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ES 2518926 T3

DESCRIPCION
Conjugados de etilendicisteina y un analogo de glucosa

ANTEECDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la invencién

[0001] La presente invencién se refiere en general a los campos de marcaje, formacién de imagenes radioldgicas y
sintesis quimica. Mas particularmente, se refiere a una estrategia para radiomarcar ligandos diana. Se refiere
ademas a métodos de uso de esos ligandos radiomarcados en la formacién de imagenes de tumores y la formacién
de imagenes de una enfermedad especifica de tejido.

2. Descripcion de la técnica relacionada

[0002] La mejora de la formacion de imagenes escintigraficas de tumores se determina ampliamente mediante el
desarrollo de mas radiofarmacos especificos de tumores. Debido a una mayor especificidad tumoral, los ligandos
radiomarcados, asi como los anticuerpos radiomarcados, han abierto una nueva era en la deteccion escintigrafica de
tumores y han experimentado un amplio desarrollo y evaluacion preclinica. (Mathias et al., 1996, 1997a, 1997b). Las
modalidades de imagenes con radionucleidos (tomografia por emision de positrones, PET, tomografia
computerizada por emision de fotdn Unico, SPECT) son técnicas de diagnéstico de formacién de imagenes
transversales que trazan la ubicacion y concentracion de radiotrazadores marcados con radionucleidos. Aunque la
TC y la MRI proporcionan una informacién anatémica considerable sobre la ubicacion y la extension de los tumores,
estas modalidades de imagen no pueden diferenciar adecuadamente las lesiones invasivas de edemas, necrosis por
radiacion, graduacion o gliosis. Pueden utilizarse PET y SPECT para localizar y caracterizar los tumores mediante la
medicién de la actividad metabdlica.

[0003] El desarrollo de nuevos agentes de hipoxia tumoral es clinicamente deseable para la deteccion de lesiones
primarias y metastasicas, asi como para predecir la radiorespuesta y el tiempo hasta la recurrencia. Ninguna de las
modalidades de imagenes contemporaneas mide con precision la hipoxia ya que el diagnoéstico de la hipoxia tumoral
requiere un examen patolégico. A menudo es dificil predecir el resultado de una terapia para el tumor hipoxico sin
saber por lo menos la linea base de la hipoxia en cada tumor tratado. Aunque el microelectrodo de oxigeno
polarogréafico Eppendorf puede medir la tensién de oxigeno en un tumor, esta técnica es invasiva y requiere un
operador habil. Ademas, esta técnica so6lo se puede utilizar en tumores accesibles (por ejemplo, de cabeza y cuello,
de cuello uterino) y son necesarias mdltiples lecturas. Por lo tanto, un método preciso y facil de medir la hipoxia
tumoral sera util para la seleccion de pacientes. Sin embargo, las relaciones de captacion de tumor con respecto a
tejido normales varian dependiendo de los radiofarmacos usados. Por lo tanto, seria racional correlacionar la técnica
de tumor con respecto a tejido normal con las medidas de electrodo de oro estandar Eppendorf de hipoxia cuando
se introducen nuevos radiofarmacos en la practica clinica.

[0004] Se ha utilizado [18F]FMISO para diagnosticar tumores de cabeza y cuello, infarto de miocardio, inflamacién e
isquemia cerebral (Martin et al 1992; Yeh et al 1994; Yeh et al 1996; Liu et al 1994.). La relacién de captacion de
tumor con respecto a tejido normal se utiliz6 como una linea de base para evaluar la hipoxia tumoral (Yet, et al.
1996). Aunque la hipoxia tumoral con [lSF]FMISO se demostré claramente, la introduccién de nuevos agentes de
formacion de iméagenes en la practica clinica depende de algunos otros factores, tales como Ia facil disponibilidad y
el coste de is6topos. Aunque la formacion de imagenes metabdlicas del tumor utilizando [ F]FDG se demostrd
claramente, la introducciéon de agentes de formacién de imagenes moleculares en la practica clinica depende de
algunos otros factores tales como la facil disponibilidad y el coste de isétopos. La [ F] fluorodesoxiglucosa (FDG) se
ha utilizado para diagnosticar tumores, infarto de miocardio y enfermedad neurolégica. Ademas, la rad|osmte5|s con
PET debe ser rapida debldo a la corta vida media de los is6topos de positrones. La quimica del *®F también es
compleja. La quimica BE no es reproducible en diferentes moléculas. Por lo tanto seria ideal para desarrollar un
quelante que pueda conjugarse a diversos farmacos. El is6topo preferido seria *™Tc debido al bajo costl (0,21
$/mCi frente a 50 $/mCi para ®F) y baja energia (140 Kev vs. 571 Kev para °F). El *"Tc se obtiene facilmente a
partir de un generador de **™o. Debido a las caracteristicas fisicas favorables, asi como el precio extremadamente
bajo, el "Tc se ha preferido para marcar radiofarmacos.

[0005] Varios compuestos han sido marcado con 9Mrc usando quelatos de nitrégeno y azufre (Blondeau et al, 1967;
Davison et al, 1980.). Los ligandos tetradentados de bis-aminoetanotiol, también llamados compuestos diaminoditiol,
son conocidos por formar complejos Tc(V)O muy estables en base a una unién ef|C|ente del grupo oxotecnecio a dos
azufres tiol y dos atomos de nitrégeno de amina. La ®™Tc-L,L-etilendicisteina ( ™Tc-EC) es un ejemplo reciente y
exitoso de quelatos N,S,. EC puede marcarse con ¥Mre facil y eficientemente con alta pureza y estabilidad
radioquimica, y se excreta a través del rifién por el transporte tubular activo (Surma et al, 1994; Van Nerom et al,
1990,1993; Verbruggen et al. 1990,1992). Otras aplicaciones de EC serian quelada con galio 68 (un emisor de
positrones, t1/2 = 68 min) para PET y gadollnlo hierro o manganeso para formacion de imagenes por resonancia
magnética (MRI). La 99MTc-EC-neomicina y ™ Tc-EC- -desoxiglucosa se desarrollaron y se evalué su uso potencial en
la caracterizacion de tumores.
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[0006] Zareneyrizi F. et al., Anti-Cancer Drugs (1999), 10(7) 685-692 describen la sintesis de [gngc]etiIendicistel'na-
colquicina para la evaluacion del efecto antiangiogénico.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0007] La presente invencion supera estos y otros inconvenientes de la técnica anterior proporcionando una nueva
estrategia de radiomarcaje a los tejidos diana para la formacién de imagenes. La invencién proporciona un reactivo
para preparar un agente para la formacion de imagenes escintigraficas tal como se especifica en la reivindicacion 1,
un método de sintesis de dicho reactivo, un agente para la formacion de imagenes que comprende dicho reactivo, el
uso del agente para la formacién de imagenes y un kit para la preparacion de una preparacion radiofarmacéutica.

[0008] La presente invencidn proporciona agentes para la formacion de imagenes de enfermedades especificas de
tejido. Estos agentes incluyen un marcador radionucleido quelado con etilendicisteina unido covalentemente a un
ligando especifico de tejido en uno o ambos brazos de acido, en el que el ligando especifico de tejido es un agente
gue mimetiza la glucosa seleccionado entre glucosa, glucosamina, micromicina y aminoglicésidos.

[0009] La etilendicisteina forma un quelato N2S; con la etiqueta radionucleido. Naturalmente, el quelato incluird un
enlace id6nico entre el radionucleido y el compuesto quelante. Los términos "conjugado de ligando especifico de
tejido-EC", "derivado de EC" y "conjugado de EC-farmaco" se usan de manera intercambiable en el presente
documento para referirse al compuesto de ligando especifico de tejido-etilendicisteina sin marcar. Tal como se utiliza
aqui, el término "conjugado” se refiere a un compuesto unido covalentemente.

[0010] La etilendicisteina es un ligando tetradentado de bis-aminoetanotiol (BAT), también conocido como
compuestos de diaminoditiol (DADT). Dichos compuestos son conocidos por formar complejos Tc(V)O muy estables
en base a una union eficiente del grupo oxotecnecio a dos azufres tiol y dos atomos de nitrégeno de amina. El
dietiléster marcado con **"Tc (**™Tc-L,L-ECD) es conocido como un agente del cerebro. La *™Tc-L, L-
etilendicisteina (gngc-L,L-EC) es su metabolito méas polar y se descubrié que se excreta con rapidez y eficacia en la
orina. Por lo tanto, el *™Tc-L,L-EC se ha utilizado como un agente de la funcion renal. (Verbruggen et al., 1992).

