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DESCRIPCION
Antagonistas de GRPR para la deteccién, diagnéstico y tratamiento del cancer positivo para GRPR
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de EE. UU. N.°61/705.513 presentada el 25
de septiembre de 2012.

Estado de la técnica

Se ha demostrado que las células cancerosas expresan una variedad de biomoléculas especificas, tales como
receptores peptidicos, que pueden servir como sitios de reconocimiento para una amplia gama de vectores circulantes,
como por ejemplo ligandos peptidicos. En caso de que la expresién del receptor diana sea mayor en las células
malignas que en el tejido sano circundante, surge la oportunidad de explotar la interaccién entre estas dos entidades
moleculares. Para aplicaciones de diagnéstico por imagenes o terapia dirigida, un ligando peptidico natural podria
modificarse para unirse de manera estable a un radionucleido diagnéstico o terapéutico, por ejemplo, un radiometal o
un radiohalégeno.

En muchos casos, un quelante bifuncional se acopla covalentemente a través de una funcionalidad carboxilo a la
amina N-terminal del ligando peptidico para formar un enlace peptidico. Para aumentar la estabilidad biolégica,
hidrofilia, afinidad de union al receptor y/o eficacia de internalizacion, se intentan modificaciones adicionales de los
ligandos de receptores naturales, tales como reemplazos estratégicos de aminoacidos en la cadena peptidica. Como
alternativa, la introduccion de espaciadores adecuados entre el quelante y el sitio de reconocimiento del receptor
peptidico o la multimerizacion de hetero/homo péptidos puede conducir igualmente a mejoras ventajosas de muchos
parametros biolégicos que eventualmente mejoran la farmacocinética general y la acumulacién objetivo de la sonda
radiactiva.

El conjugado péptido-quelato resultante después de marcar con un radionucleido diagnéstico o un radionucleido
terapéutico (radiopéptido) se administra al paciente. El radiopéptido se acumula selectivamente en el(los) sitio(s) de
cancer a través de la interaccion especifica con la molécula diana, es decir, su receptor peptidico afin, altamente
expresado en el tumor. En el caso de un radionucleido de diagndstico, el tumor y las metastasis se localizan después
mediante imagenes del sitio o de los sitios donde se produce la desintegracion radiactiva utilizando un dispositivo de
imagen externo. Cuando el conjugado péptido-quelato se marca con un radionucleido terapéutico, se suministra una
carga radiotoxica especificamente al tumor primario y sus metastasis. El radionucleido terapéutico se desintegrara en
el sitio o los sitios de cancer, liberando energia corpuscular para destruir o reducir (el crecimiento de) las lesiones.

Esta estrategia se ha aprovechado con elegancia en el area de la somatostatina y sus receptores. Estos Ultimos se
expresan abundantemente en una variedad de tumores humanos, y especialmente en tumores neuroendocrinos (NET
por sus siglas en inglés). El advenimiento de OctreoScan® (['''In-DTPA] octreotida) en la practica clinica para el
diagndstico exitoso de imagenes de NET se sigui6é pronto por muchos nuevos analogos de somatostatina mejorados
marcados con una amplia gama de radiometales médicamente relevantes, Utiles no solo para imagenes
convencionales con una cdmara gamma, sino también para PET y, lo mas importante, para terapia con radionucleidos.
Los ensayos clinicos en curso han revelado la eficacia terapéutica de estos nuevos radiopéptidos.

Los receptores peptidicos y sus ligandos han surgido como herramientas moleculares atractivas en el diagnéstico y la
terapia del cancer. Por ejemplo, la expresion de alta densidad de los receptores del péptido liberador de gastrina
(GRPR) se ha documentado en varios tumores humanos frecuentes, como el cancer de préstata, el carcinoma de
mama y el cancer de pulmoén. Como consecuencia, los GRPR han estado ganando impulso recientemente como
dianas moleculares preferidas para péptidos similares a la bombesina radiomarcados con el objetivo de mejorar el
arsenal diagnéstico y terapéutico de la oncologia nuclear.

La bombesina (BBN) es un tetradecapéptido aislado inicialmente de la piel de la rana europea Bombina bombina. La
bombesina y sus péptidos relacionados afectan a la termorregulacién y a la ingesta de alimentos después de unirse a
receptores especificos en seres humanos. Estos receptores comprenden tres subtipos en mamiferos, el receptor de
neuromedina B (NMBR o BB1R) con una alta afinidad por NMB, el GRPR (o BB2R) con una alta afinidad por GRP y el
BBsR, que es un receptor huérfano sin ligando conocido aun identificado. La BBN de anfibios se une a los subtipos
NMBR y GRPR con una alta afinidad. NMB y GRP son los homdélogos mamiferos de la BBN de anfibios y todos estan
relacionados en estructura.

La mayoria de los péptidos tipo BBN radiomarcados desarrollados para la obtencién de imagenes moleculares y la
terapia con radionucleidos de tumores humanos se han basado en BBN natural o en su fragmento octapeptidico C-
terminal que todavia puede unirse a GRPR. Estos andlogos modificados, como se detalla anteriormente, muestran
generalmente propiedades agonisticas y se internalizan en la region intracelular de las células malignas después de
unirse a GRPR. Esta propiedad se traduce en una alta acumulacién del radiomarcador en las lesiones GRPR*,
mejorando asi la sensibilidad diagndstica o la eficacia terapéutica.
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Desafortunadamente, los péptidos tipo BBN son potentes agonistas de GRPR, que provocan efectos adversos
relacionados con la motilidad gastrointestinal y la termorregulacion cuando se administran por via intravenosa (iv) en
seres humanos, incluso en pequefias cantidades. Ademas, los péptidos tipo BBN son mitogénicos. Las propiedades
anteriores han restringido la validacion clinica exhaustiva y/o la eventual explotacion comercial de algunas bombesinas
radiomarcadas basadas en agonistas prometedoras. Esto es particularmente relevante en el caso de la terapia con
radionucleidos dirigidos por la cual se deben administrar, por via iv, cantidades mas altas de péptidos en pacientes.

A diferencia de los agonistas de BBN radiomarcados, los agonistas de somatostatina radiomarcados, que se
internalizan igualmente bien en células malignas que expresan el receptor de somatostatina, no provocan efectos
fisiolégicos indeseables después de la inyeccidn intravenosa en seres humanos. Este hecho ha fomentado la
validacién clinica extendida y sistematica de algunas somatostatinas radiomarcadas prometedoras incluso en el
dominio de la terapia tumoral con radionucleidos.

El radiotrazador ([**™Tc] Demobesina 1, [**"Tc-N4'|DPhe-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-NHEt) es conocido y se utiliza
en ratones que portan xenoinjertos de PC-3 de cancer de prostata humanos, donde [ °®*"Tc] Demobesina 1 mostrd
propiedades farmacocinéticas excepcionalmente superiores en comparacién con agonistas afines basados en
bombesina similares, como por ejemplo [*™Tc] Demobesina 3-6. Ademas de su acumulacién en tumores
significativamente mayor, [*®*"Tc] Demobesina 1 se aclaré muy rapidamente del cuerpo de los ratones y del pancreas,
un o6rgano fuertemente positivo para GRPR.

