. J. of Cancer (1998) 77: 640-644. Por tg;mto estos
ratones proporcionan un modelo rapido de cancer mamario metastasico. Como con los ratones Apc el fondo
genético afecta al curso temporal de desarrollo del tumor y la dispersion metastasica. Lifsted T., Le Voyer T,
Williams M., Muller W., Klein-Szanto A.A., Buetow K.H. y Hunter K.W. “Identification of inbred mouse strains
harboring genetic modifiers of mammary tumor age of onset and metastatic progression” Int. J. of Cancer (1998) 77:
640-644. Por tanto, los inventores usan cruces para generar ratones con un curso de desarrollo tumoral mas lento.
El PyVT puede asociarse con miembros de la familia de SRC cinasa, fosfatidilinositol-3”-cinasa, la proteina
adaptadora SHC y proteina fosfatasa 2A. Dankort D.L. y Muller W.J., “Transgenic models of breast cancer
metastasis” Cancer Treatment & Research (1996) 83: 71-88. Se observa frecuentemente la activacion de cinasas de
la familia de SRC en tumores de mama humanos. Amy Moser, Muthuswarmy S.K. y Muller W.J. “Activation of the Src
family of tyrosine kinases in mammary tumorigenesis”, Advances in Cancer Research (1994) 64: 111-123.

Estudios de formacion de imagenes: se radioyodé NM404 (Fig. 3A, 100 ug) con 2% mediante intercambio isotopico
en una mezcla fundida de acido pivalico. Después de la purlflcamon por HPLC, se disolvié en una solycion acuosa
de Tween 20 al 2 % antes de la inyeccion en la vena de la cola (15 pCi/20 g de ratdn) en 6 ratones Apc'vI "™ hembra.
Se anestesiaron los ratones y se exploraron durante hasta 50 dias después de la inyeccién en un escaner radio TLC
AR2000 de Bioscan modificado (incrementos de 1 mm a 2 min de adquisicién/carril y colimador de alta resolucion de
1 mm) y también en un escaner microTC de Imtek (390 etapas) para comparacion anatémica. Se exhibieron las
imagenes de microTC usando software Amira. En el sacrificio, se formaron imagenes ex vivo de las glandulas
mamarias o tumores extirpados, se extirparon las lesiones, se pesaron y se cuantificé la radiactividad. Se remitieron
las muestras de lesiéon a clasificacion histolégica. En caso necesario, se inyectd por via intravenosa antes de la
exploracion por TC un agente de contraste de TC del conjunto de la sangre de larga accién (BP10), desarrollado en
el laboratorio de los inventores y adecuado para largos tiempos de adquisicion de microTC, para ayudar a la
visualizacion de los vasos sanguineos (Fig. 19). Weichert J.P. et al., Radiology (2000) 216: 865-871.

Resultados y discusion: este modelo es Unico en que se desarrollan lesiones mamarias hiperplasicas, carcinomas
mamarios y adenomas intestinales en el mismo ratdén. Los resultados de formacion de imagenes iniciales con
NM404 (Fig. 17, 18) han mostrado una notable captacion (>20 % dosis/g) y una prolongada retencién en todos los
carcinomas mamarios espontaneos en el intervalo de 2-15 mm de diametro. Aunque la localizacion tumoral aparece
rapidamente, la radiactividad de fondo persiste durante varios dias en el higado e intestino durante la fase de
aclaramiento del cuerpo. El analisis por HPLC de la orina y heces radiactivas indicé la presencia de metabolitos y no
NM404 original. La retencion tumoral de NM404 persistié durante 50 dias, el punto final predeterminado del estudio.
Sin embargo, la NM404 no se localizé en pdlipos adenomatosos intestinales encontrados frecuentemente en estos
ratones (Fig. 18). Las imagenes de microTC confirmaron la presencia y localizacion precisa de todos los tumores
mamarios (Fig. 19). La extraccion lipidica y posterior analisis por HPLC del tejido tumoral indicaron que la
radiactividad seguia asociada al compuesto original. Como se ha observado en estudios de cultivo celular previos, la
NM404 aparentemente se metaboliza y elimina de células normales, pero se atrapa metabdlicamente en membranas
de células tumorales.

Conclusiones: la NM404 ha exhibido una notable avidez tumoral en los modelos de tumor por xenoinjerto animal y
humano examinados hasta la fecha. Ademas, aunque exhibia una retencion selectiva y prolongada por tumores
mamarios en este modelo tumoral espontaneo, no se localizaba en los pdlipos adenomatosos intestinales asociados.