[0011] Un ligando especifico de tejido es un compuesto que, cuando se introduce en el cuerpo de un mamifero o
paciente, se unira especificamente a un tipo especifico de tejido. Se prevé que el ligando especifico de tejido segln
la presente sea un poliaminoacido, un péptido soluble en agua, o un Gnico aminoéacido. Por ejemplo, cuando el grupo
funcional en el ligando especifico del tejido, o el medicamento, es OH alifatico o fendlico, el enlazador puede ser
acido poli-glutamico (PM de aproximadamente 750 a aproximadamente 15.000), acido poliaspartico (PM de
aproximadamente 2.000 a aproximadamente 15.000), acetato de bromoetilo, acido glutamico o acido aspartico.
Cuando el grupo funcional del farmaco es NH, alifatico o aromatico, o péptido, el enlazador puede ser acido
poliglutamico (PM de aproximadamente 750 a aproximadamente 15.000), acido poli-aspartico (PM de
aproximadamente 2.000 a aproximadamente 15.000), acido glutdmico o acido aspartico. Cuando el grupo funcional
del farmaco es acido carboxilico o un péptido, el enlazador puede ser etilendiamina, o lisina.

[0012] Mientras que el radionucleido preferido para la formacion de imagenes es 9mre, se prevé que otros
radionucleidos pueden quelarse a los conjugados de ligando especifico de tejido-EC o reactivos de la invencion,
especialmente para su uso como agentes terapéuticos. Por ejemplo, otros radionucleidos Gtiles son %Re, *°Re,
1335m, ¥Ho, P, P51, */Ga, ®Ga, ™In, ™°Gd y *°Fe. Los ligandos especificos de tejido son Utiles para suministrar
los radionucleidos terapéuticos a una lesion es{Pecifica en el cuerpo, tal como cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de prostata (usando, por ejemplo, **®*®Re-EC-folato) y cancer de cabeza y cuello (usando, por ejemplo,
18611882 6-EC-nitroimidazol).

9™Tc-EC-neomicina, **"Tc-EC-kanamicina,

£0013] Las realizaciones especificas de la presente invencién incluyen
9™ Tc-EC-tobramicina.

9™ Tc-EC-aminoglucésidos, (glucosamina, EC-desoxiglucosa), **"Tc-EC-gentamicina, y

[0014] La presente invencion proporciona ademas un método de sintesis de un reactivo segun la presente invencion
y el marcaje con radionucleido del mismo para la formacion de imagenes o el uso terapéutico. El método incluye
obtener un ligando especifico de tejido, tal como se define en las reivindicaciones, mezclar el ligando con
etilendicisteina (EC) para obtener un derivado de ligando especifico de tejido-EC, y mezclar el derivado de ligando
especifico de tejido-EC con un radionucleido y un agente reductor para obtener un derivado de ligando especifico de
tejido-EC marcado con radionucleido, es decir, un agente para formacion de imagenes segun la presente invencion.
El radionucleido se quela a la EC a través de un quelato N»S». El ligando especifico del tejido se conjuga a uno o
ambos brazos acidos de la EC, ya sea directamente o a través de un enlazador tal como se describe anteriormente.
El agente reductor es preferiblemente un ion ditionito, un ion estannoso o un ion ferroso.

[0015] En otra realizacion, la presente invencion proporciona el uso de un agente para la formacién de imagenes

para la fabricacion de un compuesto farmacéutico para formar imagenes de un tumor, un sitio de infeccion, un
corazon, un pulmoén, un cerebro, un higado, un bazo, un pancreas, o un intestino. El agente para la formacion de

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2518926 T3

imagenes se puede utilizar para formar imagenes de un sitio en un cuerpo humano. El método de formaciéon de
imagenes incluye las etapas de administrar una cantidad diagnéstica eficaz del agente para la formacion de
imagenes y detectar una sefial radioactiva del radionucleido (por ejemplo, ggmTc) localizado en el sitio. La etapa de
deteccion tipicamente se llevara a cabo de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 4 horas después de la
introduccion del agente para la formacion de imagenes en el cuerpo del mamifero. Lo mas preferiblemente, la etapa
de deteccién se realizara aproximadamente 1 hora después de la inyeccion del agente para la formacion de
imagenes en el cuerpo del mamifero.

[0016] EI sitio es un sitio de infeccién, un tumor, un corazén, un pulmoén, un cerebro, un higado, un bazo, un
pancreas, o un intestino. El tumor o sitio de infeccidon pueden estar situados en cualquier lugar dentro del cuerpo de
un mamifero pero generalmente estaran en la mama, ovario, prostata, endometrio, pulmon, cerebro o el higado. El
sitio también puede ser un cancer de positivo de folato o cancer positivo de estrégeno.

[0017] La invencion también proporciona un kit para preparar una preparacion radiofarmacéutica. El kit incluye
generalmente un vial o bolsa sellada, o cualquier otro tipo de recipiente adecuado, que contiene una cantidad
predeterminada del reactivo tal como se especifica en la reivindicacién 1 y una cantidad suficiente de un agente
reductor para marcar el conjugado con 9MTc. En ciertos casos, el reactivo también incluye un enlazador, tal como se
define anteriormente, entre la etilendicisteina y el ligando especifico de tejido.

[0018] Los componentes del kit pueden estar en cualquier forma apropiada, tal como en forma liquida, congelada o
seca. En una realizacion preferida, los componentes del kit se proporcionan en forma liofilizada. El kit también puede
incluir un antioxidante y/o un atrapante (“scavenger”). El antioxidante puede ser cualquier antioxidante conocido,
pero es preferiblemente la vitamina C. Los atrapantes también pueden estar presentes para unirse a los
radionucleidos sobrantes. La mayoria de los kits disponibles comercialmente contienen glucoheptonato como
atrapante. Sin embargo, el glucoheptonato no reacciona completamente con los componentes tipicos del kit, dejando
aproximadamente del 10 al 15% sobrante. Este glucoheptonato sobrante se destinara a resultados de imagenes de
tumores y distorsionadas. Por lo tanto, los inventores prefieren usar EDTA como el atrapante, ya que es mas barato
y reacciona mas completamente.

[0019] Ademas, esta disponible un método de prondéstico para determinar la utilidad potencial de un compuesto
candidato para el tratamiento de tumores especificos. Actualmente, la mayoria de los tumores son tratados con el
"farmaco habitual de eleccién” en quimioterapia sin ninguna indicacion de si el farmaco es realmente eficaz contra
ese tumor particular hasta meses, y muchos miles de dolares, después. Los agentes de formacién de imagenes de
la invencidn son utiles en la liberacién de un medicamento particular a la zona del tumor en forma de un conjugado
EC-farmaco marcado y a continuacién la formacion de imagenes del sitio en cuestion de horas para determinar si el
farmaco particular es eficaz.

[0020] A este respecto, el método de prondstico incluye las etapas de determinar el sitio de un tumor dentro de un
cuerpo de mamifero, obtener un agente de formacion de imagenes que incluye un radionucleido quelado a la EC
que esta conjugado a un farmaco candidato de quimioterapia para un cancer especifico de tumor, administrar el
agente para la formacion de imagenes al cuerpo del mamifero y formar imagenes del sitio para determinar la eficacia
del farmaco candidato contra el tumor. Tipicamente, la etapa de formacion de imagenes se realizard dentro de
aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 4 horas después de la inyeccién del agente de formacion de
imagenes en el cuerpo de un mamifero. Preferiblemente, la etapa de formacién de imagenes se realizara dentro de
aproximadamente 1 hora después de la inyeccion del agente de formacion de imagenes en el cuerpo de un
mamifero.

[0021] Otra realizacion de la presente invencion es un reactivo para preparar un agente de formacion de imagenes,
tal como se define en la reivindicacién 1. El reactivo de la invencién incluye un ligando especifico de tejido que tiene
una afinidad por los sitios diana in vivo suficientes para producir una imagen detectable por escintigrafia, unido
covalentemente a un grupo de union a radionucleido (por ejemplo, ggmTc). El grupo de union a radionucleido 9mre
esta unido directamente al ligando especifico de tejido o esta unido al ligando a través de un enlazador tal como se
describe anteriormente. El grupo de union a radionucleido 9MTc es preferiblemente un quelato NS, entre ¥™Tc en
el estado de oxidacion +4 y etilendicisteina (EC). El ligando especifico del tejido se unira covalentemente a uno o
ambos brazos acidos de EC, ya sea directamente o a través de un enlazador tal como se describe anteriormente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0022]

Figura 24 . Relaciones de tumor a mudsculo y tumor a sangre en funcién del tiempo para ®MTe,

Figura 26. Estudios de imagenes in vivo en ratas que tienen tumor de mama con ¥Mre,

Figura 36 . Esquema sintético de **"Tc-EC-neomicina.

