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DESCRIPCION
Agentes de formacion de imagenes dirigidos al receptor de folato.

Campo de la invencién

La invencion se refiere a compuestos y a procedimientos para dirigir a un agente de formacion de imagenes a
células de un animal. Mas particularmente, los agentes de formacion de imagenes a base de radionuclidos se dirigen
a células que tienen receptores para una vitamina usando dicha vitamina, o un derivado de unién a los receptores
de la vitamina o un andlogo del mismo, como el ligando de direccionamiento para el agente de formacién de
imagenes.

Antecedentes y resumen de la invenciéon

El transporte transmembrana es una funciéon celular fundamental. Puesto que los médicos han reconocido la
importancia del transporte transmembrana para muchos campos de las ciencias biolégicas y médicas, incluyendo la
terapia farmacoldgica y la transferencia génica, se han realizado esfuerzos de investigacion significativos dirigidos a
la comprensién y la aplicacion de dichos procedimientos. Asi pues, por ejemplo, se ha intentado la administracion
transmembrana de acidos nucleicos a través del uso de vehiculos de proteinas, vehiculos de anticuerpos, sistemas
de administracién liposémicos, electroporacion, inyeccion directa, fusion celular, vehiculos virales, choque osmético
y transformacién mediada por calcio-fosfato. Sin embargo, muchas de estas técnicas estan limitadas tanto por los
tipos de células en los que se produce el transporte transmembrana como por las condiciones necesarias para que
se produzca un transporte transmembrana satisfactorio de moléculas exdgenas. Ademas, muchas de estas técnicas
estan limitadas por el tipo y el tamafio de la molécula exdgena que puede transportarse a través de la membrana
celular sin pérdida de bioactividad.

Un mecanismo para el transporte transmembrana de las moléculas exdgenas que tiene una amplia aplicabilidad es
la endocitosis mediada por un receptor. Ventajosamente, la endocitosis mediada por un receptor se produce tanto in
vivo como in vitro. La endocitosis mediada por un receptor implica el movimiento de ligandos unidos a receptores de
la membrana hacia el interior de una zona limitada por la membrana a través de la invaginacién de la membrana. El
procedimiento se inicia o activa mediante la unién de un ligando especifico del receptor con el receptor. Se han
caracterizado muchos sistemas endocitéticos mediados por receptores, incluyendo aquellos que generan la
internalizacion de galactosa, manosa, manosa-6-fosfato, transferrina, asialoglucoproteina, folato, transcobalamina
(vitamina Bi2), a-2-macroglobulinas, insulina y otros factores de crecimiento peptidicos, tales como factor de
crecimiento epidérmico (EGF).

La endocitosis mediada por un receptor se ha usado para administrar moléculas exégenas, tales como proteinas y
acidos nucleicos a células. Generalmente, un ligando especifico se conjuga quimicamente mediante union
covalente, idnica o de hidrogeno a una molécula exdégena de interés, formando una molécula conjugada que tiene un
resto (la parte de ligando) que todavia es reconocido en el conjugado por un receptor diana. Usando esta técnica, se
ha conjugado la proteina fototdxica psoraleno con insulina, y se ha internalizado mediante la ruta endocitética del
receptor de insulina (Gasparro, Biochem. Biophys. Res. Comm. 141 (2) pag. 502-509, 15 de diciembre de 1986); se
ha usado el receptor especifico de los hepatocitos para asialoglucoproteinas de galactosa terminales para la
administracion transmembrana especifica de los hepatocitos de asialoorosomucoide-poli-lisina formando un
complejo no covalentemente con un plasmido (Wu, G. Y., J. Biol. Chem., 262 (10), pag. 4429-4432, 1987); se ha
usado el receptor celular para EGF para administrar polinucleétidos unidos covalentemente a EGF al interior de la
célula (Myers, solicitud de patente europea 86810614.7, publicada el 6 de junio de 1988); se ha usado el receptor
celular ubicado en el intestino para el complejo organometalico de vitamina B1o-factor intrinseco para mediar en la
administracion de un farmaco, una hormona, un péptido bioactivo y un inmunégeno que forme un complejo con
vitamina B2 al sistema circulatorio tras la administracion oral (Russell-Jones et al., solicitud de patente europea
86307849.9, publicada el 29 de abril de 1987); se ha usado el receptor de manosa-6-fosfato para administrar
lipoproteinas de baja densidad a células (Murray, G. J. y Neville, D. M., Jr., J. Biol. Chem, vol. 255 (24), pag. 1194-
11948, 1980); se ha usado el receptor de la subunidad de unién a la toxina del célera para administrar insulina a
células carentes de receptores de insulina (Roth y Maddox, J. Coll. Phys. vol. 115, pag. 151, 1983); y se ha
empleado el receptor de gonadotropina coridnica humana para administrar una cadena a de ricina acoplada a GCH
a células con el receptor de GCH apropiado (Oeltmann y Heath, J. Biol. Chem, vol. 254, pag. 1028 (1979)).

En una realizacién, la presente invencion implica el transporte transmembrana de un agente de formacién de
imagenes a base de radionuclido a través de una membrana que tiene receptores para el folato. Se pone en
contacto una membrana celular que porta receptores para el folato con un conjugado de vitamina-agente de
formacion de imagenes durante un tiempo suficiente para iniciar y permitir el transporte transmembrana del
conjugado, y se monitoriza la biodistribucion del conjugado de vitamina-agente de formacion de imagenes en el
animal. En otra realizacion, el resto de folato simplemente se une a un receptor de la vitamina de la superficie celular
para concentrar el radionuclido quelado sobre la superficie celular.

La invencioén aprovecha (1) la ubicacion de los receptores de la vitamina y (2) los procesos endociticos mediados por
receptores asociados. Por ejemplo, la invencién aprovecha la expresion Unica, sobreexpresion o expresién de
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preferencia de receptores de vitamina, transportadores u otras proteinas presentes en la superficie que se unen
especificamente a vitaminas, o derivados o analogos de las mismas, en células tumorales u otros tipos celulares que
sobreexpresan dichos receptores. Por consiguiente, la invencidon se puede usar para detectar células, tales como
células tumorales u otros tipos de células, que sobreexpresan los receptores de vitamina, o los receptores de
derivados o analogos de vitamina, aprovechando los procesos endociticos mediados por receptores que se
producen cuando dichas células se ponen en contacto con el conjugado de vitamina-agente de formacion de
imagenes.

Los receptores de vitaminas, tales como el receptor de folato (RF) de alta afinidad, se expresan a niveles altos, por
ejemplo, en células cancerosas. Se ha publicado que todos los canceres epiteliales de ovario, glandula mamaria,
colon, pulmén, nariz, garganta y cerebro expresan niveles elevados del RF. De hecho, se sabe que mas del 90 % de
todos los tumores de ovario humanos expresan grandes cantidades de este receptor. Por lo tanto, la presente
invencion se puede usar para la formacion de imagenes de diagnéstico de una variedad de tipos de tumores y de
otros tipos de células implicados en estados patolégicos.

Se han usado quelantes de radionuclidos que forman complejos con ligandos como sondas no invasivas con el fin
de formar imagenes de diagnédstico. Por ejemplo, se han usado péptido intestinal vasoactivo, analogos de
somatostatina y anticuerpos monoclonales como ligandos para localizar radionuclidos para células, tales como
células tumorales. Los anticuerpos monoclonales, y diversos fragmentos de los mismos, recibieron inicialmente la
mayor atencion, porque se creia que era posible conseguir la direccion especifica a un tumor precisa usando
anticuerpos monoclonales como ligandos de direccionamiento. Desafortunadamente, este enfoque fue problematico
porque i) los anticuerpos tienen tiempos de circulacion prolongados debido a su gran tamafio, lo que es desfavorable
a efectos de la formacion de imagenes; ii) los anticuerpos son costosos de producir; iii) los anticuerpos pueden ser
inmundgenos, y por consiguiente, se deben humanizar cuando se usan multiples dosis; y iv) las proporciones del
tumor con respecto al tejido no diana (T/NT) de los radionuclidos ligados a anticuerpos son subdptimas. Por lo tanto,
el centro de atencion se ha dirigido recientemente hacia el uso de ligandos con especificidad tumoral mas pequefios,
que no tienen dichas limitaciones.

Se han usado vitaminas, tales como el acido félico, para dirigir agentes de formacion de imagenes a células
tumorales, y son ventajosas debido a su pequefio tamafio. El primer complejo dirigido a base de acido félico descrito
para la formacion de imagenes de tumores in vivo fue un derivado de histamina que contenia ' yodo Este complejo
no se consideré un candidato clinico relevante debido al componente de radionuclido '*°I de larga vida.
Posteriormente, se desarrollo un conjugado de deferoxamina-folato para la formacion de imagenes de tumores (la
deferoxamina quela "Ga, un radionuclido que emite radiacion gamma que tiene una semivida de 78 horas). Se
observé aclaramiento hepatobiliar con este conjugado vy, por lo tanto, se detuvo el desarrollo preclinico debido a
problemas anticipados en la formacién de imagenes de manera precisa de ubicaciones de la region abdominal. Sin
embargo, este obstaculo se superd sustltuyendo el quelante de deferoxamina con el acido dietilentriamina-
pentaacético (DTPA) un quelante eficaz de "n (semivida de 68 horas). Se confirmé que la via principal de
eliminacion de "'In-DPTA-folato era a través de los rifiones.

Mas recientemente, se ha adoptado *™Tc como el radiont]clido preferido para la formacion de imagenes, porque i) el
radionuclido se obtiene facilmente de generadores de ®Mo-*"Tc disponibles en el mercado; ii) el coste de
producmon de grandes cantidades de ¥™Tc es |nS|gn|f|cante en comparacion con el coste de produccion de "In; y
|||) ™Tc tiene una semivida mucho mas corta (6 horas), lo que permite que se administren mayores dosis de
radionuclido, produciendo imagenes con mayor resolucion sin el riesgo de exponer 6rganos vitales a radiacion
peligrosa.

Se han desarrollado varios conjugados de *™c a base de folato. Por ejemplo, los conjugados de folato de M TC-6-
hidrazinonicotinamido-hidrazido (HYNIC; Guo, et al., J. Nucl. Med., 40 (9): 1563-1569 (1999)), 99MT¢-12-amino-
3,3,9,9-tetrametil-5-oxa-4,8-diaza-2,10- dodecanodlona dioxima (OXA) (Linder, et al., Soc. Nucl. Med., Proc. XLVII
Encuentro Anual, 2000, 41 (5): 119P), 9™ Tc-etilendicisteina (llgan, et al., Cancer Blother & Radlopharm 13 (6):
427-435 (1998)) y ngc DTPA-folato (Mathias, et al., Bioconjug. Chem., 11 (2): 253-257 (2000)) han mostrado
cualidades prometedoras de captacion en tumores in vivo. Sin embargo, se necesitan conjugados de ¥™Tc a base
de vitaminas alternativos, o conjugados a base de vitaminas que empleen otros radionuclidos, que presenten
proporciones de tumor con respecto al tejido no diana (T/NT) dptimas y se eliminen a través de los rifiones. Dichos
conjugados a base de vitaminas deben ser adecuados para un desarrollo clinico como agentes de formacion de
imagenes de tumores y para el diagndstico de otros estados patoldgicos.

La invencion se refiere a un procedimiento para la formacién de imagenes de una poblacién de células tumorales en
un animal que comprende la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto de féormula:
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quelado a un cation de un radionuclido.

En una divulgacion, se proporciona un compuesto de formula:

\'—{LHHCH,GH-CD—M-CH{R}GO*NH-CH[COOH}CHE—SH

en la que V es una vitamina, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo, L es un
engarce divalente, R es una cadena lateral de un aminoacido de férmula H.NCHRCOOH, M es un catién de un
radionuclido, nes 1 0 0; y k es 1 0 0. La vitamina es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el
receptor in vivo.

En otra divulgacion, se proporciona una composicién para la formacion de imagenes de diagndstico que comprende
un compuesto de férmula:

Vo{L);"NHCH,CH-CO-NH-CH(R)CO-NH-CH(COOH)CH, = SH
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en la que V es una vitamina, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo, L es un
engarce divalente, R es una cadena lateral de un aminoéacido de formula H.NCHRCOOH, M es un catiéon de un
radionuclido, n es 1 0 0, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable del mismo. La vitamina es un sustrato para el

transporte transmembrana mediado por el receptor in vivo.

En otra divulgacion mas, se proporciona un procedimiento para la formacidon de imagenes de una poblacion de
células en un animal, en el que las células se caracterizan por un receptor de vitamina en la superficie de las

mismas. El procedimiento comprende las etapas de administrar al animal una cantidad eficaz de una composicion
que comprende un compuesto de féormula:
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en la que V es una vitamina, o un derivado de unién al receptor o un analogo del mismo, especifica del receptor de

vitamina de la superficie celular, L es un engarce divalente, R es una cadena lateral de un aminoacido de formula

H2NCHRCOOH, M es un catiéon de un radionuclido, n es 1 o 0, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable del
5 mismo, y monitorizar la biodistribucién del compuesto en el animal.

En otra divulgacion, se proporciona un compuesto de formula:

VAL)aNHCH CO-NH CH(R)CO-NH- CH(COOH)CH, - SH

1
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en la que V es una vitamina que es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in vivo, o

un derivado de unién al receptor de la vitamina o un analogo del mismo, L es un engarce divalente, R es una cadena
10 lateral de un aminoacido de férmula HoNCHRCOQOH, M es un catién de un radiontclido,nes 100y kes 10 0.

En otra divulgacion mas, se proporciona una composicion para la formacion de imagenes de diagndstico que
comprende un compuesto de férmula:

\r‘-{L].-.-NH(IJI-I' CO-Ni-CH(R)CO-NH-CH{COOH)CH; = SH

»
H.C ~ s -~
» L] -
-~ [ -
LY Fl
~ 1 -
. 1 P
SH o "'
. - l- -
- -
-'----.-,.______. _— ‘\. A ’-f
--hl

en la que V es una vitamina que es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in vivo, o
15 un derivado de unién al receptor de la vitamina o un analogo del mismo, L es un engarce divalente, R es una cadena

lateral de un aminoacido de formula H-NCHRCOOH, M es un catién de un radionuclido, n es 1 0 0, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra divulgacion mas, se proporciona un procedimiento para la formacidon de imagenes de una poblacion de

células en un animal, en el que las células se caracterizan por un receptor de vitamina en la superficie de las
20

mismas. El procedimiento comprende las etapas de administrar al animal una cantidad eficaz de una composicién
que comprende un compuesto de féormula:
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en la que V es la vitamina, o un derivado de unién al receptor o un analogo del mismo, especifica para el receptor de
vitamina de la superficie celular, L es un engarce divalente, R es una cadena lateral de un aminoacido de férmula
H>NCHRCOOH, M es un cation de un radionuiclido, n es 1 o 0, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable del
mismo, y monitorizar la biodistribucién del compuesto en el animal.

En cualquiera de estas divulgaciones, V del compuesto puede ser, por ejemplo, una vitamina seleccionada del grupo
que consiste en folato, riboflavina, tiamina, vitamina B4 y biotina, o un derivado o analogo de las mismas. En
cualquiera de estos aspectos o divulgaciones, el radionuclido del compuesto se puede seleccionar, por ejemplo, del
grupo que consiste en radioisoétopos de galio, indio, cobre, tecnecio y renio.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Estructura de EC20, un compuesto a modo de ejemplo usado como agente de formacién de
imagenes de acuerdo con la invencion.

