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DESCRIPCION
Compuestos con base peptidica para localizar receptores de integrina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos con base peptidica y su uso en técnicas de formacion de
imagenes diagndsticas. Mas especificamente la invencion se refiere al uso de dichos compuestos con base peptidica
como vectores localizadores que se unen a los receptores asociados con la angiogénesis, en particular receptores de
integrina, por ejemplo, el receptor de avB3 integrina. Dichos agentes de contraste pueden usarse por consiguiente
para el diagndstico de por ejemplo enfermedades malignas, enfermedades cardiacas, endometriosis, enfermedades
relacionadas con la inflamacién, artritis reumatoide y sarcoma de Kaposi.

Antecedentes de la invencion

Pueden formarse nuevos vasos sanguineos mediante dos mecanismos diferentes: vasculogénesis o angiogénesis. La
angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos mediante ramificacion de vasos existentes. El estimulo
primario para este proceso puede ser el suministro inadecuado de nutrientes y oxigeno (hipoxia) a las células en un
tejido. Las células pueden responder secretando factores angiogénicos, de los cuales hay muchos; un ejemplo, al que
se hace referencia frecuentemente, es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Estos factores inician la
secrecion de enzimas proteoliticas que rompen las proteinas de la membrana basal, ademas de inhibidores que limitan
la accion de estas enzimas potencialmente dafiinas. El otro efecto destacado de los factores angiogénicos es provocar
que las células endoteliales migren y se dividan. Las células endoteliales que estan unidas a la membrana basal, que
forma una lamina continua alrededor de los vasos sanguineos en el lado contraluminal, no experimentan mitosis. El
efecto combinado de la pérdida de unién y las sefiales de los receptores por factores angiogénicos va a provocar que
las células endoteliales se muevan, se multipliquen y se reordenen ellas mismas, y finalmente sinteticen una
membrana basal alrededor de los nuevos vasos.

La angiogénesis es importante en el crecimiento y remodelacion de tejidos, incluyendo el curado de heridas y procesos
inflamatorios. Los tumores deben iniciar la angiogénesis cuando alcanzan el tamafio de milimetro para mantener su
velocidad de crecimiento. La angiogénesis esta acompafiada por cambios caracteristicos en las células endoteliales
y su medio. La superficie de estas células se remodela en preparacion para la migracioén, y estructuras cripticas se
exponen donde la membrana basal se degrada, ademas de la variedad de proteinas que estan implicadas en la
realizacion y control de la protedlisis. En el caso de tumores, la red resultante de vasos sanguineos esta normalmente
desorganizada, con la formacion de angulos bruscos y ademas derivaciones arteriovenosas. La inhibicion de la
angiogénesis se considera también que es una estrategia prometedora para la terapia antitumoral. Las
transformaciones que acompafian a la angiogénesis son también muy prometedoras para el diagnostico, siendo un
ejemplo obvio la enfermedad maligna, aunque el concepto también muestra una gran promesa en la inflamacion y una
variedad de enfermedades relacionadas con la inflamacion, que incluyen aterosclerosis, siendo los macrofagos de
lesiones ateroscleréticas tempranas fuentes potenciales de factores angiogénicos. Estos factores también estan
implicados en la re-vascularizacion de partes infartadas del miocardio, que se da si una estenosis se libera en un corto
tiempo.

Ejemplos adicionales de condiciones indeseadas que estan asociadas con la neovascularizacion o angiogénesis, el
desarrollo o proliferacion de nuevos vasos sanguineos se muestran a continuacion. Se hace referencia también a este
respecto al documento WO 98/47541.

Las enfermedades e indicaciones asociadas con la angiogénesis son por ejemplo, diferentes formas de cancer y
metastasis, por ejemplo, cancer de mama, piel, colorrectal, pancreatico, de prostata, pulmén u ovario.

Otras enfermedades e indicaciones son inflamacion (por ejemplo crénica), aterosclerosis, artritis reumatoide y gingivitis.

Enfermedades e indicaciones adicionales asociadas con la angiogénesis son malformaciones arteriovenosas,
astrocitomas coriocarcinomas, glioblastomas, gliomas, hemangiomas (infantil, capilar), hepatomas, endometrio
hiperplasico, miocardio isquémico, endometriosis, sarcoma de Kaposi, degeneracion macular, melanoma,
neuroblastomas, enfermedad de la arteria periférica oclusiva, osteoartritis, soriasis, retinopatia (diabética,
proliferativa), escleroderma, seminomas y colitis ulcerosa.

La angiogénesis implica receptores que son uUnicos para las células endoteliales y tejidos circundantes. Estos
marcadores incluyen receptores del factor de crecimiento tal como VEGF y la familia de receptores de la integrina.
Estudios inmunohistoquimicos han demostrado que una variedad de integrinas quizas la mas importante la clase a,
se expresan en la superficie apical de los vasos sanguineos [Conforti, G., et al. (1992) Blood 80:37-446] y estan
disponibles para la localizacién mediante ligandos circulantes [Pasqualini, R., et al. (1997) Nature Biotechnology
15:542-546]. La a5B1 es también una importante integrina en la promocién de montaje de la matriz de fibronectina y
el inicio de la union celular a la fibronectina. También juega un papel crucial en la migracion celular [Bauer, J.S., (1992)
J. Cell Biol. 116:477-487] ademas de invasion tumoral y metastasis [Gehlsen, K.R., (1988) J. Cell Biol. 106:925-930].

La integrina avB3 es uno de los receptores que se conocen por estar asociados con la angiogénesis. Las células
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endoteliales estimuladas parecen depender de este receptor para la supervivencia durante un periodo critico del
proceso angiogénico, ya que los antagonistas de la interaccion receptor de integrina avf3/ligando inducen la apoptosis
e inhiben el crecimiento de los vasos sanguineos.

Las integrinas son moléculas heterodiméricas en que las subunidades a y B penetran la bicapa lipidica de la membrana
celular. La subunidad a tiene cuatro dominios de unién al Ca?* en su cadena extracelular, y la subunidad B tiene un
numero de dominios ricos en cisteina extracelulares.

Muchos ligandos (por ejemplo fibronectina) implicados en la adhesion celular contienen la secuencia tripeptidica
arginina-glicina-acido aspartico (RGD). La secuencia RGD parece actuar como un sitio de reconocimiento primario
entre los ligandos que presentan esta secuencia y receptores en la superficie de las células. Se cree generalmente
que las interacciones secundarias entre el ligando y el receptor mejoran la especificidad de la interaccion. Estas
interacciones secundarias tendrian lugar entre restos del ligando y el receptor que estan inmediatamente adyacentes
a la secuencia RGD o en sitios que estan distantes de la secuencia RGD.

