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DESCRIPCION
Conjugado o su sal que comprende un receptor de péptido liberador de gastrina antagonista y usos del mismo
Campo técnico
La invencién pertenece al campo de los radiofarmacos.

Més especificamente, la invencién se refiere a un conjugado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
que comprende un antagonista del receptor del péptido liberador de gastrina (GRPR) y que puede usarse para
preparar un radiofarmaco o, una vez marcado con un radionuclido, como un radiofarmaco.

La invencién también se refiere a una composicién, a un radiofarmaco, asi como también a un conjunto de
partes que comprende el conjugado o la sal del mismo.

La invencion se refiere ademés al uso del conjugado no marcado o de la sal del mismo, asi como también del
conjunto de partes para preparar un radiofarmaco.

La invencién todavia se refiere al radiofarmaco para su uso en la obtencién de imagenes in vivo o el tratamiento
de cénceres en los que se sobreexpresa el GRPR y, més particularmente, canceres de préstata, mama y
pulmén.

Antecedentes de la invencién

El cancer de préstata es el cancer méas frecuente entre los hombres, a excepcidn del cancer de piel, y es la
segunda causa principal de muerte por cancer en los hombres en los Estados Unidos.

Actualmente se proponen varias opciones de tratamiento para los pacientes con cancer de préstata en
dependencia del tipo de células cancerosas y de la etapa de desarrollo del cancer, la edad y la salud general
de los pacientes, tal como la vigilancia activa, la cirugia, la radioterapia externa, la crioterapia, la terapia
hormonal, los ultrasonidos focalizados de alta intensidad y la quimioterapia.

Sin embargo, existe una gran necesidad de mejorar la terapia.

Una forma prometedora de mejorar la terapia para el cancer de préstata es el uso de radiofarmacos dirigidos,
es decir, farmacos marcados con un radionUclido y que son capaces de dirigirse a las células cancerosas para
suministrarles un nivel téxico de radiacién sin afectar a los tejidos sanos normales.

Tipicamente, los radiofarmacos disefiados para el cancer de prostata son conjugados que comprenden una
molécula de vector con alta afinidad por las células del cancer de préstata y que esta unida, posiblemente, a
través de un enlazador (o espaciador), un quelante en el que el radiontclido es retenido mediante quelacién.

Se ha demostrado que el GRPR, también conocido como receptor de bombesina (BBN) subtipo I, se
sobreexpresa en varios tumores humanos, que incluye los de préstata, pero también los de mama y pulmén.

Se encontré sobreexpresion de GRPR en el 63 %-100 % de los canceres de prostata primarios y en més del
50 % de las metastasis linfaticas y éseas.

Se informd que la densidad de GRPR era 26 veces mayor en el carcinoma prostatico que en la hiperplasia
prostatica.

Por lo tanto, se ha propuesto una variedad de conjugados para dirigirse a tumores GRPR-positivos y
especialmente canceres de prostata.

Informes recientes han demostrado que los antagonistas de GRPR tienen propiedades superiores a los
agonistas de GRPR conjugados, lo que produce una mayor captacién tumoral y una menor acumulacién en
tejidos fisioldgicos no objetivo GRPR-positivos.

Ademas, se ha demostrado que los agonistas de GRPR inducen efectos secundarios en los pacientes,
mediados en virtud de su actividad fisiol6gica.

Por lo tanto, se ha prestado especial atencién al desarrollo de conjugados que comprenden un antagonista de
GRPR en lugar de un agonista de GRPR como molécula vector.

Ejemplos de tales conjugados se describen, por ejemplo, en la Solicitud de patente europea n.° 2 252 628.
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Sin embargo, contrariamente a lo que las ensefianzas de esta referencia podrian hacer pensar, el disefio de
un conjugado basado en antagonista de GRPR que pueda realmente usarse como un radiofarmaco dirigido
para tratar tumores GRPR-positivos es un desafio importante porque las propiedades farmacocinéticas y de
orientacién tumoral de un conjugado basado en antagonista de GRPR dependen acumulativamente de la
eleccion del quelante, la eleccién del enlazador y la eleccién del antagonista de GRPR.

El documento US 2015/0217006 A1 describe el conjugado DOTA-(BAla)>-H-d-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-
Sta-Leu-NHo.

Resumen de la invencién

La invencién se propone precisamente proponer un conjugado que resulte en una inesperada alta captacién y
persistente en tumores GRPR-positivos, tales como tumores de préstata, combinado con una captacién baja y
una rapida eliminacién en érganos no objetivo, asi como también una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

El alcance de la presente invencion se define en las reivindicaciones.

El conjugado cumple la férmula: C-L-A, en donde C es un quelante, L es un enlazador unido covalentemente
al quelante y A es un antagonista de GRPR unido covalentemente al enlazador, y caracterizado porque:

- el quelante corresponde al quelante conocido como DOTAM (1,4,7,10-tetrakis(carbamoilmetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano) y es de férmula:

HaN

3

e]

o]

{

N N/\’O
3,
; N
A
2 NH.

donde la linea de puntos representa el enlace covalente al enlazador,

-el enlazador tiene la férmula: - B-Ala-B-Ala-; y

-el antagonista de GRPR es el péptido conocido como JMV594, de secuencia de aminoacidos: -DPhe-GIn-Trp-
Ala-Val-Gly-His-Sta-Leu-NH, (SEQ ID NO: 1).

En otras palabras, el conjugado responde a la férmula:

H,N f3-Ala-f-Ala~DPhe~G In~Trp~Ala-Vai-Gly-His-Sta~Leu-NH,

N\//<°N

3

N

Z

H,N

En lo que precede y en lo que sigue:

- B-Ala se refiere a la beta-alanina, también conocida como acido 3-aminopropanoico;

- DPhe, Gin, Trp, Ala, Val, Gly, His y Leu se refieren a los a-aminoacidos fenilalanina, glutamina, triptéfano,
alanina, valina, glicina, histidina y leucina respectivamente, y esté la fenilalanina en forma D mientras que
la glutamina, triptéfano, alanina, valina, histidina y leucina estan en forma L; mientras que

- Sta se refiere al y-aminoécido estatina de férmula:

HO ©
H-’*CW
OH
HiC N,

también conocido como acido (35,45)-4-amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico.

Ademas, el término "sal farmacéuticamente aceptable”" se refiere a sales que poseen perfiles de toxicidad
dentro de un intervalo que les confiere utilidad en aplicaciones farmacéuticas.
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Pueden ser farmacéuticamente adecuadas, en especial, las sales de adicién de 4cidos o bases libres.
Las sales de adicién acida pueden prepararse a partir de un acido inorganico o de un acido organico.