Aunque los primeros estudios en un namero limitado de pacientes con cancer de préstata verificaron la excelente
tolerabilidad del radiotrazador, revelaron un perfil farmacocinético subdptimo en seres humanos que impidié una mayor
aplicacion clinica como una herramienta de diagndstico por imagen. Mas especificamente, [**™Tc] Demobesina 1 a
pesar de su rapido aclaramiento del cuerpo y del pancreas y su bastante buena estabilidad in vivo, mostré retencién
insuficiente en lesiones malignas en seres humanos en comparacion con los agonistas tipo BBN radiomarcados. Asi
mismo, se disefid [**™Tc] Demobesina 1 para la obtencion de imagenes de diagnéstico utilizando una cdmara gamma
convencional o SPECT y no es adecuado para aplicaciones de terapia con PET o radionucleidos. Aunque el marcado
con el radionucleido para PET ™Tc es factible por medio del sistema N4 aciclico, el uso médico de este radionucleido
esta restringido tanto por caracteristicas nucleares subdptimas como por una produccién inconveniente. Por otro lado,
las opciones terapéuticas estan restringidas a 818 Re, ya que el quelante N4 no puede unirse de manera estable a la
mayoria de los radiometales bivalentes y trivalentes utilizados en medicina nuclear.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencidon es lograr una alta captacion y retencion de un radiomarcador
diagnéstico y terapéutico selectivamente para el cancer GRPR*, tanto primario como metastasico.

Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a sondas para su uso en la deteccion, obtencién de imagenes, diagnosis,
direccionamiento, tratamiento, etc. de canceres que expresan el receptor del péptido liberador de gastrina (GRPR).
Tales sondas pueden ser moléculas conjugadas con marcadores detectables que son restos adecuados para la
deteccion por imagenes gamma y SPECT o por tomografia por emision de positrones (PET). Tales sondas también
pueden ser moléculas conjugadas con restos que contienen un radionucleido terapéutico y son capaces de suministrar
una carga citotdxica tal como un radionucleido terapéutico en el sitio o los sitios de la enfermedad. La invencion es
como se define por las reivindicaciones.

La solicitud describe un antagonista de GRPR de la férmula general:
MC-S-P

en donde:
- al menos un (radio)metal (M) y un quelante (C) que se une de forma estable a M; alternativamente, MC puede
representar una Tyr o un grupo prostético que porta un (radio)halégeno;
S es un espaciador opcional unido covalentemente entre el extremo N-terminal de P y C y puede seleccionarse
para proporcionar un medio para (radio)halogenacion;
P es un antagonista peptidico del receptor de GRP de la férmula general:

Xaai-Xaaz-Xaas-Xaas-Xaas-Xaas-Xaar-CO-Z

Xaa1 no esta presente o se selecciona del grupo que consiste en restos de los aminoacidos Asn, Thr, Phe, 3-(2-
tienil)alanina (Thi), 4-clorofenilalanina (Cpa), a-naftilalanina (a-Nal), B-naftilalanina (B-Nal), Acido 1,2,3,4-
tetrahidronorharman-3-carboxilico (Tpi), Tyr, 3-yodo-tirosina (o-1-Tyr), Trp, pentafluorofenilalanina (5-F-Phe) (todos

como isémeros L o D );

Xaaz es GIn, Asn, His
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Xaas es Trp, Acido 1,2,3,4-tetrahidronorharman-3-carboxilico (Tpi)
Xaas es Ala, Ser, Val
Xaas es Val, Ser, Thr
Xaas es Gly, sarcosina (Sar), D-Ala, B-Ala
5 Xaaz es His, (3-metil)histidina (3-Me)His
Z se selecciona de -NHOH, -NHNH2, -NH-alquilo, -N(alquilo)z, u -O-alquilo
o}
R2
en donde X es NH (amida) u O (éster) y R1 y R2 son iguales o diferentes y se seleccionan de un protén, un

alquilo (sustituido), un alquiléter (sustituido), un arilo, un ariléter o un alquil-, halégeno, hidroxilo o grupo
aromatico hidroxialquilo sustituido.

X _-R1

10

15 Enel antagonista de GRPR como se describe anteriormente, Z se selecciona preferentemente de una de las siguientes
féormulas, en donde X es NH u O:

X (Cny x1,‘]/<ch)y x1‘]/<CH2:m—H X\l/(CHz)n—H X1,‘r(CH2)n—H
(CH;L/ {CH_)m {CH_)m (CH,)m {CH_)m

2 2 \ 2 \
)— H H

m=n=0,1,2,3 m#n=0,1,2,3 m=0,1,23 m=n=0,1,2..9 m#n=0,1,2,..9
n=0,1,2 .9
X o/(CHz)n-< X o/(CHz\)nH X o,(cQ{'n X O/(CQE')_F
(CHyYm (CH,)m
>_ >_ o o
/ /
(CHz)m (CHm
m=0,1,23 m=0,1,2 3 H H
n=0.1.2 .5 n=0.1.2 7 m=n=1,23,..7 m#n=1,23,..7
20 IR ] PRLFITCTRNN
xi‘]/(c% X (CH Y n—H X (CH,)n X (CH,)n
(CH,)m (CH,)m (CH,)m (CHZ:Jn/ \O
m=0,1,2,3 m=0,1,2,3 m=n=0,1,2,3 m=0,1,2,3
n=0,1,2,.7 n=0,1,2,.9 n=0,1,2,..9
XY(CHg)n X (CHyn
X X (CH,)m \© (CH,)m \©
m=n=0,1,2,3 m=0,1,2,3
n=0,1,2,.9

25
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X1_\r(CH2)n—H X‘L\]/ (CHN—H

(CHm (CHm X X\/\o/\/o\
™ (CHn—H
Hal n=1,23,..10
X (0]
= oH S N e g
R=H, Cl, Br, | Hal = CI, Br, |
m=0,1,2,3 m=0,1,2,3
n=0,1,2,..9 n=0,1,2,..9

Ademas, en determinados aspectos, el antagonista de GRPR es como se describe anteriormente y R1 es igual a R2.
En algunos de los aspectos descritos anteriormente, P se selecciona del grupo que consiste en:

DPhe-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-NH-CH[CH2-CH(CHs)2]2 (SEQ ID NO:1);
DPhe-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-O-CH[CH2-CH(CHa)z2]2 (SEQ ID NO:2);
DPhe-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-NH-CH(CH2-CH2-CH2-CH3)2 (SEQ ID NO:3);
DTyr-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-NH-CH[CH2-CH(CHa)2]2 (SEQ ID NO: 4).

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, el radionucleido metélico M o el radiohalégeno es adecuado
para su uso diagndstico o terapéutico, en particular para la obtencién de imagenes o terapia con radionucleidos y se
selecciona del grupo que consiste en '!'In, 133m|n, 99MT¢ %4mT¢ 67Ga, 6Ga, %8Ga, 52Fe, 5%Er, ?As, %Ru, 2°%Pb, 62Cu,
64Cu 67Cu 186Re 188Re 86Y 90Y 51Cr 52m|v|n 157Gd 177|_u 161Tb 169Yb 175Yb 105Rh 166Dy 166HO 153Sm 149Pm 151pm
172Tm, 1219, 177m8n, 213Bj, 142Pr, 143Pr, 198Ay, 199Au, halégenos: 1231, 124], 125], 18F, entre otros.

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, el quelante metalico C es un quelante metélico para metales
di y trivalentes.

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, el quelante metalico para metales di y trivalentes es un
quelante basado en DTPA, NOTA, DOTA o TETA o un derivado mono o bifuncional del mismo.

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, el quelante metdlico C se selecciona del grupo que consiste
en:

rcooH rCOOH
N.. _COOH N
HOOC/\JN/\/ ~ Hooc/\jl/\/ \’/\Nk/\C.OOH
Hooc HOOC COOH
EDTA DTPA

O,H_\ COOH Cl\Ohj)OOH Cih/j}OOH
C, C, J
- CL

COOH COOH COQH

co
Hooc—\ﬂ/—COOH EN Nﬂ
&NJ A

COOH COOH  COOH

NOTA DOTA TRITA TETA

ijOH
ay
.