Los péptidos RGD se conocen por unirse a una variedad de receptores de integrina y tienen el potencial de regular un
numero de sucesos celulares de aplicacion significativa en el entorno clinico. (Ruoslahti, J. Clin. Invest., 87: 1-5 (1991)).
Quizas el efecto mas ampliamente estudiado de los péptidos RGD y miméticos de los mismos se refiere a su uso
como agentes anti-trombéticos donde se dirigen a la integrina de las plaquetas Gpllibllla.

La inhibicion de la angiogénesis en los tejidos mediante la administraciéon del antagonista o avB3 o avp5 se ha descrito
en por ejemplo los documentos WO 97/06791 y WO 95/25543 usando o anticuerpos o péptidos que contienen RGD.
El documento EP 578083 describe una serie de péptidos que contienen RGD mono-ciclicos y el documento WO
90/14103 reivindica RGD-anticuerpos. Haubner et al. en el J. Nucl. Med. (1999); 40:1061-1071 describen una nueva
clase de indicadores para localizar tumores basados en péptidos que contienen RGD monociclico. Los estudios de
biodistribucién que usan la formacién de imagenes auto-radiograficas de todo el cuerpo revelaron sin embargo que
los péptidos marcados con '?5| tenian velocidades de aclaramiento en la sangre muy rapidas y predominantemente
las rutas de excrecién hepatobiliares que dan por resultado un alto fondo.

Los péptidos RGD ciclicos que contienen multiples puentes se han descrito también en los documentos WO 98/54347
y WO 95/14714. Los péptidos derivados de ciclos de seleccion por afinidad in vivo (documento WO 97/10507) se han
usado para una variedad de aplicaciones de localizacion. La secuencia CDCRGDCFC (RGD-4C), se ha usado para
dirigir farmacos tales como doxirubicina (documento WO 98/10795), acidos nucleicos y adenovirus a células (véanse
los documentos WO 99/40214, WO 99/39734, WO 98/54347, WO 98/54346, US 5846782). Los péptidos que contienen
multiples residuos de cisteina sin embargo experimentan la desventaja de que pueden darse multiples isomeros
disulfuro. Un péptido con 4 residuos de cisteina tal como RGD-4C tiene la posibilidad de formar 3 diferentes formas
plegadas de disulfuro. Los isémeros tendran afinidad variable por el receptor de integrina ya que el farmacéforo RGD
se fuerza en 3 conformaciones diferentes.

El documento WO01/77145A (PCT/NO01/00146) describe compuestos que contienen RGD usados como vectores
localizadores que se unen a receptores asociados con la angiogénesis, en particular receptores de integrina. Los
compuestos comprenden al menos dos puentes, donde un puente forma un enlace disulfuro y el segundo puente
comprende un enlace tioéter (sulfuro).

Rajopadhye M et al, Bioorganic & Medical Chemistry letters, Oxford GB, vol. 7, nim. 8, 22 de abril de 1997, pags. 955-
961, ensefia péptidos que contienen RGD, por ejemplo, compuestos 1 y 2, que se unen a GPIIb/llla, un complejo
a2bB3 de integrina encontrado en la plaqueta. Las secuencias peptidicas estan basadas en DMP 757 (ciclo(D-Val-N-
Me-Arg(R)-Gly(G)-Asp(D)-Mamb). Este documento no proporciona ensefianzas o sugerencias para formar algun
puente en los péptidos.

Rajopadhye M et al, Bioorganic & Medical Chemistry letters, Oxford GB, vol. 6, nim. 15, 6 de agosto de 1996, pags.
1737-1740, describe péptidos que contienen RGD unidos a GPlIb/llla. Las secuencias peptidicas se basan en DMP
757 (ciclo(D-Val-N-Me-Arg(R)-Gly(G)-Asp(D)-Mamb) y su analogo. Este documento no proporciona ensefianzas o
sugerencias para formar ninguin puente en los péptidos.

El documento US 5 888 474 describe péptidos que contienen GD lineales o ciclicos que se unen a GPlIb/llla. Este
documento solo describe un Unico puente y no proporciona ensefianzas o sugerencias para formar dos puentes. Las
secuencias descritas contienen o un unico puente tioéter (pagina 7, SEQ Num. 1-7) o un puente disulfuro (pagina 8,
SEQ ndm. 8).

Pearson D A et al, Journal of Medicinal Chemistry, American Chemical Society, Washington EE.UU., vol. 39, nim. 7,
1996, pags. 1372-1383, describe péptidos que contienen GD ciclicos unidos a GPlIb/llla. D5 solo describe un tnico
puente tioéter por medio de una S-alquilacién de un residuo de cisteina con el grupo cloroacetilo N-terminal y no
proporciona ensefianzas o sugerencias para formar dos puentes.

Harris T D et al, Bioorganic & Medical Chemistry letters, Oxford GB, vol. 6, nim. 15, 6 de agosto de 1996, pags. 1741-
1746, describe péptidos que contienen RGD que unen a GPIIb/llla. Las secuencias peptidicas se basan en DMP757
(ciclo(D-Val-N-Me-Arg(R)-Gly(G)-Asp(D)-Mamb) y su analogo. Este documento no proporciona ensefianzas o
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sugerencias para formar ningun puente en los péptidos.

Liu Shuang et al, Bioconjugate Chemistry, vol. 12, nim. 4, 6 de julio de 2001, pags. 624-629, describe una forma
dimérica de péptidos que contienen RGD como un antagonista del receptor de vitronectina. Este documento no
proporciona ensefianzas o sugerencias para formar ningun puente en los péptidos.

Sivolapenko G B et al, European Journal of Nuclear Medicine Germany, vol. 25, nim. 10, 1998, pags. 1383-1389,
describe un decapéptido lineal con dos restos RGD (pagina 1387, columna derecha, parrafo 2) como un antagonista
de receptor de vitronectina. Este documento no proporciona ensefianzas o sugerencias para formar ninguin puente en
los péptidos.

El documento WO 93/12819A describe composiciones de RGD marcadas con i6on metalico basado en péptido y
proteina para usar como compuestos farmacéuticos y métodos para marcar péptidos con radiometales, metales
paramagnéticos y otros iones metalicos medialmente Utiles. Se describe especialmente el marcado de proteinas que
contienen monosulfuros o enlaces disulfuro ademas de anticuerpos frente a antigenos embrionarios especificos.

Uehara T et al, Nuclear Medicine and Biology, Elsevier Science Publisher, Nueva York, NY, EE.UU., vol. 26, nim. 8
describe analogos de somatostatina marcados con 99mTc adecuados para la formacion de imagenes del receptor de
tumores positivos de somatostatina. La integridad del enlace disulfuro en un analogo ciclico de somatostatina se
estudio a bajas concentraciones de péptido durante las reacciones de formacion de complejos con iones estannosos
como agente reductor.