Los 4cidos inorgénicos apropiados incluyen los acidos clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, nitrico, carbénico,
sulfurico, y fosférico, mientras que acidos organicos apropiados pueden seleccionarse a partir de acidos
organicos alifdticos, cicloalifaticos, aromaticos, aralifaticos, heterociclicos, carboxilicos y sulfénicos, ejemplos
de los cuales incluyen acido férmico, acético, propiénico, succinico, glicdlico, glucénico, lactico, mélico,
tartérico, citrico, ascérbico, glucurdnico, maleico, fumarico, pirtvico, aspartico, glutdmico, benzoico, antranilico,
4-hidroxibenzoico, fenilacético, mandélico, embébnico (pamoico), metanosulfénico, etanosulfénico,
bencenosulfénico, pantoténico, trifluorometanosulfénico, 2-hidroxietanosulfénico, p-toluenosulfénico,
sulfanilico, ciclohexilaminosulfénico, esteérico, alginico, B-hidroxibutirico, salicilico, galactérico y galacturénico.

Las sales de adicién de bases son, por ejemplo, sales metélicas que incluyen sales de metales alcalinos,
metales alcalinotérreos y metales de transicién tales como, por ejemplo, sales de calcio, magnesio, potasio,
sodio y zinc, o sales organicas hechas de aminas basicas tales como, por ejemplo, N, N-dibenciletilendiamina,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina) y procaina.

Para su uso como radiofarmaco, el conjugado o la sal del mismo comprende ademas un radionuclido quelado
mediante el quelante.

La invencién también se refiere a una composicién que comprende el conjugado o la sal del mismo en forma
no marcada (es decir, libre de cualquier radionuclido) en un medio farmacéuticamente aceptable tal como
solucién salina, agua libre de metales, acido ascérbico, etanol, polisorbato 80 (es decir, monooleato de
polioxietileno (20) sorbitédn, vendido bajo la marca comercial Tween™80), un tampén tal como un tampén de
acetato de amonio, o una mezcla de los mismos, acido ascérbico y etanol que actlan ventajosamente como
antioxidantes mientras que el polisorbato 80 reduce ventajosamente la pegajosidad.

La invencién se refiere ademés a un radiofarmaco listo para su uso, que comprende el conjugado o la sal del
mismo en forma radiomarcada (es decir, que comprende el radionuUclido quelado por el quelante) en un medio
farmacéuticamente aceptable tal como se menciond anteriormente.

La invencién también se refiere a un conjunto de partes que puede usarse para preparar un radiofarmaco y que
comprende al menos:

- un primer contenedor que contiene el conjugado o la sal del mismo en forma no etiquetada; y
- un segundo contenedor que contiene el radiontclido, tipicamente en forma de una sal (cloruro, acetato, ...).

En los conjuntos de partes, el conjugado o la sal del mismo y el radionuclido pueden estar en cualquier forma
apropiada, tal como en forma seca (polvo, por ejemplo), en forma liquida, es decir en solucién en un medio
farmacéuticamente aceptable tal como se menciond anteriormente, o en forma congelada.

Como se sabe en si, el conjunto puede comprender, ademas:

- uno o mas reactivos y/o uno o mas solventes o diluyentes tales como solucién salina, agua libre de metales,
tampén bioldgico y similares, y/o
- un folleto con instrucciones para preparar y/o usar el radiofarmaco.

La invencién se refiere ademas al uso del conjugado no marcado, la sal del mismo o el conjunto de partes, para
preparar un radiofarmaco, cuyo uso comprende una quelacién del radiondclido mediante el quelante del
conjugado o la sal del mismo.

En lo que antecede, el radiontclido es preferentemente un radiondclido de plomo, en particular 2®Pb si el
radiofarmaco esta destinado a usarse con fines de obtener imagenes in vivo o 2'?Pb si el radiofarmaco esta
destinado a usarse con fines terapéuticos.

La invencién todavia se refiere al radiofarmaco para su uso en la obtencién de iméagenes in vivo, por ejemplo,
mediante Tomografia computarizada por emisién de fotén Unico (SPECT), o el tratamiento de un cancer en el
que se sobreexpresa el receptor del péptido liberador de gastrina.

Tal uso comprende administrar una dosis apropiada del radiofdrmaco al paciente que se va a fotografiar o
tratar, tipicamente por via intravenosa y, en caso de una obtencién de imagenes in vivo, someter al paciente a
la toma de iméagenes.

Preferentemente, el cancer es un cancer de préstata, de mama o de pulmdn, con o sin metastasis, en particular
un céancer de préstata.
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Otras caracteristicas y ventajas de la invencidn se pondran mejor de manifiesto con la lectura del complemento
a la descripcién que sigue.

Obviamente este complemento a la descripcién sélo se da para ilustrar el objeto de la invencién y no constituye
en ningun caso una limitaciéon de dicho objeto.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 ilustra los resultados de un estudio de biodistribucién realizado con el conjugado de la invencion,
marcado con 2'?Pb con una actividad especifica de 10 uCi por 14 ng, en ratones desnudos atimicos
portadores de tumores PC-3 subcutaneos; los resultados se expresan en términos del por ciento de dosis
inyectada por gramo de 6rgano, expresado como %ID/g, tal como se encontré en los érganos de los ratones
1 hora, 4 horas y 24 horas después de la inyeccién de la dosis del conjugado de 2'°Pb en los ratones.

Las figuras 2A a 2F ilustran los resultados de un estudio de biodistribucién realizado con el conjugado de la
invencién, marcado con 2%Pb con una actividad especifica de 10 uCi por 28 ng, en ratones
inmunocompetentes libres de tumores; los resultados se expresan en términos del por ciento de la dosis
inyectada por gramo de 6rgano, expresada como %ID/g, tal como se encontré en los érganos de los ratones
a los 5 minutos (figura 2A), 30 minutos (figura 2B), 1 hora (figura 2C), 4 horas (figura 2D), 24 horas (figura
2E) y 48 horas (figura 2F) después de la inyeccién de la dosis del conjugado de 2°3Pb en los ratones.

La figura 2G ilustra las excreciones urinarias, fecales y totales del conjugado de la invencién, marcado con
203pp, expresado en términos del por ciento de la dosis inyectada, expresada como %ID, en ratones
inmunocompetentes libres de tumores en funcién del tiempo después de la inyeccién de la dosis del
conjugado de 2%3Pb en los ratones, indicadas como t y expresadas en horas.

Las figuras 3A a 3C ilustran los resultados de un estudio de biodistribucién realizado con el conjugado de
la invencion, marcado con 2'?Pb con diferentes actividades especificas, en ratones desnudos atimicos
portadores de tumores PC-3 subcutaneos; la figura 3A corresponde a un primer grupo de ratones,
denominado como grupo A, que han recibido una dosis del conjugado de 2'?Pb con actividad especifica
igual a 10 uCi por 28 ng; la figura 3B corresponde a un segundo grupo de ratones, denominado como grupo
B, que han recibido una dosis del conjugado de 2'?Pb de actividad especifica es igual a 10 uCi por 140 ng,
mientras que la figura 3C corresponde a un tercer grupo de ratones, denominado como grupo C, que han
recibido una dosis del conjugado de 2'?Pb de actividad especifica igual a 10 uCi por 280 ng; en cada figura,
los resultados se expresan en términos del por ciento de dosis inyectada por gramo de érgano, expresado
como %lD/g, tal como se encontrd en los érganos de los ratones 1 hora y 4 horas después de la inyeccidn
de la dosis del conjugado de 2'?Pb en los ratones.