H. Ejemplo de referencia VIII: Especmcildad por hiperplasia frente a neoplasia en el modelo de
adenocarcinoma mamario endégeno Apc"

Materiales y procedimientos: Mmodelo de raton ApcM’””' Este modelo comprende ratones portadores del alelo Min
de Apc (ratones Apc”""/) Este modelo ofrece ventajas especificas frente a modelos de xenoinjerto en que los
ratones Apc M hembra  estan predispuestos a desarrollar hiperplasias y carcinomas mamarios y adenomas
intestinales. En fondo genético de C57BL/6J, aproximadamente un 5 % de las hembras no tratadas desarrollaran un
tumor mamario al cabo de 100 dias de edad. Moser A.R., Dove et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993) 90: 8977-
8981. La incidencia y multiplicidad de las lesiones mamarias puede aumentarse mediante una sola dosis de
etilnitrosourea (ENU), un a,\%-nte alquilante de accion directa. El tratamiento con ENU da como resultado que un 90
% de las hembras B6 Apc desarrollan una media de 3 carcinomas de células escamosas mamarios (SCC), pero
pocas lesiones hiperplasicas al cabo de 60 dias de tratamiento.

El fondo genético puede afectar a la incidencia, latencia y tipo de lesiones mamarias que se desarrollan. Por
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ejemplo, los ratones FVBxB6 Apc'\’”"’+ hembra desarrollan una media de 0,2 tumores mamarios por ratdon, pero 4

hiperplasias por raton al cabo de 120 dias de tratamiento. Los BALB/xB6 Apc'\"'”/+ desarrollan una media de 1 8
tumores mamarios y 0,6 hiperplasias por raton. Mpser AR, Hegge L.F., Cardiff R.D. Cancer Research (2001) 61:

3480-3485. Los ratones FVBxB6 y BALBxB6 Apc M Jesarrollan tanto SCC mamarios como adenocarcinomas (AC).

Estudios de formacién de imagenes: Se radioyodé NM404 (Fig. 3A, 100 pg) con 2% mediante intercambio isotépico
en una mezcla fundida de acido pivalico. Después de la purificacion por HPLC, se disolvié en una solu,\? 9n acuosa
de Tween 20 al 2 % antes de la inyeccion en la vena de la cola (15 pCi/20 g de raton) en 6 ratones Apc hembra.
Se anestesiaron los ratones y se exploraron durante hasta 30 dias después de la inyeccion en un escaner radioTLC
AR2000 de Bioscan (incrementos de 1 mm a 2 min de adquisicion/carril y colimador de alta resolucion de 1 mm) y
también en un escaner microTC de Imtek (390 etapas) para comparacion anatémica. Se exhibieron las imagenes de
microTC usando software Amira. En el sacrificio, se formaron imagenes ex vivo de las glandulas mamarias o
tumores extirpados, se extirparon las lesiones, se pesaron y se cuantificé la radiactividad. Se remitieron las muestras
de lesion a clasificacion histolégica. En caso necesario, se inyectd por via intravenosa antes de la exploracion por
TC un agente de contraste de TC del conjunto de la sangre de larga accion (BP20), desarrollado en el laboratorio de
los inventores y adecuado para largos tiempos de adquisicion de microTC, para ayudar a la visualizacién de los
vasos sanguineos (Fig. 19). Weichert J.P. et al., Radiology (2000) 216: 865-871.

Resultados y discusion: este modelo es uUnico en que lesiones mamarias hiperplasicas, carcinomas mamarios y
adenomas intestinales se desarrollan en el mismo raton. Los resultados de formacion de imagenes iniciales con
NM404 (Fig. 20, 21) han mostrado una notable captacion (>20 % dosis/g) y una prolongada retencién en todos los
carcinomas mamarios espontaneos en el intervalo de 2-15 mm de diametro. Aunque la localizacién tumoral aparece
rapidamente, la radiactividad de fondo persiste durante varios dias en el higado e intestino durante la fase de
aclaramiento del cuerpo. El andlisis por HPLC de la orina y heces radiactivas indico la presencia de metabolitos y no
de NM404 original. La retencion tumoral de NM404 persistié durante >21 dias, el punto final predeterminado del
estudio. Sin embargo, la NM404 no se localizé en hiperplasias alveolares locales ni en pdlipos adenomatosos
intestinales encontrados frecuentemente en estos ratones (Fig. 21). Las imagenes de microTC confirmaron la
presencia y localizacion precisa de todos los tumores mamarios (Fig. 22). La NM404 aparentemente se metaboliza y
elimina de células normales, pero se atrapa metabdlicamente en membranas de células tumorales.