Figura 37A . Imagen escintigrafica de ratas que tienen tumor de mama después de la administracion de 9MTe-EC y
99MTc-EC-neomicina (100 pCilrata, iv), mostré que el tumor se podia visualizar bien a partir de 0,5-4 horas después
de la inyeccion.
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Figura 37B . Escintimamografia con 9™ Tc EC-neomicina (30 mCi, iv) de un paciente con cancer de mama. Las

imagenes estan tomadas dos horas después de la inyeccion.

Figura 38A . *H RMN de EC.

Figura 38B . *H RMN de neomicina.

Figura 38C . 'H RMN de EC-neomicina.

Figura 39 . Espectrometria de masas de EC-neomicina (M+ 1112,55).

Figura 40A . Rastreo con longitud de onda UV de EC.

Figura 40B . Rastreo con longitud de onda UV de neomicina.

Figura 40C . Rastreo con longitud de onda UV de EC-neomicina.

Figura 41 . Analisis radio-TLC de **"Tc-EC-neomicina.

Figura 70 . Efecto de d-glucosa y I-glucosa en la captacion celular de la mama (linea celular 13762) de 99MTc-EC-DG.
Figura 73 . Efecto de d-glucosa y I-glucosa en la captacion celular de la mama (linea celular A549) de M Tc-EC-DG.
Figura 74 . Efecto del nivel de glucosa en sangre in vivo inducido por glucosamina y ED-DG (1,2 mmol/kg i.v.)

Figura 76 . Relaciones de densidad de recuento del tumor con respecto a tejido de 9Q"'TC-EC-desoxiqucosa en ratas
que tienen tumor de mama.

Figura 77 . Biodistribucién in vivo de """ Tc-EC-desoxiglucosa en ratas que tienen tumor de mama.

Figura 78 . Captacion de tejido in vivo de ggmTc-EC-desoxiglucosa en ratones que tienen tumor de pulmon.

Figura 79. Captacion de tejido in vivo de 99MTc-EC-neomicina en ratones que tienen tumor de pulmon.

Figura 81 . Imagen plana de ratas que tienen tumor de mama después de la administracion de *™Tc-EC y **"Tc-EC-
desoxiglucosa (100 pCi/rata, iv), mostré que el tumor se podia visualizar bien a partir de 0,5-4 horas después de la
inyeccion.

Figura 82A . MRI de un paciente con astrocitoma maligno.

Figura 82B . SPECT con 99MTc-EC-DG de un paciente con astrocitoma maligno.

Figura 82C . MRI de un paciente con astrocitoma hemorragico.

Figura 83B . SPECT con 99MTc-EC-DG de un paciente con astrocitoma maligno.

Figura 84A . MRI de un paciente con meningioma benigno.

Figura 84B . SPECT con 9MTc-EC-DG de un paciente con meningioma benigno no mostré una captacion focal
intensa.

Figura 85A . CT de un paciente con TB en pulmén.

Figura 85B . SPECT con 99MTc-EC-DG de un paciente con TB no mostré una captacion focal intensa.

Figura 86A . CT de un paciente con cancer en pulmon.

Figura 86B . Imagenes de cuerpo completo de 9MTc-EC-DG de un paciente con cancer de pulmon

Figura 86C . SPECT con 9MTc-EC-DG de un paciente con cancer de pulmén, el tumor mostré una captacion focal
intensa.

99m.

DESCRIPCION DE REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

[0023] En el campo de la medicina nuclear, ciertas condiciones patoldgicas se localizan, o se evalla su extension,
detectando la distribucion de pequefias cantidades de compuestos trazadores marcados radiactivamente
administrados internamente (denominados radiotrazadores o radiofarmacos). Los métodos para detectar estos
radiofarmacos son conocidos generalmente como métodos de formacién de imagenes o radioimagenes.

[0024] En la formacion de radioimagenes, el radiomarcador es un radionucleido emisor de radiacion gamma vy el
radiotrazador se localiza usando una camara para la deteccion de radiacién gamma (este proceso se denomina a
menudo como escintigrafia gamma). El sitio fotografiado es detectable porque el radiotrazador se elige para
localizarse en un sitio patolégico (denominado contraste positivo) o, alternativamente, el radiotrazador se elige
especificamente para no localizarse en dichos sitios patolégicos (denominado contraste negativo).

£0025] Se sabe que una variedad de radionucleidos son Utiles para formacién de radioimagenes, incluyendo Ga,
e, Mn, 1), 1%, 9vp o ¥ Re. Debido a mejores caracteristicas de formacion de imagenes y el precio méas bajo,
se han hecho intentos para sustituir los compuestos marcados con *2I, 311, Ga y *In por los correspondientes
compuestos marcados con 9MTe, cuando sea posible. Debido a las caracteristicas fisicas favorables, asi como el
precio extremadamente bajo ($ 0,21/mCi), se ha preferido el M para marcar radiofarmacos. Aunque se ha
descrito que un conjugado DTPA-farmaco podria marcarse con 9MTc de manera eficaz (Mathias et al., 1997), el

grupo DTPA no se quela con *™Tc de manera tan estable como con **!In. (Goldsmith, 1997).

[0026] Deben considerarse un conjunto de factores para una formacion optima de radioimagenes en los seres
humanos. Para maximizar la eficacia de la deteccién, se prefiere un radionucleido que emite energia gamma en el
rango de 100 a 200 keV. Para minimizar la dosis de radiacién absorbida por el paciente, la semivida fisica del
radionucleido debe ser tan corta como el procedimiento de formacién de imagenes lo permita. Para permitir que se
realicen examenes en cualquier dia y en cualquier momento del dia, es ventajoso tener una fuente del radionucleido
siempre disponible en el sitio clinico. El %™T¢ es un radionucleido preferido porque emite radiacion gamma a 140
keV, tiene una semivida fisica de 6 horas, y estd facilimente disponible en el sitio usando un generador de

molibdeno-99/tecnecio->°".
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[0027] Los ligandos tetradentados de bis-aminoetanotiol, también llamados compuestos diaminoditiol, son conocidos
por formar complejos Tc(V)O muy estables en base a una unién eficiente del grupo oxotecnecio a dos azufres tiol y
dos atomos de nltrogeno de amina. (DaV|son et al, 1980;. 1981;. Verbruggen et al, 1992). La 9MTe-L,L-
etilendicisteina ( ™Tc-EC) es el ejemplo més reciente y exitoso de quelatos de N,S,. (Verbruggen et al, 1992; Van
Nerom et aI 1993 Surma et al, 1994). La EC, un nuevo agente de formacion de imagenes renales, se puede
marcar con **"Tc de manera facil y eficiente con alta pureza y estabilidad radioquimica y se excreta a través del
rifidn mediante el transporte tubular activo. (Verbruggen et al, 1992; Van Nerom et al, 1993; Surma et al., 1994,
Verbruggen et al., 1990; Van Nerom et al., 1990; Jamar et al., 1993). Otras aplicaciones de la EC seria quelarse con
Galio-68 (un emisor de positrones, tl/2 = 68 minutos) para el PET y gadolinio, hierro o0 manganeso para formacion de
imagenes por resonancia magnética (MRI).

[0028] La presente invencion utiliza 9MTc-EC como un agente de marcaje para dirigir ligandos a tipos de tejido
especificos para la formacién de imagenes. La ventaja de conjugar la EC con ligandos dirigidos a tejido es que las
propiedades de union especmca del ligando dirigido a tejido concentra la sefial radiactiva sobre el area de interés. Si
bien se prevé que el uso de *™T¢c-EC como una estrategia de marcaje puede ser eficaz con practicamente cualquier
tipo de compuesto, en este documento se J)roporuonan algunos ligandos sugeridos preferidos para fines de
ilustrativos. Se contempla que los conjugados " Tc-EC-farmaco de la invencion pueden ser ltiles para la formacion
de imagenes no soélo de tumores, sino también de otras afecciones especificas de tejido, tales como infeccidn, tejido
hipoxico (ictus), infarto de miocardio, células apoptoéticas, enfermedad de Alzheimer y endometriosis.