CB-TE2A
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CEON7_\N)C . HOOG— ,_TZ\COOH
LS, T M

COOH
COOH COOH

DOTA bifuncional NOTA bifuncional

En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, el quelante metalico C es un quelante metalico para tecnecio

0 renio.
5
En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, C se selecciona de quelantes de tetraamina- aciclica, ciclam-
, PNnAO o tetradentados que contienen conjuntos de atomos donantes P2S2-, N2Sz- y N3S y derivados mono y
bifuncionales de los mismos, o quelantes basados en HYNIC/coligando, o quelantes bi- y tridentados que forman
complejos organometalicos a través de la tecnologia de tricarbonilo.
10
En algunas de las realizaciones descritas anteriormente, Cse selecciona del grupo que consiste en:
m m m COOH
NH HN NH HN NH HN | =
G0 (L) L X W
NH HN NH, H,N SN ONT |
U | | NH,
OH OH
ciclam N, PnAO HYNIC
[s Sj Es Sj NH HN [NH HNj
IU NH, H,N >ESH Hsj< NH, HS
N,S,-ciclam SN, N,S, N,S
R1 O R (e}
1 |_1 o} f 0
HOOC NH HN COCH O NH HN R2 H NH HN H
\[ j/ T :\E A N/
SH HS SH HN o Xaa SH HS Xaa
/H(OH
R3
o]
ECD MAG, (R1 = R2 = R3 =H) -Xaa-Cys-Xaa-Cys-Xaa-
CS S:>
P
o G
HO OH
PESZ
o:
15
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OC—_ /! —~OH,

<|)H2 _|+

M
oc™ | ~~OH,
co
M =Tc, Re

En algunos de los aspectos descritos anteriormente, el espaciador S se encuentra unido entre P y C por enlaces
covalentes y puede seleccionarse para proporcionar un medio de (radio)yodacion.

En algunos de los aspectos descritos anteriormente, S se selecciona del grupo que consiste en:

a) restos que contienen arilo de las férmulas:

0
H,N
HO HN HN
NH,
NH, NH,
NH,

10 PABA PABZA PDA PAMBZA
en donde PABA es acido p-aminobenzoico, PABZA es p-aminobencilamina, PDA es fenilendiamina y PAMBZA es
p-(aminometil)bencilamina;
b) acidos dicarboxilicos, acidos w-aminocarboxilicos, &cidos a,w-diaminocarboxilicos o diaminas de las formulas:

15
o] 0]

Ho/lt\@ﬁg?OH

n=0, 1, 2,...

0 @ 0
HO)K/ O\)J\OH Hoj\/ H\)LOH

DIG IDA

0 NH,

(CH,)n"OH HZN/\(CHZ)n HZN/\(CHZ)n NH,
n=0,1,2,... n=0,1,2.. O n=0,1,2,.

20 en donde DIG es &cido diglicélico e IDA es acido iminodiacético;
¢) espaciadores de PEG de varias longitudes de cadena, en particular espaciadores de PEG seleccionados de las

féormulas:
o\/ﬁ\ H,N o\/ﬁ\
HNT N OH 2NN OH

PEG-1 PEG-2

HNTSON N O\/ﬁ\OH

PEG-3
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0
HZN/\/O\/\O/\/O\/\O/\)J\ oH
PEG-4

HZN\L/\OHC/]ﬁﬁ\OH

n=1,2,3,. hasta36
=012345

¢) aminoacidos a- y B, cadenas simples u homélogas de varias longitudes de cadena o cadenas heterélogas de
varias longitudes de cadena, en particular:

R u
~ ~
N
O
5 Xaa BXaa

GRP(1-18), GRP(14-18), GRP(13-18), BBN(1-5) o [Tyr*|BBN(1-5); o
(d) combinaciones de a, by c.

10 En algunos de los aspectos descritos anteriormente, se divulga un antagonista de GRPR seleccionado del grupo que
consiste en compuestos de las férmulas:

PABZA MC. Gly
N’Y
J\,o\)—L p
DIG PABA o
PABZA: p-aminobencilamina PABA: acido p-aminobenzoico
DIG: acido diglicdlico
Me PABZA MC.. Gly
! Y
Jl\,o\)L p
DIG PABA o)
PABZA: p-aminobencilamina PABA: acido p-aminobenzoico

DIG: acido diglicolico

o PABZA

MC\N/\/O\)LN o
" PEG-1 H/\O\Nj\,o\)l\la
H

Acido diglicélico

MC\H PABZA

\/\OAJO\)L /\Q\ 0
PEG-2 \ j\’o\)LP

Acido diglicélico

en donde MC y P son como se define en cualquiera de los anteriores.
15
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En determinadas realizaciones, la invencion estd dirigida a un antagonista de GRPR de acuerdo con las
reivindicaciones para su uso como medicamento.

En determinadas realizaciones, la invencion esta dirigida a un antagonista de GRPR de acuerdo con las
reivindicaciones para su uso como agente de diagnéstico o terapéutico para detectar, diagnosticar o tratar el cancer
GRPR* primario y/o metastasico.

En determinadas realizaciones, la invencion estd dirigida a un antagonista de GRPR de acuerdo con las
reivindicaciones, en donde el cancer se selecciona de cancer de prostata, cancer de mama, cancer microcitico de
pulmén, carcinoma de colon, tumores estromales gastrointestinales, gastrinoma, carcinomas de células renales,
tumores neuroendocrinos gastroenteropancreaticos, tumores de células escamosas esofagicas, neuroblastomas,
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, asi como en tumores ovaricos, endometriales y pancreaticos
que muestran vasculatura relacionada con neoplasia que es GRPR*.

En determinadas realizaciones, la invencion esta dirigida a un antagonista de GRPR de acuerdo con las
reivindicaciones para su uso como se describe en una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde el cancer
es un cancer humano.

Determinadas realizaciones de la invencion estan dirigidas a una composicién terapéutica, que comprende un
antagonista de GRPR de acuerdo con las reivindicaciones y un excipiente terapéuticamente aceptable.

Descripcion de las figuras

Figura 1A. Muestra la biodistribucion de ['''In] NeoBOMB-1 (''In-DOTA- (4cido p-aminobencilamina-diglicélico)-
[D-Phe®, His2-CO-NHCH[(CH2CH(CHs)2]2,des-Leu'®,des-Met'#|BBN (6-14)) en ratones SCID hembra que portan
tumores de PC-3 (hGRPR*).

Figura 1B. Muestra un radiocromatograma de sangre de ratén ex vivo 5 min después de la inyeccion de ['''In]
NeoBOMB-1.

Figura 1C. Muestra la biodistribucion de ['7’Lu]NeoBOMB-1 ('7’Lu-DOTA-(acido p-aminobencilamina-diglicélico)-
[D-Phe8, His'>-CO-NHCH[(CH2CH(CHa)2]2,des-Leu’3,des-Met'#4|BBN (6-14)) en ratones SCID hembra que portan
tumores de PC-3 (hGRPR*).

Figura 1D. Muestra un radiocromatograma de sangre de ratéon ex vivo 5 min después de la inyeccion de
['77Lu]NeoBOMB-1.

Figura 1E. Muestra la biodistribucion de [(’Ga]NeoBOMB-1 (6’Ga-DOTA-(4cido p-aminobencilamina-diglicélico)-
[D-Phe®,His'2-CO-NHCH[(CH2CH(CHs)2]2,des-Leu®,des-Met'#|BBN (6-14)) en ratones SCID hembra que portan
tumores de PC-3 (hGRPR*).

Figura 1F. Muestra un radiocromatograma de sangre de raton ex vivo 5 min después de la inyeccion de
[6"Ga]NeoBOMB-1.

Figura 2A. Muestra la biodistribucion de [**™Tc]NeoBOMB-2 (**™Tc-N4- (dcido p-aminobencilamina-diglicélico)-[D-
Phe®,His2-CO-NHCH[(CH2-CH(CHz)2]2,des-Leu'®,des-Met'4|BBN (6-14)) en ratones SCID hembra que portan
tumores de PC-3 (hGRPR*).