Figura 2. Radiocromatograma de HPLC de 9MTc-EC20. Las muestras de *™Tc-EC20 se eluyeron
isocraticamente en una columna C18 (3,9 x 150 mm) Nova-Pak de Waters usando una fase mévil acuosa que
contenia metanol al 20 % y acido trifluoroacético al 0,2 % a un caudal de 1 ml/min. Se monitoriz6 el anaI|S|s de
HPLC tanto con el detector UV (280 nm) como con un radiodetector FC-3200 de Bioscan. Pico A, P™Tc libre;
pico B, un quelato que contiene folato de estructura desconocida; picos C y D, diasteredmeros que poseen una
configuracién bien syn o anti del enlace tecnecio- OX|%eno en el anillo quelante Dap-Asp-Cys de EC20.

Figura 3. Estructuras de los i |someros de Re-EC20 y *"Tc¢-EC20 (posicién syn o anti del enlace metal-oxo).
Figura 4. Bloqueo de la unién de ®H-acido folico a celulas KB con diversos competidores que contienen folato.
Se incubaron células KB durante 15 min en hielo con *H-acido folico 100 nM en presencia y ausencia de
concentraciones crecientes de los competidores. (¢) Acido félico; (m) EC20; () Isémero A de EC20:Re; (v)
Isémero B de EC20:Re; (1) DTPA-folato. Las barras de error representan 1 desviacion estandar (n = 3).

Figura 5. Asociacién dependiente del tiempo de *™Tc-EC20. Se incubaron células KB con *™Tc-EC20 10 nM
durante periodos crecientes de tiempo a 37 °C. Tras multiples lavados, se recogieron las células y se
sometieron a recuento para determinar la radiactividad asociada. Las barras de error representan 1 desviacion
estandar (n = 3).

Figura 6. Asociacion dependiente de la concentracion de 99MTc-EC20. Se incubaron células KB durante 2 h a
37 °C en presencia de concentraciones crecientes de 9MTc-EC20. Tras multiples lavados, se recogieron las
células y se sometieron a recuento para determinar la radiactividad asociada. Las barras de error representan 1
desviacion estandar (n = 3).

Figura 7. Asociacion dependiente de la concentracion de *™Tc-EC20 "pico B". Se incubaron células KB durante
2 h a 37 °C en presencia de concentraciones crecientes de "pico B" que se aislé de manera cromatografica a
partir de la formulaciéon de 9MTCc-EC20. Tras multiples lavados, se recogieron las células y se sometieron a
recuento para determinar la radiactividad asociada. Las barras de error representan 1 desviacion estandar (n =
3). (»), Pico B; (°), Pico B mas acido félico 1 mM.

Figura 8. Aclaramlento sanguineo de 99™T¢c-EC20 en ratones Balb/c. Todos los animales recibieron una dosis
intravenosa de 50 ng/kg de EC20 (67 nmol/kg) en aproximadamente 0,1 ml durante una breve anestesia con
éter dietilico. En los tiempos designados tras la inyeccion, se sacrificé cada animal mediante asfixia con COo,
se extrajo sangre y se sometié a recuento para determinar la radiactividad asociada. Las barras de error
representan 1 desviacion estandar (n = 3 animales).

Figura 9. Imagenes de radiacién gamma de cuerpo entero (vista ventral). Las imagenes se obtuvieron 4 h
después de la administracion intravenosa de ®™Tc-EC20 a un ratén Balb/c que tenia un tumor M109 positivo
en el receptor de folato subcutaneo. Solo los rifiones (K) y el tumor (T) presentan una acumulacion significativa
de este radiotrazador.

Figura 10. Estructuras de EC11, EC13 EC14, EC15, EC19, EC20, EC31 y EC53.

Figura 11. Distribucion tisular de ¥™Tc-EC20 en ratones Balb/c con tumores M109 positivos en RF y tumores
4T1 negativos en RF.

Figura 12. Andlisis de HPLC de EC11.

Figura 13. Analisis de espectroscopia de masas de EC11.

Figura 14. Analisis de RMN de EC 11.

Figura 15. Analisis de HPLC de EC 13.

Figura 16. Analisis de RMN de EC14.
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Figura 17. Analisis de espectroscopia de masas de EC 15.
Figura 18. Analisis de HPLC de EC19.
Figura 19. Analisis de espectroscopia de masas de EC 19.
Figura 20. Analisis de HPLC de EC31.

5 Figura 21. Analisis de HPLC de EC53.
Figura 22. Analisis de espectroscopia de masas de EC53.
Figura 23. Analisis de espectroscopia de masas de EC53.

Descripcidn detallada de la invencién

De acuerdo con la divulgacion, se proporcionan procedimientos para dirigir agentes de formacion de imagenes a
10 base de radionuclidos a poblaciones de células que expresan de forma Unica, sobreexpresan o expresan

preferentemente receptores de vitaminas. Por consiguiente, una vitamina, o un derivado de unién a un receptor o

analogo del mismo, se usa como el ligando de direccionamiento para el agente de formacion de imagenes. El

conjugado de vitamina-agente de formacion de imagenes se puede usar para dirigir radionuclidos a células y para

concentrar los radionuclidos en una poblacion de células, tal como una poblacion de células tumorales, para su uso
15 en la formacioén de imagenes de diagnéstico.

La invencion se refiere a un procedimiento de formacién de imagenes de una poblacién de células tumorales en un
animal que comprende la administracién de una cantidad eficaz de un compuesto de férmula:

CO,H
0

COH H\C}iNH HNj,
M
| H)\/\ﬂ’ NHz Hs
HN | Nj/\ﬁ 8]
PN P
HN N N

quelado a un cation de un radionuclido.

~COH

20 La solicitud desvela una composiciéon de formacion de imagenes de diagndstico que comprende un compuesto de
férmula:

v-{L]n-Ni‘icl'la(I:H 'Gﬂ'ﬂl:l"GH{R}CD-IFH‘ CH(GﬂmpH%FSH
HZN e . . :l " d

~
LY ]

VAL)-NHCH-CO-NH-CH(R)CO-NH-CH(COOH)CH, =SH

*

25
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para su uso en dichos procedimientos. En el compuesto, V es una vitamina, o un derivado de union al receptor de la
vitamina o un analogo del mismo, L es un engarce divalente, R es una cadena lateral de un aminoacido de féormula
H2NCHRCOOH, M es un cation de un radionuclido y n es 1 o 0. La vitamina, o derivado de union al receptor de la
vitamina o analogo del mismo, es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in vivo.

La solicitud también desvela los compuestos de las férmulas:

'I.’-{L},.-NHCH-;?H'GO'HI:I -CH{R)CO-NH-CH(COOH)CH, > SH
H‘EN S ‘*‘h : -

"

1

V—[Lh-NFttI:H'CO'NI;I'CI-I[H}DD*HH-GH{GmH}CHzFEH

-~

H?.c *a . : '...-"'
/ “t :' 4-"’
S N R
ST (M)

en las que V es una vitamina, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo, L es un
engarce divalente, R es una cadena lateral de un aminoacido de féormula H,NCHRCOOH, M es un catiéon de un
radionuclido, nes 1 0 0 y k es 1 o 0. La vitamina es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el
receptor in vivo.

Un ejemplo de estos compuestos es un compuesto denominado EC20 representado en la Fig. 1. Los ejemplos de
otros compuestos para su uso de acuerdo con la presente divulgacion son compuestos denominados EC11, EC13,
EC14, EC15, EC19, EC31 y EC53 (véase la Fig. 10). El resto de vitamina (por ejemplo, el resto de acido félico de
EC20) proporciona una union de alta afinidad a los RF celulares. Los compuestos también contienen un quelante a
base de péptido bifuncional que proporciona el sitio para la quelacion del radionuclido, por ejemplo, Mg (véase la
Fig. 1), y los compuestos pueden, opcionalmente, contener un engarce a través del cual el resto de vitamina se une
covalentemente al resto quelante.

De acuerdo con la invencion, el resto de vitamina del compuesto es una vitamina que es un sustrato para el
transporte transmembrana mediado por receptores in vivo, o un derivado de unioén al receptor de la vitamina o un
analogo del mismo. La vitamina de las divulgaciones anteriores se une, opcionalmente, a través de un engarce (L)
con la parte de quelante de los compuestos. En la invencién, y como se muestra en la Fig. 1, EC20 comprende un
analogo de acido félico unido al resto quelante, porque EC20 tiene el acido glutamico en la configuracién D. La parte
de quelante comprende un resto de acido «,B-diaminopropidnico unido a un grupo cisteina a través de un tercer
residuo de aminoacido. La parte de quelante del compuesto esta adaptada a unirse a un catién radionuclido (M) (en
el que k =1).

De acuerdo con la invencion, el compuesto con radionuclido unido se denomina "conjugados de vitamina-agente de
formacion de imagenes".

La estructura del engarce, si esta presente, no es de importancia fundamental para las divulgaciones anteriores. Por
lo tanto, por ejemplo, puede ser cualquier engarce divalente biocompatible. Por lo general, el engarce comprende de
aproximadamente 1 a aproximadamente 30 atomos de carbono, mas comunmente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 20 atomos de carbono. Normalmente, se emplean engarces de menor peso molecular (es decir,
aquellos que tienen un peso molecular aproximado de aproximadamente 30 a aproximadamente 300). Ademas, el
resto de vitamina puede ser una vitamina, o un derivado o analogo de la misma. Por ejemplo, el folato contiene un
acido glutamico en la configuracién L unido a acido pteroico. EC11 y EC14 contienen dos residuos de acido
glutamico y, por tanto, estos compuestos, por ejemplo, también se pueden considerar derivados de acido félico (Fig.
10).
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Entre las vitaminas que se cree que desencadenan la endocitosis mediada por un receptor y que tienen aplicacion
de acuerdo con el procedimiento desvelado en el presente documento estan la niacina, el acido pantoténico, el acido
félico, la riboflavina, la tiamina, la biotina, la vitamina B4z y las vitaminas liposolubles A, D, E y K. Estas vitaminas, y
sus analogos y derivados, constituyen vitaminas que se pueden acoplar con agentes de formacién de imagenes para
formar los conjugados de vitamina-quelante para su uso de acuerdo con la invencién. Los restos de vitamina
preferidos incluyen acido folico, biotina, riboflavina, tiamina, vitamina B12, y los analogos y derivados de estas
moléculas de vitamina, y otras moléculas de unién a receptores de vitaminas relacionados.

De acuerdo con las divulgaciones anteriores, se pueden usar acido folico, acido folinico, acido pteroico, acido
pteropoliglutdamico y pteridinas de unién a los receptores de folato, tales como tetrahidropterinas, dihidrofolatos,
tetrahidrofolatos y sus analogos desaza y didesaza. Las expresiones analogos "desaza" y "didesaza" se refieren a
los analogos de folato reconocidos en la técnica que tienen un atomo de carbono sustituido con uno o dos atomos
de nitrogeno en la estructura del acido folico natural. Por ejemplo, los analogos desaza incluyen los analogos 1-
desaza, 3-desaza, 5-desaza, 8-desaza y 1.0-desaza. Los analogos didesaza incluyen, por ejemplo, los analogos 1,5-
didesaza, 5,10-didesaza, 8,10-didesaza y 5,8-didesaza. Los anteriores son derivados o analogos de folato y se
pueden unir a los receptores de folato. Otros derivados o analogos de folato utiles de acuerdo con las anteriores
divulgaciones son los analogos de union a los receptores de folato aminopterina, ametopterina (metotrexato), N'0-
metilfolato, 2-desamino-hidroxifolato, analogos desaza, tales como 1-desazametopterina o 3-desazametopterina y
acido 3',5'-dicIoro-4-amino-4-desoxi-N1O-metilpteroilglutémico (diclorometotrexato).

La vitamina o derivado o analogo de la misma, puede ser capaz de unirse selectivamente a la poblacion de células
que se va a visualizar debido a la expresion de preferencia en las células diana de un receptor para la vitamina, o
derivado o analogo, en el que el receptor es accesible para la unién. El sitio de unioén para la vitamina puede incluir
receptores para cualquier molécula de vitamina capaz de unirse especificamente a un receptor, siendo el receptor u
otra proteina expresado de manera Unica, sobreexpresado o preferentemente expresado por la poblacion de células
que se va a visualizar. Una proteina presente en la superficie expresada de manera Unica, sobreexpresada o
expresada preferentemente por las células que se van a visualizar es un receptor no presente o presente en
cantidades menores en otras células, proporcionando un medio para la visualizacién sensible, rapida y selectiva de
las células diana para la formacién de imagenes de diagnostico usando los conjugados de vitamina-agente de
formacion de imagenes de la presente invencion.

De acuerdo con la invencion, el conjugado de vitamina-agente de formacién de imagenes es capaz de unirse con
una alta afinidad a los receptores en las células cancerosas u otras células que se vayan a visualizar. La unién de
alta afinidad puede ser inherente al resto de vitamina o la afinidad de unién se puede mejorar mediante el uso de
una vitamina modificada quimicamente (es decir, un analogo o un derivado) o mediante el enlace quimico particular
entre la vitamina y el resto quelante que esté presente en el conjugado.

De acuerdo con la divulgacion, el quelante se puede conjugar con mudltiples vitaminas diferentes, o derivados o
analogos de unién a receptores de vitaminas para aumentar la posibilidad de la unién con los respectivos receptores
de membrana celular. Como alternativa, las partes independientes de la dosis de un conjugado de vitamina-agente
de formacién de imagenes pueden constituir diferentes conjugados de vitamina-agente de formaciéon de imagenes
para aumentar la posibilidad de union a los respectivos receptores de membrana celular.

En general, se puede usar cualquier manera de formar un complejo entre el quelante y la vitamina, o el derivado o
analogo de unién al receptor de vitamina, de acuerdo con las presentes divulgaciones. El quelante puede formar un
complejo con la vitamina, o el derivado o analogo de union al receptor de vitamina, mediante la conjugacién directa
del quelante y la vitamina usando de un engarce divalente. Como alternativa, la vitamina y el quelante se pueden
conjugar sin el empleo de un engarce. Si se usa un engarce, el engarce puede conjugar directamente la vitamina, o
el derivado o analogo de union al receptor de vitamina, y el quelante a través de un enlace de hidrégeno, iénico o
covalente. Ademas, de acuerdo con las presentes divulgaciones, el engarce divalente puede comprender un medio
indirecto para asociar el quelante con la vitamina, o el derivado o analogo de union al receptor de vitamina, tal como
mediante la conexion a través de engarces intermedios, brazos espaciadores o moléculas puente. Los medios tanto
directos como indirectos para la asociacion no deben impedir la uniéon de la vitamina, o del derivado o analogo de
unién al receptor de vitamina, con el receptor de vitamina sobre la membrana celular para el funcionamiento del
procedimiento de la presente invencion.