La figura 4A ilustra la supervivencia, expresada en %, de ratones desnudos atimicos portadores de tumores
PC-3 subcutaneos y que han recibido solo una dosis del conjugado de la invencién, marcado con 2'?Pb con
una actividad especifica de 10 pCi por 14 ng (1 ciclo), o tres dosis del mismo conjugado a intervalos de 14
dias (3 ciclos), o solucién salina estéril (control), en funcién del tiempo después de la inyeccién de las células
cancerosas en los ratones, indicado como ty expresado en semanas.

La figura 4B ilustra el volumen tumoral promedio, expresado como V y expresado en mm3, presentado por
ratones desnudos atimicos portadores de tumores PC-3 subcutaneos y que han recibido solo una dosis del
conjugado de la invencién, marcado con 2'?Pb con una actividad especifica de 10 uCi por 14 ng (1 ciclo), o
tres dosis del mismo conjugado a intervalos de 14 dias (3 ciclos), o solucién salina estéril (control), en
funcién del tiempo después de la inyeccion de las células cancerosas en los ratones, indicado como t y
expresado en semanas.

La Figura 5 ilustra los resultados de un estudio comparativo con el objetivo de comparar la biodistribucién
del conjugado de la invencion, marcado con 2'?Pb con una actividad especifica de 10 uCi por 280 ng, con
la de un conjugado, también marcado con 2'?Pb con la misma actividad especifica, que solo se diferencia
del conjugado de la invencidn en que este comprende DOTA como quelante, en ratones desnudos atimicos
portadores de tumores PC-3 subcutaneos; los resultados se expresan en términos del por ciento de la dosis
inyectada por gramo de 6rgano, expresado como %ID/g, tal como se encontré en los érganos de los ratones
1 hora, 4 horas y 24 horas después de la inyeccion de la dosis del conjugado de 2'?Pb en los ratones; en
esta figura, el conjugado de la invencién se denomina como conjugado de 2'?Pb-DOTAM mientras que el
conjugado comparativo se denomina como conjugado de 2'?Pb-DOTA.

La figura 6 ilustra los resultados de un estudio comparativo con el objetivo de evaluar la biodistribucién de
un conjugado, marcado con 2'?Pb con una actividad especifica de 10 uCi por 10 ng, que solo se diferencia
del conjugado de la invencién en que este comprende un enlazador constituido por una cadena de 3
residuos de acido glutamico, en ratones desnudos atimicos portadores de tumores PC-3 subcutaneos; los
resultados se expresan en términos del por ciento de la dosis inyectada por gramo de érgano, expresado
como %ID/g, tal como se encuentra en los 6rganos de los ratones a las 4 horas después de la inyeccién de
las dosis del conjugado en los ratones.

La figura 7 ilustra los resultados de un estudio comparativo con el objetivo de evaluar la biodistribucién de
un conjugado, marcado con 2'?Pb con una actividad especifica de 10 uCi por 4,1 ng, que solo se diferencia
del conjugado de la invencién en que este comprende un enlazador constituido por un grupo 4-amino-(1-
carboximetil)piperidinilo, en ratones inmunocompetentes libres de tumores; los resultados se expresan en
términos del por ciento de la dosis inyectada por gramo de érgano, expresado como %ID/g, tal como se

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 989 009 T3

encuentra en los 6rganos de los ratones a las 4 horas después de la inyeccién de las dosis del conjugado
en los ratones.

Descripcidn detallada de la invencién
| -Preparacién del conjugado no marcado de la invencién:

|.1-Preparacién de la secuencia peptidica p-Ala-p-Ala-dphe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Sta-Leu-NHz (SEQ ID NO:
2):

Un sintetizador automatizado de péptidos por microondas (Biotage™ Initiator + Alstra™ - BIOTAGE™) se usd
para la sintesis de la secuencia peptidica: B-Ala-B-Ala-DPhe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Sta-Leu-NHz) en una
escala de 0,1 mmol.

Se us6 la quimica estandar del 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) con hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-
1-i1)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) y N-hidroxibenzotriazol (HOBt) como activadores.

Se usb una resina de amida de pista para proporcionar un extremo C amidado.
Los aminoacidos leucina, valina y B-alanina estaban doblemente acoplados.
Ademas de estar doblemente acopladas, las dos B-alaninas estaban doblemente desprotegidas.

Todos los aminoacidos se acoplaron a 75 °C con excepcidn de la histidina y la estatina que se acoplaron a 48
°C para evitar una racemizacién de la histidina y una O-acilacién de la estatina.

|.2 - Conjugacién del DOTAM a la secuencia peptidica:

El DOTAM se conjugd a la secuencia peptidica unida a la resina mediante el uso del monoéacido DOTAM de
formula:

H,N OH
>/\ /N

N N

N N

A—

HyN NH

D

_/

/N

Z

Para ello, en primer lugar, se preactivé el monoacido DOTAM mediante la disolucidén, en un matraz de parte
inferior redonda, 2,25 equivalentes de monoacido DOTAM (0,225 mmol; 90,5 mg), 2,25 equivalentes de
hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5,-b]piridinio (HATU; 0,225
mmol; 855 mg) y 6,75 equivalentes de diisopropiletiamina (DIEA; 0,675 mmol; 120 pL) en 3 mL de
dimetilformamida (DMF) y al agitar la mezcla durante 30 minutos.

Luego, la secuencia peptidica unida a la resina se afiadid a la mezcla y la reaccién se dejé girar durante toda
la noche.

Seguido a la terminacién de la conjugacion, el medio de reaccién se filtrd a través de un embudo sinterizado
grueso para eliminar el exceso de reactivos y el residuo se lavd tres veces con DMF, tres veces con metanol y
tres veces con DCM.

|.3 - Escision del conjugado de la resina:

El conjugado se escindié de la resina mediante su suspensioén en un céctel compuesto por 95 % (v/v) de acido
trifluoroacético (TFA), 2,5 % (v/v) de triisopropilsilano (TIPS) y 2,5 % (v/v) de HoO hasta un volumen final de 3
ml.

La reaccién se centrifugd en un matraz de parte inferior redonda durante tres horas, después de lo cual el
medio de reaccidn se filtr6 a través de un embudo sinterizado grueso.

ElI TFA se evapordé mediante el uso de gas nitrégeno y el conjugado se precipité mediante el uso de éter etilico
frio. Luego, el matraz se sometié a centrifugacién a 4500 rpm durante 10 minutos y se eliminé el sobrenadante
de éter etilico. Luego, el granulo se liofilizé durante toda la noche para eliminar el exceso de éter etilico.
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|.4 - Purificacién del conjugado:

El conjugado se purificé por medio de HPLC de fase inversa mediante el uso de una columna preparativa
PHENOMENEX™ Luna™ C18(2) de 10 um (250 x 50 mm) con un gradiente:

- 1t =0-5 minutos: eluyente A (TFA al 0,1 % en agua) que comprende 1 % de eluyente B (TFA al 0,1 % en
acetonitrilo (ACN));
- 1t =5-45 minutos: eluyente B aumenta linealmente del 1 % al 75 % en eluyente A.