Figura 2B. Muestra un radiocromatograma de sangre de raton ex vivo 5 min después de la inyeccion de
[**"Tc]NeoBOMB-2.

Descripcion detallada de la invencion

El alcance de la invencion se define mediante las reivindicaciones. La investigacién que condujo a la invencion ha
revelado inesperadamente una ruta alternativa para el direccionamiento eficaz in vivo de tumores positivos para
somatostatina, a saber, el uso de antagonistas de los receptores de somatostatina. Lo mas sorprendente y en contra
de su incapacidad para internalizarse, tales analogos han mostrado una captacion y retencién mucho mayor en
xenoinjertos de animales y un periodo de reposo muy rapido de los tejidos de fondo.

Una explicacion tentativa para la mayor captacién tumoral de los antagonistas de receptores de somatostatina es su
capacidad para unirse a un nimero significativamente mayor de la poblacién global de receptores de somatostatina
disponible en la membrana celular de las células cancerosas que sus homélogos agonistas internalizantes.

De acuerdo con la invencion, los antagonistas de GRPR se modifican quimicamente para acomodar un radionucleido
de diagnostico y/o terapéutico que se unen de manera estable. Después de la administraciéon en un sujeto humano o
animal, sirven como vehiculo molecular para transferir una sefial de radiodiagndstico y/o una carga radiotéxica en el
tumor primario GRPR* y sus metéastasis.

Mas especificamente, de acuerdo con la invencién, se descubrié que la administracién de determinados radioligandos
novedosos basados en antagonistas de GRPR dio como resultado inesperadamente una captacion alta y especifica
sin precedentes y una retencion notablemente prolongada de xenoinjertos GRPR* humanos en ratones en contraste
con [*®™Tc] Demobesina 1. Asi mismo, estos agentes mostraron una estabilidad metabdlica significativamente mayor
después de la inyeccion en ratones, en comparacion con [**™Tc] Demobesina 1.
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Los antagonistas de GRPR de la invencion tienen importantes diferencias estructurales en relacién con el motivo
original [**™Tc] Demobesina 1. En primer lugar, su marcado con una amplia gama de radiometales bivalentes y
trivalentes, pero también con mTc y 18818Re  es posible mediante el acoplamiento de quelantes bifuncionales
adecuados en su extremo N ademas de los marcos relacionados con la tetraamina. De esta manera, es posible obtener
imagenes de radiodiagnéstico con SPECT y PET con emisores gamma y positrones, mientras que también es factible
el marcado con emisores beta, Auger y alfa, o que abre la oportunidad para aplicaciones terapéuticas. A continuacion,
su estabilidad metabdlica y su perfil farmacocinético, especialmente en términos de retencién tumoral, han mejorado
en gran medida, como lo demuestran los resultados preclinicos de biodistribucion en ratones SCID hembra que portan
xenoinjertos de PC-3 humanos presentados en longitud.

Mas especificamente, la estructura de los analogos divulgados en el presente documento comprende las siguientes
partes:

a) El quelante unido al extremo N: puede ser una tetraamina aciclica o ciclica, HYNIC, quelantes N3S- y derivados
de los mismos, poliaminas lineales o ciclicas y poliaminopolicarboxilatos como DTPA, EDTA, DOTA, NOTA,
NOTAGA, TETA y sus derivados, entre otros. Ademas, se puede introducir en esta posicion un grupo adecuado,
tal como un grupo prostético o una Tyr, para marcar con radiohal6genos;

b) El radionucleido: puede ser i) un emisor gamma, tales como **™Tc, ''In, 7Ga, '3'l, 125, entre otros, adecuado
para la obtencién de imagenes con una camara gamma convencional, un SPECT o un sistema hibrido SPECT/CT
o SPECT/MRI; ii) un emisor de positrones, tal como %8Ga, %Ga, 8Cu, 8Y, 44Sc, 24, '8F, entre otros, adecuado
para la obtencién de imagenes con un PET o un sistema hibrido PET/CT o PET/MRI o iii) un emisor beta, Auger o
alfa, tal como '#Re, '88Re, 0V, 177Lu, "In, 67Cu, 22Bi, '5Yb, 4’Sc, '3'l, 123, etc., adecuado para terapia con
radionucleidos;

c¢) El espaciador entre el quelante y el motivo peptidico, que puede variar en longitud, tipo y lipofilicidad y puede
incluir PEGx (x = 0-20), aminoacidos naturales y no naturales, azucares, restos alquilamino o combinaciones de
los mismos;

d) La cadena peptidica, con reemplazos estratégicos de aminodcidos llevados a cabo con D-aminoacidos,
aminoacidos no naturales y otros restos adecuados.

e) El extremo C, en el que se han omitido tanto la Leu'® como la Met'*-NHz en la secuencia de BBN original. La
His' terminal esta presente como la forma amidada o éster, por lo que las amidas o los ésteres pueden estar
representados por varias mono- y di-alquilamidas, amidas aromaticas o alquil-arilamidas mixtas, o ésteres de
alquilo y/o arilo.

La solicitud divulga antagonistas de GRPR de la férmula general
MC-S-P
en donde:
MC es un quelato metalico, que comprende:

- al menos un (radio)metal (M) y un quelante (C) que se une de forma estable a M; alternativamente, MC puede
representar una Tyr o un grupo prostético que porta un (radio)halégeno.

S es un espaciador opcional unido covalentemente entre el extremo N-terminal de P y C y puede seleccionarse
para proporcionar un medio para (radio)halogenacion;
P es un antagonista peptidico del receptor de GRP de la férmula general:

Xaai-Xaaz-Xaas-Xaas-Xaas-Xaae-Xaar-CO-Z
en donde:

Xaa1 no esté presente o se selecciona del grupo gue consiste en restos de los aminoacidos Asn, Thr, Phe, 3-
(2-tienil)alanina (Thi), 4-clorofenilalanina (Cpa), o-naftilalanina (a-Nal), B-naftilalanina (3-Nal), Acido 1,2,3,4-
tetrahidronorharman-3-carboxilico (Tpi), Tyr, 3-yodo-tirosina (o-I-Tyr), Trp, pentafluorofenilalanina (5-F-Phe)
(todos como isémeros L o D );

Xaaz es Gin, Asn, His

Xaas es Trp, Acido 1,2,3,4-tetrahidronorharman-3-carboxilico (Tpi)

Xaas es Ala, Ser, Val

Xaas es Val, Ser, Thr

Xaas es Gly, sarcosina (Sar), D-Ala, B-Ala

Xaaz es His, (3-metil)histidina (3-Me)His

Z se selecciona de -NHOH, -NHNH2, -NH-alquilo, -N(alquilo)z, u -O-alquilo

o}

10
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X _R1

T

R2

en donde X es NH (amida) u O (éster) y R1 y R2 son iguales o diferentes y se seleccionan de un protén, un

alquilo (sustituido), un alquiléter (sustituido), un arilo, un ariléter o un alquil-, halégeno, hidroxilo o grupo
5 aromatico hidroxialquilo sustituido.