[0029] En la técnica anterior se han descrito proteinas y péptidos radiomarcados. (Ege et al., Patente de Estados
Unidos No. 4.832.940, Abrams et al., 1990; Bakker et al., 1990; Goldsmith et al, 1995,1997.; Olexa et al. 1982;
Ranby et al. 1988; Hadley et al. 1988 Lees et al. 1989; Sobel et al. 1989; Stuttle, 1990; Maraganore et al. 1991;
Rodwell et al. 1991; Tubis et al. 1968; Sandrehagen 1983). Sin embargo, la 9ngc EC no se ha utilizado
conjuntamente con cualquier otro ligando, diferente del éster dietilico (Kabasakal, 2000), antes de la presente
invencion. El éster dietilico de EC fue utilizado como un agente del flujo sanguineo cerebral (Kikukawa, et al., 2000).
[0030] Aunque 6ptima para la formacién de radioimagenes, la quimica del 9MT¢ no se ha estudiado tan a fondo
como la quimica de otros elementos y por esta razon los métodos de radiomarcaje con *™Tc no son abundantes. El
%¥™Tc normalmente se obtiene como pertecnetato con 9mre (TcO4, tecnecio en el estado de oxidacion +7),
habitualmente a partir de un generador de molibdeno- 99/tecnecio-*". Sin embargo, el pertecnetato no se une bien
con otros compuestos. Por lo tanto, con el fin de radiomarcar un compuesto, el pertecnetato con 9™rc debe ser
convertida a otra forma. Dado que el tecnecio no forma un ion estable en solucién acuosa, debe mantenerse en
dichas soluciones en forma de un complejo de coordinacién que tiene una cmetlca suficiente y una estabilidad
termodinamica para evitar la descomposicién y conversion resultante del *™Tc ya sea a dioxido de tecnecio
insoluble o de nuevo a pertecnetato.

[0031] Para el propésito de radiomarcaje, es particularmente ventajoso que se forme el complejo de %™T¢c como un
quelato en el cual todos los grupos donantes que rodean al ion de tecnecio son proporcionados por un Unico ligando
quelante, en este caso, etilendicisteina. Esto permite que el 9MTe quelado se una covalentemente a un ligando
especifico de tejido, ya sea directamente o a través de un solo enlazador entre la etilendicisteina y el ligando.

[0032] El tecnecio tiene una serie de estados de oxidacién: +1, +2, +4, +5, +6 y +7. Cuando esta en el estado de
oxidacion +1, se llama Tc MIBI. El Tc MIBI debe producirse con una reaccion con calor. (Seabold et al., 1999). Para
los propositos de la presente invencion, es importante que el Tc esté en el estado de oxidacion +4. Este estado de
oxidacion es ideal para la formacion del quilato de N2S; con EC. De este modo, en la formacion de un complejo de
tecnecio radiactivo con los conjugados de farmaco (reactivos) de la invencién, el complejo de tecnecio,
preferiblemente una sal de pertecnetato con 9MT¢, se hace reaccionar con los conjugados de farmaco (reactivos) de
la invencién en presencia de un agente reductor.

[0033] El agente reductor preferido para utilizar en la presente invencién es el ion estannoso en la forma de cloruro
de estafio (SnClI2) para reducir el Tc a su estado de oxidacion +4. Sin embargo, se contempla que otros agentes
reductores, tales como el ion ditionito o ion ferroso, pueden ser Utiles en conjuncidon con la presente invencion.
También se contempla que el agente reductor puede ser un agente reductor en fase soélida. La cantidad de agente
reductor puede ser importante ya que es necesario para evitar la formacion de un coloide. Es preferible, por ejemplo,
usar de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 ug de SnCl, por aproximadamente 100 a aproximadamente
300 mCi de pertecnetato con Tc. La cantidad mas preferida es de aproximadamente 0,1 mg de SnCl, por
aproximadamente 200 mCi de pertecnetato con Tc y aproximadamente 2 ml de solucion salina. Esto normalmente
produce suficiente conjugado de Tc-EC-ligando especifico de tejido para utilizar en 5 pacientes.

[0034] A menudo también es importante incluir un antioxidante en la composicién para evitar la oxidacion de la
etilendicisteina. El antioxidante preferido para su uso en conjuncién con la presente invencion es la vitamina C (acido
ascorbico). Sin embargo, se contempla que otros antioxidantes, tales como tocoferol, piridoxina, tiamina o rutina,
también pueden ser Utiles.
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[0035] En general, los ligandos para su uso en conjuncidn con la presente invencidon poseeran grupos amino o
hidroxi que son capaces de conjugarse a EC en uno o ambos brazos de acido. Si los grupos amino o hidroxi no
estan disponibles (por ejemplo, grupo funcional acido), todavia se puede conjugar un ligando deseado con EC y
marcarse con ~"Tc usando los métodos de la invencién mediante la adicion de un enlazador, tal como
etilendiamina, aminopropanol, dietilentriamina, acido aspartico, acido poliaspartico, acido glutamico, acido glutamico
o lisina.

[0036] La propia EC es soluble en agua. Es necesario que el conjugado EC-farmaco de la invencién también sea
soluble en agua. Muchos de los ligandos utilizados en conjuncién con la presente invencién seran solubles en agua,
o formaran un compuesto soluble en agua cuando se conjuga con EC. Si el ligando especifico de tejido no es
soluble en agua, sin embargo, puede utilizarse un enlazador que aumentara la solubilidad del ligando. Los
enlazadores pueden unirse a un alcohol alifatico o aromatico, amina o péptido o a un grupo carboxilico y/o péptido.
Los enlazadores pueden ser poli aminoacidos (péptido) o de aminoacidos, tales como acido glutamico, acido
aspartico o lisina. La tabla 1 ilustra enlazadores deseados para grupos funcionales del farmaco especificos.

Tabla 1
Grupo funcional del farmaco Enlazador Ejemplo
-OH alifatico o fendlico EC-poli (acido glutamico) (PM 750- A

15.000) o EC-poli (4cido aspartico)
(PM 2.000-15.000) o acetato de
bromoetilo o EC-acido glutamico o
EC-acido aspartico

-NH alifatico o aromatico o péptido EC-poli (acido glutamico) (PM 750- B
15.000) o EC-poli (4cido aspartico)
(PM 2.000-15.000) o EC-acido
glutdmico (monoéster o diéster) o
EC-acido glutamico o EC-acido
aspartico

Acido carboxilico o péptido Etilendiamina, lisina C

Ejemplos:

A. estradiol, topotecan, paclitaxel, raloxifeno, etopésido

B. doxorubicina, mitomicina C, endostatina, annexina V, LHRH, octreétido, VIP
C. metotrexato, acido folico

[0037] También se prevé que los conjugados (reactivos) de farmaco-ligando especifico de tejido-EC de la invencion
se puedan quelar a radionucleidos y utilizarse para la terapia con radionucleidos. Generalmente, se cree que
practicamente se puede utilizar cualquier emisor a,3, emisor y 0 emisor 3,y en conjuncién con la presente invencion.
Los emisores B,y preferidos incluyen **°Ho, '®Re, *Re, **sm y ®Sr. Los emisores B preferidos incluyen Y y
2S¢, Los emisores y preferidos incluyen ®’Ga, ®Ga, **Cu, ®*Cu y *!In. Los emisores a preferidos incluyen *'At y
212Bj. Se prevé también que pueden quelarse sustancias paramagnéticas, tales como Gd, Mn y Fe, con EC para su
uso en conjuncion con la presente invencién.

[0038] Los complejos y medios para preparar tales complejos se proporcionan convenientemente en forma de kit
que incluye un vial sellado que contiene una cantidad predeterminada de un conjugado de ligando especifico de
tejido-EC (reactivos) de la invencion para ser marcado y una cantidad suficiente de agente reductor para marcar el
conjugado con 9MTc. Los agentes de formacién de imagenes escintigraficas marcados con 9Mre, segun la presente
invencion, se pueden preparar mediante la adicion de una cantidad apropiada de ¥™re o complejo de %™T¢ en un
vial que contiene el reactivo y agente reductor y la reaccidon bajo las condiciones descritas en Ejemplo 1 a
continuacién. El kit también puede contener materiales auxiliares farmacéuticos convencionales, tales como, por
ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables, para ajustar la presibn osmética, tampones, conservantes,
antioxidantes, y similares. Los componentes del kit pueden estar en forma liquida, congelada o seca. En una
realizacion preferida, los componentes del kit se proporcionan en forma liofilizada.

[0039] Los reactivos o conjugados marcados radiactivamente proporcionados por la presente invencion se
proporcionan con una cantidad adecuada de radiactividad. En la formaciéon de complejos radiactivos de 9MTe, en
general se prefiere formar complejos radiactivos en soluciones que contienen radiactividad en concentraciones de
aproximadamente 0,01 milicurios (mCi) a aproximadamente 300 mCi por ml.

[0040] Los agentes de formacion de imagenes escintigraficas marcados con 9Mmre proporcionados por la presente
invencion se pueden usar para la visualizacion de sitios en el cuerpo de un mamifero. De acuerdo con la presente
invencion, los agentes de formacion de imagenes escintigraficas marcados con 9™T¢ se administran en una dosis
inyectable con una Unica unidad. Se puede utilizar cualquiera de los portadores habituales conocidos por los
expertos en la materia, tales como solucién salina estéril o plasma, después del radiomarcaje para la preparacion de
la solucion inyectable para formar imagenes para el diagndstico de diversos 6rganos, tumores y similares de acuerdo
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con la presente invencion. Generalmente, la dosis unitaria a administrar tiene una radiactividad de aproximadamente
0,01 mCi a aproximadamente 300 mCi, preferiblemente de 10 mCi a aproximadamente 200 mCi. La solucién a
inyectar en la dosis unitaria es de aproximadamente 0,01 ml a aproximadamente 10 ml. Después de la
administracion intravenosa, la formacién de imagenes del érgano o tumor in vivo puede tener lugar, si se desea, en
horas o incluso mas tiempo, después de que el reactivo radiomarcado se introduzca en un paciente. En la mayoria
de los casos, una cantidad suficiente de la dosis administrada se acumulara en el area a mostrar en imagenes en
aproximadamente 0,1 de una hora para permitir la toma de escintifotos. De acuerdo con la presente invencion se
puede utilizar cualquier método convencional de formacién de imagenes escintigraficas con fines de diagnostico o
prondstico.