Ejemplos adicionales de compuestos con base peptidica que comprenden RGD se encuentran en PCT/NO01/00146
y PCT/NO01/00390, cuyos contenidos se incorporan en la presente memoria por referencia.

La eficiente localizacion y formacion de imagenes de receptores de integrina asociados con la angiogénesis in vivo
demanda por lo tanto un vector con base de RGD selectivo, de alta afinidad, que sea quimicamente fuerte y estable.
Ademas, la ruta de excrecion es un factor importante cuando se disefian agentes de formacion de imagenes para
reducir los problemas con el fondo. Estas condiciones rigurosas se cumplen por las estructuras biciclicas descritas en
la presente invencion.

Descripcion de la invenciéon

Vista desde un aspecto la invencién proporciona nuevos compuestos con base peptidica. Estos compuestos tienen
afinidad por los receptores de integrina, por ejemplo, afinidad por la integrina av33.

Los compuestos comprenden al menos dos puentes, en donde un puente forma un enlace disulfuro y el segundo
puente comprende un enlace tioéter (sulfuro) y en donde los puentes pliegan el resto péptido en una configuracion “en
nido”.

Los compuestos de la actual invencion tienen por consiguiente un maximo de un puente disulfuro por resto de
molécula. Los compuestos definidos por la presente invencion son sorprendentemente estables in vivo y bajo las
condiciones empleadas durante el marcado, por ejemplo, durante el marcado con tecnecio.

Estos nuevos compuestos pueden ser por propositos de formacion de imagenes.

El componente peptidico de los conjugados descritos en la presente memoria no tienen los extremos amino o carboxi
libres. Esto introduce en estos compuestos un aumento significativo en la resistencia frente a la degradacion
enzimatica y como resultado tienen una estabilidad in vivo aumentada en comparacion con muchos péptidos libres
conocidos.

Como se usa en la presente memoria el término “aminoacido” se refiere en su sentido mas amplio a L-aminoacidos
proteogénicos, D-aminoacidos, aminoacidos quimicamente modificados, miméticos de N-metilo, Ca-metilo y
aminoacidos de cadena lateral, y aminoacidos no naturales tal como naftilalanina. Se prefiere cualquier aminoacido
que se da de forma natural o miméticos de dichos aminoacidos que se dan de forma natural.

La presente invencion se ilustra por los compuestos I-1V posteriores:
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Los aminoacidos en el péptido estan todos en la forma L. Sin embargo, en algunas realizaciones de la descripcion
uno, dos, tres o mas de los aminoacidos en el péptido estan preferiblemente en la forma D. La inclusion de dichos
aminoacidos en forma D puede tener un efecto significativo en la estabilidad en suero del compuesto.

Segun la presente descripcion cualquiera de los residuos de aminoacido como se definen en la férmula | pueden
representar preferiblemente un aminoacido que se da de forma natural e independientemente en cualquiera de las
conformaciones D o L.

Algunos de los compuestos de la invencion son vectores con base de RGD de alta afinidad. Como se usa en la
presente memoria el término “vector con base de RGD de alta afinidad” se refiere a compuestos que tienen una Ki de
<10 nM y preferiblemente <5 nM, en un ensayo de unién competitiva para av3 integrina y donde el valor de Ki se
determind por competicion con el conocido ligando de alta afinidad equistatina. Los métodos para realizar dichos
ensayos de competicion se conocen bien en la técnica.

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad efectiva (por
ejemplo una cantidad efectiva para mejorar el contraste de imagen en la formaciéon de imagenes in vivo) de un
compuesto o una sal del mismo, junto con uno o mas adyuvantes, excipiente o diluyentes farmacéuticamente
aceptables.

Los restos marcadores en los agentes de contraste de la invencion pueden ser cualquier resto capaz de deteccién o
bien directamente o indirectamente en un procedimiento de formaciéon de imagenes diagnésticas in vivo.
Preferiblemente el agente de contraste comprende un marcador. Se prefieren restos que emiten o puede provocarse
que emitan radiacion detectable (por ejemplo por desintegracion radioactiva).

Para la formacién de imagenes MR el marcador sera o bien un is6topo de espin nuclear que no es cero (tal como '°F)
o un material que tiene espines electronicos desapareados y por tanto propiedades paramagnéticas,
superparamagnéticas, ferrimagnéticas o ferromagnéticas; para la formacion de imagenes con luz el marcador sera un
dispersante de luz (por ejemplo una particula coloreada o no coloreada), un absorbente de luz o un emisor de luz;
para la formacion de imagenes magnetométrica el marcador tendra propiedades magnéticas detectables; para la
formacion de imagenes por impedancia eléctrica el marcador afectara a la impedancia eléctrica; y para la
gammagrafia, SPECT, PET y similares, el marcador sera un radionucleido.

Expresado generalmente, el marcador puede ser (1) un i6n que contiene metal quelatable o metal poliatémico (es
decir TcO, etc.), donde el metal es un metal de alto nimero atémico (por ejemplo, nimero atémico mayor que 37), una
especie paramagnética (por ejemplo un metal de transicién o lantanido), o un isétopo radioactivo, (2) una especie no
metalica unida de forma covalente que es un sitio electrénico desapareado (por ejemplo un oxigeno o carbono en un
radical libre persistente), un no metal de alto nimero atémico, o un radioisétopo, (3) un grupo poliatémico o cristal que
contiene atomos de alto numero atémico, que presentan un comportamiento magnético cooperativo (por ejemplo
superparamagnetismo, ferrimagnetismo o ferromagnetismo) o que contiene radionucleidos.

Ejemplos de grupos marcadores preferidos particulares (Z1) se describen en mas detalle a continuacion.

Los marcadores metalicos quelatados se eligen preferiblemente del grupo posterior; Y, ®mT¢, "'In, 4’Sc, 67Ga, 5'Cr,
177mSn 67Cu 167Tm 97Ru 188Re 177Lu 199Au 203Pb y 141Ce_

Los iones metalicos estan deseablemente quelados por grupos quelantes en el resto conector. Ejemplos adicionales
de grupos quelantes adecuados se describen en los documentos US-A-4647447, WO89/00557, US-A-5367080, US-
A-5364613.

Métodos para metalar cualquier agente quelante presentes estan en el nivel de competencia de la técnica. Los metales
pueden incorporarse en un resto quelante por cualquiera de los tres métodos generales: incorporacion directa, sintesis
de plantilla y/o transmetalacién. Se prefiere la incorporacion directa.