El enlace covalente de la vitamina, o derivado o andlogo de unién al receptor de vitamina, y el quelante se puede
producir, independientemente de si se emplea un engarce o no, a través de la formacién de enlaces de tipo amida,
éster o imino entre grupos de acido, de aldehido, hidroxi, amino o hidrazo. Por ejemplo, un acido carboxilico del
resto de vitamina o del quelante se puede activar usando carbonildiimidazol o reactivos de acoplamiento de
carbodiimida convencionales, tales como 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) vy, tras ello, hacer
reaccionar con el otro componente del conjugado, o con un engarce, que tenga al acoplado, con o sin un engarce, a
través de enlaces de tipo éster, amida o tioéster.

Los radionuclidos adecuados para la formacion de imagenes de diagndstico incluyen radioisétopos de galio, indio,
cobre, tecnecio y renio, incluyendo los is6topos mln, 9ngc, 64Cu, 67Cu, ¥Ga 0 %®Ga. Estos radiondclidos son
catiénicos y forman complejos con el quelante a través del grupo quelante del conjugado para formar el conjugado
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de vitamina-agente de formacion de imagenes.

El conjugado de vitamina-agente de formacion de imagenes de acuerdo con la invencion se usa para visualizar de
manera selectiva, usando técnicas de formacion de imagenes escintigraficas, una poblacion de células en un animal
en el que la poblacion de células expresa de manera Unica, sobreexpresa o expresa preferentemente receptores
para una vitamina, o un derivado de unidn al receptor de vitamina o analogo del mismo. Se pueden usar el
conjugado de vitamina-agente de formacidon de imagenes para visualizar poblaciones de células patégenas, siempre
que las células expresen de manera Unica o preferentemente, o sobreexpresen receptores de vitamina o receptores
que se unen a derivados o analogos de vitamina.

La invencion es aplicable a poblaciones de células patdégenas que provocan una variedad de patologias que incluyen
cancer y enfermedades mediadas por cualquier otro tipo de células patdgenas que sobreexpresan receptores de
vitamina, o receptores capaces de unirse a derivados o analogos de vitamina. Por lo tanto, la poblacién de células
patdgenas puede ser tumorigena, incluyendo tumores benignos y tumores malignos. Si la poblacién de células es
una poblacion de células cancerosas, las células cancerosas pueden surgir espontdneamente o mediante
procedimientos, tales como mutaciones presentes en la linea germinal del animal huésped o mutaciones somaticas,
o el cancer puede inducirse de manera quimica, viral o mediante radiacion. La invencidon se puede usar para la
formacion de imagenes de diagnodstico de canceres, tales como carcinomas, sarcomas, linfomas, enfermedad de
Hodgkin, melanomas, mesoteliomas, linfoma de Burkitt, carcinomas nasofaringeos y mielomas. La poblacién de
células cancerosas puede incluir, pero sin limitacion, cancer oral, nasofaringeo, de tiroides, endocrino, de piel,
gastrico, esofagico, laringeo, de garganta, pancreatico, de colon, de vejiga, de huesos, de ovario, de cuello uterino,
uterino, de mama, de testiculos, de prostata, rectal, renal, hepatico, pulmonar y de cerebro. En realizaciones en las
que la poblacién de células es una poblacion de células cancerosas, usando el conjugado de vitamina-agente de
formacion de imagenes, es posible visualizar células tumorales, incluyendo células de tumor primario o células que
han experimentado metastasis o estan en el procedimiento de disociarse del tumor primario.

Los conjugados de vitamina-agente de formacién de imagenes de la presente divulgacion se pueden usar para
diagnosticar un estado patoldgico o para monitorizar la progresion de una enfermedad. Por ejemplo, el
procedimiento de formacién de imagenes de diagndstico de acuerdo con la vitamina se puede usar para monitorizar
la progresion del cancer en combinacién con tratamientos profilacticos para prevenir la reaparicion de un tumor tras
su eliminacion mediante cualquier enfoque terapéutico, incluyendo la extirpacion quirdrgica del tumor, radioterapia,
quimioterapia o terapia biologica.

El procedimiento de la presente invencidon se puede usar para aplicaciones tanto de medicina clinica en seres
humanos como veterinarias. Asi pues, el animal que alberga la poblacion de células que se visualizan puede ser un
ser humano o, en el caso de aplicaciones veterinarias, puede ser un animal de laboratorio, agricola, doméstico o
salvaje. La presente invencion se puede aplicar a animales incluyendo, pero sin limitacién, seres humanos, animales
de laboratorio, tales como roedores (por ejemplo, ratones, ratas, hamsteres, etc.), conejos, monos, chimpanceés,
animales domésticos, tales como perros, gatos y conejos, animales de la agricultura, tales como vacas, caballos,
cerdos, ovejas, cabras, y animales salvajes en cautividad, tales como o0sos, 0osos panda, leones, tigres, leopardos,
elefantes, cebras, jirafas, gorilas, delfines y ballenas.

Las composiciones para la formacion de imagenes de diagndstico comprenden una cantidad del conjugado de
vitamina-agente de formacion de imagenes eficaz para visualizar las células diana para la formaciéon de imagenes de
diagndstico en un animal cuando se administra en una o mas dosis. La composicion de formacion de imagenes de
diagndstico que contiene el conjugado de vitamina-agente de formacién de imagenes se administra preferentemente
al animal por via parenteral, por ejemplo, por via intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa o intratecal. Como alternativa, la composicién que contiene el conjugado de vitamina-agente de
formacion de imagenes se puede administrar al animal mediante otros procedimientos médicamente dutiles, y se
puede usar cualquier dosis eficaz y forma farmacéutica adecuada, incluyendo formas farmacéuticas para inhalacion
y orales.

Los ejemplos de formas farmacéuticas parenterales incluyen disoluciones acuosas del conjugado de vitamina-
agente de formaciéon de imagenes, en solucion salina isoténica, glucosa al 5 % u otros vehiculos liquidos
farmacéuticamente aceptables bien conocidos, tales como alcoholes, glicoles, ésteres y amidas liquidos. La forma
farmacéutica parenteral de acuerdo con la presente invencién puede estar en forma de un liofilizado que se puede
reconstituir que comprende la dosis del conjugado de vitamina-agente de formacién de imagenes.

La dosis del conjugado de vitamina-agente de formacién de imagenes en la composiciéon de formacién de imagenes
de diagnostico puede variar de manera significativa dependiendo del tamafo del animal, la poblacién de células
diana para la formacién de imagenes de diagnéstico, el conjugado de vitamina-agente de formaciéon de imagenes
especifico que se esta usando y la via de administracion del conjugado. La cantidad eficaz que se administrara al
animal se basa en la superficie corporal, peso y evaluacién realizada por el médico del estado del animal. Una dosis
eficaz puede variar de aproximadamente 1 ng/kg a aproximadamente 1 mg/kg, mas preferentemente de
aproximadamente 100 ng/kg a aproximadamente 500 ng/kg, y lo mas preferentemente de aproximadamente
100 ng/kg a aproximadamente 25 ug/kg.
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Se puede usar cualquier pauta de dosificacion eficaz para administrar la composicion de formacion de imagenes de
diagndstico que contiene el conjugado de vitamina-agente de formacion de imagenes. Por ejemplo, la composicion
de formacién de imagenes de diagnostico se puede administrar como una sola dosis, o se puede administrar en
dosis multiples, si es necesario, para conseguir la visualizacién de la poblacion de células diana. Se pueden
administrar inyecciones adicionales de la composicion de formacién de imagenes de diagndstico que contiene el
conjugado de vitamina-agente de formacién de imagenes al animal en un intervalo de dias o meses tras la/s
inyeccion/inyecciones inicial/es, y las inyecciones adicionales pueden se utiles para monitorizar el progreso del
estado patoldgico. La composicion de formacion de imagenes de diagndstico que contiene el conjugado de vitamina-
agente de formacién de imagenes también se puede administrar en combinacién con vitamina sin marcar. "En
combinacion con" significa que la vitamina sin marcar bien se puede administrar junto con el agente de formacion de
imagenes o que la vitamina sin marcar se puede inyectar previamente antes de la administracion del agente de
formacion de imagenes para mejor la calidad de la imagen. Por ejemplo, el agente de formacién de imagenes se
puede administrar en combinacién con de aproximadamente 0,5 ng/kg a aproximadamente 100 mg/kg, o de
aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 100 mg/kg, o de aproximadamente 100 pg/kg a aproximadamente
100 mg/kg de la vitamina sin marcar.

La composicién de formacion de imagenes de diagndstico normalmente se formula para la administraciéon parenteral
y se administra al animal en una cantidad eficaz para permitir la formacién de imagenes de la poblacion de células
diana. Por lo general, la composicién de formacién de imagenes de diagndstico que contiene la vitamina-agente de
formacion de imagenes dirigido se administra al animal, y tras un periodo de tiempo que permita la administracion y
la concentracion del conjugado de vitamina-agente de formacion de imagenes en la poblacion de células diana, al
animal se somete al procedimiento de formaciéon de imagenes, siendo la formaciéon de imagenes posibilitada por el
conjugado de vitamina-agente de formacion de imagenes. Cuando se usan para monitorizar la progresion de una
enfermedad o un diagndstico, los procedimientos de formaciéon de imagenes normalmente se llevan a cabo de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6 horas después de la administracién de la composicion de formacion de
imagenes de diagndstico que contiene el conjugado de vitamina-agente de formacién de imagenes.

Como se ha mencionado anteriormente, la invencion proporciona un procedimiento de formacion de imagenes de
una poblacién de células tumorales en un animal, en el que las células se caracterizan por un receptor de vitamina
en la superficie de las células. El procedimiento comprende las etapas de administrar al animal una cantidad eficaz
de una composicion que comprende un compuesto de formula:

CO,H
0
' ~CO,H
0 CoM H-:- NH HN-_.~¢O2
)\/\"/N
NH, Hs
0

1
HEN’J‘\*N N;]/\H

El procedimiento se puede usar para la formaciéon de imagenes de una poblacion de células in vitro, por ejemplo, en
cultivo celular, o in vivo, cuando las células forman parte de o existen de otra manera en tejido animal. Asi pues, las
células diana pueden incluir, por ejemplo, las células que revisten el tubo digestivo, tal como la mucosa oral o
faringea, las células que forman las vellosidades del intestino delgado o las células que revisten el intestino grueso.
Dichas células del tubo digestivo pueden servir de diana de acuerdo con la presente invencion mediante la
administracion oral de una composicion de formaciéon de imagenes de diagndstico que comprenda el conjugado de
vitamina-agente de formacién de imagenes. De igual manera, las células que revisten el sistema respiratorio (fosas
nasales, pulmones) de un animal pueden servir de diana mediante la inhalaciéon de los presente complejos, y las
células de organos internos, incluyendo las células de los ovarios y del cerebro, pueden servir de diana,
particularmente, mediante la administracion parenteral de la composicion de formacién de imagenes de diagnostico.
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La solicitud también desvela:

1. Un compuesto de formula:

V-ﬂ_]“HHCﬂz?H-C‘D-H!;I-CHIR}OO-':IH*CH{GQOH}I:HL—.SH
".2"' - LN . ] -

L]

- - L
S A . -

[}

v

My

en la que V es una vitamina que es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in
Vivo, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo;

L es un engarce divalente;

R es una cadena lateral de un aminoacido de formula H,NCHRCOOH;

M es un catién de un radionuclido;

no1o00;y

kes100.

2. El compuesto de 1, en el que V es una vitamina seleccionada del grupo que consiste en folato, riboflavina,
tiamina, vitamina B12 y biotina, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo.

3. El compuesto de 1, en el que el radionuclido se selecciona del grupo que consiste en is6topos de galio, indio,
cobre, tecnecio y renio.

4. El compuesto de 3, en el que el radionuclido es un is6topo de tecnecio.
5. El compuesto de 1, en el que V es folato, o un derivado de unidn al receptor de folato o analogo del mismo.
6. Una composicion para la formacion de imagenes de diagnéstico que comprende un compuesto de férmula:

V{3 NHCHZCH-CO-NH-CHIRICO-NH-CH(COOH)CH; s SH

-

HaN-. _ “

-
-

en la que V es una vitamina que es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in
vivo, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo;

L es un engarce divalente;

R es una cadena lateral de un aminoacido de formula H2NCHRCOOH;

M es un cation de un radionuclido;

no1o00;y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el mismo.

7. La composicion de 6, en la que V del compuesto es una vitamina seleccionada del grupo que consiste en
folato, riboflavina, tiamina, vitamina B12 y biotina, o un derivado de unién al receptor de la vitamina o un analogo
del mismo.

8. La composicién de 6, la que el radionuclido del compuesto se selecciona del grupo que consiste en is6topos
de galio, indio, cobre, tecnecio y renio.

9. La composicion de 8, en la que el radionuclido del compuesto es un isétopo de tecnecio.

10. La composicion de 6 adaptada a la administracion parenteral.

11. El compuesto de 6, en el que V es folato, o un derivado de unidn al receptor de folato o analogo del mismo.
12. Un procedimiento de formacion de imagenes de una poblacion de células en un animal, en el que dichas
células se caracterizan por un receptor de vitaminas en la superficie de dichas células, comprendiendo el
procedimiento las etapas de:

administrar al animal una cantidad eficaz de una composicién que comprende un compuesto de férmula:

V{L}y-NHCHZCH-CO -NH-CH{RICO-NH-CH{C OOH)CHp—SH

L
szu‘. M

en la que V es la vitamina, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo, especifica
de dicho receptor de vitaminas de la superficie celular;
L es un engarce divalente;

12
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R es una cadena lateral de un aminoacido de formula H2NCBRCOOH;

M es un cation de un radionuclido;

no1o00;y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el mismo; y monitorizar la biodistribucion de dicho compuesto en
el animal;

13. El procedimiento de 12, en el que V del compuesto es una vitamina seleccionada del grupo que consiste en
folato, riboflavina, tiamina, vitamina B12 y biotina, o un derivado de unién al receptor de la vitamina o un analogo
del mismo.

14. El procedimiento de 12, en el que el radionuclido del compuesto se selecciona del grupo que consiste en
isétopos de galio, indio, cobre, tecnecio y renio.

15. El procedimiento de 14, en el que el radionuclido del compuesto es un isétopo de tecnecio.

16. El procedimiento de 12, en el que la composicion se administra por via parenteral al paciente.

17. El compuesto de 12, en el que V es folato, o un derivado de union al receptor de folato o analogo del mismo.
18. Un compuesto de férmula:

V-{L)-NHCH CO-NH-CH(RICO-NH- CHCOOHICH, — $H

HC

-

en la que V es una vitamina que es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in
Vivo, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo;

L es un engarce divalente;

R es una cadena lateral de un aminoacido de formula H2NCHRCOOH;

M es un catién de un radionuclido;

no1o00;y

kes100.

19. Una composicion para la formacion de imagenes de diagnéstico que comprende un compuesto de formula:

V'{l.-Jn-NHCI:I-I CO-NH- CH(R)CO NH- GH(COOH)CH, — SH
"'!C ‘.‘1-‘ :,‘ -."'—
SH--- et
mea T2

en la que V es una vitamina que es un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in
vivo, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo;

L es un engarce divalente;

R es una cadena lateral de un aminoacido de formula H2NCHRCOOH;

M es un catién de un radionuclido;

no1o0;y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el mismo.