[0041] La estrategia de marcaje con ¥MTC-EC de la presente invencidon también puede usarse para fines de
pronéstico. Se prevé que la EC se puede conjugar a farmacos conocidos de eleccion para la quimioterapia del
cancer. Estos conjugados EC-farmaco pueden entonces radiomarcarse con 9MTe y administrarse a una paciente
gue tiene un tumor. Los conjugados EC-farmaco (reactivos) marcados se unirdn especificamente al tumor. La
formacion de imagenes se puede realizar para determinar la eficacia del farmaco para quimioterapia contra el cancer
frente al tumor particular de ese paciente en particular. De esta manera, los médicos pueden determinar
rapidamente qué modo de tratamiento seguir, que farmaco para quimioterapia serd mas eficaz. Esto representa una
mejora espectacular sobre los métodos actuales que incluyen la eleccion de un farmaco y la administracién de una
ronda de quimioterapia. Esto implica meses de tiempo del paciente y muchos miles de doélares antes de que se
pueda determinar la eficacia del farmaco.

[0042] Los conjugados de ligando especifico de tejido-EC marcado con 9Mre proporcionados por la presente
invencion se pueden administrar por via intravenosa en cualquier medio convencional para inyeccion intravenosa, tal
como en un medio de solucién salina acuosa o en medio de plasma sanguineo. Dicho medio también puede
contener materiales auxiliares farmacéuticos convencionales, tales como, sales farmacéuticamente aceptables para
ajustar la presién osm@ética, tampones, conservantes, antioxidantes y similares. Entre los medios preferidos se
encuentran la solucién salina normal y el plasma.

[0043] A continuacién, se describen con mas detalle estrategias dirigidas o reconocimiento especificas preferidas.
Reconocimiento de la glicdlisis del tumor

[0044] Los ligandos radiomarcados, tales como polisacaridos (neomicina, kanamicina, tobramicina) y monosacarido
(glucosamina) se unen al transportador de glucosa celular, seguido por la fosforilacién que se sobreexpresa en
células tumorales (Rogers et al, 1968; Fanciulli et al, 1994;. Popovici et al, 1971; Jones et al, 1973; Hermann et al,
2000). El nivel de glucosa inducido por polisacarido (neomicina, kanamicina, tobramicina) y monosacarido
(glucosamina) podria suprimirse por la insulina (Harada et al, 1995; Moller et al, 1991; Offield et al, 1996; Shankar et
al, 1998; Yoshino et al, 1999; Villevalois-Cam et al., 2000). Dado que estos ligandos no son inmunogénicos y se
depuran rapidamente del plasma, la formacién de imagenes metabodlicas parece ser mas prometedora en
comparacion con la formacién de imagenes de anticuerpos.

EJEMPLO 1: RECONOCIMIENTO DEL REECPTOR DE FOLATO EN EL TUMOR
Sintesis de la EC

[0045] La EC se prepar6 en una sintesis de dos etapas de acuerdo con los métodos descritos previamente (Ratner y
Clarke, 1937; Blondeau et al, 1967; cada uno incorporado en este documento por referencia). Se sintetiz6 el
precursor, el acido L-tiazolidin-4-carboxilico, (p.f. 195, descrito 196-197°). A continuacion, se prepar6 la EC (p.f.
2379, descrito 251-253°). La estructura se confirmé mediante '"H-RMN y espectroscopia de masas por bombardeo
con atomos rapidos (FAB-MS).

Sintesis del analogo aminoetilamido de metotrexato (  MTX-NHy)

[0046] Se disolvié MIX (227 ma, 0,5 mmol) en 1 ml de solucion de HCI (2N). El valor de pH fue <3. A esta solucién
agitada, se afiadieron 2 ml de agua y 4 ml de N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ, 6,609% en
metanol, 1 mmol) a temperatura ambiente. Se afiadié lentamente etilendiamina (EDA, 0,6 ml, 10 mmol). La mezcla
de reaccion se agitod durante la noche y el disolvente se evaporé a vacio. El material sélido en bruto se lavé con éter
dietilico (10 ml), acetonitrilo (10 ml) y alcohol etilico al 95% (50 ml) para eliminar la EEDQ y EDA sin reaccionar. A
continuacién, el producto se secé por liofilizacién y se usé sin purificacién adicional. El producto pesé 210 mg
(84,7%) como un polvo amarillo. P.f. del producto: 195-198°C (MIX); '"H-NMR (D20) 6 2,98-3,04 (d, 8H, -
(CH3)2,CONH(CHO)2NH>), 4,16-4,71 (m, 6H, CHax-pteridinilo, aromatico-NCH3;, NH-CH-COOH glutamato), 6,63-6,64
(d, 2H, aromatico-CO), 7,51-7,53 (d, 2H, aromatico-N), 8,36 (s, 1H, pteridinilo). FAB MS m/z calculado para
Co2H28N1004 (M)+ 496,515, hallado 496,835.

Sintesis del analogo aminoetilamido de acido félico (folato-NH »)
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[0047] Se afiadié acido félico dihidratado (1 g, 2,0 mmol) en 10 ml de agua. El valor de pH se ajusté a 2 usando HCI
(2 N). A esta solucion agitada, se afiadieron lentamente N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ, 1 g en
10 ml de metanol, 4,0 mmol) y etilendiamina (EDA, 1,3 ml, 18 mmol). La mezcla de reaccion se agit6 durante la
noche a temperatura ambiente. El disolvente se evapor6 al vacio. El producto se precipité en metanol (50 ml) y se
lavo adicionalmente con acetona (100 ml) para eliminar la EEDQ y EDA sin reaccionar. A continuacion, el producto
se secO por liofilizacion y se us6 sin purificacion adicional. La pulverizacion con ninhidrina (2% en metanol) indico la
positividad de grupo amino. El producto pesé 0,6 g (rendimiento 60%) como un polvo amarillo. P.f. del producto:
250°C. 'H-RMN (D20) & 1,97-2,27 (m, 2H, CH. glutamato de folato), 3,05-3,40 (d, 6H, -CH,CONH(CH:)2NH>), 4,27-
4,84 (m, 3H, CHa-pteridinilo, NH-CH-COOH glutamato), 6,68-6,70 (d, 2H, aromatico-CO), 7,60-7,62 (d, 2H,
aromaético-N), 8,44 (s, 1H, pteridinilo). FAB MS m/z calculado para C»1H2sNgOs (M)* 483, encontrado 483,21.

Sintesis de etilendicisteina-folato (EC-folato)

[0048] Para disolver EC, se afiadio NaOH (2 N, 0,1 ml) a una solucién agitada de EC (114 ma, 0,425 mmol) en agua
(1,5 ml). A esta solucion incolora, se afiadieron sulfo-NHS (92,3 mg, 0,425 mmol) y EDC (81,5 mg, 0,425 mmol). A
continuacion, se afadid folato-NH, (205 mg, 0,425 mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 24
horas. La mezcla se dializé durante 48 horas utilizando una membrana porosa molecular Spectra/POR con un corte
de moléculas de 500 (Spectrum Medical Industries Inc., Houston, TX). Después de la didlisis, el producto se liofilizé.
El producto pes6 116 mg (rendimiento 35%). P.f. 195°C; '"H-RMN (D20) 6 1,98-2,28 (m, 2H, CH; glutamato de folato),
2,60-2,95 (m, 4H y -CH»-SH de EC), 3,24-3,34 (m, 10H, CH,-CO, etilendiamina de folato y etilendiamina de EC),
4,27-4,77 (m, 5H, CH-pteridinilo, NH-CH-COOH glutamato de folato y NH-CH-COOH de EC), 6,60-6,62 (d, 2H,
aromatico-CO), 7,58-7,59 (d, 2H, aromatico-N), 8,59 (s, 1H, pteridinilo). Calculado analiticamente para
C29H37N11S208Na; (8H20), FAB MS m/z (M)+ 777,3 (libre de agua). C, 37,79; H. 5,75; N, 16,72; S, 6,95. Encontrado:
m/z (M) © 777,7 (20), 489,4 (100). C, 37,40; H, 5,42; N. 15,43; S, 7,58.