Por consiguiente es deseable que el i6bn metalico se compleje facilmente con el agente quelante, por ejemplo,
meramente exponiendo o mezclando una disolucién acuosa del resto que contiene el agente quelante con una sal
metalica en una disolucion acuosa que tiene preferiblemente un pH en el intervalo de aproximadamente 4 a
aproximadamente 11. La sal puede ser cualquier sal, pero preferiblemente la sal es una sal soluble en agua del metal
tal como una sal de halégeno, y mas preferiblemente dichas sales se seleccionan de manera que no interfieran con la
union del ibn metalico con el agente quelante.

El resto que contiene agente quelante esta preferiblemente en disoluciéon acuosa a un pH de entre aproximadamente
5 y aproximadamente 9, mas preferiblemente entre pH aproximadamente 6 a aproximadamente 8. El resto que
contiene agente quelante puede mezclarse con sales de tampon tal como citrato, carbonato, acetato, fosfato y borato
para producir el pH 6ptimo. Preferiblemente, las sales de tampdn se seleccionan de manera que no interfieran con la
union posterior del i6n metalico con el agente quelante.

Los siguientes is6topos o pares de is6topos pueden usarse tanto para la formacién de imagenes como para la terapia
sin tener que cambiar la metodologia de radiomarcado o quelante: 47Scy1; #'Cess; '®Rezs; ""Luz1; '®°Auzg; 47Scar;
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1353; 67Cuzg; ¥ls3 ¥ "Plss; 88Rers y %™ Teus; Y30 ¥ 8Y3g; 47Sco1 Yy “4ScC21; Y39 y 123s3; 16Smey y '93Smez; y Y30 y
1M1
49.

Los marcadores atomicos no metalicos preferidos incluyen radioisotopos tal como 231, '3l y 8F ademas de atomos
de espin nuclear que no es cero tal como '°F, y atomos pesados tal como .

Los agentes diagnoésticos pueden administrarse a pacientes para la formacion de imagenes en cantidades suficiente
para dar el contraste deseado con la técnica de formacion de imagenes particular. Donde el marcador es un metal,
generalmente dosis de 0,001 a 5,0 mmoles de ién metalico de formacion de imagenes quelado por kilogramo de peso
corporal de paciente son efectivas para alcanzar mejoras de contraste adecuadas. Donde el marcador es un
radionucleido, las dosis de 0,01 a 100 mCi, preferiblemente 0,1 a 50 mCi seran normalmente suficientes por 70 kg de
peso corporal.

La dosis de los compuestos de la invencion para uso terapéutico dependera de la condicion a tratar, pero en general
sera del orden de 1 pmol/kg a 1 mmol/kg de peso corporal.

Los compuestos segun la invencién pueden formularse por lo tanto para la administraciéon usando vehiculos o
excipientes fisiolégicamente aceptables de una manera completa en la competencia de la técnica. Por ejemplo, los
compuestos, opcionalmente con la adicion de excipientes farmacéuticamente aceptables, pueden suspenderse o
disolverse en un medio acuoso, esterilizandose después la disolucién o suspension resultante.

Visto desde un aspecto adicional la invencién proporciona el uso de un compuesto I-IV para la fabricacién de un medio
de contraste para usar en un método de diagnosis que implica la administracion de dicho medio de contraste a un
cuerpo humano o animal y la generacion de una imagen de al menos parte de dicho cuerpo.

Visto desde un aspecto aun adicional la invencion proporciona un método de generaciéon de imagenes mejorado de
un cuerpo humano o animal administrado previamente con una composicién de agente de contraste que comprende
un compuesto I-IV, cuyo método comprende generar una imagen de al menos parte de dicho cuerpo.

Visto desde un aspecto adicional la invencién proporciona una composicion para usar en un método de monitorizacion
del efecto del tratamiento de un cuerpo humano o animal con un farmaco para combatir una condicién asociada con
cancer, preferiblemente angiogénesis, por ejemplo un agente citotéxico, implicando dicho método administrar a dicho
cuerpo un agente de Compuesto I-IV y detectar la absorcién de dicho agente por receptores celulares, preferiblemente
receptores de célula endotelial y en particular receptores avB3, efectuandose dicha administracion y deteccion
opcionalmente aunque preferiblemente de forma repetida, por ejemplo, antes, durante y después del tratamiento con
dicho farmaco.

Los compuestos de la presente invencion pueden sintetizarse usando todos los métodos conocidos de sintesis quimica
aunque particularmente util es la metodologia en fase sodlida de Merrifield que emplea un sintetizador peptidico
automatizado (J. Am. Chem. Soc., 85:2149 (1964)). Los péptidos y quelatos peptidicos pueden purificarse usando
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y caracterizarse por espectrometria de masas y HPLC analitico antes
de probarse en el cribado in vitro.

La presente invencion se ilustrara ahora adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1:

Sintesis de disulfuro [Cys?®] tioéter ciclo[CH2CO-Lys(cPn216-glutaril)-Cys2-Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-NH;

S
/ |

O__l" s |

o0 [ 2 Q H @ ’\

YR N PN N S )
H \I_If \:é/ /\[‘r = H o _ H

N : )
i fs) S o 5 29 8]
b > =0 b
/ ¢ HO <
GO DU T -
NZ 5T T T HNH HN=, Peso molecular = 1407,754
S J d d NH, Masa exacta = 1406 662
[/ Férmula molecular= CB0H9BN1801583
«_.NH
HO. =
N/

1a) Sintesis de quelato cPn216

Para detalles de la sintesis del quelato de tecnecio cPn216 se remite al lector a la patente presentada GB0116815.2.
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1b) Sintesis de intermedio de acido cPn216-glutarico

/\/i/\ (I)H i i /\L\ I
N N
HA ﬁ><|¢ HOJ'\/\)KH ﬁ&

Se disolvio cPn216 (100 mg, 0,29 mmoles) en DMF (10 mL) y se afiadié anhidrido glutarico (33 mg, 0,29 mmoles) en
porciones con agitacion. La reaccion se agité durante 23 horas para proporcionar la conversiéon completa al producto
deseado. El acido puro se obtuvo después de RP-HPLC en buen rendimiento.

1c) Sintesis de tetrafluorotiofenil-éster de acido cPn216-glutarico

/N - OH /N *‘-OH
1) HATU/NMM
HN 2) TFTP F HN
w ZN DMF J\/\/u\ %&N
F 8 N
HO N H)ﬂ’ I N H

A acido cPn216-glutarico (300 mg, 0,66 mmoles) en DMF (2 mL) se afiadié HATU (249 mg, 0,66 mmoles) y NMM (132
pL, 1,32 mmoles). La mezcla se agitd durante 5 minutos después se afiadio tetrafluorotiofenol (0,66 mmoles, 119 mg).
La disolucion se agitdé durante 10 minutos después la mezcla de reaccion se diluyé con acetonitrilo al 20%/agua (8
mL) y el producto se purificé por RP-HPLC dando 110 mg del producto deseado después de secar por congelacion.