El conjugado puro tuvo un tiempo de retencién de = 24 minutos. El pico recolectado se someti6é a evaporacion
rotatoria para eliminar el solvente orgénico y se liofilizé.

Se obtuvieron asi 13 mg del conjugado con una pureza > 95 % determinada con un AGILENT™ Series LC-MS
1100 mediante el uso de una columna analitica RESTREK™ Ultra IBD de 3 pm (150 x 2,1 mm) con gradiente:

- 1= 0-2 minutos: eluyente B (H20 al 100 %);
- t=2-17 minutos: eluyente B disminuye linealmente de 100 % a 0 % en eluyente A (TFA al 0,1 % en ACN).

La masa del péptido puro se confirmd con el AGILENT™ Series LC-MS 1100 acopladas con una HEWLETT
PACKARD™ Series MSD 1100: esperado 1638,91; observado 1638,7.

El conjugado se almacend a -80 °C para después marcarse con plomo.
Il - Radiomarcacion del conjugado de la invencién:

Para estudios in vivo de distribucidn y eficacia en ratones, el dia de la inyeccién a los ratones se prepararon
conjugados marcados con 2'2Pb o 2®3Pb, denominado en adelante como "conjugado®'?Pb" y "conjugado®®Pb",
respectivamente, en base a la actividad especifica en el momento de la conjugacion y se diluyeron para obtener
la actividad particular necesaria en el momento de la inyeccion.

Para ello, el conjugado obtenido en el punto | anterior se descongeld y se diluyé en agua libre de metales.
Luego, se afiadié un volumen apropiado de la solucién conjugada asi obtenida a un vial criogénico que contiene
posiblemente volimenes apropiados de 0,4 M de acetato de amonio acido ascérbico, etanol y soluciones de
tween. A esto le siguié un volumen apropiado de una solucién de acetato de 2'?Pb (ORANO MED) o una
solucion de cloruro de 2®Pb (LANTHEUS) cuyo pH puede haberse ajustado con una solucién de NaOH/acetato
de amonio 0,4 M.

Las muestras se incubaron a 50 °C durante 10 minutos y se realiz6 la quelacion de 2'?Pb o ?®Pb por los
conjugados se verifico mediante la medicion de 2'2Pb o 2°°Pb permanecid libre en las muestras mediante el uso
de cromatografia de capa fina instantanea (iTLC).

Il - Estudios in vivo con conjugados marcados con plomo de la invencién:
A continuacién:

* los ratones desnudos atimicos usados son Hsd: ratones Desnudos Atimicos-Foxn1nu de ENVIGO™:

* los ratones inmunocompetentes usados son Hsd: ratones ICR (CD-1™) de ENVIGO™;

* las células de cancer de préstata humano PC-3 usadas son células ATCC™ CRL-1435™ de la ATCC™;
* el contador gamma automatico usado es el contador PERKIN ELMER™ Wizard?>™: mientras

*"Tampdn 1" se refiere a una mezcla de solucién salina, acido ascérbico 23 mM, 0,08 % (v/v) de Tween™
20y 5 % (viv) de etanol.

*"Tampdn 2" se refiere a una mezcla de solucién salina, acido ascérbico 20 mM, 0,02 % (v/v) de Tween™
80y 5 % (viv) de etanol.

1.1 - Estudio de biodistribucién del conjugado de 2'?Pb en ratones portadores de xenoinjerto:
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la biodistribucién del conjugado marcado con 212Pb con una
actividad especifica de 10 pCi por 14 ng en ratones desnudos atimicos portadores de un tumor de células de

cancer de préstata humano.

Marcacion con * 2'2Pb del conjugado de 10 uCi por 14 ng de conjugado:
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Soluciones Voltmenes 212Pp|ibre
Conjugado (17 ng/uL) 88,2 uL <5 %
22pp (1,99 pCi/uL) 753,8 L

* Preparacion de la dosis del conjugado de 2'?Pb de = 10 uCi/100 uL:

Soluciones Volimenes
Conjugado de 2'?Pb (0,507
LCiL) 811,4 pL
Tampén 1 2788,6 pL

Se prepararon jeringas de insulina que contienen cada una 100 pL de la solucién resultante de la mezcla del
conjugado de 2'?Pb/tampén 1 y que corresponde a una dosis del conjugado de 2'?Pb de = 10 uCi/100 L, para
inyectar a los ratones.

* Disefio del estudio:

Se inyectaron por via subcutanea, en el flanco derecho, 15 ratones desnudos atimicos macho, de 7-8 semanas
de edad y un peso de 27,74 + 1,87 g al inicio del estudio, con 108 células de cancer de préstata humano PC-3
en 100 yL de medio RPMI-1640/Matrigel™ (v/v: 1/1).

Los tumores se dejaron crecer hasta que alcanzaron los 200-300 mm?3 (como se determiné mediante la férmula:
volumen = 0,5 x largo x ancho?).

Luego, cada raton recibi6 por via intravenosa (en la vena de la cola) una dosis del conjugado de 2'?Pb.

Después de esto, los ratones se dividieron en 3 grupos de 5, denominados como “grupo A”, “grupo B’ y “grupo
C” respectivamente.

Los ratones del grupo A se sacrificaron 1 hora posterior a la inyeccién de la dosis; los ratones del grupo B se
sacrificaron 4 horas posteriores a la inyeccion de la dosis, mientras que los ratones del grupo C se sacrificaron
24 horas posteriores a la inyeccidn de la dosis.

Se recolectaron sangre, 6rganos reproductores, intestino delgado, colon con ciego, bazo, pancreas, rifiones,
estomago, higado, pulmén, corazén, cerebro, hueso femoral, grasa abdominal, masculo esquelético, cola
(como sitio de inyeccién) y tumor PC-3 de cada ratén sacrificado, se pesaron y se transfirieron a tubos
individuales para el contador gamma automatico.

Se contaron los tubos durante dos minutos. También se conté para cada grupo de ratones, un estandar que
consiste en 5 yL de la solucidn inyectada a los ratones.

El fondo se resté automaticamente de los conteos.
El estandar también se us6 para la correccién de la descomposicién.

Se calcul6 el por ciento de la dosis inyectada por gramo, expresado como %ID/g, para cada érgano recolectado
(media + desviacién estandar).

* Resultados:

Los resultados se ilustran en la figura 1.

Como se muestra en esta figura, 1 hora posterior a la inyeccién de la dosis, la mas alta captacion (= 12 %ID/g)
del conjugado de 2'?Pb se observa en el pancreas probablemente debido a la conocida expresion de GRPR en

el pancreas.

Sin embargo, la captacién del conjugado de 2'?Pb en el tumor también es alto (= 6 %ID/g) y disminuye
ligeramente a las 4 y 24 horas posteriores a la inyeccién de la dosis.

El conjugado de 2'?Pb tiene un rapido aclaramiento que da como resultado una alta relacién tumor/sangre.

[11.2 - Estudio de biodistribucién del conjugado de 2°*Pb en ratones inmunocompetentes libres de tumores:
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El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la biodistribucion del conjugado marcado con 2°*Pb con una
actividad especifica de 10 uCi por 28 ng en ratones inmunocompetentes libres de tumores.