99m.
T

Radiomarcaje de EC-folato y EC con c

[0049] La radiosintesis de 9Mrc-EC-folato se consiguié afadiendo la cantidad requerida de pertecnetato con 9mre
en un kit casero que contenia el residuo liofilizado de EC-folato (3 mg), SnCl, (100 pgg, NazHPO4 (13,5 mg), acido
ascorbico (0,5 mg) y NaEDTA (0,5 mg). El pH final de la preparacién fue de 7,4. La "T¢c-EC también se obtuvo
usando el kit casero que contenia el residuo liofilizado de EC (3 mg), SnCl, (100 pg), NaHPO4 (13,5 mg), acido
ascorbico (0,5 mg) y NaEDTA (0,5 mg ) a pH 10. A continuacion, el pH final de la preparacion se ajusté a 7,4. La
pureza radioquimica se determind mediante TLC (ITLC SG, Gelman Sciences, Ann Arbor, MI) eluida con,
respectivamente, acetona (sistema A) y acetato de amonio (1 M en agua):metanol (4:1) (sistema B). A partir del
andlisis de radio-TLC (Bioscan, Washington, DC), la pureza radioquimica fue > 95% para ambos radiofarmacos.

RECONOCIMIENTO DE LA GLUCOLISIS EN EL TUMOR
EJEMPLO 2: DESARROLLO DE *™Tc-EC-NEOMICINA
Sintesis de EC

[0050] La EC se preparé en una sintesis de dos etapas de acuerdo con los métodos descritos previamente (Ratner y
Clarke, 1937; Blondeau et al, 1967). Se sintetizd el precursor, el acido L-tiazolidin-4-carboxilico, (p.f. 195, descrito
196-197°). A continuacion, se prepar6 la EC (p.f. 237°, descrito 251-253°). La estructura se confirmé mediante -
RMN y espectroscopia de masas por bombardeo con atomos rapidos (FAB-MS).

Sintesis de etilendicisteina-neomicina (EC-neomicina)

[0051] Se afiadi6 hidroxido de sodio (2 N, 0,2 ml) a una solucion agitada de EC (134 mg, 0,50 mmol) en agua (5 ml).
A esta solucién incolora, se afiadieron sulfo-NHS (217 mg, 1,0 mmol) y EDC (192 mg, 1,0 mmol). A continuacion, se
afnadio la sal trisulfato de neomicina (909 mg, 1,0 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 24
horas. La mezcla se dializé durante 48 horas utilizando una membrana porosa molecular Spectra/POR con un corte
de moléculas de 500 (Spectrum Medical Industries Inc., Houston, TX). Después de la dialisis, el producto se liofilizé
utilizando un liofilizador (Labconco, Kansas City, MO). El producto pes6é 720 mg (rendimiento 83%). El esquema
sintético de EC-neomicina se muestra en la figura 36. La estructura se confirmé por '"H-RMN (figuras 38A-B),
espectrometria de masas (figuras 39A-B) y andlisis elemental (Galbraith Laboratories, Inc. Knoxville, TN). Analisis
elemental C3gH75N10S4019-15H,0 (C, H, N, S), Calculado C: 33,77, H: 7,58, N: 10,11, S: 9,23; encontrado C: 32,44,
H: 5,90, N: 10.47, S: 10.58. La longitud de onda UV de EC-neomicina se desplazé a 270,5 nm en comparacion con
EC y neomicina (figuras 40A-C).

99m.
T

Radiomarcaje de EC-MN y EC-neomicina con c

[0052] La radiosintesis de *™Tc-EC y *™Tc-EC-neomicina se consiguieron afadiendo la cantidad requerida de
pertecnetato con **™Tc en un kit casero que contenia el residuo liofilizado de EC o EC-neomicina (10 mg), SnCl»
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(100 pg), NazHPO4 (13,5 mg) y acido ascorbico (0,5 mg). A continuacion, se afiadi6 NaEDTA (0,5 mg) en 0,1 ml de
agua. El pH final de la preparacién fue de 7,4. La pureza radioquimica se determind mediante TLC (ITLC SG,
Gelman Sciences, Ann Arbor, MI) eluida con acetato de amonio (1 M en agua):metanol (4:1). A partir del analisis de
radio-TLC (Bioscan, Washington, DC) (figura 41) y andlisis HPLC (figuras 42-45), la pureza radioquimica fue > 95%
para ambos radiotrazadores.

Ensayo de estabilidad de *"Tc-EC y *"Tc-EC-neomicina

[0053] La estabilidad de ®™Tc-EC y **"Tc-EC-neomicina se analizé en muestras de suero de perro. Brevemente, se
incubaron 740 KBq de 1 mg de *™Tc-EC y **™Tc-EC-neomicina en suero de perro (200 pl) a 37°C durante 4 horas.
Las muestras de suero se diluyeron con metanol al 50% en agua y se repitio la radio-TLC a las 0,5, 2 y 4 horas tal
como se describi6 anteriormente.
Estudios de distribucion tisular de  *"Tc-EC-neomicina

[0054] Se inocularon ratas Fischer 344 hembra (150 + 25 g) (Harlan Sprague-Dawley, Indianapolis, IN) por via
subcutanea con 0,1 ml de células tumorales mamarias de la suspensién de la linea celular tumoral 13762 (106
células/rata, una linea celular de tumor especifica para ratas Fischer) en las patas traseras utilizando agujas de
calibre 25. Los estudios se realizaron entre 14 y 17 dias después de la administraciéon, cuando los tumores
alcanzaron aproximadamente 1 cm de diametro. Las ratas se anestesiaron con ketamina (10-15 mg/rata, por via
intraperitoneal) antes de cada procedimiento.

[0055] En estudios de distribucion tisular, cada animal se inyect6 intravenosamente con 10-20 uCi de 9MTCc-EC o de
9MTc-EC-neomicina (n = 3/punto de tiempo). La masa inyectada de **"Tc-EC-neomicina fue de 200 ug por rata. A
las 0,5, 2 y 4 horas después de la administracion de los radiotrazadores, las ratas se sacrificaron y los tejidos
seleccionados se extirparon, se pesaron y se conté la radiactividad. La biodistribucién del trazador en cada muestra
se calcul6 como el porcentaje de la dosis inyectada por gramo de peso himedo de tejido (% ID/g). Las relaciones de
densidad del recuento de tejido tumoral/no diana se calcularon a partir de los valores de %ID/g correspondientes.
Cuando se compararon con PMTe-EC y tecnecio libre (Tabla 3), las relaciones de tumor con respecto a tejido
aumentaron en funcién del tiempo en el grupo de 99MT¢c-EC-neomicina (Tabla 2).

Estudios de la formacion de imagenes escintigraficas

[0056] Se obtuvieron imagenes escintigraficas usando una camara gamma (Siemens Medical Systems, Inc.,
Hoffman Estates, IL) equipada con un colimador de agujeros paralelos de baja energia 0,5, 2 y 4 horas después de
la inyeccion i.v de 100 uCi de cada radiotrazador. En comparacion con 9MTCc-EC, se observé una alta captacién en
los tumores (Figura 37A). Se llevaron a cabo estudios de formacién de imagenes clinicas preliminares en un
paciente con cancer de mama. El tumor se visualizé bien a las 2 horas posteriores a la administracion de 9MTe-EC-

neomicina (Figura 37B).

TABLA 2
Biodistribucion de  **™Tc-EC-neomicina en ratas gue tienen tumor de mama
30 min 1 hora 2 horas 4 horas
Sangre 0,463+0,007 0,262+0,040 0,139+0,016 0,085+0,004
Pulmén 0,344+0,011 0,202+0,030 0,114+0,014 0,080+0,003
Higado 0,337+0,012 0,269+0,013 0,221+0,020 0,195+0,012
Estdbmago 0,279+0,039 0,147+0,001 0,061+0,008 0,054+0,008
Bazo 0,159+0,008 0,114+0,013 0,095+0,007 0,089+0,003
Rifion 8,391+0,395 8,804+0,817 8,356+0,408 8,638+0,251
Tiroides 0,349+0,008 0,202+0,028 0,114+0,007 0,086+0,001
Musculo 0,093+0,001 0,049+0,010 0,021+0,006 0,010+0,001
Intestino 0,159+0,004 0,093+0,014 0,061+0,004 0,266+0,200
Orina 25,402+8,621 21,786+2,690 0,224+0,000 2,609+2,377
Tumor 0,419+0,023 0,279+0,042 0,166+0,023 0,131+0,002
Cerebro 0,022+0,001 0,014+0,003 0,010+0,001 0,007+0,001
Corazdén 0,147+0,009 0,081+0,012 0,040+0,004 0,029+0,002
Tumor/sangre 0,906+0,039 1,070+0,028 1,196+0,061 1,536+0,029
Tumor/musculo 4,512+40,220 5,855+0,458 8,364+1,469 12,70640,783
Tumor/cerebro 19,945+1,823 20,001+0,890 17,51542,035 20,255+1,693