Z se selecciona preferentemente de una de las siguientes formulas, en donde X es NH u O:

X (C% X—L\r (C% X1,L|/(CH2)n—H XY
(CHJn/ (CH,m (CH, M

(CHz)rr\ (CH 2)rT\
>— H H

(CH )n—H X (CH )n—H

m=n=0,1,23 m#n=0,1,23 m=0,1,2,3 m=n=0,1,2.9 m#n=0,1,2,.9
n=0,1,2 ..9
X /<CH2>n< X (CHn X (CHn X ~(Cln
o ¢) b (O o” N
H H H
(CH.:;(\ (CH:,JH/\ \(\ 1,\(\
> > /o P
(CHym (CHYm
m=0111213 m505152i3 . i
10 n=01,2 .5 n=01,2 .7 m=n=1,23..7 m#n=12.3.7

(CH)n—H X\l/(CHg)n X (CH,n

N g O L0
O

(CHym (CHzm

m=0,1,2,3 m=0,1,2,3 m=n=0,1,2,3 m=0,1,23
n=0,1,2,..7 n=0,1,2,..9 n=0,1,2,..9
XY(CHZ)n Xi\r(CHz)n
X X (CH,)m \© (CH,)m \©
m=n=0,1,2,3 m=0,1,2,3
n=0,1,2.9
15
X (CHn—H X (CH)n—H
(CHm (CH,m X X\/\o/\/o\
~(CHn—H
Hal n=1,23,.10
X
. oH e NS
R=H,CI, Br, | Hal = CI, Br, |
m=0,1,23 m=0,1,2,3
n=0,1,2,..9 n=0,1,2,..9

Preferentemente, R1 es lo mismo que R2.

20 En los antagonistas de GRPR divulgados en el presente documento, P se selecciona preferentemente del grupo que
consiste en:

DPhe-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-NH-CH[CH2-CH(CHs)2]2 (SEQ ID NO:1);
DPhe-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-O-CH[CH2-CH(CHa)z2]2 (SEQ ID NO:2);

25 DPhe-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-NH-CH(CH2-CH2-CH2-CH3)2 (SEQ ID NO:3);
DTyr-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-NH-CH[CH2-CH(CHs)z2]2 (SEQ ID NO: 4).

El radionucleido, un metal M o un halégeno, es adecuado para uso diagndstico o terapéutico, en particular para la
obtencion de imagenes o la terapia con radionucleidos y preferentemente seleccionado del grupo que consiste en
30 111|n 133m|n 99mTC 94mTC 67Ga 66Ga GSGa 52|:e 69Er 72AS 97Ru 203Pb GZCU 64Cu 67Cu 186Re 188Re 86Y 90Y 51Cr
52mMn 157Gd 177|_u 161Tb 169Yb 175Yb 105Rh 166Dy 166H0 1538m 149Pm 151Pm 172Tm 121Sn 177mSn 21SBi 142Pr

11
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143py 1987y, 1997y, 123] 124 125| 18F gnire otros.

El quelante metalico C es preferentemente un quelante metalico para metales di y trivalentes, y es en particular un
quelante basado en DTPA, NOTA, DOTA o TETA o un derivado mono o bifuncional de los mismos.

5
Preferentemente, el quelante metalico C se selecciona del grupo que consiste en:
COOH rCOOH
N.__COOH N
Hooc” NN NS HooC” NN NS cooH
HOOC HOOC kCOOH
EDTA DTPA
COOH COOH co% COOH co% COOH
HoocﬂNI N| —COOCH EN‘ Ni EN Nﬂ IEN Nﬁ
X/'\‘kj (N\ /Nj NN NN
COOH COOH COOH (I—IW f k»)ﬁ
COOH COOH CcOO COOH
10 NOTA DOTA TRITA TETA
m j)OOH
aw
rN N
coo%\)
CB-TE2A
OH
(EOH COOH O?
[N N%I/\Q\ Hooo— [ | >—cooH
N N NH, X/Nkj
r \—/ ﬁ COOH
COOH COOH
DOTA bifuncional NOTA bifuncional
15

Cuando el quelante metalico C es un quelante metdlico para tecnecio o renio, se selecciona preferentemente de
quelantes de tetraamina aciclica, ciclam, PnAO o tetradentados aciclicos que contienen conjuntos de atomos de
donantes P2Sz-, N2Sz- NsS- y derivados mono y bifuncionales de los mismos, o quelantes basados en

HYNIC/coligando, o quelantes bi y tridentados que forman complejos organometdlicos a través de la tecnologia
20 tricarbonilo.

Ejemplos adecuados de C son:

12
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D

=z
I
I
P

(

=
I
T
=

NH HN NH HN | =
) G0 RS G G
NH, H,N \'?I I‘I\l/ I
OH OH
ciclam N, PnAO HYNIC

) M Lo
Gow? Gt Lk G

NH, H,N

C

w
w

=
T
T
Z

C

N,S,-ciclam SN, N,S, N,S
R1 o] R ¢}
I | (o] O
HOOC NH HN COCH O, NH HN R2 H NH HN H
Y Y
SH HS SH HN [e} Xaa SH HS Xaa
/HrOH
R3
0]
ECD MAG, (R1=R2=R3=H) -Xaa-Cys-Xaa-Cys-Xaa-

OC~__| __-OH,
OC™™ | ~OH,

CO
M = Tc, Re
5
El espaciador S se encuentra unido entre P y C por enlaces covalentes y puede seleccionarse para proporcionar un
medio para usar un radiohalégeno, tal como (radio)yodacion. El espaciador se selecciona preferentemente del grupo
que consiste en:
10 a) restos que contienen arilo de las férmulas:
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o)
H,N
HO H,N H,N
NH,
NH, NH,
NH,

PABA PABZA PDA PAMBZA

en donde PABA es acido p-aminobenzoico, PABZA es p-aminobencilamina, PDA es fenilendiamina y PAMBZA es
p-(aminometil)bencilamina;

5 b) acidos dicarboxilicos, acidos w-aminocarboxilicos, &cidos a,w-diaminocarboxilicos o diaminas de las formulas:
)1 i
HO (CH,)n OH
n=0, 1, 2,...
(0] O (0] H (0]
HOJ\/ O\)J\OH HOL N\)LOH
DIG IDA
(0] NH,
HZN/\(CHZ)n OH HZN/\(CHZ)n H2N/\(CH2)n NH,
n=0,1,2,.. n=0,1,2.. O n=0,1,2,..
10

en donde DIG es &cido diglicélico e IDA es acido iminodiacético;
c) espaciadores de PEG de varias longitudes de cadena, en particular espaciadores de PEG seleccionados de las

férmulas:
o\/ﬁ\ H.N o\j\
HQN/\\/ OH 2 \/‘\O/\/ OH

PEG-1 PEG-2

HNT O\/\O/\/o\/ﬁ\OH

PEG-3
o
o} 0. /\)I\
HNT N0 TN OH
PEG-4

2

=1, 2, 3,... hasta 36
=0,1,2,3,4,5
15
d) aminoacidos a- y 3, cadenas simples u homoélogas de varias longitudes de cadena o cadenas heterélogas de
varias longitudes de cadena, en particular:

14
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[ jn\/ﬁ\
~N \N
O
Xaa BXaa

GRP(1-18), GRP(14-18), GRP(13-18), BBN(1-5) o [Tyr*|BBN(1-5); 0
e) combinaciones de a, b y c. Los antagonistas de GRPR divulgados en el presente documento se seleccionan
preferentemente del grupo que consiste en compuestos de las formulas:

MC PABZA MG Gly H
N
N \N/Y
H H
Jl\,o\)L 5 p
DIG PABA o)
PABZA: p-aminobencilamina PABA: &cido p-aminobenzoico
DIG: acido diglicolico
PABZA Gly
MC._ /\"/
H
/\Q\ J\/O\)'I\ P
DIG PABA o)
PABZA: p-aminobencilamina PABA: acido p-aminobenzoico

DIG: acido diglicolico

o PABZA

MC\N/\/O\)\N o
" PEG- ”,\Q\NLO\J\P
H

Acido diglicélico

MC__ PABZA

N\/\O OJL
;EG\; ,\O\ j\.«O\)Lp

AC|do diglicélico

en donde MC y P son como se definen anteriormente.

Se entiende que las estructuras quimicas especificas divulgadas en el presente documento son ejemplos ilustrativos
de varios antagonistas de GRPR de la formula general: MC-S-P.