Marcacion con * 2%3Pb del conjugado de 10 uCi por 28 ng de conjugado:

Soluciones Volimenes 203Pb libre
Conjugado (1 mg/mL) 8,4 uL
203Pp (108,3 WCifL) 24,6 pL
Acetato de amonio (0,4 M) 475,4 pL <5 %
Acido ascérbico (500 mM) 33,3 HL
NaOH (1 M) 2 uL

* Preparacion de la dosis del conjugado de 2®Pb de = 10 uCi/100 uL:

Soluciones Volumenes
Conjugado de 2%Pb (2,78 uCi/uL) 356,7 UL
Tampon 1 8643,3 uL

Se prepararon jeringas de insulina que contienen cada una 100 pL de la solucién resultante de la mezcla del
conjugado de 2%Pb/tampdn 1 y que corresponde a una dosis del conjugado de 2°°Pb de = 10 uCi/100 L, para
inyectar a los ratones.

* Disefio del estudio:

30 ratones macho y 30 hembras CD1 inmunocompetentes, de 7-8 semanas de edad y con un peso de 27,75
2,52 g para los machos y 25,91 + 2,75 g para las hembras al inicio del estudio, recibieron por via intravenosa
una dosis del conjugado de 2%Pb.

Después de esto, los ratones se dividieron en 6 grupos de 10, denominados como grupos A, B,C, D, Ey F
respectivamente, cada uno de los grupos comprende 5 machos y 5 hembras.

Los ratones del grupo A se sacrificaron 5 minutos posteriores a la inyeccién de la dosis; los ratones del grupo
B se sacrificaron 30 minutos posteriores a la inyeccién de la dosis; los ratones del grupo C se sacrificaron 1
hora posterior a la inyeccién de la dosis; los ratones del grupo D se sacrificaron 4 horas posteriores a la
inyeccion de la dosis, mientras que los ratones del grupo E se sacrificaron 24 horas posteriores a la inyeccion
de la dosis.

Los ratones del grupo F se colocaron en jaulas metabdlicas y se recolectaron sus excreciones urinarias y
fecales a las 4 horas, 24 horas y 48 horas posteriores a la inyeccién de la dosis; se sacrificaron a las 48 horas
posteriores a la inyeccién de la dosis.

Se recolectaron sangre, vejiga, érganos reproductores, intestino delgado, colon con ciego, bazo, pancreas,
rifiones, estémago, higado, pulmén, corazén, cerebro, hueso femoral, grasa abdominal, musculo esquelético,
glandulas salivales y cola de cada ratén sacrificado, se pesaron y se transfirieron a tubos individuales para el
contador gamma automatico.

Se contaron los tubos durante dos minutos. También se contd para cada grupo de ratones, un estdndar que
consiste en 5 yL de la solucidn inyectada a los ratones.

El fondo se restd autométicamente de los conteos.

El estandar también se us6 para la correccion de la descomposicién.

También se realiz6 el conteo de las excreciones de los ratones del grupo F.

Se calcul6 el por ciento de la dosis inyectada por gramo, expresado como %ID/g, para cada érgano recolectado
(media + desviacién estandar), mientras que se calculd el por ciento de la dosis inyectada, expresada como

%ID, para las excreciones de los ratones del grupo F (media + desviacién estandar).

* Resultados:
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Los resultados se ilustran en las figuras 2A a 2G.

Como se muestra en las figuras 2A a 2F, el conjugado de 2%Pb tiene un perfil de biodistribucion seguro tanto
en ratones macho como hembras.

De hecho, hay una alta captacién inicial (> 30 %ID/g a los 5 minutos posteriores a la inyeccién de la dosis) del
conjugado de 2%Pb en el pancreas, pero el %ID/g esta mas abajo de 10 para todos los 6rganos solo 4 horas
posteriores a la inyeccion de la dosis.

No se observan diferencias significativas de %ID/g entre los ratones macho y hembras, excepto en las
captaciones renales, que son mayores en el punto temporal de 5 minutos en los ratones hembra,
probablemente porque los ratones hembras tienen rifilones mas pequefios que los de los ratones macho, lo que
produce un mayor %ID por gramo de érgano.

Ademas, la figura 2G muestra que el conjugado de 2*Pb se elimina principalmente por excrecién renal.

[11.3 - El estudio de la biodistribucion del conjugado de 2'?Pb en ratones portadores de xenoinjertos a diferentes
actividades especificas:

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la biodistribucion del conjugado marcado con 2'?Pb con una
actividad especifica que varia de 10 uCi por 28 ng a 10 puCi por 280 ng en ratones desnudos atimicos portadores
de un tumor de células de cancer de préstata humano.

Marcacion con * 2'2Pb del conjugado de 10 uCi por 28 ng de conjugado:

Soluciones Vollimenes 212Pp libre
Conjugado (17 ng/uL) 82,4 uL
212Pp (2,04 pCifuL) 245 uL <5 %
Acido ascérbico (500 mM) 16,3 yL

Marcacion con * 2'2Pb del conjugado de 10 uCi por 140 ng de conjugado:

Soluciones Vollimenes 212Pp libre
Conjugado (1 mg/mL) 7 uL
212Pp (2,04 uCilL) 245 WL <5 %
Acido ascérbico (500 mM) 16,3 yL

Marcacion con * 2'2Pb del conjugado de 10 pCi por 280 ng de conjugado:

Soluciones Vollimenes 212Pp libre
Conjugado (1 mg/mL) 14 UL
212 ; <5%
Pb (2,04 pCifuL) 245 uL
Acido ascérbico (500 mM) 16,3 yL

* Preparacion de la dosis del conjugado de 2'?Pb de = 10 uCi/100 uL:

Actividad especifica Soluciones Volumenes
i 212
Conjugadocq/e . Pb (1,32 1349 uL
10 pCi por 28 ng WCIL)
Tampén 1 1365,1 yL
i 212
. Conjugadocq/e . Pb (1,56 1142 uL
10 WCi por 140 ng pCifuL)
Tampén 1 1385,8 pL
Conjugado de 2'?Pb (1,65
10 uCi por 280 ng uCi/uL) 107,94k
Tampén 1 1392,1 yL

10
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Se prepararon jeringas de insulina que contienen cada una 100 pL de una de las soluciones resultantes de la
mezcla del conjugado de 2'?Pb/tampdn 1y que corresponde a una dosis del conjugado de 2'?Pb de = 10 uCi/100
ML, para inyectar a los ratones.

* Disefio del estudio:

Se inyectaron por via subcutanea, en el flanco derecho, 30 ratones desnudos atimicos macho, de 7-8 semanas
de edad y un peso de 27,89 + 2,27 g al inicio del estudio, con 108 células de cancer de préstata humano PC-3
en 100 yL de medio RPMI-1640/Matrigel™ (v/v: 1/1).

Los tumores se dejaron crecer hasta que alcanzaron los 200-300 mm3,

Los ratones se dividieron en tres grupos de 10, denominados como grupos A, B y C respectivamente.