20. Un procedimiento de formacion de imagenes de una poblacion de células de un animal, en el que dichas
células se caracterizan por un receptor de vitaminas en la superficie de dichas células, comprendiendo el
procedimiento las etapas de:

administrar al animal una cantidad eficaz de una composicién que comprende un compuesto de férmula:

vahmwcm-mnmrgn-cmmm;%

en la que V es la vitamina, o un derivado de union al receptor de la vitamina o un analogo del mismo, especifica
de dicho receptor de vitaminas de la superficie celular;

L es un engarce divalente;

R es una cadena lateral de un aminoacido de formula H2ZNCHRCOOH,;

M es un catién de un radionuclido;

no1o00;y

13
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un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el mismo; y monitorizar la biodistribucion de dicho compuesto en
el animal.

Ademas, se desvelan:

1A. Un uso de un compuesto de férmula:

V-(L);-NHC HE?H'CU -NH-CH(R)CO ‘_":IH -CH(COOH)CH,=SH

LY 1 o+
- 3 *
HzNu . -
Y ] " -
. * L] *
L] L3 -
™ N ] r
ﬁ-‘ » [ ‘-F'
e * -
» ]
“ *
- b [ ] #
ﬁ- - ¥ Fl
"

en la que V es un folato, siendo el folato un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in
Vvivo, o un derivado de union al receptor de folato o un analogo del mismo;
L es un engarce divalente;
R es una cadena lateral de un aminoacido;
10 M es un catién de un radionuclido;
nes100;y
kes100;

para la formacion de imagenes de una poblaciéon de células en un animal en el que se ha inyectado previamente
folato sin marcar.

15 2A. El uso de 1A, en el que el radionuclido del compuesto se selecciona del grupo que consiste en isétopos de
galio, indio, cobre, tecnecio y renio.

3A. Eluso de 1A 0 2A, en el que el radionuclido del compuesto es un isétopo de tecnecio.
4A. El uso de uno cualquiera de 1A a 3A, en el que el compuesto tiene la férmula:

HN Nj/\u | i © O “comH
As J M "

5A. El uso de uno cualquiera de 1A a 4A, en el que la poblacion de células del animal es una poblacion de
células tumorales.

20

6A. El uso de 5A, en el que las células tumorales son células tumorales del ovario.

7A. El uso de uno cualquiera de 1A a 6A, en el que el compuesto es una forma de dosificacion parenteral

seleccionada del grupo que consiste en una forma de dosificacion intradérmica, subcutanea, intramuscular,
25 intraperitoneal, intravenosa e intratecal.

8A. El uso de 7A, en el que la forma de dosificacion es una forma de dosificacion intravenosa.
9A. Un conjugado de férmula:

-

V+(L),-NHCH gfll H-CO-NH-CH(R)CO “NH-CH(COOQH)CH, =SH

i 'r
L
HgNu . ! -
o * ! -
o * L] -
- L] L
= LY i -
. e [ a7
e = i P
- b ] -
-, A ' -
"'4'_"[ }ll'
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y un vehiculo farmacéuticamente aceptable del mismo;

en la que V es un folato, siendo el folato un sustrato para el transporte transmembrana mediado por el receptor in
vivo, o un derivado de union al receptor de folato o un analogo del mismo;

L es un engarce divalente;

R es una cadena lateral de un aminoacido;

M es un catién de un radionuclido;

nes100;y

kes100;

en combinacién con un folato sin marcar.

10A. La combinacion de 9A, en la que el conjugado tiene la formula:

H
S

N

O COMH . NHy iy HN” COH

N N
o} N"\_ﬂ( <"
N H O \/\E/ N

HN = N CO,H
LM

11A. La combinaciéon de 9A o 10A, en la que un cation de un radionuclido esta unido al conjugado, donde el
radionuclido se selecciona del grupo que consiste en is6étopos de galio, indio, cobre, tecnecio y renio.

12A. La combinacion de uno cualquiera de 9A a 11A, en la que el radionuclido es un is6topo de tecnecio.

13A. La combinacién de uno cualquiera de 9A a 12A, en la que el conjugado es una forma de dosificacion
adaptada a la administracién parenteral.

14A. La combinacion de 13A, en la que la forma de dosificacién se selecciona del grupo que consiste en una
forma de dosificacion intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa e intratecal.

15A. La combinacion de uno cualquiera de 9A a 14A, en la que el vehiculo farmacéuticamente aceptable es un
liquido.

16A. La combinacién de 15A, en la que el vehiculo liquido se selecciona del grupo que consiste en solucion
salina, glucosa al 5 %, alcoholes, glicoles, ésteres, amidas y una combinacion de los mismos.

lnie

Ejemplo 1
Materiales

Se adquirié acido N1O-trifluoroacetilpteroico de Eprova AG, Schaffhausen, Suiza. Se adquirieron los reactivos para la
sintesis de péptidos de NovaBiochem y Bachem. Syncor suministr6 el 99mTc-pertecnetato de sodio. Se prepard
[ReO2(en)2]Cl de acuerdo con Rouschias (Rouschias, G., Chem. Rev., 74:531 (1974)). Se adquirieron placas de
celulosa y placas de intercambio i6nico de DEAE de J. T. Baker.

Ejemplo 2
Sintesis, purificacion y caracterizacion analitica de EC20

Se preparé EC20 mediante un enfoque secuencial de soporte polimérico usando la estrategia de Fmoc (véase el
Esquema 1 que se presenta a continuacion; Fmoc = 9-fluorenilmetiloxicarbonilo; Boc = terc-butiloxicarbonilo; Dap =
acido diaminopropidnico; DMF = dimetilformamida; DIPEA = diisopropiletilamina). Se sintetiz6 EC20 en una resina
de Wang sensible a acido cargada con Fmoc-L-Cys(Trt)-OH. Se aplicé hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-
pirrolidin-fosfonio (PyBOP) como reactivo activador para garantizar un acoplamiento eficaz usando equivalentes
bajos de aminoacidos. Se eliminaron los grupos protectores de Fmoc tras cada etapa de acoplamiento en
condiciones convencionales (piperidina al 20 % en DMF). Tras la Ultima etapa de ensamblaje, se escindio el péptido
del soporte polimérico mediante el tratamiento con acido trifluoroacético al 92,5 % que contenia etanoditiol al 2,5 %,
triisopropilsilano al 2,5 % y agua desionizada al 2,5 %. Esta reaccién también dio como resultado la eliminacion
simultanea de los grupos protectores de tritilo, Boc y t-Bu. Por ultimo, se elimind el resto de ftrifluoroacetilo en
hidréxido de amonio acuoso, dando EC20.

Se purificéd el producto EC20 bruto mediante HPLC usando una columna de 7 um, 30 x 300 mm, Xterra RP 18
(Waters); fase movil de HCI 32 mM (A), MeOH (B); condiciones de gradiente que parten con A al 99 % y B al 1 %,
llegando a A al 89 % y B al 11 % en 37 min mediante un caudal de 20 ml/min. En estas condiciones, el monémero
de EC20 normalmente eluy6 a 14,38 min, mientras que el dimero de disulfuro de EC20 (contaminante minoritario)
eluyé a 16,83 min. Todos los demas componentes mostrados en la Fig. 10 se pueden preparar usando un esquema

15



ES 2472423 T3

de sintesis similar, a excepcion de EC15, que se sintetiza como se muestra en el Esquema 2 que se presenta a
continuacion.

Se d|soIV|eron dos miligramos de EC20 purificado mediante HPLC en 0,62 ml de D20, y se recogioé un espectro de
RMN de 'H a 500 MHz. La Tabla 1 (véase a continuacion) enumera los desplazamientos quimicos, las formas de
5 sefial y los valores J para todos los protones no intercambiables en la molécula de EC20.

También se analizé EC20 mediante espectrometria de masas por electronebulizacion. Picos del ién positivo principal
(m/z, intensidad relativa): 746,1, 100; 747,1, 44; 556,8, 32; 570,8, 16.

Esquema 12

(o e Afin 2ot

=F
iE: lt-»|-| i[: :-I-l"m

0 MNHBo:
R = Fiooc
R=H = F,000, R = iBu, B™ = Boc, R™= Trt, ¥ ~ Resina de Wang
|:R' Fy0CO, R* =H, R*>=H, R"™=H, ¥ = OH
R=H R =H R~=HRK"=H,Y=0H

—h-nmJ\-"j’“‘lj‘# Héﬁ AI:),\,’,@* w ’qf:ﬁ

‘Reactivos v condiciones: i) Piperklina al 20 %, DMF; §i}) Fmoc-Asp{0tBu)-OH, PyBop, MPEA, DMF; iii) Boc-Dap(Fmoc)-
OH, PyBop, DIPEA, DMF; iv) Fmioc-D-Glu-0tBu, PyBop, DIPEA, DMF; v) A" -TFA-Pte-OH, DIPEA, DMS0; vi} F:CCO:H,
HSCH:CH:SH, iPrsSiH; vii) H4HOH, pH = 10,3.

10 Tabla 1 Datos de RMN de *H para EC20. Se disolvi6 EC20 en D20 y se recogié un espectro a 500 MHz. Los
desplazamientos quimicos (8) estan en ppm. La sefial para HOD a & = 4,80 ppm se usé como referencia, pD = 4,78;
s = singlete; d = doblete; m = multiplete.

Residuo Protones observados Desp!a;am|ento Senales Valores J
quimico (8)
H-7 8,76 s
2 x H-9 4,64 s
Ple 5 5

H-12 a. H-16 7,68 d 112,13 =3315,16 = 8,8 Hz
H-13 a. H-15 6,8 d

H-2 4,41 dd 32,3=29,1Hz; %2,3b = 4,5

Hz
H-3a 2,08 m
D-Glu 233a,3b = 14,2 Hz;
H-3B 2,27 m
%33a,4=334b,4 =56 Hz

2 x H-4 2,44 dd

16
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(Continuacion)

Residuo Protones observados Desp!a;amlento Sefales Valores J
quimico (8)
dd; X del sistema
H-2 4,1 ABX
dd; A del sistema |3J2,3A-6,6 Hz; 3J2,3B = 4,7
Dpr H-3A 3,52 ABX Hz 2JAB = 14,7 Hz
H-3B 3.72 dd; B del sistema
ABX
dd; X del sistema | °J2,3A = 9,5 Hz; °J2,3B =
H-2 471 ABX 4,3 Hz“JAB=16,1Hz
dd; A del sistema
Asp 2,81 2,62 ABX
H-38 281 dd; B del sistema
ABX
dd; X del sistema
H-2 4,3 ABX
dd; A del sistema [*J2,3A =55 bz; 3J2,3B = 4,4
Cys H-3A 2,85 ABX Hz 2JA,B = 14,1 Hz
H-38 2,89 dd; B del sistema
ABX
Esquema 22
-—\EI? i, i % it _\é
R = Finoc ' R = Fmoe
IE R=H . i R=H

; R.o=Femoe Wl m-r{,nm. 1:-:‘&:.'1_1"-“1‘!‘- Resina de Wang
R=H vil[_ B =Fy000, R*=H,R"=H, Y=0H
E-HE=HR"=H ¥Y=0d

*Reactivos v condiciones: 1) Piperidina al 20 %, DMF; i} Fmoc-Asp{ 0¢Buj-0H, PyBop, DIPEA, DMF; iii}
Fmoc-Cys{ TrtpOH, PyBop, IPEA, DMF; iv) Fmoc-D-Glu-04#Bu, PyBop, DIPEA, DMF; v} A"-TFA-Pte-0H,
DPEA, DMS0; wi) TFAA, HSCH:CH:SH, iPr;SiH; wvii) HaHOH, pH = 10,3,

Ejemplo 3
Preparacion del vial de reactivo no radiactivo y de M TCc-EC20

Se usaron kits de EC20 para la preparacion de la sustancia farmacolégica radiactiva de 99MTC.EC20. Cada kit
contenia una mezcla liofilizada no pirégena, estéril, de 0,1 mg de EC20, 80 mg de a-D-glucoheptonato de sodio,
80 mg de cloruro de estafio (ll) dihidratado, y suficiente hidréxido de sodio o acido clorhidrico para ajustar el pH a 6,8
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+ 0,2 antes de la liofilizacion. Se selld el polvo liofilizado en un vial de 5 ml bajo una atmésfera de argon. A
continuacion, se almacenaron los kits en congelacion a -20 °C hasta su uso o caducidad (la vida util de
almacenamiento actual es > 2 afios). Es importante destacar que el componente cloruro de estafio (Il) se requiere
para reducir el gngc pertecnetato afiadido, mientras que el componente a-D-glucoheptonato de sodio es necesario
para estabilizar el ®™T¢ reducido recientemente antes de su quelacion final para dar el compuesto EC20,

99mm:

Se preparé Tc-EC20 de la siguiente manera (es decir, quelacién de %mTe, dando EC20). En primer lugar, se
preparé un bafio de agua en ebullicion que contenia un protector de vial de plomo parcialmente sumergido. Se limpié
con hisopo la parte superior del vial de EC20 con etanol al 70 % para desinfectar la superficie y se colocé el vial en
un recipiente de proteccion adecuado. Usando una jeringa protegida con aguja de calibre 27, se inyecté 1 ml de la
inyeccion de #™Tc- -pertecnetato de sodio estéril (de 15 a 20 mCi) en cloruro de sodio al 0,9 %, en el vial protegido.
Antes de retirar la jeringa del vial, se extrajo un volumen de gas del vial igual al volumen de pertecnetato afiadido
con el fin de normalizar la presion en el interior del vial. Se agité6 suavemente el vial durante 30 segundos para
garantizar la completa disolucion del polvo liofilizado. Luego, se colocé el vial en protector de plomo que estaba
situado en el bafio de agua en ebullicidon. Se calentd la disolucion durante ~18 minutos y, a continuacion, se enfrio
hasta la temperatura ambiente durante un minimo de 15 min. Esta disolucién se puede almacenar a temperatura
ambiente (15-25 °C) protegida de la luz, pero se debe usar en un plazo de 6 horas de su preparacion.

Se determin6 la estabilidad radioquimica de la sustancia farmacoldgica radiactiva mediante HPLC tras su
almacenamiento a temperatura ambiente protegida de la luz durante hasta 24 horas. Se analizaron muestras de la
solucion de ®™Tc-EC20 (20 ul) usando un sistema de HPLC que consistia en un sistema de administraciéon de
multiples disolventes 600E de Waters y un detector UV 490, un radiodetector EC-3200 de Bioscan, un programa
informatico de radiocromatograma Laura v1.5 y una columna C18 (3,9 x 150 mm) Nova-Pak de Waters. Se eluyeron
isocraticamente las muestras inyectadas usando una fase movil acuosa que contenia metanol al 20% y acido
trifluoroacético al 0,1 % a un caudal de 1 ml/min. Se monitorizé el analisis por HPLC tanto con el detector UV
(280 mm) como con el radiodetector de rayos gamma. En particular, la pureza radioquimica de MTc-EC20 se
mantuvo superior al 90 % durante al menos 24 horas en todos los casos.