Conclusiones: la NM404 ha exhibido una notable avidez tumoral en 20/20 modelos de tumor por xenoinjerto animal y
humano examinados hasta la fecha. Ademas, aunque exhibia una retencion selectiva y prolongada por
adenocarcinomas y carcinomas de células escamosas mamarios en este modelo tumoral espontaneo, no se
localizaba en las hiperplasias alveolares focales ni pdlipos adenomatosos intestinales asociados y por tanto parece
ser selectiva de células tumorales malignas.

I. Ejemplo de referencia IX: Mecanismo de retencion selectiva de NM404

Introduccion: ciertos analogos de éter fosfolipidico tales como NM404 se retienen selectivamente en muchos tipos
de células tumorales durante un tiempo prolongado. Los inventores buscaron evaluar el mecanismo de retencion
selectiva de NM404 en células tumorales usando tanto un ensayo enzimatico para evaluar la actividad de la proteina
fosfolipasa D (PLD) como PCR cuantitativa. Los inventores teorizaron que los niveles reducidos de PLD en células
tumorales dan como resultado una reduccion de la capacidad de metabolizar y excretar NM404.

Procedimientos: se analizaron suspensiones monocelulares o lineas celulares tumorales de murino incluyendo hepa-
1 (hematoma), CT26 (adenocarcinoma colorrectal) y TS/A (adenocarcinoma de mama) con dos ensayos: (1) ensayo
Amplex® Red, que usa un kit comercialmente disponible (Molecular Probes) que evalla la actividad de la proteina
PLD usando un lector de microplaca de fluorescencia, y (2) PCR cuantitativa para determinar el nivel de ARNm de
PLD. Se compararon las lineas celulares tumorales con tejido hepatico normal, que exhibe mayores niveles de
captacién y eliminaciéon de NM404 y por tanto probablemente tiene niveles menores de PLD que otros tejidos
normales. Para el ensayo Amplex® Red, se extrajo la proteina total usando una solucién detergente (Triton X-100) y
se comparo la cantidad de PLD con un control positivo estandar. Para PCR, se purifico el ARNm y se convirtio en
ADNCc usando transcriptasa inversa (Promega). Las condiciones para la amplificacién de ADN para PCR instantanea
incluian: 94 °C, 30 s; 50 °C, 30 sy 72 °C, 30 s) durante 50 ciclos (iCycler, IQmix, Bio-Rad). Se uso el cebador de
PLD1 (de codlflcaC|on) 5-TCTGGTTTCACCCCGTCAGAA-3’ (no de codificacién) & TTGCTCATATCTGCGGCGAT-
3’. Se comparo el producto con un ADNc patron (GAP-DH, Biosource) diluido de 1 ug a 107 Mg. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado.

Resultados: se cuantificé la PLD como se muestra en la Tabla 3. Tanto la actividad de proteina PLD como los
niveles de ARNm eran significativamente menores que en tejido hepatico normal (p<0,05, ensayo de t) en todas las
lineas celulares.

Conclusién: se observaron tanto actividad de proteina PLD reducida como reduccién de ARNm de PLD en lineas
celulares tumorales de murino. Por tanto, el mecanismo de retencién selectiva de NM404 debe ser debido a una
reduccién de la degradacién de NM404 por PLD. La actividad de PLD reducida en el tumor puede servir como diana
molecular potencial para agentes antitumorales.

Tabla 3
Célula/tejido Actividad de proteina PLD (mU/fluorescencia/ug ARNmM (pg x 10/ 0,01 pg de
de proteina/ml) ADNC total)
Hepa-1 3,3 6,2
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CT26 7,8 2,4
TS/A 2,8 4,0
Higado normal 14,1 12,2