Cada raton del grupo A recibié por via intravenosa una dosis del conjugado de 2'?Pb con actividad especifica
igual a 10 uCi por 28 ng; cada ratén del grupo B recibi6 por via intravenosa una dosis del conjugado de 2'?Pb
con actividad especifica igual a 10 uCi por 140 ng mientras que cada ratén del grupo C recibié por via
intravenosa una dosis del conjugado de 2'?Pb con actividad especifica igual a 10 uCi por 280 ng.

Se sacrificaron 5 ratones de cada uno de los grupos A, B y C 1 hora posterior a la inyeccién de la dosis, mientras
que se sacrificaron 5 ratones de cada uno de los grupos A, By C 4 horas posteriores a la inyeccién de la dosis.

Se recolectaron sangre, 6rganos reproductores, intestino delgado, colon con ciego, bazo, pancreas, rifiones,
estémago, higado, pulmdn, corazdn, cerebro, hueso femoral, grasa abdominal, misculo esquelético, cola y
tumor PC-3 de cada ratén sacrificado, se pesaron y se transfirieron a tubos individuales para el contador gamma
automatico.

Se contaron los tubos durante dos minutos. También se contaron los estandares que consisten de 5 L de las
soluciones inyectadas a los ratones.

El fondo se resté automaticamente de los conteos.
Los estdndares también se usaron para la correccidén de la descomposicién.

Se calcul6 el por ciento de la dosis inyectada por gramo, expresado como %ID/g, para cada érgano recolectado
(media + desviacién estandar).

* Resultados:
Los resultados se ilustran en las figuras 3A a 3C.

Como se muestra en estas figuras, cuanto menor sea la actividad especifica del conjugado de 2'2Pb, menor es
la captacion en el 6rgano sano, sin afectar sin embargo la captacién en el tumor.

1.4 - Estudio de la eficacia del conjugado de 2'?Pb en ratones portadores de xenoinjerto:

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia de un ciclo de tratamiento (ciclo 1) o tres ciclos de
tratamiento (ciclos 1, 2 y 3) mediante el uso del conjugado de la invencién, marcado con 2'2Pb con una actividad
especifica de 10 pCi por 14 ng, en ratones desnudos atimicos portadores de un tumor de células de cancer de
préstata humano.

Marcacion con * 2'2Pb del conjugado de 10 uCi por 14 ng de conjugado:

Ciclos Soluciones Voltmenes 212Pp ibre
Conjugado (17 ng/uL) 44,12 yL
Ciclo 1 212pp (2,42 pCifuL) 310 uL <5 %
Acido ascérbico (500 mM) 20,67 pL
Conjugado (17 ng/uL) 29,4 yL
Ciclo 2 <5 %
212pp (2,77 WCi/uL) 734,2 uL

11
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Acido ascérbico (500 mM) 48,95 pL
Conjugado (17 ng/uL) 58,8 pL

Ciclo 3 212Ppb (4,9 pCifpL) 204,1 pL <5 %
Acido ascérbico (500 mM) 13,6 yL

* Preparacién de 2'?Dosis de conjugado de Pb de = 10 uCi/100 pL:

Ciclos Soluciones Volumenes
Conjugado de 2'?Pb (1,36 uCi/uL) 334,6 UL
Ciclo 1
Solucién salina 3415,4 UL
Conjugado de 2'?Pb (0,354 uCi/L) 930,7 uL
Ciclo 2
Solucién salina 499,3 pL
i 212 i
_ Conjugado de “'“Pb (2,35 uCifuL) 1426 3 plL
Ciclo 3
Solucién salina 73,7 UL

Se prepararon jeringas de insulina que contienen cada una 100 uL de una de las soluciones resultante de la
mezcla del conjugado de 2'?Pb/solucién salina y que corresponde a una dosis del conjugado de 2'?Pb de = 10
MCi/100 pL, para inyectar a los ratones.

* Disefio del estudio:

Se inyectaron por via subcutanea, en el flanco derecho, 40 ratones desnudos atimicos macho, de 7-8 semanas
de edad y un peso de 28,58 + 1,97 g al inicio del estudio, con 108 células de cancer de préstata humano PC-3
en 100 yL de medio RPMI-1640/Matrigel™ (v/v: 1/1).

Los tumores se dejaron crecer hasta que alcanzaron los 200-300 mm3,

20 ratones recibieron por via intravenosa una dosis del ciclo 1 a los 10 dias posteriores a la inyeccién de células
cancerosas, mientras que 10 ratones recibieron por via intravenosa una dosis de 100 pL de solucién salina
estéril (control).

De los 20 ratones que habian recibido la dosis del ciclo 1, 10 recibieron ademas una dosis del ciclo 2 a los 24
dias posteriores a la inyeccién de células cancerosas y una dosis del ciclo 3 a los 38 dias posteriores a la
inyeccion de células cancerosas.

Durante el estudio, los ratones cuyo volumen tumoral alcanzé los 2000 mm? se sacrificaron inmediatamente.

Ademas, los ratones se sacrificaron antes de la terminacién programada del estudio cuando mostraron signos
de angustia o dolor insoportable debido a la carga tumoral, efectos secundarios de las inyecciones o una
combinacién de dos o mas de los siguientes criterios de terminacion: pérdida de peso aguda (por ejemplo,
pérdida de peso del 15 % en dos dias consecutivos); mal estado del tumor (por ejemplo, ulceracidén, marcas de
dientes o heridas abiertas); desalifio/falta de aseo durante 5 dias; letargo o movilidad reducida durante 3 dias;
debilidad/problemas de equilibrio durante 5 dias; apariencia jorobada; diarrea; paralisis; anemia grave e
hipotermia).

* Resultados:
Los resultados se ilustran en las figuras 4A y 4B.
Como se muestra en la figura 4A, uno o tres ciclos de tratamiento mediante el uso del conjugado de la invencién

conducen a un tiempo de supervivencia medio que aumenta de 7,9 semanas (control) a 13,9 semanas (3
ciclos).

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 989 009 T3

No hay diferencia significativa entre uno y tres ciclos de tratamiento.

Es posible que el intervalo de tiempo entre dos dosis sucesivas en los tres ciclos de tratamiento sea subéptimo
y que la eficacia de un tratamiento con dosis multiples pueda aumentarse mediante la optimizacién del intervalo
de tiempo entre dos dosis sucesivas.

IV - Estudios comparativos:

IV.1 - Impacto de un cambio de quelante en la biodistribucién en ratones portadores de xenoinjertos:

El presente estudio tuvo como objetivo comparar la biodistribucién del conjugado de la invencién, marcado con
212Pp, en ratones desnudos atimicos portadores de un tumor de células de cancer de prostata humano con el

de un conjugado también marcado con 2'?Pb y solamente se diferencia del conjugado de la invencion en que
el quelante corresponde a DOTA (4cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) y es de férmula:

HO.

{e
HOOX/

~

N\

N N

J

N N

N/

e
o o

H

donde la linea de puntos representa el enlace covalente al enlazador.