1d) Sintesis de CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-NH,

Formula molecular = C46H76CINT301183

HO

cl K K
o S S HS
1 Ho Hoq Hoq Peso molecular = 1118 844
250 molecular =
HN\:)'L\N N\;)J\N/\“,N\E)'LN N\E/U\N NH2 Masa exacta = 1117, 464
= H o > H o S: H s} H H o
o)

NH

H,N HN=(

NH,

El péptido se sintetizé en un sintetizador peptidico automatico ABI 433A partiendo de resina Rink Amide AM en una
escala de 0,25 mmoles usando cartuchos de 1 mmol de aminoacidos. Los aminoacidos se pre-activaron usando HBTU
antes del acoplamiento. Los grupos amino N-terminales se cloroacetilaron usando una disolucion de anhidrido
cloroacético en DMF durante 30 min.

La eliminacién simultanea de péptido y grupos protectores de cadena lateral (excepto tBu) de la resina se realiz6 en
TFA que contiene TIS (5%), H20 (5%) y fenol (2,5%) durante dos horas.

Después del tratamiento se obtuvieron 295 mg de péptido en bruto (HPLC analitico: gradiente, 5-50% de B durante
10 minutos donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 y C18 (2) 50 x 4,6
mm; flujo, 2 mL/min; deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencion del producto, 6,42 min). La caracterizacion de producto
adicional se realizé usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1118,5, encontrado, a 1118,6).

1e) Sintesis de tioéter ciclo [CH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-NH;



ES 2719 088 T3

5
] 5
o o H\i PR Ho9 P lecular = 1082383
esa molecular =
HN\!)LN N ’ N/'\H/N\_)J\N N\AN By Masa exacta = 1081487 1
B H & E H o H H o E o Formula molecular = C46H75M1301183

Se disolvieron 295 mg de CICH2CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-NH, en agua/acetonitrilo. La mezcla
se ajustd a pH 8 con disolucion de amoniaco y se agitd durante 16 horas.

Después del tratamiento se obtuvieron 217 mg de péptido en bruto (HPLC analitico: gradiente, 5-50% de B durante
5 10 minutos donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 y C18 (2) 50 x 4,6

mm,; flujo, 2 mL/min; deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencion del producto, 6,18 min). La caracterizacion del

producto adicional se realizé usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1882,5, encontrado, a 1882,6).

1f) Sintesis de disulfuro [Cys?f] tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys?-Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-NH;

S
S S
O,
[e) H\/Cu)\ H\)OJ\ n\)ct NH Peso molecular = 968,150
HN\;)LN N y N/\‘H,N v N v N 2 Masa exacta = 967,346
E H = H H H s H
e} ? o \, © °©
(o]

Fdrmula molecular = C38H57N1301183
HO
NH

HN HN=(

NH,

10 217 mg de tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-NH; se traté con una disoluciéon de
anisol (500 pL), DMSO (2 mL) y TFA (100 mL) durante 60 min después de lo cual el TFA se eliminé al vacio y el
péptido precipité por la adicion de dietiléter.

La purificacion por HPLC preparativo (columna Phenomenex Luna 10 p C18 (2) 250 x 50 mm) del material en bruto
(202 mg) se realiz6 usando 0-30% de B, donde A = HO/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 60 min a un
15 caudal de 50 mL/min. Después de la liofilizacion se obtuvieron 112 mg de material puro (HPLC analitico: gradiente, 5-
50% de B durante 10 min donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3;CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p
C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min, deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencién del producto, 5,50 min). Se llevé a

cabo la caracterizacion de producto adicional usando espectroscopia de masas: esperado, M+H a 968, encontrado a
971).

20 1g) Sintesis de disulfuro [Cys?€] tioéter ciclo[CH.CO-Lys(cPn216-glutaril)-Cys?-Arg-Gly-Asp-Cysé-Phe-Cys]-NH;

S
OJ S 5 5 S
o]
HN¢N#(HJNWH\ANLKHYEN
EHOEHOEB:HO:HO
(0]

SRS

H u NH
hlvl’ N NMNH HN=<NH Peso molecular = 1407,754

OH o o 2 Masa exacta = 1406 662

Férmula molecular = CB0H98N1801553
NH
HO..N/i

9,7 mg de disulfuro [Cys?®] tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-NHz, 9,1 mg de éster activo de
quelato cPn216 y 6 uL de N-metilmorfolina se disolvié en DMF (0,5 mL). La mezcla se agit6é durante 3 horas.
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La purificacion por HPLC preparativo (columna Phenomenex Luna 5 y C18 (2) 250 x 21,20 mm) de la mezcla de
reaccion se realizo usando 0-30% de B, donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 40 min a un
caudal de 10 mL/min. Después de la liofilizacion se obtuvieron 5,7 mg de material puro (HPLC analitico: gradiente, 0-
30% de B durante 10 min donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p
C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min; deteccién, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 7,32 min). La
caracterizacion de producto adicional se realizd usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1407,7,
encontrado, a 1407,6).

Ejemplo 2:

Sintesis de disulfuro [Cys?f] tioéter ciclo[CH2CO-Lys(cPn216-glutaril)-Cys2-Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-(PEG)n-NH;
donde n=1.

2a) Sintesis de acido 17-(Fmoc-amino)-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico

O 0 Q

Q. OJ\H'\/O“‘/\OI\\/O“/\HJ\/O\)LOH

CJ

Este bloque de construccion se acopla a la fase sélida usando quimica Fmoc. La forma acoplada de este bloque de
construccion se denominara en resumen como (PEG), donde n es un nimero entero positivo.