Ejemplo 4
Determinacion de la pureza radioquimica de *™Tc-EC20 mediante CCF

Las impurezas radioquimicas principales en la preparacién de 99MTC-EC20 seran 1) 99mTc -pertecnetato, 2) 9MTe-
glucoheptonato (precursor de intercambio de ligando), 3) *™Tc de union inespecifica (**"Tc unido a un sitio diferente
del resto quelante Dap-Asp-Cys esperado de la molécula EC20) y 4) %“MT¢ hidrolizado. Dado que se estaba
analizando el *"Tc-EC20 para determinar su posible uso clinico, se desarrollé un procedimiento a base de tres CCF
para determinar las cantidades de cada impureza y estimar la pureza radioquimica global de 99mTc-EC20.

En el primer sistema, se revelo una placa de celulosa con agua desionizada. 9MTe-EC20, *™Te- -glucoheptonato,
Tc de union inespecifica y - -pertecnetato se mueven hacia el frente de disolvente (Rt = 1,0), mientras que
Tc hidrolizado permanece en el origen (Rf = 0,0). Se corté la placa de celulosa en dos fragmentos a R; = 0,3
(1,5 cm del origen) y se realizd el recuento en cada fragmento usando un calibrador de dosis. Se calculo el
porcentaje de ¥™T¢ hidrolizado de la siguiente manera: A = % de hidrolizado; ®mre = (uCi en el fragmento
inferior/uCi en ambos fragmentos) x 100.

99m

En el segundo sistema, se reveld una placa de celulosa con acetona y NaCl al O 9 % (7:3, viv). El M- pertecnetato
se mueve con Rf = 0,9, mientras que 9MTc-EC20, *™Tc- -glucoheptonato, *™T¢ de union inespecifica y T
hidrolizado permanecen en el origen (Rf = 0,0). Se corté la placa de celulosa/acetona-solucion salina en dos
fragmentos a Ry = 0,6 (3,0 cm del origen) y se realizé el recuento en cada fragmento usando un calibrador de dosis.
Se calculé el porcentaje de 9ngc-per‘tecnetato de la siguiente manera: B = % de gngc—pertecnetato = (uCi en el
fragmento superior/uCi en ambos fragmentos) x 100.

Por ultimo, en el tercer sistema, se revelé una placa de mtercamblo i6nico de DEAE con NazS04 0,3 M. El *™Tc-
glucoheptonato se mueve hacia el frente de disolvente (R¢ =1 O) ™T¢ de union |nespeC|f|ca se mueve con R¢ = 0,6
y *™T¢-EC20, *™Tc hidrolizado y - -pertecnetato permanecen cerca del origen ( ™Tc-EC20, Rs = 0,1; 9g”‘Tc
hidrolizado: R = 0,0; **™Tc- pertecnetato: Ry = 0,3). Se corto la placa de celulosa/Na>SO4 en dos fragmentos a 2,5 cm
del origen y se realizo eI recuento en cada fragmento usando un calibrador de d03|s Se calculd el porcentaée de
™Tc- -glucoheptonato y T¢ de union inespecifica de la siguiente manera: C = % de ( ™Tc-glucoheptonato +
de unién inespecifica) = (uCi en el fragmento superior/ uCi en ambos fragmentos) x 100. Se calculé entonces Ia
pureza radioquimica global de 9MTc-EC20 de la siguiente manera: pureza radioquimica = 100 - (A+B+C).

Como se muestra en la Fig. 2, el andlisis por HPLC de la formuIaC|on 9Q"‘Tc EC20 muestra cuatro componentes

radioquimicos, denominados picos A a D. Se confirmé que el pico A era *™Tc libre y este subproducto esta presente
de manera reproducible a < 2 %. El pico B, que era diferente del de 9mTe. -glucoheptonato (no se muestran los
datos), eluyd con un tiempo de retencion de 2,8 mln Este componente representd aproximadamente el 3 % de la
mezcla y se creia que resultaba de la quelacion de *™c en algun otro sitio de la molécula de EC20, ademas del
resto Dap-Asp-Cys esperado. Los picos C y D (tiempos de retencion de 4,8 minutos y 13,2 minutos,
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respectivamente), representan la mayoria de la actividad radioquimica formulada.
Ejemplo 5
Sintesis de Re-EC20

Se disolvieron cincuenta y dos mg (0,010 mmol) de EC20 y [ReOx(en)2]Cl (52 mg, 0,14 mmol) en 6 ml y 1 ml de
tampon fosfato purgado con argén (0,05 M, pH 5,8), respectivamente. Se combinaron las dos soluciones y se
calentaron bajo una atmosfera de argén en un bafio de agua en ebullicidon durante 2 horas. Se congel6 y se liofilizé
durante una noche la mezcla de reaccion. Se purificé el producto bruto mediante HPLC (columna Xterra RP18, 19 x
150 mm, NH4OAc 10 mM/CH3CN, caudal de 10 ml/mm; gradiente del 1 % al 8 %). Se recogieron las fracciones, se
liofilizaron y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Debido a la falta de instalaciones para espectros de masas para el analisis de materiales radiactivos, se analizo el
analogo de renio no radiactivo, Re-EC20. Tanto el renio como el tecnecio son metales del grupo VIIA que tienen una
similitud significativa en cuanto a las propiedades quimicas y fisicas. También forman complejos similares con
ligandos organicos. Este comportamiento quimico analogo, con frecuencia, se ha usado en el esclarecimiento de las
estructuras de nuevas clases de productos radiofarmacéuticos de tecnecio basados en analogos de renio no
radiactivos. De manera interesante, el analisis por HPLC de Re-EC20 también mostr6 dos picos principales que
eluyeron a 5 y 14,2 minutos, respectivamente, similares a los picos C y D para 9MTCc-EC20 (cromatograma no
mostrado). El andlisis de espectros de masas confirmé que estos dos componentes eran isémeros correspondientes
al complejo Re-EC20 (m/z = 945). De hecho, es probable que estas especies fueran diasteredmeros que poseian
una configuracion bien syn o anti del enlace de oxigeno del tecnecio en el anillo quelante Dap-Asp-Cys, como se
representa en la Fig. 3. Debido a que i) los dos picos del cromatograma de Re-EC20 representan complejos
isoméricos, y ii) existen informes sobre el |somer|smo similar en complejos de tecnecio, es probable que los
componentes C y D del radiocromatograma de *™Tc-EC20 también sean isomeros.

Ejemplo 6
Cultivo celular

Se cultivaron células de manera continua en forma de una monocapa usando medio RPMI libre de folato (FFRPMI)
que contenia suero de ternero fetal inactivado por calor (HIFCS) al 10 % a 37 °C en una atmdsfera de CO; al
5 %/humidificada con aire al 95 % sin antibioticos. El HIFCS contenia su complemento normal de folatos endégenos
que permitid que las células crecieran de manera sostenida en este medio mas fisioldgicamente apropiado. Todos
los experimentos celulares se realizaron usando FFRPMI que contenia HIFCS al 10 % (FFRPMI/HIFCS) como
medio de crecimiento, excepto cuando se indica lo contrario.

Ejemplo 7
Ensayo de afinidad relativa

Se determiné la afinidad relativa de diversos derivados de folato de acuerdo con el procedimiento descrito por
Westerhoff et al. (Mol. Pharm., 48:459-471 (1995)) con una ligera modificacién. En resumen, se ftripsinizaron
ligeramente células KB positivas en RF en tripsina al 0,25 %/PBS a temperatura ambiente durante 3 minutos, y se
diluyeron después en FFRPMI/HIFCS. Tras una centrifugacion de 800 x g durante 5 minutos y un lavado con PBS,
se suspendid el sedimento de células final en FFRPMI 1640 (sin suero). Se incubaron las células durante 15 min en
hielo con 100 nM de *H-acido félico en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de articulos de ensayo
que contenian folato. Se centrifugaron las células a 10.000 x g durante 5 min, se suspendieron los sedimentos de
células en tampon, se transfirieron a viales individuales que contenian 5 ml del coctel de centelleo vy, a continuacion,
se realizd el recuento para determinar la radiactividad. Los tubos de control negativo solo contenian el *H-acido félico
en FFRPMI (sin competidor). Los tubos de control positivo contenian una concentracion final de acido félico 1 mM, y
las CPM medidas en estas muestras (que representan la unién inespecifica del marcador) se restaron de todas las
muestras. En particular, las aflnldades relativas se definieron como la proporcién molar inversa del compuesto
requerido para desplazar el 50 % de ®H-acido folico unido a RF de KB, y la afinidad relativa del acido félico por el RF
se establecié en 1.

La capacidad de EC20 para competir de manera directa con el acido foélico para unirse a los RF de superficie celular
se midié usando este ensayo. Es importante destacar que un valor de afinidad relativa de 1,0 implica que el ligando
del articulo de ensayo tiene una afinidad por el RF igual al &cido foélico. Asi mismo, los valores inferiores a la unidad
reflejan una afinidad mas débil y los valores superiores a la unidad reflejan una afinidad mas fuerte.

Se incubaron células KB cultivadas con *H-acido félico 100 nM en presencia de concentraciones crecientes de acido
félico no radiactivo, EC20, renio-EC20 (isémero A; pico C), renio-EC20 (isdmero B; pico 0) o un producto
radiofarmacéutico a base de folato relacionado, DTPA-folato. Tras una incubacion durante 15 minutos a 4 °C, se
enjuagaron las células libres de material sin unir y se realizé el recuento para determinar la radiactividad asociada a
las células residuales. La cantidad de radiactividad unida se representé frente a la concentracion del ligando sin
marcar, y se estimaron los valores de Clsp (concentracion de ligando necesaria para bloquear el 50 % de unién del
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*H-acido folico). Como se muestra en la Fig. 4 y la Tabla 2 (que se presenta a continuacion), se determin que EC20
tenia una afinidad de 0,92 con respecto a la del acido félico por los RF humanos. Ambos isémeros de renio-EC20
mostraron valores de afinidad relativa que eran muy similares a, si no mejores que, la molécula de EC20 precursora
(1,42 y 1,37 para el isomero A e isomero B de Re-EC20, respectivamente). EI DTPA-folato, un agente
radiofarmacéutico de folato que quela a ''In, mostré una afinidad relativa de 0,87 por el receptor de folato. Por lo
tanto, la modificacién quimica de folato con diversos motivos quelantes de metal no alterd la afinidad intrinseca de la
vitamina por el RF.

Tabla 2. Estimaciones de la afinidad relativa. Las afinidades relativas (AR) se definieron como la proporcion molar
inversa de compuesto requerido para desplazar el 50 % del ®H-acido folico unido a células KB positivas en RF. La
afinidad relativa del acido félico se establecié en 1. Se evalud cada articulo de ensayo por triplicado.

Articulo de ensayo Clsg (nM) D.E. AR D.E.
Acido félico 118 +19 1,00

EC20 128 +25 0,92 10,23
Isdbmero 1 de EC20:Re 83 +16 1,42 +0,36
Isdbmero 2 de EC20:Re 86 3 1,37 0,23
DTPA-folato 136 +12 0,87 +0,16
Ejemplo 8

Captacion celular dependiente del tiempo

Se sembraron células KB en placas Falcon de 12 pocillos y se permitié la formacién de monocapas subconfluentes
durante una noche. Tras un enjuague con 1 ml de FFRPMI/HIFCS recién preparado, cada pocillo recibié 1 ml de
FFRPMI/HIFCS que contenia 99MTc-EC20 10 nM. Se incubaron las células durante tiempos predeterminados a 37 °C
y, a continuacion, se enjuagaron cuatro veces con 1 ml de PBS enfriado con hielo, pH 7,4. Se disolvieron las
monocapas de células en 0,5 ml de PBS, pH 7,4 que contenian dodecilsulfato de sodio al 1 % durante 15 min a
temperatura ambiente y luego se realizé el recuento para determinar la radiactividad usando un contador de rayos
gamma de Packard. Se cuantifico la proteina en cada muestra usando un kit de ensayo de proteinas DC de BioRad,
y los valores de proteina celular se convirtieron en numero de células usando el factor de conversion de 2,23 x 10°

mg de proteina por célula. Se expresaron los valores tabulados finales en términos de moléculas de EC20 por
célula.

Usando este protocolo, se midié la cinética de captacién de 99MTc-EC20 en células KB positivas en RF. Como se

muestra en la Fig. 5, se alcanz6 la captacion en estado estacionario en el plazo de dos horas a 37 °C, en el que
aproximadamente 3,2 millones de moléculas de EC20 estaban asociadas a células, mientras que la mitad de la
asociacion celular maxima se produjo 9 minutos después de mezclar 10 nM de este producto radiofarmacéutico con
las células. Lo interesante es que la mitad del punto de saturaciéon maximo se alcanzo en solo 37 segundos cuando
se incubaron las células con una concentracion 10 veces superior de ™ Tc-EC20 (100 nM; datos no mostrados).

Ejemplo 9
Captacion celular dependiente de la concentracion

Se sembraron células KB en placas Falcon de 12 pocillos y se permitié la formacién de monocapas subconfluentes
durante una noche. Tras un enjuague con 1 ml de FFRPMI/HIFCS fresco, cada pocillo recibi6 1 ml de
FFRPMI/HIFCS que contenia concentraciones crecientes de **™Tc-EC20. Se incubaron las células durante 2 horas a
37 °C y luego se enjuagaron cuatro veces con 1 ml de PBS enfriado con hielo, pH 7,4. Se disolvieron las monocapas
en 0,5 ml de PBS, pH 7,4 que contenian dodecilsulfato de sodio al 1 % durante 15 min a temperatura ambiente y, a
continuacion, se realizé el recuento para determinar la radiactividad usando un contador de rayos gamma de
Packard. Se determin6 el contenido de proteina como se ha descrito anteriormente, y se expresaron los valores
tabulados finales en términos de moléculas de EC20 por célula.
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Como se muestra en la Fig. 6, se descubrid que la captacion celular de 9MTc-EC20 dependia de la concentracion
extracelular. Se determind que las células KB usadas en particular se unian a un maximo de cuatro millones de
moléculas del producto radiofarmacéutico de folato por célula. El andlisis de Scatchard de los datos estimé que la Kp
de union era 3,2 nM, un valor comparable con la Kp observada para la unién de la vitamina folato con estas mismas
células.

Aunque no se estableci6 la identidad completa del componente del pico B, el analisis de absorciéon UV indico que
contenia un resto de folato (es decir, el espectro de absorcion contenia el pico de absorciéon secundario
caracteristico del folato a 363 nm). Se recogi6 este material radiomarcado purificado mediante HPLC (material del
pico B) y luego se afiadié a células KB cultivadas. Como se muestra en la Fig. 7, también se descubrié que la
captacion celular del componente del pico B marcado con 9MTe dependia de la concentracion extracelular. El
analisis de Scatchard de los datos estimé que la Kp de unién era 1,1 nM. Lo interesante es que la asociacion celular
del pico B se bloque6é completamente en presencia de acido folico en exceso, indicando que este subproducto de
formulaciéon minoritario también se puede dirigir a células positivas en RF con fines radiodiagnodsticos.