Para mayor claridad, el conjugado de la invencién se denomina en adelante como "conjugado DOTAM",
mientras que el conjugado comparativo se denomina en adelante como "conjugado DOTA".

* Preparacion del conjugado DOTA no marcado:
El conjugado DOTA no marcado se preparé al seguir el mismo protocolo, como se describié en el punto |
anterior, excepto que DOTAM se reemplazé con DOTA en la etapa de conjugacién del quelante a la secuencia

peptidica.

Marcacion con * 2'2Pb del conjugado DOTAM y del conjugado DOTA de 10 uCi por 280 ng de conjugado:

Conjugados Soluciones Vollimenes 212pp libre
Conjugado (1 mg/uL) 16,8 uL
Acido ascérbico (500 mM) 8 uL
] Etanol absoluto 10 L
Conjugado DOTAM <5%
Tween™ 80 0,04 pL
Agua libre de metales 28,8 uL
212Pb (4,4 pCi/pL) 136,4 uL
Conjugado (1 mg/uL) 16,8 uL
Acido ascérbico (500 mM) 8 uL
Etanol absoluto 10 L
Conjugado DOTA <5%
™
Tween™ 80 0,04 L
Agua libre de metales 28,8 uL
212Pb (4,4 pCi/pL) 136,4 uL

13
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* Preparacion de la dosis del conjugado de 2'?Pb-DOTAM vy del conjugado 2'?Pb-DOTA de = 10 uCi/100 pL:

Conjugados Soluciones Volimenes
Conjugado de 2'?Pb-DOTAM (2,73 86.7 ul
Conjugado de 2'?Pb-DOTAM pCi/uL) I
Tampén 2 1863,3 pL
. Conjugado de ?'?Pb-DOTA (3,14 uCi/uL) 75,4 pL
212 _
Conjugado de “'“Pb-DOTA Tampén 2 1874.6 pL

Se prepararon jeringas de insulina que contienen cada una 100 uL de una de las soluciones resultante de la
mezcla del conjugado de 2'°Pb-DOTAM/tampdn 2 y del conjugado de 2'2Pb-DOTA/tampén 2, y que corresponde
a una dosis de = 10 uCi/100 pL, para inyectar a los ratones.

* Disefio del estudio:

Se inyectaron por via subcutanea, en el flanco derecho, 30 ratones desnudos atimicos macho, de 7-8 semanas
de edad y un peso de 27,90 + 1,9 g al inicio del estudio, con 10° células de cancer de préstata humano PC-3
en 100 yL de medio RPMI-1640/Matrigel™ (v/v: 1/1).

Los tumores se dejaron crecer hasta que alcanzaron los 200-300 mm3,

Los ratones se dividieron en 6 grupos de 5, denominados como grupos A, B, C, D, E y F respectivamente.

Cada ratén de los grupos A, By C recibié por via intravenosa una de la dosis del conjugado de 2'?Pb-DOTAM
mientras cada ratén de los grupos E, F y F recibié por via intravenosa una dosis del conjugado de 2'?Pb-DOTA.

Los ratones de los grupos A y D se sacrificaron 1 hora posterior a la inyeccidn de la dosis; los ratones de los
grupos By E se sacrificaron 4 horas posterior a la inyeccién de la dosis, mientras que los ratones de los grupos
C y F se sacrificaron 24 horas posterior a la inyeccién de la dosis.

Se recolectaron sangre, 6rganos reproductores, intestino delgado, colon con ciego, bazo, pancreas, rifiones,
estébmago, higado, pulmén, corazén, cerebro, hueso femoral, grasa abdominal, mlsculo esquelético, cola,
glandulas salivales y tumor PC-3 de cada ratén sacrificado, se pesaron y se transfirieron a tubos individuales
para el contador gamma automatico.

Se contaron los tubos durante dos minutos. También se contaron los estdndares que consisten de 5 L de las
soluciones inyectadas a los ratones.

El fondo se resté automaticamente de los conteos.
Los estdndares también se usaron para la correccidén de la descomposicién.

Se calcul6 el por ciento de la dosis inyectada por gramo, expresado como %ID/g, para cada érgano recolectado
(media + desviacién estandar).

* Resultados:
Los resultados se ilustran en la figura 5.

Como se muestra en esta figura, el conjugado de 2'?Pb-DOTAM tiene un perfil de biodistribucién superior al
conjugado de 2"?Pb-DOTA con mayor retencion tumoral durante las primeras 24 horas.

Se observa una mayor captacion inicial en el pancreas 1 hora posterior a la inyeccién de la dosis del conjugado
de 2'2Pb-DOTAM.

Como se mencion6 anteriormente, se sabe que GRPR se expresa en el pancreas y esta mayor captacién inicial
posiblemente sea una traduccion de la mayor afinidad de unién del conjugado de 2'?Pb-DOTAM sobre el
conjugado de 2'?Pb-DOTA para células que expresan GRPR.

IV.2 - Impacto de un cambio de enlazador en la biodistribucién en ratones:

Estudio en ratones portadores de xenoinjertos:

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la biodistribucion de un conjugado marcado con 2'?Pb con una

actividad especifica de 10 uCi por 10 ng y que solo se diferencia del conjugado de la invencidén en que este
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comprende un enlazador constituido por una cadena de tres residuos de acido glutamico, en ratones desnudos
atimicos portadores de un tumor de células de céncer de préstata humano.

Este conjugado se denomina en adelante como "conjugado de®'?Pb-3GIu".

* Preparacion del conjugado 3Glu no marcado:

El conjugado 3Glu no marcado se prepard al seguir el mismo protocolo, como se describié en el punto | anterior,
excepto que los dos residuos de B-alanina se reemplazaron con tres residuos glutamicos en la etapa de

preparacién de la secuencia peptidica.

Marcacion con * 2'2Pb del conjugado 3Glu de 10 uCi por 10 ng de conjugado:

Soluciones Voltmenes 212Pp ibre
Conjugado de 3Glu (17 14,7 uL
ng/uL) ' <5 %
212py, (0,586 WCilUL) 427 uL

* Preparacion de la dosis del conjugado 2'?Pb-3Glu de = 10 uCi/100 uL:

. Volumenes
Soluciones
Conjugado de 2'?Pb-3Glu (0,415
uCiL) 203,6 L
Solucién salina 546,4 uL

Se prepararon jeringas de insulina que contienen cada una 100 pL de la solucién resultante de la mezcla del
conjugado de 2'?Pb-3Glu/solucion salina y que corresponde a una dosis del conjugado de 2'?Pb-3Glu de = 10
MCi/100 pL, para inyectar a los ratones.

* Disefio del estudio:

Se inyectaron por via subcuténea, en el flanco derecho, 5 ratones desnudos atimicos macho, de 7-8 semanas
de edad y un peso de 21,25 £ 0,9 g al inicio del estudio, con 10° células de cancer de prostata humano PC-3
en 100 yL de medio RPMI-1640/Matrigel™ (v/v: 1/1).

Los tumores se dejaron crecer hasta que alcanzaron los 200-300 mm3,

Cada ratén recibio por via intravenosa una dosis del conjugado de 2'?Pb-3Glu.
Los ratones se sacrificaron 4 horas posteriores a la inyeccién de la dosis.