Los valores mostrados representan la media + desviacion estandar de los datos de 3 animales

TABLA 3

Biodistribucién de pertecnetato con MTc en ratas que tienen tumor de mama
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30 min 2 horas 4 horas

Sangre 1,218+0,328 0,666+0,066 0,715+0,052
Pulmén 0,646+0,291 0,632+0,026 0,387+0,024
Higado 0,541+0,232 0,304+0,026 0,501+0,081
Bazo 0,331+0,108 0,187+0,014 0,225+0,017
Rifion 0,638+0,197 0,489+0,000 0,932+0,029
Tiroides 24,821+5,181 11,907+15,412 17,23245,002
Musculo 0,130+0,079 0,076+0,002 0,063+0,003
Intestino 0,153+0,068 0,186+0,007 0,344+0,027
Tumor 0,591+0,268 0,328+0,016 0,423+0,091
Cerebro 0,038+0,014 0,022+0,002 0,031+0,009
Corazon 0,275+0,089 0,145+0,015 0,166+0,012
Tumor/sangre 0,472+0,093 0,497+0,073 0,597+0,144
Tumor/musculo 4,788+0,833 4,302+0,093 6,689+1,458
Tumor/cerebro 1,084+0,023 1,08440,115 0,865+0,279
Los valores mostrados representan la media + desviacion estandar de los datos de 3
animales

99m

Captacion celular in vitro de conjugados Tc-EC-farmaco

[0057] Para evaluar la captacion celular de conjugados 9mrc-EC-farmaco, a cada pocillo que contenia 80.000
células (linea celular de cancer de pulmén A549) se afiadi6 2 PCi de **"Tc-EC-neomicina y *°F-FDG. Después de
incubacién a 0,5-4 horas, las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato 3 veces, seguido por
tratamiento con tripsina para despegar las células. A continuacién, se contaron las células mediante un contador
gamma. La 99MTc-EC-neomicina mostro la mayor captacion entre los agentes probados en la linea celular de cancer
de pulmén humano (Figura 46).

Efecto de la glucosa en la captacion celular de  ®"Tc-EC-neomicinay ‘°F-FDG

[0058] Se sabe que la neomicina influye en la absorcidon de glucosa (Rogers et al, 1968; Fanciulli et al, 1994.).
Experimentos previos han demostrado que la 99MTc-EC-neomicina tiene una mayor captaciéon que BEFDG en la
linea celular de cancer de pulmén humano (A549). Para determinar si la captaciéon de 99MTc-EC-neomicina esta
mediada a través de un mecanismo relacionado con la glucosa, se afiadié glucosa (0,1 mg-2,0 mg) a cada pocillo
que contenia 50.000 células (mama) o 80.000 células (pulmén), junto con 2 pCi de *™Tc-EC-neomicina y **F-FDG.
Después de la incubacion, las células se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato 3 veces, seguido por
tratamiento con tripsina para despegar las células. A continuacién, se contaron las células mediante un contador
gamma.

[0059] Mediante la adiciéon de glucosa a la concentracion de 0,1-2,0 mg/pocillo, se observé la disminucién de la
captacion de 99MTc-EC-neomicina en dos lineas celulares de cancer de g)u mon y una linea de células de mama. Se
observaron resultados similares en los grupos con BEFDG grupos. La ™Tc-EC (control) no mostré captacion. Los
hallazgos sugieren que la captacion celular de 99MTc-EC-neomicina puede estar mediada a través de mecanismos
relacionados con la glucosa (figuras 47, 48A y 48B).

EJEMPLO 3: FORMACION DE IMAGENES METABOLICAS DE TUMOR CON *™T¢-EC-DESOXIGLUCOSA
Sintesis de EC-desoxiglucosa (EC-DG)

[0060] Se afiadié hidroxido de sodio (1N, 1 ml) a una solucién agitada de EC (110 mg, 0,41 mmol) en agua (5 ml). A
esta solucion incolora, se afiadieron sulfo-NHS (241,6 mg, 1,12 mmol) y EDC (218,8 mg, 1,15 mmol). A
continuacion, se afiadi6 sal de clorhidrato de D-glucosamina (356,8 mg, 1,65 mmol). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla se dializ6 durante 48 horas utilizando una membrana porosa
molecular Spectra/POR con un corte de moléculas de 500 (Spectrum Medical Industries Inc., Houston, TX). Después
de la didlisis, el producto se liofilizé utilizando un liofilizador (Labconco, Kansas City, MO). El producto en forma de
sal peso 568,8 mg. El esquema de sintesis se muestra en la figura 59. La estructura se confirmdé por espectrometria
de masas (Figura 60) y RMN de protén (figuras 61 y 62). La pureza radioquimica de 9MTc-EC-DG fue del 100%
determinada mediante radio-TLC (Figura 63) y analisis HPLC (Figuras 64 y 65).

Ensayo de hexoquinasa
[0061] Para determinar si la EC-DG mimetiza la fosforilacion de glucosa, se llevé a cabo un ensayo de hexoquinasa.
Utilizando un kit prefabricado (Sigma Chemical Company), se ensayaron EC-DG, glucosamina y glucosa (estandar)

a la longitud de onda UV de 340 nm. La glucosa, la EC-DG y la glucosamina dieron positivo en el ensayo de
hexoquinasa (Figuras 66-68).
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Ensayo de captacion celular in vitro

[0062] Se llevé a cabo un ensayo de captacion celular in vitro mediante el uso de una linea celular de cancer de
?sulmén humano (A549). Se afiadieron a pocillos que contenian 80.000 células cada uno dos uCi de 9MTc-EC-DG y

F-FDG. Después de incubacion a 0,5-4 horas, las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato 3
veces, seguido por tratamiento con tripsina para despegar las células. A continuacion, se contaron las células
mediante un contador gamma. La captacion de 9MTc-EC-DG era comparable con FDG (Figura 69).

Efecto de la d- y I-glucosa en la captacion celular  de ™ Tc-EC-desoxiglucosay *°F-FDG
[0063] Para evaluar si la captacion de 9ngc-EC-desoxiqucosa esta mediada por el mecanismo de la d-glucosa, se
afiadieron d- y I-glucosa (1 mg y 2,0 mg) a cada pocillo que contenia células de cancer de mama o de pulmén
(50.000/0,5 ml/pocillo), junto con 2 PCi de *™Tc-EC-desoxiglucosa y ®F-FDG. Después de 2 horas de incubacion,
las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato 3 veces, seguido por tratamiento con tripsina para
despegar las células. A continuacion, se contaron las células mediante un contador gamma.

[0064] Mediante la adicién de glucosa a la concentracion de 1 a 2,0 mg/pocillo, se observé una disminucién de la
captacion de 9Q"'TC-EC-desoxiqucosa y ®EFDG por la d-glucosa en las células de cancer de mama y de pulmoén.
Sin embargo, no hubo ninguna influencia sobre ambos agentes por la |-glucosa (Figuras 70-73). Los hallazgos
sugieren que la captacion celular de ggmTc-EC-desoxiglucosa esta mediada a través del mecanismo de la d-glucosa.

Efecto de la carga de EC-desoxiglucosa en el nivel de glucosa en sangre en ratas normales

[0065] Experimentos previos han demostrado que la captacion celular de 99mTc-EC-desoxiqucosa es similar a la de
FDG. Por ejemplo, el ensayo de hexoquinasa (fosforilacién de glucosa) fue positivo. La captacion de M re-EC-
desoxiglucosa esta mediada a través del mecanismo de la d-glucosa. Este estudio es para determinar si el nivel de
glucosa en sangre podria ser inducido por cualquiera de FDG o EC-desoxiglucosa y suprimido por la insulina.

[0066] Se pusieron en ayunas ratas Fischer 344 sanas normales (peso 145-155 g) durante la noche antes de los
experimentos. La concentracién de clorhidrato de glucosamina, FDG y EC-desoxiglucosa preparados fue de 60% y
164% (mg/ml). El nivel de glucosa en sangre (mg/dl) se determiné mediante un medidor de glucosa (Glucometer
DEX, Bayer Corporation, Elkhart, IN). Antes del estudio, se obtuvo la linea de base del nivel de glucosa en sangre. A
cada rata (n = 3/grupo) se administré 1,2 mmol/kg de glucosamina, FDG y EC-desoxiglucosa. En un experimento
separado, a un grupo de ratas se les administr6 EC-desoxiglucosa y FDG. Se administré insulina (5 unidades)
después de 30 minutos. Se tomaron muestras de sangre de la vena de la cola cada 30 minutos hasta 6 horas
después de la administracion.