La invencidn se refiere adicionalmente a una composicién terapéutica, que comprende un antagonista de GRPR como
se reivindica y un excipiente terapéuticamente aceptable.

La invencion también se refiere a los antagonistas de GRPR como se reivindica para su uso como un medicamento.
El medicamento es preferentemente un agente de diagndstico o terapéutico para diagnosticar o tratar canceres GRPR*
primarios y/o metastésicos, tales como cancer de préstata, cancer de mama, cancer microcitico de pulmén, carcinoma
de colon, tumores estromales gastrointestinales, gastrinoma, carcinomas de células renales, tumores neuroendocrinos
gastroenteropancreaticos, tumores de células escamosas esofégicas, neuroblastomas, carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello, por mencionar algunos de los pocos, asi como en la vasculatura de los tumores de
ovario, endometrio y pancreatico.

La invencion se ilustrara adicionalmente en los Ejemplos que siguen.

15
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Ejemplo
INTRODUCCION

Los compuestos de la invencion se prepararon y probaron como se describe a continuaciéon. Las siguientes
realizaciones divulgadas son representativas de la invencion, que puede realizarse de diversas formas. Los detalles
estructurales, funcionales y de procedimiento especificos se divulgan en los siguientes ejemplos.

MATERIALES Y METODOS
Radiomarcado y QC
Marcado con '""In

Se adquirié Cloruro de indio (In-lll) en HCI 50 mM de Mallinckrodt Medical B.V., Petten, Paises Bajos, a una
concentracién de actividad de 10-20 mCi/ml. Por lo general, los conjugados DOTA-péptido de la presente invencion
se radiomarcaron con Indio-111 a actividades especificas de 0,1-0,2 mCi In-111/nmol de conjugado DOTA-péptido.
En resumen, se mezclaron 3-15 nmol de conjugado DOTA-péptido disuelto en agua con 2,5-12,5 pl de tampon de
acetato de sodio 1,0 M pH 4,6, 1-5 pl de ascorbato de sodio 0,1 M en agua y 30-150 ul de '"'InCls (0,3-3,0 mCi). La
mezcla de reaccién de radiomarcado se incubé en un bafo de agua hirviendo durante 20 a 30 min. Para el control de
calidad, se inactivo una parte alicuota de 2 ul de la solucion de radiomarcado con 28 pl de una solucién tamponada
con acetato de Naz2-EDTA (5 mM, pH 4,6). Después de un radiomarcado exitoso (méas del 95% de radioactividad unida
a péptido) se afiadié Na>-EDTA (0,1 M, pH 4,6) a la solucién de radiomarcado a una concentracion final de 1 mM.

Marcado con 6’Ga

Se obtuvo cloruro de galio (Ga-67) en HCI diluido a una concentracion de actividad de 498 - 743 mCi/ml de Nordion,
Wesbrook Mall, Vancouver, Canadé o con una concentracién de actividad de 80 mCi/ml de Mallinckrodt Medical B.V.,
Petten, Paises Bajos.

Por lo general, los conjugados DOTA-péptido de la presente invencidn se radiomarcaron con Galio-67 a actividades
especificas de 0,1-0,2 mCi Ga-67/nmol de conjugado DOTA-péptido. En resumen, Se mezclaron 3-15 nmol de
conjugado DOTA-péptido disuelto en agua con 50-125 pl de tampo6n de acetato sodico 1,0 M pH 4,0 y 5-15 ul de
67GaCls (0,5-3,0 mCi. La mezcla de reaccién de radiomarcado se incubd en un bafo de agua hirviendo durante 30
min. Para el control de calidad HPLC, se inactivd una parte alicuota de 2 pl de la solucién de radiomarcado con 28 pl
de una solucién tamponada con acetato de Na2-EDTA (5 mM, pH 4,0). Después de un radiomarcado exitoso (mas del
95% de radioactividad unida a péptido) se afadié Na2-EDTA (0,1 M, pH 4,0) a la solucién de radiomarcado a una
concentracion final de 1 mM.

Marcado con '77Lu

Se adquirié Cloruro de lutecio (Lu-177) en HCI 50 mM de BID Radiopharmacy, Paises Bajos, a una concentracién de
actividad de 100 mCi/ml.

Por lo general, los conjugados DOTA-péptido de la presente invencién se radiomarcaron con Lutecio-177 una actividad
especifica de hasta 0,5 mCi Lu-177/nmol de conjugado DOTA-péptido. En resumen, se mezclaron 3-15 nmol de
conjugado DOTA-péptido disuelto en agua con 4-16 pl de tampon de acetato sédico 1,0 M pH 4,6 y 15-75 pl de 8’GaCls
(1,5-7,5 mCi ). La radiolisis se minimiz6 mediante la adicién de 5 ul de acido gentisico (80 mM) disuelto en ascorbato
de sodio 0,2 M. La mezcla de reaccion se incubd en un bafo de agua hirviendo durante 30 min. Para el control de
calidad HPLC, se inactivd una parte alicuota de 2 pl de la solucion de radiomarcado con 28 pl de una solucién
tamponada con acetato de Naz-EDTA (5 mM, pH 4,6). Después de un radiomarcado exitoso (mas del 95% de
radioactividad unida a péptido) se afadié Naz-EDTA (0,1 M, pH 4,6) a la solucién de radiomarcado a una concentracién
final de 1 mM.

Marcado con %" Tc

Los péptidos acoplados a tetraamina se disolvieron en acido acético 50 mM/EtOH 8/2 v/v hasta una concentracion
final de péptido de 1 mM. Cada solucién a granel se distribuyé en partes alicuotas de 50 pl en tubos Eppendorf y se
almacen6 a -20 °C. El marcado se realizdé en un vial Eppendorf, en el que se agregaron consecutivamente las
siguientes soluciones: i) tampon fosfato 0,5 M pH 11,5 (50 pL), ii) citrato sédico 0,1 M (5 pL, iii) [*®*"Tc]NaTcO4 eluato
generador (415 ml, 10-20 mCi), iv) solucion madre de conjugado peptidico (15 pL, 15 nmol) y v) solucion de SnClz
recién hecha en EtOH (30 pg, 15 pL). Después de la reaccién durante 30 minutos a temperatura ambiente, el pH se
llevé a ~ 7 agregando HCI 1 M (10 pL).

Control de Calidad
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Los analisis de HPLC se realizaron en un cromatégrafo de Waters (Waters, Viena, Austria) eficaz con un sistema de
suministro de solvente 600; el cromatégrafo se acoplé a instrumentacién de deteccion doble, que comprende un
detector UV de matriz de fotodiodos (modelo Waters 996 o modelo 2998) y un detector gamma Gabi de Raytest (RSM
Analytische Instrumente GmbH, Alemania). El procesamiento de datos y la cromatografia se controlaron mediante el
software Millennium o Empower 2 (Waters, EE. UU.). Se eluyé una columna XBridge Shield RP18 (5 pm, 4,6 x 150
mm, Waters, Irlanda) acoplada a la respectiva columna de proteccion de 2 cm a una velocidad de flujo de 1 ml/min
con un sistema de gradiente lineal que comienza desde 10% de B y avanza a 70 % de B en 60 min, con disolvente A
= acido trifluoroacético acuoso al 0,1% y disolvente B = acetonitrilo.

Estudio metabdlico en Ratones
Inyeccion de radioligando y extraccion de sangre

Se inyectd un bolo que contenia el radioligando en solucién salina normal (100-150 pL, =3 nmol, 200-500 pCi) en la
vena de la cola de ratones albinos suizos. Los animales se mantuvieron durante 5 minutos en una jaula con acceso al
agua y después se sacrificaron rapidamente por puncién cardiaca mientras estaban bajo anestesia leve con éter. Se
recogio sangre (500-900 pL) del corazén con una jeringa y se transfirié en un tubo Eppendorf previamente enfriado en
hielo.