1,11-Diazo-3,6,9-trioxaundecano

Una disolucion de tetraetilenglicol seco (19,4 g, 0,100 moles) y cloruro de metanosulfonilo (25,2 g, 0,220 moles) en
THF seco (100 ml) se mantuvo en argon y se enfrié a 0°C en un bafio de hielo/agua. Al matraz se afiadié una disolucion
de trietilamina (22,6 g, 0,220 moles) en THF seco (25 ml) en gotas durante 45 min. Después de 1 h el bafio de
enfriamiento se quitd y la agitacion se continué durante 4 h. Se afiadié agua (60 ml). A la mezcla se afiadié carbonato
de hidrégeno y sodio (6 g, a pH 8) y azida sddica (14,3 g, 0,220 mmoles), en ese orden. THF se quité por destilacion
y la disolucion acuosa se puso a reflujo durante 24 h (dos capas formadas). La mezcla se enfrié y se afiadio éter (100
ml). La fase acuosa se saturd con cloruro sddico. Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con éter (4 x 50
ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 50 ml) y se secaron (MgSO,). La filtracion y la
concentracion dieron 22,1 g (91%) de aceite amarillo. El producto se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

11-Azido-3,6,9-trioxaundecanamina

A una suspension agitada mecanicamente, de forma vigorosa, de 1,11-diazido-3,6,9-trioxaundecano (20,8 g, 0,085
moles) en acido clorhidrico al 5% (200 ml) se afiadié una disolucion de trifenilfosfina (19,9 g, 0,073 moles) en éter (150
ml) durante 3 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agité durante 24 h adicionales. Las fases se
separaron Y la fase acuosa se extrajo con diclorometano (3 x 40 ml). La fase acuosa se enfrié en un bafo de hielo/agua
y el pH se ajustd a alrededor de 12 por la adicion de KOH. El producto se extrajo en diclorometano (5 x 50 ml). Las
fases organicas combinadas se secaron (MgSOQa). La filtracion y evaporacion dieron 14,0 g (88%) de aceite amarillo.
El analisis por espectroscopia de masas MALDI-TOF (matriz: acido a-ciano-4-hidroxicinamico) dio un pico M+H a 219
como se esperaba. La caracterizacion adicional usando espectroscopia 'H (500 MHz) y 3C (125 MHz) RMN verifico
la estructura.

Acido 17-azido-5-oxo0-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico

A una disolucién de 11-azido-3,6,9-trioxaundecanamina (10,9 g, 50,0 mmoles) en diclorometano (100 ml) se afiadié
anhidrido diglicdlico (6,38 g, 55,0 mmoles). La mezcla de reaccion se agitd toda la noche. El analisis de HPLC (columna
Vydac 218TP54; disolventes: A = agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA al 0,1%; gradiente 4-16% de B durante 20
min; flujo 1,0 ml/min; deteccién UV a 214 y 284 nm), mostrd la conversion completa de material de partida a un producto
con tiempo de retencion 18,3 min. La disolucion se concentré para dar rendimiento cuantitativo de un jarabe amairillo.
El producto se analizd por LC-MS (ionizacién ES) dando [MH]+ a 335 como se esperaba. La espectroscopia de 'H
(500 MHz) y "3C (125 MHz) RMN estuvo de acuerdo con la estructura.

El producto se uso6 en la siguiente etapa sin purificacion adicional.
Acido 17-amino-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico

Una disolucién de acido 17-azido-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico (8,36 g, 25,0 mmoles) en agua (100
ml) se redujo usando Hz (g) — Pd/C (10%). La reaccion se realizé hasta que el andlisis de LC-MS mostro la completa
conversion del material de partida (columna Vydac 218TP54; disolventes: A = agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA
al 0,1%; gradiente 4-16% de B durante 20 min; flujo 1,0 ml/min; deteccién UV a 214 y 284 nm, ionizacion ES dando
M+H a 335 para material de partida y 309 para el producto). La disolucién se filtré y se usé directamente en la siguiente
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etapa.
Acido 1 7-(Fmoc-amino)-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico

A la disolucién acuosa de acido 17-amino-5-oxo-6-aza-3,9,12,15-tetraoxaheptadecanoico de antes (correspondiente
a 25,0 mmoles de aminoacido) se afiadid bicarbonato sodico (5,04 g, 60,0 mmoles) en dioxano (40 ml). Una disolucion
de Fmoc-cloruro (7,11 g, 0,275 moles) en dioxano (40 ml) se afiadié en gotas. La mezcla de reaccion se agit6 toda la
noche. Se evaporé el dioxano (rotavapor) y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. La fase acuosa se acidulo
por adicion de acido clorhidrico y el material precipitado se extrajo en cloroformo. La fase organica se sec6 (MgSQa),
se filtré y se concentrd para dar 11,3 g (85%) de un jarabe amarillo. La estructura se confirmé por andlisis de LC-MS
(columna Vydac 218TP54; disolventes: A = agua/TFA al 0,1% y B = acetonitrilo/TFA al 0,1%; gradiente 40-60% de B
durante 20 min; flujo 1,0 ml/min; deteccién UV a 214 y 254 nm; ionizaciéon ES que da M+H a 531 como se esperaba
para el pico de producto a 5,8 minutos). El analisis mostré6 un contenido muy bajo de productos secundarios y el
material se us6 sin purificacién adicional.

2b) Sintesis de CICH2CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-(PEG)n-NH; donde n = 1

HS
0./ \ o
Y o { H © H ¢ /L H ) H
HN‘.__;/J'I\N A "N""’:’/”\N st Na.w_)'l\ N ._szN \.:,,»JL\N.- '-\]_r'N T O-""‘-\_/O Ty T
5 & o]

T

AT NH,
H rl H ﬂ/ = H z ﬂ

i o i 0 L X

) HO>=O ,_{?—Q)
¢ { y

\ NH —/ Peso molecular = 1400,163

H N; HNZ'/ Masa exacta = 140?,612
o ' =
. Fdrmula molecular = CE8HISCIN1EO1T7S3
]

La unidad PEG se acoplé6 manualmente a la resina Rink Amide AM, empezando en una escala de 0,25 mmoles,
mediado por activacion HATU. El péptido restante se montd en un sintetizador peptidico automatico ABI 433A usando
cartuchos de 1 mmol de aminoacidos. Los aminoacidos se pre-activaron usando HBTU antes del acoplamiento. Los
grupos amino N-terminales se cloroacetilaron usando una disoluciéon de anhidrido cloroacético en DMF durante 30
min.

La eliminacién simultanea de péptido y grupos protectores de cadena lateral (excepto tBu) de la resina se realizé en
TFA que contenia TIS (5%), H20 (5%) y fenol (2,5%) durante dos horas.

Después del tratamiento se obtuvieron 322 mg de péptido en bruto (HPLC analitico: gradiente, 5-50% de B durante
10 min donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 y C18 (2) 50 x 4,6 mm;
flujo, 2 mL/min; deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencion del producto, 6,37 min). La caracterizacion de producto
adicional se realizé usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1409, encontrado, a 1415).

2c) Sintesis de tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-(PEG)n-NH, donde n = 1

o ] S

© H @ PR J\I(H 1 LH H

HN\,JL LN,N N N N~ O e~ N NH
SRECALEL R LA A ARGAS S0t

3
HO b Pesa molecular = 1372,702

H Masa exacta = 1371,635
H,N HN Formula molecular = C58HO7N1501753
NH,

Se disolvieron 322 mg de CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-(PEG)n-NH. en agua/acetonitrilo.
La mezcla se ajustd a pH 8 con disolucién de amoniaco y se agité durante 16 horas.