J. Ejemplo X: Caracteristicas terapéuticas en el modelo de tumor mamario de murino endégeno

Modelos para el estudio de terapia de NM404: Aunque la supervivencia a largo plazo no es esencial para los
estudios de imagen, es ventajoso para los estudios de terapia propuestos. Los modelos usados para estudios de
imagen padecen tumores intestinales concomitantes que habitualmente conducen a la muerte del animal. Para
aumentar el numero de tumores que se desarrollan por ratén y reducir el niumero de tumores intestinales con la
esperanza de aumentar el periodo de vida de los ratones portadores de tumor, el Dr. Moser ha cruzado
recientemente ratones B6 Min/+ macho con ratones C57BR/cdJ (BR) hembra. Los ratones BRB6 F1 Min/+ hembra
resultantes desarrollaron significativamente mas tumores mamarios que los ratones B6 Min/+ hembra (p= 0,016),
una media de casi 5. El numero de ratones con tumores y el tiempo hasta el primer tumor no fueron diferentes entre
estas dos cepas (P= 1y P= 0,06, respectivamente) (Fig. 25). El numero aumentado de tumores mamarios de los
ratones BRB6 F1 puede deberse, en parte, a los tiempos de supervivengia significativamente mas largos de los
ratones BRB6 F1 Min/+ hibridos respecto a los ratones B6 Min/+ (P=2 x 10™)

Los ratones B6 y BRB6 F1 Min/+ eran muy similares con respecto al fenotipo de glandula mamaria, pero bastante
diferentes en susceptibilidad a tumores intestinales. Las cepas B6 y BR pueden considerarse fondos sensibles para
tumorigénesis mamaria inducida por Min, ya que los ratones desarrollaron un gran numero de tumores en un corto
tiempo después del tratamiento con ENU. Sin embargo, la cepa BR porta alelos de resistencia dominantes en loci
modificadores que afectan al desarrollo de tumor intestinal, lo que puede probarse relevante para el estudio de
terapia propuesto. Se presenta una comparacion de estas cepas en la Tabla 2.

Tabla 2. El fondo genético afecta al desarrollo de tumores mamarios e intestinales en ratones Min/+

Cepa N° de % con N° medio de N° con N° medio de N° medio de Supervivencia
ratones  tumor tumores lesiones lesiones tumores media en dias

mamario mamarios/ mamarias mamarias/ intestinales/ después de ENU
0 raton (%) raton raton (intervalo)

B6 45 93 3,3+2,0 17 (38) 0,6+0,9 34 +10 64 (43-78)

BRxB6 18 94 49+26 7 (39) 0,5+0,7 14 +4 91 (58-118)

FVBxB6 18 17 0,2+0,5 18 (100) 41+24 12 +6° 127

(93-178)

“Informacion de 16 ratones, ya que los intestinos de 2 ratones se perdieron en el procesamiento.

Los ratones se generaron cruzando hembras de cada cepa con machos B6 Min/+. Se trataron los ratones hembra
con ENU a los 30-45 dias de vida y se sacrificaron cuando estaban moribundos. Sélo se muestran los resultados de
los ratones Min/+. Los tumores mamarios se definen como aquellos tumores identificados en la necropsia, mientras
que las lesiones mamarias son las lesiones focales pequenas observadas en las cantidades totales de la 12, 42 y 52
glandula mamaria. Los tumores intestinales se contaron en tres secciones de 4 cm del intestino delgado (duodeno,
yeyuno eS!'Ieon) y el colon entero. Todos los ratones Min/+ desarrollaron tumores intestinales. Los valores son
medias + SD

Resultados de formacién de imagenes preliminares con NM404 en ratones Min:,wE/Q un experimento preliminar para
mostrar que la NM404 se Iocalizngn tumores de mama de ratén FVBxB6 Apc'" enddgeno, se inyectaron a dos
animales (IV en vena de la cola) “°I-NM404 (15 pCi) y se formaron imagenes en un escaner radioTLC AR2000 de
Bioscan modificado (equipado con un colimador de alta resoluciéon de 1 mm, adquisicidon bidimensional y software de
analisis) a los 1, 4 y 7 dias después de la inyeccion (Fig. 27A, B). Cada animal experiment6 exploracion microTC
(Fig. 27) el dia 10 antes del sacrificio y diseccion para extraer las glandulas mamarias y tumores asociados. Los
puntos focales intensos se correlacionaban visualmente con todos los tumores en imagenes de Bioscan ex vivo (Fig.
27C). Aunque los ganglios linfaticos son visibles, no se asocié radiactividad con ellos, indicando una falta de
infiltraciéon de células tumorales. El tumor principal en la Fig. 27C se clasificod histolégicamente como
adenocarcinoma. Habia cuatro tumores mamarios en ambos ratones y todos eran faciimente detectables en
imagenes de Bioscan ex vivo de las glandulas mamarias extirpadas.