[0067] Se indujo el nivel de glucosa en sangre mediante la administracién intravenosa en bolo de glucosamina, FDG
y EC-desoxiglucosa. Este aumento del nivel de glucosa en sangre se pudo suprimir mediante la coadministraciéon de
EC-desoxiglucosa o FDG e insulina (figuras 74 y 75).

Estudios de distribucién tisular de ~ **™Tc-EC-DG

[0068] Para el modelo de animal con tumor de mama, se inocularon ratas Fischer 344 hembra (150 + 25 g) (Harlan
Sprague-Dawley, Indianapolis, IN) por via subcutanea con 0,1 ml de células tumorales mamarias de una suspension
de la linea celular tumoral 13762 (106 células/rata, una linea celular tumoral especifica para ratas Fischer) en las
patas traseras con agujas del calibre 25. Los estudios se realizaron de 14 a 17 dias después de la administracion
cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 1 cm de didmetro. Las ratas se anestesiaron con ketamina (10-15
mg/rata, por via intraperitoneal) antes de cada procedimiento.

[0069] Para el modelo de animal con tumor de pulmén, cada ratén desnudo atimico (20-25 g) se inoculd por via
subcutanea con 0,1 ml de células tumorales de pulmén humano de una suspension de la linea de células tumorales
A549 (106 células/raton) en las patas traseras usando agujas del calibre 25. Los estudios se realizaron de 17 a 21
dias después de la administracion cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 0,6 cm de diametro.

[0070] En estudios de distribucion tisular, cada animal se inyect6 intravenosamente con 10-20 pCi (por rata) o 1-2
pCi (por ratén) de ™ Tc-EC o de *™Tc-EC-DG (n = 3/punto de tiempo). La masa inyectada de **"Tc-EC-DG fue de 1
mg por rata. A las 0,5, 2 y 4 horas después de la administracién de los radiotrazadores, los roedores se sacrificaron
y los tejidos seleccionados se extirparon, se pesaron y se contd la radiactividad. La biodistribucién del trazador en
cada muestra se calcul6 como el porcentaje de la dosis inyectada por gramo de peso himedo de tejido (% ID/g). Las
relaciones de densidad del recuento de tejido tumoral/no diana se calcularon a partir de los valores de %ID/g
correspondientes. Cuando se compararon con 9MTe-EC y tecnecio libre (Tabla 3), las relaciones de tumor con
respecto a tejido aumentaron en funcién del tiempo en el grupo de 9MTc-EC-DG (figuras 76-80).

Estudios de la formacion de imagenes escintigraficas
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[0071] Se obtuvieron imagenes escintigraficas usando una cadmara gamma equipada con un colimador de agujeros
paralelos de baja energia 0,5, 2 y 4 horas después de la inyeccion i.v de 100 uCi de cada radiotrazador. El modelo
animal utilizado fue ratas con tumor de mama. Los tumores se pudieron visualizar bien en comparacion con 99MTe-
EC (grupo de control) (figura 81). Se realizaron estudios clinicos preliminares en 5 pacientes (3 con tumores de
cerebro y 2 con enfermedades de pulmén). Las imagenes se obtuvieron a las 1-2 horas después de la
administracion. *™Tc-EC-DG fue capaz de diferenciar los tumores benignos frente a los malignos. Por ejemplo, el
astrocitoma maligno mostr6é una alta captacion (figuras 82A, 82B, 83A y 83B). El meningioma benigno mostré una
escasa captacidon en comparacion con el meningioma maligno (figuras 84A y B). Se observo una escasa captacion
en pacientes con TB (figura 85A y figura 85B), pero se observé una alta captacion en tumor de pulmén (Figura 86A,
figura 86B, y figura 86C).
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REIVINDICACIONES

1. Reactivo para la preparacion de un agente para la formacion de imagenes escintigraficas,

comprendiendo el reactivo un ligando especifico de tejido unido covalentemente a etilendicisteina (EC), en el que el
ligando especifico de tejido es un agente que mimetiza la glucosa seleccionado entre glucosa, glucosamina,
micromicina, y aminoglicésidos.

2. Reactivo, segun la reivindicacion 1, en el que el aminoglicdsido es neomicina, kanamicina, gentamicina,
paromomicina, amikacina, tobramicina, netilmicina, ribostamicina, sisomicina, lividomicina, dibekacina, isepamicina,
astromicina.

3. Reactivo, segun la reivindicacion 1, en el que dicho ligando especifico de tejido esta unido covalentemente a EC
en uno o ambos brazos &cidos de EC.

4. Reactivo, segun la reivindicacion 1, en el que el reactivo es EC-glucosamina.

5. Reactivo, segun la reivindicacién 1, comprendiendo el reactivo ademas un enlazador entre EC y el ligando
especifico de tejido.

6. Reactivo, segun la reivindicacion 5, en el que el enlazador es un péptido soluble en agua, un aminoacido, tal como
acido glutamico, acido aspartico y lisina; un poliaminoacido, tal como acido poliglutdmico y acido poliaspartico;
acetato de bromoetilo; o etilendiamina.

7. Agente para la formacion de imagenes que comprende el reactivo, segun la reivindicacion 1, y que comprende
ademas un radionucleido, en el que la EC que esta unida covalentemente al ligando especifico de tejido forma un
quelato de N2S; con dicho radionucleido.

8. Agente para la formacion de iméf%enes, segUn la reivindicacion 7, en el que dicho radionucleido es **"Tc, '*Re,
186Re’ lSSSm’ 166HO, QOY, SQSr’ 67Ga, Ga, 1ll|n’ lSSGd, 59Fe, 225AC, leBi, leAt, 64CU, 0 62CU.

9. Agente para la formacién de imagenes, segun la reivindicacion 8, en el que dicho radionucleido es som

C.
10. Agente para la formacion de imagenes, segun la reivindicacion 9, en el que el agente para la formacion de
imagenes (es decir, el reactivo marcado con radionucleido) es ggmTc-EC-qucosamina o] ngc-EC-GAP-qucosamina
(GAP = pentaglutamato).

11. Agente para la formacién de imagenes, segun la reivindicacion 7, en el que el enlazador es un péptido soluble en
agua, un aminodcido, tal como acido glutamico, acido aspartico y lisina; un poliaminoacido, tal como &acido
poliglutamico y acido poliaspartico; acetato de bromoetilo; o etilendiamina.

12. Composicién que comprende un agente para la formacion de imagenes, segun la reivindicacion 9, un medio para
inyeccion intravenosa y uno o mas materiales auxiliares farmacéuticamente aceptables.

13. Método de sintesis de un reactivo, segun la reivindicacién 1, y el marcaje por un radionucleido del mismo,
comprendiendo el método las etapas de:

a) obtener el ligando especifico de tejido, segun la reivindicacion 1;

b) mezclar dicho ligando especifico de tejido con EC para obtener un reactivo, segun la reivindicacion 1; y

c) mezclar dicho reactivo, un radionucleido y un agente reductor para obtener un agente para la formaciéon de
imagenes, segun la reivindicacion 7, en el que la EC que esta unida covalentemente al ligando especifico de tejido
forma un quelato de N2S; con el radionucleido.

14. Método, segun la reivindicacion 13, en el que dicho agente reductor es un ion ditionito, un ion estannoso o un ion
ferroso.

15. Utilizacion de un agente para la formaciéon de imagenes, segun la reivindicaciéon 9, para la fabricacion de un
producto farmacéutico para formar imagenes de un tumor, un sitio de infeccién, un corazén, un pulmoén, un cerebro,
un higado, un bazo, un pancreas, o un intestino en un mamifero.

16. Utilizacion, segun la reivindicacion 15, en la que el tumor es un cancer de mama, un cancer de ovario, un cancer
de préstata, un cancer positivo en folato o un cancer positivo en ER.

17. Kit para preparar una preparacion radiofarmacéutica, comprendiendo dicho kit un recipiente sellado, tal como
una bolsa, incluyendo el recipiente una cantidad predeterminada de un reactivo, segin la reivindicaciéon 1, y un
agente reductor para marcar el reactivo con 9mre,

18. Kit, segun la reivindicacion 17, en el que el agente reductor es un ion ditionito, un ion estannoso o un ion ferroso.

16
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19. Kit, segun la reivindicacion 17, en el que los componentes del kit estan en forma liquida, en forma congelada, o
en una forma seca, tal como una forma liofilizada.

20. Kit, segun la reivindicacion 17, en el que el kit comprende ademas uno o mas materiales auxiliares
farmacéuticos, en particular sales farmacéuticamente aceptables, tampones, conservantes, antioxidantes, tales
como vitamina C, y un atrapante, tal como glucoheptonato o EDTA.
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