Después del tratamiento se obtuvo péptido en bruto (HPLC analitico: gradiente, 5-50% de B durante 10 min donde A
= HyO/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min;
deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 6,22 min). La caracterizacion del producto adicional se realizé
usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1373, encontrado, a 1378).

2d) Sintesis de disulfuro [Cys?9] tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys?-Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-(PEG)n-NH; donde n = 1
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EHOEHOSZHO:HO 6 o
H
HN HN:(\J
NH,

Peso molecular = 1258469
Masa exacta = 1257T494
Formula molecular = C50H79N1501753

Se trato tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-(PEG)n-NH; con una disolucion de anisol
(200 pL), DMSO (2 mL) y TFA (100 mL) durante 60 min después de lo cual se eliminé el TFA al vacio y el péptido
precipitd mediante la adicion de dietiléter.

La purificacion por HPLC preparativo (columna Phenomenex Luna 5 y C18 (2) 250 x 21,20 mm) de 70 mg de material
en bruto se realizé usando 0-30% de B, donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 40 min a un
caudal de 10 mL/min. Después de la liofilizacién se obtuvieron 46 mg de material puro (HPLC analitico: gradiente, 0-
30% de B durante 10 min donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p
C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min; deteccién, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 6,80 min). La
caracterizacion de producto adicional se realizd usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1258,5,
encontrado, a 1258,8).

2e) Sintesis de disulfuro [Cys?®] tioéter ciclo[CH,CO-Lys(cPn216-glutaril)-Cys?Arg-Gly-Asp-Cys8-Phe-Cys]-(PEG)n-
NH2 donde n = 1

3
/ \
B f s =% . \
2 o o] l
H H H H H
v M /1 N ‘_.H\ s N . M. ~u = N oo O N~ o~ _NH,
?HHM-H.H.UHWEH e T ey
3 o] 5 [o] 0 3, < o] 0
Y iy —o )
{ { HO <Y
N NH =
HN, HN={
o NH,
{
‘/ Peso molecular = IG’QBJOTZS
R Masa exacta = 1696}_310
HN; Férmula molecular =C72H120N2002183
)
S H
rr el .
b Nﬁ—<
Rt
HN N
b HO
i
N-OH

13 mg de [Cys?9] ciclo[CH2CO-Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-(PEG)n-NH,, 9,6 mg de éster activo de quelato
cPn216 y 8 pL de N-metilmorfolina se disolvieron en DMF (0,5 mL). La mezcla se agit6é durante 2 horas y 30 minutos.

La purificacion por HPLC preparativo (columna Phenomenex Luna 5 y C18 (2) 250 x 21,20 mm) de la mezcla de
reaccion se realizoé usando 0-30% de B, donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 40 min a un
caudal de 10 mL/min. Después de la liofilizacién se obtuvieron 14,2 mg de material puro (HPLC analitico: gradiente,
0-30% de B durante 10 min donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, columna, Phenomenex Luna 3 p
C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min; deteccién, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 7,87 min). La
caracterizacion de producto adicional se realizd usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1697,8,
encontrado, a 1697,9).

Ejemplo 3:

Sintesis de disulfuro [Cys?f] tioéter ciclo[CH2CO-Lys(cPn216-glutaril)-Cys2-Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-(PEG)n-NH;
donde n = 2.

3a) Sintesis de CICH2CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-(PEG)n-NH; donde n = 2

13
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Montaje de péptido como para el ejemplo 2b), ambas unidades PEG acopladas manualmente.

Después del tratamiento se obtuvo péptido en bruto (HPLC analitico: gradiente, 5-50% de B durante 10 min donde A
= HyO/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min;
5 deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 6,40 min).

3b) Sintesis de tioéter ciclo[CH.CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-(PEG)n-NH, donde n = 2
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Férmula molecular = C70H119N1702353 HN)_
]
f
o
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CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-(PEG)n-NH, donde n = 2 se disolviéd en agua/acetonitrilo. La
mezcla se ajusté a pH 8 con disolucién de amoniaco y se agité durante 16 horas.

10 Después del tratamiento se obtuvieron 380 mg de péptido en bruto (HPLC analitico: gradiente, 5-50% de B durante
10 min donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 y C18 (2) 50 x 4,6 mm;
flujo, 2 mL/min; deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencion del producto, 6,28 min). La caracterizacion de producto
adicional se realizé usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1663, encontrado, a 1670).

3c) Sintesis de disulfuro [Cys?*] tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys?-Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-(PEG)n-NH; donde n = 2.
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380 mg de tioéter ciclo[CH2CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-(PEG)n-NH- donde n=2 se traté con una
disolucion de anisol (500 yL), DMSO (2 mL) y TFA (100 mL) durante 60 min después de lo cual el TFA se eliminé al
vacio y el péptido precipitd por la adicion de dietiléter.

La purificaciéon por HPLC preparativo (columna Phenomenex Luna 10 p C18 (2) 250 x 50 mm) del material en bruto
(345 mg) se realiz6 usando 0-30% de B, donde A = HO/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 60 min a un
caudal de 50 mL/min. Después de la liofilizacién se obtuvieron 146 mg de material puro (HPLC analitica: gradiente, 0-
30% de B durante 10 min donde A = H,O/TFA a 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p
C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min; deteccién, UV 214 nm; tiempo de retenciéon del producto, 7,42 min). La
caracterizacion del producto adicional se realizé usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1548,6,
encontrado, a 1548,8).

3d) Sintesis de disulfuro [Cys®9] tioéter ciclo[CH,CO-Lys(cPn216-glutaril)-Cys?-Arg-Gly-Asp-Cys8-Phe-Cys]-(PEG)n-
NH> donde n = 2.
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146 mg de [Cys?f] ciclo[CH,CO-Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-(PEG)2-NH,, 110 mg de éster activo de quelato
cPn216 y 76 uL de N-metilmorfolina se disolvio en DMF (6 mL). La mezcla se agité durante 9 horas.

La purificacion por HPLC preparativo (columna Phenomenex Luna 10 y C18 (2) 250 x 50 mm) de la mezcla de reaccion
se realizé usando 0-30% de B, donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 60 min a un caudal de
50 mL/min. Después de la liofilizacién se obtuvieron 164 mg de material puro (HPLC analitico: gradiente, 0-30% de B
durante 10 min donde A = HO/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x
4,6 mm; flujo, 2 mL/min; deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 8,13 min). La caracterizacion del
producto adicional se realiz6 usando espectrometria de masas: esperado, M+H a 1988,0, encontrado, a 1988,0).
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Ejemplo 4:

Sintesis de disulfuro [Cys?f] tioéter ciclo[CH2CO-Lys(cPn216-glutaril)-Cys2-Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-(PEG)n-NH;

donde n= 4.