Ejemplo 10
Aclaramiento de la sangre

Se mantuvieron los animales usados para el presente estudio con una dieta libre de folato (Harlan N° TD-90261)
durante aproximadamente tres semanas antes de la administracion de la dosis. La aclimatacion a esta dieta especial
es esencial, porque las dietas para roedores habituales contienen grandes cantidades de acido félico (6 mg/kg de
comida) y promueven altos niveles de folato sérico en ratones. Ademas, estudios anteriores han demostrado que los
ratones sometidos a una dieta libre de folato durante 3 semanas mantuvieron un nivel de folato sérico seguro de 25
+ 7 nM, que es ligeramente superior a la concentracion de 9-14 nM medible en el suero humano.

Se preparo la solucion de 9MTc-EC20 el dia de su uso que contenia inicialmente 100 nug de EC20 por mililitro. Se

diluy6 adicionalmente la solucidon con soluciéon salina estéril para preparar las soluciones madre de trabajo. Se
estimé mediante CCF que la pureza radioquimica del producto era del ~94 %. Cada animal recibié una dosis de
50 pg/kg de EC20 (67 nmol/kg) en un volumen i.v. de aproximadamente 0,1 ml a través de la vena de la cola durante
una breve anestesia con éter dietilico. A los tiempos designados (véase la Fig. 8) posteriores a la inyeccion, se
sacrificd cada animal mediante asfixia con COg, y se extrajo inmediatamente sangre mediante puncién cardiaca.

Como se muestra en la Fig. 8, el *™T¢c-EC20 se elimind rapidamente de la circulacion en el raton Balb/c. Se estimo
qgue la semivida plasmatica de este producto radiofarmacéutico fue de ~4 minutos, y menos del 0,2 % de la dosis de

™Tc-EC20 inyectada permanecio en circulacion después de cuatro horas (suponiendo que la sangre representa el
5,5 % de la masa corporal total). Estos datos indican que los conjugados de folato se eliminan rapidamente de la
circulacion tras la administracion intravenosa, y que se pueden obtener datos de biodistribucién tisular valiosos
transcurridas solo unas cuantas horas de la inyeccion sin la preocupacion de que se produzca una captacion tisular
inespecifica debido a la radiactividad transmitida por la sangre.

Ejemplo 11

Estudios de distribucion tisular

Se evalud la capacidad de 9mTc-EC20 para dirigirse a tumores in vivo usando un modelo M109 positivo en RF.

Estas células tumorales son singénicas para el ratén Balb/c y forman de manera reproducible tumores sélidos
subcutaneos en el plazo de dos semanas tras la inoculacién. También se evaluaron en este bloensayo M Tc-EC14,
que es estructuralmente similar a ¥™c-EC20, a excepcion de que contiene un residuo de p-Glu adicional (es decir,
Pte-p-Glu-p-Glu-BDpr-Asp-Cys), 9mTc-EC28 (un control que no contiene pteroato que consiste en benzoil-D-Glu-n-
Glu-BDpr-Asp-Cys) y el producto radlofarmaceutlco de "In-DTPA-folato previamente publicado. Es importante
destacar que el agente de control *™Tc-EC28 no se unira a los RF de la superficie celular, porque carece de un
resto de anillo de pteridina esencial.

Se adquirieron ratones (raza Balb/c) de cuatro a cinco semanas de edad de Harlan Sprague Dawley, Inc.
(Indianapolis, IN) y se mantuvieron con una dieta libre de folato durante un total de tres semanas antes del
experimento. Se inocularon células tumorales M109 positivas en RF, singénicas (1 x 10° por animal) en el tejido
subcutaneo de la axila derecha dos semanas antes del experimento. Todos los ratones eran hembras, y los pesos
de los tumores eran de 54,2 + 29,8 mg el dia del experimento. Se preparé una solucién madre de M TCc-EC20 que

contenia 100 pg del agente por mililitro el dla de su uso, y tenla una pureza radioquimica era de > 96 %. También se
prepararon los dos agentes quelantes de *™Tc adicionales, *"Tc-EC14 y 9MTc-EC28, asi como ' 'In-DTPA-folato
hasta una pureza radioquimica > 90 %. Se diluyeron todas las soluciones bien solo con solucion salina o con una
solucion salina que contenia 100 equivalentes de acido fdlico (para competencia) de manera que la concentracion
del producto radiofarmacéutico final resulté ser de 10 pmol/ml.

Los animales recibieron una dosis i.v. de aproximadamente 40 umol/kg del articulo de ensayo en un volumen de
100 ul a través de una vena lateral de la cola durante una breve anestesia con éter dietilico. Cuatro horas después
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de la inyeccion, se sacrificaron los animales mediante asfixia con CO- y se diseccionaron. Se extirparon los tejidos
seleccionados, se pesaron y se realizd el recuento para determinar la distribucion de 9mTe. Se corrigieron los
valores de CPM por la degradacion y se tabularon los resultados como el % de dosis inyectada por gramo de peso
himedo de tejido.

Como se muestra en la Tabla 3 (que figura a continuacion), los tres productos radiofarmacéuticos que contenian
"folato”, ™ Tc-EC14, *™Tc-EC20 y ""In-DTPA-folato, se acumularon predominantemente en los rifiones y el tumor
positivo en RF; sin embargo, los rifiones concentraron un porcentaje superior de dosis inyectada por gramo de tejido
(% de Dl/g) que el tumor. Lo interesante es que la acumulacion neta del tumor de '"'In-DTPA-folato y **"Tc-EC20
fue casi la misma (19 y 17 % de DI/g, respectivamente), mientras que la captacion del tumor de *"Tc-EC14 fue algo
inferior al ~10 % de DIl/g. No obstante, los tres agentes mostraron altas proporciones de tumor con respecto a la
sangre (de >30a 1).
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Se demostré ademas la direccidn especifica hacia el folato medlante dos procedlmlentos distintos. En primer lugar,
se blogued de manera eficaz (> 94 %) la acumulacion de *™Tc-EC14, *™Tc-EC20 y ""'In-DTPA-folato en el tumor
positivo en RF y en los rifilones al administrar conjuntamente estos agentes con un exceso de 100 veces de acido
félico. En segundo lugar, el agente de control ®™T¢-EC28 no se acumulé de manera apreciable en los rifiones ni en
el tumor. Ambas observaciones muestran que se requiere un resto "de tipo folato" (o pteroato) intacto para
proporcionar la captacion dirigida y la retencion de estos agentes radiofarmacéuticos en los tejidos positivos en RF.

Ejemplo 12
Gammagrafia

Se inocularon células tumorales M109 (1 x 10° por animal) en el tejido subcutaneo de la axila derecha de ratones
Balb/c dos semanas antes del experimento. Los animales recibieron una dosis i.v. de aproximadamente 50 umol/kg
del articulo de ensayo en un volumen de 100 pl a través de una vena lateral de la cola durante una breve anestesia
con éter dietilico. Cuatro horas después de la inyeccion, se sacrificaron los animales mediante asfixia con CO; y se
colocaron después en la parte superior de una superficie de adquisicion de imagenes. Se realiz6 la adquisicion de
imagenes de todo el cuerpo durante 1 minuto y a una velocidad de recuento de 50-75.000 recuentos por minuto
usando una camara para rayos gamma radioisoétopos Sigma 410 Omega 500 de Technicare. Se analizaron todos los
datos usando un ordenador basado en MS-DOS de Medasys dotado del programa informatico Pinnacle de Medasys.

Usando este protocolo de gammagrafia, se demostré la captacion de mTc-EC20 por los tumores M109 positivos en

RF y los rifones. Como se muestra en la Fig. 9, una imagen ventral de un ratén al que se inyecté %M Tc-EC20 como
se ha descrito anteriormente localiza la radiacion gamma en los dos rifiones (K) y la masa tumoral M109 (T; zona del
hombro). No se observé ningun radiotrazador apremable en otros tejidos corporales. Se ha informado de un perfil de
imagen similar para el producto radiofarmacéutico ' 'In-DTPA-folato.

Ejemplo 13

Excrecion urinaria y metabolismo

Se obtuvo el perfil de especiacion por HPLC urinario de *™T¢-EC20 usando ratones Balb/c. Se inyecto a los ratones

(cada uno de ~20 g) 1 mCi (6,7 nmol) de *™Tc-EC20 a través de una vena lateral de la cola. Tras un periodo de
tiempo de 1, 4 o 6 horas, se sacrificaron grupos de dos ratones mediante asfixia con CO2 y se recogio la orina. Tras
la filtracién a través de un filtro Millex GV13, se evalud la especiacion radioquimica usando un sistema de HPLC
dotado de una columna C18, de 3,9 x 150 mm, Nova-Pak y un detector radioquimico. Se eluy6 isocraticamente el
sistema con metanol al 20 % que contenia TFA al 0,1 % a un caudal de 1 ml/minuto.

Se determind previamente que la via de eliminacién principal del "In- DTPA-foIato era a través de la orina. De

manera similar al perfil de HPLC mostrado en la Fig. 2, tanto el patrén de *™Tc-EC20 como las muestras de orina
presentaron cuatro picos radiactivos. Como se muestra en la Tabla 4 (que figura a contnnuamon) la pureza
radioquimica del patrén (suma de los picos C y D presumiblemente correspondientes a 9mTe- ECZO syn y anti)
permanecio constante al ~93 % durante las 6 horas que duré el presente experimento. La cantidad de *™Tc libre en
el patron (pico A) fue del ~2 %. Es importante destacar que se cree que el pico B de este perfil radioquimico es
EC20 quelado con ®™rc en una posicion menos estable, no convencional; sin embargo, no se incluyé la
radiactividad medida en esta fraccion en la estimacién de la pureza radioquimica global para 99MTc-EC20. Estos
datos indican, en conjunto, que la formulacién permanecié estable en solucién salina a largo de estas 6 horas de
investigacion.

Después de 1y 4 horas posteriores a la inyeccion en ratones Balc/C, el perfil de especiacion radioquimica de M Te-
EC20 en la orina del ratén permanecio invariable. Sin embargo, la radiactividad presente en la orina a las 6 horas de
la inyeccion fue demasiado baja para someterse a ensayo de manera precisa mediante HPLC. La proporciéon de
farmaco original entre las especies radiactivas recuperadas en la orina permanecio relativamente constante al
aproximadamente 90 % a lo largo de las cuatro horas durante las cuales se pudo cuantificar. Este valor es muy
similar a la pureza del 93 % del patrén que indica que el ¥™Tc-EC20 se excreta predominantemente en la orina en
una forma no modificada.
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Tabla 4. ExcreC|on y metabolismo de *™Tc-Ec20 de los ratones Balb/c. Se inyecto a los ratones 1 mCi

(6,7 nmol) de *™Tc-EC20 a través de una vena lateral de la cola. En los puntos temporales indicados, se sacrificaron
grupos de dos ratones y se extrajo la orina. A continuacion, se determiné la especiacion radioquimica mediante
HPLC. La suma de los picos C y D (isomeros syn y antl) en porcentaje de superficie se usa para calcular la pureza
global de *™Tc-Ec20 intacto.

Pico t.a. (min) Porcentaje de superficie
Patron de @™ Tc-EC20 Muestras de orina (dos ratones/punto
temporal)
Oh 1h 6 h 1h 4h

A (pertecnetato) 1,4 2 2,1 1.8 8,3 6,3 9,4 10,2

B (desconocido) 34 4,5 4,5 4.8 2,5 2,6 54 0
C (isémero 1) 55 15,5 15,7 15,9 20,4 18,1 7,3 111
D (isbmero 2) 18,5 78 77,7 77,5 68,8 73 77,9 78,7
SumadeCyD 93,5 93,4 93,4 89,2 91,1 85,2 89,8

Ejemplo 14
Union de proteina sérica

Se usaron suero de rata recién preparado y suero comercial de ser humano varén (donantes de tipo AB, Sigma
Chemical Co.) para evaluar la union in vitro de 9™ Tc-EC20 con proteinas séricas. Un minuto después de mezclar el
%MT¢.EC20 con 1 ml de suero a temperatura ambiente, se transfirieron 0,3 ml de la solucién de suero a un
dispositivo de ultrafiltracion limpio Centrifree® de Amicon (30.000 NMWL) por triplicado. Durante un minuto de carga
de la centrifugadora con la solucion de suero, se centrifugé el dispositivo a 1.000 x g durante 20 minutos a 20 °C. Se
transfirieron 50 pl de muestras de la solucién original, y del filtrado de cada dispositivo, a un tubo limpio y se realizd
el recuento en un contador gamma automatico. Se ultrafiltré una solucién de control de *™Tc-EC20 mezclada con
1 ml de solucién salina normal de una manera idéntica. Se calculd el porcentaje de ®™Tc libre para cada una de las
tres muestras.

Aunque el 99MTc-EC20 solo present6 un nivel menor de unién inespecifica con el dispositivo de ultrafiltracion ( ~50),

se descubrié que aproximadamente el 70 % del mismo se asocié predominantemente con la fraccion de proteina
sérica de > 30 kDa en soluciones suero de rata o humano (69 % y 72 %, respectivamente). Es importante destacar
que, como el 99mTC-EC20 se acumula eficaz y preferentemente dentro de los tejidos positivos en RF (véase la Tabla
2 y la Fig. 8), su evidente afinidad por las proteinas séricas no parece afectar a la capacidad de este radiotrazador
para dirigirse a los RF in vivo.

Ejemplo 15
Estudios de distribucion tisular

Los protocolos usados en el presente ejemplo son similares a los descritos en el Ejemplo 11. Se evalu6é ademas la
capacidad de ¥mTc-EC20 para dirigirse a tumores in vivo usando un modelo M109 positivo en RF y un modelo de
tumor 4T1 negativo en RF. Se adquirieron ratones Balb/c hembra de seis semanas de edad (n = 3/grupo de dosis)
de Harlan Sprague Dawley, Inc. (Indianapolis, IN) y se mantuvieron con una dieta libre de folato (Harlan TEKLAD)
durante un total de siete dias antes de la inoculacion de las células tumorales.

Se inocularon células tumorales M109 positivas en RF, singénicas (2 x 10° Py por animal) o células 4T1 negativas en
RF (5 x 10° Py por animal) subcutaneamente en 100 ul de RPMI-1640 libre de folato que contenia suero murino
singénico. Se preparé una solucion madre de M Tc-EC20 que contenia 100 ug de agente por mililitro el dia que se
us6 como se ha descrito anteriormente.

Dieciséis dias después de la inoculacién de las células tumorales, se inyectaron a los animales por via intravenosa
500 o 1.800 nmol/kg de EC20 para los animales portadores de tumores M109 y 500 nmol/kg de EC20 para los
animales portadores de tumores 4T1 (3 ratones por grupo de dosis). Todas las inyecciones fueron en volimenes de
100 pl. Cuatro horas después de la inyeccion, se sacrificaron los animales por asfixia con CO3, se extrajo la sangre
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por puncion cardiaca y se diseccionaron los animales. Se extirparon los tejidos seleccionados (corazén, pulmones,
higado, bazo, rifiones, intestinos, estdmago, musculares y tumorales), se pesaron y se realizé el recuento en un
contador gamma automatico para determinar la distribucion de *°™Tc. La captacion del producto radiofarmacéutico
en términos de porcentaje de dosis inyectada de peso humedo de tejido (% Dl/g) se calculd por referencia a
patrones preparados a partir de diluciones de la preparacion inyectada.