Separacion de plasma y preparacion de muestras

La sangre se centrifugd para eliminar las células sanguineas (10 min, 2000 g/4 °C). El plasma se recogi6, se mezclo
con acetonitrilo (MeCN) en una proporcién de 1/1 v/v y se centrifugd de nuevo (10 min, 15000 g/4 °C). Los
sobrenadantes se concentraron a un pequefio volumen (flujo suave de N2 a 40 °C), se diluyeron con solucién salina
(=400 pl) y se filtraron a través de un filtro Millex GV (0,22 pum).

Analisis por HPLC para la deteccion de radiometabolitos

Se cargaron alicuotas de muestras de plasma (preparadas como se describe anteriormente) en una columna RPM
Symmetry Shield que se eluy6 a un caudal de 1,0 ml/min con el siguiente gradiente: 100% de A a 90% de A en 10
minutos y de 90% de A a 60% durante los siguientes 60 minutos (A = 0,1% de TFA acuoso (v/v) y B = MeCN). La
elucién de los radiocomponentes se controlé mediante un detector gamma. Para %™ Tc-radiopéptidos, el analisis ITLC-
SG se realiz6 en paralelo usando acetona como eluyente para detectar trazas de liberacion de TcO4(TcO4Rf = 1,0).

Estudios en ratones portadores de tumores GRPR*
Induccién de tumores

Se inyect6 subcutdneamente un bolo de =150 pl que contenia una suspension de 1,5 x 107 células PC-3 humanas
recién cosechadas en solucion salina normal en los flancos de ratones SCID hembra. Los animales se mantuvieron
en condiciones asépticas y 2-3 semanas mas tarde desarrollaron tumores bien palpables en el sitio de inoculacion (80-
150 mg).

Biodistribucion y calculo de resultados

El dia del experimento, se inyecté el radiopéptido seleccionado en la vena de la cola de ratones portadores de tumor
como un bolo de 100 pl (1-2 pCi, 10 pmol de péptido total; en solucion salina/EtOH 9/1 v/v). Los animales se
sacrificaron en grupos de cuatro con anestesia leve con éter mediante puncién cardiaca en puntos de tiempo
predeterminados pi (posteriores a la inyeccién). Se inyectaron conjuntamente conjuntos adicionales de tres a cuatro
animales con exceso de [Tyr‘] BBN (=40 nmol) junto con el radiopéptido de prueba y se sacrificaron a las 4 h pi
(animales bloqueados). Las muestras de sangre y tejidos de interés se recogieron inmediatamente, se pesaron y se
midieron para determinar la radiactividad en un contador y. El estmago y los intestinos no se vaciaron de su contenido,
sino que se midieron segun se recogieron. Los datos de biodistribucién se calcularon como el porcentaje de dosis
inyectada por gramo de tejido (% ID/g) utilizando el programa Microsoft Excel con la ayuda de patrones adecuados de
la dosis inyectada.

RESULTADOS

Los resultados de las diversas pruebas ilustrativas se describen a continuacion en el presente documento, haciendo
referencia a la figura correspondiente. Los detalles estructurales, funcionales y de procedimiento especificos se
divulgan en los siguientes resultados.

Figura 1A: Biodistribucion de ["'InN]NeoBOMB-1 ('"'In-DOTA-(4cido p-aminobencilamina-diglicélico)-[D-Phe®,His'2-
CO-NHCH[(CH2CH(CHs3)2]2,des-Leu'3,des-Met'“|BBN (6-14)) en ratones SCID hembra que portan tumores de PC-3
(hGRPR*) alas 4 h'y 24 h pi. Las barras representan la captacion promedio como % de dosis inyectada por gramo (%
ID/g) de al menos 4 animales con desviacion estandar; un grupo adicional de animales recibié un exceso de [Tyr4|BBN
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(100 pg) para el bloqueo del receptor in vivo a las 4 h pi. Bl= sangre, Li= higado, He= corazén, Ki = rifiones, St=

estomago, In= intestinos, Sp= bazo, Mu= musculo, Lu= pulmones, Pa= pancreas, Fe= fémur y Tu= tumor de PC-3. Se

observa una alta captacion y retencion en el tumor experimental con 28,6 + 6,0% ID/galas 4 hy 25,9 +6,6% ID/g a

las 24 h. Un alto porcentaje de esta captacion podria reducirse significativamente mediante la inyeccidén conjunta del
5  exceso de un analogo de bombesina natural.

Min-DOTA DPhe® GIn” Trp? Ala® Val'® Gly'! His™?CONHCH{CH,CH(CH,}),],

\N

C’ “i’\@i, i%i JL ;
Lasity

ACIdO dlgllcollco

o .
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Figura 1B: Radiocromatograma de sangre de raton ex vivo 5 min después de la inyeccion de ['''In] NeoBOMB-1. El
10 porcentaje de péptido parental que permanece intacto es >91%.

Figura 1C: Biodistribucién de ['7’Lu]NeoBOMB-1 ('77Lu-DOTA-(4cido p-aminobencilamina-diglicélico)-[D-Phe8,His'2-
CO-NHCH[(CH2CH(CHs3)2]2,des-Leu'3,des-Met'“|BBN (6-14)) en ratones SCID hembra que portan tumores de PC-3
(hGRPR*) a las 4, 24 y 72 h pi. Las barras representan la captacion promedio como % de dosis inyectada por gramo

15 (% ID/g) de al menos 4 animales con desviacién estandar; un grupo adicional de animales recibié un exceso de
[Tyr]BBN (100 pg) para el bloqueo del receptor in vivo a las 4 h pi. Bl= sangre, Li= higado, He= corazén, Ki = rifiones,
St= estdbmago, In= intestinos, Sp= bazo, Mu= musculo, Lu= pulmones, Pa= pancreas, Fe= fémur y Tu= tumor de PC-
3. La captacion pancredtica disminuye mas rapidamente con el tiempo que la captacién tumoral, lo que da como
resultado relaciones de tumor a pancreas cada vez mas altas, especialmente a las 72 h pi.

20
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Figura 1D: El radiocromatograma de sangre de ratdén ex vivo 5 min después de la inyeccion de ['"’Lu]NeoBOMB-1,
muestra que >92% de péptido parental permanece intacto.
25
Figura 1E: Biodistribucion de [(7Ga]NeoBOMB-1 (6’Ga-DOTA-(acido p-aminobencilamina-diglicélico)-[D-Phe8,His'2-
CO-NHCH[(CH2CH(CHz)2]2,des-Leu'®,des-Met'4|BBN (6-14)) en ratones SCID hembra que portan tumores de PC-3
(hGRPR*) ala 1 hy 4 h pi. Las barras representan la captacién promedio como % de dosis inyectada por gramo (%
ID/g) de al menos 4 animales con desviacion estandar; un grupo adicional de animales recibié un exceso de [Tyr4|BBN
30 (100 pg) para el bloqueo del receptor in vivo a las 4 h pi. Bl= sangre, Li= higado, He= corazén, Ki = rifiones, St=
estomago, In= intestinos, Sp= bazo, Mu= musculo, Lu= pulmones, Pa= pancreas, Fe= fémur y Tu= tumor de PC-3. El
radiotrazador logra valores tumorales altos (> 30% ID/g) a 1y 4 h pi.

7Ga-DOTA DPhe® GIn’ Trp® Ala® Val® Gly!' His!2CONHCH]CH,CH(CH,),),
COOH

A
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22X

35
Figura 1F: El radiocromatograma de sangre de ratén ex vivo 5 min después de la inyeccion de [(’Ga]NeoBOMB-1,
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muestra que >97 % de péptido parental permanece intacto.