Potencial radioterapéutico de NM404: Durante el transcurso de los estudios recientes de captacion y re&gncién en
tumor de ratén con dosis “formadoras de imagenes” (15-20 pCi/20 g de ratén) de NM404 marcada con “’l, se han
observad%l.v rias respuestas terapéuticas aparentes (resultados no publicados). En un modelo de tumor mamario de
ratén Apc""", se ha observado generalmente que el crecimiento tumoral permanece estatico después de una sola
inyeccion intravenosa de NM404. Algunos de estos animales perdieron también todo su pelo sobre los tumores
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mamarios mayores aproximadamente 8 dias después de la inyeccion. Ademas, estos ratones tienen también
tumores intestinales y padecen hemorragias intestinales que dan como resultado una grave anemia, que vuelve sus
pies blancos. El Dr. Moser observé que los pies de estos ratones habian vuelto a un color rosa aproximadamente 5
dias después de una sola inyeccion de NM404. Tras la eventual diseccidon de estos animales, se observo que solo
unos pocos, o ninguno, de los 20 o asi tumores intestinales encontrados habitualmente a esta edad permanecian
realmente. El fendbmeno de “pie blanco a rosa” se observé también en un modelo de adenocarcinoma intestinal de
raton separado, pero mas agresivo, en el que la diseccion a los 12 dias después de administracion de NM404 reveld
de nuevo que la mayoria, si no todos, los tumores intestinales esperados habian desaparecido. En ambos modelos
intestinales, los animales que recibieron NM404 superaron faciimente el tiempo de vida de sus compafieros de
camada no tratados. Estos descubrimientos coincidentes se reconfirmaron en dos grupos de edad similar separados
cada uno de mas de 6 ratones. Estas observaciones con '*°I-NM404 indican el potencial de aplicaciones
radioterapéuticas, particularmente si se marca con yodo 131. Los estudios de captacion y retencion tumorales
cuantitativos expuestos en este modelo de tumor mamario propuesto proporcionaran también suficientes datos para
iniciar un analisis integral de dosimetria para este agente para estimar su verdadero potencial radioterapéutico.