4a) Sintesis de CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-(PEG)n-NH, donde n= 4
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Peso molecular = 2280,120
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Montaje peptidico como para el ejemplo 2b), las cuatro unidades PEG acopladas manualmente.

Después del tratamiento se obtuvo el péptido en bruto (HPLC analitico: gradiente, 5-50% de B durante 10 min donde
A =HyO/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min;
deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencion del producto, 6,50 min).

4b) Sintesis de tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-(PEG)n-NH; donde n=4
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Se disolvié CICH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys-(PEG)s-NH, en agua/acetonitrilo. La mezcla se
ajusto a pH 8 con disolucion de amoniaco y se agitdé durante 16 horas

Después del tratamiento se obtuvo péptido en bruto (HPLC analitico: gradiente, 5-50% de B durante 10 min donde A
= HyO/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min;
deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 6,37 min). La caracterizaciéon de producto adicional se realizé
usando espectrometria de masas: esperado [(M+2H)/2] a 1122,0, encontrado, a 1122,5).
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4c) Sintesis de disulfuro [Cys?f] tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys?-Arg-Gly-Asp-Cysé-Phe-Cys]-(PEG)n-NH; donde n=4
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Se trato tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys(tBu)-Arg-Gly-Asp-Cys(tBu)-Phe-Cys]-(PEG)s-NH; con una disolucion de anisol
(100 pL), DMSO (1 mL) y TFA (50 mL) durante 60 min después de lo cual el TFA se eliminé al vacio y el péptido
precipitd por la adicion de dietiléter.

La purificacion por HPLC preparativo (columna Phenomenex Luna 5 y C18 (2) 250 x 21,20 mm) del material en bruto
(345 mg) se realiz6 usando 5-50% de B, donde A = HO/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%, durante 40 min a un
caudal de 10 mL/min. Después de la liofilizacién se obtuvieron 12 mg de material puro (HPLC analitico: gradiente, 5-
50% de B durante 10 min donde A = H>,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p
C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min; deteccion, UV 214 nm; tiempo de retencion del producto, 4,87 min).

4d) Sintesis de disulfuro [Cys?f]tioéter ciclo[CH,CO-Lys(cPn216-glutaril)-Cys2-Arg-Gly-Asp-Cys®-Phe-Cys]-(PEG)n-
NH, donde n=4
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12 mg de disulfuro [Cys?f] tioéter ciclo[CH,CO-Lys-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys]-(PEG)s-NHz, 5,2 mg de éster
activo de quelato cPn216 y 2 yL de N-metilmorfolina se disolvieron en DMF (0,5 mL). La mezcla se agit6 durante 7
horas.

La purificacion por HPLC preparativo (columna Phenomenex Luna 5 y C18 (2) 250 x 21,20 mm) de la mezcla de

reaccion se realiz6 usando 5-50% de B, donde A = H,O/TFA al 0,1% y B = CHzCN/TFA al 0,1%, durante 40 min a un
caudal de 10 mL/min. Después de la liofilizaciéon 8 mg de material puro se obtuvieron (HPLC analitico: gradiente, 5-
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50% de B durante 10 min donde A = H>,O/TFA al 0,1% y B = CH3CN/TFA al 0,1%; columna, Phenomenex Luna 3 p
C18 (2) 50 x 4,6 mm; flujo, 2 mL/min; deteccién, UV 214 nm; tiempo de retencién de producto, 5,17 min). La
caracterizacion de producto adicional se realizé usando espectrometria de masas: esperado, [(M+2H)/2] a 1284,6,
encontrado a 1284,9).
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Lista de secuencias

<110> Amersham Health AS

<120> Compuesto con base peptidica
<130> NO 20014954

<150> NO20014954

<151> 11-10-2001

<160> 1

<170> Pantentin version 3.1

<210> 1

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<220>

<221> DISULFURO

<222> (2)...(5)

<223> puente disulfuro entre el residuo de aminoacido 2y 5
<220>

<221> TIOETER

<222> (1)...(8)

<223> Puente tioéter entre el residuo de aminoacido 1y 8

<400> 1

Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys
1 5
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto como se define por las siguientes formulas:

Compuesto |
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Compuesto Il

NH,

21

N-OH

Compuesto IV
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o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos en donde un agente quelante se representa por:

NH..
HN NH
| |
‘N Ny
HO OH

como se muestra en cada uno de los compuestos | a IV.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1 en donde el agente quelante esta quelado con un metal marcador elegido
de: un metal radionucleido; un ién metalico paramagnético; un ién metalico fluorescente; un iébn metalico pesado o un
ion asociado.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 2 en donde el metal marcador comprende °°Y, %™Tc, '''In, 4’Sc, 87Ga, *'Cr,
177mSn 67Cu 167Tm 97Ru 188Re 177Lu 199Au 203Pb 141Ce_

4. Un compuesto segun la reivindicacion 3, donde el metal marcador es *™Tc.

5. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de un compuesto segin cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 4, o una sal de la misma, junto con uno o mas adyuvantes, excipientes o diluyentes
farmacéuticamente aceptables.

6. El uso de un compuesto segun la reivindicaciéon 1 en la preparacion de un medio de contraste, en donde dicho
medio de contraste comprende el metal marcador quelado segun la reivindicacion 3.

7. Un método de generacion de imagenes de un cuerpo humano o animal administrado previamente con un agente
de contraste, implicando dicho método la generacion de una imagen de al menos una parte de dicho cuerpo al que
dicho agente de contraste se ha distribuido, caracterizado por que dicho agente de contraste comprende el compuesto
como se define segun la reivindicacion 1 o 2 quelado con un metal marcador como se define segun cualquiera de las
reivindicaciones 3 a 5.

8. Un método de generacion de imagenes mejorado de un cuerpo humano o animal administrado previamente con
una composicion de agente de contraste segun la reivindicacion 6, cuyo método comprende generar una imagen de
al menos parte de dicho cuerpo.

9. Una composicion segun la reivindicacion 6 para usar en un método de monitorizacion del efecto del tratamiento de
un cuerpo humano o animal con un farmaco para combatir una condicién asociada con cancer, habiendo sido
administrado previamente dicho cuerpo con la composicidon segun la reivindicacion 6, que implica dicho uso la
deteccién de absorcién de dicha composicion por los receptores celulares.
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