Como se muestra en la Fig. 11, se demostro la direccion especifica al receptor de folato, porque el 9MTc-EC20 se
acumulé predominantemente en los tumores M109 positivos en RF y en los rifiones, y no en los tumores 4T1
negativos en RF. La captacion en los tumores 4T1 negativos en RF fue 7,6 veces inferior que en los tumores M109
positivos en RF. La captacion de 9MTc-EC20 en los tejidos normales, a excepcion, como era de esperar, del rifidn,
fue baja. Estos resultados muestran que la direccion de 9MTC-EC20 es especifica de los RF.

Ejemplo 16
Estudios de distribucion tisular

Los grotocolos usados en el presente ejemplo son similares a los descritos en el Ejemplo 11. Se evalué la capacidad
de ®™Tc-EC11 (péptido A1), *"Tc-EC13 (péptido As) y P™Tc-EC14 (péptido Az) para dirigirse a tumores in vivo
usando un modelo de tumor KB positivo en RF. Se mantuvieron ratones atimicos macho de cuatro semanas de edad
(n = 4/grupo) a una dieta libre de folato durante un total de diez dias antes de la inoculacién de las células tumorales.

Se inocularon células tumorales KB positivas en RF (0,25 x 10° por animal) subcutaneamente en la region
intracapsular. Catorce dias después de la inoculaciéon de las células tumorales, se inyectaron a los animales (n =
4/grupo) por via intravenosa *™Tc-EC11, ®™Tc-EC13 y *™Tc-EC14 a las dosis (aproximadamente 12 Jgrkg) de los
conjugados mostrados en la Tabla 5 que figura a continuacion. Las soluciones madre de 9mre-EC11, ¥ Tc-EC13 y
¥MTc-EC14 se prepararon el dia de su uso como se ha descrito anteriormente. Se administré conjuntamente un
exceso de aproximadamente 20 veces de folato libre (unos 200 pg/kg) a los animales de control (n = 4/grupo).
Cuatro horas después de la inyeccion, se sacrificaron los animales por asfixia con CO», se extrajo la sangre por
puncion cardiaca y se diseccionaron los animales. Se extirparon los tejidos seleccionados, se pesaron y se realizo el
recuento en un contador gamma automatico para determinar la distribucion de e captacién del producto
radiofarmacéutico en términos de porcentaje de dosis inyectada de peso humedo de tejido (% DI/g) se calculd por
referencia a patrones preparados a partir de diluciones de la preparacion inyectada.

Como se muestra en la Tabla 5, se demostré la direccidn especifica al receptor de folato porque 9MTe-EC11, P Te-
EC13 y 9MTc-EC14 se acumularon predominantemente en los tumores KB positivos en RF y en los rifiones. La
acumulacién fue bloqueada por la administracién de acido félico libre. Estos resultados muestran que M TC-EC11,
9mTc-EC13 y ¥MTC-EC14 se pueden dirigir a tumores in vivo de manera especifica de los RF.

Se obtuvieron resultados similares (véase la Tabla 6 que figura mas adelante) con M Tc-EC53 (el enantiémero D

completo de EC20) usando protocolos similares, a excepcion de que la dosis de 9MTc-EC53 fue de
aproximadamente 50 ng, y que se us6 un exceso 100 superior de folato libre 0 EC53 frio. Como se muestra en la
Tabla 6, se demostréo la direccion especifica del receptor de folato, porque el 9MTc-EC53 se acumula
predominantemente en los tumores KB positivos en RF y en los rifiones. La acumulacion fue bloqueada por la
administracion de acido folico libre. Estos resultados muestran que ¥mTC-EC53 se puede dirigir a tumores in vivo de
manera especifica del RF.

TABLA S

Porcentaje de dosis de > "' Tc inyectada por gramo (Masa hiimeda de tejido)

Péptido Ai-Folato | Péptido Az-Folato Péptido As-Folato

(EC 11) (EC14) (EC13) HYNIC-Folato
(0112 £] 0125« | 0160+ | 0171+ | 0213+ | 0,0773% | 0179« | 0,150 %
Masa wumoral (9): | " 557 | 0032 | 0,037 0,044 0,067 0,041 0,060 0,068
Masa del animal (g): | 33 27,14 16|27.6£06( 27,3427 | 30,0413 | 27,5414 [ 27514 | 20,020
Cantidad de 4M 4M 4M 4M 4M 4M 4M 4M

animales y género:

Dosis de conjugado | 11,9+ | 13,04 £ 12,87 = 13,03 +
o tolats (ko 0% 0t [12604) THE T117s09| 0L |158+0,03[146+008
Dosis de acido folico 1951 +
dihidratado t 0 17.9 0 192,6 0 1917+ 0 169,6 + 9.4
) 229 15,5
(elko) 0,41 0 0 0 0,36 + 0,02
+ +
A1+ . .\ 36 £0,
(umolikg): 0 0 0,40 + 0,05 0,40 + 0,03
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(Continuacion)

Porcentaje de dosis de

g9m

Tc inyectada por gramo (Masa himeda de tejido)

Péptido A;-Folato

Péptido A,-Folato

Péptido As-Folato

(EC 11) (EC14) (EC13) HYNIC-Folato
. 0,21 + 0,25 +
Sangre: 0.01 0.01 0,19 + 0,02|0,12 + 0,02|0,25 + 0,03|0,16 + 0,02(0,31 £ 0,06 (0,25 + 0,01
Corazén: 25+03 063§3i 30+05 [0,24+0,01| 1,601 |0,2040,03| 34+03 |0.28+0,02
Pulmones: 1,2+0,2 063331 1,6+0,3 |{0,24 +0,02| 1,1+0,1 |0,23+0,02| 1,2+0,2 (0,29 £0,03
p . . 0,66 + 35+ 0,65+ 39+ 0,62 +
Higado y vesicula: |54+1,4/16+£0,1|45+£1,0 0.07 07 0.04 0.9 0,02
Bazo: 0,38 + 0,23 + 0,41 ¢ 0,15 0,39 0,15 0,39 0,17
’ 0,03 0,01 0,06 0,01 0,06 0,02 0,12 0,02
RifiGN (Uno): 678+ | 555+ 44,2 + 20,6 £ 54,5 291+ 41,2 + 38,4
) 6,9 2,3 6,4 2,4 2,4 2,2 8,4 2,6
Estomago
. . ’ 0,50 £ 25+ 3,7+ 1,5+ 1,2+
|ntest|n_os.y 1,4+01/1,1+£03|1,4+0,1 0.10 0.2 07 0.2 1.0
contenido:
, . 0,38 + 0,26 + 1,7 + 0,21 + 2,2 + 0,36 +
Musculo: 1,8+0,1 0.06 24+04 0.02 0.2 0.03 03 0.06
. 2,95+ 1,47 + 1,67 + 4,64 + 2,31+
Tumor: 0.57 0.24 5,57 +0,76| 2,0+0,5 |5,46+0,45 0.24 0,67 0.27
. 13,7 £ 10,2 15,1 ¢ 9,1+
Tumor/Sangre: 21 59+09(29,3+52|17,0+45|225+1,4 15 21 1.0
. . 0,57 + 0,94 + 1,6 2,6+ 1,3+ 3,7+
Tumor/Higado: 0.14 0,09 1,3+0,3 | 3,0+x0,6 0.2 03 03 05
o 0,043 +| 0,027 + 0,13 + 0,10 + 0,10 + 0,058 + 0,069 +
Tumor/Rifion: 0,005 | 0,005 | 0,03 0,01 0,01 0,010 |911£0.011 5003
, . 39+ 3,3+ 8,2+ 2,1+ 6,5+
Tumor/Musculo: 1,6+0,3 0.08 24+06 | 7,717 03 2.0 0.4 13

Los valores mostrados representan la media * la desviacion tipica. Se supuso que la sangre representaba el 5,5 %
de la masa corporal total.
Las proporciones de tumor/tejido de fondo se basaron en los correspondientes datos de % de dosis inyectada por

gramo.
t Dosis de acido félico inyectada junto con la dosis de conjugado de 99mTc-Folato.
n=3
TABLA 6
gom L A
Om T EC53 Tc-EC§3 mas acido 9Mr. ECE3 mas EC53
folico
Media D.E. Media D.E. Media D.E.
Dosis del articulo de ensayo 50,0 50,0 50,0
(ug/kg)
(nmol/kg) 67,0 67,0 67,0
Competidor coadministrado 6700,0 6700,0
(nmol/kg)
Masa tumoral (g) 0,2 0,17 0,20 0,14 0,19 0,15
Animales 3H 3H 3H
Sangre 0,38 0,03 0,244 0,028 0,24 0,06
Corazoén 1,09 0,28 0,15 0,03 0,19 0,03
Pulmén 0,89 0,30 0,23 0,04 0,26 0,07
Higado 3,86 0,96 4,49 1,15 3,77 0,48
Intestino 3,53 0,86 4,33 3,67 3,96 1,86
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(Continuacion)

®MTe-EC53 TTe-EC53 mas acido | smre pons mas EC53
folico
Rifién 77,99 6,19 10,12 6,91 7,97 1,52
Musculo 0,76 0,31 0,11 0,04 0,12 0,06
Bazo 0,67 0,22 0,27 0,06 0,41 0,11
Estomago 1,04 0,36 0,30 0,15 0,18 0,01
Tumor 11,77 4,26 0,53 0,11 1,88 1,56
Tumor/Sangre 31,4 13,7 2,2 0,6 4,5 4.8
Tumor/Higado 3.4 2,2 0,1 0,0 0,3 0,4
Tumor/Musculo 17,1 7,0 5,2 1,4 8,5 8,0
Tumor/Rifién 0,2 0,07 0,07 0,05 0,14 0,16

DISCUSION

La invencién proporciona un procedimiento que incluye un conjugado de un folato y un quelante de radionuclido para
el desarrollo clinico como agente de formacién de imagenes. Los ejemplos de dicho agente de formacion de
imagenes es el quelante de radionuclido a base de folato recientemente disefiado, sintetizado y caracterizado
radloqwmlcamente ™ Tc-EC20.

¥mT¢c-EC20, un derivado peptidico de bajo peso molecular de folato que contiene un enlace peptidico p-y-Glu (véase

la Fig. 1), se sintetiz6 usando un procedimiento sintético eficaz en fase solida. En su forma natural, el folato (o
pteroil-glutamato) tiene un solo residuo de glutamilo presente en una configuracion L. Sin embargo, se incorpord un
residuo de enantiomero p-Glu en la molécula de EC20. Es importante destacar que, al igual que en EC20, la
sustitucion del residuo de -Glu en el acido fdlico con un residuo de p-Glu no modifica la capacidad del acido folico
para unirse al RF de alta afinidad.

Se descubrié que EC20 quela eficazmente %™T¢ cuando esta en presencia de o-D- glucoheptonato y cloruro de

estafio (II). Cuando se analizé6 mediante HPLC radioquimica, > 95 % de la formulacion de ®™Tc-EC20 resultante
consistia en una mezcla de estereoisdmeros syn y anti, cada uno igualmente capaz de unirse a RF con alta afinidad
(véase la Fig. 3). Aproximadamente el 3 % del *"Tc de la formulacion estaba quelado a EC20 en algun otro sitio de
la molécula de EC20 diferente del resto de Dap-Asp-Cys esperado. Aunque este componente no se aisldé en
cantidad suficiente para realizar una caracterizacion 6ptima, se demostré que se une a RF con alta afnldad (véase
la Fig. 6). Finalmente, el 2 % restante de la radiactividad de la formulacién de *™Tc-EC20 se atribuy6 al *™Tc libre.

9mTe- EC20 demostré una asociacion dependiente tanto del tiempo como de la concentracién con células positivas

en RF. ®™Tc-EC20 se aclaro rapldamente de la sangre (T12 ~4 min), lo cual es importante para los agentes de
formacion de imagenes de diagnéstico, y "™Tc-EC20 se acumuld preferentemente en grandes cantidades dentro de
los tumores positivos en RF.

El rendimiento de *™T¢c-EC20 se comparo directamente con el de un agente de direccion a RF similar, "n-DTPA-

folato, usando dos procedimientos diferentes. En primer lugar, se descubri6 que ambos productos
radiofarmacéuticos a base de folato compiten por igual con el acido félico para unirse a los RF de KB (véase la Fig. 3
y la Tabla 1). En segundo lugar, la biodistribucion de cada agente en ratones portadores del tumor fue casi idéntica
(véase la Tabla 2). Se midieron la alta captacion de los tumores y las altas proporciones de tumor con respecto a la
sangre para ™Tc-EC20. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que al igual que el """In-DTPA-folato, el
%MTc-EC20 se localizara eficazmente en los tumores positivos en RF cuando se administra clinicamente a los
pacientes.

Son varios los conjugados de ¥ Tc a base de folato ya descritos. Hay datos de biodistribucion limitada disponibles
sobre un conjugado de ®™Tc-12-amino-3,3,9,9-tetrametil-5-oxa-4,8,diaza-2,10-dodecanodiona-dioxima (OXA)-folato;
sin embargo, se ha informado sobre niveles moderados (~7 % DI/g) de captacién de trazador en un tumor KB.
También se han publicado estudios que incluyen la biodistribucion de un conjugado de ®™Tc-etilendicisteina-folato
en ratas portadoras de tumores de mama. Las ratas de aquel estudio se alimentaron con una dieta rica en folato. De
este modo, se obtuvieron una baja captacién tumoral y bajas proporcmnes de tumor con respecto a la sangre. Por
ultimo, se observé la acumulacion de un derivado de ™ ¢-6-hidrazinonicotinamido-hidrazido (HYNIC)-folato
(HYNIC-folato) en grandes cantidades dentro de tumores 24JK-FBP. Curiosamente, el %¥mTc-EC20 se acumuld
dentro de tumores M109 a niveles casi idénticos a los de HYNIC-folato en tumores 241K-FBP (~17 % de Dl/g) (Tabla
2). Estos dos agentes también presentaron unas proporciones de tumor con respecto a la sangre de 50:1 a las 4

28



10

15

20

25

ES 2472423 T3

horas de la inyeccién intravenosa.

En resumen, se cred un nuevo derivado de péptido de folato para quelar eficazmente 9MT¢. Este nuevo compuesto,

el ™ Tc-EC20, se une con avidez a las células tumorales positivas en RF in vitro e in vivo. Se descubrié que EC20
se une a células tumorales positivas en el receptor de folato (RF) cultivadas de una manera dependiente tanto del
tiempo como de la concentracion con muy alta afinidad (KD ~3 nM). Usando un ensayo de afinidad relativa in vitro,
también se descubrié que EC20 compite eficazmente con *H-acido félico por la unién celular cuando se presenta
bien solo o en forma de un quelato de metal formulado. Tras la inyecciéon intravenosa en ratones Balb/c, el 9mTe-
EC20 se retir6 rapidamente de la circulacion (t12 en plasma ~4 min) y se excretd en la orina en forma no
metabolizada. Los datos de gammografia y los estudios cuantitativos de biodistribucién realizados en los ratones
Balb/c portadores de tumores M109 confirmaron que 9MTC-EC20 se acumula predominantemente en los tejidos
tumorales positivos en RF y renales. Estos resultados muestran que *™Tc-EC20 es un agente de formacion de
imagenes de radiodiagndstico eficaz y no invasivo para la deteccion de tumores positivos en RF. Otros agentes de
formacion de imagenes relacionados con EC20 también demostraron ser eficaces, incluyendo EC11, EC13, EC14 y
EC53.