Eleccion del is6topo: Debido a su semivida fisica de 60 dias, y su baja energia de emision de foton de 28 keV, el
yodo 125 es adecuado para experimentos de formacion de imagenes en ratones y ratas. El yodo 125 ofrece también
caracteristicas terapéuticas y se usa actualmente en implantes de braquiterapia de préstata permanentes. En un
experimento de formacién de imagenes, se inocularon a 2 ratones desnudos implantes de células tumorales
escamosas subcutaneas 1 y 6 cada uno en flancos opuestos. Se usaron células SCC1 y 6 debido a que una es
radiosensible respecto a la otra. Después de 14 dias, cuando el tamafio tumoral mediéa (4 en total) se aproximaba a
0,5 cm de diametro, uno de los ratones recibié 20 uCi de NM404 marcada con 125 y el otro recibi6 NM404 no
marcada en una dosis por masa igual. El raton que habia recibido sélo el compuesto no marcado tuvo que
sacrificarse 20 dias después de la inyeccion debido a que ambos tumores alcanzaron, el limite de tamafio de
terminacion definido en el protocolo de uso animal. Ambos tumores en el ratén con 25l.NM404 tuvieron una
regresion drastica e inesperada a lo largo de varias semanas (Fig. 28). De hecho, los tumores de este ratén nunca
alcanzaron el tamafo terminal y el ratdn se sacrificd realmente después de 90 dias para recoger secciones
histoloégicas. En ese momento, el centro del tumor se habia vuelto necrético mientras que el borde periférico parecia
algo viable. El examen histoldgico confirmé un centro necrético y un borde viable. Aunque los factores de syministro
de sangre pueden contribuir a dichas observaciones, también es posible que la emisién de fotones de | diera
como resultado un mal equilibrio de protones en la periferia del tumor, dando como resultado una subdosificacion de
la “corteza” del tumor. Este tema del equilibrio electrénico es critico en la oncologia por radiacion. Los fotones viajan
una distancia finita, determinada por su energia, antes de interaccionar con tejido y ejercer su efecto biolégico. Un
fotdbn con una energia demasiado alta puede dar como resultado la subdosificacion de la periferia del nédulo
tumoral, ya que los protones_salen del nédulo (fuera del tumor) antes de depositar su dosis. Esto podria ser un
problema con los fotones de 2| sin embargo, la baja energia asegura una deposicién muy local. Célculos de Monte
Carlo complejos podrian refinar dichas estimaciones, pero el mejor procedimiento para determinar la seleccion
optima de isotopo es la experimentacion, ya que hay muchos factores en juego que nqzspueden modelarse
exactamente (detalles de la distribucion en tejido, paso multiple, etc.). La unica ventaja de “°l es que todos los
fotones son de baja energia, asegurando una exposicion muy limitada de los tejidos normales que rodean el tumor.
El yodo 131 se ha usado con gran eficacia en el tratamiento de cancer de tiroides. Dosis muy seguras de ¥
pueden controlar las deposiciones subclinicas de cancer de tiroides bien diferenciado, lo que concentra el yodo muy
avidamente como el tiroides normal. Este procedimiento de captacién activa limita la dosis a tejidos normales. El
yodo 131 tiene emisiones tanto beta como algunas gamma, pero la d03j§1 de tejido predominante surge de las
emisiones beta. Los inventores han seleccionado a NM404 marcada con ~'| basandose en el éxito clinico con el
cancer de tiroides acoplado a los resultados obtenidos con Bexxar (un agente basado en anticuerpo marcado con
yodo 131) en pacientes con linfoma de grado bajo. Las emisiones beta predominantes y la mayoria de las emisiones
gamma de baja energia optimizan la homogeneidad de la dosis en el nédulo tumoral mismo. Ademas, la corta
semivida (8 dl'agg proporciona una intensidad de dosis mas clinicamente relevante en comparacion con la semivida
de 60 dias de "“°l. Estos factores permitiran a %gs inventores hacer la mejor valoracion de la eficacia antitumoral de
este agente. Es una desventaja potencial de ) que hay también una emision gamma de alta gnergia que podria
exponer realmente a tejidos circundantes adyacentes a mas radiacién de la que apareceria con 2% Los tumores en
el modelo enddgeno propuesto en la presente memoria estan localizados periféricamente en las glandulas mamarias
y por tanto no deberian representar una amenaza inmediata para el bienestar global del animal. Puesto que la
toxicidad de 6rganos es también uno de los puntos finales del estudio, se valora la reaccion del tejido circundante y
los sistemas de drganos clave (médula, higado, rifiones, intestino, cerebro, etc.). Los datos de distribucion en tejido y
dosimetria real de la NM404 radiomarcada determinaran su potencial terapéutico éptimo. Es posible que diferentes
isétopos se complementen entre si en el ajuste terapéutico.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un analogo de éter fosfolipidico para la produccion de una composicion farmacéutica para el tratamiento
del cancer de pancreas, cancer de ovarios, melanoma, glioma, carcinosarcoma y cancer de colon, en el que el
analogo fosfolipidico se selecciona de la férmula I:

(CHz)nOPOCH,CHy——y

|. o

CF

en la que X se selecciona del grupo que consiste en |sotopos radiactivos de yodo; n es un ndmero entero entre 16 y
30 e Y se selecciona del grupo que comprende N*Hs, HN*(R)2 y N(R);, en el que R es un sustituyente alquilo o
arilalquilo, o la Férmula Il

Férmula |

H,O(CHyfn
Y—CH O
CH;0POCHzCHy 7

o Férmula Il
en la que X es un isétopo radiactivo de yodo; n es un numero entero entre 16 y 30; Y se seIeCC|ona deI grupo que
consiste en H, OH, COOH, COOR y OR,’y Z se selecciona del grupo que consiste en N*Hs, HN*(R)2 y N*(R)s, , en el
que Res un sustltuyente anuHo o arilalquilo.

122.2EI1 330199 I§2geivi1ggicacién 1, en el que X se selecciona del grupo de is6topos radiactivos del yodo que consiste en
I, y Tl

3. El uso de la reivindicacion 2, en el que X es 1251 o 131,

4. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el éter fosfolipidico es
18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina,
1-O-[18-(p-yodofenil)octadecil]-1,3-propanodiol-3-fosfocolina o
1-O-[18-(p-yodofenil)octadecil]-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina,

en los que el yodo esta en forma de un isétopo radiactivo

5. El uso de la reivindicacion 4, en el que el éter fosfolipidico es
18-(p-yodofenil)octadecilfosfocolina y X es ),

6. Un analogo del éster fosfolipidico para usar en el tratamiento del cancer pancreatico, cancer de ovarios,

melanoma, glioma, carcinosarcoma y cancer de colon, en el que el analogo fosfolipidico se selecciona de la Formula
| o la Férmula I, como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 .
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