Figura 2A: Biodistribucion de [*®*"Tc]NeoBOMB-2 (**™Tc-Ng- (acido p-aminobencilamina-diglicélico)-[D-Phe8,His'?-CO-
NHCHI[(CH2-CH(CHs3)2]2,des-Leu'3,des-Met'“|BBN (6-14)) en ratones SCID hembra que portan tumores de PC-3
(hGRPR*) a 1 h, 4 hy 24 h pi. Las barras representan la captacion promedio como % de dosis inyectada por gramo
(% 1D/g) de al menos 4 animales con desviacion estandar; un grupo adicional de animales recibié un exceso de
[Tyr‘]BBN (100 pg) para el bloqueo del receptor in vivo a las 4 h pi. Bl= sangre, Li= higado, He= corazdn, Ki = rifiones,
St= estébmago, In= intestinos, Sp= bazo, Mu= musculo, Lu= pulmones, Pa= pancreas y Tu= tumor de PC-3. El
radiotrazador logra valores tumorales altos (~ 30% ID/g) a 1 y 4 h pi, que permanecen excepcionalmente altos (> 25%
ID/g) a las 24 h pi.

DPhe® GIn’ Trp? Ala? Vall Gly HIs2CONHCHI{CH,CH{CH),],

WmTe-N,
PABZA Q .
SET D S S LI, o
o = Q

W
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) HZN\) ACIdO diglicolico =

NH,

Figura 2B: El radiocromatograma de sangre de ratén ex vivo 5 min después de la inyeccion de [**"Tc]NeoBOMB-2
muestra que >88 % del péptido precursor permanece intacto.
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REIVINDICACIONES
1. Un antagonista de GRPR radiomarcado de la férmula general MC-S-P en donde:

5 M es un radiometal y C es un quelante metalico que se une de manera estable a M, o MC es una Tyr- o grupo
prostético unido a un radiohalégeno, en donde M es el radiohalégeno;
Sesun

PABZA

RACE TSN

DIG

PABZA: p-aminobencilamina
DIG: acido diglicdlico

10
espaciador unido covalentemente entre C y P, en donde S esta ligado covalentemente al extremo N de P; y P es
DPhe-Gin-Trp-Ala-Val-Gly-His-CO-NH-CH[CH2-CH(CHs)2]2 (SEQ ID NO:1).

2. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde M se selecciona entre

15 el grupo que consiste en '''In, ®MT¢, %mTc, 7Ga, 66Ga, 58Ga, 2Fe, ®°Er, 72As, ¥Ru, 203Pb, 2Cu, %4Cu, %"Cu, '8¢Re,
188Re’ 86Y’ 90Y! 51CI’, 52mMn’ 157Gd! 177LU, 161Tb! 169Yb’ 175Yb’ 105Rh’ 166Dy’ 166H0! 1538m’ 149Pm’ 151Pm! 172Tm! 121Sn!
177mSn 21sBi 142Pr 143Pr 198Au 199Au 123| 124| 125| y18|:_

3. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacién 2, en donde M es "''In, '77Lu, %7Ga,
20 %8Ga, mTc, '8Re o '88Re.

4. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde
el quelante metalico C es un quelante metalico para metales di y trivalentes.

25 5. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacion 4, en donde el quelante metélico para
metales diy trivalentes es un quelante DTPA, NOTA, DOTA o TETA o un derivado de los mismos, incluyendo derivados
bifuncionales de los mismos.

6. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde el quelante metélico C
30 se selecciona del grupo que consiste en:

COOH
4 oo COOH COOH COOH COOH umn COOH
3 ©
oo™ SN NSNS / \ m
HOOC
EDTA
N N NH;
coon N/ [/[ ] W ¥
r/ OO COOH COOH ( OOH COOH COOH
N N e DOTA TRITA bifuncional DOTA
HOOU N N COOH
C mH ( QOH n.mn
OH
HOOC COOH (s}
DTPA
nom-—\\l l /—-«—-umu
o \7 AN TSy W
COOH COPH  COOH

M)«i)i[
NOTA

</\7

m(m
bifuncional NOTA

TETA CB-TE2A

7. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde el quelante metélico C
35 es un quelante metalico para tecnecio o renio.

8. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde C es un quelante metalico
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para radionucleidos de tecnecio o renio seleccionados del grupo que consiste en quelantes de tetraamina aciclica,
ciclam, PnAO, tetradentados que contienen conjuntos de atomos donantes seleccionados del grupo que consiste en
P2S2-, N2S2- y N3S-, derivados de dichos quelantes tetradentados, derivados bifuncionales de dichos quelantes
tetradentados, quelantes basados en HYNIC/coligando, y quelantes bi y tridentados que forman complejos
organometalicos mediante la tecnologia tricarbonilo.

9. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacién 1, en donde C se selecciona del
grupo que consiste en:

R, O
4, { [ L¥]
m m NH  HN-
COEY J<E I alat
. - E ) SH \.\’.{A SH HS \‘Lu/
Wyly £

NH  HN
Ny HgN
Ny

-Xaa-Cys-Xaa-Cys-Xaa

ciclam

P »

m COOH HOOC, ‘ﬂi HN, IO [/\l

| ] Mi ) m—-nﬂ \k\ammf
Ot O HYNIC WY OH
PnAO B8,
R :()
[ ] QT}\TH HXIEL’
( j s AN o
NH; H;N
OH
SN Ry
MZSz-cham

[
MAG (R1 =~ B2 = RS = M)

y derivados bifuncionales de los mismos.

10. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para su
uso como un medicamento.

11. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para su
uso como agente de diagnéstico o terapéutico para detectar, diagnosticar o tratar cancer primario y/o metastasico
positivo para GRPR.

12. El antagonista de GRPR radiomarcado para su uso como se reivindica en la reivindicacion 11, en donde el cancer
se selecciona de cancer de prostata, cancer de mama, cancer microcitico de pulmén, carcinoma de colon, tumores
estromales gastrointestinales, gastrinoma, carcinomas de células renales, tumores neuroendocrinos
gastroenteropancreaticos, tumores de células escamosas esofégicas, neuroblastomas, carcinomas de células
escamosas de cabeza y cuello, asi como en tumores ovaricos, endometriales y pancreaticos que muestran vasculatura
relacionada con neoplasia que es GRPR positiva.

13. El antagonista de GRPR radiomarcado para su uso como se reivindica en la reivindicacién 12, en donde el cancer
es un cancer humano.

14. Una composicion diagndstica y/o terapéutica, que comprende el antagonista de GRPR radiomarcado como se
reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, y un excipiente terapéuticamente aceptable.

15. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde el antagonista es
NeoBOMB-1:
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HOGC

NH
. 0 i 0
S WS\
) ‘ ! ls]

i

0
Acido diglicdlico
NH,

(M-DOTA-(Acido p-aminobencilamina-diglicélico)-[DPhe®,His'2-CO-NH-CH[CH2-CH(CHs3)2]2,des-Leu'?,des-Met'4]
BBN(6-14)).

16. El antagonista de GRPR radiomarcado de la reivindicacion 15, en donde M es '''In, '77Lu, 57Ga, %8Ga.

17. El antagonista de GRPR radiomarcado como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde el antagonista es
NeoBOMB-2:

.
HNT N
O PARZA
NH N 0 0
N f2° R {
2| N N N
HaN 5} 0

NHz

(M-Na-(4cido p-aminobencilamina-diglicélico)-[DPhe®,His'2-CO-NH-CH[CH2-CH(CHs)2]2,des-Leu'® des-Met'4] BBN(6-
14)).

18. El antagonista de GRPR radiomarcado de la reivindicacién 17, en donde M es %™TC, '8Re o '®Re.

19. Una composicién diagndstica y/o terapéutica, que comprende un antagonista de GRPR como se reivindica en una
cualquiera de las reivindicaciones 15-18 y un excipiente terapéuticamente aceptable.
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