Cada afio, en Estados Unidos, a ~26.000 mujeres se les diagnostica cancer de ovario, y menos del 50 % de las
mujeres sobrevive mas de cinco afios. Una de las razones de la baja tasa de supervivencia es la dificultad de
diagnosticar este tipo de cancer. Debido al temor de romper una masa abdominal no identificada y al potencial de
propagacion del cancer a lo largo de la cavidad abdominal, no se suele realizar la biopsia con aguja fina. En su
lugar, el diagnéstico y la estadificacion de las masas ovaricas sospechosas normalmente se realizan a través de una
laparotomia quirargica, que es un procedimiento invasivo y costoso. Como el ™ Tc-EC20 se une estrechamente con
el RF presente en grandes cantidades en los canceres de ovario (entre otros), este producto radiofarmacéutico
proporciona un procedimiento barato y no invasivo, pero fiable para el diagnéstico precoz del cancer de ovario
maligno. Es importante destacar que el 99MTc-EC20 también puede ayudar a guiar el procedimiento de toma de
decisiones clinicas, haciendo posible un diagndstico mas definitivo y mas precoz de la enfermedad recurrente o
residual.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de formacién de imagenes de una poblacion de células tumorales en un animal que comprende
la administracion de una cantidad eficaz de un compuesto de férmula:

COH
0
“COgH
com | oihu-l HNj.
N
/'\/\n’ NHy Hs
0

es
HN =
Hgm)jji N’J/\tI

quelado a un cation de un radionuclido.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que las células tumorales son células tumorales
positivas en el receptor de folato.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que las células tumorales son seleccionadas del
grupo que consiste en células de carcinoma, células de carcinoma nasofaringeo, células de sarcoma, células de
linfoma, células de linfoma de Burkitt, células de la enfermedad de Hodgekin, células de melanoma, células de
mesotelioma y células de mieloma.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que las células tumorales son seleccionadas del
grupo que consiste en células de cancer oral, células de cancer nasofaringeo, células de cancer de tiroides, células
de cancer endocrino, células de cancer de piel, células de cancer gastrico, células de cancer de esofago, células de
céncer de laringe, células de cancer de garganta, células de cancer de pancreas, células de cancer de colon, células
de cancer de vejiga, células de cancer de hueso, células de cancer de ovario, células de cancer de cuello uterino,
células de cancer de utero, células de cancer de mama, células de cancer de testiculo, células de cancer de
préstata, células de cancer rectal, células de cancer renal, células de cancer hepatico, células de cancer pulmonar y
células de cancer cerebral.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el radionuclido es un
radioisotopo de galio, indio, cobre, tecnecio y renio.

6. El é)rocedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en el que el radionuclido es seleccionado de entre 9mre,
111In, 4Cu, 67Cu, 5Ga y %Ga.

99m-|-

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el radionuclido es C.
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2,280 1 12,0051 6,59
30347 B3R 153
40381 Rzig] ©
4,2721 8428
48447 34111
4,899 1 47.464

_ EB131 1Re5] 9,37

8668 E530.234 93,6

RUESTRE PURIFICADA BE TRIFLUGROACETIL -
PERTENE 43

PRUCEBIBIEHTO BE AHALISIS: MP&
ISOCRATICO
Aalgd S TFA o 8.1 % e HAD

Bab 14 %: TF& al 8,1 % e CHiCH

;-;ng;lisistﬁlt‘l:fﬁsgur'.&sz 3 3 ARSI S S M W

200 400 600 2,00 1000 1200 1400 18,00 1800 2000 2200
MINUTOS

FIG. 15
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FASE MOVIL: A = TFA al 0,1 *: en H:0

B = TFA al ¢,1 % en CH,CH
COLUMHA: C13 SIMETRICA (4,6 X 150 mmy). INVECCION: 2¢ ul
GRADIENTE: B al 0 %-E al 100 %, 30 MIll. CAUDAL: '1 mlimin
CROMATOGRAMA A 280 im
REALIZADO POR LE-CUN XU, Ph. D. ENDOCYTE, INC.

HOMERE DE LA MUESTRA A5 (MUESTRA ANTIGUA) TIPO DE LA MUESTRA DESCONOCIDO

ViAL 1 FECHA ADQUIRIDA
INYECCION 1 CONF. PROCED. ADQ B al 60 *-B30MINIMLMIN
VOLUMEN DE INYECCION 20,00 al 100 %
CAHAL 896 PROCED. DE PROCESAM, PROCES. CL POR DEFECTO
TIEMPO DE EJECUCION 20,0 MINUTOS FECHA PROCESADA
CROMATOGRAMA DE ESCALADO AUTOMATICO
0,40 - ) —10,060
0,354 RESULTADOS
DE LOS PICOS
0303
T.A. 0%
0,25 ) 9165 1,39
21 9810 267
0,2 ] v i 7
AU ™ 3110060 93,10
0,15 | 10,338] 2,84
0,10 -
9,510
0,05~ 9,165 [[fo,338
000 |,"|l:| x
“rrr 1 T T T
2,00 400 600 ggo 10,00 1200 1400 16,00 18,00 20,00
MINUTOS

HOMERE DE LA MUESTRA AS (MUESTRA REPURIFICADA) TIPO DE LA MUESTRA DESCOHOCIDG

VIAL 1 FECHA ADQUIRIDA
INYECCION o CONF. PROCED. ADQ B al 60 %-B30MIN1MLMIN
VOLUMEN DE INVECCION 20,00 al 100 %
CANAL 996 PROCED. DE PROCESAM. PROCES. CL POR DEFECTO
TIEMPO DE EJECUCION 30,0 MINUTOS FECHA PROCESADA
CROMATOGRAMA DE ESCALADO AUTOMATICO
] — 10,070
1,20
RESULTADOS
1,00 = DE LOS PICOS
- T.A. % AREA
0.30 3 X2 RE
] AT10,010] 97,88
All 0.60
1
0,40
0,20
9,829
0,00 by

8

A S e S -

M — PE—
200 400 o0 300 1000 12,00 1400 1600 15,00 20,00

MIHUTOS

FIG, 18
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HOMEBRE DEL PROYECTO: EC20
HOMBRE DE LA MUESTRA:
VOLUMEHN DE IHY ECCION:

FECHA ADQUIRIDA:

CONF. DE PROCEDIM. ADo:
PROCEDMMIENTO DE PROCESAM.:

Pte-BDap-Asp-Cys FRACCION N* 2
20,00 ul

g B20M al 1 % en B1 al 20 % _Smlimin ¥ Eq
15

FECHA ACTUAL FECHA PROCESADA:

CAUDAL: 1,5 mlimin 19,433
02 2 ’ A: TFA al 9,1 % en H:0
J B: TFA al 0,1 % en CH,CH
0,11 MADUIHA: HPLC?
COLUMHA: XTERRA RP 18
0,10 3,9 x 150 mm
] PROCEDIMIENTO INSTRUM.: g B20M al 1 % en B1 al 20 % &
0,09 - milinin ¥ Eq
0.03 3 COMANDOS
’ USUARIC MODIFICADO SISTEMA
BLOGU EADO HO
0,07 4 ID PROCEDIMIEHT O 1728
Al : VERSIOH PROCEDIMIENTO1
0,06 USUARID FIHAL
o 1}5-: TABLA DE GRADIENTES W 600
] mewro FLwo [ 87 | ShB | %L | %D [curvs)
0,04 4,50 | 0.0 0,0 [29,0] 1.0
: 2[20.00] 1,50 | o0 | 0,0 [300] 200} §
0,03 3 3 [60.00] 1,10 [ 0.0 [00 [ 00 [100.0] &
0,02
0,01 M
i (
0,00 A

T T T I T T T T T T 1 i
2,00 400 600 300 4000 1200 41400 16,00 18,00 2000 22,00 24,00 26,00

MINUTOS

RESULTADOS DE LOS PICOS
HOMERE

=% SUP.
1.37

ELTURL
1.436

TA
19,433

SUPERF.
96.094

FIG. 20
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HOMBRE DEL PROYECTO: EC20

HOMBRE DE LA MUESTRA: EC53 TRAS LIOFILIZACION

FECHA ADQUIRIDA:

CONF. DE PROCEDIM. ADG: g B20M al 1 % en B1 al 20 % _5 mlinin ¥ Eq

VOLUMEN DE INYECCION: 20,00 ul

0524 WVIAL: 15 15.79%
0,50 MAQUINA: HPLCA
045 COLUMHA: XTERRA C18& 5 um
T 3,9 x 150 mm
0,46 T933615 01
0444  A: TFA al 0,1 % enH:0
042 B:i TFAal 0,1 % en CH:CH
LONGITUD DE ONDA = 280 nm
0,40
0,334 PROCEDIMIENTO INSTRUM.: g B20M al 1 % en B1 al 20 %
4 . _% miimn Y Eq
0,364 .
0345 COMENTARIOS
0,324 USUARIO MODIFICADM  SISTEMA
0.30] BLOQUEADO HO
’ ID PROCEDIMIENT O 1982
028 VERSION PROCEDIMIENT O 6
0,264  USUARIO FINAL
0,24 4
0,22
0,20 TABLA DE GRADIEHTES W 600
0,18 - TIEMPC | FLUJC E‘T%ﬂ 'ﬁc %ﬂ CURWA
0164 |1 1,50 lng.o0{20 | 0,0 | 0.0
0144 |7 120,00] 1.50 180,00 20.0] 0.0 | 0,0 8
0,12 7 3| 21,00 1,50 [98,000 2,0 [ 0,0 | 0.0 [}
0,40 431,00 L LU
A0 L0] 110 peool 20 Joo [ 00| |
0,08
0,06 .
0,044
0,025
0,00
0,024
lrlill:‘lll|!l1|rll lIl;If'I|||.r|||||l [lr'l‘ll]'_l_l
200 400 00 500 10,00 12,00 1400 16,00 185,00 zﬁ,nn 22,00 24,00
MINUTOS
RESULTADOS DE LOS PICOS
HOMERE T.2 SUFERF ALTURA % SUR
i 13,402 | 96094 | 7434] 1.37
2 15,325 | 131550] 9546] 1,88
3 15,795 | 5974085 (505936 8546
4 16,360 390997 26982] 559
5 16,377 | 320515 2169411
61 [aw| 79995 JM0[ v.oe

FIG, 21
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TIEMPO LOG DE ESTADC W 1: 0,01

FUENTE DE AP e cio: i
- j .
CORRIEETEDEL A EHE,E,T{H?,M e OK PRESION DEL INDICADOR IOHICO: si
oK TERMOPAR DE VAPORIZADGR: o ESTADO DEL INDICADOR IDNICO: ENCENDIDO
TEMP. DE VAPORIZADOR 0y -0.00 INDICAD OR 10NICO {x10e-5 TORR): 1,52
CAUDAL DE GAS DEL PROTECTOR: 58,98 OK PRESION DE CONVECCION: sl
CAUDAL DE 6AS AUX.. 347 INDICADOR DE CONVECCION (TOR): 0,84
0K RTD CAPILAR: si
TURBO-B OMBA
. 3
T o Ve owd)  ESTADO: EH FUNCIOHAMIENTO
. {°Ck: . 224, VIDA (HORAS): 16359,00
SUMINISTRO DE § kV EH EL LIVITE: HO VEL OCIDAD (RPM): 000,00
. .
POTENCIA {VATIOS): 39,20
TEMPERATURA (°C}: 40,00
OPTICA IOHICA
LT: 0,00-0,45
i
#5- 0000000000
%0- 0000000
8 poomos 0
7 (090108550
80~ 1
75+
74
ABUNDANCIA g |
RELATIVA
£0-.
554
5=
45+
404
354
30+
25..
204
154
14
0
u L I LE 13 T J T T I
0,0 0,1 0,3 04
TIEMPO (MIl) FI G | 22 A
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00000000200000000000000/T104_000901095301°1-18 TR: 0,03-0,48:PR: 18:NL: 5,25E8
T: +¢ ms (50,00-1800,00) ~

100+
954
90
85
80
75
70
N i

353
30
454 _
40

351 H?34,4
30
754 7344
204
15+
104
53
0

740,2

ﬂmmmmmmnm_mmﬁaul'l-mm: 0,03-0,48; PR: 18; NL: 5.25E8
T:+cms 5[!,[!0-1300,94[:;}

1005 2
554
e
853
£0-

ABUNDANCIA 07
RELATIVA 557
50

47,2

k 1250,6
155 91,5 "1399,4

400 00 800 1000 1200 1400 1400 1000

B FIG, 228
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TIEMPO LOG DE ESTADO H° 1: 0,03
FUENTE DE API

VOLTAJE DE LA FUENTE {kV}): 4,52
CORRIENTE DE LA FUEHTE {(uA): 19,48
OK TERMOPAR DE VAPORIZADOR: HO
TEMP. DE VAPORIZADOR {*C}): -0, 00

CAUDAL DE GAS DEL PROTECTOR: 58,93
CAUDAL DE GAS AWRX.: 1,06
OK RTD CAPILAR: sl
VOLTAJE CAPILAR {\): 1,10
TEMP. CAPILAR {*C}: . 225,60
SUMINISTRO DE & KV EH EL LMITE: HO

OPTICA IONICA

LT: 0,00-0,41
100-,
95+
-
b5
&0~
154
704
e
404
55+
£0-
45
40-
35+
30-
25-
20-
154
10+
5

L

ABUHDANCIA
RELATIVA

VACIO _
0K VACIO: si
0K PRESION DEL INDICADOR 10HICO: si

ESTADO DEL INDICADOR IGHICO:  ENCENDIDO
INDICAD OR 1 OHICO {(x10e-5 TORR) 1,52
OK PRESIOHN DE CONVECCION: sl
INMCAD OR DE CONVECCIOHN (TOR): 0,84

TURBO-BOMBA
ESTADO:

VIDA (HORAS):
VELOCIDAD (RPM}:
POTEHCIA (VATIOS):
TEMPERATURA {°C):

EN FUNCIOHAMIENTO
16359,00

60000,00

39,20

40,00

0,28

uI|1fIII|Ill|ITl|JlI[FIl|III|III|I

000 005 0,10 0,15 0,20 025 030 035 040

TIEMPO (MIH)

FIG. 23A
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(000000C00000000000000STI04 000901095338°1-18 TR: 0.02-0.41; PR: 18: NL: 1.73E5
T: +c ms (50,00-1800,00) ~

100 810,4

95
2 Te6,3 7883

as
a0
75
70

ABUHDAHCIA 7444

RELATIVA 65
80
55
50
45
;E w4l 8044l 1, 3263
20 ?ﬁa,;\ 188,8 i
Brasa m}?ﬂ,. 789, prad
W3 \12638 / 859\ 0o; | B21.4  sazaf 8661
]5 Fa0.88 .0 73,004 i ’ i
"3l it
o Ma il il Hh-u&ﬂ”

720 m 70 rau 800 20 80 a0 VZ

0000000000000000000000QIT 104, 000907095338°1-18 TR: 0,02-0,439; PR: 15; NL: 1,82E4
T: +c ms (50,00-1800,00) -

-Im 810,34

788,3 _
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1444 _
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