Se recolectaron sangre, vejiga, érganos reproductores, intestino delgado, colon con ciego, bazo, pancreas,
rifiones, estémago, higado, pulmén, corazén, cerebro, hueso femoral, grasa abdominal, musculo esquelético,
cola y tumor PC-3 de cada ratén sacrificado, se pesaron y se transfirieron a tubos individuales para el contador
gamma automatico.

Se contaron los tubos durante dos minutos. También se contaron los estdndares que consisten en 5 L de las
soluciones inyectadas a los ratones.

El fondo se restd autométicamente de los conteos.
Los estdndares también se usaron para la correccidén de la descomposicién.

Se calcul6 el por ciento de la dosis inyectada por gramo, expresado como %ID/g, para cada érgano recolectado
(media + desviacién estandar).

* Resultados:

Los resultados se ilustran en la figura 6.
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Como se muestra en esta figura, el simple remplazo del enlazador -B-Ala-B-Ala- con un enlazador -Glu-Glu-
Glu- da comoresultado un perfil de biodistribucién completamente diferente ya que no se observa una captacién
inicial significativa en el pancreas ni una captacion tumoral significativa para el conjugado de 2'?Pb-3Glu.
Estudio en ratones inmunocompetentes libres de tumores:

El estudio tuvo como objetivo evaluar la biodistribucion de un conjugado marcado con 2'?Pb con una actividad

especifica de 10 mCi por 4,1 ng y que solo se diferencia del conjugado de la invencidén en que este comprende
un enlazador constituido por un grupo 4-amino-(1-carboximetil)piperidinilo, de férmula:

_-N
’ 0
PR

donde las lineas de puntos representan los enlaces covalentes al DOTAM y al antagonista GRPR
respectivamente, en ratones inmunocompetentes libres de tumores.

Este conjugado se denomina en adelante como "conjugado 2"?Pb-ACMP".

* Preparacion del conjugado ACMP no marcado:

El conjugado ACMP no marcado sigue el mismo protocolo como se describié en el punto | anterior, excepto
que la sintesis de péptidos se detuvo después del acoplamiento de DPhe y 4-amino-(1-carboximetil)piperidina

que se conjugé a la secuencia de péptidos antes de conjugar el DOTAM.

Marcacion con * 2'2Pb del conjugado ACMP de 10 uCi por 4,1 ng de conjugado:

Soluciones Vollimenes 212Pp libre
Conjugado de ACMP (17 12,05 plL
ng/uL) <5%*
212Pp (1,07 pCifuL) 467 uL
* La quelacion tardd 30 minutos.

* Preparacion de la dosis del conjugado de 2'?Pb-ACMP de = 10 uCi/100 pL:

Soluciones Volumenes
Conjugado de 2'?Pb-ACMP (0,49 uCi/uL) 1776 L
Solucién salina 572,4 uL

Se prepararon jeringas de insulina que contienen cada una 100 pL de la solucién resultante de la mezcla del
conjugado de 2"?Pb-ACMP/solucion salina y que corresponde a una dosis del conjugado de 2'?Pb-ACMP de =
10 puCi/100 pL, para inyectar a los ratones.

* Disefio del estudio:

Se inyectaron por via intravenosa 5 ratones hembra inmunocompetentes CD1, de 7-8 semanas de edad, con
una dosis del conjugado de 2'?Pb-ACMP.

Los ratones se sacrificaron 4 horas posteriores a la inyeccién de la dosis.

Se recolectaron sangre, vejiga, érganos reproductores, intestino delgado, colon con ciego, bazo, pancreas,
rifiones, estdbmago, higado, pulmén, corazdn, cerebro, hueso femoral, grasa abdominal y musculo esquelético
de cada ratdn sacrificado, se pesaron y se transfirieron a tubos individuales para un contador gamma
automético.

Se contaron los tubos durante dos minutos. También se contaron los estandares que consisten de 5 L de las
soluciones inyectadas a los ratones.

El fondo se resté automaticamente de los conteos.
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Los estdndares también se usaron para la correccidén de la descomposicién.

Se calcul6 el por ciento de la dosis inyectada por gramo, expresado como %ID/g, para cada érgano recolectado
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(media + desviacién estandar).
* Resultados:

Los resultados se ilustran en la figura 7.

Como se muestra en esta figura, el simple remplazo del enlazador -B-Ala-p-Ala- con un enlazador 4-amino-(1-
carboximetil)piperidinilo da como resultado un perfil de seguridad significativamente menor con una captacién

en los rifiones que es 5 veces mayor.

Referencias citadas EP-A-2 252 628
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REIVINDICACIONES

Conjugado o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y el conjugado es de férmula: C-L-A, en donde
C es un quelante, L es un enlazador unido covalentemente al quelante y A es un antagonista del receptor
del péptido liberador de gastrina unido covalentemente al enlazador, caracterizado porque:

- el quelante tiene la férmula:

1)
C>)\\/”\_./”\Xo

HaN NH2

donde la linea de puntos representa el enlace covalente al enlazador,

- el enlazador tiene la férmula: -B-Ala-B-Ala-; y

- el antagonista del receptor del péptido liberador de gastrina tiene la secuencia de aminoacidos: -
DPhe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Sta-Leu-NH> (SEQ ID NO: 1).

Conjugado o sal de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende ademas un radiontclido quelado
mediante el quelante.

Conjugado o sal de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el radiondclido es un radionlclido de
plomo, preferentemente 2°3Pb o 22Pb.

Composicién, caracterizada porque comprende un conjugado o sal de acuerdo con la reivindicacién 1,
en un medio farmacéuticamente aceptable.

Radiofarmaco, caracterizado porque comprende un conjugado o sal de acuerdo con la reivindicacién 2
o la reivindicacién 3, en un medio farmacéuticamente aceptable.

Conjunto de partes, caracterizado porque comprende al menos:

- un primer contenedor que contiene un conjugado o sal de acuerdo con la reivindicacién 1; y
- un segundo contenedor que contiene un radionuclido.

Conjunto de partes de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el radionuclido es un radionuclido de
plomo, preferentemente 2°3Pb o 22Pb.

Uso de un conjugado o sal de acuerdo con la reivindicaciéon 1, para preparar un radiofarmaco, que
comprende una quelacién de un radiondclido mediante el quelante del conjugado o sal del mismo.

Uso de un conjunto de partes de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacién 7, para preparar un
radiofarmaco, que comprende una quelacién del radiontclido mediante el quelante del conjugado o sal
del mismo.

Uso de acuerdo con la reivindicacion 8 o la reivindicacién 9, en el que el radiontclido es un radiontclido
de plomo, preferentemente 2®Pb o 2'2Pb.

Radiofarmaco de acuerdo con la reivindicacién 5 para su uso en la obtencién de imagenes in vivo o el
tratamiento de un cancer en el que se sobreexpresa el receptor del péptido liberador de gastrina.

Radiofarmaco para el uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que el cancer es un céancer de
prostata, de mama o de pulmén, preferentemente un cancer de préstata.
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